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ΙΠΠΟΚΡΑΤΕΙΟΣ ΟΡΚΟΣ 

 

Ορκίζομαι στον Απόλλωνα τον Ιατρό και στον Ασκληπιό και στην 

Υγεία και στην Πανάκεια και σε όλους τους Θεούς και τις Θεές, 

επικαλούμενος την μαρτυρία τους, να τηρήσω πιστά κατά τη 

δύναμη και την κρίση μου αυτόν τον όρκο και το συμβόλαιό μου 

αυτό.  

Να θεωρώ αυτόν που μου δίδαξε αυτή την τέχνη ίσο με τους 

γονείς μου και να μοιραστώ μαζί του τα υπάρχοντά μου και τα χρήματά μου αν έχει 

ανάγκη φροντίδας. Να θεωρώ τους απογόνους του ίσους με τα αδέλφια μου και να τους 

διδάξω την τέχνη αυτή αν θέλουν να τη μάθουν, χωρίς αμοιβή και συμβόλαιο και να 

μεταδώσω με παραγγελίες, οδηγίες και συμβουλές όλη την υπόλοιπη γνώση μου και στα 

παιδιά μου και στα παιδιά εκείνου που με δίδαξε και στους άλλους μαθητές που έχουν 

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

και σε κανέναν άλλο. 

Να θεραπεύω τους πάσχοντες κατά τη δύναμή μου και την κρίση μου χωρίς ποτέ, 

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

αν μου το ζητήσει, θανατηφόρο φάρμακο, ούτε να δώσω ποτέ τέτοια συμβουλή. Ομοίως 

να μη δώσω ποτέ σε γυναίκα φάρμακο για να αποβάλει.  

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

χειρουργήσω πάσχοντες από λίθους αλλά να αφήσω την πράξη αυτή για τους ειδικούς. 

Και σε όποια σπίτια κι αν μπω, να μπω για την ωφέλεια των πασχόντων αποφεύγοντας 

κάθε εκούσια αδικία και βλάβη και κάθε γενετήσια πράξη και με γυναίκες και με άνδρες, 

ελεύθερους και δούλους.  

Και ό,τι δω ή ακούσω κατά την άσκηση του επαγγέλματός μου, ή κι εκτός, για τη ζωή 

των ανθρώπων, που δεν πρέπει ποτέ να κοινοποιηθεί, να σιωπήσω και να το τηρήσω 

μυστικό.  

Αν τον όρκο μου αυτό τηρήσω πιστά και δεν τον αθετήσω, είθε να απολαύσω για πάντα 

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

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

και 

Ερευνητική 

Εμπειρία 

2000-2005 Τμήμα Βιολογίας,  

Σχολή Θετικών Επιστημών, Εθνικό και Καποδιστριακό 

Πανεπιστήμιο Αθηνών 

(Γενικός Βαθμός «Λίαν Καλώς») 

 

 

 

2004-2005 Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο 

Αθηνών, Τμήμα Βιολογίας  

 

Διπλωματική εργασία με τίτλο:  

«Μελέτη παραγόντων οξειδωτικής καταπόνησης (stress) 

σε πειραματικώς επαγόμενο διαβήτη». (Τομέας 

Γενετικής και Βιοτεχνολογίας, Εθνικό και 

Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Τομέας 

Πειραματικής Φυσιολογίας, Ιατρική Σχολή Αθηνών). 

Επιβλέπουσα εργασίας: Κουγιανού-Κουτσούκου Σοφία, 

Βιολόγος, PhD, Επίκουρη Καθηγήτρια του Τομέα 

Γενετικής και Βιοτεχνολογίας του Τμήματος Βιολογίας 

του Εθνικού και Καποδιστριακού Πανεπιστημίου 

Αθηνών 
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2006-2007 Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ, Τμήμα 

Μικροβιολογίας, Εργαστήριο Κυτταρικής 

Ανοσολογίας 

 

Ερευνητική εργασία με θέμα: 

«In vitro και in vivo μελέτες για την ανοσοθεραπεία 

της λεϊσμανίασης». 

Επιβλέπουσα εργασίας: Ντότσικα Ελένη, DVM, PhD 

 

 

2007-2015 Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ, Τμήμα 

Μικροβιολογίας, Εργαστήριο Κυτταρικής 

Ανοσολογίας 

 

α. Ερευνητική εργασία με θέμα : 

«Αλληλεπίδραση μεταξύ φυσικής και ειδικής ανοσίας 

στο επίπεδο των Toll-like και TCR υποδοχέων σε 

λοιμώξεις από παράσιτα του γένους Leishmania». 

(Στα πλαίσια εκπόνησης διδακτορικής διατριβής, 

στον Τομέα Μικροβιολογίας της Ιατρικής Σχολής 

Αθηνών, με επίσημη ημερομηνία ορισμού τριμελούς 

επιτροπής την 14η Νοεμβρίου 2007) 

Επιβλέπουσα εργασίας: Ντότσικα Ελένη, DVM, PhD 

 

β. Συμμετοχή σε ερευνητικά προγράμματα μελέτης 

ανοσοτροποποιητικών ιδιοτήτων πρωτεϊνών του 

παρασίτου του γένους Leishmania, για την ανάπτυξη 

προστατευτικών εμβολίων έναντι της λεϊσμανίασης 

σε πειραματικά μοντέλα ποντικού. 

 

γ. Συμμετοχή σε πρόγραμμα μελέτης ανοσολογικών 

παραμέτρων σε εθελοντές και πειραματόζωα που 

ακολουθούν πειραματικά πρωτόκολλα διατροφής. 

 

δ. Διατήρηση καλλιεργειών ποικίλλων στελεχών του 

παρασίτου του γένους Leishmania (π.χ. Leishmania 

donovani, Leishmania major) και παρασκευή 

διαλυτών αντιγόνων του παρασίτου για την κάλυψη 

των αναγκών του Εθνικού Κέντρου Αναφοράς 

Λεϊσμανιάσεων. 

 

2015 Παροχή υποτροφίας από την οργανωτική 

επιτροπή του συνεδρίου “Annual Scientific Meeting 

of the Institute Pasteur International Network”, για 

την συμμετοχή και παρακολούθηση του συνεδρίου 

που διεξήχθει το 2015 (Paris, 14-16 Οκτωβρίου). 

 

2010 Παροχή υποτροφίας από την οργανωτική 

επιτροπή του συνεδρίου “Annual Scientific Meeting 
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of the Institute Pasteur International Network”, για 

την συμμετοχή και παρακολούθηση του συνεδρίου 

που διεξήχθει το 2010 (Hong Kong, 22-25 

Nοεμβρίου). 

 

2006-2008 Σύμβαση υποτρόφου στο εργαστήριο 

Κυτταρικής Ανοσολογίας, του Ελληνικού Ινστιτούτου 

Παστέρ. 

 

15 συμμετοχές σε Παγκόσμια και Πανελλήνια 

Συνέδρια, με προφορικές ομιλίες ή με παρουσίαση 

poster. 

2015. Scientific Meeting of the Institut Pasteur 

International Network. Paris, France, 14-16 

Οκτωβρίου 2015 

Παρουσίαση poster: 

Koutsoni, S.O., Kyriazis, J.D., Barhoumi, M., 

Abdelkrim,   Y.Z., Karagouni, E., Guizani, I., Dotsika, 

E. 

“Evaluation of the therapeutic activity of LieIF in 

experimentally induced visceral leishmaniasis”. 

 

2014. Scientific Meeting of the Institut Pasteur 

International Network. Paris, France, 10-13 

Σεπτεμβρίου 2014. 

Παρουσίαση poster: 

Kyriazis I.D., Smyrlis D., Koutsoni O., Papadaki A., 

Boleti H., Karagouni E., Skaltsounis L.A., Dotsika, E. 

“Oleuropein possesses immune-modulatory nature 

along  with leishmanicidal activity”. 

 

2014. Scientific Meeting of the Institut Pasteur 

International Network. Paris, France, 10-13 

Σεπτεμβρίου 2014. 

Παρουσίαση poster: 

Agallou, M., Athanasiou, E., Koutsoni, O., 

Samiotaki, M., Panayotou, G., Dotsika, E., Karagouni, 

E. 

“Antigen identification through bioinformatics and   

proteomics approaches for vaccine development 

against leishmaniasis”. 

 

2014. Aquaculture Europe 2014, Donostia–San 

Sebastián, Spain, 14-17 Οκτώβρη. 

Παρουσίαση poster: 

M. Smyrli, E. Dotsika, O. Koutsoni, P.G. Kalatzis, C. 

Kokkari and P. Katharios 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Specific antibody response of seasbass 

(Dicentrarchus labrax) to Aeromonas Veronii 

autogenous vaccine.” 

 

2013. Regional European Biomedical Laboratory 

Science Congress, and the 4th Greek Medical 

Laboratory Technologists Conference, Αθήνα, 5-7 

Δεκεμβρίου, 2013. 

Προφορική παρουσίαση: 

O. Koutsoni 
“Vaccine adjuvants as tools for designing innovative  

vaccines.” 

 

2013.”26
th

 Annual Congress of the European Society 

of Veterinary Dermatology and the European College 

of Veterinary Dermatology - ESVD-ECVD”, 

Valencia, Spain, 19-21 Σεπτεμβρίου 2013 

Ελεύθερη ανακοίνωση και παρουσίαση poster: 

M.K. Chatzis, L.V. Athanasiou, E. Papadopoulos, D.  

Kasabalis, K. Apostolides, T. Petanides, M. 

Mylonakis, T. Rallis, L. Leontides, E. Dotsika, O. 

Koutsoni, A.F. Koutinas, and M.N. Saridomichelakis 

“A cross-sectional survey of leishmaniosis in 

clinically normal and sick cats in Greece with indirect 

immunofl uorescence antibody test and enzyme-

linked immunosorbent assay” 

 

2013. “10
th

 International Veterinary Immunology 

Symposium – IVIS”, Milan, Italy, 28 Αυγούστου – 01 

Σεπτεμβρίου 2013 

Παρουσίαση poster: E. Athanasiou, M. Agallou, O. 

Koutsoni, E. Dotsika, and   E. Karagouni 

“In silico analysis of five known Leishmania infantum 

antigenic proteins and in vitro assessment of the 

derived peptides immunogenicity in sera from 

asymptomatic or symptomatic naturally infected 

dogs” 

 

2013.“15
th

 International Congress of Immunology – 

ICI”, Milan, Italy, 22-27 Αυγούστου 2013 

Παρουσίαση poster: 

Agallou M., Koutsoni O., Dotsika E., Karagouni E. 

“In silico prediction of promiscuous Leishmania 

infantum KMP-11, H1, LeIF, CPA, CPB peptides and 

experimental validation of eliciting CD4
+
 and CD8

+
 

T-cell specific responses” 

 

2011. “Annual Scientific Meeting of the Institute 

Pasteur International Network-Scientific Meeting of 

the Young Researchers ”, Paris, 10 Nοεμβρίου 2011 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Παρουσίαση poster στο συνέδριο: 

Koutsoni O., Barhoumi M., Guizani I., Dotsika E. 

“Pre-treatment of J774A.1 macrophages with LeIF 

and IFN-γ induces resistance to Leishmania donovani 

at the late phase of infection” 

 

2010. “Annual Scientific Meeting of the Institute 

Pasteur International Network”, Hong Kong, 22-25 

Nοεμβρίου 2010 

Συμπράττων συγγραφέας της προφορικής 

παρουσίασης στο  συνέδριο: 

Barhoumi M., Koutsoni O., Guizani I., Dotsika E. 

“Characterization of immunomodulatory activity of 

eIF4A protein” 

 

2010. “Annual Scientific Meeting of the Institute 

Pasteur International Network”, Hong Kong, 22-25 

Nοεμβρίου 2010 Παρουσίαση poster στο συνέδριο: 

Koutsoni O., Barhoumi M., Guizani I., Dotsika E. 

“LieIF and its recombinant polypeptides enhance the 

maturation of mouse dendritic cells and the 

production of the protective IL-12 cytokine”. 

 

2010. 32
ο
 Επιστημονικό Συνέδριο Ελληνικής 

Εταιρείας Βιολογικών Επιστημών», Kαρπενήσι, 20-

22 Μαΐου 2010. 

Παρουσίαση poster στο συνέδριο: 

Κουτσώνη Ό., Barhoumi M., Guizani I., 

Καραγκούνη Ε., Ρούτσιας Ι., Ντότσικα Ε.«LieIF: Μια 

ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη του παρασίτου 

Leishmania spp. ως υποψήφιο αντιγόνο για την 

ανάπτυξη εμβολίου» 

 

2008. 30
ο
 Επιστημονικό Συνέδριο Ελληνικής 

Εταιρείας Βιολογικών Επιστημών», Θεσσαλονίκη, 

22-24 Μαΐου 2008. 

Παρουσίαση poster στο συνέδριο: 

Κουτσώνη Ό., Καραγκούνη Ε.,Ντότσικα Ε 

«Leishmania major και δενδριτικά κύτταρα: ρόλος των 

TLR3 και TLR9 στην αναγνώριση του παρασίτου» 

 

2007. 29
ο
 Επιστημονικό Συνέδριο Ελληνικής 

Εταιρείας  Βιολογικών Επιστημών», Καβάλα, 17-19 

Μαΐου 2007. 

Παρουσίαση poster στο συνέδριο: 

Κουτσώνη Ό., Τσαγκόζης Π., Καραγκούνη Ε., 

Ντότσικα Ε. 

«Πλασματοκυτταροειδή δενδριτικά ως οχήματα 

μεταφοράς αντιγόνων για την επαγωγή προστατευτικής 

ανοσίας σε πειραματικά μοντέλα δερματικής 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δημοσιεύσεις σε 

Διεθνή 

Περιοδικά 
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1.1 Παράσιτο του γένους Leishmania. 

1.1.1 Ιστορικά στοιχεία και συστηματική κατάταξη του παρασίτου. 

Τα πρωτόζωα του γένους Leishmania αποτελούν υποχρεωτικά ενδοκυτταρικά 

παράσιτα που προκαλούν την νόσο λεϊσμανίαση και περιγράφηκαν για πρώτη φορά το 

1903, όταν οι Leishman και Donovan παρατήρησαν ανεξάρτητα την ύπαρξή τους στο 

σπλήνα ασθενών από την Ινδία που υπέφεραν από kala azar (μαύρος πυρετός), τη 

σπλαγχνική μορφή της νόσου [1]. Συγχρόνως, ο Ross δημιούργησε το γένος Leishmania 

για το συγκεκριμένο παράσιτο. Λίγο αργότερα, το 1908, οι Nicolle και Comte, ανέφεραν 

την πρώτη μόλυνση σκύλου, στην Τυνησία [2]. 

Τα παράσιτα του γένους Leishmania ανήκουν στην τάξη των κινητοπλαστοειδών 

(Kinetoplastida) και στην οικογένεια των τρυπανοσωματιδών (Trypanosomatidae) (Εικ. 

1.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η Leishmania και άλλα πρωτόζωα της τάξης αυτής, κατατάσσονται μεταξύ των πιο 

πρωτόγονων ευκαρυωτικών οργανισμών [3]. Η συστηματική ταξινόμηση του παρασίτου 

έχει υποστεί συχνές μεταβολές και αναπροσαρμογές [4]. Τα διάφορα είδη του παρασίτου, 

δεν μπορούν να διαφοροποιηθούν με μορφολογικά κριτήρια και ως εκ τούτου, 

χρησιμοποιήθηκαν άλλα κριτήρια. Παλαιότερα, η διάκριση των ειδών, στηριζόταν σε 

βιολογικά και οικολογικά κριτήρια, όπως οι ενδιάμεσοι ξενιστές και η θέση ανάπτυξης 

του παρασίτου στο έντερο του ενδιάμεσου ξενιστή, η γεωγραφική κατανομή, ο τροπισμός 

και οι κλινικές εκδηλώσεις της νόσου. Με την πορεία των χρόνων τα κριτήρια αυτά 

αποδείχθηκαν ανεπαρκή και έδωσαν τη θέση τους σε άλλα, όπως οι πολυμορφισμοί του 

Εικόνα 1.1. Συστηματική ταξινόμηση του παρασίτου Leishmania spp. Προσαρμοσμένη σχηματική απεικόνηση 

από Garcia-Almagro, D., 2005. 
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κινητοπλαστικού DNA, οι πρωτεΐνες και τα αντιγόνα του παρασίτου [5]. Η τεχνική 

αναφοράς για τη διάκριση μεταξύ των διαφόρων ειδών Leishmania πραγματοποιείται με 

κριτήριο την ύπαρξη χαρακτηριστικών ισοενζυμικών μορφών μεταξύ 12 ενζύμων 

(MLEE). Μέσα στο ίδιο είδος μπορούν να διακριθούν διαφορετικές ισοενζυμικές μορφές, 

ζυμοδέματα (zymodemes), το κάθε ένα από τα οποία χαρακτηρίζεται από ένα 

συγκεκριμένο πρότυπο ισοενζύμων [6]. Μέχρι σήμερα έχουν περιγραφεί περίπου 30 είδη 

του γένους Leishmania, η πλειοψηφία των οποίων (περίπου 20 είδη) μολύνει τον 

άνθρωπο και προκαλεί τις διάφορες κλινικές μορφές λεϊσμανίασης (Εικ. 1.2) [7]. 

 

 

 

1.1.2 Μετάδοση του παρασίτου. 

Τα παράσιτα του γένους Leishmania μεταδίδονται στους σπονδυλωτούς ξενιστές 

(τελικούς ξενιστές) μέσω του δήγματος των ενδιάμεσων ξενιστών (φορείς μετάδοσης), 

των θηλυκών εντόμων της οικογένειας των ψυχοειδών (γένη Lutzomyia και Phlebotomus) 

[8]. Από τα 1000 σχεδόν συνολικά είδη σκνίπας, λιγότερα από 50 είδη είναι φορείς του 

παρασίτου παγκοσμίως, εξαιτίας της αδυναμίας ορισμένων ειδών σκνίπας να 

υποστηρίξουν την ανάπτυξη των μολυσματικών μορφών στο μικροπεριβάλλον τους [9]. 

Επίσης, παρατηρείται ποικιλία των φορέων μετάδοσης του παρασίτου ανάλογα με την 

γεωγραφική κατανομή. Η σκνίπα του γένους Lutzomyia συναντάται στις χώρες του Νέου 

Κόσμου, αντίθετα με το γένος Phlebotomus που εντοπίζεται κυρίως στις χώρες του 

Παλαιού Κόσμου (Νότια Ευρώπη, Ασία, Αφρική). Στην Ελλάδα υπάρχουν 13 είδη 

Εικόνα 1.2. Συστηματική ταξινόμηση των ειδών του παρασίτου Leishmania spp. Προσαρμοσμένη 

σχηματική απεικόνηση από Banuls, A.L. et al., 2007. 



                                                                                                                                         1. Εισαγωγή 
 

 

 28 

σκνίπας, 10 από τα οποία ανήκουν στο γένος Phlebotomus και 3 στο γένος Sergentomyia 

[10]. 

To επιδημιολογικό πρότυπο μετάδοσης της νόσου, εξαρτάται από παραμέτρους που 

σχετίζονται τόσο με τον ενδιάμεσο όσο και με τον τελικό ξενιστή του παρασίτου. Πιο 

συγκεκριμένα, εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τις ανθρωπόφιλες ή ζωόφιλες 

διατροφικές συνήθειες του ενδιάμεσου ξενιστή και τον οικολογικό θώκο που αυτός 

καταλαμβάνει, π.χ. αν βρίσκεται κοντά σε οικισμούς ή στην ύπαιθρο. Ανάλογα με το 

είδος του τελικού ξενιστή, υπάρχουν δύο βασικοί τύποι επιδημιολογικών κύκλων: η 

ζωονόσος (ζώο-σκνίπα-ζώο) και η ανθρωπονόσος (άνθρωπος-σκνίπα-άνθρωπος) [11].  

      Η λεϊσμανίαση είναι κυρίως ζωονόσος που προκαλείται συνήθως από την L. infantum 

και ο οικόσιτος σκύλος αποτελεί την κύρια δεξαμενή του παρασίτου [11]. Οι κυριότερες 

φυλές σκύλων που εμφανίζουν την νόσο με μεγαλύτερη συχνότητα είναι ο γερμανικός 

ποιμενικός, τα μπόξερ και τα ντόμπερμαν [12, 13]. Επίσης, μεταξύ άλλων ξενιστών, 

συναντώνται τα τρωκτικά, τα μαρσιποφόρα, οι πίθηκοι, οι κυνίδες, τα άγρια σαρκοφάγα, 

η κόκκινη αλεπού, η αιγυπτιακή μαγκούστα, το κουνάβι των πεύκων, ενώ προσφάτως, 

καταγράφηκαν και μολυσμένοι ιβηρικοί λαγοί [9, 14]. Η ζωονοτική λεϊσμανίαση 

αποτελεί μία αναδυόμενη νόσο και σε μη ενδημικές περιοχές, όπου απουσιάζουν οι 

σκνίπες φορείς. Η εμφάνιση αυτή οφείλεται κυρίως στη μεταφορά των σκύλων από 

ενδημικές περιοχές [9, 15]. Η κλασσική οδός μετάδοσης του παρασίτου είναι μέσω των 

μολυσμένων σκνιπών. Παρόλα αυτά, υπάχουν αναφορές κάθετης μετάδοσης, μετάδοσης 

μέσω σεξουαλικής επαφής των σκύλων καθώς και μέσω μετάγγισης αίματος [15].  

      Παρόλα αυτά, η λεϊσμανίαση μπορεί να είναι και ανθρωπονόσος, με τις σκνίπες να 

μεταδίδουν το παράσιτο ανάμεσα στους ανθρώπους (τελικούς ξενιστές). Η 

ανθρωπονοτική μετάδοση είναι χαρακτηριστική για τα είδη του συμπλέγματος L. tropica 

(δερματική λεϊσμανίαση) και L. donovani (σπλαγχνική λεϊσμανίαση) [16]. Ο άνθρωπος 

έχει καταγραφεί ως ο μόνος ξενιστής για το στέλεχος L. donovani. Παρατηρείται αύξηση 

του αριθμού των κρουσμάτων της ανθρωπονοτικής λεϊσμανίασης σε μη ενδημικές 

περιοχές όπως η Γαλλία, η Γερμανία, η Ιταλία και το Ηνωμένο Βασίλειο. Αξιοσημείωτο 

είναι επίσης το γεγονός πως η L. donovani, εισήχθηκε πρόσφατα στην Κύπρο [9]. Ο 

αυξανόμενος ρυθμός ταξιδίων και η μετάδοση της νόσου μέσω άλλων οδών (συγγενώς ή 

μέσω της παρεντερικης οδού μετά από μετάγγιση αίματος ή μετά από τρύπημα με 

μολυσμένη βελόνα), χωρίς τη μεσολάβηση του ενδιάμεσου ξενιστή, μπορεί να εξηγήσει 
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αυτές τις καταγραφές [1, 9]. Τέλος, η κάθετη οδός μετάδοσης από την μητέρα στο παιδί, 

αναφέρεται σπάνια [16]. 

 

1.1.3 Αναπτυξιακές μορφές του παρασίτου. 

Τα παράσιτα του γένους Leishmania έχουν διμορφικό κύκλο ζωής, με δύο κύριες 

μορφές, την προμαστιγωτή και την αμαστιγωτή μορφή (Εικ. 1.3) [17]. Οι προμαστιγωτές 

μορφές είναι αυτές που εντοπίζονται εξωκυττάρια, στον πεπτικό σωλήνα του ενδιάμεσου 

ξενιστή. Είναι επιμήκεις, με μέγεθος 15 – 20 μm x 1,5 – 3,5 μm και φέρουν μαστίγιο 

μεγέθους 15 – 28 μm, το οποίο χρησιμεύει τόσο σαν όργανο κίνησης όσο και σαν όργανο 

προσκόλλησης, ενώ η περί τη βάση του περιοχή εμπλέκεται σε διαδικασίες 

ενδοκυττάρωσης και εξωκυττάρωσης διαφόρων ουσιών [4, 18].  

 

 

 

Οι αμαστιγωτές μορφές είναι υποχρεωτικά ενδοκυττάρια παράσιτα που εντοπίζονται 

στα φαγολυσοσωμικά χυμοτόπια των φαγοκυττάρων του τελικού ξενιστή. Είναι ωοειδείς 

σχηματισμοί με μέγεθος 2-5 μm σε διάμετρο και στερούνται ορατού με το κοινό 

μικροσκόπιο μαστιγίου, καθώς αυτό δεν εξέρχεται του κυτταρικού σώματος (Εικ. 1.3, 

1.4) [5]. 

Ωστόσο, η γενική δομή και σύσταση και των δύο σταδίων είναι όμοια, κύρια στοιχεία 

της οποίας είναι η παρουσία ενός δικτύου μικροσωληνίσκων που διατηρεί τη μορφολογία 

του κυττάρου, και η ύπαρξη του κινητοπλάστη (Εικ. 1.4). Ο κινητοπλάστης αποτελεί ένα 

οργανίδιο με λειτουργίες ανάλογες του μιτοχονδρίου και περιέχει το κινητοπλαστικό 

DNA [19]. Το γενετικό υλικό του κινητοπλάστη (kDNA), απαρτίζεται από ένα γιγαντιαίο 

Εικόνα 1.3. Προμαστιγωτή (Α) και αμαστιγωτή (Β) μορφή του παρασίτου L. mexicana. 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Leishmania_mexicana) 
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δίκτυο εκατοντάδων κυκλικών μορίων DNA που ονομάζονται μινι-κύκλοι (minicircles) 

και μαξι-κύκλοι (maxi-circles) [20]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.4 Κύκλος ζωής του παρασίτου. 

 1.1.4.1 Είσοδος του παρασίτου στον ενδιάμεσο ξενιστή. 

Έξω από τον τελικό ξενιστή, ο κύκλος ζωής του παρασίτου περιορίζεται στην 

πεπτική οδό του ενδιάμεσου ξενιστή (της σκνίπας) [21]. Κατά το δήγμα αίματος της 

σκνίπας, αναρροφάται η αμαστιγωτή μορφή, που θεωρείται η λοιμογόνος μορφή για τον 

ενδιάμεσο ξενιστή [16]. Το δήγμα αίματος, περνά στο οπίσθιο μεσέντερο της σκνίπας και 

στη συνέχεια τα παράσιτα, καθώς μεταναστεύουν στο πρόσθιο μεσέντερο, υπόκεινται σε 

πληθώρα μετασχηματισμών κατά τη διαδικασία της μετακυκλογένεσης (Εικ. 1.5) [21, 

22]. 

 Ο όρος μετακυκλογένεση χαρακτηρίζεται από ένα συνδυασμό μορφολογικών, 

μεταβολικών, δομικών και λειτουργικών αλλαγών προκειμένου να εξασφαλιστεί η 

Εικόνα 1.4. Σχηματική αναπαράσταση των κύριων ενδοκυτταρικών οργανιδίων της προμαστιγωτής μορφής 

(αριστερά) και της αμαστιγωτής μορφής (δεξιά), του παρασίτου Leishmania spp. Προσαρμοσμένη σχηματική 

αναπαράσταση από Besteiro, S., et al., 2007. 
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επιβίωση του παρασίτου στον ενδιάμεσο ξενιστή. Πιο συγκεκριμένα, οι αμαστιγωτές 

μορφές διαφοροποιούνται αρχικά σε μικρές και νωθρές προμαστιγωτές μορφές 

(προκυκλικές) με κύριο χαρακτηριστικό το μικρό μαστίγιο και τον έντονο ρυθμό 

πολλαπλασιασμού. Στη συνέχεια, μετατρέπονται σε μεγαλύτερες δομές που 

μεταναστεύουν προς το πρόσθιο μεσέντερο, τις νεκτομονάδες, οι οποίες 

διαφοροποιούνται περαιτέρω στις λεπτομονάδες [21, 22]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Τέλος, στο φάρυγγα της σκνίπας, συναντώνται δύο αναπτυξιακά στάδια, οι 

απτομονάδες και οι μετακυκλικές μορφές. Χαρακτηριστικά των απτομονάδων είναι το 

μικρό μαστίγιο και η έλλειψη κινητικότητας. Αντίστοιχα, οι μετακυκλικές μορφές 

αποτελούν τις μολυσματικές μορφές του παρασίτου με κύρια χαρακτηριστικά τους το 

μικρό κυτταρικό σώμα, το επίμηκες μαστίγιο και την έντονη κινητικότητα. Ο 

εκτιμώμενος χρόνος που απαιτείται για την ολοκλήρωση των αναπτυξιακών σταδίων του 

παρασίτου στο εσωτερικό της σκνίπας, κυμαίνεται από 6 έως 9 ημέρες ανάλογα το είδος 

του παρασίτου [21]. 

Εικόνα 1.5. Σχηματική αναπαράσταση του κύκλου ζωής του παρασίτου Leishmania spp. Διακρίνονται τρείς 

κύριες αναπτυξιακές φάσεις κατά τον πολλαπλασιασμό του παρασίτου: η αμαστιγωτή μορφή στο φαγολυσόσωμα 

των μακροφάγων, η προκυκλική προμαστιγωτή μορφή στο κοιλιακό μεσέντερο του ενδιάμεσου ξενιστή και η 

λεπτομονάδα στο θωρακικό μεσέντερο. Τροποποιημένη σχηματική απεικόνιση από Gossage, S.M. et al,2003. 
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1.1.4.2 Είσοδος του παρασίτου στον τελικό ξενιστή. 

Οι μολυσματικές προμαστιγωτές μορφές (μετακυκλικές) που επωάστηκαν από τον 

ενδιάμεσο ξενιστή, στη συνέχεια ενοφθαλμίζονται, κατά τη διάρκεια ενός νέου γεύματος 

αίματος, στο δέρμα των τελικών ξενιστών. Οι μετακυκλικές προμαστιγωτές μορφές του 

παρασίτου, είναι προσαρμοσμένες για την επιβίωσή τους στον τελικό ξενιστή [21]. 

Χαρακτηρίζονται από την ικανότητά τους να αναπαράγονται, να ανθίστανται στους 

δραστικούς λυτικούς μηχανισμούς του ξενιστή, να εισβάλλουν στα κύτταρά του και να 

δημιουργούν μέσα σε αυτά ένα μικροπεριβάλλον, ευνοϊκό για την επιβίωση και για τον 

πολλαπλασιασμό τους. 

Τα μολυσματικά παράσιτα διαπερνούν τον επιδερμικό φραγμό και εισέρχονται στους 

ιστούς του, όπου προσλαμβάνονται από τα μακροφάγα (Εικ. 1.6) [9, 23]. Η πρόσδεση 

των μορίων του συμπληρώματος C3b, στην επιφάνεια των προμαστιγωτών μορφών, 

επιτρέπει την προσκόλληση αυτών στα μακροφάγα του ξενιστή, μέσω του υποδοχέα 

CR1. Ένα μόριο του παρασίτου που εμπλέκεται στην προσκόλληση αυτή είναι η 

γλυκοπρωτεϊνη gp63 [24]. 

 

 

Εικόνα 1.6. Βιολογικός κύκλος και μετάδοση του παρασίτου. Κατά το γεύμα αίματος της σκνίπας, οι 

προμαστιγωτές μορφές εισέρχονται στα μακροφάγα του τελικού ξενιστή, όπου μετασχηματίζονται σε αμαστιγωτές 

μορφές και πολλαπλασιάζονται με δυαδική σχάση. Ακολουθεί λύση των κυττάρων και απελευθέρωση των 

αμαστιγωτών μορφών, οι οποίες προσλαμβάνονται κατά το επόμενο δήγμα του εντόμου και μετασχηματίζονται σε 

προμαστιγωτές μορφές στο μεσέντερο αυτού. Προσαρμοσμένη σχηματική απεικόνιση από Kumar, R. and Engwerda, 

C., 2014. 
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Στο εσωτερικό των στρατολογημένων μακροφάγων, εντοπίζονται στο 

φαγολυσόσωμα, όπου μετατρέπονται στην αμαστιγωτή μορφή και πολλαπλασιάζονται, 

με τελικό αποτέλεσμα τη ρήξη του κυττάρου-στόχου. Οι αμαστιγωτές μορφές που 

απελευθερώνονται, μολύνουν νέα κύτταρα αποικίζοντας διάφορους ιστούς του ξενιστή, 

όπως το δέρμα, οι βλεννογόνοι υμένες, το ήπαρ και ο σπλήνας [25]. Έχουν παρατηρηθεί 

μολύνσεις πολλαπλών κυτταρικών τύπων με αμαστιγωτές μορφές του παρασίτου, όπως 

των μονοκυττάρων, των πολυμορφοπύρηνων ουδετρόφιλων και των ινοβλαστών [26, 

27]. Ο ιστικός τροπισμός εξαρτάται από το γενετικό υπόβαθρο τόσο του ξενιστή όσο και 

του παρασίτου και προσδιορίζει την χαρακτηριστική ανοσοπαθολογία των διαφόρων 

ειδών Leishmania. 

Ο βιολογικός κύκλος του παρασίτου ολοκληρώνεται όταν ο μη μολυσμένος 

ενδιάμεσος ξενιστής γίνει φορέας του παρασίτου λαμβάνοντας μολυσμένα κύτταρα, κατά 

τη διάρκεια ενός νέου γεύματος αίματος. 

 

1.2 Η νόσος λεϊσμανίαση. 

1.2.1 Κλινικές μορφές της λεϊσμανίασης. 

Η λεϊσμανίαση χαρακτηρίζεται από πολυπλοκότητα και ποικιλία κλινικών 

εκδηλώσεων, οι οποίες κυμαίνονται από αυτοϊάσιμες δερματικές αλλοιώσεις έως 

θανατηφόρα αποίκιση των σπλαγχνικών οργάνων [16, 28]. Η βαρύτητα των κλινικών 

εκδηλώσεων εξαρτάται τόσο από το είδος του παρασίτου όσο και από παράγοντες που 

επηρεάζουν την επάρκεια του ανοσοποιητικού συστήματος του ξενιστή, όπως είναι ο 

υποσιτισμός και η συλλοίμωξη με τον ιό HIV [16]. 

Οι βασικές κλινικές μορφές της νόσου είναι δύο, η δερματική και η σπλαγχνική 

μορφή. Η δερματική λεϊσμανίαση (cutaneous leishmaniasis – CL) προκαλείται κυρίως 

από δύο υπογένη Leishmania, την L. (Leishmania) στις παλαιοτροπικές περιοχές 

(Ευρασία και Αφρική) και την L. (Viannia) στις νεοτροπικές περιοχές (Αμερική). Πιο 

συγκεκριμένα, προκαλείται κυρίως από τα είδη L. major, L. tropica και L. aethiopica στις 

παλαιοτροπικές περιοχές και L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis και L. 

panamensis στις νεοτροπικές περιοχές (Εικ. 1.7) [28]. 
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      Η δερματική λεϊσμανίαση χαρακτηρίζεται από δερματικές βλάβες στο σημείο του 

δήγματος της σκνίπας (Εικ. 1.8) [14, 29]. Οι πληγές ποικίλλουν από μικρές αυτοϊάσιμες 

ελκώσεις έως κοκκιοματώδη οζίδια και μεγάλες ερυθυματώδεις πληγές [25]. Οι 

περισσότεροι ασθενείς, εμφανίζουν μία ή δύο πληγές, συνήθως στα εκτιθιμένα σημεία, 

που κυμαίνονται σε διάμετρο από 0,5 έως 3 εκατοστά [27, 30]. Η νόσος μπορεί να 

παραμείνει υποκλινική ή να εξελιχθεί μετά από μια περίοδο επώασης που μπορεί να 

διαρκέσει από 1 έως 12 εβδομάδες [27]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.7. Συσχέτιση των διαφορετικών ειδών του παρασίτου του γένους Leishmaia spp. με τις κλινικές 

μορφές της νόσου καθώς και με τον τελικό και ενδιάμεσο ξενιστή. Προσαρμοσμένη σχηματική απεικόνιση από 

Oliveira, F. et al., 2013. 

Εικόνα 1.8. Κύριες κλινικές μορφές λεϊσμανίασης. Δερματική (αριστερά) και σπλαγχνική (δεξιά) 

λεϊσμανίαση. (www.who.int) 
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      Οι χρόνιες μολύνσεις και η φλεγμονή μπορούν να διαρκέσουν για πολλούς μήνες ή 

χρόνια και συχνά οδηγούν σε σημαντική ιστική καταστροφή και μόνιμες ουλές [28]. Οι 

βλάβες που οφείλονται στην L. major εμφανίζουν ταχεία εξέλκωση ενώ οι βλάβες από τις 

L. tropica και L. aethiopica εξελκώνονται μετά από πολλούς μήνες. Και στις δύο 

περιπτώσεις, τα έλκη μπορεί να είναι πολλαπλά και κατά κανόνα αυτοϊώνται αφήνοντας 

ουλή. Παρόλα αυτά έχουν αναφερθεί ορισμένα είδη του παρασίτου που προκαλούν μη 

ιάσιμη δερματική λεϊσμανίαση [16]. 

Η σπλαγχνική μορφή της νόσου (visceral leishmaniasis – VL) (Εικ. 1.8) προκαλείται 

από τα είδη του συμπλέγματος L. donovani (L. donovani, L. infantum, L. chagasi) (Εικ. 

1.7) [31]. Περιστασιακά, η L. tropica στην Μέση Ανατολή και η L. amazonensis στην 

Νότια Αμερική μπορούν επίσης να προκαλέσουν σπλαγχνική λεϊσμανίαση. Αποτελεί την 

πιο σοβαρή κλινική μορφή της νόσου, καθώς τo παράσιτο, αποικίζει τα εσωτερικά 

όργανα του ξενιστή (ήπαρ, σπλήνας και μυελός των οστών). Στην πλειονότητα των 

περιπτώσεων η μόλυνση παραμένει ασυμπτωματική ή υποκλινική. Ο χρόνος επώασης 

του παρασίτου κυμαίνεται από 2 εβδομάδες έως 18 μήνες, με τις πιο έντονες 

φλεγμονώδεις αντιδράσεις στα όργανα να εμφανίζονται 2 έως 8 μήνες μετά την μόλυνση 

[23, 32]. Η εκδήλωση της σπλαγχνικής λεϊσμανίασης χαρακτηρίζεται κλινικά από πυρετό 

(εισβάλλει βαθμηδόν, χαρακτηρίζεται από δύο ημερήσιες αιχμές, διαρκεί 1-6 εβδομάδες 

και κατόπιν εξαφανίζεται, για να επανεμφανισθεί σε ακανόνιστα χρονικά διαστήματα), 

αδυναμία, ανορεξία, απώλεια βάρους, ταχυκαρδία, γαστρεντερικές διαταραχές, μυϊκή 

ατροφία, ηπατοσπληνομεγαλία, υπαλβουμιναιμία και πανκυτταροπενία. Η ασθένεια, 

χωρίς θεραπεία μπορεί να οδηγήσει στον θάνατο, με ποσοστό θνησιμότητας 75 - 95%. To 

ποσοστό θνησιμότητας μπορεί να φτάσει και το 10 - 20% ακόμα και μετά από επιτυχή 

θεραπεία. Ο θάνατος επέρχεται συνήθως μέσα σε δύο χρόνια και οφείλεται σε επιπλοκές 

λόγω μόλυνσης με άλλα παράσιτα, βακτήρια ή ιούς, σε εγκεφαλική αιμοραγία, σε 

σηψαιμία και σε μυοκαρδιακή έκπτωση [23]. 

Εκτός από τις δύο κύριες κλινικές μορφές της νόσου, εμφανίζονται και αρκετές 

παραλλαγές. Τέτοιες είναι η διάχυτη δερματική (diffuse cutaneous leishmaniasis - DCL), 

η βλεννογονοδερματική (mucocutaneous leishmaniasis – MCL), η δερματική 

λεϊσμανίαση μετά από σπλαγχνική λεϊσμανίαση (post kala-azar dermal leishamniasis – 

PKDL) και η σπλαγχνοτροπική (viscerotropic) λεϊσμανίαση. Η διάχυτη δερματική 

λεϊσμανίαση αποτελεί μια χρόνια πολυπαρασιτική μορφή που εκδηλώνεται με τη μορφή 

διάχυτων δερματικών βλαβών (βλατίδων, πλακών και όζων) (Εικ. 1.9) [33].  
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Η βλεννογονοδερματική λεϊσμανίαση, χαρακτηρίζεται από την καθυστερημένη 

ανάπτυξη μεταστατικών πληγών και την καταστροφή του βλεννογόνου του στόματος, της 

ρινικής κοιλότητας, του φάρυγγα και του λάρυγγα (Εικ. 1.9) [27]. Η δερματική 

λεϊσμανίαση μετά από σπλαγχνική λεϊσμανίαση, εμφανίζεται με ποσοστό 20 - 60%, 

ανάλογα με την γεωγραφική κατανομή, σε ασθενείς με σπλαγχνική λεϊσμανίαση. 

Εκδηλώνεται με διάφορες δερματικές βλάβες και μπορεί να εμφανιστεί μέχρι και 20 

χρόνια μετά την αρχική μόλυνση. Τέλος, η σπλαγχνοτροπική λεϊσμανίαση 

χαρακτηρίζεται από περιορισμένου βαθμού παρασιτισμό των οργάνων του ξενιστή [28]. 

1.2.2 Επίπτωση της νόσου. 

Η λεϊσμανίαση είναι μια παραμελημένη τροπική ασθένεια που έχει συνδεθεί με 

συνθήκες φτώχειας και υποσιτισμού [23]. Κατατάσσεται δεύτερη σε θνησιμότητα, καθώς 

είναι η πιο σημαντική πρωτοζωϊκή παρασιτική νόσος μετά την ελονοσία, και ένατη στην 

παγκόσμια ανάλυση των μολυσματικών ασθενειών [34, 35].  

Σύμφωνα με τον παγκόσμιο οργανισμό υγείας (WHO), ο επιπολασμός της νόσου έχει 

υποτιμηθεί καθώς τις προηγούμενες δεκαετίες, η καταγραφή των περιστατικών ήταν 

υποχρεωτική μόνο σε 32 από το σύνολο των 98 ενδημικών χωρών [9, 28]. Μέχρι σήμερα, 

Εικόνα 1.9. Κλινικές μορφές λεϊσμανίασης. Διάχυτη δερματική (αριστερά) και βλεννογονοδερματική (δεξιά) 

λεϊσμανίαση. (www.who.int) 
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έχουν καταγραφεί παγκοσμίως 14 εκατομμύρια κλινικά περιστατικά, ενώ 2 εκατομμύρια 

νέες μολύνσεις σημειώνονται ετησίως (400000 και 1300000 για τη σπλαγχνική και τη 

δερματική μορφή, αντίστοιχα) [15, 36]. Οι θάνατοι που καταγράφονται λόγω 

σπλαγχνικής λεϊσμανίασης, ανέρχονται στις 40000, ετησίως [23]. Στην περιοχή της 

Μεσογείου, τα κρούσματα της σπλαγχνικής λεϊσμανίασης στον άνθρωπο, καλύπτουν το 5 

- 6% της παγκόσμιας έκτασης της νόσου, με μία εκτιμόμενη ετήσια συχνότητα 1200 -

2000 περιστατικά [14]. Στην Ελλάδα, αναφέρονται κατά μέσο όρο 25 περίπου 

κρούσματα ετησίως, κυρίως σε ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς, ενώ το νόσημα είναι 

πολύ συχνό στο σκύλο (0,7-48,7%) [10].  

Επιπρόσθετα, στις αναπτυγμένες χώρες, η διαρκής αύξηση των επιβεβαιωμένων 

περιστατικών συλλοίμωξης με τον ιό HIV, τροποποιεί τον επιπολασμό της νόσου [9]. 

Παλαιότερα, τα δύο τρίτα των ασθενών της λεϊσμανίασης ήταν παιδιά, όμως μετά το 

1985 όπου ξεκίνησε η πανδημία του ιού HIV, το 70% των ασθενών είναι ενήλικες [37]. 

Τέτοια περιστατικά συλλοίμωξης έχουν καταγραφεί σε 35 χώρες παγκοσμίως και η 

πλειοψηφία αυτών καταγράφεται στη Γαλλία, την Ιταλία, την Πορτογαλία και την 

Ισπανία (Εικ. 1.10) [9, 14]. Στη Δυτική Ευρώπη, έχουν αναφερθεί 2000 περιστατικά 

συλλοίμωξης σπλαγχνικής λεϊσμανίασης - HIV. Η εισαγωγή της αντιρετροϊκής θεραπείας 

υψηλής δραστικότητας (higly active antiretroviral therapy, HAART), έχει βελτιώσει 

αρκετά την επιδημιολογία της ταυτόχρονης λοίμωξης. Στην περιοχή της Μεσογείου, η 

HAART μείωσε την επίπτωση της σπλαγχνικής λεϊσμανίασης κατά 50 - 60% [14]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 1.10. Γεωγραφική κατανομή περιστατικών συλλοίμωξης Leishmania-HIV. 

(http://www.who.int/leishmaniasis/burden/hiv_coinfection/burden_hiv_coinfection/en/) 
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1.2.3 Γεωγραφική κατανομή της λεϊσμανίασης. 

Η γεωγραφική κατανομή και εξάπλωση της νόσου, κατηγοριοποιείται αδρά σε δύο 

μεγάλες περιοχές, τον «Παλαιό Κόσμο» (Αφρική, Ασία, Ευρώπη) και τον «Νέο Κόσμο» 

(Αμερική). Παρά την πραγματική εξάπλωση της νόσου σε όλες τις ηπείρους, πλην της 

Ανταρκτικής, οι περισσότερες ενδημικές περιοχές είναι τροπικές και υποτροπικές. Το 

σύνολο των χωρών αυτών εκτείνεται από τα τροπικά δάση της Νοτίου Αμερικής, στη 

Νότια Ευρώπη, στη Μέση Ανατολή, στη Νότια και Ανατολική Αφρική και στην Ινδία [9, 

16, 33].  

Επιπλεόν, η λεϊσμανίαση καταγράφεται με διαρκώς αυξημένη συχνότητα, σε 

γεωγραφικά πλάτη όπου οι ενδιάμεσοι ξενιστές απουσιάζουν ή υπάρχουν σε 

περιορισμένο αριθμό. Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν οι Ανατολικές 

Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής, ο Καναδάς και η Γερμανία. Αξιοσημείωτο είναι επίσης 

πως η νόσος έχει προσδιοριστεί στην Ταϋλάνδη και στην Αυστραλία [9, 29].  

Η πλειοψηφία των περιστατικών δερματικής λεϊσμανίασης (90%) καταγράφεται στο 

Αφγανιστάν, στη Μέση Ανατολή και στη Νότια Αμερική (Εικ. 1.11). Η σπλαγχνική 

λεϊσμανίαση συναντάται κυρίως στην Ινδία (Εικ. 1.12) [11, 15]. Η συχνότητα της νόσου 

στην νότια Ευρώπη είναι χαμηλή και η περιοχή της Μεσογείου χαρακτηρίζεται 

υποενδημική, καλύπτοντας το 5-6% των παγκόσμιων περιστατικών [14]. Αναλυτικότερα, 

καταγράφεται κυρίως στην Ιταλία, στη Γαλλία, στην Ελλάδα, στην Κροατία και στην 

Τουρκία. Επιπλέον, υπάρχουν αναφορές για εξάπλωση των επιβεβαιωμένων κρουσμάτων 

και στη Βόρεια Ευρώπη (Βόρεια Ιταλία και Γερμανία) [14]. Τέλος, η πλειοψηφία των 

περιστατικών βλεννογονοδερματικής και διάχυτης δερματικής λεϊσμανίασης, 

καταγράφεται στη Νότια Αμερική [9].  
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Εικόνα 1.11. Καταγεγραμμένα περιστατικά δερματικής λεϊσμανίασης (CL) στον Νεό (αριστερά) και Παλαιό 

Κόσμο (δεξιά). Η εξάπλωση της νόσου κυμαίνεται από 100% απουσία (πράσινο) έως 100% παρουσία (μωβ). Οι 

μπλε κηλίδες καταδεικνύουν γεωγραφικά κέντρα βάρους των περιστατικών. Προσαρμοσμένη σχηματική 

απεικόνιση από Pigott, D.M. et al., 2014. 

Εικόνα 1.12. Καταγεγραμμένα περιστατικά σπλαγχνικής λεϊσμανίασης (VL) στον Νεό (αριστερά) και 

Παλαιό Κόσμο (δεξιά). Η εξάπλωση της νόσου κυμαίνεται από 100% απουσία (πράσινο) έως 100% παρουσία 

(μωβ). Οι μπλε κηλίδες καταδεικνύουν γεωγραφικά κέντρα βάρους των περιστατικών. Προσαρμοσμένη σχηματική 

απεικόνιση από Pigott, D.M. et al., 2014. 



                                                                                                                                         1. Εισαγωγή 
 

 

 40 

1.2.4 Διάγνωση της λεϊσμανίασης. 

Οι κύριες διαγνωστικές μέθοδοι της νόσου είναι δύο, η ορολογική και η 

μικροσκοπική ανίχνευση του παρασίτου σε επιχρίσματα ιστών [9]. Η μικροσκοπική 

ανίχνευση μπορεί να εφαρμοστεί σε διάφορους τύπους κυττάρων με αντίστοιχα 

μειονεκτήματα και πλεονεκτήματα. Η χρήση των κυττάρων αίματος, παρά την ευκολία 

χειρισμού που παρουσιάζει, μειονεκτεί στο χαμηλό παρασιτικό φορτίο. Τα επιχρίσματα 

σπληνός παρόλο που πλεονεκτούν έναντι των κυττάρων αίματος, καθώς αποτελούν 

πλούσια πηγή παρασίτων, απαιτούν καλά εκπαιδευμένο προσωπικό κατά τη βιοψία του 

δείγματος λόγω κινδύνου ρήξης ή αιμορραγίας. Η αντίστοιχη βιοψία ήπατος είναι πιο 

ασφαλής. αλλά η εύρεση των παρασίτων είναι βέβαιη μόνο σε προχωρημένες μολύνσεις 

[23].  

Οι ορολογικοί έλεγχοι αποτελούν τις περισσότερο χρησιμοποιούμενες μεθόδους 

έμμεσης διάγνωσης. Σε αυτούς τους ελέγχους, περιλαμβάνονται η δοκιμασία έμμεσου 

ανοσοφθορισμού, η ανοσοενζυμική δοκιμασία ELISA και η μέθοδος Western blot [1]. 

Στα μειονεκτήματα της εφαρμογής των μεθόδων αυτών, περιλαμβάνονται η ανάγκη 

ειδικού εξοπλισμού που αποτρέπει την εφαρμογή τους σε συνθήκες πεδίου. 

Μία άλλη μέθοδος διάγνωσης της νόσου, είναι η βιοχημική, η οποία 

πραγματοποιείται με ισοενζυμική ανάλυση [5]. Κατά την ανάλυση αυτή επιτυγχάνεται 

προσδιορισμός τόσο των φυλογενετικών ειδών όσο και των στελεχών ή ζυμοδεμάτων του 

παρασίτου. Η μέθοδος αυτή προϋποθέτει την ανάπτυξη πολλών παρασίτων γεγονός που 

αυξάνει τον κίνδυνο επιμόλυνσης με βακτήρια ή μύκητες. Η πολυεστιακή ενζυμική 

ηλεκτροφόρηση (MLEE) προϋποθέτει την καλλιέργεια αξενικών παρασίτων. 

Μεταξύ των μεθόδων διάγνωσης, συναντάται και το τεστ Montenegro (τεστ 

λεϊσμανίνης), το οποίο δεν είναι αρκετά ειδικό για τα είδη Leishmania [6, 9]. Αποδίδει 

ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα σε ενεργή νόσο και ψευδώς θετικά αποτελέσματα ακόμα 

και μετά από πετυχημένη θεραπεία διάρκειας δύο μηνών. Επιπλέον, χρησιμοποιούνται οι 

ανοσοχρωματογραφικές δοκιμασίες που χρησιμοποιούν το ανασυνδυασμένο αντιγόνο 

Κ39 και οι δοκιμασίες άμεσης συγκόλλησης, οι οποίες εμφανίζουν υψηλή ευαισθησία 

και ειδικότητα [9]. 

Τέλος, η διάγνωση του παρασίτου επιτυγχάνεται και με μοριακές μεθόδους. Η 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) εμφανίζει υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα 

και χρησιμοποιείται συχνά ως ο πρωταρχικός έλεγχος σε νοσοκομεία και ερευνητικά 

κέντρα [23].  
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1.3 Θεραπευτικές προσεγγίσεις της λεϊσμανίασης. 

1.3.1 Χημειοθεραπεία της λεϊσμανίασης. 

Η θεραπεία της νόσου με φυσικές μεθόδους, όπως η εφαρμογή ακτινοβολίας, ο 

καυτηριασμός και η τοπική κρυοθεραπεία, αποδείχθηκε ανεπαρκής για την θεραπεία της 

δερματικής λεϊσμανίασης [38]. Η κύρια θεραπεία όλων των κλινικών μορφών της νόσου 

είναι η χημειοθεραπεία.  

Για τη θεραπεία της λεϊσμανίασης, τα φάρμακα που χρησιμοποιούνται περιορίζονται 

στον αριθμό 6 [39]. Τα φάρμακα πρώτης γραμμής βασίζονται στο πεντασθενές αντιμόνιο 

(στιβογλυκονικό νάτριο με την εμπορική ονομασία Pentostam και αντιμονιακή 

μεγλουμίνη με την εμπορική ονομασία Glucantime) (Πίν. 1.1). Ο μηχανισμός δράσης των 

φαρμάκων αυτών, στηρίζεται στη μετατροπή του πεντασθενούς αντιμονίου σε τρισθενές, 

το οποίο προκαλεί κερματισμό του DNA των αμαστιγωτών μορφών του παρασίτου [40, 

41]. Τα φάρμακα αυτά αναπτύχθηκαν τη δεκαετία του 1940 και παραμένουν στυλοβάτες 

της συστηματικής θεραπείας έναντι της λεϊσμανίασης [30]. Οι ενώσεις του αντιμονίου 

αποτελούν φάρμακα επιλογής έναντι όλων των τύπων της νόσου, όμως παρουσιάζουν 

σημαντικά μειονεκτήματα, μεταξύ των οποίων η αναγκαιότητα παρεντερικής χορήγησης, 

η καρδιοτοξικότητα, η νεφροτοξικότητα και η πρόκληση παγκρεατίτιδας [11, 42]. 

Επιπρόσθετα, παρατηρείται ανάπτυξη ανθεκτικών στελεχών του παρασίτου έναντι αυτών 

των ενώσεων με αποτέλεσμα την έλλειψη αποτελεσματικότητας της θεραπείας, ιδιαίτερα 

στις ενδημικές περιοχές. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η Ινδία, όπου το 40 - 60% 

των ασθενών με σπλαγχνική λεϊσμανίαση, δεν ανταποκρίνεται πλέον σε αυτή τη 

θεραπεία [42]. Επιπλέον, αναφέρονται διακυμάνσεις αποτελεσματικότητας των 

φαρμάκων αυτών, ανάλογα με το είδος του παρασίτου [43, 44]. Επίσης, η χρήση των 

ενώσεων του αντιμονίου, δεν οδηγεί σε κλινική και παρασιτολογική θεραπεία του 

σκύλου, που αποτελεί τον κύριο ξενιστή του παρασίτου στην περιοχή της Μεσογείου. 

Η αναποτελεσματικότητα των ενώσεων του αντιμονίου οδήγησε σε εναλλακτικές 

θεραπείες με τα φάρμακα δεύτερης γραμμής. Σε αυτά περιλαμβάνονται η πενταμιδίνη 

(αρωματικές διαμιδίνες, εμπορική ονομασία Pentacarinat) και η αμφοτερικίνη Β 

(εμπορική ονομασία Fungizone), τα οποία είναι επίσης γνωστά από το 1940 και 1959, 

αντίστοιχα. Η ακριβής δράση της πενταμιδίνης δεν είναι γνωστή αλλά υπάρχουν 

δεδομένα που υποστηρίζουν ότι δρα στα μιτοχόνδρια του παρασίτου [45]. Τα φάρμακα 

αυτά εμφανίζουν υψηλή τοξικότητα και σχετίζονται με σοβαρές παρενέργειες (Πίν. 1.1) 

[42]. Η πενταμιδίνη προκαλεί υπόταση, ταχυκαρδία και έμετο και η χρήση της 
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αμφοτερικίνης Β είναι δαπανηρή και προϋποθέτει ενδοφλέβια χορήγηση και 

μακροχρόνια νοσηλεία [15]. Αντίστοιχα, η θεραπεία των σκύλων με αμφοτερικίνη Β, 

οδηγεί σε παροδική μείωση του παρασιτικού φορτίου και σε καταστροφή της ρινικής 

κοιλότητας του ζώου. 

Φάρμακα όπως, η μιλτεφοσίνη, η παρομομυκίνη και η λιποσωμική αμφοτερικίνη Β, 

αντικαθιστούν σταδιακά τις ενώσεις του πεντασθενούς αντιμονίου και της συμβατικής 

αμφοτερικίνης Β [9].  

 

      Η μιλτεφοσίνη, η οποία είχε αρχικά χρησιμοποιηθεί ως αντικαρκινικό φάρμακο, 

αποτελεί ένα νέο φάρμακο πρώτης γραμμής που χρησιμοποιείται ευρέως από το 2002, 

τόσο για την ανθρωπονοτική όσο και για την ζωονοτική λεϊσμανίαση. Ο μηχανισμός 

δράσης του κατά του παρασίτου Leishmania στηρίζεται στην παρεμπόδιση της σύνθεσης 

των φωσφολιπιδίων και των στερολών [46, 47]. Αποτελεί το πρώτο αποτελεσματικό 

φάρμακο που χορηγείται διά στόματος (Πίν. 1.1) [48]. Έχει χρησιμοποιηθεί στο 

Πρόγραμμα Περιορισμού της Σπλαγχνικής Λεϊσμανίασης στην Ινδία και απέδωσε 

ενθαρρυντικά αποτελέσματα έναντι της σπλαγχνικής και της δερματικής λεϊσμανίασης, 

τόσο του Παλαιού όσο και του Νέου Κόσμου [42]. Οι παρενέργειες της χρήσης της, είναι 

κυρίως γαστρεντερικές διαταραχές [11]. Παρόλα αυτά είναι υποθετικά τερατογόνος, 

Πίνακας 1.1. Διαθέσιμα φάρμακα και θεραπευτικά σχήματα που χρησιμοποιούνται για την θεραπεία της 

λεϊσμανίασης. IM: ενδομυϊκή οδός χορήγησης, IV: ενδοφλέβια οδός χορήγησης. Πίνακας προσαρμοσμένος από de 

Menezes, J.P. et al., 2015. 

IM:ενδομυϊκή
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απαιτεί μια μακρά περίοδο θεραπείας (28 ημέρες) που μπορεί να οδηγήσει σε μικρή 

συμμόρφωση και σε υποτροπή, ενώ ταυτόχρονα υπάρχει ανησυχία για ανάπτυξη αντοχής 

[23]. Η μιλτεφοσίνη έχει αναδειχθεί ως πιθανό εργαλείο και για την θεραπεία της 

σπλαγχνικής λεϊσμανίασης του σκύλου. Δεν υπάρχουν αναφορές για νεφροτοξική δράση 

και ο έμετος αποτελεί την πιο συνηθισμένη παρενέργεια [49].  

      Η χρήση της παρομομυκίνης παρουσιάζει πλεονεκτήματα, όπως το χαμηλό κόστος 

και η σχετικά μικρή διάρκεια χορήγησης. Η παρομομυκίνη παρουσιάζει διακυμάνσεις 

αποτελεσματικότητας και η κύρια παρενέργειά της είναι η διαταραχή της ηπατικής 

λειτουργίας. Η χρήση της στην θεραπεία του σκύλου, οδηγεί αρχικά σε βελτίωση της 

κλινικής εικόνας του ζώου, αλλά συχνά παρατηρούνται υποτροπές [11].  

      Η λιποσωμική αμφοτερικίνη Β (εμπορική ονομασία Ambisome), αποτελεί 

τροποποιημένη μορφή της αμφοτερικίνης Β, που παρουσιάζει βελτιωμένη ασφάλεια 

χρήσης και αυξημένη αντιλεϊσμανιακή δράση (Πίν. 1.1). Αποτελεί την πρώτη επιλογή 

θεραπείας της σπλαγχνικής λεϊσμανίασης σε πολλές ενδημικές χώρες της Ευρώπης και 

στις Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής, καθώς και τη σύγχρονη θεραπεία ρουτίνας για τη 

σπλαγχνική λεϊσμανίαση έναντι της L. donovani στην Ινδία [11, 23]. Παρόλα αυτά, 

εμφανίζει διακυμάνσεις αποτελεσματικότητας καθώς κλινικές μελέτες αναδεικνύουν πως 

είναι λιγότερο αποτελεσματική έναντι της L. donovani στην Ανατολική Αφρική και 

έναντι της L. infantum στη Λατινική Αμερική [23]. Η χρήση της λιποσωμικής 

αμφοτερικίνης Β στην θεραπεία του σκύλου, οδήγησε σε ίαση των ζώων, αλλά παρά την 

αρχική αποτελεσματικότητα, παρατηρήθηκαν υποτροπές [50, 51]. 

      Συνοψίζοντας, τα διαθέσιμα φάρμακα εμφανίζουν τοξικές παρενέργειες και απαιτούν 

μακροχρόνια παραμονή στο νοσοκομείο [29]. Επίσης έχουν υψηλό κόστος, γεγονός που 

αποτελεί σημαντικό μειονέκτημα καθώς τα εκατομμύρια των ασθενών και των 

ανθρώπων που βρίσκονται σε κίνδυνο να νοσήσουν, κατοικούν σε υπανάπτυκτες ή 

αναπτυσσόμενες χώρες και είναι πράγματι «οι φτωχότεροι των φτωχών της γης». 

Επιπλέον, η δραστικότητα των φαρμάκων επηρεάζεται από ποικιλία παραγόντων, όπως 

το είδος του παρασίτου, το γένος, η ηλικία και το ανοσολογικό προφίλ του ξενιστή [42]. 

Ως εκ τούτου, τα τελευταία χρόνια, ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας (WHO) προτείνει 

τη χρήση συνδυασμένης χημειοθεραπείας.  

      Ο συνδυασμός φαρμάκων αποσκοπεί στη μείωση της διάρκειας της θεραπείας και 

των απαιτούμενων περεντερικών χορηγήσεων, καθώς και στην επιβράδυνση της 

ανάπτυξης ανθεκτικότητας [11]. Η στρατηγική της συνδυαστικής χημειοθεραπείας 
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ενθαρρύνει την επίτευξη θεραπείας σε περιπτώσεις υποτροπών, σε περιπτώσεις ασθενών 

που δεν ανταποκρίθηκαν στην αρχικά διαθέσιμη μονοθεραπεία και σε περίπλοκες 

παθολογικές καταστάσεις, όπως η συλλοίμωξη με τον ιό HIV, όπου η τεχνική της 

μονοθεραπείας αποδείχθηκε ανεπαρκής [11, 42]. Η συνδυαστική χημειοθεραπεία της 

λιποσωμικής αμφοτερικίνης Β σε συνδυασμό με την μιλτεφοσίνη και την παραμομυκίνη, 

χρησιμοποιείται σε κλινικές μελέτες φάσης ΙΙΙ, στην Ινδία, με ενθαρρυντικά 

αποτελέσματα [23]. 

1.3.2 Ανοσοθεραπεία έναντι της λεϊσμανίασης. 

Η ανοσοθεραπεία, αφορά στην χρήση βιολογικών ουσιών ή μορίων, ικανών να 

ρυθμίζουν τις ανοσολογικές αποκρίσεις και αποτελεί μία υποσχόμενη στρατηγική που 

εφαρμόζεται στην θεραπεία πολλών ασθενειών (π.χ. καρκίνος, ιογενείς παθήσεις) [11]. 

Επιπλέον, ο συνδυασμός ανοσοθεραπείας με χημειοθεραπευτικά φάρμακα 

(ανοσοχημειοθεραπεία) μπορεί να οδηγήσει σε βελτίωση της μειωμένης 

αποτελεσματικότητας και σε μείωση της υψηλής τοξικότητας που προκαλείται από την 

συμβατική χημειοθεραπεία [11]. 

