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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Τα πρωτόζωα Leishmania spp., Trypanosoma brucei και Trypanosoma cruzi 

ανήκουν στις τρυπανοσωματίδες και είναι παράσιτα που προκαλούν τις ασθένειες 

λεϊσμανίαση, Ανθρώπινη Αφρικανική Τρυπανοσωμίαση (ΗΑΤ) και Αμερικανική 

Τρυπανοσωμίαση (Νόσος του Chagas), αντίστοιχα. Αυτές οι παραμελημένες 

ασθένειες προκαλούν σημαντική νοσηρότητα και υψηλά ποσοστά θνησιμότητας 

παγκοσμίως. Μέχρι σήμερα, δεν έχουν ανακαλυφθεί αποτελεσματικά εμβόλια για τον 

άνθρωπο για την πρόληψη των ασθενειών αυτών, ενώ η χημειοθεραπεία είναι συχνά 

αναποτελεσματική ή/και τοξική και έχει υψηλό κόστος. Για το λόγο αυτό, είναι 

επιτακτική ανάγκη εύρεσης καινούριων και ιδανικότερα στοχευμένων 

χημειοθεραπειών. Παράλληλα, η αναζήτηση ιδανικών υποψήφιων παρασιτικών 

παραγόντων όπου η στόχευση τους να αναστέλλει επιλεκτικά τη διαφοροποίηση και 

ανάπτυξη των τρυπανοσωματίδων είναι μείζονος σημασίας. Τα παραπάνω 

αναμένεται να οδηγήσουν στον ορθολογικό σχεδιασμό καινούριων φαρμάκων. Η 

ολοκλήρωση της χαρτογράφησης του γονιδιώματος πολλών ειδών των 

τρυπανοσωματίδων μας παρέχει πλούτο γνώσης που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 

την αναγνώριση των ιδανικών στόχων και των αντίστοιχων υποψήφιων φαρμάκων. 

Τα φάρμακα αυτά στη συνέχεια πρέπει να επιλεχθούν έτσι ώστε να εμφανίζουν 

επιλεκτικότητα έναντι των παρασιτικών πρωτεϊνών αντί των πρωτεϊνών του 

θηλαστικού ξενιστή. Στην παρούσα διατριβή, επικεντρωθήκαμε στη μελέτη 

σημαντικών πρωτεϊνών των παρασίτων, και μοριακών στόχων φαρμάκων για τη 

θεραπεία της λεϊσμανίασης και της ΗΑΤ, που παίζουν σημαντικό ρόλο στην εξέλιξη 

του κυτταρικού κύκλου και στη βιωσιμότητα του παρασίτου. Πιο συγκεκριμένα, 

επικεντρωθήκαμε στην μελέτη της κινάσης της συνθετάσης του γλυκογόνου 3 (GSK-

3) και της cdc2-σχετιζόμενης κινάσης 3 (CRK3). Μια βιβλιοθήκη χημικών 

αναστολέων που απαρτίζεται από ανάλογα ιντιρουμπίνης (μια δις-ινδόλη που 

απαντάται σε μαλάκια και φυτά), τα οποία στοχεύουν τις αντίστοιχες κινάσες των 

θηλαστικών δρώντας ως ATP-ανταγωνιστικοί αναστολείς, βρέθηκε να έχουν ισχυρή 

αντιπαρασιτική δράση. Ο τρόπος δράσης των αναλόγων αυτών υποδηλώνει 

σημαντικές διαφορές στο ενεργό κέντρο της κινάσης GSK-3 των παρασίτων 

Leishmania και Τ. brucei, αλλά και σε σχέση με την ομόλογη ανθρώπινη GSK-3. 

Ταυτόχρονα, οι αναστολείς αυτοί δοκιμάστηκαν για την δράση τους έναντι των 

παρασίτων Τ. cruzi τόσο in vitro όσο και in vivo. Τέλος, ένας αναστολέας βρέθηκε να 

είναι πολλά υποσχόμενος έναντι της νόσου του Chagas σε ποντικούς Balb/c ενώ δύο 

αναστολείς της λεϊσμανιακής GSK-3 βρέθηκαν να έχουν υποσχόμενη δραστικότητα 

στην οξεία και στη χρόνια φάση της σπλαχνικής λεϊσμανίασης σε πειραματικό 

μοντέλο ποντικού Balb/C. Η περαιτέρω μελέτη της in vivo δράσης των αναστολέων 

αυτών μπορεί να βοηθήσει στην διαλεύκανση του μηχανισμού δράσης των 

αναστολέων της GKS-3 ή/και να χρησιμεύσει στην ανάπτυξη μιας συνδυαστικής 

θεραπείας εναντίον της λεϊσμανίασης και της αμερικάνικής τρυπανοσωμίασης. 

Συνοπτικά, τα αποτελέσματα που περιγράφονται παραπάνω συμβάλλουν στην 

ανάπτυξη ανακάλυψης στοχευμένων φαρμάκων έναντι των παρασιτικών κινασών για 

τη θεραπεία της λεϊσμανίασης, της ΗΑΤ και της νόσου του Chagas.  

ΘΕΜΑΤΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ: Μοριακή Παρασιτολογία 

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙ∆ΙΑ Leishmania donovani, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, 
ιντιρουμπίνες, GSK-3 
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ABSTRACT 

Leishmania spp., Trypanosoma brucei and Trypanosoma cruzi are 

trypanosomatid protozoan parasites that cause leishmaniasis, Human African 

Trypanosomiasis (HAT) and American Trypanosomiasis (Chagas Disease) 

respectively. These neglected tropical diseases cause considerable morbidity 

and mortality worldwide. Currently there are no effective human vaccines for 

their prevention, whereas chemotherapy is often ineffective or toxic. For this 

reason, the discovery of new antiparasitic agents is of prime importance. It is 

imperative that the rational design of new medicines focuses on both the 

identification of candidate parasite targets that their inhibition affect parasite 

viability or virulence and the design of such inhibitors based on Structure-

Activity Relationship (SAR) studies. Overall this strategy is anticipated to lead 

to an effective rational drug design. The search for drug targets requires a 

multidisciplinary approach. The completion of the genome project of many 

trypanosomatid species gives a vast amount of new information that can be 

exploited for the identification of putative drug candidates with a prediction of 

“druggability” based on their divergence from the mammalian host proteins. 

This thesis focuses on important parasite proteins that could constitute 

putative molecular drug targets for the treatment of leishmaniasis and HAT, 

because the inhibition of their activity is expected to modulate virulence and 

cell-cycle progression. Special emphasis is given on Glycogen Synthase 

Kinase 3 (GSK-3) and the cdc2-related kinase 3 (CRK3). A number of 

indrirubin analogues (a natural bis-indole present in mollusks and plants), that 

target these kinases by binding in the ATP-binding pocket, have potent anti-

parasitic and parasite-specific activity. Their mode of action suggests 

important differences in the active sites between these Leishmania and T. 

brucei kinases, but also between the parasitic kinases and their human 

homologues. At the same time, these inhibitors were tested for their activity 

against Τ. cruzi parasites in vitro and in vivo. Finally, one inhibitor was found 

to be promising against Chagas disease in Balb/C mice while two GSK-3 

inhibitors were found to have promising activity in both the acute and chronic 

phase of visceral leismaniasis in the Balb/C experimental model. The above 

results could contribute to the search of potent drugs that could be exploited 

in a combined treatment schema for the above diseases or/and enhance the 

study of the in vivo mechanisms of action of the GSK-3 inhibitors. Overall, the 

results described above contribute to the concentrated international efforts 

towards the development of targeted drugs focusing on the kinome for the 

treatment of leishmaniasis, HAT and Chagas disease. 

SUBJECT AREA: Molecular Parasitology  

KEYWORDS: Leishmania donovani, Trypanosome brucei, Trypanosoma 

cruzi, indirubins, GSK-3 





 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

‘Αν, στην αρχή, μια ιδέα δεν φαίνεται τρελή, 
 τότε δεν υπάρχει καμιά ελπίδα γι’ αυτήν.’ 

Albert Einstein 

  

http://www.brainyquote.com/quotes/quotes/a/alberteins384440.html
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

Οι παρασιτικές ασθένειες Λεϊσμανίαση, Ανθρώπινη Αφρικανική 

Τρυπανοσωμίαση και Αμερικάνικη Τρυπανοσωμίαση αποτελούν τις 

λεγόμενες παραμελημένες ασθένειες καθώς απειλούν κυρίως τους 

φτωχότερους των φτωχών στις αναπτυσσόμενες χώρες και έτσι υπάρχει 

μικρό ενδιαφέρον ανάπτυξης αποτελεσματικών, μη τοξικών φαρμάκων για την 

αντιμετώπιση τους. Οι ασθένειες αυτές μολύνουν εκατομμύρια ανθρώπους 

κάθε χρόνο και απειλούν μεγάλο ποσοστό του ανθρώπινου πληθυσμού 

καθώς είναι αιτία θνησιμότητας κυρίως στις αναπτυσσόμενες χώρες. 

Παράλληλα, οι αναπτυγμένες χώρες απειλούνται ολοένα και περισσότερο από 

τις ασθένειες αυτές καθώς εξωγενείς παράγοντες όπως οι ραγδαίες μεταβολές 

των περιβαλλοντικών και κλιματολογικών συνθηκών (αύξηση της 

θερμοκρασίας, συχνότητα βροχοπτώσεων) και οι κοινωνικοπολιτικές αλλαγές 

(μετανάστευση πληθυσμών, αύξηση της φτώχειας σε αναπτυγμένες χώρες) 

βοηθούν στην εξάπλωση των ασθενειών σε χώρες μη ενδημικές μέχρι 

στιγμής. Μάλιστα, η λεϊσμανίαση αποτελεί σημαντικό πρόβλημα Δημόσιας 

Υγείας και Κτηνιατρικής σημασίας στις Μεσογειακές χώρες. Εφόσον η 

ανάπτυξη εμβολίων είναι αρκετά δύσκολο να πραγματοποιηθεί και η 

χημειοθεραπεία που χρησιμοποιείται για την αντιμετώπιση των ασθενειών 

αυτών είναι γενικά αναποτελεσματική, κυρίως εξαιτίας της εμφάνισης 

ανθεκτικότητας στη φαρμακευτική αγωγή και των ισχυρών παρενεργειών, 

είναι επιτακτική ανάγκη να αναπτυχθούν νέα, αποτελεσματικά φάρμακα για τη 

στοχευμένη θεραπεία των νόσων αυτών. 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή ασχολείται με τη διαλεύκανση του 

βιολογικού ρόλου της κινάσης της συνθετάσης του γλυκογόνου-3 (GSK-3) των 

παρασίτων Leishmania, Trypanosoma brucei και Trypanosoma cruzi, τα 

οποία προκαλούν τις ασθένειες Λεϊσμανίαση, Ανθρώπινη Αφρικανική 

Τρυπανοσωμίαση και Αμερικάνικη Τρυπανοσωμίαση, αντίστοιχα. Πιο 

συγκεκριμένα, στη διατριβή αυτή γίνεται έλεγχος συγκεκριμένης ομάδας 

ουσιών (ιντιρουμπίνες), οι οποίες στοχεύουν την GSK-3 των παρασίτων με 

σκοπό την πιθανή ανάπτυξη μιας καινούριας θεραπευτικής προσέγγισης για 

την αντιμετώπιση των παρασιτικών αυτών ασθενειών. Διερευνάται δηλαδή η 

πιθανότητα ανάπτυξης νέων στοχευμένων φαρμάκων που να αναστέλλουν τη 
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λειτουργία της παρασιτικής GSΚ-3, η οποία είναι απαραίτητη για την επιβίωση 

και τον πολλαπλασιασμό των παρασίτων. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν 

αναμένεται να συμβάλουν στην διαλεύκανση του βιολογικού ρόλου της GSK-3 

στα παράσιτα, καθώς και στη διερεύνηση/ταυτοποίηση της GSK-3 σαν μόριο-

στόχο θεραπευτικών προσεγγίσεων που να βασίζονται στην αναστολή του 

κυτταρικού κύκλου και στο σχεδιασμό καινούριων πιο αποτελεσματικών 

φαρμάκων για αυτές τις παραμελημένες παρασιτικές ασθένειες. 

 Η διατριβή αυτή εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Μοριακής 

Παρασιτολογίας του Τμήματος Μικροβιολογίας, στο Ελληνικό Ινστιτούτο 

Παστέρ, κατά την περίοδο 2010-2014, υπό την επίβλεψη της Διευθύντριας 

Ερευνών του εργαστηρίου Δρ. Καίτης Σωτηριάδου και υπό την εποπτεία του 

Δρ. Κωνσταντίνου Δημόπουλου, Καθηγητή Βιοχημείας στο Τμήμα Χημείας 

του Εθνικού και Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών. Για την 

πραγματοποίηση της διατριβής αυτής συνεργάστηκα με πολλά άτομα, χωρίς 

τα οποία δε θα είχε πραγματοποιηθεί η παρούσα διατριβή. Επομένως, θα 

ήθελα να ευχαριστήσω θερμά τη Δρ. Καίτη Σωτηριάδου για όλες τις ευκαιρίες 

και τη βοήθεια που μου έδωσε και τον Δρ. Κωνσταντίνο Δημόπουλο για την 

καθοδήγηση και τη στήριξη που μου πρόσφερε, από τις προπτυχιακές 

σπουδές μου μέχρι και σήμερα, διευκολύνοντας έτσι την αγάπη μου για τη 

βιοχημεία και την έρευνα.  

Ένα τεράστιο ευχαριστώ στη Δρ. Δέσποινα Σμυρλή, η οποία με 

εκπαίδευσε, με καθοδήγησε και με στήριξε καθ’όλη τη διάρκεια της εκπόνησης 

της διατριβής μου αλλά και μετέπειτα. Ευχαριστώ για την άριστη συνεργασία 

τον Δρ. Αλέξιο Λέανδρο Σκαλτσούνη, Καθηγητή του Τομέα Φαρμακογνωσίας 

και Χημείας Φυσικών Προϊόντων στο τμήμα Φαρμακευτικής του ΕΚΠΑ, που 

χωρίς τη βοήθεια του και τη συνεργασία του, η παρούσα διατριβή δε θα 

μπορούσε να έχει πραγματοποιηθεί. Επίσης, ένα μεγάλο ευχαριστώ σε όλη 

την ομάδα του Δρ. Α.-Λ. Σκαλτσούνη με την οποία συνεργάστηκα και κυρίως 

τον Δρ. Nicolas Gaboriaud-Kolar αλλά και τους Δρ. Κωνσταντίνα 

Βουγογιαννοπούλου, Δρ. Μαρία Χαλαμπαλάκη και Job Tchoumtchoua. 

Ευχαριστώ πολύ τον Δρ. Εμμανουήλ Μικρό, Καθηγητή του τομέα 

Φαρμακευτικής Χημείας στο τμήμα Φαρμακευτικής του ΕΚΠΑ, και τον Δρ. 
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Βασίλη Μυριανθόπουλο για την πραγματοποίηση των μοντέλων ομολογίας 

και τις μοριακές προσομοιώσεις. 

Ευχαριστώ για τη συνεργασία τη Dr. Milena Botelho Pereira Soares, η 

οποία με δέχτηκε στο εργαστήριο της στο ινστιτούτο Centro de Pesquisas 

Gonçalo Moniz -Fiocruz στο Σαλβαδόρ Βραζιλίας στα πλαίσια του 

προγράμματος FP7-Chembiofight, όπου εκπαιδεύτηκα και πραγματοποίησα 

τα πειράματα που αφορούν τα παράσιτα του γένους Trypanosoma cruzi. 

Μεγάλη βοήθεια στα πειράματα αυτά μου πρόσφερε κυρίως ο Cassio 

Santana Meira αλλά και η Tanira Matutino Bastos και τους ευχαριστώ πολύ.  

 Θερμά ευχαριστώ για τη συνεργασία, τη καθοδήγηση και τις 

εποικοδομητικές συζητήσεις τη Δρ. Ευδοκία Καραγκούνη, Ερευνήτρια Α’ στο 

Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ καθώς και τις Δρ. Μαρία Αγάλλου και Μαρίτσα 

Μαργαρώνη για την άριστη συνεργασία και κυρίως για την πολύτιμη βοήθεια 

τους. Ευχαριστώ επίσης για τη βοήθεια και τη συνεργασία την Aicher 

Stephanie, διδακτορική φοιτήτρια στο εργαστήριο μοριακής ιολογίας του 

Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ.  

 Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω για τη συνεργασία και τη βοήθεια, 

τους Dr. Philippe Bastin και Dr. Ines Subota (Institute Pasteur, Paris), τον Dr. 

Wesley Van Voorhis (Department of Medicine, University of Washington, 

Seattle, Washington) και τους Δρ. Γεώργιο Παναγιώτου και τη Δρ. Μαρτίνα 

Σαμιωτάκη (BSRC Alexander Fleming). 

 Ευχαριστώ πολύ τη Δρ. Διδώ Βασιλακοπούλου, Αναπληρώτρια 

Καθηγήτρια Τμήματος Βιολογίας του ΕΚΠΑ και μέλος της Τριμελούς 

Επιτροπής Παρακολούθησης της παρούσας διατριβής για τη καθοδήγηση, 

την επίβλεψη και τα εποικοδομητικά σχόλια που μου προσέφερε. Ευχαριστώ 

επίσης τα υπόλοιπα μέλη της επταμελούς επιτροπής της διδακτορικής μου 

διατριβής, τη Δρ. Λιανίδου Εύη (Καθηγήτρια τμήματος Χημείας, ΕΚΠΑ), τον 

Δρ. Σκαρλάτο Ντέντο (Επίκουρος Καθηγητής τμήματος Βιολογίας, ΕΚΠΑ) και 

τη Δρ. Φραγκοπούλου Ελισάβετ (Επίκουρη Καθηγήτρια στο Χαροκόπειο 

Πανεπιστήμιο) για τα εποικοδομητικά σχόλια, τις ιδέες και τη συνεισφορά τους 

για την ολοκλήρωση της διατριβής. 

https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.bahia.fiocruz.br%2F&ei=VPe8U-r0IqfR4QT1lIDgCQ&usg=AFQjCNFBBY9W4tHk4QWH06g64fdVN8FS9w&bvm=bv.70138588,d.bGQ
https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.bahia.fiocruz.br%2F&ei=VPe8U-r0IqfR4QT1lIDgCQ&usg=AFQjCNFBBY9W4tHk4QWH06g64fdVN8FS9w&bvm=bv.70138588,d.bGQ
https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fleming.gr%2F&ei=fpVCVLL2FOWP7AaI74DwBg&usg=AFQjCNFHq-Jb1CnuCm-cCr_tgk3_IC4pYQ&sig2=tFqJBlj4l5zF1mNm2Y3_2g
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Επίσης ευχαριστώ θερμά όλους τους συναδέλφους στο εργαστήριο 

Μοριακής Παρασιτολογίας, την Εύη Γκουζέλου, την Γεωργία Κονείδου, τον 

Αλέξανδρο Αλεξανδράτο και τον Δρ. Χρίστο Χαραλάμπους για τις ατελείωτες 

ώρες που περάσαμε στο εργαστήριο και για τη στήριξη και τη φιλία τους. 

Παράλληλα ευχαριστώ τις ερευνήτριες Δρ. Χαραλαμπία Μπολέτη και Δρ. 

Ελένη Ντότσικα για τις εποικοδομητικές συζητήσεις όλα αυτά τα χρόνια. 

Ευχαριστώ επίσης τους μεταπτυχιακούς φοιτητές ή υποψήφιους διδάκτορες ή 

διδάκτορες του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ με τους οποίους συζητήσαμε 

πολλές φορές και μοιραστήκαμε ανησυχίες αλλά και ωραίες στιγμές. Ιδιαίτερα 

θα ήθελα να ευχαριστήσω την Αμαλία Παπαδάκη, τον Ανάργυρο Δούκα, την 

Εβίτα Αθανασίου, την Δήμητρα Τουμπαμάκη, την Όλγα Κουτσώνη, τον 

Ιωάννη Κυριαζή, τον Ιωάννη Κάνιστρα και την Αγγελική Σαλή. 

 Βοήθεια δέχτηκα από όλο το προσωπικό (επιστημονικό, τεχνικό και 

Διοικητικό) του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ και θα ήθελα να τους 

ευχαριστήσω όλους για τη συνεισφορά τους στην προσπάθεια μου. Ιδιαίτερα 

θα ήθελα να ευχαριστήσω την Δρ. Ειρήνη Φραγκιαδάκη, την Αριάδνη Κάρλες, 

τη Δρ. Σύλβα Χαραλάμπους, τη Δρ. Μαρία Γαϊτάνου, τον Βαγιώνα Άγγελο, τον 

Νίκο Βλαχογιάννη, τον Ιωάννη Ευαγγέλου, τον Ιωάννη Κούσκο, τον Ιωάννη 

Πουλάκη, τον Τάσο Μαΐδη, τον Νίκο Κοντουδάκη, τη Φένια Καλογεροπούλου, 

την Πέγκυ Ξυνογαλά, τη Δήμητρα Καζανά, την Ευγενία Κωνσταντάκη, τη 

Βασιλική Σταΐκου, την Χριστίνα Οικονομοπούλου και την Ελένη Παπαδιά.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Τρυπανοσωματίδες 

 Για πάνω από εκατό εκατομμύρια χρόνια, οι τρυπανοσωματίδες έχουν 

επιβιώσει και συνεχίζουν να εξελίσσονται πάνω στη γη [1]. Τα έντομα ήταν οι 

αρχικοί ξενιστές των τρυπανοσωματίδων [1, 2], σήμερα όμως οι 

τρυπανοσωματίδες έχουν εξελιχθεί και απαντώνται σε σχεδόν όλες τις 

ηπείρους (εκτός της Ανταρκτικής) ενώ μολύνουν όλες τις ομάδες των 

σπονδυλωτών, κάποιες ομάδες ασπόνδυλων (έντομα) και μερικά φυτά [3, 4]. 

Μέχρι σήμερα έχουν αναγνωριστεί 9 γένη παρασίτων τα οποία ανήκουν στην 

οικογένεια των τρυπανοσωματίδων: τα μονογενή Crithidia, Blastocrithidia, 

Herpetomonas, Wallaceina και Leptomonas, και τα ετερογενή Trypanosoma, 

Leishmania, Endotrypanum κα Phytomonas (Εικόνα 1). Τα γένη αυτά 

διαχωρίζονται μεταξύ τους από τα μορφολογικά χαρακτηριστικά τους 

(μέγεθος, σχήμα, τοποθεσία κινητοπλάστη και βάσης μαστιγίου σε σχέση με 

τον πυρήνα του κυττάρου) καθώς και από την αλληλεπίδραση που έχει 

καθένα από αυτά με τον ξενιστή [5-7]. Η παρούσα εργασία έχει ως αντικείμενο 

την μελέτη των παρασίτων που ανήκουν στις τρυπανοσωματίδες και πιο 

συγκεκριμένα των γενών Leishmania και Trypanosoma.  
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Εικόνα 1. Συστηματική κατάταξη των γενών Leishmania και Trypanosoma
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1.1.1 Ιστορικά στοιχεία 

1.1.1.1 Leismania 

Το γένος Leishmania χωρίζεται σε 2 υπό-γένη: Leishmania και Viannia. 

Τα 2 αυτά υπό-γένη διαχωρίζονται μεταξύ τους λόγω της ανάπτυξης του 

παρασίτου σε διαφορετικό σημείο στο έντερο του ασπόνδυλου ξενιστή. 

Ειδικότερα, τα είδη του υπογένους Viannia αναπτύσσονται στο οπίσθιο τμήμα 

του εντέρου ενώ τα είδη του υπογένους Leishmania αναπτύσσονται στο 

εμπρόσθιο τμήμα του εντέρου. 30 περίπου είδη περιλαμβάνονται στο γένος 

Leishmania από τα οποία περίπου τα 20 έχουν βρεθεί ότι μολύνουν τον 

άνθρωπο. Παρόλα αυτά, η κατάταξη των ειδών συνεχώς ανανεώνεται ή 

αναδιαμορφώνεται καθώς συνεχώς εφαρμόζονται πιο σύγχρονες μέθοδοι 

μοριακής τεχνικής και γενετικής ανάλυσης [8, 9].  

Τα παράσιτα του γένους Leishmania αναφέρονται για πρώτη φορά ότι 

μολύνουν τον άνθρωπο το 1903 σε ασθενείς του μαύρου πυρετού (Kala-

azar), μια σοβαρή σπλαχνική νόσο. Σχεδόν την ίδια περίοδο, ο Leishman και 

ο Donovan πραγματοποιούν μικροσκοπικές αναλύσεις και ανακαλύπτουν τον 

μικροοργανισμό σε επίχρισμα σπλήνας. Με την κατάταξη και ταξινόμηση του 

παρασίτου ασχολήθηκε ο Ross όπου ονόμασε το γένος του παρασίτου 

Leishmania και το είδος Leishmania donovani προς τιμήν των Leishman και 

Donovan.  

Εκτός από τη σπλαχνική μορφή της νόσου, ο Wright πρώτος 

παρατήρησε την ύπαρξη μιας δερματικής ασθένειας που προκαλεί πληγές με 

τη χαρακτηριστική μορφή και ονομασία ‘φύμα της ανατολής’ ενώ ο Mesnil 

ήταν αυτός που παρατήρησε την ομοιότητα των 2 μικροοργανισμών που 

προκαλούν αυτές τις διαφορετικές μορφές ασθένειας το 1904. Μετά από 2 

χρόνια τελικά ο Luhe κατέταξε το παθογόνο που προκαλεί τη δερματική νόσο 

στο γένος Leishmania ενώ το είδος του συγκεκριμένου στελέχους ονομάστηκε 

Leishmania tropica (L. tropica). Το 1914 οι Yakimoff και Schokhor σημείωσαν 

ότι υπάρχουν δύο είδη που προκαλούν τη δερματική λεϊσμανίαση: L. tropica 

major και L. tropica minor τα οποία προκαλούσαν διαφορετική κλινική εικόνα 

λόγω της διαφορετικής ταχύτητας εμφάνισης πληγής. Μετά από αρκετά 

χρόνια (1973-74), ο Bray [10, 11] μετονόμασε τις 2 πλέον ξεχωριστές 

ταξινομικές μονάδες σε L. major και L. tropica. 
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      Α)                              Β)  

Εικόνα 2: Α) Αντιστράτηγος Sir William Boog Leishman (1865-1926), B) 
Συνταγματάρχης Charles Donovan (1863-1951) 

1.1.1.2 Trypanosoma 

 Η ύπαρξη της ασθένειας της τρυπανοσωμίασης στην Αφρικανική 

ήπειρο φαίνεται να αναφέρεται ήδη σε πηγές από την αρχαιότητα. Στην 

αρχαία Αίγυπτο τη 2η χιλιετία προ Χριστού παρατηρείται μια ασθένεια στα 

βοοειδή, η επονομαζόμενη ‘nagana’, ενώ παράλληλα οι αρχαίοι Αιγύπτιοι 

φαίνεται να χρησιμοποιούν το λίπος από ορισμένα πουλιά για να 

κατασκευάσουν μια αλοιφή, η οποία χρησιμοποιούνταν για θεραπεία κατά το 

τσίμπημα των μυγών. Στο Μεσαίωνα, υπάρχουν κάποιες γραπτές αναφορές 

που αναφέρουν περιπτώσεις της ανθρώπινης μορφής της νόσου, ενώ στη 

νεότερη ιστορία η νόσος σχετιζόταν τις περισσότερες φορές με το 

δουλεμπόριο. Τον 19ο αιώνα αυξήθηκαν τα κρούσματα της νόσου στους 

ανθρώπους και τα συμπτώματα καταγράφηκαν χωρίς όμως να υπάρχει 

κάποια γνώση για τη φύση και τα ειδικά χαρακτηριστικά της νόσου. Ο 

βρετανός David Livingstone το 1852 ήταν ο πρώτος που υπέδειξε τη σχέση 

της νόσου ‘nagana’ με το τσίμπημα της μύγας tsetse [12]. Μετά από περίπου 

50 χρόνια, ο David Bruce ανακάλυψε ότι το παράσιτο Trypanosoma brucei 

ήταν το στέλεχος που προκαλεί την ασθένεια [13]. Το 1901, ο χειρουργός 

Robert Michael Forde ανακάλυψε παράσιτα σε αίμα ασθενών και ο Joseph 

Everett Dutton τα κατονόμασε τρυπανοσώματα και συγκεκριμένα T. 

gambiense (T. b. gambiense) [14]. Παράλληλα, ο παθολόγος Aldo Castellani 

ανακάλυψε την ύπαρξη των παρασίτων στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό (ΕΝΥ) και 

εισηγήθηκε ότι τα παράσιτα προκαλούν την ασθένεια του ύπνου. Τέλος, ο 

γερμανός Friedrich Karl Kleine έδειξε το 1909 το κύκλο ζωής του παρασίτου 

από την μύγα tsetse στον άνθρωπο. Τα είδη που προκαλούν τη νόσο στα 

ζώα δεν άργησαν να ανακαλυφθούν αφού το 1905 τα είδη T. congolense και 

T. vivax ανακαλύφθηκαν από τους Alphonse Broden και Hans Ziemann 
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αντίστοιχα. Το δεύτερο παθογόνο που προσβάλει τους ανθρώπους, το είδος 

T. rhodesiense (T. b. rhodesiense), ανακαλύφθηκε λίγο αργότερα (1910) από 

τους John William Watson Stephens και Harold Benjamin Fantham [15]. 

A) Β) Γ) Δ)  

Εικόνα 3: Α) David Livingstone (1813-1873), Σκωτσέζος πρωτοπόρος ιατρικός 
ιεραπόστολος του Λονδίνου και εξερευνητής της Αφρικής, B) Υποστράτηγος Sir David 
Bruce (1855-1931), μικροβιολόγος και παθολόγος, Γ) Joseph Everett Dutton (1874-
1905), παθολόγος, Δ) Aldo Castellani (1877-1971), Ιταλός παθολόγος και 
βακτηριολόγος. 

Όσον αφορά την αμερικάνικη τρυπανοσωμίαση ο Carlos Chagas το 

1900 ήταν αυτός ο οποίος συνέδεσε την αυξημένη ενδημική ανεπάρκεια του 

μυοκαρδίου με το έντομο Triatomine. Για να αποδείξει ότι επρόκειτο για μια 

νέα μολυσματική ασθένεια που μεταδίδεται μέσω φορέων, ο Chagas μελέτησε 

το έντερο των εντόμων με τη βοήθεια ενός απλού οπτικού μικροσκοπίου όπου 

τελικά ανακάλυψε τα ευκαρυωτικά μαστιγοφόρα πρωτόζωα τα οποία θύμιζαν 

τα στελέχη που ευθύνονται για την ανθρώπινη αφρικάνικη τρυπανοσωμίαση 

(T. brucei) τα οποία είχαν ανακαλυφθεί μόλις 6 χρόνια νωρίτερα. Το 

πρωτόζωο που ανακάλυψε το ονόμασε Trypanosoma cruzi (T. cruzi) προς 

τιμήν του μέντορά του Oswaldo Cruz ενώ στη συνέχεια ανακάλυψε τον κύκλο 

ζωής του παρασίτου ανάμεσα στους ξενιστές [16, 17].  

Τα T. cruzi παράσιτα διακρίνονται σε 2 γένη, Y και CL ανάλογα με τη 

μορφή που παρατηρούνται στο αίμα (λεπτή ή ευρεία μορφή, αντίστοιχα). 

Επίσης, το γένος Y φαίνεται να προκαλεί τροπισμό σε μακροφάγα και άλλα 

μονοπύρηνα του ανοσοποιητικού συστήματος ενώ το CL προκαλεί αμελητέο 

τροπισμό στα κύτταρα αυτά [18]. 
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Εικόνα 4: Carlos Justiniano Ribeiro Chagas (1879–1934), Βραζιλιάνος βακτηριολόγος 
και ερευνητής. 

1.1.2 Μορφολογικά στάδια 

1.1.2.1 Leismania 

Ανάλογα με τον ξενιστή στον οποίο βρίσκεται για την ολοκλήρωση του 

κύκλου ζωής του, το παράσιτο του γένους Leishmania παίρνει 2 κύριες 

μορφές: την προμαστιγωτή μορφή (προκυκλική και μετακυκλική) όταν 

βρίσκεται στον ασπόνδυλο ενδιάμεσο ξενιστή (φλεβοτόμο/σκνίπα) και την 

αμαστιγωτή μορφή μέσα στα μακροφάγα ή τα μονοπύρηνα του τελικού 

ξενιστή (θηλαστικά) (Εικόνα 5) [19].  

        

Εικόνα 5: Μορφολογικά στάδια του παρασίτου Leishmania όπως φαίνονται σε 
ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης [πηγή: (Besteiro et al., 2007) τροποποιημένο]. 

 

Οι 2 αυτές βασικές μορφές διαφέρουν και στο σχήμα και στο μέγεθος. 

Αρχικά, όσον αφορά την προμαστιγωτή μορφή του παρασίτου, έχει μέγεθος 

9‐12μm x 2‐3μm, είναι επιμήκης και φέρει μαστίγιο που εκφύεται από το 

πρόσθιο τμήμα του σώματος. Το μέγεθος του μαστιγίου είναι ίσο με το μήκος 

του σώματος του παρασίτου. Στο κέντρο του παρασίτου βρίσκεται ο πυρήνας 

ο οποίος έχει σφαιρικό σχήμα και διαθέτει πυρηνίσκο. Στο κυτταρόπλασμα 

της προμαστιγωτής μορφής του παρασίτου παρατηρούνται αδρό και λείο 
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ενδοπλασματικό δίκτυο, ριβοσώματα, σύμπλεγμα Golgi, κυστίδια λίπους, 

λυσοσώματα ενώ δίπλα στη βάση του μαστιγίου βρίσκεται το μιτοχόνδριο 

(Εικόνα 6). Το μιτοχόνδριο όπως φαίνεται και στην εικόνα 6 εκτείνεται κατά 

μήκος του σώματος του παρασίτου και καλύπτει μεγάλη επιφάνεια, όμως στο 

μέρος του μιτοχονδρίου που βρίσκεται κοντά στη βάση του μαστιγίου 

περιέχεται ο δισκοειδής κινητοπλάστης του παρασίτου. Ο κινητοπλάστης είναι 

χαρακτηριστική δομή των παρασίτων της τάξης των κινητοπλαστίδων και 

περιέχει δύο τύπους κυκλικών μορίων DNA γνωστά και ως kDNA, τους 

μικρόκυκλους (5x103-5x104 διαπλεγμένοι μικρόκυκλοι ανά παράσιτο) και τους 

μακρόκυκλους.  

 

Εικόνα 6: Κυτταρικά οργανίδια της προμαστιγωτής (Α) και αμαστιγωτής (Β) μορφής 
των παρασίτων Leishmania [πηγή: (Besteiro et al., 2007) τροποποιημένο].  
 

Οι προμαστιγωτές μορφές του παρασίτου απαντώνται στο έντερο του 

ενδιάμεσου ξενιστή (φλεβοτόμος/σκνίπα) όπου πολλαπλασιάζονται. Όταν 

μεταφερθούν στο πρόσθιο μέρος του εντέρου του εντόμου διαφοροποιούνται 

σε μετακυκλικά προμαστιγωτά παράσιτα τα οποία είναι μικρότερα σε μέγεθος 

και έχουν χαμηλότερη περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες αλλά έχουν αυξημένη 

μολυσματική ικανότητα. Τα μετακυκλικά παράσιτα είναι αυτά τα οποία 

μολύνουν τον τελικό ξενιστή (θηλαστικά) και φαγοκυτταρώνονται από τα 

μακροφάγα του. Όταν τα παράσιτα αυτά εισέλθουν στο φαγολυσόσσωμα των 

μακροφάγων διαφοροποιούνται προς την αμαστιγωτή τους μορφή, δηλαδή 

αποκτούν ωοειδή σχήμα και το μέγεθος τους μειώνεται αισθητά (2‐6μm x 

1,5‐2μm). Ο πυρήνας παραμένει άθικτος όπως επίσης και ο κινητοπλάστης. 
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Τα υπόλοιπα οργανίδια είναι λιγότερο ανεπτυγμένα σε σχέση με αυτά της 

προμαστιγωτής μορφής και καταλαμβάνουν πολύ μικρό χώρο στο παράσιτο. 

Τέλος, η αμαστιγωτή μορφή του παρασίτου φέρει ενδοκυτταρικό μαστίγιο 

(Εικόνα 6). 

1.1.2.2 Trypanosoma brucei 

 Όπως αναφέρθηκε και για το παράσιτο του γένους Leishmania έτσι και 

το γένος T. brucei απαντάται σε 2 κύριες μορφές: την τρυπρομαστιγωτή 

μορφή όταν βρίσκεται στον σπονδυλωτό τελικό ξενιστή (θηλαστικά) και την 

επιμαστιγωτή μορφή όταν βρίσκεται στον ασπόνδυλο ενδιάμεσο ξενιστή 

(μύγα tsetse) [7]. Σε αντίθεση με τη Leishmania, όλες οι μορφές του 

παρασίτου T. brucei είναι εξωκυττάριες ακόμα και στον τελικό ξενιστή 

(θηλαστικά) όπου πολλαπλασιάζεται στο αίμα και στα υγρά του λεμφικού 

συστήματος. Με αυτό τον τρόπο τα παράσιτα αυτά καταφέρνουν να 

περάσουν στο κεντρικό νευρικό σύστημα και να προκαλέσουν την τελική 

φάση της ασθένειας του ύπνου.  

 Ο σπονδυλωτός ξενιστής προσλαμβάνει μέσω τσιμπήματος από τη 

μύγα tsetse μετακυκλικά τρυπομαστιγωτά του γένους Τ. brucei, τα οποία στο 

περιβάλλον του θηλαστικού ξενιστή μετατρέπονται σε τρυπομαστιγωτά 

αίματος (bloodstream form-BSF) και πολλαπλασιάζονται. Τα τρυπομαστιγωτά 

χαρακτηρίζονται ως πλειόμορφα με μέγεθος 16-42 µm x 1-3µm. Διαθέτουν 

όπως και τα παράσιτα Leishmania, πυρήνα ο οποίος έχει σφαιρικό σχήμα και 

διαθέτει πυρηνίσκο ενώ στο κυτταρόπλασμα παρατηρούνται αδρό και λείο 

ενδοπλασματικό δίκτυο, ριβοσώματα, σύμπλεγμα Golgi, κυστίδια λίπους και 

λυσοσώματα. Ο κινητοπλάστης έχει τα ίδια χαρακτηριστικά με αυτό του 

παρασίτου Leishmania και βρίσκεται στο οπίσθιο μέρος του σώματος. Το 

παράσιτο διαθέτει μακριά κυματιστή μεμβράνη. Είναι επιμήκη σε μέγεθος και 

λεπτά και η βάση του μαστιγίου βρίσκεται στο οπίσθιο τμήμα του κυττάρου. 

Το μαστίγιο εξέρχεται από τη βάση του μαστιγίου και είναι προσκολλημένο 

κατά μήκος του σώματος του παρασίτου μέσω της ζώνης επισύναψης 

μαστιγίου (FAZ) η οποία ξεκινά πλησίον της βάσης του μαστιγίου και του 

κινητοπλάστη [20-22]. Το μαστίγιο παρουσιάζει μια κανονική κυλινδρική 

διαμόρφωση ‘9+2' αξονημίου μικροσωληνίσκων ενώ τα παράσιτα διαθέτουν 

διαμόρφωση δικτύου που είναι γνωστή ως PFR (paraflagellar rod) [23-25].  
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 Όταν τα παράσιτα περάσουν από το σπονδυλωτό ξενιστή στο έντερο 

του ασπόνδυλου διαφοροποιούνται προς προκυκλικά τρυπομαστιγωτά τα 

οποία είναι μη- μολυσματικά, λιγότερο λεπτά και επιμήκη και 

πολλαπλασιάζονται. Όταν τα προκυκλικά τρυπομαστιγωτά εγκαταλείψουν το 

έντερο της μύγας διαφοροποιούνται περαιτέρω σε επιμαστιγωτά τα οποία 

έχουν μέγεθος 10-35μm x από 1-3μm και κοντή κυματιστή μεμβράνη ενώ ο 

κινητοπλάστης και το μαστίγιο πλέον βρίσκονται στο εμπρόσθιο μέρος του 

σώματος [7, 20]. Εκεί πολλαπλασιάζονται εκ νέου και μεταφέρονται στους 

σιελογόνους αδένες της μύγας όπου διαφοροποιούνται σε μετακυκλικά 

τρυπομαστιγωτά έτοιμα να μολύνουν τον θηλαστικό ξενιστή. 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, όλες οι μορφές του παρασίτου είναι 

εξωκυττάριες. Για το λόγο αυτό, τα T. brucei παράσιτα έχουν εξελιχθεί και 

διαθέτουν στην επιφάνεια τους ποικιλόμορφες γλυκοπρωτεΐνες επιφάνειας 

(variable surface glycoprotein -VSG) για να αποφύγουν την ανοσοποιητική 

απάντηση στο πλάσμα του ξενιστή [26, 27]. 

Α)   Β)  

Εικόνα 7: Μορφολογικά στάδια του παρασίτου Trypanosoma brucei: Α) προκυκλικά 
τρυπομαστιγωτα (πηγή: Wikipedia [28]) και B) τρυπομαστιγωτά αίματος BSF (πηγή: 

University of York [29]) όπως φαίνονται σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης. 
 

 
Εικόνα 8: Σχηματική αναπαράσταση μορφολογικών σταδίων του παρασίτου 
Trypanosoma brucei στον ασπόνδυλο και στον θηλαστικό ξενιστή (πηγή: Lee et al. 
2007 [30], τροποποιημένο)  
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Εικόνα 9: Κυτταρικά οργανίδια των BSF T. brucei παρασίτων [πηγή: [31] 
τροποποιημένο].  

1.1.2.3 Trypanosoma cruzi 

 Σε αντίθεση με το τρυπανόσωμα του γένους brucei, οι μορφές του 

γένους cruzi δεν είναι όλες εξωκυττάριες παρόλο που τα παράσιτα βρίσκονται 

και στο αίμα των σπονδυλωτών ξενιστών. Το παράσιτο T. cruzi απαντάται σε 

3 μορφές: την τρυπομαστιγωτή, την επιμαστιγωτή και την ενδοκυττάρια 

αμαστιγωτή μορφή. Η κύρια διαφορά των μορφών αυτών είναι η θέση του 

κινητοπλάστη ο οποίος περιέχει το 20-25% του παρασιτικού DNA, και 

επομένως και της θέσης της βάσης του μαστιγίου σε σχέση με τον πυρήνα ο 

οποίος βρίσκεται στο κέντρο του σώματος του παρασίτου. Στα μετακυκλικά 

τρυπομαστιγωτά, τα οποία μεταφέρονται με το τσίμπημα του ασπόνδυλου 

στον τελικό ξενιστή, ο κινητοπλάστης που έχει σχήμα καλαθιού λόγο των 

ιδιόμορφων πολλών στρώσεων των DNA βρόχων, βρίσκεται στο οπίσθιο 

μέρος του παρασίτου και πίσω από τον πυρήνα. Όπως στην Leishmania και 

το T. brucei, το DNA του κινητοπλάστη (k-DNA) είναι οργανωμένο σε 

μικρόκυκλους (20.000-25.000) και μακρόκυκλους. Παρόλο που ο ακριβής 

ρόλος του k-DNA δεν έχει εξακριβωθεί, είναι απαραίτητο για την επιβίωση του 

κυττάρου καθώς οι μικρόκυκλοι φαίνεται να κωδικοποιούν μικρές πρωτεΐνες 

ενώ οι μακρόκυκλοι ένζυμα απαραίτητα για τον παρασιτικό μεταβολισμό. Το 

μαστίγιο εκφύεται από τη βάση μαστιγίου που βρίσκεται δίπλα στον 

κινητοπλάστη και εκτείνεται κατά μήκος όλου του υπόλοιπου σώματος του 

παρασίτου. Ο κινητοπλάστης βρίσκεται μέσα σε μια ενιαία δομή μιτοχονδρίων 

που επίσης εκτείνεται σε όλο το σώμα του παρασίτου και κινούν το μαστίγιο. 

Το σχήμα τους είναι επίμηκες με μήκος 20mm και λεπτό. Η μεμβράνη τους 

είναι λεπτή και ακαθορίστου σχήματος. Το παράσιτο περιέχει ενδοπλασματικό 
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δίκτυο, ριβοσώματα, σύμπλεγμα Golgi και υπεροξυσώματα τα οποία είναι 

προσκολλημένα στη μεμβράνη και περιέχουν καταλάσες και οξειδάσες ενώ ο 

κυτταροσκελετός τους από μικροσωληνίσκους αποτελείται από νημάτια α-

ακτίνης και α- και β- τουμπουλίνης [32]. 

 Όταν τα παράσιτα φαγοκυτταρωθούν από τα μακροφάγα ή τα 

μονοπύρηνα του θηλαστικού ξενιστή μετατρέπονται σε αμαστιγωτά τα οποία 

έχουν σφαιρικό και μικρότερο σχήμα και πολλαπλασιάζονται μέσα στα 

κύτταρα του ξενιστή. Ο πυρήνας παραμένει άθικτος, ο κινητοπλάστης όμως 

είναι πλέον στο εμπρόσθιο τμήμα του κυττάρου και έχει σχήμα ράβδου. Τα 

υπόλοιπα οργανίδια είναι λιγότερο ανεπτυγμένα σε σχέση με αυτά της 

τρυπομαστιγωτής μορφής και καταλαμβάνουν πολύ μικρό χώρο στο 

παράσιτο. Η αμαστιγωτή μορφή του παρασίτου φέρει ενδοκυτταρικό μαστίγιο. 

Η επιμαστιγωτή μορφή που απαντάται στον ασπόνδυλο ξενιστή έχει τα ίδια 

χαρακτηριστικά με την τρυπομαστιγωτή μορφή με τη διαφορά ότι ο 

κινητοπλάστης έχει σχήμα ράβδου και παράλληλα αυτός και η βάση μαστιγίου 

βρίσκονται εμπρόσθια του πυρήνα και στο σώμα του παρασίτου.  

 Τέλος, τα παράσιτα διαθέτουν στην επιφάνεια τους μακρομοριακά 

συμπλέγματα, γλυκοπρωτεΐνες, πολυσακχαρίτες και λιπίδια που βοηθούν την 

αναγνώριση και την ενσωμάτωση του παρασίτου στα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού του σπονδυλωτού ξενιστή.  

 

                     

Εικόνα 10: Μορφολογικά στάδια του παρασίτου Trypanosoma cruzi (πηγή: Docampo 
et al., 2005 [33]). 
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Εικόνα 11: Κυτταρικά οργανίδια των T. cruzi παρασίτων [πηγή: Docampo et al., 2005 
[33], τροποποιημένο].  

1.1.3 Κύκλος ζωής  

1.1.3.1 Leishmania 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί ο κύκλος ζωής του παρασίτου Leishmania 

λαμβάνει χώρα σε 2 διαφορετικούς ξενιστές: στον ενδιάμεσο ασπόνδυλο 

(φλεβοτόμος/σκνίπα) και στον τελικό ξενιστή (θηλαστικό) (εικόνα 12). Λόγω 

της πολυπλοκότητας του κύκλου ζωής του παρασίτου, τα παράσιτα εκτίθενται 

σε διαφορετικά εξω‐ και ενδο-κυτταρικά περιβάλλοντα καθώς από το 

εξωκυττάριο περιβάλλον στον ασπόνδυλο ξενιστή (σκνίπα) αντιμετωπίζει στη 

συνέχεια το ενδοκυττάριο περιβάλλον στον σπονδυλωτό ξενιστή. 

Συγκεκριμένα, τα παράσιτα απαντώνται στην προμαστιγωτή μορφή 

όταν βρίσκονται στους ασπόνδυλους ξενιστές [34-38], οι οποίοι είναι μικρά 

έντομα της τάξης Δίπτερα και ανήκουν στην υπο‐οικογένεια Phletobominae. 

Δύο γένη από την υπο‐οικογένεια Phletobominae είναι οι κύριοι ασπόνδυλοι 

φορείς του παρασίτου Leishmania: το γένος Plebotomus του «Παλαιού 

Κόσμου», που χωρίζεται σε 12 υπογένη, και το γένος Lutzomyia του «Νέου 

Κόσμου», που χωρίζεται σε 25 υπογένη [39, 40]. Τα είδη αυτά διαφέρουν ως 

προς τη γεωγραφική περιοχή που απαντώνται και από το είδος του 

παρασίτου που τα προσβάλλουν. Στην Ευρώπη, Ασία και Αφρική οι 

φλεβοτόμοι Phlebotomus spp. είναι μεταδότες του παρασίτου ενώ στην 

Αμερική οι φλεβοτόμοι Lutzomyia spp. [40, 41] (Εικόνα 13). Στην Ελλάδα είναι 

γνωστά δώδεκα είδη φλεβοτόμων, από τα οποία εννέα ανήκουν στο γένος 
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Phlebotomus και τρία στο γένος Sergentomyia. Το είδος Phlebotomus 

neglectus, ένα από τα πιο συχνά απαντώμενα είδη στον Ελλαδικό χώρο 

αποτελεί τον φορέα του παρασίτου L. infantum στη Μεσόγειο [42]. 

  Τα παράσιτα μεταφέρονται στη θηλυκή φλεβοτόμο μετά από ένα γεύμα 

αίματος [36, 43, 44]. Το έντομο προσλαμβάνει μέσω του γεύματος μακροφάγα 

μολυσμένα με τις αμαστιγωτές μορφές του παρασίτου, διαδικασία που 

διευκολύνεται από την αύξηση της μολυσματικότητας του παρασίτου λόγω 

των συστατικών στο σίελο της φλεβοτόμου όπου περιέχονται φαρμακολογικά 

ενεργά υποστρώματα που γενικά αναστέλλουν τους αιμοστατικούς 

μηχανισμούς του ξενιστή και προκαλούν αγγειοδιαστολή και τοπική 

ανοσοκαταστολή [45].Τα παράσιτα στο οπίσθιο μέρος του μεσεντέρου του 

εντόμου και σε περιβάλλον με pH 7 και θερμοκρασία 25οC διαφοροποιούνται 

σε προκυκλικά προμαστιγωτά παράσιτα, προσκολλώνται με το μαστίγιο τους 

στο τοίχωμα του εντέρου και πολλαπλασιάζονται με διχοτόμηση [38]. Μετά 

από 4-5 μέρες τα προμαστιγωτής μορφής μετακινούνται προς την οισοφαγική 

βαλβίδα του θωρακικού μεσεντέρου και ωριμάζουν σε μετακυκλικά 

(μετακυκλογένεση) που αποτελούν τη μολυσματική μορφή του παρασίτου. 

Στο επόμενο γεύμα της φλεβοτόμου, όταν τα παράσιτα βρίσκονται πλέον στο 

πρόσθιο έντερο του εντόμου, 100-200 μετακυκλικά παράσιτα μεταφέρονται 

στον τελικό ξενιστή. 

 Στον τελικό ξενιστή, τα μετακυκλικά προμαστιγωτά παράσιτα 

Leishmania εκμεταλλεύονται τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος του 

οργανισμού, τα μακροφάγα και τα μονοπύρηνα για να επιβιώσουν και να 

πολλαπλασιαστούν. Τα παράσιτα απαντώνται σε διάφορα είδη θηλαστικών 

όπως τρωκτικά, κυνίδες, μαρσιποφόρα, πρωτόγονα οπλοφόρα και 

πρωτεύοντα τα οποία θεωρούνται πιθανές δεξαμενές του παρασίτου με το 

σκύλο να παραμένει ο κύριος ξενιστής‐ δεξαμενή στη σπλαχνική λεϊσμανίαση 

ζωονοτικού τύπου, που προκαλείται από το παράσιτο L. infantum. Οι 

άνθρωποι αποτελούν τυχαίους ξενιστές για το παράσιτο L. infantum, αν και 

έχει αναφερθεί ένας ανθρωπονοτικός κύκλος σε χρήστες ναρκωτικών ουσιών 

[46]. Με το τσίμπημα της σκνίπας, τα παράσιτα αρχικά έρχονται σε επαφή με 

επιδερμικά μακροφάγα, κερατινοκύτταρα και κύτταρα Langerhans [47] όπου 

φαγοκυτταρώνονται από τα μονοπύρηνα ή μακροφάγα κύτταρα των ιστών. 
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Στη συνέχεια, τα φαγοσώματα που περιέχουν τις προμαστιγωτές μορφές των 

παρασίτων συντήκονται με λυσοσώματα και δημιουργούν τα 

φαγολυσοσώματα όπου το pH είναι όξινο (5,5) και η θερμοκρασία του ξενιστή 

είναι 37οC. Εκεί τα παράσιτα διαφοροποιούνται από προμαστιγωτά σε 

αμαστιγωτά τα οποία μπορούν να επιβιώσουν και να πολλαπλασιαστούν στο 

περιβάλλον αυτό. Όταν τα παράσιτα φτάσουν στο ανώτατο όριο στο κύτταρο 

(>200 αμαστιγωτά), το κύτταρο διαρρηγνύεται και τα παράσιτα 

απελευθερώνονται στην κυκλοφορία του αίματος και φαγοκυτταρώνονται εκ 

νέου από άλλα μακροφάγα. Η διαδικασία από την πρόσληψη των παρασίτων 

από το μακροφάγο μέχρι την διάρρηξη και επαναπροσβολή των νέων 

κυττάρων λαμβάνει χώρα σε 12‐24 ώρες [48]. Όταν η μόλυνση των 

μακροφάγων από τα παράσιτα παραμένει στο σημείο του τσιμπήματος από 

τη σκνίπα η απελευθέρωση κυτταροκινών καθώς και η ανάπτυξη διάφορων 

κυτταρικών αντιδράσεων οδηγούν στην εμφάνιση εντοπισμένης δερματικής 

αλλοίωσης (δερματική λεϊσμανίαση-CL). Σε διαφορετική περίπτωση όταν τα 

μολυσμένα μακροφάγα μεταναστεύουν από το αίμα σε άλλους ιστούς, 

μολύνοντας έτσι το σπλήνα, το ήπαρ και το μυελό των οστών οδηγούν στην 

εμφάνιση σπλαχνικής λεϊσμανίασης (VL). Πρέπει να τονιστεί ότι τα παραπάνω 

είναι στενά συνυφασμένα με το είδος του παρασίτου. Ο τροπισμός αυτός  

εξαρτάται από παράγοντες, όπως ο γονότυπος/φαινότυπος του παρασίτου 

και η ανοσολογική κατάσταση [37, 38]. Ο κύκλος ζωής του παρασίτου 

ολοκληρώνεται όταν μια θηλυκή μη μολυσμένη σκνίπα κατά τη διάρκεια του 

γεύματος της προσλαμβάνει μακροφάγα κύτταρα του δέρματος που 

περιέχουν τις αμαστιγωτές μορφές του παρασίτου από το μολυσμένο τελικό 

ξενιστή μαζί με το υγρό των ιστών (εικόνα 12).  
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Εικόνα 12: Κύκλος ζωής του παρασίτου Leishmania [πηγή: Wikipedia [49], 
τροποποιημένο].  
 

A)          B)  
Εικόνα 13: Φλεβοτόμοι των ειδών: Α) Phlebotomus spp. (πηγή: CDC [50]) B) 
Lutzomyia spp. (πηγή: VectorBase [51]).  

1.1.3.2 Trypanosoma brucei 

Ο κύκλος ζωής του παρασίτου T. brucei λαμβάνει μέρος στον 

ενδιάμεσο ασπόνδυλο και στον τελικό σπονδυλωτό ξενιστή (εικόνα 14). Τα 

παράσιτα απαντώνται στην προκυκλική τρυπομαστιγωτή μορφή όταν 

βρίσκονται στους ασπόνδυλους ξενιστές [7], οι οποίοι είναι οι μύγες tsetse του 

γένους Glossina (εικόνα 15). Αρχικά, η μύγα tsetse προσλαμβάνει τα 

τρυπομαστιγωτής μορφής παράσιτα T. brucei κατά τη διάρκεια ενός γεύματος 

από το αίμα ή το εγκεφαλονωτιαίο υγρό του σπονδυλωτού ξενιστή, τα οποία 

στο μεσέντερο του εντόμου διαφοροποιούνται σε προκυκλικά 

τρυπομαστιγωτά. Αφού πολλαπλασιαστούν, τα προκυκλικά προμαστιγωτά 

μεταναστεύουν μέσω των μεμβρανών του εντέρου στους σιελογόνους αδένες 

του εντόμου και διαφοροποιούνται σε επιμαστιγωτά και στη συνέχεια 

πολλαπλασιάζονται με διχοτόμηση. Όταν τα επιμαστιγωτά αποκολληθούν 

από τους σιελογόνους αδένες διαφοροποιούνται σε μολυσματικής μορφής 

μετακυκλικά τρυπομαστιγωτά. Ο πλήρης κύκλος των παρασίτων από το 
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έντερο στους σιελογόνους αδένες της μύγας λαμβάνει χώρα σε περίπου 3 

βδομάδες [52]. 

Με το επόμενο γεύμα της μύγας τα μετακυκλικά προμαστιγωτά 

περνάνε στο δέρμα του σπονδυλωτού ξενιστή δημιουργώντας μια πληγή 

γνωστή ως ‘φύμα της Ανατολής’ σε 5-15 μέρες. Στη συνέχεια, τα παράσιτα 

προσαρμόζονται στο περιβάλλον του θηλαστικού ξενιστή και 

διαφοροποιούνται σε τρυπομαστιγωτά αίματος (bloodstream) και 

μεταφέρονται στα υγρά του σώματος (αίμα, λέμφο και εγκεφαλονωτιαίο υγρό) 

όπου και πολλαπλασιάζονται με διχοτόμηση. Αυτά τα παράσιτα μπορούν να 

διαπεράσουν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και να εισέλθουν στο κεντρικό 

νευρικό σύστημα (ΚΝΣ) σε λίγες μόνο εβδομάδες και να προκαλέσουν το 

τελικό στάδιο της αφρικάνικης τρυπανοσωμίασης. Τα πολλαπλασιαζόμενα 

λεπτά τρυπομαστιγωτά παράσιτα T. brucei έχουν εξελιχθεί έτσι ώστε να 

αποφεύγουν την ανοσολογική επίθεση από τον ξενιστή καθώς διαθέτουν στην 

επιφάνεια τους την γλυκοπρωτεΐνη VSG (Variable Surface Glycoprotein). 

Μερικά από τα τρυπομαστιγωτά του αίματος υφίστανται διαφοροποιήσεις 

αποκτώντας έτσι κοντόχοντρη μορφή και χάνοντας την ικανότητα αποφυγής 

του ανοσοποιητικού συστήματος. Με αυτό τον τρόπο, ο πληθυσμός αυτός 

των παρασίτων εισέρχεται στα κύτταρα του ανοσοποιητικού και έτσι 

καθίσταται πιο ικανός να μολύνει τον ασπόνδυλο φορέα κατά ένα γεύμα 

αίματος. Με αυτό τον τρόπο ολοκληρώνεται ο κύκλος ζωής του παρασίτου T. 

brucei [7]. Τέλος, τα παράσιτα σε σπάνιες περιπτώσεις μπορούν να 

μεταδοθούν μέσω μετάγγισης αίματος.  

 

Εικόνα 14: Κύκλος ζωής του παρασίτου T. brucei [πηγή: CDC [53], τροποποιημένο]. 
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Εικόνα 15: Μύγα του είδους Glossina (tsetse fly) [πηγή: Encyclopaedia Britannica [54]]. 

1.1.3.3 Trypanosoma cruzi 

 Ο κύκλος ζωής του παρασίτου T. cruzi ακριβώς όπως τα 

προαναφερθέντα 2 παράσιτα λαμβάνει μέρος στον ενδιάμεσο ασπόνδυλο και 

στον τελικό σπονδυλωτό ξενιστή (εικόνα 16) [55-57]. Τα παράσιτα 

απαντώνται στην επιμαστιγωτή μορφή όταν βρίσκονται στους ασπόνδυλους 

ξενιστές [7], οι οποίοι είναι τα έντομα του γένους Triatomine (εικόνα 17) και 

ειδικότερα τα Triatoma, Rhodinius, και Panstrongylus. Αρχικά, το έντομο 

(αρσενικό ή θηλυκό) προσλαμβάνει τα τρυπομαστιγωτής μορφής παράσιτα 

από το αίμα μετά από τσίμπημα ενός μολυσμένου σπονδυλωτού ξενιστή. Στο 

μεσέντερο του εντόμου τα τρυπομαστιγωτά διαφοροποιούνται σε 

επιμαστιγωτά όπου και πολλαπλασιάζονται με διχοτόμηση. Τα επιμαστιγωτά 

μεταναστεύουν στο οπίσθιο μέρος του εντέρου και διαφοροποιούνται σε 

μετακυκλικά τρυπομαστιγωτά τα οποία είναι και η μολυσματική μορφή τους.  

 Κατά τη διάρκεια ενός γεύματος του εντόμου, μετά το τσίμπημα στον 

θηλαστικό ξενιστή απελευθερώνονται στη πληγή κόπρανα τα οποία περιέχουν 

τα μολυσματικά μετακυκλικά τρυπομαστιγωτά. Τα παράσιτα εισέρχονται στον 

τελικό ξενιστή μέσω της πληγής ή μέσω βλεννογόνων μεμβρανών. Όπως και 

τα παράσιτα T. brucei, τα παράσιτα T. cruzi έχουν εξελιχθεί έτσι ώστε να 

αποφεύγουν τον ανοσοποιητικό αμυντικό μηχανισμό των θηλαστικών όχι 

όμως μέσω της VSG αλλά με το να κρύβονται μέσα στα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού. Μετά από 7-14 μέρες τα παράσιτα μεταφέρονται στους 

λεμφαδένες όπου και πολλαπλασιάζονται και σχηματίζουν συσσωματώματα 

τις λεγόμενες ψευδοκύστες. Όταν ο αριθμός των παρασίτων φτάσει στο 

ανώτατο όριο μέσα στις ψευδοκύστες αυτές, γίνεται ρήξη και ελευθερώνονται 

τα παράσιτα τα οποία προσβάλλουν καινούρια κύτταρα σε διάφορα μέρη του 

σώματος συμπεριλαμβανομένων των λεμφικών ιστών, των μυών και του 

ιστού γύρω από τα νευρικά γάγγλια. Τελικό στάδιο είναι η εισβολή των 

παρασίτων στα καρδιακά γάγγλια και αυτό κατ’ επέκταση αυξάνει τον κίνδυνο 
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παρουσίασης καρδιαγγειακής νόσου σε περιοχές όπου ενδημεί το παράσιτο 

Τ. cruzi.  

 Συγκεκριμένα, τα μετακυκλικά τρυπομαστιγωτά προσλαμβάνονται με 

φαγοκύτταρωση από τα μακροφάγα. Όταν το κύτταρο έρχεται σε επαφή με το 

παράσιτο δίνεται σήμα μέσω αύξησης των ενδοκυττάριων επιπέδων 

ασβεστίου (Ca2+) και λυσοσώματα μεταναστεύουν στην επιφάνεια του 

κυττάρου. Έτσι το παράσιτο εισέρχεται σε ένα κενοτόπιο που σχηματίζεται 

από ένα λυσόσωμα, όπου το περιβάλλον είναι όξινο pH 5.5 και η 

θερμοκρασία 37oC. Τα παράσιτα σε αυτό το περιβάλλον εκκρίνουν μια τοξική 

πρωτεΐνη που διασπά τη μεμβράνη του λυσοσώματος καταφέρνοντας έτσι να 

ξεφύγουν την αποικοδόμηση από το λυσόσωμα και μετά από περίπου μία 

ώρα απελευθερώνονται στο κυτταρόπλασμα. Έχει δειχθεί ότι αν 

παρεμποδιστεί η δημιουργία λυσοσωμάτων ή το pH μέσα σε αυτά αυξηθεί με 

τη βοήθεια φαρμάκων, σταματά και η μόλυνση καθώς τα παράσιτα δε 

μπορούν να διαφύγουν προς το κυτταρόπλασμα. Όταν τα παράσιτα τελικά 

βρεθούν στο κυτταρόπλασμα, διαφοροποιούνται σε αμαστιγωτές μορφές και 

πολλαπλασιάζονται. Τα αμαστιγωτά δεσμεύονται στην κυτταρική επιφάνεια 

του μακροφάγου με τη βοήθεια ποικιλίας πρωτεϊνών υποδοχέων 

συμπεριλαμβανομένης της ινονηκτίνης. Μετά τη ρήξη των μακροφάγων, τα 

αμαστιγωτά διαφοροποιούνται σε τρυπομαστιγωτά αίματος (bloodstream) τα 

οποία δε μπορούν να πολλαπλασιαστούν αλλά μπορούν να μολύνουν μεγάλη 

ποικιλία ιστών.  

 

Εικόνα 16: Κύκλος ζωής του παρασίτου T. cruzi [πηγή: González et al., 2013, [58] 
τροποποιημένο]. 



Διδακτορική διατριβή Αντωνίας Ευσταθίου  

47 
 

 

Εικόνα 17: Έντομο του γένους Triatomine [πηγή: world news [59]]. 

Ο κύκλος ολοκληρώνεται με την πρόσληψη των τρυπομαστιγωτών που 

βρίσκονται στο αίμα από ένα μη μολυσμένο έντομο κατά τη διάρκεια ενός 

γεύματος. Είναι ενδιαφέρον το γεγονός πως η ανεπάρκεια σιαλικού οξέος έχει 

ως αποτέλεσμα τη μη δυνατή πρόσληψη των παρασίτων. Σε αυτή τη 

περίπτωση, τα παράσιτα Τ. cruzi παράγουν ένα ένζυμο που ονομάζεται trans-

σιαλιδάση το οποίο διευκολύνει τα παράσιτα να μολύνουν τον ξενιστή. Τέλος, 

έχουν αναφερθεί περιπτώσεις που τα παράσιτα Τ. cruzi μεταδίδονται με 

μεταγγίσεις αίματος, μεταμόσχευση οργάνων, μέσω του πλακούντα και από 

εργαστηριακά ατυχήματα [7, 60-63].  

1.2 Παρασιτικές ασθένειες 

1.2.1 Λεϊσμανίαση 

Οι παρασιτικές ασθένειες Λεϊσμανίαση, Ανθρώπινη Αφρικανική 

Τρυπανοσωμίαση (HAT) και Αμερικάνικη Τρυπανοσωμίαση (Chagas 

Disease) χαρακτηρίζονται ως παραμελημένες ασθένειες καθώς η πλειοψηφία 

των ανθρώπων που νοσούν απαντάται στις αναπτυσσόμενες χώρες και 

αφορούν στους φτωχότερους των φτωχών. Ως εκ τούτου το ενδιαφέρον των 

φαρμακοβιομηχανιών για την ανάπτυξη νέων αποτελεσματικών φαρμάκων για 

τον έλεγχο τους είναι πολύ περιορισμένο ως και ανύπαρκτο.  

Η λεϊσμανίαση αποτελεί μια παρασιτική νόσο που προκαλείται από 

πρωτόζωα του γένους Leishmania τα οποία όπως προαναφέρθηκε, μολύνουν 

τα περισσότερα είδη θηλαστικών συμπεριλαμβανομένου και του ανθρώπου 

ενώ μεταδίδεται μέσω του ενδιάμεσου ξενιστή (φλεβοτόμος/σκνίπα). Η νόσος 

όπως έχει ήδη αναφερθεί, έχει εξαπλωθεί σε σχεδόν όλες τις ηπείρους (εκτός 

της Ανταρκτικής) και είναι ενδημική στις τροπικές και υποτροπικές περιοχές 

88 χωρών. Σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (WHO) περίπου 14 

εκατομμύρια άτομα είναι μολυσμένα από τα παράσιτα του γένους Leishmania, 

ενώ κάθε χρόνο 1.5‐2 εκατομμύρια νέα περιστατικά αναφέρονται. Εκτιμάται 

ότι συνολικά, περίπου 350 εκατομμύρια άτομα βρίσκονται σε πιθανό κίνδυνο 



  Εισαγωγή 

48 
 

να μολυνθούν από το παθογόνο [64]. Η εξάπλωση της νόσου έχει και 

κοινωνικοπολιτικές αιτίες καθώς η εξάπλωση της φτώχειας, η μετανάστευση, 

η κακή κατάσταση των συστημάτων υγείας, η έλλειψη πολιτικής βούλησης και 

δέσμευσης για την αντιμετώπιση αυτού του τόσο σημαντικού προβλήματος 

Δημόσιας Υγείας, η ανεπαρκής χρηματοδότηση έρευνας για την κατανόηση 

της βιολογίας του παρασίτου και της νόσου καθώς και η δύσκολη πρόσβαση 

σε φαρμακευτικές αγωγές κατά της νόσου στις αναπτυσσόμενες χώρες, 

συμβάλλουν στην εξάπλωση της νόσου [65].Ταυτόχρονα, η αλλαγή του 

κοινωνικοπολιτικού σκηνικού, οι περιβαλλοντικές αλλαγές, οι μεταναστεύσεις 

πληθυσμών και η εξαθλίωση των συνθηκών διαβίωσης των ανθρώπων λόγω 

της οικονομικής κρίσης έχουν ως αποτέλεσμα τη διάδοση και την αύξηση των 

κρουσμάτων της ασθένειας στις αναπτυγμένες χώρες (χώρες της Ευρώπης 

όπως η Κύπρος, η Ελλάδα, η Ισπανία κ.α.). 

1.2.1.1 Κλινικές μορφές της νόσου 

Έχει ήδη αναφερθεί ότι το πρωτόζωο Leishmania προκαλεί ένα ευρύ 

φάσμα κλινικών συμπτωμάτων τα οποία ομαδοποιούνται σε τρεις 

διαφορετικές μορφές της νόσου. Η εκδήλωση των διαφορετικών μορφών 

σχετίζεται άμεσα τόσο με το είδος του παράσιτου όσο με την ανοσολογική 

απόκριση του ξενιστή [66]. Υπάρχουν περιπτώσεις που συγκεκριμένο είδος 

του παρασίτου μπορεί να προκαλεί διαφορετικές κλινικές μορφές της νόσου 

(πλειομορφισμός). Οι τρεις βασικές κλινικές μορφές λεϊσμανίασης είναι: η 

σπλαχνική λεϊσμανίαση (VL, visceral leishmaniasis), η δερματική λεϊσμανίαση 

(CL, cutaneous leishmaniasis) και η βλεννογονοδερματική λεϊσμανίαση (MCL, 

muco‐cutaneous leishmaniasis) [64]. Στον πίνακα 1 παρατίθενται τα είδη του 

παρασίτου και οι κλινικές μορφές της νόσου που προκαλούν.   

Πίνακας 1: Επιδημιολογικά στοιχεία κλινικά σημαντικών ειδών Leishmania. VL 
(σπλαχνική λεϊσμανίαση), CL (δερματική λεϊσμανίαση), PKDL (post kala‐azar δερματική 
λεϊσμανίαση), DCL (διάχυτη δερματική λεϊσμανίαση), MCL (βλεννογονοδερματική 
λεϊσμανίαση). 

Είδος 
παρασίτου 

Κλινικές μορφές 
λεϊσμανίασης* 

Κύριος 
ενδιάμεσος 

ξενιστής 

Ξενιστής 
δεξαμενή 

Γεωγραφική 
κατανομή 

Παλαιός Κόσμος 

L. donovani 
infantum 

VL, CL P. perniciosus, 
P. ariasi 

P. langeroni 
P. chinesis 

Σκύλοι, 
αλεπούδες, 

τσακάλια 

Χώρες Μεσογείου, 
Μέση Ανατολή, Κίνα, 

κεντρική Ασία 
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Νέος Κόσμος 

L. donovani 
infantum 

VL, CL P. perniciosus, 
P. ariasi 

P. langeroni 
P. chinesis 
P. major 

Σκύλοι, 
αλεπούδες, 

τσακάλια 

Χώρες Μεσογείου, 
Μέση Ανατολή, Κίνα, 

κεντρική Ασία 

L. donovani 
chagasi  

VL, CL Lu. Longipalpis Σκύλοι, 
αλεπούδες 

Βραζιλία, Βενεζουέλα, 
Μεξικό 

L. donovani 
donovani 

L. donovani 
archibaldi  

VL, PKDL P. argentipes 
P. orientalis 
P. martini 

P. alexandri 

Άνθρωποι, 
τρωκτικά, 
κυνοειδή 

Βορειοανατολική Ινδία, 
Μπαγκλαντές, Νεπάλ, 
Κίνα, Σουδάν, Κένυα, 

Αιθιοπία 

L. major CL, DCL γ P. papatasi 
P. duboscqi 

Τρωκτικά 
(Rhombomys 

opimus, 
Psammomys 
obesus, και 
Arvicanthis 
niloticus) 

Μέση Ανατολή, Βόρεια 
Ινδία, Πακιστάν, Βόρεια 
Αφρική, Κεντρική Ασία, 

Σουδάν 

L. tropica CL, VL P. sergenti 
P. saevus 

Άνθρωποι, 
σκύλοι, 

τρωκτικά 

Μέση Ανατολή, Χώρες 
Μεσογείου, κεντρική 

Ασία, Κένυα 

L. aethiopica CL, DCL P. longipes 
P. pedifer 

Ύραξ (Hyraxes) Κένυα, Αιθιοπία 

 

1.2.1.1.1 Σπλαχνική λεϊσμανίαση (VL, Kala-azar, Dum Dum fever) 

Η σπλαχνική λεϊσμανίαση (visceral leishmaniasis, VL), γνωστή ευρέως 

και ως Kala‐azar (μαύρος πυρετός) είναι η σοβαρότερη μορφή της νόσου 

καθώς σε περίπτωση μη έγκαιρης κατάλληλης θεραπευτικής αγωγής, η 

θνησιμότητα κυμαίνεται στο 75-95%. Κάθε χρόνο 500.000 νέα περιστατικά 

σπλαχνικής λεϊσμανίασης καταγράφονται ενώ οι θάνατοι που προκαλούνται 

P. major 

L. donovani 
chagasi  

VL, CL Lu. Longipalpis Σκύλοι, 
αλεπούδες 

Βραζιλία, Βενεζουέλα, 
Μεξικό 

L. donovani 
donovani 

L. donovani 
archibaldi  

VL, PKDL P. argentipes 
P. orientalis 
P. martini 

P. alexandri 

Άνθρωποι, 
τρωκτικά, 
κυνοειδή 

Βορειοανατολική Ινδία, 
Μπαγκλαντές, Νεπάλ, 
Κίνα, Σουδάν, Κένυα, 

Αιθιοπία 

L. major CL, DCL γ P. papatasi 
P. duboscqi 

Τρωκτικά 
(Rhombomys 

opimus, 
Psammomys 
obesus, και 
Arvicanthis 
niloticus) 

Μέση Ανατολή, Βόρεια 
Ινδία, Πακιστάν, Βόρεια 
Αφρική, Κεντρική Ασία, 

Σουδάν 

L. tropica CL, VL P. sergenti 
P. saevus 

Άνθρωποι, 
σκύλοι, 

τρωκτικά 

Μέση Ανατολή, Χώρες 
Μεσογείου, κεντρική 

Ασία, Κένυα 

L. aethiopica CL, DCL P. longipes 
P. pedifer 

Ύραξ (Hyraxes) Κένυα, Αιθιοπία 
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κάθε χρόνο από τη νόσο ανέρχονται στους 50.000 [64]. Το είδος του 

παρασίτου που είναι υπεύθυνο για αυτή τη κλινική μορφή της νόσου στην 

Ινδία και στην Ανατολική Αφρική είναι το L. donovani, ενώ στις περιοχές της 

Μεσογειακής λεκάνης, καθώς και στην Κεντρική και Νότια Αμερική υπεύθυνο 

είναι το παράσιτο του είδους L. infantum [67, 68].  

Με την μόλυνση και τον πολλαπλασιασμό των αμαστιγωτών 

παρασίτων στα μακροφάγα και τα μονοπύρηνα των οργάνων του 

δικτυοενδοθηλιακού συστήματος όπως είναι ο σπλήνας, το ήπαρ, τα 

λεμφοειδή γάγγλια και ο μυελός των οστών ξεκινά η εμφάνιση της νόσου. Η 

περίοδος από την αρχική μόλυνση μέχρι τη μετανάστευση των παρασίτων 

στα όργανα του δικτυοενδοθηλιακού συστήματος κυμαίνεται από 2‐6 μήνες. Ο 

διαλείπων πυρετός, η ηπατο‐σπληνομεγαλία, η λεμφαδενοπάθεια, η 

λευκοπενία, η θρομβοκυτταροπενία, η αναιμία και η υπερ‐γ‐σφαιριναιμία 

αποτελούν μερικά από τα κλινικά συμπτώματα της σπλαχνικής λεϊσμανίασης. 

Ο κατάλογος των κλινικών συμπτωμάτων συμπληρώνεται με την εφίδρωση, 

την κόπωση, την εμφάνιση γαστρεντερικών διαταραχών και με τη σταδιακή 

απώλεια βάρους, ενώ η εμφάνιση οιδημάτων και αιμορραγιών είναι επίσης 

πιθανή κατά τα προχωρημένα στάδια της νόσου [69, 70]. Ακόμα και μετά από 

επιτυχημένη θεραπεία της σπλαχνικής λεϊσμανίασης, υπάρχει πιθανότητα οι 

ασθενείς να εμφανίσουν την post‐Kala‐azar δερματική λεϊσμανίαση (PKDL). 

Το 10% των Ινδών ασθενών υποτροπιάζουν προς τον ινδικό τύπο της PKDL 

σε περίοδο 2‐3 χρόνων μετά από την επιτυχημένη θεραπεία της σπλαχνικής 

λεϊσμανίασης. Τα κλινικά συμπτώματα της PKDL συμπεριλαμβάνουν 

διάσπαρτες δερματικές αλλοιώσεις (υπόχρωμες κηλίδες, ερύθημα, οζίδια) 

στον κορμό, στους βραχίονες, στους μηρούς και στην κνήμη και ενώ αρχικά 

είναι μικρές και διάσπαρτες στη συνέχεια αυξάνονται, ενώνονται και 

σχηματίζουν πλάκες. Σε αργότερο στάδιο της νόσου γίνεται και η εμφάνιση 

των οζιδίων κυρίως στην περιοχή του προσώπου του ασθενή τα οποία 

προσομοιάζουν σε μεγάλο βαθμό με τα έλκη της λέπρας. Ο Αφρικανικός 

τύπος της PKDL είναι πιο επιθετικός, μολύνει 50-60% των ασθενών και 

εμφανίζεται από 0‐6 μήνες μετά τη θεραπεία της σπλαχνικής λεϊσμανίασης ή 

και ακόμα και κατά τη διάρκεια της θεραπείας, πριν καν υποχωρήσουν οι 

κλινικές εκδηλώσεις της σπλαχνικής νόσου. Στην αφρικάνικου τύπου PKDL οι 
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δερματικές αλλοιώσεις εμφανίζονται συνήθως γύρω από το στόμα και 

εξαπλώνονται σε όλο το πρόσωπο, αλλά εμφανίζονται και στον κορμό, στους 

βραχίονες, στους μηρούς και στην κνήμη και προσομοιάζουν με ιλαρά. Σε 

αντίθεση με τον ινδικό τύπο, ο αφρικανικός τύπος της PKDL είναι 

αυτοθεραπευόμενος [70, 71].  

Α)   B)   Γ)  
Εικόνα 18: Α) Ασθενής με σπλαχνική λεϊσμανίαση εμφανίζει ηπατοσπληνομεγαλία, Β) 
Δερματικές αλλοιώσεις που οφείλονται στην εμφάνιση της PKDL, Γ) Σκύλος που 
πάσχει από καλα-αζάρ [πηγή:[72]]. 

1.2.1.1.2 Δερματική λεϊσμανίαση (CL, Baghdad/Jericho boil, Oriental 

sore) 

Η δερματική λεϊσμανίαση (cutaneous leishmaniasis, CL) με 1‐1,5 

εκατομμύριο περιστατικά στον κόσμο κάθε χρόνο, αποτελεί την πιο 

διαδεδομένη μορφή της λεϊσμανίασης [73]. Η δερματική λεϊσμανίαση 

προκαλείται από διαφορετικά είδη παρασίτου Leishmania τα οποία 

προκαλούν διαφορετικές μορφές της δερματικής νόσου. Σε πολλές 

περιπτώσεις η δερματική λεϊσμανίαση αυτοθεραπεύεται. 

Γενικά, η δερματική αλλοίωση εμφανίζεται σε μορφή οζιδίου στο σημείο 

του τσιμπήματος. Συνήθως το μέρος του σώματος που είναι εκτεθειμένο στη 

φλεβοτόμο, είναι το πρόσωπο και τα άκρα. Μια μορφή της δερματικής 

λεϊσμανίασης είναι η ξηρού τύπου, η οποία προκαλείται από τα παράσιτα L. 

major και L. tropica. Επίσης, ξηρού τύπου δερματικής λεϊσμανίασης μπορεί να 

προκληθεί και από τα παράσιτα του είδους L. infantum και L. aethiopica όπου 

όμως η δερματική αλλοίωση συνήθως μένει στο στάδιο του οζιδίου [74]. Σε 

διαφορετική περίπτωση, τα υπόλοιπα παράσιτα αρχικά προκαλούν δερματική 

αλλοίωση με τη μορφή της ερυθηματώδης βλατίδας η οποία σε διάστημα 

κάποιων εβδομάδων αυξάνει σε διάμετρο και όγκο, γίνεται οζώδης, 

εξελκώνεται, εμφανίζει κεντρική εφελκίδα και βαθμιαία το οζίδιο μετατρέπεται 

σε στερεό. Οι δερματικές αλλοιώσεις μπορεί να επουλωθούν σε 3 μήνες έως 

2 χρόνια, με πιο συνήθη τον 1 χρόνο.  
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Η δερματική λεϊσμανίαση υγρού τύπου προκαλείται από το παράσιτο 

του είδους L. major και μοιάζει με του ξηρού τύπου με τη διαφορά ότι στου 

υγρού τύπου υπάρχει επιπλέον νέκρωση της κεντρικής περιοχής και 

δημιουργία αιμορραγικής εφελκίδας, ενώ η αλλοίωση είναι μεγαλύτερης 

έκτασης από αυτήν του ξηρού τύπου. Οι αλλοιώσεις του υγρού τύπου 

επουλώνονται σε 2‐8 εβδομάδες [75]. Παρόμοια συμπτώματα με την υγρού 

τύπου δερματικής λεϊσμανίασης που προκαλείται από το παράσιτο του είδους 

L. major φαίνεται να προκαλούνται και μετά από μόλυνση από τα είδη του 

Νέου Κόσμου L. mexicana, L. amazonensis, L. peruviana, L. guyanensis, L. 

panamensis και L. braziliensis [76]. 

Τέλος, μια σπάνια μορφή της δερματικής λεϊσμανίασης είναι η 

επονομαζόμενη διάχυτη δερματική λεϊσμανίαση (Diffused cutaneous 

leishmaniases, DCL) και προκαλείται από το είδος L. aethiopica, και σε 

κάποιες περιπτώσεις από το είδος L. amazonensis. Σε αυτό το τύπο 

εμφανίζονται ευρείες οζώδεις δερματικές αλλοιώσεις, οι οποίες διατηρούνται 

για μεγάλο χρονικό διάστημα [77].  

A)        B)     Γ)  

Εικόνα 19: Α, Β) Ασθενείς με δερματική λεϊσμανίαση [πηγή:[72]]., Γ) Δερματικές 
αλλοιώσεις που οφείλονται στην εμφάνιση της DCL [πηγή: [78]]. 

 

1.2.1.1.3 Βλεννογονοδερματική λεϊσμανίαση (MCL) 

Το παράσιτο του είδους L. braziliensis είναι υπεύθυνο για την τρίτη 

κύρια κλινική μορφή της λεϊσμανίασης τη βλεννογονοδερματική λεϊσμανίαση 

(mucocutaneous leishmaniasis, MCL ή espundia). Αυτή η μορφή της 

λεϊσμανίασης εμφανίζεται ως δερματική λεϊσμανίαση. Στη συνέχεια, τα 

παράσιτα που βρίσκονται στις δερματικές αλλοιώσεις μεταναστεύουν μέσω 

του αίματος και των λεμφαγγείων στα όργανα του ανώτερου αναπνευστικού 

συστήματος (λάρυγγα, φάρυγγα, οισοφάγο, ρινική και στοματική κοιλότητα) 

και προκαλούν εκεί τη δευτεροπαθή εκδήλωση της νόσου. Έτσι, μετά από την 
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πάροδο μηνών ή ετών προκαλούνται παραμορφωτικές βλάβες στα όργανα 

αυτά. Σε αντίθεση με τις αλλοιώσεις της δερματικής λεϊσμανίασης, οι 

αλλοιώσεις της βλεννογονοδερματικής λεϊσμανίασης δεν αυτό-επουλώνοται 

και πρέπει να χορηγηθεί άμεσα φαρμακευτική αγωγή για να μην προκληθούν 

προοδευτικά εκτεταμένες παραμορφωτικές αλλοιώσεις [77]. 

 

Εικόνα 20: Ασθενής με βλεννογονοδερματική λεϊσμανίαση [πηγή:[79]]. 

1.2.1.1.4 Ο ασυμπτωματικός παρασιτισμός 

Υπάρχουν περιπτώσεις μολυσμένων ατόμων με το είδος L. infantum 

σε ενδημικές για την Leishmania περιοχές, οι οποίοι όμως δεν εκδηλώνουν 

κλινικά συμπτώματα της νόσου. Πιο συγκεκριμένα, μόνο 10-20% των 

μολυσμένων ατόμων τελικά εκδηλώνουν τα κλινικά συμπτώματα [80]. Τα 

μολυσμένα αυτά άτομα μπορεί να εκδηλώσουν τελικά τα κλινικά συμπτώματα 

όταν το ανοσοποιητικό τους σύστημα είναι ευάλωτο, για παράδειγμα σε 

παθολογικές καταστάσεις όπως μετά από μόλυνση από τον ιό HIV που 

προκαλεί σύνδρομο επίκτητης ανοσολογικής ανεπάρκειας [81]. Τα άτομα τα 

οποία είναι ασυμπτωματικά, είναι παρόλα αυτά «δεξαμενή» εξάπλωσης του 

παρασίτου και της νόσου, καθώς μπορούν να μολύνουν τις φλεβοτόμους κατά 

τη διάρκεια της διατροφής τους. 

1.2.1.1.5 Συλλοίμωξη Leishmania / HIV 

Οι ασθενείς με AIDS είναι γνωστό πως είναι ευαίσθητοι σε ευκαιριακές 

λοιμώξεις καθώς το ανοσοποιητικό τους σύστημα δεν μπορεί να τις 

αντιμετωπίσει εύκολα. Η μόλυνση με το παράσιτο Leishmania είναι επομένως 

αυξημένη καθώς το παράσιτο επιβιώνει μέσα στα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού, τα οποία έχει ήδη εξασθενίσει ο ιός HIV, επιδεινώνοντας έτσι 

την κατάσταση του ασθενή και κάνοντας τον ακόμη πιο επιρρεπή σε 

ευκαιριακές λοιμώξεις [82]. 

Αυτή η συλλοίμωξη Leishmania/HIV φαίνεται να απαντάται στην 

πλειοψηφία των ενδημικών χωρών για τη Leishmania, με μεγαλύτερα 
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ποσοστά να αναφέρονται στη νοτιοδυτική Ευρώπη (Ιταλία, Ισπανία, Γαλλία 

και Πορτογαλία), όπου ενδημεί το παράσιτο L. infantum [80, 82]. Σύμφωνα με 

τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας, το 71% των ασθενών με συλλοίμωξη 

Leishmania/HIV είναι χρήστες ενδοφλέβιων ουσιών [64] αυξάνοντας έτσι τη 

μετάδοση της νόσου σε αυτές τις περιοχές από άνθρωπο σε άνθρωπο αλλά 

και από φλεβοτόμο σε άνθρωπο καθώς τα άτομα αυτά λειτουργούν ως 

δυνητική δεξαμενή του παρασίτου, παρόλο που στην Ευρώπη η νόσος είναι 

κυρίως ζωονοτικού τύπου [83-85]. Ταυτόχρονα, τα τελευταία χρόνια 

παρατηρείται μεγάλη αύξηση της συλλοίμωξης τόσο στις χώρες της Αφρικής 

όσο και στην Βραζιλία με αποτέλεσμα την αύξηση των θανάτων που 

οφείλονται στη σπλαχνική λεϊσμανίαση [86] 

1.2.1.2 Γεωγραφική κατανομή 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η λεϊσμανίαση είναι διαδεδομένη σε όλες 

σχεδόν τις ηπείρους με εξαίρεση την Ανταρκτική, ενώ εμφανίζεται στις 

τροπικές και υποτροπικές περιοχές 88 χωρών. Από αυτές οι 72 είναι 

αναπτυσσόμενες και μάλιστα οι 13 είναι από τις λιγότερο αναπτυγμένες 

χώρες στον κόσμο [64, 87]. Παρόλα αυτά, οι υπόλοιπες 16 χώρες ανήκουν 

στις αναπτυγμένες χώρες.  

 Όσον αφορά τη σπλαχνική λεϊσμανίαση (VL), το 90% των 

περιστατικών καταγράφεται στις χώρες Σουδάν, Αιθιοπία, Κένυα, Ινδία, 

Μπαγκλαντές, Νεπάλ και Βραζιλία και μάλιστα η πλειοψηφία των 

περιστατικών είναι ανθρωπονοτικού τύπου και προκαλούνται από το 

παράσιτο του είδους L. donovani σε αντίθεση με τη Μεσόγειο, τη Νότια 

Αμερική και τις υπόλοιπες χώρες της Ασίας που η πλειοψηφία των 

περιστατικών σπλαχνικής λεϊσμανίασης που καταγράφονται είναι ζωονοτικού 

τύπου και προκαλούνται από το παράσιτο L. infantum. Τα ποσοστά 

θνησιμότητας της σπλαχνικής λεϊσμανίασης στις χώρες που δεν έχουν εύκολη 

πρόσβαση σε φαρμακευτική αγωγή είναι ιδιαίτερα υψηλά με χαρακτηριστικό 

παράδειγμα την επιδημία στο Νότιο Σουδάν κατά την περίοδο 1984‐1994 

όπου σημειώθηκαν 100.000 θάνατοι σε πληθυσμό μόλις 300.000 κατοίκων 

[64, 88]. 
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Εικόνα 21: Γεωγραφική κατανομή ειδών Leishmania στον κόσμο: Α) Χάρτης 
σπλαχνικής λεϊσμανίασης. L. infantum (VL, κίτρινο χρώμα), L. donovani (VL, PKDL, 
κόκκινο χρώμα), Β) Χάρτης δερματικής και βλεννογονοδερματικής λεϊσμανίασης. L. 
braziliensis (CL, MCL πορτοκαλί χρώμα), L. mexicana (CL, γαλάζιο χρώμα), L. 
peruviana (CL, Ματζέντα χρώμα), L. panamensis (CL, σκούρο πράσινο χρώμα), L. 
guyanensis (CL, ρόζ χρώμα), L. tropica (CL, μπλε χρώμα), L. major (CL, έντονο πράσινο 
χρώμα) και L. aethiopica (CL, μοβ χρώμα). [πηγή: WHO [64]]. 

Όσον αφορά τη δερματική λεϊσμανίαση σχεδόν το 90% των 

περιστατικών παρουσιάζονται σε 7 χώρες: 5 στον Παλαιό Κόσμο 

(Αφγανιστάν, Αλγερία, Ιράν, Σαουδική Αραβία και Συρία) και 2 στο Νέο Κόσμο 

(Βραζιλία και Περού). Τέλος, το 90% των καταγεγραμμένων περιστατικών 

βλεννογονοδερματικής λεϊσμανίασης απαντώνται σε χώρες του Νέου Κόσμου 

(Βραζιλία, Βολιβία, Περού). 

1.2.1.3 Επιδημιολογία της Λεϊσμανίασης 

Τόσο τα είδη του παρασίτου όσο και τα τοπικά χαρακτηριστικά των 

περιοχών μετάδοσης που περιλαμβάνουν τα οικολογικά χαρακτηριστικά, τον 

πληθυσμό που κατοικεί σε αυτές τις περιοχές και τη προηγούμενη έκθεση του 

πληθυσμού αυτού στο παράσιτο, διαμορφώνουν την επιδημιολογία της 

λεϊσμανίασης [64]. 
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Η νόσος μεταδίδεται μέσω του ασπόνδυλου ξενιστή αλλά σε πολύ 

σπάνιες περιπτώσεις μπορεί να μεταδοθεί και μέσω της χρήσης κοινών 

συρίγγων μεταξύ των χρηστών ενδοφλέβιων ουσιών, μέσω μετάγγισης 

αίματος και από τη μητέρα στο έμβρυο [46]. Συνήθως, τα άτομα που 

προσβάλλονται σε ενδημικές περιοχές από το είδος L. infantum με σπλαχνική 

λεϊσμανίαση είναι τα παιδιά κάτω των 5 ετών, ενώ σε περιοχές ενδημικές στο 

είδος L. donovani (Ασία, Αφρική) προσβάλλονται συνήθως άτομα ηλικίας 

13‐23 χρονών. Σε γενικές γραμμές, πληθυσμοί που έχουν επαφή με το 

παράσιτο για μεγάλη χρονική περίοδο, αποκτούν ανοσία, παρόλα αυτά οι 

ανοσοκατεσταλμένοι/ανοσοανεπαρκείς άνθρωποι πάντα διατρέχουν κίνδυνο 

να νοσήσουν αν μολυνθούν με το παράσιτο [89]. 

Υπάρχουν περιοχές όπου η νόσος απαντάται κυρίως στη ζωονοτική 

της μορφή και σε άλλες όπου απαντάται κυρίως στην ανθρωπονοτική της 

μορφή όπως στην περίπτωση της σπλαχνικής λεϊσμανίασης στην Ινδική 

χερσόνησο και κατά τη διάρκεια επιδημικών εξάρσεων στην Ανατολική Αφρική 

[64]. Παρόλα αυτά, εξωγενείς παράγοντες όπως οι ραγδαίες μεταβολές των 

περιβαλλοντικών και κλιματολογικών συνθηκών (αύξηση της θερμοκρασίας, 

συχνότητα βροχοπτώσεων) και οι κοινωνικοπολιτικές αλλαγές (μετανάστευση 

πληθυσμών, αύξηση της φτώχειας σε αναπτυγμένες χώρες) επηρεάζουν τους 

ενδογενείς παράγοντες της νόσου (αλληλεπιδράσεις μεταξύ ξενιστή, 

παρασίτου και φορέα). Το φαινόμενο αυτό οφείλεται στην ικανότητα τόσο των 

ειδών Leishmania όσο και των ενδιάμεσων ξενιστών να αναπτύσσουν 

μηχανισμούς που τους επιτρέπουν να προσαρμόζονται και να εξελίσσονται 

[89-91]. 

Η λεϊσμανίαση εκτός από μία από τις πιο παραμελημένες ασθένειες, 

έχει χαρακτηριστεί και ως νόσος της φτώχειας καθώς η έλλειψη πόρων 

αυξάνει την πιθανότητα εμφάνισης της νόσου [92]. Εκτός από την δύσκολη 

πρόσβαση στη φαρμακευτική αγωγή, οι συνθήκες οίκησης και συνθήκες 

υγιεινής παίζουν σημαντικό ρόλο στην αύξηση της αναπαραγωγής των 

σκνιπών και επομένως στην εξάπλωση της νόσου. Σημαντικό ρόλο παίζει 

επίσης και η διατροφή, καθώς φτωχή διατροφή μπορεί να αυξήσει την 

πιθανότητα εμφάνισης σπλαχνικής λεϊσμανίασης. Τέλος, η έξαρση του 

φαινομένου της οικονομικής ή για πολιτικούς λόγους μετανάστευσης, μπορεί 
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να οδηγήσει στην είσοδο ατόμων σε ενδημικές για τη νόσο περιοχές, ή στην 

είσοδο μολυσμένων ατόμων σε μη ενδημικές περιοχές ή ακόμη να οδηγήσει 

στη μεταφορά καινούριων στελεχών παρασίτου σε περιοχές που δεν 

προϋπήρχε η νόσος ή το είδος αυτό του παρασίτου [64]. 

1.2.1.4 Λεϊσμανίαση στην Ελλάδα 

Όπως σε όλες τις μεσογειακές χώρες έτσι και στη Ελλάδα αναφέρεται η 

νόσος με το πρώτο περιστατικό να καταγράφτηκε το 1907 στην Κρήτη. Τα 

περιστατικά φαίνεται να αυξάνονται κατά τη δεκαετία του 1940, όπου 160 

περιστατικά σπλαχνικής λεϊσμανίασης στον άνθρωπο αναφέρονται ετησίως. 

Στη συνέχεια, τα κρούσματα φαίνονται να μειώνονται. Το υπουργείο Υγείας 

έχει καταγράψει 1005 περιστατικά σπλαχνικής λεϊσμανίασης στην Αττική 

μόνο, στο διάστημα 1962 έως το 1992 [93]. Μετά το 1992, φαίνεται να 

αυξάνεται ο αριθμός των κρουσμάτων ιδιαίτερα σε συγκεκριμένες περιοχές 

όπως στο Λασίθι στην Ανατολική Κρήτη και στην Αττική [42]. Στην Ελλάδα 

έχουν απομονωθεί τόσο το στέλεχος L. infantum από ανθρώπους και 

σκύλους με σπλαχνική λεϊσμανίαση, όσο και το στέλεχος L. tropica από 

δερματικές αλλοιώσεις [42, 94, 95]. Τα τελευταία χρόνια, τα κοινωνικοπολιτικά 

γεγονότα στη λεκάνη της Μεσογείου καθώς και οι πολεμικές συρράξεις και η 

οικονομική κρίση, προκάλεσαν εκτεταμένες εκτοπίσεις και μετακινήσεις 

πληθυσμιακών ομάδων από χώρες ενδημικές στη νόσο προς την περιοχή της 

Ευρώπης και ειδικότερα στο ανατολικό της άκρο στην Ελλάδα, καθώς και 

αύξηση της φτώχειας στον ελλαδικό χώρο. Τα παραπάνω σε συνδυασμό με 

τις κλιματολογικές αλλαγές έχουν ως αποτέλεσμα την αύξηση της διάδοσης 

της νόσου βορειότερα, ακόμη και σε μέχρι πρότινος μη ενδημικές Ευρωπαϊκές 

Χώρες, την εν γένει αύξηση των περιστατικών και την επέκταση των 

δυνητικών περιοχών εκκόλαψης και διαβίωσης των ξενιστών του παρασίτου, 

πιο κοντά στα μεγάλα αστικά κέντρα [89]. Επομένως, τα καταγραμμένα πλέον 

περιστατικά αυξάνονται με την πλειονότητα όμως αυτών να μην είναι 

αυτόχθονα, αλλά εισαγόμενα [96, 97]. 

1.2.2 Ανθρώπινη Αφρικανική Τρυπανοσωμίαση (HAT, ασθένεια του 

ύπνου) 

 Η Αφρικανική Τρυπανοσωμίαση είναι μια παραμελημένη τροπική 

ασθένεια η οποία προκαλείται από το παράσιτο του γένους Trypanosoma και 
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μεταδίδεται στα θηλαστικά από τον ασπόνδυλο ξενιστή του γένους Glossina. 

Ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας χαρακτηρίζει τη νόσο ως μία από τις πιο 

θανατηφόρες ασθένειες καθώς αν δε χορηγηθεί φαρμακευτική αγωγή σχεδόν 

πάντα οδηγεί σε θάνατο [98, 99]. Η Αφρικανική Τρυπανοσωμίαση ζωονοτικού 

τύπου (ΑΑΤ) μολύνει σχεδόν 50 εκατομμύρια βοοειδή το χρόνο από τα οποία 

τα 3 εκατομμύρια περιστατικά καταλήγουν στο θάνατο. Το γεγονός αυτό έχει 

σοβαρό αντίκτυπο στην οικονομία η οποία στηρίζεται στην εκτροφή βοοειδών 

στην Υποσαχάρια Αφρική [100]. Η Αφρικανική Τρυπανοσωμίαση ζωονοτικού 

τύπου προκαλείται από τα παράσιτα T. congolense, T. vivax, T. evansi, T. 

brucei brucei στα βοοειδή και εμφανίζεται με τη μορφή της νόσου ‘nagana’, 

ενώ στα άλογα εμφανίζεται με τη μορφή της νόσου ‘dura’ για την οποία 

ευθύνονται τα παράσιτα του γένους T. equiperdum.  

 

Εικόνα 22: Γεωγραφική κατανομή ειδών Τrypanosoma brucei (T. b. gambiense και T. b. 
rhodesiense) στην Αφρική [πηγή: Lopes et al. [7]]. 

Η Ανθρώπινη Αφρικάνικη Τρυπανοσωμίαση (ΗΑΤ) παρατηρείται σε 36 

χώρες της Υποσαχάριας Αφρικής δηλαδή στο 1/3 της Αφρικανικής ηπείρου. 

Περίπου 70 εκατομμύρια άνθρωποι διατρέχουν κίνδυνο να μολυνθούν από τη 

νόσο. 500.000 άτομα είναι ήδη μολυσμένα από το παράσιτο και κάθε χρόνο 

περίπου 70.000 νέα περιστατικά καταγράφονται [101]. Η HAT μπορεί να 

προκληθεί από τα παράσιτα του υποείδους T. brucei rhodesiense στις 

περιοχές της ανατολικής και νότιας Αφρικής και του υποείδους T. brucei 

gambiese στις περιοχές της κεντρικής και δυτικής Αφρικής (εικόνα 22). Τα 2 
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αυτά υποείδη δεν είναι δυνατόν να διαχωριστούν μορφολογικά αλλά μόνο 

γονιδιακά.  

1.2.2.1 Κλινικές μορφές της νόσου ΗΑΤ 

 Αμέσως μετά το τσίμπημα από τη μολυσμένη μύγα tsetse, στα αρχικά 

στάδια της νόσου, τα παράσιτα T. brucei εισέρχονται στο αίμα και στα λεμφικά 

υγρά του ξενιστή και αρχίζουν να πολλαπλασιάζονται. Τα συμπτώματα κατά 

τη διάρκεια αυτού του σταδίου συμπεριλαμβάνουν ρίγη, πυρετό, πονοκέφαλο, 

πόνο στις αρθρώσεις, αδυναμία και λεμφαδενοπάθεια. Τα άτομα που 

μολύνονται μπορεί να μην εκδηλώσουν τα συμπτώματα των αρχικών σταδίων 

κατευθείαν. Επίσης, η εμφάνιση διογκωμένων λεμφαδένων, ήπατος και 

σπλήνας είναι χαρακτηριστική εικόνα ανταπόκρισης του ανοσοποιητικού στη 

νόσο.   

 Στη συνέχεια, τα παράσιτα διαπερνούν το αιματοεγκεφαλικό φράγμα 

και εισέρχονται στο κεντρικό νευρικό σύστημα (ΚΝΣ). Στο στάδιο αυτό της 

νόσου ο ασθενής υποφέρει από νευρολογικές διαταραχές καθώς εμφανίζονται 

δριμύτατοι πονοκέφαλοι, αϋπνίες, σπασμοί και ψυχιατρικές διαταραχές. Αν 

δεν χορηγηθεί φαρμακευτική αγωγή, η νόσος εξελίσσεται και ο ασθενής 

εκδηλώνει δριμύτατους σπασμούς, υπνηλία και τελικά πέφτει σε κώμα και 

επέρχεται ο θάνατος [52].   

 

Εικόνα 23: Περιστατικό Ανθρώπινης Αφρικανικής τρυπανοσωμίασης. Ασθενής στο 
τελευταίο στάδιο της νόσου. 

1.2.2.2 Επιδημιολογία της ΗΑΤ 

Όντας μια από τις παραμελημένες ασθένειες, η ΗΑΤ μολύνει κυρίως 

φτωχούς πληθυσμούς που κατοικούν σε απομακρυσμένες αγροτικές 

περιοχές. Σπάνια περιστατικά έχουν καταγραφεί στις αστικές περιοχές αλλά 

σε κάποιες ενδημικές χώρες έχουν διαπιστωθεί κρούσματα στα προάστια 

μεγάλων πόλεων. Παρόλα αυτά, οι ταξιδιώτες από άλλες μη ενδημικές χώρες 

διατρέχουν κίνδυνο να προσβληθούν από τη νόσο όταν περάσουν από αυτές 

τις ενδημικές περιοχές που το έντομο μύγα tsetse ενδημεί. Αυτοί μάλιστα είναι 
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πιο ευάλωτοι στη μόλυνση καθώς δεν έχουν έρθει ποτέ πριν σε επαφή με το 

παράσιτο και τον ασπόνδυλο φορέα. 

Πάνω από 90% των συνολικών κρουσμάτων της HAT προκαλούνται 

από το παράσιτο του υποείδους T. brucei gambiese το οποίο ενδημεί στις 

περιοχές της κεντρικής και δυτικής Αφρικής. Το υποείδος αυτό έχει το 

χαρακτηριστικό ότι για να επέλθει το τελικό στάδιο της νόσου όπου τα 

παράσιτα εισβάλουν στο ΚΝΣ περνάνε αρκετοί μήνες, ενώ το τελικό στάδιο 

της ασθένειας μπορεί να διαρκέσει αρκετά χρόνια [102, 103]. Αντίθετα, το 

υποείδος T. brucei rhodesiense το οποίο ενδημεί στις περιοχές της 

ανατολικής και νότιας Αφρικής και το οποίο είναι υπεύθυνο για λιγότερο από 

το 10% των συνολικών κρουσμάτων της HAT, προκαλεί την πιο επιθετική 

μορφή της νόσου όπου σε μόλις μερικές εβδομάδες το παράσιτο περνά στο 

ΚΝΣ και το τελικό στάδιο της ασθένειας προκαλεί θάνατο μέσα σε 3 μήνες 

από την αρχική μόλυνση [98, 99, 104, 105]. 

Το 1995 ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας εκτίμησε πως οι άνθρωποι 

που διατρέχουν κίνδυνο μόλυνσης από τη νόσο ανέρχονταν σε 60 

εκατομμύρια, με 300.000 εκτιμώμενα νέα κρούσματα κάθε χρόνο. Από αυτά, 

λιγότερο από 30.000 κρούσματα καταγράφονταν και προχωρούσαν σε 

φαρμακευτική αγωγή. Το 2004, τα νέα κρούσματα καταγράφουν πτώση στα 

περίπου 17.616 ετησίως. Ο εκτιμώμενος αριθμός των πραγματικών 

κρουσμάτων επίσης σημείωσε πτώση στα 50.000 μέχρι 70.000 ετησίως. Το 

2009, τα καταγραφέντα κρούσματα σημείωσαν επιπλέον πτώση και για 

πρώτη φορά μετά από 50 χρόνια ήταν κάτω από 10.000, ενώ τα πραγματικά 

κρούσματα ανέρχονταν πλέον στα 30.000. Η θετική αυτή εξέλιξη οφείλεται 

στην προσπάθεια που κάνει ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας να θέσει σε 

έλεγχο την ασθένεια και να ενημερώσει τους κατοίκους των ενδημικών 

περιοχών [101]. 

1.2.3 Ανθρώπινη Αμερικάνικη Τρυπανοσωμίαση (Chagas Disease)  

Η Ανθρώπινη Αμερικάνικη Τρυπανοσωμίαση (Chagas Disease), η 

οποία πήρε το όνομά της από τον Carlos Chagas που ανακάλυψε τον 

μηχανισμό μετάδοσής της και τη συνέδεσε με τα καρδιολογικά προβλήματα, 

είναι μια παρασιτική ασθένεια η οποία προκαλείται από τα παράσιτα του 

γένους T. cruzi και μεταδίδεται μέσω των περιττωμάτων του εντόμου 
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Τriatomine. Η ασθένεια αυτή είναι ενδημική στην κεντρική και νότια Αμερική 

και συγκεκριμένα σε 21 χώρες της λατινικής Αμερικής. Εκτιμάται πως 7-8 

εκατομμύρια άνθρωποι έχουν μολυνθεί παγκοσμίως με το μεγαλύτερο μέρος 

των κρουσμάτων να απαντάται στη Λατινική Αμερική. Η Ανθρώπινη 

Αμερικάνικη Τρυπανοσωμίαση είναι υπεύθυνη για τους περισσότερους 

θανάτους από παρασιτική ασθένεια στη Λατινική Αμερική [106]. Τις τελευταίες 

δεκαετίες, υπάρχουν αυξανόμενα κρούσματα και στις Ηνωμένες πολιτείες της 

Αμερικής, στον Καναδά αλλά και στην Ευρώπη. Το φαινόμενο αυτό φαίνεται 

να συνδέεται με τις μετακινήσεις πληθυσμών ανάμεσα στη Λατινική Αμερική 

και τις άλλες χώρες [7].  

Η ασθένεια αυτή είναι θεραπεύσιμη αν χορηγηθεί φαρμακευτική αγωγή 

αμέσως μετά τη μόλυνση από το παράσιτο. Σε διαφορετική περίπτωση, η 

ασθένεια επέρχεται στη χρόνια φάση της, όπου το περίπου 30% των 

κρουσμάτων θα αναπτύξουν καρδιολογικά προβλήματα ενώ περίπου 10% 

των κρουσμάτων θα αναπτύξουν γαστρεντερικά ή/και  νευρολογικά 

προβλήματα [101].  

 Το κόστος θεραπείας της ασθένειας παραμένει υψηλό και για το λόγο 

αυτό ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας προσπαθεί να ελέγξει τη μετάδοση 

της ασθένειας με τον έλεγχο των εντόμων φορέων. 

1.2.3.1 Κλινικές μορφές της Αμερικάνικης Τρυπανοσωμίασης 

H Αμερικάνικη Τρυπανοσωμίαση, όπως και η HAT, έχει 2 φάσεις 

εκδήλωσης της ασθένειας. Αρχικά, η οξεία φάση ξεκινά με τη μόλυνση του 

τελικού ξενιστή από το παράσιτο μέσω του μολυσμένου εντόμου και διαρκεί 

για περίπου 2 μήνες. Στη διάρκεια αυτή των 2 μηνών τα παράσιτα 

κυκλοφορούν στο αίμα και πολλαπλασιάζονται στα μακροφάγα του ξενιστή. 

Τα πρώτα συμπτώματα που εκδηλώνονται είναι ήπια ή περνάνε και 

απαρατήρητα κάποιες φορές. Σε αυτά τα συμπτώματα συμπεριλαμβάνονται 

πυρετός, πονοκέφαλος, πόνοι μυών, διογκωμένοι λεμφαδένες, ωχρότητα, 

δυσκολία στην αναπνοή και στην κατάποση και κοιλιακό ή θωρακικό πόνο. 

Μερικές φορές, σε λιγότερο από το 50% των κρουσμάτων μετά το τσίμπημα 

εμφανίζεται μια χαρακτηριστική δερματική πληγή ή οίδημα στο μέρος του 

τσιμπήματος [101, 107]. 
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Σε περίπτωση που δε χορηγηθεί φαρμακευτική αγωγή στην οξεία φάση 

της ασθένειας, τότε τα παράσιτα κρύβονται στους ιστούς (κυρίως στη καρδιά ή 

το πεπτικό σύστημα) και η ασθένεια περνά στην χρόνια μορφή της [108]. Σε 

αυτή τη φάση, το περίπου 30% των κρουσμάτων αναπτύσσουν 

καρδιομυοπάθειες [109, 110] ενώ περίπου 10% των κρουσμάτων 

αναπτύσσουν γαστρεντερικά (μεγέθυνση του εντέρου ή του οισοφάγου) ή/και 

νευρολογικά προβλήματα [55, 109, 111, 112]. Στα επόμενα χρόνια, η 

ασθένεια μπορεί να οδηγήσει σε ξαφνικό θάνατο από καρδιακή προσβολή ή 

από προοδευτική καταστροφή του καρδιακού μυ. 

Τέλος, η εγκεφαλική μορφή της νόσου είναι μια σπάνια επιπλοκή της 

οξείας φάσης της ασθένειας [56, 111, 113]. Η μορφή αυτή της ασθένειας 

φαίνεται επίσης να εμφανίζεται όταν το ανοσοποιητικό σύστημα μολυσμένων 

ασθενών στη χρόνια φάση της νόσου καταστεί ανεπαρκές λόγω μόλυνσης με 

τον ιό του HIV ή μετά από συγκεκριμένη θεραπευτική αγωγή. Στην περίπτωση 

αυτή, η ασθένεια φαίνεται να επανενεργοποιείται στο ΚΝΣ [111, 114]. 

1.2.3.2 Επιδημιολογία της Ανθρώπινης Αμερικάνικης 

Τρυπανοσωμίασης 

 Η Ανθρώπινη Αμερικάνικη Τρυπανοσωμίαση όπως ήδη αναφέρθηκε 

αρχικά περιοριζόταν σε 21 χώρες της κεντρικής και νότιας Αμερικανικής 

ηπείρου (Μεξικό, και χώρες της κεντρικής και νότιας Αμερικής). Στις περιοχές 

αυτές 8 εκατομμύρια άνθρωποι έχουν μολυνθεί από το παράσιτο T. cruzi 

μέσω των περιττωμάτων του εντόμου Triatomae. Άτομα που κατοικούν σε 

αγροτικές περιοχές και οι συνθήκες διαβίωσης είναι δύσκολες είναι οι πιο 

επιρρεπείς να μολυνθούν από το παράσιτο. Επίσης, σε σπάνιες περιπτώσεις 

έχει διαπιστωθεί και μόλυνση μετά από μετάγγιση αίματος, μεταμόσχευση 

οργάνων ή και από τη μητέρα σε έμβρυο μέσω του πλακούντα [60-62]. 

Το πρόβλημα εξάπλωσης της Ανθρώπινης Αμερικάνικης 

Τρυπανοσωμίασης καθίσταται πλέον παγκόσμιο φαινόμενο λόγω της 

μετανάστευσης των πληθυσμών από τη Λατινική Αμερική σε άλλες μη 

ενδημικές περιοχές [115]. Το 2007, το κέντρο ελέγχου ασθενειών των H.Π.Α. 

(CDC) εκτίμησε ότι περίπου 340.000 μετανάστες μολυσμένοι με το παράσιτο 

T. cruzi κατοικούν στις Η.Π.Α. από τα οποία τα 65.000 είχαν εκδηλώσει 

συμπτώματα της ασθένειας [115, 116]. Τέτοια περιστατικά έχουν καταγραφεί 
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και στο Καναδά, σε Ευρωπαϊκές χώρες, στην Αυστραλία και την Ιαπωνία. Τα 

άτομα αυτά έχουν μολυνθεί πριν την μετανάστευση τους από τη Λατινική 

Αμερική αλλά υπάρχει πάντα ο κίνδυνος της επιπλέον εξάπλωσης της νόσου 

καθώς για παράδειγμα στις Η.Π.Α. ενδημεί έντομο του γένους Triatomine. 

Γενικά λοιπόν, ο έλεγχος για περιορισμό της νόσου και της εξάπλωσης αυτής 

τόσο σε παγκόσμιο αλλά και σε τοπικό επίπεδο, είναι επιτακτική ανάγκη. 

 

Εικόνα 24: Γεωγραφική κατανομή του είδους Τrypanosoma cruzi στον κόσμο [πηγή: 
Lopes et al. [7]]. 

1.3 Διάγνωση 

1.3.1 Διάγνωση της λεϊσμανίασης 

 Η διάγνωση της λεϊσμανίασης γίνεται αρχικά με τη κλινική παρατήρηση 

και στη συνέχεια επιβεβαιώνεται με παρασιτολογική διάγνωση ή με 

ορολογικές και μοριακές μεθόδους.  

 Εφόσον, η κλινική παρατήρηση του ασθενούς υποδεικνύει ότι έχει 

μολυνθεί από το παράσιτο Leishmania, τότε λαμβάνεται δείγμα από τη 

δερματική πληγή (σε περίπτωση δερματικής λεϊσμανίασης), ή από τους ιστούς 

(μυελός των οστών, σπλήνα, ήπαρ, λεμφογάγγλια σε περίπτωση σπλαχνικής 

λεϊσμανίασης) και ελέγχονται τα επιχρίσματα αυτών μετά από χρώση Giemsa 

για πιθανή ύπαρξη αμαστιγωτών μορφών του παρασίτου. Επίσης, σε κάποιες 

περιπτώσεις γίνεται προσπάθεια απομόνωσης του παρασίτου από τους 

ιστούς αυτούς. Η χαμηλή ευαισθησία είναι ένα κύριο μειονέκτημα της μεθόδου 

αυτής ιδιαίτερα σε ασυμπτωματικούς ασθενείς.  

 Μια πιο ευαίσθητη και αποτελεσματική μέθοδος είναι η μοριακή 

διάγνωση με την τεχνική της PCR για την ανίχνευση DNA του παρασίτου από 

δείγματα που λαμβάνονται από τους ιστούς ή το αίμα των ασθενών. Για την 
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ανίχνευση του παρασιτικού DNA έχουν επιλεγεί διάφορες αλληλουχίες του 

γενωμικού DNA αλλά και του kDNA οι οποίες επαναλαμβάνονται στο 

γονιδίωμα του παρασίτου. Τα γονίδια SSU rRNA [117], ITS1 rRNA [118], του 

κινητοπλαστικού DNA [119], τα γονίδια mini exon [120] και οι 

επαναλαμβανόμενες μη-κωδικές περιοχές [121] είναι χαρακτηριστικές 

αλληλουχίες οι οποίες ενισχύονται για την ανίχνευση του παρασίτου. Η 

μοριακή μέθοδος με την τεχνική της PCR είναι αξιόπιστη και με πολύ υψηλά 

όρια ανίχνευσης (10-3 παράσιτα/ml αίματος για την ανίχνευση 

κινητοπλαστικού DNA και 5παράσιτα/ml αίματος για την ενίσχυση γονιδίων 

SSU rRNA) [122] και χρησιμοποιείται μόνο σε εξειδικευμένα εργαστήρια και 

νοσοκομεία. Εφαρμόζεται όμως με επιτυχία για όλες τις μορφές της νόσου 

(δερματική, σπλαχνική, HIV-λεϊσμανίαση) ακόμα και στις ασυμπτωματικές 

μολύνσεις. 

 Η ομάδα του εργαστηρίου Μοριακής Παρασιτολογίας του Ελληνικού 

Ινστιτούτου Παστέρ έχει αναπτύξει μια επίσης αξιόπιστη μοριακή τεχνική 

ανίχνευσης και ταυτόχρονα τυποποίησης των στελεχών L. donovani [123], η 

οποία βασίζεται στην ενίσχυση του γονιδίου Κ26 από παράσιτα ή από 

δείγματα ασθενών. Η ταυτοποίηση και τυποποίηση του είδους των στελεχών 

που ανήκουν στο σύμπλεγμα L. donovani βασίζεται στο πολυμορφισμό που 

υπάρχει στο γονίδιο αυτό ανάμεσα στα είδη του παρασίτου, γεγονός που 

οδηγεί σε διαφορετικό μέγεθος προϊόντος με τη μέθοδο της K26-PCR.  

 Τέλος, μια απλούστερη μέθοδος για τη διάγνωση της ασθένειας είναι η 

ανοσολογική ορολογική διάγνωση μέσω της ανίχνευσης των ειδικών για τη 

Leishmania αντισωμάτων που παράγονται κατά τη μόλυνση του ασθενή με 

σπλαχνική και διάχυτη δερματική λεϊσμανίαση. Στη δερματική λεϊσμανίαση, ο 

τίτλος των αντισωμάτων είναι πολύ χαμηλός και επομένως σε αυτές τις 

περιπτώσεις δε μπορεί να χρησιμοποιηθεί αυτή η μέθοδος. Έως σήμερα 

έχουν αναπτυχθεί διάφοροι τύποι ανοσολογικής ορολογικής διάγνωσης. 

Μερικοί από αυτούς είναι ο έμμεσος ανοσοφθορισμός (IFA) με ειδικότητα 70-

89% και ευαισθησία 55-70%, η ανοσοενζυμική δοκιμασία (ELISA) με 

ειδικότητα 84-100% και ευαισθησία 63-100% και η άμεση συγκόλληση (DAT) 

με ειδικότητα 72-95% και ευαισθησία 91-100% [124]. Επίσης, έχουν 

αναπτυχθεί και ορολογικά τεστ τα οποία βασίζονται στην αναγνώριση του 

αντιγόνου rk39 από τα αντισώματα του ορού (Corixa Corp®, InBiosInc.®, 
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DiaMed IT®) με ειδικότητα 88-100% [124]. Οι προαναφερθέντες ορολογικές 

μέθοδοι δεν μπορούν να εφαρμοστούν σε άτομα με χαμηλούς ή ανύπαρκτους 

τίτλους αντισωμάτων όπως είναι οι ασθενείς με HIV, τα ασυμπτωματικά 

μολυσμένα άτομα καθώς και στα άτομα που πιθανόν να έχουν δερματική 

λεϊσμανίαση. Ένα άλλο μειονέκτημα τους είναι ότι δεν μπορούν να διακρίνουν 

αν τα αντισώματα που ανιχνεύουν είναι από παλιά ή νέα μόλυνση. Τα 

μειονεκτήματα αυτά δεν υπάρχουν στη μέθοδο KATEX, η οποία βασίζεται 

στην ανίχνευση ενός σταθερού μη πρωτεϊνικού αντιγόνου στα ούρα των 

ασθενών με ενεργή νόσο (ευαισθησία 68-100%) [124]. 

1.3.2 Διάγνωση της Ανθρώπινης Αφρικανικής Τρυπανοσωμίασης (HAT) 

 Η διάγνωση της HAT γίνεται όταν δεν υπάρχουν άλλες πιο ειδικές 

μέθοδοι, με κλινική παρατήρηση. Η κλινική παρατήρηση έχει ως άμεσο σκοπό 

να εντοπιστεί μικροσκοπικά το παράσιτο σε αίμα, στο λεμφικό υγρό ή άλλα 

υγρά του ασθενή. Υπάρχει μια ποικιλία μικροσκοπικών μεθόδων, η ειδικότητα 

των οποίων είναι 100% αλλά η ευαισθησία ποικίλει και είναι πολύ χαμηλή σε 

κάποιες περιπτώσεις. Η πιο απλή ανίχνευση γίνεται μέσω χρήσης υγρού φιλμ 

του παρασίτου σε αίμα ή λεμφικό υγρό με ευαισθησία 3-54% [125-127]. 

Επίσης, υπάρχουν και η TBF (Τhick blood films) με ευαισθησία 25-100% [125-

127], η LNA (Lymph node aspirate) η οποία χρησιμοποιείται περισσότερο από 

κάθε άλλη μικροσκοπική μέθοδο με ευαισθησία 18-63% [128], η mHCT (mini 

haematocrit centrifugation technique) με ευαισθησία 44-93% [129-132], η 

QBC (Quantitative buffy Coat) με ευαισθησία 100% [131, 132] και η mAECT 

(mini Anion Exchange centrifugation technique) με ευαισθησία 75-90% [133-

135]. Με τις μικροσκοπικές μεθόδους μπορούν να αναγνωριστούν τα άτομα 

που έχουν μολυνθεί και από τα 2 είδη παρασίτων T. b. rhodesiense και T. b. 

gambiense αλλά συνήθως εντοπίζονται όταν η ασθένεια έχει περάσει στη 

δεύτερη φάση και τα παράσιτα έχουν περάσει στο ΚΝΣ.  

 Όσον αφορά το παράσιτο T. b. gambiense το οποίο ευθύνεται για το 

πάνω από 90% των περιπτώσεων HAT, έχουν αναπτυχθεί διάφορες 

ορολογικές μέθοδοι που ανιχνεύουν τα αντισώματα που παράγει ο 

οργανισμός όταν έρχεται σε επαφή με το παράσιτο. Συγκεκριμένα, 

χρησιμοποιούνται οι 3 τύποι της CATT (Card Agglutination Trypanosomiasis 

Test) οι οποίοι χρησιμοποιούν το αντιγόνο LiTat 1.3 και εφαρμόζονται στο 
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αίμα, στο πλάσμα ή στο λεμφικό υγρό του ασθενή [136, 137] με ευαισθησία 

68-100% και ειδικότητα 58-100% [135] και οι μέθοδοι LATEX/T. b. gambiense 

[138] και ELISA [137] οι οποίες ανιχνεύουν τα ίδια αντισώματα (LiTat 1.3, 1.5 

και 1.6) με ευαισθησία 67-100% και 82-100% αντίστοιχα και ειδικότητα 96-

99% και 94-100% αντίστοιχα. Επίσης, χρησιμοποιούνται και οι μέθοδοι IFAT 

(indirect fluorescent antibody test) με ειδικότητα 99-100% και ευαισθησία 75-

99% [101] και ΙΤΤ (immune trypanolysis test) με ειδικότητα 100% και 

ευαισθησία 97-100% [139, 140].  

Οι ορολογικές μέθοδοι σε συνδυασμό με τις μικροσκοπικές μεθόδους 

μπορούν να διαγνώσουν την ασθένεια και σε ποια φάση βρίσκεται. Παρόλα 

αυτά, υπάρχουν περιπτώσεις που δεν μπορούν να βγουν συμπεράσματα 

καθώς δεν συμπίπτουν τα αποτελέσματα των μικροσκοπικών με αυτά των 

ορολογικών. Σε αυτές τις περιπτώσεις, πρέπει να επαναληφθεί ο έλεγχος ή να 

γίνει προσδιορισμός μέσω των μοριακών μεθόδων. Οι μοριακές μέθοδοι είναι 

πιο αξιόπιστες και αποτελεσματικές και βασίζονται στην τεχνική της PCR για 

την ανίχνευση DNA του παρασίτου από δείγματα που λαμβάνονται από το 

αίμα ή λεμφικό υγρό των ασθενών. Για την ανίχνευση του παρασιτικού DNA 

έχουν επιλεγεί διάφορες αλληλουχίες του γενωμικού DNA αλλά και του kDNA 

οι οποίες επαναλαμβάνονται στο γονιδίωμα του παρασίτου και με τον τρόπο 

αυτό μπορούν να διακριθούν και τα υποείδη του παρασίτου [141]. Για να γίνει 

διάκριση ανάμεσα στα 2 παθογόνα για τον άνθρωπο παράσιτα T. b. 

rhodesiense και T. b. gambiense, ενισχύονται τα γονίδια SRA (serum-

resistance-associated protein) και TgsGP (T. b. gambiense-specific 

glycoprotein) αντίστοιχα [142]. Στην κατηγορία των μοριακών τεχνικών 

διάγνωσης συμπεριλαμβάνονται επίσης και οι τεχνικές: α) LAMP (loop-

mediated isothermal amplification) η οποία μπορεί να εφαρμοστεί και σε 

εργαστήρια με λιγότερο εξοπλισμό και έχει ευαισθησία 75% και ειδικότητα 

100% [143], β) NASBA (nucleic acid sequence based amplification) με 

ευαισθησία 69% και ειδικότητα 100% [144] και γ) OC (oligochromatography) η 

οποία πραγματοποιείται σε DNA ή RNA που έχει ενισχυθεί με τη μέθοδο της 

PCR ή τη NASBA και έχει ευαισθησία 73-97% και ειδικότητα 99-100% [145-

147]. 
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1.3.3 Διάγνωση της Ανθρώπινης Αμερικάνικης Τρυπανοσωμίασης 

(Chagas Disease) 

 Η διάγνωση της Αμερικάνικης Τρυπανοσωμίασης είναι πιο περίπλοκη 

από τη διάγνωση των προηγούμενων 2 παρασιτικών ασθενειών καθώς το 

παράσιτο T. cruzi στην οξεία φάση της ασθένειας είναι μεν σε μεγάλο αριθμό 

στο αίμα και στους ιστούς του ασθενή ώστε να μπορεί να εντοπιστεί, στη 

χρόνια όμως φάση τα παράσιτα είναι κρυμμένα στους ιστούς (καρδιακού ή 

πεπτικού συστήματος) γεγονός που καθιστά δύσκολη τη διάγνωση της νόσου.  

 Για την οξεία φάση της ασθένειας όπως επίσης και στην επανεμφάνιση 

της νόσου λόγω ανοσοανεπάρκειας του ασθενή, όπου ο αριθμός των 

παρασίτων είναι ιδιαίτερα υψηλός στο αίμα, η διάγνωση είναι πολύ εύκολη με 

τη μικροσκοπική ανάλυση και τη χρώση των παρασίτων. Επίσης 

χρησιμοποιούνται και μέθοδοι συμπύκνωσης αίματος όπως η τροποποιημένη 

μέθοδος Strout για τη εξάπλωση της ασθένειας μέσω πλακούντα [148].  

 Ο αριθμός των παρασίτων μειώνεται δραματικά μετά από λίγους μήνες 

και η ασθένεια περνά στη δεύτερη φάση όπου είναι αδύνατον να εντοπιστούν 

παράσιτα στο αίμα. Για το λόγο αυτό έχουν αναπτυχθεί ορολογικές μέθοδοι 

για να ανιχνεύουν τα αντισώματα που έχουν αναπτύξει οι ασθενείς για την 

αντιμετώπιση του παρασίτου. Εδώ πρέπει να σημειωθεί ότι μια και μόνο 

ορολογική μέθοδος δεν είναι αρκετά αξιόπιστη ή ευαίσθητη για να τεκμηριώσει 

την ύπαρξη της ασθένειας. Επομένως, 2 ή περισσότερες ορολογικές μέθοδοι 

χρησιμοποιούνται κάθε φορά ή χρησιμοποιείται η ίδια μέθοδος αλλά με 

αναγνώριση αντισωμάτων μέσω 2 ή περισσότερων αντιγόνων για να 

καταλήξουμε σε αξιόπιστο αποτέλεσμα. Στις ορολογικές μεθόδους 

συμπεριλαμβάνονται η ELISA, η ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών (western blot) 

και η IFA (immunofluorescent antibody test) [149]. 

 Οι μοριακές τεχνικές με τη τεχνική της PCR για εντοπισμό DNA του 

παρασίτου χρησιμοποιούνται μόνο για ερευνητικούς σκοπούς μέχρι στιγμής 

[150]. Τέλος, για αποφυγή της εξάπλωσης της νόσου μέσω της 

μεταμόσχευσης οργάνων και δώρησης αίματος, το 2006 εγκρίθηκε ένα τεστ 

για τον έλεγχο των αιμοδοτών ενώ το 2010, ένα ακόμα τέτοιο τεστ βγήκε στην 

αγορά. Όποιος βρεθεί θετικός στα τεστ αυτά δε μπορεί πλέον να γίνει 

δωρητής αίματος ή οργάνων. Παρόλα αυτά δεν μπορούν αυτά τα τεστ να 
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χρησιμοποιηθούν για διαγνωστικούς λόγους καθώς παραπάνω έλεγχος 

πρέπει να γίνει για την αξιόπιστη εξακρίβωση της ασθένειας [150]. 

1.4 Θεραπεία και έλεγχος της νόσου 

1.4.1 Θεραπεία και έλεγχος της λεϊσμανίασης 

 Μέχρι σήμερα δεν υπάρχει ανθρώπινο εμβόλιο για τη λεϊσμανίαση και 

όλη η προσπάθεια για περιορισμό της ασθένειας γίνεται μέσω της 

προσπάθειας ελέγχου της μετάδοσης της νόσου και μέσω της θεραπείας των 

ήδη υπαρχόντων και νέων περιστατικών. Γενικά, η ιδανική θεραπεία εκτός 

από αποτελεσματική και ασφαλής θα πρέπει επίσης να είναι εύκολα 

χορηγούμενη και προσιτή σε κόστος καθώς τα περισσότερα κρούσματα είναι 

σε φτωχούς πληθυσμούς που δεν έχουν πρόσβαση σε νέας τεχνολογίας 

ιατρικούς και φαρμακευτικούς εξοπλισμούς. Δυστυχώς, θεραπεία που να 

συνδυάζει όλα τα παραπάνω δεν έχει βρεθεί ακόμα και οι ήδη υπάρχουσες 

θεραπείες έχουν αρκετά μειονεκτήματα. 

 Το τρισθενές αντιμόνιο (Sb3+) και οι φαρμακευτικές ουσίες που 

δημιουργούνται βάσει αυτού αρχικά εισήχθησαν το 1912 από τον Vianna για 

τη θεραπεία της δερματικής και βλεννογονοδερματικής λεϊσμανίασης στη 

Βραζιλία, ενώ το 1915 οι Di Cristina και Caronia το χρησιμοποίησαν για τη 

θεραπεία της σπλαχνικής λεϊσμανίασης στην Ιταλία. Τα φάρμακα αυτά 

χαρακτηρίζονται από τοξικότητα, επομένως το 1922 ο Bramachari προς 

ανεύρεση νέων ασφαλέστερων ουσιών εισάγει την ‘urea stibamine’, η οποία 

έχει βάση το πεντασθενές αντιμόνιο (Sb5+). Οι ουσίες με βάση το πεντασθενές 

αντιμόνιο (Sb5+) παραμένουν μέχρι και σήμερα τα φάρμακα πρώτης γραμμής 

για τη θεραπεία όλων των μορφών λεϊσμανίασης [64]. Δυστυχώς, το 1980 και 

1970 σε χώρες όμως όπως η Ινδία και η Κένυα αντίστοιχα, τα παράσιτα 

άρχισαν να αποκτούν ευρεία ανθεκτικότητα στις ουσίες με βάση το αντιμόνιο 

και επομένως δεν χρησιμοποιούνται πλέον στις περιοχές αυτές παρά μόνο 

στις άλλες αναπτυσσόμενες ενδημικές περιοχές [90, 91]. Οι ουσίες αυτές στις 

αναπτυσσόμενες περιοχές έχουν υψηλή αποτελεσματικότητα (>90‐95%) με 

ταυτόχρονα χαμηλά ποσοστά θνησιμότητας και επανεμφάνισης της νόσου, 

ενώ είναι σχετικά προσιτά όσο αφορά το κόστος. Δυστυχώς όμως, η θεραπεία 

αυτή γίνεται μέσω ενδομυϊκής έγχυσης και είναι μακροχρόνια, γεγονός που 

αυξάνει πολύ το κόστος νοσηλείας, ενώ οι ασθενείς παρουσιάζουν σε μεγάλο 
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βαθμό παρενέργειες (καρδιακή αρρυθμία, αυξημένα επίπεδα τρανσαμινασών, 

παγκρεατίτιδα και πνευμονίτιδα).  

Για την αντιμετώπιση της νόσου στις περιοχές με ανθεκτικότητα στο 

αντιμόνιο χρησιμοποιείται η Αμφοτερικίνη Β (Amphotericin B) [151], η οποία 

έχει υψηλή αποτελεσματικότητα (στην Ινδία ίαση που φτάνει το 90% των 

περιπτώσεων σπλαχνικής λεϊσμανίασης), με πολύ χαμηλό ποσοστό 

υποτροπών με μόνη εξαίρεση τους ασθενείς εκείνους στους οποίους υπάρχει 

συλλοίμωξη με τον ιό HIV. Παρόλα αυτά, η επίσης μακρόχρονη νοσηλεία που 

απαιτείται καθώς και η εμφάνιση των παρενεργειών (νεφροτοξικότητα, 

υποκαλιαιμία, πυρετός, ρίγος), την έχουν αποκλείσει από τα φάρμακα τα 

οποία χορηγούνται στις υπόλοιπες χώρες. Τελευταία, έχει γίνει προσπάθεια 

με τη λιποσωμική αμφοτερικίνη Β η οποία συνδυάζει τα πλεονεκτήματα και 

την έλλειψη των μειονεκτημάτων της αμφοτερικίνης Β καθώς δεν 

παρατηρούνται οι παρενέργειες ενώ το κόστος και ο χρόνος της νοσηλείας 

είναι κατά πολύ μικρότερος. Παρόλο που η λιποσωμική αμφοτερικίνη Β είναι 

πολλά υποσχόμενο φάρμακο και χρησιμοποιείται ως πρώτης γραμμής 

θεραπεία έναντι της σπλαχνικής λεϊσμανίασης στην Ευρώπη και τις Η.Π.Α., 

δυστυχώς, έχει παρατηρηθεί νεοεμφανιζόμενη in vitro αντίσταση των 

παρασίτων στην ουσία αυτή [89, 152]. 

Τέλος, έχει εισαχθεί στην αγορά η Μιλτεφοσίνη (Miltefosine) η οποία 

αποτελεί το πρώτο αντι‐λεϊσμανιακό φάρμακο με οδό χορήγησης από το 

στόμα. Η μιλτεφοσίνη ανήκει στα αλκυλολυσο-φωσφολιποειδή (alkyl-

lysophospholipids, ALP), που αρχικά αναπτύχθηκαν ως αντικαρκινικά 

φάρμακα. Τα ALP είναι δομικά ανάλογα του Παράγοντα Ενεργοποίησης των 

Αιμοπεταλίων (PAF) χωρίς ωστόσο να έχουν συσχετισθεί ως σήμερα με 

αυτόν. Ο PAF αποτελεί έναν ισχυρό φλεγμονώδη μεσολαβητή [153] ο οποίος 

έχει βρεθεί ότι έχει διττή δράση στη λοίμωξη που προκαλεί η Leishmania. 