Οι αυξανόμενες αναφορές για αποτυχία της συμβατικής θεραπείας έναντι της 

λεϊσμανίασης καθώς και οι πολύπλοκες κλινικές περιπτώσεις, ιδιαίτερα οι περιπτώσεις με 

συνυπάρχουσα ανοσοκαταστολή όπως για παράδειγμα η ταυτόχρονη λοίμωξη 

Leishmania – HIV και οι μεταμοσχευόμενοι ασθενείς, επιτάσσουν τη χρήση συνδυασμού 

θεραπειών και την ανάπτυξη νέων στρατηγικών θεραπείας. Η ανοσοθεραπεία, μόνη της ή 

σε συνδυασμό με την χημειοθεραπεία, έχει εφαρμοστεί στην θεραπεία της σπλαγχνικής 

λεϊσμανίασης, για την καλύτερη ανταπόκριση των ασθενών και την παρεμπόδιση της 

ανάπτυξης αντοχής [52, 53]. Πιο συγκεκριμένα, η ανοσοθεραπεία και η 

ανοσοχημειοθεραπεία χρησιμοποιούνται για την επιλεκτική επαγωγή της προστατευτικής 

Th1 απόκρισης που είναι απαραίτητη για την αποτελεσματική προστασία του ξενιστή 

έναντι του παρασίτου [11, 42]. Χαρακτηριστικό παράδειγμα ανοσορυθμιστικού 

παράγοντα αποτελεί η IFN-γ, η οποία αποτελεί μια καλά χαρακτηρισμένη κυτταροκίνη 

που ενεργοποιεί την ενδοκυττάρια εξάλειψη του παρασίτου από τα μακροφάγα [54]. 

Επαναλαμβανόμενη συνδυαστική θεραπεία με IFΝ-γ και ενώσεις του αντιμονίου, 

φαίνεται να είναι αποτελεσματική σε υποτροπιάζοντες ασθενείς με σπλαγχνική 

λεϊσμανίαση, επιταχύνοντας τον έλεγχο του παρασίτου και ενισχύοντας την κλινική 

αποτελεσματικότητα της συμβατικής θεραπείας [11, 55]. 
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Μία άλλη καινοτόμος προσέγγιση ανοσοθεραπείας, αφορά στη χρήση των 

δενδριτικών κυττάρων (ΔΚ) για την επαγωγή ειδικής Τ κυτταρικής ανοσίας (Εικ. 1.13) 

[56]. Τα ΔΚ αποτελούν τα πιο ισχυρά αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα και παίζουν 

σημαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση των Τ, Β και ΝΚ κυττάρων. Τα ΔΚ προσλαμβάνουν 

το αντιγόνο και στη συνέχεια μεταναστεύουν στους επιχώριους λεμφαδένες όπου 

παρουσιάζουν τον αντιγονικό επίτοπο στα παρθένα Τ κύτταρα, ενεργοποιώντας τις 

ειδικές ανοσολογικές αποκρίσεις [57]. Στο πειραματικό μοντέλο ποντικού, η 

συνδυασμένη ανοσοθεραπεία που στηρίζεται στην χρήση των ΔΚ και του αντιμονίου 

είναι ιδιαίτερα αποτελεσματική έναντι της σπλαγχνικής λεϊσμανίασης. Επίσης, στο ίδιο 

πειραματικό μοντέλο, η θεραπεία με  στιβογλουκονικό νάτριο σε συνδυασμό με ΔΚ 

ευαισθητοποιημένα με διαλυτά αντιγόνα της L. donovani, οδήγησε σε πλήρη εκκαθάριση 

των παρασίτων [42].  

1.4 Ανάπτυξη εμβολίων έναντι της λεϊσμανίασης. 

1.4.1 Υποψήφια εμβόλια έναντι της λεϊσμανίασης. 

Ο εμβολιασμός αποτελεί τον ιδανικότερο τρόπο ελέγχου μιας νόσου [23]. Συνεπώς, η 

ανάπτυξη ενός προστατευτικού εμβολίου έναντι της λεϊσμανίασης αποτελεί αντικείμενο 

Εικόνα 1.13. Βιολογία της ανοσοθεραπείας με την χρήση ανθρώπινων υποπληθυσμών ΔΚ. Σχηματική 

απεικόνιση προασαρμοσμένη από Wimmers, F. et al. 2014. 
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εντατικής έρευνας. Παρόλα αυτά, η ανεπαρκής γνώση των μηχανισμών παθογένεσης των 

διαφορετικών ειδών του παρασίτου, ο πολύπλοκος κύκλος ζωής του και η δυναμική των 

ανοσοπαθολογικών αποκρίσεων του ξενιστή που προσδιορίζονται τόσο από την γενετική 

του προδιάθεση όσο και από την ανοσοικανότητά του, καθιστούν την ανάπτυξη ενός 

εμβολίου, έναν δύσκολο και προκλητικό στόχο που παραμένει ανέφικτος μέχρι σήμερα 

[29, 58]. 

Ένα αποτελεσματικό εμβόλιο πρέπει να διαθέτει ορισμένα χαρακτηριστικά όπως 

ασφάλεια, σταθερότητα σύνθεσης, ευκολία χορήγησης και υψηλή αποτελεσματικότητα 

ως προς την επαγωγή ισχυρής ανοσολογικής απόκρισης, ικανής να παρέχει μακροχρόνια 

προστασία [58, 59].  

Η δια βίου προστασία που επάγεται, στη δερματική μορφή της νόσου, μετά από 

φυσική μόλυνση, καταδεικνύει την ανάπτυξη ενός εμβολίου ως ρεαλιστικό στόχο [58]. 

Προς το παρόν δεν υπάρχει εμπορικά διαθέσιμο εμβόλιο έναντι της λεϊσμανίασης και 

όσα εμβόλια έχουν μελετηθεί, εμφανίζουν ποικίλα πλεονεκτήματα αλλά και σημαντικά 

μειονεκτήματα. 

Οι πρώτες προσπάθειες για την ανάπτυξη προστατευτικού εμβολίου αφορούν στον 

ενδοδερμικό εμβολιασμό προμαστιγωτών μορφών του παρασίτου L. major, συνήθως στο 

άνω τμήμα του βραχίονα, ο οποίος οδηγεί στην ανάπτυξη δερματικών φυμάτων 

(leishmanization) [58]. Η αρχή της μεθόδου στηρίζεται στην παρατήρηση πως μετά από 

ίαση των δερματικών βλαβών (φυμάτων), ο ασθενής αποκτά προστασία σε μελλοντική 

επαναμόλυνση.  

Η παραπάνω μέθοδος αντικαταστάθηκε από τα εμβόλια πρώτης γενιάς, τα οποία 

αποτελούνται από νεκρά ή αδρανοποιημένα παράσιτα. Τα εμβόλια αυτά περιέχουν 

ολόκληρο τον μικροοργανισμό που έχει υποστεί διάφορες επεξεργασίες, όπως η in vitro 

μακροχρόνια καλλιέργεια, η θερμική επεξεργασία, η αδρανοποίηση μέσω γ-

ακτινοβολίας, η χημική μεταλλαξογένεση που απενεργοποιεί στοιχεία μολυσματικότητας 

ή η καλλιέργειά του υπό την παρουσία φαρμάκων [58, 60]. Στα πλεονεκτήματα των 

εμβολίων πρώτης γενιάς, συγκαταλέγεται το γεγονός πως ο μικροοργανισμός δεν έχει τη 

δυνατότητα να πολλαπλασιάζεται στο εσωτερικό του ξενιστή και κατ’επέκταση δε 

μπορεί να εγκαταστήσει ενεργή μόλυνση, διατηρώντας έτσι ένα καλό πρότυπο ασφάλειας 

[29, 60]. Παρόλα αυτά, καταγράφονται και σημαντικά μειονεκτήματα, όπως η πρόκληση 

μέτριας έντασης και μικρής διάρκειας ανοσολογικής απόκρισης, που απαιτεί πολλαπλές 

ανοσοποιήσεις καθώς και η μειωμένη αποτελεσματικότητα στις κλινικές δοκιμές [59].  
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Η κατάκτηση επιστημονικής γνώσης σχετικά με πιθανούς μολυσματικούς παράγοντες 

του παρασίτου και με αντιγόνα αυτού που είναι υπεύθυνα για την επίτευξη ανοσίας του 

ξενιστή, οδήγησε στα εμβόλια δεύτερης γενιάς [58]. Τα εμβόλια δεύτερης γενιάς 

περιλαμβάνουν ζωντανά εξασθενημένα ή γενετικά τροποποιημένα παράσιτα, 

προσδιορισμένες υπομονάδες, ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες, πολυπρωτεΐνες, ή 

ανασυνδυασμένους φορείς (βακτήρια ή ιούς) που εκφράζουν λεϊσμανιακά αντιγόνα [58, 

59].  

Ως ζωντανά εξασθενημένα παράσιτα χρησιμοποιούνται μη παθογόνα είδη όπως η L. 

tarentolae. Η L. tarentolae έχει την ικανότητα να μολύνει τα κύτταρα των θηλαστικών 

και να μετατρέπεται στην ενδοκυττάρια αμαστιγωτή μορφή χωρίς να προκαλεί νόσο ή 

κλινικό σύμπτωμα, σε πειραματικά μοντέλα ποντικού και χάμστερ [58]. Γενωμική 

ανάλυση αλληλούχισης του στελέχους αυτού, έδειξε ότι η πλειοψηφία των γονιδίων του 

(περισσότερο από 90%) συναντάται σε όλα τα είδη του παρασίτου Leishmania. Ωστόσο, 

μερικά από τα απαραίτητα γονίδια που σχετίζονται με την παθογένεια του παρασίτου ή 

εκφράζονται στην αμαστιγωτή μορφή που αποικίζει τα κύτταρα του ξενιστή, δεν 

υπάρχουν στο γονιδίωμα της L. tarentolae [58]. Η χρήση της L. tarentolae ως μη 

παθογόνου φορέα αποτελεί ένα υποσχόμενο μέσο για την ανάπτυξη ενός 

αποτελεσματικού εμβολίου έναντι της λεϊσμανίασης. Σε πειραματικές δοκιμές 

εμβολιασμών ευαίσθητων BALB/c ποντικών, η ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση της L. 

tarentolae, οδήγησε σε προστατευτική ανοσολογική απόκριση [61]. Επιπλέον, λόγω 

έλλειψης της δυνατότητας ανάκτησης παθογόνου μορφής, η L. tarentolae παρέχει 

μεγαλύτερη ασφάλεια μειώνοντας την πιθανότητα ανάπτυξης της νόσου στον άνθρωπο. 

Το βασικό μειονέκτημα της χρήσης της, είναι η αδυναμία επιβίωσης για μεγάλο χρονικό 

διάστημα στα κύτταρα των θηλαστικών [58].  

Η δημιουργία γενετικά τροποποιημένων παρασίτων εισάγοντας ή αποσιωπώντας 

συγκεκριμένα γονίδια, αποτέλεσε επανάσταση στη δημιουργία γενετικά 

προσδιορισμένων εμβολίων [62]. Η χρήση των γενετικά τροποποιημένων παρασίτων σε 

πρωτόκολλα εμβολιασμού, παρουσιάζει πολλά πλεονεκτήματα. Στα εμβόλια αυτά, ο 

ζωντανός μικροοργανισμός διατηρεί τη δυνατότητα να πολλαπλασιάζεται στο εσωτερικό 

του ξενιστή και να προκαλεί μια ήπια και μικρής έντασης μόλυνση που ενεργοποιεί το 

ανοποιητικό σύστημα του ξενιστή παρόμοια με τη φυσική πορεία της μόλυνσης [63]. 

Επιπλέον, με τη χρήση αυτών των παρασίτων, επιτυγχάνεται μεταφορά μεγάλου 

φάσματος αντιγόνων στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα και ενεργοποίηση και των δύο 
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μορίων του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (MHC τάξης I και II). Με αυτόν 

τον τρόπο επιτυγχάνεται η επαγωγή ισχυρής και μακροχρόνιας ανοσολογικής απόκρισης, 

μέσω της ενεργοποίησης τόσο των CD4
+
 όσο και των CD8

+
 Τ κυττάρων. Η επίτευξη μιας 

ισχυρής απόκρισης, μετά την πρώτη ανοσοποίηση, μειώνει τον αριθμό των απαιτούμενων 

αναμνηστικών ανοσοποιήσεων. Επιπλέον, τα εμβόλια που φέρουν γενετικά 

τροποποιημένα παράσιτα είναι σχετικά απλά ως προς την παρασκευή τους και με χαμηλό 

κόστος παραγωγής [63]. Παρά τον σημαντικό αριθμό των πλεονεκτημάτων τους, τα 

εμβόλια αυτά εμφανίζουν και μειονεκτήματα. Το μεγαλύτερο μειονέκτημά τους αφορά 

στην εν δυνάμει ικανότητά τους να προκαλέσουν μόλυνση, ιδιαίτερα σε 

ανοσοκατεσταλμένα άτομα [59]. Μέσω οριζόντιας μεταφοράς γονιδίων και φυσικής 

τυχαίας μεταλλαξογένεσης, οι μικροοργανισμοί μπορούν να επανεκφράσουν 

μολυσματικά γονίδια και να μετασχηματιστούν σε αγρίου τύπου μικροοργανισμούς με 

μολυσματική ικανότητα. Σε πειραματικά μοντέλα ποντικού έχει επιτευχθεί ουσιαστική 

προστασία έναντι της λεϊσμανίασης αλλά η υπαρκτή πιθανότητα «αναστροφής της 

νόσου», τα καθιστά ακατάλληλα για τη χρήση τους στον άνθρωπο [58]. Επιπρόσθετα, η 

αποτελεσματικότητά τους στις κλινικές δοκιμές δεν έχει προσδιοριστεί πλήρως.  

Τα εμβόλια υπομονάδων περιέχουν καλά προσδιορισμένα και μεμονωμένα αντιγόνα 

του παρασίτου που είναι ικανά να επάγουν την επιθυμητή προστατευτική ανοσολογική 

απόκριση. Παρόλα αυτά, ο περιορισμένος αριθμός αντιγονικών επιτόπων καθιστά τα 

εμβόλια αυτά λιγότερο ανοσογονικά, συγκριτικά με τα εμβόλια που περιέχουν ολόκληρο 

τον μικροοργανισμό [59]. Τα εμβόλια υπομονάδων που έχουν ελεγχθεί μέχρι σήμερα, δεν 

επάγουν την ανάπτυξη μακροχρόνιας ανοσίας, γεγονός που οδηγεί στην ανάγκη 

πολλαπλών ανοσοποιήσεων [29]. Ως εκ τούτου, έχουν χρησιμοποιηθεί πολυπρωτεϊνικά 

εμβόλια προκειμένου να ενισχυθεί η ανοσογονικότητά τους [64]. 

Η άλλη σύγχρονη κατηγορία εμβολίων (εμβόλια τρίτης γενιάς), χρησιμοποιεί το 

γενετικό υλικό του παθογόνου, και όχι πρωτεϊνικά ή άλλα δομικά συστατικά του [65]. 

Χρησιμοποιώντας την αλληλουχία DNA που κωδικοποιεί έναν συγκεκριμένο 

προστατευτικό επίτοπο, επάγεται ειδική ανοσία έναντι του επίτοπου-στόχου (Πίν. 1.2). Η 

κωδική περιοχή του αντιγονικού επίτοπου μπορεί να ενσωματωθεί σε πλασμίδια και να 

μεταφερθεί μέσω κάποιου ιϊκού φορέα ή να ενσωματωθεί σε σωματίδια και να 

μεταφερθεί μέσω των δενδριτικών κυττάρων [59]. 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, δεν υπάρχει εμπορικά διαθέσιμο εμβόλιο έναντι της 

λεϊσμανίασης. Μέχρι σήμερα, τρία εμβόλια έχουν αδειοδοτηθεί για προφυλακτική χρήση 
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στο σκύλο (εμπορική ονομασία Leishmune, Leish-tec και CaniLeish) ενώ τα υποψήφια 

εμβόλια για χρήση στον άνθρωπο βρίσκονται υπό κλινικές δοκιμές [66]. 

 

 

Τo εμβόλιο με την εμπορική ονομασία Leishmune, χρησιμοποιείται στη Βραζιλία από 

το 2004 και παρέχει αποτελεσματικότητα 76 – 80% [9, 15, 65]. Επιπλέον, το εμβόλιο με 

την εμπορική ονομασία Leish-Tec (ανασυνδυασμένο αντιγόνο Α2 των αμαστιγωτών και 

σαπωνίνη) είναι εμπορικά διαθέσιμο στην Βραζιλία, αλλά έχει εφαρμοστεί σε μικρό 

αριθμό δειγμάτων [15, 65]. Τέλος, το εμβόλιο CaniLeish, κυκλοφόρησε στην Ευρώπη 

πρόσφατα (2011) και τα μέχρι στιγμής δεδομένα δεν αναφέρουν πλήρη προστασία [67]. 

Μερικά από τα εμπόδια που πρέπει να ξεπεραστούν για την ανάπτυξη ενός 

αποτελεσματικού εμβολίου είναι η επίτευξη μονής δόσης εμβολιασμού και η άρση της 

μειωμένης ανοσογονικότητας των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών και αντιγονικών 

υπομονάδων. Η ανάπτυξη νέων ανοσοενισχυτικών που ενισχύουν την 

αποτελεσματικότητα των εμβολίων αποτελεί ένα πολλά υποσχόμενο μέσο για την 

κατάκτηση των παραπάνω στόχων. 

 

 

 

Πίνακας 1.2. Αντιγόνα του παρασίτου Leishmania spp. που έχουν χρησιμοποιηθεί ως υποψήφια DNA εμβόλια. 

Πίνακας προσαρμοσμένος από Kumar, R. and Engwerda, C., 2014. 
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1.4.2 Χρήση πρωτεϊνών του παρασίτου Leishmania spp. στην κατασκευή εμβολίων. 

Διάφορες πρωτεΐνες του παρασίτου Leishmania spp. έχουν χαρακτηριστεί ως 

ανοσογονικές και πιθανά προστατευτικές [60].  

 

 

Πίνακας 1.3. Συνοπτική παρουσίαση των κυριότερων πειραματικών προσεγγίσεων εμβολιασμού έναντι της 

λεϊσμανίασης. Πίνακας προσαρμοσμένος από Kedzierski, L. 2011. 
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  Ανάμεσά τους βρίσκονται η γλυκοπρωτεΐνη 63 (gp63), η μεμβρανική 

γλυκοπρωτεΐνη 46 (gp46 ή Μ-2), η ιστόνη H1, καθώς και οι LACK, PSA-2, KMP-11 και 

LeIF [60].  

Εξαιτίας των γενετικών πολυμορφισμών που συναντώνται στο ανοσοποιητικό 

σύστημα των θηλαστικών, τα τελευταία χρόνια έχει προωθηθεί η ιδέα σχηματισμού 

πολυαντιγονικών εμβολίων, προκειμένου να επιτευχθεί καλύτερη και καθολικότερη 

ανοσολογική απόκριση (Πίν. 1.3) [63, 68].  

Ένα τέτοιο εμβόλιο ανασυνδυασμένης πολυπρωτεΐνης αποτελεί το Leish-111f που 

αποτελείται από τρεις ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες του παρασίτου. Ειδικότερα, 

αποτελείται από το αμινοτελικό τμήμα (1-226) της LeIF του στελέχους L. braziliensis, 
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μαζί με τις πρωτεΐνες TSA (thiol-specific antioxidant) και STI1 (stress-inducible protein 

1) του στελέχους L. major, σε συνδυασμό με το μονοφωσφορυλικό λιπίδιο Α (MPL, 

προερχόμενο από τον λιποπολυσακχαρίτη της Salmonella minnesota) και το σκουαλένιο 

(MPL-SE) [58, 63, 69]. 

 

1.4.2.1 Ευκαρυωτικός παράγοντας έναρξης του παρασίτου Leishmania (LeIF). 

Στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, η σύνθεση των πρωτεϊνών ή η μετάφραση όπως 

αποκαλείται, είναι θεμελιώδης για την έκφραση των γονιδίων [70]. Ο έλεγχος της 

μετάφρασης μπορεί να πραγματοποιηθεί σε κάθε ένα από τα τρία στάδια: έναρξη, 

επιμήκυνση και λήξη [71]. Παρόλα αυτά, η ρύθμιση συμβαίνει κυρίως στο στάδιο της 

έναρξης [70].  

Η σύνθεση των πρωτεϊνών ξεκινάει με την πρόσδεση της 5΄-αμετάφραστης περιοχής 

(UTR) του mRNA στη μικρή υπομονάδα του ριβοσώματος και καταλύεται από τους 

ευκαρυωτικούς παράγοντες έναρξης (eukaryotic translation initiation factors – eIFs), 

όπως προσδιορίστηκε το 1983 [70, 71]. Οι παράγοντες έναρξης eIF4 (eIF4F, eIF4A και 

eIF4B) είναι υπεύθυνοι για την προσέλκυση του mRNA στο ριβόσωμα [71]. Πιο 

συγκεκριμένα, ο eIF4A ξεδιπλώνει το mRNA σε έκταση που καλύπτει τις 15 πρώτες 

βάσεις του. O eIF4A των θηλαστικών ανήκει στην οικογένεια των DEAD-box πρωτεϊνών 

και είναι ένα πολυπεπτίδιο 46 kDa που επειδικνύει δραστηριότητες RNA-εξαρτώμενης 

ATPάσης και RNA ελικάσης. Στα θηλαστικά, διακρίνονται τρεις ισομορφές: οι eIF4AI, 

eIF4AII και eIF4AIII [71]. Επιπλέον, μέλη της οικογένειας eIF4A παίζουν ρόλο σε 

πολλά διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια. Ενδεικτικό παράδειγμα των λειτουργικών 

ρόλων των eIF4A πρωτεϊνών, αποτελεί το παράδειγμα των μεταλλάξεων στο eIF4A 

γονίδιο της Drosophila, που επέφεραν δυσλειτουργία στην ανάπτυξη της λάρβας, στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό και στην αντιγραφή του DNA [70].  

Ο ευκαρυωτικός παράγοντας έναρξης του παρασίτου Leishmania spp. (Leishmania 

eukaryotic initiation factor, LeIF), είναι ομόλογος με τον ευκαρυωτικό παράγοντα 

έναρξης eIF4A [72]. Ο παράγοντας LeIF είναι υψηλά συντηρημένος ανάμεσα στα είδη 

του παρασίτου Leishmania και συναντάται και στα δύο αναπτυξιακά του στάδια 

(προμαστιγωτή και αμαστιγωτή μορφή) [73]. Είναι άφθονος στο σύνολο των 

εκκρινόμενων μορίων και κυστιδίων (exosomes) των προμαστιγωτών μορφών στατικής 

φάσης ανάπτυξης της L. donovani [74, 75]. Ο in vitro χαρακτηρισμός του παράγοντα 
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eIF4A της L. infantum, έδειξε πως είναι μία RNA-εξαρτώμενη ΑΤΡάση και μία ATP-

εξαρτώμενη RNA ελικάση [76].  

      Ο παράγοντας LeIF, είχε αρχικά περιγραφεί ως φυσικό ανοσοενισχυτικό και ως 

αντιγόνο που επάγει την Th1 ανοσολογική απόκριση [77]. Η LeIF επάγει την παραγωγή 

των προστατευτικών κυτταροκινών IL-12 και IFN-γ, σε ανθρώπινα μονοκύτταρα 

περιφερικού αίματος (PBMC) τόσο από ασθενείς που πάσχουν από λεϊσμανίαση όσο και 

από υγιείς εθελοντές [73]. Επιπλέον, η LeIF ρυθμίζει την παραγωγή IL-12p70, TNF-α 

και IL-10 από μακροφάγα προερχόμενα από μονοκύτταρα υγιών εθελοντών [72, 78].  

Επιπρόσθετα, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, το αμινοτελικό τμήμα της πρωτεΐνης (1-

226), έχει χρησιμοποιηθεί ως μέρος ενός πολυπρωτεΐνικού εμβολίου, του Leish-111f, το 

οποίο αποδείχτηκε προστατευτικό σε πειραματικά μοντέλα ποντικού και χάμστερ. 

Ειδικότερα, η χορήγηση Leish-111f μαζί με το ανοσοενισχυτικό MPL-SE σε πειραματικό 

μοντέλο ποντικών, οδήγησε σε σημαντική προστασία των πειραματοζώων έναντι της L. 

infantum, καθώς παρατηρήθηκε μείωση του παρασιτικού φορτίου έως και 99,6%, 

ποσοστό προστασίας μεγαλύτερο από οποιοδήποτε άλλο υποψήφιο εμβόλιο σε 

πειραματικό μοντέλο σπλαγχνικής λεϊσμανίασης (Πίν. 1.3) [16, 69]. Επιπλέον, έχει 

δειχθεί πως η χορήγηση του πολυπρωτεΐνικού εμβολίου Leish-111f μέσω της ρινικής 

οδού, μπορεί να επάγει ανοσία προστατευτικού τύπου Th1, σε πειραματικό μοντέλο 

ευαίσθητου BALB/c ποντικού έναντι της L. major [79]. Το επίπεδο ασφαλείας και η 

κλιμάκωση της δόσης ελέγχθηκαν σε εθελοντές στις Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής, με 

ικανοποιητικά αποτελέσματα, ενώ κλινικές δοκιμές Ι και ΙΙ έχουν ολοκληρωθεί στη 

Βραζιλία, το Περού και την Κολομβία σε ασθενείς με δερματική και 

βλεννογονοδερματική λεϊσμανίαση [29, 63].  

Παρόλο που το σκεύασμα αυτό απέτυχε να επάγει προστασία στο μοντέλο του 

σκύλου, η συνδυασμένη με χημειοθεραπεία (Glucantime) χρήση του, οδήγησε σε 

βελτιωμένες κλινικές παραμέτρους (αιματολογικές, βιοχημικές και ανοσολογικές) των 

συμπτωματικών σκύλων και σε μειωμένο αριθμό θανάτων, συγκριτικά με τις ομάδες 

ελέγχου (ανοσοενισχυτικό μόνο του ή placebo) [11, 29].  

Τέλος, οι ίδιες ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες, όταν χορηγήθηκαν συνδυαστικά με τον 

παράγοντα GM-CSF, σε περιστατικό αναφοράς (case repοrt) ασθενούς με 

βλεννογονοδερματική λεϊσμανίαση που παρουσίασε ανθεκτικότητα στη συμβατική 

χημειοθεραπεία, ήταν επίσης αποτελεσματικές [80]. 
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1.5 Ανοσοενισχυτικά. 

Ο όρος ανοσοενισχυτικό (adjuvant) χρησιμποποιείται για οποιοδήποτε μόριο μπορεί 

να ενισχύσει τη χυμική ή κυτταρομεσολαβητική απόκριση έναντι ενός αντιγόνου. Τα 

ανοσοενισχυτικά επιδρούν στο ανοσοποιητικό σύστημα ενδυναμώνοντας την 

ανοσολογική απόκριση (χυμική και κυτταρική) έναντι των αντιγόνων ενός εμβολίου, 

χωρίς τα ίδια να παρουσιάζουν καμία ειδική αντιγονική δραστηριότητα [36, 59, 81]. Η 

χρήση των ανοσοενισχυτικών στα συμβατικά εμβόλια, επάγει ταχύτερες και μεγαλύτερης 

διάρκειας ανοσολογικές αποκρίσεις, ενισχύοντας την ανοσογονικότητα των συστατικών 

των εμβολίων και προάγοντας την πιθανότητα ανάπτυξης εμβολίων μονήρους 

ανοσοποίησης [36, 59, 81].  

Τα αντιγόνα των παθογόνων που περιέχονται στα εμβόλια και τα ανοσοενισχυτικά 

που επιλέγονται σε κάθε περίπτωση, αλληλεπιδρούν ποικιλοτρόπως με το ανοσοποιητικό 

σύστημα του ξενιστή. Η επαγωγή της ανοσολογικής απόκρισης εξαρτάται από πολλούς 

παράγοντες, όπως η οδός χορήγησης του αντιγόνου (π.χ. ενδομυϊκή, υποδόρια κ.ά.), η 

δόση του αντιγόνου, η διάρκεια της παρουσίασής του, καθώς και ο αριθμός και η 

συχνότητα των ανοσοποιήσεων. Τα ανοσοενισχυτικά μπορούν να επηρεάσουν όλους 

αυτούς τους παράγοντες με πολλούς και διαφορετικούς τρόπους. 

Δεν υπάρχουν συγκεκριμένα χαρακτηριστικά που να περιγράφουν το ιδανικό 

ανοσοενισχυτικό για όλες τις καταστάσεις και κανένα ανοσοενισχυτικό δεν μπορεί να 

είναι αποτελεσματικό σε όλες τις εφαρμογές των εμβολίων [81]. Επιπρόσθετα, βιολογικά 

χαρακτηριστικά του ασθενή όπως η ηλικία, το ιατρικό του ιστορικό και το γενετικό του 

προφίλ, είναι σημαντικά και μπορούν να επηρεάσουν την αποτελεσματικότητα του 

ανοσοενισχυτικού.  

Παρόλα αυτά υπάρχουν συγκεκριμένα χαρακτηριστικά που πρέπει να πληρούνται 

από ένα καλό ανοσοενισχυτικό, τα οποία μπορούν αδρά να κατηγοριοποιηθούν σε δύο 

κατηγορίες: βιολογικά και πρακτικά/οικονομικά χαρακτηριστικά. Ένα καλό 

ανοσοδιεγερτικό-ενισχυτικό εμβολίων πρέπει να ευαισθητοποιεί την επιθυμητή 

ανοσολογική απόκριση, χωρίς τοξικότητα και χωρίς την επαγωγή υπερβολικής 

φλεγμονής. Επιπλέον, στην επιλογή του ιδανικού ανοσοενισχυτικού πρέπει να ληφθούν 

υπόψη οικονομικές και πρακτικές παράμετροι, όπως είναι η σταθερότητά του, η ευκολία 

στον χειρισμό του, και το χαμηλό κόστος [60, 81].  

Οι μηχανισμοί δράσης των ανοσοενισχυτικών, έχουν κατηγοριοποιηθεί με 

διαφορετικούς τρόπους στη διεθνή βιβλιογραφία [82]. Τα ανοσοενισχυτικά δρουν μέσω 
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τριών κυρίως μηχανισμών: δημιουργούν μία αντιγονική δεξαμενή αργής και 

παρατεταμένης αποδέσμευσης του αντιγόνου στο σημείο του εμβολιασμού, 

διευκολύνουν τη στόχευση του αντιγόνου στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα μέσω της 

ενίσχυσης της φαγοκυττάρωσης ή/και της ενεργοποίησης των αντιγονοπαρουσιαστικών 

κυττάρων, και τέλος, προκαλούν την παραγωγή πολλών και διαφορετικών κυτταροκινών, 

διαμορφώνοντας και ενισχύοντας τον τύπο της ανοσολογικής απόκρισης [36, 59, 81]. Ο 

σχηματισμός αντιγονικής δεξαμενής στο σημείο του εμβολιασμού είναι ο παλαιότερος 

και ο πιο καλά μελετημένος μηχανισμός δράσης των ανοσοενισχυτικών. Η παγίδευση του 

αντιγόνου και η αργή αποδέσμευσή του στο σημείο της έγχυσης εξασφαλίζει τη διαρκή 

ευαισθητοποίηση του ανοσοποιητικού συστήματος και την παραγωγή υψηλών τίτλων 

αντισωμάτων. Πρόσφατες μελέτες των μηχανισμών δράσης των ανοσοενισχυτικών έχουν 

επικεντρωθεί στην προσέλκυση των κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος στο 

σημείο της έγχυσης του ανοσοενισχυτικού. Τα ανοσοενισχυτικά δημιουργούν ένα τοπικό 

προφλεγμονώδες περιβάλλον για την αποτελεσματική προσέλκυση αυτών των κυττάρων. 

Μια ομάδα γονιδίων που κωδικοποιούν κυτταροκίνες, χημειοκίνες, υποδοχείς της 

έμφυτης ανοσίας και μόρια προσκόλλησης, χαρακτηρίζονται ως «γονίδια πυρήνας της 

απόκρισης των ανοσοενισχυτικών» (adjuvant core response genes) [82]. 

Τα ανοσοενισχυτικά, κατηγοριοποιούνται επίσης και ανάλογα με την σύστασή τους 

και τις φυσικοχημικές τους ιδιότητες. Οι δύο κύριες κατηγορίες ανοσοενισχυτικών είναι 

οι ανοσορυθμιστές και οι φορείς - οχήματα, αν και ορισμένα ανήκουν ταυτόχρονα και 

στις δύο κατηγορίες [59]. Στους ανοσορυθμιστές περιλαμβάνονται οι υποδοχείς τύπου 

Toll (Toll-like υποδοχείς), οι σαπωνίνες και οι βακτηριακές τοξίνες. Δρούν άμεσα στην 

έμφυτη ανοσία και επηρεάζουν την παραγωγή κυτταροκινών μέσω της ενεργοποίησης 

των μορίων του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (MHC). Στα οχήματα και στα 

συστήματα μεταφοράς περιλαμβάνονται μεταξύ άλλων τα μεταλλικά άλατα, τα 

γαλακτώματα, τα λιποσώματα και τα ϊικά σωμάτια. Τα ανοσοενισχυτικά αυτά, 

παρουσιάζουν το αντιγόνο με το βέλτιστο δυνατό τρόπο, μέσω της ελεγχόμενης 

αποδέσμευσής του [59].  

Υποψήφια ανοσοενισχυτικά που βρίσκονται υπό διερεύνηση αποτελούν οι 

ανασυνδυασμένες κυτταροκίνες και τα συστήματα μεταφοράς που αποτελούνται από 

βιοδιασπόμενα πολυμερή και στηρίζονται σε κατασκευασμένες δομές μικρο- και νάνο- 

κλίμακας [59, 81]. Τα εγκεκριμμένα ανοσοενισχυτικά για χρήση σε εμβόλια που 

αφορούν στον άνθρωπο είναι το MPL (μη τοξικό ανάλογο του λιποπολυσακχαρίτη που 
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προσδένεται στον Toll-like υποδοχέα 4) από την κατηγορία των ανοσορυθμιστών και τα 

μεταλλικά άλατα, τα γαλακτώματα (π.χ. MF59) και τα λιποσώματα από την κατηγορία 

των συστημάτων μεταφοράς [59]. 

Τα ανοσοενισχυτικά που έχουν ελεγχθεί σε πειραματικά εμβόλια έναντι του 

παρασίτου Leishmania είναι τα ακόλουθα: η κυτταροκίνη IL-12, ο παράγοντας διέγερσης 

σχηματισμού αποικιών κοκκιοκυττάρων/μακροφάγων (Granulocyte macrophage-colony 

stimulating factor- GM-CSF), o βάκιλος Calmette Guerin (BCG), τα άλατα του 

αλουμινίου (αλουμίνα, Alum), το μονοφωσφορυλικό λιπίδιο A, τα CpG 

ολιγοδεοξυνουκλεοτίδια, τα λιποσώματα, η γλυκάνη, η σαπωνίνη και τα 

ανοσοενισχυτικά Freund’s [83]. Τα άλατα του αλουμινίου (alum) έχουν τη μεγαλύτερη 

κλινική χρήση ανάμεσα στα ανοσοενισχυτικά που έχουν εγκριθεί για χρήση στον 

άνθρωπο. Χρησιμοποιούνται για περισσότερο από εβδομήντα χρόνια και οι παρενέργειες 

που έχουν αναφερθεί είναι τοπικές αντιδράσεις όπως ερύθημα, υποδόρια οζίδια και 

κοκκιοματώδης φλεγμονή [36]. 

 

1.6 Ανοσολογική απόκριση έναντι του παρασίτου Leishmania spp. 

1.6.1 Τύποι ανοσίας. 

Οι διακριτές κατηγορίες ανοσίας είναι η έμφυτη - μη ειδική (innate) και η επίκτητη - 

ειδική (adaptive) ανοσία. Η έμφυτη ανοσία περιλαμβάνει το σύνολο των ανατομικών 

(επιδερμίδα, βλεννογόνοι) και φυσιολογικών (pH και μόρια όπως η λυσοζύμη, οι 

ιντερφερόνες –α και –β, και το συμπλήρωμα) φραγμών, καθώς και κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήματος όπως τα πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα (PMN) και τα 

μακροφάγα (ΜΦ). Αντίστοιχα, τα κύτταρα που συμμετέχουν στην επίκτητη ανοσία είναι 

τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (APCs) (κύτταρα Langerhans του δέρματος και άλλα 

δενδριτικά κύτταρα, μονοκύτταρα και μακροφάγα των ιστών) καθώς και τα Τ και Β 

λεμφοκύτταρα [84]. Η επίκτητη ανοσία αναγνωρίζει ειδικούς ως προς το αντιγόνο 

επίτοπους μέσω ειδικευμένων υποδοχέων επιφανείας (αντίσωμα ή Τ κυτταρικός 

επίτοπος), καταλήγοντας σε αντιγονοειδική ανοσολογική απόκριση [81]. Η ανοσολογική 

απόκριση έναντι του παρασίτου του γένους Leishmania διαμεσολαβείται τόσο από την 

έμφυτη όσο και από την επίκτητη ανοσία [29]. 
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1.6.2 Τύποι ανοσολογικής απόκρισης. 

1.6.2.1 Χυμική ανοσολογική απόκριση. 

Τα κύρια μόρια της χυμικής ανοσίας είναι τα εκκρινόμενα αντισώματα. Τα 

αντισώματα είναι γλυκοπρωτεΐνες που αποτελούνται από δύο πανομοιότυπες ελαφρές και 

δύο πανομοιότυπες βαριές αλυσίδες, στο αμινοτελικό άκρο των οποίων προσδένεται το 

αντιγόνο [85]. Τα εκκρινόμενα αντισώματα διακρίνονται σε διάφορες τάξεις (IgG, IgM, 

IgA, IgE) ανάλογα με τη μοριακή τους δομή. Επιπρόσθετα, σε κάθε τάξη αντισωμάτων 

διακρίνονται διαφορετικοί ισότυποι, που χαρακτηρίζουν τον τύπο της ανοσολογικής 

απόκρισης. Για παράδειγμα, η παραγόμενη από τα Th1 κύτταρα, IFN-γ προάγει την 

έκκριση ανοσοσφαιρινών του ισότυπου IgG2, ενώ οι κυτταροκίνες IL-4, IL-5 και IL-10 

που παράγονται από τα Τh2 κύτταρα, προάγουν την έκκριση ανοσοσφαιρινών του 

ισότυπου IgG1 [86, 87]. Τα σχετικά επίπεδα ειδικών ως προς το παράσιτο Leishmania 

spp., IgG1 και IgG2a αντισωμάτων έχουν αναφερθεί ως προγνωστικοί δείκτες ίασης ή 

νόσου, συνδέοντας τον ισότυπο IgG1 με την ανάπτυξη της νόσου και τον ισότυπο IgG2a 

με ασυμπτωματική μόλυνση [88, 89].  

 

1.6.2.2 Κυτταρική ανοσολογική απόκριση. 

Τα Τ κύτταρα παίζουν σημαντικό ρόλο στην παραγωγή αποτελεσματικών και 

μνημονικών αποκρίσεων έναντι των παθογόνων. Η ανάπτυξη προστατευτικής ανοσίας 

συνδέεται αδρά με την κυτταρομεσολαβούμενη απόκριση, ενώ η ανάπτυξη της μη 

προστατευτικής ανοσίας συνδέεται με ισχυρή χυμική απόκριση. Υπάρχουν δύο κύριοι 

πληθυσμοί Τ κυττάρων, τα βοηθητικά (Th) και τα κυτταροτοξικά (Tc) κύτταρα, οι οποίοι 

χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη των μορίων CD4 και CD8 στην επιφάνειά τους, 

αντίστοιχα. Τα Th κύτταρα αναγνωρίζουν πεπτίδια σε σύμπλεγμα με τα μόρια του 

μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας τάξης ΙΙ (MHC-II) και τα Tc κύτταρα με τα 

μόρια του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας τάξης Ι (MHC-I), αντίστοιχα [90]. 

Επιπλέον, οι δύο αυτοί πληθυσμοί αποτελούνται από επιμέρους υποπληθυσμούς (π.χ. 

Th1, Th2, TDTH, Tregs) που χαρακτηρίζονται από τη διακριτή λειτουργία τους [91].  
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1.7 Ο ρόλος των CD4
+
 T κυττάρων. 

1.7.1 Th1-Th2 πόλωση. 

Tα CD4
+
 Τ κύτταρα, μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε περαιτέρω υποπληθυσμούς 

(π.χ. Th1, Th2, Th17, Treg) (Εικ. 1.14) που εμφανίζουν ετερογένεια ως προς την 

ικανότητα έκκρισης κυτταροκινών [92, 93]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η κυτταρική απόκριση τύπου Th1 που θεωρείται υπεύθυνη για την ανοσία έναντι των 

ενδοκυττάριων παθογόνων, χαρακτηρίζεται από την παραγωγή των κυτταροκινών IL-12, 

IL-2, TNF-α και IFN-γ που ευνοούν την κυτταρική ανοσία και τη φαγοκυττάρωση των 

παθογόνων [58, 94, 95]. Επιπλέον, η Th1 τύπου απόκριση, ευνοεί τις αντιδράσεις 

καθυστερημένης υπερευαισθησίας στις οποίες συμμετέχουν ειδικά Τ κύτταρα (TDTH) 

[95]. Αντίστοιχα, μία κυτταρική απόκριση τύπου Th2, ευνοεί την ανάπτυξη χυμικής 

ανοσίας και εκκρίνει τις κυτταροκίνες IL-4, IL-5, IL-13 και IL-10 [94]. Αυτοί οι δύο 

υποπληθυσμοί των Th κυττάρων, αποτελούν τους δύο ακραίους πόλους του μεγάλου 

λειτουργικού ρεπερτορίου των Τ κυττάρων [92].  

Εικόνα 1.14. Διαφοροποίηση υποπληθυσμών Τ κυττάρων. Τα διαφορετικά περιβάλλοντα κυτταροκινών, κατόπιν 

ενεργοποίησης του υποδοχέα των Τ κυττάρων σε συνδυασμό με κατάλληλη συνδιέγερση, ενεργοποιούν 

συγκεκριμένους και διαφορετικούς μεταγραφικούς παράγοντες, με αποτέλεσμα την τελική διαφοροποίηση των Τ 

κυττάρων. Τροποποιημένη σχηματική απεικόνιση από Coomes, S.M. et al, 2013.  
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Η ανοσολογική απόκριση έναντι του παρασίτου είναι γνωστή από την μελέτη της 

νόσου σε πειραματικά μοντέλα [29]. Μελέτες της λεϊσμανίασης σε πειραματικά μοντέλα 

ποντικού κατέδειξαν την Th1/Th2 πόλωση ως χαρακτηριστική για την αντοχή ή την 

ευαισθησία αντίστοιχα έναντι της νόσου (Εικ. 1.15). Η πόλωση αυτή είναι ξεκάθαρη στη 

δερματική μορφή της νόσου όπου παρατηρούνται γενετικά ανθεκτικές φυλές ποντικών, 

όπως τα CBA και τα C57BL/6 που αναπτύσσουν Th1 ανοσολογική απόκριση με έκκριση 

άφθονης IFN-γ, IL-12 και IL-2, και ευαίσθητες φυλές, όπως τα BALB/c όπου 

αναπτύσσουν Th2 ανοσολογική απόκριση που χαρακτηρίζεται από την παραγωγή IL-4, 

IL-5 και IL-10 (Εικ. 1.15) [24, 34]. Παρόλα αυτά, η πόλωση αυτή δεν είναι καλά 

προσδιορισμένη στη σπλαγχνική λεϊσμανίαση [34].  

Τα παραπάνω μοντέλα προσομοιάζουν σε μεγάλο βαθμό την κλινική εικόνα της 

λεϊσμανίασης στον άνθρωπο, αν και η ξεκάθαρη πόλωση των Τ κυττάρων στην 

δερματική λεϊσμανίαση του ανθρώπου δεν υφίσταται [96]. Οι ασθενείς αυτοί εμφανίζουν 

Εικόνα 1.15. Το ανοσολογικό Th1/Th2 δόγμα στην λεϊσμανίαση. Η δερματική λεϊσμανίαση (CL) παρουσιάζει ένα 

σχετικά απλό διπολικό φάσμα, ενώ αντίστοιχα, η μεταστατική/βλενογοννοδερματική λεϊσμανίαση (MCL) παρουσιάζει 

πιο σύνθετο φάσμα. Τροποποιημένη σχηματική απεικόνιση από Hartley, M.A. et al., 2012. 
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μικτή Th1/Th2 κυτταρική απόκριση. Επιπλέον, οι ασθενείς που υποφέρουν από 

σπλαγχνική λεϊσμανίαση, εκκρίνουν κυτταροκίνες λιγότερο πολωμένες από αυτές που 

παρατηρούνται στο μοντέλο του ποντικού και αναπτύσσουν πολυπλοκότερες Τ 

κυτταρικές αποκρίσεις [96, 97].  

 

1.7.2 Παράγοντες που συμμετέχουν στην Th1/Th2 πόλωση. 

Τα καθοριστικά γεγονότα που επηρεάζουν τη λειτουργική διαφοροποίηση των Τ 

κυττάρων προς τον Th1 ή Th2 ανοσοφαινότυπο, θεωρούνται ότι συμβαίνουν στους 

λεμφαδένες νωρίς κατά την μόλυνση. Το επικρατές μοντέλο για τη διαφοροποίηση των 

Th κυττάρων υποστηρίζει ότι κατά τις αρχικές κυτταρικές διαιρέσεις παρατηρείται 

σταδιακή αναδόμηση της χρωματίνης με στόχο την ενεργοποίηση γονιδίων, που οδηγούν 

μετά από 3-5 διαιρέσεις στην απόκτηση πολωμένου φαινοτύπου. Στην πορεία αυτή, τα 

κύτταρα αρχικά εκφράζουν τόσο τον μεταγραφικό παράγοντα GATA-3, που είναι 

χαρακτηριστικός για τον Th2 υποπληθυσμό, όσο και τον Τ-bet, που είναι 

χαρακτηριστικός για τον Th1 υποπληθυσμό. Η πρόσδεση αυτών των μεταγραφικών 

παραγόντων σε κατάλληλους ενισχυτές, προάγει τη μεταγραφή των κυτταροκινών IL-4 

και IFN-γ αντίστοιχα (Εικ. 1.16) [98]. Αυτό προφανώς οφείλεται στο ότι κατά την 

παραμονή τους στον λεμφαδένα, όπου στις περισσότερες περιπτώσεις τα αντιγόνα 

μεταφέρονται από αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα και βρίσκονται σε μικρές ποσότητες, 

τα άωρα λεμφοκύτταρα υφίστανται κλωνικό πολλαπλασιασμό υπό μη πολωμένες 

συνθήκες.  
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Η μη αναστρέψιμη πόλωση των Th κυττάρων συνοδέυεται από σίγαση των GATA-3 

ή T-bet, γεγονός που ρυθμίζεται από ποικίλες κυτταροκίνες, κυρίως τις IL-2 και IL-4, 

αλλά και τις IL-18, IL-23 και IFN-γ, με σταδιακό τρόπο (Εικ. 1.16) [99]. Τα γεγονότα 

αυτά συμβαίνουν στην περιοχή της φλεγμονής όπου πιθανότατα λαμβάνει χώρα ένα νέο 

κύμα πολλαπλασιασμού υπό την επίδραση των κυτταροκινών. 

Η τάση της ανοσολογικής απόκρισης να πολωθεί προς Th1 ή Th2 ανοσοφαινότυπο, 

εξαρτάται από έναν συνδυασμό παραγόντων, όπως γενετικοί παράγοντες του ξενιστή 

καθώς και ο τύπος και η ποσότητα του αντιγόνου [94]. Η πόλωση των Τh κυττάρων 

καθοδηγείται τόσο από κατάλληλα πολωμένους πληθυσμούς δενδριτικών κυττάρων, όσο 

και από το περιβάλλον της ιστικής φλεγμονής στο οποίο εκτίθενται, όπου η ισορροπία 

μεταξύ IL-4 και IL-12 είναι καθοριστική.  

Η παραγωγή της κυτταροκίνης IL-4 λειτουργεί ως αρνητικός ρυθμιστής της 

παραγωγής χημειοκινών που συμμετέχουν στην προστατευτική Th1 απόκριση και 

παρεμποδίζει την ενεργοποίηση των μακροφάγων. Παρόλα αυτά, κατά τα πρώτα στάδια 

της μόλυνσης, η IL-4 είναι ικανή να επάγει την παραγωγή της κυτταροκίνης IL-12 από τα 

ΔΚ [100]. Ως εκ τούτου, μία πρόωρη και παροδική παραγωγή της IL-4 είναι απαραίτητη 

για την επαγωγή της Th1 απόκρισης, δρώντας παρακρινώς στα ΔΚ, τα οποία στην 

συνέχεια παράγουν IL-12 μετά από τη μετανάστευσή τους στους επιχώριους λεμφαδένες. 

Η κυτταροκίνη IL-12 συμμετέχει στην επαγωγή της κυτταρομεσολαβούμενης 

ανοσίας και στον κλωνικό πολλαπλασιασμό των λεμφοκυττάρων [83]. Παράγεται από τα 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα όπως τα μακροφάγα, τα ουδετερόφιλα και τα ΔΚ. Η IL-

12 ενεργοποιεί τα μακροφάγα και ρυθμίζει τον πολλαπλασιασμό και την παραγωγή IFN-

γ από τα Τ και NK κύτταρα [36]. Προωθεί την ανάπτυξη CD4
+
 Th1 κυττάρων, που είναι 

Εικόνα 1.16. Διαφοροποίηση CD4+ Τ κυττάρων. Άωρα CD4+ Τ κύτταρα ευαισθητοποιούνται σε συνθήκες που 

ευνοούν την Th1 ή Th2 πόλωση, και διαφοροποιούνται περαιτέρω σε κύτταρα που εκκρίνουν τις κυτταροκίνες IFN-γ 

ή IL-4, αντίστοιχα. Μετά την ενεργοποίησή τους, παρατηρείται σημαντική ετερογένεια σε επίπεδο κάθε κυττάρου 

ξεχωριστά όσον αφορά στην έκκριση των κυτταροκινών IFN-γ ή IL-4. Μέσα σ’ έναν πληθυσμό ενεργοποιημένων 

κυττάρων, ένα ποσοστό τους εκκρίνει IL-2 και έχει την ικανότητα να διαφοροποιηθεί σε κύτταρα που παράγουν είτε 

IFN-γ, είτε IL-4 (πολυδύναμα). Ένας άλλος πληθυσμός περισσότερο διαφοροποιημένων κυττάρων φέρουν mRNA 

για παράγοντες που χαρακτηρίζουν Th1 ή Th2 κύτταρα, αλλά έχουν χαμηλή έκφραση και μετάφραση των mRNA για 

τις χαρακτηριστικές κυτταροκίνες IFN-γ και IL-4. Αυτά τα κύτταρα διατηρούν ωστόσο την ικανότητά τους να 

διαφοροποιηθούν σε Th1 και Th2 κύτταρα αντίστοιχα, μετά από περαιτέρω διέγερση. Τα περισσότερο 

διαφοροποιημένα κύτταρα έχουν την ικανότητα να εκκρίνουν IFN-γ ή IL-4 αμέσως μετά από διέγερση. 

Τροποποιημένη σχηματική απεικόνιση από Seder, R.A. et al., 2003. 
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απαραίτητα για την προστατευτική ανοσία έναντι της νόσου [42]. Ταυτόχρονα περιορίζει 

την παραγωγή της IL-4 από τα Th2 τύπου λεμφοκύτταρα που αναπτύσσονται στα αρχικά 

στάδια της μόλυνσης, τόσο στα ανθεκτικά όσο και στα ευαίσθητα ποντίκια [101]. Σε 

πειραματικά συστήματα, όπου η παραγωγή της IL-12 παρεμποδίστηκε, είτε συστηματικά 

με την χορήγηση εξουδετερωτικών μονοκλωνικών αντισωμάτων, είτε με την κατασκευή 

γενετικά ελλειματικών ως προς την παραγωγή IL-12 περαματοζώων, παρατηρήθηκε ότι ο 

ξενιστής απέτυχε να αναπτύξει Th1 απόκριση ικανή να ελέγξει την εξάπλωση του 

παρασίτου [102, 103]. Στα γενετικά ευαίσθητα πειραματόζωα παρατηρείται ελλάτωση 

της σηματοδότησης του υποδοχέα της IL-12, που πιθανότατα οφείλεται στα χαμηλά 

επίπεδα έκφρασης της β2 αλυσίδας του. Κατά συνέπεια, δεν παρεμποδίζεται η παραγωγή 

IL-4 νωρίς στην πορεία της μόλυνσης, και ως εκ τούτου εγκαθίσταται η Th2 απόκριση. 

Η IFN-γ είναι επίσης απαραίτητη για τον έλεγχο της εξάπλωσης του παρασίτου στους 

ιστούς του ξενιστή. Αποτελεί το μοναδικό μέλος της ομάδας των ιντερφερονών τύπου ΙΙ. 

Αντίθετα με τις ιντερφερόνες –α και –β (ιντερφερόνες τύπου Ι) που έχουν κυρίως αντιϊκή 

δράση, η IFN-γ ρυθμίζει την δράση των κυτταρικών υποπληθυσμών του ανοσοποιητικού 

συστήματος, ενώ οι αντιϊκές τις δράσεις είναι σαφώς ασθενέστερες [104].  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.17. Ενδοκυττάριοι 

αντιμικροβιακοί διαμεσολαβητές που 

επάγονται από την IFN-γ. Η πρόσδεση 

της IFN-γ στον υποδοχέα της στην 

επιφάνεια της κυτταροπλασματικής 

μεμβράνης, οδηγεί στην ενεργοποίηση 

διαφόρων οδών σηματοδότησης, 

συμπεριλαμβανομένων των JAK κινασών 

και των πρωτεϊνών STAT. 

Τροποποιημένη σχηματική απεικόνιση 

από Taylor, G.A. et al., 2004. 
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Παράγεται τόσο από τα φυσικά κύτταρα φονείς (NK) νωρίς κατά την έναρξη της 

νόσου όσο και από τα CD4
+
 Th1 κύτταρα μέσω της IL-12 (Εικ. 1.17). Για την παραγωγή 

της απαιτούνται τρία σήματα: ένα συνδετικό μόριο για τον υποδοχέα, η παρουσία 

κατάλληλων κυτταροκινών στο μικροπεριβάλλον του κυττάρου και η επαφή με 

βοηθητικά κύτταρα μέσω μορίων κυτταρικής πρόσφυσης. Οι υποδοχείς της συναντώνται 

σχεδόν σε όλους τους κυτταρικούς τύπους [105]. Η εκκρινόμενη IFN-γ ενεργοποιεί το 

παρασιτιζόμενο μακροφάγο ώστε να συνθέσει το ένζυμο επαγόμενη συνθετάση του ΝΟ 

(iNOS), που με τη σειρά της καταλύει την παραγωγή ενεργών ριζών αζώτου που είναι 

τοξικές για την ενδοκυττάρια αμαστιγωτή μορφή της Leishmania [106]. Τόσο η IFN-γ 

όσο και η iNOS είναι μόρια απαράιτητα για την άμυνα έναντι του παρασίτου. Η IFN-γ 

μπορεί να ενεργοποιήσει τα μακροφάγα είτε μόνη της είτε δρώντας συνεργιστικά με τον 

παράγοντα νέκρωσης όγκων (TNF) και δευτερευόντως με τις κυτταροκίνες IL-2, IL-6 και 

IL-7 [107]. Οι υπόλοιπες βιολογικές δράσεις της IFN-γ, εστιάζονται κυρίως στη ρύθμιση 

της έκφρασης των αντιγόνων του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας (MHC) από 

τα κύτταρα του οργανισμού. Συγκεκριμένα, η IFN-γ φαίνεται να ενισχύει την έκφραση 

των μορίων MHC τάξης I και να επάγει την έκφραση των μορίων MHC τάξης II από 

κυτταρικούς τύπους που δεν τα εκφράζουν συνεχώς. 

Η υπεροικογένεια των TNF πρωτεϊνών αριθμεί 19 μέλη, τα οποία μετάγουν το σήμα 

τους μέσω 29 υποδοχέων [108]. Έχουν αναγνωρισθεί δύο υποδοχείς του TNF με 

ανεξάρτητη λειτουργία, ο p60-p55 ή TNFR1 (κύριος υποδοχέας του διαλυτού TNF), που 

εκφράζεται σταθερά σε όλους σχεδόν τους κυτταρικούς τύπους και ο p80-p75 ή TNFR2 

(κύριος υποδοχέας του μεμβρανικού TNF), που εμφανίζει επαγόμενη έκφραση στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα και τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος [109]. Η IFN-γ 

αποτελεί ισχυρό επαγωγέα των υποδοχέων αυτών. Οι υποδοχείς αυτοί πυροδοτούν 

διάφορους μηχανισμούς σηματοδότησης, που περιλαμβάνουν την κινάση I-κΒ (ΙΚΚ), την 

αμινοτερματική κινάση c-Jun (JNK), τις p38 και p42/44 πρωτεϊνικές κινάσες που 

ενεργοποιούνται από μιτογόνα (ΜΑΡΚ), και με τη σειρά τους ελέγχουν την έκφραση 

γονιδίων μέσω μεταγραφικών παραγόντων όπως ο NF-κΒ και ο AP-1 [110, 111]. Οι 

κύριοι κυτταρικοί τύποι που παράγουν τον TNF-α είναι τα μονοκύτταρα/μακροφάγα, τα 

Τ κύτταρα, οι ινοβλάστες, τα λεία μυϊκά κύτταρα και τα ιστιοκύτταρα, ενώ ο TNF-β 

παράγεται κυρίως από τα Τ κύτταρα. Ο ρόλος του TNF στην άμυνα του οργανισμού 

έναντι των παθογόνων, ιδιαίτερα των ενδοκυττάριων, είναι καίριος. Ενδεικτικά 

αναφέρεται η συμβολή του στην ενεργοποίηση και διαφοροποίηση των 
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μονοκυττάρων/μακροφάγων, συχνά σε συνέργεια με την IFN-γ, οπότε και ενισχύεται 

τόσο η οδός παραγωγής ενεργών ενδιάμεσων μεταβολιτών του οξυγόνου όσο και της 

παραγωγής μονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ). Επίσης, συμμετέχει στον πολλαπλασιασμό 

των Τ και Β κυττάρων και στην έκφραση του υποδοχέα IL-2R. Η δράση του επεκτείνεται 

στην ενεργοποίηση των πολυμορφοπύρηνων, την παραγωγή GM-CSF, G-CSF, PDGF και 

IL-1 και στην έκφραση των αντιγόνων MHC-I και ELAM-1 [112].  

Οι χημειοκίνες αποτελούν μικρές κυτταροκίνες, μεγέθους 8-10 kDa, και 

διαχωρίζονται ανάλογα με τα κατάλοιπα κυστεΐνης στο αμινοτελικό τους άκρο, στις 

CXC, CC, CX3C και C χημειοκίνες [113, 114]. Ορισμένες χημειοκίνες εκφράζονται 

συνεχώς και συμμετέχουν στην οργάνωση της δομής του λεμφικού ιστού (ομοιοστατικές 

χημειοκίνες), ενώ άλλες επάγονται κατά τη μόλυνση με παθογόνα με σκοπό την 

προσέλκυση κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος στον τόπο της φλεγμονής 

(φλεγμονώδεις χημειοκίνες), χωρίς όμως αυτή η διάκριση να είναι απόλυτη [114]. Οι 

φλεγμονώδεις χημειοκίνες εκκρίνονται ως απόκριση σε βακτηριακά, ιϊκά, παρασιτικά, 

μυκητιακά και μυκοβακτηριακά παθογόνα [113]. Ο κύριος ρόλος των χημειοκινών είναι 

η προσέλκυση κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος όπως τα μονοκύτταρα και τα 

ανώριμα ΔΚ στο σημείο της φλεγμονής [94, 113]. Από τις οικογένειες των χημειοκινών, 

οι CXC κυρίως, προσελκύουν πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα, ενώ οι CC χημειοκίνες 

προσελκύουν λεμφοκύτταρα και μονοκύτταρα. Οι χημειοκίνες, εκτός από την 

προσέλκυση των κυττάρων της έμφυτης ανοσίας, παρουσιάζουν ευρύτερη κλίμακα 

βιολογικών δραστηριοτήτων, όπως η συμμετοχή τους στην κυτταρομεσολαβούμενη 

ανοσία και η εμπλοκή τους στη διαφοροποίηση της Th1-Th2 απόκρισης [113]. Μελέτες 

σε πειραματικό μοντέλο ποντικού που έφερε τεχνητή εξάλειψη των γονιδίων των 

κυτταροκινών ΙL-12 και IL-4, ανέδειξαν την ύπαρξη ενός εναλλακτικού μονοπατιού 

πόλωσης των λεμφοκυττάρων προς Th1/Th2 ανοσοφαινότυπο, του μονοπατιού των 

χημειοκινών [94, 115]. Τα αποτελέσματα πολλών ανεξάρτητων μελετών αναδεικνύουν 

μια απρόσμενη ομοιότητα μεταξύ του μονοπατιού της IL-12 και της αλληλεπίδρασης των 

χηεμιοκινών CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β) και CCL5 (RANTES) με τον υποδοχέα 

CCR5. Ειδικότερα, όταν οι χημειοκίνες CCL3, CCL4, CCL5 υπάρχουν σε επαρκή 

ποσότητα, κατά την ενεργοποίηση του Τ κυττάρου, ευοδώνεται σε σημαντικό βαθμό η 

Th1απόκριση. Παράλληλα, ανάλογη σχέση υφίσταται μεταξύ της IL-4, της CCL2, και 

των υποδοχέων CCR4 και CCR8 [94, 115]. Επιπλέον, οι χημειοκίνες προσελκύουν τα 

ώριμα ΔΚ στα λεμφικά αγγεία, φέρνοντας έτσι σε επαφή τα Τ κύτταρα και τα 
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αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα στο εσωτερικό του παρακείμενου λεμφικού οργάνου 

[94]. Επίσης, χημειοκίνες όπως η CCL3 (MIP-1α) και η CCL2 (MCP-1) επάγουν την 

οξειδωτική έκρηξη σε παρασιτιζόμενα μακροφάγα [113]. Επιπλέον, η MIP-1α 

εμπλέκεται στην παραγωγή της IFN-γ και διευκολύνει τις κυτταρομεσολαβούμενες 

αποκρίσεις μέσω επιλεκτικής προσέλκυσης των Τh1 κυττάρων [94, 113]. 

Άλλες κυτταροκίνες που συμμετέχουν στην πόλωση των Τh1 κυττάρων, είναι οι IL-

27 και η IL-23 [116]. Η IL-27 είναι μία κυτταροκίνη που παράγεται μετά από έκθεση σε 

διεγέρτες φλεγμονής και σχετίζεται λειτουργικά και δομικά με την IL-12. Συμμετέχει στη 

ρύθμιση των λειτουργιών των Τ κυττάρων και στην παραγωγή της IFN-γ. Η IL-23 είναι 

μια προφλεγμονώδης κυτταροκίνη που επίσης συμμετέχει στη ρύθμιση της παραγωγής 

της IFN-γ.  

Ωστόσο, οι απαντήσεις τύπου Th1 είναι λειτουργικά ετερογενείς. Έχει δειχθεί ότι 

ένας υψηλής συχνότητας πληθυσμός CD4
+
 T κυττάρων που παράγει μόνο IFN-γ, δεν 

επαρκεί για την ανάπτυξη ανθεκτικότητας στη μόλυνση από το παράσιτο του γένους 

Leishmania. Οι Th1 αποκρίσεις που κατευθύνονται από CD4
+
 Τ κύτταρα που παράγουν 

μόνο IFN-γ ή TNF, έχουν περιορισμένη ικανότητα να εξελιχθούν σε κύτταρα μνήμης σε 

σχέση με τα Τ κύτταρα που παράγουν IL-2 [117]. Ως εκ τούτου, η ικανότητά τους να 

παρέχουν μακροχρόνια προστασία είναι περιορισμένη. Από την άλλη μεριά, η IFN-γ και 

ο TNF συνεργάζονται προκειμένου να σκοτώσουν πιο αποτελεσματικά το παράσιτο, 

επομένως, τα πολυλειτουργικά CD4
+
 Τ κύτταρα που παράγουν ταυτόχρονα διάφορες 

κυτταροκίνες είναι περισσότερο πιθανό να εμπλέκονται στην ανάπτυξη ανθεκτικότητας 

στην μόλυνση.  