Μελέτες δείχνουν ότι είναι απαραίτητος για τη διατήρηση και την ενίσχυση της 

λοιμογονικότητας τους [154], χωρίς ωστόσο να έχει πιστοποιηθεί ότι τα 

παράσιτα Leishmania παράγουν PAF από μόνα τους. Από έρευνα που 

πραγματοποιήθηκε στο Πανεπιστήμιο Αθηνών, σε συνεργασία με το 

Εργαστήριο Κυτταρικής Ανοσολογίας του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ, 

βρέθηκαν για πρώτη φόρα, λιποειδικά μόρια με PAF-like δράση στα παράσιτα 

Leishmania [155]. Ωστόσο, από την πλευρά των ξενιστών, το ανοσοποιητικό 
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σύστημα των οποίων αντιδρά μέσω των μακροφάγων, φαίνεται ότι ο 

ενδογενώς από τα μακροφάγα παραγόμενος PAF, ρυθμίζει την ικανότητα 

τους να ελέγξουν την επίδραση των παρασίτων επάνω τους και τους 

προσδίδει αντιλεϊσμανιακή δράση [156, 157]. Η μιλτεφοσίνη μελετήθηκε σε 

έρευνες στην Ινδία όπου παρατηρήθηκαν ποσοστά ίασης κοντά στο 95%, ενώ 

μόλις το 3% των ασθενών παρουσίασαν παρενέργειες (γαστρεντερική 

τοξικότητα και αυξημένα επίπεδα τρανσαμινασών και κρεατινίνης) [158, 159]. 

Η χορήγηση της ουσίας έχει ήδη εγκριθεί για τη θεραπεία της σπλαχνικής 

λεϊσμανίασης στην Ινδία, στη Γερμανία και στη Κολομβία και παρόλο την 

πρόσφατη έγκριση της από την αμερικανική FDA (Food and Drug 

Administration), αποφεύγεται να χορηγείται σε εγκύους, καθώς υπάρχει 

σύνδεση του φαρμάκου με τερατογένεση [160]. 

 Στον αντίποδα για τον έλεγχο της λεϊσμανίασης είναι οι απόπειρες 

περιορισμού της νόσου. Τέτοιες προσπάθειες ξεκίνησαν αρκετά νωρίς, από το 

1920‐1923 όταν ο McCombie Young κατάφερε να περιορίσει μια υποτροπή 

της σπλαχνικής λεϊσμανίασης στην περιοχή Assam (Ινδία), αναγνωρίζοντας 

και μεταφέροντας τους ασθενείς μιας επιδημίας γρίπης (80.000 άτομα) σε 

κέντρο περίθαλψης όπου τους χορηγήθηκε ενδοφλέβια θεραπεία με ουσίες 

βασισμένες στο τρισθενές αντιμόνιο για περίοδο 3 μηνών. Το 1940, 

πραγματοποιήθηκε ψεκασμός των υπόγειων στοών των γέρβιλων με 

εντομοκτόνες ουσίες με αποτέλεσμα να περιοριστεί η ζωονοτική δερματική 

λεϊσμανίαση σε μια ενδημική περιοχή του Τουρκμενιστάν. Η ίδια διαδικασία 

ακολουθήθηκε και στο Ιράν αλλά δε κατάφερε να περιορίσει τη εξάπλωση της 

νόσου. Το 1950 άρχισε ο έλεγχος μεγάλης κλίμακας των φορέων της νόσου 

με τη χρήση εντομοκτόνων ουσιών και σε συνδυασμό με την καταγραφή και 

θεραπεία των κρουσμάτων, έφερε ως αποτέλεσμα τον έλεγχο της 

ανθρωπονοτικής δερματικής λεϊσμανίασης στη Σοβιετική Ένωση και την 

κεντρική Ασία. Το γεγονός αυτό όμως δεν απέτρεψε την επανεμφάνιση της 

νόσου μετά από πολλά χρόνια. Την ίδια περίοδο η λεϊσμανίαση σχεδόν 

εξαφανίστηκε σε περιοχές της Μέσης Ανατολής και της Ινδίας, ως 

επακόλουθο των ψεκασμών για την αντιμετώπιση της ελονοσίας. Έχουν γίνει 

πολλές άλλες προσπάθειες εξολόθρευσης των πληθυσμών των γέρβιλων 

(τρωκτικά της Μογγολίας) και φλεβοτόμων με χρήση δηλητηριασμένων 

δολωμάτων και με τη χρήση βαριάς μορφής ερπυστριοφόρων εκσκαφέων 
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αντίστοιχα. Τέλος, στην Κίνα (1950-1980) για να ελεγχθεί η εξάπλωση της 

ασθένειας, θανατώθηκαν οι σκύλοι παράλληλα με τον ψεκασμό με 

εντομοκτόνα και την καταγραφή και τη θεραπεία των κρουσμάτων, το οποίο 

είχε ως αποτέλεσμα τον επιτυχημένο περιορισμό της ζωονοτικής σπλαχνικής 

λεϊσμανίασης [64]. 

1.4.2 Θεραπεία και έλεγχος της Ανθρώπινης Αφρικανικής 

Τρυπανοσωμίασης (HAT) 

 Όπως και για την λεϊσμανίαση, έτσι και για τη HAT δεν έχει 

ανακαλυφθεί ακόμα εμβόλιο, και σε συνδυασμό με το γεγονός ότι η έλλειψη 

φαρμακευτικής αγωγή επιφέρει θάνατο στους ασθενείς, θέτει τη θεραπεία και 

τον έλεγχο ως πρωτεύουσας σημασίας για τον περιορισμό της εξάπλωσης 

της νόσου.  

 Για τη θεραπεία της HAT στα πρώτα στάδια εμφάνισης 

χρησιμοποιούνται 2 φάρμακα, η πενταμιδίνη (Pentamidine) και η σουραμίνη 

(Suramin) τα οποία είναι αποτελεσματικά τόσο ενάντια στα παράσιτα T. b. 

rhodesiense όσο και στα παράσιτα T. b. gambiense. Η πενταμιδίνη εισήχθη 

για την θεραπεία της HAT το 1937 και λίγο αργότερα χρησιμοποιήθηκε και για 

τη θεραπεία της λεϊσμανίασης αλλά αναγνωρίστηκε μόλις το 1950 ως 

φάρμακο. Πλέον αποτελεί ένα αντιπρωτοζωικό φάρμακο, το οποίο είναι μια 

αρωματική διαμίνη που επιφέρει αλλαγές στην τοπολογία του DNA και 

αναστέλλει τις τοποϊσομεράσες, διαταράσσοντας έτσι την αντιγραφή του DNA 

στα παράσιτα. Στις παρενέργειες του φαρμάκου παρόλα αυτά 

συγκαταλέγονται η εμφάνιση σακχαρώδη διαβήτη και η νεφρική ανεπάρκεια 

[101, 161]. Η σουραμίνη, μια πολυσουλφονιωμένη ναφθαλίνη 

χρησιμοποιήθηκε πρώτη φορά έναντι της τρυπανοσωμίασης το 1922 και 

φαίνεται να δρα με τη παρεμπόδιση της πρόσληψης χαμηλής πυκνότητας 

λιποπρωτεϊνών (LDL) εμποδίζοντας έτσι το παράσιτο να εφοδιαστεί με 

χοληστερόλη και φωσφολιπίδια. Έχει επίσης αντιπρωτοζωική δράση ενώ έχει 

χρησιμοποιηθεί και για θεραπεία καρκίνου αλλά έχει παρενέργειες στο ρινικό 

σύστημα των ασθενών και εμφάνιση αλλεργιών [162].  

 Οι 2 προαναφερθέντες ουσίες δεν μπορούν να διαπεράσουν τον 

αιματοεγκεφαλικό φραγμό επομένως δε μπορούν να χρησιμοποιηθούν στα 

τελευταία στάδια της ασθένειας. Για τα στάδια αυτά χρησιμοποιούνται η 

μελαρσοπρόλη (Melarsoprol) και η εφλορνιθίνη (Eflornithine). Η 
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μελαρσόπρολη άρχισε να χρησιμοποιείται το 1949 και μέχρι και σήμερα 

αποτελεί το κύριο φάρμακο για την καταπολέμηση της αφρικάνικης 

τρυπανοσωμίασης. Χρησιμοποιείται για την καταπολέμηση της νόσου που 

προκαλείται και από τα 2 παράσιτα T. b. rhodesiense και T. b. gambiense, 

αλλά μέχρι και σήμερα δεν γνωρίζουμε ποιος είναι ο μηχανισμός δράσης της 

[163, 164]. Όντας παράγωγο αρσενικού, η μελαρσόπρολη έχει πολλές και 

σοβαρές παρενέργειες όπως σπασμοί και άλλες νευρολογικές επιπτώσεις 

που εμφανίζονται στο 5-10% των ασθενών που τους χορηγείται η 

φαρμακευτική αυτή αγωγή [165]. Οι παρενέργειες αυτές μπορεί να εξελιχθούν 

σε εγκεφαλοπάθεια όπου ο ασθενής πέφτει σε κώμα και επέρχεται ο θάνατος. 

Τα ποσοστά θνησιμότητας στους ασθενείς που εμφανίζουν εγκεφαλοπάθεια 

ποικίλει από 10 έως 70% [166]. Από την άλλη μεριά, η εφλορνιθίνη η οποία 

είναι ένα ανάλογο του αμινοξέος ορνιθίνη, δρα παρεμποδίζοντας τη δράση 

του ενζύμου δεκαρβοξυλάση της ορνιθίνης. Χρησιμοποιείται μόνο εναντίον 

των παρασίτων του γένους T. b. gambiense και είναι σχετικά ασφαλές 

φάρμακο καθώς παρόλο που στοχεύει το ίδιο ένζυμο και στα παράσιτα και 

στα κύτταρα θηλαστικών του ξενιστή, μεταβολίζεται αρκετά πιο αργά στα 

τρυπανοσώματα [163]. Εδώ και περίπου 25 χρόνια, σαν θεραπεία για την 

αφρικάνικη τρυπανοσωμίαση από το παράσιτο T. b. gambiense 

χρησιμοποιείται συνδυαστική φαρμακευτική αγωγή της εφλορνιθίνης με 

νιφουρτιμόξη (Nifurtimox) η οποία δρα ως αναστολέας της αναγωγάσης της 

τρυπανιοθιόνης και χρησιμοποιείται για τη θεραπεία της αμερικανικής 

τρυπανοσωμίασης [163, 166]. Η συνδυαστική αυτή αγωγή δεν έχει ακόμα 

εγκριθεί από κάποια χώρα και είναι ιδιαίτερα ακριβή αλλά την προτείνει και 

την προμηθεύει μέχρι στιγμής ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας [101]. 

 Η ανάπτυξη εμβολίου θεωρείται πολύ δύσκολη έως απίθανη καθώς 

υπάρχει συνεχής διαφορετική έκφραση και ανασυνδυασμοί των 1000 

γονιδίων του παρασίτου που είναι υπεύθυνα για την έκφραση των 

γλυκοπρωτεϊνών VSG του κυττάρου [52, 167].   

 Προγράμματα ελέγχου της νόσου έχουν εφαρμοστεί με επιτυχία από τις 

αρχές της δεκαετίας του 1960 με αποτέλεσμα να μειωθεί σημαντικά ο 

επιπολασμός της νόσου. Στα τέλη της δεκαετίας του 1980, υπήρξε παρόλα 

αυτά αύξηση των κρουσμάτων σε πολλές χώρες και έτσι ο Παγκόσμιος 

Οργανισμός Υγείας οργάνωσε μια εκστρατεία ευαισθητοποίησης και 
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προώθησης η οποία κατάφερε το 2001 να δημιουργήσει ένα πρόγραμμα 

δημόσιου-ιδιωτικού τομέα για την ενίσχυση του ελέγχου της HAT. Ο έλεγχος 

της ασθένειας περιλαμβάνει συνεχή παρακολούθηση του πληθυσμού σε 

κίνδυνο, εντοπισμό των κρουσμάτων και άμεση θεραπεία, τη μείωση των 

δεξαμενών των ζώων μέσω επιλεκτικής ή μαζικής θεραπευτικής αγωγής των 

ζώων και έντονη δραστηριότητα ελέγχου του φορέα σε ενδημικές και 

επιδημικές περιοχές [101]. 

1.4.3 Θεραπεία και έλεγχος της Ανθρώπινης Αμερικανικής 

Τρυπανοσωμίασης (Chagas Disease) 

 Τα αντιγόνα έναντι των παρασίτων T. cruzi ήταν τα πρώτα αντιγόνα 

από ασθένεια που ανακαλύφθηκαν. Βάσει αυτών των αντιγόνων έχουν γίνει 

αρκετές προσπάθειες ανακάλυψης εμβολίου κατά της Αμερικάνικης 

Τρυπανοσωμίασης. Δυστυχώς, η ποικιλομορφία της ανοσολογικής απόκρισης 

στα διαφορετικά στελέχη κάνει τη διαδικασία παραγωγής ενός εμβολίου πολύ 

δύσκολη.  

 Για τα αρχικά στάδια της μόλυνσης από το παράσιτο T. cruzi 

χρησιμοποιούνται τα φάρμακα νιφουρτιμόξη (Nifurtimox) και βενζιμιδαζόλιο 

(Benznidazole) με το τελευταίο να είναι παράγωγο της νιτροιμιδαζόλης [168, 

169]. Και οι 2 αυτές ουσίες καταπολεμούν την ασθένεια με το σχηματισμό 

ελεύθερων ριζών και ηλεκτροφιλικών μεταβολιτών που οδηγεί όμως 

παράλληλα και σε τοξικότητα στον ξενιστή. Οι έρευνες για ανακάλυψη 

καινούριας θεραπείας συνεχίζονται και μάλιστα προς την κατεύθυνση της 

στοχευμένης θεραπείας. Πολλές εργασίες έχουν δημοσιευτεί για τη μελέτη 

ενζύμων του παρασίτου που θα μπορούσαν να αποτελέσουν στόχο για 

φάρμακα χωρίς όμως να έχουν καταλήξει μέχρι σήμερα στην ανακάλυψη 

κάποιου τέτοιου στόχου. Παράλληλα, πολλές δραστηριότητες γίνονται προς 

την κατεύθυνση των φυσικών προϊόντων ενάντια στην καταπολέμηση της 

νόσου αλλά πρέπει να γίνει περαιτέρω έλεγχος για την κατανόηση και τη 

δράση των προϊόντων αυτών [170].  

 Στη χρόνια φάση της ασθένειας όπως έχουμε ήδη αναφέρει, τα 

παράσιτα βρίσκονται κρυμμένα στους ιστούς και δεν ανιχνεύονται και 

επομένως δεν υπάρχουν φάρμακα που να μπορούν να τα καταπολεμήσουν. 

Η αντιμετώπιση λοιπόν στη φάση αυτή της ασθένειας, εστιάζεται στην 

αντιμετώπιση των προβλημάτων που προκαλεί η Αμερικάνικη 
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Τρυπανοσωμίαση. Για παράδειγμα, η εισαγωγή κυττάρων μυελού των οστών 

σε ποντίκια που είχαν μολυνθεί με τα παράσιτα, έδειξε 60% μείωση στην 

ίνωση 2 μήνες μετά τη θεραπεία. Η τεχνική αύτη βρίσκεται ακόμα σε κλινικές 

μελέτες για την εφαρμογή της σε ανθρώπους [171, 172].  

 Πρόσφατα, επετεύχθη εξάλειψη της εξάπλωσης της νόσου από τα 

έντομα Triatomae σε περιοχές της Αργεντινής, στη Βραζιλία στη Χιλή και σε 

άλλες χώρες. Παρόλα αυτά, υπάρχει συνεχής κίνδυνος εξάπλωσης και 

μετάδοσης της ασθένειας από άλλες γειτονικές χώρες καθώς δεν υπάρχει 

συγχρονισμένη προσπάθεια από όλες τις ενδημικές χώρες για έλεγχο και 

εξάλειψη της νόσου αλλά και επειδή έχει παρατηρηθεί σε αρκετές περιοχές 

αντίσταση των εντόμων στα εντομοκτόνα [173-175].  

 Λόγω της ιδιομορφίας της ασθένειας της Αμερικάνικης 

Τρυπανοσωμίασης πρέπει να γίνει συνδυαστική προσπάθεια θεραπείας και 

ελέγχου της νόσου σε όλες τις χώρες που διατρέχουν τον κίνδυνο, πράγμα 

που φαίνεται ιδιαίτερα δύσκολο αυτή τη στιγμή [7]. 

1.5 Ιντιρουμπίνες 

 Σύμφωνα με τα δεδομένα των προηγούμενων παραγράφων, 

παρατηρούμε ότι είναι επιτακτική ανάγκη να βρεθεί νέα πιο αποτελεσματική, 

προσιτή και χωρίς σημαντικές παρενέργειες θεραπεία στις παρασιτικές αυτές 

ασθένειες. Μάλιστα, παρόλο που η έρευνα και εφαρμογή της στοχευμένης 

θεραπείας για την αντιμετώπιση πολλών ασθενειών συμπεριλαμβανομένου 

του καρκίνου, του Αλσχάιμερ και άλλων έχει βρεθεί ότι είναι πολλά 

υποσχόμενη προσέγγιση, μόνο μόλις πρόσφατα έχει αρχίσει να ερευνάται για 

τη θεραπεία των παρασιτικών ασθενειών.  

 Ιδανικές υποψήφιες ουσίες για στοχευμένη θεραπεία είναι οι 

ιντιρουμπίνες. Ιντιρουμπίνες ονομάζονται τα ανάλογα της ιντιρουμπίνης και 

ανήκουν στην οικογένεια των δις-ινδολών. Οι ιντιρουμπίνες έχουν 

μωβ/κόκκινο χρώμα και χρησιμοποιούνται από τα αρχαία χρόνια είτε ως 

βαφές είτε ως φαρμακευτικές ουσίες. Μάλιστα, η ιντιρουμπίνη αποτελεί το 

κύριο δραστικό συστατικό της δρόγης Danggui Longhui Wan, παρόλο που 

βρίσκεται σε μικρή αναλογία από τα άλλα συστατικά του μείγματος, που 

χρησιμοποιείται από την παραδοσιακή κινέζικη θεραπευτική για την 

αντιμετώπιση της χρόνιας μυελογενούς λευχαιμίας (CML). Ο μοριακός 



Διδακτορική διατριβή Αντωνίας Ευσταθίου  

75 
 

μηχανισμός δράσης της ιντιρουμπίνης πρόσφατα ανακαλύφθηκε ότι 

εμπεριέχει αναστολή των κυκλινο-εξαρτώμενων κινασών (CDKs), αναστολή 

του κυτταρικού κύκλου, περιορισμό ιδιαίτερα του σηματοδοτικού μονοπατιού 

STAT3 και επαγωγή του μη-αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου [176, 177].  

Τα ανάλογα ιντιρουμπίνης παρασκευάζονται από τον μη ενζυμικό 

διμερισμό της ισατίνης και το ινδοξύλιο (εικόνα 25). Οι ουσίες αυτές 

βρίσκονται σε φυτά που παράγουν τη χρωστική ίντιγκο (Indigofera sp.), σε 

θαλάσσια γαστερόποδα (οικογένειες Muricidae και Thaididae), σε βακτήρια 

των γενών Pseudomonas, Rhodococcus και έχουν βρεθεί και σε βιολογικά 

υγρά (ούρα ασθενών και υγειών ανθρώπων, ως προϊόντα μεταβολισμού της 

τρυπτοφάνης) [178].  

 

 

 

Εικόνα 25: Δομή των οξειδωμένων παραγώγων του δακτυλίου της ινδόλης, το 
ινδοξύλιο και η ισατίνη, τα δύο πρόδρομα μόρια των ιντιγκοειδών ιντιρουμπίνη, 
ίντιγκο, ισοίντιγκο [πηγή: [178]. 

1.5.1 Μοριακοί στόχοι των ιντιρουμπινών 

 Ανάλογα με τους υποκαταστάτες που διαθέτουν τα ανάλογα 

ιντιρουμπίνης, μπορεί να στοχεύουν διαφορετικούς μοριακούς στόχους. 

Αρχικά, οι ιντιρουμπίνες βρέθηκαν ότι δρουν ως ATP-ανταγωνιστικοί 

αναστολείς των κυκλινοεξαρτώμενων κινασών CDKs (CDK1, CDK2 και 

CDK5) [179, 180]. Στη συνέχεια, διαπιστώθηκε ότι είναι επίσης ισχυροί 

αναστολείς της κινάσης της συνθετάσης του γλυκογόνου GSK-3 [181, 182]. 

Εκτός αυτών των κύριων μοριακών στόχων, οι ιντιρουμπίνες έχουν βρεθεί ότι 
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στοχεύουν και τον υποδοχέα της διοξίνης (AhR) [183], τη φωσφορυλάση του 

γλυκογόνου [184], τη Jun NH2-terminal κινάση [185], τη c-Src κινάση 

τυροσίνης, τον Stat3 μεταγραφικό παράγοντα [186], τις κινάσες Aurora B και 

C [187] και τις διπλής ειδικότητας κινάσες φωσφορυλίωσης της τυροσίνης 

(DYRKs) [188]. 

 Βασική θέση υποκατάστασης που επηρεάζει την συγγένεια πρόσδεσης 

της ιντιρουμπίνης στο μόριο στόχο είναι η 3’ θέση του σκελετού της, ενώ 

παράλληλα η υποκατάσταση στη θέση αυτή με πολική ομάδα οξίμης ενισχύει 

τη διαλυτότητα και την κυτταρική διαπερατότητα της ουσίας καθώς και τη 

δράση αναστολής της [182]. Η υποκατάσταση στη θέση 6 καθορίζει την 

επιλεκτικότητα του αναλόγου ιντιρουμπίνης προς ένα μόριο στόχο [182]. Για 

παράδειγμα, η 3’ οξίμη της 6-βρώμο ιντιρουμπίνης (6BIO) στοχεύει GSK-3 

κινάσης των θηλαστικών με τιμή IC50 5nM δηλαδή πολύ πιο ειδικά από ότι την 

CDK1 των θηλαστικών με IC50 320nM [182]. Κάποιες υποκαταστάσεις στη 

θέση 7 αυξάνουν την εκλεκτικότητα της ουσίας προς τις διπλής ειδικότητας 

κινάσες φωσφορυλίωσης της τυροσίνης [188]. Τέλος, με υποκατάσταση της 

Ν1 θέσης του σκελετού της ιντιρουμπίνης με μεθύλιο, αυτόματα αυτή χάνει τη 

δράση της έναντι των κινασών [182]. 

 Πρόσφατα, οι ανθρώπινες κινάσες CDK2, CDK5 και GSK-3β έχουν 

κρυσταλλωθεί παρουσία ιντιρουμπινών. Η κρυσταλλική δομή αυτών δίνει 

πολύτιμες πληροφορίες τόσο για τις διαφορές στα ενεργά κέντρα των κινασών 

όσο για τον τρόπο πρόσδεσης των ιντιρουμπινών στα κέντρα αυτά δίνοντας 

έτσι την ευκαιρία σχεδιασμού πιο ειδικών προς ένα στόχο φαρμάκων [182]. 

Όπως φαίνεται στην εικόνα 26, η κρυστάλλωση της CDK5 με την 3΄οξίμη της 

ιντιρουμπίνης στην περιοχή πρόσδεσης του ΑΤΡ της κινάσης γίνεται μέσω 

δυνάμεων van der Waals και τριών δεσμών υδρογόνου με τα αμινοξέα Cys83 

και Glu81 (εικόνα 26A), ενώ η 6-βρώμο-3΄οξίμη της ιντιρουμπίνης (6-ΒΙΟ) 

ενώνεται στην περιοχή πρόσδεσης του ΑΤΡ της GSK-3β μέσω υδρόφοβων 

αλληλεπιδράσεων και τριών δεσμών υδρογόνου με τα αμινοξέα Val135 και 

Asp133 [182] (εικόνα 26B). H υδρόφοβη περιοχή του καταλυτικού κέντρου 

ATP της κινάσης όπου προσδένεται η ιντιρουμπίνη, έχει τα αμινοξέα Ile62, 

Val70, Ala83, Leu132 και Tyr134 από τη μία πλευρά και τα αμινοξέα Thr138, 

Arg141, Leu188 και Cys199 από την άλλη [182], ενώ τα καταλυτικά αμινοξέα 

της κοιλότητας πρόσδεσης είναι τα Lys33CDK5/Lys85GSK-3, 
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Asp144CDK5/Asp200GSK-3 και Glu51CDK5/Glu97GSK-3. Τα 3 αυτά 

καταλυτικά αμινοξέα αλληλεπιδρούν τόσο μεταξύ τους όσο με τις 

υποκαταστάσεις της θέσης 5 της ιντιρουμπίνης και καθορίζουν τη πρόσδεση 

της ουσίας στην κοιλότητα πρόσδεσης. 

 Η επιλεκτικότητα της 6BIO προς την GSK-3β σε σύγκριση με αυτή των 

CDKs μπορεί να εξηγηθεί από το γεγονός ότι στις 2 CDKs που 

κρυσταλλώθηκαν (CDK5 και CDK2), η κοιλότητα πρόσδεσης οριοθετείται από 

τον φαινολικό δακτύλιο της Phe80 (εικόνα 26A), ενώ στην GSK-3β από την 

ισοβουτυλική πλευρική αλυσίδα της Leu132 (εικόνα 26B), γεγονός που έχει 

ως αποτέλεσμα την μεγαλύτερη σε μέγεθος κοιλότητα πρόσδεσης στο μόριο 

της GSK-3β. Παράλληλα, ενώ η Phe80 στις CDKs όντας ογκώδης δεν 

αλληλεπιδρά με το βρώμιο της 6-ΒΙΟ, η Leu132 στην GSK-3β μπορεί και 

δημιουργεί δεσμούς Van der Waals με αυτό [189]. Έτσι, η 6BIO μπορεί να 

εισέλθει και να προσδεθεί ευκολότερα στο ενεργό κέντρο της GSK-3β σε 

σχέση με το ενεργό κέντρο των CDK5 και CDK2. Ο ρόλος των CDKs και της 

GSK-3β θα αναφέρονται αναλυτικά στην επόμενη παράγραφο.  

A)  B)   

Εικόνα 26. Kρυσταλλική δομή των: Α) 3΄ οξίμης της ιντιρουμπίνης σε σύμπλοκο με την 
CDK5/p25 και Β) 3΄ οξίμης της 6-βρώμο-ιντιρουμπίνης με την GSK-3β. [πηγή: [189]] 

Οι ιντιρουμπίνες έχουν βρεθεί ότι αλληλεπιδρούν και με τον αρυλικό 

υδρογονανθρακικό υποδοχέα ή αλλιώς υποδοχέα της διοξίνης [aryl 

hydrocarbon receptor (AhR)] ο οποίο είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας, 

που ρυθμίζει την έκφραση γονιδίων, που σχετίζονται με την κυτταρική 

διαίρεση και διαφοροποίηση, με συνέπεια τη διακοπή του κυτταρικού κύκλου 

στη G1 φάσης λόγω της αύξησης της έκφρασης γονιδίων όπως το p27, το 

οποίο αναστέλλει το σύμπλοκο CDK2/cyclin E-A (εικόνα 27) [190]. Η 
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πρόσδεση των ιντιρουμπινών στον AhR δεν αλληλεπιδρά ή επηρεάζεται από 

την πρόσδεσή τους στις κινάσες [190]. Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι η 

ενεργοποίηση του AhR ευθύνεται για τις κυτταροστατικές επιδράσεις των 

ιντιρουμπινών, ενώ η αναστολή των κινασών ευθύνεται για τις κυτταροτοξικές 

ιδιότητες των ιντιρουμπινών [190]. Η c-Src είναι ένας επίσης σημαντικός 

στόχος των ιντιρουμπινών ο οποίος φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί τον 

μεταγραφικό παράγοντα Stat3 που εμπλέκεται στην κυτταρική ανάπτυξη, στην 

απόπτωση και στην μετάσταση καρκινικών κυττάρων. Έτσι, με την πρόσδεση 

τους στην c-Src, οι ιντιρουμπίνες αναστέλλουν το μονοπάτι αυτό και μειώνουν 

την έκφραση των αντι-αποπτωτικών πρωτεϊνών Mcl-1 και Survivin με 

αποτέλεσμα να επάγουν την απόπτωση [186] (εικόνα 27).  

 

Εικόνα 27. Οι ενδοκυτταρικοί μηχανισμοί δράσης των ιντιρουμπινών, που σχετίζονται 
με τις αντικαρκινικές τους ιδιότητες. [πηγή: [190]]. 

Έχοντας την κρυσταλλική δομή του συμπλόκου φωσφορυλάση του 

γλυκογόνου GP με την 5-σουλφονική-ιντιρουμπίνη, έχει διαπιστωθεί ότι με την 

πρόσδεση αυτή η ιντιρουμπίνη αναστέλλει το ένζυμο καθώς ανταγωνίζεται τη 

γλυκόζη, τις πουρίνες και τα νουκλεοτίδια [184], τα οποία με την πρόσδεσή 

τους στο ένζυμο GP ρυθμίζουν την αποικοδόμηση του γλυκογόνου και της 

κυτταρικής διαίρεσης. Με την αναστολή αυτή λοιπόν, η ιντιρουμπίνη παίζει 

σημαντικό ρόλο στη θεραπεία του διαβήτη τύπου ΙΙ.  

H 3’οξίμη της ιντιρουμπίνης έχει δειχθεί ότι προσδένεται στην c-Jun 

NH2-terminal κινάση (JNK) η οποία παίζει σημαντικό ρόλο στην απόπτωση 

των νευρικών κυττάρων. Με την πρόσδεση της ιντιρουμπίνης αναστέλλεται η 

δράση της κινάσης με αποτέλεσμα την προστασία των νευρικών κυττάρων 

από την απόπτωση [185].  
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Οι 7-υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες εμφανίζουν ισχυρή και επιλεκτική 

αναστολή των κινασών Aurora B και C [187] αλλά και των κινασών DYRKs 

[188]. Οι κινάσες Aurora B και C αποτελούν μόρια-ρυθμιστές της μίτωσης και 

εμπλέκονται στη συσπείρωση των χρωμοσωμάτων και στο σχηματισμό της 

μιτωτικής ατράκτου [187], ενώ οι κινάσες DYRK εμπλέκονται στο εναλλακτικό 

μάτισμα του πρόδρομου mRNA, καθώς και σε νευροπαθολογικές 

καταστάσεις, όπως η νόσος του Αλσχάιμερ και το σύνδρομο Down [188].  

Όσον αφορά την παρασιτική δράση των ιντιρουμπινών, 

προκαταρκτικές έρευνες έχουν δείξει πως αναστέλλουν την in vitro ανάπτυξη 

των παρασίτων του γένους Leishmania, ενώ δεν έχει έως τώρα ερευνηθεί 

ούτε η δράση τους έναντι της ανάπτυξης του παρασίτου Leishmania in vivo, 

ούτε έναντι της in vitro ή in vivo ανάπτυξης των παρασίτων του γένους 

Trypanosoma (T. brucei και T. cruzi). Προηγούμενη μελέτη στο εργαστήριο 

μοριακής παρασιτολογίας στο Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ, έδειξε ότι τόσο η 

6-ΒΙΟ όσο και η 5-μέθυλο-6BIO (5-Μe-6BIO), διαθέτουν αντιλεϊσμανιακή 

δράση in vitro. Η ίδια έρευνα έδειξε ότι η 6BIO στοχεύει 7 φορές πιο 

επιλεκτικά την CRK3 (το λεϊσμανιακό ομόλογο της CDK2) σε σχέση με την 

GSK-3short (GSK-3s, το λεϊσμανιακό ομόλογο της GSK-3β). Η επιλεκτικότητα 

αυτή της 6-ΒΙΟ και των περισσότερων 6-υποκατεστημένων ιντιρουμπινών 

προς την CRK3 σε σχέση με την GSK-3s μπορεί να εξηγηθεί από την ύπαρξη 

ενός δεσμού υδρογόνου μεταξύ της Tyr101 και Glu103 στην CRK3, ο οποίος 

δεν υπάρχει στην ανθρώπινη CDK2 και αλλάζει το μέγεθος της περιοχής 

πρόσδεσης της ουσίας [191]. Τέλος, παρατηρήθηκε ότι αυτή η αλλαγή στην 

εκλεκτικότητα των 6-υποκατεστημένων ιντιρουμπινών, δεν ισχύει για το δις-

υποκατεστημένο ανάλογο 5-Me-6BIO και την ακετοξίμη της ιντιρουμπίνης (6-

BIA), τα οποία λόγω της παρουσίας του ογκώδη υποκαταστάτη μετατοπίζουν 

τη σύνδεση των αμινοξέων Tyr101-Glu103, με αποτέλεσμα να μην έχουν 

ευνοϊκές αλληλεπιδράσεις με την κοιλότητα της CRK3 αλλά αντιθέτως να 

συνδέονται με μεγαλύτερη συγγένεια (7 φορές πιο ειδικά) με τη κοιλότητα της 

παρασιτικής GSK-3s [191]. 

1.5.2 Δράση των ιντιρουμπινών σε κυτταρικό επίπεδο 

Οι ιντιρουμπίνες σε πολλές έρευνες σε κύτταρα θηλαστικών έχουν 

βρεθεί να σχετίζονται με την αναστολή του κυτταρικού κύκλου ιδιαίτερα στις 
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φάσεις G1 ή G2/M [192] που στη συνέχεια έχουν ως αποτέλεσμα τον 

αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο. Έτσι, οι ιντιρουμπίνες φαίνεται να εμφανίζουν 

ισχυρή αντιμιτωτική δράση σε πολλές κυτταρικές σειρές (HBL-100, A549, 

MCF-7, CCL-39, HT-29, Jurkat). Σε κύτταρα συγχρονισμένα στη Μ φάση, οι 

ιντιρουμπίνες προκαλούν ενδοδιπλασιασμό του DNA, που όμως έχει ως 

αποτέλεσμα το σχηματισμό πολυπλοειδών κυττάρων αφού τα κύτταρα δεν 

μπορούν να διαιρεθούν [180, 192].  

Η δράση των ιντιρουμπινών σε κυτταρικό επίπεδο επίσης φαίνεται να 

επηρεάζεται από τη φύση και τη θέση των υποκαταστατών. Για παράδειγμα, η 

6-ΒΙΟ και η 3΄οξίμη της 5-βρώμο-ιντιρουμπίνης (5-ΒΙΟ) επάγουν αποπτωτικό 

θάνατο με εμφάνιση της φωσφατιδυλοσερίνης στην επιφάνεια των κυττάρων 

και αυτοφαγικό θάνατο σε κύτταρα του νευροβλαστώματος SH-SY5Y [193, 

194], με ενεργοποίηση των δραστικών κασπασών 3 και 7. Αντίθετα, η 3΄οξίμη 

της 7-βρώμο-ιντιρουμπίνης (7-ΒΙΟ) επάγει μη-αποπτωτικό νεκρωτικό 

κυτταρικό θάνατο σε διάφορες καρκινικές κυτταρικές σειρές (SH-SY5Y, MDA-

MB-231, Jurkat), ο οποίος πραγματοποιείται από πρωτεάσες σερίνης [177]. 

1.6 Παρασιτικές Κινάσες  

 Για να χαρακτηριστεί ένα μόριο ως φαρμακευτικός στόχος πρέπει να 

τηρεί κάποια κριτήρια, μερικά από αυτά είναι αναγκαία και κάποια επιθυμητά. 

Όσον αφορά τις παρασιτικές ασθένειες, ο φαρμακευτικός στόχος πρέπει να 

είναι απαραίτητος για την επιβίωση του παρασίτου ή έστω με την 

παρεμπόδιση του να αφαιρείται η ικανότητα μόλυνσης του παρασίτου όπως 

για παράδειγμα αν παρεμποδίζει τη διαφοροποίηση του στη μολυσματική 

μορφή. Επιπλέον, είναι απαραίτητο αυτός ο στόχος να βρίσκεται στη μορφή 

του παρασίτου που βρίσκεται στο θηλαστικό τελικό ξενιστή και να μην 

υπάρχει ομόλογος στόχος στα θηλαστικά ή έστω να μην υπάρχει μεγάλη 

ομοιότητα και ταυτότητα με αυτόν, έτσι ώστε να μην υπάρχει τοξικότητα στα 

κύτταρα του ξενιστή. Το τελευταίο κριτήριο κάποιες φορές μπορεί να 

ξεπεραστεί αν το ίδιο μόριο στόχος υπάρχει και στο παράσιτο και στα κύτταρα 

του ξενιστή αλλά στη πρώτη περίπτωση είναι απαραίτητος για την επιβίωση 

του παρασίτου αλλά στη δεύτερη περίπτωση η παρεμπόδιση του 

υπερκαλύπτεται από την ενεργοποίηση κάποιου άλλου μορίου στο κύτταρο 

[195]. Οι πρωτεϊνικές κινάσες των παρασίτων είναι ιδανικά υποψήφια μόρια-
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στόχοι φαρμάκων. Οι ευκαρυωτικές πρωτεϊνικές κινάσες ήδη έχουν 

χαρακτηριστεί ως φαρμακευτικοί στόχοι για κάποιες ασθένειες κυρίως για τον 

καρκίνο. Οι παρασιτικές πρωτεϊνικές κινάσες έχουν καθοριστικό ρόλο στην 

επιβίωση, στη μολυσματικότητα, στην εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου και στη 

διαφοροποίηση των παρασίτων, γεγονός που τις κάνει ιδανικό φαρμακευτικό 

στόχο [196]. Παρόλα αυτά, δεν υπάρχουν πολλές έρευνες μέχρι σήμερα που 

να μελετούν τις παρασιτικές κινάσες ως φαρμακευτικούς στόχους. Έχει δειχθεί 

ότι οι πρωτεϊνικές κινάσες αποτελούν το 2% του γονιδιώματος στις 

τρυπανοσωματίδες, γεγονός που αποκαλύπτει πόσο σημαντικές είναι για το 

παράσιτο καθώς είναι 33% περισσότερες από αυτές του Saccharomyces 

cerevisiae, διπλάσιες από τις αντίστοιχες του παρασίτου Plasmodium 

falciparum και ίσες με το 1/3 των ανθρώπινων πρωτεϊνικών κινασών. 

Πρόσφατα, η αποκωδικοποίηση των γονιδιωμάτων των Leishmania major, 

Trypanosoma brucei και Trypanosoma cruzi, έδειξε ότι κωδικοποιούν 179, 

156 και 171 ευκαρυωτικές κινάσες (ePKs), οι οποίες είναι πιθανότατα 

καταλυτικά ενεργές, καθώς και 17, 20 και 19 άτυπες πρωτεϊνικές κινάσες 

αντίστοιχα [196] οι οποίες χωρίζονται σε κινάσες τυροσίνης και κινάσες 

σερίνης/θρεονίνης και ταξινομούνται σε 7 κατηγορίες με βάση την ομοιότητα 

των καταλυτικών τους περιοχών (πίνακας 2) [196, 197]. Αρκετές από αυτές τις 

κινάσες, οι οποίες ανήκουν στην CMGC ομάδα κινασών και είναι κινάσες 

σερίνης/θρεονίνης, έχουν χαρακτηριστεί ως φαρμακευτικοί στόχοι. Ανάμεσα 

σε αυτές είναι οι κυκλινο-εξαρτώμενες κινάσες (CDKs), η κινάση της 

συνθετάσης του γλυκογόνου 3 (GSK-3) και οι κινάσες που ενεργοποιούνται 

από μιτογόνο (MAPKs) [191, 198-205]. 

 Ο αριθμός των MAPKs κινασών είναι αρκετά μεγάλος καθώς έχουν 

ταυτοποιηθεί 15 ομόλογες MAPKs στη Leismania και 13 T. brucei, μερικές 

από τις οποίες έχουν αντίγραφο σε 2 διαφορετικά γονίδια [203]. Οι 

περισσότερες από αυτές έχουν χαρακτηριστεί αλλά μέχρι σήμερα δεν έχει 

αποδειχθεί ότι κάποια από αυτές μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως 

φαρμακευτικός στόχος για την καταπολέμηση των παρασιτικών ασθενειών 

[195].  

 Σε αντίθεση με τις κινάσες της CMGC ομάδας και της STE ομάδας 

κινασών, έχουν παρατηρηθεί και κάποιες ευκαρυωτικές κινάσες όπως αυτές 

των κατηγοριών TK (κινάσες τυροσίνης) και TKL (tyrosine kinase-like) οι 
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οποίες δεν υπάρχουν στο παράσιτο ενώ από τις ομάδες CAMK και AGC 

κινασών οι περισσότερες δεν αντιπροσωπεύονται σε μεγάλο βαθμό στις 

παρασιτικές πρωτεΐνες. Από την άλλη μεριά, υπάρχουν και παρασιτικές 

πρωτεΐνες οι οποίες δεν εμφανίζουν ομοιότητα με τις γνωστές οικογένειες 

ευκαρυωτικών κινασών, κάτι που δείχνει ότι τα ένζυμα αυτά διαφέρουν στη 

δομή και στη λειτουργία και μπορούν να αποτελέσουν πιθανούς στόχους 

φαρμάκων. 

 Στις κινάσες τυροσίνης συγκαταλλέγονται οι διπλής-ειδικότητας κινάσες 

(DYRKs, CLKs, και STE7), που μπορούν να φωσφορυλιώνουν αμινοξέα 

σερίνης, θρεονίνης και τυροσίνης. Από αυτές, οι DYRKs είναι μόρια τα οποία 

μελετώνται για τη πιθανότητα να αποτελούν φαρμακευτικούς στόχους. 

Επιπλέον, η CRK3, το CDK1 ομόλογο στη Leishmania περιέχει ένα 

συντηρημένο αμινοξύ τυροσίνης στην περιοχή πρόσδεσης του ATP, όπως και 

η CDK1 [197].  

Υπάρχουν επίσης κινάσες σερίνης/θρεονίνης που δε μπορούν να 

ταξινομηθούν σε κάποια από τις κατηγορίες του πίνακα. Σε αυτές 

συγκαταλέγονται κινάσες που έχει δειχτεί ότι εμπλέκονται στην κυτταρική 

διαίρεση στα ανώτερα ευκαρυωτικά κύτταρα όπως η Aurora και οι PLK (Polo-

like kinases). Επίσης, στην κατηγορία αυτή ανήκουν οι κινάσες καζεΐνης 

(Casein kinase-CK) από τις οποίες η CK1 έχει ταυτοποιηθεί στη L. mexicana 

και στο T. cruzi σαν ενδοκυτταρικός στόχος του CDK αναστολέα purvalanol B. 

Επώαση των παρασίτων με την ουσία αυτή αναστέλλει την ανάπτυξη τους 

[206], ενώ πρόσφατα η CK1 έχει χαρακτηριστεί και ως φαρμακευτικός στόχος 

γιατί βρέθηκε να είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη του παρασίτου L. 

donovani [207]. 

Παράλληλα, μεγάλο ποσοστό των κινασών στη Leishmania και στο 

Trypanosoma είναι απαραίτητες για την επιβίωση των παρασίτων και σε 

συνδυασμό με τη σχετικά μικρή ομολογία που παρουσιάζουν στην 

αλληλουχία τους (<60%) με τις ομόλογες κινάσες των ανώτερων 

ευκαρυωτικών οργανισμών, τις καθιστά μόρια-στόχους για ανάπτυξη 

εξειδικευμένων στοχευμένων χημικών αναστολέων με δράση κατά του 

παρασίτου [208-211]. 
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Πίνακας 2: Κατηγορίες και οικογένειες ευκαρυωτικών κινασών στις τρυπανοσωματίδες 

Κατηγορίες 
 

AGC CAMK CMGC STE Άλλες 

Οικογένειες -NDR 
-PKA 
-RSK 

 

-CAMKL 
 

-CDK 
-CLK 

-DYRK 
-GSK 

-CDKL (MAPK-like) 
-MAPK 

-RCK (MAPK-like) 
-SRPK 

 

-STE7 
-STE11 
-STE20 

 
 

-AURORA 
-CAMKK 

-CK 
-NAK 
-NEK 
-PEK 
-PLK 
-TKL 
-ULK 
-WEE 

 

1.6.1 Κυκλινο-εξαρτώμενες κινάσες (CDKs) 

Στην CMGC κατηγορία κινασών σερίνης/θρεονίνης, η οποία είναι η 

περισσότερο μελετημένη στις τρυπανοσωματίδες ανήκουν οι κυκλινο-

εξαρτώμενες κινάσες (CDKs), οι κινάσες που ενεργοποιούνται από μιτογόνο 

(MAPKs), οι κινάσες της συνθετάσης του γλυκογόνου (GSK3) και οι διπλής-

ειδικότητας CLK και DYRK κινάσες [197, 212]. Στην L. major έχουν 

ταυτοποιηθεί 45 μέλη της οικογένειας έναντι των 61 μελών που υπάρχουν 

στον άνθρωπο γεγονός που αποκαλύπτει την ανάγκη που έχουν οι 

τρυπανοσωματίδες να ρυθμίζουν τον πολύπλοκο κύκλο ζωής και το κυτταρικό 

κύκλο των παρασίτων καθώς και τον ακριβή διπλασιασμό και διαχωρισμό των 

οργανιδίων, όπως του μοναδικού μιτοχονδρίου, του πυρήνα και του 

μαστιγίου. Επίσης, έχει βρεθεί ότι κατέχουν μικρή σχετικά ομολογία (<60%) με 

τις ομόλογες κινάσες του ανθρώπου. Επομένως, οι CMGC κινάσες του 

παρασίτου καθίστανται ιδανικά υποψήφια μόρια για να αποτελέσουν 

φαρμακευτικούς στόχους για την ανάπτυξη επιλεκτικών χημικών αναστολέων 

με αντιπαρασιτική δράση. 

 Στα κύτταρα των θηλαστικών οι CDKs αποτελούν τους κύριους 

ρυθμιστές του κυτταρικού κύκλου καθώς ρυθμίζουν τη μετάβαση του 

κυτταρικού κύκλου από τη μία φάση στην επόμενη (checkpoints). Στα κύτταρα 

των θηλαστικών, οι CDK4 και CDK6 είναι ενεργές στην G1 φάση του 

κυτταρικού κύκλου, η CDK2 ρυθμίζει τη μετάβαση από την G1 στην S φάση 

και η CDK1 παίζει σημαντικό ρόλο στη μίτωση. Στις τρυπανοσωματίδες έχουν 

βρεθεί 11 μέλη της οικογένειας στην L. major και στο T. brucei και 10 μέλη στο 

T. cruzi, που ονομάζονται CRK (cdc2-related kinase) [196]. Οι 

τρυπανοσωμικές CDKs καθίστανται ενεργές με την παρουσία κυκλινών 
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(CYC2, CYC3, CYC6 για το T. brucei, και CYC1, CYCA και CYC6 για τη 

Leishmania) [196, 200, 202, 211, 213-216]. Δύο μέλη της οικογένειας έχουν 

μελετηθεί στην L. mexicana και το T. brucei: οι CRK1 και CRK3 κινάσες, οι 

οποίες και έχουν αποδειχθεί απαραίτητες για την πρόοδο του κυτταρικού 

κύκλου. Η CRK1 εκφράζεται σε όλα τα στάδια του κύκλου ζωής της L. 

mexicana, παρόλα αυτά είναι ενεργή μόνο στα προκυκλικά και μετακυκλικά 

προμαστιγωτά [217], γεγονός που αποκαλύπτει τη μετα-μεταφραστική της 

ρύθμιση. Στην αμαστιγωτή μορφή των παρασίτων δεν έχει ακόμη διευκρινιστεί 

ο ρόλος της CRK1 [217, 218]. Παράλληλα, επαγωγή παρεμβατικού RNAi της 

CRK1 στις τρυπομαστιγωτές και τις αμαστιγωτές μορφές του παρασίτου T. 

brucei, έδειξε μείωση της ανάπτυξης των παρασίτων και αύξηση των 

κυττάρων στην G1 φάση που αποδεικνύει ότι η κινάση είναι απαραίτητη για τη 

μετάβαση από τη G1 στην S φάση του κυτταρικού κύκλου [200]. Τα δεδομένα 

αυτά από μόνα τους όμως δε μπορούν ακόμα να χαρακτηρίσουν την κινάση 

αυτή ως φαρμακευτικό στόχο στη Leishmania και στο Trypanosoma. Στο T. 

cruzi έχει δειχτεί ότι η CRK1 φωσφορυλιώνει την ιστόνη H1 του 

τρυπανοσώματος [219]. 

Η CRK3 είναι μία cdc2–σχετιζόμενη κινάση και αποτελεί το CDK1 

ομόλογο των τρυπανοσωματίδων. Το γονίδιο της CRK3 κωδικοποιεί μία 

πρωτεΐνη 35.6 kDa στη Leishmania. H λεϊσμανιακή CRK3 έχει 54% ταυτότητα 

με την ανθρώπινη CDK1 και 78% ταυτότητα με την T. brucei CRK3 ενώ είναι 

πανομοιότυπη στην L. infantum και L. donovani και παρουσιάζει 99% 

ταυτότητα και 99% ομοιότητα με την CRK3 στην L. major και L. mexicana. Η 

CRK3 έχει χαρακτηριστεί ως φαρμακευτικός στόχος στις τρυπανοσωματίδες. 

Στην L. mexicana η CRK3 έχει δειχθεί ότι είναι απαραίτητη για την επιβίωση 

του κυττάρου και ρυθμίζει την κυτταρική μίτωση. Συγκεκριμένα, η CRK3 

βρίσκεται σε μεγαλύτερη συγκέντρωση στο παράσιτο στη φάση G2/M του 

κυτταρικού κύκλου και με την αναστολή της η εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου 

του κυττάρου παρεμποδίζεται [199]. Η ίδια ακριβώς παρεμπόδιση φαίνεται να 

συμβαίνει μετά από την επαγωγή RNAi της τρυπανοσωμικής CRK3 στα T. 

brucei παράσιτα προκυκλικής και τρυπομαστιγωτής μορφής [200, 220]. Οι 

αζαπουρίνες και οι ιντιρουμπίνες έχουν δειχθεί ότι επάγουν αναστολή της 

κινάσης CRK3 στη Leishmania [218, 221]. Έχει παρατηρηθεί όμως 

ανακολουθία σε κάποιες περιπτώσεις αναστολέων ανάμεσα στην 
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αντιλεϊσμανιακή δράση και τη δράση έναντι της κινάσης που μετριέται με 

χρήση του απομονωμένου συμπλόκου κινάσης-κυκλίνης CRK3–CYC6 [198] 

που μπορεί να οφείλεται στην ποικιλία κυκλινών που προσδένονται και 

ενεργοποιούν την κινάση μέσα στο κύτταρο [218, 222]. 

1.6.2 GSK-3 

 Η GSK-3 είναι μια πολυλειτουργική κινάση σερίνης/θρεονίνης που 

απαντάται σε όλους τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς και παίζει σημαντικό 

ρόλο σε πολλές φυσιολογικές λειτουργίες συμπεριλαμβανομένου του 

σηματοδοτικού μονοπατιού Wnt, του κυτταρικού κύκλου και της 

διαφοροποίησης [223]. Η δυσλειτουργία της κινάσης αυτής εμπλέκεται σε 

πολλές ανθρώπινες ασθένειες όπως ο καρκίνος, το Αλσχάιμερ, ο 

σακχαρώδης διαβήτης και πολλές άλλες [223]. Στο ανθρώπινο γονιδίωμα 

απαντώνται δύο ισομορφές της κινάσης, η GSK-3α («μεγάλη» ισομορφή) και 

η GSK-3β («μικρή» ισομορφή). Οι 2 αυτές ισομορφές εμφανίζουν 98% 

ταυτότητα στις καταλυτικές τους περιοχές. 

Στις τρυπανοσωματίδες και πιο συγκεκριμένα στη Leishmania και το T. 

brucei κωδικοποιούνται επίσης 2 ισομορφές της GSK-3, η GSK-3s (short) και 

η GSK-3l (long), από τις οποίες η πρώτη είναι η πιο μελετημένη [191, 205]. 

Επίσης, η GSK-3s έχει πρόσφατα αναδειχθεί ως ιδανική για φαρμακευτικός 

στόχος τόσο στη Leishmania όσο και στο T. brucei [191, 205]. Στη Leishmania 

η GSK-3s έχει δειχθεί ότι είναι απαραίτητη για την επιβίωση του κυττάρου ενώ 

η παρεμπόδιση της οδηγεί σε δυσλειτουργία του κυτταρικού κύκλου που 

τελικά καταλήγει σε θάνατο που ομοιάζει με απόπτωση [191]. Μελέτες 

επεμβατικού RNA (RNA interference) για τις 2 ισομορφές της GSK-3 στο T. 

brucei οδηγεί σε αναστολή της ανάπτυξης των παρασίτων και ανώμαλη 

μορφολογία, γεγονός που δείχνει ότι είναι απαραίτητα γονίδια για την 

κυτταρική επιβίωση και ότι η GSK-3 του παρασίτου αποτελεί στόχο 

χημειοθεραπείας για τη θεραπεία της αφρικανικής τρυπανοσωμίασης [205]. 

Έχει γίνει σάρωση βιβλιοθήκης αναστολέων της GSK-3 τόσο στη Leishmania 

όσο και στο T. brucei. Στη περίπτωση του T. brucei η σάρωση αποκάλυψε ότι 

η ουσία GW85104 αναστέλλει την TbGSK-3s με τιμή IC50 1nM και την 

ανάπτυξη της τρυπομαστιγωτής μορφής του παρασίτου με τιμή IC50 100nM 

[205]. Στη Leishmania αναδείχθηκαν οι ιντιρουμπίνες ως αναστολείς 
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ανάπτυξης του παρασίτου με κύριες αντιπρόσωπους την 6BIO και την 5-Me-

6BIO με τιμή IC50 περίπου 1μM και με αναστολή της GSK-3s με τιμή 0,15 και 

0,09μΜ αντίστοιχα. Παρόλο που οι 6-βρώμο ιντιρουμπίνες είναι ισχυροί ATP 

ανταγωνιστές της GSK-3 στα θηλαστικά [189], η παρεμπόδιση της σε ενήλικα 

θηλαστικά είναι ανεκτή [224, 225].  

Εφόσον, η ανθρώπινη GSK-3 είναι φαρμακευτικός στόχος για πολλές 

ασθένειες υπάρχει μια τεράστια βιβλιοθήκη αναστολέων για την κινάση που 

μπορεί να διερευνηθεί η δράση τους έναντι της παρασιτικής κινάσης και των 

παρασίτων. Μια τέτοια προσπάθεια με 16000 αναστολείς έγινε από ένα 

συνεταιρισμό ιδιωτικών και δημόσιων εταίρων με συντονισμό του Παγκοσμίου 

Οργανισμού Υγείας για ανάδειξη εν δυνάμει φαρμάκων για θεραπεία της HAT 

και παρεμπόδιση της τρυπανοσωμικής GSK-3s [226]. Η προσπάθεια αυτή 

αναγνώρισε 2 ουσίες οι οποίες εμφάνισαν επιλεκτικότητα 7 φορές μεγαλύτερη 

έναντι της TbGSK3s αντί της ΗsGSK-3β. 

Οι διαφορές που έχουν δειχθεί στο καταλυτικό κέντρο των παρασιτικών 

GSK-3 με το κέντρο της ανθρώπινης κινάσης αλλά και μεταξύ τους σε 

συνδυασμό με την ύπαρξη της κρυσταλλικής δομής της L. major GSK-3s, δίνει 

την ευκαιρία για σχεδιασμό καινούριων αναστολέων που να στοχεύουν ειδικά 

τις παρασιτικές κινάσες [191, 205]. Συγκεκριμένα, το καταλυτικό κέντρο την 

ανθρώπινης και της τρυπανοσωμικής GSK-3 είναι μεγαλύτερο από αυτό της 

λεϊσμανιακής GSK-3, αλλά στο λεϊσμανιακό κέντρο υπάρχουν τα αμινοξέα 

His155LdGSK-3s και Met100LdGSK-3s αντί των Gln185hGSK-3β και Leu132hGSK-3β της 

ανθρώπινης κινάσης [191]. Το γεγονός αυτό σε συνδυασμό με το πως αυτά 

τα διαφορετικά αμινοξέα στην λεϊσμανιακή κινάση είναι διατηρημένα και στην 

τρυπανοσωμική κινάση μπορούν να αποτελέσουν τη βάση για σχεδίαση 

καινούριων αντιπαρασιτικών αναστολέων της GSK-3.  

1.7 Μοριακή βιολογία και ειδικές λειτουργίες των παρασίτων 

Έχει ήδη αναφερθεί ότι το γονιδίωμα των παρασίτων Leishmania και 

Trypanosoma αποτελείται κατά κύριο λόγο από δυο διακριτούς τύπους DNA, 

το πυρηνικό και το μιτοχονδριακό ή κινητοπλαστικό DNA. Σε αντίθεση με τα 

τυπικά ευκαρυωτικά συστήματα, τα χρωμοσώματα του παρασίτου δεν 

παρουσιάζουν εμφανή συμπύκνωση κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. 

Παρόλα αυτά, η δομή και ο μηχανισμός διατήρησης των χρωμοσωμικών 
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άκρων είναι παρόμοια με αυτά των υπόλοιπων ευκαρυωτικών, καθώς έχει 

ανιχνευθεί η δράση της τελομεράσης με παρόμοιες ιδιότητες με αυτές άλλων 

ευκαρυωτικών τελομερασών [227]. Στις τρυπανοσωματίδες εκτός από το 

μιτοχονδριακό DNA υπάρχουν και άλλα χαρακτηριστικά που δεν απαντώνται 

στα ανώτερα θηλαστικά όπως η ύπαρξη γλυκοσωμάτων και το μάτισμα του 

mRNA (trans splicing) [228, 229]. Επίσης, ο κυτταρικός κύκλος και ο 

κυτταρικός θάνατος στις τρυπανοσωματίδες εμφανίζουν κάποια διαφορετικά 

χαρακτηριστικά σε σχέση με τα κύτταρα θηλαστικών. 

1.7.1 Ο κυτταρικός κύκλος στις τρυπανοσωματίδες 

Κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου στις τρυπανοσωματίδες 

Trypanosoma και Leishmania, ο πυρήνας, ο κινητοπλάστης και το βασικό 

σωμάτιο που συγκρατεί το μαστίγιο πρέπει να διπλασιαστούν και να 

διαχωριστούν με ακρίβεια. Ο πυρήνας και ο κινητοπλάστης έχουν διακριτές 

περιοδικές S φάσεις, ενώ η χρωματίνη δεν συμπυκνώνεται σε κανένα στάδιο 

του κυτταρικού κύκλου και δεν παρατηρείται εκτεταμένη αποδιοργάνωση του 

κυτταροσκελετού.  

Σε έρευνες που έχουν γίνει σε προκυκλικές μορφές T. brucei 

παρατηρήθηκε ότι αρχικά πραγματοποιείται η ωρίμανση του προ-βασικού 

σωματίου και η δημιουργία δύο βασικών σωματίων. Η S φάση του 

κινητοπλάστη συμβαίνει ετεροχρονισμένα από την πυρηνική S φάση και 

μάλιστα ξεκινά λίγο πριν από αυτή και έχει μικρότερη διάρκεια. Μετά την 

ολοκλήρωση και της πυρηνικής S φάσης και στην έναρξη της G2 φάσης 

γίνεται ο διαχωρισμός των διπλασιασμένων βασικών σωματίων, 

κινητοπλαστών και μαστιγίου. Πρώτος πραγματοποιείται μέσω των 

μικροσωληνίσκων του κυτταροσκελετού, ο διαχωρισμός του βασικού 

σωματίου ο οποίος και είναι απαραίτητος για τον επερχόμενο διαχωρισμό του 

κινητοπλάστη. Τελευταία πραγματοποιείται η μίτωση του πυρήνα και έτσι ένας 

θυγατρικός πυρήνας επανατοποθετείται μεταξύ των δύο κινητοπλαστών. 

Τέλος, ακολουθεί ο διαχωρισμός του κυττάρου που ονομάζεται κυτοκίνηση και 

γίνεται κατά μήκος του επιμήκους άξονα του κυττάρου [211, 230]. 

Ο κυτταρικός κύκλος της Leishmania διαφέρει σε κάποια στοιχεία από 

αυτόν του T. brucei. Σε μελέτες που έχουν γίνει στο είδος L. mexicana έχει 

επίσης παρατηρηθεί στενή σχέση μεταξύ των S φάσεων του πυρήνα και του 
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κινητοπλάστη, όμως στη προκειμένη περίπτωση η μίτωση του πυρήνα 

προηγείται της διαίρεσης του κινητοπλάστη. Συγκεκριμένα, οι δύο πυρήνες 

μετά τη μίτωση, τοποθετούνται κατά μήκος του επιμήκη άξονα του κυττάρου. 

Στη συνέχεια ο κινητοπλάστης διαιρείται κατά μήκος του κυττάρου και οι 

πυρήνες επανατοποθετούνται σε κάθε πλευρά του σχεδίου διαίρεσης για να 

ακολουθήσει η κυτοκίνηση. Η επανατοποθέτηση των οργανιδίων η οποία 

πραγματοποιείται προς όφελος της αμφίπλευρης συμμετρίας για την 

κυτοκίνηση, έχουν ως αποτέλεσμα την αυξημένη χρονική περίοδο που 

απαιτείται για διαίρεση και διαχωρισμό των οργανιδίων σε σχέση με αυτή στο 

T. brucei. Αντίθετα όμως, το φαινόμενο αυτό δε παρατηρείται στην 

αμαστιγωτή μορφή της Leishmania καθώς τα κύτταρα αυτά έχουν ωοειδές 

σχήμα και είναι μικρά σε μέγεθος. Έτσι, η εκτενής ανακατανομή των 

διπλασιασμένων οργανιδίων δεν απαιτείται με αποτέλεσμα η κυτοκίνηση να 

συμβαίνει αμέσως μετά την ολοκλήρωση της μίτωσης [211, 230]. Πρέπει 

επίσης να αναφερθεί ότι στην τρυπομαστιγωτή μορφή τα κύτταρα T. cruzi δεν 

διπλασιάζονται και επομένως δεν μπορεί να μελετηθεί σε αυτά ο κυτταρικός 

κύκλος. 

Οι CDK ομόλογες πρωτεΐνες των τρυπανοσωματίδων Leishmania και 

Trypanosoma παίζουν σημαντικό ρόλο στη μετάβαση του κυτταρικού κύκλου 

από τη μία φάση στην επόμενη. Συγκεκριμένα, η CRK1 παίζει σημαντικό ρόλο 

στη μετάβαση από την G1 στην S φάση του κυτταρικού κύκλου, ενώ η CRK3 

παίζει σημαντικό ρόλο στη μετάβαση από την G2 στην Μ φάση του 

κυτταρικού κύκλου [191, 200]. Η μετακασπάση MCA έχει επίσης βρεθεί στην 

L. major να παίζει σημαντικό ρόλο στην κυτοκίνηση και στο σωστό 

διαχωρισμό του πυρήνα και του κινητοπλάστη [231]. Η MCA της L. major έχει 

διάστικτη κατανομή σε κύτταρα που βρίσκονται στη μεσόφαση και 

μετατοπίζεται στον πυρήνα κατά τη διάρκεια της μίτωσης [231]. Παρόμοια 

κατανομή και μετατόπιση κατά τη διάρκεια της μίτωσης βρέθηκε να έχει και η 

GSK-3 στα παράσιτα L. donovani [191]. Μάλιστα η αναστολή της δράσης της 

GSK-3 με την ιντιρουμπίνη 5-Me-6BIO έχει ως αποτέλεσμα την αναστολή της 

μετάβασης του παρασίτου από την G1 στην S φάση του κυτταρικού κύκλου 

[191]. 

Η ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου έχει μελετηθεί κυρίως στο 

Trypanosoma λόγω της δυνατότητας πραγματοποίησης πειραμάτων τόσο 
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επεμβατικού RNA τα οποία δε μπορούν να γίνουν σε κύτταρα Leishmania 

όσο και υπερέκφρασης. Η Polo-like κινάση (PLK) έχει δειχθεί ότι είναι 

απαραίτητη για τον διπλασιασμό του βασικού σωματίου, το διαχωρισμό του 

κινητοπλάστη και την κυτοκίνηση [230, 232], ενώ η κινάση Aurora είναι 

απαραίτητη για το διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων. Οι μετακασπάσες MCA 

παίζουν σημαντικό ρόλο στην κυτοκίνηση και στο διπλασιασμό των 

οργανιδίων [230]. Πειράματα επεμβατικού RNA (RNAi) στις κινάσες CRK3 και 

GSK-3 σε τρυπομαστιγωτά αλλά και προκυκλικά παράσιτα T. brucei, έχουν 

δείξει ότι τα παράσιτα δε μπορούν να μεταβούν από την G2 στην Μ φάση του 

κυτταρικού κύκλου στη πρώτη περίπτωση, ενώ στη δεύτερη περίπτωση 

φαίνεται να παρεμποδίζεται η μίτωση του κυττάρου και η κυτοκίνηση με 

αποτέλεσμα να παρουσιάζονται πολυπλοειδίες στα παράσιτα [200, 233]. 

Τέλος, η CRK3 έχει δειχθεί ότι παίζει σημαντικό ρόλο στην μίτωση των 

παρασίτων T. cruzi [234], ενώ η GSK-3 δεν έχει μελετηθεί μέχρι σήμερα στα 

παράσιτα αυτά. 

1.7.2 Απόπτωση 

Σε όλους τους πολυκύτταρους οργανισμούς ο κυτταρικός θάνατος 

παίζει σημαντικό ρόλο κατά τη διάρκεια φυσιολογικών διαδικασιών, ιδιαίτερα 

κατά τη διάρκεια της εμβρυογένεσης και της μεταμόρφωσης. Η διαδικασία 

κατά την οποία ένας πολυκύτταρος οργανισμός επάγει κυτταρικό θάνατο με 

μια σειρά ελεγχόμενων σταδίων που οδηγούν σε τοπικά και χρονικά ορισμένη 

αυτό‐καταστροφή στα κύτταρα του, ονομάστηκε το 1964 προγραμματισμένος 

κυτταρικός θάνατος (programmed cell death, PCD). Με αυτό τον τρόπο 

διαχωρίστηκε ο κυτταρικός θάνατος ο οποίος είναι ελεγχόμενος από τη 

νέκρωση η οποία έχει τα χαρακτηριστικά οξείας βλάβης του ιστού και 

προκαλεί φλεγμονώδη αντίδραση. Ανάλογα με το διαφορετικό μηχανισμό ο 

οποίος οδηγεί σε κυτταρικό θάνατο, προκύπτουν και διαφορετικές 

μορφολογίες στα κύτταρα [235]. Ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος 

(PCD) μπορεί να επιτευχθεί επίσης με διαφορετικούς μηχανισμούς. Η 

απόπτωση και η αυτοφαγία είναι κάποιοι από αυτούς. Η συμπύκνωση της 

χρωματίνης δεν αποτελεί χαρακτηριστικό της αυτοφαγίας η οποία 

πραγματοποιείται μέσω εκτεταμένου αυτοφαγικού εγκλεισμού του 

κυτταροπλάσματος σε κενοτόπια [235]. 
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Με τον όρο απόπτωση περιγράφεται η διαδικασία που ακολουθείται 

μέσω βιοχημικών διεργασιών που οδηγούν σε ελεγχόμενη κυτταρική 

αυτοκαταστροφή και σε μορφολογικά χαρακτηριστικά όπως η 

στρογγυλοποίηση του κυττάρου, η συμπύκνωση της χρωματίνης, η 

κατάτμηση του πυρήνα, η απώλεια του δυναμικού της μιτοχονδριακής 

μεμβράνης (ΔΨm) κ.α. Έχουν περιγραφεί δύο κύρια μονοπάτια της 

απόπτωσης, το «ενδογενές» (intrinsic) και το «εξωγενές» (extrinsic), με τo 

πρώτο να πραγματοποιείται μέσω μετάδοσης σημάτων από τη διάτρηση της 

μιτοχονδριακής μεμβράνης, με ρύθμιση της οικογένειας πρωτεϊνών Bcl2/Bax, 

ενώ το δεύτερο μέσω ενεργοποίησης των TNF υποδοχέων θανάτου (death 

receptors, DRs). Τα δύο αυτά μονοπάτια μπορεί να απαντηθούν και 

ταυτόχρονα στο κύτταρο. 