Αντίστοιχα, οι κυτταροκίνες που συμμετέχουν στην πόλωση των Τh2 κυττάρων είναι 

οι IL-13, IL-10, TGF-β και IL-17. Η IL-13 μοιράζεται κοινό μονοπάτι μεταγωγής 

σήματος μέσω του υποδοχέα άλφα της IL-4. Σχετίζεται με την ευαισθησία έναντι της 

νόσου παρεμποδίζοντας την παραγωγή της IL-12 από τα μακροφάγα. Δρα ανεξάρτητα 

από την IL-4, καταδεικνύοντας πως οι δράσεις των δύο κυτταροκινών είναι πιθανώς 

αθροιστικές [118, 119]. Η IL-10 είναι ανοσοκατασταλτική και απαραίτητη για την 

παραμονή του παρασίτου και την επιδείνωση της μόλυνσης. Καταστέλει την 

ενεργοποίηση των μακροφάγων και εμποδίζει την ωρίμανση των ΔΚ [120]. Ο αυξητικός 

παράγοντας μετασχηματισμού β (TGF-β) είναι μία ρυθμιστική κυτταροκίνη που ελέγχει 

την έναρξη και την εξέλιξη των φλεγμονωδών αποκρίσεων. Διαφορετικά είδη του 

παρασίτου επάγουν την παραγωγή TGF-β από τα μακροφάγα. Σε πειραματικά μοντέλα 
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ποντικών, ο TGF-β παρεμποδίζει τις Th1 αποκρίσεις και οδηγεί σε αυξημένη ευαισθησία 

έναντι του παρασίτου. Αυτό επιτυγχάνεται μέσω καταστολής της παραγωγής του 

μονοξειδίου του αζώτου και παρεμπόδισης των TNF και IFN-γ [121]. Ο πιο πολλά 

υποσχόμενος ρόλος της IL-17 είναι η επαγωγή προφλεγμονωδών αποκρίσεων μέσω της 

παραγωγής κυτταροκινών, όπως οι IL-6, TGF-β ή TNF [122]. Υπάρχουν αντικρουόμενα 

αποτελέσματα σχετικά με τη βιολογική δράση της κυτταροκίνης IL-17. Πειραματικά 

μοντέλα δερματικής λεϊσμανίασης που αναπτύχθηκαν στο ποντίκι, αναδεικνύουν πως η 

κυτταροκίνη εμπλέκεται στην επιδείνωση της νόσου ενώ παρατηρείται η ανάπτυξη 

προστατευτικής δράσης στην παθογένεια της σπλαγχνικής λεϊσμανίασης του ανθρώπου 

[123, 124].  

Επιπλέον, απαραίτητο για την επαγωγή και διατήρηση μιας αποτελεσματικής 

ανοσολογικής απόκρισης είναι και το συνδιεγερτικό μόριο CD40 καθώς και ο συνδέτης 

του, CD40L. Ανθεκτικά C57BL/6 ποντίκια, ελλειματικά στον CD40L (CD40L-/-), 

αναπτύσσουν σοβαρές δερματικές βλάβες μετά από μόλυνση με την L. major, οι οποίες 

συνδέονται με ανεπαρκή παραγωγή της κυτταροκίνης IL-12 [125]. Παράλληλα, η 

πρόσδεση του μορίου CD40 στην επιφάνεια των μακροφάγων παρουσία της IFN-γ, 

προκαλεί την ενεργοποίηση των κυττάρων και κατ’επέκταση την καταστροφή των 

ενδοκυττάριων αμαστιγωτών μορφών [126]. Επίσης, η χορήγηση μονοκλωνικού 

αντισώματος έναντι του CD40, σε ευαίσθητα BALB/c ποντίκια που έχουν μολυνθεί με 

την L. major, οδηγεί στην εγκατάσταση προστατευτικής Th1 απόκρισης [127]. Ωστόσο, 

η αλληλεπίδραση CD40-CD40L δεν επαρκεί για την εγκατάσταση Th1 απόκρισης, όταν 

απουσιάζει η συνδιέγερση μέσω του μορίου CD28 [128].  

 

1.8 Ο ρόλος των CD8
+
 T κυττάρων. 

Οι δύο κύριες λειτουργίες των CD8
+
 T κυττάρων, που συνεισφέρουν στην εξέλιξη 

της λεϊσμανίασης, είναι η κυτταροτοξική δραστηριότητα και η παραγωγή κυτταροκινών. 

Μέχρι πρότινος, θεωρούνταν πως τα CD8
+
 T κύτταρα παίζουν ρόλο μόνο σε 

δευτερογενείς αποκρίσεις σε περιπτώσεις επαναμόλυνσης. Παρόλα αυτά, έχουν 

αποδειχθεί απαραίτητα και για τον έλεγχο της πρωτογενούς μόλυνσης, στρέφοντας την 

απόκριση προς τον Th1 ανοσοφαινότυπο [29, 129]. Τα CD8
+
 T κύτταρα που παράγουν 

IFN-γ, είναι θεμελιώδη για την ανάπτυξη της Th1 απόκρισης και συνεισφέρουν στην 

επούλωση των πληγών σε πειραματικό μοντέλο C57BL/6 ποντικών.  
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Εκτός από την παραγωγή κυτταροκινών, τα CD8
+
 T κύτταρα συμμετέχουν στον 

έλεγχο της μόλυνσης μέσω κυτταροτοξικών μηχανισμών, όπως η παραγωγή περφορίνης 

και η ενεργοποίηση του μονοπατιού Fas/FasL [130]. Ωστόσο, ο ακριβής τρόπος με τον 

οποίο πραγματοποιείται η ενεργοποίηση των CD8
+
 T κυττάρων στην λεϊσμανίαση, δεν 

είναι γνωστός, καθώς το παράσιτο βρίσκεται στο παρασιτοφόρο χυμοτόπιο των 

μακροφάγων και δεν είναι ξεκάθαρο πως αυτά τα κύτταρα παρουσιάζουν τα αντιγόνα 

μέσω των μορίων MHC τάξης I [29]. Ο πιο πιθανός μηχανισμός ενεργοποίησης είναι η 

διασταυρούμενη παρουσίαση. 

 

1.9 Μακροφάγα, δενδριτικά και πολυμορφοπύρηνα κύτταρα. 

1.9.1 Μακροφάγα 

Τα μακροφάγα αποτελούν τα κύρια φαγοκύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος 

και παίζουν σημαντικό ρόλο στην εξέλιξη της λεϊσμανίασης. Δρουν έχοντας διπλό ρόλο, 

τόσο ως κύτταρα ξενιστές για την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό του παρασίτου στο 

εσωτερικό του φαγολυσοσώματος, όσο και ως αποτελεσματικά κύτταρα για την εξάλειψη 

του παρασίτου [131].  

Οι μετακυκλικές προμαστιγωτές μορφές, κατά την είσοδό τους στην κυκλοφορία του 

αίματος του ξενιστή, αλληλεπιδρούν αρχικά με τα μακροφάγα, μέσω του μαστιγίου τους. 

Στη συνέχεια, προσλαμβάνονται από τα μακροφάγα, με φαγοκυττάρωση, κυρίως μέσω 

της συμμετοχής των παραγόντων του συμπληρώματος και των υποδοχέων CR1 και CR3, 

οι οποίοι εντοπίζονται στην επιφάνεια των κυττάρων [132]. Παρόλα αυτά, έχουν 

αναφερθεί και άλλοι υποδοχείς των μακροφάγων που εμπλέκονται σε αυτή την 

διαδικασία, όπως οι υποδοχείς μαννόζης, οι υποδοχείς φιμπρονεκτίνης και οι Fcγ 

υποδοχείς [133, 134]. Στη συνέχεια, τα παράσιτα περιβάλλονται από το φαγόσωμα, το 

οποίο κατόπιν σύντηξης με τα ενδοσώματα, μετατρέπεται σε φαγολυσόσωμα [135]. 

Η είσοδος του παρασίτου στα μακροφάγα, οδηγεί στην παραγωγή των μεσολαβητών 

της οξειδωτικής έκρηξης (ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) και του μονοξειδίου του 

αζώτου (NO)), που αποτελούν απαραίτητα μόρια για την εξάλειψη του παρασίτου [136]. 

Ανθεκτικοί ποντικοί που παρουσιάζουν σαφή ενεργοποίηση της Th1 απόκρισης, 

παράγοντας υψηλές ποσότητες IFN-γ, ενεργοποιούν τα μακροφάγα και περιορίζουν το 

ενδοκυττάριο παράσιτο, μέσω της παραγωγής του ΝΟ (κλασική οδός ενεργοποίησης των 

μακροφάγων) [137, 138]. Επιπλέον, η εμπλεκόμενη στην Th1 απόκριση, IL-12 
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κυτταροκίνη, είναι επίσης απαραίτητη για την λεϊσμανιοκτόνο δράση των μακροφάγων, 

καθώς οδηγεί σε αύξηση της σύνθεσης της επαγόμενης συνθετάσης του μονοξειδίου του 

αζώτου (iNOS), του ΝΟ και της παραγωγής IFN-γ από τα Τ και ΝΚ κύτταρα (Εικ. 1.18) 

[138]. Επίσης, τα μακροφάγα που ενεργοποιούνται μέσω της κλασσικής οδού, 

παρουσιάζουν μειωμένα αποθέματα αργινίνης, καθώς τη χρησιμοποιούν για την 

παραγωγή του ΝΟ, και άλλων αμινοξέων που είναι απαραίτητα για την ενδοκυττάρια 

επιβίωση του παρασίτου [134]. 
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Παρόλα αυτά, τα παράσιτα του γένους Leishmania, έχουν αναπτύξει ευφυείς 

μηχανισμούς για την αποφυγή της λεϊσμανιοκτόνου δράσης των μακροφάγων, είτε 

καταστέλλοντας την παραγωγή αυτών των μικροβιοκτόνων μορίων, είτε 

παρεμποδίζοντας την παραγωγή κυτταροκινών, στρέφοντας το προφίλ της ανοσολογικής 

απόκρισης προς τον Th2 ανοσοφαινότυπο. Η ενεργοποίηση αυτού του υποπληθυσμού 

των T κυττάρων, οδηγεί σε παρεμπόδιση της παραγωγής του ΝΟ και σε ενίσχυση της 

δράσης της αργινάσης, η οποία καταλύει την παραγωγή ορνιθίνης και την επακόλυθη 

σύνθεση πολυαμινών, που είναι απαραίτητες για την επιβίωση του παρασίτου 

(ενναλακτική οδός ενεργοποίησης των μακροφάγων) (Εικ. 1.18) [137]. Η ανατρεπτική 

δράση του παρασίτου προκειμένου να εξασφαλίσει την επιβίωσή του στο εσωτερικό των 

μακροφάγων, αφορά μεταξύ άλλων, στην παρεμπόδιση της παραγωγής της IL-12, μέσω 

της επαγωγής της παραγωγής των αντιφλεγμονωδών κυτταροκινών TGF-β και IL-10 

[139]. Η παρεμπόδιση της παραγωγής της IL-12, συνεπάγεται την παρεμπόδιση της 

ενεργοποίησης των Τ κυττάρων με αποτέλεσμα την καταστολή της ανοσολογικής 

απόκρισης.  

 

1.9.2 Δενδριτικά κύτταρα. 

Τα δενδριτικά κύτταρα (ΔΚ) περιγράφηκαν για πρώτη φορά το 1973, από τον 

Steinman R. και τους συνεργάτες του και αποτελούν ένα ετερογενές σύστημα κυττάρων 

[140, 141]. Προέρχονται από αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα του μυελού των οστών, 

τόσο μυελοειδούς όσο και λεμφοειδούς προέλευσης. 

Τα ΔΚ αποτελούν μία σημαντική ομάδα κυττάρων της έμφυτης ανοσίας και 

εμπλέκονται στην επαγωγή ανοσολογικών αποκρίσεων, αποτελώντας μια φυσική γέφυρα 

Εικόνα 1.18. Η οδός ενεργοποίησης των μακροφάγων συμβάλλει στη λειτουργική διαφοροποίησή τους. 

Κατόπιν σηματοδότησης από διαφορετικά περιβάλλοντα κυτταροκινών, τα μακροφάγα υποβάλλονται σε διακριτά 

προγράμματα ενεργοποίησης. Α) Ευαισθητοποίηση των κυττάρων με την κυτταροκίνη IFN-γ (προστατευτικού 

Th1 τύπου) και μικροβιακούς διεγέρτες (όπως ο πολυσακχαρίτης LPS), προωθεί την ενεργοποίηση της κλασσικής 

οδού ωρίμανσης των μακροφάγων. Β) Ευαισθητοποίηση των κυττάρων με κυτταροκίνες μη-προστετευτικού Th2 

τύπου (IL-4, IL-13) προωθεί αντίστοιχα την ενεργοποίηση των κυττάρων μέσω της εναλλακτικής οδού. Γ) 

Αντιθέτως, η απενεργοποίηση των μακροφάγων είτε από την κατάποση των αποπτωτικών κυττάρων είτε από την 

ευαισθητοποίησή τους από την κυτταροκίνη IL-10 ή τα γλυκοκορτικοειδή, οδηγεί στην καταστολή της ικανότητας 

αντιγονοπαρουσίασης. Τροποποιημένη σχηματική απεικόνιση από Chawla, A. et al., 2010. 
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ανάμεσα στην έμφυτη και στην επίκτητη ανοσία. Η ανακάλυψη των ΔΚ και ο 

σημαντικός ρόλος τους στην κατανόηση της λειτουργίας του ανοσοποιητικού 

συστήμαστος, τιμήθηκε με την απονομή του βραβείου Νόμπελ Φυσιολογίας, το 2011. 

Αποτελούν τα κύρια αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα του ανοσολογικού συστήματος. 

Εδράζονται στους περιφερικούς ιστούς όπου προσλαμβάνουν αντιγόνα με σκοπό την 

επεξεργασία και την παρουσίασή τους στα CD4
+
 και CD8

+
 Τ κύτταρα, καθορίζοντας τις 

Th1 και Th2 ανοσολογικές αποκρίσεις [142]. 

 Η πρόσληψη του αντιγόνου από τα ΔΚ πραγματοποιείται με τρεις κύριους 

μηχανισμούς, τη φαγοκυττάρωση, τη μακροπινοκύττωση για την πρόσληψη διαλυτών 

αντιγόνων και τη διαμεσολαβούμενη από υποδοχείς (υποδοχείς συμπληρώματος, Fc 

υποδοχείς, υποδοχείς αναγνώρισης προτύπου). Ειδικότερα, τα ΔΚ, αρχικά ανιχνεύουν τα 

μικροβιακά σήματα κινδύνου, αναγνωρίζοντας δομικά πρότυπα ευρείας κλίμακας, που 

είναι υψηλά συντηρημένα μεταξύ των μικροβιακών ειδών, αλλά λείπουν από τον ξενιστή 

(Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs). Στα πρότυπα αυτά, μεταξύ άλλων, 

ανήκουν μερικά πρότυπα νουκλεϊνικών οξέων, όπως το RNA διπλής έλικας και η μη 

μεθυλιωμένη κυτοσίνη συνδεδεμένη με γουανίνη (CpG αλληλουχίες) καθώς και οι 

συνδυασμοί σακχάρων [143]. Η ειδική αναγνώριση των διακριτών και συντηρημένων 

μικροβιακών και ιϊκών δομών επιτυγχάνεται μέσω ειδικών υποδοχέων αναγνώρισης, 

στην επιφάνειά τους, οι οποίοι ονομάζονται υποδοχείς αναγνώρισης προτύπου (pattern 

recognition receptors, PRR). Τέτοιοι υποδοχείς είναι οι υποδοχείς μαννόζης, οι λεκτίνες 

τύπου C και οι υποδοχείς τύπου Toll [144, 145].  

Τα ΔΚ του αίματος και των ιστών χαρακτηρίζονται ως ανώριμα κύτταρα, με κύρια 

χαρακτηριστικά τους την ικανότητα φαγοκυττάρωσης των εξωγενών αντιγόνων, την 

αποικοδόμησή τους σε πεπτίδια και την μειωμένη έκφραση συνδιεγερτικών μορίων και 

μορίων που σχετίζονται με την κυτταρική μετανάστευση (CCR7, DC-SIGN, DEC-205). 

Η ωρίμανση των ΔΚ επάγεται μετά από κατάλληλη ευαισθητοποίηση, όπως η επαφή 

τους με το αντιγόνο, η έκθεσή τους σε προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες ή η πρόσδεση του 

μορίου CD40 στον αντίστοιχο υποδοχέα επιφανείας [142]. Η διαδικασία ωρίμανσης των 

ΔΚ συνοδεύεται από μειωμένη φαγοκυτταρική ικανότητα, διαφοροποίηση των προτύπων 

των υποδοχέων μετανάστευσης, αύξηση της έκφρασης των επιφανειακών 

συνδιεγερτικών μορίων CD80, CD86 και CD40, και των μορίων MHC τάξης I και II και 

μετανάστευση των κυττάρων στους επιχώριους λεμφαδένες (Εικ. 1.19) [146].  
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Εικόνα 1.19. Ανοσολογική δράση των δενδριτικών κυττάρων (ΔΚ). Τα ΔΚ λειτουργούν κυρίως μέσω τριών 

δράσεων: αναγνώριση και πρόσληψη του αντιγόνου μέσω διαφόρων υποδοχέων, ωρίμανση και μετανάστευση στα 

δευτερογενή λεμφικά όργανα και παρουσίαση των επεξεργασμένων αντιγόνων στα Τ λεμφοκύτταρα. 

Τροποποιημένη σχηματική απεικόνιση από Crespo, H. et al., 2013. 
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Η προσέλκυση των ΔΚ στους λεμφαδένες, συνεπάγεται την τοποθέτησή τους στην 

παραφλοιώδη ζώνη, ζώνη κυκλοφορίας των πρώιμων Τ κυττάρων, όπου αγκυροβολούν 

και προβάλλουν τους δενδρίτες, ως διαπλεκόμενα πλέον ΔΚ [147-149]. Δρούν ως ισχυρά 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα στα μη ευαισθητοποιημένα CD4
+
 και CD8

+
 Τ κύτταρα, 

διαμορφώνοντας την παραγωγή κυτταροκινών και την επίκτητη ανοσολογική απόκριση 

[150]. Τα ενεργοποιημένα ΔΚ παράγουν τον TNF-α και μια ποικιλία κυτταροκινών όπως 

οι IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12 και IL-10. Η έκκριση της IL-1β από τα ΔΚ επάγει την έκκριση 

της IL-2, η οποία διευκολύνει την ωρίμανση και τον πολλαπλασιασμό των μη-

ευαισθητοποιημένων αντιγονοειδικών Τ κυττάρων. Αντιθέτως, η αντιγονοπαρουσίαση 

χωρίς την παρουσία συνδιεγερτικών μορίων ή κυτταροκινών, επάγει την μη 

αποτελεσματική ενεργοποίηση των T κυττάρων που οδηγεί είτε σε ανοσολογική ανοχή 

είτε σε ανέργια [151]. 

Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των παρασίτων του γένους Leishmania και των ΔΚ, είναι 

ιδιαίτερα πολύπλοκες και μπορούν να οδηγήσουν είτε σε ενεργοποίηση είτε σε 

παρεμπόδιση των Τ κυτταρικών αποκρίσεων, προκαλώντας τον έλεγχο ή την εξέλιξη της 

νόσου, αντίστοιχα [152]. Η πρόσληψη των αμαστιγωτών από τα ΔΚ που βρίσκονται στο 

σημείο της μόλυνσης, οδηγεί σε αύξηση της παραγωγής της IL-12 και της έκφρασης των 

συνδιεγερτικών μορίων και των μορίων MHC τάξης I και II [29]. Επιπλέον, μελέτες σε 

πειραματικό μοντέλο ποντικού, έδειξαν πως μερικές εβδομάδες μετά την μόλυνση, ο 

αρθμός των CD11c
+
 ΔΚ στο σημείο της έγχυσης, αυξάνεται και τα μολυσμένα ΔΚ είναι 

ικανά να παρουσιάσουν τα αντιγόνα του παρασίτου μέσω των MHC ΙI και I μονοπατιών 

και να ενεργοποιήσουν τα CD4
+
 και CD8

+
 Τ κύτταρα. Παρόλα αυτά, τα παράσιτα έχουν 

αναπτύξει πολύπλοκους μηχανισμούς αποφυγής των λειτουργιών των ΔΚ, οδηγώντας 

στην παρεμπόδιση της ενεργοποίησης των κυττάρων αυτών. Η μόλυνση των ΔΚ με 

αμαστιγωτές μορφές του παρασίτου, καταλήγει σε μειωμένη φωσφορυλίωση, σε 

υποβάθμιση σημαντικών μορίων κινασών, σε μειωμένη έκφραση του μεταγραφικού 

παράγοντα NF-κΒ και κατ’επέκταση σε ανεπαρκή ενεργοποίηση των ΔΚ και ΝΚ 

κυττάρων καθώς και στην καταστολή της παραγωγής IL-12 και IFN-γ [153].  
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1.9.2.1 Υποδοχείς τύπου Toll. 

Τα ΔΚ είναι εξοπλισμένα με μια μεγάλη ποικιλία υποδοχέων τύπου Toll (TLRs), οι 

οποίοι αναγνωρίζουν δομικά πρότυπα ευρείας κλίμακας μικροοργανισμών (PRRs), όπως 

οι CpG αλληλουχίες, o λιποπολυσακχαρίτης (LPS), το μονόκλωνο και δίκλωνο RNA, τα 

λιποπεπτίδια, τα γλυκολιπίδια, η ζυμοζάνη και η φλαγγελίνη. Στον άνθρωπο, έχουν 

προσδιοριστεί 11 διαφορετικοί TLRs, όπου ο καθένας αναγνωρίζει διαφορετικές 

μικροβιακές δομές [154]. Επιπλέον, οι διαφορετικοί υποπληθυσμοί ΔΚ, εκφράζουν 

διαφορετικούς συνδυασμούς των TLRs. Τα CD8
+
 ΔΚ που εντοπίζονται στον σπλήνα 

ποντικού, εκφράζουν τους TLR 2, 3, 4 και 9 ενώ τα CD8
-
 ΔΚ εκφράζουν τους TLR2, 3, 

4, 5, 7 και 9 [155]. 

Οι TLRs είναι μόρια που προσδίδουν στην έμφυτη ανοσία ένα βαθμό ειδικότητας, 

ενώ παράλληλα καθορίζουν σε μεγάλο βαθμό τη λειτουργική πόλωση των Τ κυττάρων. Η 

πρόσδεση των κατάλληλων προσδεμάτων στους TLRs, οδηγεί στην ενεργοποίηση 

συγκεκριμένων ενδοκυτταρικών μονοπατιών σηματοδότησης (π.χ. My-D88 εξαρτώμενου 

ή ανεξάρτητου μονοπατιού), οδηγώντας στην ενεργοποίηση μεταγραφικών παραγόντων 

(NF-κΒ, AP-1) απαραίτητων για τη μετανάστευση των ΔΚ, την ωρίμανσή τους, την 

αποτελεσματική παρουσίαση του αντιγόνου καθώς και τη σύνθεση και έκκριση 

φλεγμονωδών κυτταροκινών και χημειοκινών (π.χ. IL-6, IL-12, CCL5) (Eικ. 1.20) [81]. 

Επιπλέον, οι TLRs δρουν συνεργιστικά, ενισχύοντας την ωρίμανση των ΔΚ. Ο πιο 

συνηθισμένος και μελετημένος συνδυασμός είναι ο συνδυασμός των TLR2 και TLR4. Η 

ενεργοποίηση διαφορετικών TLRs στα ΔΚ μπορεί να προκαλέσει την παραγωγή 

διαφορετικών ομάδων κυτταροκινών, μέσω της ενεργοποίησης διαφορετικών 

μονοπατιών σηματόδοτησης [143].  

Συνεπώς, οι TLRs ενισχύουν την ικανότητα των ΔΚ να επάγουν Τ κυτταρικές 

αποκρίσεις. Για αυτόν τον λόγο, πολλές φαρμακευτικές εταιρείες έχουν στρέψει το 

ενδιαφέρον τους στην εφαρμογή των TLR προσδεμάτων ως συστατικά προφυλακτικών ή 

ανοσοθεραπευτικών εμβολίων για την ενεργοποίηση ανοσολογικών αποκρίσεων έναντι 

χρόνιων ιϊκών μολύνσεων ή του καρκίνου [156]. 
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Kύριοι TLRs που συνδέονται με την προστασία έναντι της λεϊσμανίασης είναι οι 

TLR2 και TLR4 (Εικ. 1.21). Επιπλέον, προστατευτικοί ρόλοι έχουν αποδοθεί και σε 

κυτταροπλασματικούς υποδοχείς που ανιχνεύουν νουκλεϊκά οξέα, όπως o TLR3 και 

TLR9 [157]. Ο TLR3 έχει αποδειχθεί απαραίτητος για την λεϊσμανιοκτόνο δράση των 

ενεργοποιούμενων με IFN-γ μακροφάγων, καθώς η αποσιώπηση του υποδοχέα σε 

μακροφαγική κυτταρική σειρά ποντικού, οδήγησε σε αυξημένο παρασιτικό φορτίο 

συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου [158]. Η προστασία μέσω της ενεργοποίησης των 

TLRs συνδέεται κυρίως με την παραγωγή προφλεγμονωδών κυτταροκινών όπως οι TNF-

α, IL-6 και χημειοκινών τύπου CXC.  

Εικόνα 1.20. MyD88 - εξαρτώμενο και ανεξάρτητο μονοπάτι μεταγωγής σήματος από τους TLRs. 

Τροποποιημένη σχηματική απεικόνιση από Akira, S. et al., 2004). 
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Εικόνα 1.21. Ενεργοποίηση του TLR4 κατά την μόλυνση με στελέχη του παρασίτου Leishmania spp. Το 

σύμπλοκο γλυκολιπιδίων P8 που προέρχεται από την L. pifanoi, ενεργοποιεί τον TLR4 των μακροφάγων, με την 

διαμεσολάβηση των μορίων MD2, CD14 και την ενεργοποίηση ενός MyD88-εξαρτώμενου μονοπατιού 

σηματοδότησης (αριστερά). Η ενεργοποίηση του TLR4, κατά την μόλυνση με L. major, με τη διαμεσολάβηση της 

ουδετεροφιλικής ελαστάσης, επάγει την παραγωγή ROS και τη μερική εξάλειψη του παρασίτου (δεξιά). 

Τροποποιημένη σχηματική απεικόνιση από Faria, M.et al., 2012. 
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1.9.3 Πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα. 

Υπάρχουν αντικρουόμενα αποτελεσμάτα σχετικά με το ρόλο των ουδετερόφιλων 

στην εξέλιξη της λεϊσμανίασης. Τα ουδετερόφιλα δρουν κυρίως ως δούρειοι ίπποι, 

υποβοηθώντας την ενδοκυττάρια εγκατάσταση των μετακυκλικών προμαστιγωτών 

μορφών χωρίς την παράλληλη ενεργοποίηση της έμφυτης αντιμικροβιακής άμυνας. 

Ειδικότερα, τα ουδετερόφιλα φαγοκυτταρώνουν τις προμαστιγώτες μορφές του 

παρασίτου, οι οποίες επιβιώνουν στο φαγόσωμα αυτών [159]. Ακολούθως, τα μολυσμένα 

ουδετερόφιλα επάγονται σε διαδικασία απόπτωσης και φαγοκυτταρώνονται από τα 

μακροφάγα μέσω μονοπατιών διαμεσολαβούμενων από υποδοχείς που αποτυγχάνουν να 

εκκινήσουν τις αμυντικές αποκρίσεις αυτών, με αποτέλεσμα το φορτίο των 

προμαστιγωτών να μεταφέρεται αποτελεσματικά και με ασφάλεια στο φαγόσωμα των 

μακροφάγων [159].  

Παρόλα αυτά, τα ουδετερόφιλα συνεισφέρουν και στον περιορισμό του παρασίτου 

μέσω της εξώθησης εξωκυττάριων παγίδων (NETs) που αποτελούνται από νηματοειδές 

DNA που φέρει αντιμικροβιακά πεπτίδια [159].  

 



                                                                                                                                                             2. Σκοπός 

 

 77 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Σκοπός 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                             2. Σκοπός 

 

 78 

2. Σκοπός της μελέτης. 

Η λεϊσμανίαση είναι μια τροπική νόσος, που παρά τον υψηλό επιπολασμό που 

παρουσιάζει, καθώς τοποθετείται ένατη μεταξύ των λοιμωδών νοσημάτων, παραμένει 

παραμελημένη. Τα τελευταία χρόνια, εμφανίζεται με σταδιακά αυξανόμενη συχνότητα σε 

μη ενδημικές αναπτυγμένες χώρες και σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας 

(Π.Ο.Υ), το άθροισμα των χρόνων ζωής και των παραγωγικών χρόνων που έχουν χαθεί 

λόγω της ασθένειας (DALYs = Disability Adjusted Life Years), αγγίζει τα 2,4 

εκατομμύρια. 

Παρά την συνεισφορά της ανάλυσης του γονιδιώματος του παρασίτου στην ανάδειξη 

νέων αντιγόνων, και την κατάκτηση επιστημονικής γνώσης σχετικά με την 

ανοσοβιολογία των ειδών του παρασίτου και τον μηχανισμό δράσης των 

ανοσοενισχυτικών, η κατασκευή ενός αποτελεσματικού εμβολίου παραμένει ως ένας 

ιδιαίτερης σημασίας, επιδιωκόμενος στόχος. Επιπλέον, παρά την πρόοδο που έχει 

επιτευχθεί στην θεραπευτική προσέγγιση της νόσου, τα ευρέως χρησιμοποιούμενα 

φάρμακα, είτε σε συνδυασμό με ανοσοθεραπεία, είτε μόνα τους, κρίνονται ανεπαρκή. 

Συνεπώς, ο έλεγχος της νόσου μέσω της αποτελεσματικής θεραπείας και της 

ανάπτυξης ενός προστατευτικού εμβολίου ικανού να επάγει μακροχρόνιες 

προστατευτικές κυτταρομεσολαβητικές ανοσολογικές αποκρίσεις, κρίνεται ως επιτακτική 

ανάγκη.  

Στόχος της παρούσας διατριβής, είναι η διερεύνηση της προστατευτικής ή/και 

ανοσοθεραπευτικής δράσης του ευκαρυωτικού παράγοντα έναρξης του στελέχους L. 

infamtum (Leishmania eukaryotic initiation factor - LieIF), σε in vitro και in vivo 

συστήματα. Η προσέγγιση αυτού του στόχου, θα πραγματοποιηθεί με τον σχεδιασμό 

πρωτοκόλλων, με τα οποία θα διερευνηθεί η δυνατότητα της LieIF να επάγει την ειδική 

ενεργοποίηση των Τ κυττάρων και την πόλωσή τους προς τον απαραίτητο για την 

προστασία του ξενιστή και την εξάλειψη του παρασίτου, Th1 υποπληθυσμό. 

Με την προσέγγιση της αντίστροφης ανάπτυξης εμβολίου (reverse vaccinology), θα 

επιδιώξουμε την ταυτοποίηση αντιγονικών πεπτιδίων της LieIF, προκειμένου να 

σχεδιαστούν εμβόλια με ικανότητα επιλεκτικής επαγωγής της Th1 απόκρισης. Επίσης, θα 

διερευνηθούν οι ανοσοτροποποιητικές ιδιότητες ολοκλήρου του μορίου της 

ανασυνδυασμένης LieIF και των πρωτεϊνικών τμημάτων της, σε in vitro συστήματα 

μακροφάγων και δενδριτικών κυττάρων, τόσο σε επίπεδο ωρίμανσης και λειτουργικής 

διαφοροποίησης των κυττάρων, όσο και σε επίπεδο συνέργειας με τους υποδοχείς τύπου 
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Toll (Toll-like receptors). Επιπλέον, θα μελετηθεί η προστατευτική ή/και 

ανοσοθεραπευτική δράση της LieIF και των πρωτεϊνικών της τμημάτων, σε in vitro 

σύστημα L. donovani - μολυσμένων μακροφάγων.  

Τα αποτελέσματα που θα προκύψουν θα συμβάλλουν στην κατανόηση του τρόπου 

δράσης αυτής της κυτταροπλασματικής πρωτεΐνης του παρασίτου, προκειμένου σε 

δεύτερο χρόνο, να σχεδιαστούν και να εφαρμοστούν in vivo συστήματα ανοσοθεραπείας 

ή προφυλακτικού εμβολιασμού, σε πειραματικά μοντέλα ποντικών. Η αξιολόγηση της 

δράσης της LieIF in vivo, θα πραγματοποιηθεί τόσο με την διερεύνηση της δράσης της 

πρωτεΐνης ως ανοσοενισχυτικό, όσο και με την ανάπτυξη πρότυπων πρωτοκόλλων 

ανοσοθεραπείας με την διαλυτή πρωτεΐνη καθώς και προστατευτικού εμβολιασμού με τη 

χρήση των δενδριτικών κυττάρων ως οχήματα μεταφοράς της πρωτεΐνης. 
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3.1 Υλικά 

3.1.1 Εργαστηριακός εξοπλισμός. 

Ο εργαστηριακός εξοπλισμός που χρησιμοποιήθηκε για την κάλυψη των αναγκών της 

παρούσας διδακτορικής διατριβής, καθώς και οι εταιρείες προέλευσης, καταγράφονται 

στον Πίν. 3.1. 

 

Πίνακας 3.1. Εργαστηριακός εξοπλισμός 

Aναλυτής Cobas Mira: βιοχημικός αναλυτής που εκτελεί φωτομετρικές αναλύσεις 

(σάκχαρο, ουρία κτλ), μετρήσεις φαρμάκων καθώς και ποτενσιομετρικές αναλύσεις 

(ηλεκτρολύτες κάλιο, νάτριο) (Roche) 

Αναλυτικός ζυγός (Kern, Balingen, Germany) 

Διοφθάλμιο οπτικό μικροσκόπιο (Laborlux D, Leitz, Germany) 

Διοφθάλμιο ανάστροφο μικροσκόπιο (Olympus, Tokyo, Japan) 

Δοχείο αποθήκευσης αζώτου (Statebourne bio36, Statebourne, US) 

Επιτραπέζια φυγόκεντρος (GPR Centrifuge, BECKMAN, Nyon, Switzerland) 

Επωαστικός κλίβανος σταθερής θερμοκρασίας 26 
ο
C (Sanyo mir-253 Electronic 

Biomedical, Osaka, Japan)  

Επωαστικός κλίβανος σταθερής θερμοκρασίας 37 
ο
C (Galaxy 170S, Eppendorf, 

UK) 

Επωαστικός κλίβανος σταθερής θερμοκρασίας 60 
o
C (Binder, US)  

Ζυγός (Mettler PM4600, Mettler Toledo, US) 

Θάλαμος κάθετης νηματικής ροής βιοασφάλειας τύπου ΙΙ (Telstar, Bio-IIA, 

Madrid, Spain) 

Θερμαινόμενη μαγνητική πλάκα (Velp Scientifica) 

Θερμικός κυκλοποιητής (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems, IL, 

USA) 

Θερμικός κυκλοποιητής – σύστημα ποσοτικής PCR (Exicycler 96, Bioneer, Korea) 

Κυτταρομετρητής ροής (FACS Calibur, Becton-Dickinson, San Jose, CA) 

Kυτταροσυλλέκτης (Cell Harvester, Skatron, Norway) 

Κυτταροφυγόκεντρος (Shandon Cytospin 2, England) 

Λαμπτήρας φωτισμού ισχύος 100 Watt 

Μετρητής β ακτινοβολίας (Wallac, Turcu, Finland) 
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Μηχάνημα υπερήχων (UP100H, Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Germany) 

Μικροφυγόκεντρος (Biofuge 13, Heraeus, Germany) 

Παχύμετρο dial gauge (Kori Seiki, Japan) 

Πεχάμετρο (Orion 2‐Star pH Benchtop Meter, Thermo Scientific) 

Συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης για την ανάλυση DNA (Mini-sub DNA 

Electrophoresis Cell, Bio-Rad) 

Τροφοδοτικό ρεύματος (BioRad Powerpac 1000) 

Υδατόλουτρο (LabTech, Daihan LabTech, Korea) 

Υπερκαταψύκτης (Μ, Electrolux, Stockholm, Sweden) 

Φασματοφωτόμετρο (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, IL, USA) 

Φασματοφωτόμετρο (Dynatech Laboratories MRX, Germany) 

 

 

3.1.2 Αναλώσιμα 

Το σύνολο των αναλωσίμων που χρησιμοποιήθηκε, αναγράφεται στον παρακάτω 

πίνακα (Πίν. 3.2).  

Πίνακας 3.2. Αναλώσιμα 

Αιματοκυτταρόμετρο τύπου Malassez 

Ακρορύγχια για μηχανικές πιπέττες (Greiner, Germany) 

Αποστειρωμένες ορολογικές πιπέττες, όγκου 5 και 10 ml (Greiner, Germany) 

Αποστειρωμένα ακρορύγχια με φίλτρο (Brand, UK) 

Βακτηριολογικά τρυβλία καλλιέργειας διαμέτρου 100 mm (Greiner, Germany) 

Γυάλινοι τριχοειδείς σωλήνες (BDH, US) 

Διηθητικό χαρτί επικαλυμμένο με πλέγμα από μικροσκοπικές ίνες υάλου 

(PerkinElmer, Massachusetts, USA) 

Δοκιμαστικοί σωλήνες eppendorf, όγκου 0,2 ml 

Δοκιμαστικοί σωλήνες eppendorf όγκου, 1,5 ml 

Εργαλείο αποκόλλησης κυττάρων (cell scraper) (Nunc, Rosklide, Denmark) 

Κρυογονικό φιαλίδιο όγκου 1,5 ml (Nunc, Rosklide, Denmark) 

Πλάκες καλλιέργειας 24 και 96 θέσεων με επίπεδα φρεάτια (Sarstedt, Germany) 

Πλάκες καλλιέργειας 96 θέσεων με κοίλα φρεάτια (Greiner, Germany) 
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Πλάκες μικροτιτλοποίησης 96 φρεατίων με πυθμένα σχήματος V (Greiner, 

Germany) 

Πλάκες μικροτιτλοποίησης ELISA 96 θέσεων υψηλής προσροφητικότητας 

(MaxiSorp Surface, Nunc, Denmark) 

Πλαστικοί σωλήνες φυγοκέντρησης, όγκου 15 και 50 ml (Greiner, Germany) 

Πλαστικοί σωλήνες κυτταρομετρίας, όγκου 5 ml (Falcon, Germany) 

Σακούλες τοποθέτησης διηθητικού χαρτιού, 90 x 120 mm (PerkinElmer, 

Massachusetts, USA) 

Σύριγγες ινσουλίνες εφοδιασμένες με βελόνες διαμέτρου 26GA3/8 και 30GA1/2 

(BD) 

Σωληνάκια όγκου 0.2 ml και αντίστοιχα καπάκια, σε σειρές των οκτώ, για Real 

Time PCR (Nippon Genetics, , Germany) 

Φίλτρα με διάμετρο πόρων 0,22 μm (Sarstedt, Germany) 

Φίλτρα με διάμετρο πόρων 70 μm (BD Biosciences, Belgium) 

Φιάλες κυτταροκαλλιέργειας (Tissue Culture Quality) με βιδωτό πώμα και έκταση 

επιφάνειας 25 cm
2
 (Sarstedt, Germany) 

Φιάλες κυτταροκαλλιέργειας (Tissue Culture Quality) με βιδωτό πώμα και έκταση 

επιφάνειας 75 cm
2
 (Sarstedt, Germany) 

Φιάλες κυτταροκαλλιέργειας με βιδωτό πώμα που έφερε φίλτρο και έκταση 

επιφάνειας 25 cm
2
 (Nunc, Rosklide, Denmark) 

 

3.1.3 Εμπορικά διαθέσιμα αντιδραστήρια. 

3.1.3.1 Θρεπτικά υλικά και υλικά κυτταροκαλλιεργειών. 

Θρεπτικό υλικό RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium, Biochrom, 

Germany). Ένας όγκος πυκνού (10x) διαλύματος RPMI-1640 (Biochrom, Germany) 

αραιώνεται με προσθήκη εννέα όγκων δις-απεσταγμένου νερού. Το διάλυμα 

συμπληρώνεται ώστε τελικά να περιέχει 24 mΜ NaHCO3, 2 mM L-γλουταμίνης, 0,05 

mM β-μερκαπτοαιθανόλης, 10 mM διαλύματος HEPES (ονομασία κατά IUPAC: 2-[4-(2-

υδροξυαίθυλo)-1-πιπεραζινο]αιθυλοσουλφονικό οξύ), πενικιλλίνη σε συγκέντρωση 100 

U/ml και στρεπτομυκίνη σε συγκέντρωση 100 μg/ml. 
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Θρεπτικό υλικό S        ’  I      (Sigma-Aldrich). Το θρεπτικό υλκό συμπληρώνεται 

με την προσθήκη πενικιλλίνης (συγκέντρωση 100 U/ml) και στρεπτομυκίνης 

(συγκέντρωση 100 μg/ml). 

Ρυθμιστικό διάλυμα HEPES (Biochrom, Germany) 

Διάλυμα L-γλουταμίνης 200 mM (L-glutamine, Biochrom, Germany)  

Διάλυμα πενικιλλίνης – στρεπτομυκίνης (PEST, Biochrom, Germany) 

β-μερκαπτοαιθανόλη (Sigma-Aldrich) 

Διάλυμα όξινου ανθρακικού νατρίου 7,5% (NaHCO3, Gibco) 

Ορός εμβρύου μόσχου (Fetal Bovine Serum, FBS, Biochrom, Germany). Ο ορός 

αδρανοποιείται στους 56 
ο
C για 30 λεπτά προκειμένου να αδρανοποιηθούν οι πρωτεΐνες 

του συμπληρώματος. Ο απενεργοποιημένος ορός αποθηκεύεται στους -20 
ο
C. 

 

3.1.3.2 Ειδικά αντιδραστήρια. 

Τα ειδικά αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν, παρατίθενται με αλφαβητική σειρά. 

Αλβουμίνη αυγού (OVA, Sigma-Aldrich) 

Ανασυνδυασμένος παράγοντας διέγερσης σχηματισμού αποικιών κοκκιοκυττάρων-

μακροφάγων ποντικού (Recombinant granulocyte-macrophage colony stimulating 

factor, rmGM-CSF, Peprotech, UK): ο αιμοποιητικός παράγοντας GM-CSF αποτελείται 

από 125 αμινοξέα και το μοριακό βάρος του υπολογίζεται στα 14,2 kDa. Ενεργοποιεί την 

ανάπτυξη των ουδετερόφιλων και των μακροφάγων, ενώ επάγει τον πολλαπλασιασμό και 

την ανάπτυξη των προγονικών μεγακαρυοκυττάρων και ηωσινόφιλων. Η ανασύσταση 

γίνεται σε συγκέντρωση 0,1 mg/ml, σε ddH2O. 

Ανασυνδυασμένη ιντερφερόνη-γ ποντικού (rmIFN-γ, BD Pharmengen, San Diego, 

USA) 

Ανοσοενισχυτικό Imject Alum (Pierce, IL): το εμπορικά διαθέσιμο σκεύασμα περιέχει 

υδατικό διάλυμα υδροξειδίου του αργιλίου (40 mg/ml) και υδροξειδίου του μαγνησίου 

(40 mg/ml).  
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Αντιδραστήριο Alamar Blue (Invitrogen Life Technologies, USA): το Alamar Blue 

ανάγεται από μεταβολικά ενδιάμεσα των ζωντανών κυττάρων. Κατά την αναγωγική 

διαδικασία παρατηρείται μετατροπή του χρώματος του αντιδραστηρίου (reazurin) από 

την οξειδωμένη μη φθορίζουσα-μπλε μορφή στην αναγμένη φθορίζουσα-κόκκινη μορφή 

[160]. 

Αντιδραστήριο Griess (Sigma-Aldrich, USA): αποτελείται από 1% w/v 

σουλφανιλαμίδιο, 0,1% w/v διϋδροχλωρική ναφθυλ-εθυλ-διαμίνη και 1,25% v/v 

φωσφορικό οξύ (H3PO4).  

Αντίστροφη μεταγραφάση M-MLV (Promega, USA) 

Δωδέκυλο θειικό νάτριο (SDS, Sigma-Aldrich) 

Εκκινητές oligo-(dT)15 (Promega, USA) 

Εμπορικά διαθέσιμη συσκευασία για τον ποσοτικό προσδιορισμό πρωτεϊνών (Micro 

BCA Protein Assay Reagent Kit, Pierce, IL): η αρχή της μεθόδου αφορά στην αναλογική 

σχέση της ποσότητας της ελεγχόμενης πρωτεΐνης και της ποσότητας των αναγμένων 

ιόντων Cu
+2

. 

Εμπορικά διαθέσιμη συσκευασία για την απομόνωση ολικού RNA (RNeasy Mini Kit, 

Qiagen, Germany) 

Επιφανειοδραστική ουσία Tween-20 (Merck Millipore) 

Θειϊκό οξύ 96% (H2SO4, Αnalyticals Carbo Erba) 

Kapa SYBR FAST Universal 2x qPCR Master Mix (KapaBiosystems, USA). 

Εμπορικά διαθέσιμη συσκευασία που περιέχει την DNA πολυμεράση, το ρυθμιστικό 

διάλυμα για την πραγματοποίηση της αντίδρασης ποσοτικής PCR και την 

παρεμβαλλόμενη χημική ουσία SYBR Green.  

Κονκαβαλίνη Α (Concavalin A, ConA, Sigma-Aldrich): η κονκαβαλίνη Α αποτελεί 

μιτογόνο φυτικής προέλευσης. Παρασκευάζεται διάλυμα κονκαβαλίνης Α σε ddH2O 

συγκέντρωσης 1 mg/ml, το οποίο αποθηκεύεται στους -20
ο
C μέχρι να χρησιμοποιηθεί. 

Λιποπολυσακχαρίτης LPS (Sigma-Aldrich). Η ανασύσταση γίνεται σε συγκέντρωση 1 

mg/ml σε ddH2O και το διάλυμα φυλάσσεται στους -20 
ο
C. 
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Μπλε του τρυπανίου (TrypanBlue, BDH): η χρωστική διαπερνά την κυτταρική 

μεμβράνη των νεκρών κυττάρων. 

Μπρεφελδίνη Α (Brefeldin A, Sigma-Aldrich): η μπρεφελδίνη Α παρεμποδίζει την 

μεταφορά των πρωτεϊνών από το ενδοπλασματικό δίκτυο στο σύμπλεγμα Golgi Η 

ανασύσταση γίνεται σε συγκέντρωση 5 mg/ml σε μεθανόλη (Merck Millipore) και το 

διάλυμα διατηρείται στους -20 
ο
C. 

Ολιγονουκλεοτίδια CpG (ODN 1826, InvivoGen, US) 

Παραφορμαλδεΰδη (PFA, Sigma-Aldrich) 

Πλακίδια ελέγχου βακτηριακών ενδοτοξινών (LAL test limulus amebocyte lysate test, 

Metrolab): τα πλακίδια περιέχουν έτοιμα και σταθεροποιημένα αντιδραστήρια LAL για 

τον χρωματομετρικό έλεγχο των βακτηριακών ενδοτοξινών. 

Πολυινοσινικό-πολυκυτιδυλικό οξύ (Poly (I: C), InvivoGen, US): αποτελεί συνθετικό 

ανάλογο δίκλωνου RNA (dsRNA) και αναγνωρίζεται από τον υποδοχέα τύπου Toll 3 

(TLR3). 

Σαπωνίνη (Sigma-Aldrich) 

Στρεπταβιδίνη συζευγμένη με υπεροξειδάση HR (AbD Serotec, UK) 

Συνθετικά πεπτίδια (bioSYNTHESIS, Texas, US): τα πεπτίδια συντέθηκαν με 

καθαρότητα μεγαλύτερη από 95%, όπως προσδιορίσθηκε με υγρή χρωματογραφία 

υψηλής απόδοσης (HPLC). Η διάλυσή τους πραγματοποιήθηκε σε συγκεκριμένους 

διαλύτες ανάλογα με το φορτίο και τον αριθμό των υδροφοβικών καταλοίπων τους. 

Τριτιωμένη θυμιδίνη (methyl-
3
H-Thymidine, PerkinElmer, Massachusetts, USA): το 

ραδιενεργό υλικό παρέχεται ως στείρο υδατικό διάλυμα. Το διάλυμα τριτιωμένης 

θυμιδίνης που χρησιμοποιείται στις πειραματικές διαδικασίες, παρασκευάζεται με 

αραίωση κατάλληλης ποσότητας της εμπορικά διαθέσιμης συσκευασίας σε θρεπτικό 

υλικό, λίγο πριν την χρήση. 

Υγρό σπινθηρισμού (scintillation fluid, Wallac, Turku, Finland) 

Φθορίζοντες ανιχνευτές (carboxy-H2DCFDA, C400, Life Technologies, USA): 

Αποτελούν ακετυλιωμένη μορφή της φλουορεσκεΐνης και χρησιμοποιούνται ως δείκτες 

της παραγωγής ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) από τα κύτταρα. 
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Χρωμογόνο διάλυμα υποστρώματος TMB (Pierce, IL): η ενεργότητα της 

υπεροξειδάσης HRP ελέγχεται με τη χρήση του υποστρώματος TMB. Η εμπορικά 

διαθέσιμη συσκευασία αποτελείται από διάλυμα 3,3', 5,5'-τετραμέθυλοβενζιδίνης (TMB) 

συγκέντρωσης 0,4 g/L και διάλυμα υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) συγκέντρωσης 

0,02% v/v σε ρυθμιστικό διάλυμα κιτρικού οξέος. Τα παραπάνω διαλύματα 

αναμιγνύονται σε αναλογία ίσων όγκων λίγο πριν την χρήση τους.  

 

3.1.4 Αντισώματα 

Αντι-TNF-α μονοκλωνικό αντίσωμα, χαμηλής περιεκτικότητας σε ενδοτοξίνη (AbD 

Serotec, UK): το αντίσωμα (κλώνος MP6-XT3) παρασκευάζεται σε αρουραίο και 

αναγνωρίζει τον TNF-α ποντικού. Ο TNF-α παράγεται από μονοκύτταρα, μακροφάγα, 

ουδετερόφιλα, ΝΚ κύτταρα και CD4
+
 T κύτταρα. 

Αντισώματα συζευγμένα με φθορίζουσες ουσίες 

Αντι-CD4-FITC (BD Biosciences): το αντίσωμα (κλώνος L3T4) είναι συζευγμένο με 

φλουορεσκεΐνη (FITC) και αλληλεπιδρά με το επιφανειακό αντιγόνο CD4 (L3T4), το 

οποίο εκφράζεται στα περισσότερα θυμοκύτταρα, στους υποπληθυσμούς των ώριμων Τ 

κυττάρων και σε έναν υποπληθυσμό ΝΚ κυττάρων. 

Αντι-CD8a-PE (BD Biosciences): το αντίσωμα (κλώνος 53-6.7) είναι συζευγμένο με 

φυκοερυθρίνη (PE) και αλληλεπιδρά με τις αλυσίδες α και α', μοριακού βάρους 38 και 34 

kDa αντίστοιχα, του αντιγόνου διαφοροποίησης CD8.  

Αντι-CD11b-FITC (AbD Serotec, UK): το αντίσωμα (κλώνος Μ1/70.15) είναι 

συζευγμένο με FITC και αναγνωρίζει το επιφανειακό αντιγόνο ποντικού CD11b (ή 

MAC-1) που εκφράζεται από τα κοκκιοκύτταρα, τα μονοκύτταρα, τα ΝΚ κύτταρα και τα 

ιστικά μακροφάγα. 

Αντι-CD11c-PE (BD Bioscience): το αντίσωμα (κλώνος HL3) είναι συζευγμένο με PE 

και αλληλεπιδρά με την α αλυσίδα της ιντεγκρίνης gp150, η οποία εκφράζεται στην 

επιφάνεια των δενδριτικών κυττάρων, των CD4
-
 CD8

+
 εντερικών ενδοεπιθηλιακών 

λεμφοκυττάρων και των NK κυττάρων.  
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Αντι-F4/80-RPE (AbD Serotec, UK): το αντίσωμα (κλώνος CI:A3-1) είναι συζευγμένο 

με R-φυκοερυθρίνη (RPE) και αναγνωρίζει την επιφανειακή γλυκοπρωτεΐνη μεγέθους 

160 kD F4/80, ποντικού. 

Αντι-Ly6C-PE (AbD Serotec, UK): το αντίσωμα (κλώνος AL-21) είναι συζευγμένο με 

PE και αναγνωρίζει την GPI-αγκυροβολημένη πρωτεΐνη ποντικού, μεγέθους 14-17 kDa 

που εκφράζεται σε πληθυσμούς μονοκυττάρων/μακροφάγων, Τ κυττάρων, καθώς και σε 

κοκκιοκύτταρα, ενδοθηλιακά και ΝΚ κύτταρα. 

Αντι-Ly6G-PE (AbD Serotec, UK): το αντίσωμα (κλώνος 1Α8)
 
είναι συζευγμένο με PE 

και αναγνωρίζει την GPI-αγκυροβολημένη πρωτεΐνη μεγέθους 21-25 kDa, Ly-6G. 

Αντι-CD40-PE (BD Biosciences): το αντίσωμα (κλώνος 3/23) είναι συζευγμένο με PE 

και αλληλεπιδρά με το μόριο CD40, μία γλυκοπρωτεΐνη μοριακού βάρους 40-50 kDa η 

οποία εκφράζεται στην επιφάνεια των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (Β-

λεμφοκύτταρα, μακροφάγα, δενδριτικά κύτταρα). 

Αντι-CD80-FITC (B7-1, BD Biosciences): το αντίσωμα (κλώνος 16-10Α1) είναι 

συζευγμένο με FITC και αναγνωρίζει το συνδιεγερτικό μόριο Β7-1. Αυτό το μέλος της 

υπεροικογένειας των ανοσοσφαιρινών, μαζί με το μόριο CD86 συμμετέχει στην 

συνδιέγερση των Τ κυττάρων μέσω των αλληλεπιδράσεων με τα μόρια CD28 και CD152 

(CTLA-4). Το CD80 εκφράζεται συνεχώς στην επιφάνεια των δενδριτικών κυττάρων, 

των μονοκυττάρων και των μακροφάγων της περιτοναϊκής κοιλότητας, ενώ η έκφρασή 

του στην επιφάνεια των Β λεμφοκυττάρων είναι επαγόμενη από διάφορους παράγοντες, 

όπως ο βακτηριακός λιποπολυσακχαρίτης και η κυτταροκίνη IL-4. 

Αντι-CD86-FITC (B7-2, BD Biosciences): τo αντίσωμα (κλώνος GL1) είναι συζευγμένο 

με FITC και αναγνωρίζει το συνδιεγερτικό μόριο B7-2 το οποίο εκφράζεται στην 

επιφάνεια της πλειοψηφίας των λευκοκυττάρων, συμπεριλαμβανομένων των Β και Τ 

κυττάρων, των επαγόμενων από το θειογλυκολικό ζωμό μακροφάγων περιτοναϊκής 

κοιλότητας και των δενδριτικών κυττάρων. Το CD86 αποτελεί πρόσδεμα των μορίων 

CD28 και CD152 (CTLA-4), και είναι ένα από τα μόρια που συμβάλλουν στις 

αλληλεπιδράσεις των Τ και Β κυττάρων με άλλα κύτταρα. Επίσης, εμπλέκεται στην 

αλλαγή τάξης των ανοσοσφαιρινών.  
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Αντι-I-A/I-E-PE (BD Biosciences): τo αντίσωμα (κλώνος Μ5/114.15.2) είναι 

συζευγμένο με PE και αναγνωρίζει έναν πολυμορφικό επίτοπο που υπάρχει στα Ι-Α
b
, I-

A
d
, I-A

q
, I-E

d
 και I-E

k 
αλλοαντιγόνα του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας 

(MHC) τάξης ΙΙ.  

Αντι-IFN-γ-FITC (BD Biosciences): το αντίσωμα (κλώνος XMG1.2) είναι συζευγμένο 

με FITC και αναγνωρίζει ειδικά την ιντερφερόνη-γ (IFN-γ) του ποντικού.  

Αντι-IL-12p40/p70-PE (BD Biosciences): το αντίσωμα (κλώνος C15.6) είναι 

συζευγμένο με PE και αναγνωρίζει την υπομονάδα p40 του υποδοχέα της ΙL-12 

ποντικού. 

Αντι-IL-4-PE (BD Biosciences): το αντίσωμα (κλώνος BVD4-1D11) είναι συζευγμένο 

με PE και αναγνωρίζει την ΙL-4 ποντικού. 

Αντι-IL-10-PE (BD Biosciences): το αντίσωμα (κλώνος JES5-16E3) είναι συζευγμένο 

με PE και αναγνωρίζει την ΙL-10 ποντικού.  

Αντι-IL-17A-PE (BD Biosciences): το αντίσωμα (κλώνος TC11-18H10) είναι 

συζευγμένο με PE και αλληλεπιδρά με την ανασυνδυασμένη και την φυσική κυτταροκίνη 

IL-17A, του ποντικού.  

Αντι-iNOS/NOS τύπου ΙΙ-FITC (BD Biosciences): το αντίσωμα (κλώνος 6/iNOS/NOS 

Type II) είναι συζευγμένο με FITC και αναγνωρίζει την επαγόμενη συνθετάση του 

μονοξειδίου του αζώτου, ποντικού. 

Αντισώματα ELISA 

Εμπορικά διαθέσιμη τυποποιημένη συσκευασία για ανίχνευση MIP-1α (murine MIP-

1α standard ELISA development kit, Peprotech, NJ): Το όριο ανίχνευσης της χημειοκίνης 

MIP-1α, ορίζεται στα 8 pg/ml.  

Εμπορικά διαθέσιμη τυποποιημένη συσκευασία για ανίχνευση TNF-α (murine TNF-α 

standard ELISA development kit, Peprotech, NJ): Το όριο ανίχνευσης του TNF-α, 

ορίζεται στα 16 pg/ml.  

Αντίσωμα ανίχνευσης IgG1 (AbD Serotec, UK): το αντίσωμα αναγνωρίζει τις βαριές 

αλυσίδες των ανοσοσφαιρινών τάξης G1 ποντικού και είναι συζευγμένο με βιοτίνη. 
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 Αντίσωμα ανίχνευσης IgG2a (AbD Serotec, UK): το αντίσωμα αναγνωρίζει τις βαριές 

αλυσίδες των ανοσοσφαιρινών τάξης G2a ποντικού και είναι συζευγμένο με βιοτίνη. 

 

3.1.5 Παρασκευή διαλυμάτων. 

Ρυθμιστικό διάλυμα PBS: 1 lt ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών παρασκευάζεται 

με την προσθήκη 8 gr. NaCl, 0,2 gr. KCl, 0,2 gr. KH2PO4 και 1,15 gr. Na2HPO4 σε 1 lt 

δις-απεσταγμένου νερού. Το pH ρυθμίζεται στο 7,2 – 7,4 και το διάλυμα αποθηκεύεται 

στους 4 
o
C. 

Διάλυμα λύσης χλωριούχου αμμωνίου (ACK buffer): 1 lt διαλύματος παρασκευάζεται 

με την προσθήκη 0,15Μ NH4Cl, 1mM KHCO3 και 0,1mM Na2EDTA, σε δις-

απεσταγμένο νερό. Το pH ρυθμίζεται στο 7,2 - 7,4 και το διάλυμα διηθείται με φίλτρο με 

μέγεθος πόρων 0,22 μm και διατηρείται στους 4 
ο
C μέχρι να χρησιμοποιηθεί. 

Διάλυμα κατάψυξης: Το μέσο κατάψυξης είναι ειδικά σχεδιασμένο ώστε να επιτρέπει 

την κατάψυξη κυττάρων για μακροπρόθεσμη φύλαξη χωρίς επιπτώσεις. Το διάλυμα 

κατάψυξης αποτελείται από 7 μέρη θρεπτικού διαλύματος RPMI-1640, 2 μέρη ορού FBS 

και 1 μέρος DMSO. 

Διάλυμα κατάψυξης σημασμένων κυττάρων (FBS-10% DMSO): παρασκευάζεται με 

την προσθήκη 10% DMSO σε FBS, λίγο πριν την χρήση του. 

Διάλυμα PBS/BSA: Παρασκευάζεται με την προσθήκη 1 gr. BSA σε 100 ml διαλύματος 

PBS. Το διάλυμα διηθείται με φίλτρο με μέγεθος πόρων 0,22 μm και διατηρείται στους 4 

ο
C μέχρι να χρησιμοποιηθεί. 

Ρυθμιστικό διάλυμα κυτταρομετρίας ροής (PBS/FBS, facs buffer): παρασκευάζεται 

με την προσθήκη 3 ml FBS σε 100 ml PBS λίγο πριν την χρήση του. 

Διάλυμα διάτρησης (permeabilization buffer): παρασκευάζεται με την προσθήκη 0,1 

gr. σαπωνίνης και 3 ml FBS σε 100 ml PBS, λίγο πριν την χρήση του. 

Διτταναθρακικό διάλυμα κάλυψης μη ειδικών θέσεων (carbonate buffer): 

παρασκευάζεται με την προσθήκη Na2CO3 (15 mM) και NaHCO3 (35 mM) σε δις-

απεσταγμένο νερό και το pH ρυθμίζεται στο 9,6. 
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Διάλυμα πλύσης PBS-Tween 0,05%: παρασκευάζεται με την προσθήκη 0,05 ml. 

Tween-20 σε 100 ml ρυθμιστικού διαλύματος PBS.  

Διάλυμα μονιμοποίησης 2% w/v PFA: παρασκευάζεται με την προσθήκη 2 gr. 

παραφορμαλδεΰδης σε 100 ml PBS. Η ανάδευση πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 65 

o
C. Στη συνέχεια, το διάλυμα διηθείται με διηθητικό χαρτί και διατηρείται στους – 20 

o
C. 

Διάλυμα θειϊκού οξέος (2Μ H2SO4): παρασκευάζεται με την προσθήκη 111,2 ml H2SO4 

96% σε δις-απεσταγμένο νερό. 

Διάλυμα αραίωσης (diluent buffer): παρασκευάζεται με την προσθήκη 0,05 ml. Tween-

20 και 0,1gr. BSA σε 100 ml PBS. Το διάλυμα διηθείται με φίλτρο με μέγεθος πόρων 

0,22 μm και διατηρείται στους 4 
ο
C. 

Διάλυμα χρωστικής TrypanBlue, 4% w/v: παρασκευάζεται με την διάλυση 4 gr. 

χρωστικής TrypanBlue σε 100 ml PBS. 

Διάλυμα SDS: παρασκευάζεται με την προσθήκη 0,01 gr. SDS σε 100 ml 

αποστειρωμένου νερού. 

 

3.1.6 Βιολογικό Υλικό. 

3.1.6.1 Παράσιτα του γένους Leishmania spp. 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, χρησιμοποιήθηκαν τα ακόλουθα στελέχη του 

παρασίτου Leishmania spp.: 

Στέλεχος MCAN/PT/98/IMT 244, Leishmania infantum zymodeme ΜΟΝ-1, το οποίο 

παραχωρήθηκε ευγενικά από την Δρ. M. Santos-Gomes (Κέντρο ελονοσίας και άλλων 

Νεοεισερχόμενων Τροπικών Νόσων, Πορτογαλία). 

Στέλεχος MHOM/IN/1996/THAK35, Leishmania donovani zymodeme MON-2, το οποίο 

παραχωρήθηκε ευγενικά από την Δρ. Κ. Σωτηριάδου (Εργ. Μοριακής Παρασιτολογίας, 

Τμήμα Μικροβιολογίας, Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ). 

Στέλεχος MRHO/SU/59/P, Leishmania major zymodeme LV39. 
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3.1.6.2 Κύτταρα θηλαστικών. 

Στην παρούσα μελέτη, χρησιμοποιήθηκε η αθανατοποιημένη κυτταρική σειρά J774A.1, 

προερχόμενη από ενήλικα ποντίκια της αιμομικτικής φυλής BALB/cN (ATCC No: TIB-

67, Rockville, Maryland, USA). 

 

3.1.7 Πειραματόζωα 

Χρησιμοποιήθηκαν ποντίκια (Mus musculus) της αιμομικτικής φυλής BALB/c (H-2
d
) 

και C57BL/6 (H-2
b
), τα οποία παραλαμβάνονταν από την Μονάδα Πειραματοζώων του 

Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ. Όλα τα πειραματόζωα διατηρούνται σε συνθήκες 

ελεύθερες παθογόνων (specific pathogen-free conditions), λαμβάνοντας ισορροπημένη 

δίαιτα και απεριόριστη παροχή πόσιμου νερού και τροφής (ad libitum), σε θερμοκρασία 

22-25 
ο
C και φωτοπερίοδο 12 ωρών. Τα πειράματα έλαβαν χώρα σε θηλυκά ενήλικα ζώα, 

ηλικίας 6-8 εβδομάδων. 

 

3.1.8 Εναρκτήρια μόρια. 

Τα εναρκτήρια μόρια που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διδακτορική διατριβή, 

αποτελούν ειδικά σχεδιασμένους εκκινητές “QuantiTect Primer Assays” (Qiagen, 

Germany). Τα μεταγραφικά στοιχεία (mRNA) που ελέγχθηκαν είναι τα ακόλουθα: της 

ιντερλευκίνης 10 (IL-10), του μονομερούς p40 της ιντερλευκίνης 12 (IL-12), της 

ιντερλευκίνης 1β (IL-1β), του μεταγραφικού παράγοντα Tbox-21 (Tbx21), του 

μεταγραφικού παράγοντα GATA-3, του p52 πυρηνικού μεταγραφικού παράγοντα (NF-

κB2) και της δεϋδρογονάσης της γλυκεραλδεΰδης της 3-φωσφατάσης (GAPDH). Το 

GAPDH χρησιμοποιείται για εξομάλυνση των αποτελσμάτων. Επίσης χρησιμοποιήθηκαν 

και συμβατικοί εκκινητές που στοχεύουν το γονίδιο MIP-1α και TNF-α (Invitrogen, Life 

Technologies, USA). Τα ζεύγη των εκκινητών ενισχύουν μέγεθος DNA 321 bp και 406 

bp, αντίστοιχα και έχουν τις ακόλουθες αλληλουχίες: MIP-1α (ανοδικός: TGG GTC 

CAA GAA TAC ATC ACT G, καθοδικός: GAG GGA GAT GGG GGT TGA) και TNF-

α ανοδικός: AGC CCA CGT CGT AGC AAA CCA CCA A, καθοδικός: ACACCC ATT 

CCC TTC ACA GAG CAA T). Παράλληλα, χρησιμοποιήθηκαν εκκινητές που ενισχύουν 

την IL-12p40, την IFN-γ, την IL-4 και τον TNF-α κατά την ανάπτυξη συμβατικής PCR, 

όπου ως γονίδιο αναφοράς χρησιμοποιήθηκε αυτό της β-ακτίνης. 
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3.1.9 Χρήση λογισμικών προγραμμάτων. 

Χρησιμοποιήθηκαν τα λογισμικά προγράμματα: RT2 Profiler PCR Array Data 

Analysis v.3.5 (SAbiosciences - Qiagen Hilden, Germany), Image Quant IQ 5.2, 

CellQuest Pro V. 5.2.1 (BD, CA), FlowJo V.10.0.8, η βάση δεδομέων NCBI/protein 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) και οι αλγόριθμοι πρόβλεψης αντιγονικότητας 

NetMHC 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC-3.0/), NetMHCII 2.2 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII) και SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de).  

 

3.2 Μέθοδοι 

3.2.1 Κυτταροκαλλιέργειες 

3.2.1.1 In vitro καλλιέργεια του παρασίτου Leishmania spp. 

Η in vitro καλλιέργεια του παρασίτου Leishmania spp. πραγματοποιείται σε θρεπτικό 

υλικό RPMI-1640 εμπλουτισμένο με 10% FBS (πλήρες θρεπτικό υλικό), σε ειδικές 

αποστειρωμένες φιάλες κυτταροκαλλιέργειας. Οι φιάλες τοποθετούνται σε επωαστικό 

κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας 26 
ο
C, απουσία CO2 και ελέγχονται καθημερινά σε 

ανάστροφο μικροσκόπιο. Ο έλεγχος της ανάπτυξης των παρασίτων πραγματοποιείται με 

την καταμέτρησή τους σε πλήρες θρεπτικό υλικό RPMI-1640, σε πλάκα καταμέτρησης 

κυττάρων τύπου Malassez. 

Στην αρχή της στατικής φάσης ανάπτυξης των παρασίτων (4
η
 έως 6

η
 ημέρα 

καλλιέργειας, ανάλογα με το στέλεχος του παρασίτου), πραγματοποιείται 

ανακαλλιέργεια, ώστε να αποφεύγεται η μετάπτωση των παρασίτων στη φάση 

κυτταρικού θανάτου. Η ανακαλλιέργεια πραγματοποιείται με τον ενοφθαλμισμό 2 – 2,5 x 

10
7
 παρασίτων στατικής φάσης ανάπτυξης σε τελικό όγκο 10 ml πλήρους θρεπτικού 

υλικού RPMI-1640. Για τη διατήρηση της μολυσματικότητας των στελεχών, η in vitro 

καλλιέργεια των προμαστιγωτών μορφών τους, περιορίζεται στον ελάχιστο απαραίτητο 

αριθμό ανακαλλιεργειών, ο οποίος δεν ξεπερνά τις έξι.  

 

3.2.1.2 In vitro καλλιέργεια κυττάρων θηλαστικών. 

 Η κυτταρική σειρά J774A.1 μακροφάγων καλλιεργείται σε πλήρες θρεπτικό υλικό 

RPMI-1640, σε επωαστικό κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας 37
o
C, σε περιβάλλον 5% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC-3.0/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII
http://www.syfpeithi.de/


                                                                                                                                       3. Υλικά και Μέθοδοι 

 

 94 

CO2. Το θρεπτικό μέσο ανανεώνεται 1 - 2 φορές εβδομαδιαίως. Όταν η συρροή των 

κυττάρων φτάνει το 85 - 90 % κατά προσέγγιση, πραγματοποιείται ανακαλλιέργεια, 

προκειμένου να εξασφαλίζεται η βιωσιμότητα και η ανάπτυξη των κυττάρων. Τα 

κύτταρα αποκολλώνται μηχανικά με ειδικό εργαλείο αποκόλλησης (scraper) και κατόπιν, 

το κυτταρικό εναιώρημα μοιράζεται ισόποσα σε τρεις νέες φιάλες κυτταροκαλλιέργειας 

για την εκκίνηση νέων καλλιεργειών τελικού όγκου 10 ml πλήρους θρεπτικού υλικού 

RPMI-1640.  

 

3.2.2 Διατήρηση και επανάκτηση των ευκαρυωτικών οργανισμών και των κυττάρων 

θηλαστικών. 

3.2.2.1 Διατήρηση στελεχών του παρασίτου Leishmania spp. σε πειραματόζωα ή υγρό 

άζωτο και επανάκτηση μολυσματικών μορφών. 

Ποντίκια της αιμομικτικής φυλής BALB/c μολύνονται περιοδικά με τα στελέχη του 

παρασίτου. Η μόλυνση πραγματοποιείται είτε υποδόρια στο πέλμα των πειραματοζώων, 

με 10
6
 προμαστιγωτές μορφές L. major σε 0,025 ml αποστειρωμένου διαλύματος PBS, 

είτε ενδοφλέβια (αριστερή ουραία φλέβα) με 10
7
 προμαστιγωτές μορφές L. donovani, σε 

0,1 ml διαλύματος PBS. Μετά την πάροδο 2 - 3 μηνών τα ζώα θανατώνονται σε ατμούς 

CO2 και πραγματοποιείται ασηπτική απομόνωση και ομογενοποίηση, είτε του ιγνυακού 

λεμφαδένα (μόλυνση με L. major – δερματική λεϊσμανίαση), είτε του σπλήνα (μόλυνση 

με L. donovani – σπλαγχνική λεϊσμανίαση). Στη συνέχεια, μέρος του ομογενοποιήματος 

(0,2 ml) ενοφθαλμίζεται σε 10 ml πλήρους θρεπτικού υλικού RPMI-1640, σε 

αποστειρωμένες φιάλες κυτταροκαλλιέργειας και τοποθετείται σε επωαστικό κλίβανο 

σταθερής θερμοκρασίας 26 
ο
C, απουσία CO2. Ακολουθεί καθημερινή παρακολούθηση 

των καλλιεργειών σε ανάστροφο οπτικό μικροσκόπιο. Η ανάπτυξη προμαστιγωτών 

μορφών επιβεβαιώνεται συνήθως μετά την παρέλευση τριών περίπου ημερών. Η 

ανακαλλιέργεια πραγματοποιείται στο χρονικό σημείο όπου στο αρχικό δείγμα 

παρατηρείται πυκνότητα αντίστοιχη της στατικής φάσης ανάπτυξης. 

Η μακροχρόνια διατήρηση των παρασίτων επιτυγχάνεται με κρυογονική αποθήκευσή 

τους σε υγρό άζωτο. Ειδικότερα, καλλιεργητικό υλικό που περιέχει τον επιθυμητό αριθμό 

των προμαστιγωτών μορφών στατικής φάσης ανάπτυξης (2 x 10
7
 παράσιτα/ml), 

φυγοκεντρείται στις 1.600 rpm για 10 λεπτά, στους 26 
o
C. Ακολουθούν τρεις διαδοχικές 
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εκπλύσεις με διάλυμα PBS, στις ίδιες συνθήκες. Στη συνέχεια, το ίζημα των παρασίτων 

επαναιωρείται ήπια σε διάλυμα κατάψυξης και κατανέμεται σε κρυογονικά φιαλίδια όπου 

καταψύχονται σταδιακά (στους 4 
o
C για 1 ώρα, στους -20 

o
C για 1ώρα, στους -80 

o
C για 

18 ώρες και τέλος στο υγρό άζωτο). 

Η διαδικασία εκκίνησης των παρασίτων από το κατεψυγμένο απόθεμα 

πραγματοποιείται ως εξής: τα κύτταρα αποψύχονται ταχέως σε προθερμασμένο 

υδατόλουτρο θερμοκαρασίας 37 
o
C. Στη συνέχεια, τοποθετούνται σε 10 ml 

εμπλουτισμένου θρεπτικού μέσου, μεταφέρονται σε φιάλη κυτταροκαλλιέργειας και 

επωάζονται σε κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας 26 
o
C. Μετά από 1 ώρα, το 

καλλιεργητικό υλικό φυγοκεντρείται εκ νέου και το ίζημα επαναιωρείται σε 10 ml 

φρέσκου εμπλουτισμένου θρεπτικού υλικού. 

 

3.2.2.2 Διατήρηση και επανάκτηση των κυττάρων θηλαστικών. 

Η μακροχρόνια διατήρηση των κυττάρων θηλαστικών επιτυγχάνεται με κρυογονική 

αποθήκευσή τους σε υγρό άζωτο. Κατάλληλος όγκος καλλιεργητικού υλικού που 

περιέχει τον επιθυμητό αριθμό των κυττάρων (1 x 10
7
 κύτταρα / ml), φυγοκεντρείται στις 

1.300 rpm για 10 λεπτά, στους 26 
o
C. Ακολουθούν τρεις διαδοχικές εκπλύσεις με πλήρες 

θρεπτικό υλικό RPMI-1640, στις ίδιες συνθήκες. Στη συνέχεια, το κυτταρικό ίζημα 

επαναιωρείται ήπια σε διάλυμα κατάψυξης και κατανέμεται σε κρυογονικά φιαλίδια, τα 

οποία καταψύχονται σταδιακά (στους 4 
o
C για 1 ώρα, στους -20 

o
C για 1ώρα, στους -80 

o
C για 18 ώρες και τέλος στο υγρό άζωτο).  

Η διαδικασία εκκίνησης των μακροφάγων από το κατεψυγμένο απόθεμα 

πραγματοποιείται ως εξής: τα κύτταρα αποψύχονται ταχέως σε προθερμασμένο 

υδατόλουτρο θερμοκαρασίας 37 
o
C, τοποθετούνται σε 10 ml εμπλουτισμένου θρεπτικού 

μέσου, μεταφέρονται σε φιάλη κυτταροκαλλιέργειας και επωάζονται σε κλίβανο 

σταθερής θερμοκρασίας 37 
o
C, σε περιβάλλον 5% CO2. Μετά από 18 ώρες, το 

καλλιεργητικό υλικό φυγοκεντρείται εκ νέου σε ήπιες συνθήκες (1.300 rpm για 10 λεπτά 

της ώρας) και το ίζημα επαναιωρείται σε 10 ml φρέσκου εμπλουτισμένου θρεπτικού 

υλικού. 
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3.2.3 Παρασκευή διαλυτού αντιγόνου του παρασίτου Leishmania spp. 

Η παρασκευή διαλυτού αντιγόνου του παρασίτου (Soluble Leishmania Antigen, SLA) 

πραγματοποιείται με την εφαρμογή δύο διαφορετικών τεχνικών, των διαδοχικών κύκλων 

ψύξης – θέρμανσης (μη μηχανική τεχνική) και της εφαρμογής υπερήχων (μηχανική 

τεχνική). Ειδικότερα, το καλλιεργητικό υλικό που περιέχει προμαστιγωτές μορφές του 

παρασίτου στατικής φάσης ανάπτυξης, φυγοκεντρείται στις 1600 rpm για 10 λεπτά, σε 

ψυχόμενη φυγόκεντρο. Ακολουθούν τρεις διαδοχικές εκπλύσεις με ρυθμιστικό διάλυμα 

PBS, στις ίδιες συνθήκες. Στη συνέχεια, πραγματοποιείται καταμέτρηση των 

προμαστιγωτών μορφών με την χρήση πλάκας Malassez, σε οπτικό μικροσκόπιο. Η 

συγκέντρωση των προμαστιγωτών ρυθμίζεται στα 10
9
 παράσιτα/ml και ακολουθεί λύση 

τους με τρεις διαδοχικούς κύκλους ψύξης-θέρμανσης (διαδοχική μεταφορά σε 

υπερκαταψύκτη θερμοκρασίας –80 
o
C για 30 λεπτά και κατόπιν σε υδατόλουτρο 

θερμοκρασίας 37 
o
C για λίγα δευτερόλεπτα). Στη συνέχεια, ακολουθεί μηχανική λύση 

των παρασίτων με εφαρμογή υπερήχων. Εφαρμόζονται τρία στάδια υπερήχων διάρκειας 

1 λεπτού, όπου ο δείκτης “amplitude” ρυθμίζεται στην τιμή 100 και ο δείκτης “cycle” 

ρυθμίζεται στην τιμή 1. Η εφαρμογή των υπερήχων γίνεται κατά διαστήματα με τη χρήση 

παγόλουτρου, προκειμένου να αντιμετωπίζεται η αύξηση της θερμοκρασίας του 

μεταδότη και του κυτταρικού διαλύματος. Κατόπιν, πραγματοποιείται φυγοκέντρηση του 

κυτταρικού εναιωρήματος στις 13000 rpm, για 60 λεπτά, σε θερμοκρασία 4 
o
C, 

προκειμένου να κατακρημνιστούν τα κυτταρικά θραύσματα. Τέλος, συλλέγεται το 

υπερκείμενο, το οποίο αποτελεί το διαλυτό αντιγόνο του παρασίτου (soluble Leishmania 

antigen – SLA). Η ολική συγκέντρωση των πρωτεϊνών προσδιορίζεται με την 

τυποποιημένη μέθοδο Micro BCA Protein Assay Kit, με την μέτρηση της οπτικής 

πυκνότητας των δειγμάτων στα 570 nm. 

 

3.2.4 Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών. 

Ο ποσοτικός προσδιορισμός των πρωτεϊνών πραγματοποιείται φασματοφωτομετρικά, 

με την χρήση εμπορικά διαθέσιμης τυποποιημένης συσκευασίας (Micro BCA Protein 

Assay Reagent Kit). Η τυποποιημένη συσκευασία περιέχει πρότυπο διάλυμα αλβουμίνης 

μόσχου (BSA) συγκέντρωσης 2 mg/ml και το BCA αντιδραστήριο. Συνοπτικά, για τον 

σχηματισμό της πρότυπης καμπύλης, το πρότυπο διάλυμα BSA αραιώνεται διαδοχικά 
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προκειμένου να επιτευχθούν αραιώσεις από 50 μg/ml έως 1,5 μg/ml. Το BCA 

αντιδραστήριο παρασκευάζεται από την ανάμιξη των τριών συστατικών του (50 μέρη 

MA : 48 μέρη MB : 2 μέρη MC). Ακολουθεί ανάμιξη 1 μέρους των δειγμάτων με 1 μέρος 

αντιδραστηρίου. Κατόπιν, τα δείγματα επωάζονται για 1 ώρα σε κλίβανο σταθερής 

θερμοκρασίας 60 
o
C και στη συνέχεια πραγματοποιείται μέτρηση της οπτικής 

πυκνότητας στα 562 nm. 

 

3.2.5 Ποσοτικός προσδιορισμός του παρασιτικού φορτίου στους ιστούς των 

πειραματοζώων.  

Ο προσδιορισμός του παρασιτικού φορτίου πραγματοποιήθηκε με την μέθοδο των 

διαδοχικών αραιώσεων [161, 162]. Αρχικά πραγματοποιείται ασηπτική λήψη των 

εσωτερικών οργάνων (ήπατος και σπλήνα) κατόπιν θανάτωσης των ζώων με αυχενική 

παρεκτόπιση. Στη συνέχεια, τα όργανα τοποθετούνται σε προζυγισμένους πλαστικούς 

σωλήνες όγκου 15 ml που περιέχουν ψυχρό θρεπτικό διάλυμα RPMI-1640 και 

ζυγίζονται, προκειμένου να υπολογιστεί το βάρος τους. Ακολουθεί απομόνωση μικρού 

ιστοτεμαχίου και εκτίμηση του βάρους του (10 - 20 mg) σε αναλυτικό ζυγό. Τα 

ιστοτεμάχια ομογενοποιούνται με διαδοχικά περάσματα από σύριγγες που φέρουν 

βελόνες διαμέτρου 26GA3/8 και 30GA1/2. Το ιστικό ομογενοποίημα επαναιωρείται σε 

θρεπτικό υλικό Schneider’s εμπλουτισμένο με 20% FBS, σε τελική αραίωση 1 mg/ml. Σε 

πλάκα μικροτιτλοποίησης 96 θέσεων με επίπεδα φρεάτια, τοποθετούνται 100 μl πλήρους 

θρεπτικού υλικού (Schneider’s + 20% FBS) και 100 μl του ομογενοποιήματος, σε 

τετραπλή επανάληψη. Ακολουθεί διαδοχκή αραίωση του ομογενοποιήματος για 11 

διαδοχικές φορές και επώαση της πλάκας μικροτιτλοποίησης σε κλίβανο σταθερής 

θερμοκρασίας 26 
o
C. Η τιτλοποίηση του παρασίτου στους ιστούς πραγματοποιείται 7 - 10 

ημέρες αργότερα, με την παρακολούθηση της ανάπτυξης των προμαστιγωτών μορφών σε 

ανάστροφο μικροσκόπιο, όπου σημειώνεται η μέγιστη αραίωση στην οποία παρατηρείται 

έστω και μία προμαστιγωτή μορφή του παρασίτου. Ο τελικός υπολογισμός του 

παρασιτικού φορτίου γίνεται σύμφωνα με τον τύπο: παρασιτικό φορτίο οργάνου = 

(1/αραίωση) x βάρος οργάνου (mg). 

 



                                                                                                                                       3. Υλικά και Μέθοδοι 

 

 98 

3.2.6 Μέτρηση των επιπέδων ειδικών έναντι του παρασίτου, αντισωμάτων IgG1 και 

IgG2a ισοτύπων. 

 Πλάκα μικροτιτλοποίησης ELISA επιστρώνεται με 5 μg/ml διαλυτού αντιγόνου του 

παρασίτου Leishmania spp., σε 100 μl διττανθρακικού ρυθμιστικού διάλυματος κάλυψης 

(carbonate buffer) και επωάζεται σε θερμοκρασία 4 
ο
C, για 18 ώρες. Στη συνέχεια το 

περιεχόμενο της πλάκας απορρίπτεται και ακολουθεί έκπλυση εις τριπλούν, με 

PBS/Tween υπό πίεση. Ακολούθως σε κάθε φρεάτιο προστίθενται 200 μl PBS/BSA και η 

πλάκα επωάζεται στους 37 
ο
C για 1,5 ώρα με σκοπό την κάλυψη των μη-ειδικών θέσεων. 

Το περιεχόμενο απορρίπτεται και ακολουθεί έκπλυση εις τριπλούν με PBS/Tween υπό 

πίεση. Στη συνέχεια, σε κάθε φρεάτιο προστίθενται 100 μl διαδοχικών αραιώσεων των 

ορών και ακολουθεί επώαση διάρκειας 1 ώρας, στους 37 
ο
C. Οι διαδοχικές αραιώσεις 

των ορών πραγματοποιούνται σε διάλυμα PBS/BSA. Στη συνέχεια το περιεχόμενο της 

πλάκας απορρίπτεται και μετά από τρεις διαδοχικές εκπλύσεις, προστίθενται 100 μl 

αντισώματος ανίχνευσης IgG1 (500 ng/ml) ή IgG2a (250 ng/ml). Ακολουθεί επώαση 

διάρκειας 1 ώρας, στους 37 
ο
C. Ακολούθως, το περιεχόμενο της πλάκας απορρίπτεται και 

μετά από τέσσερις διαδοχικές εκπλύσεις, σε κάθε φρεάτιο τοποθετούνται 100 μl 

στρεπταβιδίνης (1:5000) συνδεδεμένης με HRP (horseradish peroxidase). Μετά από 

επώαση 1 ώρας, στους 37 °C, προστίθενται 100 μl TMB χρωμογόνου και η αντίδραση 

πραγματοποιείται στο σκοτάδι και σε θερμοκρασία δωματίου (διάρκειας 15 - 30 λεπτά). 

Ο τερματισμός της αντίδρασης πραγματοποιείται με την προσθήκη 100 μl διαλύματος 

H2SO4 (2M) και προσδιορίζεται η οπτική πυκνότητα στα 450 nm. 

 

3.2.7 In vitro παραγωγή και διαφοροποίηση μυελοειδών δενδριτικών κυττάρων. 

Η απομόνωση των δενδριτικών κυττάρων (ΔΚ) από in vivo συστήματα δεν 

ενδείκνυται, λόγω του μικρού αριθμού των κυττάρων αυτών στα διάφορα όργανα. Ως εκ 

τούτου, έχουν αναπτυχθεί τεχνικές για την διαφοροποίηση μεγάλου αριθμού ΔΚ από 

αρχέγονα αιμοποιητικά κύτταρα [163]. Ειδικότερα, η αποτελεσματική παραγωγή 

ικανοποιητικού αριθμού ΔΚ με μικρό ποσοστό προσμίξεων Β κυττάρων και 

κοκκιοκυττάρων, πραγματοποιείται με την διαφοροποίηση κυττάρων μυελού των οστών 

ποντικού υπό την επίδραση του παράγοντα διέγερσης σχηματισμού αποικιών 

κοκκιοκυττάρων-μακροφάγων (GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony stimulating 
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factor). Πιο συγκεκριμένα, μηριαία και κνημιαία οστά απομονώνονται από θηλυκά 

BALB/c ποντίκια, ηλικίας 6 - 8 εβδομάδων. Απομακρύνονται οι επιφύσεις με την χρήση 

αποστειρωμένου ψαλιδιού και ο μυελός των οστών εκλούεται μετά από έγχυση 

θρεπτικού υλικού RPMI-1640 στο εσωτερικό των οστών. Τα συσσωματώματα των 

κυττάρων που προκύπτουν, διαλύονται με ήπιες αναρροφήσεις του θρεπτικού υλικού με 

την χρήση ορολογικής πιπέττας. Στη συνέχεια το κυτταρικό εναιώρημα διηθείται σε 

φίλτρο με διάμετρο πόρων 70 μm. Κατόπιν, τα κύτταρα φυγοκεκτρούνται στις 1300 rpm 

για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία 4 
o
C. Ακολουθούν δύο εκπλύσεις με φρέσκο θρεπτικό 

υλικό RPMI-1640 και λύση των ερυθρών αιμοσφαιρίων με διάλυμα ACK. Τα αρχέγονα 

αιμοποιητικά κύτταρα καλλιεργούνται σε συγκέντρωση 3,5 x 10
5
 κύτταρα/ml σε 

βακτηριολογικά τρυβλία διαμέτρου 100 mm, σε τελικό όγκο 10 ml πλήρους θρεπτικού 

υλικού RPMI-1640. Τα κύτταρα ευαισθητοποιούνται με την προσθήκη 20 ng/ml 

ανασυνδυασμένου παράγοντα GM-CSF, προκειμένου να επιτευχθεί η διαφοροποίηση 

των μυελοειδών ΔΚ. Ο συνολικός χρόνος επώασης των κυττάρων σε κλίβανο σταθερής 

θερμοκρασίας 37 
o
C και ατμόσφαιρας 5% CO2, είναι 9 ημέρες. Την τρίτη ημέρα 

καλλιέργειας, σε κάθε τρυβλίο προστίθεται όγκος 10 ml φρέσκου θρεπτικού υλικού 

RPMI-1640 που περιέχει 10% FBS και 20 ng/ml ανασυνδυασμένου παράγοντα GM-CSF. 

Την έκτη ημέρα καλλιέργειας, 10 ml κυτταρικού εναιωρήματος αφαιρούνται από την 

καλλιέργεια, φυγοκεντρούνται στις 1300 rpm για 10 λεπτά και το κυτταρικό ίζημα που 

προκύπτει επαναιωρείται σε φρέσκο θρεπτικό υλικό RPMI-1640 που περιέχει 10% FBS 

και 20 ng/ml ανασυνδυασμένου παράγοντα GM-CSF. Την ένατη ημέρα καλλιέργειας, τα 

μη-προσκολλητικά κύτταρα συλλέγονται σε πλαστικό σωλήνα φυγοκέντρησης όγκου 50 

ml, με προσεκτική αποκόλληση με την χρήση ορολογικής πιπέττας.  

 

3.2.8 Ταυτοποίηση των μυελοειδών ΔΚ. 

Η ταυτοποίηση των ΔΚ μυελογενούς ή λεμφογενούς σειράς πραγματοποιήθηκε με 

κυτταρομετρία ροής. Τα κύτταρα που προκύπτουν από την in vitro διέγερση των 

κυττάρων του μυελού των οστών με τον ανασυνδυασμένο παράγοντα GM-CSF, 

επωάζονται με ειδικό σημασμένο μονοκλωνικό αντίσωμα που αναγνωρίζει την αλυσίδα 

αχ της ιντεγκρίνης gp150 (αντι-CD11c-PE), η οποία εκφράζεται στην επιφάνεια των 

δενδριτικών κυττάρων και των ΝΚ κυττάρων, καθώς και με σημασμένο μονοκλωνικό 

αντίσωμα που αναγνωρίζει την άλφα αλυσίδα του CD8 μορίου (αντι-CD8a-PE). Η 
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εκτίμηση του ποσοστού των μυελοειδών ΔΚ (mDCs, CD11c
+
CD8a

-
) πραγματοποιείται 

με την αυτοματοποιημένη μέθοδος ανάλυσης των φυσικοχημικών χαρακτηριστικών 

μεμονωμένων σωματιδίων, της κυτταρομετρίας ροής (FACS). 

 

3.2.9 Εκτίμηση του βαθμού ωρίμανσης των ΔΚ. 

Η εκτίμηση του βαθμού ωρίμανσης των ΔΚ πραγματοποιείται με κυτταρομετρία 

ροής (FACS). Πιο συγκεκριμένα, τα ΔΚ επωάζονται in vitro με τους υπό διερεύνηση 

παράγοντες που ελέγχονται για την ικανότητα επαγωγής διέγερσης/ωρίμανσης. Για τους 

πειραματισμούς που σχεδιάστηκαν για αυτή την εργασία, δοκιμάστηκαν 

ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες ή πεπτίδια σε συγκέντρωση 10 μg/ml (βέλτιστη 

συγκέντρωση λεμφοβλαστικής ικανότητας), για 24 ώρες, σε κλίβανο θερμοκρασίας 37 
ο
C 

και συγκέντρωσης 5% CO2. Ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιούνται ΔΚ που επωάζονται 

με τον λιποπολυσακχαρίτη των Gram αρνητικών βακτηρίων (LPS) (1 μg/ml). Ακολουθεί 

συλλογή των κυττάρων και διπλή χρώση με κατάλληλα σημασμένα μονοκλωνικά 

αντισώματα έναντι των συνδιεγερτικών μορίων CD40, CD80, CD86 και των μορίων του 

μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας τάξης ΙΙ (MHCII). 

Ειδικότερα, τα ΔΚ (5 x 10
5
 κύτταρα/δείγμα) επαναιωρούνται σε 0,1 ml διαλύματος 

PBS. Ακολουθεί έκπλυση των κυττάρων και επαναιώρησή τους σε 0,1 ml διαλύματος 

PBS - 3% FBS (facs buffer) που περιέχει τα συζευγμένα με φθοριοχρώματα αντισώματα 

(αραίωση 1:100). Στη συνέχεια, τα κύτταρα επωάζονται στους 4 
o
C και σε συνθήκες 

σκότους, για 30 λεπτά. Ακολουθεί έκπλυση των κυττάρων εις διπλούν σε facs buffer. 

Κατόπιν, το κυτταρικό ίζημα, είτε επαναιωρείται σε 500 μl PBS και το εναιώρημα 

αναλύεται άμεσα, είτε μονιμοποιείται σε 100 μl διαλύματος PBS – 2% (w/v) 

παραφολμαδεΰδης, για 20 λεπτά στους 4 
o
C και σε συνθήκες σκότους. Τα 

μονιμοποιημένα κύτταρα διατηρούνται σε διάλυμα FBS - 10% DMSO. Στον 

κυτταρομετρητή ροής αναλύονται 10.000-20.000 γεγονότα/δείγμα. 

 

3.2.10 Κυτταροπλασματική εντόπιση κυτταροκινών και iNOS στα ΔΚ. 

Η ενδοκυτταρική ανίχνευση κυτταροκινών πραγματοποιείται επίσης με FACS, μετά 

από επώαση των κυττάρων με μπρεφελδίνη Α, συγκέντρωσης 2,5 μg/ml, για τουλάχιστον 

4 ώρες, σε κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας 37 
o
C. Στη συνέχεια, το κυτταρικό ίζημα που 
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προκύπτει μετά την απομάκρυνση της μπρεφελδίνης (5 x 10
5
 κύτταρα/δείγμα), 

επαναιωρείται σε 100 μl διαλύματος PBS – 2% (w/v) παραφολμαδεΰδης για 20 λεπτά, 

στους 4 
o
C και σε συνθήκες σκότους, προκειμένου να επιτευχθεί η μονιμοποίηση των 

κυττάρων. Ακολουθούν δύο εκπλύσεις σε διάλυμα PBS - 3% FBS και επαναιώρηση των 

κυττάρων σε 50 μl διαλύματος διάτρησης έτσι ώστε να επιτευχθεί η αντιστρεπτή 

διάτρηση των μεμβρανών. Ακολούθως, τα κύτταρα επωάζονται για 30 λεπτά, στους 4 
o
C 

σε συνθήκες σκότους με τα κατάλληλα σημασμένα αντισώματα, αραιωμένα σε διάλυμα 

διάτρησης. Ακολουθούν δύο εκπλύσεις, η πρώτη με διάλυμα διάτρησης και η δεύτερη με 

διάλυμα PBS - 3% FBS. Κατόπιν, το κυτταρικό ίζημα είτε επαναιωρείται σε 500 μl PBS 

και το εναιώρημα αναλύεται άμεσα, είτε διατηρείται σε διάλυμα FBS - 10% DMSO, για 

μελλοντική ανάλυση. Στον κυτταρομετρητή ροής αναλύονται 10.000-20.000 γεγονότα / 

δείγμα. 

 

3.2.11 Σήμανση επιφανειακών αντιγόνων για τον φαινοτυπικό προσδιορισμό 

κυτταρικών υποπληθυσμών. 

Στην παρούσα μελέτη, πραγματοποιήθηκε φαινοτυπικός προσδιορισμός των 

ουδετερόφιλων (Ly6G
+
-CD11b

+
), των μακροφάγων (F4/80

+
-CD11b

+
) και των 

μονοκυττάρων (Ly6C
+
-CD11b

+
), περιτοναϊκής κοιλότητας ποντικού. Ειδικότερα, τα 

κύτταρα της περιτοναϊκής κοιλότητας συλλέγονται μετά από έκπλυση αυτής με 5 ml 

ψυχρού διαλύματος PBS. Το κυτταρικό εναιώρημα φυγοκεντρείται στις 1300 rpm για 10 

λεπτά, στους 4 
o
C και ακολουθεί διπλή χρώση των κυττάρων με κατάλληλα σημασμένα 

μονοκλωνικά αντισώματα, όπως περιγράφεται στην § 3.2.9.  

 

3.2.12 Απομόνωση RNA. 

Για την απομόνωση του RNA χρησιμοποιήθηκε η εμπορικά διαθέσιμη τυποποιημένη 

συσκευασία απομόνωσης RNeasy Mini Kit. Ειδικότερα, 5 x 10
6
 κύτταρα/δείγμα, 

φυγοκεντρούνται σε επιτραπέζια μικροφυγόκεντρο, στις 3500 rpm για 10 λεπτά. 

Κατόπιν, απομακρύνεται το υπερκείμενο και το κυτταρικό ίζημα υποβάλλεται σε 

διαδικασία απομόνωσης ολικού RNA μέσω κολώνας, σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Στη συνέχεια, προσδιορίζεται η συγκέντρωση του απομονωμένου RNA 
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μέσω της μέτρησης της οπτικής πυκνότητας στα 260 nm, σε φασματοφωτόμετρο 

(Nanodrop). Για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης του RNA, εφαρμόζεται η σχέση: 1 

μονάδα OD260nm = 40 μg/ml RNA. Η καθαρότητα των δειγμάτων ελέγχεται σύμφωνα με 

τον λόγο OD260nm/OD280nm, όπου αποδεκτά θεωρούνται τα δείγματα που παρουσιάζουν 

λόγο OD260nm/OD280nm > 1,6. Τέλος, τα δείγματα RNA διατηρούνται στους – 80 
o
C. 

 

3.2.13 Ανάλυση της έκφρασης γονιδίων με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

πραγματικού χρόνου (real-time PCR). 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης με την χρήση της αντίστροφης μεταγραφάσης 

(real-time RT-PCR) αποτελείται από δύο στάδια. Αρχικά, πραγματοποιείται η 

αντίστροφη μεταγραφή του RNA των μεταγραφικών στοιχείων των κυττάρων, σε cDNA 

βιβλιοθήκη, με τη χρήση της αντίστροφης μεταγραφάσης M-MLV και των 15μερών 

ολιγοδεoξυνουκλεοτίδιων (Promega, USA) (εκκινητών oligo-dT), οι οποίοι 

υβριδοποιούνται με τις poly(A) ουρές στο 3΄-άκρο των mRNA μορίων, επιτυγχάνοντας 

με αυτόν τον τρόπο την αντιγραφή μόνο των mRNA μεταγραφικών στοιχείων. 

Ειδικότερα, σε καθένα δοκιμαστικό σωλήνα τύπου eppendorff των 0,2 ml, αντιστοιχεί 

ένα ξεχωριστό δείγμα και τοποθετείται μίγμα που περιέχει 1 μg από το υπόστρωμα RNA, 

0,5 μg/ml oligodT και δις-απεσταγμένο νερό, έτσι ώστε ο τελικός όγκος της αντίδρασης 

να είναι 14 μl. Στη συνέχεια τα δείγματα επωάζονται στους 80 
o
C για 10 λεπτά, 

προκειμένου να αποδιαταχθούν οι δευτεροταγείς δομές του RNA. Η αντίστροφη 

μεταγραφή πραγματοποιείται στους 40 
ο
C για 1 ώρα και στους 90 

ο
C για 5 λεπτά της 

ώρας. Έπειτα, τα δείγματα ψύχονται στον πάγο για 2 έως 3 λεπτά και ακολούθως 

προστίθενται 6 μl μίγματος που περιέχει 5x ρυθμιστικό διάλυμα, 10 mM dNTPs (dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP) και 200U της αντίστροφης μεταγραφάσης.  

Στο δεύτερο στάδιο λαμβάνει χώρα η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

πραγματικού χρόνου. Στην παρούσα μελέτη, η real-time PCR πραγματοποιήθηκε σε 

θερμικό κυκλοποιητή (Exicycler 96, Bioneer, Korea) με την εμπορικά διαθέσιμη 

συσκευασία SYBR Green PCR Master Mix (Kapa Biosystems, USA). Σε αποστειρωμένο 

δοκιμαστικό σωλήνα eppendorf των 0,2 ml, τοποθετούνται τα αντιδραστήρια που θα 

αποτελέσουν το κύριο μίγμα της κάθε αντίδρασης. Το μίγμα της PCR, τελικού όγκου 20 

μl, περιέχει τον εκάστοτε εκκινητή (5 pmol/μl), απεσταγμένο νερό (3 μl), υπόστρωμα 
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cDNA (5 μl) και το μίγμα που περιέχει DNA πολυμεράση, MgCl2, SYBR Green και 

ρυθμιστικό διάλυμα (SYBR Green master mixture) (10 μl). Σε κάθε θέση ελέγχεται η 

έκφραση ενός μεταγραφικού στοιχείου και ο έλεγχος του κάθε μεταγραφικού στοιχείου, 

για κάθε δείγμα, γίνεται εις διπλούν. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν είναι ειδικά 

σχεδιασμένοι εκκινητές “QuantiTect Primer Assays” (Qiagen). Τα μεταγραφικά στοιχεία 

(mRNA) που ελέγχθηκαν είναι τα ακόλουθα: της ιντερλευκίνης 10 (IL-10), του 

μονομερούς p40 της ιντερλευκίνης 12 (IL-12p40), της ιντερλευκίνης 1β (IL-1β), του 

μεταγραφικού παράγοντα Tbox-21 (Tbx21), του μεταγραφικού παράγοντα GATA-3, του 

p52 πυρηνικού μεταγραφικού παράγοντα (NF-κB2) και της δεϋδρογονάσης της 

γλυκεραλδεΰδης της 3-φωσφατάσης (GAPDH). Το GAPDH χρησιμοποιείται για 

εξομάλυνση των αποτελσμάτων. Επίσης χρησιμοποιήθηκαν και συμβατικοί εκκινητές 

που στοχεύουν το γονίδιο MIP-1α και TNF-α. Τα ζεύγη των εκκινητών ενισχύουν 

μέγεθος DNA 321 bp και 406 bp, αντίστοιχα. Παράλληλα, χρησιμοποιήθηκαν εκκινητές 

που ενισχύουν την IL-12p40, την IFN-γ, την IL-4 και τον TNF-α κατά την ανάπτυξη 

συμβατικής PCR, όπου ως γονίδιο αναφοράς χρησιμοποιήθηκε αυτό της β-ακτίνης. 

Οι συνθήκες αντίδρασης στον θερμικό κυκλοποιητή για τους ειδικά σχεδιασμένους 

εκκινητές ήταν οι ακόλουθες: 1) αποδιάταξη των δίκλωνων μορίων στους 94 
o
C για 10 

λεπτά, 2) 40 κύκλοι ενίσχυσης που αποτελούνται από το στάδιο της αποδιάταξης των 

δίκλωνων μορίων στους 94 
o
C για 10 δευτερόλεπτα και το στάδιο της υβριδοποίησης των 

εκκινητών και του πολυμερισμού των νεοσυντιθέμενων νουκλεϊκών αλυσίδων στους 60 

ο
C. Οι συνθήκες αντίδρασης για τους συμβατικά σχεδιασμένους εκκινητές είναι: 1) 

αποδιάταξη των δίκλωνων μορίων στους 95 
o
C για 10 λεπτά, 2) 45 κύκλοι ενίσχυσης που 

αποτελούνται από το στάδιο της αποδιάταξης των δίκλωνων μορίων στους 95 
o
C για 30 

δευτερόλεπτα και το στάδιο της υβριδοποίησης των εκκινητών στους 60 
ο
C για 30 

δευτερόλεπτα και της επέκτασης στους 72 
ο
C για 45 δευτερόλεπτα. Όλα τα πειράματα 

PCR πραγματικού χρόνου ακολουθήθηκαν από ανάλυση καμπύλης τήξης από τους 60 
o
C 

έως τους 94 
o
C. Για την ανάλυση των αποτελεσμάτων ενίσχυσης γονιδίων με τους ειδικά 

σχεδιασμένους εκκινητές χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό RT2 Profiler PCR Array Data 

Analysis v.3.5 (SAbiosciences, Qiagen), ενώ όλα τα αποτελέσματα ενίσχυσης με τους 

συμβατικούς εκκινητές, υπολογίστηκαν με βάση τη μέθοδο ΔΔCt. Επιπλέον, η σχετική 

ποσοτικοποίηση των μεταγράφων που προσδιορίστηκαν με συμβατική PCR, 

πραγματοποιήθηκε με το λογισικό Image QuantΙ:5.2. 
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3.2.14 In silico ανάλυση του ευκαρυωτικού παράγοντα έναρξης του στελέχους L. 

infantum (LieIF). 

Αρχικά πραγματοποιήθηκε λήψη της πλήρους αλληλουχίας του ευκαρυωτικού 

παράγοντα έναρξης των στελεχών L. infantum, L. major και L. braziliensis, από την βάση 

δεδομένων NCBI/protein (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein). Προκειμένου να 

επιτευχθεί ο σχεδιασμός αντιγονικών επιτόπων που πιθανά αναγνωρίζονται από μόρια 

του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας τάξης Ι και ΙΙ (MHCI και MHCII), 

πραγματοποιήθηκε χαρτογράφηση της πρωτεϊνικής αλληλουχίας με αλγόριθμους 

πρόβλεψης αντιγονικότητας.  

Στην παρούσα ερευνητική μελέτη, το ενδιαφέρον επικεντρώθηκε σε τρεις φυλές 

ποντικών, στα BALB/c (γενετικά ευαίσθητη φυλή έναντι της λεϊσμανίασης) και στα 

C57BL/6 και CBA ποντίκια (γενετικά ανθεκτικές φυλές έναντι της λεϊσμανίασης). Για 

τον προσδιορισμό των Τ κυτταρικών επιτόπων, οι οποίοι αναγνωρίζονται από τα MHC 

μόρια τάξης ΙΙ του ποντικού επιλέχθηκαν οι αλγόριθμοι NetMHCII 2.2 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII) και SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de), 

οι οποίοι λειτουργούν με κριτήριο την αναγνώριση της συμπληρωματικότητας μεταξύ 

των μορίων ιστοσυμβατότητας και των Τ κυτταρικών επιτόπων. Η συμπληρωματικότητα 

των Τ κυτταρικών επιτόπων ελέγχθηκε έναντι 4 αλληλομόρφων των MHC μορίων τάξης 

ΙΙ (Η2-IA
d
, H2-IA

b
, H2-A

k
, H2-E

k
). 

Αντίστοιχα, για τον προσδιορισμό Τ κυτταρικών επιτόπων που αναγνωρίζονται από 

τα MHC μόρια τάξης Ι του ποντικού επιλέχθηκαν οι αλγόριθμοι NetMHC 3.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC-3.0/) και SYFPEITHI 

(http://www.syfpeithi.de). Η συμπληρωματικότητα των Τ κυτταρικών επιτόπων 

ελέγχθηκε έναντι 6 υπερτύπων των MHC μορίων τάξης Ι του ποντικού (Η2-Κ
d
, H2-K

b
, 

H2-L
d
, H2-D

b
, H2-D

d
, H2-K

k
).  

Το όριο αποδοχής της συμπληρωματικότητας κάθε μορίου ιστοσυμβατότητας με 

κάθε Τ κυτταρικό επίτοπο (threshold), για τον αλγόριθμο SYFPEITHI, ορίζεται σύμφωνα 

με τις υποδείξεις των κατασκευαστών στο 20. Σχετικά με τους αλγόριθμους NetMHCII 

και NetMHC, επιλέχθηκαν οι επίτοποι, των οποίων η δύναμη σύνδεσης με τα μόρια 

ιστοσυμβατότητας ήταν < 50 nM και χαρακτηρίζονταν ως ισχυροί προσδέτες (SB, Strong 

Binder) ή < 500 nM και χαρακτηρίζονταν ως ασθενείς προσδέτες (WB, Weak Binder), 

αντίστοιχα.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII
http://www.syfpeithi.de/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC-3.0/
http://www.syfpeithi.de/
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3.2.15 Εκτίμηση της λεμφοβλαστικής ικανότητας των λεμφοκυττάρων. 

Η μέθοδος βασίζεται στη μέτρηση και τον υπολογισμό της ικανότητας 

πολλαπλασιασμού των ειδικών Τ λεμφοκυττάρων του ποντικού μετά από διέγερσή τους 

με αντιγόνο. Στην παρούσα μελέτη, ελέγχθηκε η ανάπτυξη ειδικών λεμφοκυττάρων 

προερχόμενων από σπλήνες μολυσμένων με L. major - ποντικών τόσο έναντι του 

διαλυτού αντιγόνου του παρασίτου όσο και έναντι της ανασυνδυασμένης LieIF. 

Πιο συγκεκριμένα, σπλήνες από BALB/c και C57BL/6 ποντίκια μολυσμένα με L. 

major (1 μήνα μετά τη μόλυνση), απομονώνονται με άσηπτη τεχνική και τα κύτταρα που 

προκύπτουν αραιώνονται σε πλήρες θρεπτικό υλικό (RPMI-1640 + 10% FBS). Το 

εναιώρημα φυγοκεντρείται στις 1300 rpm για 10 λεπτά στους 4 
o
C, σε φυγόκεντρο 

Beckmann. Ακολουθούν άλλες δύο εκπλύσεις στις ίδιες συνθήκες. Στη συνέχεια, 

πραγματοποιείται λύση των ερυθροκυττάρων με διάλυμα ACΚ. Κατόπιν, η συγκέντρωση 

του κυτταρικού εναιωρήματος ρυθμίζεται στα 1 x 10
6 

λευκά αιμοσφαίρια/ml και 

τοποθετείται (200 μl εναιωρήματος) σε πιάτα κυτταροκαλλιέργειας 96 θέσεων με κοίλα 

φρεάτια. Αμέσως μετά τοποθετείται το μιτογόνο κονκαβαλίνη Α (ConA, 3 μg/ml), 

διαλυτό αντιγόνου του παρασίτου (SLA, 10 μg/ml) και της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης 

(10μg/ml). Η ConΑ επάγει τον μη ειδικό κλωνικό πολλαπλασιασμό τόσο των CD4 όσο 

και των CD8 κυττάρων. Κάθε δείγμα τοποθετείται σε τριπλή επανάληψη και η επώαση 

διαρκεί 78 ώρες και πραγματοποιείται σε κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας 37 
ο
C και 

συγκέντρωσης CO2 5%. Στη συνέχεια, σε κάθε φρεάτιο προστίθενται 20 μl τριτιωμένης 

θυμιδίνης (2 μCi/ml) και η επώαση συνεχίζεται για 18 ώρες, ακόμη. Η ενσωμάτωση της 

τριτιωμένης θυμιδίνης στο DNA προσδιορίζεται μετά από συλλογή σε διηθητικό φίλτρο 

επικαλυμμένο με πλέγμα από μικροσκοπικές ίνες υάλου, με τη χρήση κυτταροσυλλέκτη. 

Τα φίλτρα στεγνώνουν στους 60 
o
C για 1 ώρα και στη συνέχεια τοποθετούνται σε ειδικές 

μεμβράνες όπου διαποτίζονται με υγρό σπινθηρισμού. Η εκπεμπόμενη β-ακτινοβολία 

μετρείται σε ειδικό μετρητή και οι τιμές εκφράζονται ως κρούσεις ανά λεπτό (counts per 

minute ή cpm) ή ως δείκτης διέγερσης (stimulation index, SI) που υπολογίζεται σύμφωνα 

με τον εξής τύπο: SI= Μ.Ο.cpmδείγματος / cpmαυθόρμητου πολλαπλασιασμού. 

 

 

 



                                                                                                                                       3. Υλικά και Μέθοδοι 

 

 106 

3.2.16 In vitro επίδραση της ανασυνδυασμένης LieIF και των πρωτεϊνικών της 

τμημάτων στην ενδοκυττάρια ανάπτυξη του στελέχους L. donovani, στο 

κυτταρόπλασμα των J774A.1 κυττάρων.  

Η επίδραση της LieIF και των κλωνοποιημένων της τμημάτων 1-226 και 196-403, 

στην ενδοκυττάρια ανάπτυξη του παρασίτου ΜΟΝ-2 στα J774A.1 κύτταρα, 

προσδιορίστηκε με την φασματομετρική μέθοδο του Αlamar Βlue όπου η αναγωγή του 

θρεπτικού υλικού και η ανάπτυξη χρώματος του συστατικού είναι ανάλογη με τον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό, μέσω προσδιορισμού της φωταύγειας στα 570 nm 

χρησιμοποιώντας ως φίλτρο αναφοράς τα 630 nm [164]. 

Τα μακροφάγα αποκολλώνται μηχανικά από την φιάλη κυτταροκαλλιέργειας και 

εκπλένοται διαδοχικά τρείς φορές (1300 rpm, για 10 λεπτά) σε πλήρες θρεπτικό υλικό 

RPMI-1640. Ο συνολικός αριθμός των κυττάρων προσδιορίζεται με καταμέτρηση αυτών 

σε μικροσκόπιο με την βοήθεια πλάκας τύπου Malassez και η βιωσιμότητά τους 

προσδιορίζεται κατόπιν χρώσης αυτών με την χρωστική Trypan Blue. H αποδεκτή 

βιωσιμότητα προσδιορίζεται στο 97%. Στη συνέχεια, το κυτταρικό εναιώρημα των 

μακροφάγων (2x10
5
 κύτταρα/ml), μεταφέρεται σε πλάκες καλλιέργειας 24 φρεατίων και 

τοποθετείται για 2 ώρες σε επωαστικό κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας 37 
o
C, 

ατμόσφαιρας 5% CO2, προκειμένου να διατηρηθούν τα κύτταρα σε κατάσταση ηρεμίας 

και να προσκολληθούν στο επίστρωμα των πλακών καλλιέργειας. 

 

3.2.16.α Επίδραση της ανασυνδυασμένης LieIF και των πρωτεϊνικών της τμημάτων με τα 

J774A.1 κύτταρα, πριν την έναρξη της μόλυνσης με L. donavani προμαστιγωτές μορφές 

(pre-treatment). 

Τα προσκολλημένα μακροφάγα επιδρούν in vitro με καθεμία από τις 

ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες (συγκέντρωσης 10μg/ml) σε συνδυασμό με την εμπορικά 

διαθέσιμη ανασυνδυασμένη IFN-γ (συγκέντρωσης 1 ng/ml). Η διάρκεια της επώασης 

είναι 15 ώρες, σε κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας 37 
o
C, ατμόσφαιρας 5% CO2. Η 

ομάδα αρνητικού ελέγχου επωάζεται με θρεπτικό υλικό απαλλαγμένο από τις 

ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες. Στη συνέχεια, οι πρωτεϊνες απομακρύνονται και τα 

μακροφάγα εκτίθενται σε προμαστιγωτές μορφές L. donovani στατικής φάσης 

ανάπτυξης, με αναλογία μακροφάγων:παρασίτων 1:15. 4 ώρες μετά την μόλυνση, 
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απομακρύνονται οι προμαστιγωτές μορφές που δεν εισέρχονται στα μακροφάγα, με 

διαδοχικές πλύσεις των κυττάρων με ζεστό θρεπτικό υλικό RPMI-1640. H επίδραση της 

προεπώασης των μακροφάγων με τις ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες στην εξέλιξη της 

μόλυνσης, προσδιορίζεται τόσο σε αρχικό στάδιο (4 ώρες μετά την μόλυνση) όσο και σε 

προχωρημένο στάδιο (72 ώρες μετά την μόλυνση), με την φασματοφωτομετρική μέθοδο 

Alamar Blue. Το θρεπτικό υλικό απομακρύνεται στα αντίστοιχα χρονικά σημεία και στην 

καλλιέργεια των κυττάρων προστίθενται 50 μl PBS ενισχυμένου με 0,01% w/v SDS. 

Ακολουθεί επώαση διάρκειας 30 λεπτών στις ίδιες συνθήκες, κατά την οποία 

πραγματοποιείται λύση των μακροφάγων και απελευθέρωση των παρασίτων σε πλήρες 

θρεπτικό υλικό Schneider’s Insect, για 24 ώρες. Στη συνέχεια, στην καλλιέργεια 

προστίθεται Αlamar Blue (αραίωση 10% με πλήρες θρεπτικό υλικό Schneider’s) και η 

καλλιέργεια επωάζεται για 18 ώρες ακόμη, στις ίδιες συνθήκες. Η παρασιτοκτόνος δράση 

της ανασυνδυασμένης LieIF και των πρωτεϊνικών της τμημάτων, αξιολογείται με τον 

συσχετισμό του αριθμού των μεταβολικά ενεργών παρασίτων. Η οπτική πυκνότητα των 

J774A.1 μακροφάγων, χρησιμοποιείται ως αρνητική ομάδα ελέγχου ενώ η αντίστοιχη 

οπτική πυκνότητα των μολυσμένων και λυμένων μακροφάγων χρησιμοποιείται ως θετική 

ομάδα ελέγχου.  

 

3.2.16.β Επίδραση της ανασυνδυασμένης LieIF και των πρωτεϊνικών της τμημάτων με τα 

J774A.1 κύτταρα, μετά την έναρξη της μόλυνσης με L. donavani προμαστιγωτές μορφές 

(post-treatment). 

Κατά αντιστοιχία με την § 3.2.16.α, τα προσκολλημένα μακροφάγα μολύνονται in 

vitro με προμαστιγωτές μορφές L. donovani στατικής φάσης ανάπτυξης ,σε αναλογία 

μακροφάγων:παρασίτων, 1:15. 4 ώρες μετά την έκθεση των μακροφάγων στο παράσιτο, 

οι προμαστιγωτές μορφές του παρασίτου, που δεν εισέρχονται στα μακροφάγα, 

απομακρύνονται με διαδοχικές πλύσεις των κυττάρων με ζεστό θρεπτικό υλικό RPMI-

1640. Στη συνέχεια, τα μακροφάγα επιδρούν in vitro με την ανασυνδυασμένη LieIF και 

τα πρωτεϊνικά της τμήματα (10μg/ml) σε συνδυασμό με την ανασυνδυασμένη IFN-γ (1 

ng/ml). Η διάρκεια της επώασης είναι 15 ώρες, σε κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας 37 

o
C, ατμόσφαιρας 5% CO2. Η ομάδα αρνητικού ελέγχου επωάζεται με θρεπτικό υλικό 

απαλλαγμένο από τις LieIF/IFN-γ. H επίδραση της επώασης των μακροφάγων με τις 
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LieIF/IFN-γ στην εξέλιξη της μόλυνσης, προσδιορίζεται τόσο σε αρχικό στάδιο (19 ώρες 

μετά την μόλυνση) όσο και σε προχωρημένο στάδιο (72 ώρες μετά την μόλυνση), με την 

φασματοφωτομετρική μέθοδο Alamar Blue όπως περιγράφεται στην § 3.1.3.2. 

 

3.2.17 Ποσοτικός προσδιορισμός του παραγόμενου μονοξειδίου του αζώτου (NO), σε 

υπερκείμενα καλλιεργειών J774A.1 κυττάρων. 

Η επαγόμενη από την επίδραση των LieIF/IFN-γ, σύνθεση του NO προσδιορίστηκε 

ως η συσσώρευση των νιτρωδών στα υπερκείμενα των καλλιεργειών των J774A.1 

μακροφάγων, για τα αντίστοιχα επιθυμητά χρονικά σημεία, χρησιμοποιώντας την 

αντίδραση Griess, σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή [165]. Συνοπτικά, τα 

J774A.1 κύτταρα, επωάζονται με τις LieIF/IFN-γ (10 μg/ml και 1ng/ml, αντίστοιχα), είτε 

πριν είτε μετά την έκθεσή τους στις προμαστιγωτές μορφές L. donovani. Τα J774A.1 

κύτταρα της θετικής ομάδας ελέγχου, επωάζονται με LPS (1 μg/ml) και IFN-γ (1 ng/ml). 

Στα καθορισμένα χρονικά σημεία μετά την μόλυνση (αρχική και προχωρημένη φάση), 

μέρος του υπερκείμενου (50 μl) αναμιγνύεται με 100 μl αντιδραστηρίου Griess, και 

τοποθετείται σε φρεάτια πλάκας 96 θέσεων. Η οπτική πυκνότητα προσδιορίζεται στα 570 

nm και οι σχετικές συγκεντρώσεις νιτρωδών προσδιορίζονται μέσω πρότυπης καμπύλης 

γνωστών συγκεντρώσεων NaNO2. 

 

3.2.18 Ποσοτικός προσδιορισμός παραγόμενων ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS), σε 

υπερκείμενα καλλιεργειών J774A.1 κυττάρων. 

Η επαγόμενη από την επίδραση των LieIF/IFN-γ, κυτταροπλασματική παραγωγή των 

ROS, προσδιορίστηκε με την βοήθεια φθοριζόντων ανιχνευτών (carboxy-H2DCFDA), 

μέσω FACS [166]. Συνοπτικά, τα J774A.1 κύτταρα επιδρούν με την ανασυνδυασμένη 

LieIF, ή τα ανασυνδυασμένα τμηματά της, σε συνδυασμό με την IFN-γ, τόσο πριν, όσο 

και μετά την μόλυνση των κυττάρων με προμαστιγωτές μορφές L. donovani. Για κάθε 

χρονικό σημείο (αρχική και προχωρημένη φάση της μόλυνσης), τα κύτταρα επωάζονται 

με H2DCFDA (5 μM) για 30 λεπτά της ώρας, σε επωαστικό κλίβανο σταθερής 

θερμοκρασίας 37 
o
C, ατμόσφαιρας 5% CO2. Μακροφάγα που έχουν επωαστεί για 15 

λεπτά της ώρας στις ίδιες συνθήκες θερμοκρασίας, με 1 mM υπεροξείδιου του υδρογόνου 
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(Η2Ο2) χρησιμοποιούνται ως θετική ομάδα ελέγχου. Εναλλακτικά, μακροφάγα που 

αλληλεπίδρασαν με 1μg/ml LPS, χρησιμοποιούνται επίσης ως θετική ομάδα ελέγχου ενώ 

τα κύτταρα που δεν επωάζονται με τον H2DCFDA ανιχνευτή, χρησιμοποιούνται ως 

αρνητικοί μάρτυρες φθορισμού. Τα κύτταρα αναλύθηκαν με FACS Calibur 

χρησιμοποιώντας το λογισμικό CellQuest (BD, CA) και τα αποτελέσματα εκφράζονται 

ως γεωμετρικός μέσος έντασης φθορισμού (Geometrical Mean Fluorescent Index). 

 

3.2.19 Προσδιορισμός των επιπέδων κυτταροκινών στα υπερκείμενα καλλιεργειών 

J774A.1 μακροφάγων, με ανοσοενζυμική δοκιμασία ELISA. 

Ο προσδιορισμός των επιπέδων των παραγόμενων κυτταροκινών στα υπερκείμενα 

καλλιεργειών J774A.1 μακροφάγων, πραγματοποιήθηκε με την ανοσοενζυμική 

δοκιμασία ELISA (sandwich ELISA). Χρησιμοποιήθηκαν εμπορικά διαθέσιμες 

τυποποιημένες συσκευασίες και ακολουθήθηκαν οι οδηγίες του κατασκευαστή. 

Ακολουθεί περιγραφή της πειραματικής διαδικασίας, εν συντομία.  

Τα φρεάτια της πλάκας μικροτιτλοποίησης, επιστρώνονται με το πρώτο 

επισημασμένο αντίσωμα (capture antibody), κατάλληλης συγκέντρωσης (0,25 μg/ml για 

το αντι-MIP-1α αντίσωμα και 1 μg/ml για το αντι-TNF-α αντίσωμα), σε 100 μl 

ρυθμιστικού διαλύματος PBS και επωάζονται σε θερμοκρασία δωματίου για 18 ώρες. 

Στη συνέχεια το περιεχόμενο της πλάκας απορρίπτεται και ακολουθούν τέσσερις 

εκπλύσεις με PBS/Tween υπό πίεση. Ακολούθως, σε κάθε φρεάτιο προστίθενται 300 μl 

PBS/BSA και ακολουθεί επώαση σε θερμοκρασία δωματίου, διάρκειας 1 ώρας, με σκοπό 

την κάλυψη των μη ειδικών θέσεων. Στη συνέχεια, το περιεχόμενο απορρίπτεται και η 

πλάκα πλένεται τέσσερις φορές με PBS/Tween υπό πίεση. Προστίθενται 100 μl 

διαδοχικών αραιώσεων του πρότυπου διαλύματος και των υπό εξέταση δειγμάτων (σε 

αραίωση 1:2). Η πρότυπη καμπύλη της MIP-1α πρωτεΐνης, ξεκινά από συγκέντρωση 0,5 

ng/ml και καταλήγει σε συγκέντρωση 0 ng/ml, ενώ η αντίστοιχη πρότυπη καμπύλη του 

TNF-α βρίσκεται μεταξύ των συγκεντρώσεων 2 ng/ml και 0 ng/ml. Η πλάκα επωάζεται 

για 2 ώρες σε θερμοκρασία δωματίου και στη συνέχεια, το περιεχόμενό της απορρίπτεται 

και η πλάκα εκπλένεται τέσσερις φορές με PBS/Tween υπό πίεση. Ακολουθεί προσθήκη 

του δεύτερου επισημασμένου αντισώματος (detection antibody) σε 100 μl διαλύματος 

αραίωσης (αντι-MIP-1α συγκέντρωσης 0,5 μg/ml και αντι-TNF-α συγκέντρωσης 0,25 
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μg/ml) και η πλάκα επωάζεται για 2 ώρες, σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί 

απόρριψη του περιεχομένου και τετραπλή έκπλυση με PBS/Tween. Σε κάθε φρεάτιο 

τοποθετούνται 100 μl αβιδίνης συζευγμένης με HRP υπεροξειδάση (1:2000), σε διάλυμα 

αραίωσης. Η πλάκα επωάζεται για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και έπειτα 

πλένεται τέσσερις φορές με PBS/Tween. Σε κάθε φρεάτιο, προστίθενται 100 μl 

διαλύματος υποστρώματος και ακολουθεί επώαση, σε θερμοκρασία δωματίου, μέχρι την 

εμφάνιση χρώματος. Η τιμή της οπτικής πυκνότητας προσδιορίζεται στα 405 nm. 

 

3.2.20 Επίδραση του επαγόμενου TNF-α στην παραγωγή ROS, στο σύστημα των 

J774A.1 μακροφάγων. 

Η συσχέτιση της παραγωγής TNF-α με την δημιουργία ενεργών ριζών οξυγόνου στα 

L. donovani - μολυσμένα J774A.1 κύτταρα, πραγματοποιήθηκε με FACS. Πιο 

συγκεκριμένα, τα μακροφάγα επωάζονται με τις LieIF/IFN-γ (§ 3.2.16) καθώς και με τον 

συνδυασμό των παραπάνω ανασυνδυασμένων πρωτεΐνών με το ειδικό μονοκλωνικό 

αντίσωμα έναντι του TNF-α ποντικού, συγκέντρωσης 4 mg/ml. Στα χρονικά διαστήματα 

που περιγράφονται στις παραγράφους 3.2.16.α και 3.2.16.β τα κύτταρα συλλέγονται και 

ακολουθεί προσδιορισμός των ROS (§ 3.2.18).  

 

3.2.21 Διερεύνηση της πιθανής συνεργιστικής δράσης της ανασυνδυασμένης LieIF 

με τους υποδοχείς τύπου Toll. 

Μυελοειδή δενδρικά κύτταρα που προκύπτουν σύμφωνα με την μέθοδο που 

περιγράφεται στην § 3.2.7, επωάζονται ταυτόχρονα με την ανασυνδυασμένη LieIF 

(10μg/ml) και τους προσδέτες των TLR3 (poly(I:C, 10μg/ml), TLR4 (LPS, 1μg/ml) και 

TLR9 (CpG, 10μg/ml). Η επώαση διαρκεί 24 ώρες και πραγματοποιείται σε κλίβανο 

σταθερής θερμοκρασίας 37 
o
C και ατμόσφαιρας CO2 5%. Κατόπιν, τα κύτταρα 

συλλέγονται και σημαίνονται με ειδικά μονοκλωνικά αντισώματα για τον έλεγχο της 

έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων CD80 και CD86, όπως περιγράφεται στην § 3.2.9. 
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3.2.22 Αξιολόγηση της δράσης της ανασυνδυασμένης L  I  ως ανοσοενισχυτικό, σε 

in vivo πειραματικό μοντέλο ποντικού. 

Τα ανοσοενισχυτικά ενισχύουν την επαγόμενη του εμβολιασμού ανοσολογική 

απόκριση. Η χρήση τους ως συστατικά εμβολίων, συναντάται εδώ και σχεδόν ογδόντα 

χρόνια. Στην παρούσα ερευνητική εργασία, διερευνήθηκε η πιθανή δράση της 

ανασυνδυασμένης LieIF ως ανοσοενισχυτικό, σε πειραματικό μοντέλο ποντικού. 

Μελετήθηκε η επαγωγή φλεγμονώδους απόκρισης από την ανασυνδυασμένη LieIF στο 

σημείο χορήγησής της καθώς και ο πιθανός μηχανισμός δράσης της. 