 Στα κύτταρα των πολυκύτταρων οργανισμών, οι κασπάσες, μια ομάδα 

πρωτεασών κυστεΐνης με υψηλό βαθμό συντήρησης οι οποίες 

ενεργοποιούνται ειδικά στα αποπτωτικά κύτταρα έχουν συνδεθεί άμεσα με τη 

διαδικασία της απόπτωσης [236]. Με την ενεργοποίηση τους, οι κασπάσες 

κόβουν επιλεκτικά συγκεκριμένες πρωτεΐνες αμέσως μετά από ένα αμινοξύ 

ασπαρτικού οξέος ή γλουταμικού οξέος της αμινοξικής αλληλουχίας με 

αποτέλεσμα την απενεργοποίηση της πρωτεΐνης αυτής [237-239]. Έχει 

αναφερθεί σε κάποιες περιπτώσεις οι κασπάσες να ενεργοποιούν κάποιες 

πρωτεΐνες είτε άμεσα, αποκόπτοντας ένα αρνητικό τομέα ρύθμισης, είτε 

έμμεσα απενεργοποιώντας μια ρυθμιστική υπομονάδα. Πρόσφατα, έχουν 

διαπιστωθεί μονοπάτια που οδηγούν στην απόπτωση στα οποία δεν 

λαμβάνουν μέρος οι κασπάσες αλλά γίνονται με τη βοήθεια των κατεψινών, 

των καλπαϊνών και των πρωτεάσων του πρωτεασώματος [235]. 

Στους μονοκύτταρους οργανισμούς όπως τα κινητοπλαστοειδή 

Trypanosoma και Leishmania έχει βρεθεί μια διαδικασία που προσομοιάζει με 

την απόπτωση. Χαρακτηριστικά αποπτωτικού θανάτου όπως η 

στρογγυλοποίηση του κυττάρου, η εμφάνιση φωσφατιδυλοσερίνης στην 

εξωτερική πλευρά της πλασματικής μεμβράνης, η απώλεια του δυναμικού της 

μεμβράνης των μιτοχονδρίων, η διάσπαση του DNA σε πολλαπλά 

διανουκλεοσωματικά κλάσματα (DNA ladder formation), η παραγωγή 

δραστικών μορφών οξυγόνου (ROS), η υπεροξείδωση λιπιδίων, η αύξηση 

των ενδοκυτταρικών επιπέδων Ca2+, η διατήρηση της συνέχειας της 
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πλασματικής μεμβράνης μέχρι τα τελευταία στάδια της διαδικασίας, η 

απελευθέρωση του κυτοχρώματος c και η μετατόπιση της μιτοχονδριακής 

ενδονουκλεάσης G (EndoG) από το μιτοχόνδριο στον πυρήνα, 

παρατηρήθηκαν σε in vitro καλλιέργειες L. donovani προμαστιγωτών στατικής 

φάσης μετά από στέρηση θρεπτικών συστατικών [240] ή μετά από επαγωγή 

κυτταρικού θανάτου στο παράσιτο από παράγοντες που ενεργοποιούν την 

απόπτωση και στα κύτταρα θηλαστικών, όπως αναστολείς κινασών 

(σταυροσπορίνη, withaferin A, ανάλογα ιντιρουμπίνης 6BIO και 5-Me-6BIO) 

και το υπεροξείδιο του υδρογόνου [191, 235, 241-246]. Παρόμοια 

χαρακτηριστικά, στρογγυλοποίηση του κυττάρου και διάσπαση του DNA σε 

πολλαπλά διανουκλεοσωματικά κλάσματα παρατηρούνται και στo T. brucei 

μετά από επαγωγή RNAi κινασών όπως η GSK-3 και η CRK3 [233]. Στις 

τρυπανοσωματίδες δεν έχουν βρεθεί ομόλογες πρωτεΐνες με τις κασπάσες 

των θηλαστικών. Παρόλα αυτά, κατά τη διάρκεια του κυτταρικού θανάτου που 

προσομοιάζει με απόπτωση, έχει δειχθεί ότι ενεργοποιούνται πρωτεάσες 

σχετιζόμενες με κασπάσες οι οποίες έχουν ονομαστεί μετακασπάσες [231]. 

Επιπλέον, υποδοχείς TNF και μέλη της οικογένειας Bcl, τα οποία συνδέονται 

άρρηκτα με την απόπτωση στα ανώτερα ευκαρυωτικά κύτταρα, δεν υπάρχουν 

στις τρυπανοσωματίδες που σημαίνει πως τα μονοπάτια της απόπτωσης 

διαφέρουν ανάμεσα στους πρώιμους αυτούς εξελικτικά ευκαρυωτικούς 

οργανισμούς και στα ανώτερα θηλαστικά αλλά το γεγονός αυτό δεν μπορεί να 

αποκλείσει την παραδοχή ότι τα παράσιτα αυτά φαίνεται να διαθέτουν τους 

βασικούς μηχανισμούς «αυτοκαταστροφής». Στα ενδοκυττάρια παράσιτα 

Leishmania έχει ανακαλυφθεί και η άμεση και ολοκληρωτική διάσπαση του 

πυρηνικού DNA μέσω του L-arginine-μονοξειδίου του αζώτου (NO) 

μεταβολικού μονοπατιού το οποίο παράγουν τα μακροφάγα του θηλαστικού 

ξενιστή. Ο κυτταρικός αυτό θάνατος των ενδοκυττάριων παρασίτων 

προσομοιάζει με την μη-εξαρτώμενη από κασπάσες απόπτωση, αφού 

ρυθμίζεται από πρωτεάσες άλλες εκτός των κασπασών του πρωτεοσώματος 

[247-249]. 

Είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι έχει βρεθεί πως τα παράσιτα 

Leishmania ‘εκμεταλλεύονται’ τη διαδικασία της απόπτωσης για να 

μπορέσουν να επιβιώσουν ενδοκυτταρικά στα κύτταρα του ξενιστή. Πιο 

συγκεκριμένα, έχει δειχθεί ότι μετά την εισαγωγή των προμαστιγωτών στο 
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θηλαστικό τελικό ξενιστή, υπάρχει υψηλό ποσοστό αποπτωτικών παρασίτων, 

που χαρακτηρίζονται από στρογγυλή κυτταρική μορφολογία, συμπύκνωση 

του γενετικού υλικού του πυρήνα καθώς και αναστολή της ανάπτυξης και 

κυτταρικής διαίρεσης τους [250]. Πειράματα διαχωρισμού κυτταρικών 

πληθυσμών (cell sorting) έχουν δείξει ότι εάν αφαιρεθούν τα αποπτωτικά 

παράσιτα, μειώνεται η μολυσματικότητα των ζωντανών παρασίτων που 

σημαίνει ότι κάποια παράσιτα ‘θυσιάζονται’ έτσι ώστε να γίνει εφικτή η 

ενδοκυτταρική επιβίωση των ζωντανών μολυσματικών παρασίτων στο 

κύτταρο-ξενιστή [245, 251]. 

Οι διαφορές στους μηχανισμούς της απόπτωσης ανάμεσα στο 

παράσιτο και στον ξενιστή, μπορεί να βοηθήσουν στην ανακάλυψη θεραπείας 

για τις παρασιτικές ασθένειες [252]. Έχουν βρεθεί διάφοροι παράγοντες που 

επάγουν την αποπτωτική διαδικασία στα παράσιτα όπως το θερμικό σοκ 

[253-256], οι δραστικές μορφές οξυγόνου (ROS) [242, 248, 249], οι συνθήκες 

στέρησης τροφής [257], τα αντιμικροβιακά πεπτίδια [258, 259] οι μεταλλάξεις 

σε κυκλο‐ρυθμιζόμενα γονίδια [260], καθώς και τα αντιπαρασιτικά φάρμακα 

[261-265]. Τα περισσότερα αντιπαρασιτικά φάρμακα έχουν βρεθεί ότι 

επάγουν αποπτωτικό θάνατο στα παράσιτα. Ειδικότερα, επώαση των 

παρασίτων L. donovani με άλατα του αντιμονίου (Pentostam) προκαλεί 

παραγωγή ελεύθερων ριζών οξυγόνου (ROS), αύξηση της συγκέντρωσης των 

ενδοκυτταρικών επιπέδων Ca2+ στο παράσιτο και στον ξενιστή και τελικά 

διάσπαση του πυρηνικού DNA των παρασίτων και έκθεση της 

φωσφατιδυλοσερίνης στην εξωτερική επιφάνεια της κυτταρικής τους 

μεμβράνης [240, 266, 267]. Με παρόμοιο τρόπο δρουν και τα φάρμακα 

Αμφοτερικίνη Β και Μιλτεφοσίνη τα οποία επάγουν κυτταρικό θάνατο με 

αποπτωτικά χαρακτηριστικά [240, 268, 269]. Τέλος, σε πειραματικό επίπεδο 

έχει δειχθεί ότι οι ιντιρουμπίνες 6BIO και 5-Μe-6BIO μέσω της αναστολής των 

κινασών CRK3 και GSK-3, οδηγούν τα παράσιτα L. donovani σε αποπτωτικό 

θάνατο [191].  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΣΚΟΠΟΣ 

Όπως ήδη περιγράφηκε, η λεϊσμανίαση, η ανθρώπινη αφρικάνικη 

τρυπανοσωμίαση και η αμερικάνικη τρυπανοσωμίαση αποτελούν τις 

λεγόμενες παραμελημένες ασθένειες που όμως απειλούν μεγάλο ποσοστό 

του ανθρώπινου πληθυσμού και είναι αιτία θνησιμότητας κυρίως στις 

αναπτυσσόμενες χώρες. Παράλληλα, οι αναπτυγμένες χώρες απειλούνται 

ολοένα και περισσότερο από τις ασθένειες αυτές καθώς εξωγενείς 

παράγοντες όπως οι ραγδαίες μεταβολές των περιβαλλοντικών και 

κλιματολογικών συνθηκών (αύξηση της θερμοκρασίας, συχνότητα 

βροχοπτώσεων) και οι κοινωνικοπολιτικές αλλαγές (μετανάστευση 

πληθυσμών, αύξηση της φτώχειας σε αναπτυγμένες χώρες) βοηθούν στην 

εξάπλωση των ασθενειών σε χώρες μη ενδημικές μέχρι στιγμής. Μάλιστα, η 

λεϊσμανίαση αποτελεί σημαντικό πρόβλημα Δημόσιας Υγείας και Κτηνιατρικής 

σημασίας στις Μεσογειακές χώρες [89, 270] ενώ τα περιστατικά ανθρώπινων 

αλλά και κτηνιατρικών κρουσμάτων στην Ελλάδα αυξάνονται ραγδαία [96]. 

Εφόσον η ανάπτυξη εμβολίων είναι αρκετά δύσκολο να πραγματοποιηθεί και 

η χημειοθεραπεία που χρησιμοποιείται για την αντιμετώπιση των ασθενειών 

αυτών είναι γενικά αναποτελεσματική, κυρίως εξαιτίας της εμφάνισης 

ανθεκτικότητας στη φαρμακευτική αγωγή και των ισχυρών παρενεργειών [90], 

είναι επιτακτική ανάγκη να αναπτυχθούν νέα, αποτελεσματικά φάρμακα για τη 

στοχευμένη θεραπεία των νόσων αυτών [90, 271]. 

Τα παράσιτα που προκαλούν τις ασθένειες (Leishmania, T. brucei, T. 

cruzi) όπως περιγράφηκε ανήκουν στις τρυπανοσωματίδες και έχουν 

διγενετικό κύκλο ζωής. Τα παράσιτα αυτά είναι ικανά να προσαρμόζονται στο 

περιβάλλον τόσο του ασπόνδυλου όσο και του σπονδυλωτού ξενιστή λόγω 

της μοναδικής τους κυτταρικής βιολογίας. Τα διαφορετικά γένη παρασίτων 

παρουσιάζουν ομοιότητες αλλά και κάποιες σημαντικές διαφορές τόσο στο 

κυτταρικό κύκλο όσο και στη κυτταρική τους βιολογία όπως περιγράφεται 

παραπάνω. Η μοναδική κυτταρική βιολογία των παρασίτων μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για την ταυτοποίηση μορίων-στόχων του παρασίτου οι οποίοι 

διαφέρουν από τα μόρια του θηλαστικού ξενιστή. Η ταυτοποίηση των μορίων 
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αυτών θα βοηθήσει στην ανάπτυξη νέων στοχευμένων χημειοθεραπευτικών 

προσεγγίσεων [195, 209, 210, 272]. Πιθανά μόρια-στόχοι των παρασίτων 

θεωρούνται οι πρωτεϊνικές κινάσες όπως οι CDK, MAP, GSK, DYRK και 

AURORA [191, 195, 196, 209, 218]. Μάλιστα, οι περισσότερες προσπάθειες 

εύρεσης θεραπείας γίνονται με έλεγχο αντιπαρασιτικής δράσης βιβλιοθηκών 

αναστολέων κινασών και με προσδιορισμό αναστολέων που να στοχεύουν 

επιλεκτικά τις κινάσες του παρασίτου, χωρίς να προκαλούν βλάβη στον τελικό 

ξενιστή [196, 211]. Πρόσφατα έχει δειχθεί ότι η GSK-3 κινάση του T. brucei 

αποτελεί πιθανό μόριο-στόχο για τη θεραπεία της τρυπανοσωμίασης [205] 

ενώ μια ομάδα ουσιών, οι ιντιρουμπίνες οι οποίες στοχεύουν τη λεϊσμανιακή 

LdGSK-3s και τη CRK3 έχουν ισχυρή αντιλεϊσμανιακή δράση in vitro [191].  

Στο εργαστήριο Μοριακής Παρασιτολογίας του Ελληνικού Ινστιτούτου 

Παστέρ, μελετήθηκε μια βιβλιοθήκη ιντιρουμπινών και ανέδειξε ισχυρούς 

αναστολείς της λεϊσμανιακής ανάπτυξης [191]. Στη συνέχεια, στην ίδια μελέτη 

ταυτοποιήθηκε η CRK3 ως κύριος στόχος των αναστολέων αντί της LdGSK-

3s (με εξαίρεση των 5-Me-6BIO και 6-BIA) σε αντίθεση με το κύριο στόχο στα 

κύτταρα θηλαστικών ο οποίος είναι η GSK-3β [191]. Η διαφοροποίηση αυτή 

στην επιλεκτικότητα του στόχου των ιντιρουμπινών που ελέγχτηκαν, οφείλεται 

στις διαφορές που βρέθηκαν στα αμινοξέα του ενεργού κέντρου της 

λεϊσμανιακής και της ανθρώπινης GSK-3 [191]. Σε διαφορετικές μελέτες έχει 

δειχθεί ότι η στόχευση της λεϊσμανιακής κινάσης CRK3 από αναστολείς, δεν 

αντιστοιχεί πάντα σε αντιλεϊσμανιακή δράση [218, 222]. Για το λόγο αυτό, η 

επιλεκτικότητα ενός πιθανού αντιπαρασιτικού αναστολέα προς την κινάση 

LdGSK-3s έναντι της CRK3 είναι επιθυμητό χαρακτηριστικό για την εύρεση 

στοχευμένης θεραπείας. Στο T. cruzi έχουν μελετηθεί οι CDK ομόλογες 

κινάσες του παρασίτου, οι TzCRK3 και TzCRK1 [219] αλλά μέχρι στιγμής δεν 

έχει μελετηθεί η TzGSK-3. Στα παράσιτα T. brucei και T. cruzi δεν έχει 

μελετηθεί η αντιπαρασιτική δράση των ιντιρουμπινών, οι οποίοι είναι ισχυροί 

αναστολείς της ανθρώπινης GSK-3 και άλλων κινασών (CDKs, DYRKs, 

Aurora).  

Κύριος στόχος της παρούσας διατριβής είναι η μελέτη αναστολέων 

(ιντιρουμπίνες) ως προς την αντιπαρασιτική τους δράση in vitro ή/και in vivo 

έναντι των ειδών Leishmania donovani, Trypanosoma brucei και 

Trypanosoma cruzi και η διερεύνηση της πιθανής επιλεκτικότητας των 
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αναστολέων αυτών έναντι των παρασιτικών κινασών και ειδικότερα προς την 

παρασιτική GSK-3. Η μελέτη αυτή έχει ως σκοπό να διερευνηθεί ο ρόλος της 

GSK-3 στα γένη των παρασίτων Leishmania και Trypanosoma και να 

αναγνωριστούν πιθανοί στοχευμένοι GSK-3 αναστολείς για ορθολογικό 

σχεδιασμό καινούριων και αποτελεσματικών φαρμάκων για την αντιμετώπιση 

αυτών των παρασιτικών ασθενειών. Για την επίτευξη των στόχων αυτών 

πραγματοποιήθηκαν οι παρακάτω επιμέρους διεργασίες: 

 έλεγχος καινούριας βιβλιοθήκης ιντιρουμπινών με ποικιλία 

υποκαταστάσεων για προσδιορισμό καινούριων αντιλεϊσμανιακών 

αναστολέων, 

  διερεύνηση ιντιρουμπινικών υποκαταστάσεων που να παρουσιάζουν 

αυξημένη επιλεκτικότητα προς την LdGSK-3s έναντι της CRK3  

 έλεγχος επιλεγμένων ιντιρουμπινών ως προς την αντιλεϊσμανιακή τους 

δράση in vivo σε πειραματικό μοντέλο σπλαχνικής λεϊσμανίασης 

 έλεγχος βιβλιοθήκης ιντιρουμπινών με ποικιλία υποκαταστάσεων για 

προσδιορισμό της αντιτρυπανοσωμικής τους δράσης in vitro έναντι των 

παρασίτων T. brucei  

 έλεγχος βιβλιοθήκης ιντιρουμπινών με ποικιλία υποκαταστάσεων για 

προσδιορισμό αναστολής της TbGSK-3s  

 μελέτη της δράσης της κινάσης TbGSK-3s του παρασίτου T. brucei με τη 

χρήση χημικών αναστολέων της και γενετικών μελετών στο κυτταρικό 

κύκλο και τον κυτταρικό θάνατο του παρασίτου 

 έλεγχος βιβλιοθήκης ιντιρουμπινών με ποικιλία υποκαταστάσεων για 

προσδιορισμό της αντιτρυπανοσωμικής τους δράσης in vitro έναντι των 

παρασίτων T. cruzi 

 έλεγχος επιλεγμένων ιντιρουμπινών ως προς την αντιτρυπανοσωμική τους 

δράσης in vivo σε πειραματικό μοντέλο αμερικάνικης τρυπανοσωμίασης 

 

Οι χημικοί αναστολείς που χρησιμοποιήθηκαν (ιντιρουμπίνες) συντέθηκαν 

στο εργαστήριο Φαρμακογνωσίας και Χημείας Φυσικών Προϊόντων του 

Τμήματος Φαρμακευτικής του ΕΚΠΑ, σε συνεργασία με τον Καθηγητή Α.-Λ. 

Σκαλτσούνη. 
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Τα αποτελέσματα που προέκυψαν αναμένεται να συμβάλουν στην 

διαλεύκανση του βιολογικού ρόλου της GSK-3 στα παράσιτα, καθώς και στη 

διερεύνηση/ταυτοποίηση της GSK-3 σαν μόριο-στόχο θεραπευτικών 

προσεγγίσεων που να βασίζονται στην αναστολή του κυτταρικού κύκλου και 

στο σχεδιασμό καινούριων πιο αποτελεσματικών φαρμάκων για αυτές τις 

παραμελημένες παρασιτικές ασθένειες. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

ΥΛΙΚΑ-ΜΕΘΟΔΟΙ 

3.1 Υλικά 

3.1.1 Αντιδραστήρια 

Χρησιμοποιήθηκαν τα αντιδραστήρια: 

•Κοινά χημικά αναλυτικού τύπου καθώς και χημικά υψηλού βαθμού 

καθαρότητας (>99%) για τις τεχνικές Μοριακής Βιολογίας (Sigma, Fluka, 

Merck, BDH, Applichem). 

•Περιοριστικές ενδονουκλεάσες (NEB, Roche), DNA πολυμεράση (Phusion 

high‐fidelity, Finnzymes), T4 λιγάση (Roche), αλκαλική φωσφατάση (ΝΕΒ). 

•Πρωτεϊνάση Κ (Macherey‐Nagel, Applichem), Λυσοζύμη (Sigma), Rnase A 

(Sigma), Απροτινίνη (Applichem), Πεπστατίνη (Sigma). 

•DNA δείκτες μοριακών μεγεθών, 100bp και 1kb DNA ladder (NEB). 

•Πρωτεΐνες αναφοράς χαμηλού μοριακού βάρους (Low Molecular Weight 

Calibration kit for SDS electrophoresis, GE Healthcare). 

•Μόρια εκκινητές για την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Thermo). 

•Σύστημα απομόνωσης πλασμιδιακού DNA από βακτήρια (Macherey‐Nagel). 

•Σύστημα για τον καθαρισμό DNA από πήκτωμα αγαρόζης NucleoSpin 

Extract II (Macherey‐Nagel). 

•Θρεπτικά υλικά για τις βακτηριακές καλλιέργειες: Τρυπτόνη, εκχύλισμα 

ζύμης, άγαρ (Applichem). 

•Θρεπτικά υλικά για τις κυτταροκαλλιέργειες: RPMI‐1640 (Life Technologies), 

M199 (Biochrom AG), Schneider’s (SIGMA, S-9895) ορός από έμβρυο 

μόσχου (FBS, Gibco), απενεργοποιημένος στους 56oC για 30 λεπτά (min). 

•Διάλυμα Hepes (Gibco). 

•Αντιβιοτικά για τις κυτταροκαλλιέργειες: πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη (Gibco), 

υγρομυκίνη Β (Invitrogen), Geneticin (G418) (Applichem), Nourseothricin 

(Jena Bioscience), 

•Άλλα αντιβιοτικά: αμπικιλλίνη (Bristol-Myers Squibb) 

•Alamar Blue αντιδραστήριο για τα πειράματα κυτταρικής επιβίωσης 

(Biosource AG).  
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•Για την ανίχνευση της απόπτωσης: Apoptosis detection kit (R&D systems), 

TUNEL fluorescein apoptosis detection kit (Roche). 

•Στήλη νικελίου (Ni‐NTA Superflow resin, Quiagen, Macherey‐Nagel). 

•Kinase-Glo® Luminescent Kinase Assay kit 

3.1.2 Αναλώσιμα υλικά 

•Δοκιμαστικοί σωλήνες 15 και 50ml (Sarstedt, Greiner). 

•Πλαστικά ακρορύγχια (tips) (Greiner). 

•Αποστειρωμένες πλαστικές ορολογικές πιπέτες (Sarstedt). 

•Πλαστικοί σωλήνες “eppendorf” 1,5ml (Greiner). 

•Πλαστικοί σωλήνες για PCR 0,2ml (Kisker). 

•Κυψελίδες 0,1cm για ηλεκτροδιάταση (Gene Pulser Cuvette Biorad) για 

βακτήρια. 

•Πλαστικές κυψελίδες μιας χρήσης (Sarstedt). 

•Φίλτρα με διάμετρο πόρου 0,2 και 0,45μm (Sartorius). 

•Μεμβράνη νιτροκυτταρίνης για μεταφορά πρωτεϊνών Hybond C (GE 

Healthcare). 

•Φλάσκες καλλιέργειας παρασίτων 25 και 50cm2 (Nunc). 

•Τρυβλία κυτταροκαλλιεργειών και πλάκες 24 και 96 φρεατίων για 

κυτταροκαλλιέργειες (Sarstedt). 

•Αποστειρωμένοι πλαστικοί ξύστες (Sarstedt). 

•Κρυοπροστατευτικοί σωλήνες 1,5ml (Nunc). 

•Αιμοκυτταρόμετρα (Malassez, για τη μέτρηση παρασίτων/ Neubauer για τη 

μέτρηση κυττάρων θηλαστικών). 

•Πλαστικοί σωλήνες κυτταρομετρίας των 5ml (BD Biosciences). 

•Χαρτί διήθησης 3ΜΜ (Whatmann). 

•Τρυβλία για στερεές καλλιέργειες βακτηρίων (Sarstedt, Greiner). 

•Μεμβράνη διαπίδυσης (Spectrum) 

•Τρυβλία κυτταροκαλλιεργειών και πλάκες 96 φρεατίων για 

κυτταροκαλλιέργειες (Sarstedt). 

3.1.3 Εργαστηριακός εξοπλισμός 

•Συσκευές κάθετης ηλεκτροφόρησης (Mini‐Protean II, Maxi‐Protean Biorad) 

για την ανάλυση πρωτεϊνών και συσκευή μεταφοράς πρωτεϊνών σε 

νιτροκυτταρίνη (Mini Trans‐Blot, Biorad). 
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•Συσκευές οριζόντιας ηλεκτροφόρησης για την ανάλυση DNA (Owl Buffer 

Puffer™, Model A5 της ThermoFischer Scientific). 

•Ζυγοί: μικροζυγός ακριβείας και αναλυτικός ζυγός (430‐33, Kern και AE50, 

Mettler αντίστοιχα). 

•Υδατόλουτρο (ED13, Julabo). 

•Πεχάμετρο (Orion 2‐Star pH Benchtop Meter, Thermo Scientific). 

•Vortex, θερμαινόμενη πλάκα, μαγνητικοί αναδευτήρες (MS2 minishaker της 

ΙΚΑ, Bioblock Scientific της Sybron/Thermolyne και SB162 της Stuart 

αντίστοιχα). 

•Πιππέτες μεταβλητού όγκου 1000μl/200μl/20μl και 2μl (Pippetman P1000, 

P200, P20 και U2 της Gilson αντίστοιχα). 

•Θάλαμος κάθετης νηματικής ροής (Eurocyt 120, FluFrance). 

•Επωαστήρας για την καλλιέργεια ευκαρυωτικών κυττάρων (Ηeraeus Hera 

cell 150). 

•Επωαστήρας 25οC για την καλλιέργεια παρασίτων (Shel‐lab). 

•Επωαστήρας για την καλλιέργεια βακτηρίων υπό ανάδευση (Lab Tech). 

•Κυτταρομετρητής ροής (FACS CALIBUR, Becton‐Dickinson). 

•Φασματοφωτόμετρο (Perkin Elmer, Lambda Bio10). 

•Συσκευή PCR (MJ Research, PTC‐200). 

•Μικροφυγόκεντρος και επιτραπέζια φυγόκεντρος (Eppendorf 5410 και 

Thermo, αντίστοιχα). 

•Φυγόκεντρος εξάτμισης υπό κενό Centrifugal Evaporator (Labconco 

CentriVap Concentrator). 

•Σύστημα 3 συσκευών για μετασχηματισμό βακτηρίων και παρασίτων με 

ηλεκτροδιάταση (Gene Pulser, Pulse Controller, Gene Transformer, Biorad). 

•Ξηραντήρας πηκτών υπό κενό (Model 583 Gel Dryer/ HydroTech Vacuum 

Pump, Bio‐Rad). 

•Σύστημα σάρωσης οθονών αποτύπωσης ραδιενέργειας (PhosphorImager, 

Molecular Dynamics Storm). 

•Συσκευή υπερήχων (Virsonic 475 Ultrasonic Cell Disrupter, Virtis). 

•Σύστημα φωτογράφησης πηκτών αγαρόζης σε UV (Alphaimager, 

AlphaInnotech Corp.) 
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•Μικροσκόπια: Ανάστροφο μικροσκόπιο (Axiovert 40C, Zeiss), TCSSP Leica 

συνεστιακό μικροσκόπιο φθορισμού, μικροσκόπιο φθορισμού Zeiss. 

3.1.4 Αντισώματα 

Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν είναι τα ακόλουθα: 

•Συζευγμένα με υπεροξειδάση αντι‐ισοτυπικά αντισώματα, έναντι των 

ανοσοσφαιρινών του κουνελιού και του ποντικού (Pierce). 

•Πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης 

Ran-GTPase, που παρασκευάσθηκε στο εργαστήριο. 

•Πολυκλωνικό αντίσωμα ποντικού IgG His‐probe (Acris antibodies). 

•Πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού (anti‐rabbit IgG), συζευγμένο με την 

πράσινη φθορίζουσα χρωστική Alexa Fluor 488 (Mol. probes). 

Χρησιμοποιήθηκε σαν δεύτερο αντίσωμα σε ανοσοφθορισμούς. 

•Πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού (anti‐rabbit IgG), συζευγμένο με την 

κόκκινη φθορίζουσα χρωστική Alexa Fluor 546 (Mol. probes). 

Χρησιμοποιήθηκε σαν δεύτερο αντίσωμα σε ανοσοφθορισμούς. 

•Πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης 

LdGSK-3short, που παρασκευάσθηκε στο εργαστήριο. 

•Πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της β-τουμπουλίνης (Santa Cruz 

Biotechnology). 

3.1.5 Διαλύματα 

Για την παρασκευή όλων των διαλυμάτων χρησιμοποιήθηκε 

δις‐απεσταγμένο απιονισμένο νερό (ddH2O). Τα θρεπτικά υλικά για τις 

καλλιέργειες των βακτηρίων, καθώς και τα ρυθμιστικά διαλύματα για τις 

διάφορες τεχνικές DNA και τις καλλιέργειες των ευκαρυωτικών κυττάρων, 

αποστειρώθηκαν σε υγρό κλίβανο για 20 λεπτά (min) σε συνθήκες 15lb/in2 και 

θερμοκρασία 120oC, ή φιλτραρίστηκαν σε φίλτρα με διάμετρο πόρων 0,2μm. 

PBS pH 7,4 (1lt), 10X 

NaCl 80g 

NaH2PO4∙H20 12g 

KCl 2g 

KH2PO4 2g 
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Διαλύματα ηλεκτροφόρησης DNA 

Ρυθμιστικό διάλυμα (pH 8,0) 
ηλεκτροφόρησης ΤΒΕ (1lt), 10X 

 Διάλυμα “φόρτωσης” δείγματος DNA 
(loading buffer), 6X 

Tris‐base 108g 
 Χρωστική μπλέ της 

βρωμοφαινόλης 
0,25% (w/v) 

Η3ΒΟ3 55g  Σουκρόζη 40% (w/v) 

0,5Μ EDTA pH 
8,0 

40ml 
   

 

Διαλύματα ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών (SDS-PAGE) 

Διάλυμα ακρυλαμιδίου 30% (w/v) (100ml) 

Ακρυλαμίδιο (C3H5NO) 29,2g 

Ν,Ν‐μεθυλεν‐ 

δισακρυλαμίδιο(C7H10N2O2) 
0,8g 

 

Πήκτωμα διαχωρισμού (separating gel) 12% 
(5ml) (pH 8,8) 

 Πήκτωμα συσσώρευσης (stacking gel) 4% 
(w/v) (5ml) (pH 6,8) 

1,5M Tris‐HCl pH 8.8 1,3ml  1M Tris‐HCl pH6,8 0,63ml 

SDS 10% (w/v) 0,05ml  SDS 10% (w/v) 0,05ml 

Διάλυμα ακρυλαμιδίου 30% 
(w/v) 

2ml 
 Διάλυμα ακρυλαμιδίου 

30% (w/v) 
0,83ml 

Υπερθειϊκό αμμώνιο 10% (w/v) 
(APS) 

50μl 
 Υπερθειϊκό αμμώνιο 

10% (w/v) (APS) 
50μl 

TEMED 2μl  TEMED 5μl 

ddH2O 1,7ml  ddH2O 3,4ml 

 

Διάλυμα «φόρτωσης» δείγματος πρωτεϊνών 
(5X Laemli sample buffer, 20ml) 

 Διάλυμα ηλεκτροφόρησης (500ml) 

SDS 2% (w/v) 2g  Tris‐base 1.5g 

60mM Tris‐HCl pH6,8 4ml  Γλυκίνη 7g 

β‐μερκαπτοαιθανόλη 5% 
(v/v) 

5ml 
 

SDS 20% (w/v) 5ml 

Γλυκερόλη 10% (v/v) 10ml    

Μπλε της βρωμοφαινόλης 
0,01% (w/v) 

1ml 1% (w/v) μπλε της 

βρωμοφαινόλης 
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Διάλυμα χρώσης (Coomasie stain) 
 Διάλυμα χρώσης (Colloidal Coomasie 

stain) 

Χρωστική Coomasie 
R‐250 

0,25% (w/v) 
 Χρωστική 

Coomasie G‐250 
0,25% (w/v) 

Μεθανόλη 40% (v/v)  Μεθανόλη 25% (v/v) 

Οξικό οξύ 10% (v/v)  Θειϊκό αμμώνιο 8% (w/v) 

  
 Ορθο‐φωσφορικό 

οξύ 
1,6% (v/v) 

 

Διάλυμα αποχρωματισμού (destain buffer)  Διάλυμα αποχρωματισμού (destain buffer 
για colloidal coomasie stain) 

Μεθανόλη 25% (v/v)  

Οξικό οξύ 10% (v/v)  Μεθανόλη 25% (v/v) 

 

Διαλύματα ανοσοαποτύπωσης πρωτεϊνών (Western blot) 

Διάλυμα ηλεκτρομεταφοράς πρωτεϊνών 
(transfer buffer), 1lt 

 Διάλυμα χρώσης νιτροκυτταρίνης 
Ponceau S 

Tris‐base 3g  Ponceau S 1mg/ml 

Γλυκίνη 14g  Οξικό οξύ 7% (v/v) 

Μεθανόλη 20% (v/v)    

 

TBS pH7,4 (1lt) 10X 
 Διάλυμα 3’,3’ διαμινοβενζιδίνης 

(DAB) για εμφάνιση Western blot 

Tris‐base 60,57g  TBS 1X 10ml 

NaCl 87,66g  DAB 100μl 

   Η2Ο2 30% (v/v) 6μl 

 

Διαλύματα απομόνωσης πλασμιδιακού DNA 

Διάλυμα P1  Διάλυμα P2 

Tris‐HCl, pH 8,0 50mM  NaOH 200mM 

EDTA 10mM  SDS 1% (w/v) 

RNase A 100μg/ml    

Διάλυμα P3 

Οξικό κάλιο (pH 5,0) 3M 
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Διαλύματα για την απομόνωση πρωτεϊνών με τη χρήση στήλης νικελίου 

Διάλυμα λύσης βακτηρίων  Διάλυμα ΝPΙ10 (pH 8,0 με NaOH) 

ΝaH2PO4 50mM  ΝaH2PO4 50mM 

NaCl 300mM  NaCl 300mM 

Λυσοζύμη Μερικοί κόκκοι  Ιμιδαζόλιο 10mM 

Triton X‐100 0,1% (v/v)    

PMSF 1mM    

Πεπστατίνη 4μg/ml    

Απροτινίνη 4μg/ml    

Ιμιδαζόλιο 20mM    

 

Διάλυμα λύσης για: 

L. donovani (LG13-LdGSK-3s-Sat) 

SF-9- TbGSK-3s 

 Διάλυμα λύσης  

L. mexicana-CRK3 

ΝaH2PO4 50mM  MOPS 50mM 

NaCl 300mM  NaCl 100mM 

EDTA 1mM  EDTA 1mM 

EGTA 1mM  EGTA 1mM 

NaVO3 1mM  NaVO3 1mM 

NaF 10mM  NaF 10mM 

Triton X‐100 1% (v/v)  Triton X‐100 1% (v/v) 

PMSF  1mM  PMSF  1mM 

Πεπστατίνη 5μg/ml  Πεπστατίνη 5μg/ml 

Απροτινίνη 1:500  Απροτινίνη 1:500 

Φαιναθρολίνη 1mM  Φαιναθρολίνη 1mM 

Ιμιδαζόλιο 10mM  Ιμιδαζόλιο 10mM 
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Διάλυμα DΝPΙ20 (pH 8,0 με NaOH) 
 Διάλυμα DΝPΙ50 (pH 8,0 με NaOH) 

ΝaH2PO4 50mM 
 

ΝaH2PO4 50mM 

NaCl  300mM  NaCl 300mM 

Ιμιδαζόλιο  20mM 
 

Ιμιδαζόλιο 50mM 

 

Διάλυμα DΝPΙ150 (pH 8,0 με NaOH) 
 Διάλυμα DΝPΙ250 (pH 8,0 με 

NaOH) 

ΝaH2PO4 50mM 
 

ΝaH2PO4 50mM 

NaCl  300mM  NaCl 300mM 

Ιμιδαζόλιο  150mM 
 

Ιμιδαζόλιο 250mM 

 

3.1.6 Φορείς κλωνοποίησης  

Ο πλασμιδιακός φορέας pTriex 1.1 (Novagen) χρησιμοποιήθηκε για 

την ετερόλογη έκφραση της ΤbGSK-3s σε βακτήρια και σε βακιλοϊούς. Το 

γονίδιο κλωνοποιήθηκε στη θέση BamHI-XhoI του πολυσυνδέτη, η οποία 

επιτρέπει την προσθήκη μιας αλληλουχίας έξι συνεχών αμινοξέων ιστιδίνης 

(6xHis tag) στο καρβόξυ-τελικό άκρο της TbGSK-3s (Εικόνα 28Α). Το 

πλασμίδιο pTriex 1.1 φέρει γονίδιο, που προσδίδει ανθεκτικότητα στο 

αντιβιοτικό αμπικιλλίνη. Επίσης περιέχει τον υποκινητή T7 της λακτόζης, ο 

οποίος επάγεται από το μόριο-επαγωγέας β-ισοπροπυλο-D-θειογαλακτοζίδιο 

(IPTG), με αποτέλεσμα την έκφραση της TbGSK-3s συντηγμένης με την 

αλληλουχία 6xHis-tag. Τα βακτήρια έκφρασης BL21(DE3)pLysS και ο 

βακιλοϊός χρησιμοποιήθηκαν για την έκφραση της ανασυνδυασμένης TbGSK-

3s. 

Ο πλασμιδιακός φορέας pLEXSY-sat (pF4X1.4sat) (Jena Bioscience) 

χρησιμοποιήθηκε για την επισωμική έκφραση της ΤbGSK-3s στην 

Leishmania. Το γονίδιο ΤbGSK-3s συντηγμένο με αλληλουχία (His)6 

κλωνοποιήθηκε στη θέση NcoI/NotI της περιοχής stuffer (Εικόνα 28Β). Το 
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πλασμίδιο pLEXSY-sat κωδικοποιεί  την streptothricine acetyltransferase, που 

προσδίδει ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό nourseothricin. 

  

 

Εικόνα 28. A) Ο πλασμιδιακός φορέας pTriEx-1.1., B) Ο πλασμιδιακός φορέας pLexsy-
sat. 

3.1.7 Εναρκτήρια μόρια 

Οι αλληλουχίες των εναρκτήριων μορίων που χρησιμοποιήθηκαν για 

την ενίσχυση του γονιδίου TbGSK-3s (Tb427.10.13780) από T. brucei 

(BSF90-13 Lister 427) γενωμικό DNA είναι οι εξής: 

TbGSK-3s F: 5’-GTGTGGATCCAATGTCGCTCAACCTTACCGA-3’ 

TbGSK-3s R: 5’-GAGACTCGAGCTTCTTCAGCAGATACTCCC-3’ 

Η αλληλουχία του εναρκτήριου μορίου TbGSK-3s F (Forward), είναι 

συμπληρωματική του 5΄άκρου του γονιδίου της TbGSK-3s. Η αλληλουχία του 

εναρκτήριου μορίου TbGSK-3s R (Reverse), είναι συμπληρωματική του 3΄ 

άκρου του γονιδίου της TbGSK-3s. Το προϊόν της αντίδρασης PCR που 

ενισχύεται, έχει μήκος 1059 ζευγαριών βάσεων (bp).  
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3.1.8 Στελέχη παρασίτων – Κυτταρικές σειρές 

Χρησιμοποιήθηκαν τα στελέχη παρασίτων: 

 Leishmania donovani, LG13, MON-31, MHOM/ET/0000/HUSSEN 

 Trypanosoma brucei, BSF90-13 Lister 427 

  Τrypanosoma cruzi (Y strain, discrete typing unit II) Επίσης, 

χρησιμοποιήθηκαν τα ανασυνδυασμένα παράσιτα: 

 Leishmania donovani LG13-sat 

 Leishmania donovani LG13-sat–LdGSK-3short 

 Leishmania donovani sat-LdGSK-3short-K49R 

 L. mexicana mexicana (MNYC/BZ/62/M379) με γονότυπο CRK3::Hyg, 

CRK3::Ble, pTEXCRK3 his [199]. 

 T. brucei, BSF90-13 Lister 427, GSK1 

Επίσης χρησιμοποιήθηκαν: η κυτταρική σειρά μακροφάγων ποντικού J774.1 

της ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA), η κυτταρική 

σειρά LLC-MK2 κυττάρων και η κυτταρική σειρά εντόμων SF-9 από το έντομο 

Spodoptera frugiperda.   

3.1.9 Χημική βιβλιοθήκη 

Η χημική βιβλιοθήκη αποτελείται από 69 ιντιρουμπίνες, που 

προσφέρθηκαν από το εργαστήριο Φαρμακογνωσίας και Χημείας Φυσικών 

Προϊόντων του Τμήματος Φαρμακευτικής του ΕΚΠΑ. Οι ιντιρουμπίνες 

διαλυτοποιήθηκαν στον οργανικό διαλύτη dimethylsulfoxide (DMSO), σε 

αρχική συγκέντρωση 10 mΜ, και με διαδοχικές αραιώσεις, σε συγκεντρώσεις 

1mM και 100 μΜ σε DMSO. Στην πορεία του πειράματος, οι ιντιρουμπίνες 

αραιώθηκαν στο υλικό κυτταροκαλλιέργειας, ώστε να επιτευχθούν οι 

επιθυμητές τελικές συγκεντρώσεις. Τα ανάλογα ιντιρουμπινών που 

ελέγχθηκαν για την αντιπαρασιτική δράση τους περιλαμβάνουν 

υποκαταστάσεις στις θέσεις 3’, 5, 6 και 7 του μορίου της ιντιρουμπίνης. 

Επίσης, δύο ανάλογα ελέγχθηκαν ταυτόχρονα με τις Ν-μέθυλο 

υποκαταστάσεις τους, καθώς αυτή η τροποποίηση καθιστά τα μόρια αδρανή 

ως αναστολείς κινασών [182]. 
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3.2 Μέθοδοι 

3.2.1 Κλωνοποιήσεις 

3.2.1.1 Απομόνωση γενωμικού DNA από παράσιτα 

 Η μέθοδος της φαινόλης χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση 

γενωμικού DNA από τα παράσιτα. Αρχικά τα παράσιτα φυγοκεντρούνται στις 

1700 στροφές ανά λεπτό (rpm) για 10 λεπτά (min). Αποχύνεται το 

υπερκείμενο και το ίζημα το οποίο περιέχει τα παράσιτα, πλένεται με ίσο όγκο 

παγωμένο PBS και τα παράσιτα φυγοκεντρούνται στις ίδιες συνθήκες. Το 

πλύσιμο επαναλαμβάνεται μία ακόμα φορά. Τελικά, στο ίζημα των παρασίτων 

προστίθεται διάλυμα λύσης παρασίτων σε τέτοιο αναλογία ώστε 108 παράσιτα 

να περιέχονται ανά 0,5ml διαλύματος λύσης παρασίτων. Αφού αναδιαλυθεί το 

ίζημα στο διάλυμα λύσης, προσθέτουμε SDS 0,5% (w/v), πρωτεϊνάση Κ 100 

μg/ml και RNase Α 100 μg/ml. Tο δείγμα μας επωάζεται για 16 ώρες (h) στους 

550C. Μετά το πέρας των 16h προσθέτουμε ίσο όγκο φαινόλης και το δείγμα 

φυγοκεντρείται στις 3500rpm για 10 min. Συλλέγουμε την ανώτερη υδατική 

φάση στην οποία περιέχεται το DNA. Σε αυτή προσθέτουμε ίσο όγκο 

διαλύματος φαινόλης/χλωροφορμίου 1:1 (v/v) και φυγοκεντρούμε στις 

3500rpm για 10 min. Η ανώτερη υδατική φάση συλλέγεται εκ νέου και 

προστίθεται σε αυτή ίσος όγκος χλωροφορμίου. Επαναφυγοκεντρούμε στις 

3500rpm για 10 min και συλλέγουμε την ανώτερη υδατική φάση, στην οποία 

το DNA κατακρημνίζεται με προσθήκη 1/10 του όγκου οξικού νατρίου 3Μ με 

pH 5,2 και 2,5 όγκους αιθανόλης 100% (v/v). Το δείγμα αφήνεται στους 4οC 

για 10 min για να κατακρημνιστεί το DNA. Αν δεν παρατηρηθεί καταβύθιση 

ιζήματος στο δείγμα μας, τότε αυτό τοποθετείται στους -20οC για 16h. Στη 

συνέχεια, το δείγμα φυγοκεντρείται στις 3500rpm για 15 min και στο ίζημα που 

προκύπτει προστίθεται ίσος όγκος διαλύματος αιθανόλης 70% (v/v) και 

ξαναφυγκοκεντρούμε στις 3500rpm για 15 min. Ακολoυθεί εξάτμιση του 

διαλύτη και αναδιάλυση του DNA σε ddH2O. Η συγκέντρωση του DNA στο 

παρασκεύασμα προσδιορίζεται με μέτρηση της απορρόφησης στα 260nm 

από τη σχέση 1 OD260nm = 50 μγ DNA/ml διαλύματος, ενώ η καθαρότητα του 

προσδιορίζεται από το λόγο O.D.260nm/O.D.280nm. Καθαρά 

παρασκευάσματα DNA έχουν O.D.260nm /O.D.280nm=1,8-2,00. Τέλος, η 

ποιότητα του DNA ελέγχεται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. 
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3.2.1.2 Ενίσχυση αλληλουχίας DNA με αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης (PCR) 

 Με την ενίσχυση μιας αλληλουχίας DNA με τη μέθοδο της αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) καθίσταται δυνατή η ανίχνευση αυτής της 

αλληλουχίας. Η μέθοδος αυτή καταλύεται από μια DNA πολυμεράση, 

ανθεκτική σε υψηλές θερμοκρασίες, η οποία χρησιμοποιεί μονόκλωνο DNA 

ως εκμαγείο για να συνθέσει μια νέα συμπληρωματική αλυσίδα. Προκειμένου 

η DNA πολυμεράση να ξεκινήσει τη σύνθεση της αλυσίδας αυτής, είναι 

απαραίτητη η παρουσία ενός μικρού τμήματος δίκλωνου DNA και για το λόγο 

αυτό προστίθενται στην αντίδραση δύο ολιγονουκλεοτίδια ως εναρκτήρια 

μόρια (εκκινητές, primers) για το πολυμερισμό των συμπληρωματικών 

αλυσίδων DNA. Οι εκκινητές κατασκευάζονται έτσι ώστε να είναι 

συμπληρωματικοί με τις αλυσίδες της μήτρας DNA στα δύο άκρα του 

τμήματος DNA που πρόκειται να ενισχυθεί. Το μέγεθος των εκκινητών πρέπει 

να είναι μεγαλύτερο από 17 βάσεις, η θερμοκρασία τήξης του δίκλωνου DNA, 

όπου λαμβάνει χώρα ο αποχωρισμός των αλυσίδων (Tm), να είναι 50-650C 

και η περιεκτικότητα στις βάσεις GC να είναι 40-60%, έτσι ώστε να πληρούν οι 

εκκινητές τα κριτήρια για να εξασφαλίζεται η πιστότητα της διαδικασίας.  

Στο πρώτο στάδιο της διαδικασίας πραγματοποιείται αποδιάταξη της 

μήτρας DNA με θέρμανση. Στη συνέχεια, πραγματοποιείται πτώση της 

θερμοκρασίας έτσι ώστε να υβριδοποιηθούν οι εκκινητές με τις 

συμπληρωματικές αλυσίδες της μήτρας DNA. Γενικός κανόνας είναι η 

θερμοκρασία υβριδοποίησης Τa να είναι μεγαλύτερη από την Tm των 

εκκινητών. Τέλος, με τη βοήθεια της DNA πολυμεράσης πραγματοποιείται ο 

πολυμερισμός των νέων αλυσίδων DNA. Τα τρία παραπάνω στάδια 

αποτελούν έναν κύκλο στην αντίδραση PCR. Ο κύκλος αυτός 

επαναλαμβάνεται πολλές φορές ενώ τα προϊόντα κάθε κύκλου 

χρησιμοποιούνται ως μήτρα DNA στους επόμενους κύκλους. 

Στα πλαίσια αυτής της εργασίας, η PCR χρησιμοποιήθηκε για: 

Α. Ενίσχυση της αλληλουχίας της TbGSK-3s από γενωμικό DNA 

Β. Ενίσχυση της αλληλουχίας της TbGSK-3s-(His)6 από το κλωνοποιημένο 

πλασμίδιο pTriex 1.1 
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A. Ενίσχυση της αλληλουχίας της TbGSK-3short από γενωμικό DNA 

Η μήτρα DNA που χρησιμοποιήθηκε ήταν T. brucei (BSF90-13, Lister 

427) γενωμικό DNA και το γονίδιο που ενισχύθηκε είχε μήκος 1059 ζευγών 

βάσεων. Το μείγμα των αντιδράσεων PCR περιείχε: 

 

Ρυθμιστικό διάλυμα Phusion DNA πολυμεράσης (5x)  10μl  

dNTPs (10mM)         1μl 

TbGSK-3s πρόσθιος εκκινητής (50 pmol/μl)      1μl 

TbGSK-3s οπίσθιος εκκινητής (50 pmol/μl)     1μl 

dd H2O                35,5μl 

Γενωμικό DNA (100 ng/ μl)                 1μl 

Phusion DNA πολυμεράση (2U/ μl)              0,5μl 

Τελικός όγκος αντίδρασης                       50μl 

 

Το πρόγραμμα της αντίδρασης PCR που χρησιμοποιήθηκε ήταν το εξής: 

Στάδιο Θερμοκρασία Χρόνος 

Αρχική αποδιάταξη 95οC 4 min 

   

Ακολουθούν επτά κύκλοι με τις παρακάτω συνθήκες: 

Αποδιάταξη 95οC 30s (δευτερόλεπτα) 

Υβριδοποίηση 55οC 30s 

Πολυμερισμός 72οC 40s 

   

Ακολουθούν είκοσι-οκτώ κύκλοι με τις παρακάτω συνθήκες: 

Αποδιάταξη 95οC 30s 

Υβριδοποίηση 60οC 30s 

Πολυμερισμός 72οC 30s 

   

Ακολουθεί τελικός πολυμερισμός: 

Τελικός πολυμερισμός 72οC 10 min 

Η αντίδραση τερματίζεται στους 40C. 
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Μετά την ολοκλήρωση των κύκλων ενίσχυσης τα προϊόντα της αντίδρασης 

PCR αναλύονται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1% (w/v). 

Β. Ενίσχυση της αλληλουχίας της TbGSK-3s-(His)6 από το 

κλωνοποιημένο πλασμίδιο pTriex 1.1 

Η μήτρα DNA που χρησιμοποιήθηκε ήταν το ανασυνδυασμένο 

πλασμίδιο pTriEx-1.1-TbGSK-3s-(His)6. Το μείγμα των αντιδράσεων PCR 

περιείχε: 

 

Ρυθμιστικό διάλυμα Phusion DNA πολυμεράσης (5x)           10μl  

dNTPs (10mM)                               1μl 

TbGSK-3short πρόσθιος εκκινητής (50 pmol/μl)             1μl 

TbGSK-3short-6Ηis οπίσθιος εκκινητής (50 pmol/μl)            1μl 

dd H2O                                  35,5μl 

Γενωμικό DNA (100 ng/ μl)                                                       1μl 

Phusion DNA πολυμεράση (2U/ μl)                                        0,5μl 

Τελικός όγκος αντίδρασης                                                  50 μl 

 

Το πρόγραμμα της αντίδρασης PCR που χρησιμοποιήθηκε ήταν το εξής: 

Στάδιο Θερμοκρασία Χρόνος 

Αρχική αποδιάταξη 98οC 30s 

Ακολουθούν επτά κύκλοι με τις παρακάτω συνθήκες: 

Αποδιάταξη 98οC 10s 

Υβριδοποίηση 55οC 20s 

Πολυμερισμός 72οC 20s 

Ακολουθούν είκοσι-οκτώ κύκλοι με τις παρακάτω συνθήκες: 

Αποδιάταξη 98οC 10s 

Υβριδοποίηση 60οC 20s 

Πολυμερισμός 72οC 20s 

Ακολουθεί τελικός πολυμερισμός: 

Τελικός πολυμερισμός 72οC 10 min 

Η αντίδραση τερματίζεται στους 40C. 
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Μετά την ολοκλήρωση των κύκλων ενίσχυσης τα προϊόντα της αντίδρασης 

PCR αναλύονται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1% (w/v). 

3.2.1.3 Ανάλυση DNA σε πήκτωμα αγαρόζης 

 Με την εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου σε οριζόντιο πήκτωμα αγαρόζης 

(ηλεκτροφόρηση) διαχωρίζονται τα μόρια DNA με βάση το μέγεθος τους. Πιο 

συγκεκριμένα, τα μόρια DNA είναι φορτισμένα αρνητικά λόγω του ιονισμού 

των φωσφορικών ομάδων τους και επομένως μετακινούνται προς το θετικό 

πόλο. Η μετακίνηση αυτή γίνεται με ταχύτητα αντιστρόφως ανάλογη προς το 

μέγεθος των μορίων DNA και έτσι τα μόρια αυτά διαχωρίζονται μεταξύ τους 

στο πήκτωμα. Πηκτώματα αγαρόζης 0,8-2% (w/v) χρησιμοποιήθηκαν 

ανάλογα με το μέγεθος των μορίων DNA που έπρεπε να διαχωριστούν. Η 

ηλεκτροφόρηση του πηκτώματος έγινε σε θερμοκρασία δωματίου, σε 

ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης TBE 1x στο οποίο είχε προστεθεί 

0,5μg/ml βρωμιούχου αιθιδίου (EtBr). Τα δείγματα DNA μετά από προσθήκη 

διαλύματος “φόρτωσης” δείγματος, ηλεκτροφορήθηκαν με σταθερό ρεύμα 

τάσης 100volts. Για το σωστό προσδιορισμό του μεγέθους των προς εξέταση 

μορίων DNA, παράλληλα με αυτά αναλύθηκαν και τμήματα DNA γνωστών 

μοριακών μεγεθών. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης το πήκτωμα εκτίθεται 

σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV) μήκους κύματος 302nm, οπότε και 

προσδιορίζονται οι θέσεις που έχουν μεταναστεύσει τα μόρια του DNA, με 

βάση το μέγεθός τους. Αυτό οφείλεται στην ενσωμάτωση της φθορίζουσας 

χρωστικής EtBr μεταξύ των αζωτούχων βάσεων του DNA. Στη συνέχεια, το 

πήκτωμα αγαρόζης φωτογραφίζεται με τη συσκευή φωτογράφησης. 

3.2.1.4 Απομόνωση και καθαρισμός DNA από πήκτωμα αγαρόζης 

 Για τον καθαρισμό DNA κατασκευάζονται παρασκευαστικά πηκτώματα 

αγαρόζης στα οποία ηλεκτροφορούνται τα δείγματά μας. Μετά το πέρας της 

ηλεκτροφόρησης το τμήμα του πηκτώματος που περιέχει τη ζώνη του DNA με 

το επιθυμητό μέγεθος, κόβεται και από αυτό γίνεται καθαρισμός του DNA με 

τη χρήση του Nucleospin Extract II (Macherey‐ Nagel) και ακολουθώντας τις 

οδηγίες του κατασκευαστή. Συνοπτικά, στο τμήμα πηκτώματος το οποίο έχει 

κοπεί και περιέχει το τμήμα DNA που μας ενδιαφέρει, προστίθεται διάλυμα 

ΝΤΙ σε ποσότητα ανάλογη του βάρους του κομματιού πηκτώματος (200μl 

ΝΤΙ/100mg πηκτώματος). Το δείγμα θερμαίνεται σε θερμοκρασία 50οC για 
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5‐10 min μέχρι να λιώσει το πήκτωμα. Στη συνέχεια, το δείγμα τοποθετείται 

στην ειδική στήλη η οποία περιέχεται στο κιτ και φυγοκεντρείται για 30s στα 

11.000g. Η στήλη πλένεται μια φορά με 700μl διαλύματος ΝΤ3 και ακολούθως 

αφήνεται να στεγνώσει. Τέλος, το DNA που έχει προσδεθεί στη στήλη 

εκλούεται με προσθήκη 25μl ddH20. 

Η συγκέντρωση καθώς και η ποιότητα του απομονωμένου DNA 

ελέγχεται με ηλεκτροφόρηση σε καινούριο πήκτωμα αγαρόζης.  

3.2.1.5 Καθαρισμός προϊόντων PCR  

Στις περιπτώσεις που πρέπει να απομακρυνθούν τα άλατα, τα ένζυμα, 

τα ολιγονουκλεοτίδια καθώς και άλλες προσμίξεις από το υδατικό διάλυμα των 

προϊόντων PCR, χρησιμοποιήθηκε το Nucleospin Extract II (Macherey‐Nagel), 

ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή. Συνοπτικά, στο δείγμα της PCR 

προστίθεται διπλάσιος όγκος διαλύματος ΝΤΙ και στη συνέχεια το δείγμα 

τοποθετείται στην ειδική στήλη που περιέχεται στο κιτ. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση 30s στα 11.000g. Η στήλη πλύθηκε μια φορά με 700μl 

διαλύματος ΝΤ3 και αφήνεται να στεγνώσει. Τέλος, το DNA που έχει 

προσδεθεί στη στήλη εκλούεται με προσθήκη 25μl ddH20. 

 Η συγκέντρωση καθώς και η ποιότητα του απομονωμένου DNA 

ελέγχεται με ηλεκτροφόρηση σε καινούριο πήκτωμα αγαρόζης.  

3.2.1.6 Πέψη DNA με περιοριστικές ενδονουκλεάσες  

 Η πέψη των δειγμάτων DNA γίνεται με τις περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες, οι οποίες αναγνωρίζουν μικρές αλληλουχίες DNA και κόβουν 

τη δίκλωνη αλυσίδα DNA σε ειδικές θέσεις στο εσωτερικό ή σε γειτονικό 

σημείο της αλληλουχίας αναγνώρισης. Μια μονάδα (1U) περιοριστικής 

ενδονουκλεάσης αντιστοιχεί στη ποσότητα του ενζύμου που απαιτείται για την 

πλήρη πέψη 1μg καθαρού DNA σε διάστημα 1h. Κατά τις πειραματικές 

συνθήκες, το DNA που χρησιμοποιούμε προς πέψη είναι μερικώς 

καθαρισμένο, επομένως συνήθως απαιτείται μεγαλύτερος χρόνος επώασης 

του δείγματος μας με την περιοριστική ενδονουκλεάση ή και περισσότερη 

ποσότητα αυτής ανά μg DNA έτσι ώστε να επιτευχθεί πλήρης πέψη. Παρόλα 

αυτά, ο όγκος του περιοριστικού ενζύμου που προστίθεται δεν πρέπει να 

ξεπερνά το 1/10 του τελικού όγκου της αντίδρασης, γιατί η γλυκερόλη που 
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περιέχεται στο διάλυμα φύλαξης του ενζύμου μπορεί να επηρεάσει την 

αντίδραση. 

Για τα πειράματα της παρούσας διατριβής χρησιμοποιήθηκε η 

παρακάτω αναλογία για την πέψη των δειγμάτων DNA: 2-3U περιοριστικού 

ενζύμου/1μg DNA/20μl (τελικός όγκος αντίδρασης). Η συγκέντρωση αλάτων 

και η θερμοκρασία της πέψης εξαρτώνται από τα περιοριστικά ένζυμα που 

χρησιμοποιούνται στην εκάστοτε πειραματική διαδικασία και ορίζονται από 

τον παρασκευαστή των περιοριστικών ενδονουκλεάσων.  

3.2.1.7 Κλωνοποίηση του προϊόντος της αντίδρασης PCR σε 

πλασμιδιακό φορέα  

Προκειμένου να πραγματοποιηθεί η κλωνοποίηση του προϊόντος PCR 

στον πλασμιδιακό φορέα επιλογής, πρέπει να πραγματοποιηθεί πέψη και 

στον ίδιο τον πλασμιδιακό φορέα και μάλιστα με τις ίδιες περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες που χρησιμοποιήθηκαν για την πέψη του προϊόντος PCR. 

Αφού πραγματοποιηθεί η πέψη στο πλασμιδιακό φορέα, ακολουθεί 

αποφωσφορυλίωση αυτού με τη χρήση αλκαλικής φωσφατάσης από έντερο 

μοσχαριού (calf intestinal alkaline phosphatase, CIP), η οποία 

αποφωσφορυλιώνει τα 5’ άκρα του γραμμικού πλασμιδιακού DNA. Η 

διαδικασία αυτή πραγματοποιείται προς αποφυγή επανασύνδεσης των άκρων 

του πλασμιδιακού φορέα που έχουν προκύψει από τη δράση των 

περιοριστικών ενδονουκλεασών. 

Συγκεκριμένα, σε 10μg γραμμικού πλασμιδιακού DNA προστίθενται 

10U CIP σε ρυθμιστικό διάλυμα αποφωσφορύλιωσης και το μείγμα επωάζεται 

στους 37oC για 20 min. Ακολούθως, πραγματοποιείται η κλωνοποίηση του 

γραμμικού πλασμιδιακού DNA με το προϊόν της PCR με τη χρήση της Τ4 DNA 

λιγάσης. Σε τελικό όγκο 10μl περιέχεται το γραμμικό πλασμιδιακό DNA, η 

αντίστοιχη ποσότητα του προς κλωνοποίηση μορίου DNA, 1U Τ4 DNA 

λιγάσης (1U/μl) και 1μl ρυθμιστικού διαλύματος λιγάσης (10x) και η αντίδραση 

πραγματοποιείται στους 16oC για 16h. Τέλος, η επιτυχία της αντίδρασης 

ελέγχθηκε με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. 

3.2.1.8 Μετασχηματισμός βακτηρίων 

 Ο μετασχηματισμός των βακτηρίων εξαρτάται από τα επιδεκτικά 

βακτήρια που χρησιμοποιούνται. Συγκεκριμένα, γίνεται χημικός 
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μετασχηματισμός στα βακτήρια E. coli TOP10F και στα βακτήρια έκφρασης E. 

coli Bl21(DE3)pLysS, ενώ στα βακτήρια E. coli DH5a ο μετασχηματισμός 

γίνεται με ηλεκτροδιάτρηση. 

 Η διαδικασία που ακολουθείται για την πραγματοποίηση του χημικού 

μετασχηματισμού περιγράφεται παρακάτω: 

Σε 100μl επιδεκτικών βακτηρίων που φυλάσσονται στους -80οC προστίθεται 

1μl (που περιέχει 50ng DNA) από την αντίδραση κλωνοποίησης και το μείγμα 

διατηρείται στον πάγο για 20 min. Στη συνέχεια, τα βακτήρια τοποθετούνται 

στους 42οC για 90s και αμέσως μεταφέρονται στον πάγο για 5 min. Ακολουθεί 

προσθήκη 1ml προθερμασμένου στους 37οC θρεπτικό υλικό LB χωρίς 

αντιβιοτικό. Τα μετασχηματισμένα πλέον βακτήρια τοποθετούνται σε 

επωαστικό θάλαμο στους 37οC για 1h υπό ανάδευση (200rpm). Τέλος, 

επιστρώνονται σε στέρεο θρεπτικό υλικό που περιέχει αμπικιλλίνη (100μg/ml). 

Το τρυβλίο επωάζεται στους 37οC για 16h έτσι ώστε να προκύψουν αποικίες. 

Από τις αποικίες που θα προκύψουν επιλέγονται περίπου 10 για να ελέγξουμε 

την αντίδραση ανασυνδυασμού.  

Η διαδικασία που ακολουθείται για την πραγματοποίηση της 

ηλεκτροδιατήρησης (electroporation) στα βακτήρια DH5a περιγράφεται 

παρακάτω: 

Σε 50 μl επιδεκτικών βακτηρίων προστίθεται 1-2 μl (50 ng DNA) από 

την αντίδραση κλωνοποίησης και το μείγμα μεταφέρεται σε κυψελίδα 0,1 cm. 

Αφού επωαστεί στον πάγο για 1 min, στα άκρα της κυψελίδας εφαρμόζεται 

τάση με την ενεργοποίηση της συσκευής που παράγει τον ηλεκτρικό παλμό. 

Για το σκοπό αυτό η συσκευή Gene Pulser έχει ρυθμιστεί στα 25 μF και 1,8 

ΚV και η συσκευή Pulse Controller στα 200 Ωhm. Για να είναι επιτυχής ο 

μετασχηματισμός των βακτηρίων ο ηλεκτρικός παλμός πρέπει να παρουσιάζει 

χρόνο εκπόλωσης (time constant) 4,5-5 msec. Αμέσως μετά τον παλμό, 

προστίθεται 1 ml θρεπτικού υλικού LB χωρίς αντιβιοτικό στην κυψελίδα και τα 

μετασχηματισμένα βακτήρια επωάζονται στους 370C για 1h. Μετά την 

επώαση, τα βακτήρια επιστρώνονται σε στερεό θρεπτικό σε τρυβλίο Petri 

παρουσία αμπικιλλίνης (100μg/ml). Το τρυβλίο επωάζεται στους 37οC για 16h 

έτσι ώστε να προκύψουν αποικίες. Από τις αποικίες που θα προκύψουν 

επιλέγονται περίπου 10 για να ελέγξουμε την αντίδραση ανασυνδυασμού.  
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3.2.1.8.1 Προετοιμασία επιδεκτικών κυττάρων E. coli BL21(DE3)pLysS 

Βακτήρια προερχόμενα από αποθηκευμένο κλώνο στους ‐80oC, 

επιστρώθηκαν σε στερεό θρεπτικό LB σε τρυβλίο παρουσία αντιβιοτικού 

επιλογής (στη συγκεκριμένη περίπτωση αμπικιλλίνη, 100μg/ml) και 

επωάστηκαν στους 37οC για 16h. Την επόμενη ημέρα μια αποικία επιλέχθηκε 

και επωάστηκε σε 10ml υγρού θρεπτικού υλικού LB παρουσία αντιβιοτικού 

επιλογής (στη συγκεκριμένη περίπτωση αμπικιλλίνη, 100μg/ml) σε 

θερμοκρασία 37οC. Τα βακτήρια αναπτύχθηκαν μέχρι την μέση‐λογαριθμική 

φάση ανάπτυξης έτσι ώστε η συγκέντρωση τους να μην υπερβαίνει τα 108 

κύτταρα/ml. Στη συνέχεια τα βακτήρια επωάστηκαν στον πάγο για 10 min και 

φυγοκεντρήθηκαν στα 2500g για 10 min σε θερμοκρασία 4oC. Στη συνέχεια, 

το υπερκείμενο απορρίφθηκε και το βακτηριακό ίζημα επαναιωρήθηκε σε 

10ml στείρου παγωμένου διαλύματος 0,1Μ CaCl2. Τα επαναιωρημένα 

βακτήρια επωάστηκαν στον πάγο για ακόμα 10 min. Επαναλήφθηκε η 

φυγοκέντρηση όπως και προηγουμένως. Το υπερκείμενο απορρίφθηκε και το 

βακτηριακό ίζημα επαναιωρήθηκε σε 2ml 0,1Μ CaCl2. Τα επαναιωρημένα 

βακτήρια μοιράζονται σε ποσότητες 100‐200μl και φυλάσσονται στους ‐80oC. 

3.2.1.8.2 Προετοιμασία επιδεκτικών κυττάρων E. coli DH5a 

Βακτήρια προερχόμενα από αποθηκευμένο κλώνο στους ‐80oC, 

επιστρώθηκαν σε στερεό θρεπτικό LB σε τρυβλίο παρουσία αντιβιοτικού 

επιλογής (στη συγκεκριμένη περίπτωση αμπικιλλίνη, 100μg/ml) και 

επωάστηκαν στους 37οC για 16h. Την επόμενη ημέρα μια αποικία επιλέχθηκε 

και επωάστηκε σε 10ml υγρού θρεπτικού υλικού LB παρουσία αντιβιοτικού 

επιλογής (στη συγκεκριμένη περίπτωση αμπικιλλίνη, 100μg/ml) σε 

θερμοκρασία 37οC για 16h. Στη συνέχεια, η καλλιέργεια των 10ml 

ενσωματώθηκε σε 1l θρεπτικού υλικού LB και επωάστηκε μέχρι η τιμή της 

οπτικής πυκνότητας να φτάσει την τιμή 0.6 (OD600=0.6). Ακολούθησε 

επώαση της βακτηριακής καλλιέργειας στον πάγο για 15 min και 

φυγοκεντρήση στα 1500g για 15 min σε θερμοκρασία 4oC. Το υπερκείμενο 

απορρίφθηκε και το βακτηριακό ίζημα πλύθηκε δυο φορές με 250ml 

παγωμένου ddH2O, ενώ στη συνέχεια επαναιωρείται με την προσθήκη 10ml 

παγωμένου διαλύματος 10% (v/v) γλυκερόλης. Τα βακτήρια φυγοκεντρήθηκαν 

και το υπερκείμενο απορρίφθηκε. Τέλος, το βακτηριακό ίζημα επαναιωρήθηκε 
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σε ίσο όγκο παγωμένου διαλύματος 10% (v/v) γλυκερόλης. Τα 

επαναιωρημένα βακτήρια μοιράζονται σε ποσότητες 100‐200μl και 

φυλάσσονται στους -80oC. 