Σε θηλυκά ποντίκια της αιμομικτικής φυλής BALB/c (n=5), ηλικίας 6 - 8 εβδομάδων, 

χορηγούνται ενδοπεριτοναϊκά 500 μl της ανασυνδυασμένης LieIF (10 μg/ποντίκι) σε 

συνδυασμό με το αντιγόνο OVA (10 μg/ποντίκι) σε αποστειρωμένο διάλυμα PBS. Η 

θετική ομάδα ελέγχου αποτελείται από πειραματόζωα στα οποία χορηγούνται 500 μl 

διαλύματος PBS που περιέχει OVA (10 μg/ποντίκι) και το ανοσοενισχυτικό alum (10 

mg/ποντίκι) [167]. Η αρνητική ομάδα ελέγχου αποτελείται από ποντίκια στα οποία 

χορηγείται OVA. Επιπλέον, υπάρχει η αρνητική ομάδα ελέγχου στην οποία ενίεται ίσος 

όγκος διαλύματος PBS (Εικ. 3.1). Στις 2, 6 και 24 ώρες μετά την έγχυση, 

πραγματοποιείται θανάτωση των ζώων με αυχενική παρεκτόπιση και έκπλυση της 

περιτοναϊκής κοιλότητας με 5 ml ψυχρού διαλύματος PBS. Το κυτταρικό εναιώρημα 

φυγοκεντρείται στις 1300 rpm για 10 λεπτά, στους 4 
o
C. Το κυτταρικό ίζημα 

επαναιωρείται στον ίδιο αρχικό όγκο σε διάλυμα ACK και η διαδικασία 

επαναλαμβάνεται. 

      Ακολούθως, γίνεται καταμέτρηση των κυττάρων με χρώση διαλύματος Trypan Blue 

σε οπτικό μικροσκόπιο Olympus. Μέρος των κυττάρων χρησιμοποιείται για ταυτοποίηση 

και προσδιορισμό του ποσοστού των ουδετερόφιλων (Ly6G
+
-CD11b

+
), μακροφάγων 

(F4/80
+
-CD11b

+
) και μονοκυττάρων (Ly6C

+
-CD11b

+
) στην περιτοναϊκή κοιλότητα, 

μέσω κυτταρομετρίας ροής (§ 3.2.11). Επιπλέον, στα χρονικά σημεία των 6 και 24 ωρών, 

προσδιορίζεται η συγκέντρωση ουρικού οξέως στον ορό του αίματος πειραματοζώων με 

βιοχημικό αναλυτή Cobas Mira. Τέλος, πραγματοποιείται προσδιορισμός της σχετικής 

έκφρασης των μεταγραφικών στοιχείων της ιντερλευκίνης 1β (IL-1b) και του p52 

πυρηνικού μεταγραφικού παράγοντα (NF-kb2), όπως αναλύεται στην § 3.2.13. 
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3.2.23 Εφαρμογή της ανασυνδυασμένης LieIF σε πειραματικά πρωτόκολλα 

ανοσοθεραπείας έναντι της σπλαγχνικής λεϊσμανίασης. 

Η ανοσοθεραπεία της λεϊσμανίασης εφαρμόζεται για περισσότερο από εκατό χρόνια. 

Παρόλα αυτά, δεν υπάρχει εγκεκριμένο θεραπευτικό εμβόλιο έναντι της νόσου. Τα 

τελευταία χρόνια, η χρήση ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών του παρασίτου ικανών να 

ρυθμίζουν την ανοσολογική απόκριση του ξενιστή, εφαρμόζεται ιδιαίτερα σε 

πειραματικά πρωτόκολλα ανοσοθεραπείας.  

Το πειραματικό πρωτόκολλο που αφορά στην εφαρμογή της LieIF σε πρωτόκολλο 

ανοσοθεραπείας έναντι της λεϊσμανίασης, περιγράφεται παρακάτω. Θηλυκά ποντίκια της 

αιμομικτικής φυλής BALB/c, ηλικίας 6 - 8 εβδομάδων, μολύνονται με ενδοφλέβια 

χορήγηση (i.v., intravenously) 10
7
 προμαστιγωτών μορφών L. infantum (MON-1) 

στατικής φάσης ανάπτυξης. Για τον σκοπό αυτό, οι ουραίες φλέβες των πειραματοζώων, 

θερμαίνονται υπό λαμπτήρα φωτισμού ισχύος 100 W και οι μολύνσεις 

πραγματοποιούνται με σύριγγες ινσουλίνες εφοδιασμένες με βελόνες διαμέτρου 

30GA1/2. Μία εβδομάδα μετά την μόλυνση, ξεκινά η εφαρμογή του εμβολιαστικού 

σχήματος το οποίο περιλαμβάνει χορήγηση της ανασυνδυασμένης LieIF (10 

Εικόνα 3.1. Σχηματική αναπαράσταση πειραματικού πρωτοκόλλου για την αξιολόγηση της δράσης της 

ανασυνδυασμένης LieIF ως ανοσοενισχυτικό, σε in vivo πειραματικό μοντέλο ποντικού.  
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μg/πειραματόζωο). Το χρονοδιάγραμμα των ανοσοποιήσεων περιλαμβάνει συνολικά δύο 

ανοσοποιήσεις μέσω της περιτοναϊκής οδού (i.p., intraperitoneal) ανά 7 ημέρες (Εικ. 3.2). 

Η θετική ομάδα ελέγχου αποτελείται από μολυσμένα με L. infantum πειραματόζωα ενώ η 

αρνητική ομάδα ελέγχου, αποτελείται από υγιή ζώα. 

 

 

Μετά την πάροδο τεσσάρων και δέκα εβδομάδων μετά την μόλυνση των 

πειραματοζώων, πραγματοποιείται αιμοληψία και λήψη οργάνων προκειμένου να 

εκτιμηθεί το παρασιτικό φορτίο και η κυτταρική και χυμική ανοσία. Η αιμοληψία 

πραγματοποιείται με τρώση του οπισθοβολβικού φλεβικού πλέγματος με γυάλινο 

τριχοειδές. Κατόπιν, το αίμα αφήνεται να πήξει σε θερμοκρασία δωματίου για 1 ώρα και 

το πήγμα φυγοκεντρείται στις 3500 rpm για 5 λεπτά, προκειμένου να ληφθεί ο ορός. 

Ακολουθεί μέτρηση των ειδικών για το παράσιτο αντισωμάτων IgG1 και IgG2a 

ισοτύπων, όπως περιγράφεται αναλυτικά στην § 3.2.6. Ο προσδιορισμός του παρασιτικού 

φορτίου στο ήπαρ και στον σπλήνα, πραγματοποιείται με την μέθοδο των διαδοχικών 

αραιώσεων (§ 3.2.5). Η εκτίμηση της ανάπτυξης αντιδράσεων κυτταρικής ανοσίας, 

επιτυγχάνεται με τον προσδιορισμό του ποσοστού των CD4
+
 και CD8

+
 κυττάρων στον 

σπλήνα και στο ήπαρ των ζώων, και για τα δύο χρονικά διαστήματα. Η μέτρηση του 

ποσοστού των CD4
+
 και CD8

+
 κυττάρων πραγματοποιείται με κυτταρομετρία ροής. 

Επιπλέον, ανιχνεύεται η ενδοκυττάρια IL-12p40/p70 κυτταροκίνη σπληνοκυττάρων και 

κυττάρων λεμφαδένων, μέσω κυτταρομετρίας ροής. Το πρωτόκολλο της ενδοκυττάριας 

Εικόνα 3.2. Σχηματική αναπαράσταση πειραματικού πρωτοκόλλου για την εφαρμογή της ανασυνδυασμένης LieIF 

σε πειραματικά πρωτόκολλα ανοσοθεραπείας έναντι της σπλαγχνικής λεϊσμανίασης.  
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ανίχνευσης κυτταροκινών μέσω FACS αναλύεται στην § 3.2.10. Επιπλέον, 

πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός της έκφρασης γονιδίων ανοσολογικών παραγόντων 

στον σπλήνα και στους λεμφαδένες, με σχετική ποσοτικοποίηση με PCR πραγματικού 

χρόνου (§ 3.2.13). Οι εκκινητές που χρησιμοποιούνται είναι ειδικά σχεδιασμένοι 

εκκινητές «QuantiTect Primer Assays» και τα μεταγραφικά στοιχεία που ελέγχονται είναι 

τα ακόλουθα: της ιντερλευκίνης 10 (IL-10), του μονομερούς p40 της ιντερλευκίνης 12 

(IL-12b), του μεταγραφικού παράγοντα Tbox-21, του μεταγραφικού παράγοντα GATA-

3, και της δεϋδρογονάσης της γλυκεραλδεϋδης της 3-φωσφατάσης (GAPDH). Για την 

ανάλυση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό RT2 Profiler PCR Array 

Data Analysis v. 3.5. (SAbiosciences - Qiagen Hilden, Germany). 

 

3.2.24 Εφαρμογή της ανασυνδυασμένης LieIF σε πειραματικά πρωτόκολλα 

προφυλακτικού εμβολιασμού έναντι της δερματικής λεϊσμανίασης. 

Τα ευαισθητοποιημένα, με καθορισμένα αντιγόνα του παρασίτου, δενδριτικά κύτταρα 

μπορούν να αποτελέσουν πολύτιμο εργαλείο ανοσολογικής παρέμβασης για την επαγωγή 

προστασίας έναντι της λεϊσμανίασης [168]. Στην παρούσα μελέτη, πραγματοποιήθηκε 

ανοσιακή μεταφορά ΔΚ προεπωασμένων με την ανασυνδυασμένη LieIF. Η πειραματική 

διαδικασία που ακολουθήθηκε περιγράφεται στη συνέχεια. 

      Διαφοροποιημένα μυελοειδή δενδριτικά κύτταρα (συγκέντρωσης 1 x 10
6
 κύτταρα/ml) 

τοποθετούνται σε πλάκες κυτταροκαλλιέργειας 24 θέσεων, και επωάζονται με την 

ανασυνδυασμένη LieIF (συγκέντρωσης 10 μg/ml). Η επώαση διαρκεί 24 ώρες, σε 

συνθήκες θερμοκρασίας 37 
o
C και ατμόσφαιρας 5% CO2 (Εικ. 3.3). Στη συνέχεια, τα 

κύτταρα συλλέγονται και φυγοκεντρούνται στις 1300 rpm για 10 λεπτά. Ακολουθεί 

έκπλυση των κυττάρων σε πλήρες θρεπτικό υλικό RPMI-1640 και επαναιώρηση σε 

αποστειρωμένο διάλυμα PBS (1 x 10
6
 κύτταρα σε 100 μl PBS). Θηλυκά ποντίκια της 

αιμομικτικής φυλής BALB/c, ηλικίας 6-8 εβδομάδων, εμβολιάζονται ενδοφλέβια με 1 x 

10
6
 δενδριτικά κύτταρα που έχουν προεπωαστεί με την ανασυνδυασμένη LieIF. Η 

αρνητική ομάδα ελέγχου αποτελείται από ποντίκια που ανοσοποιήθηκαν με ΔΚ που  

καλλιεργήθηκαν μόνο με την επίδραση του θρεπτικού υλικού.  
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Με την πάροδο 2 εβδομάδων από τον 

εμβολιασμό, τα πειραματόζωα μολύνονται με 

2x10
6
 προμαστιγωτές μορφές L. major στατικής 

φάσης ανάπτυξης. Τα παράσιτα χορηγούνται 

υποδόρια (s.c., subcutaneous) στο πέλμα των 

πειραματοζώων σε PBS σε τελικό όγκο 25 μl. Η 

πορεία της μόλυνσης ελέγχεται ανά εβδομάδα 

με μέτρηση του πάχους του άκρου ποδός με dial 

gauge παχύμετρο. Επιπλέον, 5 εβδομάδες μετά 

την μόλυνση, πραγματοποιείται αιμοληψία και 

προσδιορισμός των ειδικών για το παράσιτο 

αντισωμάτων IgG1 και IgG2a (§ 3.2.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.25 Στατιστική επεξεργασία. 

Οι in vitro πειραματικές διαδικασίες επαναλαμβάνονται τουλάχιστον τρεις φορές, και 

κάθε δείγμα τοποθετείται εις τριπλούν σε κάθε πειραματική διαδικασία. Στις in vivo 

πειραματικές διαδικασίες, χρησιμοποιούνται ομάδες των 5 πειραματοζώων και τα 

πειράματα επαναλαμβάνονται τρεις φορές. Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως μέσες τιμές 

± τυπική απόκλιση (standard deviation). Η στατιστική σημαντικότητα των διαφορών 

μεταξύ των μέσων τιμών εκτιμήθηκε με τη δοκιμασία Mann-Whitney (U-test) και η 

πιθανότητα p < 0,05, θεωρήθηκε ως ενδεικτική στατιστικής σημαντικότητας.  

Εικόνα 3.3. Σχηματική αναπαράσταση 

πειραματικού πρωτοκόλλου για την εφαρμογή 

της ανασυνδυασμένης LieIF σε πειραματικά 

πρωτόκολλα προφυλακτικού εμβολιασμού έναντι 

της δερματικής λεϊσμανίασης.  
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4.1 Κλωνοποίηση, έκφραση και ταυτοποίηση της L. infantum eIF (LieIF). 

Η ανασυνδυασμένη LieIF παράχθηκε σε σύστημα έκφρασης E.coli (στέλεχος 

Origami). Ο καθαρισμός της πρωτεΐνης πραγματοποιήθηκε με χρωματογραφία 

συγγένειας ακινητοποιημένου Ni και η ταυτοποίησή της έγινε με ενζυμική δοκιμή 

(Western blot) με την χρήση ειδικών έναντι της LieIF πολυκλωνικών αντισωμάτων που 

δημιουργήθηκαν σε κουνέλι (Εικ. 4.1) [169]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η ανασυνδυασμένη LieIF χαρακτηρίστηκε ως ελεύθερη δράσης υπολειπόμενης 

ενδοτοξίνης, καθώς η συγκέντρωση του LPS βρέθηκε μικρότερη των 5 EU/mg, όπως 

προσδιορίστηκε από την δοκιμασία LAL (LAL test limulus amebocyte lysate test). 

 

4.2 Επίδραση της ανασυνδυασμένης LieIF στην κυτταρική βιωσιμότητα. 

Ο έλεγχος της επίδρασης της ανασυνδυασμένης LieIF, στην κυτταρική βιωσιμότητα, 

πραγματοποιήθηκε στην μακροφαγική κυτταρική σειρά J774A.1 (αθανατοποιημένη 

κυτταρική σειρά, προερχόμενη από ενήλικα ποντίκια της αιμομικτικής φυλής BALB/cN), 

με την χρήση του οξειδοαναγωγικού δείκτη Alamar Blue, ο οποίος αποδίδει 

χρωματομετρική αλλαγή και σήμα φθορισμού ως απόκριση σε μεταβολική 

δραστηριότητα. Με την δοκιμή αυτή, πραγματοποιείται ευρέως η ποσοτική εκτίμηση της 

βιωσιμότητας ή/και του πολλαπλασιασμού κυττάρων θηλαστικών και μικροοργανισμών. 

 Η επίδραση της πρωτεΐνης ελέγχθηκε μετά από in vitro επώαση των μακροφάγων με 

διαφορετικές συγκεντρώσεις της LieIF (20, 10, 5, 2,5, 1 και 0,5 μg/ml) και 

παρατηρήθηκε πως η επίδραση της πρωτεΐνης, στο παραπάνω εύρος συγκεντρώσεων, δεν 

Εικόνα 4.1. Έκφραση και καθαρισμός της 

ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης LieIF. (A) 

Αντιπροσωπευτική εικόνα του προϊόντος της αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυμεράσης για την LieIF. Ο δείκτης 

πρωτεϊνών γνωστού μοριακού βάρους (kDa) αναγράφεται 

στα αριστερά. (Β) Η ταυτοποίηση της πρωτεΐνης 

πραγματοποιήθηκε με την χρήση ειδικών πολυκλωνικών 

αντισωμάτων έναντι της LieIF, που δημιουργήθηκαν σε 

κουνέλι (αραίωση 1/1000). 
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επέφερε αλλαγή στην επιβίωση και στον ρυθμό ανάπτυξης των μακροφάγων συγκριτικά 

με την καλλιέργεια αναφοράς των J774A.1 κυττάρων (Εικ. 4.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 In vitro αξιολόγηση της αντιλεϊσμανιακής δράσης της L  I . 

4.3.1 Επίδραση της ανασυνδυασμένης L  I  στην ενδοκυτταρική ανάπτυξη του 

στελέχους L. donovani, σε πειραματικό μοντέλο J774A.1 μολυσμένων μακροφάγων. 

4.3.1.1 Eπίδραση της ανασυνδυασμένης LieI , πριν την έναρξη της μόλυνσης με L. 

donovani προμαστιγωτές μορφές στατικής φάσης ανάπτυξης (pre-treatment). 

Μελέτες έχουν δείξει ότι η in vitro επίδραση της LeIF σε ενεργοποιημένα με IFN-γ 

μακροφάγα και μονοκύτταρα περιφερικού αίματος, επάγει την παραγωγή της IL-12 

κυτταροκίνης, απαραίτητης για την ανάπτυξη προστατευτικής Th1 απόκρισης [77]. 

Στην παρούσα μελέτη, διερευνήθηκε η επίδραση της ανασυνδυασμένης LieIF στην 

ανάπτυξη προστασίας των J774A.1 μακροφάγων έναντι του παρασίτου L. donovani 

(ζυμόδεμα MON-2, στέλεχος MHOM/IN/1996/THAK35). Τα J774A.1 μακροφάγα 

Εικόνα 4.2. Επίδραση της ανασυνδυασμένης LieIF στην κυτταρική βιωσιμότητα των J774A.1 κυττάρων. 

J774A.1 μακροφάγα επωάστηκαν in vitro με διαφορετικές συγκεντρώσεις της ανασυνδυασμένης LieIF (20, 10, 

5, 2,5, 1 και 0,5 μg/ml, για 24 ώρες, σε κλίβανο θερμοκρασίας 37 °C, ατμόσφαιρας 5% CO2. Ο προσδιορισμός 

της κυτταρικής επιβίωσης πραγματοποιήθηκε με την φασματοφωτομετρική μέθοδο Alamar Blue. 
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επωάστηκαν ταυτόχρονα με τις ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες LieIF (10 μg/ml) και IFN-γ 

(1 ng/ml) (LieIF/IFN-γ). Η διάρκεια της επώασης ήταν 15 ώρες. Στη συνέχεια, τα 

κύτταρα μολύνθηκαν με προμαστιγωτές μορφές L. donovani στατικής φάσης ανάπτυξης, 

σε αναλογία 1:15, για 4 ώρες. Ο προσδιορισμός της χρονικής διάρκειας της μόλυνσης (4 

ώρες), προέκυψε μετά από μελέτη κινητικής της χρονικής διάρκειας της έκθεσης των 

J774A.1 μακροφάγων σε L. donovani προμαστιγωτές μορφές (τα αποτελέσματα δεν 

παρουσιάζονται). Η επίδραση των ανασυνδυασμένων πρωτεΐνών LieIF/IFN-γ στην 

ενδοκυτταρική ανάπτυξη του παρασίτου, προσδιορίστηκε σε δύο χρονικά σημεία, στην 

αρχική φάση που αντιστοιχεί στις 4 ώρες μετά την έναρξη της μόλυνσης, και στην 

προχωρημένη φάση που αντιστοιχεί στις 72 ώρες μετά την μόλυνση. 

Η επίδραση των LieIF/IFN-γ στα J774A.1 μακροφάγα προσδιορίστηκε με την 

φασματοφωτομετρική μέθοδο Alamar Blue, όπου ο αριθμός των μεταβολικά ενεργών 

ενδοκυττάριων παρασίτων σχετίζεται με την απορρόφηση του αντιδραστηρίου.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Στην αρχική φάση της μόλυνσης (4 ώρες έκθεσης στο παράσιτο), τα μακροφάγα που 

διεγέρθηκαν ταυτόχρονα με τις LieIF/IFN-γ, παρουσίασαν χαμηλό ποσοστό 

παρεμπόδισης της ενδοκυτταρικής ανάπτυξης του παρασίτου (3%) (Εικ. 4.3Α). 

Εικόνα 4.3. Επίδραση της LieIF πριν την έναρξη της μόλυνσης με προμαστιγωτές μορφές L. donovani (pre-

treatment), στην ενδοκυτταρική ανάπτυξη του παρασίτου. J774A.1 μακροφάγα επωάστηκαν ταυτόχρονα με τις 

ανασυνδυασμένες LieIF (10 μg/ml) και IFN-γ (1 ng/ml), πριν την έκθεση σε προμαστιγωτές μορφές L. donovani. Ο 

προσδιορισμός της παρεμπόδισης της ενδοκυτταρικής ανάπτυξης του παρασίτου πραγματοποιήθηκε στην αρχική 

φάση της μόλυνσης (Α) και στην προχωρημένη φάση (Β), με την χρωματομετρική μέθοδο Alamar Blue. Η οπτική 

πυκνότητα μετρήθηκε στα 570/630nm. 
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Αντιθέτως, στην προχωρημένη φάση της μόλυνσης, η επίδραση των LieIF/IFN-γ 

οδήγησε σε σημαντική παρεμπόδιση της ανάπτυξης του παρασίτου (89%) συγκριτικά με 

την αντίστοιχη παρεμπόδιση που προκάλεσε η μονήρης διέγερση με την IFN-γ (7%) (Εικ. 

4.3Β). Αξίζει να σημειωθεί ότι J774A.1 κύτταρα που αλληλεπίδρασαν μόνο με την 

ανασυνδυασμένη LieIF, δεν παρουσίασαν παρεμπόδιση της ανάπτυξης του παρασίτου, 

σε κανένα χρονικό σημείο (τα αποτελέσματα δεν παρουσιάζονται).  

Ταυτόχρονα, σε παράλληλα πειράματα, η ικανότητα των ανασυνδυασμένων 

πρωτεϊνών LieIF/IFN-γ, να παρεμποδίζουν την επιβίωση ή/και τον πολλαπλασιασμό των 

ενδοκυττάριων παρασίτων, ελέγχθηκε σε οπτικό μικροσκόπιο όπου προσδιορίστηκε το 

ποσοστό των μολυσμένων μακροφάγων καθώς και το παρασιτικό φορτίο (αριθμός 

ενδοκυττάριων παρασίτων / κύτταρο), στην προχωρημένη φάση της μόλυνσης. Τα 

J774A.1 μακροφάγα που επωάστηκαν με τις LieIF/IFN-γ παρουσίασαν σημαντικά 

χαμηλότερο ποσοστό μολυσμένων κυττάρων (p < 0,05) (Εικ. 4.4) καθώς και παρασιτικό 

φορτίο συγκριτικά με τα κύτταρα που επωάστηκαν μόνο με την IFN-γ, 48% έναντι 72% 

και 3,48 έναντι 5,62, αντίστοιχα (Εικ. 4.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.4. Επίδραση της LieIF πριν την έναρξη της μόλυνσης με προμαστιγωτές μορφές L. donovani (pre-

treatment), στην ενδοκυτταρική ανάπτυξη του παρασίτου. J774A.1 μακροφάγα επωάστηκαν ταυτόχρονα με 

τις ανασυνδυασμένες LieIF (10 μg/ml) και IFN-γ (1 ng/ml), πριν την έκθεση σε προμαστιγωτές μορφές L. 

donovani. Ο προσδιορισμός του ποσοστού των μολυσμένων κυττάρων και του παρασιτικού φορτίου 

πραγματοποιήθηκε στην προχωρημένη φάση, που αντιστοιχεί στις 72 ώρες μετά την μόλυνση. Για την εξαγωγή 

των αποτελεσμάτων, πραγματοποιήθηκε χρώση των κυττάρων με χρωστική Giemsa και παρατήρηση 200 

κυττάρων στο οπτικό μικροσκόπιο. 
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Τα παραπάνω αποτελέσματα καταδεικνύουν πως η ταυτόχρονη διέγερση των 

J774A.1 μακροφάγων με την LieIF σε συνδυασμό με την IFN-γ, προάγει την ανάπτυξη 

αμυντικών μηχανισμών προστασίας των κυττάρων έναντι της εξελισσόμενης μόλυνσης 

με L. donovani παράσιτα. Η παρεμπόδιση της ενδοκυτταρικής ανάπτυξης του παρασίτου 

με την συνδυαστική δράση των LieIF/IFN-γ είναι εμφανώς έκδηλη στην προχωρημένη 

φάση της μόλυνσης και αποδεικνύει ότι η ικανότητα αυτή της LieIF εξαρτάται από την 

συνέργεια της IFN-γ.  

4.3.1.2 Επίδραση της ανασυνδυασμένης LieI , μετά την έναρξη της μόλυνσης με L. 

donovani προμαστιγωτές μορφές στατικής φάσης ανάπτυξης (post-treatment). 

Η ανάπτυξη προστασίας των J774A.1 μακροφάγων έναντι της μόλυνσης με παράσιτα 

L. donovani, που οφείλεται στην ταυτόχρονη επίδραση των LieIF/IFN-γ πριν την έναρξη 

της μόλυνσης, οδήγησε το ερευνητικό ενδιαφέρον στην διερεύνηση της 

αποτελεσματικότητας της χορήγησης των πρωτεϊνών στο in vitro σύστημα της 

καλλιέργειας των μακροφάγων, μετά την μόλυνση. Αυτή η προσέγγιση θα μπορούσε να 

ληφθεί ως ένα πρότυπο ιn vitro σύστημα ανοσοθεραπείας, πριν σχεδιαστούν και 

εφαρμοστούν in vivo συστήματα. 

J774A.1 μακροφάγα μολύνθηκαν με προμαστιγωτές μορφές L. donovani στατικής 

φάσης ανάπτυξης, σε αναλογία 1:15, για 4 ώρες. Στη συνέχεια, τα παράσιτα που δεν 

εισήλθαν στο κυτταρόπλασμα των μακροφάγων, απομακρύνθηκαν και τα κύτταρα 

επωάστηκαν με τις ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες LieIF/IFN-γ, για το χρονικό διάστημα 

των 15 ωρών. Ακολούθησε απομάκρυνση των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών και 

προσθήκη φρέσκου θρεπτικού υλικού στα φρεάτια καλλιέργειας των κυττάρων. Η 

επίδραση των LieIF/IFN-γ στην ενδοκυτταρική ανάπτυξη του παρασίτου, 

προσδιορίστηκε σε δύο χρονικά σημεία, στην αρχική φάση που αντιστοιχεί στις 19 ώρες 

μετά την έναρξη της μόλυνσης, και στην προχωρημένη φάση που αντιστοιχεί στις 72 

ώρες μετά την μόλυνση, με την φασματοφωτομετρική μέθοδο Alamar Blue. Η 

ταυτόχρονη επίδραση των πρωτεϊνών LieIF/IFN-γ, μετά την μόλυνση, παρουσίασε 

σημαντική και κλιμακωμένη παρεμπόδιση της ενδοκυτταρικής ανάπτυξης του 

παρασίτου. Πιο συγκεκριμένα, το ποσοστό παρεμπόδισης που σημειώθηκε στην αρχική 

φάση ανέρχεται στο 72% και μεγιστοποιείται (100% παρεμπόδιση) στην προχωρημένη 

φάση της μόλυνσης (Εικ. 4.5).  
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Τα παραπάνω αποτελέσματα δεικνύουν ότι η LieIF είναι ένα σημαντικό μόριο του 

παρασίτου, ικανό να ενισχύσει την αντιλεϊσμανιακή δράση της IFN-γ. Η 

αποτελεσματικότητα αυτής της συνδυαστικής αντιλεϊσμανιακής επίδρασης μετά την 

μόλυνση, ενθαρρύνει την άποψη ότι πρόκειται για ένα ανοσοτροποποιητικό μόριο με 

βάσιμες ενδείξεις θετικής ανοσοθεραπευτικής δράσης.  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.5. Επίδραση της LieIF μετά την έναρξη της μόλυνσης με προμαστιγωτές μορφές L. donovani (post-

treatment), στην ενδοκυτταρική ανάπτυξη του παρασίτου. J774A.1 μακροφάγα επωάστηκαν ταυτόχρονα με τις 

ανασυνδυασμένες LieIF (10 μg/ml) και IFN-γ (1 ng/ml), μετά την μόλυνση με προμαστιγωτές μορφές L. 

donovani. Ο προσδιορισμός της παρεμπόδισης της ενδοκυτταρικής ανάπτυξης του παρασίτου πραγματοποιήθηκε 

στην αρχική φάση της μόλυνσης (19 ώρες) και στην προχωρημένη φάση (72 ώρες), με την χρωματομετρική 

μέθοδο Alamar Blue. Η οπτική πυκνότητα μετρήθηκε στα 570/630nm. 
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4.3.2 Διερεύνηση του επαγόμενου προστατευτικού μηχανισμού των J774A.1 

μακροφάγων από τις ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες L  I /I N-γ. 

4.3.2.1 Επίδραση των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών LieI /I N-γ στην παραγωγή 

μονοξειδίου του αζώτου (NO) από L. donovani - μολυσμένα J774A.1 μακροφάγα.  

Η ταυτόχρονη επίδραση των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών LieIF/IFN-γ, στα J774A.1 

μακροφάγα, τόσο πριν την έναρξη της μόλυνσης με L. donovani προμαστιγωτές μορφές 

στατικής φάσης ανάπτυξης (pre-treatment), όσο και μετά την έναρξη αυτής (post-

treatment), οδηγεί στον περιορισμό της ενδοκυττάριας ανάπτυξης του παρασίτου, 

καταδεικνύοντας έμμεσα την ενεργοποίηση αποτελεσματικών αντι-μικροβιακών 

μηχανισμών και την παραγωγή μορίων με λεϊσμανιοκτόνο δράση. 

Η εξάλειψη των ενδοκυττάριων παθογόνων από τα μακροφάγα, σε in vivo 

συστήματα, διαμεσολαβείται από την παραγωγή του μονοξειδίου του αζώτου (NO). To 

ΝΟ αποτελεί ρυθμιστικό μεσολαβητή της έμφυτης ανοσίας, αλλά παρόλα αυτά, τα 

παράσιτα του γένους Leishmania, έχουν αναπτύξει ευφυείς μηχανισμούς παρεμπόδισης 

της παραγωγής του [170]. 

Στην παρούσα μελέτη, προσδιορίστηκε το παραγόμενο NO στα υπερκείμενα 

καλλιεργειών μολυσμένων J774A.1 μακροφάγων με L. donovani, που είχαν επωαστεί με 

τις ανασυνδυασμένες LieIF/IFN-γ είτε πριν την έναρξη της μόλυνσης, είτε κατόπιν 

αυτής. Ο ποσοτικός προσδιορισμός των παραγόμενων επιπέδων ΝΟ· πραγματοποιήθηκε 

σε δύο χρονικά σημεία (στην αρχική και στην προχωρημένη φάση της μόλυνσης) με την 

φασματοφωτομετρική αντίδραση Griess. Η θετική ομάδα ελέγχου αποτελούνταν από 

J774A.1 κύτταρα τα οποία εκτέθηκαν στην ταυτόχρονη επίδραση του LPS (1 μg/ml) και 

της IFN-γ (1 ng/ml), ενώ η αρνητική ομάδα ελέγχου, αποτελούνταν από κύτταρα που δεν 

επωάστηκαν υπό την επίδραση κάποιου παράγοντα. Τα L. donovani παράσιτα είναι ικανά 

να επάγουν μια μικρή αύξηση της συγκέντρωσης NO· στα υπερκείμενα καλλιεργειών. Ως 

εκ τούτου, όλες οι τιμές που παρουσιάζονται έχουν προκύψει μετά από αφαίρεση της 

παραγωγής NO· που οφείλεται στην επίδραση του παρασίτου στα J774A.1 μακροφάγα. 

Τα αποτελέσματα αποδεικνύουν πως η επίδραση των LieIF/IFN-γ, τόσο πριν την 

έναρξης της μόλυνσης όσο και κατόπιν αυτής, οδηγεί σε σημαντική παραγωγή ΝΟ· από 

τα μακροφάγα.  
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 Αναλυτικότερα, τα επίπεδα του παραγόμενου NO· αυξάνουν με την πάροδο του 

χρόνου αλληλεπίδρασης των κυττάρων με το ενδοκυττάριο παράσιτο. Τα υψηλότερα 

επίπεδα ανιχνεύτηκαν στα υπερκείμενα καλλιεργειών στο χρονικό σημείο των 72 ωρών 

μετά την μόλυνση. Οι τιμές αυτές είναι τα 113 ng/ml για την ομάδα των προ-

επωασμένων μακροφάγων και 157 ng/ml για την ομάδα των μολυσμένων μακροφάγων 

που επωάστηκαν με τις πρωτεΐνες, μετά την μόλυνση (Εικ. 4.6).  

      Χαμηλότερα, αλλά εξίσου σημαντικά, είναι τα επίπεδα ΝΟ· που ανιχνεύτηκαν στην 

αρχική φάση της μόλυνσης. Οι τιμές αυτές είναι 76 και 41 ng/ml, αντίστοιχα. Τα επίπεδα 

ΝΟ· που ανιχνεύτηκαν στην ομάδα των μακροφάγων που επέδρασε αποκλειστικά η IFN-

γ, κυμαίνονται από 0-8 ng/ml, στα επιλεγμένα χρονικά σημεία ελέγχου. 

  

Εικόνα 4.6. Παραγωγή ΝΟ· (ng/ml) από J774A.1 μακροφάγα, που αλληλεπίδρασαν με τον συνδυασμό των 

LieIF/IFN-γ. Τα J774A.1 κύτταρα επωάστηκαν με τις ανασυνδυασμένες LieIF (10 μg/ml) και IFN-γ (1 ng/ml), είτε 

πριν την έναρξη της μόλυνσης με L. donovani προμαστιγωτές μορφές, είτε μετά. Η συγκέντρωση των νιτρωδών στα 

υπερκείμενα καλλιεργειών, προσδιορίστηκε μέσω της αντίδρασης Griess και η απορρόφηση των προϊόντων, 

μετρήθηκε στα 570nm. 
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Είναι επίσης αξιοσημείωτο, πως η επίδραση των LieIF/IFN-γ επάγει την παραγωγή 

ΝΟ· σε ανάλογο ή και μεγαλύτερο βαθμό με τον συνδυασμό των διεγερτικών μορίων 

LPS/IFN-γ. Πρέπει να σημειωθεί πως η υψηλότερη τιμή ΝΟ· (157 ng/ml) σημειώθηκε 72 

ώρες μετά την μόλυνση στα κύτταρα που αλληλεπίδρασαν με τις LieIF/IFN-γ κατόπιν 

της μόλυνσης. Η παραγωγή αυτή είναι σημαντικά μεγαλύτερη (p = 0,023) από την 

αντίστοιχη παραγωγή της θετικής ομάδας ελέγχου (82 ng/ml) (Εικ. 4.6). Επιπλέον, σε 

αυτό το σημείο ελέγχου, η παρεμπόδιση της ενδοκυτταρικής ανάπτυξης του παρασίτου 

βρέθηκε να αγγίζει την τιμή 100% (Εικ. 4.5). 

Συμπερασματικά, ο συνδυασμός των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών LieIF/IFN-γ, 

αποδεικνύεται ισχυρός επαγωγέας παραγωγής μονοξειδίου του αζώτου στα μολυσμένα 

με L. donovani, J774A.1 μακροφάγα, σε σύγκριση με τη μονήρη δράση της IFN-γ που 

αποδεικνύεται ως πιο μετριοπαθής επαγωγέας. Επιπλέον, επιβεβαιώνεται πως ο 

περιορισμός της ενδοκυτταρικής ανάπτυξης του παρασίτου σχετίζεται αναλογικά με την 

παραγωγή ΝΟ. 

 

4.3.2.2 Επίδραση των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών LieI /I N-γ στην παραγωγή ενεργών 

ριζών οξυγόνου (ROS) από L. donovani - μολυσμένα J774A.1 μακροφάγα.  

Η είσοδος των μικροβιακών εισβολέων στα μακροφάγα, επάγει την παραγωγή ROS, 

οι οποίες αποτελούν σημαντικό τμήμα του αμυντικού μηχανισμού του ξενιστή. Η είσοδος 

των παρασίτων του γένους Leishmania στο κυτταρόπλασμα των μακροφάγων, 

συνοδεύεται από την ανάπτυξη μηχανισμών άμυνας έναντι της οξειδωτικής έκρηξης του 

κυττάρου-ξενιστή, όπως η έκφραση αντι-οξειδωτικών ενζύμων και η παρεμπόδιση της 

παραγωγής ROS και NO.  

Στόχος της μελέτης ήταν η διερεύνηση της επίδρασης των ανασυνδυασμένων 

πρωτεϊνών LieIF/IFN-γ στην παραγωγή ROS από τα παρασιτιζόμενα J774A.1 

μακροφάγα. Η διερεύνηση αυτή επιτεύχθηκε με την χρήση του φθορίζοντα ανιχνευτή 

H2DCFDA, με κυτταρομετρία ροής. 

Η θετική ομάδα ελέγχου αποτελούνταν από J774A.1 κύτταρα τα οποία εκτέθηκαν 

στον βακτηριακό λιποπολυσακχαρίτη (1 μg/ml LPS) ή σε υπεροξείδιο του υδρογόνου 

(1mM H2O2). Τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται στην Εικ. 4.7, έχουν προκύψει από 

την αφαίρεση του αυθόρμητου φθορισμού των μη σημασμένων κυττάρων. Η αυθόρμητη 

παραγωγή ROS από τα J774A.1 μακροφάγα, ήταν χαμηλή (Geo Mean = 1,80). Επιπλέον, 
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η μονήρης επίδραση της IFN-γ σε μη μολυσμένα μακροφάγα επέφερε αμελητέα 

παραγωγή ROS καθώς ο γεωμετρικός μέσος κυμάνθηκε από 0,4 έως 5,12, σε όλους τους 

ελέγχους (τα αποτελέσματα δεν παρουσιάζονται). 

Η επίδραση των LieIF/IFN-γ, οδήγησε στην παραγωγή ROS, 72 ώρες μετά την 

μόλυνση, ενώ δεν ανιχνεύτηκε παραγωγή ROS στην αρχική φάση της μόλυνσης. Πιο 

συγκεκριμένα, τα κύτταρα που αλληλεπίδρασαν με τις πρωτεΐνες πριν την έναρξη της 

μόλυνσης παρουσίασαν τριπλάσια παραγωγή ROS (14,58) σε σχέση με την αντίστοιχη 

παραγωγή που προκάλεσε η μονήρης επίδραση της IFN-γ (4,69) (p = 0,021) (Εικ. 4.7) 

Εικόνα 4.7. Παραγωγή ROS από J774A.1 μακροφάγα, που αλληλεπίδρασαν με τον συνδυασμό LieIF/IFN-γ. 

Τα J774A.1 κύτταρα επωάστηκαν με τις ανασυνδυασμένες LieIF (10 μg/ml) και IFN-γ (1 ng/ml), είτε πριν την 

έναρξη της μόλυνσης με L. donovani προμαστιγωτές μορφές, είτε μετά. Η σήμανση των κυττάρων 

πραγματοποιήθηκε με 5 μM του φθορίζοντα ανιχνευτή H2DCFDA και ο φθορισμός των κυττάρων ανιχνέυτηκε με 

FACS. 
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Αντίστοιχα, τα κύτταρα που αλληλεπίδρασαν με τον συνδυασμό LieIF/IFN-γ μετά 

την μόλυνση παρουσίασαν διπλάσια παραγωγή ROS (27,12) σε σχέση με την αντίστοιχη 

παραγωγή που προκάλεσε η μονήρης IFN-γ (12,62) (p = 0,050) (Εικ. 4.7). 

Επιπρόσθετα, είναι αξιοσημείωτο πως στο χρονικό σημείο των 72 ωρών, η παραγωγή 

ROS που οφείλεται στην επίδραση των LieIF/IFN-γ, πριν ή μετά την έναρξη της 

μόλυνσης, είναι όμοια (p > 0,05) με την παραγωγή που παρατηρήθηκε λόγω της 

επίδρασης του ισχυρού διεγέρτη LPS (14,58 έναντι 18,58 και 27,12 έναντι 27,92, 

αντίστοιχα). 

Συνοψίζοντας τα παραπάνω, συμπεραίνεται πως η LieIF ενισχύει ισχυρά την 

αντιλεϊσμανιακή δράση της ανασυνδυασμένης IFN-γ. Η δράση αυτή είναι ανάλογη του 

χρόνου αλληλεπίδρασης των μακροφάγων με το ενδοκυττάριο παράσιτο και 

μεγιστοποιείται στις 72 ώρες μετά την μόλυνση. Επιπλέον, η αντιλεϊσμανιακή δράση των 

LieIF/IFN-γ, διαμεσολαβείται από την παραγωγή των ισχυρών αντιμικροβιακών μορίων 

NO και ROS, η παραγωγή των οποίων είναι επίσης μεγαλύτερη στο χρονικό σημείο των 

72 ωρών μετά την μόλυνση, όπου παρατηρείται και μεγαλύτερη παρεμπόδιση της 

ενδοκυττάριας ανάπτυξης του παρασίτου. 

 

4.3.2.3 Επίδραση των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών LieI /I N-γ στην παραγωγή 

κυτταροκινών και χημειοκινών από L. donovani - μολυσμένα J774A.1 μακροφάγα. 

Οι προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες και οι χημειοκίνες συμμετέχουν τόσο στην έμφυτη 

όσο και στην επίκτητη ανοσία, συμμετέχοντας στην έναρξη και στην διατήρηση των 

ανοσολογικών μηχανισμών που ενεργοποιούνται από τα ενδοκυττάρια παράσιτα [171]. 

Επιπλέον, βιβλιογραφικά δεδομένα καταδεικνύουν πως η χημειοκίνη MIP-1α 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην ανοσία έναντι της πειραματικής σπλαγχνικής 

λεϊσμανίασης [172].  

Στην παρούσα μελέτη, πραγματοποιήθηκε ποσοτικός προσδιορισμός mRNA 

μεταγράφων για την MIP-1α και τον TNF-α, με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

πραγματικού χρόνου (real-time PCR). Ο προσδιορισμός πραγματοποιήθηκε σε J774A.1 

μακροφάγα που επωάστηκαν με τις ανασυνδυασμένες LieIF/IFN-γ πριν ή μετά την 

μόλυνση με L. donovani προμαστιγωτές μορφές στατικής φάσης ανάπτυξης. Για τον 

έλεγχο της έκφρασης των παραπάνω γονιδίων, επιλέχτηκε το χρονικό σημείο των 72 

ωρών μετά την μόλυνση, όπου παρατηρήθηκε και η εντονότερη αντιπαρασιτική δράση με 
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την μεσολάβηση των NO και ROS. Η έκφραση του γονιδίου GAPDH χρησιμοποιήθηκε 

για την εξομάλυνση των αποτελεσμάτων. Τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται 

υπολογίστηκαν με την μέθοδο του ΔΔCt, συγκρίνοντας την σχετική έκφραση κάθε 

δείγματος με την σχετική έκφραση του αντίστοιχου γονιδίου της αρνητικής ομάδας 

ελέγχου ( J774A.1 μακροφάγα σε καλλιεργητικό υλικό).  

Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι στα παρασιτιζόμενα μακροφάγα που είχαν προ-

επωαστεί ταυτόχρονα με τις ανασυνδυασμένες LieIF/IFN-γ (pre-treatment), 

παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης του mRNA της MIP-1α κατά 5 φορές και αύξηση 

της έκφρασης του TNF-α κατά 8,6 φορές, συγκριτικά με τα κύτταρα που επωάστηκαν 

μόνο με την επίδραση της IFN-γ (p = 0,009 και 0,034, αντίστοιχα) (Εικ. 4.8). Αντιθέτως, 

η επίδραση των LieIF/IFN-γ στα ήδη μολυσμένα μακροφάγα (post-treatment), δεν 

οδήγησε σε σημαντική αύξηση της έκφρασης των MIP-1α και TNF-α γονιδίων (Εικ. 4.8). 

Επιπλέον, ελέγχθηκε η μονήρης επίδραση της LieIF στην έκφραση των παραπάνω 

γονιδίων, όπου τα επίπεδα έκφρασής τους ήταν χαμηλά (τα αποτελέσματα δεν 

παρουσιάζονται). 

 

Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε ποσοτικός προσδιορισμός των παραγόμενων MIP-1α 

και TNF-α στα υπερκείμενα των καλλιεργειών των J774A.1 μολυσμένων μακροφάγων, 

Εικόνα 4.8. Σχετική έκφραση των mRNA μεταγράφων των MIP-1α και TNF-α, σε μολυσμένα J774A.1 

μακροφάγα. Τα J774A.1 κύτταρα επωάστηκαν με τις ανασυνδυασμένες LieIF (10 μg/ml) και IFN-γ (1 ng/ml), είτε 

πριν την έναρξη της μόλυνσης με L. donovani προμαστιγωτές, μορφές, είτε μετά. Η ανάλυση της σχετικής 

έκφρασης των γονιδίων MIP-1α και TNF-α, πραγματοποιήθηκε στην προχωρημένη φάση της μόλυνσης (72 ώρες), 

με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου. 
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72 ώρες μετά την μόλυνση. Να σημειωθεί ότι αυτά τα δύο δραστικά μόρια παράγονται 

και αθροίζονται στο υπερκείμενο καλλιεργητικό υλικό χωρίς να αλλοιώνονται ή να 

καταναλώνονται από το κυτταρικό σύστημα των μακροφάγων. Προσδιορίστηκε η 

συγκέντρωση των εκκρινόμενων MIP-1α και TNF-α στα υπερκείμενα καλλιεργειών σε 

όλες τις ομάδες ελέγχου και βρέθηκε ότι δεν υπάρχουν διαφορές μεταξύ των 

πειραματικών ομάδων συγκρινόμενα με την αρνητική ομάδα ελέγχου (τα αποτελέσματα 

δεν παρουσιάζονται).  

Συμπερασματικά, η συνδυαστική αντιλεϊσμανιακή δράση των LieIF/IFN-γ, που 

παρατηρείται σε προεπωασμένα μακροφάγα μετά την μόλυνση, διαμεσολαβείται, εκτός 

από τα αντιμικροβιακά μόρια NO και ROS, και από τα μόρια MIP-1α και TNF-α. 

Αντιθέτως, η αντιλεϊσμανιακή δράση των LieIF/IFN-γ, στα ήδη μολυσμένα μακροφάγα, 

διαμεσολαβείται από τα αντιμικροβιακά μόρια NO και ROS χωρίς να διαφαίνεται η 

συμμετοχή των μορίων MIP-1α και TNF-α. 

Επιπλέον, προκειμένου να διερευνηθεί το προφίλ των ενεργοποιούμενων 

κυτταροκινών που εμπλέκονται στην πόλωση της ανοσολογικής απόκρισης των Τ 

κυττάρων, πραγματοποιήθηκε κυτταροπλασματική εντόπιση των κυτταροκινών IL-12, 

IL-17 και IL-10, με κυτταρομετρία ροής. Τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται 

προέκυψαν κατόπιν αφαίρεσης της αντίστοιχης παραγωγής κυτταροκινών που οφείλεται 

στην αλληλεπίδραση του κυττάρου με το παράσιτο, και ως εκ τούτου αντιστοιχούν στην 

καθαρή επίδραση των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών στην ποσοτικοποίηση των 

παραπάνω κυτταροκινών. Το χρονικό σημείο ελέγχου ήταν οι 72 ώρες μετά την μόλυνση. 

Η συνδυαστική επίδραση των LieIF/IFN-γ πριν την μόλυνση των μακροφάγων καθώς 

και μετά από αυτήν, οδήγησε σε σημαντική παραγωγή των παραπάνω κυτταροκινών, 

συγκριτικά με την μονήρη επίδραση της IFN-γ. Αναλυτικότερα, στα μολυσμένα 

μακροφάγα που επωάστηαν με τις LieIF/IFN-γ πριν την μόλυνση, σημειώθηκε 

σημαντική παραγωγή και για τις τρεις κυτταροκίνες. Τα ποσοστά των μακροφάγων που 

παράγουν τις αντίστοιχες κυτταροκίνες, ανέρχονται σε 5,37% για την IL-12p40, 4,40% 

για την IL-17 και 3,60% για την IL-10 (Εικ. 4.9). Η επίδραση των LieIF/IFN-γ μετά την 

μόλυνση, οδήγησε επίσης σε σημαντική παραγωγή των κυτταροκινών. Τα ποσοστά των 

μακροφάγων που παράγουν τις IL-12p40, IL-17 και IL-10, είναι 20,25%, 19,12% και 

4,68%, αντίστοιχα (Εικ. 4.9). Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός, πως η παραγωγή της 

προστατευτικής IL-12p40 και της IL-17, είναι σημαντικά υψηλότερη (p = 0,046) 

συγκριτικά με την παραγωγή της κατασταλτικής IL-10. 
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4.3.2.4 Συσχέτιση του παραγόμενου TN -α και των ROS, στα μολυσμένα J774A.1 

μακροφάγα. 

Μελέτες αποδεικνύουν την συνεργιστική δράση του ΤNF-α και της IFN-γ, ως προς 

την ενεργοποίηση των μακροφάγων και τον επακόλουθο περιορισμό των ενδοκυττάριων 

παρασίτων (Leishmania, Trypanosoma), μέσω μηχανισμών εξαρτώμενων από μόρια της 

οξειδωτικής έκρηξης των κυττάρων [173]. 

 Προκειμένου να αποσαφηνιστεί η πιθανή αλληλεπίδραση μεταξύ των παραγόμενων 

NO/ROS και του TNF-α, ελέγχθηκε η επίδραση της εξουδετέρωσης του TNF-α, με τη 

βοήθεια ειδικού μονοκλωνικού αντισώματος, στην οξειδωτική έκρηξη των 

παρασιτιζόμενων μακροφάγων, στην προχωρημένη φάση της μόλυνσης. Τα J774A.1 

μακροφάγα επωάστηκαν με τις ανασυνδυασμένες LieIF/IFN-γ πρωτεΐνες, σε συνδυασμό 

με το εξουδετερωτικό μονοκλωνικό αντίσωμα (anti-TNF-α, 4 μg/ml), είτε πριν τη 

μόλυνση με L. donovani προμαστιγωτές μορφές, είτε μετά. Ο προσδιορισμός των ROS 

έγινε με κυτταρομετρία ροής και τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται έχουν προκύψει 

τόσο από την αφαίρεση του αυθόρμητου φθορισμού των μη σημασμένων κυττάρων, όσο 

και της μονήρους επίδρασης της IFN-γ.  

Η εξουδετέρωση του TNF-α, οδήγησε στην σημαντική μείωση των παραγόμενων 

ROS (p = 0,003), στην περίπτωση των προεπωασμένων μακροφάγων (Εικ. 4.10). 

Παρόλα αυτά, η εξουδετέρωση του TNF-α, δεν είχε σημαντική επίδραση στην παραγωγή 

ROS στα μακροφάγα που επωάστηκαν με τις LieIF/IFN-γ, μετά την μόλυνση (p = 0,121) 

(Εικ. 4.10). 

Εικόνα 4.9. Ενδοκυτταρική ανίχνευση IL-12, IL-17 και IL-10 σε μολυσμένα J774A.1 μακροφάγα. Η 

προσθήκη των πρωτεϊνών LieF (10 μg/ml) και IFN-γ (1 ng/ml) στην καλλιέργεια των J774A.1 μακροφάγων, 

πραγματοποιήθηκε είτε πριν την έναρξη της μόλυνσης με προμαστιγωτές μορφές L. donovani (pre-treatment), είτε 

μετά (post-treatment). Η ενδοκυτταρική ανίχνευση των κυτταροκινών πραγματοποιήθηκε με την χρήση 

κατάλληλων μονοκλωνικών αντισωμάτων που έφεραν φθορίζουσες ουσίες, με κυτταρομετρία ροής.  
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Συνοψίζοντας, επιβεβαιώνεται πως η προστετευτική δράση της LieIF στο in vitro 

σύστημα των προεπωαζόμενων μακροφάγων (pre-treatment) διαμεσολαβείται από την 

παραγωγή των NO και ROS μέσω ενός μηχανισμού εξαρτώμενου από τον TNF-α. 

Αντιθέτως, η αντιλεϊσμανιακή της δράση στα ήδη μολυσμένα μακροφάγα (post-

treatment), διαμεσολαβείται από τα αντιμικροβιακά μόρια NO και ROS χωρίς να 

διαφαίνεται η συμμετοχή των μορίων MIP-1α και TNF-α. 

 

4.4 Μελέτη ανοσογονικών ιδιοτήτων της ανασυνδυασμένης LieIF.  

4.4.1 Επίδραση της ανασυνδυασμένης LieIF στην λειτουργική διαφοροποίηση των 

μυελοειδών δενδριτικών κυττάρων. 

Τα δενδριτικά κύτταρα (ΔΚ) αποτελούν μια ετερογενή ομάδα κυττάρων, οι 

υποπληθυσμοί των οποίων επιδεικνύουν τόσο φαινοτυπικές όσο και λειτουργικές 

Εικόνα 4.10. Επίδραση της εξουδετέρωσης του TNF-α στην παραγωγή ROS από παρασιτιζόμενα J774A.1 

μακροφάγα. J774A.1 μακροφάγα επωάστηκαν με τις ανασυνδυασμένες LieIF (10 μg/ml) και IFN-γ (1 ng/ml), 

παρουσία ή απουσία του ειδικού αντι-TNF-α μονοκλωνικού αντισώματος (4 μg/ml), είτε πριν, είτε μετά την έναρξη 

της μόλυνσης με L. donovani προμαστιγωτές μορφές. Η ενδοκυτταρική ανίχνευση των ROS πραγματοποιήθηκε με 

τον φθορίζοντα ανιχνευτή H2DCFDA, στο χρονικό σημείο των 72 ωρών μετά την μόλυνση, με κυτταρομετρία 

ροής. Τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται προέκυψαν από την σχέση: Γεωμετρικός Μέσος = Γεωμετρικός 

Μέσος (J774A.1+LieIF+IFN-γ) – Γεωμετρικός Μέσος (J774A.1+IFN-γ). 
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διαφορές [174]. Τα ΔΚ ποντικού αποτελούνται κυρίως από δύο διακριτούς 

υποπληθυσμούς, τα συμβατικά (ή κλασσικά) μυελοειδή ΔΚ (mDCs) και τα 

πλασματοκυτταροειδή ΔΚ (pDCs) [175]. 

Στην παρούσα μελέτη, εφαρμόστηκε η μεθοδολογία της in vitro παραγωγής 

μυελοειδών ΔΚ από πρόδρομα κύτταρα του μυελού των οστών [163], όπως περιγράφεται 

αναλυτικά στην § 3.2.7. Για τα πειράματα που περιγράφονται παρακάτω, επιλέχτηκαν τα 

μυελοειδή ΔΚ, τα οποία θα αναφέρονται εφεξής ως ΔΚ. 

 

4.4.1.1 Επίδραση της ανασυνδυασμένης LieIF στην ωρίμανση των ΔΚ. 

Τα ΔΚ, ανάλογα με τον βαθμό ωρίμανσής τους, ρυθμίζουν ποικιλοτρόπως τις 

αντιγονο-ειδικές Τ κυτταρικές αποκρίσεις. Πιο συγκεκριμένα, τα χαμηλά επίπεδα 

έκφρασης των συνδιεγερτικών επιφανειακών μορίων, ιδιαιτέρως των CD80 και CD86, 

που χαρακτηρίζουν τα ανώριμα ΔΚ, κατευθύνουν την δράση τους προς την ανάπτυξη 

ανοσολογικής ανοχής [176]. Αντιθέτως, τα ώριμα ΔΚ χαρακτηρίζονται από υψηλά 

επίπεδα έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων και κατευθύνουν με την δράση τους την 

ρύθμιση της κυτταρομεσολαβητικής απόκρισης από τα Τ κύτταρα [177]. 

Στην παρούσα μελέτη, πραγματοποιήθηκε εκτίμηση του επιπέδου ωρίμανσης των ΔΚ 

μετά από ex vivo ευαισθητοποίησή τους με την ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη LieIF. Προς 

αυτή την κατεύθυνση εφαρμόστηκαν τεχνικές χρώσης με φθορίζοντα μονοκλωνικά 

αντισώματα για τον εντοπισμό των δεικτών ενεργοποίησης CD40, CD86 και CD80 

καθώς και για τον εντοπισμό των μορίων MHC τάξης ΙΙ. 

Η διέγερση των ΔΚ με την LieIF (10μg/ml), οδήγησε σε σημαντική αύξηση της 

έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων CD40, CD86 και CD80.  

Αναλυτικότερα, η αύξηση του ποσοστού των ΔΚ που εκφράζουν τον δείκτη CD40 

είναι της τάξης του 35,7% σε σχέση με την αρνητική ομάδα ελέγχου των ΔΚ που 

καλλιεργήθηκαν μόνο με την επίδραση καλλιεργητικού υλικού. Οι αντίστοιχες αυξήσεις 

για τους δείκτες CD86 και CD80 είναι 48,6% και 46,2% (Εικ. 4.11). 
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Αξίζει να αναφερθεί πως η διέγερση με την LieIF, οδήγησε σε παρόμοια αύξηση των 

ποσοστών έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων, με αυτή που παρατηρήθηκε λόγω της 

επίδρασης του ισχυρού διεγέρτη LPS (1 μg/ml) (p > 0,05). Τέλος, τα μόρια MHC τάξης 

II δεν παρουσίασαν σημαντική μεταβολή ανάμεσα στις πειραματικές ομάδες (Εικ. 4.12).  

 

Εικόνα 4.12. In vitro επίδραση της LieIF στην έκφραση των μορίων MHC τάξης ΙΙ, από ΔΚ. Τα ΔΚ 

επωάστηκαν με την ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη LieIF (10 μg/ml) για 24 ώρες. Τα ΔΚ της θετικής ομάδας ελέγχου, 

επωάστηκαν με το LPS (1 μg/ml), ενώ τα ΔΚ της αρνητικής ομάδας ελέγχου, καλλιεργήθηκαν μόνο με την 

επίδραση του καλλιεργητικού υλικού. Η έκφραση των MHC μορίων, ελέγχθηκε με κυτταρομετρία ροής, κατόπιν 

χρήσης ειδικού μονοκλωνικού αντισώματος που έφερε PE. 

Εικόνα 4.11. In vitro επίδραση της LieIF στην ωρίμανση των ΔΚ. Τα ΔΚ επωάστηκαν με την ανασυνδυασμένη 

πρωτεΐνη LieIF (10 μg/ml) για 24 ώρες. Η έκφραση των συνδιεγερτικών μορίων CD40, CD86 και CD80, ελέγχθηκε 

με κυτταρομετρία ροής, κατόπιν χρήσης ειδικών μονοκλωνικών αντισωμάτων που έφεραν φθορίζουσες ουσίες. 
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Συμπερασματικά, τα παραπάνω αποτελέσματα επιβεβαιώνουν πως η 

ανασυνδυασμένη ενδοκυτταρική πρωτεΐνη LieIF, επάγει in vitro την ωρίμανση των 

μυελοειδών ΔΚ που αποδεδειγμένα συμβάλλουν στην ρύθμιση των ανοσολογικών 

αποκρίσεων [178, 179].  

 

4.4.1.2 Επίδραση της ανασυνδυασμένης LieIF στην παραγωγή κυτταροκινών από ΔΚ. 

Τα ευαισθητοποιημένα ΔΚ εκκρίνουν ένα ευρύ φάσμα κυτταροκινών όπως 

ανοσορυθμιστικές ή κυτταροκίνες φλεγμονώδους απόκρισης (π.χ. IL-12, IL-6, IL-1β, IL-

8) καθώς και ανοσοκατασταλτικές (π.χ. IL-10, TGF-β) κυτταροκίνες. Η ισορροπία 

μεταξύ των υποπληθυσμών των ΔΚ που παράγουν διαφορετικές ομάδες κυτταροκινών 

φαίνεται να ρυθμίζεται από ποικίλους περιβαλλοντικούς παράγοντες [179].  

Στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε το προφίλ των εκκρινόμενων κυτταροκινών από 

μυελοειδή ΔΚ, κατόπιν διέγερσης των κυττάρων αυτών με την ανασυνδυασμένη LieIF 

(10 μg/ml). Τα διεγερμένα ΔΚ επωάστηκαν με κατάλληλα μονοκλωνικά αντισώματα για 

την ενδοκυτταρική ανίχνευση των κυτταροκινών IL-12p40, IFN-γ, IL-10, IL-4 καθώς και 

της iNOS, αφού προηγουμένως επωάστηκαν με την μπρεφελδίνη-Α για την 

παρακράτηση των πρωτεϊνών στο ενδοπλασματικό δίκτυο, αναστέλλοντας την μεταφορά 

τους στο σύμπλεγμα Golgi. 

Η διέγερση των ΔΚ με την LieIF, οδήγησε σε εξαπλάσια αύξηση του ποσοστού των 

κυττάρων που παράγουν IL-12p40 (15,08%) συγκριτικά με το ποσοστό της αυθόρμητης 

παραγωγής (2,67%) (p = 0,018) (Εικ. 4.13). 

Τα αποτελέσματα επιπλέον δείχνουν, ότι η αποτελεσματικότητα της διέγερσης των 

ΔΚ με την LieIF στην παραγωγή της IL-12 (IL-12p40), που εμπλέκεται στην επαγωγή 

των προστατευτικών μηχανισμών για την λεϊσμανίαση, είναι ανάλογη της επίδρασης του 

LPS (13,29%) (Εικ. 4.13).  
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Επιπλέον, προσδιορίστηκαν οι κυτταροκίνες IFN-γ, IL-10 και IL-4. Βρέθηκε μια ήπια 

αύξηση του ποσοστού των ΔΚ που παράγουν IL-10 (2,46% έναντι 1,74%) και 

ενεργοποιούν την επαγώγιμη συνθετάση του μονοξειδίου του αζώτου (iNOS) (39,7% 

έναντι 30,6%), σε σύγκριση με την αρνητική ομάδα ελέγχου (Εικ. 4.14). Δεν 

παρατηρήθηκε αύξηση του ποσοστού των κυττάρων που παράγουν τις IFN-γ και IL-4 

(Εικ. 4.14). 

  

Εικόνα 4.13. In vitro επίδραση της LieIF στην παραγωγή IL-12p40, από ΔΚ. Τα ΔΚ επωάστηκαν με την 

ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη LieIF (10 μg/ml) για 24 ώρες. Τα ΔΚ της θετικής ομάδας ελέγχου, επωάστηκαν με το 

LPS (1 μg/ml), ενώ τα ΔΚ της αρνητικής ομάδας ελέγχου, καλλιεργήθηκαν μόνο με την επίδραση του 

καλλιεργητικού υλικού. Η παραγωγή IL-12p40, ελέγχθηκε με κυτταρομετρία ροής, κατόπιν χρήσης ειδικού 

μονοκλωνικού αντισώματος που έφερε PE. 

Εικόνα 4.14. In vitro επίδραση 

της LieIF στην παραγωγή IFN-γ. 

IL-10, IL-4 και iNOS, από ΔΚ. 

Τα ΔΚ επωάστηκαν με την 

ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη LieIF 

(10 μg/ml) για 24 ώρες. Τα ΔΚ της 

θετικής ομάδας ελέγχου, 

επωάστηκαν με το LPS (1 μg/ml), 

ενώ τα ΔΚ της αρνητικής ομάδας 

ελέγχου, καλλιεργήθηκαν μόνο με 

την επίδραση του καλλιεργητικού 

υλικού. Η παραγωγή των 

κυτταροκινών ελέγχθηκε με 

κυτταρομετρία ροής, κατόπιν 

χρήσης ειδικών μονοκλωνικών 

αντισώματων που έφεραν 

φθορίζουσες ουσίες. 
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Συμπερασματικά, τα παραπάνω αποτελέσματα επιβεβαιώνουν πως η πρωτεΐνη LieIF 

προκαλεί τόσο φαινοτυπικές όσο και λειτουργικές μεταβολές στα ΔΚ.  

 

4.4.2 Εκτίμηση της πιθανής συνεργιστικής δράσης της ανασυνδυασμένης LieIF με 

τους υποδοχείς τύπου Toll. 

Η ενεργοποίηση υποδοχέων τύπου Toll (TLRs), επάγει την ωρίμανση των ΔΚ που 

χαρακτηρίζεται από την παραγωγή κυτταροκινών (π.χ. IL-12, IL-6) και την αύξηση της 

έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων [180]. 

Όπως έχει δειχθεί, οι TLRs δρουν συνεργιστικά προκαλώντας την ενεργοποίηση 

διαφορετικών μονοπατιών σηματοδότησης που οδηγούν στην παραγωγή διαφορετικών 

ομάδων κυτταροκινών [143]. 

 Στην παρούσα μελέτη, επιδιώχθηκε να διερευνηθεί η επίδραση της συνδυαστικής 

ενεργοποίησης των υποδοχέων τύπου Toll και της ανασυνδυασμένης LieIF, στην 

φαινοτυπική διαφοροποίηση των ΔΚ. Η επιλογή των TLRs, βασίστηκε σε βιβλιογραφικά 

δεδομένα που αποδεικνύουν την συμμετοχή των TLR3, TLR4 και TLR9, στην επιτυχή 

ενεργοποίηση της επίκτητης ανοσολογικής απόκρισης έναντι του παρασίτου Leishmania 

[158, 181, 182]. 

Τα ΔΚ επωάστηκαν με την ανασυνδυασμένη LieIF (10 μg/ml) και τους προσδέτες 

των TLR3 (polyI:C, 10 μg/ml), TLR4 (LPS, 1 μg/ml) και TLR9 (CpG, 10 μg/ml) σε 

διάφορους συνδυασμούς, για 24 ώρες. Ακολούθησε, αξιολόγηση της έκφρασης των 

συνδιεγερτικών μορίων CD80 και CD86, μετά από σήμανση των κυττάρων με 

κατάλληλα μονοκλωνικά αντισώματα που έφεραν φθορίζουσες ουσίες. 

Η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη LieIF παρουσίασε όμοια επίδραση με τους TLR3, 4 και 

9 διεγέρτες, poly(I:C), LPS και CpG, αντίστοιχα ως προς την έκφραση των CD80 και 

CD86 (p > 0,05) (Εικ. 4.15). Τα ευρήματα αυτά καταδεικνύουν τις ισχυρές 

ανοσοτροποιητικές ιδιότητες της πρωτεΐνης. Η ταυτόχρονη επίδραση της LieIF με την 

ενεργοποίηση καθενός από τους Toll-like υποδοχείς, TLR3 ή TLR4 ή TLR9, οδήγησε σε 

μέτρια αύξηση της έκφρασης των δεικτών CD80 και CD86, συγκριτικά με την μονήρη 

επίδραση της LieIF (p > 0,05) (Εικ. 4.15). Στη συνέχεια, αξιολογήθηκε η ταυτόχρονη 

διέγερση των ΔΚ με την LieIF και την ταυτόχρονη ενεργοποίηση των TLRs, με 

συνδυασμούς ανά δύο ή και των τριών προσδετών. Η περισσότερα υποσχόμενη 

συνεργιστική δράση, παρατηρήθηκε για τον συνδυασμό των TLR3 και TLR4 με την 
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ταυτόχρονη επίδραση της LieIF, καθώς οδήγησε σε ενισχυμένη έκφραση τόσο του δείκτη 

CD80 (68,27 έναντι 45,81) όσο και του CD86 (23,73 έναντι 17,97), συγκριτικά με την 

μονήρη επίδραση της LieIF (p = 0,013 και 0,037, αντίστοιχα) (Εικ. 4.15). Η 

ενεργοποίηση των ΔΚ και με τους τρεις προσδέτες των TLRs σε συνδυασμό με την 

επίδραση της LieIF, οδήγησε επίσης σε αύξηση της έκφρασης των συνδιεγερτικών 

μορίων CD80 και CD86 (p = 0,013 και 0,037, αντίστοιχα), συγκριτικά με την ομάδα 

ελέγχου της μονήρους επίδρασης της LieIF. Παρόλα αυτά, η έκφραση των μορίων 

κυμάνθηκε σε παρόμοια επίπεδα με την αντίστοιχη έκφραση που προκλήθηκε από την 

συνέργεια των TLR3, TLR4 και LieIF (Εικ. 4.15). 

H συνδυαστική ενεργοποίηση των TLRs εκκινεί ταυτόχρονα διακριτά μονοπάτια 

μεταγωγής σήματος (π.χ. MyD88-εξαρτώμενου και μη-εξαρτώμενου μονοπατιού) με 

αποτέλεσμα την ενισχυμένη ενεργοποίηση των ΔΚ [143]. Συμπερασματικά, από τα 

παραπάνω αποτελέσματα διαφαίνεται μια πιθανή συνεργιστική δράση των TLR3, TLR4 

και της LieIF. Παρόλα αυτά, απαιτείται περαιτέρω αξιολόγηση αυτής της δράσης τόσο σε 

επίπεδο ελέγχου της παραγωγής φλεγμονωδών κυτταροκινών και της έκφρασης 

RANTES χημειοκινών, καθώς και σε επίπεδο προσδιορισμού της ικανότητας αυτών των 

«υπερ-ενισχυμένων» ΔΚ, να επάγουν την ενεργοποίηση των CD4
+
 και CD8

+
 Τ 

κυττάρων. 
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Εικόνα 4.15. Επίδραση της συνδυαστικής ενεργοποίησης των TLRs και της ανασυνδυασμένης LieIF, στην 

φαινοτυπική διαφοροποίηση των ΔΚ. Τα ΔΚ επωάστηκαν με την ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη LieIF (10 μg/ml) 

και τους προσδέτες των TLR3 (polyI;C, 10 μg/ml), TLR4 (LPS, 1 μg/ml) και TLR9 (CpG, 10 μg/ml), για 24 ώρες. 

Η έκφραση των συνδιεγερτικών μορίων CD80 και CD86, ελέγχθηκε με κυτταρομετρία ροής, κατόπιν χρήσης 

ειδικών μονοκλωνικών αντισωμάτων που έφεραν φθορίζουσες ουσίες. 
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4.5 Αξιολόγηση της δράσης της ανασυνδυασμένης L  I  ως ανοσοενισχυτικό, σε in 

vivo πειραματικό μοντέλο ποντικού. 

Όπως δείχνουν προηγούμενα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης, η 

ανασυνδυασμένη LieIF έχει άμεση επίδραση στην ρύθμιση της παραγωγής κυτταροκινών 

και στην έκφραση των συνδιεγερτικών μορίων, από τα μυελοειδή δενδριτικά κύτταρα 

ποντικού. Αυτή η ικανότητα της ανασυνδυασμένης LieIF να επάγει in vitro κυτταροκίνες 

και συνδιεγερτικά μόρια στα κύρια αντιπαρουσιαστικά κύτταρα (ΔΚ), είναι αναντίρρητα 

η χαρακτηριστική δράση των ανοσοενισχυτικών. 

Για την περαιτέρω διερεύνηση της ανοσοενισχυτικής δράσης της ανασυνδυασμένης 

LieIF ως ανοσοενισχυτικό, σχεδιάστηκε ένα in vivo σύστημα για τη διαλεύκανση του 

μηχανισμού δράσης της, αναπαράγοντας ένα πειραματικό πρωτόκολλο που 

χρησιμοποιήθηκε με επιτυχία για το ευρέως χρησιμοποιούμενο ανοσοενισχυτικό στον 

άνθρωπο, που συνίσταται από άλατα του αλουμινίου (alum) [167]. Πιο συγκεκριμένα, η 

αξιολόγηση της ανοσοενισχυτικής δράσης της LieIF, βασίστηκε στην ανάλυση των 

κυτταρικών πληθυσμών που προσελκύονται στην περιοχή έγχυσης της LieIF σε 

συνδυασμό με ένα κλασσικό αντιγόνο, την αλβουμίνη του αυγού.  

Συνοπτικά, σε ποντίκια της αιμομικτικής φυλής BALB/c, πραγματοποιήθηκε 

ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση 10 μg της ανασυνδυασμένης LieIF σε συνδυασμό με ίση 

ποσότητα OVA, γαλακτοποιημένων σε αποστειρωμένο ρυθμιστικό διάλυμα PBS. Η 

θετική ομάδα ελέγχου αποτελούνταν από ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε το γνωστό 

ανοσοενισχυτικό alum (10 mg) σε συνδυασμό με την OVA. Η αρνητική ομάδα ελέγχου 

αποτελούνταν από ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε OVA (10 μg/ποντίκι) χωρίς 

ανοσοενισχυτικό ενώ παράλληλα ο αρνητικός μάρτυρας αποτελούνταν από ποντίκια στα 

οποία χορηγήθηκε μόνο αποστειρωμένο ρυθμιστικό διάλυμα PBS. Στα χρονικά σημεία 

των 2, 6 και 24 ωρών μετά την έγχυση, συλλέχθηκαν τα κύτταρα της περιτοναϊκής 

κοιλότητας και προσδιορίστηκαν οι ακόλουθες παράμετροι: η προσέλκυση των κυττάρων 

της έμφυτης ανοσίας που στρατολογήθηκαν στην περιτοναϊκή κοιλότητα της μετά την 

έγχυση, η παραγωγή ουρικού οξέος στο περιτοναϊκό έκπλυμα και η έκφραση των IL-1β 

και NF-κΒ2.  

Η ενδοπεριτοναϊκή έγχυση των OVA-LieIF, οδήγησε σε σημαντική προσέλκυση των 

ουδετερόφιλων (Ly6G
+
CD11b

+
) (p = 0,028) και των μονοκυττάρων (Ly6C

+
CD11b

+
) (p = 

0,012) στην περιτοναϊκή κοιλότητα, συγκριτικά με την αρνητική ομάδα ελέγχου (Εικ. 

4.16). 
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       Από τα παραπάνω δεδομένα, αποδεικνύεται πως η LieIF οδηγεί σε προσέλκυση των 

χαρακτηριστικών κυττάρων της φλεγμονώδους αντίδρασης όπως τα ουδετερόφιλα, τα 

μονοκύτταρα και τα μακροφάγα. Όπως φαίνεται στην Εικ. 4.16, η δράση της είναι 

ηπιότερη από την αντίστοιχη δράση του alum, καθώς δεν παρατηρήθηκε προσέλκυση 

των κυττάρων της έμφυτης ανοσίας στο χρονικό σημείο των 6 ωρών.  

Εικόνα 4.16. Επαγόμενη από την ανασυνδυασμένη L  I , εισροή κυττάρων της έμφυτης ανοσίας στην 

περιτοναϊκή κοιλότητα. Σε ποντίκια της φυλής BALB/c πραγματοποιήθηκε ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση LieIF 

(10 μg) σε συνδυασμό με ίση ποσότητα OVA. Η θετική ομάδα ελέγχου αποτελούνταν από ποντίκια στα οποία 

χορηγήθηκε alum (10 mg) σε συνδυασμό με OVA. Η αρνητική ομάδα ελέγχου αποτελούνταν από ποντίκια στα 

οποία χορηγήθηκε OVA, χωρίς ανοσοενισχυτικό. Ο απόλυτα αρνητικός μάρτυρας αποτελούνταν από ποντίκια στα 

οποία χορηγήθηκε PBS. Στα χρονικά σημεία των 6 και 24 ωρών, συλλέχθηκαν τα κύτταρα της περιτοναϊκής 

κοιλότητας και προσδιορίστηκε το ποσοστό των κυττάρων που επιστρατεύτηκαν, με FACS. 
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     Έχει αποδειχθεί πως η δράση των αλάτων του αλουμινίου εξαρτάται από την 

παραγωγή του ουρικού οξέος, καθώς εξουδετέρωση αυτού δεν οδηγεί στην επιστράτευση 

των μονοκυττάρων. Πιο συγκεκριμένα, το alum προκαλεί ισχυρή εισροή ουδετρόφιλων 

στο σημείο της έγχυσης που συνοδεύεται από την παραγωγή χημειοκινών και 

κυτταροκινών όπως η IL-1β και IL-18, μηχανισμός παρόμοιος με αυτόν του ουρικού 

οξέος [167]. Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός των επιπέδων του ουρικού 

οξέος στην περιτοναϊκή κοιλότητα, στα χρονικά σημεία των 6 και 24 ωρών μετά την 

έγχυση. Ένας πιθανός μηχανισμός προσέλκυσης φλεγμονωδών κυττάρων είναι η τοπική 

ιστική παραγωγή ουρικού οξέος που διαμεσολαβεί ως «σήμα κινδύνου» για την 

ενεργοποίηση της μεταναστευτικής ροής των κυττάρων της έμφυτης ανοσίας, που στην 

συνέχεια θα διαμορφώσει και το προφίλ της ειδικής ανοσίας. Τα αποτελέσματα δείχνουν 

ότι η χορήγηση της LieIF δεν οδήγησε σε αύξηση των επιπέδων του ουρικού οξέος, 

υποδηλώνοντας την επαγωγή ενός διαφορετικού μηχανισμού προσέλκυσης κυττάρων 

στην περιτοναϊκή κοιλότητα, συγκριτικά με το alum (Εικ. 4.17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.17. Προσδιορισμός ουρικού οξέος στην περιτοναϊκή κοιλότητα. Σε ποντίκια της φυλής BALB/c 

πραγματοποιήθηκε ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση LieIF (10 μg) σε συνδυασμό με ίση ποσότητα OVA. Η θετική ομάδα 

ελέγχου αποτελούνταν από ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε alum (10 mg) σε συνδυασμό με OVA. Η αρνητική 

ομάδα ελέγχου αποτελούνταν από ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε OVA χωρίς ανοσοενισχυτικό. Ο απόλυτα 

αρνητικός μάρτυρας αποτελούνταν από ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε PBS. Στα χρονικά σημεία των 6 και 24 

ωρών, πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός του ουρικού οξέος της περιτοναϊκής κοιλότητας. 
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Εικόνα 4.18. Σχετική έκφραση γονιδίων IL-1β και NF-κB2 σε κύτταρα της περιτοναϊκής κοιλότητας. Σε 

ποντίκια της φυλής BALB/c πραγματοποιήθηκε ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση LieIF (10 μg) σε συνδυασμό με ίση 

ποσότητα OVA. Η θετική ομάδα ελέγχου αποτελούνταν από ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε alum (10 mg) σε 

συνδυασμό με OVA. Η αρνητική ομάδα ελέγχου αποτελούνταν από ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε OVA χωρίς 

ανοσοενισχυτικό. Ο απόλυτα αρνητικός μάρτυρας αποτελούνταν από ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε PBS. Στο 

χρονικό σημείο των 2 ωρών μετά την έγχυση, πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός της σχετικής έκφρασης των 

γονιδίων IL-1β και NF-κB2, με PCR πραγματικού χρόνου. 

      Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε έλεγχος των μεταγραφικών στοιχείων IL-1β και NF-

κB2, με PCR πραγματικού χρόνου, στο χρονικό σημείο των 2 ωρών μετά την έγχυση. Η 

παραγωγή IL-1β καταδεικνύει την πιθανή ενεργοποίηση του συμπλόκου υψηλού 

μοριακού βάρους (inflammasome) που ενεργοποιεί φλεγμονώδεις κασπάσες και 

κυτταροκίνες της IL-1 οικογένειας, το οποίο συναντάται στον μηχανισμό δράσης του 

alum [183]. Επιπλέον, η ενεργοποίηση του p52 πυρηνικού μεταγραφικού παράγοντα 

(NF-κB2) σχετίζεται με την αντίσταση έναντι της λεϊσμανίασης, καθώς διαγονιαδιακά 

ποντίκια με ελλειμματικό το γονίδιο του p52 (p52-/-) εμφανίζουν δυσλειτουργία στην 

CD40 - διαμεσολαβούμενη παραγωγή της προστατευτικής IL-12 από μακροφάγα [184]. 

Η εξομάλυνση των αποτελεσμάτων έγινε με την αρνητική ομάδα ελέγχου.  

      Προσδιορίστηκε αύξηση της έκφρασης των γονιδίων που κωδικοποιούν τα μόρια IL-

1β και NF-κB2 κατά 50 φορές στην ομάδα που χορηγήθηκε η OVA σε συνδυασμό με την 

LieIF, συγκριτικά με την ομάδα στην οποία χορηγήθηκε η OVA μόνη της (Εικ. 4.18). 
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       Αυτή η δυναμική ενίσχυση της ειδικής ανοσολογικής απόκρισης στο αντιγόνο OVA 

από την LieIF εδραιώνει την βιολογική δράση της ως ανοσοενισχυτικό σε ένα πρώτο in 

vivo σύστημα.  

 

4.6 Αντιγονική χαρτογράφηση της L  I  και προσδιορισμός των ενεργών 

ανοσογονικών περιοχών της. 

4.6.1 Προσδιορισμός Τ αντιγονικών επιτόπων στην ανασυνδυασμένη LieIF. 

Η δοκιμασία του in vitro πολλαπλασιασμού των λεμφοκυττάρων, χρησιμοποιείται ως 

ένα υποκατάστατο της in vivo αντίδρασης καθυστερημένης υπερευαισθησίας, 

προκειμένου να αξιολογηθεί ο χαρακτήρας της κυτταρομεσολαβούμενης απόκρισης. Τα 

λεμφοκύτταρα υπόκεινται σε κλωνικό πολλαπλασιασμό κατόπιν in vitro 

ευαισθητοποίησής τους από κάποιο αντιγόνο. Στην παρούσα μελέτη, η μέθοδος αυτή 

χρησιμοποιήθηκε προκειμένου να αξιολογηθεί η ύπαρξη πιθανών Τ αντιγονικών 

επιτόπων στην ανασυνδυασμένη LieIF. 

Πιο συγκεκριμένα, ελέγχθηκε η in vitro πολλαπλασιαστική ικανότητα ειδικών Τ 

λεμφοκυττάρων στους σπλήνες μολυσμένων με L. major – BALB/c και C57BL/6 

ποντικών, τόσο έναντι του διαλυτού αντιγόνου του παρασίτου (ΔΑΠ) όσο και έναντι της 

ανασυνδυασμένης LieIF, στο χρονικό σημείο του ενός μήνα μετά την μόλυνση. Τα 

αποτελέσματα παρουσιάζονται ως δείκτης διέγερσης (ΔΔ). ΔΔ μεγαλύτερος του 2, 

υποδηλώνει θετική λεμφοβλαστική απόκριση. 

Παρατηρήθηκε θετική απόκριση έναντι της ανασυνδυασμένης LieIF, τόσο στα 

ευαίσθητα BALB/c ποντίκια (SI = 2,34) που υποκύπτουν στην νόσο γιατί είναι ανίκανα 

να παράγουν μηχανισμούς περιορισμού της εξάπλωσης του παρασίτου, όσο και στα 

ανθεκτικά C57BL/6 (SI = 3,12) που είναι ικανά να επάγουν κυτταρικούς μηχανισμούς 

αναχαίτισης του πολλαπλασιασμού των ενδοκυττάριων αμαστιγωτών μορφών του 

παρασίτου και επούλωσης των ιστικών βλαβών (Εικ. 4.19).  
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Τα παραπάνω αποτελέσματα δεικνύουν την ύπαρξη Τ αντιγονονικών επιτόπων στο 

μόριο της LieIF που αναγνωρίζονται τόσο από τα βοηθητικά CD4
+
 όσο και από τα 

κυτταροτοξικά CD8
+
 κύτταρα των BALB/c ή/και των C57BL/6 ποντικών. 

 

4.6.2 In silico ανάλυση του ευκαρυωτικού παράγοντα έναρξης (L  I ) του παρασίτου 

Leishmania spp. 

Η LeIF αποτελεί μια πρωτεΐνη μεγέθους 403 αμινοξέων, η οποία σύμφωνα με τα 

παραπάνω αποτελέσματα και την διεθνή βιβλιογραφία, παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

ως πιθανό εργαλείο εμβολιασμού ή/και ανοσοθεραπείας στην προσπάθεια ανάπτυξης 

προστατευτικών ή θεραπευτικών παρεμβάσεων έναντι της λεϊσμανίασης, καθώς ρυθμίζει 

την παραγωγή της προστατευτικής IL-12 από μακροφάγα και μονοκύτταρα περιφερικού 

αίματος τόσο ασθενών όσο και υγιών εθελοντών. Επίσης, προηγούμενες μελέτες έδειξαν 

ότι η ικανότητά της αυτή φαίνεται να εντοπίζεται στην αμινοτελική της περιοχή (1-226 

αα) [77, 185]. 

Εικόνα 4.19. Λεμφοβλαστική ικανότητα σπληνοκυττάρων κατόπιν in vitro διέγερσης με την ανασυνδυασμένη 

LieIF. Σπληνοκύτταρα από L. major-μολυσμένα BALB/c και C57BL/6 ποντίκια, διεγέρθηκαν in vitro με την 

ανασυνδυασμένη LieIF (10 μg/ml), για 96 ώρες. Τις τελευταίες 18 ώρες, πραγματοποιήθηκε προσθήκη τριτιωμένης 

θυμιδίνης (2 μCi/ml) και τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως ΔΔ = M.O.cpmδείγματος/M.O.cpmαυθόρμητου 

πολλαπλασιασμού. 
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Στόχος της μελέτης είναι η in silico ανάλυση της πρωτεΐνης προκειμένου να 

προσδιοριστούν τα ελάχιστα αντιγονικά τμήματά της που είναι ικανά να επάγουν την 

διαφοροποίηση και πόλωση ειδικών Τ κυτταρικών αποκρίσεων ικανών να 

εγκαταστήσουν κυτταρικούς μνημονικούς προστατευτικούς μηχανισμούς σε πρωτόκολλα 

εμβολιασμών ή να ενεργοποιήσουν μηχανισμούς εκκαθάρισης του παρασίτου σε 

πρωτόκολλα ανοσοθεραπείας. 

Αρχικά πραγματοποιήθηκε λήψη της πλήρους αλληλουχίας του ευκαρυωτικού 

παράγοντα έναρξης των στελεχών L. infantum (LieIF), L. major (LmeIF) και 

L.braziliensis (LbeIF), από την βάση δεδομένων NCBI/protein 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) (Πίν. 4.1). 

 

      Οι πρωτεΐνες LieIF και LmeIF εμφανίζουν 100% ομολογία μεταξύ τους και 98% 

ομολογία με την LbeIF [185]. Η LieIF εμφανίζει αντικαταστάσεις αμινοξέων στις θέσεις 

2, 4, 6, 7, 125, 149 και 384, συγκριτικά με την LbeIF (Εικ. 4.20). 

  

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
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      Στη συνέχεια, η αλληλουχία αναλύθηκε με το πρόγραμμα Signal IP, ώστε να 

διερευνηθεί η υποκυτταρική τοποθέτηση του πρωτεϊνικού μορίου και διαπιστώθηκε πως 

η LieIF δεν διαθέτει πεπτίδιο οδηγό και επομένως δεν χαρακτηρίζεται ως εκκρινόμενη.  

Προκειμένου να επιτευχθεί ο σχεδιασμός των επιτόπων που πιθανά αναγνωρίζονται 

από μόρια του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας τάξης Ι και ΙΙ (MHC I και 

MHC II), πραγματοποιήθηκε χαρτογράφηση της LieIF με αλγόριθμους πρόβλεψης 

αντιγονικότητας. Το ερευνητικό ενδιαφέρον επικεντρώθηκε σε τρεις φυλές ποντικών, στα 

BALB/c (γενετικά ευαίσθητη φυλή ως πειραματικό μοντέλο λεϊσμανίασης τρωκτικών) 

και στα C57BL/6 και CBA ποντίκια (γενετικά ανθεκτικές φυλές ως πειραματικό μοντέλο 

λεϊσμανίασης), τα MHC αλληλόμορφα των οποίων παρουσιάζονται στον παρακάτω 

πίνακα (Πίν.4.2).  

Εικόνα 4.20. Σύγκριση των αμινοξικών αλληλουχιών των πρωτεϊνών LieIF, LbeIF και LmeIF. Τα αμινοξέα 

που αναγράφονται με μπλε, αποτελούν τις θέσεις αντικατάστασης μεταξύ LieIF και LbeIF. 
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Για τον προσδιορισμό Τ-κυτταρικών επιτόπων, οι οποίοι αναγνωρίζονται από τα 

MHC μόρια τάξης ΙΙ του ποντικού επιλέχθηκαν οι αλγόριθμοι NetMHCII 2.2 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII) και SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de). 

Η συμπληρωματικότητα των Τ-κυτταρικών επιτόπων ελέγχθηκε έναντι 4 αλληλομόρφων 

των MHC μορίων τάξης ΙΙ (Η2-IA
d
, H2-IA

b
, H2-A

k
, H2-IE

k
). Από τον έλεγχο προέκυψαν 

61 15-μερή πεπτίδια. Από αυτά, το 44,26% (27 πεπτίδια) υπεδείχθη από τον αλγόριθμο 

NetMHCII και το 63,93% (39 πεπτίδια) από τον αλγόριθμο SYFPEITHI (Πίν. 4.3). Το 

όριο του βαθμού αντιγονικότητας (cut-off score) ορίστηκε ≥ 20 για τον αλγόριθμο 

SYFPEITHI και < 500 για τον αλγόριθμο NetMHCII. 

  

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII
http://www.syfpeithi.de/


                                                                                                                                               4. Αποτελέσματα 

 

 149 

 



                                                                                                                                               4. Αποτελέσματα 

 

 150 

Αντίστοιχα, για τον προσδιορισμό Τ-κυτταρικών επιτόπων που αναγνωρίζονται από 

τα MHC μόρια τάξης Ι του ποντικού επιλέχθηκαν οι αλγόριθμοι NetMHC 3.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC-3.0/) και SYFPEITHI     

(http://www.syfpeithi.de). Η συμπληρωματικότητα των Τ-κυτταρικών επιτόπων 

ελέγχθηκε έναντι 6 υπερτύπων των MHC μορίων τάξης Ι του ποντικού (Η2-Κ
d
, H2-K

b
, 

H2-L
d
, H2-D

b
, H2-D

d
, H2-K

k
). Από τον έλεγχο προέκυψαν 41 9-μερή πεπτίδια. Από 

αυτά, το 58,54% (24 πεπτίδια) υπεδείχθη από τον αλγόριθμο NetMHC και το 41,46% (17 

πεπτίδια) από τον αλγόριθμο SYFPEITHI (Πίν. 4.4). Το όριο του βαθμού 

αντιγονικότητας (cut-off score) ορίστηκε ≥ 20 για τον αλγόριθμο SYFPEITHI και < 500 

για τον αλγόριθμο NetMHC. 

 

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC-3.0/


                                                                                                                                               4. Αποτελέσματα 

 

 151 

Τα προβλεπόμενα 9-μερή πεπτίδια επέδειξαν δυνατότητα σύνδεσης με τα μόρια H2-

L
d
, H2-K

d
, H2-K

k
, H2-D

b
 και H2-K

b
, ενώ τα 15-μερή πεπτίδια επέδειξαν δυνατότητα 

σύνδεσης με τα μόρια H2-IA
d
, H2-IA

k
, H2- IE

k
 και Η2-IA

b
. Από το σύνολο των 

προβλεπόμενων επιτόπων, ελάχιστοι από αυτούς προβλέφθηκαν από το σύνολο των 

χρησιμοποιούμενων αλγορίθμων, με δυνατότητα πρόσδεσης σε περισσότερα του ενός 

αλληλόμορφα (Εικ. 4.21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.21. Σχηματική απεικόνιση των 15-μερών και 9-μερών πεπτιδίων της LieIF.  
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Από το σύνολο των 15-μερών και 9-μερών πεπτιδίων της LieIF που υπεδείχθησαν 

από τους αλγορίθμους, επιλέχθηκαν, τελικά, πέντε πολυπεπτίδια μεγέθους 16 - 18 

αμινοξέων που ικανοποιούσαν τα παρακάτω κριτήρια: ανήκαν στην αμινοτελική περιοχή 

της πρωτεΐνης (1-226 αα), καθώς βιβλιογραφικά δεδομένα [185] υποστηρίζουν πως το 

τμήμα της πρωτεΐνης στο οποίο εντοπίζονται οι περιοχές που επάγουν την παραγωγή 

IL12/IFN-γ βρίσκονται στο τμήμα αυτό, παρουσίαζαν υψηλά σκορ πρόσδεσης στους 

αλγόριθμους πρόσδεσης και περιείχαν τόσο 9-μερείς όσο και 15-μερείς επιτόπους (Πίν. 

4.5). 

 

 

4.6.3 Μελέτη ανοσογονικών ιδιοτήτων των συνθετικών πεπτιδίων της LieIF.  

Πραγματοποιήθηκε εκτίμηση της ικανότητας των συνθετικών πεπτιδίων της LieIF, 

μεγέθους 16 - 18 αα, να επάγουν την φαινοτυπική και λειτουργική διαφοροποίηση των 

ΔΚ. Για την επίτευξη αυτού του σκοπού, ελέγχθηκε η ωρίμανση των κυττάρων και η 

παραγωγή κυτταροκινών ικανών να επάγουν την πόλωση της προστατευτικής Th1 

απόκρισης, μέσω κυτταρομετρίας ροής.  

Τα πεπτίδια που προέκυψαν από την in silico ανάλυση της LieIF, επωάστηκαν με τα 

ΔΚ, σε συγκέντρωση 10 μg/ml. Κατόπιν 24ώρης επώασης, τα ΔΚ σημάνθηκαν με ειδικά 

φθορίζοντα μονοκλωνικά αντισώματα έναντι των συνδιεγερτικών μορίων και των μορίων 

MHC τάξης II. 
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Τα συνθετικά πεπτίδια, στην πλειοψηφία τους, επάγουν μια μέτρια αύξηση της 

έκφρασης του δείκτη CD80. Αξιοσημείωτη εξαίρεση αποτελεί το πεπτίδιο 52-68, η 

επίδραση του οποίου οδήγησε σε σημαντική αύξηση του αριθμού των μυελοειδών ΔΚ 

που εκφράζουν τον επιφανειακό CD80 (Εικ. 4.22). Μελέτες σε πειραματικό μοντέλο 

αλλεργικής εγκεφαλομυελίτιδας, αναφέρουν πως η εξουδετέρωση του CD80, με το 

κατάλληλο αντίσωμα, επάγει την ανάπτυξη Th2 ανοσοαπόκρισης ενώ η αντίστοιχη 

εξουδετέρωση του CD86, επάγει Th1 ανοσοαπόκριση [186]. 

Στη συνέχεια, προσδιορίστηκε η επίδραση των συνθετικών πεπτιδίων στην παραγωγή 

κυτταροκινών. Πραγματοποιήθηκε η κυτταροπλασματική εντόπιση κυτταροκινών, το 

προφίλ των οποίων είναι «η υπογραφή» της λειτουργικής πόλωσης των ειδικών Τ-

κυττάρων που ενορχηστρώνουν είτε την προστατευτική απόκριση τύπου Th1 (IL-12, 

IFN-γ), είτε την απόκριση τύπου Th2 (IL-4, IL-10) που ευθύνεται για την επιδείνωση της 

νόσου. 

 

Εικόνα 4.22. In vitro επίδραση των συνθετικών πεπτιδίων της LieIF στην ωρίμανση των ΔΚ. Τα ΔΚ 

επωάστηκαν με τα συνθετικά πεπτίδια της πρωτεΐνης LieIF (10 μg/ml) για 24 ώρες. Η έκφραση των συνδιεγερτικών 

μορίων CD40, CD86 και CD80, καθώς και των μορίων MHC τάξης II, ελέγχθηκε με κυτταρομετρία ροής, κατόπιν 

χρήσης ειδικών μονοκλωνικών αντισωμάτων που έφεραν φθορίζουσες ουσίες. Τα ΔΚ της ομάδας ελέγχου 

επωάστηκαν μόνο με την επίδραση του καλλιεργητικού υλικού. 
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Παρατηρήθηκε πως η πλειοψηφία των συνθετικών πεπτιδίων (4 από το σύνολο των 5 

πεπτιδίων), δεν επάγουν σημαντική παραγωγή της βιοενεργής IL-12, γεγονός 

αναμενόμενο δεδομένου πως η επίδραση των πεπτιδίων αυτών δεν οδήγησε σε ωρίμανση 

των κυττάρων. Όμως, η επίδραση του πεπτιδίου 52-68, είχε ως αποτέλεσμα, την 

σημαντική αύξηση της παραγωγής IFN-γ από τα ΔΚ (p = 0,037) (Εικ. 4.23). Επιπλέον, 

παρατηρήθηκε πως τα ανώριμα ΔΚ παρήγαγαν χαμηλά αλλά ανιχνεύσιμα επίπεδα της 

κατασταλτικής IL-10, δεδομένα που συμφωνούν με την διεθνή βιβλιογραφία [187]. Το 

ενδιαφέρον επικεντρώθηκε στο πεπτίδιο 52-68, η επίδραση του οποίου οδήγησε και σε 

σημαντική παραγωγή της IL-10. Η αύξηση αυτή, μπορεί εν μέρει να αποδοθεί στην 

αυτοκρινή δράση της αυθόρμητης παραγωγής της κυτταροκίνης (Εικ. 4.23).  

 

 

 

 

 

 

Το πεπτίδιο 52-68, για το οποίο υπήρξαν ενδείξεις λειτουργικής διαφοροποίησης των 

ΔΚ, ελέγχθηκε περαιτέρω. Πιο συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός των 

mRNA μεταγράφων για τις κυτταροκίνες IL-12p40, IFN-γ, IL-4 και TNF-α, στα χρονικά 

σημεία των 2, 6 και 12 ωρών επώασης. Ως γονίδιο αναφοράς χρησιμοποιήθηκε το γονίδιο 

Εικόνα 4.23. In vitro επίδραση των συνθετικών πεπτιδίων της LieIF στην παραγωγή κυτταροκινών από ΔΚ. 

Τα ΔΚ επωάστηκαν με τα συνθετικά πεπτίδια της πρωτεΐνης LieIF (10 μg/ml) για 24 ώρες. Η παραγωγή 

κυτταροκινών, ελέγχθηκε με κυτταρομετρία ροής, κατόπιν χρήσης ειδικών μονοκλωνικών αντισωμάτων που 

έφεραν φθορίζουσες ουσίες. Τα ΔΚ της θετικής ομάδας ελέγχου επωάστηκαν με LPS (1 μg/ml), ενώ τα ΔΚ της 

αρνητικής ομάδας ελέγχου καλλιεργήθηκαν μόνο με την επίδραση του καλλιεργητικού υλικού. 
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της β-ακτίνης και η εξαγωγή ποσοτικών συμπερασμάτων έγινε με τη βοήθεια του 

προγράμματος Image Quant IQ 5.2.  

Παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης του TNF-α, στα χρονικά σημεία των 2 και 6 

ωρών (p = 0,011 και 0,035, αντίστοιχα) (Εικ. 4.24). Αντιθέτως, προσδιορίστηκε έκφραση 

του γονιδίου της IL-12p40, χωρίς ωστόσο να παρατηρηθεί σημαντική αύξηση σε 

σύγκριση με την αρνητική ομάδα ελέγχου. Στα παραπάνω χρονικά διαστήματα, δεν 

προσδιορίστηκαν mRNA μετάγραφα για τις IL-4 και IFN-γ (τα αποτελέσματα δεν 

παρουσιάζονται). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Συνοψίζοντας, τα συνθετικά πεπτίδια που ανήκουν στην αμινοτελική περιοχή (1-226) 

της LieIF, μεγέθους 16-18 αα, δεν αποτελούν ισχυρούς διεγέρτες των μυελοειδών ΔΚ. 

Ωστόσο, το πεπτίδιο 52-68, επάγει μια μέτρια ωρίμανση των ΔΚ, χωρίς ωστόσο την 

επακόλουθη ισχυρή παραγωγή της προστατευτικής IL-12 κυτταροκίνης. Η επίδραση 

Εικόνα 4.24. In vitro επίδραση του συνθετικού πεπτιδίου 52-68 στην παραγωγή TNF-α από ΔΚ. Τα ΔΚ 

επωάστηκαν με το συνθετικό πεπτίδιο 52-68 (10 μg/ml) για 2, 6 και 12 ώρες. Ο προσδιορισμός mRNA μεταγράφων 

για τον TNF-α, πραγματοποιήθηκε με συμβατική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) και ως γονίδιο 

αναφοράς χρησιμοποιήθηκε το γονίδιο της β-ακτίνης. (A) Αντιπροσωπευτική εικόνα της PCR για τον TNF-α. Ο 

δείκτης πρωτεϊνών γνωστού μοριακού βάρους αναγράφεται στα αριστερά. (Β) Σχετική μεταγραφή γονιδίου TNF-α. 

Η εξαγωγή ποσοτικών συμπερασμάτων έγινε με τη βοήθεια του προγράμματος Image Quant IQ 5.2. 

. 
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αυτή, έχει επίσης ως αποτέλεσμα την παραγωγή TNF-α και IFN-γ αλλά και της 

κατασταλτικής IL-10 (Εικ. 4.23, 4.24). 

Σε παράλληλα πειράματα, εξετάστηκε η ανάπτυξη ειδικού λεμφοκυτταρικού 

πολλαπλασιασμού στους σπλήνες L. major - μολυσμένων ποντικών, έναντι των 

συνθετικών πεπτιδίων, σε εύρος συγκεντρώσεων 1-20 μg/ml. Δεν βρέθηκε θετική 

λεμφοβλαστική απόκριση για κανένα πεπτίδιο και για καμία από τις συγκεντρώσεις που 

δοκιμάσθηκαν (τα αποτελέσματα δεν παρουσιάζονται).  

 

4.6.4 Μελέτη ανοσοτροποποιητικών ιδιοτήτων των πρωτεϊνικών τμημάτων της 

LieIF. 

4.6.4.1 Αξιολόγηση της επίδρασης των πρωτεϊνικών τμημάτων στην λειτουργική 

διαφοροποίηση των μυελοειδών ΔΚ. 

Η σύνθεση πεπτιδίων μεγέθους 16-18 αα, της αμινοτελικής περιοχής της 

ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης LieIF, που προέκυψαν από την in silico ανάλυση, δεν 

οδήγησε στην πρόκριση ενός ισχυρού ανοσορυθμιστικού πεπτιδίου, ικανού να επάγει 

ισχυρή λειτουργική διαφοροποίηση των ΔΚ που προήλθαν από αρχέγονα αιμοποιητικά 

κύτταρα του μυελού των οστών ποντικού.  

Η LeIF αρχικά είχε χαρακτηριστεί ως κυτταροπλασματική πρωτεΐνη του παρασίτου, 

ικανή να επάγει την παραγωγή των προστατευτικών κυτταροκινών IL-12 και IFN-γ, σε 

ανθρώπινα μονοκύτταρα περιφερικού αίματος υγιών εθελοντών [73]. Επιπλέον, στην 

παρούσα μελέτη αποδείχθηκε πως η ανασυνδυασμένη LeIF του στελέχους L. infantum, 

επάγει την λειτουργική διαφοροποίηση των κύριων αντιγονοποαρουσιαστικών κυττάρων 

(ΔΚ) και παρουσιάζει αντιλεϊσμανιακή δράση σε in vitro μοντέλο μολυσμένων 

μακροφάγων [169]. Συνεπώς, προκειμένου να προσδιοριστούν πιθανές ανοσογονικές 

περιοχές που θα μπορούσαν περαιτέρω να χρησιμοποιηθούν σε πρωτόκολλα 

προφυλακτικού εμβολιασμού ή ανοσοθεραπείας έναντι της νόσου, πραγματοποιήθηκε 

χαρτογράφηση της LieIF και κατασκευή αλληλοεπικαλυπτόμενων πρωτεϊνικών 

τμημάτων.  

Οι ανασυνδυασμένοι κλώνοι σχεδιάστηκαν για να κωδικοποιούν τα τμήματα 1-226 

(αμινοτελική περιοχή), 196-403 (καρβοξυτελική περιοχή), 1-195, 129-226, 129-261, 1-
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238 (D1(+25)), 25-238 (D1) και 239-403 (D2) (Εικ. 4.25). Η πιθανή ποσότητα 

υπολειπόμενης ενδοτοξίνης ελέγχθηκε με δοκιμασία LAL.  

 

Τα πρωτεϊνικά τμήματα (10 μg/ml) επωάστηκαν με τα μυελοειδή ΔΚ για 24 ώρες και 

στην συνέχεια αξιολογήθηκαν για την ικανότητά τους να επάγουν την λειτουργική 

διαφοροποίηση των κυττάρων. Από τον έλεγχο αυτό, αρχικά, προέκυψε πως τα τμήματα 

αυτά επάγουν την ωρίμανση των ΔΚ. Πιο συγκεκριμένα, τα τμήματα 196-403 και 25-

238, επάγουν την αύξηση της έκφρασης και των τριών συνδιεγερτικών μορίων CD40, 

CD86 και CD80, συγκριτικά με την αρνητική ομάδα ελέγχου (Εικ. 4.26). Τα τμήματα 1-

226, 1-195 1-238 και 239-403, προκαλούν την έκφραση δύο συνδιεγερτικών μορίων, των 

CD40 και CD80, και τέλος, τα τμήματα της κεντρικής περιοχής, 129-226 και 129-261, 

προκαλούν την αύξηση της έκφρασης του δείκτη CD40. Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε 

έλεγχος της έκφρασης των μορίων MHC τάξης II, όπου σημειώθηκαν υψηλά ποσοστά 

έκφρασης (60 - 70%), χωρίς ωστόσο να υπάρχουν διαφορές μεταξύ των πρωτεϊνικών 

τμημάτων που δοκιμάστηκαν (τα αποτελέσματα δεν παρουσιάζονται). 

Εικόνα 4.25. Ανασυνδυασμένα αλληλοεπικαλυπτόμενα πολυπεπτίδια της L  I . Οι ανασυνδυασμένοι κλώνοι 

που κωδικοποιούν τα τμήματα 1-226 (αμινοτελική περιοχή), 196-403 (καρβοξυτελική περιοχή), 1-195, 129-226, 

και 129-261, σχεδιάστηκαν με βάση την πρωτοταγή δομή της πρωτεΐνης LieIF. Οι ανασυνδυασμένοι κλώνοι 1-238 

(D1+(25)), 25-238 (D1) και 239-403 (D2), σχεδιάστηκαν με βάση γνωστά τρισδιάστατα μοντέλα κρυσταλλικών 

δομών άλλων DEAD box πρωτεϊνών. Η πιθανή ποσότητα υπολειπόμενης ενδοτοξίνης, ελέγχθηκε με δοκιμασία 

LAL. 
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Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε η αξιολόγηση των παραγόμενων κυτταροκινών μέσω 

της ενδοκυττάριας ανίχνευσής τους, με την χρήση ειδικών μονοκλωνικών αντισωμάτων. 

Σημειώθηκε σημαντική παραγωγή της προστατευτικής IL-12 κυτταροκίνης, γεγονός που 

συνάδει με την επίτευξη της ωρίμανσης των ΔΚ. Πιο συγκεκριμένα, η επίδραση των 

τμημάτων 196-403 και 25-238 που είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση και των τριών 

επιφανειακών δεικτών, οδήγησε σε σημαντική αύξηση της παραγωγής IL-12p40 (8,42% 

και 10,37% αντίστοιχα, έναντι 2,67% της αρνητικής ομάδας ελέγχου). Τα υπόλοιπα 

τμήματα, που προκάλεσαν την αύξηση δύο ή λιγότερων επιφανειακών μορίων, οδήγησαν 

επίσης σε σημαντική παραγωγή της IL-12, με μοναδική εξαίρεση το τμήμα 129-226 (Εικ. 

4.27). 

  

Εικόνα 4.26. In vitro επίδραση των πρωτεϊνικών τμημάτων της LieIF στην ωρίμανση των ΔΚ. Τα ΔΚ 

επωάστηκαν με τα αλληλοεπικαλυπτόμενα τμήματα της πρωτεΐνης LieIF (10 μg/ml) για 24 ώρες. Η έκφραση των 

συνδιεγερτικών μορίων CD40, CD86 και CD80, ελέγχθηκε με κυτταρομετρία ροής, κατόπιν χρήσης ειδικών 

μονοκλωνικών αντισωμάτων που έφεραν φθορίζουσες ουσίες. Τα ΔΚ της αρνητικής ομάδας ελέγχου επωάστηκαν 

μόνο με την επίδραση του καλλιεργητικού υλικού, ενώ τα ΔΚ της θετικής ομάδας ελέγχου επωάστηκαν με το LPS 

(1 μg/ml). 
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      Παράλληλα, ανιχνεύτηκε σε μικρότερα ποσοστά η κατασταλτική IL-10 κυτταροκίνη, 

σε όλες τις ομάδες, που φαίνεται όμως πως δεν ήταν αρκετή για να παρεμποδίσει την 

παραγωγή της IL-12. Εξαίρεση αποτελεί το τμήμα 1-195, η επίδραση του οποίου 

οδήγησε σε σημαντική αύξηση της παραγωγής της IL-10 (5,35% έναντι 2% της 

αρνητικής ομάδας ελέγχου) (Εικ. 4.27). Επιπλέον, ελέγχθηκαν τα ποσοστά έκφρασης των 

IL-4, IFN-γ και iNOS, για τα οποία δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές σε σχέση 

με τα μη ευαισθητοποιημένα ΔΚ (Εικ. 4.28). 

Εικόνα 4.27. In vitro επίδραση της πρωτεϊνικών τμημάτων της LieIF στην παραγωγή IL-12p40 και IL-10 από 

ΔΚ. Τα ΔΚ επωάστηκαν με τα αλληλοεπικαλυπτόμενα τμήματα της πρωτεΐνης LieIF (10 μg/ml) για 24 ώρες. Τα ΔΚ 

της θετικής ομάδας ελέγχου, επωάστηκαν με το LPS (1 μg/ml), ενώ τα ΔΚ της αρνητικής ομάδας ελέγχου, 

καλλιεργήθηκαν μόνο με την επίδραση του καλλιεργητικού υλικού. Η παραγωγή των κυτταροκινών ελέγχθηκε με 

κυτταρομετρία ροής, κατόπιν χρήσης ειδικών μονοκλωνικών αντισώματων που έφεραν φθορίζουσες ουσίες. 
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Συμπερασματικά, τα ανασυνδυασμένα αλληλοεπικαλυπτόμενα πολυεπιτοπικά 

τμήματα που καλύπτουν στο σύνολό τους ολόκληρη την αλληλουχία της 

ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης LieIF, επάγουν την ωρίμανση των μυελοειδών ΔΚ και την 

παραγωγή της βιοενεργής IL-12. Η αμινοτελική περιοχή 1-226 της LieIF, επιβεβαιώνεται 

ως ανοσορυμθιστική, και τα τμήματα της κεντρικής περιοχής 129-226 και 129-261, 

επιβεβαιώνονται ως ανάξια ερευνητικού ενδιαφέροντος. Τα δεδομένα αυτά, έρχονται σε 

συνέργεια με ερευνητική μελέτη της επίδρασης πολυεπιτοπικών τμημάτων της LieIF 

στην παραγωγή IL-12p70 από μονοκύτταρα υγιών εθελοντών [72]. Σύμφωνα με την 

μελέτη αυτή, τα τμήματα 1-226, 1-195 και 196-403, αντίθετα με τα τμήματα 129-226 και 

129-261, προκαλούν την παραγωγή IL-12p70 σε ενεργοποιημένα με IFN-γ ανθρώπινα 

μονοκύτταρα. Για πρώτη φορά όμως καταδεικνύεται από την παρούσα μελέτη ότι και η 

καρβοξυτελική περιοχή 196-403 της LieIF, επάγει φαινοτυπικές και λειτουργικές 

μεταβολές σε μυελοειδή ΔΚ. Aντίθετα με τα βιβλιογραφικά δεδομένα που έχουν 

προκύψει από την μελέτη των LbeIF και LmeIF, η LieIF δεν διαθέτει πόλωση, διότι τόσο 

η αμινοτελική όσο και η καρβοξυτελική περιοχή επάγουν την σημαντική παραγωγή IL-

12 από ΔΚ προερχόμενα από ποντίκι και την ωρίμανσή τους [77, 185]. Τα αποτελέσματα 

επιβεβαιώνονται και από την περιοχή 239-403 (D2) που ανήκει στην καρβοξυτελική 

περιοχή της LieIF. Αυτά τα αντικρουόμενα αποτελέσματα μπορούν να αποδοθούν σε 

διαφορές αμινοξέων στην καρβοξυτελική περιοχή των πρωτεΐνών LieIF και LbeIF στη 

θέση 384 (αλανίνη έναντι γλυκίνης). Τα αποτελέσματα αυτά προτείνουν την αξιοποίηση 

της καρβοξυτελικής περιοχής της πρωτεΐνης, σαν ένα υποσχόμενο μόριο για περαιτέρω 

μελέτες ανάπτυξης είτε προστατευτικού εμβολίου είτε ανοσοθεραπείας.  

 

 

 

Εικόνα 4.28. In vitro επίδραση των πρωτεϊνικών τμημάτων της LieIF στην παραγωγή IL-4, IFN-γ και iNOS, 

από ΔΚ. Τα ΔΚ επωάστηκαν με τα αλληλοεπικαλυπτόμενα τμήματα της πρωτεΐνης LieIF (10 μg/ml) για 24 ώρες. 

Τα ΔΚ της θετικής ομάδας ελέγχου, επωάστηκαν με το LPS (1 μg/ml), ενώ τα ΔΚ της αρνητικής ομάδας ελέγχου, 

καλλιεργήθηκαν μόνο με την επίδραση του καλλιεργητικού υλικού. Η παραγωγή των κυτταροκινών ελέγχθηκε με 

κυτταρομετρία ροής, κατόπιν χρήσης ειδικών μονοκλωνικών αντισώματων που έφεραν φθορίζουσες ουσίες. 
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4.6.4.2 Αξιολόγηση της in vitro αντιλεϊσμανιακής δράσης των ανασυνδυασμένων 

πολυεπιτοπικών πρωτεϊνικών τμημάτων της LieI . 

Το ερευνητικό ενδιαφέρον, επικεντρώθηκε στην διερεύνηση της πιθανής 

αντιλεϊσμανιακής δράσης των τμημάτων 1-226 (αμινοτελική περιοχή) και 196-403 

(καρβοξυτελική περιοχή). Αρχικά, πραγματοποιήθηκε εκτίμηση της κυτταρικής 

βιωσιμότητας J774A.1 κυττάρων που διεγέρθηκαν με τα ανασυνδυασμένα πολυεπιτοπικά 

τμήματα. Στη συνέχεια, μελετήθηκε η επίδραση αυτών των ανασυνδυασμένων τμημάτων 

στην ενδοκυτταρική ανάπτυξη του στελέχους L. donovani σε J774A.1 μακροφάγα. Τα 

κύτταρα διεγέρθηκαν ταυτόχρονα με τα τμήματα 1-226 ή 196-403, παρουσία της 

ανασυνδυασμένης IFN-γ, για 15 ώρες. Ακολούθησε απομάκρυνση των υπερκειμένων που 

περιείχαν τα πρωτεϊνικά τμήματα και την IFN-γ και ακολούθησε μόλυνση με 

προμαστιγωτές μορφές L. donovani στατικής φάσης ανάπτυξης, όπως περιγράφεται 

λεπτομερέστερα στην § 3.2.16. Η επίδραση των πρωτεϊνικών τμημάτων στην 

ενδοκυτταρική ανάπτυξη του παρασίτου, προσδιορίστηκε σε δύο χρονικά σημεία, στην 

αρχική και στην προχωρημένη φάση της μόλυνσης. 

Η επίδραση του τμήματος 1-226, είτε πριν την μόλυνση είτε μετά, οδήγησε στην 

παρεμπόδιση της ανάπτυξης του παρασίτου, συγκριτικά με την μονήρη επίδραση της 

IFN-γ. Η παρεμπόδιση αυτή, στα προεπωασμένα μακροφάγα, αυξήθηκε σημαντικά με 

την πάροδο του χρόνου καθώς το ποσοστό παρεμπόδισης που σημειώθηκε στην αρχική 

φάση ανέρχεται μόλις στο 8% και το αντίστοιχο ποσοστό της προχωρημένης φάσης στο 

81% (p = 0,050). Αντίστοιχη αύξηση σημειώθηκε και στην περίπτωση των ήδη 

μολυσμένων μακροφάγων (55% παρεμπόδιση στην αρχική φάση έναντι 100% στην 

προχωρημένη) (p = 0,037) (Εικ. 4.29).  

Επίσης, η επίδραση του τμήματος 196-403, οδήγησε σε έντονη παρεμπόδιση της 

ενδοκυτταρικής ανάπτυξης του παρασίτου, από την αρχική κιόλας φάση της μόλυνσης. Η 

παρεμπόδιση αυτή, στα προεπωασμένα μακροφάγα, στην αρχική φάση ανέρχεται στο 

93% και το αντίστοιχο ποσοστό της προχωρημένης φάσης στο 87%. Αντίστοιχη 

παρεμπόδιση σημειώθηκε και στην περίπτωση των ήδη μολυσμένων μακροφάγων (69% 

παρεμπόδιση στην αρχική φάση έναντι 100% στην προχωρημένη) (Εικ. 4.29). 
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Συνεπώς, το αμινοτελικό και το καρβοξυτελικό άκρο της LieIF, παρουσιάζουν έντονη 

ανοσοτροποποιητική δράση, που αποδεικνύεται από την αντιλεϊσμανιακή δράση των 

J774A.1 μακροφάγων στις 72 ώρες μετά την μόλυνση. Η δράση αυτή παρατηρείται τόσο 

στην περίπτωση της επίδρασης των πρωτεϊνικών τμημάτων πριν την μόλυνση, 

υποδηλώνοντας προφυλακτική δράση, όσο και στην περίπτωση της επίδρασής τους μετά 

την μόλυνση, υποδηλώνοντας ανοσοθεραπευτική δράση. 

Περαιτέρω, διερευνήθηκε η πιθανή ενεργοποίηση των πλέον αποτελεσματικών 

μορίων με παρασιτοκτόνο δράση, των μορίων του μονοξειδίου του αζώτου (NO). Η 

θετική ομάδα ελέγχου αποτελούνταν από J774A.1 κύτταρα τα οποία διεγέρθηκαν 

Εικόνα 4.29. Επίδραση των ανασυνδυασμένων πολυεπιτοπικών τμημάτων 1-226 και 196-403, στην 

ενδοκυτταρική ανάπτυξη του παρασίτου. J774A.1 μακροφάγα επωάστηκαν ταυτόχρονα με τα ανασυνδυασμένα 

τμήματα 1-226 και 196-403 (10 μg/ml) παρουσία της IFN-γ (1 ng/ml), τόσο πριν όσο και μετά την μόλυνση με 

προμαστιγωτές μορφές L. donovani. Ο προσδιορισμός της παρεμπόδισης της ενδοκυτταρικής ανάπτυξης του 

παρασίτου πραγματοποιήθηκε στην αρχική και στην προχωρημένη φάση της μόλυνσης, με την χρωματομετρική 

μέθοδο Alamar Blue. Η οπτική πυκνότητα προσδιορίστηκε στα 570/630 nm. 
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ταυτόχρονα με LPS (1 μg/ml) και IFN-γ (1 ng/ml), ενώ η αρνητική ομάδα ελέγχου, 

αποτελούνταν από κύτταρα που δεν επωάστηκαν υπό την επίδραση κάποιου παράγοντα. 

Οι τιμές που παρουσιάζονται, προέκυψαν από την αφαίρεση των παραγόμενων NO που 

οφείλεται στην επίδραση του παρασίτου στα J774A.1 μακροφάγα.  

Η επίδραση των πολυεπιτοπικών πρωτεϊνικών τμημάτων 1-226 και 196-403, οδήγησε 

σε σημαντική παραγωγή ΝΟ· από τα μακροφάγα. Εκτενέστερα, παρατηρήθηκε πως τα 

επίπεδα του παραγόμενου NO· είναι υψηλότερα στην προχωρημένη φάση της in vitro 

μόλυνσης, επιβεβαιώνοντας τα ανάλογα αποτελέσματα της επίδρασης ολόκληρης της 

ανασυνδυασμένης LieIF (Εικ. 4.6). Επομένως, 72 ώρες μετά την μόλυνση, σημειώθηκαν 

οι υψηλότερες τιμές των ανιχνεύσιμων NO·. Οι τιμές αυτές είναι 100 ng/ml και 83 ng/ml 

λόγω της επίδρασης των τμημάτων 1-226 και 196-403, πριν την έναρξη της μόλυνσης 

(Εικ. 4.30). Οι αντίστοιχες τιμές ΝΟ· που οφείλονται στην επίδραση των τμημάτων μετά 

την μόλυνση, είναι 151 ng/ml και 56 ng/ml (Εικ. 4.30). Τα αντίστοιχα ποσοστά που 

ανιχνεύτηκαν στην αρχική φάση της μόλυνσης, είναι σαφώς χαμηλότερα, με εύρος 

ανιχνεύσιμων τιμών από 0-39 ng/ml (Εικ. 4.30). Αναλυτικότερα, η επίδραση του 

τμήματος 1-226, είτε πριν, είτε μετά την μόλυνση, επέφερε την σημαντική παραγωγή 

ΝΟ· (39 ng/ml και 23 ng/ml, αντίστοιχα), συγκριτικά με την μονήρη επίδραση της IFN-γ 

(Εικ. 4.30). Αντιθέτως, το τμήμα 196-403, οδήγησε σε αμελητέα παραγωγή ΝΟ· στην 

αρχική φάση της μόλυνσης (0-7 ng/ml) (Εικ. 4.30). Η μονήρης επίδραση της IFN-γ, στα 

διάφορα σημεία ελέγχου, οδήγησε επίσης σε αμελητέα παραγωγή ΝΟ· (0-8 ng/ml). 

Είναι επίσης αξιοσημείωτο, πως η επίδραση των τμημάτων 1-226 και 196-403 επάγει 

την παραγωγή ΝΟ· σε ανάλογο ή και μεγαλύτερο βαθμό με τον συνδυασμό των 

διεγερτικών μορίων LPS/IFN-γ. Πρέπει να σημειωθεί πως η υψηλότερη τιμή NO· (151 

ng/ml) σημειώθηκε 72 ώρες μετά την μόλυνση στα κύτταρα που αλληλεπίδρασαν με το 

τμήμα 1-226, μετά την μόλυνση. Η παραγωγή αυτή είναι σημαντικά μεγαλύτερη (p = 

0,083) από την αντίστοιχη παραγωγή της θετικής ομάδας ελέγχου (82 ng/ml) (Εικ. 4.30). 

Επιπλέον, σε αυτό το σημείο ελέγχου, η παρεμπόδιση της ενδοκυττάριας ανάπτυξης του 

παρασίτου άγγιξε το 100% (Εικ. 4.29). 
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Τα παραπάνω αποτελέσματα καταδεικνύουν πως τόσο η επίδραση του τμήματος 1-

226 της LieIF, όσο και του τμήματος 196-403, οδηγούν σε σημαντική παραγωγή NO από 

τα J774A.1 μακροφάγα. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.30. Παραγωγή ΝΟ· (ng/ml) από J774A.1 μολυσμένα μακροφάγα, κατόπιν επίδρασης των 

ανασυνδυασμένων πολυεπιτοπικών τμημάτων της LieIF. Τα J774A.1 κύτταρα επωάστηκαν με τα 

ανασυνδυασμένα τμήματα 1-226 και 196-403 (10 μg/ml), παρουσία IFN-γ (1 ng/ml), είτε πριν την έναρξη της 

μόλυνσης με L. donovani προμαστιγωτές μορφές, είτε μετά. Τα J774A.1 κύτταρα της θετικής ομάδας ελέγχου, 

διεγέρθηκαν με LPS (1 μg/ml) και IFN-γ (1 ng/ml). Η συγκέντρωση των νιτρωδών στα υπερκείμενα καλλιεργειών, 

προσδιορίστηκε μέσω της αντίδρασης Griess και η απορρόφηση των προϊόντων, μετρήθηκε στα 570nm. 
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4.7. Εφαρμογή της ανασυνδυασμένης LieIF σε πειραματικά πρωτόκολλα 

εμβολιασμών.  

4.7.1 Εφαρμογή της LieIF σε πειραματικά πρωτόκολλα ανοσοθεραπείας έναντι της 

λεϊσμανίασης. 

Η ανοσοθεραπεία αφορά στην χρήση βιολογικών συστατικών ή μορίων ικανών να 

ρυθμίζουν τις ανοσολογικές αποκρίσεις, προκειμένου να επιταχυνθεί η ενεργοποίηση της 

ειδικής ανοσίας. Οι Th1 ανοσοαποκρίσεις παίζουν σημαντικό ρόλο στον έλεγχο της 

λεΐσμανίασης και ως εκ τούτου, η εφαρμογή της ανοσοθεραπείας άπτεται της κεντρικής 

ιδέας της επιλεκτικής επαγωγής της θεμελιώδους Th1 προστατευτικής απόκρισης [11]. 

Συνεπώς, πρωτεΐνες του παρασίτου Leishmania spp. που διεγείρουν Τh1 κυτταρικές 

αποκρίσεις στον ξενιστή, αποτελούν υποψήφια μόρια. Κατά την αναζήτηση τέτοιων 

αντιγόνων, η LeIF αναδείχθηκε ως ένα πολλά υποσχόμενο μόριο. Το αμινοτελικό τμήμα 

(1-226) της πρωτεΐνης LeIF της L. braziliensis, αποτελεί μέρος του πολυπρωτεΐνικού 

εμβολίου Leish-111f (LEISH-F1), το οποίο σε συνδυασμό με το ανοσοενισχυτικό MPL-

SE, έχει χρησιμοποιηθεί σε κλινικές μελέτες ανοσοχημειοθεραπείας [188]. 

Στόχος της παρούσας μελέτης, ήταν η διερεύνηση της ικανότητας ολόκληρου του 

μορίου της ανασυνδυασμένης LeIF του στελέχους L. infantum (LieIF), χωρίς την 

παρουσία ανοσοενισχυτικού ή χημειοθεραπευτικού, να προκαλέσει θεραπευτικό 

αποτέλεσμα σε πειραματικό μοντέλο σπλαγχνικής λεϊσμανίασης. Προς την επίτευξη 

αυτού του σκοπού, χρησιμοποιήθηκε το πειραματικό μοντέλο των γενετικά ευαίσθητων 

BALB/c ποντικών, όπου η εξέλιξη της νόσου, προσομοιάζει σε μεγάλο βαθμό την 

εκδήλωση της ασθένειας στον άνθρωπο, με έντονη σπληνομεγαλία και ηπατομεγαλία [1]. 

Συνοπτικά, η πειραματική μόλυνση πραγματοποιήθηκε με την ενδοφλέβια χορήγηση 

10
7
 προμαστιγωτών μορφών του είδους L. donovani (MON-1) στατικής φάσης 

ανάπτυξης, σε ποντίκια της αιμομικτικής φυλής BALB/c. Μία εβδομάδα μετα την 

μόλυνση (πρώτη φάση εγκατάστασης σπλαγχνικής λεϊσμανίασης), ξεκίνησε η εφαρμογή 

του πρωτοκόλλου ανοσοθεραπείας που περιελάμβανε δύο ενδοπεριτοναϊκές χορηγήσεις 

της ανασυνδυασμένης LieIF (10 μg), με χρονική απόσταση 7 ημερών. Η θετική ομάδα 

ελέγχου αποτελούνταν από μολυσμένα με L. donovani πειραματόζωα που δεν 

ανοσοποιήθηκαν με την ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη, ενώ η αρνητική ομάδα ελέγχου, 

αποτελούνταν από φυσιολογικά ζώα. 
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Αρχικά προσδιορίστηκε το παρασιτικό φορτίο του ήπατος και του σπλήνα στις 4 και 

10 εβδομάδες μετά την μόλυνση. Τα μολυσμένα ποντίκια της θετικής ομάδας ελέγχου, 

ανέπτυξαν όπως ήταν αναμενόμενο, έκδηλο παρασιτισμό τόσο στον σπλήνα όσο και στο 

ήπαρ (Εικ. 4.31). Αναλυτικότερα, ο παρασιτισμός του σπλήνα, όπου σύμφωνα με την 

βιβλιογραφία παραμένει χρονικά παρατεταμένος, κορυφώθηκε στις 10 εβδομάδες μετά 

την μόλυνση (73239 αμαστιγώτες/σπλήνα) (Εικ. 4.31). Το παρασιτικό φορτίο του ήπατος 

έφτασε στη μέγιστη τιμή του στις 4 εβδομάδες μετά την μόλυνση (9580 

αμαστιγώτες/ήπαρ) και ακολούθως μειώθηκε μέχρι τις 10 εβδομάδες μετά την μόλυνση 

όπου παρακολουθήσαμε τα πειραματόζωα (7410 αμαστιγώτες/ήπαρ) (Εικ. 4.31). Τα ζώα 

στα οποία χορηγήθηκε LieIF, παρατηρήθηκε ότι αν και ανέπτυξαν επίσης παρασιτισμό 

των οργάνων στα αντίστοιχα χρονικά διαστήματα, σημείωσαν σημαντικά ελαττωμένο 

φορτίο στον σπλήνα, 29510 αμαστιγώτες/σπλήνα έναντι 73239 αμαστιγώτες/σπλήνα της 

θετικής ομάδας ελέγχου, στις 10 εβδομάδες μετά την μόλυνση (χρόνια φάση μόλυνσης) 

(Εικ. 4.31). 
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Προκειμένου να εξακριβωθεί εάν το μειωμένο παρασιτικό φορτίο των ζώων που 

έλαβαν ανοσοθεραπεία, οφείλεται σε μετατόπιση της ισορροπίας μεταξύ των ειδικών για 

το παράσιτο Th1 και Th2 υποπληθυσμών λεμφοκυττάρων, έγινε προσδιορισμός του 

τίτλου των IgG1 και IgG2a αντισωμάτων. Στο χρονικό σημείο των 4 εβδομάδων μετά την 

μόλυνση, δεν πραγματοποιήθηκε ανίχνευση ειδικών IgG1 ή IgG2a αντισωμάτων. Στο 

χρονικό σημείο των 10 εβδομάδων μετά την μόλυνση, παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση 

των IgG1 και μικρή αύξηση των IgG2a ειδικών ανοσοσφαιρινών στα πειραματόζωα που 

έλαβαν δύο συνεχόμενες φορές LieIF σε διάστημα μιας εβδομάδας, γεγονός που 

υποδηλώνει την επαγωγή μιας μικτής Th1/Th2 ανοσοαπόκρισης (Εικ. 4.32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Εικόνα 4.31. Ιστικός παρασιτισμός στον σπλήνα και στο ήπαρ. BALB/c ποντίκια μολύνθηκαν με 10
7
 

προμαστιγωτές μορφές του στελέχους L. donovani (MON-1) και μία εβδομάδα μετά την μόλυνση, τα ποντίκια της 

ομάδας ενδιαφέροντος ανοσοποιήθηκαν εις διπλούν με την ανασυνδυασμένη LieIF (10 μg/πειραματόζωο), με 

χρονική απόσταση 7 ημερών. Τα παρασιτικά φορτία προσδιορίστηκαν με την τεχνική των διαδοχικών αραιώσεων, 4 

και 10 εβδομάδες μετά την μόλυνση.  