3.2.1.9 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από καλλιέργεια βακτηρίων  

 Για να μπορέσουμε να ταυτοποιήσουμε την ύπαρξη θετικών αποκιών 

απομονώνουμε πλασμιδιακό DNA σε μικρή κλίμακα (miniprep). Έτσι, από 

υγρές καλλιέργειες εμβολιασμένες με αποικίες μετασχηματισμένων βακτηρίων 

απομονώνεται γρήγορα μικρή ποσότητα πλασμιδιακού DNA όπως 

περιγράφεται παρακάτω. 

 Αρχικά, μια αποικία μετασχηματισμένων βακτηρίων εμβολιάζεται σε 5 

ml θρεπτικό υλικό αντιβιοτικού επιλογής (στη συγκεκριμένη περίπτωση 

αμπικιλλίνη, 100μg/ml) και ακολουθεί επώαση με ανάδευση στους 370C για 

περίπου 16h. Το ίζημα των βακτηριακών κυττάρων, μετά από φυγοκέντρηση, 

διαλύεται με έντονη ανάδευση σε 100μl διαλύματος P1 και στη συνέχεια 

προστίθενται 200μl διαλύματος P2 (διάλυμα λύσης). Ακολουθεί επώαση για 5 

min σε θερμοκρασία δωματίου και στη συνέχεια προστίθενται 150μl 

διαλύματος P3 και το δείγμα φυγοκεντρείται στις 10.000 rpm για 10 min σε 

θερμοκρασία δωματίου. Το υπερκείμενο περιέχει πλασμιδιακό DNA και RNA, 

ενώ το μεγαλύτερο χρωμοσωμικό DNA συμπαρασύρεται από τα βακτηριακά 

υπολείμματα στο ίζημα. Στο υπερκείμενο προστίθεται 1 ml αιθανόλης, η οποία 

κατακρημνίζει το πλασμιδιακό DNA και το RNA. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 

10.000 rpm για 10 min και απομάκρυνση του υπερκειμένου. Tο ίζημα 

ξεπλένεται με αιθανόλη 70% (v/v) και μετά την εξάτμιση του διαλύτη, 

αναδιαλύεται σε 40 μl ddH2O. Το πλασμιδιακό DNA ελέγχεται στη συνέχεια με 

πέψη με περιοριστικές ενδονουκλεάσες, οπότε και εντοπίζονται οι κλώνοι που 

φέρουν το επιθυμητό ανασυνδυασμένο πλασμίδιο. 

Με την απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεγάλη κλίμακα (maxi prep) 

πραγματοποιείται απομόνωση μεγάλης ποσότητας υψηλής καθαρότητας 

πλασμιδιακού DNA, που απαιτείται σε περιπτώσεις κλωνοποίησης τμημάτων 

DNA, βακτηριακού μετασχηματισμού και έκφρασης ανασυνδυασμένων 

πρωτεϊνών σε ένα πλασμιδιακό φορέα. Συγκεκριμένα, μία αποικία 

μετασχηματισμένων βακτηρίων εμβολιάζεται σε 5 ml θρεπτικό υλικό 

αντιβιοτικού επιλογής (στη συγκεκριμένη περίπτωση αμπικιλλίνη, 100μg/ml) 
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και ακολουθεί επώαση με ανάδευση στους 370C για περίπου 16h. Όγκος 1 ml 

από την παραπάνω καλλιέργεια εμβολιάζεται σε 500 ml θρεπτικό υλικό και 

ακολουθεί επώαση με ανάδευση στους 370C για περίπου 16h. Την επόμενη 

μέρα, η καλλιέργεια φυγοκεντρείται στις 5.000 rpm για 10 min στους 40C. Το 

βακτηριακό ίζημα αναδιαλύεται με ισχυρή ανάδευση σε 10 ml διαλύματος P1 

και το δείγμα τοποθετείται σε πάγο. Στη συνέχεια, προσθέτουμε 10 ml 

διαλύματος P2 και ύστερα από ήπια ανάδευση και επώαση για 5 min σε 

θερμοκρασία δωματίου, προσθέτουμε και 10 ml διαλύματος P3. Το δείγμα 

επωάζεται στον πάγο για 20 min και το υπερκείμενο διηθείται με 

υαλοβάμβακα και μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα. Ταυτόχρονα, γίνεται 

προετοιμασία της κολώνας, με προσθήκη 10 ml διαλύματος QBT. Στην 

κολώνα τοποθετείται το υπερκείμενο και στη συνέχεια διάλυμα QC (2 x 30 ml). 

Τελικά, γίνεται έκλουση του πλασμιδιακού DNA με 15ml διαλύματος QF. Στο 

έκλουσμα, προστίθενται 10,5ml ισοπροπανόλης και το μείγμα φυγοκεντρείται 

στις 11.000 rpm για 30 min στους 40C, οπότε και καθιζάνει το πλασμιδιακό 

DNA. Το ίζημα ξεπλένεται με αιθανόλη 70% (v/v) και μετά την εξάτμιση του 

διαλύτη αναδιαλύεται σε 300 μl ddH2O. 

3.2.1.10 Υγρή και στερεή καλλιέργεια βακτηρίων-Φύλαξη βακτηρίων 

Τα διάφορα βακτηριακά στελέχη E. coli καλλιεργούνται σε υγρό 

θρεπτικό υλικό LB, παρουσία αντιβιοτικού επιλογής (στη συγκεκριμένη 

περίπτωση αμπικιλλίνη, 100μg/ml) με συνεχή ανάδευση σε επωαστικό 

θάλαμο στους 370C. Οι στερεές καλλιέργειες γίνονται σε τρυβλία Petri, σε LB 

που περιέχει άγαρ 1,5% (w/v), παρουσία αντιβιοτικού επιλογής (στη 

συγκεκριμένη περίπτωση αμπικιλλίνη, 100μg/ml), για 16-24h στους 370C. Τα 

βακτήρια φυλάσσονται για μεγάλα χρονικά διαστήματα στους -200C και -800C 

σε θρεπτικό υλικό παρουσία γλυκερόλης 50% (v/v). Οι υγρές καλλιέργειες 

μπορούν να διατηρηθούν στους 40C για διάστημα 1-2 ημερών. Οι στερεές 

καλλιέργειες διατηρούνται επίσης στους 40C για μικρό χρονικό διάστημα. 

3.2.1.11 Παραγωγή, συμπύκνωση, τιτλοποίηση και συντήρηση 

ανασυνδιασμένων Βακιλοϊών 

Για τη δημιουργία των ανασυνδιασμένων βακιλοϊών χρησιμοποιείται το 

BaculoGold DNA ο οποίος είναι ένας τροποποιημένος AcNPV DNA βακιλοϊός 

που περιέχει μια θανατηφόρα διαγραφή και δεν κωδικοποιεί βιώσιμο ιό 
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(Εικόνα 29). Συν-μετασχηματισμός του BaculoGold DNA με έναν 

συμπληρωματικό φορέα Baculovirus Transfer διασώζει τη θανατηφόρα 

διαγραφή με ομόλογο ανασυνδιασμό. Οι ‘flanking’ αλληλουχίες της περιοχής 

του υποκινητή του συμπληρωματικού φορέα πρέπει να προέρχονται από την 

περιοχή της πολυεδρίνης ενός AcNPV DNA αγρίου τύπου. Η θανατηφόρα 

διαγραφή στο BaculoGold είναι 1,7kb καθοδικά του γονιδίου της πολυεδρίνης. 

Καθώς μόνο ο ανασυνδιασμένος BaculoGold παράγει βιώσιμο ιό, η 

συχνότητα του ανασυνδιασμού ξεπερνά το 99%.  

Ο συμπληρωματικός φορέας Baculovirus Transfer που 

χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία είναι τo πλασμίδιo p-Triex 1.1 στο 

οποίο έχει κλωνοποιηθεί η TbGSK-3s-(His)6. 5μg DNA του φορέα Baculovirus 

Transfer προστίθενται σε 3ml SF900 το οποίο έχει αποστειρωθεί με 

φιλτράρισμα από φίλτρο 0,2nm. Στη συνέχεια, προσθέτουμε 4μl BaculoGold 

DNA και 40μl DOTAP και το μείγμα επωάζεται για 15 min σε θερμοκρασία 

δωματίου. Παράλληλα, για την δημιουργία ανασυνδιασμένων βακιλοϊών 

χρησιμοποιούμε κύτταρα SF-9 σε εκθετική φάση ανάπτυξης τα οποία είναι 

ήδη καλλιεργημένα σε μια 75F φλάσκα. 3.000.000 από τα SF-9 κύτταρα 

στρώνονται ομοιόμορφα στη 25F φλάσκα σε 1ml SF900 με 5% FΒS. Αφού 

προσκολληθούν τα κύτταρα, απομακρύνεται το υλικό και τα κύτταρα 

ξεπλένονται μια φορά με υλικό χωρίς ορό για να απομακρυνθούν τα 

υπολείμματα του. Έπειτα προστίθεται σε αυτά το μείγμα του DNA και 

επωάζονται για 5h στους 27°C. Μετά το πέρας των 5h αφαιρείται το υλικό και 

προστίθονται 5ml SF900 με 5% FBS και τα κύτταρα επωάζονται για 7 ημέρες 

στους 27°C. Κατά τη διάρκεια των ημερών αυτών τα κύτταρα ελέγχονται στο 

μικροσκόπιο και παρατηρείται η διαδικασία της μόλυνσης από τη μορφολογία 

των κυττάρων. Η γενική μεθοδολογία που χρησιμοποιείται παρουσιάζεται 

στην εικόνα 30. 
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Εικόνα 29: Περιγραφή του AcNPV BaculoGold DNA. Η περιοχή της πολυεδρίνης στο 
AcNPV DNA έχει τροποποιηθεί με του ακόλουθους τρόπους: 1) το γονίδιο lacZ έχει 
αντικαταστήσει το ιϊκό γονίδιο της πολυεδρίνης, 2) τρείς θέσεις πέψης για το ενζυμο Bsu361 
έχουν προστεθεί, στα ORF 603, 1629 και μέσα στο lacZ, τα οποία δεν επηρεάζουν την 
αμινοξική αλληλουχία της κωδικοποιούμενης περιοχής. Το τροποποιημένο AcNPV DNA 
ευθυγραμμίστηκε στις θέσεις πέψης του Bsu361 διαγράφοντας έτσι μεγάλα κομμάτια από το 
ORF 1629.  

 

 

Εικόνα 30: Συνολική σχηματική απεικόνιση της πειραματικής μεθοδολογίας για την 
κατασκευή ανασυνδιασμένων βακιλοϊών. Αρχικά γίνεται η επιλογή του κατάλληλου φορέα 
μεταφοράς και κλωνοποίηση σε αυτόν του ξένου γονιδίου. Γίνεται πολλαπλασιασμός του 
φορέα μεταφοράς που περιέχει το επιθυμητό γονίδιο με τη χρήση δεκτικών κυττάρων και 
καθαρισμός του. Έπειτα γίνεται συν-μετασχηματισμός του BaculoGold DNA και του 
ανασυνδιασμένου φορέα μεταφοράς σε SF-9 κύτταρα εντόμων. Ακολουθεί ο 
πολλαπλασιασμός του ανασυνδιασμένου ιού που προκύπτει στα κύτταρα αυτά. Το 
ενισχυμένο ιϊκό απόθεμα χρησιμοποιείται για την έκφραση της επιθυμητής πρωτεΐνης. 

3.2.1.12 Απομόνωση ανασυνδυασμένου Βακιλοϊού με τη μέθοδο των 

διαδοχικών αραιώσεων 

Μετά το πέρας των 7 ημερών τα κύτταρα και το υλικό τους συλλέγονται 

μαζί και φυγοκεντρούνται στις 1000rpm για 5 min. Το υπερκείμενο που 

περιέχει τον ανασυνδιασμένο ιό, μεταφέρεται σε ένα falcon ενώ το ίζημα 

(pellet) των κυττάρων καταψύχεται στους -80°C. Ο ιός μπορεί να φυλαχθεί 

στο σκοτάδι στους 4°C ή στους -80°C. Έπειτα πραγματοποιείται η επιλογή 

ανασυνδιασμένων κλώνων με τη μέθοδο των διαδοχικών αραιώσεων. Κατά τη 
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διαδικασία αυτή στρώνονται σε μια πλάκα με 96 φρεάτια (wells) SF-9 κύτταρα 

με συγκέντρωση 2,5Χ104 κύτταρα/50μl θρεπτικού υλικού εμπλουτισμένο με 

10%FBS ανά φρεάτιο. Tα κύτταρα αφήνονται να προσκολληθούν και ύστερα 

προστίθενται 150μl ανά φρεάτιο από τις αραιώσεις του ιού. Οι αραιώσεις που 

χρησιμοποιούνται είναι από 10-3
 έως 10-5. Η κάθε αραίωση τοποθετείται σε 

τρεις σειρές των 8 φρεάτια (18 φρεάτια για κάθε αραίωση). Στη πλάκα επίσης 

υπάρχει μία σειρά η οποία χρησιμοποιείται ως αρνητικός μάρτυρας μόλυνσης, 

όπου αντί για αραίωση του ιού προστίθενται στα κύτταρα 150μl υλικού 

καλλιέργειας. Ακολουθεί επώαση για 7 ημέρες στους 27°C. Την έβδομη μέρα 

συλλέγονται οι πιο μολυσματικοί κλώνοι από την μεγαλύτερη δυνατή αραίωση 

και ακολουθεί ο πολλαπλασιασμός των κλώνων. Για τον ανασυνδιασμένο 

βακιλοϊό της παρούσας εργασίας αποκτήθηκαν 2 κλώνοι. 

3.2.1.13 Ενίσχυση κλώνων 

Στρώνονται 3.000.000 κύτταρα SF-9 σε μια φλάσκα 25F τα οποία 

μολύνουμε με τους 2 κλώνους του ανασυνδιασμένου βακιλοϊού. Για το σκοπό 

αυτό 100μl από κάθε κλώνο χρησιμοποιούνται για μόλυνση μιας 25F φλάσκας 

με 1ml θρεπτικό υλικό εμπλουτισμένο με 10% FBS. Ακολουθεί αργή 

ανάδευση της φλάσκας για 1,5 h σε θερμοκρασία δωματίου στο σκοτάδι. 

Έπειτα προστίθενται στη φλάσκα άλλα 4ml θρεπτικού υλικού με ορό και τα 

κύτταρα επωάζονται στους 27°C για 7 ημέρες. Μετά τις 7 μέρες, το 

υπερκείμενο υλικό περιέχει τον ανασυνδυασμένο ιό, ο οποίος συλλέγεται (p1 

stock).  

Το p1 stock του επιλεγμένου κλώνου χρησιμοποιείται για επιπλέον 

πολλαπλασιασμό. Για το σκοπό αυτό στρώνονται σε μια 75F φλάσκα κύτταρα 

SF-9 έτσι ώστε να καλύπτουν περίπου το 80% της επιφάνειας ανάπτυξης. Τα 

κύτταρα μολύνονται με 800μl από το p1 stock με την ίδια διαδικασία που 

περιγραφηκε στην παραπάνω παράγραφο. Μετά από 7 ημέρες συλλέγεται το 

p2 stock και ακολουθείται η ίδια διαδικασία σε 75F φλάσκα για τη συλλογή του 

p3 stock το οποίο τιτλοποιείται. 

3.2.1.14 Έλεγχος έκφρασης ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών σε κύτταρα 

SF-9 

Μετά το πέρας των 7 ημερών τα κύτταρα συλλέγονται μαζί με το υλικό 

καλλιέργειας και φυγοκεντρούνται στις 1000rpm για 5 min. Το υπερκείμενο 
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(ενισχυμένος κλώνος p1 stock) μεταφέρεται σε ένα falcon και αλικοτάρεται για 

φύλαξη στους -80°C. Το pellet των κυττάρων καταψύχεται στους -80°C και 

μέρος αυτού χρησιμοποιείται για τον έλεγχο της έκφρασης της πρωτεΐνης 

TbGSK-3s με τη μέθοδο την ανοσοαποτύπωσης με Western Blot. Με τον 

τρόπο αυτό ελέγχεται ποιος κλώνος εκφράζει την επιθυμητή πρωτεΐνη και 

αυτός ο κλώνος επιλέγεται για περαιτέρω πολλαπλασιασμό. 

3.2.1.15 Tιτλοποίηση ιϊκών αποθεμάτων 

Η τιτλοποίηση γίνεται σε 96 φρεατίων πλάκα όπως και προηγουμένως με 

αραιώσεις του ιού από 10-8 έως 10-11 . Σε κάθε πλάκα στρώνονται κύτταρα 

εντόμων σε συγκέντρωση 3X106 κύτταρα/6ml θρεπτικού υλικού. Η μόλυνση 

αναμένεται να είναι επιτυχής στην αραίωση 10-9. Ο τίτλος υπολογίζεται με τον 

τύπο: 

  

Ο τίτλος από τον ιό που παρασκευάστηκε είναι Bac-TbGSK-3s= 2,7 X 107 

PFU/ml.  

3.2.1.16 Μόλυνση κυττάρων εντόμων SF-9 με ανασυνδυασμένο Βακιλοϊό  

Κύτταρα εντόμων SF-9 στρώνονται σε 25F ή 75F φλάσκες έτσι ώστε 

να καλύπτουν περίπου το 80% της επιφάνειας ανάπτυξης και αφήνονται 24h 

να προσκολληθούν στην επιφάνεια των πηγαδιών. Μετά από 24h τα κύτταρα 

ξεπλένονται δυο φορές με PBS για να απομακρυνθεί ο ορός. Προσθέτουμε 

500μl θρεπτικό υλικό χωρίς ορό και έπειτα γίνεται εμβολιασμός του ιού με 

ΜΟΙ 1 και ακολουθεί επώαση για 3h στους 37°C. Ακολουθεί απομάκρυνση 

του υλικού που περιέχει τον ιό και προσθήκη ίσου όγκου θρεπτικού υλικού 

εμπλουτισμένου με ορό. Τα κύτταρα συλλέγονται μετά από 7 μέρες επώασης 

στους 37°C και ακολουθεί απομόνωση της TbGSK-3s. Το υπερκείμενο των 

κυττάρων που περιέχει τον ανασυνδυασμένο ιό, φυλάσσεται στους -80oC. Για 

βελτιστοποίηση της ποσότητας παραγωγής της TbGSK-3s σε σχέση με το 

χρόνο επώασης των κυττάρων εντόμων SF-9 με τον ανασυνδυασμένο ιό 

πρέπει να πραγματοποιηθούν μελλοντικά πειράματα. 
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3.2.2 Απομόνωση πρωτεϊνών από βακτήρια και ευκαρυωτικά κύτταρα 

3.2.2.1. Επαγωγή των βακτηρίων έκφρασης Bl21 

 Η επαγωγή των βακτηρίων γίνεται με χρήση IPTG (Isopropyl 

β‐D‐1‐thiogalactopyranoside) στο υλικό της καλλιέργειας. Πιο συγκεκριμένα, 

μια αποικία μετασχηματισμένων βακτηρίων εμβολιάζεται σε υγρή καλλιέργεια 

με θρεπτικό υλικό LB των 10 ml και επωάζεται στους 37oC για 16h. Στην 

συνέχεια, τα 10 ml καλλιέργειας που έχουν προκύψει εμβολιάζονται σε 500 ml 

θρεπτικό υλικό LB στο οποίο έχει προστεθεί 100μg/ml αμπικιλλίνη. Ακολουθεί 

ανάδευση στους 37οC έως ότου η O.D.600nm της καλλιέργειας να γίνει ίση με 

0,6. Στο σημείο αυτό προστίθεται το IPTG στην καλλιέργεια με τελική 

συγκέντρωση 1mM και συνεχίζεται η επώαση υπό ανάδευση στους 37οC για 

άλλες 3h. Μετά το πέρας των 3h, η καλλιέργεια συλλέγεται και φυγοκεντρείται 

στις 4.000rpm για 30 min στους 4οC. Αποχύνουμε το υπερκείμενο και το ίζημα 

μπορεί να φυλαχτεί στους -80οC αλλιώς προστίθεται σε αυτό διάλυμα λύσης 

50 ml και αφού διαλυτοποιηθεί το ίζημα γίνεται χρήση υπερήχων 6-10 φορές 

για 30sμε διαλλείματα 30s. Το βακτηριακό λύμα φυγοκεντρείται στις 

14.000rpm για 15 min στους 4οC και συλλέγεται το υπερκείμενο που περιέχει 

το σύνολο των βακτηριακών πρωτεϊνών σε αποδιατεταγμένη μορφή και το pH 

ρυθμίζεται στο 8. Επίσης, φυλλάσουμε το ίζημα στους -20οC. 

3.2.2.2 Απομόνωση της TbGSK-3s-(His)6 από βακτήρια 

 Η αλληλουχία έξι συνεχών αμινοξέων ιστιδίνης στο τέλος του 

πρωτεϊνικού λύματος TbGSK-3s επιτρέπει τον καθαρισμό της με 

χρωματογραφία συγγένειας σε στήλη νικελίου (Ni2+-NTA-ρητίνη). Η πρωτεΐνη 

προσδένεται με υψηλή συγγένεια (Kd=10-13) στη στήλη σε pH 8, καθώς σε 

αυτή την τιμή pH τα αμινοξέα ιστιδίνης φορτίζονται αρνητικά και σχηματίζουν 

ένα δακτύλιο γύρω από το κατιόν νικελίου. Η ικανότητα της στήλης νικελίου να 

προσδένει 6xHis-επισημασμένες πρωτεΐνες είναι 5-10 mg πρωτεΐνης/ml 

στήλης. Το ΝΤΑ (nitrilotriacetic acid) αποτελεί ένα τετραδοντικό χηλικό 

συνδέτη που καταλαμβάνει τις τέσσερις από τις έξι διαθέσιμες θέσεις 

δέσμευσης του Ni2+. Οι υπόλοιπες δυο θέσεις δέσμευσης καταλαμβάνονται 

συνήθως από μόρια H2O τα οποία μπορούν να αντικατασταθούν από τα 

αμινοξέα ιστιδίνης των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών. Εφόσον οι πρωτεΐνες 

που μας ενδιαφέρουν συνδεθούν στη ρητίνη, η έκλουση τους 
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πραγματοποιείται χρησιμοποιώντας ιμιδαζόλιο (δομικό ανάλογο της ιστιδίνης) 

σε υψηλή συγκέντρωση που δρα ανταγωνιστικά ως προς τις πρωτεΐνες.  

 Για την απομόνωση της TbGSK-3s χρησιμοποιήθηκε το Protino 

Ni‐NTA agarose kit (Macherey‐Nagel) ακολουθώντας τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Η μέθοδος ακολουθεί συνοπτικά:  

 Αρχικά, γίνεται εξισορρόπηση της Ni2+-NTA-ρητίνης με περίσσεια 

ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών αλάτων pH 8 με αναλογία 1:10 και 

πραγματοποιείται φυγοκέντρηση στις 1.000rpm για 5 minκαι απομακρύνεται 

το υπερκείμενο. Επαναλαμβάνουμε άλλες 2 φορές. Μετά την τελευταία 

πλύση, τα εξισορροπημένα σφαιρίδια Ni2+-NTA-ρητίνης αναμιγνύονται με το 

βακτηριακό λύμα (προερχόμενου από 500 ml βακτηριακής καλλιέργειας) και 

ακολουθεί επώαση με ήπια ανάδευση για 16h στους 4οC όπου και 

πραγματοποιείται η πρόσδεση της ΤbGSK-3s-(His)6 στα σφαιρίδια της 

ρητίνης. Την επόμενη μέρα, το μείγμα φυγοκεντρείται στις 2.500rpm για 5 min 

στους 40C και απομακρύνεται το υπερκείμενο. Το ίζημα αναδιαλύεται σε 10 ml 

διαλύματος 50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM ιμιδαζόλιο (pH 8) και 

επαναλαμβάνεται φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες. Η πλύση 

επαναλαμβάνεται άλλη μία φορά. Στο στάδιο αυτό απομακρύνονται οι 

βακτηριακές πρωτεΐνες που δεν προσδένονται στη στήλη νικελίου. 

Ακολουθούν οι εκλούσεις από 2 φορές με προσθήκη 2 όγκων από το καθένα 

από τα διαλύματα που περιέχουν 50mM NaH2PO4/300mM NaCl και 

αυξανόμενης συγκέντρωσης ιμιδαζολίου pH=8 (20mM, 50mM, 75mM, 

150mM, 250mM, 400mM). Στα στάδια με συγκέντρωση ιμιδαζολίου 50-

150mM εκλούεται η μεγαλύτερη ποσότητα της TbGSK-3s-(His)6. Η απόδοση 

του καθαρισμού ελέγχεται με SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση και η συγκέντρωση 

της 6xHis-επισημασμένης πρωτεΐνης προσδιορίζεται με μέτρηση της οπτικής 

απορρόφησης στα 280nm (1,4 O.D.280nm = 1 mg πρωτεΐνης /ml διαλύματος). 

Στα εκλούσματα (διαφορετικών συγκεντρώσεων ιμιδαζολίου) προστίθεται 

διάλυμα “φόρτωσης” δείγματος και αναλύονται σε πήκτωμα 

πολυακρυλαμιδίου παρουσία SDS (SDS-PAGE), για να ελεγχθεί η απόδοση 

του καθαρισμού.  
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3.2.2.3 Απομόνωση LdGSK-3s και CRK3 από ανασυνδυασμένα 

παράσιτα 

Ο καθαρισμός της LdGSK-3s από τα παράσιτα που την 

υπερεκφράζουν, γίνεται με λύση 1010 παρασίτων στατικής φάσης sat-LdGSK-

3s με 30 ml διαλύματος λύσης. Αντίστοιχα, ο καθαρισμός της CRK3 από τα 

ανασυνδυασμένα παράσιτα L. mexicana, γίνεται με λύση 1010 παρασίτων 

στατικής φάσης L. mexicana CRK3his με 30 ml διαλύματος λύσης. Το λύμα 

των παρασίτων και στις δύο περιπτώσεις επωάζεται στον πάγο για 10 min. 

Στη συνέχεια διαλυτοποιείται επιπλέον με τη χρήση ομογενοποιητή (dounce) 

και φυγοκεντρείται στις 14.000rpm για 30 min στους 40C. Ακολουθεί συλλογή 

του υπερκειμένου, που περιέχει το σύνολο των πρωτεϊνών, ρύθμιση του pH 

στο 8 και φιλτράρισμα του υπερκείμενου με φίλτρο διαμέτρου πόρων 0,2 μm. 

Ακολουθεί προετοιμασία των σφαιριδίων Ni2+-NTA-ρητίνης όπως 

περιγράφηκε παραπάνω. Η διαδικασία απομόνωσης των πρωτεϊνών που 

ακολουθείται είναι η ίδια που περιγράφηκε στο παραπάνω κεφάλαιο (3.2.2.2), 

με τη διαφορά ότι για την LdGSK-3s-(His)6 χρησιμοποιήθηκαν διαλύματα με 

50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM NaF, 1mM ορθοβαναδικό νάτριο με 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις ιμιδαζολίου, ενώ για την απομόνωση της CRK3-

(His)6 χρησιμοποιήθηκαν διαλύματα με 50mM MOPs, 100mM NaCl, 10mM 

NaF, 1mM ορθοβαναδικό νάτριο με αυξανόμενες συγκεντρώσεις ιμιδαζολίου.  

Τα εκλούσματα διαφορετικών συγκεντρώσεων ιμιδαζολίου και στις δύο 

περιπτώσεις υφίστανται διαπίδιση σε ειδικούς σωλήνες Amicon, ώστε να 

απομακρυνθεί το ιμιδαζόλιο, που πιθανώς να δημιουργεί πρόβλημα στις 

δοκιμασίες αναστολής κινασών, που ακολουθούν. Για την ανάλυση των 

εκλουσμάτων σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου SDS-PAGE, στα δείγματα 

προστίθεται διάλυμα «φόρτωσης» που περιέχει SDS και β-μερκαπτοαιθανόλη 

και θερμαίνονται στους 1000C για 3 min. Στη συνέχεια, τα δείγματα 

αναλύονται με ανοσοαποτύπωμα χρησιμοποιώντας τα αντίσωματα αντι-

LdGSK-3s ή His-probe για να ελεγχθεί η απόδοση του καθαρισμού (Κεφάλαιο 

3.2.3). Στα εκλούσματα προστίθεται 10% γλυκερόλη και φυλάσσονται στους -

800C για να χρησιμοποιηθούν στις δοκιμασίες αναστολής κινασών. Τέλος, 

πρέπει να σημειωθεί ότι στα στάδια με συγκέντρωση ιμιδαζολίου 50mM 

εκλούεται η μεγαλύτερη ποσότητα της CRK3-(His)6 ενώ στην απομόνωση της 
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LdGSK-3s-(His)6, η μεγαλύτερη ποσότητα της εκλούεται στα στάδια με 

συγκέντρωση ιμιδαζολίου 150mM.  

3.2.2.4 Απομόνωση TbGSK-3s-(His)6 από SF-9 κύτταρα εντόμων 

μολυσμένων με ανασυνδιασμένο βακιλοϊό 

 Ακολούθως της διαδικασίας μόλυνσης των SF-9 κυττάρων με 

ανασυνδιασμένο βακιλοϊό που περιγράφηκε στην παράγραφο 3.2.1.16, 

πραγματοποιείται η απομόνωση της TbGSK-3s-(His)6 που έχει εκφραστεί στο 

διάστημα των 7 ημερών επώασης των κυττάρων με τον βακιλοϊό μέσα στα 

SF-9 κύτταρα. Εφόσον συλλεχθεί το υπερκείμενο και τα SF-9 κύτταρα από τη 

φλάσκα, φυγοκεντρούνται στις 1000rpm για 5 min. Το υπερκείμενο στο οποίο 

περιέχεται ο ανασυνδυασμένος βακιλοϊός με το TbGSK-3s γονίδιο, 

φυλάσσεται στους -80oC. Το ίζημα των κυττάρων SF-9 στο οποίο περιέχεται η 

TbGSK-3s-(His)6, λύεται με τη προσθήκη του διαλύματος λύσης για SF-9 

κύτταρα εντόμων και αναδεύεται για 1hστους 4oC. Στη συνέχεια, το λύμα των 

κυττάρων διαλυτοποιείται επιπλέον με τη χρήση ομογενοποιητή (dounce) και 

φυγοκεντρείται στις 14.000rpm για 30 min στους 40C. Ακολουθεί συλλογή του 

υπερκειμένου, που περιέχει το σύνολο των πρωτεϊνών, ρύθμιση του pH στο 8 

και φιλτράρισμα του υπερκείμενου με φίλτρο διαμέτρου πόρων 0,2 μm. 

Ακολουθεί προετοιμασία των σφαιριδίων Ni2+-NTA-ρητίνης όπως 

περιγράφηκε παραπάνω. Η διαδικασία απομόνωσης των πρωτεϊνών που 

ακολουθείται είναι η ίδια που περιγράφηκε στο παραπάνω κεφάλαιο (3.2.2.3) 

για την LdGSK-3s-(His)6. Τα εκλούσματα διαφορετικών συγκεντρώσεων 

ιμιδαζολίου που λαμβάνουμε υφίστανται διαπίδιση σε ειδικούς σωλήνες 

Amicon, ώστε να απομακρυνθεί το ιμιδαζόλιο, που πιθανώς να δημιουργεί 

πρόβλημα στις δοκιμασίες αναστολής κινασών, που ακολουθούν. Για την 

ανάλυση των εκλουσμάτων σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου SDS-PAGE, στα 

δείγματα προστίθεται διάλυμα «φόρτωσης» που περιέχει SDS και β-

μερκαπτοαιθανόλη και θερμαίνονται στους 1000C για 3 min. Στη συνέχεια, τα 

δείγματα αναλύονται με ανοσοαποτύπωμα χρησιμοποιώντας τα αντίσωματα 

αντι-LdGSK-3s ή His-probe για να ελεγχθεί η απόδοση του καθαρισμού 

(Κεφάλαιο 3.2.3). Στα εκλούσματα προστίθεται 10% γλυκερόλη και 

φυλάσσονται στους -800C για να χρησιμοποιηθούν στις δοκιμασίες αναστολής 

κινασών. Τέλος, πρέπει να σημειωθεί ότι στα στάδια με συγκέντρωση 

ιμιδαζολίου 250mM εκλούεται η μεγαλύτερη ποσότητα της ΤbGSK-3s-(His)6.  
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3.2.3. Ανοσοαποτύπωμα Western 

3.2.3.1. Ανάλυση πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου (SDS-

PAGE) 

 Για το διαχωρισμό και τη ταυτοποίηση των πρωτεϊνών με βάση το 

μοριακό τους βάρος πραγματοποιείται ηλεκτροφόρηση σε κάθετο πήκτωμα 

πολυακρυλαμιδίου παρουσία θειϊκού δωδεκακυλικού νατρίου (SDS), 

σύμφωνα με τη μέθοδο του Laemmli. Το SDS είναι απαραίτητο καθώς διασπά 

τους υπάρχοντες δισουλφιδικούς δεσμούς απελευθερώνοντας έτσι τις 

πολυπεπτιδικές αλυσίδες και συνδέεται με αυτές ανάλογα με το μοριακό τους 

βάρος. Το προηγούμενο φορτίο των πρωτεϊνών εξουδετερώνεται και πλέον οι 

πρωτεΐνες καθίστανται αρνητικά φορτισμένες. Έτσι κατά τη διάρκεια της 

ηλεκτροφόρησης οι πρωτεΐνες μετακινούνται προς το θετικό πόλο με βάση το 

μοριακό τους βάρος και με ταχύτητα αντιστρόφως ανάλογη προς αυτό.  

Κατά την ηλεκτροφόρηση οι πρωτεΐνες τοποθετούνται αρχικά σε 

πήκτωμα με χαμηλή περιεκτικότητα σε ακρυλαμίδιο  για να πακεταριστούν 

ομοιόμορφα και να εισέλθουν ταυτόχρονα έτσι ώστε να διαχωριστούν σωστά 

στο υψηλής περιεκτικότητας σε ακρυλαμίδιο πήκτωμα διαχωρισμού (12% 

w/v). Παράλληλα με τα δείγματα, γίνεται ανάλυση μείγματος πρωτεϊνών 

αναφοράς. Στα δείγματα έχει γίνει κατάλληλη προεργασία καθώς αραιώνονται 

σε διάλυμα “φόρτωσης” δείγματος και θερμαίνονται στους 1000C για 3 min. Οι 

συνθήκες αυτές είναι αποδιατακτικές για τις πρωτεΐνες καθώς ο βρασμός και η 

παρουσία του SDS καταστρέφουν τους ασθενείς δεσμούς (υδρογόνου, 

ιοντικούς, υδρόφοβους, van der Waals) ενώ η παρουσία της β-

μερκαπτοαιθανόλης έχει ως αποτέλεσμα την αναγωγή των ισχυρών 

ομοιοπολικών δισουλφιδικών δεσμών. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται 

σε διάλυμα ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών με σταθερή τάση 200V σε 

θερμοκρασία δωματίου. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης το πήκτωμα 

υπόκειται εναλλακτικά στις εξής διαδικασίες: (α) Χρώση των πρωτεϊνικών 

ζωνών με διάλυμα χρωστικής (stain buffer), (β) Μεταφορά των 

διαχωρισμένων πρωτεϊνών σε νιτροκυτταρίνη. Στην πρώτη περίπτωση, οι 

ζώνες των πρωτεϊνών εμφανίζονται μετά από χρώση του πηκτώματος για 

1hστους 370C ή για 16hστους 40C. Ακολουθεί αποχρωματισμός του 

πηκτώματος, με επανειλημμένες πλύσεις σε διάλυμα αποχρωματισμού 

(destain buffer). 
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3.2.3.2. Μεταφορά πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (Western 

blot) 

Για τη μεταφορά των πρωτεϊνών από το πήκτωμα στη μεμβράνη, 

χρησιμοποιείται διάλυμα ηλεκτρομεταφοράς πρωτεϊνών. Για τη μεταφορά των 

πρωτεϊνών ετοιμάζεται ένα σύστημα sandwich με την εξής σειρά: α) ένα λεπτό 

φύλλο σφουγγαριού, β) ένα φύλλο διηθητικού χαρτιού Whatmann 3ΜΜ, γ) το 

πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου, δ) ένα κομμάτι νιτροκυτταρίνης στο μέγεθος του 

πηκτώματος, ε) ένα φύλλο διηθητικού χαρτιού Whatmann 3ΜΜ, στ) ένα λεπτό 

φύλλο σφουγγαριού. Το σύστημα sandwich, τοποθετείται στην ειδική συσκευή 

μεταφοράς, έτσι ώστε η νιτροκυτταρίνη να βρίσκεται στην άνοδο. Η μεταφορά 

των πρωτεϊνών πραγματοποιείται με ρεύμα σταθερής έντασης 300 mA για 1-

2h στους 40C. Μετά τη μεταφορά, η μεμβράνη χρωματίζεται για περίπου 1 

min με διάλυμα χρωστικής Ponceau S το οποίο βάφει μη ειδικά όλες τις 

πρωτεΐνες και κατόπιν ξεπλένεται με ΤBS για να απομακρυνθεί η περίσσεια 

της χρωστικής. Οι ζώνες των πρωτεϊνών γίνονται ορατές και ελέγχεται η 

επιτυχία της μεταφοράς. 

3.2.3.3. Ανοσοενζυμική ανίχνευση των πρωτεϊνών 

Η παραπάνω μεμβράνη στη συνέχεια επωάζεται υπό ανάδευση με 

διάλυμα 5% (w/v) λυοφιλιομένου άπαχου γάλακτος σε TBS, για 30 min σε 

θερμοκρασία δωματίου, ώστε να καλυφθούν οι μη ειδικές θέσεις στην 

μεμβράνη και να εμποδιστεί η μη ειδική πρόσδεση των αντισωμάτων σε αυτές 

τις θέσεις. Στη συνέχεια, ακολουθεί επώαση της μεμβράνης με το ειδικό 

αντίσωμα, αραιωμένο σε διάλυμα 2% (w/v) λυοφιλιομένου άπαχου γάλακτος 

σε TBS, για 16h στους 40C με συνεχή ανάδευση. Πραγματοποιούνται τρεις 

διαδοχικές πλύσεις με ΤBS που περιέχει Tween‐20 1‰ (v/v) και τρεις 

διαδοχικές πλύσεις με διάλυμα ΤBS (10 min/πλύση). Ακολουθεί επώαση της 

μεμβράνης με αντί-ισοτυπικό αντίσωμα, σε διάλυμα 2% (w/v) λυοφιλιομένου 

γάλακτος σε TBS, για 1-2h σε θερμοκρασία δωματίου με συνεχή ανάδευση. 

Το αντίσωμα αυτό φέρει ομοιοπολικά συνδεμένο το ένζυμο της 

υπεροξειδάσης. Πραγματοποιούνται τρεις διαδοχικές πλύσεις με ΤBS που 

περιέχει Tween‐20 1‰ (v/v) και τρεις διαδοχικές πλύσεις με διάλυμα ΤBS (10 

min/πλύση). Ακολουθεί επώαση της μεμβράνης σε ρυθμιστικό διάλυμα 

εμφάνισης υποστρώματος. Το διάλυμα περιέχει ως υπόστρωμα για το ένζυμο 

της υπεροξειδάσης την 3,3΄ DAB. Η 3,3΄ DAB οξειδώνεται, παρουσία 



  Υλικά-Μέθοδοι 

132 
 

υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2), από το ένζυμο της υπεροξειδάσης και 

παράγει ένα έντονο σκούρο καφέ χρώμα. Με τον τρόπο αυτό οι ζώνες των 

πρωτεϊνών που έχουν προσδέσει ειδικά το αντίσωμα και κατ’ επέκταση και το 

αντι-ισοτυπικό αντίσωμα, εμφανίζονται μετά από 2-3 min. Η νιτροκυτταρίνη 

στη συνέχεια πλένεται με ddΗ2Ο, για να σταματήσει η αντίδραση και 

τοποθετείται πάνω σε χαρτί Whatmann 3ΜΜ για να στεγνώσει. Εναλλακτικά, 

όταν απαιτήθηκε μεγαλύτερη ευαισθησία ή ποσοτικοποίηση των ζωνών των 

πρωτεϊνών, χρησιμοποιήθηκε το ECL Advance Western Blotting Detection kit 

(GE Healthcare) ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή. Επειδή, το 

ανωτέρω σύστημα στηρίζεται στη χημειοφωταύγεια, η νιτροκυτταρίνη 

εμφανίζεται και φωτογραφίζεται στο Storm 860 Phosphoimager (Molecular 

Dynamics). 

3.2.4 Ανοσοφθορισμός 

Ο ανοσοφθορισμός χρησιμοποιείται για τον εντοπισμό αντιγόνων των 

ιστών ή των κυττάρων, με τη χρήση αντισωμάτων σημασμένων με 

φθορίζουσα ουσία. Ο έμμεσος ανοσοφθορισμός εφαρμόζεται με χρήση ενός 

αντισώματος ειδικού για την υπό μελέτη πρωτεΐνη και ενός δεύτερου αντί-

ισοτυπικού (σημασμένου με φθορίζουσα ουσία) αντισώματος. Τα δείγματα 

προετοιμάζονται ως εξής: Τα παράσιτα φυγοκεντρούνται στις 1.400rpm για 10 

min και πλένονται με παγωμένο PBS. Στη συνέχεια μονιμοποιούνται με 1 ml 

PBS που περιέχει 2% φορμαλδεύδη και 0,05% γλουταραλδεϋδη για 30 min. 

Τα μονιμοποιημένα κύτταρα πλένονται με PBS και επαναδιαλύονται σε 1 ml 

PBS. Επιστρώνονται 50μl εναιωρήματος παρασίτων/καλυπτρίδα (οι 

καλυπτρίδες είναι επεξεργασμένες με 1mg/ml poly-L-lysine). Μετά από 

επώαση 1h τα κύτταρα που δεν προσκολλήθηκαν απομακρύνονται με 

πλύσιμο με PBS. Τα προσκολλημένα κύτταρα μπλοκάρονται για 30 min σε 

50mM χλωριούχο αμμώνιο (NH4Cl) που περιέχει 3% BSA σε PBS και 

επεξεργάζονται με 50 μg/ml RNase A στους 370C για 1h. Οι πυρήνες 

βάφονται με 10μg/ml φθορίζουσας χρωστικής PI και ακολουθεί επώαση για 

5h με το αντίσωμα σε PBS που περιέχει 0,1% Triton X-100 και 3% BSA. Η 

BSA χρησιμοποιείται για την κάλυψη των μη ειδικών θέσεων σύνδεσης. Το 

αντίσωμα που δεν έχει δεσμευθεί, απομακρύνεται με την εμβάπτιση της 

καλυπτρίδα σε διάλυμα PBS. Η διαδικασία αυτή πραγματοποιείται 3 φορές 
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(10 min/εμβάπτιση). Το προσδεμένο αντίσωμα στη συνέχεια εντοπίζεται με τη 

χρήση δεύτερου αντισώματος, σημασμένου με φθορίζουσα ουσία για 1hσε 

θερμοκρασία δωματίου. Οι καλυπτρίδες πλένονται με εμβάπτιση τους σε 

διάλυμα PBS και μοντάρονται σε αντικειμενοφόρους πλάκες. Τα κύτταρα 

Leishmania παρατηρούνται με μικροσκόπιο φθορισμού Zeiss ή με TCSSP 

Leica συνεστιακό μικροσκόπιο φθορισμού. 

Η ίδια διαδικασία ακολουθείται και για τον εντοπισμό αντιγόνων στον 

κυτταροσκελετό των κυττάρων, με τη χρήση αντισωμάτων σημασμένων με 

φθορίζουσα ουσία με τη μόνη διαφορά ότι τα παράσιτα επωάζονται στην αρχή 

της διεργασίας με SSB/PEM-Nonidet 1% το οποίο απομακρύνει όλα τα 

διαλυτά κλάσματα των παρασίτων αλλά αφήνει ανέπαφο των κυτταροσκελετό 

τους. 

3.2.5 Κυτταροκαλλιέργειες 

3.2.5.1 Παράσιτα Leishmania 

Οι προμαστιγωτές μορφές L. donovani LG13 καλλιεργούνται στους 

250C απουσία CO2, σε θρεπτικό υλικό RPMI‐1640 (Life Technologies) 

εμπλουτισμένο με 10% (v/v) FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco), 10mM Hepes 

(Gibco) και αντιβιοτικά πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη σε τελική συγκέντρωση 

100U/ml, Gibco). Όταν κατά τον εμβολιασμό της καλλιέργειας προμαστιγωτών 

μορφών χρησιμοποιηθούν 106 παράσιτα/ml, ο αριθμός των παρασίτων που 

συλλέγονται στην στατική φάση ανάπτυξης (5η-6η ημέρα καλλιέργειας) είναι 

περίπου 2-2,5x107 παράσιτα/ml. Η περισυλλογή των παρασίτων γίνεται με 

φυγοκέντρηση στα 1.400rpm για 10 min στους 40C. Το ίζημα των παρασίτων 

αναδιαλύεται σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS και ακολουθούν 2-3 εκπλύσεις με 

φυγοκέντρηση όπως προηγουμένως. 

Τα ανασυνδυασμένα παράσιτα LG13-sat, LG13-sat–LdGSK-3s και 

LG13-sat–LdGSK-3s/K49R καλλιεργούνται σε θρεπτικό υλικό Μ199, 

εμπλουτισμένο με 10% FΒS, 40mM Hepes και αντιβιοτικά (5μg/ml 

στρεπτομυκίνη, 5U/ml πενικιλλίνη), παρουσία του αντιβιοτικού επιλογής 

nourseothricin σε συγκέντρωση 100μg/ml. Τα ανασυνδυασμένα παράσιτα L. 

mexicana mexicana (MNYC/BZ/62/M379) με γονότυπο CRK3::Hyg, 

CRK3::Ble, pTEXCRK3 his [199] προσφέρθηκαν από την Δρ. Κ. Grant, 

Lancaster University, UK) και καλλιεργήθηκαν σε υλικό κυτταροκαλλιέργειας 



  Υλικά-Μέθοδοι 

134 
 

Μ199, με 10% FΒS και αντιβιοτικά (75μg/ml hygromycin B, 15μg/ml zeocin και 

75μg/ml G418). 

Για τη διατήρηση των διαφόρων στελεχών Leishmania για μικρό 

χρονικό διάστημα, ~107 παράσιτα σε DMEM/30% FBS/10% DMSO, 

φυλάσσονται στους –800C σε ειδικούς κρυοπροστατευτικούς σωλήνες 1,5ml. 

Η διατήρησή τους για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα απαιτεί τη μεταφορά τους 

σε δοχείο που περιέχει υγρό άζωτο. 

3.2.5.2 Παράσιτα Trypanosoma 

Τα παράσιτα Trypanosoma brucei bloodstream form (BSF90-13 Lister 

427) τα οποία προσφέρθηκαν από τον George Cross καλλιεργούνται σε υλικό 

HMI-9 παρασκευασμένο στο εργαστήριο εμπλουτισμένο με 10% (v/v) FBS 

(Fetal Bovine Serum, Gibco), 10mM Hepes και παρουσία αντιβιοτικού 

(Neomycin 3μg/ml). Τα τροποποιημενα RNAiTbGSK-3s παράσιτα που φέρουν το 

πλασμίδιο GSK1 καλλιεργούνται όπως παραπάνω με επιπλέον προσθήκη 

υγρομυκίνης (5μg/ml). Τα παράσιτα επωάζονται σε θάλαμο θερμοκρασίας 370C 

σε ατμόσφαιρα 5% CO2 και ανακαλλιεργούνται κάθε 2 μέρες. Για την επαγωγή 

του RNAi στα τροποποιημένα παράσιτα προσθέτουμε στο υλικό καλλιέργειας 

1μg/ml τετρακυκλίνη για 24, 48 και 72h. 

Τα μετακυκλικής τρυπομαστιγωτής μορφής παράσιτα Τrypanosoma cruzi 

(Y strain, discrete typing unit II) συλλέγονται από το υπερκείμενο των LLC-MK2 

κυττάρων και καλλιεργούνται στους 370C παρουσία 5% CO2, σε θρεπτικό υλικό 

RPMI‐1640 (Life Technologies) εμπλουτισμένο με 10% (v/v) FBS (Fetal Bovine 

Serum, Gibco) και αντιβιοτικό γενταμυκίνη 50μg/mL. Η κυτταρική σειρά LLC-

MK2 κυττάρων προέρχεται από νεφρικά επιθηλιακά κύτταρα μαϊμούς Macaca 

mulatta και καλλιεργείται σε θρεπτικό υλικό MEM (EBSS) εμπλουτισμένο με 

10% (v/v) FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco). Τα τρυπομαστιγωτά T. cruzi 

μολύνουν τα LLC-MK2 κύτταρα, πολλαπλασιάζονται μέσα σε αυτά και στη 

συνέχεια ελευθερώνονται στο υπερκείμενο της καλλιέργειας.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

3.2.5.3 Μακροφάγα J774.1 

Τα μακροφάγα της σειράς J774.1 προερχόμενα από μύες (American 

Type Culture Collection, Manassas, VA) καλλιεργούνται σε θρεπτικό υλικό 

RPMI‐1640 (Life Technologies) εμπλουτισμένο με 10% (v/v) FBS (Fetal 

Bovine Serum, Gibco), 10mM Hepes (Gibco) και αντιβιοτικά 
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πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη σε τελική συγκέντρωση 100U/ml (Gibco). Για τον 

εμβολιασμό της καλλιέργειας μακροφάγων χρησιμοποιούνται 105 

μακροφάγα/ml. Τα μακροφάγα διατηρούνται σε επωαστικό κλίβανο σταθερής 

θερμοκρασίας 370C, σε ατμόσφαιρα 5% CO2 για 7 περίπου ημέρες, μέχρι να 

καλυφθεί ο τάπητας της φλάσκας κατά 80% περίπου. Όσα μακροφάγα είναι 

προσκολλημένα στον τάπητα είναι ζωντανά, ενώ όσα αιωρούνται στο υλικό 

κυτταροκαλλιέργειας είναι νεκρά. Ο αριθμός των μακροφάγων στη στατική 

φάση ανάπτυξης είναι περίπου 2x106 μακροφάγα/ml. Κατά την 

ανακαλλιέργεια, απομακρύνουμε το υπερκείμενο υλικό το οποίο περιέχει τα 

νεκρά μακροφάγα, προσθέτουμε φρέσκο υλικό και με ‘scraper’ σηκώνουμε τα 

ζωντανά μακροφάγα, που χρησιμοποιούνται για εμβολιασμό σε νέα 

κυτταροκαλλιέργειας. Ο χρόνος διπλασιασμού των μακροφάγων J774.1 είναι 

24h. Η περισυλλογή των μακροφάγων J774.1 γίνεται με φυγοκέντρηση 

(1.000rpm) για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου. H κυτταρική σειρά J774.1 

διατηρείται σε RPMI/30% FBS/10% DMSO για μικρό χρονικό διάστημα στους 

–800C ή εναλλακτικά για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα σε υγρό άζωτο. 

3.2.5.4 Κύτταρα σειράς SF-9 προερχόμενη από έντομα 

Για την παραγωγή ανασυνδιασμένων βακιλοϊών χρησιμοποιείται η 

κυτταρική σειρά εντόμων SF-9 από το έντομο Spodoptera frugiperda τα οποία 

απομονώνται από την ωοθήκη της νύμφης των εντόμων. Τα κύτταρα αυτά 

έχουν επιθηλιακή μορφολογία και καλλιεργούνται στην παρούσα εργασία 

προσκολλημένα. Το θρεπτικό μέσο που χρησιμοποιείται είναι το Sf900 II 

(GIBCOBRL) με 5% FBS. Προστίθεται επίσης αντιβιοτικό γκενταμικίνη 

(GIBCO) σε τελική συγκέντρωση 50μg/ml. Τα κύτταρα αυτά καλλιεργούνται 

στους 27°C, χωρίς ατμόσφαιρα CO2. 

3.2.6 Έλεγχος in vitro κυτταρικής επιβίωσης/πολλαπλασιασμού. 

3.2.6.1 Εφαρμογή της μεθόδου Alamar blue σε προμαστιγωτά L. 

donovani 

Το Alamar blue είναι ένας δείκτης οξείδωσης-αναγωγής, μη τοξικός για 

τα κύτταρα και χρησιμοποιείται για την παρακολούθηση της ανάπτυξης και της 

βιωσιμότητας κυττάρων επωασμένων με ουσίες [273]. Το Alamar blue μπορεί 

να αναχθεί από μεταβολικά ενδιάμεσα των ζωντανών κυττάρων, όπως το 

NADH, FADH, NADPH και αυτή η αναγωγή του συνοδεύεται από μία 
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μετρήσιμη μετατροπή στο χρώμα, δηλαδή μετατροπή από την οξειδωμένη 

μορφή (μη φθορίζουσα-μπλε) στην αναγμένη μορφή (φθορίζουσα- κόκκινη). 

Χρησιμοποιούνται καλλιέργειες προμαστιγωτών που βρίσκονται στη 

στατική φάση (2,5x107 παράσιτα/ml). Επιστρώνονται 5x105 παράσιτα σε 200λ 

υλικού κυτταροκαλλιέργειας/φρεάτιο (2,5x106 παράσιτα/ml). Σε κάθε φρεάτιο 

προστίθεται ιντιρουμπίνη σε διαφορετικές συγκεντρώσεις ή ο ίδιος όγκος του 

διαλύτη DMSO (φρεάτια-μάρτυρες), ώστε η τελική συγκέντρωση του DMSO 

στα φρεάτια να είναι <1% (v/v) καθώς συγκέντρωση DMSO μεγαλύτερη από 

2% μπορεί να επηρεάσει την ανάπτυξη των παρασίτων. Κάθε συγκέντρωση 

ιντιρουμπίνης ή DMSO ελέγχεται σε τριπλά φρεάτια. Ως αρνητικό μάρτυρα 

στο πείραμα περιλαμβάνονται και φρεάτια μόνο με υλικό κυτταροκαλλιέργειας, 

όπου η ανάπτυξη είναι 0%. Τα παράσιτα επωάζονται για 72h στους 260C, 

οπότε προστίθεται 20μl Alamar blue/φρεάτιο και ακολουθεί επώαση για 24h. 

Ακολουθεί φωτομέτρηση σε Elisa plate reader στα 550nm, με αναφορικό 

μήκος κύματος στα 620 nm. Οι τιμές οπτικής πυκνότητας (ΟD) που 

λαμβάνονται στα φρεάτια-θετικούς μάρτυρες, που έχει προστεθεί DMSO είναι 

περίπου 0,9-1 και αντιστοιχούν σε 100% ανάπτυξη των παρασίτων. Σύγκριση 

των τιμών ΟD στα φρεάτια με ιντιρουμπίνες, σε σχέση με τα φρεάτια-

μάρτυρες, επιτρέπει τον υπολογισμό της κατάλληλης συγκέντρωσης 

ιντιρουμπίνης, που μειώνει τον αριθμό των προμαστιγωτών κατά 50% (IC50). 

3.2.6.2 Εφαρμογή της μεθόδου Alamar blue σε ενδοκυτταρικά 

αμαστιγωτά L. donovani 

Στην περίπτωση αυτή, μολυσμένα με προμαστιγωτά μακροφάγα 

επωάζονται για 72h με τις ιντιρουμπίνες και στη συνέχεια ελέγχεται η 

επιβίωση των παρασίτων με λύση των μακροφάγων και έμμεση 

ποσοτικοποίηση των ενδοκυτταρικών αμαστιγωτών με τη μέθοδο του Alamar 

blue.  

Συγκεκριμένα, αρχικά επιστρώνονται 4x104 μακροφάγα σε 200μl 

υλικού κυτταροκαλλιέργειας RPMI/φρεάτιο (2x105 μακροφάγα/ml) σε πλάκα 

κυτταροκαλλιέργειας 96 φρεατίων και επωάζονται σε θάλαμο θερμοκρασίας 

370C σε ατμόσφαιρα 5% CO2, για 18h, ώστε να γίνει η προσκόλληση των 

κυττάρων. Ακολουθεί απομάκρυνση του υπερκείμενου υλικού και προσθήκη 

8x105 μετακυκλικών προμαστιγωτών (4x106 παράσιτα/ml) σε 200μl υλικού 

κυτταροκαλλιέργειας/φρεάτιο. Μετά από επώαση των μακροφάγων με τα 
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παράσιτα για 24h στους 370C, όπου γίνεται η μόλυνση των μακροφάγων από 

τα παράσιτα, απομακρύνεται το υπερκείμενο υλικό και ξεπλένονται τα 

προσκολλημένα κύτταρα 3 φορές με υλικό RPMI χωρίς ορό ή με 

αποστειρωμένο PBS 1x, ώστε να απομακρυνθούν όσα παράσιτα δεν έχουν 

εισέλθει στα μακροφάγα. 

  Τέλος γίνεται προσθήκη 200μl  RPMI/φρεάτιο και σε κάθε φρεάτιο 

προστίθεται ιντιρουμπίνη σε διαφορετικές συγκεντρώσεις ή ο ίδιος όγκος του 

διαλύτη DMSO (φρεάτια-control) και τα μολυσμένα μακροφάγα επωάζονται 

παρουσία των φαρμάκων στους 370C σε ατμόσφαιρα 5% CO2 για 72h. Μετά 

το πέρας των 72h γίνεται απομάκρυνση του υπερκείμενου υλικού και 

προσθήκη 100μl/φρεάτιο διαλύματος 0,01% SDS σε 1xPBS και ακολουθεί 

επώαση στους 370C σε ατμόσφαιρα 5% CO2 για 30 min. Στο διάστημα αυτό 

λύονται τα μακροφάγα, ενώ τα αμαστιγωτά που απελευθερώνονται 

παραμένουν ανέπαφα [274]. Μετά τα 30 min προσθέτουμε 100μl/φρεάτιο 

υλικό Schneider’s-20% FΒS και επωάζουμε στους 370C σε ατμόσφαιρα 5% 

CΟ2 για 48h περίπου. Τέλος, προστίθεται 20μl Alamar blue/φρεάτιο για 24h 

και γίνεται φωτομέτρηση όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 3.2.6.1. Σύγκριση 

των τιμών ΟD στα φρεάτια με ιντιρουμπίνες, σε σχέση με τα φρεάτια-

μάρτυρες, επιτρέπει τον υπολογισμό της κατάλληλης συγκέντρωσης 

ιντιρουμπίνης, για να μειωθεί ο αριθμός των αμαστιγωτών κατά 50% (IC50). 

3.2.6.3 Απομόνωση μακροφάγων περιτοναϊκής κοιλότητας για 

εφαρμογή της μεθόδου Alamar blue σε ενδοκυτταρικά αμαστιγωτά L. 

donovani 

Τα μακροφάγα τα οποία απομονώνονται από την περιτοναϊκή 

κοιλότητα χαρακτηρίζονται από μεγαλύτερη ικανότητα φαγοκυττάρωσης σε 

σύγκριση με τους άλλους πληθυσμούς μακροφάγων [275]. Για το λόγο αυτό 

παράλληλα ελέγχτηκε η δράση των ιντιρουμπινών σε ενδοκυττάρια 

αμαστιγωτά L. donovani τα οποία είχαν φαγοκυτταρωθεί από περιτονϊακά 

μακροφάγα. Τα αποτελέσματα τα οποία συλλέξαμε ήταν παρόμοια με αυτά τα 

οποία συλλέχτηκαν με τη χρήση της κυτταρική σειράς μακροφάγων J774.1, 

και για το λόγο αυτό τα πειράματα συνεχίστηκαν με τη χρησιμοποίηση των 

μακροφάγων της κυτταρικής σειράς. 

Η περισυλλογή των μακροφάγων περιτοναϊκής κοιλότητας έγινε από 

BALB/c μύες ηλικίας 6-8 εβδομάδων. Αρχικά, γίνεται έκχυση 1ml 4% 
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αποστειρωμένου θειογλυκολικού ζωμού (Becton Dic kinson, Sparks, MD, 

USA) και ύστερα από 72h τα πειραματόζωα θανατώνονται με αυχενική 

παρεκτόπιση ενώ τα μακροφάγα της περιτοναϊκής κοιλότητας συλλέγονται με 

3 εκπλύσεις της κοιλότητας του 1ml θρεπτικού υλικού RPMI-1640. Τα κύτταρα 

τοποθετούνται σε κωνικούς πλαστικούς σωλήνες των 50ml και 

φυγοκεντρούνται στις 1.200rpm για 10 min στους 4oC. Το υπερκείμενο 

αποχύνεται και στο ίζημα προστίθεται 2ml ψυχρού διαλύματος ACK το οποίο 

βοηθάει στη λύση των ερυθροκυττάρων. Η διακοπή της λύσης των 

ερυθροκυττάρων γίνεται με προσθήκη ψυχρού θρεπτικού υλικού RPMI-1640 

και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες. Γίνεται έκπλυση 2 φορές 

των κυττάρων και στη συνέχεια τα κύτταρα μετριούνται σε 

αιματοκυτταρόμετρο Neubauer και τοποθετούνται στα φρεάτια της πλάκας 

κυτταροκαλλιέργειας 96 φρεατίων. Τα μακροφάγα παρέμειναν στους 37oC 

παρουσία 5% CO2 για να προσκολληθούν και να διαχωριστούν από τα 

υπόλοιπα λευκοκύτταρα της περιτοναϊκής κοιλότητας, αλλά και για να 

εισέλθουν σε κατάσταση ηρεμίας πριν χρησιμοποιηθούν για την πειραματική 

διαδικασία. Στη συνέχεια ακολουθείται η ίδια διαδικασία που περιγράφηκε στο 

κεφάλαιο 3.2.6.2 και πραγματοποιήθηκε εφαρμογή της μεθόδου Alamar blue 

σε ενδοκυτταρικά αμαστιγωτά L. donovani με χρήση μακροφάγων 

περιτοναϊκής κοιλότητας. 

3.2.6.4 Εφαρμογή της μεθόδου Alamar blue σε μακροφάγα J774.1 

Επιστρώνονται 4x104 μακροφάγα σε 200μl υλικού κυτταροκαλλιέργειας 

RPMI/φρεάτιο (2x105 μακροφάγα/ml) σε πλάκα κυτταροκαλλιέργειας 96 

φρεατίων και επωάζονται σε θάλαμο θερμοκρασίας 370C σε ατμόσφαιρα 5% 

CO2 για 18h, ώστε να γίνει η προσκόλληση των κυττάρων. Ακολουθεί 

απομάκρυνση του υπερκείμενου υλικού και προσθήκη ιντιρουμπίνης σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις ή ίδιου όγκου του διαλύτη DMSO (φρεάτια-

control) και επώαση στους 370C σε ατμόσφαιρα 5% CO2 για 72h. Στη 

συνέχεια, προστίθενται 20μl Alamar blue/φρεάτιο για 12h και φωτομέτρηση 

όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 3.2.6.1. Οι τιμές ΟD των φρεατίων με 

ιντιρουμπίνες συγκρίνονται με τις τιμές των φρεατίων-μάρτυρες, έτσι ώστε να 

υπολογιστεί η κατάλληλη συγκέντρωση ιντιρουμπίνης, που αναστέλλει τα 

μακροφάγα κατά 50% (IC50). 
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3.2.6.5 Εφαρμογή της μεθόδου Alamar blue σε BSF T. brucei 

Επιστρώνονται 2x104 παράσιτα σε 200μl υλικού κυτταροκαλλιέργειας 

HMI-9/φρεάτιο (1x105 μακροφάγα/ml) σε πλάκα κυτταροκαλλιέργειας 96 

φρεατίων και επωάζονται σε θάλαμο θερμοκρασίας 370C σε ατμόσφαιρα 5% 

CO2 μαζί με διαφορετικές συγκεντρώσεις ιντιρουμπινών ή ίδιου όγκου του 

διαλύτη DMSO (φρεάτια-control) για 72h. Στη συνέχεια, προστίθενται 20μl 

Alamar blue/φρεάτιο για 12h και γίνεται φωτομέτρηση όπως περιγράφηκε στο 

κεφάλαιο 3.2.6.1. Oι τιμές ΟD των φρεατίων με ιντιρουμπίνες συγκρίνονται με 

τις τιμές των φρεατίων-μάρτυρες, έτσι ώστε να υπολογιστεί η κατάλληλη 

συγκέντρωση ιντιρουμπίνης που αναστέλλει τα μακροφάγα κατά 50% (IC50). 

3.2.6.6  Έλεγχος in vitro κυτταρικής επιβίωσης/πολλαπλασιασμού σε 

τρυπομαστιγωτά T. cruzi. 

  Τρυπομαστιγωτής μορφής T. cruzi παράσιτα συλλέγονται από το 

υπερκείμενο κυττάρων LLC-MK2 και επιστρώνονται σε πλάκα 96 φρεατίων 

(4Χ105 παράσιτα ανά ml) σε 200μl υλικού κυτταροκαλλιέργειας/φρεάτιο. Σε 

κάθε φρεάτιο προστίθεται ιντιρουμπίνη σε διαφορετικές συγκεντρώσεις ή ο 

ίδιος όγκος του διαλύτη DMSO (φρεάτια-μάρτυρες), ώστε η τελική 

συγκέντρωση του DMSO στα φρεάτια να είναι <1% (v/v). Κάθε συγκέντρωση 

ιντιρουμπίνης ή DMSO ελέγχεται σε τριπλά φρεάτια. Ως αρνητικοί μάρτυρες 

στο πείραμα περιλαμβάνονται και φρεάτια μόνο με υλικό κυτταροκαλλιέργειας, 

όπου η ανάπτυξη είναι 0%. Τα παράσιτα επωάζονται για 24h στους 370C 

παρουσία 5% CO2. Στη συνέχεια, τα ζωντανά παράσιτα μετριούνται με τη 

βοήθεια αιματοκυττόμετρου Neubauer και η % αναστολή υπολογίζεται με 

βάση των αριθμό των ζωντανών παρασίτων στα φρεάτια που προστέθηκε 

μόνο διαλύτης DMSO. 

3.2.6.7 Έλεγχος in vitro κυτταρικής επιβίωσης/πολλαπλασιασμού σε 

ενδοκυττάρια αμαστιγωτά T. cruzi. 

 Στην περίπτωση αυτή, μολυσμένα με τρυπομαστιγωτά 

μακροφάγα επωάζονται για 96h με τις ιντιρουμπίνες και στη συνέχεια 

ελέγχθηκε η επιβίωση των παρασίτων με χρώση των κυττάρων και μέτρηση 

των παρασίτων που επιβίωσαν μέσα στα μακροφάγα.  

Συγκεκριμένα, αρχικά επιστρώνονται 2x105 μακροφάγα σε πλάκα 

κυτταροκαλλιέργειας 24 φρεατίων στο πάτο των οποίων έχουν προστεθεί 

καλυπτρίδες και επωάζονται σε θάλαμο θερμοκρασίας 370C σε ατμόσφαιρα 
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5% CO2, για 24h, ώστε να γίνει η προσκόλληση των κυττάρων. Ακολουθεί 

απομάκρυνση του υπερκείμενου υλικού και προσθήκη τρυπομαστιγωτών σε 

αναλογία 10 παράσιτα ανά μακροφάγο σε 1ml υλικού 

κυτταροκαλλιέργειας/φρεάτιο. Μετά από επώαση των μακροφάγων με τα 

παράσιτα για 2h στους 370C, όπου γίνεται η μόλυνση των μακροφάγων από 

τα παράσιτα, απομακρύνεται το υπερκείμενο υλικό και ξεπλένονται τα 

προσκολλημένα κύτταρα 3 φορές με υλικό RPMI χωρίς ορό ή με 

αποστειρωμένο PBS 1x, ώστε να απομακρυνθούν όσα παράσιτα δεν έχουν 

εισέλθει στα μακροφάγα. 