Εικόνα 4.32. Χυμική απόκριση επαγόμενη από την ανασυνδυασμένη LieIF. BALB/c ποντίκια μολύνθηκαν με 

10
7
 προμαστιγωτές μορφές του στελέχους L. donovani (MON-1) και μία εβδομάδα μετά την μόλυνση, τα ποντίκια 

της ομάδας ενδιαφέροντος ανοσοποιήθηκαν εις διπλούν με την ανασυνδυασμένη LieIF (10 μg/πειραματόζωο), με 

χρονική απόσταση 7 ημερών. Τα ειδικά για το παράσιτο αντισώματα IgG1 και IgG2a ισοτύπων, προσδιορίστηκαν 

στον ορό των πειραματοζώων, 10 εβδομάδες μετά την μόλυνση, με ELISA. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως 

οπτική πυκνότητα στα 450 nm.  
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Η περαιτέρω εκτίμηση της ανάπτυξης αντιδράσεων κυτταρικής ανοσίας, 

πραγματοποιήθηκε με τον προσδιορισμό του ποσοστού των CD4
+
 και CD8

+
 κυττάρων 

στον σπλήνα και στους επιχώριους λεμφαδένες των ζώων, στα παραπάνω χρονικά 

διαστήματα, με κυτταρομετρία ροής. 

Αναλυτικότερα, στις 4 εβδομάδες (οξεία φάση της μόλυνσης) παρατηρήθηκε 16% 

ποσοστιαία αύξηση (p = 0,035) των Th (CD4
+
) λεμφοκυττάρων στον σπλήνα των 

πειραματοζώων που έλαβαν θεραπεία συγκριτικά με την ομάδα θετικού ελέγχου των 

μολυσμένων και χωρίς θεραπεία πειραματοζώων (22,1% έναντι 19,0%) (Εικ. 4.33). 

Επιπλέον, στις 10 εβδομάδες (χρόνια φάση της μόλυνσης), σημειώθηκε σημαντική 

αύξηση τόσο των Th (CD4
+
) του σπλήνα όσο και των Tc (CD8

+
) λεμφοκυττάρων των 

επιχώριων λεμφαδένων, στα πειραματόζωα που χορηγήθηκε θεραπεία (Εικ. 4.33). Πιο 

συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε 12% ποσοστιαία αύξηση των Th λεμφοκυττάρων στον 

σπλήνα και 17,58% αύξηση των Tc λεμφοκυττάρων στους επιχώριους λεμφαδένες, στα 

πειραματόζωα που έλαβαν θεραπεία συγκριτικά με την ομάδα θετικού ελέγχου των 

μολυσμένων και χωρίς θεραπεία πειραματοζώων (p = 0,013 και 0,046, αντίστοιχα). 
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Τα παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν μια σχετική επάρκεια του ανοσοποιητικού 

συστήματος του ξενιστή στον περιορισμό της ιστικής εξάπλωσης του παρασίτου, που 

επιβεβαιώθηκε από το σημαντικά ελαττωμένο παρασιτικό φορτίο. Παράλληλα, το 

γεγονός ότι παρατηρείται αύξηση του αριθμού των CD8
+
 Τ λεμφοκυττάρων στους 

επιχώριους λεμφαδένες (Εικ. 4.33), αποτελεί ένδειξη για τη συμμετοχή των 

κυτταροτοξικών κυττάρων στον έλεγχο του πολλαπλασιασμού του παρασίτου, όπως έχει 

δειχθεί σε προηγούμενη μελέτη [189].  

Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε έλεγχος της κυτταροπλασματικής εντόπισης της 

προστατευτικής IL-12 κυτταροκίνης. Στον σπλήνα, σημειώθηκε σημαντική αύξηση του 

ποσοστού των λεμφοκυττάρων που παράγουν την IL-12 (p = 0,050), 10 εβδομάδες μετά 

την μόλυνση, συνηγορώντας στην συμμετοχή της κυτταροκίνης στην πόλωση του Τh1 

υποπληθυσμού και στην παρατηρούμενη μείωση του παρασιτικού φορτίου (Εικ. 4.34). 

Στους επιχώριους λεμφαδένες, δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές μεταβολές της 

παραγόμενης IL-12 ανάμεσα στις ομάδες, στα χρονικά σημεία που ελέγχθηκαν (Εικ. 

4.34). 

Επιπλέον, για να επιβεβαιωθεί η διαμόρφωση υποπληθυσμών T βοηθητικών 

κυττάρων με κατεύθυνση πόλωσης προς τον Th1 ανοσοφαινότυπο, πραγματοποιήθηκε 

έλεγχος με PCR πραγματικού χρόνου, των επιπέδων των mRNA των μεταγραφικών 

παραγόντων Tbx21 (T-bet) και GATA-3 καθώς και των κυτταροκινών IL-12b και IL-10, 

σε απομονωμένα λεμφοκύτταρα από τον σπλήνα των πειραματοζώων που έλαβαν 

θεραπεία καθώς και των μολυσμένων ζώων της θετικής ομάδας ελέγχου. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.33. Ανίχνευση CD4
+
 και CD8

+
 T λεμφοκυττάρων. BALB/c ποντίκια μολύνθηκαν με 10

7
 

προμαστιγωτές μορφές του στελέχους L. donovani (MON-1) και μία εβδομάδα μετά την μόλυνση, τα ποντίκια της 

ομάδας ενδιαφέροντος ανοσοποιήθηκαν εις διπλούν με την ανασυνδυασμένη LieIF (10 μg/πειραματόζωο), με 

χρονική απόσταση 7 ημερών. Ο αριθμός των CD4
+
 και CD8

+
 λεμφοκυττάρων, προσδιορίστηκε στον σπλήνα και 

στους επιχώριους λεμφαδένες, στις 4 και 10 εβδομάδες μετά την μόλυνση. Ο προσδιορισμός των πληθυσμών των 

λεμφοκυττάρων, πραγματοποιήθηκε με κυτταρομετρία ροής, κατόπιν χρήσης ειδικών μονοκλωνικών αντισωμάτων 

που έφεραν φθορίζουσες ουσίες.  
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Οι μεταγραφικοί παράγοντες T-bet και GATA-3 παίζουν σημαντικό ρόλο στη 

διαδικασία καθορισμού της διαφοροποίησης των υποπληθυσμών των Th 

λεμφοκυττάρων. Η υπερέκφραση του T-bet κατευθύνει τα κύτταρα να διαφοροποιηθούν 

σε Th1 ανοσοφαινότυπο, ενώ παράλληλα καταστέλλει τη διαφοροποίησή τους προς Th2. 

Η αντίστοιχη υπερέκφραση του GATA-3 ασκεί αντίθετη δράση, προάγοντας τη 

διαφοροποίηση των παρθένων Τ κυττάρων σε κύτταρα Th2, καταστέλλοντας ταυτόχρονα 

Εικόνα 4.34. Ενδοκυτταρική εντόπιση IL-12p40. BALB/c ποντίκια μολύνθηκαν με 10
7
 προμαστιγωτές μορφές 

του στελέχους L. donovani (MON-1) και μία εβδομάδα μετά την μόλυνση, τα ποντίκια της ομάδας ενδιαφέροντος 

ανοσοποιήθηκαν εις διπλούν με την ανασυνδυασμένη LieIF (10 μg/πειραματόζωο), με χρονική απόσταση 7 

ημερών. Η εντόπιση της IL-12, πραγματοποιήθηκε στα κύτταρα του σπλήνα και στους επιχώριους λεμφαδένες, στις 

4 και 10 εβδομάδες μετά την μόλυνση, με κυτταρομετρία ροής. 
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τη διαφοροποίηση προς Th1 [190]. Ο λόγος αυτών των δύο μεταγραφικών παραγόντων 

απεικονίζει το προφίλ της διαφοροποίησης των Τh λεμφοκυττάρων που διαδραματίζεται 

στο μικροπεριβάλλον του σπλήνα στο πειραματικό μοντέλο της σπλαγχνικής 

λεϊσμανίασης που μελετήθηκε. 

Στα ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε η ανασυνδυασμένη LieIF για ανοσοθεραπεία 

αρχικής φάσης σπλαγχνικής λεϊσμανίασης, ο λόγος Tbx21/GATA-3 προσδιορίστηκε 

σημαντικά υψηλότερος (p = 0,050) έναντι του λόγου που σημειώθηκε στην ομάδα των 

μολυσμένων πειραματοζώων (θετικός μάρτυρας), 4 εβδομάδες μετά την μόλυνση (Εικ. 

4.35). Στις 10 εβδομάδες, όπου και σημειώθηκε μείωση του παρασιτικού φορτίου στον 

σπλήνα, ο λόγος παρέμεινε υψηλότερος από τον αντίστοιχο λόγο της θετικής ομάδας 

ελέγχου, χωρίς ωστόσο η διαφορά να αξιολογείται σημαντική (Εικ. 4.35). 

 

Εικόνα 4.35. Λόγος σχετικής μεταβολής του επιπέδου έκφρασης των γονιδίων Tbx21 και GATA-3. BALB/c 

ποντίκια μολύνθηκαν με 10
7
 προμαστιγωτές μορφές του στελέχους L. donovani (MON-1) και μία εβδομάδα μετά την 

μόλυνση, τα ποντίκια της ομάδας ενδιαφέροντος ανοσοποιήθηκαν εις διπλούν με την ανασυνδυασμένη LieIF (10 

μg/πειραματόζωο), με χρονική απόσταση 7 ημερών. Η σχετική έκφραση των γονιδίων Tbx21 και GATA-3, 

προσδιορίστηκε σε κύτταρα του σπλήνα, 4 και 10 εβδομάδες μετά την μόλυνση, με PCR πραγματικού χρόνου. 
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Επιπλέον, προσδιορίστηκε η έκφραση των κυτταροκινών IL-12b και IL-10. Ο λόγος 

IL-12b/IL-10 αντικατοπτρίζει επίσης το προφίλ της πόλωσης των Th1/ Th2 κυττάρων, 

καθώς η IL-12 διαμεσολαβεί στην ανάπτυξη προστατευτικής Th1 απόκρισης της ενώ η 

IL-10 υποστηρίζει την Th2 απόκριση. 4 εβδομάδες μετά την μόλυνση, ο παραπάνω λόγος 

δεν παρουσίασε σημαντική διαφορά ανάμεσα στα LieIF - θεραπευμένα ποντίκια και στην 

θετική ομάδα ελέγχου (τα αποτελέσματα δεν παρουσιάζονται). Στο χρονικό σημείο των 

10 εβδομάδων, προσδιορίστηκε σημαντική αύξηση του λόγου IL-12b/IL-10 (p = 0,035) 

σε σύγκριση με την θετική ομάδα ελέγχου, γεγονός που τεκμηριώνει την επαγωγή και 

την αποτελεσματικότητα της Th1 απόκρισης (Εικ. 4.36). 

  

Εικόνα 4.36. Λόγος σχετικής μεταβολής του επιπέδου έκφρασης των γονιδίων IL-12b και IL-10. BALB/c 

ποντίκια μολύνθηκαν με 10
7
 προμαστιγωτές μορφές του στελέχους L. donovani (MON-1) και μία εβδομάδα μετά 

την μόλυνση, τα ποντίκια της ομάδας ενδιαφέροντος ανοσοποιήθηκαν εις διπλούν με την ανασυνδυασμένη LieIF 

(10 μg/πειραματόζωο), με χρονική απόσταση 7 ημερών. Η σχετική έκφραση των γονιδίων IL-12b και IL-10, 

προσδιορίστηκε σε κύτταρα του σπλήνα, 10 εβδομάδες μετά την μόλυνση, με PCR πραγματικού χρόνου. 
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Συμπερασματικά, τα παραπάνω αποτελέσματα καταδεικνύουν πως η χορήγηση της 

ανασυνδυασμένης LieIF σε μολυσμένα BALB/c ποντίκια, οδηγεί σε μείωση του 

παρασιτικού φορτίου του σπλήνα, στην χρόνια φάση της μόλυνσης.  

Η αξιολόγηση του προφίλ των παραγόμενων ανοσοσφαιρινών, υποδηλώνει την 

ανάπτυξη μικτής Th1/Th2 ανοσολογικής απόκρισης. Ο φαινοτυπικός προσδιορισμός των 

βοηθητικών CD4
+
 και των κυτταροτοξικών CD8

+
 λεμφοκυττάρων, έδειξε μια μικρή 

αύξηση του αριθμού και των δύο χαρακτηριστικών CD4
+
 και CD8

+
 πληθυσμών, 

αποδεικνύοντας την επαγωγή και την συμμετοχή των κυττάρων αυτών στους 

μηχανισμούς εξάλειψης του παρασίτου. Η εξάλειψη αυτή, βρέθηκε πως διαμεσολαβείται 

από την παραγωγή της IL-12, υποδεικνύοντας τελικά την ανάπτυξη μιας Th1 

ανοσολογικής απόκρισης. Η πίεση που ασκεί η εγκατάσταση της μόλυνσης στον 

ανοσολογικό προσανατολισμό του ξενιστή, εμφανίζεται στο αποτέλεσμα του λόγου 

έκφρασης Tbx21/GATA-3. O αυξημένος λόγος Tbx21/GATA-3 που σημειώθηκε στα 

κύτταρα του σπλήνα στην αρχική φάση της μόλυνσης, έναντι των μολυσμένων 

πειραματοζώων, υποδηλώνει την διαφοροποίηση των Th λεμφοκυττάρων προς την Τh1 

πόλωση. Η κυριαρχία αυτού του υποπληθυσμού πιστοποιείται περαιτέρω και από τον 

αυξημένο λόγο IL-12/IL-10. 

 

4.7.2 Ανοσιακή μεταφορά ΔΚ ευαισθητοποιημένων με την LieIF σε in vivo 

πειραματικό μοντέλο δερματικής λεϊσμανίασης. 

Δεν υπάρχει αμφιβολία πως ο αποτελεσματικός εμβολιασμός παραμένει το 

καταλληλότερο μέσο για την παρεμπόδιση και την ασφαλή θεραπεία όλων των μορφών 

της νόσου. Βασικός στόχος πολυάριθμων μελετών της αλληλεπίδρασης του παρασίτου με 

το ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή σε in vivo πειραματικά μοντέλα λεϊσμανιάσεων, 

είναι η ανάπτυξη ενός ασφαλούς και αποτελεσματικού εμβολίου, ικανού να 

εγκαταστήσει ισχυρή και μεγάλης διάρκειας προστατευτική ανοσιακή απόκριση [191]. 

Ο εμβολιασμός με την χρήση ΔΚ αποτελεί στρατηγική που έχει πρόσφατα αποκτήσει 

εξαιρετικό ενδιαφέρον και στην περίπτωση της λεϊσμανίασης, καθώς μια σειρά μελετών 

έχει αναδείξει την αποτελεσματικότητά τους στην πρόληψη της πειραματικής νόσου.  

Στην παρούσα μελέτη, αναπτύχθηκε σύστημα εμβολιασμού με την χρήση ΔΚ που 

προήλθαν από πρόδρομες μορφές του μυελού των οστών και επωάστηκαν με την 

ανασυνδυασμένη LieIF. Μελετήθηκε η ικανότητα των ΔΚ να επάγουν προστασία σε 
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γενετικά ευαίσθητα BALB/c ποντίκια μετά από πειραματική μόλυνση με L. major. 

Επίσης, διερευνήθηκε η ανάπτυξη ανοσολογικής απόκρισης τύπου Th1 ικανής να 

προστετέψει τα πειραματόζωα από την ανάπτυξη δερματικών βλαβών μετά την υποδόρια 

χορήγηση μολυσματικών παρασίτων. Για τον σκοπό αυτό, 10
6
 ΔΚ, που είχαν 

προεπωαστεί με την ανασυνδυασμένη LieIF, (συγκέντρωσης 10 μg/ml) για 24 ώρες, 

χορηγήθηκαν ενδοφλέβια σε BALB/c ποντίκια. Τα πειραματόζωα μάρτυρες 

ανοσοποιήθηκαν με ΔΚ που είχαν καλλιεργηθεί σε θρεπτικό υλικό χωρίς την επίδραση 

της πρωτεΐνης. Με την πάροδο 2 εβδομάδων από τον εμβολιασμό με ανοσιακή μεταφορά 

ευαισθητοποιημένων ΔΚ, τα πειραματόζωα μολύνθηκαν υποδόρια στο πέλμα, με 2x10
6
 

προμαστιγωτές μορφές L. major στατικής φάσης ανάπτυξης. Η αξιολόγηση του πιθανού 

προστατευτικού αποτελέσματος, πραγματοποιήθηκε με μέτρηση του πάχους του άκρου 

ποδός σε διαστήματα μιας εβδομάδας για συνολική διάρκεια 10 εβδομάδων. Το πάχος 

του άκρου ποδός αναδεικνύει το μέτρο της αναπτυσσόμενης τοπικής φλεγμονής που 

τελικά, εφ’όσον δεν υφίστανται προστατευτικοί μηχανισμοί, οδηγεί στην ανεξέλεγκτη 

ιστική καταστροφή του άκρου ποδός.  

Το μέγεθος των βλαβών στα εμβολιασμένα πειραματόζωα ήταν σημαντικά 

ελαττωμένο σε σχέση με τα ποντίκια της θετικής ομάδας ελέγχου, τα οποία και 

εμφάνισαν ταχέως αυξανόμενες βλάβες (Εικ. 4.37).  
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Επιπλέον, αντίθετα με τα εμβολιασμένα ποντίκια, η αρνητική ομάδα ελέγχου 

εμφάνισε έντονη ιστική καταστροφή την 7
η
 εβδομάδα μετά την μόλυνση. Παρόλα αυτά 

και στα εμβολιασμένα πειραματόζωα η προστασία δεν ήταν πλήρης, καθώς οι δερματικές 

βλάβες αυξήθηκαν μέχρι και τη θανάτωση των πειραματόζωων (10
η
 εβδομάδα μετά την 

μόλυνση), χωρίς να παρατηρηθεί τάση για ίαση από την ασθένεια με τη χαρακτηριστική 

υποστροφή των δερματικών βλαβών (Εικ. 4.37). 

Για να εξακριβωθεί κατά πόσο το προστατευτικό αποτέλεσμα των εμβολιασμών 

οφείλεται σε μετατόπιση της ισορροπίας μεταξύ των ειδικών για το παράσιτο Th1 και 

Th2 υποπληθυσμών λεμφοκυττάρων, έγινε προσδιορισμός του τίτλου των IgG1 και 

IgG2a ισοτύπων των ειδικών ανοσοσφαιρινών μετά την μόλυνση. Είναι γνωστό ότι 

ειδικά IgG1 αντισώματα παράγονται κυρίως στις Th2 αποκρίσεις ενώ ο ισότυπος IgG2a 

επικρατεί στις ειδικές ανοσοσφαιρίνες όταν η απόκριση είναι Th1 τύπου [192]. 

Επομένως, 5 εβδομάδες μετά την μόλυνση, πραγματοποιήθηκε αιμοληψία και 

προσδιορισμός των ειδικών για το παράσιτο αντισωμάτων IgG1 και IgG2a (§ 3.2.6.). Ο 

προφυλακτικός εμβολιασμός BALB/c ποντικιών με ΔΚ που είχαν προεπωαστεί με την 

ανασυνδυασμένη LieIF, είχε ως αποτέλεσμα την παραγωγή ειδικών αντισωμάτων έναντι 

του παρασίτου, τόσο IgG1 όσο και IgG2a ισότυπου. Πιο συγκεκριμένα, ο τίτλος IgG1 δε 

μεταβλήθηκε ενώ η παραγωγή ανοσοσφαιρινών IgG2a τύπου στην ομάδα των 

εμβολιασμένων ζώων, ήταν χαμηλότερη συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου (Εικ. 4.38). 

Συνολικά τα παραπάνω δεδομένα, αποδεικνύουν ότι ο εμβολιασμός με ΔΚ που είχαν 

προεπωαστεί με την LieIF, δύναται να επιφέρει σημαντικού βαθμού προστασία στον 

ξενιστή, με έκδηλη την επιβραδυνόμενη εξέλιξη των δερματικών βλαβών. Τα 

αποτελέσματά μας δείχνουν την επαγωγή μη αμιγών προστατευτικών μηχανισμών με 

κυρίαρχη την Τh1 πόλωση. 

Εικόνα 4.37. Εξέλιξη των δερματικών βλαβών γενετικά ευαίσθητων BALB/c ποντικών, που είχαν 

εμβολιαστεί με προεπωασμένα με την LieIF, ΔΚ. BALB/c ποντίκια εμβολιάστηκαν με 10
6 

ΔΚ που είχαν 

προεπωαστεί με την ανασυνδυασμένη LieIF. Τα ποντίκια της ομάδας ελέγχου εμβολιάστηκαν με 10
6
 ΔΚ που είχαν 

καλλιεργηθεί μόνο με την επίδραση του καλλιεργητικού υλικού. Τα πειραματόζωα μολύνθηκαν με 2x10
6
 

προμαστιγωτές μορφές L. major, δύο εβδομάδες μετά τον εμβολιασμό. Η διόγκωση του άκρου ποδός μετρήθηκε ως 

δείκτης της ιστικής βλάβης από το παράσιτο. 
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Εικόνα 4.38. Χυμική απόκριση γενετικά ευαίσθητων BALB/c ποντικών, που είχαν εμβολιαστεί με 

προεπωασμένα με την LieIF, ΔΚ. BALB/c ποντίκια εμβολιάστηκαν με 10
6 

ΔΚ που είχαν προεπωαστεί με την 

ανασυνδυασμένη LieIF. Τα ποντίκια της ομάδας ελέγχου εμβολιάστηκαν με 10
6
 ΔΚ που είχαν καλλιεργηθεί μόνο 

με την επίδραση του καλλιεργητικού υλικού. Τα πειραματόζωα μολύνθηκαν με 2x10
6
 προμαστιγωτές μορφές L. 

major, δύο εβδομάδες μετά τον εμβολιασμό. Ο προσδιορισμός των ειδικών IgG1 και IgG2a ισοτύπων, 

πραγματοποιήθηκε με ELISA. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται ως η οπτική πυκνότητα στα 450 nm. 
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5.1 In vitro αντιλεϊσμανιακή δράση του ευκαρυωτικού παράγοντα έναρξης eIF του 

παρασίτου L. infantum (LieIF). 

5.1.1 Προστατευτικός και ανοσοθεραπευτικός ρόλος της LieIF, in vitro. 

Ο ευκαρυωτικός παράγοντας έναρξης eIF του παρασίτου L. infantum (LieIF), 

εμφανίζει υψηλή ομολογία αμινοξικής αλληλουχίας με τον παράγοντα έναρξης της 

μετάφρασης eIF4A των θηλαστικών και άλλων ομολόγων στους κατώτερους και 

ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Η LeIF αποτελεί μία εξαιρετικά συντηρημένη 

πρωτεΐνη ανάμεσα στα είδη του παρασίτου Leishmania και εκφράζεται και στα δύο 

αναπτυξιακά του στάδια (προμαστιγωτές και αμαστιγωτές μορφές) [77].  

Οι eIF4A πρωτεΐνες ανήκουν στην οικογένεια των DEAD box πρωτεϊνών. Τα μέλη 

της οικογένειας αυτής, περιέχουν εννέα συντηρημένα μοτίβα αμινοξέων, που 

περιλαμβάνουν την αλληλουχία ασπαραγινικό οξύ - γλουταμινικό οξύ – αλανίνη -

ασπαραγινικό οξύ (Asp-Glu-Ala-Asp / D-E-A-D), από την οποία προέρχεται και το 

όνομά τους [193]. Μέλη της οικογένειας των DEAD box πρωτεϊνών συναντώνται σε 

μεγάλο εύρος οργανισμών όπως τα βακτήρια και οι ευκαρυώτες και συμμετέχουν σχεδόν 

σε κάθε κυτταρική διαδικασία που περιλαμβάνει RNA, όπως η μεταγραφή, η βιογένεση 

του ριβοσώματος και η υποβάθμιση του RNA [194, 195]. Ο ευκαρυωτικός παράγοντας 

έναρξης eIF4A, σε συνδυασμό με τους παράγοντες eIF4E και eIF4G, αποτελούν το 

σύμπλοκο eIF4F, που καταλύει την πρόσδεση της 40S ριβοσωμικής υπομονάδας στο 

mRNA και τον επακόλουθο έλεγχο για το κωδικόνιο έναρξης AUG [71, 196]. Η in vitro 

ανάλυση των eIF4A πρωτεΐνών, αναδυκνύει τη δραστηριότητα RNA-εξαρτώμενης 

ATPάσης και σε ορισμένες περιπτώσεις ATP-εξαρτώμενης ελικάσης [197, 198]. 

Η έναρξη της μετάφρασης στα πρωτόζωα της οικογένειας των τρυπανοσοματιδών, 

δεν είναι σαφώς χαρακτηρισμένη και οι παράγοντες της μετάφρασης έχουν 

προσδιοριστεί σύμφωνα με τις ομοιότητες της αμινοξικής τους αλληλουχίας με γνωστούς 

αντίστοιχους παράγοντες άλλων οργανισμών. Επομένως, ο ρόλος της LeIF στην βιολογία 

του παρασίτου, παραμένει αδιευκρίνιστος. Οι in silico προβλέψεις υποδηλώνουν την 

πιθανή συμμετοχή της στην διαδικασία της μετάφρασης, παρόλο που πρόσφατες μελέτες 

ανάλυσης αλληλουχίας της LeIF των στελεχών L. braziliensis και L. major με την eIF4A 

άλλων ευκαρυωτικών οργανισμών φανερώνουν μερική απόκλιση [199, 200]. 

Ερευνητικές μελέτες αποκαλύπτουν πως η LeIF της L. infantum (LieIF) παρουσιάζει 

ενεργότητα RNA-εξαρτώμενης ATPάσης καθώς και ATP-εξαρτώμενης RNA ελικάσης 
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[76]. Επιπλέον, έχει δειχθεί πως η LieIF δεν δύναται να υποκαταστήσει τον παράγοντα 

eIF4A των ζυμομυκήτων, παρά την υψηλή ομοιότητα αμινοξικής αλληλουχίας ανάμεσα 

στις δύο πρωτεΐνες. Επίσης, ερευνητικά δεδομένα αναφέρουν την ύπαρξη ενδείξεων 

παρεμποδιστικής δράσης του μορίου της LieIF, στην μεταφραστική διαδιακασία των 

κυττάρων του θηλαστικού ξενιστή [76]. 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, προκειμένου να προσδιοριστεί εν μέρει, ο 

πολύπλοκος βιολογικός ρόλος της LeIF, διερευνήθηκε αρχικά η πιθανή αντιλεϊσμανιακή 

δράση της LieIF, σε ένα in vitro πειραματικό μοντέλο μολυσμένων μακροφάγων. Τα 

μακροφάγα αποτελούν φαγοκύτταρα που διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στις 

ανοσολογικές αποκρίσεις του ξενιστή έναντι μικροβιακών παθογόνων, τόσο ως δυναμικά 

κύτταρα της φυσικής ανοσίας, όσο και ως αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα της ειδικής 

επίκτητης ανοσολογικής απόκρισης. Ως εκ τούτου, η δράση αυτών των κυττάρων είναι 

καθοριστική στην έναρξη και εγκατάσταση κυτταρικών μηχανισμών για την 

ενεργοποίηση προστατευτικής ανοσολογικής απόκρισης έναντι του παρασίτου 

Leishmania [134]. Παρόλα αυτά, τα μακροφάγα εμφανίζουν διπλό ρόλο στην άμυνα του 

ξενιστή έναντι του παρασίτου, δρώντας και ως «κύτταρα ξενιστές» επιτρέποντας 

παράλληλα την επιβίωση και την ανάπτυξη αυτού του ενδοκυττάριου παθογόνου [201].  

Στη μελέτη αυτή, αρχικά διερευνήθηκε η πιθανή συνεργιστική δράση της 

ανασυνδυασμένης κυτταροπλασματικής πρωτεΐνης του παρασίτου L. infantum (LieIF), 

και της προφλεγμονώδους πλειοτροπικής κυτταροκίνης IFN-γ, στον ενδοκυτταρικό 

περιορισμό του στελέχους L. donovani, σε in vitro πειραματικό μοντέλο J774A.1 

μακροφάγων. Η επιλογή της IFN-γ, στηρίχτηκε σε πληθώρα βιβλιογραφικών αναφορών 

που υποστηρίζουν πως η ιντερφερόνη τύπου ΙΙ (IFN-γ) που παράγεται από 

ενεργοποιημένα CD4
+
 και CD8

+
 κύταρα, παίζει καθοριστικό ρόλο στην επαγωγή 

λεϊσμανιοκτόνου δράσης έναντι του παρασίτου. Τα μακροφάγα, μετά την ενεργοποίησή 

τους με IFN-γ, παράγουν ανοσορυθμιστικά μηνύματα μέσω κυτταροκινών και 

χημειοκινών. Σε ευαισθητοποιημένα με IFN-γ μακροφάγα, οι προμαστιγωτές μορφές L. 

donovani επάγουν την έκκριση του μονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ), το οποίο αποτελεί 

έναν βασικό αμυντικό μηχανισμό άμυνας έναντι σχεδόν όλων των ειδών του γένους 

Leishmania [183, 202]. Παρά την σημαντικότητα της IFN-γ στην ανάπτυξη αμυντικών 

μηχανισμών έναντι του παρασίτου, έχει αναφερθεί πως η εξωγενής χορήγηση IFN-γ, δεν 

επαρκεί για την ανάπτυξη προστασίας των γενετικά ευαίσθητων BALB/c ποντικών σε 

πειραματικά μοντέλα δερματικής λεϊσμανίασης [203]. Επιπλέον, mRNA μετάγραφα της 
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IFN-γ, ανιχνεύονται σε δερματικές βλάβες τόσο των ανθεκτικών C57BL/6 όσο και των 

ευαίσθητων BALB/c ποντικών [204]. Τα παραπάνω βιβλιογραφικά δεδομένα, 

καταδεικνύουν πως η IFN-γ δεν είναι αρκετή για τον έλεγχο της L. major και επομένως 

απαιτούνται πρόσθετοι παράγοντες για την ανάπτυξης ειδικής προστατευτικής ανοσίας.  

Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης, υποστηρίζουν πως η συνδυαστική 

χορήγηση των LieIF και IFN-γ στα μακροφάγα κυτταρικής σειράς J774A.1, πριν την 

μόλυνση των κυττάρων με τα παράσιτα του στελέχους L. donovani, οδηγεί σε σημαντική 

μείωση της ενδοκυτταρικής ανάπτυξης του παρασίτου στην προχωρημένη φάση της 

μόλυνσης (72 ώρες μετά την μόλυνση). Η μείωση αυτή επιβεβαιώνεται τόσο από το 

σημαντικά ελαττωμένο ποσοστό μολυσμένων κυττάρων όσο και από το μειωμένο 

παρασιτικό φορτίο ανά κύτταρο [169]. Τα παραπάνω αποτελέσματα, καταδεικνύουν έναν 

δυνητικά προστατευτικό ρόλο της LieIF, κατά τα πρώιμα στάδια της μόλυνσης, 

ενισχύοντας την ανοσορυθμιστική δράση της IFN-γ. 

Η παρατήρηση πως στα μακροφάγα, στα οποία χορηγήθηκαν ταυτόχρονα οι 

πρωτεΐνες LieIF και IFN-γ πριν την έναρξη της μόλυνσης, αναπτύχθηκαν αμυντικοί 

μηχανισμοί έναντι του παρασίτου, οδήγησε στη μελέτη της αντιπαρασιτικής δράσης της 

LieIF μετά την εγκατάσταση της μόλυνσης, με γνώμονα την μεταβολική δραστηριότητα 

των ενδοκυττάριων παρασίτων. Η ταυτόχρονη χορήγηση LieIF/IFN-γ, μετά την μόλυνση 

των μακροφάγων, οδηγεί επίσης σε παρεμπόδιση της ενδοκυττάριας ανάπτυξης του 

παρασίτου, τόσο στην αρχική φάση της μόλυνσης (19 ώρες) όσο και στην προχωρημένη 

φάση αυτής (72 ώρες), υποδηλώνοντας ανοσοθεραπευτική δράση της LieIF. 

 

5.1.2 Μηχανισμός προστασίας των LieIF-ευαισθητοποιημένων μακροφάγων. 

Η επιβίωση και ο πολλαπλασιασμός του παρασίτου του γένους Leishmania στα 

μακροφάγα, διασφαλίζεται μεταξύ άλλων, με την καταστολή της παραγωγής των 

μικροβιοκτόνων μορίων ΝΟ και ROS [139]. Το NO και οι μεσολαβητές της οξειδωτικής 

καταπόνησης, εξαλείφουν αποτελεσματικά το παράσιτο, ως αποτέλεσμα της 

συνεργιστικής δράσης κυτταροκινών απόκρισης τύπου Th1 (π.χ. IFN-γ, TNF-α). Στην 

παρούσα μελέτη, η αποδεδειγμένη δυνατότητα της LieIF να αναστέλει την ανάπτυξη των 

ενδοκυττάριων αμαστιγωτών L. donovani, οδήγησε το ερευνητικό ενδιαφέρον, στον 

έλεγχο της μακροφαγικής παραγωγής και έκκρισης του ΝΟ στο υπερκείμενο των 
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καλλιεργειών των εν λόγω κυττάρων καθώς και της ενδομακροφαγικής συγκέντρωσης 

των ROS. 

Στην παρούσα μελέτη, η συνδυαστική χορήγηση LieIF/IFN-γ πριν την μόλυνση με το 

στέλεχος L. donovani, οδήγησε σε σημαντική παραγωγή ΝΟ, σε σύγκριση με την ομάδα 

ελέγχου των μακροφάγων στα οποία χορηγήθηκε η μονήρης IFN-γ. Τα επίπεδα του 

παραγόμενου αντιμικροβιακού μορίου ΝΟ, ήταν σημαντικά τόσο στην αρχική όσο και 

στην προχωρημένη φάση της μόλυνσης. Επιπλέον, παρατηρήθηκε παραγωγή ΝΟ και 

στην περίπτωση της συνδυαστικής χορήγησης LieIF/IFN-γ μετά την εγκατάσταση της 

μόλυνσης. Συνεπώς, η ευαισθητοποίηση αυτή οδήγησε σε περιορισμό του 

πολλαπλασιασμού του παρασίτου μέσω ενός ΝΟ - εξαρτώμενου μηχανισμού. Ο ρόλος 

του ΝΟ στον έλεγχο της μόλυνσης των μακροφάγων από το παράσιτο, είναι καλά 

μελετημένος τόσο στο ανοσοποιητικό σύστημα του ανθρώπου όσο και στο 

ανοσοποιητικό σύστημα άλλων θηλαστικών [107, 205, 206]. Σε μολυσμένα, με το 

στέλεχος L. infantum, μακροφάγα, προερχόμενα από περιφερικά μονοκύτταρα αίματος 

υγιών εθελοντών, παρατηρείται σημαντική απελευθέρωση του NO. Η παραγωγή αυτή 

σχετίζεται με την λεϊσμανιοκτόνο δράση των κυττάρων και αυξάνεται μετά την εξωγενή 

προσθήκη της κυτταροκίνης IFN-γ και του βακτηριακό λιποπολυσακχαρίτη (LPS) [207]. 

Επιπλέον, στην προχωρημένη φάση της μόλυνσης, όπου η παρεμπόδιση της 

ανάπτυξης του παρασίτου ήταν σημαντική, προσδιορίστηκε η παραγωγή ROS. 

Παρατηρήθηκε, πως τα μακροφάγα στα οποία χορηγήθηκαν οι LieIF/IFN-γ, είτε πριν την 

εγκατάσταση της μόλυνσης είτε μετά, παράγουν σημαντικά επίπεδα ROS, 

επιβεβαιώνοντας την λεϊσμανιοκτόνο δράση αυτών των μεσολαβητών της οξειδωτικής 

καταπόνησης. Η παρασιτοκτόνος δράση των ROS επιβεβαιώνεται από πλήθος 

επιστημονικών αναφορών. Μελέτες αναφέρουν πως σε in vivo συστήματα, το παράσιτο 

παρεμποδίζει την παραγωγή ριζών οξυγόνου (Ο2
-
) και τα επίπεδα των O2

-
 και του 

υπεροξειδίου του υδρογόνου (H2O2) που σημειώνονται σε μονοκύτταρα ασθενών με 

ενεργή σπλαγχνική λεϊσμανίαση, είναι σημαντικά ελαττωμένα συγκριτικά με τα 

αντίστοιχα επίπεδα των υγιών εθελοντών [208, 209]. 

Συνεπώς, η συνδυαστική χορήγηση των LieIF/IFN-γ, τόσο πριν όσο και μετά την 

εγκατάσταση της μόλυνσης, αποτελεί ένα υποσχόμενο προφυλακτικό ή 

ανοσοθεραπευτικό σχήμα που επηρεάζει αρνητικά την εξέλιξη της μόλυνσης μέσω ενός 

μηχανισμού που ενεργοποιεί την παραγωγή των ΝΟ και ROS.  
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Επιπλέον, στην παρούσα μελέτη, βρέθηκε πως η διέγερση των J774A.1 μακροφάγων 

με τις LieIF/IFN-γ, πριν την εγκατάσταση της μόλυνσης, οδηγεί σε πενταπλάσσια 

αύξηση της έκφρασης των μεταγράφων mRNA της MIP-1α, στην προχωρημένη φάση 

της μόλυνσης. Τα παραπάνω αποτελέσματα, επιβεβαιώνουν πως οι CC χημειοκίνες, στις 

οποίες ανήκει η MIP-1α, παίζουν σημαντικό ρόλο στον περιορισμό της εξάπλωσης της 

λεϊσμανίασης [210-213]. Μελέτες υποστηρίζουν πως η χορήγηση MIP-1α σε L. donovani 

- μολυσμένα μακροφάγα, οδηγεί σε περιορισμό του παρασιτικού φορτίου μέσω της 

επαγωγής του ανιόντος του υπεροξειδίου του υδρογόνου και της παραγωγής νιτρωδών 

[214]. Επιπλέον, η εξωγενής χορήγηση MIP-1α σε L.donovani - μολυσμένα μακροφάγα, 

επάγει την παραγωγή της προστατευτικής κυτταροκίνης IL-12 και παρεμποδίζει την 

παραγωγή των κατασταλτικών IL-10 και TGF-β κυτταροκινών [215]. Καθώς η MIP-1α 

θεωρείται υπεύθυνη για την ρύθμιση της έκκρισης TNF-α από τα μακροφάγα, 

ακολούθησε έλεγχος της έκφρασης των mRNA μεταγράφων του TNF-α [202, 216].  

Η επίδραση των LieIF/IFN-γ πριν την εγκατάσταση της μόλυνσης, οδήγησε σε 

εννεαπλάσια αύξηση της έκφρασης του mRNA που κωδικοποιεί τον TNF-α, στην 

προχωρημένη φάση της μόλυνσης. Τα αποτελέσματα αυτά συνηγορούν προς την 

παραδοχή πως ο TNF-α προάγει ένα δεύτερο μήνυμα για την επαγωγή αντιμικροβιακής 

δραστηριότητας σε ενεργοποιημένα με IFN-γ μακροφάγα, ρυθμίζοντας την παραγωγή 

ΝΟ [217]. Αντιθέτως τα μακροφάγα τα οποία διεγέρθηκαν με τις LieIF/IFN-γ μετά την 

εγκατάσταση της μόλυνσης, δεν παρουσίασαν αυξημένα επίπεδα έκφρασης των MIP-1α 

και TNF-α γονιδίων. 

Οι CC χημειοκίνες παίζουν σημαντικό ρόλο στον περιορισμό της ενδοκυτταρικής 

επιβίωσης της L. donovani μέσω ΝΟ - εξαρτώμενων μηχανισμών. Μακροφάγα που 

διεγέρθηκαν με την MIP-1α χημειοκίνη παρουσίασαν ενισχυμένη παραγωγή ΝΟ και 

ικανότητα εξάλειψης των ενδοκυττάριων πρωτοζώων Trypanosoma και Leishmania [213, 

218]. Στο in vitro σύστημα μακροφάγων που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη, 

παρατηρήθηκε, όπως αναφέρεται παραπάνω, αυξημένη παραγωγή MIP-1α και TNF-α 

κατόπιν της συνδυαστικής επίδρασης των πρωτεϊνών LieIF/IFN-γ. Καθώς η MIP-1α 

ρυθμίζει την έκφραση του TNF-α, προκειμένου να επιβεβαιωθεί η συμμετοχή τους στον 

περιορισμό της ενδοκυττάριας ανάπτυξης του παρασίτου, εκτελέστηκαν δοκιμασίες 

παρεμπόδισης χρησιμοποιώντας εξουδετερωτικά αντισώματα έναντι του TNF-α και 

περαιτέρω έλεγχος της επίδρασης αυτής της εξουδετέρωσης, στην οξειδωτική έκρηξη 

των παρασιτιζόμενων μακροφάγων, και συγκεκριμένα στην παραγωγή ROS. Η 
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εξουδετέρωση του παραγόμενου TNF-α, οδήγησε σε μειωμένη παραγωγή ROS, στην 

περίπτωση της επίδρασης της LieIF στα J774A.1 μακροφάγα, πριν την έναρξη της 

μόλυνσης. Τα αποτελέσματα αυτά αναδεικνύουν πως ο έλεγχος του παρασίτου 

διαμεσολαβείται από την παραγωγή των αντιμικροβιακών μορίων μέσω του TNF-α-

εξαρτώμενου μονοπατιού, επιβεβαιώνοντας άλλες πειραματικές μελέτες που αναφέρουν 

πως η επίδραση του TNF-α ενισχύει την οξειδωτική έκρηξη των μακροφάγων [219, 220]. 

Αντιθέτως, η επίδραση της διέγερσης με LieIF, μετά την εγκατάσταση της μόλυνσης, 

οδήγησε στον έλεγχο της ενδοκυτταρικής ανάπτυξης του παρασίτου μέσω ενός 

μηχανισμού παραγωγής ROS που διαμεσολαβείται από ΤNF-α-ανεξάρτητα μονοπάτια 

μεταγωγής μηνυμάτων. Τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώνουν την απουσία της 

μεταβολής στην ένταση της μεταγραφής TNF-α όπως προσδιορίστηκε με αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου και έρχονται σε συμφωνία με άλλες 

μελέτες που ανέδειξαν την παραγωγή ROS μέσω TNF-α-ανεξάρτητων μονοπατιών. 

Αντιπροσωπευτική έρευνα αναφέρει πως η εξουδετέρωση του παραγόμενου TNF-α σε 

ουδετερόφιλα ασθενών με ρευματοειδή αρθρίτιδα, δεν μεταβάλει τα επίπεδα των 

παραγόμενων ROS [221]. 

Στη συνέχεια προκειμένου να διερευνηθεί σε βάθος η λειτουργική διαφοροποίηση 

των μακροφάγων, προσδιορίστηκε η κυτταροπλασματική εντόπιση των κυτταροκινών 

IL-12, IL-17 και IL-10, στο χρονικό σημείο των 72 ωρών, όπου παρατηρήθηκε η 

μεγαλύτερη παρεμπόδιση της ενδοκυτταρικής ανάπτυξης του παρασίτου καθώς και 

μεγαλύτερη παραγωγή των μεσολαβητών της οξειδωτικής καταπόνησης και των MIP-1α 

και TNF-α μορίων. Τα αποτελέσματα έδειξαν πως η ανασυνδυασμένη LieIF, τόσο όταν 

επιδρά στο σύστημα των μακροφάγων πριν την εγκατάσταση της μόλυνσης, όσο και 

μετά, επάγει την παραγωγή IL-12 από τα J774A.1 μακροφάγα. Τα δεδομένα αυτά 

συνηγορούν με τα ευρήματα της επιστημονικής κοινότητας σύμφωνα με τα οποία η 

ανασυνδυασμένη LeIF, τόσο του στελέχους L. braziliensis (LbeIF) όσο και του 

στελέχους L. infantum (LieIF), επάγει την παραγωγή της βιοενεργής IL-12p70 από 

ανθρώπινα μακροφάγα, μονοκύτταρα και ΔΚ που έχουν προηγουμένως εκτεθεί στην 

IFN-γ [72, 77]. Η επακόλουθη παραγωγή της IL-12 από την επίδραση της 

κυτταροπλασματικής πρωτεΐνης LieIF, είναι απαραίτητη για την διαφοροποίηση και την 

πόλωση των CD4
+ 

κυττάρων προς τον Th1 ανοσοφαινότυπο [92].  

Επιπλέον, βρέθηκε πως η ανασυνδυασμένη LieIF επάγει και την παραγωγή IL-10 από 

τα J774A.1 μακροφάγα, τόσο όταν επιδρά στο σύστημα των μακροφάγων πριν την 
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μόλυνση όσο και μετά, συμφωνώντας με άλλα βιβλιογραφικά δεδομένα [72, 77]. Η LeIF 

(LbeIF ή LmeIF), επάγει την παραγωγή IL-10 από ανθρώπινα μακροφάγα, μονοκύτταρα 

και ΔΚ που έχουν προηγουμένως εκτεθεί στην IFN-γ [72, 77]. Η IL-10 δρα 

κατασταλτικά στην λειτουργία των μακροφάγων και των ΔΚ, παρεμποδίζοντας την 

έκφραση των συνδιεγερτικών μορίων [222]. Επιπλέον, παρεμποδίζει την οξειδωτική 

έκρηξη και την παραγωγή φλεγμονωδών κυτταροκινών, ιδιαιτέρως του TNF-α, 

περιορίζοντας την λεϊσμανιοκτόνο δράση των μακροφάγων και ευνοώντας την επιβίωση 

και τον πολλαπλασιασμό του παρασίτου στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων-ξενιστών 

[131]. Παρόλα αυτά, η παραγωγή της IL-10 από την LieIF, δεν αποκλείει το γεγονός ότι 

αυτή η πρωτεΐνη μπορεί να αποτελέσει ισχυρό ανοσοτροποποιητικό μόριο και πιθανό 

υποψήφιο ανοσοενισχυτικό. Μελέτες αναφέρουν πως η παραγωγή της κατασταλτικής IL-

10 μπορεί να είναι συμβατή και με την επαγωγή Th1 φαινοτύπου, καθώς έχουν 

προσδιοριστεί IL-12-επαγόμενα Th1 κύτταρα, που παράγουν IL-10 [222]. Επιπλέον, 

CD4
+
 T κύτταρα που εκφράζουν τον χαρακτηριστικό μεταγραφικό παράγοντα των Th1 

κυττάρων, T-bet, και εκκρίνουν μεγάλη ποσότητα IFN-γ, αποτελούν πηγές IL-10 [223]. 

Επίσης, αποδείχθηκε για πρώτη φορά πως η κυτταροπλασματική πρωτεΐνη LieIF 

επάγει την παραγωγή της IL-17 κυτταροκίνης από J774A.1 μακροφάγα. Παρότι, τα Th17 

κύτταρα αναφέρονται ως ο κύριος κυτταρικός πληθυσμός που παράγει την IL-17, έχουν 

αναφερθεί και άλλοι κυτταρικοί πληθυσμοί, όπως τα μακροφάγα, τα NK κύτταρα και τα 

γδ T κύτταρα [224, 225]. Υπάρχουν αντικρουόμενα αποτελέσματα σχετικά με τον ρόλο 

της IL-17 στην παθολογία της λεϊσμανίασης. Πειραματικά μοντέλα δερματικής 

λεϊσμανίασης που αναπτύχθηκαν στο ποντίκι, καταδεικνύουν πως η κυτταροκίνη αυτή 

συμμετέχει στην επιδείνωση της νόσου ενώ παρατηρείται προστατευτική δράση στην 

παθογένεια της σπλαγχνικής λεϊσμανίασης του ανθρώπου [123, 124]. Επιπλέον, 

πρόσφατη μελέτη συνηγορεί στον προστατευτικό ρόλο της IL-17 έναντι της σπλαγχνικής 

λεϊσμανίασης, καθώς αποδεικνύει ότι η IL-17 δρα συνεργιστικά με την IFN-γ, 

βελτιώνοντας την λεϊσμανιοκτόνο δράση των μακροφάγων [226].  

Συνοψίζοντας, στην παρούσα μελέτη αποδείχθηκε για πρώτη φορά η προστατευτική 

ή/και ανοσοθεραπευτική δράση της κυτταροπλασματικής πρωτεΐνης LeIF του στελέχους 

L. infantum, σε in vitro σύστημα L. donovani - μολυσμένων μακροφάγων. Επιπλέον, 

επιβεβαιώθηκε πως η λεϊσμανιοκτόνος δράση της LieIF, διαμεσολαβείται από την 

παραγωγή λεϊσμανιοκτόνων παραγόντων όπως τα NO και ROS. Επίσης, αποδείχθηκε 

πως η προστατευτική δράση της LieIF και ο επιτυχημένος έλεγχος του παρασίτου, 
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διαμεσολαβείται από την παραγωγή των αντιμικροβιακών μορίων μέσω ενός TNF-α 

εξαρτώμενου μονοπατιού και από την παραγωγή της IL-12, υποδηλώνοντας την 

ενεργοποίηση των μακροφάγων μέσω της κλασσικής οδού [227]. Αντιθέτως, η 

ανοσοθεραπευτική δράση των LieIF/IFN-γ, στα ήδη μολυσμένα μακροφάγα, 

διαμεσολαβείται από τα αντιμικροβιακά μόρια NO και ROS μέσω ενεργοποίησης 

μηχανισμών που δεν περιλαμβάνουν τη συμμετοχή των μορίων MIP-1α και TNF-α. 

Παρόλα αυτά, στον μηχανισμό της θεραπευτικής δράση της πρωτεΐνης, φαίνεται να 

εμπλέκονται οι κυτταροκίνες IL-12 και IL-17. 

 

5.2 Μελέτη ανοσογονικών ιδιοτήτων της LieIF. 

5.2.1Λειτουργική διαφοροποίηση των δενδριτικών κυττάρων. 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, αξιολογήθηκε η ικανότητα της 

ανασυνδυασμένης LieIF, να επάγει την ωρίμανση και την ενεργοποίηση των μυελοειδών 

δενδριτικών κυττάρων (ΔΚ) που προήλθαν από τον μυελό τον οστών ποντικού. Η ex vivo 

επίδραση της LieIF, οδήγησε σε υψηλά ποσοστά έκφρασης των μορίων MHC τάξης ΙΙ, 

καταδεικνύοντας την δυνατότητα των LieIF - ευαισθητοποιημένων ΔΚ, να επάγουν το 

αρχικό σήμα, Σήμα 1, που δημιουργείται από την αλληλεπίδραση του αντιγονικού 

πεπτιδίου με το σύμπλεγμα του υποδοχέα του Τ κυττάρου (TCR)/CD3.  

Επιπλέον, η ex vivo επίδραση της LieIF, οδήγησε σε σημαντική αύξηση της 

έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων CD40, CD80 και CD86. Η αύξηση αυτή ήταν 

ανάλογη με την αντίστοιχη αύξηση που προκλήθηκε από την επίδραση του βακτηριακού 

LPS, που αποτελεί ισχυρό διεγέρτη των ΔΚ. Τα δεδομένα αυτά έρχονται σε συμφωνία με 

βιβλιογραφικές αναφορές καθώς έχει αποδειχθεί πως και η LbeIF αυξάνει την έκφραση 

του CD80 σε ανθρώπινα μακροφάγα και ΔΚ [77]. Η πρωτοτυπία της παρούσας μελέτης, 

έγκειται στην ανάδειξη της θετικής επίδρασης της ανασυνδυασμένης LieIF στην 

έκφραση των μορίων CD40 και CD86, από μυελοειδή ΔΚ προερχόμενα από μυελό των 

οστών ποντικού. Ανάλογη μελέτη έδειξε πως η επίδραση της ανασυνδασμένης LbeIF σε 

ΔΚ προερχόμενα από ανθρώπινα μονοκύτταρα, επάγει αμελητέα αύξηση της έκφρασης 

του επιφανειακού μορίου CD40 και μηδενική αύξηση του συνδιεγερτικού μορίου CD86 

[77]. Αυτές οι δύο πρωτεΐνες (LieIF, LbeIF) παρουσιάζουν υψηλή ομολογία (98%) αλλά 

όχι πανομοιότυπη αμινοξική αλληλουχία, εμφανίζοντας τις περισσότερες διαφορές στο 

αμινοτελικό τμήμα (1-226 αα). Επομένως, τα αντιφατικά αποτελέσματα που 
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παρουσιάζονται παραπάνω, είναι πιθανόν να αποδίδονται σε αυτές τις αντικαταστάσεις 

των αμινοξικών καταλοίπων.  

Η ικανότητα της LieIF να επάγει την αύξηση της έκφρασης των επιφανειακών 

μορίων CD80 και CD86, αποτελεί μία ιδιαιτέρως σημαντική ανοσοτροποποιητική 

ιδιότητα της πρωτεΐνης. Τα μέλη της οικογένειας των Β7 γλυκοπρωτεΐνών (Β7-1/CD80 

και Β7-2/CD86) είναι απαραίτητα για την ενεργοποίηση των Τ κυττάρων καθώς η 

διαφοροποίηση των παρθένων Τ κυττάρων προς ανοσοδραστικά κύτταρα, απαιτεί 

περισσότερα του ενός σήματα. Πιο συγκεκιμένα, οι γλυκοπρωτεΐνες CD80 και CD86 

εμπλέκονται στο δεύτερο και μη αντιγονοειδικό, συνδιεγερτικό σήμα, το Σήμα 2 [228]. Η 

παρουσία ή η απουσία του συνδιεγερτικού σήματος 2, καθορίζει την επαγωγή κλωνικής 

εξάπλωσης ή κλωνικής ανέργειας. 

Επιπλέον, η αυξημένη έκφραση του επιφανειακού δείκτη CD40, κατόπιν της 

επίδρασης της LieIF, είναι ιδιαίτερα σημαντική για την ενίσχυση των 

ανοσοτροποποιητικών ιδιοτήτων της πρωτεΐνης. Ο επιφανειακός δείκτης CD40 των 

αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων αλληλεπιδρά με το μόριο gp39 (CD40L) των 

ενεργοποιημένων CD4
+
 T κυττάρων. Η αλληλεπίδραση CD40 - CD40L έχει μελετηθεί 

στα πλαίσια της διερεύνησης των επίκτητων ανοσολογικών αποκρίσεων έναντι του 

παρασίτου του γένους Leishmania. Η αλληλεπίδραση CD40 - CD40L έχει αποδειχθεί 

απαραίτητη για την παραγωγή IL-12 και IFN-γ και τον επακόλουθο έλεγχο της μόλυνσης 

από το στέλεχος L. major [128]. Η παραπάνω παραδοχή επιβεβαιώνεται και από συναφή 

μελέτη, όπου η εξωγενής χορήγηση ανασυνδυασμένης IL-12 σε πειραματικό μοντέλο 

δερματικής λεϊσμανίασης ποντικών που έφεραν τεχνητή εξάλειψη του γονιδίου CD40L 

(CD40L-/- ), οδήγησε σε μείωση του μεγέθους των δερματικών βλαβών [125]. Επιπλέον, 

η αλληλεπίδραση CD40/CD40L επάγει την ενεργοποίηση της επαγώγιμης συνθετάσης 

του μονοξειδίου του αζώτου (iNOS), ενός ενζύμου που καταλύει την παραγωγή του 

λεϊσμανιοκτόνου μορίου ΝΟ [229]. 

Συνοψίζοντας, η αύξηση της έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων κατόπιν της 

επίδρασης της LieIF, υποδηλώνει την ωρίμανση των ΔΚ συμβάλλοντας στην επίτευξη 

των απαραίτητων αλληλεπιδράσεων συνδιεγερτικού σήματος για την αποτελεσματική 

ενεργοποίηση των Τ λεμφοκυττάρων και την ενίσχυση των ανοσολογικών αποκρίσεων 

[90]. 

Τα ΔΚ μπορούν επιπλέον, να ρυθμίζουν τις ανοσολογικές αποκρίσεις παράγοντας 

κυτταροκίνες [174]. Αμετάβλητες μοριακές δομές μικροβίων, όπως ο LPS, εκτός από την 
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επαγωγή της έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων, ρυθμίζουν και την παραγωγή 

κυτταροκινών από ΔΚ. Αναλόγως, στην παρούσα μελέτη ελέγχθηκε η δυνατότητα της 

ανασυνδυασμένης LieIF, να επάγει, πέραν της έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων, και 

την παραγωγή κυτταροκινών.  

Ως εκ τούτου, ελέγχθηκε η παραγωγή των κυτταροκινών IL-12, IFN-γ, IL-10 και IL-4 

καθώς και η ενεργοποίηση της iNOS. Η in vitro επίδραση της LieIF στα ΔΚ, προκάλεσε 

εξαπλάσια αύξηση του ποσοστού των κυττάρων που παράγουν IL-12, δράση ανάλογη με 

την επίδραση του LPS. Όπως είναι γνωστό, η IL-12 πρωταρχικά εκκρίνεται από τα ΔΚ 

και δρα παρακρινώς στα ΝΚ κύτταρα επάγοντας την παραγωγή IFN-γ καθώς και στα 

παρθένα Τ λεμφοκύτταρα κατευθύνοντας την πόλωσή τους προς τον Th1 υποπληθυσμό 

[230]. Η επίδραση της LieIF στην παραγωγή της IL-12 από ΔΚ προερχόμενα από μυελό 

των οστών ποντικού, ελέγχεται για πρώτη φορά. Ανάλογες μελέτες επιβεβαιώνουν την 

παραγωγή IL-12 από μονοκύτταρα και ΔΚ υγιών εθελοντών, που οφείλεται στην 

επίδραση της ομόλογης (98% ομολογία) LbeIF [77]. Η LieIF οδήγησε επιπλέον, σε 

μέτρια αύξηση του ποσοστού των ΔΚ που παράγουν IL-10 και ενεργοποιούν την iNOS, 

ενώ δεν προκάλεσε αύξηση της παραγωγής της IFN-γ και της απαραίτητης για την 

ανάπτυξη Th2 απόκρισης, της IL-4. Ανάλογες μελέτες, επιβεβαιώνουν την παραγωγή IL-

10 από ανθρώπινα μονοκύτταρα και μακροφάγα, κατόπιν επίδρασης της LieIF και LbeIF, 

αντίστοιχα [72, 77]. 

Συνολικά, τα παραπάνω αποτελέσματα αναδεικνύουν την δράση της LieIF ως ισχυρό 

επαγωγέα της IL-12, η οποία είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη ανοσολογικής 

απόκρισης τύπου Th1 και για τον αποτελεσματικό έλεγχο της λοίμωξης από τα παράσιτα 

του γένους Leishmania spp. 

 

5.2.2 Υποδοχείς τύπου Toll. 

Οι υποδοχείς τύπου Toll (TLRs) ενισχύουν την ικανότητα των ΔΚ να επάγουν Τ 

κυτταρικές αποκρίσεις [231]. Επιπλέον, οι TLRs δρουν συνεργιστικά, ενισχύοντας την 

ωρίμανση των ΔΚ και προκαλώντας την παραγωγή διαφορετικών ομάδων κυτταροκινών, 

μέσω της σηματοδότησης διαφορετικών μονοπατιών [143]. 

Σκοπός της παρούσας μελέτης, ήταν η αξιολόγηση της πιθανής συνεργιστικής δράσης 

των TLRs και της LieIF. Η συνδυαστική ενεργοποίηση των TLRs αντικατοπτρίζει με 

μεγαλύτερη πιστότητα την φυσική πορεία των μολύνσεων, καθώς τα παθογόνα περιέχουν 
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διάφορους αγωνιστές των TLRs, που μπορούν να ενεργοποιήσουν συνδυαστικά 

διαφορετικούς υποδοχείς, που βρίσκονται σε διαφορετικά κυτταρικά διαμερίσματα [231]. 

Για την αξιολόγηση της πιθανής συνεργιστικής δράσης, διαφορετικές συνθήκες 

καλλιέργειας εφαρμόστηκαν στα ΔΚ και αξιολογήθηκαν οι διαφορές στην ωρίμανσή 

τους. 

Τα αποτελέσματα της in vitro δοκιμασίας, επιβεβαίωσαν τις ανοσοτροποποιητικές 

ιδιότητες της LieIF, καθώς η ανασυνδυασμένη LieIF παρουσίασε όμοια επίδραση στην 

ωρίμανση των ΔΚ, με αυτή που παρατηρήθηκε λόγω της δράσης των καλά μελετημένων 

προσδεμάτων των υποδοχέων TLR3, 4 και 9 (polyI:C, LPS και CpG αλληλουχίες, 

αντίστοιχα). Η επιλογή των συγκεκριμένων TLRs βασίστηκε σε πληθώρα 

βιβλιογραφικών δεδομένων που αναλύουν την συμμετοχή αυτών των TLRs, στην 

παθολογία της λεϊσμανίασης. Ερευνητικές μελέτες αναδεικνύουν την συμμετοχή του 

TLR3 στην φαγοκυττάρωση της L. donovani και στην ενίσχυση της λεϊσμανιοκτόνου 

δράσης των μακροφάγων [158]. Ο TLR4 είναι απαραίτητος για την ενεργοποίηση 

προστατευτικής επίκτητης ανοσολογικής απόκρισης στην δερματική λεϊσμανίαση. 

Πειραματικό μοντέλο δερματικής λεϊσμανίασης που εγκαταστάθηκε σε ανθεκτικά 

C57BL/6 ποντίκια που έφεραν εξάλειψη του γονιδίου του TLR4 (TLR4
0
/
0
), παρουσίασε 

αυξημένο παρασιτικό φορτίο και μειωμένη ικανότητα επούλωσης των δερματικών 

βλαβών, συγκριτικά με τον φυσικό τύπο των C57/BL6 ποντικών [181]. Επιπλέον, 

μελέτες σε πειραματικό μοντέλο σπλαγχνικής λεϊσμανίασης αναδεικνύουν την θετική 

συσχέτιση της ενεργοποίησης του TLR4 και της αντιλεϊσμανιακής δραστηριότητας των 

μακροφάγων [232]. Ο TLR9 αποτελεί έναν καλά μελετημένο υποδοχέα των ΔΚ και το 

πρόσδεμά του (CpG αλληλουχίες) χρησιμοποιείται ως ανοσοενισχυτικό σε πειραματικά 

εμβόλια έναντι της νόσου [83]. Επιπλέον, σύγχρονη βιβλιογραφική αναφορά, 

υποστηρίζει τη συμμετοχή του TLR9 στην ανάπτυξη προστασίας έναντι της L. 

guyanensis, σε πειραματικό μοντέλο ποντίκου [182]. 

Επιπρόσθετα, στην παρούσα μελέτη, δεν διαφάνηκε η συνεργιστική δράση της LieIF 

με κάποιον από τους παραπάνω TLRs, καθώς η ταυτόχρονη επίδραση της 

ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης και καθενός από τους TLR αγωνιστές, δεν οδήγησε σε 

ενίσχυση της έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων της Β7 οικογένειας. Αντιθέτως, τα 

πειραματικά δεδομένα αναδεικνύουν για πρώτη φορά, την ενίσχυση της 

ανοσορυθμιστικής δράσης της LieIF από την συνεργιστική δράση δύο MyD88-

ανεξάρτητων TLRs, των TLR3 και TLR4. H ταυτόχρονη διέγερση των ΔΚ με τους 
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αγωνιστές των TLR3 και TLR4, (polyI:C και LPS, αντίστοιχα) σε συνδυασμό με την 

ανασυνδυασμένη LieIF, οδήγησε στην αύξηση της έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων 

CD80 και CD86. Η συνεργιστική δράση των TLR3/TLR4 έχει επίσης αποδειχθεί στην 

παραγωγή της IL-12p70 από ΔΚ προερχόμενα από μυελό των οστών ποντικού [231]. 

Επιπλέον, η ενίσχυση της ανοσοτροποποιητικής δράσης της LieIF από την συνεργιστική 

δράση των TLR3 και TLR4, φάνηκε να είναι εξίσου αποτελεσματική ως προς την 

ωρίμανση των ΔΚ, με την συνεργιστική δράση δύο MyD88-ανεξάρτητων (TLR3, TLR4) 

και ενός MyD88-εξαρτημένου (TLR9) υποδοχέα.  

Τα παραπάνω αποτελέσματα υποδηλώνουν μια πιθανή συνεργιστική δράση των 

TLR3, TLR4 και της LieIF. Παρόλα αυτά, απαιτείται περαιτέρω αξιολόγηση αυτής της 

δράσης σε επίπεδο ελέγχου της παραγωγής φλεγμονωδών κυτταροκινών και της 

έκφρασης χημειοκινών. Επιπλέον, απαιτείται η διερεύνηση της ρύθμισης των TLRs, 

λαμβάνοντας υπόψη όχι μόνο την επίπτωση της ευαισθητοποίησής τους αλλά και την 

χρονολογική σειρά με την οποία ρυθμίζονται [28].  

Η επιβεβαίωση της ενίσχυσης των ανοσοτροποποιητικών ιδιοτήτων της 

ανασυνδυασμένης LieIF από την συνεργιστική δράση των TLRs, θα ανοίξει δρόμο για 

την χρήση της πρωτεΐνης σε πειραματικά πρωτόκολλα ανοσοθεραπείας με ενισχυμένο 

θεραπευτικό αποτέλεσμα. Βιβλιογραφικές αναφορές, καταδεικνύουν την αποτελεσματική 

εφαρμογή της συνέργειας των TLRs, σε πρωτόκολλα ανοσοθεραπείας έναντι της 

δερματικής λεϊσμανίασης σε πειραματικό μοντέλο ποντικού. Αναλυτικότερα, η 

συνδυασμένη χορήγηση της πολυπρωτεΐνης L110f (που περιέχει την αμινοτελική περιοχή 

της eIF πρωτεΐνης του στελέχους L. braziliensis) με το πρόσδεμα του TLR4 (MPL) και το 

πρόσδεμα του TLR9 (CpG), σε μολυσμένα με L. major, BALB/c ποντίκια, οδήγησε σε 

μείωση του παρασιτικού φορτίου, αύξηση του αριθμού των δραστικών CD4
+
 κυττάρων 

και της παραγωγής IL-12, IFN-γ και CCL5 [233].  

 

5.2.3 Αξιολόγηση της δράσης της ανασυνδυασμένης LieIF ως ανοσοενισχυτικό, σε in 

vivo πειραματικό μοντέλο ποντικού. 

Στα πλαίσια της παρούσας μελέτης, αποδείχθηκε πως η ανασυνδυασμένη LieIF έχει 

άμεση επίδραση στην ρύθμιση της παραγωγής κυτταροκινών και στην έκφραση των 

συνδιεγερτικών μορίων, από τα μυελοειδή ΔΚ ποντικού, ενισχύοντας την πιθανότητα 

δράσης της ίδιας της πρωτεΐνης ως ανοσοενισχυτικό. Η υπόθεση αυτή, ισχυροποιείται και 
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από την μελέτη της δράσης της LeIF του στελέχους L. major (LmeIF), η οποία 

παρουσιάζει 100% ομολογία με την LieIF. Η LmeIF μπορεί να ρυθμίσει την κυρίαρχη 

Th1 απόκριση, σε υγιή ή μολυσμένα με L. major, BALB/c ποντίκια, αναπτύσσοντας 

κλώνους T λεμφοκυττάρων ικανούς να παράγουν IFN-γ, χωρίς την χρήση επιπρόσθετου 

ανοσοενισχυτικού, υποδηλώνοντας την πιθανή δράση της ίδιας της πρωτεΐνης ως 

ανοσοενισχυτικό [185].  

Η διερεύνηση της δράσης της LieIF ως αποτελεσματικό ανοσοενισχυτικό, ελέγχθηκε 

σε in vivo πειραματικό μοντέλο ποντικού, καθώς η χρήση των αιμομικτικών φυλών 

ποντικών αποτελεί ένα ευρέως αποδεκτό μοντέλο προκλινικών μελετών για τη 

διαλεύκανση του μηχανισμού δράσης ανοσοτροποποιητικών και θεραπευτικών ουσιών 

[234]. 

Επιλέχθηκε το πειραματικό πρωτόκολλο που χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό 

του μηχανισμού δράσης του πλέον ευρύτατα χρησιμοποιούμενου ανοσοενισχυτικού στον 

άνθρωπο, των αλάτων του αλουμινίου (alum) [167]. Συνεπώς, η LieIF αξιολογήθηκε ως 

ανοσοενισχυτικό, μέσω της μελέτης της επαγωγής φλεγμονής στο σημείο της έγχυσής 

της μαζί με ένα κλασικό αντιγόνο, την αλβουμίνη του αυγού (OVA). Η έγχυση των 

OVA-LieIF, οδήγησε σε σημαντική προσέλκυση του κύριου λευκοκυτταρικού 

πληθυσμού που διηθεί τους ιστούς στα αρχικά στάδια της φλεγμονώδους απόκρισης, των 

ουδετερόφιλων (Ly6G
+
-CD11b

+
). Τα ουδετερόφιλα φαγοκυτταρώνουν τα παθογόνα και 

απελευθερώνουν μεσολαβητές (π.χ. ΜΙP-1α) που συνεισφέρουν στη φλεγμονώδη 

απόκριση, προσελκύοντας μακροφάγα στο σημείο της φλεγμονής [235]. Η επιστράτευση 

και ενός άλλου κυτταρικού πληθυσμού, των μονοκυττάρων (Ly6C
+
-CD11b

+
), στην 

περιτοναϊκή κοιλότητα, στο χρονικό σημείο των 24 ωρών, ανέδειξε, όπως και στην 

περίπτωση του alum, πως η LieIF οδηγεί επιτυχώς την προσέλκυση των κυττάρων της 

φλεγμονώδους αντίδρασης. 

Η διερεύνηση του μηχανισμού δράσης της LieIF μέσω ενδογενούς ιστικού σήματος 

κινδύνου κατά αντιστοιχία με το alum [167], απέδειξε πως η δράση της LieIF δεν 

διαμεσολαβείται από την παραγωγή του ουρικού οξέος. Λαμβάνοντας υπόψη την 

φαινοτυπική ωρίμανση και τη λειτουργική διαφοροποίηση που επάγει η LieIF στα ΔΚ, 

είναι πιθανόν αυτή η άμεση ενεργοποίηση των ΔΚ να αναπληρώνει την απουσία του 

ουρικού οξέος ως ενδογενές σήμα κινδύνου. 

Επιπλέον, παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση της έκφρασης της IL-1β, η οποία 

συνδέεται με την αυξημένη εισροή των ουδετερόφιλων στο σημείο της έγχυσης [183], 
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και του μεταγραφικού παράγοντα NF-κB2, ο οποίος συνδέεται με την αντοχή έναντι του 

παρασίτου Leishmania spp [184]. Η παραγωγή IL-1β καταδεικνύει την πιθανή 

ενεργοποίηση του συμπλόκου υψηλού μοριακού βάρους (inflammasome) που 

ενεργοποιεί φλεγμονώδεις κασπάσες και κυτταροκίνες της IL-1 οικογένειας, και 

συναντάται στον μηχανισμό δράσης του alum [183]. 

Ως απόρροια των παραπάνω, η LieIF επιδεικνύει ιδιότητες και δραστικότητα 

ανοσοενισχυτικού ικανού να προάγει την προσαρμοστική ανοσία. 

 

5.3 Αντιγονική χαρτογράφηση της LieIF και προσδιορισμός των ενεργών 

ανοσογονικών περιοχών της. 

5.3.1 Προσδιορισμός Τ αντιγονικών επιτόπων στην ανασυνδυασμένη LieIF. 

Κατά την εκπόνηση της διδακτορικής διατριβής, προσδιορίστηκε η ύπαρξη Τ 

αντιγονικών επιτόπων στο μόριο της LieIF, που μπορούν εν δυνάμει να συνδεθούν 

στερεοχημικά με τον ομόλογο μεμβρανικό υποδοχέα των Τ κυττάρων (TCR). Αρχικά, ο 

προσδιορισμός αυτός πραγματοποιήθηκε έμμεσα μέσω της εκτίμησης του ρυθμού 

ανάπτυξης των λεμφοκυττάρων. Αναλυτικότερα, τα λεμφοκύτταρα που προήλθαν από 

τον σπλήνα L. major - μολυσμένων BALB/c (ευαίσθητη φυλή) και C57BL/6 (ανθεκτική 

φυλή) ποντικών, επωάστηκαν in vitro υπό την επίδραση της ανασυνδυασμένης LieIF και 

του διαλυτού αντιγόνου του παρασίτου. 

Παρατηρήθηκε λεμφοβλαστική ικανότητα έναντι της ανασυνδυασμένης LieIF, τόσο 

στα ευαίσθητα BALB/c, όσο και στα ανθεκτικά C57BL/6 ποντίκια, υποδηλώνοντας την 

ύπαρξη Τ αντιγονονικών επιτόπων που αναγνωρίζονται από τους TCR των CD4
+
 ή CD8

+ 

λεμφοκυττάρων, στο μόριο της LieIF. Το αποτέλεσμα αυτό, έρχεται σε συνέπεια με τα 

δεδομένα άλλων μελετών όπου κύτταρα των επιχώριων λεμφαδένων L. major-

μολυσμένων ή LmeIF - ανοσοποιημένων BALB/c ποντικών, αποκρίθηκαν θετικά στην in 

vitro επίδραση της LmeIF, με δοσο-εξαρτώμενο τρόπο [185]. 
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5.3.2 In silico ανάλυση της LieIF. 

Η έμμεση κατάδειξη της ύπαρξης Τ αντιγονικών επιτόπων στο μόριο της LieIF, 

προσανατόλισε το ερευνητικό ενδιαφέρον, στην χαρτογράφηση του μορίου της, 

προκειμένου να προσδιοριστεί το μικρότερο δυνατό τμήμα της πρωτεΐνης που αποτελεί 

πρόσδεμα του ομόλογου TCR και φέρει ανοσογονικές ιδιότητες [77]. Ο προσδιορισμός 

του μικρότερου δυνατού τμήματος μιας πρωτεΐνης που φέρει ανοσογονικές ιδιότητες, 

είναι ιδιαίτερα σημαντικός διότι προσομοιάζει την φυσική πορεία της αποικοδόμησης της 

πρωτεΐνης μέσω της ενδοκυτταρικής οδού, αποκλείοντας τις αλληλουχίες τις πρωτεΐνης 

που μπορούν να προκαλέσουν επιδείνωση της παθολογίας της νόσου. 

Επίσης, η χαρτογράφηση αντιγονικών επιτόπων είναι καθοριστική για τον σχεδιασμό 

ενός αποτελεσματικού εμβολίου [236, 237]. Ένα εμβόλιο θεωρείται αποτελεσματικό 

όταν προκαλεί ισχυρή ανοσολογική απόκριση από τα Τ κύτταρα, κατόπιν της 

αναγνώρισης των αντιγονικών πεπτιδίων και του σχηματισμού τριμοριακού 

συμπλέγματος (TCR , ένα μόριο MHC και αντιγονικό πεπτίδιο). Τα ενδογενή αντιγόνα 

(αυτά που παράγονται μέσα στο κύτταρο) υφίστανται επεξεργασία διαμέσου της 

κυτταροπλασματικής οδού και παρουσιάζονται στη μεμβράνη των 

αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων με μόρια MHC τάξης Ι [238]. Τα μόρια MHC τάξης 

Ι, προσδένονται σε πεπτίδια μεγέθους 8 - 15 καταλοίπων [239]. Αντίστοιχα, τα εξωγενή 

αντιγόνα (αυτά που προσλαμβάνονται με ενδοκυττάρωση) υφίστανται επεξεργασία 

διαμέσου της ενδοκυτταρικής οδού και παρουσιάζονται με μόρια MHC τάξης ΙΙ [240]. 

Τα μόρια MHC τάξης ΙΙ, προσδένονται σε πεπτίδια μεγέθους που ποικίλλουν σε μήκος 

από 12 - 25 αμινοξικά κατάλοιπα . 

Συνεπώς, η in silico ανάλυση των πρωτεϊνών με την χρήση αλγόριθμων πρόβλεψης 

αντιγονικότητας, επιταχύνει την διαδικασία εύρεσης αντιγονικών επιτόπων που 

αναγνωρίζονται από τους ομόλογους TCR, ενισχύοντας την έρευνα που σχετίζεται με την 

εφαρμογή πεπτιδίων σε πρωτόκολλα εμβολιασμού. Αυτή η μεθοδολογία προσδιορισμού 

αντιγονικών επιτόπων συνιστά μια καινοτόμο προσέγγιση έρευνας εμβολίων και 

ονομάζεται αντίστροφη ανάπτυξη εμβολίων (reverse vaccinology) [241]. Τα τελευταία 

χρόνια έχει αναπτυχθεί μια σειρά αλγορίθμων πρόβλεψης αντιγονικότητας, που 

διακρίνουν συνδετικά από μη συνδετικά πεπτίδια, με κριτήριο την αμινοξική τους 

αλληλουχία [242]. Προς αυτή την κατεύθυνση, πραγματοποιήθηκε λήψη της πλήρους 

αλληλουχίας του ευκαρυωτικού παράγοντα έναρξης eIF της L. infantum από την βάση 

δεδομένων NCBI/protein. Στη συνέχεια αποκλείστηκε ο ρόλος της LieIF ως 
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εκκρινόμενης πρωτεΐνης και ακολούθησε χαρτογράφηση της LieIF με αλγόριθμους 

πρόβλεψης αντιγονικότητας. Στην παρούσα μελέτη, χρησιμοποιήθηκαν τρεις αλγόριθμοι 

για την πρόβλεψη αλληλουχιών της LieIF που μπορούν να προσδένονται στα μόρια 

MHC τάξης Ι και ΙΙ. Αναλυτικότερα, για τον προσδιορισμό Τ - κυτταρικών επιτόπων, οι 

οποίοι αναγνωρίζονται από τα μόρια MHC τάξης ΙΙ του ποντικού (φυλές BALB/c, 

C57BL/6 και CBA) επιλέχθηκαν οι αλγόριθμοι NetMHCII 2.2 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII) και SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de). 

Αντίστοιχα, για τον προσδιορισμό Τ - κυτταρικών επιτόπων που αναγνωρίζονται από τα 

μόρια MHC τάξης Ι του ποντικού επιλέχθηκαν οι αλγόριθμοι NetMHC 3.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC-3.0/) και SYFPEITHI 

(http://www.syfpeithi.de). Η ανάλυση της αλληλουχίας αποκάλυψε έναν σημαντικό 

αριθμό πιθανών επιτόπων, 61 15-μερή πεπτίδια και 41 9-μερή πεπτίδια, αλλά ελάχιστοι 

από αυτούς προβλέφθηκαν από το σύνολο των χρησιμοποιούμενων αλγορίθμων, με 

δυνατότητα πρόσδεσης σε περισσότερα του ενός αλληλόμορφα. Τα προβλεπόμενα 9-

μερή πεπτίδια επέδειξαν δυνατότητα σύνδεσης με τα μόρια H2-L
d
, H2-K

d
, H2-K

k
, H2-D

b
 

και H2-K
b
, ενώ τα 15-μερή πεπτίδια επέδειξαν δυνατότητα σύνδεσης με τα μόρια H2-

IA
d
, H2-IA

k
, H2- IE

k
 και Η2-IA

b
. Από το σύνολο των 15-μερών και 9-μερών πεπτιδίων 

της LieIF που υπεδείχθησαν από τους αλγορίθμους, προκρίθηκαν, τελικά, πέντε 

πολυπεπτίδια μεγέθους 16-18 αμινοξέων που ικανοποιούσαν τα παρακάτω κριτήρια: 

άνηκαν στην αμινοτελική περιοχή της πρωτεΐνης (1-226 αα), καθώς βιβλιογραφικές 

αναφορές υποστηρίζουν πως η ανοσοτροποποιητική ικανότητά της LeIF εντοπίζεται στην 

αμινοτελική της περιοχή (1-226 αα) [185], παρουσίαζαν υψηλά σκορ πρόσδεσης στους 

αλγόριθμους πρόσδεσης και περιείχαν τόσο 9-μερείς όσο και 15-μερείς επίτοπους.  

 

5.3.3 Εκτίμηση ανοσογονικών ιδιοτήτων των τμημάτων της LieIF. 

Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι τα συνθετικά πεπτίδια της αμινοτελικής περιοχής της 

LieIF, μεγέθους 16 - 18 αα, δεν επάγουν την ωρίμανση των ΔΚ. Εξαίρεση αποτελεί το 

πεπτίδιο 52-68, η επίδραση του οποίου οδήγησε σε αύξηση της έκφρασης του 

συνδιεγερτικού μορίου CD80. Το αποτέλεσμα αυτό είναι ιδιαίτερα σημαντικό, καθώς 

υπάρχουν ενδείξεις πως η έκφραση των μορίων CD80 και CD86, έχει διαφορετικές 

επιδράσεις στην ανάπτυξη των Th1 και Th2 κυττάρων. Σε πειραματικό μοντέλο 

αλλεργικής εγκεφαλομυελίτιδας, η εξουδετέρωση του CD80, με το κατάλληλο αντίσωμα, 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII
http://www.syfpeithi.de/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC-3.0/
http://www.syfpeithi.de/
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επάγει την ανάπτυξη Th2 ανοσοαπόκρισης ενώ η αντίστοιχη εξουδετέρωση του CD86, 

επάγει Th1 ανοσοαπόκριση [186]. Επιπλέον, σύμφωνα με βιβλιογραφικές αναφορές, η 

ρύθμιση της έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων CD80 και CD86 επηρεάζεται από 

πληθώρα κυτταροκινών, όπως η IL-4 , η IFN-γ και η IL-10. Η IL-4, που αποτελεί 

χαρακτηριστική κυτταροκίνη της Th2 απόκρισης, δρα ως ισχυρός επαγωγέας της 

γλυκοπρωτεΐνης CD86 και λιγότερο της CD80, στα Β λεμφοκύτταρα [243]. Αντίστοιχα, 

η IFN-γ που συνδέεται με την ανάπτυξη Th1 απόκρισης, παρουσιάζει αντιφατική δράση 

ως προς την επαγωγή της έκφρασης του CD80, καθώς η επίδρασή της προκαλεί αύξηση 

της έκφρασής του στα περιφερικά μονοκύτταρα αίματος υγιών εθελοντών [244] και 

μείωσή του σε περιτοναϊκά μακροφάγα ποντικού [245]. Επιπλέον, η επίδραση της IL-10, 

που δρα κατασταλτικά στην ανάπτυξη Th1 απόκρισης, προκαλεί μείωση της έκφρασης 

του CD86 ενώ δεν προκαλεί μεταβολή στην έκφραση του CD80, σε ΔΚ υγιών εθελοντών 

[246].  

Η ανεπάρκεια των συνθετικών πεπτιδίων να επάγουν την λειτουργική διαφοροποίηση 

των ΔΚ, επιβεβαιώθηκε από το προφίλ των παραγόμενων κυτταροκινών. Τα πεπτίδια που 

δεν επέφεραν αύξηση της έκφρασης των συνδιεγερτικών μορίων (πεπτ. 48-64, 103-119, 

15-31 και 200-216), δεν οδήγησαν επίσης σε σημαντική αύξηση της έκφρασης των 

κυτταροκινών IL-12, IFN-γ, IL-10 και IL-4. Το πεπτίδιο 52-68, η επίδραση του οποίου 

είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση της έκφρασης του CD80, οδήγησε σε αύξηση της 

παραγωγής των κυτταροκινών IFN-γ και IL-10, οι οποίες φαίνεται να ρυθμίζουν με την 

σειρά τους την έκφραση των συνδιεγερτικών μορίων, όπως αναφέρθηκε παραπάνω. 

Επιπλέον, η παρατηρούμενη αύξηση της IL-10, μπορεί να αποδοθεί στην αυτοκρινή 

δράση της αυθόρμητα παραγόμενης IL-10 από τα ανώριμα ΔΚ [187]. H αδυναμία του 

πεπτιδίου 15-31 να επάγει την παραγωγή κυτταροκινών, επιβεβαιώνεται από πρόσφατη 

μελέτη κατά την οποία η επίδραση του πρωτεϊνικού τμήματος LieIFΔ25 (που δεν 

περιέχει τα πρώτα 25 αμινοξικά κατάλοιπα της πρωτεΐνης) σε ανθρώπινα μονοκύτταρα, 

οδήγησε σε παρόμοια παραγωγή IL-12p70, IL-10 και TNF-α με την αντίστοιχη επίδραση 

ολόκληρης της LieIF, καταδεικνύοντας πως το τμήμα 1-25, δεν είναι απαραίτητο για την 

παραγωγή κυτταροκινών [72].  

Η αδυναμία πρόκρισης ενός ισχυρού ανοσορυθμιστικού πεπτιδίου, οδήγησε την 

μελέτη στον προσδιορισμό πολυπεπτιδίων. Για να προσδιοριστεί το πολυεπιτοπικό τμήμα 

που φέρει ανοσογονικές ιδιότητες, σχεδιάστηκαν και εκφράστηκαν συνολικά 8 

ανασυνδυασμένα αλληλοεπικαλυπτόμενα πολυπεπτίδια που κάλυπταν το σύνολο της 
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πρωτεΐνης. Τα πρωτεϊνικά αυτά τμήματα, ελέγχθηκαν ως προς την ικανότητά τους να 

επάγουν την λειτουργική διαφοροποίηση των ΔΚ.  

Τα τμήματα 196-403 και 25-238 (D1), επάγουν την αύξηση της έκφρασης των CD40, 

CD86 και CD80 καθώς και της παραγωγής της IL-12. Ακολουθούν τα τμήματα 1-226, 1-

195 1-238 και 239-403, που εκτός από την παραγωγή της IL-12, προκαλούν την έκφραση 

δύο συνδιεγερτικών μορίων (CD40 και CD80). Τέλος ακολουθούν τα τμήματα της 

κεντρικής περιοχής, 129-226 και 129-261, που αυξάνουν την έκφραση ενός μόνο δείκτη 

(CD40). Από τα τμήματα αυτά, μόνο το τμήμα 129-261 και όχι το τμήμα 129-226, 

προκάλεσε σημαντική παραγωγή της IL-12. Τα δεδομένα αυτά, συμφωνούν με 

ερευνητική μελέτη ανάλογης επίδρασης των πολυεπιτοπικών τμημάτων της LieIF στην 

παραγωγή IL-12p70 από μονοκύτταρα υγιών εθελοντών [72]. Σύμφωνα με την μελέτη 

αυτή, τα τμήματα 1-226, 1-195 και 196-403, αντίθετα με τα τμήματα 129-226 και 129-

261, προκαλούν την παραγωγή IL-12p70 σε ενεργοποιημένα με IFN-γ μονοκύτταρα 

υγιών εθελοντών. Συνεπώς, τα παραπάνω αποτελέσματα, αποδεικνύουν ότι η περιοχή 

που παρουσιάζει την ικανότητα διέγερσης των ΔΚ, βρίσκεται στην περιοχή 1-129 (για 

την αμινοτελική περιοχή) και 261-403 για την καρβοξυτελική περιοχή.  

Η καινοτομία της παρούσας μελέτης, έγκειται στο γεγονός, πως αντίθετα με τα 

βιβλιογραφικά δεδομένα που έχουν προκύψει από την μελέτη της LbeIF, η LieIF δεν 

διαθέτει πόλωση, διότι τόσο η αμινοτελική (1-226) όσο και η καρβοξυτελική της περιοχή 

(196-403), επάγουν την ωρίμανσή των ΔΚ και την σημαντική παραγωγή IL-12p40. Τα 

αποτελέσματα επιβεβαιώνονται και από την επίδραση των περιοχών που 

προσδιορίστηκαν με τρισδιάστατα μοντέλα κρυσταλλικών δομών, 25-238 (D1) και 239-

403 (D2) που αντιπροσωπεύουν την αμινοτελική και την καρβοξυτελική περιοχή, 

αντίστοιχα. Η αντιφατική επίδραση της καρβοξυτελικής περιοχής της LieIF και της 

LbeIF, μπορεί να αποδοθεί στην αντικατάσταση αμινοξέος στην θέση 384 (αλανίνη 

έναντι γλυκίνης). 

Τα παραπάνω αποτέλεσματα, προσανατόλισαν το ερευνητικό ενδιαφέρον σε αυτές τις 

δύο περιοχές της πρωτεΐνης και στην διερεύνηση της αντιλεϊσμανιακής τους ικανότητας, 

σε πειραματικό μοντέλο μακροφάγων. Η επίδραση της αμινοτελικής και της 

καρβοξυτελικής περιοχής της LieIF, είτε πριν είτε μετά την εγκατάσταση της μόλυνσης 

με L. donovani προμαστιγωτές μορφές, οδήγησε σε παρεμπόδιση της ενδοκυτταρικής 

ανάπτυξης του παρασίτου, υποδηλώνοντας τον σημαντικό τους ρόλο σε πρωτόκολλα 

εμβολιασμού και ανοσοθεραπείας. Η επίδραση της αμινοτελικής περιοχής (1-226), πριν ή 
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μετά την μόλυνση, οδήγησε σε σχεδόν όμοια επίπεδα παρεμπόδισης σε όλα τα χρονικά 

σημεία ελέγχου με την αντίστοιχη παρεμπόδιση που προκάλεσε ολόκληρο το μόριο της 

LieIF, δηλώνοντας έμμεσα πως το τμήμα 1-226 είναι υπεύθυνο για την παρατηρούμενη 

αντιλεϊσμανιακή δράση της LieIF. Παρόλα αυτά, η αντίστοιχη επίδραση της 

καρβοξυτελικής περιοχής (196-403), τόσο πριν όσο και μετά την έκθεση στο παράσιτο, 

οδήγησε σε ταχύτερη παρεμπόδιση της ανάπτυξης του παρασίτου, συγκριτικά με την 

LieIF, καθώς σημειώθηκε υψηλό ποσοστό παρεμπόδισης από τις πρώτες ώρες τις 

μόλυνσης.  

 Επιπλέον, η αντιλεϊσμανιακή δράση των τμημάτων 1-226 και 196-403, φάνηκε να 

διαμεσολαβείται από την παραγωγή του πλέον αποτελεσματικού μορίου με 

παρασιτοκτόνο δράση, του ΝΟ. Όμοια ή και υψηλότερα επίπεδα ΝΟ· προκλήθηκαν από 

την επίδραση των τμημάτων 1-226 και 196-403, από την αντίστοιχη παραγωγή που 

προκάλεσε η συνδυαστική επίδραση των ισχυρών διεγερτών LPS και IFN-γ. Τα επίπεδα 

του παραγόμενου ΝΟ· εμφάνισαν αναλογική συσχέτιση με την παρεμπόδιση της 

ανάπτυξης του παρασίτου, φτάνοντας στις μεγαλύτερες τιμές όταν η παρεμπόδιση άγγιζε 

το 100%. Η ευαισθητοποίηση των μακροφάγων με το τμήμα 1-226, πριν ή μετά την 

έκθεση στο παράσιτο, οδήγησε σε σχεδόν όμοια παραγωγή ΝΟ με την αντίστοιχη 

παραγωγή που προκάλεσε ολόκληρο το μόριο της LieIF, στα διάφορα χρονικά σημεία 

ελέγχου, επιβεβαιώνοντας την παρόμοια αντιλεϊσμανιακή δράση που παρατηρήθηκε 

ανάμεσα στο τμήμα 1-226 και σε ολόκληρη την LieIF. Η αντίστοιχη παραγωγή NO που 

προκλήθηκε από την επίδραση του τμήματος 196-403, οδήγησε σε χαμηλότερη 

παραγωγή NO από την αντίστοιχη παραγωγή της LieIF, υποδηλώνοντας την πιθανή 

συμμετοχή και άλλων αντιμικροβιακών μορίων.  

 

5.4 Εφαρμογή της LieIF σε πειραματικά πρωτόκολλα ανοσοθεραπείας και 

εμβολιασμού. 

5.4.1 Εφαρμογή της LieIF σε πειραματικό πρωτόκολλο ανοσοθεραπείας έναντι της 

σπλαγχνικής λεϊσμανίασης. 

Οι Th1 ανοσοαποκρίσεις παίζουν σημαντικό ρόλο στον έλεγχο της σπλαγχνικής 

λεΐσμανίασης και ως εκ τούτου, πρωτεΐνες του παρασίτου Leishmania spp. που 

διεγείρουν Τ κυτταρικές αποκρίσεις στον ξενιστή, αποτελούν υποψήφια μόρια για την 
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ανάπτυξη εμβολίου. Κατά την αναζήτηση τέτοιων αντιγόνων, η LeIF αναδείχθηκε ως ένα 

υποσχόμενο μόριο.  

Η LeIF, είτε προερχόμενη από το στέλεχος L. braziliensis (LbeIF), είτε από το 

στέλεχος L. major (LmeIF), ρυθμίζει την παραγωγή της προστατευτικής IL-12 από 

μακροφάγα και μονοκύτταρα περιφερικού αίματος τόσο ασθενών όσο και υγιών 

εθελοντών, παρουσιάζοντας ιδιαίτερο ενδιαφέρον ως πιθανό εργαλείο ανοσοθεραπείας 

στην προσπάθεια ανάπτυξης προστατευτικής ανοσίας έναντι της λεϊσμανίασης [72, 73, 

77]. Επιπλέον, το αμινοτελικό τμήμα (1-226) της LbeIF, μαζί με τις πρωτεΐνες TSA 

(thiol-specific antioxidant) και STI1 (stress-inducible protein 1) του στελέχους L. major, 

αποτελεί μέρος της ανασυνδυασμένης πολυπρωτεΐνης Leish-111f (LEISH-F1) [69], η 

οποία σε συνδυασμό με το ανοσοενισχυτικό MPL-SE έχει χρησιμοποιηθεί σε κλινικές 

μελέτες ανοσοθεραπείας (ανοσοχημειοθεραπείας) της δερματικής και της 

βλεννογονοδερματικής λεϊσμανίασης, με ενθαρρυντικά αποτελέσματα [188, 247]. 

Επίσης, η πολυπρωτεΐνη Leish-110f (LEISH-F2), που αποτελεί τροποποιημένο μόριο της 

Leish-111f, κατόπιν αφαίρεσης των 6 καταλοίπων ιστιδίνης του αμινοτελικού άκρου και 

αντικατάστασης του αμινοξέος στην θέση 274, έχει δοκιμαστεί σε κλινικές μελέτες 

ανοσοχημειοθεραπείας έναντι της δερματικής λεϊσμανίασης [248]. 

Στην συνέχεια των ερευνητικών αποτελεσμάτων που αναφέραμε και των δεδομένων 

της υπάρχουσας βιβλιογραφίας, σχεδιάστηκε η διερεύνηση της ικανότητας ολόκληρου 

του μορίου της ανασυνδυασμένης LeIF του στελέχους L. infantum (LieIF), χωρίς την 

παρουσία ανοσοενισχυτικού ή χημειοθεραπευτικού, να προκαλέσει ανοσοθεραπευτικό 

αποτέλεσμα σε πειραματικό μοντέλο σπλαγχνικής λεϊσμανίασης. 

Τα LieIF - ανοσοποιημένα πειραματόζωα, αν και ανέπτυξαν παρασιτισμό του ήπατος 

και του σπλήνα, σημείωσαν σημαντικά ελαττωμένο παρασιτικό φορτίο στον σπλήνα, 10 

εβδομάδες μετά την μόλυνση. Το αποτέλεσμα αυτό, υποδηλώνει πως τα LieIF - 

ανοσοποιημένα ποντίκια μπόρεσαν να αναχαιτήσουν την εξάπλωση της μόλυνσης, 

συγκριτικά με τα μη - ανοσοποιημένα πειραματόζωα. Επιπλέον, όσον αφορά στην 

παραγωγή ειδικών αντιλεϊσμανιακών αντισωμάτων, τα LieIF - ανοσοποιημένα ποντίκια 

παρουσίασαν αύξηση τόσο των IgG1 όσο και των IgG2a ανοσοσφαιρινών. 

Ανάλυση με κυτταρομετρία ροής, του φαινοτύπου των λεμφοκυττάρων του σπλήνα, 

ανέδειξε αύξηση του ποσοστού των CD4
+
 και CD8

+
 κυττάρων στα ανοσοποιημένα 

ποντίκια, υποδηλώνοντας την ανάπτυξη αντιδράσεων κυτταρικής ανοσίας και την 
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σχετική επάρκεια του ανοσοποιητικού συστήματος του ξενιστή στον περιορισμό της 

ιστικής εξάπλωσης του παρασίτου. 

Για την αξιολόγηση της Th1/Th2 ισορροπίας, προσδιορίστηκε η έκφραση της Th1-

διαμεσολαβούμενης κυτταροκίνης IL-12 έναντι της IL-10, καθώς και των μεταγραφικών 

παραγόντων T-bet (Tbx21) και GATA-3. Τα LieIF - ανοσοποιημένα ποντίκια, 

παρουσίασαν αύξηση της παραγωγής της IL-12 στα λεμφοκύτταρα του σπλήνα, 10 

εβδομάδες μετά την μόλυνση, όπου παρατηρήθηκε και η μείωση του παρασιτικού 

φορτίου του λεμφικού οργάνου. Επιπλέον, σημειώθηκαν υψηλότεροι λόγοι IL-12b/IL-10 

και Tbx21/GATA-3, στα κύτταρα του σπλήνα των LieIF - ανοσοποιημένων ποντικών, 

υποδηλώνοντας τον ανοσολογικό προσανατολισμό των Th1 κυττάρων, προς την Th1 

πόλωση. Η έκφραση των μεταγραφικών παραγόντων T-bet και GATA-3, αποτελεί σήμα 

ρύθμισης της διαφοροποίησης των Th κυττάρων προς Th1 και Th2, αντίστοιχα, καθώς 

αυτοί οι δύο κύριοι μεταγραφικοί παράγοντες των Τ κυττάρων, ρυθμίζουν την έκφραση 

γονιδίων του Th1 και Th2 ανοσοφαινότυπου [249]. Η έκφραση του GATA-3 επηρεάζει 

άμεσα την έκφραση των γονιδίων των IL-5, IL-4 και IL-13 και αναστέλλει την παραγωγή 

των Th1 κυτταροκινών. Επίσης, πειραματικές μελέτες υποδεικνύον πως η σχετική 

έκφραση αυτών των μεταγραφικών παραγόντων και όχι η έκφραση του καθενός από 

αυτούς χωριστά, αντικατοπτρίζει καλύτερα την Th1/Th2 πόλωση [250]. 

Συνολικά, τα παραπάνω αποτελέσματα αντικατοπτρίζουν την δυνητική χρήση της 

LieIF ως ένα υποσχόμενο εργαλείο για την ανοσοθεραπεία της λεϊσμανίασης. Αυτή η 

δυνατότητα της πρωτεΐνης, ενισχύεται και από τα αποτελέσματα της μελέτης της LieIF 

σε in vitro συστήματα, τα οποία προήλθαν από την έρευνα που πραγματοποιήθηκε στα 

πλαίσια της εκπόνησης της παρούσας διδακτορικής διατριβής και αναφέρθηκαν στις 

προηγούμενες ενότητες. Στην μελέτη αυτή, αναδείχθηκε η ενεργότητα της LieIF να 

παράγει κυτταροκίνες της προστατευτικής Th1 απόκρισης, σε in vitro συστήματα 

μακροφάγων και ΔΚ.  

Η πρωτοτυπία της μελέτης αυτής, αφορά σε δύο παραμέτρους. Αρχικά, στο γεγονός 

της χρήσης της L. infantum eIF (LieIF) σε πρωτόκολλο ανοσοθεραπείας έναντι της 

λεϊσμανίασης και όχι της L. braziliensis eIF (LbeIF), η οποία αποτελεί μέρος του 

πολυπρωτεϊνικού εμβολίου Leish-111f. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η LieIF 

παρουσιάζει 98% ομολογία με την LbeIF. Επιπλέον, στην παρούσα μελέτη 

χρησιμοποιήθηκε ολόκληρο το μόριο της LieIF σε αντιδιαστολή με το αμινοτελικό τμήμα 

(1-226) της LbeIF που αποτελεί συστατικό του εμβολίου Leish-111f και έχει εφαρμοστεί 



                                                                                                                                                        5. Συζήτηση 

 

 199 

σε κλινικές μελέτες ανοσοθεραπείας. Η αμινοτελική περιοχή 1-226 της LieIF, 

παρουσιάζει διαφορές στις θέσεις 2, 4, 6, 7, 125 και 149 από την αντίστοιχη περιοχή της 

LbeIF. Επιπλέον, στο συνολικό μόριο της LieIF, περιλαμβάνεται, πέραν της αλληλουχίας 

1-226, και το καρβοξυτελικό τμήμα 196-403, για το οποίο προσδιορίστηκαν για πρώτη 

φορά ανοσοτροποποιητικές και αντιλεϊσμανιακές ιδιότητες σε συστήματα ΔΚ και 

μακροφάγων, κατά την εκπόνηση της παρούσας διατριβής.  

 

5.4.2 Ανοσιακή μεταφορά LieIF - ευαισθητοποιημένων ΔΚ σε πειραματικό μοντέλο 

δερματικής λεϊσμανίασης. 

Ο σημαντικός ρόλος των ΔΚ στον συντονισμό της ανοσολογικής απόκρισης, οδήγησε 

την επιστημονική κοινότητα, στην χρήση των κυττάρων αυτών σε πειραματικές 

προσεγγίσεις ανοσολογικής παρέμβασης. Αυτή η στρατηγική εμβολιασμού με την χρήση 

των ΔΚ, στηρίζεται στην τεχνική της ex vivo ευαισθητοποίησης των κυττάρων με κάποιο 

αντιγόνο επιλογής. Η χρήση των ΔΚ έχει εφαρμοστεί σε πειραματικά πρωτόκολλα 

εμβολιασμών έναντι ιών, βακτηρίων και του καρκίνου [151, 251-254]. Αναλυτικότερα, 

μελέτες που αφορούν στην ανάπτυξη προστατευτικών εμβολίων έναντι της 

λεϊσμανίασης, αποδεικνύουν πως τα ΔΚ μπορούν να αποτελέσουν πλεονεκτικό σύστημα 

για την ανάπτυξη εμβολίων ικανών να αναχαιτίσουν την εξέλιξη της πειραματικής 

μόλυνσης. Κύτταρα Langerhans που ευαισθητοποιήθηκαν με διαλυτό αντιγόνο του 

παρασίτου, οδήγησαν στην ανάπτυξη προστασίας σε πειραματικό μοντέλο δερματικής 

λεϊσμανίασης [251]. Επιπλέον, ΔΚ που ευαισθητοποιήθηκαν ex vivo με το πεπτίδιο 12-31 

αα της πρωτεΐνης KMP-11 του παρασίτου σε συνδυασμό με CpG ολιγονουκλεοτίδια και 

ΔΚ που αλληλεπίδρασαν με ιστόνες του παρασίτου (Η2Α, Η2Β, Η3 και Η4), επήγαγαν 

προστασία σε πειραματικά μοντέλα σπλαγχνικής λεϊσμανίασης [255, 256]. Επίσης, η 

χρήση της LmeIF, η οποία παρουσιάζει 100% ομολογία με την LieIF, σε πρωτόκολλο 

προστατευτικής ανοσοποίησης ευαίσθητων BALB/c ποντικών που μολύνθηκαν με το 

στέλεχος L. major, επέφερε μερική προστασία και ελαττωμένο μέγεθος βλαβών [185].  

Στην παρούσα μελέτη, αναπτύχθηκε σύστημα εμβολιασμού με την χρήση μυελοειδών 

ΔΚ που επωάστηκαν με την ανασυνδυασμένη LieIF. Διερευνήθηκε η ικανότητα των 

LieIF - ευαισθητοποιημένων ΔΚ, να προστατεύσουν τα γενετικά ευαίσθητα BALB/c 

ποντίκια έναντι της μόλυνσης με το στέλεχος L. major. Τα ποντίκια που εμβολιάστηκαν 

με τα LieIF - ευαισθητοποιημένα ΔΚ, παρουσίασαν σημαντικά ελαττωμένο μέγεθος 
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βλαβών μέχρι και την 10
η
 εβδομάδα μετά την μόλυνση, όπου τερματίστηκε ο 

πειραματισμός. Επιπλέον, παρουσίασαν όμοια επίπεδα IgG1 και χαμηλότερα επίπεδα 

IgG2a ανοσοσφαιρινών, συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου (πειραματόζωα που 

εμβολιάστηκαν με μη διεγερμένα ΔΚ).  

Τα παραπάνω αποτελέσματα καταδεικνύουν ότι ο εμβολιασμός με LieIF - 

ευαισθητοποιημένα ΔΚ, δύναται να επιφέρει μέτρια προστασία στον ξενιστή, χωρίς να 

είναι εφικτή η ολοκληρωτική στροφή της ανοσολογικής απόκρισης προς την κυρίαρχη 

Τh1 πόλωση. Ενδεχόμενες τροποποιήσεις στον αριθμό των ανοσοποιήσεων ή στους 

διεγέρτες των ΔΚ (π.χ. ταυτόχρονη διέγερση των υποδοχέων τύπου Toll), αξίζει να 

διερευνηθούν. 

 

5.5 Επίλογος 

Ο ευκαρυωτικός παράγοντας έναρξης του παρασίτου Leishmania spp. (Leishmania 

eukaryotic initiation factor, LeIF), αποτελεί μια υψηλά συντηρημένη πρωτεΐνη ανάμεσα 

στα είδη του παρασίτου, που είχε αρχικά περιγραφεί ως αντιγόνο ικανό να επάγει την 

Th1 προστατευτική ανοσολογική απόκριση.  

Στα πλαίσια της εκπόνησης της παρούσας διδακτορικής διατριβής, μελετήθηκε η 

δράση της LeIF του παρασίτου L. infantum (LieIF) ως πιθανός αντι-λεϊσμανιακός 

παράγοντας. Από τα αποτελέσματα μιας σειράς in vitro δοκιμασιών, προέκυψαν ισχυρές 

αποδείξεις χαρακτηρισμού της LieIF ως δραστικού αντι-λεϊσμανιακού βιομορίου. Η 

μελέτη της in vitro προστατευτικής και ανοσοθεραπευτικής δράσης σε πειραματικό 

μοντέλο μολυσμένων μακροφάγων, η ικανότητά της να επάγει τη λειτουργική 

διαφοροποίηση των κύριων αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (δενδριτικών κυττάρων), 

η συνέργειά της με τους Toll-like υποδοχείς, καθώς και η ταυτοποίηση αντιγονικών 

περιοχών της, ικανών να πυροδοτήσουν την αναγνώριση του υποδοχέα των Τ κυττάρων 

(TCR), επιβεβαιώνουν τον σημαντικό λειτουργικό ρόλο της LeIF στην ανοσοπαθολογία 

της λεϊσμανίασης. 

Επιπλέον, η μελέτη της πρωτεΐνης σε μια σειρά in vivo δοκιμασιών, όπως η 

διερεύνηση της δραστικότητάς της ως ανοσοενισχυτικού ικανού να επάγει την 

προσαρμοστική ανοσία και η μελέτη της σε πειραματικά πρωτόκολλα προστατευτικού 

εμβολιασμού και ανοσοθεραπείας για τον περιορισμό των βλαβών και της ιστικής 

εξάπλωσης της νόσου, ανέδειξαν την LieIF ως ένα ισχυρό υποψήφιο μόριο ικανό να 

προάγει μελλοντικές κλινικές εφαρμογές.  
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6. Περίληψη 

 

Οι Th1 ανοσολογικές αποκρίσεις συμβάλλουν ουσιαστικά στην ανάπτυξη 

προστατευτικής ανοσίας έναντι της λεϊσμανίασης. Τα τελευταία χρόνια, έχουν 

προσδιοριστεί διάφορα ανασυνδυασμένα αντιγόνα του παρασίτου Leishmania spp., τα 

οποία επέδειξαν ικανότητα επαγωγής Th1 ανοσολογικής απόκρισης και συνεπώς, 

υποσχόμενη δυναμική για την κατασκευή αποτελεσματικού εμβολίου έναντι της 

λεϊσμανίασης. 

Οι ευκαρυωτικοί παράγοντες έναρξης eIF του παρασίτου Leishmania spp. (LeIF), 

αποτελούν υψηλά συντηρημένες πρωτεΐνες και μελέτες αναφέρουν πως οι ευκαρυωτικοί 

παράγοντες έναρξης των στελεχών L. braziliensis και L. major, επάγουν αποτελεσματική 

προστασία έναντι της λεϊσμανίασης, σε πειραματικά μοντέλα ποντικών. 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, διερευνήθηκε η αντιλεϊσμανιακή δράση του 

ευκαρυωτικού παράγοντα έναρξης του στελέχους L. infantum (LieIF) και αποδείχθηκε 

για πρώτη φορά η προστατευτική ή/και ανοσοθεραπευτική δράση της πρωτεΐνης, σε in 

vitro σύστημα L. donovani - μολυσμένων μακροφάγων. Επίσης, προσδιορίστηκαν οι 

δραστικοί μηχανισμοί που επιστρατεύουν τα μακροφάγα ώστε να καταστείλουν τον 

πολλαπλασιασμό του παρασίτου και επιβεβαιώθηκε πως η λεϊσμανιοκτόνος δράση της 

LieIF, διαμεσολαβείται από την παραγωγή των παραγόντων NO και ROS. Αυτή η 

προστατευτική δράση της LieIF συσχετίστηκε με την ενεργοποίηση ενός TNF-α 

εξαρτώμενου μονοπατιού καθώς και με την παραγωγή της κυτταροκίνης IL-12. 

Αντιθέτως, η αντίστοιχη παραγωγή των αντιμικροβιακών μορίων, που προκλήθηκε από 

την ανοσοθεραπευτική δράση της LieIF, αποδείχθηκε πως δεν ρυθμίζεται από 

μηχανισμούς που περιλαμβάνουν τη συμμετοχή του TNF-α. 

Στη συνέχεια, μελετήθηκαν οι ανοσοτροποποιητικές ιδιότητες της πρωτεΐνης LieIF, 

σε in vitro σύστημα μυελοειδών δενδριτικών κυττάρων (ΔΚ), τόσο σε επίπεδο 

ωρίμανσης και λειτουργικής διαφοροποίησης των κυττάρων, όσο και σε επίπεδο 

συνέργειας με τους υποδοχείς τύπου Toll (TLRs). Η επιβεβαίωση της ενίσχυσης των 

ανοσοτροποποιητικών ιδιοτήτων της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης LieIF από τη 

συνεργιστική δράση των TLRs, ενισχύει τη μελλοντική χρήση της πρωτεΐνης σε 

πειραματικά πρωτόκολλα ανοσοθεραπείας με ενισχυμένο θεραπευτικό αποτέλεσμα. 

Επιπλέον, ακολουθώντας τη μεθοδολογία της αντίστροφης πορείας σχεδιασμού 

εμβολίων (reverse vaccinology) πραγματοποιήθηκε in silico ανάλυση της πρωτεΐνης 
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LieIF, προκειμένου να προσδιοριστούν τα ελάχιστα δυνατά τμήματά της, που 

αναγνωρίζονται εν δυνάμει από τους ομόλογους υποδοχείς των Τ κυττάρων (TCR) και 

φέρουν ανοσογονικές ιδιότητες. Η in silico ανάλυση των πρωτεϊνών με την χρήση 

αλγορίθμων πρόβλεψης αντιγονικότητας, επιταχύνει τη διαδικασία εύρεσης αντιγονικών 

επιτόπων, ενισχύοντας την έρευνα που σχετίζεται με τον προσδιορισμό κατάλληλων 

πεπτιδίων για πρότυπα πρωτόκολλα συνθετικών εμβολίων. Τα συνθετικά πεπτίδια που 

προέκυψαν από την παραπάνω διαδικασία, καθώς και μεγαλύτερα 

αλληλοεπικαλυπτόμενα ανασυνδυασμένα πρωτεΐνικά τμήματα της LieIF, ελέγχθηκαν 

περαιτέρω, ως προς τις ανοσοτροποποιητικές τους ιδιότητες, σε in vitro συστήματα 

μακροφάγων και ΔΚ. Τα αποτελέσματα έδειξαν για πρώτη φορά, την ύπαρξη 

πολυεπιτοπικών τμημάτων της πρωτεΐνης με ισχυρές ανοσοτροποποιητικές ιδιότητες.  

Τα in vitro αποτελέσματα αυτής της διατριβής οδήγησαν στην αξιολόγηση της in vivo 

δράσης της LieIF σε πειραματικά μοντέλα ευαίσθητων έναντι της λεϊσμανίασης, 

ποντικών. Ειδικότερα, μελετήθηκε η δράση της LieIF ως ανοσοενισχυτικό και 

αναπτύχθηκαν πειραματικά πρωτόκολλα ανοσοθεραπείας με διαλυτή πρωτεΐνη και 

πρωτόκολλα προστατευτικού εμβολιασμού με ανοσιακή μεταφορά δενδριτικών 

κυττάρων ως «οχήματα μεταφοράς» της LieIF.  

Συνοψίζοντας, η LieIF επέδειξε ιδιότητες και δραστικότητα ανοσοενισχυτικού, 

ικανού να προάγει προσαρμοστική ανοσία, καθώς και ισχυρές ανοσοτροποποιητικές 

ιδιότητες σε in vitro και in vivo συστήματα, που αποδείχθηκαν ικανές να 

προσανατολίσουν την πόλωση μιας Th1 - διαμεσολαβούμενης ανοσολογικής απόκρισης. 

Τα ευρήματα της μελέτης αυτής προσφέρουν πληρέστερη κατανόηση του ρόλου αυτής 

της κυτταροπλασματικής πρωτεΐνης του παρασίτου, αναδεικνύοντας τη μελλοντική της 

εκμετάλλευση στην στρατηγική ενός αποτελεσματικού ελέγχου της νόσου. 
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6. Summary 

 
Th1 immune responses contribute to the development of a protective immunity 

against Leishmania species. Over the past years, several Leishmania recombinant 

antigens have been identified and demonstrated to be potential candidates for use in 

experimental vaccines against leishmaniasis, since they induce the desired Th1 immune 

response.  

Eukaryotic initiation factors of Leishmania spp. (LeIF), are highly conserved proteins 

among Leishmania species and studies with eIF proteins from L. braziliensis and L. 

major, revealed the capacity of these proteins to induce effective protection in murine 

models of disease.  

In the present study, it was demonstrated for the first time the protective and/or 

immunotherapeutic activity of the eukaryotic initiation factor from L. infantum (LieIF), in 

an in vitro system of L. donovani - infected macrophages. It was also determined the 

mechanisms activated by macrophages in order to suppress the intracellular multiplication 

of the parasite, thus was confirmed that the leishmanicidal effect of LieIF was mediated 

by the production of antimicrobial agents such as NO and ROS. This protective effect of 

LieIF was associated with the activation of a TNF- - dependent pathway and the 

production of the protective IL-12 cytokine. In contrary, the corresponding output of 

antimicrobial molecules induced by the immunotherapeutic activity of LieIF, proved not 

to be regulated by mechanisms that involve TNF- production. 

Then, the immunomodulatory properties of LieIF were studied in an in vitro system 

of myeloid dendritic cells (DCs), by determining both maturation and functional 

differentiation of these cells, as well as its synergy with the Toll-like receptors (TLRs). 

Confirmation of amplification of the immunomodulatory properties of the recombinant 

protein LieIF, in synergy with the TLRs, enhances the future perspectives of exploiting 

this protein in various experimental protocols of immunotherapy with enhanced 

therapeutic effect. 

Following the methodology of reverse vaccinology, an in silico analysis of LieIF 

protein was performed in order to identify short peptides that are recognized by T cell 

receptors (TCR) and have immunogenic properties. The in silico analysis of proteins with 

the use of epitope prediction algorithms, accelerates the process of finding antigenic 

epitopes and amplifies the use of these peptides as promising synthetic vaccine 
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candidates. Synthetic peptides derived from such process and larger overlapping 

recombinant protein fragments of LieIF, were further tested for their immunomodulatory 

properties in in vitro systems, including macrophages and dendritic cells. The results 

showed for the first time, the existence of polyepitopic fragments of the protein with 

potent immunomodulatory properties. 

The data obtained by the in vitro studies, led to the evaluation of the in vivo activity of 

LieIF in experimental models of susceptible mice. Specifically, it was studied the effect 

of LieIF as adjuvant, as well as the use of the recombinant protein in experimental 

protocols of immunotherapy and of protective vaccination against the disease. 

In brief, the obtained data showed that LieIF acts as adjuvant that is capable to induce 

adaptive immunity, as well as a strong immunomodulator in in vitro and in vivo 

experimental systems. This effect has proved capable to direct the polarization towards a 

Th1 - mediated immune response in experimental animal models. These findings provide 

a better understanding of the role of this cytoplasmic protein of the parasite, showing its 

potential for exploitation in effective strategies for disease control. 
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Παράρτημα Ι  

Συντμήσεις 

 

ΔΑΠ  Διαλυτό Αντιγόνο Παρασίτου (Soluble Leishmania Antigen - SLA) 

ΔΔ Δείκτης Διέγερσης 

ΔΚ Δενδριτικά κύτταρα 

AIDS 
Σύνδρομο επίκτητης ανοσολογικής ανεπάρκειας (Acquired 

immunodeficiency syndrome) 

AP-1 Μεταγραφικός παράγοντας AP-1 

APCs Αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (Antigen Presenting Cells) 

C3b Προϊόν του συμπληρώματος C3b 

CD11c Σύμπλεγμα Διαφοροποίησης 11c (Cluster of differentiation 11c) 

CD28 Σύμπλεγμα Διαφοροποίησης 28 (Cluster of differentiation 28) 

CD40 Σύμπλεγμα Διαφοροποίησης 40 (Cluster of differentiation 40) 

CD80 Σύμπλεγμα Διαφοροποίησης 80 (Cluster of differentiation 80) 

CD86 Σύμπλεγμα Διαφοροποίησης 86 (Cluster of differentiation 86) 

CL Δερματική λεϊσμανίαση (Cutaneous leishmaniasis) 

CPB Πρωτεάση κυστεΐνης Β (Cysteine protease B) 

CpG Mη μεθυλιωμένη κυτοσίνη συνδεδεμένη με γουανίνη 

cpm Κρούσεις ανά λεπτό  

CR1 Υποδοχέας Συμπληρώματος τύπου 1 (Complement receptor 1) 

CR3 Υποδοχέας Συμπληρώματος τύπου 3 (Complement receptor 3) 

CVL Σπλαγχνική λεϊσμανίαση σκύλου (Canine visceral leishmaniasis) 

DCL Διάχυτη δερματική λεϊσμανίαση (Diffuse cutaneous leishmaniasis) 

DMSO Διμεθυλοσουλφοξίδιο 

DNA Δεσοξυριβοζονουκλεϊνικό οξύ 

DTH Αντίδραση καθυστερημένης υπερευαισθησίας 
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dNTP Τριφοσφωρικά δεοξυριβονουκλεοτίδια 

eIF Ευκαρυωτικός παράγοντας έναρξης 4A 

eIF4A Ευκαρυωτικός παράγοντας έναρξης 4B 

eIF4B Ευκαρυωτικός παράγοντας έναρξης 4F 

eIF4F Ευκαρυωτικός παράγοντας έναρξης 

ELAM-1 
Μόριο προσκόλλησης λευκοκυττάρων ενδοθηλίου (Endothelium 

leukocyte adhesion molecule 1) 

ELISA 
Ενζυμική δοκιμή ανοσοπροσρόφησης (Enzyme-linked 

immunosorbent assay) 

FACS Κυτταρομετρία ροής 

FcγR Υποδοχέας των ανοσοσφαιρινών τάξης G 

FITC Φλουορεσκεΐνη 

GAPDH Δεϋδρογονάση της γλυκεραλδεΰδης της 3-φωσφατάσης 

GATA-3 Μεταγραφικός παράγοντας GATA-3 

G-CSF Παράγοντας διέγερσης σχηματισμού αποικιών κοκκιοκυττάρων 

GM-CSF 
Παράγοντας διέγερσης σχηματισμού αποικιών 

κοκκιοκυττάρων/μακροφάγων 

gp46 Γλυκοπρωτεΐνη 46 

gp63 Γλυκοπρωτεΐνη 63 

HAART 

 

Αντιρετροϊκή θεραπεία υψηλής δραστικότητας (Highly Active 

Antiretroviral Therapy) 

HIV 
Ιός της ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας (Human Immunodeficiency 

Virus) 

HLA Ανθρώπινα λευκοκυτταρικά αντιγόνα 

HRP Υπεροξειδάση ραπανιού (horseradish peroxidase) 

Η1 Ιστόνη Η1 (histone H1) 

IFN-γ Ιντερφερόνη-γ 

IgA Ανοσοσφαιρίνη τάξης A (Immunoglobulin A) 

IgE Ανοσοσφαιρίνη τάξης E (Immunoglobulin E) 
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IgG Ανοσοσφαιρίνη τάξης G (Immunoglobulin G) 

IgM Ανοσοσφαιρίνη τάξης M (Immunoglobulin M) 

IL-1β Ιντερλευκίνη-1β 

IL-2 Ιντερλευκίνη-2 

IL-4 Ιντερλευκίνη-4 

IL-5 Ιντερλευκίνη-5 

IL-6 Ιντερλευκίνη-6 

IL-7 Ιντερλευκίνη-7 

IL-10 Ιντερλευκίνη-10 

IL-12 Ιντερλευκίνη-12 

IL-12p40 Υπομονάδα p40 της ιντερλευκίνης 12 

IL-12p70 Υπομονάδα p70 της ιντερλευκίνης 12 

IL-13 Ιντερλευκίνη-13 

IL-17 Ιντερλευκίνη-17 

IL-18 Ιντερλευκίνη-18 

IL-23 Ιντερλευκίνη-23 

IL-27 Ιντερλευκίνη-27 

iNOS 

 

Επαγόμενη συνθετάση του μονοξειδίου του αζώτου (Inducible nitric 

oxide synthase) 

i.p. Ενδοπεριτοναϊκά (intraperitoneal) 

i.v. Ενδοφλέβια (intravenous) 

kDNA Κινητοπλαστικό δεσοξυριβοζονουκλεϊνικό οξύ 

KMP-11 
Κινητοπλαστική μεμβρανική πρωτεΐνη 11 (Kinetoplastid membrane 

protein 11) 

LACK 

 

 

Πρωτεΐνη του παρασίτου Leishmania spp. ομόλογη των υποδοχέων 

των ενεργοποιημένων C κινασών (Leishmania homolog of receptors 

for activated C-kinase) 

LieIF 
Ευκαρυωτικός παράγοντας έναρξης του παρασίτου Leishmania 
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 infantum (Leishmania infantum eukaryotic initiation factor) 

LbeIF 

 

Ευκαρυωτικός παράγοντας έναρξης του παρασίτου Leishmania 

braziliensis (Leishmania braziliensis eukaryotic initiation factor) 

LmeIF 

 

Ευκαρυωτικός παράγοντας έναρξης του παρασίτου Leishmania 

major (Leishmania major eukaryotic initiation factor) 

LPS Λιποπολυσακχαρίτης (lipopolysaccharide) 

MCL Βλεννογονοδερματική λεϊσμανίαση (Mucocutaneous leishmaniasis) 

MCP 
Χημειοτακτική πρωτεΐνη των μονοκυττάρων (Monocyte 

chemotactic protein) 

mDCs Μυελοειδή δενδριτικά κύτταρα (myeloid dendritic cells) 

MHC-Ι Μόριο μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας τάξης Ι 

MHC-ΙI Μόριο μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας τάξης ΙΙ 

MIP 
Φλεγμονώδης πρωτεΐνη των μακροφάγων (Macrophage 

inflammatory protein) 

MLEE 
Πολυτοπική ενζυμική ηλεκτροφόρηση (Multilocus enzyme 

electrophoresis) 

MPL Μονοφωσφορικό λιπίδιο A (Monophosphoryl lipid A) 

MyD88 

 

Γονίδιο πρωτεύουσας απάντησης μυελοειδούς διαφοροποίησης 88 

(Myeloid differentiation primary response gene 88) 

mRNA Αγγελιοφόρο RNA 

NF-κΒ Πυρηνικός μεταγραφικός παράγοντας – κB (Nuclear factor – κΒ) 

ΝΚ Φυσικά φονικά κύτταρα (Natural Killer cells) 

NO Μονοξείδιο του αζώτου 

ORFF Ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης F (Open reading frame F) 

OVA Αλβουμίνη αυγού 

PAMPs 

 

Δομικά πρότυπα μικροβιακών δομών, ευρείας κλίμακας (Pathogen-

associated molecular patterns) 

PBMC 
Μονοκύτταρα περιφερικού αίματος (Peripheral blood mononuclear 

cells) 
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PCR Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction) 

pDCs 
Πλασματοκυτταροειδή δενδριτικά κύτταρα (plasmacytoid dendritic 

cells) 

PDGF 
Αυξητικός παράγοντας προερχόμενος από τα αιμοπετάλια (Platelet-

derived growth factor) 

PE Φυκοερυθρίνη 

PKDL 

 

Δερματική λεϊσμανίαση μετά από σπλαγχνική λεϊσμανίαση (Post 

kala-azar dermal leishmaniasis) 

PMN Πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα (Polymorphonuclear leukocytes) 

PolyI:C 
Πολυινοσινικό-πολυκυτιδυλικό οξύ (Polyinosinic-polycytidylic 

acid) 

PRR Υποδοχέας αναγνώρισης προτύπου (Pathogen recognition receptor) 

PSA-2 

 

Επιφανειακό αντιγόνο 2 των προμαστιγωτών μορφών του 

παρασίτου Leishmania spp.( Leishmania promastigote surface 

antigen-2) 

RANTES 

Παράγοντας ρυθμιζόμενος από τη διέγερση, εκφραζόμενος και 

εκκρινόμενος από τα φυσιολογικά Τ κύτταρα (Regulated upon 

activation, normal T-cell expressed and secreted)  

RNA Ριβοζονουκλεϊκό οξύ 

ROS  Ενεργές ρίζες οξυγόνου (reactive oxygen species) 

RPE R-φυκοερυθρίνη 

RT-PCR 
Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης με τη χρήση αντίστροφης 

μεταγραφάσης 

s.c. Υποδόρια (subcutaneous) 

SDS Δωδεκανικό θεϊικό νάτριο (Sodium dodecyl sulfate) 

STI1 Επαγόμενη πρωτεΐνη σε συνθήκες στρες (Stress-inducible protein 1) 

T-bet Μεταγραφικός παράγοντας T-bet 

Tc Τ κυτταροτοξικά λεμφοκύτταρα 

TCR Υποδοχέας των Τ κυττάρων (T cell receptor) 

TDTH 

 

Τ λεμφοκύτταρα που διαμεσολαβούν τις αντιδράσεις 

καθυστερημένης υπερευαισθησίας 
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TGF-β Αυξητικός παράγοντας μετασχηματισμού β 

Th1 Τ βοηθητικά λεμφοκύτταρα τύπου 1  

Th2 Τ βοηθητικά λεμφοκύτταρα τύπου 2 

Th17 Τ βοηθητικά λεμφοκύτταρα τύπου 17 

TLRs Υποδοχείς τύπου Toll (Toll-like receptors) 

TNF-α Παράγοντας νέκρωσης όγκων α (Tumor Necrosis Factor – α) 

TNFR Προσδέτης του TNF (TNF receptor) 

Treg Τ ρυθμιστικά λεμφοκύτταρα  

TRIF 

 

TIR περιοχές που περιέχουν πρωτεΐνες-προσαρμογείς, που επάγουν 

την ιντερφερόνη β (TIR-domain-containing adapter-inducing 

interferon-β) 

TSA Ειδικό αντιοξειδωτικό θειόλης (Thiol specific antioxidant) 

VL Σπλαγχνική λεϊσμανίαση (Visceral leishmaniasis) 

ΜΦ Μακροφάγα 

ΠΟΥ (WHO) Παγκόσμιος οργανισμός υγείας (World Health Organization) 
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