Ακολουθεί προσθήκη 1ml RPMI/φρεάτιο και σε κάθε φρεάτιο 

προστίθεται ιντιρουμπίνη σε διαφορετικές συγκεντρώσεις ή ο ίδιος όγκος του 

διαλύτη DMSO (φρεάτια-control) και τα μολυσμένα μακροφάγα επωάζονται 

παρουσία των φαρμάκων στους 370C σε ατμόσφαιρα 5% CO2 για 6h. Μετά το 

πέρας των 6h γίνεται απομάκρυνση του υπερκείμενου υλικού και προσθήκη 

1ml RPMI/φρεάτιο και ακολουθεί επώαση στους 370C σε ατμόσφαιρα 5% CO2 

για 4 μέρες. Στη συνέχεια, τα μολυσμένα μακροφάγα μονιμοποιούνται με 

μεθανόλη και γίνεται χρώση Giemsa. Τέλος, τα παράσιτα που περιέχονται στα 

μακροφάγα μετριούνται με χρήση οπτικού μικροσκοπίου (Model CX41, 

Olympus, Tokyo, Japan). Τουλάχιστον, 100 μολυσμένα μακροφάγα 

μετριούνται για κάθε αραίωση ιντιρουμπίνης. Σύγκριση των τιμών στα φρεάτια 

με ιντιρουμπίνες, σε σχέση με τα φρεάτια-μάρτυρες, επιτρέπει τον 

υπολογισμό της κατάλληλης συγκέντρωσης ιντιρουμπίνης, για να μειωθεί ο 

αριθμός των αμαστιγωτών κατά 50% (IC50). 

3.2.7 Ενζυμολογία 

3.2.7.1. Ιn vitro πείραματα αναστολής των LdGSK-3s, CRK3 και TbGSK-

3s 

Η ενεργότητα των κινασών LdGSK-3s και CRK3 στα διάφορα 

εκλούσματα ιμιδαζολίου μελετήθηκε χρησιμοποιώντας ως υποστρώματα το 

συνθετικό πεπτίδιο GS-1 (YRRAAVPPSPSLSRHSSPHQSpEDEEE) για τις 

LdGSK-3s και TbGSK-3s και την ιστόνη Η1 των θηλαστικών για την CRK3. Το 

GS-1 πεπτίδιο συντίθενται με βάση την αλληλουχία αμινοξέων της 

συνθετάσης του γλυκογόνου των θηλαστικών, στις περιοχές φωσφορυλίωσης 

από την GSK-3 και χρησιμοποιείται στις δοκιμασίες της κινάσης GSK-3β των 
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θηλαστικών [276, 277], ενώ η ιστόνη Η1 των θηλαστικών είναι το φυσιολογικό 

υπόστρωμα της ομόλογης της CRK3 κινάσης των θηλαστικών, CDK1. Για την 

γρήγορη ανάλυση/σάρωση (highthroughput screening) όσον αφορά τη 

μέτρηση της ενεργότητας κινασών στις δοκιμασίες αναστολής κινασών, 

χρησιμοποιείται το Kinase-Glo® Luminescent Kinase Assay kit. Με τη 

συγκεκριμένη μέθοδο, η μέτρηση της ενεργότητας γίνεται με ποσοτικοποίηση 

του ATP που παραμένει στο διάλυμα μετά από την αντίδραση κινάσης 

(Εικόνα 31). Στην εικόνα φαίνεται ότι αρχικά γίνεται φωσφορυλίωση του 

υποστρώματος από την κινάση, με κατανάλωση του ATP. Όσο πιο έντονη η 

αναστολή της φωσφορυλίωσης, τόσο λιγότερο ATP θα καταναλώνεται στο 

διάλυμα της αντίδρασης. Το ATP που παραμένει μετά το τέλος της αρχικής 

αντίδρασης, χρησιμοποιείται από τη λουσιφεράση, η οποία καταλύει την 

οξυγόνωση του υποστρώματος της, της λουσιφερίνης. Η αντίδραση της 

λουσιφεράσης παράγει ένα φωτόνιο σε κάθε αντίδραση. Η βιοφωταύγεια που 

μετριέται είναι ανάλογη με την ποσότητα του ATP που χρησιμοποιείται από τη 

λουσιφεράση και επομένως είναι αντιστρόφως ανάλογη με την ενεργότητα της 

κινάσης. 

 

Εικόνα 31. Αντιδράσεις στις οποίες βασίζεται η μέθοδος Kinase-Glo®. 

 

Αρχικά έγιναν αντιδράσεις προκειμένου να καθοριστεί η ενεργότητα 

των κινασών στα διάφορα εκλούσματα ιμιδαζολίου (50, 150, 250 και 400mM 

ιμιδαζολίου). Η αντίδραση πραγματοποιείται στους 300C για 30 min ώστε να 

συμφωνούν με ήδη δημοσιευμένα πειραματικά δεδομένα.  
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Η κάθε αντίδραση δοκιμασίας της LdGSK-3s περιείχε τα εξής: 

LdGSK-3s (εκλούσματα 50, 150, 250 και 400 mM ιμιδαζολίου)                10 μl 

Διάλυμα δοκιμασίας κινασών (10x)                                                             4 μl 

GS-1 πεπτίδιο (τελική συγκέντρωση 10 μΜ)                                            1,2 μl 

ΑΤΡ (τελική συγκέντρωση 10 μΜ)                                                               1 μl 

ddH2O                                                                                                     23,8 μl 

Τελικός όγκος                                                                                          40 μl 

 

Η κάθε αντίδραση δοκιμασίας της CRK3 περιείχε τα εξής: 

CRK3 (εκλούσματα 50, 150, 250 και 400 mM ιμιδαζολίου)                       10 μl 

Διάλυμα δοκιμασίας κινασών (10x)                                                             4 μl 

Ιστόνη Η1 (τελική συγκέντρωση 10 μΜ)                                                   5,2 μl 

ΑΤΡ (τελική συγκέντρωση 10 μΜ)                                                               1 μl 

ddH2O                                                                                                    19,8 μl 

Τελικός όγκος                                                                                          40 μl 

 

Η κάθε αντίδραση δοκιμασίας της TbGSK-3s περιείχε τα εξής: 

TbGSK-3s (εκλούσματα 50, 150, 250 και 400 mM ιμιδαζολίου)                10 μl 

Διάλυμα δοκιμασίας κινασών (10x)                                                             4 μl 

GS-1 πεπτίδιο (τελική συγκέντρωση 10 μΜ)                                             1,2 μl 

ΑΤΡ (τελική συγκέντρωση 10 μΜ)                                                               1 μl 

ddH2O                                                                                                     23,8 μl 

Τελικός όγκος                                                                                          40 μl 

Μετά το τέλος της αντίδρασης της κινάσης προστίθεται ίσος όγκος 

Kinase Glo® Max Reagent (40μl). Ακολουθεί 10 min ανάδευση σε 

θερμοκρασία δωματίου και υπό σκοτάδι και έπειτα μετρείται η βιοφωταύγεια 

σε λουμινόμετρο για να καθοριστεί ενεργότητα των εκλουσμάτων. Η 

μεγαλύτερη παρατηρούμενη ενεργότητα των κινασών LdGSK-3s, CRK3 και 

TbGSK-3s παρατηρείται στα εκλούσματα 150mM, 50mM και 250mM 

ιμιδαζολίου αντίστοιχα, τα οποία και χρησιμοποιήθηκαν στα πειράματα 

αναστολής των κινασών. Στη συνέχεια, έγιναν μελέτες κινητικής, προκειμένου 

να προσδιοριστούν οι σταθερές Km των ενζύμων για το ΑΤΡ και το 
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υπόστρωμα και τελικά προσδιορίστηκε η ιδανική ποσότητα κινάσης για τις 

δοκιμασίες αναστολής.  

Τα πειράματα αναστολής των κινασών έγιναν με το ίδιο πρωτόκολλο, 

με προσθήκη διαφορετικών συγκεντρώσεων αναστολέων, έτσι ώστε οι τελικές 

συγκεντρώσεις του αναστολέα στις αντιδράσεις να είναι: 0,01μΜ, 0,03μΜ, 

0,1μΜ, 0,33μΜ, 1μΜ και 3,33μΜ. 

Η κάθε αντίδραση αναστολής της LdGSK-3s περιείχε τα εξής: 

LdGSK-3s                                                                                        1 μl 

Αναστολέας                                                                                     4 μl 

Διάλυμα δοκιμασίας κινασών (10x)                                                 4 μl 

GS-1 πεπτίδιο (τελική συγκέντρωση 8,3 μΜ)                               1,2 μl 

ΑΤΡ (τελική συγκέντρωση 15 μΜ)                                                   1 μl 

dd H2O                                                                                       28,8 μl 

Τελικός όγκος                                                                              40 μl 

 

Η κάθε αντίδραση αναστολής της CRK3 περιείχε τα εξής: 

CRK3                                                                                            1,5 μl 

Αναστολέας                                                                                     4 μl 

Διάλυμα δοκιμασίας κινασών (10x)                                                 4 μl 

Ιστόνη Η1 (τελική συγκέντρωση 5 μΜ)                                         5,2 μl 

ΑΤΡ (τελική συγκέντρωση 15 μΜ)                                                   1 μl 

dd H2O                                                                                     24,3 μl 

Τελικός όγκος                                                                            40 μl 

 

Η κάθε αντίδραση αναστολής της TbGSK-3s περιείχε τα εξής: 

TbGSK-3s                                                                                      2 μl 

Αναστολέας                                                                                    4 μl 

Διάλυμα δοκιμασίας κινασών (10x)                                                4 μl 

GS-1 πεπτίδιο (τελική συγκέντρωση 8,3 μΜ)                              1,2 μl 

ΑΤΡ (τελική συγκέντρωση 15 μΜ)                                                  1 μl 

dd H2O                                                                                      27,8 μl 

Τελικός όγκος                                                                            40 μl 
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Ως θετικός μάρτυρας στις αντιδράσεις χρησιμοποιείται δείγμα στο 

οποίο δεν έχει προστεθεί αναστολέας, όπου μετριέται η μικρότερη τιμή 

βιοφωταύγειας και ως αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιείται δείγμα στο οποίο 

δεν έχει προστεθεί κινάση, όπου μετριέται η μέγιστη τιμή βιοφωταύγειας. Ο 

τύπος που χρησιμοποιήθηκε για να υπολογιστούν τα ποσοστά αναστολής 

των κινασών από τους αναστολείς ήταν ο εξής: 

 

Στη συνέχεια δημιουργήθηκαν καμπύλες δόσης-απόκκρισης για κάθε 

αναστολέα, από τις οποίες καθορίστηκαν οι τιμές IC50. Επιπλέον, οι τιμές IC50 

εξαρτώνται από την ενδογενή συγγένεια του αναστολέα, τη σταθερά 

διάστασης του συμπλόκου ενζύμου-αναστολέα Ki, καθώς και από τον 

ανταγωνισμό από το ΑΤΡ (συγκέντρωση του ΑΤΡ) και την σταθερά Km του 

ενζύμου για το ΑΤΡ. Οι τιμές αυτές συσχετίζονται μεταξύ τους με την εξίσωση 

Cheng- Prusoff: 

 

3.2.8 Κυτταρομετρία ροής (FACS-Fluorescence-activated cell sorting) 

Η κυτταρομετρία ροής είναι μια μέθοδος η οποία επιτρέπει τον έλεγχο 

πολλών δεικτών ταυτόχρονα, μετά από σήμανση των κύτταρων με 

φθορίζουσες χρωστικές ή αντισώματα συνδεδεμένα με διαφορετικά 

φθοριοχρώματα. Παράλληλα, προσδιορίζει την πυκνότητα κάθε δείκτη ανά 

μονάδα κυτταρικής επιφάνειας, με βάση την ένταση του φθορισμού και τα 

μορφολογικά χαρακτηριστικά των κυττάρων [πρόσθιος σκεδασμός FSC-

μέγεθος κυττάρων και πλάγιος σκεδασμός SSC-εσωτερική πολυπλοκότητα 

(κοκκία, οργανίδια) του κυττάρου]. Η κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιήθηκε 

στην παρούσα εργασία για τη μελέτη του κυτταρικού κύκλου των παρασίτων, 

καθώς και για τη μελέτη της απόπτωσης. 

 



Διδακτορική διατριβή Αντωνίας Ευσταθίου 

145 
 

3.2.8.1 Ανάλυση κυτταρικού κύκλου των L. donovani προμαστιγωτών. 

L. donovani προμαστιγωτά στατικής φάσης (2×107 κύτταρα/ml) 

ανακαλλιεργήθηκαν σε 106 κύτταρα/ml και επωάστηκαν στους 260C με την 

παρουσία 0,01% DMSO ή με τη συγκέντρωση κάθε ιντιρουμπίνης που 

προκαλεί 50% αναστολή ανάπτυξης των παρασίτων (IC50). Δείγματα από 

κάθε καλλιέργεια προετοιμάστηκαν για ανάλυση με FACS μετά από επώαση 

για 24, 48 ή 72h. Η προετοιμασία των δειγμάτων για ανάλυση του κυτταρικού 

κύκλου με FACS, περιλαμβάνει σήμανση των παρασίτων με τη χρωστική 

Propidium Iodide (PI), η οποία προσδένεται στο DNA καθώς και στο RNA των 

κυττάρων. Πιο συγκεκριμένα, καλλιέργειες παρασίτων φυγοκεντρούνται στις 

1.400rpm για 10 min και πλένονται με 10ml PBS. Το υπερκείμενο αποχύνεται 

και το κυτταρικό ίζημα αναδιαλύεται σε 1ml διαλύματος PBS που περιέχει 

70% παγωμένη μεθανόλη έτσι ώστε να μονιμοποιηθούν τα παράσιτα. Μετά 

από 3 min, τα μονιμοποιημένα πλέον παράσιτα φυγοκεντρούνται και το ίζημα 

επωάζεται με διάλυμα PBS, που περιέχει 50μg/ml φθορίζουσας χρωστικής PI 

και RNase A (1mg/ml σε PBS). Στη συνέχεια, τα δείγματα μεταφέρονται για 

ανάλυση του κυτταρικού κύκλου των παρασίτων (20.000 παράσιτα/δείγμα) 

χρησιμοποιώντας τον κυτταρομετρητή ροής (Becton Dickinson FACSCalibur). 

Η ανάλυση των αποτελεσμάτων γίνεται με τη χρήση του προγράμματος 

CellQuest (BD Biosciences). 

3.2.8.2 Ανάλυση κυτταρικού κύκλου των BSF T. brucei. 

 Η διαδικασία που περιγράφηκε παραπάνω, στο κεφάλαιο 3.2.8.1, 

ακολουθείται και για την ανάλυση του κυτταρικού κύκλου των παρασίτων BSF 

T. brucei με τη μόνη διαφορά ότι τα παράσιτα ανακαλλιεργήθηκαν σε 2X104 

κύτταρα/ml και επωάστηκαν στους 370C σε ατμόσφαιρα 5% CO2 με την 

παρουσία 0,01% DMSO ή με τη συγκέντρωση κάθε ιντιρουμπίνης που 

προκαλεί 50% αναστολή ανάπτυξης των παρασίτων (IC50). Μετά την επώαση, 

οι καλλιέργειες παρασίτων φυγοκεντρούνται στις 3.500rpm για 10 min και 

ακολουθείται η παραπάνω διεργασία για την ανάλυση του κυτταρικού τους 

κύκλου. 

3.2.9 Τεχνικές εντόπισης αποπτωτικών κυττάρων 

Οι τεχνικές εντόπισης αποπτωτικών κυττάρων βασίζονται σε 

μορφολογικές παρατηρήσεις, βιοχημικές και ανοσοϊστοχημικές μεθόδους και 
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στην ανίχνευση του κερματισμένου DNA in situ. Η μελέτη του κυτταρικού 

κύκλου που περιγράφηκε στο κεφάλαιο 3.2.8.1 επίσης συνεισφέρει στην 

ανίχνευση της απόπτωσης, με εντόπιση κυττάρων που έχουν διασπασμένο 

γενετικό υλικό. Η μετατόπιση της φωσφατιδυλοσερίνης προηγείται του 

κερματισμού του DNA και συνεπώς επιτρέπει την ανίχνευση των 

αποπτωτικών κυττάρων στα αρχικά στάδια της διεργασίας. 

3.2.9.1 Σήμανση in vivo με Ανεξίνη V και PI. 

Η εκτεθειμένη φωσφατιδυλοσερίνη στην εξωτερική μεμβράνη των 

κυττάρων καθώς και η ακεραιότητα της πλασματικής μεμβράνης των 

κυττάρων μελετήθηκαν χρησιμοποιώντας τη διπλή χρώση με Ανεξίνη V- FITC 

και PI (Apoptosis Detection kit, R&D Systems). L. donovani προμαστιγωτά 

στατικής φάσης ανακαλλιεργούνται σε 106 κύτταρα/ml και επωάζονται στους 

260C παρουσία 0,01% DMSO ή με τη συγκέντρωση κάθε ιντιρουμπίνης που 

προκαλεί 50% αναστολή ανάπτυξης των παρασίτων (IC50). Επίσης, BSF T. 

brucei ανακαλλιεργούνται σε 2X104 κύτταρα/ml και επωάζονται στους 370C σε 

ατμόσφαιρα 5% CO2 με την παρουσία 0,01% DMSO ή με τη συγκέντρωση 

κάθε ιντιρουμπίνης που προκαλεί 50% αναστολή ανάπτυξης των παρασίτων 

(IC50). Δείγματα από κάθε καλλιέργεια προετοιμάζονται για ανάλυση με FACS 

μετά από επώαση για 24, 48 ή/και 72h. Τέλος, τα τρυπομαστιγωτά T. cruzi 

ανακαλλιεργούνται σε 4X105 κύτταρα/ml και επωάζονται στους 370C σε 

ατμόσφαιρα 5% CO2 με την παρουσία 0,01% DMSO ή με τη συγκέντρωση 

κάθε ιντιρουμπίνης που προκαλεί 50% αναστολή ανάπτυξης των παρασίτων 

(IC50). Δείγματα από κάθε καλλιέργεια προετοιμάζονται για ανάλυση με FACS 

μετά από επώαση για 24h. Τα παράσιτα που είναι εκτεθειμένα σε 4mM 

υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) για 40 min χρησιμοποιούνται σαν θετικοί 

μάρτυρες για την απόπτωση [242]. Τα παράσιτα που επεξεργάζονται με 0,1% 

Triton X-100 για 5 min χρησιμοποιούνται σαν θετικοί μάρτυρες για τη 

νέκρωση. Για την προετοιμασία των δειγμάτων για ανάλυση με FACS, αρχικά 

τα κύτταρα φυγοκεντρούνται και το κυτταρικό ίζημα πλένεται με παγωμένο 

PBS. Συνολικά 106 κύτταρα αραιώνονται σε διάλυμα επώασης Ανεξίνης V 

[10μl διαλύματος πρόσδεσης, 10μl PI (τελική συγκέντρωση 5μg/ml), 1μl 

συμπλόκου ανεξίνης VFITC και 79μl αποσταγμένου νερού] και ακολουθεί 

επώαση για 15 min στο σκοτάδι, σε θερμοκρασία δωματίου, πριν γίνει η 
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ανάλυση των κυττάρων σε κυτταρομετρητή ροής. Είκοσι χιλιάδες (20.000) 

παράσιτα ανά δείγμα μελετήθηκαν και τα δεδομένα αναλύθηκαν 

χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Cell Quest. Τα αποτελέσματα είναι 

ενδεικτικά τριών ξεχωριστών πειραμάτων. 

3.2.9.2 In situ σήμανση κατακερματισμένων τμημάτων DNA με TUNEL. 

Η τεχνική TUNEL (Terminal deoxynoucleotidyl transferase TdT-

mediated dUTP Nick end labeling) στηρίζεται στη σύνδεση του ενζύμου TdT 

με τα 3’-ΟΗ άκρα των θραυσμάτων DNA και στην προσθήκη βιοτινυλιωμένου 

νουκλεοτιδίου στις θέσεις εντομής. Χρησιμοποιήθηκε το Cell Death 

Fluorescein Detection kit (Roche Applied Science), σύμφωνα με τις οδηγίες 

του κατασκευαστή. Παράσιτα L. donovani προμαστιγωτά ή BSF T. brucei 

ανακαλλιεργούνται όπως παραπάνω (κεφάλαιο 3.2.9.1) παρουσία αναστολέα 

ή DMSO. Τα κύτταρα μονιμοποιούνται με 4% παραφορμαλδεύδη για 1h και 

στη συνέχεια επωάζονται με 0,1% Triton X-100 σε 0,1% διάλυμα κιτρικού 

νατρίου, για 2 min για αύξηση της διαπερατότητας των μεμβρανών. Ακολουθεί 

πλύσιμο των κυττάρων με PBS και επικάλυψη με το μείγμα της αντίδρασης 

TUNEL (TUNEL reaction mixture) για 60 min στους 370C. Τέλος, τα κύτταρα 

πλένονται με PBS και παρατηρούνται σε μικροσκόπιο φθορισμού Zeiss σε 

μεγέθυνση ×120. Ως TUNEL-θετικά κύτταρα (αποπτωτικά κύτταρα που έχουν 

εισέλθει στη διαδικασία της απόπτωσης), χαρακτηρίστηκαν τα κύτταρα στα 

οποία είχε επισημανθεί o πυρήνας. Το ποσοστό της απόπτωσης καθορίστηκε 

με τη μέτρηση τουλάχιστον 300 κυττάρων ανά κατηγορία από τρία ανεξάρτητα 

πειράματα. 

3.2.9.3 Κυτταρική και πυρηνική μορφολογία. 

Για τον προσδιορισμό της κυτταρικής και πυρηνικής μορφολογίας, 

δείγματα από παράσιτα L. donovani προμαστιγωτά ή BSF T. brucei 

ανακαλλιεργούνται όπως παραπάνω (κεφάλαιο 3.2.9.1) παρουσία αναστολέα 

ή DMSO. Τα παράσιτα φυγοκεντρούνται και το κυτταρικό ίζημα πλένεται με 

παγωμένο PBS. Τα κύτταρα μονιμοποιούνται στη συνέχεια με 2% 

παραφορμαλδεύδη και 50μl εναιωρήματος κυττάρων τοποθετούνται σε 

καλυπτρίδες οι οποίες είναι προ-επεξεργασμένες με 1mg/ml poly-L-lysine). Τα 

κύτταρα στη συνέχεια επεξεργάζονατιμε 50μg/ml RNase A στους 370C για 1h 

και επωάζονατι με 10μg/ml φθορίζουσας χρωστικής Propidium Iodide (PI). Οι 
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παρατηρήσεις έγιναν με συνεστιακό μικροσκόπιο φθορισμού (TCSSP Leica 

Confocal fluorescence microscope). Τουλάχιστον 100 κύτταρα από τρία 

ανεξάρτητα πειράματα καταγράφηκαν για κάθε περίπτωση. 

3.2.9.4 Ηλεκτρονική Μικροσκοπία σε T. cruzi τρυπομαστιγωτά. 

4X105 τρυπομαστιγωτά T. cruzi/ml επωάζονται στους 370C σε 

ατμόσφαιρα 5% CO2 με την παρουσία 0,01% DMSO ή με τη συγκέντρωση 

κάθε ιντιρουμπίνης που προκαλεί 50% αναστολή ανάπτυξης των παρασίτων 

(IC50). Δείγματα από κάθε καλλιέργεια προετοιμάζονται για ανάλυση μετά από 

επώαση για 24h. Τα παράσιτα αρχικά μονιμοποιούνται με διάλυμα 

κακοδυλικού νατρίου (0,1Μ, pH 7,2) που περιέχει 2% φορμαλδεΰδη και 2,5% 

γλουταραλδεΰδη για 1hσε θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί πλύση των 

παρασίτων τρείς φορές με διάλυμα κακοδυλικού νατρίου (0,1Μ, pH 7,2) και 

μετά-μονιμοποίηση με 1% διάλυμα τετροξείδιο του οσμίου (Sigma-Aldrich) για 

1h. Μετά από την αφυδάτωση με αυξανόμενες συγκεντρώσεις ακετόνης (30, 

50, 70, 90, 100%) για 10 min σε κάθε στάδιο, τα παράσιτα ενσωματώνονται 

σε Poly/Bed ρητίνης (PolyScience, Dallas, TX, USA). Υπέρλεπτα τμήματα 

δημιουργούνται με χρήση του ultramicrotome Leica UC7 (οι τομές γίνονται 

στα 300 mesh copper grids) και χρωματίζονται με αντίθεση με κιτρικό 

μόλυβδο και οξικό ουρανύλιο. Τα δείγματα παρατηρούνται σε ηλεκτρονικό 

μικροσκόπιο μετάδοσης (trasmission) JEOL TEM-1230 (Acworth, GA, USA). 

Για ανάλυση των δειγμάτων με ηλεκτρονική μικροσκόπια σάρωσης 

(scanning) ακολουθείται η ίδια διαδικασία με την παραπάνω, με τη διαφορά 

ότι η αφυδάτωση των παρασίτων γίνεται με αυξανόμενες συγκεντρώσεις 

αιθανόλης (30, 50, 70, 90, 100%) για 10 min σε κάθε στάδιο. Στη συνέχεια, 

κρίσιμο σημείο είναι η ξηρασία του δείγματος σε συσκευή Baltec CPD 030 

όπου τα δείγματα τοποθετούνται σε ειδικά δοχεία. Στα δείγματα επιστρώνεται 

2-3nm στρώμα χρυσού για αποφυγή της διασκόρπισης ιόντων. Τα δείγματα 

παρατηρούνται σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης (scanning) JEOL 6340 

(Acworth, GA, USA) το οποίο λειτουργεί στα 5.0kV και 12μΑ. 

3.2.10 Πολλαπλή στοίχιση αλληλουχιών-Μοντέλο ομολογίας-Μοριακές 

προσομοιώσεις 

Η πολλαπλή στοίχιση των αλληλουχιών των πρωτεϊνών 

δημιουργήθηκε χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα BioEdit Sequence Alignment 
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Editor και διορθώθηκε ώστε να επανατοποθετηθούν τα κενά που υπήρχαν 

στα στοιχεία δευτεροταγούς δομής, δηλαδή στις α-έλικες ή στις β-πτυχωτές 

επιφάνειες. Οι απεικονίσεις των στοιχήσεων των αλληλουχιών 

δημιουργήθηκαν με το ESPript [278]. Η κρυσταλλική δομή της ανθρώπινης 

GSK-3β χρησιμοποιήθηκε σαν καλούπι (pdb 1Q41) για την κατασκευή του 

μοντέλου ομολογίας της LdGSK-3s. Το μοντέλο δημιουργήθηκε με τη χρήση 

του λογισμικού MODELLER v.6 [279]. 

Επιπλέον βελτιώσεις έγιναν με διαδοχικές ελαχιστοποιήσεις ενέργειας 

χρησιμοποιώντας το λογισμικό MACROMODEL v.9 [280]. Τέλος, η 

σταθερότητα του μοντέλου ελέγχθηκε με προσομοίωση στοχαστικής 

δυναμικής (Stochastic Dynamics simulation). Η μελέτη πρόσδεσης των 

αναστολέων στις κινάσες έγινε χρησιμοποιώντας τον αλγόριθμο Monte Carlo 

του λογισμικού Macromodel v.9. Το μοντέλο ομολογίας και οι μοριακές 

προσομοιώσεις έγιναν σε συνεργασία με τον τομέα Φαρμακογνωσίας και 

Φαρμακευτικής Χημείας της Φαρμακευτικής Σχολής του Πανεπιστημίου 

Αθηνών. 

3.2.11 Ιn vivo μελέτη αντιπαρασιτικής δράσης ιντιρουμπινών 

 Η χρήση πειραματοζώων εγκρίθηκε από την επιτροπή Βιοηθικής 

Πειραματοζώων του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστερ (Ε.Ι.Π., Αθήνα, Ελλάδα) 

που λειτουργεί σύμφωνα με την οδηγία της Ευρωπαϊκής Επιτροπής 1986/609 

και το νόμο 1992/2015. Οι μύες παραλήφθηκαν από τη μονάδα 

πειραματόζωων του Ε.Ι.Π. όπου και αναπαράγονται. Οι εγκαταστάσεις του 

ινστιτούτου όπου εκτρέφονται οι μύες και όπου έλαβαν χώρα τα in vivo 

πειράματα είναι ελεύθεροι από παθογόνα και οι μύες λαμβάνουν εμπορική 

τροφή σε μορφή σβόλων (pellet) και νερό ad libitum.  

3.2.11.1 Ιn vivo μελέτη τοξικότητας ιντιρουμπινών  

Πριν τη μελέτη της αντιπαρασιτικής δράσης των ιντιρουμπινών, 

ελέγχτηκε αν προκαλούν τοξικότητα in vivo σε πειραματικό μοντέλο με μύες 

και για να προσδιοριστεί ο πειραματικός χρόνος και η δόση της δοκιμασίας. 

Συγκεκριμένα, ελέγχθηκαν 2 ιντιρουμπίνες οι οποίες ξεχώρισαν από τις 

υπόλοιπες και στοχεύουν πιο ειδικά τη λεϊσμανιακή GSK-3s: 5-Me-6BIO [191] 

και η 3’-piperazine-6BIO σε 2 διαφορετικές συγκεντρώσεις (10mg/kg και 

20mg/kg) και 3 διαφορετικές συγκεντρώσεις (1mg/kg, 10mg/kg και 20mg/kg) 
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αντίστοιχα. Η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής (Εικόνα 32): κάθε 

δεύτερη μέρα (t= 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 ημέρες) σε αρσενικούς BALB/c (H-2d) 

μύες (20-28g) ηλικίας (8-10 εβδομάδων) χορηγείται ενδοπεριτονιακά η 

εκάστοτε ουσία και σε συγκεκριμένη συγκέντρωση. Σε 5 διαφορετικά 

χρονολογικά σημεία (t= 0, 3, 7, 11, 15 ημέρες, όπου 0 ημέρες 

αντιπροσωπεύει τα δείγματα ελέγχου-control στα οποία δεν έχει γίνει καμία 

χορήγηση ουσίας) διαλέγονται τυχαία 2 ποντίκια και θανατώνονται με 

αυχενική παρεκτόπιση. Συλλέγεται αίμα στου οποίου τον ορό γίνεται 

αιματολογικός έλεγχος των ηπατικών ενζύμων ενώ συλλέγονται και τα όργανα 

(ήπαρ, σπλήνα, νεφρά, καρδιά, πνεύμονες και εγκέφαλος) ώστε να 

πραγματοποιηθεί σε αυτά μεταβολικός έλεγχος. Τα όργανα φυλάσσονται 

στους -80οC. Το αίμα που συλλέγεται παραμένει σε θερμοκρασία δωματίου 

για 4h και μετά φυγοκεντρείται για 5 min σε 1.000rpm και συλλέγεται ο ορός 

στον οποίο γίνεται έλεγχος των ηπατικών ενζύμων κρεατινίνη, τρανσαμινάση 

AST (SGOT), τρανσαμινάση ALT (SGPT) και CRP (ποσοτική). Παράλληλα, 

συλλέγονται και τα ούρα από 2 μύες για 24h μετά από κάθε χορήγηση της 

ουσίας και σε αυτά γίνεται ανάλυση μικροαλβουμίνης και κρεατινίνης 24ώρου.  

Ανεξάρτητο πείραμα επιβίωσης των μυών για 1 βδομάδα μετά από 

χορήγηση συγκεκριμένης δόσης ιντιρουμπίνης πραγματοποιήθηκε για να 

ελεγχθεί η τοξικότητα της ιντιρουμπίνης. Σε τέσσερις ομάδες των 3 θηλυκών 

BALB/c (H-2d) μυών (20-28g) ηλικίας (8-10 εβδομάδων) χορηγείται 20mg/kg, 

60mg/kg, 120mg/kg ιντιρουμπίνης και PBS που περιέχει DMSO 10% (v/v) 

αντίστοιχα, για μια φορά. Η επιβίωση και ο φαινότυπος υγείας των μυών 

παρατηρείται για μία βδομάδα. 

 

Εικόνα 32: Σχηματική αναπαράσταση διαδικασίας για in vivo μελέτη τοξικότητας 
ιντιρουμπινών  
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3.2.11.2 Ιn vivo μελέτη αντιπαρασιτικής δράσης ιντιρουμπινών σε 

πειραματικό μοντέλο σπλαχνικής λεϊσμανίασης 

 Αρσενικοί BALB/c (H-2d) μύες (20-28g) ηλικίας (8-10 εβδομάδων) 

επιμολύνονται με 107 στατικής φάσης ανάπτυξης παράσιτα L. Infantum MON-

1 προμαστιγωτής μορφής σε 0,1ml PBS [281]. Η επιμόλυνση 

πραγματοποιήθηκε στην ουραία φλέβα με χρήση βελόνας 29G.  

 Για την οξεία φάση της ασθένειας, δεκαπέντε ημέρες μετά τη μόλυνση, 

οι μύες χωρίστηκαν τυχαία σε ομάδες των 5. Στην μία ομάδα χορηγήθηκαν 

ενδοπεριτονιακά 3 δόσεις συγκέντρωσης ιντιρουμπίνης (η οποία δεν προκαλεί 

τοξικότητα) κάθε δεύτερη μέρα (t= 16, 18, 20 ημέρες μετά τη μόλυνση). Στην 

δεύτερη ομάδα χορηγήθηκαν ενδοπεριτονιακά 7 δόσεις στην ίδια 

συγκέντρωση ιντιρουμπίνης κάθε δεύτερη μέρα (t= 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28 

ημέρες μετά τη μόλυνση). Η τρίτη ομάδα έλαβε κάθε δεύτερη μέρα 0,1ml PBS-

DMSO μείγμα (1:1) και λειτούργησε ως αρνητικός μάρτυρας. 

 Για τη χρόνια φάση, εβδομήντα πέντε ημέρες μετά τη μόλυνση, οι μύες 

χωρίστηκαν τυχαία σε ομάδες των 5. Στην μία ομάδα χορηγήθηκαν 

ενδοπεριτονιακά 7 δόσεις συγκέντρωσης ιντιρουμπίνης (η οποία δεν προκαλεί 

τοξικότητα) κάθε δεύτερη μέρα (t= 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88 ημέρες μετά τη 

μόλυνση). Η δεύτερη ομάδα έλαβε κάθε δεύτερη μέρα 0,1ml PBS-DMSO 

μείγμα (1:1) και λειτούργησε ως αρνητικός μάρτυρας. 

 Δύο ημέρες μετά τη χορήγηση της τελευταίας δόσης σε κάθε ομάδα, οι 

μύες θανατώνονται με αυχενική παρεκτόπιση και συλλέγεται αίμα από το 

οποίο συλλέγεται ο ορός (όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 3.2.12.1) και 

φυλάσσεται στους -80οC. Επίσης, συλλέγονται υπό άσηπτες συνθήκες τα 

όργανα ήπαρ και σπλήνα και τοποθετούνται σε προζυγισμένους κωνικούς 

αποστειρωμένους πλαστικούς σωλήνες των 15 ml (Sarstedt, Nϋmbrecht, 

Germany) που περιείχαν 3ml RPMI-1640 και ζυγίζεται το βάρος τους σε mg. 

Μέρος των οργάνων φυλάσσεται στους -80οC για να πραγματοποιηθεί 

αργότερα μεταβολικός έλεγχος και έλεγχος παρασιτικού φορτίου με τη μέθοδο 

της RT-PCR. 

 Μικρό βάρος των οργάνων ήπαρ και σπλήνα (<10mg) χρησιμοποιείται 

για τον προσδιορισμό του παρασιτικού φορτίου προκειμένου να εξεταστεί η 

άμεση επίδραση της ιντιρουμπίνης στην εξέλιξη της μόλυνσης. Το όργανο 

ομογενοποιείται και αναδιαλύεται σε θρεπτικό υλικό Schneider’s 
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εμπλουτισμένο με 20% (v/v) FBS σε τελική συγκέντρωση 1mg/ml. Τα κύτταρα 

των οργάνων στρώθηκαν εις τετραπλούν σε πλάκα κυτταροκαλλιέργειας 96 

φρεατίων ακολουθώντας τη μέθοδο των διαδοχικών αραιώσεων. Οι πλάκες 

τοποθετούνται για 7 ημέρες στους 26oC. Μετά το πέρας των 7-15 ημερών, 

παρατηρείται στο μικροσκόπιο η τυχόν ανάπτυξη προμαστιγωτών παρασίτων 

στα φρεάτια.  

Αυτή η τεχνική συνίσταται στη διαδοχική αραίωση ενός αρχικού 

ομογενοποιήματος που προέρχεται από δεδομένο όργανο (ήπαρ, σπλήνα) 

μέχρι μια συγκεκριμένη ελάχιστη συγκέντρωση [282]. Η συγκέντρωση εκείνη 

στην οποία υπάρχει ένα μόνο παράσιτο στην προμαστιγωτή μορφή, είναι η 

συγκέντρωση που χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό του φορτίου των 

παρασίτων στο παρασιτούμενο όργανο σύμφωνα με τη σχέση: 

Π.Φ.= -log(συγκέντρωση)αραίωση 

 

Εικόνα 33: Σχηματική αναπαράσταση διαδικασίας για in vivo μελέτη αντιπαρασιτικής 
δράσης ιντιρουμπινών σε πειραματικό μοντέλο οξείας φάσης σπλαχνικής 
λεϊσμανίασης. 

  
Εικόνα 34: Σχηματική αναπαράσταση διαδικασίας για in vivo μελέτη αντιπαρασιτικής 
δράσης ιντιρουμπινών σε πειραματικό μοντέλο χρόνιας φάσης σπλαχνικής 
λεϊσμανίασης. 
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3.2.11.3 Ιn vivo μελέτη αντιπαρασιτικής δράσης ιντιρουμπινών σε 

πειραματικό μοντέλο αμερικάνικης τρυπανοσωμίασης (Chagas Disease) 

Θηλυκοί BALB/c (H-2d) επίμυες (20-28g) ηλικίας (6-8 εβδομάδων) 

επιμολύνονται με 104 παράσιτα T. cruzi (Y strain) τρυπομαστιγωτής μορφής 

σε 0,1ml PBS. Η επιμόλυνση πραγματοποιήθηκε ενδοπεριτονϊακά με χρήση 

βελόνας.  

 Για την οξεία φάση της ασθένειας, πέντε ημέρες μετά τη μόλυνση, οι 

μύες χωρίστηκαν τυχαία σε 3 ομάδες των 6. Στη μία ομάδα χορηγήθηκαν 

ενδοπεριτονιακά 5 δόσεις συγκέντρωσης ιντιρουμπίνης (η οποία δεν προκαλεί 

τοξικότητα) κάθε μέρα (t= 5, 6, 7, 8, 9 ημέρες μετά τη μόλυνση). Στη δεύτερη 

ομάδα χορηγήθηκαν ενδοπεριτονιακά 5 δόσεις 100mg βενζιμιδαζολίου (t= 5, 

6, 7, 8, 9 ημέρες μετά τη μόλυνση), το οποίο χρησιμοποιήθηκε ως θετικός 

μαρτυρας. Η τρίτη ομάδα έλαβε κάθε μέρα για 5 μέρες (t= 5, 6, 7, 8, 9 ημέρες 

μετά τη μόλυνση) 0,1ml PBS-DMSO μείγμα (1:1) και λειτούργησε ως 

αρνητικός μάρτυρας. 

 Η παρασιταιμία ελέγχθηκε με μέτρηση των παρασίτων στο αίμα (5μl) 

που συλλέγεται από την ουραία φλέβα τις μέρες 6, 8, 10 και 12 μετά τη 

μόλυνση [283]. Επίσης, ελέγχεται και η θνησιμότητα των μυών μέχρι και 30 

μέρες μετά τη μόλυνση. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

4.1 Λεϊσμάνια (Leishmania donovani) 

4.1.1 Καθορισμός της αντιλεϊσμανιακής δραστικότητας (IC50) 

βιβλιοθήκης ιντιρουμπινών στα παράσιτα 

 Από προηγούμενες μελέτες γνωρίζουμε ότι κάποια ανάλογα 

ιντιρουμπίνης κατέχουν αντιλεϊσμανιακή δράση [191, 218]. Μάλιστα, η μελέτη 

που πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο Μοριακής Παρασιτολογίας του 

Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ [191] ανέδειξε 2 ανάλογα ιντιρουμπίνης (6BIO 

και 5-Me-6BIO) τα οποία είναι πολλά υποσχόμενα μόρια για τη μελέτη του 

μηχανισμού δράσης των ιντιρουμπινών έναντι των παρασίτων L. donovani και 

για την ανάπτυξη καινούριων φαρμάκων έναντι της ασθένειας που προκαλούν 

τα παράσιτα αυτά. Τα χαρακτηριστικά που αναδεικνύουν τους αναστολείς 

αυτούς ως πολλά υποσχόμενους είναι το χαμηλό IC50 έναντι τόσο της 

προμαστιγωτής αλλά και της αμαστιγωτής μορφής των παρασίτων (≈1μΜ), 

καθώς και η χαμηλή τοξικότητα στα κύτταρα του ξενιστή (μακροφάγα). Εξίσου 

σημαντικό είναι το γεγονός ότι στα πλαίσια της εργασίας που προαναφέρθηκε 

ταυτοποιήθηκαν οι κυριότερες κινάσες-στόχοι τους. Ειδικότερα, βρέθηκε ότι η 

6BIO αναστέλλει 7 φορές πιο εκλεκτικά τη λεϊσμανιακή CRK3 αντί της LdGSK-

3s, ενώ η 5-Me-6BIO αναστέλλει 7 φορές πιο εκλεκτικά τη λεϊσμανιακή 

LdGSK-3s αντί της CRK3 [191]. Για να ξεπεραστεί το πρόβλημα αυτό καθώς 

και για να ταυτοποιήσουμε νέους αναστολείς με αυξημένη εκλεκτικότητα ως 

προς τη λεϊσμανιακή LdGSK-3s (που έχουμε επιλέξει σαν μόριο στόχο για 

τους λόγους που αναφέρθηκαν στην Εισαγωγή) έναντι της CRK3, μια 

καινούρια βιβλιοθήκη από 49 ανάλογα ιντιρουμπινών μελετήθηκε αρχικά ως 

προς την αντιλεϊσμανιακή τους δράση και στη συνέχεια έναντι των δύο 

κινασών. Το σημαντικό χαρακτηριστικό αυτής της βιβλιοθήκης ήταν ότι 

παρασκευάστηκε αρχικά για τη μελέτη της δράσης αυτών των νέων 

ιντιρουμπινών έναντι της ανθρώπινης GSK-3 και άλλων κινασών όπως οι 

DYRKs [178, 188]. Η βιβλιοθήκη αυτή αποτελείται από α) 7-υποκατεστημένες 

ιντιρουμπίνες οι οποίες δεν έχουν ελεγχθεί ποτέ ξανά για την αντιπαρασιτική 

τους δράση, β) 6ΒΙΟ ανάλογα στα οποία έχουν προστεθεί ογκώδεις 
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υδρόφιλες αμινο-αλυσίδες στην 3’ θέση του σκελετού της ιντιρουμπίνης με 

σκοπό την αύξηση της διαλυτότητας των αναλόγων αυτών και γ) 5-νίτρο 

υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες. Αξίζει να σημειωθεί ότι το στέλεχος L. 

donovani LG13 που χρησιμοποιήθηκε στα πειράματα μας είναι ανθεκτικό στα 

άλατα του αντιμονίου τα οποία αποτελούν την πρώτη γραμμή θεραπείας στην 

Αιθιοπία όπου απομονώθηκε. 

 Τα 49 αυτά ανάλογα ελέγχθηκαν για την αντιλεϊσμανιακή τους δράση 

έναντι τόσο της προμαστιγωτής όσο και της αμαστιγωτής μορφής του 

παρασίτου L. donovani. Για τον έλεγχο της αναστολής της ανάπτυξης των 

παρασίτων από τα ανάλογα ιντιρουμπίνης χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος 

Alamar blue [273] σε πλάκα κυτταροκαλλιέργειας 96 φρεατίων. Το Alamar 

blue είναι ένας δείκτης οξείδωσης-αναγωγής, που ανάγεται από μεταβολικά 

ενδιάμεσα των ζωντανών κυττάρων (NADH, FADH, NADPH) και η αναγωγή 

του συνοδεύεται από μετρήσιμη μετατροπή στο χρώμα, από την οξειδωμένη 

μορφή (μη φθορίζουσα-μπλε) στην ανηγμένη μορφή (φθορίζουσα-κόκκινη). Η 

διαδικασία που ακολουθείται για τη μελέτη της δράσης των αναλόγων έναντι 

των προμαστιγωτών παρασίτων περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.6.1 στο 

κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. Η διαδικασία που ακολουθείται για τη μελέτη της 

δράσης τους έναντι των αμαστιγωτών παρασίτων με έμμεση ποσοτικοποίηση 

του αριθμού των ζωντανών αμαστιγωτών 48h μετά τη λύση των μολυσμένων 

μακροφάγων [274], περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.6.2 στο κεφάλαιο 

Υλικά και Μέθοδοι. Στον αρχικό έλεγχο, οι 49 ιντιρουμπίνες ελέγχθηκαν σε 

συγκέντρωση 3μΜ, από τις οποίες μόνο 9 φαίνεται να αναστέλλουν σημαντικά 

την ανάπτυξη της προμαστιγωτής μορφής των παρασίτων L. donovani 

(πίνακας 3). Στη συνέχεια, για τις 9 αυτές ιντιρουμπίνες προσδιορίστηκε τόσο 

το IC50 τους έναντι των προμαστιγωτών παρασίτων όσο και η 

κυτταροτοξικότητα τους σε μακροφάγα J774.1 όπως περιγράφεται στην 

παράγραφο 3.2.6.4 στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. Καθορίσαμε ότι οι 

ιντιρουμπίνες που άξιζε να μελετηθούν περαιτέρω ήταν αυτές που ο λόγος της 

τιμής LC50 της κυτταροτοξικότητας προς το IC50 τους έναντι των 

προμαστιγωτών παρασίτων είναι μεγαλύτερο του 8 (δείκτης επιλεκτικότητας, 

selectivity index>8). Από τον πίνακα 3 φαίνεται πως οι ιντιρουμπίνες 4 και 5 

έχουν σχεδόν την ίδια τιμή LC50 και IC50 (1.5 και 1.15μM αντίστοιχα για την 4, 

1.5 και 0.9μΜ αντίστοιχα για την 5), και επομένως τα 2 αυτά ανάλογα δεν 
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μελετήθηκαν περαιτέρω για τη δράση τους έναντι της αμαστιγωτής μορφής 

του παράσιτου. Για τις υπόλοιπες 7 ιντιρουμπίνες, προσδιορίστηκε το IC50 

τους έναντι των ενδοκυττάριων αμαστιγωτών παρασίτων L. donovani και τα 

αποτελέσματα παρουσιάζονται στον πίνακα 3. Είναι σημαντικό να 

παρατηρήσουμε ότι τα 7 αυτά ανάλογα ιντιρουμπίνης τα οποία κατέχουν 

ικανοποιητική αντιλεϊσμανιακή δράση (IC50 έναντι της προμαστιγωτής μορφής 

0.65-1.5μΜ και IC50 έναντι της αμαστιγωτής μορφής 0.59-2.44μΜ) ανήκουν 

όλα στην ομάδα των 6BIO υποκατεστημένων αναλόγων με ογκώδη υδρόφιλες 

αμινο-αλυσίδες στην 3’ θέση του σκελετού της ιντιρουμπίνης.  

 Από τα 7 αυτά αναλόγα ιντιρουμπινών, τα ανάλογα 11 και 17 φαίνεται 

να έχουν καλή αντιλεϊσμανιακή δράση και ικανοποιητικό δείκτη 

επιλεκτικότητας (S.I>8). Τα υπόλοιπα ανάλογα όπως φαίνεται από τον πίνακα 

έχουν καλή αντιλεϊσμανιακή δράση αλλά έχουν και ιδιαίτερα υψηλή τοξικότητα 

έναντι της κυτταρικής σειράς των μακροφάγων J774.1 (πίνακας 3). Το 

γεγονός αυτό μπορεί να οφείλεται στην αυξημένη διαλυτότητα των 

ιντιρουμπινών που πιθανόν να έχει ως αποτέλεσμα την αυξημένη διείσδυση 

όχι μόνο μέσω της μεμβράνης των παρασίτων αλλά και μέσω της μεμβράνης 

των κυττάρων στα θηλαστικά. 

 Παράλληλα με τη βιβλιοθήκη των ιντιρουμπινών, στη μελέτη μας 

χρησιμοποιήθηκαν ως φάρμακα αναφοράς η Αμφοτερικίνη Β (Fungizone), η 

οποία βρέθηκε να αναστέλλει τα L. donovani προμαστιγωτά και ενδοκυτταρικά 

αμαστιγωτά με IC50 0.10±0.01μM και 0.20±0.02μM αντίστοιχα. Επίσης 

χρησιμοποιήθηκαν σαν αναστολείς αναφοράς οι ιντιρουμπίνες 6BIO με IC50 

0.80±0.05μM και 0.70±0.10μM αντίστοιχα και 5-Me-6BIO με IC50 1.20±0.20μM 

και 1.00±0.10μM αντίστοιχα, τιμές που είναι όμοιες με τις αναμενόμενες 

(πίνακας 3). Όλα τα αποτελέσματα προέρχονται από πραγματοποίηση 

τουλάχιστον 3 ανεξάρτητων πειραμάτων. 
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Πίνακας 3. Αντιλεϊσμανιακή δράση των 49 αναλόγων ιντιρουμπίνης που ελέγθηκαν έναντι των 
L. donovani προμαστιγωτών και ενδοκυτταρικών αμαστιγωτών με τη μέθοδο του Alamar blue. 
Παράλληλα παρουσιάζονται και οι ουσίες αναφοράς 6ΒΙΟ, 5-Μe-6BIO και Amphotericin B. Τέλος, 
φαίνεται η κυτταροτοξικότητα των ουσιών έναντι της κυτταρικής σειράς μακροφάγων J774.1. Όλα τα 
αποτελέσματα προέρχονται από πραγματοποίηση τουλάχιστον 3 ανεξάρτητων πειραμάτων. 

 

L. donovani 
(IC50 μM) 

 

Cpd Y R1 R2 R3 R4 R5 R6 
Promastigot

es 
Intracellular 
amastigotes 

ΜΦ 
J774.1 

(GI50 μM) 

1 NO H Br H H H 
 

>3μΜ >3μΜ - 

2 NO H Br H H H  >3μΜ >3μΜ - 

3 NO H Br H H H 
 

>3μΜ >3μΜ - 

4 NO H Br H H H 
 

1.15±0.06 - 1.5±0.07 

5 NO H Br H H H 
 

0.9±0.11 - 1.5±0.08 

6 NO H Br H H H 
 

>3μΜ >3μΜ - 

7 NO H Br H H H 

 

>3μΜ >3μΜ > 10 

8 NO H Br H H H  >3μΜ >3μΜ >10 

9 NO H Br H H H 

 

>3μΜ >3μΜ >10 

10 NO H Br H H H 
 

>3μΜ >3μΜ > 10 

11 NO H Br H H H 

 

0.75±0.05 0.59±0.07 6.25±0.08 

12 NO H Br H H H 
 

0.65±0.09 0.80±0.12 2.60±0.05 

13 NO H Br H H H 

 

0.82±0.21 0.85±0.16 2.41±0.11 

14 NO H Br H H H 
 

1.40±0.10 1.71±0.09 9.20±0.15 

15 NO H Br H H H 

 

1.50±0.14 2.44±0.17 6.00±0.08 

16 NO H Br H H H 
 

0.76±0.03 1.54±0.11 5.93±0.04 

17 NO H Br H H H 
 

0.76±0.04 1.22±0.06 10.00±0.02 

18 NO H Br H H H  >3μΜ >3μΜ - 

19 NO H Br H H H 
 

>3μΜ >3μΜ - 

20 O H H Br H H - >3μΜ >3μΜ - 

21  NO H H Br H H H >3μΜ >3μΜ > 10 

22 O H H Br COOH H - >3μΜ >3μΜ - 

23 NO H H Br COOH H H >3μΜ >3μΜ - 
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24 O H H Br H COOH - >3μΜ >3μΜ - 

25 NO H H Br H COOMe H >3μΜ >3μΜ - 

26 NO H H Br H COOH H >3μΜ >3μΜ - 

27 NO H H CF3 H H H >3μΜ >3μΜ - 

28 NO H H CF3 COOMe H H >3μΜ >3μΜ - 

29 O H H CF3 COOH H - >3μΜ >3μΜ - 

30 NO H H CF3 COOH H H >3μΜ >3μΜ - 

31 O H H CF3 H COOH - >3μΜ >3μΜ - 

32 NO H H CF3 H COOMe H >3μΜ >3μΜ > 10 

33 NO H H CF3 H COOH H >3μΜ >3μΜ - 

34 O H H CF3 
 

H - >3μΜ >3μΜ - 

35 NO H H CF3 
 

H H >3μΜ >3μΜ - 

36 NO NO2 

 

H H H H >3μΜ >3μΜ > 10 

37 NO NO2 

 

H COOH H H >3μΜ >3μΜ - 

38 NO NO2 
 

H H H H >3μΜ >3μΜ - 

39 NO NO2 

 

H COOH H H >3μΜ >3μΜ - 

40 NO NO2 

 

H COOMe H H >3μΜ >3μΜ - 

41 NO H H CF3 H 
COOM

e  
>3μΜ >3μΜ >10 

42 NO - - - - - - >3μΜ >3μΜ - 

43 NO - - - - - - >3μΜ >3μΜ - 

44 NO - - - - - - >3μΜ >3μΜ - 

45 NO - - - - - - >3μΜ >3μΜ - 

46 NO - - - - - - >3μΜ >3μΜ - 

47 NO - - - - - - >3μΜ >3μΜ - 

48 NO - - - - - - >3μΜ >3μΜ - 

49 NO - - - - - - >3μΜ >3μΜ - 

6BIO NO H Br H H H H 0.85±0.05 0.70±0.10 >25 

5-Me-6BIO NO CH3 Br H H H H 1.2±0.2 1.0±0.1 >25 
Amphoteric

in B 
- - - - - - - 0.10±0.01 0.20±0.02 - 

 
4.1.2 Αντιδράσεις αναστολής των LdGSK-3s και CRK3 

Με σκοπό να ελεγχθούν οι ιντιρουμπίνες με αντιλεϊσμανιακή δράση ως 

προς την αναστολή των κινασών LdGSK-3s και CRK3 σε in vitro πειράματα, 

οι κινάσες αυτές απομονώθηκαν από τα ανασυνδυασμένα παράσιτα L. 

donovani sat-LdGSK-3s και L. mexicana CRK3his με χρωματογραφία 

συγγένειας, όπως περιγράφεται στη παράγραφο 3.2.7.1 στο κεφάλαιο Υλικά 
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και Μέθοδοι. Η αλληλουχία αμινοξέων ιστιδίνης, επέτρεψε τον καθαρισμό των 

δύο κινασών με σωματίδια νικελίου (Ni2+-NTA-ρητίνη), όπου εκλούσθηκαν σε 

συγκεντρώσεις ιμιδαζολίου 50, 150, 250 και 400mM. Η παρουσία της LdGSK-

3s και της CRK3 στα εκλούσματα έγινε με τη βοήθεια του πολυκλωνικού 

αντισώματος IgG His-probe (1:100 αραίωση). Η ενεργότητα των LdGSK-3s 

και CRK3 προσδιορίστηκε στα εκλούσματα διαφορετικών συγκεντρώσεων 

ιμιδαζολίου μετά τη διαπίδυση ώστε να απομακρυνθεί το ιμιδαζόλιο το οποίο 

προσδένεται μη αντιστρεπτά στο ενεργό κέντρο των ενζύμων και τα 

απενεργοποιεί. Τα εκλούσματα που κατά την απομόνωση είχαν 50mM 

ιμιδαζολίου ήταν τα πιο ενεργά για την κινάση CRK3 ενώ όσον αφορά την 

κινάση LdGSK-3s, τα εκλούσματα με τη μεγαλύτερη ενεργότητα ήταν αυτά με 

συγκέντρωση ιμιδαζολίου 150mM. Η κινητική μελέτη των ενζύμων CRK3 και 

LdGSK-3s πραγματοποιήθηκε στα πλαίσια μιας προηγούμενης διδακτορικής 

διατριβής [284] αλλά επαναλήφθηκε και τα αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν 

στα απομονωμένα ένζυμα της παρούσας εργασίας. Πιο συγκεκριμένα, η 

σταθερά Michaelis-Menten (Κm) της LdGSK-3s για το ATP βρέθηκε να είναι 

15,2μΜ και για το GS-1 πεπτίδιο 8,3μΜ ενώ για την CRK3 για το ATP 

βρέθηκε να είναι 14,7μΜ και για την ιστόνη Η1 5μΜ. Επιπλέον, 

προσδιορίστηκαν οι ιδανικές ποσότητες ενζύμου LdGSK-3s και CRK3 που 

χρειάζονται για τις δοκιμασίες αναστολής οι οποίες είναι 1μl/αντίδραση για την 

LdGSK-3s και 1,5μl/αντίδραση για την CRK3. Τέλος, η ειδική ενεργότητα των 

LdGSK-3s και CRK3 είναι 800U/mg και 750U/mg αντίστοιχα (1U ενζύμου 

ορίζεται η ενσωμάτωση 1nM ATP στο πρωτεϊνικό υπόστρωμα ανά λεπτό 

αντίδρασης στους 300C και σε τελική συγκέντρωση ATP 15μM). Για τις 

ανταγωνιστικές αντιδράσεις αναστολής, στις οποίες το μόριο-αναστολέας 

ανταγωνίζεται την πρόσδεση του υποστρώματος (ΑΤΡ και πρωτεϊνικό 

υπόστρωμα), ιδανικά χρησιμοποιείται συγκέντρωση υποστρώματος περίπου 

ίση ή χαμηλότερη από την αντίστοιχη τιμή Km. Στις παρούσες αντιδράσεις 

λοιπόν χρησιμοποιήθηκαν οι συνθήκες που καθορίστηκαν, για την LdGSK-3s 

(1μl ενζύμου/αντίδραση, 15μΜ ATP και 8,3μΜ GS-1) και για την CRK3 (1,5μl 

ενζύμου/αντίδραση, 15μΜ ATP και 5μΜ Η1), παρουσία των αναστολέων και 

χρησιμοποιήθηκαν καμπύλες δόσης-απόκρισης για να καθοριστούν οι τιμές 

IC50, που αντιστοιχούν στη συγκέντρωση αναστολέα η οποία αναστέλλει το 

50% της ενεργότητας της κινάσης.  
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Με βάση τα παραπάνω πραγματοποιήθηκαν οι αντιδράσεις αναστολής 

των κινασών LdGSK-3s και CRK3 παρουσία των ιντιρουμπινών που 

βρέθηκαν να κατέχουν αντιλεϊσμανιακή δράση έναντι και των δύο μορφών του 

παρασίτου δηλαδή των L. donovani προμαστιγωτών και ενδοκυτταρικών 

αμαστιγωτών. Οι ιντιρουμπίνες αυτές είναι όπως φαίνεται και στον πίνακα 4, 

οι 11, 12, 13, 14, 15, 16 και 17. Σημειώνεται ότι ως αναστολείς αναφοράς 

χρησιμοποιήθηκαν οι ιντιρουμπίνες 5-Me-6BIO και 6ΒΙΟ. Από προηγούμενη 

μελέτη γνωρίζουμε ότι οι 6-βρωμο υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες 

αναστέλλουν επιλεκτικά τη λεϊσμανιακή CRK3 (την ομόλογη λεϊσμανιακή 

κινάση της ανθρώπινης CDK1), εκτός από την 5-Me-6BIO η οποία στοχεύει 

επιλεκτικά την LdGSK-3s και την 6-BIA η οποία στοχεύει εξίσου καλά και τις 2 

κινάσες του παρασίτου [191]. Το εύρημα αυτό παρουσιάζει ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον γιατί δείχνει ότι η επιλεκτικότητα αυτή των 6-βρώμο 

υποκατεστημένων ιντιρουμπινών είναι αντίστροφη από την εκλεκτικότητα που 

έχει ήδη βρεθεί έναντι της ανθρώπινης GSK-3 [182, 189]. Ειδικότερα, για τις 

ιντιρουμπίνες αναφοράς, η 6BIO αναστέλλει την LdGSK-3s με τιμή IC50 

0,15μM και την CRK3 7,5 φορές ισχυρότερα με τιμή IC50 0,02μΜ, ενώ η 5-Me-

6BIO αναστέλλει την CRK3 με τιμή IC50 0,65μM και την LdGSK-3s 7,2 φορές 

ισχυρότερα με τιμή IC50 0,09μM. Οι τιμές αυτές επιβεβαιώθηκαν και στην 

παρούσα διδακτορική διατριβή.  

Όπως φαίνεται στον πίνακα 4, οι ιντιρουμπίνες με αντιλεϊσμανιακή 

δράση οι οποίες είναι ανάλογα της 6ΒΙΟ, αναστέλλουν πιο επιλεκτικά την 

LdGSK-3s έναντι της CRK3 την οποία αναστέλλει η 6BIO. Η αναστροφή αυτή 

της εκλεκτικότητας οφείλεται πιθανόν στην υποκατάσταση της 3’ θέση της 

ιντιρουμπίνης με μια ογκώδη υδρόφιλη αμινο-αλυσίδα. Η αναστροφή αυτή 

είναι επιθυμητή καθώς στόχος μας ήταν να βρούμε ισχυρούς και εκλεκτικούς 

αναστολείς της LdGSK-3s ώστε να αποτελέσουν το δομικό σκελετό για νέες 

συνθέσεις και ως εκ’ τούτου νέα υποψήφια μόρια για την ανάπτυξη νέας 

γενιάς στοχευόμενων φαρμάκων έναντι της λεϊσμανίασης [218].  

Οι ιντιρουμπίνες όπως έχουμε ήδη αναφέρει είναι ΑΤΡ-ανταγωνιστικοί 

αναστολείς επομένως οι τιμές IC50 έναντι των κινασών εξαρτώνται από την 

ενδογενή συγγένεια του αναστολέα, τη σταθερά διάστασης του συμπλόκου 

ενζύμου-αναστολέα Ki, καθώς και από τον ανταγωνισμό από το ΑΤΡ 

(συγκέντρωση του ΑΤΡ) και τη σταθερά Km του ενζύμου για το ΑΤΡ. Η σχέση 
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που ενώνει τις μεταβλητές αυτές είναι η εξίσωση Cheng-Prusoff: Ki= IC50/ (1+ 

[ATP]/Km ATP).  

Πίνακας 4. Αναστολή της LdGSK-3s και CRK3 της Leishmania από τις ιντιρουμπίνες 
11-17 που εμφάνισαν αντιλεϊσμανιακή δράση. Όλα τα αποτελέσματα προέρχονται από 
πραγματοποίηση τουλάχιστον 3 ανεξάρτητων πειραμάτων  

 IC50 (μM) 

Ανάλογα 
ιντιρουμπίνης 

LdGSK-3s CRK3 

6BIO 0.15±0.06 0.02±0.01 

5-Me-6BIO 0.09±0.02 0.65±0.09 

11 0.10±0.07 >3.33 

12 0.20±0.08 0.99±0.19 

13 1.65±0.17 >3.33 

14 1.95±0.11 >3.33 

15 0.17±0.25 0.14±0.06 

16 0.36±0.18 >3.33 

17 0.88±0.26 >3.33 

 

Επομένως, η σύγκριση της ανασταλτικής ικανότητας των 

ιντιρουμπινών έναντι της LdGSK-3s και της CRK3, γίνεται μετά τη μετατροπή 

των τιμών IC50 σε τιμές Ki των αναστολέων για κάθε κινάση. Συγκεκριμένα, οι 

δοκιμασίες αναστολής γίνονται σε συγκέντρωση ATP ίση με τη σταθερά Km 

για το ATP άρα οι τιμές Ki των αναστολέων είναι ίσες με το ½ των τιμών IC50. 

Από τις 7 ιντιρουμπίνες, αυτές που παρουσιάζουν ενδιαφέρον, για τους 

λόγους που αναφέρθηκαν πιο πάνω, είναι οι ιντιρουμπίνη 11 (3’-piperazine-

6BIO) η οποία έχει Κi=0,05μΜ και Κi=1,665μΜ για την LdGSK-3s και την 

CRK3 αντίστοιχα (δηλαδή >33 φορές περισσότερο επιλεκτική προς την 

LdGSK-3s) και η ιντιρουμπίνη 17 (3’-pyrrolidine-6BIO) η οποία έχει Κi=0,44μΜ 

για την LdGSK-3s και πάνω από Κi=1,665μΜ για την CRK3 (> 3,8 φορές 

περισσότερο επιλεκτική προς την LdGSK-3s). Όπως, έχει προηγουμένως 

παρατηρηθεί για τις 5-Me-6BIO και την 6BIO, έτσι και για τις ιντιρουμπίνες 11 

και 17 παρατηρείται διαφορά ανάμεσα στην κυτταρική δηλαδή στο παράσιτο 

και ενζυμική τους ενεργότητα. Αυτό είναι σύνηθες γιατί οι ΑΤΡ-ανταγωνιστικοί 

αναστολείς είναι δραστικοί στα κύτταρα σε συγκεντρώσεις 10-100 φορές 
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υψηλότερες από το Ki τους. Το γεγονός αυτό παρατηρείται, επειδή οι 

δοκιμασίες αναστολής κινασών γίνονται σε συγκεντρώσεις ΑΤΡ της τάξης των 

μΜ. Αυτή η συγκέντρωση είναι πολλές φορές χαμηλότερη από την 

ενδοκυτταρική συγκέντρωση, η οποία είναι της τάξης των mM [285, 286] για 

λόγους που θα αναφερθούν στη συζήτηση. Όλα τα αποτελέσματα 

προέρχονται από πραγματοποίηση τουλάχιστον 3 ανεξάρτητων πειραμάτων 

4.1.3 Επίδραση των ιντιρουμπινών 11 και 17 στον κυτταρικό κύκλο των 

L. donovani προμαστιγωτών παρασίτων 

 Με σκοπό να ελέγξουμε εάν η στροφή αυτή της επιλεκτικότητας για την 

CRK3 των 6- υποκατεστημένων αναλόγων προς την LdGSK-3s μετά από 

υποκατάσταση της 3’-θέσης στο σκελετό της ιντιρουμπίνης με μια ομάδα 

πυρρολιδίνης ή πιπεραζίνης, που εμφανίζεται στα in vitro πειράματα 

αναστολής των απομονωμένων κινασών, αντικατοπτρίζεται και σε κυτταρικό 

επίπεδο (in cellulo), μελετήθηκε η επίδραση των ιντιρουμπινών 11 και 17 στον 

κυτταρικό κύκλο και στον κυτταρικό θάνατο. Επίσης, ως αναστολείς αναφοράς 

χρησιμοποιήθηκαν και οι ιντιρουμπίνες 5-Me-6BIO και 6ΒΙΟ των οποίων η 

δράση στον κυτταρικό κύκλο και στον κυτταρικό θάνατο είναι γνωστή από 

προηγούμενη μελέτη [191].  

 Όσον αφορά στην επίδρασή τους στον κυτταρικό κύκλο των 

προμαστιγωτών παρασίτων L. donovani αυτό μελετήθηκε με κυτταρομετρία 

ροής μετά από χρώση του πυρηνικού και κινητοπλαστικού DNA με PI όπως 

περιγράφεται στη παράγραφο 3.2.8.1 στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. Σε 

προηγούμενη εργασία βρέθηκε ότι η 5-Μe-6BIO αναστέλλει τη μετάβαση των 

παρασίτων από την G1 στην S φάση του κυτταρικού κύκλου των παρασίτων 

(G1 arrest) μέσω της παρεμπόδισης της λειτουργίας της LdGSK-3s [191]. 

Από την άλλη μεριά, η 6BIO στοχεύοντας την CRK3, έχει ως αποτέλεσμα να 

παρεμποδίζει την κυτοκίνηση ή/και τη μίτωση του παρασίτου (G2/M arrest) 

[191]. Τα αποτελέσματα αυτά για τις 2 ιντιρουμπίνες αναφοράς 

επιβεβαιώθηκαν στην παρούσα διδακτορική διατριβή.  
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Εικόνα 35: Ιστογράμματα ανάλυσης με κυτταρομετρία ροής του κυτταρικού κύκλου των 
L. donovani προμαστιγωτών στατικής φάσης, που επωάστηκαν με τα ανάλογα 11 και 
17. Α) Μάρτυρας (0,01% ή 0,02% DMSO), Β) επώαση με 1μΜ 6BIO για 24 και 48 h, Γ) 
επώαση με 1μΜ 5-Me-6BIO για 24 και 48 h, Δ) επώαση με 0,75μΜ (IC50) αναλόγου 11 για 24 
και 48 h, Ε) επώαση με 0,76μΜ (IC50) αναλόγου 17 για 24 και 48 h. Όλα τα αποτελέσματα 
προέρχονται από πραγματοποίηση τουλάχιστον 3 ανεξάρτητων πειραμάτων. 
 

Παράλληλα, η επώαση των παρασίτων με τα 3’υποκατεστημένα 

ανάλογα της 6BIO 11 και 17 για 24 και 48 h, είχε ως αποτέλεσμα την 

αναστολή του κυτταρικού κύκλου στην G1 φάση και την εκθετική αύξηση του 

πληθυσμού των παρασίτων με κατακερματισμένο DNA (subG0/G1 φάση) 
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(εικόνα 35). Η δράση των ιντιρουμπινών 11 και 17 στο κυτταρικό κύκλο 

προσομοιάζει με αυτή της 5-Me-6BIO και ενισχύει τα in vitro αποτελέσματα 

εκλεκτικότητας των ουσιών αυτών προς την LdGSK-3s έναντι της CRK3. 

Τέλος, η εκθετική αύξηση του πληθυσμού subG0/G1 μόλις 24 h μετά την 

επώαση με την ιντιρουμπίνη 11 που φέρει την πιπεραζίνη στη 3’ θέση, μπορεί 

να εξηγηθεί από το γεγονός ότι στοχεύει πάνω από 33 φορές πιο εκλεκτικά 

την LdGSK-3s από την CRK3, σε σχέση με την ιντιρουμπίνη 17 με τον 

πυρρολιδικό δακτύλιο στη θέση 3’ αλλά και την 5-Me-6BIO που στοχεύουν 

μόλις 3,8 και 7,2 φορές περισσότερο την LdGSK-3s από την CRK3. Όλα τα 

αποτελέσματα προέρχονται από πραγματοποίηση τουλάχιστον 3 

ανεξάρτητων πειραμάτων. 

4.1.4 Επίδραση των ιντιρουμπινών 11 και 17 στον κυτταρικό θάνατο των 

L. donovani προμαστιγωτών παρασίτων 

 Η επίδραση των ιντιρουμπινών στον κυτταρικό θάνατο των 

προμαστιγωτών παρασίτων των L. donovani μελετήθηκε με κυτταρομετρία 

ροής μετά από διπλή χρώση AnnexinV/PI όπως περιγράφηκε στη παράγραφο 

3.2.9.1 στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. Η διαδικασία αυτή μελετά την 

διαπερατότητα και την κατάτμηση του DNA μέχρι τα τελευταία στάδια του 

κυτταρικού θανάτου. Έτσι, τα παράσιτα εμφανίζουν θετική χρώση μόνο σε 

AnnexiV-FITC όταν βρίσκονται στην αρχή της απόπτωσης (early apoptotic), 

διπλή θετική χρώση AnnexinV-FITC και PI όταν βρίσκονται στα τελικά στάδια 

της απόπτωσης (late apoptotic) που πιθανότατα ένα μεγάλο ποσοστό θα 

γίνουν νεκρωτικά (necrotic, θετικά μόνο στη χρώση PI). Τα ζωντανά παράσιτα 

δεν εμφανίζουν καμία χρώση (unstained) [235, 287-290]. 

Η 5-Μe-6BIO μετά από 48 h επώασης με τα παράσιτα προκαλεί άμεσα 

αύξηση του πληθυσμού των μεταγενέστερων αποπτωτικών και νεκρωτικών 

κυττάρων μέσω της παρεμπόδισης της λειτουργίας της LdGSK-3s [191]. Από 

την άλλη μεριά, η 6BIO στοχεύοντας την CRK3, έχει ως αποτέλεσμα την 

αρχική αύξηση του πληθυσμού των αρχικών αποπτωτικών στις 48h, τα οποία 

μετατρέπονται σε μεταγενέστερα αποπτωτικά με την πρόοδο του κυτταρικού 

θανάτου [191]. Η 48h επώαση των παρασίτων με τα 3’υποκατεστημένα 

ανάλογα της 6BIO 11 και 17, είχε ως αποτέλεσμα την άμεση αύξηση του 

πληθυσμού των μεταγενέστερων αποπτωτικών κυττάρων (42% και 28% 

αντίστοιχα) και των νεκρωτικών κυττάρων (5,4% και 4,3% αντίστοιχα), χωρίς 
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να έχει προηγηθεί αύξηση του πληθυσμού των αρχικών αποπτωτικών 

κυττάρων (3,1% και 4,9% αντίστοιχα) σε σχέση με αυτά που παρατηρούνται 

σε παράσιτα μάρτυρες που έχουν επωαστεί μόνο με DMSO 0,02% v/v (2,6% 

αρχικά αποπτωτικά παράσιτα) (εικόνα 36). Η δράση των ιντιρουμπινών 11 και 

17 λοιπόν προσομοιάζει με αυτή της 5-Me-6BIO όσον αφορά και τον 

κυτταρικό θάνατο και επιβεβαιώνει έτσι τα in vitro αποτελέσματα 

εκλεκτικότητας των ουσιών αυτών προς την LdGSK-3s έναντι της CRK3. Όλα 

τα αποτελέσματα προέρχονται από πραγματοποίηση τουλάχιστον 3 

ανεξάρτητων πειραμάτων. 

 

Εικόνα 36. Η έκθεση της φωσφατιδυλοσερίνης και η κυτταρική διαπερατότητα των L. 
donovani προμαστιγωτών έτσι όπως φαίνεται με κυτταρομετρία ροής μετά απο διπλή 
σήμανση με Ανεξίνη V-FITC και PI. Α) Μάρτυρας, Β) επώαση με 0,75μΜ (IC50) αναλόγου 
11 για 48h, Γ) επώαση με 0,76μΜ (IC50) αναλόγου 17 για 48h. Άξονας FL1-H: AnnexinV, 
Άξονας FL2-H:PI. Πράσινη περιοχή: ζωντανά κύτταρα. Μπλε περιοχή: πρώιμα αποπτωτικά 
κύτταρα. Μωβ περιοχή: μεταγενέστερα αποπτωτικά κύτταρα. Κόκκινη περιοχή: νεκρωτικά 
κύτταρα. 
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4.1.5 Μελέτη μοριακής προσομοίωσης των κινασών LGSK-3s και CRK3 

στη Leishmania 

 Για να μπορέσουμε να εξηγήσουμε περαιτέρω τη στροφή στην 

εκλεκτικότητα των 3’υποκατεστημένων αναλόγων της 6BIO προς την LGSK-

3s αντί της CRK3, έγινε μελέτη μοριακής προσομοίωσης χρησιμοποιώντας 3 

ομόλογα ζευγάρια κινασών LGSK-3s έναντι της CRK3 (εικόνα 37) των τριών 

ειδών L. major, L. donovani και L. infantum [278, 291]. Η μελέτη αυτή 

πραγαμτοποιήθηκε στο τμήμα φαρμακευτικής του Εθνικού και 

Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών υπό την επίβλεψη του καθηγητή Ε. 

Μικρό και του καθηγητή Α.-Λ. Σκαλτσούνη. Αρχικά, η μελέτη έδειξε υψηλή 

ομολογία στο ενεργό κέντρο των 2 κινασών μεταξύ τους με τη μόνη σημαντική 

διαφορά να είναι η αντικατάσταση του αμινοξέος που βρίσκεται στην είσοδο 

του ενεργού κέντρου (gatekeeper), (M100LGSK-3s σε F99CRK3). Παρόλα αυτά, 

σε αμινοξέα τα οποία βρίσκονται κοντά στο ενεργό κέντρο παρατηρήθηκαν 

σημαντικές διαφορές στην πλούσια σε γλυκίνη θηλιά (Gly- loop) και στα 

σημεία πρόσδεσης ριβόζης και φωσφατάσης των κινασών. 

Στην LGSK-3s, το μοτίβο της Gly-loop είναι 27GQGTFG32 ενώ στην 

CRK3 είναι 30GEGTYG35. Παράλληλα, στο σημείο πρόσδεσης της ριβόζης η 

T106LGSK-3s αντικαθιστάται με την D105CRK3 και στο σημείο πρόσδεσης της 

φωσφατάσης η H155LGSK-3s αντικαθιστάται από την A149CRK3 και η C169LGSK-

3s από την A162CRK3. Οι διαφορές αυτές πιθανόν παίζουν σημαντικό ρόλο 

στον έμμεσο καθορισμό του μοτίβου ενυδάτωσης του ενεργού κέντρου των 2 

αυτών παρασιτικών κινασών. Πιο συγκεκριμένα, οι διαφορές στα αμινοξέα της 

Gly-loop επηρεάζει την ευκαμψία της θηλιάς η οποία με τη σειρά της 

αλληλεπιδρά με τα μόρια νερού τα οποία επιδρούν στα σημεία πρόσδεσης 

ριβόζης και φωσφατάσης. Για να προσδιορίσουμε αν αυτή η διαφορά παίζει 

σημαντικό ρόλο στη πρόσδεση των ιντιρουμπινών στις κινάσες και επηρεάζει 

την εκλεκτικότητα των 3΄υποκατεστημένων αναλόγων της 6ΒΙΟ, 

πραγματοποιήθηκε υπολογιστική χαρτογράφηση (computational mapping) 

των μοτίβων ενυδάτωσης των κινασών χρησιμοποιώντας τον αλγόριθμο 

Szmap [292, 293].  



  Αποτελέσματα 

170 
 

 

Εικόνα 37. Πολλαπλή ευθυγράμμιση αλληλουχίας της GSK-3 και CRK3 τριών ειδών 
Leishmania. Η πολλαπλή ευθυγράμμιση αλληλουχίας απεικονίζει την υψηλή ομολογία 
μεταξύ της GSK-3 και CRK3 τριών ειδών Leishmania (L. donovani, L. infantum και L. major -
κωδικοί Uniprot: A6N857, A4HXQ3, Q4QE15 για GSK-3 και Q4K8Z1, A4ICT0, Q96526 για 
CRK3, αντίστοιχα). Οι θέσεις gatekeeper καθώς και τα μη-διατηρημένα κατάλοιπα ριβόζης 
σημειώνονται με πράσινα αστέρια ενώ η Gly-loop με πράσινη παρένθεση. Ευθυγράμμιση 
έγινε χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα ClustalW με τις προεπιλεγμένες ρυθμίσεις και η 
απεικόνιση παρασκευάστηκε χρησιμοποιώντας λογισμικό ESPript. 

Η ανάλυση αυτή ανέδειξε μια σαφή διαφορά στις προβλεπόμενες 

θερμοδυναμικές ιδιότητες των μορίων νερού τα οποία θα έπρεπε να 
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δημιουργούν το πρώτο κέλυφος ενυδάτωσης δίπλα στα σημεία πρόσδεσης 

της ριβόζης και της φωσφατάσης στις 2 κινάσες.  

 
Εικόνα 38. Σύγκριση των σημείων ενυδάτωσης των ενεργών κέντρων των LGSK-3 και 
CRK3 με τη βοήθεια του αλγόριθμου Szmap. Οι θέσεις ενυδάτωσης οι οποίες έχουν θετική 
ελεύθερη ενέργεια απεικονίζονται ως κόκκινες σφαίρες στο ενεργό κέντρο της πρωτεΐνης 
(απεικονίζεται σαν κορδέλα). Οι θέσεις ενυδάτωσης που συνδέονται με πράσινες γραμμές 
απεικονίζουν ενδεχόμενους δεσμούς υδρογόνου που θα μπορούσαν να σχηματίζονται μεταξύ 
αυτών και των γειτονικών αμινοξέων. Οι θέσεις αυτές που απεικονίζονται ενδεχομένως να 
επικαλύπτονται με τα ογκώδη 3'-υποκατάστατα των 6BIO αναλόγων που έχουν τα ανάλογα 
11 και 17. Η μετατόπιση λοιπόν και απελευθέρωση των εν λόγω μορίων ύδατος από το 
ενεργό κέντρο αυξάνει την εντροπία και θα ευνοούσε τη συγγένεια δέσμευσης με τα ανάλογα. 
Α) Στην LGSK-3, η υποκαταστάτη της θέσης 3 'καταλαμβάνει μια περιοχή η οποία 
επικαλύπτεται με διάφορα ασταθή μόρια νερού των σημείων ενυδάτωσης της πρωτεΐνης, Β) 
Στην CRK3, η περιοχή που καταλαμβάνεται από τα αντίστοιχα ασταθή μόρια του νερού είναι 
μικρότερη και έχει αισθητά μικρότερη επικάλυψη με την περιοχή που καταλαμβάνεται από τον 
υποκαταστάτη της ιντιρουμπίνης. Ως αποτέλεσμα, η συγγένεια δέσμευσης δεν αναμένεται να 
επηρεαστεί σοβαρά από τον εκτοπισμό τους.  

Πιο συγκεκριμένα, ένα σύμπλεγμα από μόρια ύδατος με ελεύθερη 

θετική ενέργεια βρίσκεται στις προαναφερθέντες θέσεις στις κινάσες LGSK-3s 

αλλά λείπει στα CRK3 ομόλογα (εικόνα 38). Το σύμπλεγμα αυτό καθορίζει μια 

περιοχή όπου η υποκατάσταση του αναστολέα με πολικές ογκώδεις ομάδες 

θα ευνοούσε την συγγένεια δέσμευσης ενώ η αντικατάσταση του από 

υδρόφοβες ομάδες θα επηρέαζε τη συγγένεια με δυσμενή τρόπο. 

Λαμβάνοντας υπόψη ότι οι ενώσεις, που δεσμεύονται στις κινάσες μέσω 

ειδικών αλληλεπιδράσεων, φιλοξενούνται σε αυτό το συγκεκριμένο τμήμα της 

κοιλότητας, θα μπορούσε να προσδίδει στο γεγονός αυτό μια διαφορετική 

χημική συγγένεια μεταξύ των κατά τα άλλα παρόμοιων δραστικών θέσεων 

των LGSK-3s και CRK3. Έτσι, οι ιντιρουμπίνες με αντιλεϊσμανιακή δράση, οι 
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οποίες κατέχουν μια ογκώδη υδρόφιλη άμινο-αλυσίδα στη 3’ θέση της 6BIO 

(11-17, πίνακας 3) προσδένονται πιο επιλεκτικά δίπλα στην περιοχή αυτή του 

ενεργού κέντρου της LGSK-3s, επικαλύπτοντας έτσι τις θέσεις ενυδάτωσης 

και αυξάνοντας τη σύνδεση λόγω της εντροπίας από την εκτόπιση των 

σχετικά ασταθών μορίων νερού από το πρώτο κέλυφος ενυδάτωσης της 

κινάσης, πράγμα που δε μπορεί να συμβεί με την πρόσδεση στη κινάση 

CRK3. 

4.2 In vivo πειράματα σε πειραματικό μοντέλο σπλαχνικής λεϊσμανίασης 

4.2.1 Έλεγχος τοξικότητας ιντιρουμπινών 11 και 5-Me-6BIO  

 Όπως περιγράφεται στη παράγραφο του κεφαλαίου 3.2.11.1 Υλικά και 

Μέθοδοι, μελετήθηκε η τοξικότητα των ιντιρουμπινών 11 και 5-Me-6BIO σε 

ποντίκια Balb/C σε διαφοερτικές συγκεντρώσεις και στο σχήμα θεραπείας που 

ακολουθήθηκε αργότερα στο μοντέλο σπλαχνικής λεϊσμανίασης.  

Πίνακας 5. Έλεγχος τοξικότητας ιντιρουμπινών 11 και 5-Me-6BIO  
 Βalb/C  

 Αναφοράς DMSO/PBS 

1 δόση 
20mg/Kg 

αναλόγου 5-
Μe-6BIO 

3 δόσεις 
20mg/Kg 

αναλόγου 
5-Μe-6ΒΙΟ 

5 δόσεις 
20mg/Kg 

αναλόγου 
5-Μe-6ΒΙΟ 

7 δόσεις 
20mg/Kg 

αναλόγου 
5-Μe-6ΒΙΟ 

Φυσιολογι-
κές τιμές 

Κρεατινίνη 0,36 0,36 0,42 0,36 0,47 0,39 0,2-0,9 mg/dL 

Τρανσαμινάση AST 
(SGOT) 

178 191 155 97 143 118 
54-298 (U/I) 

Τρανσαμινάση 
(SGPT) 

63 57 37 30 39 31 
17-77 (U/I) 

CRP (ποσοτική) 0,02 0,04 0,03 0,04 0,02 0,02 <50 mg/dL 

Μικροαλβουμί-νη 
ούρων 

11 12 4 20 11 8 
< 20 mg/l 

Κρεατινίνη ούρων 
24ώρου 

54,88 53,89 51,03 66,72 54,88 51,69 
65,00-148,00 

mg/2h 

 Αναφοράς 
Μετά από 

θεραπεία με 
DMSO/PBS 

1 δόση 
20mg/Kg 

αναλόγου 11 

3 δόσεις 
20mg/Kg 

αναλόγου 
11 

5 δόσεις 
20mg/Kg 

αναλόγου 
11 

7 δόσεις 
20mg/Kg 

αναλόγου 
11 

Φυσιολογι-
κές τιμές 

Κρεατινίνη 0,38 0,36 0,38 0,4 0,36 0,37 0,2-0,9 mg/dL 

Τρανσαμινάση AST 
(SGOT) 

112 130 123 94 194 146 
54-298 (U/I) 

Τρανσαμινάση 
(SGPT) 

27 38 24 24 58 31 
17-77 (U/I) 

CRP (ποσοτική) <0,02 <0,02 0,02 <0,02 <0,02 0,02 <50 mg/dL 
Μικροαλβουμί-νη 

ούρων 
35 34 13 11 8 9 

< 20 mg/l 

Κρεατινίνη ούρων 
24ώρου 

147,22 120,03 70,16 64,64 56,59 62,93 
65,00-148,00 

mg/2h 
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Στον πίνακα 5 φαίνονται οι τιμές των ηπατικών ενζύμων στο αίμα 

(κρεατινίνη, τρανσαμινάση ALT και τρανσαμινάση AST) και στα ούρα 

(κρεατινίνη και μικροαλβουμίνη) καθώς και της CRP των ποντικών που είναι 

δείκτες τοξικότητας, μετά από 1, 3, 5, 7 δόσεις από κάθε συγκέντρωση 

ιντιρουμπίνης. Η παρατήρηση της όρεξης, του βάρους και της κινητικότητας 

των πειραματόζωων καθώς και οι αιματολογικές και ουρολογικές τιμές των 

δεικτών φανερώνουν πως και οι 2 ιντιρουμπίνες δεν είναι τοξικές σε 

συγκεντρώσεις από 1-20mg/kg και στο δεδομένο δοσολογικό σχήμα που 

εξετάστηκε. 

4.2.2 Έλεγχος δράσης ιντιρουμπινών 11 και 5-Me-6BIO σε πειραματικό 

μοντέλο σπλαχνικής λεϊσμανίασης οξείας και χρόνιας φάσης 

 Τα in vivo πειράματα πραγματοποιήθηκαν όπως περιγράφονται στη 

παράγραφο του κεφαλαίου 3.2.11.2 Υλικά και Μέθοδοι, και υπολογίστηκε η 

επίδραση των ιντιρουμπινών στο παρασιτικό φορτίο του ήπατος και του 

σπλήνα των ποντικών τόσο στη οξεία όσο και στη χρόνια φάση της ασθένειας. 

Και οι 2 ιντιρουμπίνες που ελέχθησαν είναι επιλεκτικοί αναστολείς της LdGSK-

3s όπως αναφέρθηκε παραπάνω. Ως φάρμακο ελέγχου χρησιμοποιήθηκε η 

αντιμονιακή μεγλουμίνη (glucantime) η οποία ανήκει στα πεντασθενή 

αντιμόνια και οι ιδιότητες της είναι παρόμοιες με το φάρμακο Pentostam 

(sodium stibogluconate). Και τα 2 αυτά φάρμακα χρησιμοποιούνται για τη 

θεραπεία τόσο της σπλαχνικής όσο και της δερματικής λεϊσμανίασης [64]. Η 

χορήγηση του φαρμάκου αυτού έγινε 31 μέρες μετά τη μόλυνση, 

ενδοπεριτοναϊκά σε συγκέντρωση 40mg/Kg σε 2 κύκλους των 5 ενέσιμων 

θεραπειών. Το μεσοδιάστημα ανάμεσα στους 2 κύκλους θεραπείας ήταν 14 

μέρες (1ος κύκλος 31 μέρες μετά τη μόλυνση, 2ος κύκλος 50 μέρες μετά τη 

μόλυνση). Η θεραπεία αυτή μειώνει μέχρι και 91,27% το παρασιτικό φορτίο 

στο μοντέλο σπλαχνικής λεϊσμανίασης [294, 295]. 

 Αρχικά, το δοσολογικό σχήμα της θεραπείας που ακολουθήθηκε στα 

μολυσμένα με L. infantum ΜΟΝ-1 παράσιτα, Balb/C ποντίκια με την 5-Me-

6BIO ήταν 7 δόσεις οι οποίες πραγματοποιήθηκαν σε διάστημα 14 ημερών (1 

κάθε δεύτερη μέρα) όπου κάθε δόση περιείχε την ιντιρουμπίνη σε 

συγκέντρωση 20mg/Kg. Στην οξεία φάση της νόσου, παρατηρούμε ότι τα 

ποντίκια που δέχθηκαν 3 δόσεις της θεραπείας με 5-Me-6BIO (20mg/Kg), 
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παρουσίασαν 63% μείωση του παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ (p=0,0169) και 

97% μείωση του παρασιτικού φορτίου στο σπλήνα (p=0,0525) σε σχέση με τα 

ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε απλά μείγμα διαλύτη DMSO-PBS (γράφημα 

1). Μετά από 7 δόσεις της θεραπείας με 5-Me-6BIO (20mg/Kg), τα ποντίκια 

παρουσίασαν 63,8% μείωση του παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ (p=0,0090) 

και 91% μείωση του παρασιτικού φορτίου στο σπλήνα (p<0,0001) (γράφημα 

1). Η μεγαλύτερη μείωση του παρασιτικού φορτίου στο σπλήνα σε σχέση με 

το ήπαρ εξηγείται από το γεγονός ότι σε αυτή τη φάση της ασθένειας το 

παρασιτικό φορτίο είναι αυξημένο στο ήπαρ (3-6 ×106 παράσιτα) αλλά όχι στο 

σπλήνα (8-10 × 103 παράσιτα). Επομένως, με χαμηλότερο παρασιτικό φορτίο 

στο σπλήνα είναι πιο εύκολο για την ιντιρουμπίνη να αναστείλει την ανάπτυξη 

των παρασίτων.  

Α) Β)  

Γράφημα 1. Παρασιτικό φορτίο στο ήπαρ (Α) και στο σπλήνα (Β) μετά από 3 και 7 
δόσεις του αναλόγου 5-Me-6BIO με συγκέντρωση 20mg/Kg σε πειραματικό μοντέλο 
σπλαχνικής λεϊσμανίασης οξείας φάσης. P-value: n.s = no-significant, * (<0,05), **(<0,01), 
***(<0,001). 

Στη χρόνια φάση της νόσου, παρατηρούμε ότι τα ποντίκια που 

δέχθηκαν 7 δόσεις της θεραπείας με 5-Me-6BIO (20mg/Kg), παρουσίασαν 

78% μείωση του παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ (p=0,0896) και 44,8% μείωση 

του παρασιτικού φορτίου στο σπλήνα (p=0,1305) σε σχέση με τα ποντίκια στα 

οποία χορηγήθηκε απλά μείγμα διαλύτη DMSO-PBS (γράφημα 2). 
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Α) Β)  

Γράφημα 2. Παρασιτικό φορτίο στο ήπαρ (Α) και στο σπλήνα (Β) μετά από 7 δόσεις 
του αναλόγου 5-Me-6BIO με συγκέντρωση 20mg/Kg σε πειραματικό μοντέλο 
σπλαχνικής λεϊσμανίασης χρόνιας φάσης. P-value: n.s = no-significant, * (<0,05), 
**(<0,01), ***(<0,001). 

Η μεγαλύτερη μείωση του παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ σε σχέση με 

το σπλήνα στη χρόνια φάση της νόσου εξηγείται από το γεγονός ότι σε αυτή 

τη φάση υπάρχει αυτοθεραπεία του ήπατος ενώ το παρασιτικό φορτίο στο 

σπλήνα συνεχώς αυξάνεται (3-6 × 106 παράσιτα). Επομένως, ο συνδυασμός 

θεραπείας με την ιντιρουμπίνη και της αυτοθεραπείας του ήπατος έχει ως 

αποτέλεσμα τη μεγαλύτερη μείωση του παρασιτικού φορτίου στο όργανο αυτό 

σε σχέση με το όργανο του σπλήνα. 

Στη συνέχεια, ελέγξαμε και τη δράση της ιντιρουμπίνης 11 (γράφημα 3) 

στο πειραματικό μοντέλο σπλαχνικής λεϊσμανίασης. Το δοσολογικό σχήμα της 

θεραπείας που ακολουθήθηκε στα μολυσμένα με L. infantum ΜΟΝ-1 

παράσιτα, Balb/C ποντίκια με την ιντιρουμπίνης 11 ήταν 7 δόσεις οι οποίες 

πραγματοποιήθηκαν σε διάστημα 14 ημερών (1 κάθε δεύτερη μέρα) όπου 

κάθε δόση περιείχε την ιντιρουμπίνη σε συγκέντρωση 10mg/Kg. Στην οξεία 

φάση της νόσου, παρατηρούμε ότι τα ποντίκια που δέχθηκαν 3 δόσεις της 

θεραπείας με ιντιρουμπίνη 11 (10mg/Kg), δεν παρουσίασαν μείωση του 

παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ αλλά παρουσίασαν 59,1% μείωση του 

παρασιτικού φορτίου στο σπλήνα (p=0,0782) σε σχέση με τα ποντίκια στα 

οποία χορηγήθηκε απλά μείγμα διαλύτη DMSO-PBS (γράφημα 3). Μετά από 

7 δόσεις της θεραπείας με ιντιρουμπίνη 11 (10mg/Kg), τα ποντίκια πάλι δε 

παρουσίασαν μείωση του παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ αλλά παρουσίασαν 

48% μείωση του παρασιτικού φορτίου στο σπλήνα (p=0,0300) (γράφημα 3). 
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Α) Β)  

Γράφημα 3. Παρασιτικό φορτίο στο ήπαρ (Α) και στο σπλήνα (Β) μετά από 3 και 7 
δόσεις του αναλόγου 11 με συγκέντρωση 10mg/Kg σε πειραματικό μοντέλο 
σπλαχνικής λεϊσμανίασης οξείας φάσης. P-value: n.s = no-significant, * (<0,05), **(<0,01), 
***(<0,001). 

Στη χρόνια φάση της νόσου, παρατηρούμε ότι τα ποντίκια που 

δέχθηκαν 7 δόσεις της θεραπείας με ιντιρουμπίνη 11 σε συγκέντρωση 

10mg/Kg, παρουσίασαν 94,9% μείωση του παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ 

(p=0,0059) και 47,1% μείωση του παρασιτικού φορτίου στο σπλήνα 

(p=0,0895) σε σχέση με τα ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε απλά μείγμα 

διαλύτη DMSO-PBS (γράφημα 4). Παράλληλα, τα ποντίκια που δέχθηκαν 7 

δόσεις της θεραπείας με ιντιρουμπίνη 11 συγκέντρωσης 20mg/Kg, 

παρουσίασαν 75,6% μείωση του παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ (p=0,1040) 

και 56% μείωση του παρασιτικού φορτίου στο σπλήνα (p=0,1057) σε σχέση 

με τα ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε απλά μείγμα διαλύτη DMSO-PBS 

(γράφημα 5). Από τα παραπάνω αποτελέσματα φαίνεται ότι στη χρόνια φάση 

της ασθένειας δεν υπάρχει σημαντική διαφορά στη μείωση του παρασιτικού 

φορτίου ούτε στο ήπαρ ούτε στο σπλήνα όταν η δόση της ιντιρουμπίνης 

μεταβάλλεται από 10 σε 20mg/Kg. Επομένως για τη βελτιστοποίηση της 

θεραπείας ίσως θα πρέπει να ακολουθηθεί διαφορετικό δοσολογικό σχήμα.  

Γενικά, παρατηρούμε ότι οι ιντιρουμπίνες παρουσιάζουν καλή 

αντιλεϊσμανιακή δράση και in vivo χωρίς να παρουσιάζουν τοξικότητα στα 

ποντίκια Balb/C, με την 5-Me-6BIO να είναι η πιο υποσχόμενη από τις 2 που 

εξετάστηκαν. Παρόλα αυτά, η θεραπεία με τις ιντιρουμπίνες στην οξεία φάση 

της σπλαχνικής λεϊσμανίασης μετά από 3 και 7 δόσεις παρουσιάζει παρόμοια 

ποσοστά μείωσης του παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ και στο σπλήνα. 

Δηλαδή, η χορήγηση 7 δόσεων δεν μειώνει περαιτέρω το παρασιτικό φορτίο 
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αλλά αναστέλλει την εκθετική μείωση της αύξησης του παρασιτικού φορτίου 

που παρατηρείται στην ομάδα αναφοράς και κρατά χαμηλά επίπεδα 

παρασίτων στα όργανα. Το γεγονός αυτό πιθανόν να σημαίνει ότι η δράση 

των ιντιρουμπινών που εμφανίζεται μπορεί να οφείλεται στην απόκριση του 

ανοσοποιητικού συστήματος του ξενιστή στις ιντιρουμπίνες και πρέπει να 

πραγματοποιηθούν περαιτέρω διευκρινιστικά πειράματα για την επαλήθευση 

αυτής της υπόθεσης.  

Α) Β)  
Γράφημα 4 Παρασιτικό φορτίο στο ήπαρ (Α) και στο σπλήνα (Β) μετά από 7 δόσεις του 
αναλόγου 11 με συγκέντρωση 10mg/Kg σε πειραματικό μοντέλο σπλαχνικής 
λεϊσμανίασης χρόνιας φάσης. P-value: n.s = no-significant, * (<0,05), **(<0,01), ***(<0,001). 

  

Α) Β)  

Γράφημα 5. Παρασιτικό φορτίο στο ήπαρ (Α) και στο σπλήνα (Β) μετά από 7 δόσεις 
του αναλόγου 11 με συγκέντρωση 20mg/Kg σε πειραματικό μοντέλο σπλαχνικής 
λεϊσμανίασης χρόνιας φάσης. P-value: n.s = no-significant, * (<0,05), **(<0,01), ***(<0,001). 

Τέλος, έγινε σύγκριση της μείωσης του παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ 

και στο σπλήνα που παρατηρείται στην οξεία φάση της σπλαχνικής 

λεϊσμανίασης μετά από τη χορήγηση των αναλόγων 11 και 5-Me-6BIO με τη 
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μείωση που παρατηρείται μετά από χορήγηση του φαρμάκου ελέγχου 

Glucantime. Φυσικά, το φάρμακο ελέγχου χορηγήθηκε σε διαφορετικό 

δοσολογικό σχήμα από αυτό των ιντιρουμπινών καθώς ακολουθήθηκε το 

καθιερωμένο πρωτόκολλο του φαρμάκου αυτού. Στο γράφημα 6 παρατηρείται 

ότι το φάρμακο ελέγχου τόσο στο σπλήνα όσο και στο ήπαρ μειώνει το 

παρασιτικό φορτίο 91% και 91,27% αντίστοιχα. Παρόλο που το φάρμακο 

ελέγχου συνολικά φαίνεται να μειώνει το παρασιτικό φορτίο σε μεγαλύτερο 

βαθμό από τα ανάλογα ιντιρουμπινών που χρησιμοποιήθηκαν, δεν εξαλείφει 

ούτε αυτό πλήρως το παρασιτικό φορτίο στα όργανα. Επίσης, το φάρμακο 

ελέγχου χρησιμοποιείται σε μεγαλύτερη δόση (40mg/kg) από αυτή που 

χρησιμοποιήθηκε στη θεραπεία με τα ανάλογα ιντιρουμπινων (20mg/Kg) και 

οι συνολικές δόσεις ανά ποντίκι ήταν περισσότερες στο δοσολογικό σχήμα 

του φαρμάκου ελέγχου (10 δόσεις) από ότι στο δοσολογικό σχήμα που 

χρησιμοποιήσαμε για τις ιντιρουμπίνες (7 δόσεις). Έτσι, οι ιντιρουμπίνες 11 

και 5-Me-6BIO ίσως μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε πειραματικό μοντέλο 

σε συνδυασμό με το φάρμακο ελέγχου Glucantime για να ελεγχθεί αν μπορεί 

να υπάρξει πιθανότητα καλύτερης απόδοσης έναντι του παρασιτικού φορτίου 

στη σπλαχνική λεϊσμανίαση με την συνδυαστική αυτή θεραπεία. 

A)       B)  
Γράφημα 6. Σύγκριση παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ (Α) και στο σπλήνα (Β) μετά από 
7 δόσεις των αναλόγων 11 και 5-Me-6BIO με συγκέντρωση 20mg/Kg και μετά από 
χορήγηση δοσολογικού σχήματος συνολικά 10 δόσεων (40mg/Kg) του φαρμάκου 
ελέγχου Glycantime, σε πειραματικό μοντέλο σπλαχνικής λεϊσμανίασης οξείας φάσης.  

 

Επομένως, οι ιντιρουμπίνες 11 και 5-Me-6BIO θα μπορούσαν να 

μελετηθούν σε διαφορετικό δοσολογικό σχήμα ή να αποτελέσουν πρότυπες 

ουσίες για τη δημιουργία πιο αποτελεσματικών ως προς τη θεραπεία της 

νόσου αναλόγων, να μελετηθούν συνδυαστικά με την ήδη υπάρχουσα 

θεραπεία για τη πιθανή δημιουργία μιας καινούριας συνεργαστικής μη τοξικής 
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θεραπείας ή/και να αποτελέσουν ένα καλό εργαλείο για την μελέτη του 

μηχανισμού δράσης μείωσης του παρασιτικού φορτίου από το ανοσοποιητικό 

σύστημα του ξενιστή μέσω της δράσης αναστολέων της κινάσης GSK-3. 

4.3 Trypanosoma brucei 

4.3.1 Καθορισμός της αντιτρυπανοσωμικής δραστικότητας (IC50) 

βιβλιοθήκης ιντιρουμπινών στα παράσιτα T. brucei 

Οι ιντιρουμπίνες έχουν δειχθεί τόσο στην παρούσα εργασία όσο και σε 

προηγούμενες [191, 218] ότι διαθέτουν καλή αντιλεϊσμανιακή δράση και 

αποτελούν ιδανικούς υποψήφιους για ανάπτυξη μιας νέας θεραπείας ενάντια 

στην ασθένεια της λεϊσμανίασης. Παρόλα αυτά, καμία προσπάθεια μέχρι 

σήμερα δεν έχει γίνει για τη διερεύνηση της δράσης των ιντιρουμπινών έναντι 

των τρυπανοσωμάτων T. brucei τα οποία ανήκουν και αυτά στην οικογένεια 

των τρυπανοσωματίδων. Το γεγονός ότι η TbGSK-3s έχει μελετηθεί 

πρόσφατα και έχει αναδειχθεί ως πιθανός στόχος για τη θεραπεία της HAT 

[205] σε συνδυασμό με το υψηλό ποσοστό ταυτότητας (65%) της TbGSK-3s 

με την λεϊσμανιακή LmajGSK-3s, μας ώθησε να ελέγξουμε τις ιντιρουμπίνες 

ως προς την αντιτρυπανοσωμική τους δράση. Μάλιστα, υποθέσαμε ότι οι 

ιντιρουμπίνες που βρέθηκαν να έχουν αντιλεϊσμανιακή δράση και στοχεύουν 

την LdGSK-3s πιθανόν να έχουν και αντιτρυπανοσωμική δράση, 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή λοιπόν, 69 ανάλογα ιντιρουμπίνης 

(49 ανάλογα τα οποία ελέγξαμε για πρώτη φορά στη παρούσα διατριβή και 20 

τα οποία είχαν ελεγχθεί στο παρελθόν [191] έναντι των παρασίτων 

Leishmania) χρησιμοποιήθηκαν για να προσδιοριστούν καινούριοι αναστολείς 

με αντιτρυπανοσωμική δράση. Σε αυτά περιέχονται η ιντιρουμπίνη, η 3’-

μεθοξίμη της ιντιρουμπίνης, 6-βρώμο και 5-βρώμο υποκατεστημένες 

ιντιρουμπίνες, 5-άμινο υποκατεστημένες και 6-αλογόνο υποκατεστημένες 

ιντιρουμπίνες, 3’-υποκατεστημένες 6BIO ανάλογα, 6-υποκατεστημένες 5-νίτρο 

ιντιρουμπίνες και 7-υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες. Όπως έχει ήδη αναφερθεί 

τα τρυπανοσώματα του γένους T. brucei αναπτύσσονται εξωκυττάρια ως 

τρυπομαστιγωτά στον θηλαστικό ξενιστή. Έτσι, είναι ικανή η καλλιέργεια των 

τρυπομαστιγωτών παρασίτων T. brucei σε θρεπτικό υλικό χωρίς να χρειάζεται 

επώαση τους παρουσία κυττάρων θηλαστικών. Το γεγονός αυτό μας δίνει τη 

δυνατότητα να ελέγξουμε τη δράση των ιντιρουμπινών απευθείας στη 
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‘θηλαστική’ μορφή του παρασίτου με τη μέθοδο Alamar blue [273] σε πλάκα 

κυτταροκαλλιέργειας 96 φρεατίων, όπως περιγράφεται στη παράγραφο 

3.2.6.5 στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. 

Ακολουθώντας ίδιο σκεπτικό με αυτό που ακολουθήσαμε στη μελέτη 

του παρασίτου L. donovani, αρχικά έγινε έλεγχος της αντιτρυπανοσωμικής 

δράσης των αναλόγων in vitro σε συγκέντρωση 10μΜ στα παράσιτα T. brucei, 

ο οποίος ανέδειξε 42 από τις 69 ιντιρουμπίνες οι οποίες προκαλούν πλήρη 

αναστολή της ανάπτυξης των παρασίτων στη συγκέντρωση αυτή (100% 

αναστολή). Με σκοπό να προσδιορίσουμε τους ισχυρότερους από αυτούς, 

στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε έλεγχος της αναστολής της ανάπτυξης των 

παρασίτων από αυτές τις 42 ιντιρουμπίνες σε συγκέντρωση 1μΜ. Έτσι τελικά 

αναγνωρίστηκαν 32 ανάλογα ιντιρουμπίνης τα οποία εμφάνισαν 

αντιτρυπανοσωμική δράση in vitro στη συγκέντρωση 1μΜ και προσδιορίστηκε 

για αυτές το IC50 (πίνακας 6). Όπως φαίνεται στον πίνακα 6, οι ιντιρουμπίνες 

αποτελούν ισχυρούς αναστολείς της ανάπτυξης των παρασίτων T. brucei 

καθώς παρουσιάζουν πολύ χαμηλό IC50 (0,050-3,2μΜ) (πίνακας 6). 

Παράλληλα, φαίνεται πως τα τρυπανοσώματα T. brucei αναστέλλονται πιο 

ισχυρά σε σύγκριση με τα L. donovani παράσιτα, και από ιντιρουμπίνες με 

μεγαλύτερη γκάμα υποκαταστάσεων. Μόλις 13 ιντιρουμπίνες (πίνακας 6-

κόκκινο χρώμα) από τις 69 αναστέλλουν την ανάπτυξη των L. donovani 

παρασίτων όπως φαίνεται και στον πίνακα 3 και από προηγούμενη μελέτη 

[191], έναντι των 32 από τις 69 που αναστέλλουν την τρυπομαστιγωτή μορφή 

του τρυπανόσωματος. Για παράδειγμα, οι ιντιρουμπίνες με αντιλεϊσμανιακή 

δράση 6BIO, 6-BIA και 5-Me-6BIO με IC50 0,8±0,1, 1,2±0,2μM και 0,9±0,1 

αντίστοιχα στην προμαστιγωτή μορφή L. donovani και 0,75±0,05, 1±0,2μM και 

1±0,2μM αντίστοιχα στην αμαστιγωτή μορφή [191], παρουσιάζουν και 

αντιτρυπανοσωμική δράση με IC50 0,17±0,1, 0,19±0,1 και 0,6±0,2μM 

αντίστοιχα (πίνακας 6). Η 5-BIO φαίνεται να παρεμποδίζει το ίδιο καλά την 

ανάπτυξη των ενδοκυττάριων αμαστιγωτών L. donovani παρασίτων (IC50 

=1±0,2μM [191]) και τη τρυπομαστιγωτή εξωκυττάρια μορφή των T. brucei 

παρασίτων (IC50 =0,92±0,3μM, πίνακας 6), δηλαδή τις μορφές των παρασίτων 

που βρίσκονται στο θηλαστικό ξενιστή. Αντίθετα το ίδιο ανάλογο δηλαδή η 5-

ΒΙΟ αναστέλλει σαφώς λιγότερο καλά την προμαστιγωτή μορφή των 

παρασίτων L. donovani (IC50 =5,2±1,6μM, [191]) που απαντώνται στον 



Διδακτορική διατριβή Αντωνίας Ευσταθίου 

181 
 

ασπόνδυλο ξενιστή. Επίσης, τα 3’-υποκατεστημένα 6BIO ανάλογα εμφανίζουν 

αντιλεϊσμανιακή δράση με το IC50=0,65-1,5μΜ έναντι της προμαστιγωτής 

μορφής L. donovani και 0,59-2,44μΜ έναντι της αμαστιγωτής μορφής 

(πίνακας 3). Όσον αφορά τη αντιτρυπανοσωμική δράση αυτών των 

αναλόγων, φαίνεται να είναι 10 φορές ισχυρότερη. Το IC50 τους έναντι της 

τρυπομαστιγωτής μορφής T. brucei παρουσιάζεται στον πίνακα 6 (IC50=0,05-

0,6μΜ).  

Εκτός από τα ανάλογα τα οποία εμφανίζουν παράλληλα 

αντιλεϊσμανιακή και αντιτρυπανοσωμική δράση (πίνακας 6 με κόκκινη 

γραμματοσειρά), παρουσιάζονται και 19 ανάλογα τα οποία εμφανίζουν μόνο 

αντιτρυπανοσωμική δράση (πίνακας 6- έντονη μαύρη γραμματοσειρά bold). 

Τα 19 αυτά ανάλογα όπως φαίνεται στον πίνακα 6 είναι υποκατεστημένα με 

πιο ογκώδεις ομάδες (NO2, NH2, F, Cl, I) στην 5 ή 6 θέση του σκελετού της 

ιντιρουμπίνης, ή είναι 7-υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες ή είναι ανάλογα 

υποκατεστημένα με μακριές εύκαμπτες αλυσίδες στην 3’ θέση, γεγονός που 

μπορεί να επηρεάζει την εμφάνιση δράσης στα 2 διαφορετικά παράσιτα. 

Πρέπει επίσης να τονιστεί ότι τα Ν1-μεθυλο υποκατεστημένα ανάλογα των 

6BIO και 6-BIA δεν εμφανίζουν αντιτρυπανοσωμική δράση και συμφωνούν με 

τα αποτελέσματα που προέκυψαν έναντι των παρασίτων L. donovani [191] 

και με τα δεδομένα που αναφέρονται στη βιβλιογραφία τα οποία δείχνουν πως 

η τροποποίηση αυτή καθιστά τις ιντιρουμπίνες ανενεργές ως προς την 

αναστολή κινασών [182]. 

Τέλος, είναι άξιο να αναφερθεί ότι η in vitro σύγκριση της 

κυτταροτοξικότητας των ιντιρουμπινών έναντι κυττάρων θηλαστικών 

(κυτταρική σειρά μακροφάγων J774.1 και περιτονϊακά μακροφάγα από 

ποντίκια Balb/c), με την αντιτρυπανοσωμική τους δράση, τις αναδεικνύει ως 

ισχυρούς αναστολείς για την αντιμετώπιση της ανθρώπινης αφρικανικής 

τρυπανοσωμίασης (HAT) με την πλειοψηφία αυτών (25 ανάλογα από τα 32) 

να εμφανίζει S.I>10 (πίνακας 6). 
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Πίνακας 6. Αντιτρυπανοσωμική δράση των 69 αναλόγων ιντιρουμπίνης που 
ελέγθηκαν έναντι των Τ. brucei BSF με τη μέθοδο του Alamar blue. Με κόκκινη 
γραμματοσειρά απεικονίζονται οι ιντιρουμπίνες που παρουσιάζουν και αντιτρυπανοσωμική 
και αντιλεϊσμανιακή δράση. Με έντονη μαύρη γραμματοσειρά (bold) απεικονίζονται οι 
ιντιρουμπίνες που παρουσιάζουν μόνο έντονη αντιτρυπανοσωμική δράση. Με απλή μάυρη 
γραμματοσειρα παρουσιάζονται οι ιντιρουμπίνες που δεν έχουν έντονη αντιτρυπανοσωμική 
δράση. Παράλληλα, φαίνεται η κυτταροτοξικότητα των ουσιών έναντι της κυτταρικής σειράς 
μακροφάγων J774.1. Όλα τα αποτελέσματα προέρχονται από πραγματοποίηση τουλάχιστον 
3 ανεξάρτητων πειραμάτων. 

 

  

Cpd Y R1 R2 R3 R4 R5 R6 -NH 
T. brucei  

BSF 90-13 
(IC50 μΜ) 

ΜΦ 
J774.1 

(IC50 μΜ) 

6BIO NO H Br H H H H - 0,17 >25 

5-Me-6BIO NO Me Br H H H H - 0,6 >25 

6-BIA NO H Br H H H Ac - 0,19 >25 

5-BIO NO Br H H H H H - 0,92 >25 

6-Br-
5nitroindirubin-

3’oxime 
NO NO2 Br H H H H - 0,27 >25 

5-Br-indirubin O Br H H H H - - 2,2 >25 

6-Br-5amino-
3’monoxime 

indirubin 
NO NH2 Br H H H H - 2,7 >25 

6-Br-5amino- 
indirubin 

O NH2 Br H H H - - 0,3 >25 

5amino-
3’monoxime 

indirubin 
NO NH2 H H H H H - 0,4 >25 

6-Br-
5nitroindirubin 

O NO2 Br H H H - - 0,49 >25 

Indirubin-3’-
methoxime 

NO H H H H H CH3 - 0,9 >25 

6-Br-indirubin O H Br H H H - - 3,2 >25 

6-Br-indirubin-
3’diethyl 

phosphatoxime 
NO H Br H H H PO(OEt)2 - 0,51 >25 

indirubin O H H H H H - - >5 >25 

6-Br-5methyl-
indirubin 

O CH3 Br H H H - - >5 >25 

6-Br-N-methyl-
indirubin- 3’oxime 

NO H Br H H H H CH3 >5 >25 

6-Br-N-methyl-
indirubin- 

3’acetoxime 
NO H Br H H H Ac CH3 >5 >25 

6-FIO NO H F H H H H - 0,45 >25 

6-ClIO NO H Cl H H H H - 0.15 >25 

6-IIO NO H I H H H H - 0,5 >25 

1 NO H Br H H H 
 

- >5 - 

2 NO H Br H H H  - >10 - 

3 NO H Br H H H 
 

- 0,096 >10 

4 NO H Br H H H 
 

- 0,055 1,5±0,07 

5 NO H Br H H H 

 

- 0,052 1,5±0,08 

6 NO H Br H H H 
 

- >5 - 
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7 NO H Br H H H 

 

- >5 >10 

8 NO H Br H H H 
 

- 0,54 >20 

9 NO H Br H H H 

 

- 0,65 >20 

10 NO H Br H H H 
 

- 0,078 >10 

11 NO H Br H H H 

 

- 0,05 6,25±0,08 

12 NO H Br H H H 
 

- 0,38 2,60±0,05 

13 NO H Br H H H 

 

- 0,54 2,41±0,11 

14 NO H Br H H H 
 

- 0,56 9,20±0,15 

15 NO H Br H H H 

 

- 0,6 6,00±0,08 

16 NO H Br H H H 
 

- 0,16 5,93±0,04 

17 NO H Br H H H 

 

- 0,2 10,00±0,02 

18 NO H Br H H H 
 

- >5 - 

19 NO H Br H H H 

 

- >5 - 

20 O H H Br H H - - >5 - 

21 NO H H Br H H H - 1,35 >10 

22 O H H Br COOH H - - >5 - 

23 NO H H Br COOH H H - >5 - 

24 O H H Br H COOH - - >5 - 

25 NO H H Br H COOMe H - >5 - 

26 NO H H Br H COOH H - >5 - 

27 NO H H CF3 H H H - >5 - 

28 NO H H CF3 COOMe H H - >5 - 

29 O H H CF3 COOH H - - >5 - 

30 NO H H CF3 COOH H H - >5 - 

31 O H H CF3 H COOH - - >5 - 

32 NO H H CF3 H COOMe H - >5 >10 

33 NO H H CF3 H COOH H - >5 - 

34 O H H CF3 

 

H - - >5 - 

35 NO H H CF3 

 

H H - >5 - 

36 NO NO2 

 

H H H H - 1,25 >10 

37 NO NO2 

 

H COOH H H - >5 - 

38 NO NO2 
 

H H H H - >5 - 
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39 NO NO2 

 

H COOH H H - >5 - 

40 NO NO2 

 

H COOMe H H - >5 - 

41 NO H H CF3 H COOMe 
 

- 0,78 >10 

42 NO - - - - - - - >5 - 

43 NO - - - - - - - >5 - 

44 NO - - - - - - - >5 - 

45 NO - - - - - - - >5 - 

46 NO - - - - - - - >5 - 

47 NO - - - - - - - >5 - 

48 NO - - - - - - - >5 - 

49 NO - - - - - - - >5 - 

 

4.3.2 Μοριακός χαρακτηρισμός της GSK-3s του T. brucei  

 Η TbGSK-3s έχει μελετηθεί πρόσφατα και έχει αναδειχθεί ως πιθανός 

στόχος για τη θεραπεία της HAT [205]. Σε προηγούμενες μελέτες έχει γίνει 

επίσης σύγκριση της TbGSK-3s με τη λεϊσμανιακή LmajGSK-3s και έχει 

μάλιστα βρεθεί ότι οι αμινοξικές τους αλληλουχίες παρουσιάζουν 65% 

ταυτότητα. Τα 2 αυτά δεδομένα σε συνδυασμό αφ’ενός με το γεγονός ότι οι 

ιντιρουμπίνες που αρχικά συνετέθηκαν για να στοχεύουν τις ανθρώπινες 

κινάσες (GSK-3, CDKs, DYRKs, Aurora), επίσης στοχεύουν τις λεϊσμανιακές 

κινάσες CRK3 και LdGSK-3s, αλλά και το γεγονός ότι αυτή η διδακτορική 

διατριβή εστιάζεται στη μελέτη της παρασιτικής GSK-3 των 

τρυπανοσωματίδων σαν μόριο στόχο των αναλόγων των ιντιρουμπινών ή 

άλλων συνθετικών ή μη φυσικών προϊόντων, μας ώθησε πρώτα να 

μελετήσουμε το ρόλο της TbGSK-3s στη βιωσιμότητα του παρασίτου T. brucei 

και στη συνέχεια στην πιθανή εύρεση δυνητικών φαρμάκων (όπως οι 

ιντιρουμπίνες) που να στοχεύουν την τρυπανοσωμική αυτή κινάση. 

4.3.2.1 Μελέτη του ρόλου της  TbGSK-3s στη βιωσιμότητα του 

παρασίτου μετά από επαγωγή επεμβατικού RNA (RNAi) 

Έχοντας στη διάθεση μας τη κατασκευή RNAi για την κινάση TbGSK-

3s, την οποία ευγενώς μας πρόσφερε ο καθηγητής Wesley C. Van Voorhis, 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα μετασχηματισμού τρυπομαστιγωτών 

παρασίτων T. brucei για παραλαβή κλώνων παρασίτων με επεμβατικό 

RNAiTbGSK-3s. Τα πειράματα αυτά πραγματοποιήθηκαν στο εργαστήριο του Dr. 

Philippe Bastin στο Γαλλικό Ινστιτούτο Παστέρ στο Παρίσι.  
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Αρχικά, ελέγξαμε την ανάπτυξη των παρασίτων μετά από επαγωγή του 

επεμβατικού RNAiTbGSK-3s με χρήση της τετρακυκλίνης όπως περιγράφεται στη 

παράγραφο 3.2.5.2 στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. Όπως φαίνεται στο 

σχήμα 2, μετά από 48h επώασης με την τετρακυκλίνη, η ανάπτυξη των 

παρασίτων εμφανίζει μια πτωτική τάση σε σχέση τόσο με τα παράσιτα 

αναφοράς (control) όσο και με τα παράσιτα τα οποία περιέχουν ανενεργό 

RNAiTbGSK-3s καθώς δεν επωάζονται με τετρακυκλίνη. Η πτωτική αυτή τάση 

της ανάπτυξης των παρασίτων όπως φαίνεται στο σχήμα αυξάνεται με τη 

πάροδο του χρόνου και οφείλεται στην αναστολή ανάπτυξης των 

τρυπανοσωμάτων λόγω της μείωσης της έκφρασης της TbGSK-3s σε αυτά, 

που οδηγεί τελικά στο θάνατο των παρασίτων.  

Παράλληλα, επιβεβαιώσαμε τη μείωση της έκφρασης της TbGSK-3s 

στα παράσιτα μετά από επαγωγή του επεμβατικού RNAiTbGSK-3s με χρήση της 

τετρακυκλίνης. Για την ανίχνευση της TbGSK-3s χρησιμοποιήθηκε 

πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της λεϊσμανιακής GSK-3s η οποία 

έχει παραχθεί στο εργαστήριο Μοριακής Παρασιτολογίας του ΕΙΠ. Λόγω της 

μεγάλης ταυτότητας στην αμινοξική αλληλουχία των 2 πρωτεϊνών, το 

αντίσωμα αναγνωρίζει την TbGSK-3s στο αναμενόμενο μοριακό βάρος 

41KDa (εικόνα 39). Στο γράφημα 7, παρατηρούμε τη σταδιακή μείωση των 

επιπέδων έκφρασης της κινάσης στα παράσιτα T. brucei μετά από 24, 48 και 

72h επώασης με τετρακυκλίνη, ενώ τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης 

αναφοράς (TbRan) παραμένουν σχετικά σταθερά. Επομένως, επαληθεύεται η 

συσχέτιση της αναστολής ανάπτυξης των τρυπανοσωμάτων με τη μείωση στα 

επίπεδα έκφρασης της TbGSK-3s [205] και κατ’επέκταση η TbGSK-3s 

αναδικνύεται ως δυνητικός φαρμακευτικός στόχος για την αντιμετώπιση της 

HAT. Όλα τα αποτελέσματα προέρχονται από πραγματοποίηση τουλάχιστον 3 

ανεξάρτητων πειραμάτων. 

 

Εικόνα 39. Ανίχνευση της TbGSK-3s στο αναμενόμενο μοριακό βάρος 41KDa με χρήση 
πολυκλωνικού αντισώματος κουνελιού έναντι της λεϊσμανιακής GSK-3s. 
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Γράφημα 7. Ανάπτυξη παρασίτων BSF T. brucei συναρτήση του χρόνου. Με μπλε 
χρώμα παρουσιάζεται η ανάπτυξη παρασίτων αναφοράς BSF T. brucei 90-13 (wild-type, wt), 
με κόκκινο η ανάπτυξη των ανασυνδυασμένων παρασίτων BSF T. brucei που φέρουν το 
πλασμίδιο RNAi

TbGSK-3s 
 απουσία όμως τετρακυκλίνης και με πράσινο η ανάπτυξη των 

ανασυνδυασμένων παρασίτων BSF T. brucei που φέρουν το πλασμίδιο RNAi
TbGSK-3s 

 
παρουσία τετρακυκλίνης. Όλα τα αποτελέσματα προέρχονται από πραγματοποίηση 
τουλάχιστον 3 ανεξάρτητων πειραμάτων. 
 

 

Εικόνα 40. Επίπεδα έκφρασης της TbGSK-3s μετά από 0, 24, 48 και 72h επαγωγής του 
RNAi

TbGSK-3s
. Xρησιμοποιήθηκε πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της λεϊσμανιακής 

GSK-3s. Ως γονίδιο αναφοράς χρησιμοποιήθηκε η ΤbRan-GTPase η οποία ανιχνεύθηκε με 
πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της λεϊσμανιακής Ran-GTPase. 

 

4.3.2.2 Ενδοκυτταρική εντόπιση της TbGSK-3s στα T. brucei προκυκλικά 

και τρυπομαστιγωτά παράσιτα 

 Η ενδοκυτταρική εντόπιση της ΤbGSK-3s σε T. brucei τρυπομαστιγωτά 

και προκυκλικά μπορεί να συμβάλει στη κατανόηση του πιθανού βιολογικού 

ρόλου που παίζει αυτή η κινάση-στόχος στο παράσιτο και επομένως να 

κατανοήσουμε το λόγο ή τους λόγους που οδηγούν σε θάνατο τα παράσιτα 

όταν αναστέλλεται η δράση της ή έκφρασή της. Η ενδοκυτταρική εντόπιση της 

ΤbGSK-3s σε T. brucei ανιχνεύτηκε με ανοσοφθορισμό χρησιμοποιώντας το 

πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της LdGSK-3s (5μg/ml) ενώ σαν 

δεύτερο αντίσωμα χρησιμοποιήθηκε το πολυκλωνικό αντίσωμα κουνελιού 
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συζευγμένο με την πράσινη φθορίζουσα χρωστική. Ειδικότερα, ο πυρήνας και 

ο κινητοπλάστης ανιχνεύονται με τη βοήθεια είτε της χρωστικής TOPRO ή της 

χρωστικής DAPI όπως περιγράφεται στη παράγραφο 3.2.4 στο κεφάλαιο 

Υλικά και Μέθοδοι. Ο προ-ανοσοποίησης ορός, χρησιμοποιήθηκε σαν 

αρνητικός μάρτυρας για τον ανοσοφθορισμό και δεν παρατηρήθηκε 

φθορισμός των κυττάρων.  

Αρχικά, σε προκυκλικά παράσιτα μετά από μονιμοποίηση με 

φορμαλδεϋδη όπως περιγράφεται στη παράγραφο 3.2.4 στο κεφάλαιο Υλικά 

και Μέθοδοι, η ΤbGSK-3s βρέθηκε να έχει παρόμοια κατανομή με αυτή που 

εμφανίζει η LdGSK-3s στα L. donovani προμαστιγωτά λογαριθμικής φάσης. 

Συγκεκριμένα, η ΤbGSK-3s εμφανίζει μία διάσπαρτη κατανομή στο 

κυτταρόπλασμα του παρασίτου αλλά εντοπίζεται και στο κινητοπλάστη και 

στο μαστίγιο (εικόνα 41). 

 

Εικόνα 41. Εντόπιση της TbGSK-3s σε προκυκλικά παράσιτα T. brucei 90-13 μετά από 
μονιμοποίηση με PF.  
 

 
Εικόνα 42. Συνεντοπισμός της TbGSK-3s με την Mab22 (basal body marker) σε 
προκυκλικά παράσιτα T. brucei 90-13 μετά από μονιμοποίηση με μεθανόλη.  

Ο εντοπισμός στον κινητοπλάστη και στο μαστίγιο επιβεβαιώθηκε και 

με χρώση του κυτταροσκελετού των παρασίτων μετά από απομάκρυνση των 
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διαλυτών κλασμάτων των παρασίτων με SSB/PEM-Nonidet 1%. Παράλληλα, 

έγινε έλεγχος της εντόπισης της ΤbGSK-3s στον κινητοπλάστη ολικών 

προκυκλικών παρασίτων με τη χρήση αντισώματος Μab22 που είναι δείκτης 

του βασικού σωματίου (εικόνα 42) και με χρήση αντισώματος Μab25 που 

είναι δείκτης του αξονημίου (εικόνα 43).  

 

Εικόνα 43. Συνεντοπισμός της TbGSK-3s με την Mab25 (axoneme marker) σε 
προκυκλικά παράσιτα T. brucei 90-13 μετά από μονιμοποίηση με μεθανόλη.  

Λόγω της εντόπισης της κινάσης στο μαστίγιο του παρασίτου, έγινε 

έλεγχος για την πιθανότητα λειτουργίας της ΤbGSK-3s ως πρωτεΐνης 

μεταφοράς άλλων πρωτεϊνών και στοιχείων μέσα στο μαστίγιο (intraflaggelar 

transport protein-IFT). Για το λόγο αυτό, μελετήθηκε αν η κινάση 

αναγνωρίζεται ταυτόχρονα και από το αντίσωμα αντί-LdGSK-3s και το 

IFT172. Όπως φαίνεται στην εικόνα 44 δεν υπάρχει συν-εντοπισμός και 

επομένως δεν μπορεί να χαρακτηριστεί σαν πρωτεΐνη μεταφοράς. Άρα 

πιθανότατα ο ρόλος της ΤbGSK-3s στο μαστίγιο είναι διαφορετικός από αυτόν 

που παίζει μία πρωτεΐνη μεταφοράς.  

 

Εικόνα 44. Μη-συνεντοπισμός της TbGSK-3s με την IFT172 (IFT marker) σε προκυκλικά 
παράσιτα T. brucei 90-13 μετά από μονιμοποίηση με μεθανόλη.  
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Tέλος, η κινάση ΤbGSK-3s δείχνει ίδιο εντοπισμό και στη 

τρυπομαστιγωτή μορφή του παρασίτου είτε σε ολόκληρα παράσιτα είτε μόνο 

στον κυτταροσκελετό αυτών (εικόνα 45).   

A) 

 

B) 

 

Εικόνα 45. Α) Εντόπιση της TbGSK-3s σε BSF παράσιτα T. brucei 90-13 μετά από 
μονιμοποίηση με PF, B) Εντόπιση της TbGSK-3s στον κυτταροσκελετό των 
παρασίτων BSF παράσιτα T. brucei 90-13 μετά από απομάκρυνση των διαλυτών 
κλασμάτων των παρασίτων με SSB/PEM-Nonidet 1%. 

4.3.2.3 Επαγόμενες μορφολογικές και πυρηνικές αλλαγές μετά την 

επαγωγή του επεμβατικού RNAiTbGSK-3s 

 Εφόσον η TbGSK-3s παίζει σημαντικό ρόλο στην κυτοκίνηση ή/και τη 

μίτωση του παρασίτου στην τρυπομαστιγωτή μορφή των T. brucei παρασίτων 

[233], η επαγωγή του επεμβατικού RNAiTbGSK-3s  θα προκαλούσε 

μορφολογικές καθώς και πυρηνικές αλλαγές στα παράσιτα. Οι μορφολογικές 

και πυρηνικές αλλαγές στα παράσιτα παρατηρούνται με συνεστιακή 

μικροσκοπία φθορισμού μετά από σήμανση με τη φθορίζουσα χρωστική 

ιωδιούχο προπίδιο (PI). Η μελέτη των μορφολογικών και πυρηνικών αλλαγών 

όπως φαίνεται στην εικόνα 46 επιβεβαίωσε το ρόλο της κινάσης στη μίτωση 

ή/και την κυτοκίνηση και έρχεται σε συμφωνία με πολύ πρόσφατα δεδομένα 

από άλλη μελέτη [233]. Πιο συγκεκριμένα, μετά από 72h επαγωγής 

επεμβατικού RNAiTbGSK-3s  με τη χρήση τετρακυκλίνης παρουσιάζονται 

παράσιτα με αλλοιωμένη κυτταρική μεμβράνη, με συμπυκνωμένη πυρηνική 

χρωματίνη και τεμαχισμένο DNA που αντιστοιχεί σε χαρακτηριστικό 
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αποπτωτικών κυττάρων. Παράλληλα, αυξάνονται σημαντικά τα πολυπλοειδή 

παράσιτα δηλαδή τα παράσιτα τα οποία διαθέτουν πάνω από 2 πυρήνες ή/και 

κινητοπλάστες, γεγονός που δείχνει ότι ο κυτταρικός κύκλος και διπλασιασμός 

των παρασίτων συνεχίζει να λειτουργεί αλλά τα παράσιτα δεν μπορούν να 

διαχωριστούν με μίτωση ή να ολοκληρώσουν την κυτοκίνηση. Τα κύτταρα που 

δε μπορούν να διαχωριστούν στη συνέχεια οδηγούνται σε θάνατο και 

εμφανίζουν διαφορετική μορφολογία καθώς έχουν στρογγυλό κυτταρικό 

σχήμα και ελαττωμένο όγκο αντί της φυσιολογικής επιμηκυμένης μορφολογίας 

των κυττάρων-μαρτύρων που διαθέτουν ένα πυρήνα (N) και έναν 

κινητοπλάστη (K) (εικόνα 46). Στον πίνακα 7 φαίνονται επίσης τα αυξανόμενα 

ποσοστά των παρασίτων με πολυπλοειδίες και ανώμαλων κυτταρικών τύπων 

χωρίς πυρήνα με ένα κινητοπλάστη (zoids) ή με έναν πυρήνα αλλά χωρίς 

κινητοπλάστη. Οι κυτταρικοί αυτοί τύποι παρατηρούνται γενικά στις 

τρυπανοσωματίδες και προέρχονται από ανώμαλη κυτταρική διαίρεση [218, 

296]. Ταυτόχρονα, παρατηρείται μείωση του πληθυσμού των παρασίτων που 

βρίσκονται στην G1 φάση και αύξηση των παρασίτων που βρίσκονται στην S 

φάση του κυτταρικού κύκλου (πίνακας 7). Τα πιο πάνω αποτελέσματα 

συμφωνούν πλήρως με τα πρόσφατα δημοσιευμένα δεδομένα του Jones et 

al., 2014 [233]. Επίσης, τα χαρακτηριστικά προσομοιάζουν με τα 

χαρακτηριστικά των παρασίτων L. donovani μετά από αναστολή της LdGSK-

3s μετά από επώαση με τη 5-Me-6BIO [191].  

 

Εικόνα 46. Μορφολογικές και πυρηνικές αλλαγές παρασίτων BSF T. brucei μετά την 
επαγωγή του επεμβατικού RNAi

TbGSK-3s
.  

 

Πίνακας 7. Ποσοστά παρασίτων στις διάφορες φάσεις του κυτταρικού κύκλου πριν και 
μετά την επαγωγή του επεμβατικού RNAi

TbGSK-3s
. Όλα τα αποτελέσματα προέρχονται από 

πραγματοποίηση τουλάχιστον 3 ανεξάρτητων πειραμάτων
 

 BSF wt GSK1 -Tet GSK1 +72hTet 

1N1K 62% 67% 60% 
1N2K 12,30% 12% 16% 
2N2K 24,10% 16% 5% 

ανώμαλα 1,6% 5% 19% 
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4.3.2.4 Επίδραση της επαγωγής του επεμβατικού RNAiTbGSK-3s στον 

κυτταρικό κύκλο τρυπομαστιγωτής μορφής T. brucei παρασίτων 

 Για τη μελέτη του κυτταρικού κύκλου και τη ποσοτικοποίηση της 

κατανομής των παρασίτων στις διαφορετικές φάσεις του κυτταρικού κύκλου 

μετά την επαγωγή του επεμβατικού RNAiTbGSK-3s πραγματοποιήθηκε με 

κυτταρομετρία ροής (FACS), μετά από αύξηση της διαπερατότητας του 

κυττάρου και σήμανση με PI όπως περιγράφεται στη παράγραφο 3.2.8.2 στο 

κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. Όπως φαίνεται στην εικόνα 47, τα BSF T. brucei 

παράσιτα που επωάστηκαν με 0,02% DMSO (μάρτυρες) είχαν κανονική 

κατανομή στις φάσεις του κυτταρικού κύκλου σε όλες τις χρονικές στιγμές που 

μελετήθηκαν (59,77±2,3% G0/G1, 6,31±0,5% S, 20,04±1,5% G2/M), ενώ τα 

παράσιτα με τεμαχισμένο DNA είναι σε ποσοστό μόνο 0,8% και τα 

πολυπλοειδή κύτταρα (>4N) σε ποσοστό 5,72%. Τα πολυπλοειδή κύτταρα 

εμφανίζονται στην κυτταροκαλλιέργεια λόγω της ιδιομορφίας των παρασίτων 

T. brucei να ακολουθούν συνέχεια εκθετική ανάπτυξη και το μικρό ποσοστό 

πολυπλοειδών κυττάρων παρουσιάζεται μετά από 48h λόγω του κορεσμού 

της καλλιέργειας από παράσιτα. Ακολούθησε ανάλυση με FACS του 

κυτταρικού κύκλου παρασίτων μετά από επαγωγή επεμβατικού RNAiTbGSK-3s 

για 24, 48 και 72h. Στον πίνακα 8 παρουσιάζεται η ποσοτικοποίηση των 

κυττάρων στις διάφορες φάσεις του κυτταρικού κύκλου έτσι όπως 

προκύπτουν από την εικόνα 47. Παρατηρούμε ότι με την πάροδο του χρόνου 

επώασης το ποσοστό των κυττάρων που βρίσκονται στην G1 φάση συνεχώς 

μειώνεται (έως 25,33% στις 72h) ενώ τα πολυπλοειδή κύτταρα και τα κύτταρα 

με τεμαχισμένο DNA σημειώνουν αύξηση (19,97% και 2,44% αντίστοιχα στις 

72h). Τα κύτταρα που βρίσκονται στην G2/M φάση μέχρι τις 48h επαγωγής 

αυξάνονται σε ποσοστό 31,94% και στη συνέχεια ακολουθούν πτωτική τάση 

(25,05% στις 72h επώασης). Αυτό επιβεβαιώνει ότι τα παράσιτα αρχικά 

συσσωρεύονται στην G2/M φάση και ο κυτταρικός κύκλος διενεργείται 

φυσιολογικά αλλά λόγω μη πραγματοποίησης της μίτωσης ή/και της 

κυτοκίνησης, τα κύτταρα στη συνέχεια μετατρέπονται σε πολυπλοειδή 

μπαίνοντας σε καινούριο κυτταρικό κύκλο και διπλασιασμό του πυρήνα και 

κινητοπλάστη ή πεθαίνουν αποπτωτικά.  
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Εικόνα 47. Κυτταρικός κύκλος BSF T. brucei παρασίτων πριν και μετά την επαγωγή 
του επεμβατικού RNAi

TbGSK-3s
.    

 

Πίνακας 8. Ποσοστά BSF T. brucei παρασίτων στις διάφορες φάσεις του κυτταρικού 
κύκλου πριν και μετά την επαγωγή του επεμβατικού RNAi

TbGSK-3s
. Όλα τα αποτελέσματα 

προέρχονται από πραγματοποίηση τουλάχιστον 3 ανεξάρτητων πειραμάτων. 
 BSF 

9013 (wt)  
GSK-3s

RNAi
 

  0h Tet  24h Tet  48h Tet  72h Tet  

SubG0 0,54  0,8  1,18  1,3  2,44  

G1 51,18  59,77  57,96  41,94  25,33  

S  8,33  6,31  5,13  2,18  3,1  

G2/M  21,29  20,04  20,99  31,94  25,05  

n=3  6,61  3,56  2,93  4,93  9,03  

n>3  4,02  2,16  3,06  6,32  10,94  

4.3.2.5 Επίδραση της επαγωγής του επεμβατικού RNAiTbGSK-3s στον 

κυτταρικό θάνατο των BSF T. brucei παρασίτων 

Επειδή η επαγωγή του επεμβατικού RNAiTbGSK-3s οδηγεί σε αναστολή 

της ανάπτυξης των παρασίτων και τα κύτταρα αποκτούν μορφολογικά και 

πυρηνικά χαρακτηριστικά τα οποία προσομοιάζουν με κυτταρική απόπτωση, 

μελετήσαμε εάν η επαγωγή αυτή επηρεάζει τον κυτταρικό θάνατο των 

παρασίτων. Αρχικά μελετήσαμε την επίδραση αυτή χρησιμοποιώντας την 

τεχνική TUNEL (terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP nick 

end labeling), με την οποία μπορεί να ανιχνευθεί η διάσπαση του γενωμικού 
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DNA σε επίπεδο ενός κυττάρου (παράγραφος 3.2.9.1 στο κεφάλαιο Υλικά και 

Μέθοδοι). Τα κύτταρα-μάρτυρες, που επωάστηκαν με 0,02% DMSO) και 

περιέχουν άθικτο γενωμικό DNA, δεν σημαίνονται, ενώ παρατηρούμε ότι 

περίπου 40,9% των κυττάρων έχουν θετική πυρηνική χρώση τεμαχισμένου 

γενωμικού DNA μετά από 72h επαγωγής του επεμβατικού RNAiTbGSK-3s 

(εικόνα 48). 

Στη συνέχεια εξετάσαμε την ρευστότητα και την ακεραιότητα της 

παρασιτικής μεμβράνης με την πιθανή έκθεση της φωσφατιδυλοσερίνης στην 

επιφάνεια των κυττάρων και την ύπαρξη τεμαχισμένου DNA με τη χρήση της 

Ανεξίνης V-συζευγμένης με Ισοθειοκυανική Φλουορεσκεΐνη (FITC), η οποία 

προσδένεται στις: φωσφατιδυλοαιθανολαμίνη (PE), φωσφατιδυλοινοσιτόλη 

(PI), φωσφατιδικό οξύ (PA) και φωσφατιδυλογλυκερόλη (PG) στα παράσιτα 

[297] και το PI με το οποίο γίνεται χρώση του πυρηνικού και κινητοπλαστικού 

DNA. Ο συνδυασμός σήμανσης με Ανεξίνη V-FITC και PI όπως έχει ήδη 

αναφερθεί επιτρέπει τη διάκριση μεταξύ: κυττάρων σε πρώιμα στάδια 

απόπτωσης (Ανεξίνη V-FITC θετικά), κυττάρων σε προχωρημένα στάδια 

απόπτωσης (Ανεξίνη V-FITC και PI θετικά), νεκρωτικών κυττάρων (PI θετικά) 

και ζωντανών κυττάρων (μη σημασμένα) [298]. Η επώαση των κυττάρων με 

0,02% (v/v) DMSO (αρνητικός μάρτυρας) δεν έδειξε σήμανση για την Ανεξίνη 

V-FITC και το PI, καθώς 98,39% των κυττάρων ήταν ζωντανά σε όλες τις 

χρονικές στιγμές που μελετήθηκαν (εικόνα 49). Τα τρυπομαστιγωτά που 

επωάστηκαν με 4mM υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) για 40 min και 

θεωρούνται ως θετικός μάρτυρας για την απόπτωση [242], βρέθηκαν να είναι 

αποπτωτικά σε ποσοστό 69,15% (61,33% των κυττάρων ήταν στα αρχικά 

στάδια της απόπτωσης) ενώ η επώαση με Triton X-100 για 5 min που 

χρησιμοποιείται σαν θετικός μάρτυρας για την επαγωγή της νέκρωσης είχε ως 

αποτέλεσμα την αύξηση των PI θετικών κυττάρων σε ποσοστό 23±3%. 
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Εικόνα 48. Ποσοστά θετικών παρασίτων BSF T. brucei με τεμαχισμένο γενωμικό DNA 
πριν και μετά την επαγωγή του επεμβατικού RNAi

TbGSK-3s
 χρησιμοποιώντας την 

τεχνική TUNEL (terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP nick end 
labeling). 

 

Εικόνα 49. Η έκθεση της φωσφατιδυλοσερίνης και η κυτταρική διαπερατότητα των BSF 
Τ. brucei έτσι όπως φαίνεται με κυτταρομετρία ροής μετά απο διπλή σήμανση με 
Ανεξίνη V-FITC και PI, πριν και μετά την επαγωγή του επεμβατικού RNAi

TbGSK-3s
. 

Πράσινη περιοχή: ζωντανά κύτταρα. Μπλε περιοχή: πρώιμα αποπτωτικά κύτταρα. Μωβ 
περιοχή: μεταγενέστερα αποπτωτικά κύτταρα. Κόκκινη περιοχή: νεκρωτικά κύτταρα. 

H επαγωγή του επεμβατικού RNAiTbGSK-3s των παρασίτων οδηγεί σε 

επαγωγή της απόπτωσης, καθώς αρχικά στις 24h μετά την επαγωγή έχουμε 

αύξηση των πρώιμων αποπτωτικών κυττάρων (8,87%) που στη συνέχεια 

σταδιακά μετατρέπονται σε αποπτωτικά τελικής φάσης και νεκρωτικά κύτταρα 

(15,49% και 12,68% στις 72h αντίστοιχα) (εικόνα 49). Τα ζωντανά κύτταρα 

επίσης μειώνονται σταδιακά στο 69,17% μετά από 72h επαγωγής του RNAi 

(εικόνα 49). Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με αυτά μίας πρόσφατης 

μελέτης που αφορά στο βιολογικό ρόλο της TbGSK-3s στα τρυπανοσώματα 

[233] αλλά προσομοιάζουν και με αυτά που αφορούν στο ρόλο της LdGSK-3s 

στο κυτταρικό θάνατο των L. donovani παρασίτων [191]. Το σύνολο των 
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αποτελεσμάτων που αναλύθηκαν πιο πάνω επιβεβαιώνουν την αρχική μας 

υπόθεση που αφορούσε στο σημαντικό βιολογικό ρόλο που παίζει αυτή η 

κινάση στα τρυπομαστιγωτά T. brucei και αποδεικνύουν ότι η παρεμπόδιση 

της (δηλαδή η αναστολή της δράσης ή της έκφρασης της) οδηγεί σε 

αποπτωτικό θάνατο των παρασίτων 

4.3.3 Κλωνοποίηση και έκφραση της TbGSK-3s  

Με σκοπό να μελετηθεί η δράση των αναλόγων έναντι της TbGSK-3s 

και να διερευνηθεί αν η μερική ή σε μεγάλο βαθμό αναστολή της δράσης 

επάγει τις ιδιες μορφολογικές επιπτώσεις, το ίδιο μοτίβο κυτταρικού θανάτου 

και παρόμοια απορρύθμιση του κυτταρικού κύκλου με τα παράσιτα στα οποία 

έχει γίνει επαγωγή του παρεμβατικού RNAiTbGSK-3s, η TbGSK-3s εκφράστηκε 

σε 2 συστήματα και απομονώθηκε.  

4.3.3.1 Κλωνοποίηση και έκφραση της TbGSK-3s σε βακτήρια 

Το GSK-3s γονίδιο του T. brucei κλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό 

φορέα pTriex 1.1 και η TbGSK-3s-(His)6 εκφράστηκε σε ετερόλογο σύστημα 

(βακτήρια E. coliBl21), με μια αλληλουχία που αποτελείται από έξι συνεχή 

αμινοξέα ιστιδίνης (6xHis tag) στο καρβοξυτελικό της άκρο. Η αλληλουχία 

αυτή, επιτρέπει τον καθαρισμό της TbGSK-3s με χρωματογραφία συγγένειας 

σε στήλη νικελίου (Ni2+-NTA-ρητίνη). Σε αντίθεση με την LdGSK-3s όμως, η 

TbGSK-3s βρίσκεται σε μεγαλύτερο ποσοστό στο μη διαλυτό κλάσμα των 

κυττάρων και όχι στο υπερκείμενο με τις διαλυτές πρωτεΐνες (εικόνα 50).  

 

Εικόνα 50. Ανίχνευση έκφρασης TbGSK-3s σε βακτήρια E. coliBl21. 1
η
 στήλη: διαλυτό 

κλάσμα πρωτεϊνών. 2
η
 στήλη: μη διαλυτό κλάσμα πρωτεϊνών. 

Εφόσον, η TbGSK-3s θα χρησιμοποιηθεί σε έλεγχο αναστολής από τις 

ιντιρουμπίνες, πρέπει να απομονωθεί στην ενεργή της μορφή πράγμα που δε 
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μπορεί να συμβεί στη περίπτωση που βρίσκεται στο μη διαλυτό κλάσμα των 

κυττάρων αφού στο κλάσμα αυτό για την απομόνωση πρωτεϊνών 

χρησιμοποιείται ουρία η οποία αποδιατάσσει τις πρωτεΐνες. Για το λόγο αυτό, 

η TbGSK-3s-(His)6 κλωνοποιήθηκε στη συνέχεια σε διαφορετικά συστήματα 

έκφρασης. 

4.3.3.2 Κλωνοποίηση και έκφραση της TbGSK-3s σε παράσιτα L. 

donovani 

Για να μπορέσει να εκφραστεί η TbGSK-3s-(His)6 στα παράσιτα L. 

donovani πρέπει τα παράσιτα να μετασχηματιστούν με την κλωνοποιημένη 

κινάση σε συμβατό με τα παράσιτα φορέα. Για το λόγο αυτό, η κινάση 

TbGSK-3s-(His)6 κλωνοποιήθηκε από τον πλασμιδιακό φορέα pTriex 1.1 στον 

πλασμιδιακό φορέα pLEXSY-sat (pF4X1.4sat). Ενώ παραλάβαμε κλώνους 

όπου η κλωνοποίηση TbGSK-3s-(His)6 είχε γίνει με επιτυχία στον pLEXSY-

sat, παρ’ όλα αυτά κατά την απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεγάλη 

κλίμακα (maxiprep) των κλώνων αυτών, το πλασμίδιο χάνει το γονίδιο της 

TbGSK-3s-(His)6 και επομένως είναι αδύνατος ο μετασχηματισμός των 

παρασίτων L. donovani με τον φορέα pLEXSY-sat που να περιέχει την 

TbGSK-3s-(His)6. Γι’ αυτό το λόγο η έκφραση της TbGSK-3s-(His)6 στα 

παράσιτα L. donovani δεν ήταν δυνατή. 

4.3.3.3 Κλωνοποίηση και έκφραση της TbGSK-3s σε κύτταρα εντόμου 

SF-9 με χρήση βακιλοϊού 

Στη συνέχεια, έγινε προσπάθεια κλωνοποίησης της TbGSK-3s-(His)6 

που βρίσκεται στον φορέα pTriex 1.1 με χρήση βακιλοϊού σε κυτταρική σειρά 

SF-9 από έντομα όπως περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.1.11 στο κεφάλαιο 

Υλικά και Μέθοδοι. Σε αυτή τη περίπτωση η κινάση εκφράζεται και 

απομονώνεται από το διαλυτό κλάσμα των κυττάρων SF-9. Έτσι 

επιτυγχάνεται ο καθαρισμός της TbGSK-3s με χρωματογραφία συγγένειας σε 

στήλη νικελίου (Ni2+-NTA-ρητίνη) και η κινάση εκλούεται σε μεγαλύτερη 

ποσότητα στο έκλουσμα ιμιδαζολίου συγκέντρωσης 250mM όπως 

περιγράφεται παρακάτω, το οποίο μετά από απομάκρυνση του ιμιδαδοζολίου 

χρησιμοποιείται για τα πειράματα αναστολής της κινάσης από τις 

ιντιρουμπίνες.  
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4.3.4 Απομόνωση TbGSK-3s-(His)6 από τα κύτταρα εντόμου SF-9 και 

καθορισμός της ενεργότητας τους 

Η κινάση TbGSK-3s θα ελεγχθεί σε in vitro πειράματα αναστολής από 

τις ιντιρουμπίνες που εμφάνισαν αντιτρυπανοσωμική δράση, επομένως μετά 

την απομόνωση της από την κυτταρική σειρά SF-9 από έντομα με 

χρωματογραφία συγγένειας σε στήλη νικελίου (Ni2+-NTA-ρητίνη) 

παρελήφθησαν εκλούσματα σε συγκεντρώσεις ιμιδαζολίου 50, 150, 250 και 

400mM τα οποία περιέχουν την κινάση. Η αναγνώριση της TbGSK-3s έγινε με 

τη βοήθεια του πολυκλωνικού αντισώματος IgG His-probe (1:100 αραίωση) 

(εικόνα 51). Προκειμένου να διαπιστωθεί η ενεργότητα των TbGSK-3s στα 

εκλούσματα διαφορετικών συγκεντρώσεων ιμιδαζολίου, εφόσον έχει 

προηγηθεί διαπίδυση για την απομάκρυνση του ιμιδαζολίου το οποίο 

απενεργοποιεί τα ένζυμα [191], έγινε έλεγχος των εκλουσμάτων ιμιδαζολίου: 

50, 150, 250 και 400 mM. Τα εκλούσματα 250mM ιμιδαζολίου τα οποία 

παρουσίασαν τη χαμηλότερη βιοφωταύγεια, ήταν τα πιο ενεργά και αυτά 

χρησιμοποιήθηκαν για τις δοκιμασίες αναστολής (γράφημα 8).  

 

 

Εικόνα 51. Ηλεκτροφόρηση των εκλούσεων της ανασυνδυασμένης κινάσης TbGSΚ-3s-
(His)6 που απομονώθηκε από από τα κύτταρα εντόμου SF-9 μετά τη χρωματογραφία 
συγγένειας. Διαδρομή 1: Σφαιρίδια νικελίου (Ni

2+
-NTA-ρητίνη) μετά από τις εκλούσεις. Διαδρομή 

2: Υπερκείμενο λύματος κυττάρων που δεν προσδέθηκε στη στήλη νικελίου. Διαδρομή 3: 
Έκλουση με 50mM ιμιδαζόλιο. Διαδρομή 4: Έκλουση με 150mM ιμιδαζόλιο. Διαδρομή 5: 
Έκλουση με 250mM ιμιδαζόλιο. Διαδρομή 6: Έκλουση με 400mM ιμιδαζόλιο.Τα μοριακά 
μεγέθη επισημαίνονται σε kDa. 
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Γράφημα 8. Έλεγχος της ενεργότητας της ΤbGSK-3s στα εκλούσματα διαφορετικών 
συγκεντρώσεων ιμιδαζολίου. 

4.3.5 Μελέτη της κινητικής των ενζυμικών αντιδράσεων 

Ο υπολογισμός των σταθερών Michaelis-Menten (Km) του ενζύμου για 

τα δύο υποστρώματα (ΑΤΡ και πρωτεϊνικό υπόστρωμα) είναι απαραίτητος για 

την μελέτη της κινητικής των ενζυμικών αντιδράσεων σύμφωνα με το μοντέλο 

κινητικής Michaelis-Menten και τα διαγράμματα Lineweaver-Burk. Έτσι, 

αρχικά πραγματοποιείται μέτρηση της ταχύτητας της αντίδρασης παρουσία 

διαφορετικών συγκεντρώσεων ATP και πρωτεϊνικού υποστρώματος σε 

διάφορα λεπτά αντίδρασης. Στην περίπτωση που το ένζυμο έχει δύο 

υποστρώματα, η σταθερά Km για το ένα υπόστρωμα καθορίζεται 

χρησιμοποιώντας κορεσμένες συγκεντρώσεις του δεύτερου υποστρώματος. 

Σε διαφορετικές συγκεντρώσεις υποστρώματος (για το ATP: 1, 2, 5, 10, 20, 30 

και 50μΜ, ενώ για το πρωτεϊνικό υποστρώμα πεπτίδιο GS-1: 2, 5, 10, 20, 30 

και 50μΜ) μετρήθηκε η συγκέντρωση του προϊόντος της αντίδρασης και 

δημιουργήθηκε η γραφική παράσταση της συγκέντρωσης προϊόντος (ΔΨ) με 

τον χρόνο της αντίδρασης (ΔΧ) για τις διάφορες συγκεντρώσεις 

υποστρώματος. Η κλίση της ευθείας αντιστοιχεί στην ταχύτητα της αντίδρασης 

για κάθε συγκέντρωση υποστρώματος (V=ΔΨ/ΔΧ). Τα διαγράμματα 

Lineweaver-Burk συσχετίζουν την 1/V σε συνάρτηση με την 1/S. Στα 

διαγράμματα αυτά η τετμημένη επί της αρχής είναι ίση με -1/Km και η σταθερά 

Km του ενζύμου για κάθε υπόστρωμα είναι ίση με τη συγκέντρωση του 

υποστρώματος, στην οποία η ταχύτητα της αντίδρασης είναι ίση με το 1/2 της 

μέγιστης ταχύτητας (Vmax/2). Έτσι, η σταθερά Km της TbGSK-3s για το ATP 

υπολογίστηκε πως είναι 6,3±1,3μΜ και για το GS-1 πεπτίδιο 5,8±1,5μΜ. 
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4.3.6 Καθορισμός της ιδανικής ποσότητας ενζύμου για τις αντιδράσεις 

αναστολής. 

Τέλος, πραγματοποιήθηκε τιτλοδότηση του ενζύμου TbGSK-3s για να 

προσδιοριστεί η ιδανική ποσότητα ενζύμου για τις δοκιμασίες αναστολής. 

Αυτό είναι αναγκαίο επειδή οι τιμές IC50 της αναστολής των ιντιρουμπινών 

στην κινάση πρέπει να υπολογιστούν στο γραμμικό μέρος της καμπύλης 

τιτλοδότησης και όχι σε συνθήκες κορεσμού των ενζύμων. Για τις αντιδράσεις 

αναστολής χρησιμοποιήθηκαν 15μΜ ATP και 8,3μΜ GS-1, ώστε να μπορούμε 

να συγκρίνουμε βάση των τιμών IC50 των αναστολέων τη δύναμή τους. Με 

βάση των τιμών της βιοφωταύγειας που λαμβάνονται κατασκευάζεται το 

γράφημα 9. Από το γραμμικό τμήμα του γραφήματος προσδιορίζεται ότι η 

ιδανική ποσότητα ενζύμου είναι 2μl/αντίδραση. Η ειδική ενεργότητα της 

TbGSK-3s βρέθηκε ίση με 800 U/mg, όπου 1 U ενζύμου ορίζεται η 

ενσωμάτωση 1nM ATP στο πρωτεϊνικό υπόστρωμα ανά λεπτό αντίδρασης 

στους 300C και σε τελική συγκέντρωση ATP 15μM. Η ειδική ενεργότητα είναι 

της ίδιας τάξης με την αυτή των λεϊσμανιακών κινασών LdGSK-3s και CRK3 

που βρέθηκαν σε προηγούμενη μελέτη [191]. 

 

Γράφημα 9. Καμπύλη τιτλοδότησης της TbGSK-3s. Ενδεικτικό γράφημα καμπύλης από το 
μέσο όρο τιμών που προκύκπτουν από τουλάχιστον 3 ανεξάρτητα πειράματα. 

4.3.7 Αντιδράσεις αναστολής της TbGSK-3s 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί στις ανταγωνιστικές αντιδράσεις αναστολής 

για ATP ανταγωνιστικούς αναστολείς είναι ιδανικό να χρησιμοποιείται 

συγκέντρωση υποστρώματος περίπου ίση ή χαμηλότερη από την αντίστοιχη 

τιμή Km. Στις αντιδράσεις για την TbGSK-3s χρησιμοποιήθηκαν οι συνθήκες 

που καθορίστηκαν παραπάνω και που περιγράφονται επίσης στη παράγραφο 

στο κεφάλαιο 3.2.7.1 Υλικά και Μέθοδοι (2μl ενζύμου/αντίδραση, 15μΜ ATP 
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και 8,3μΜ GS-1). Κάτω από αυτές τις συνθήκες ελέχθησαν οι 32 

ιντιρουμπίνες που εμφάνισαν ισχυρή αντιτρυπανοσωμική δράση και 

δημιουργήθηκαν καμπύλες δόσης-απόκρισης για να καθοριστούν οι τιμές 

IC50, που αντιστοιχούν στη συγκέντρωση αναστολέα στην οποία αναστέλλεται 

το 50% της ενεργότητας της κινάσης (πίνακας 9). Όπως φαίνεται στον πίνακα 

9, οι 29 ιντιρουμπίνες από τις 32 στοχεύουν ισχυρά ή ικανοποιητικά την 

TbGSK-3s καθώς εμφανίζουν τιμές IC50<1μΜ (0,021μΜ -0,847μΜ) (πίνακας 

9- έντονη μαύρη ή κόκκινη γραμματοσειρά- bold). Η 6-FIO στοχεύει την 

κινάση με IC50 ίσο με 1,077μΜ, ενώ το ανάλογο 15 της 6BIO δεν στοχεύει 

τόσο ισχυρά την TbGSK-3s (IC50: 2,277μΜ). Τέλος, η 7-BIO (21) φαίνεται να 

μην έχει ως στόχο την τρυπανοσωμική GSK-3s (IC50>3,33μΜ). Μάλιστα, η 7-

BIO έχει πρόσφατα δειχτεί ότι στα ανθρώπινα κύτταρα στοχεύει τις κινάσες 

DYRK1α και DYRK2 ενώ δε στοχεύει καθόλου (>10μM) την GSK-3 και την 

CDK5 [188]. Η ομόλογη κινάση της DYRK1α ή/και της DYRK2 στα T. brucei 

παράσιτα λοιπόν ίσως αποτελεί το στόχο του αντιτρυπανοσωμικού αυτού 

αναστολέα.  

Από τους 29 πιο ισχυρούς αναστολείς της TbGSK-3s παρόλο που 

μερικοί από αυτούς στοχεύουν τη κινάση με IC50<0,1μΜ, στοχεύουν επίσης 

την ανθρώπινη GSK-3 και μάλιστα ισχυρά. Από αυτούς τους αναστολείς 

παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον το ανάλογο 36 και το ανάλογο 41 

(πίνακας 9- έντονη κόκκινη γραμματοσειρά) γιατί αναστέλλουν καλύτερα την 

TbGSK-3s από ότι την αντίστοιχη ανθρώπινη κινάση σύμφωνα με δεδομένα 

συνεργατών μας (δεν παρουσιάζονται στη παρούσα διατριβή). Συγκεκριμένα, 

το ανάλογο 36 όπως φαίνεται στον πίνακα 9 έχει IC50 ίσο με 0,047μΜ έναντι 

της TbGSK-3s ενώ έχει IC50=2,2μΜ έναντι της ανθρώπινης GSK-3 και το 

ανάλογο 41 (7-trifuoromethyl-3’-oxim-6’carboxymethyl-indirubin) το οποίο 

στοχεύει ικανοποιητικά της τρυπανοσωμική κινάση (IC50=0,847±0,303μΜ) 

αλλά δεν φαίνεται να στοχεύει την ομόλογη ανθρώπινη κινάση (>10μΜ). 

Επίσης, οι 2 αυτές ιντιρουμπίνες δεν εμφανίζουν ικανοποιητική αντιλεϊσμανική 

δράση γιατί το IC50 τους έναντι των L. donovani παρασίτων δεν είναι <3μΜ 

που θέσαμε σαν όριο. Το αποτέλεσμα αυτό παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

γιατί υποδηλώνει ότι μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε μοριακές μελέτες 

σχέσης δομής–δράσης της τρυπανοσωμικής κινάσης καθώς και να 
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αποτελέσουν το σκελετό ανάπτυξης νέων αναλόγων για μια επιλεκτική 

αντιτρυπανοσωμική θεραπεία. 

Πίνακας 9. Αναστολή της TbGSK-3s από τις ιντιρουμπίνες που εμφάνισαν 
αντιτρυπανοσωμική δράση έναντι των BSF Τ. brucei. Με έντονη μαύρη ή κόκκινη 
γραμματοσειρά εμφανίζονται οι ιντιρουμπίνες οι οποίες έχουν έντονη δράση έναντι της 
TbGSK-3s (IC50<1μΜ). Με κόκκινη έντονη γραμματοσειρά εμφανίζονται οι 2 υποσχόμενες 
ιντιρουμπίνες οι οποίες αναστέλλουν την TbGSK-3s αλλά δεν στοχεύουν καθόλου ή 
στοχεύουν σε μικρότερο βαθμό την ομόλογη ανθρώπινη κινάση. Όλα τα αποτελέσματα 
προέρχονται από πραγματοποίηση τουλάχιστον 3 ανεξάρτητων πειραμάτων. 

Ουσίες T.brucei BSF 

IC50 (μM) 

ΜΦ 

 J774.1  

TbGSK-3s (μΜ) 

5-BIO 0,92 >10 0,053±0,024 

6BIO 0,17 >10 0,133±0,009 

6-BIA 0,19 >10 0,050±0,012 

6BIO-Phos 0,51 >10 0,153±0,099 

6-CLIO 0,15 >10 0,040±0,023 

6-FIO 0,45 >10 1,077±0,635 

6-IIO 0,5 >10 0,037±0,006 

5-Me-6BIO 0,6 >10 0,283±0,229 

6BIO-5-NO2 0,27 >10 0,040±0,035 

6BIO-5-NH2 2,7 >10 0,040±0,034 

5- NO2-3’monoxime indirubin 0,4 >10 0,07±0,05 

Indirubin-3’-methoxime 0,9 >10 0,330±0,012 

5-Br-indirubin 2,2 >25 0,203±0,040  

6-Br-5-NH
2
-indirubin 0,3 >25 0,023±0,015  

6-Br-5- NO
2
-indirubin 0,49 >25 0.029±0,013  

6-Br-indirubin 3,2 >25 0,073±0,006  

3 0,096 >10 0,190±0,012 

4 0,055 1,5 0,130±0,082 

5 0,052 1,5 0,163±0,076 

8 0,540 >20 0,337±0,167 

9 0,650 >20 0,060±0,021 

10 0,078 >10 0,077±0,031 

11 0,05 6,25 0,173±0,042 

12 0,38 2,6 0,213±0,205 

13 0,54 2,4 0,057±0,006 

14 0,56 9,2 0,107±0,042 

15 0,6 6 2,277±0,040 

16 0,16 5,9 0,023±0,016 

17 0,2 10 0,021±0,016 

21 (7-BIO) 1,350 >10 >3,33 

36 1,250 >10 0,047±0,034 

41 0,780 >10 0,847±0,303 
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Τέλος, αξίζει να τονιστεί πως όλες οι ιντιρουμπίνες φαίνεται να 

κατέχουν πιο έντονη αντιτρυπανοσωμική παρά αντιλεϊσμανιακή δράση. Αυτό 

μπορεί να οφείλεται είτε: α) στο μεγαλύτερο μέγεθος του ενεργού κέντρου της 

κινάσης TbGSK-3s σε σχέση με το ενεργό κέντρο της LmajGSK-3s [226], ή β) 

σε διαφορετικά επίπεδα έκφρασης της κινάσης στα κύτταρα Leishmania και T. 

brucei. Όλα τα αποτελέσματα προέρχονται από πραγματοποίηση τουλάχιστον 

3 ανεξάρτητων πειραμάτων 

4.3.8 Επίδραση των ιντιρουμπινών στον κυτταρικό κύκλο των BSF T. 

brucei παρασίτων 

 Μετά τα πειράματα αναστολής της απομονωμένης TbGSK-3s από τις 

ιντιρουμπίνες in vitro, παρατηρήσαμε ότι δεν υπάρχει πάντα απόλυτη 

συσχέτιση της ικανότητας της εκάστοτε ιντιρουμπίνης να αναστέλλει την 

κινάση, με το πόσο ισχυρή αντιτρυπανοσωμική δράση εμφανίζει. Για το λόγο 

αυτό έγινε έλεγχος της επίδρασης κάποιων αναλόγων στον κυτταρικό κύκλο 

των BSF T. brucei παρασίτων για να διαπιστωθεί αν το μοτίβο δράσης που 

εμφανίζουν αυτές στον κυτταρικό κύκλο των παρασίτων είναι το ίδιο με αυτό 

που εμφανίζουν τα παράσιτα μετά από επαγωγή του παρεμβατικού 

RNAiTbGSK-3s. Είναι λογικό να υποθέσουμε ότι η αναστολή της κινάσης από τις 

ιντιρουμπίνες στα παράσιτα T. brucei θα έπρεπε να προκαλεί παρόμοια 

απορρύθμιση κυτταρικού κύκλου με αυτή που προκαλείται στα 

τρυπομαστιγωτά ύστερα από ελάττωση της ενδογενούς κινάσης με επαγωγή 

του RNAiTbGSK-3s. 

Όπως φαίνεται από την εικόνα 52, η απορρύθμιση του κυτταρικού 

κύκλου μετά την επώαση των παρασίτων με διάφορες ιντιρουμπίνες που 

εμφάνισαν αντιτρυπανοσωμική δράση, εμφανίζει διαφορετικό μοτίβο για κάθε 

μία ιντιρουμπίνη. Από αυτές, οι ιντιρουμπίνες 10 , 4 (εικόνα 52), η 6-ClIO και η 

5-Me-6BIO εμφανίζουν παρόμοιο προφίλ με την απορρύθμιση που 

εμφανίζεται στο κυτταρικό κύκλο μετά από την επαγωγή του RNAiTbGSK-3s. 

Μετά την επώαση των ιντιρουμπινλων αυτών με τα παράσιτα, ο πληθυσμός 

που βρίσκεται στην G1 φάση μειώνεται δραματικά, ο πληθυσμός G2/M αρχικά 

αυξάνεται και στη συνέχεια μειώνεται και τα πολυπλοειδή κύτταρα αυξάνονται. 

Όμως μετά από επώαση με την 5-Me-6BIO και την 6-ClIO έχουμε ταυτόχρονα 
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πιο έντονη αύξηση των κυττάρων με τεμαχισμένο DNA (υπό-G0/G1 φάση: 

37,7% και 13,8% αντίστοιχα στις 72h) σε σχέση με τα παράσιτα που έχουν 

υποστεί RNAiTbGSK-3s για 72h (υπό-G0/G1 φάση: 2,44%). Πρέπει να σημειωθεί 

ότι η 6-ClIO στα παράσιτα L. donovani στοχεύει πιο επιλεκτικά την CRK3 αντί 

της LdGSK-3s (ΙC50: 0,04 και 0,2μΜ αντίστοιχα) [191] ενώ η 5-Me-6BIO 

στοχεύει πιο επιλεκτικά την LdGSK-3s (ΙC50: 0,09μΜ) [191] αλλά στοχεύει 

επίσης και την CRK3 (ΙC50: 0,65μΜ) [191]. Είναι γνωστό ότι η CRK3 στα 

τρυπανοσώματα T. brucei παίζει σημαντικό ρόλο στην ολοκλήρωση της G2/M 

φάσης των παρασίτων [299]. Ίσως λοιπόν, οι ιντιρουμπίνες αυτές να μην 

στοχεύουν τόσο επιλεκτικά την TbGSK-3s, αλλά να στοχεύουν εκτός της 

TbGSK-3s, και την CRK3 στα BSF T. brucei, όπως και στα παράσιτα L. 

donovani. Αυτή η υπόθεση θα μπορούσε να εξηγήσει το ελαφρώς 

διαφοροποιημένο προφίλ που εμφανίζουν στον κυτταρικό κύκλο των 

παρασίτων από ότι αυτό που προκύπτει όταν αναστέλλεται μόνο η TbGSK-

3s.  

Από την άλλη μεριά, η 6BIO και η 6-βρώμο-3’διεθυλοφωσφατοξίμη (6-

Br-3’diethylphospatoxime ή 6BIO-Phos) φαίνεται να απορρυθμίζουν 

διαφορετικά το κυτταρικό κύκλο μετά από επώαση με τα παράσιτα. Η 6BIO 

που στα παράσιτα L. donovani στοχεύει πιο επιλεκτικά την CRK3 αντί της 

LdGSK-3s (ΙC50: 0,02 και 0,15μΜ αντίστοιχα) [191], φαίνεται να μειώνει 

δραματικά τα παράσιτα που βρίσκονται στην G1 φάση (4,9% στις 72h) και 

αυξάνει τα πολυπλοειδή κύτταρα (33,4% στις 72h) καθώς και τα κύτταρα με 

τεμαχισμένο DNA (υπό-G0/G1 φάση: 22,8% στις 72h). Παράλληλα, 

παρατηρήθηκε ότι όταν τα παράσιτα επωάζονται με την 6-βρώμο-

3’διεθυλοφωσφατοξίμη που όπως δείχτηκε προηγουμένως δεν έχει 

αντιλεϊσμανιακή δράση, αυξάνονται τα πολυπλοειδή κύτταρα (13,7% στις 72h) 

καθώς και τα κύτταρα με τεμαχισμένο DNA (υπό-G0/G1 φάση: 11,4% στις 

72h) αλλά δεν μειώνεται ο πληθυσμός των παρασίτων που βρίσκονται στην 

G1 φάση (48,2% στις 72h), ενώ μειώνεται ελάχιστα ο πληθυσμός των 

παρασίτων που βρίσκονται στην G2/M φάση του κυτταρικού κύκλου (21,6% 

στις 72h).  
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Εικόνα 52. Κυτταρικός κύκλος BSF T. brucei παρασίτων μετά από επώαση με ανάλογα 
ιντιρουμπίνης για 72 και 96h. Με κόκκινα βέλη υποδεικνύεται η αύξηση του τεμαχισμένου 
DNA και με πράσινα η μείωση του ποσοστού των παρασίτων στην G2/M Φάση του 
κυτταρικού κύκλου. Με μπλε βέλη υποδεικνύονται τα προφίλ των ιντιρουμπινών που 
προσομοιάζουν με δράση αναστολής της TbGSK-3s.  

Συμπερασματικά, τα διαφορετικά προφίλ του κυτταρικού κύκλου που 

προκύπτουν μετά από επώαση με διαφορετικά ανάλογα ιντιρουμπίνης 
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υποδηλώνουν ότι κάποιες από τις ιντιρουμπίνες αυτές πιθανόν να στοχεύουν 

και άλλες τρυπανοσωμικές πρωτεΐνες/κινάσες εκτός της TbGSK-3s στα 

τρυπομαστιγωτά T. brucei. Η υπόθεση αυτή εν μέρει επιβεβαιώνεται και από 

τη διαφοροποίηση μερικών από αυτά τα προφίλ δράσης τους, από το προφίλ 

του κυτταρικού κύκλου που προκύπτει μετά από επαγωγή του επεμβατικού 

RNAiTbGSK-3s. 

4.3.9 Επίδραση των ιντιρουμπινών στον κυτταρικό θάνατο των BSF T. 
brucei παρασίτων 
 Για επιπλέον επιβεβαίωση της παραπάνω υπόθεσης, έγινε επίσης 

έλεγχος και σύγκριση των προφίλ του κυτταρικού θανάτου, μετά από επώαση 

των παρασίτων BSF T. brucei με διάφορα ανάλογα ιντιρουμπίνης, με αυτό 

που προκύπτει μετά από επαγωγή του επεμβατικού RNAiTbGSK-3s.  

 Η ρευστότητα και η ακεραιότητα της παρασιτικής μεμβράνης ελέγχθηκε 

με κυτταρομετρία ροής που ανιχνεύει την πιθανή έκθεση της 

φωσφατιδυλοσερίνης στην επιφάνεια των κυττάρων και την ύπαρξη 

τεμαχισμένου DNA όπως περιγράφηκε παραπάνω με τη χρήση της Ανεξίνης 

V-συζευγμένης με Ισοθειοκυανική Φλουορεσκεΐνη (FITC) και του PI. Όπως 

φαίνεται και στην εικόνα 53, τα διάφορα ανάλογα προκαλούν διαφορετικά 

μοτίβα κυτταρικού θανάτου στα παράσιτα T. brucei όπως ακριβώς συμβαίνει 

με την επίδραση που έχουν στον κυτταρικό κύκλο. Το γεγονός αυτό πιθανόν 

να οφείλεται όπως προαναφέρθηκε στις διάφορες πρωτεΐνες/κινάσες που 

παράλληλα με την TbGSK-3s, στοχεύουν οι ιντιρουμπίνες ανάλογα με το 

είδος και τη θέση των υποκαταστάσεων τους.  

 Πιο συγκεκριμένα, οι ιντιρουμπίνες 4 και 10 (εικόνα 53) φαίνεται να 

οδηγούν τα παράσιτα T. brucei στο ίδιο μοτίβο θανάτου που οδηγεί η 

επαγωγή του επεμβατικού RNAiTbGSK-3s. Μετά από επώαση των 

τρυπομαστιγωτών με τις ιντιρουμπίνες 4 και 10 (εικόνα 53), παρατηρείται 

αύξηση των παρασίτων που χαρακτηρίζονται ως αποπτωτικά πρώιμου 

σταδίου στις 48 (16,8 και 15,4% αντίστοιχα) και στις 72h (19,9 και 23% 

αντίστοιχα) τα οποία σταδιακά μετατρέπονται σε αποπτωτικά παράσιτα 

μεταγενέστερων σταδίων και νεκρωτικά παράσιτα. Από την άλλη μεριά όμως, 

οι ιντιρουμπίνες 6BIO, 6-ClIO, 6-βρώμο-3’διεθυλοφωσφατοξίμη (6-Br-

3’diethylphospatoxime ή 6BIO-Phos) και 5-Me-6BIO επάγουν την αύξηση των 

νεκρωτικών και μεταγενέστερα αποπτωτικών παρασίτων χωρίς την παρουσία 
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αποπτωτικών κυττάρων πρώιμου σταδίου. Από αυτές, η επώαση των 

κυττάρων με την ιντιρουμπίνη 5-Me-6BIO προκαλεί αύξηση κυρίως του 

πληθυσμού των μεταγενέστερων αποπτωτικών παρασίτων και όχι τόσο των 

νεκρωτικών κυττάρων σε αντίθεσή με τις άλλες 3 ιντιρουμπίνες, οι οποίες 

επάγουν την αύξηση κυρίως του νεκρωτικού πληθυσμού (εικόνα 53).  

 Τα παραπάνω αποτελέσματα συμφωνούν με την επίδραση των 

ιντιρουμπινών στο κυτταρικό κύκλο των τρυπανοσωμάτων. Έτσι, οι 

ιντιρουμπίνες 4 και 10 φαίνεται να δρουν σχεδόν αποκλειστικά μέσω της 

παρεμπόδισης της TbGSK-3s στα παράσιτα, αφού προσομοιάζει η δράση 

τους με αυτή της επαγωγής επεμβατικού RNAi για την κινάση, τόσο στο 

κυτταρικό κύκλο όσο και στον κυτταρικό θάνατο. Αξίζει να σημειωθεί ότι αυτές 

οι ιντιρουμπίνες ανήκουν στην ομάδα των 3’υποκατεστημένων αναλόγων της 

6BIO, οι οποίες βρέθηκαν παραπάνω να έχουν αυξημένη επιλεκτικότητα προς 

την LdGSK-3s έναντι της CRK3 στα παράσιτα L. donovani. Τα υπόλοιπα 

ανάλογα που ελέγξαμε, φαίνεται να στοχεύουν παράλληλα με την TbGSK-3s, 

διαφορετικές πρωτεΐνες/κινάσες στόχους στα BSF T. brucei παράσιτα καθώς 

διαφοροποιούν, με διαφορετικό τρόπο η καθεμία, τόσο τον κυτταρικό κύκλο 

όσο και τον κυτταρικό θάνατο των παρασίτων από το μοτίβο που λαμβάνεται 

στα παράσιτα μετά από επαγωγή του RNAiTbGSK-3s. 

Τέλος, παρατηρήθηκε μέσω της τεχνικής TUNEL, διαφορετική 

μορφολογία των τρυπομαστιγωτών παρασίτων T. brucei μετά από 72h με την 

6-βρώμο-3’διεθυλοφωσφατοξίμη. Πιο συγκεκριμένα, αντί για την κλασσική 

αποπτωτική εικόνα των παρασίτων (τεμαχισμένο DNA, σμίκρυνση και 

στρογγυλοποίηση παρασίτων) που επάγεται τόσο με τις άλλες ιντιρουμπίνες 

όσο και με την επαγωγή του RNAiTbGSK-3s, παρατηρούμε διογκωμένα σε 

μέγεθος παράσιτα που υποδηλώνουν την ύπαρξη πολυπλοειδιών και τον 

διαφορετικό μηχανισμό δράσης του αναστολέα αυτού, ο οποίος οδηγεί σε 

κυτταρικό θάνατο τα τρυπανοσώματα (Εικόνα 54).  
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Εικόνα 53. Η έκθεση της φωσφατιδυλοσερίνης και η κυτταρική διαπερατότητα των BSF 
T. brucei μετά από επώαση με ανάλογα ιντιρουμπίνης για 48 και 72h, έτσι όπως 
φαίνεται με κυτταρομετρία ροής, μετά απο διπλή σήμανση με Ανεξίνη V-FITC και PI. 
Πράσινη περιοχή: ζωντανά κύτταρα. Μπλε περιοχή: πρώιμα αποπτωτικά κύτταρα. Μωβ 
περιοχή: μεταγενέστερα αποπτωτικά κύτταρα. Κόκκινη περιοχή: νεκρωτικά κύτταρα. Με μπλε 
βέλη υποδεικνύονται τα προφίλ των ιντιρουμπινών που προσομοιάζουν με δράση αναστολής 
της TbGSK-3s.   

 
Εικόνα 54. Μορφολογία παρασίτων BSF T. brucei μετά από επώαση 72h με την 6-
βρώμο-3’διεθυλοφωσφατοξίμη, έτσι όπως παρατηρήθηκε μέσω της τεχνικής TUNEL.  
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4.4 Trypanosoma cruzi 

4.4.1 Καθορισμός της αντιτρυπανοσωμικής δραστικότητας (IC50) 

βιβλιοθήκης ιντιρουμπινών στα παράσιτα T. cruzi 

Οι ιντιρουμπίνες έχουν δειχθεί, τόσο στην παρούσα εργασία όσο και σε 

προηγούμενες [191, 218], ότι διαθέτουν αρκετά ικανοποιητική αντιλεϊσμανιακή 

αλλά και αντιτρυπανοσωμική δράση έναντι των παρασίτων T. brucei. Πρέπει 

να τονιστεί ότι μέχρι σήμερα, είναι η πρώτη φορά που γίνεται διερεύνηση της 

δράσης των ιντιρουμπινών έναντι των τρυπανοσωμάτων T. cruzi, τα οποία 

επίσης ανήκουν στην οικογένεια των τρυπανοσωματίδων. Τα πειράματα που 

αφορούν στο γένος T. cruzi, πραγματοποιήθηκαν στο ινστιτούτο Centro de 

Pesquisas Gonçalo Moniz -Fiocruz στο Σαλβαδόρ Βραζιλίας υπό την 

επίβλεψη της Dr. Milena Soares και στα πλαίσια του προγράμματος FP7-

Chembiofight. 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή λοιπόν, τα 69 ανάλογα 

ιντιρουμπίνης που ελέγχθησαν έναντι των παρασίτων L. donovani και T. 

brucei (πίνακας 6), χρησιμοποιήθηκαν για να προσδιοριστούν καινούριοι 

αναστολείς με αντιτρυπανοσωμική δράση έναντι των παρασίτων T. cruzi. 

Όπως έχει προαναφερθεί στην εισαγωγή, τα T. cruzi παράσιτα σε αντίθεση με 

τα T. brucei πολλαπλασιάζονται ενδογενώς στα κύτταρα του θηλαστικού 

ξενιστή σε αμαστιγωτή μορφή. Παράλληλα, όταν βρίσκονται στην 

τρυπομαστιγωτή μορφή στο θηλαστικό ξενιστή στη κυκλοφορία του αίματος 

δε μπορούν να πολλαπλασιαστούν.  

Αρχικά λοιπόν έγινε έλεγχος της αντιτρυπανοσωμικής δράσης των 

αναλόγων in vitro σε συγκέντρωση 10μΜ στα τρυπομαστιγωτά παράσιτα T. 

cruzi σε πλάκα κυτταροκαλλιέργειας 96 φρεατίων, όπως περιγράφεται στη 

παράγραφο 3.2.6.6 στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι. Προς μεγάλη έκπληξη, 

μόνο 7 ιντιρουμπίνες παρουσίασαν δράση έναντι της μορφής αυτής των 

παρασίτων. Από αυτές, οι 6 ιντιρουμπίνες ανήκουν στην ομάδα των 

3’υποκατεστημένων-6ΒΙΟ αναλόγων ενώ η μία είναι 7-υποκατεστημένη 

ιντιρουμπίνη (πίνακας 10). Αξιοσημείωτo είναι επίσης το γεγονός ότι οι 

ιντιρουμπίνες οι οποίες είναι ισχυροί αναστολείς των L. donovani και Τ. brucei 

παρασίτων (π.χ. 6BIO, 5-Me-6BIO), δεν εμφανίζουν κάποια δράση έναντι των 

T. cruzi τρυπομαστιγωτών. Το γεγονός αυτό μπορεί να οφείλεται: α) στα 

διαφορετικά επίπεδα έκφρασης των πρωτεϊνών/κινασών στόχων των 

https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.bahia.fiocruz.br%2F&ei=VPe8U-r0IqfR4QT1lIDgCQ&usg=AFQjCNFBBY9W4tHk4QWH06g64fdVN8FS9w&bvm=bv.70138588,d.bGQ
https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.bahia.fiocruz.br%2F&ei=VPe8U-r0IqfR4QT1lIDgCQ&usg=AFQjCNFBBY9W4tHk4QWH06g64fdVN8FS9w&bvm=bv.70138588,d.bGQ
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ιντιρουμπινών στα 3 διαφορετικά γένη παρασίτων, β) στη διαφορετική 

λειτουργία των πρωτεϊνών/κινασών αυτών στα 3 διαφορετικά γένη 

παρασίτων, γ) στη διαφορετική πρόσδεση των ιντιρουμπινών στα 

διαφοροποιημένα ενεργά κέντρα των ομόλογων πρωτεϊνών ή/και δ) στη 

στόχευση διαφορετικών πρωτεϊνών/κινασών στα διάφορα γένη παρασίτων.  

Στη συνέχεια, προσδιορίστηκαν τα IC50 των 7 ιντιρουμπινών που 

εμφάνισαν αντιτρυπανοσωμική δράση in vitro στην τρυπομαστιγωτή μορφή 

των T. cruzi παρασίτων (πίνακας 10). Παράλληλα, χρησιμοποιήθηκε και το 

βενζιμιδαζόλιο (BDZ) ως θετικός μάρτυρας το οποίο εμφανίζει IC50 11,30 και 

13,39μΜ έναντι της τρυπομαστιγωτής και αμαστιγωτής μορφής των 

παρασίτων αντίστοιχα (πίνακας 10). Όπως φαίνεται από τον πίνακα, οι 

ιντιρουμπίνες αυτές αποτελούν ισχυρούς αναστολείς της ανάπτυξης των 

τρυπομαστιγωτών παρασίτων T. cruzi καθώς παρουσιάζουν πολύ χαμηλό 

IC50 (0,251-1,303 μΜ) σε σύγκριση με το θετικό μάρτυρα BDZ (πίνακας 10). 

Παράλληλα, 4 από αυτές φαίνεται πως έχουν και ικανοποιητικό S.I σε σχέση 

με την κυτταροτοξικότητα τους στα μακροφάγα κύτταρα του ξενιστή (πίνακας 

10). Για αυτές τις ιντιρουμπίνες προσδιορίστηκε και το IC50 έναντι της 

αμαστιγωτής μορφής των παρασίτων όπως περιγράφεται στη παράγραφο 

3.2.6.7 στο κεφάλαιο Υλικά και Μέθοδοι, και παρουσιάζεται στον πίνακα 10. 

Όλα τα αποτελέσματα προέρχονται από πραγματοποίηση τουλάχιστον 3 

ανεξάρτητων πειραμάτων. 

Πίνακας 10. Αντιτρυπανοσωμική δράση των 7 αναλόγων ιντιρουμπίνης από τις 69 που 
ελέγθηκαν έναντι των Τ. cruzi τρυπομαστιγωτά. Παράλληλα, φαίνεται η κυτταροτοξικότητα 
των ουσιών έναντι της κυτταρικής σειράς μακροφάγων J774.1. Όλα τα αποτελέσματα 
προέρχονται από πραγματοποίηση τουλάχιστον 3 ανεξάρτητων πειραμάτων. 

 
IC50 (μΜ) 

 

 

T. cruzi 

Τρυπομαστιγωτά 

T.cruzi 

αμαστιγωτά 

MΦ 

J774.1 

S.I 

(MΦ/Τρυπομασ

τιγωτά) 

5 0,366±0,163 - 1,5 4x 

10 0,704±0,207 0,615 >10 >14x 

11 0,251± 0,051 0,218 6,25 24x 

12 0,489±0,226 0,512 2,6 5x 

13 0,454±0,157 - 2,4 5x 

17 0,448±0,145 0,900 10 22x 

41 1,303±0,458 1,518 >10 >7,6x 

BDZ 11,30±1,83 13,39±0,39 >10 - 
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Οι ιντιρουμπίνες 11 και 17, φαίνεται πως έχουν την ισχυρότερη δράση 

έναντι της ανάπτυξης τόσο των τρυπομαστιγωτών (IC50: 0,251 και 0,448μΜ 

αντίστοιχα) όσο και των αμαστιγωτών παρασίτων (IC50: 0,218 και 0,9μΜ 

αντίστοιχα), με ταυτόχρονο υψηλό S.I έναντι των κυττάρων του ξενιστή 

(κυτταρική σειρά μακροφάγων J774.1) (S.I: 24 και 22 αντίστοιχα). Η 

ιντιρουμπίνη 10, η οποία είναι η βασική μορφή του αναλόγου 11 (άλας της 

ιντιρουμπίνης), φαίνεται να έχει παρόμοια δράση αλλά ελάχιστα ηπιότερη 

δράση από το άλας της (IC50: 0,704 και 0,615μΜ έναντι της τρυπομαστιγωτής 

και της αμαστιγωτής μορφής αντίστοιχα και S.I>14), που πιθανόν να οφείλεται 

στη μικρότερη διαλυτότητα της βάσης του αναλόγου σε σχέση με το άλας της. 

Η 7-υποκατεστημένη ιντιρουμπίνη βρέθηκε όπως έναντι των T. brucei 

παρασίτων, έτσι και έναντι των Τ. cruzi παρασίτων να εμφανίζει ικανοποιητική 

αντιτρυπανοσωμική δράση (IC50: 1,303 και 1,518μΜ έναντι της 

τρυπομαστιγωτής και της αμαστιγωτής μορφής αντίστοιχα και S.I=7,6) αλλά 

ηπιότερη από τις 6-υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες (πίνακας 10). 

4.4.2 Επίδραση των ιντιρουμπινών στον κυτταρικό θάνατο των T. cruzi 

τρυπομαστιγωτών παρασίτων 

 Λόγω της ιδιαιτερότητας των τρυπομαστιγωτών παρασίτων T. cruzi να 

μην πολλαπλασιάζονται δεν είναι δυνατόν να μελετηθεί ο κυτταρικός τους 

κύκλος με κυτταρομετρία ροής. Η επίδραση των ιντιρουμπινών in cellulo στα 

παράσιτα T. cruzi επομένως μπορεί να μελετηθεί μόνο ως προς τον κυτταρικό 

θάνατο που προκαλούν με κυτταρομετρία ροής με διπλή χρώση Aνεξίνης V 

και PI όπως περιγράφεται στη παράγραφο 3.2.9.1 στο κεφάλαιο Υλικά και 

Μέθοδοι.  

 Οι 3 ιντιρουμπίνες που ανήκουν στην ομάδα των 3’-υποκατεστημένων 

6ΒΙΟ αναλόγων 10, 11 και 17 όπως φαίνεται στην εικόνα 55, προκαλούν μέσα 

σε μόλις 24h επώασης με τα παράσιτα δραματική αύξηση στα μεταγενέστερα 

αποπτωτικά παράσιτα (14,5, 12,9 και 25,5% αντίστοιχα) και στα νεκρωτικά 

παράσιτα (19,9, 21,9 και 25,5% αντίστοιχα), χωρίς παράλληλη εμφάνιση 

πρώιμων αποπτωτικών κυττάρων (3,1, 2,2 και 2,6% αντίστοιχα). Μάλιστα, το 

ανάλογο 17 (εικόνα 55) το οποίο φέρει πυρρολιδικό δακτύλιο στη 3’θέση της 

6ΒΙΟ, προκαλεί αύξηση των μεταγενέστερων αποπτωτικών και νεκρωτικών 

παρασίτων σε μόλις 6h επώασης με τα κύτταρα (15,6 και 28,6% αντίστοιχα).  
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Εικόνα 55. Η έκθεση της φωσφατιδυλοσερίνης και η κυτταρική διαπερατότητα των T. 
cruzi τρυπομαστιγωτών παρασίτων μετά από επώαση με ανάλογα ιντιρουμπίνης για 6 
και 24h, έτσι όπως φαίνεται με κυτταρομετρία ροής μετά απο διπλή σήμανση με 
Ανεξίνη V-FITC και PI. Άξονας FL1-H: AnnexinV, Άξονας FL2-H:PI. Πράσινη περιοχή: 
ζωντανά κύτταρα. Μπλε περιοχή: πρώιμα αποπτωτικά κύτταρα. Μωβ περιοχή: 
μεταγενέστερα αποπτωτικά κύτταρα. Κόκκινη περιοχή: νεκρωτικά κύτταρα.  
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Είναι έκδηλο ότι τα ανάλογα αυτά προκαλούν διαφορετικό μοτίβο 

κυτταρικού θανάτου στα τρυπανοσώματα T. cruzi από αυτό που είδαμε 

νωρίτερα στα παράσιτα T. brucei και L. donovani. Σε αυτά τα 2 τελευταία είδη 

δείχτηκε ότι αρχικά εμφανίζεται αύξηση στον πληθυσμό πρώιμων 

αποπτωτικών κυττάρων, τα οποία στη συνέχεια μετατρέπονται σε 

μεταγενέστερα αποπτωτικά και νεκρωτικά κύτταρα. Το γεγονός αυτό μπορεί 

να οφείλεται είτε στο γεγονός ότι στοχεύουν άλλη κινάση αντί της GSK-3s στα 

T. cruzi παράσιτα, είτε ενδεχομένως στη διαφορετική λειτουργία της κινάσης 

αυτής στα παράσιτα T. cruzi.  

Η επώαση των παρασίτων με το 7-υποκατεστημένο ανάλογο της 

ιντιρουμπίνης 41 (εικόνα 55) παρουσιάζει διαφορετικό προφίλ κυτταρικού 

θανάτου καθώς μετά από 6h εμφανίζεται αύξηση των πρώιμων αποπτωτικών 

κυττάρων (14,5%), τα οποία στις 24h έχουν μετατραπεί σε μεταγενέστερα 

αποπτωτικά και νεκρωτικά παρασίτα (17,1 και 13,8% αντίστοιχα). Το γεγονός 

αυτό υποδηλώνει ότι η 7-υποκατεστημένη ιντιρουμπίνη έχει διαφορετική 

πρωτεΐνη/κινάση ή διαφορετικό συνδυασμό πρωτεϊνών/κινασών ως στόχο στα 

T. cruzi παράσιτα από ότι οι 6-υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες.  

4.4.3 Μελέτη της επίδρασης των ιντιρουμπινών στα T. cruzi 

τρυπομαστιγωτά παράσιτα μέσω ηλεκτρονικής μικροσκοπίας σάρωσης 

 Η επίδραση των 6-υποκατεστημένων ιντιρουμπινών 11 και 12 στα T. 

cruzi τρυπομαστιγωτά παράσιτα έγινε στη συγκέντρωση IC50 των αναστολέων 

μετά από 24h επώασης με αυτά και μελετήθηκε σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο 

σάρωσης (παράγραφος 3.2.9.4 , Υλικά και Μέθοδοι).  

Η επίδραση του αναλόγου 11 φαίνεται να προκαλεί αλλοιώσεις στην 

επιφάνεια των παρασίτων καθώς χάνεται η ακεραιότητα της κυτταρικής 

μεμβράνης και παρατηρείται απώλεια ενδοκυτταρικού υλικού (εικόνα 56). 

Παρόμοια χαρακτηριστικά εμφανίζονται στα παράσιτα μετά από επίδραση του 

αναλόγου 12 (απώλεια ενδοκυτταρικού υλικού) αλλά και με παράλληλη 

εμφάνιση παρασίτων τα οποία έχουν συρρικνωθεί ή παραμορφωθεί (εικόνα 

56). Παρόλα αυτά, η δράση του αναλόγου 12 δεν έχει ως αποτέλεσμα την 

απώλεια της ακεραιότητας της κυτταρικής μεμβράνης. Πιθανότατα λοιπόν, οι 

διάφορες 3’-υποκατεστημένες-6BIO ιντιρουμπίνες, ανάλογα με την 

υποκατάστασή τους, στοχεύουν με διαφορετικό τρόπο ή σε διαφορετικό 

βαθμό τις πρωτεΐνες-στόχους στα παράσιτα T. cruzi.  
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Α)   

Β)  

Γ)  

Δ)  

Εικόνα 56. Εικόνες ηλεκτρονικού μικροσκοπίου σάρωσης τρυπομαστιγωτών 
παρασίτων T. cruzi: Α) παράσιτα αναφοράς (control), B) παράσιτα μετά από επώαση 
24h με συγκέντρωση IC50 του αναλόγου 11, Γ) παράσιτα μετά από επώαση 24h με 
συγκέντρωση 2ΧIC50 του αναλόγου 11 και Δ) παράσιτα μετά από επώαση 24h με 
συγκέντρωση IC50 του αναλόγου 12. 
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4.4.4 Μελέτη της επίδρασης των ιντιρουμπινών στα T. cruzi 

τρυπομαστιγωτά παράσιτα μέσω ηλεκτρονικής μικροσκοπίας 

μετάδοσης 

Στη συνέχεια, η επίδραση της 7-υποκατεστημένης και των 6-

υποκατεστημένων ιντιρουμπινών στα T. cruzi τρυπομαστιγωτά παράσιτα 

μελετήθηκε σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο μετάδοσης (παράγραφος 3.2.9.4, 

Υλικά και Μέθοδοι). Με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο μετάδοσης μπορούν να 

παρατηρηθούν οι αλλαγές στα οργανίδια των παρασίτων στα οποία επιδρούν 

τα διάφορα ανάλογα ιντιρουμπίνης.  

Στα παράσιτα μετά από την επίδραση των 6-υποκατεστημένων 

ιντιρουμπινών 10, 11 και 17 φαίνεται να προκαλείται απώλεια της 

ακεραιότητας της κυτταρικής αλλά και των εσωτερικών (πυρηνική) μεμβρανών 

(εικόνα 57) που συμφωνεί με την ηλεκτρονική μικροσκοπία σάρωσης. 

Παράλληλα, κύριο χαρακτηριστικό της επίδρασης των αναλόγων αυτών είναι 

η παρουσία τεμαχισμένου DNA (εικόνα 57) το οποίο συμφωνεί με τα 

αποτελέσματα της κυτταρομετρίας ροής όπου παρατηρούνται αυξημένα 

ποσοστά θετικών κυττάρων σημασμένα με PI. Τέλος, στην εικόνα 57 υπάρχει 

ένδειξη πιθανής ύπαρξης επαγωγής αυτοφαγίας στα T. cruzi τρυπομαστιγωτά 

παράσιτα μετά από επώαση με τις ιντιρουμπίνες 11 και 17, η οποία όμως θα 

πρέπει να επιβεβαιωθεί με επιπλέον πειράματα.  

Α)   

Β)    
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Γ)    

Δ)  

Εικόνα 57. Εικόνες ηλεκτρονικού μικροσκοπίου μετάδοσης τρυπομαστιγωτών 
παρασίτων T. cruzi: Α) παράσιτα αναφοράς (control), B) παράσιτα μετά από επώαση 
24h με συγκέντρωση IC50 του αναλόγου 10, Γ) παράσιτα μετά από επώαση 24h με 
συγκέντρωση IC50 του αναλόγου 11 και Δ) παράσιτα μετά από επώαση 24h με 
συγκέντρωση IC50 του αναλόγου 17. Με μαύρα βέλη φαίνεται η αποικοδόμηση του DNA. 
Με κόκκινο βέλος φαίνεται η πιθανή αυτοφαγία. Με πορτοκαλί βέλη φαίνεται η απώλεια της 
ακεραιότητας της κυτταρικής αλλά και των εσωτερικών (πυρηνική) μεμβρανών και επομένως 
η απώλεια κυτταρικού υλικού. 

Τα παράσιτα μετά από την επίδραση της 7-υποκατεστημένης 

ιντιρουμπινης (41) φαίνεται να διαφοροποιούνται ελαφρώς από τα παράσιτα 

που επωάζονται με τις 6-υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες, γεγονός που 

παρατηρήθηκε και στη μελέτη του κυτταρικού θανάτου με κυτταρομετρία 

ροής. Παράλληλα λοιπόν με την απώλεια της ακεραιότητας των εσωτερικών 

μεμβρανών του κυττάρου (πυρηνική) (εικόνα 58) και την παρουσία 

τεμαχισμένου DNA (εικόνα 58) το οποίο συμφωνεί με τα αποτελέσματα της 

κυτταρομετρίας ροής όπου παρατηρούνται αυξημένα ποσοστά θετικών 

κυττάρων σημασμένα με PI, παρατηρείται επίσης αλλοίωση του 

ενδοπλασματικού δικτύου Golgi (εικόνα 58). Από τα παραπάνω δεδομένα, 

επιβεβαιώνεται πως οι στόχοι των 6- και 7- υποκατεστημένων ιντιρουμπινών 

είναι διαφορετικοί στα T. cruzi παράσιτα.  
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Εικόνα 58. Εικόνες ηλεκτρονικού μικροσκοπίου μετάδωσης τρυπομαστιγωτών 
παρασίτων T. cruzi μετά από επώαση 24h με συγκέντρωση IC50 του 7-
υποκατεστημένου αναλόγου 41. Με κόκκινο βέλος φαίνεται η αλλοίωση του 
ενδοπλασματικού δικτύου Golgi. Με μαύρα βέλη φαίνεται η απώλεια της ακεραιότητας των 
εσωτερικών (πυρηνική) μεμβρανών και η παρουσία τεμαχισμένου DNA. 

4.5 In vivo πειράματα σε πειραματικό μοντέλο αμερικάνικης 

τρυπανοσωμίασης (Chagas Disease) 

4.5.1 Έλεγχος τοξικότητας της ιντιρουμπίνης 11 

 Για τον έλεγχο της τοξικότητας των ιντιρουμπινών που θα 

χρησιμοποιηθούν στο πειραματικό μοντέλο αμερικάνικης τρυπανοσωμίασης 

πραγματοποιήθηκε ανεξάρτητο πείραμα επιβίωσης των μυών για 1 βδομάδα 

μετά από χορήγηση συγκεκριμένης δόσης ιντιρουμπίνης. Σε τέσσερις ομάδες 

των 3 θηλυκών BALB/c (H-2d) μυών (20-28g) ηλικίας (8-10 εβδομάδων) 

χορηγείται 20mg/kg, 60mg/kg, 120mg/kg ιντιρουμπίνης και PBS που περιέχει 

DMSO 10% (v/v) αντίστοιχα, για μια φορά. Η επιβίωση και ο φαινότυπος 

υγείας των μυών παρατηρείται για μία βδομάδα. Από το γράφημα 10, φαίνεται 

πως ενώ όλα τα ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε δόση 20mg/kg 

ιντιρουμπίνης, παρουσίασαν κανονικό φαινότυπο και επιβίωσαν, στα ποντίκια 

στα οποία χορηγήθηκε δόση 60 και 120mg/kg ιντιρουμπίνης, μόνο τα 2 και 1 

από τα 3 ποντίκια αντίστοιχα παρουσίασαν κανονικό φαινότυπο και 

επιβίωσαν. Στα πειράματα που ακολουθήθηκαν χρησιμοποιήθηκαν οι 
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ιντιρουμπίνες σε τελική συγκέντρωση 20mg/Kg ανά δόση για τη θεραπεία της 

πειραματικής αμερικάνικης τρυπανοσωμίασης (Chagas Disease). 

 

Γράφημα 10. % επιβίωση των ποντικών Balb/C μετά από χορήγηση δόσης αναλόγου 
ιντιρουμπίνης 11 σε συγκέντρωση 20mg/Kg, 60mg/Kg και 120mg/Kg. 

4.5.2 Έλεγχος δράσης ιντιρουμπινών 10, 11, 17 και 41 σε πειραματικό 

μοντέλο αμερικάνικης τρυπανοσωμίασης (Chagas Disease) 

 Τα in vivo πειράματα στο πειραματικό μοντέλο αμερικάνικης 

τρυπανοσωμίασης (Chagas Disease) πραγματοποιήθηκαν όπως 

περιγράφονται στη παράγραφο του κεφαλαίου 3.2.11.3 Υλικά και Μέθοδοι, και 

υπολογίστηκε η επίδραση των ιντιρουμπινών στην παρασιταιμία του αίματος 

κατά την οξεία φάση της ασθένειας. Ως φάρμακο ελέγχου χρησιμοποιήθηκε το 

BDZ αλλά σε συγκέντρωση 100mg/Kg, το οποίο μειώνει κατά 100% τη 

παρασιταιμία μετά από 3 δόσεις θεραπείας (8η μέρα μετά την μόλυνση).  

 Από το γράφημα 11, παρατηρούμε ότι μετά την ολοκλήρωση των 5 

δόσεων θεραπείας (10η μέρα μετά τη μόλυνση), οι 6-υποκατεστημένες 

ιντιρουμπίνες 10 (γράφημα 11A), 11 (γράφημα 11A) και 17 (γράφημα 11A) 

μείωσαν την παρασιταιμία στα ποντίκια κατά 63% (p<0,001), 56,13% 

(p<0,001) και 75,2% (p<0,01) αντίστοιχα, με τα ποντίκια να εμφανίζουν 

φυσιολογικό φαινότυπο. Παρόλα αυτά, κατά την περαιτέρω παρατήρηση των 

πειραματοζώων μέχρι και 30 μέρες μετά τη μόλυνση, τα 5 από τα 6 ποντίκια 

στα οποία χορηγήθηκε η ιντιρουμπίνη 10 (γράφημα 11B) κατέληξαν λόγω της 

νόσου (1 την 8η μέρα και 4 την 14η μέρα μετά τη μόλυνση) ενώ μόνο 1 από τα 

6 ποντίκια στα οποία χορηγήθηκαν οι ιντιρουμπίνες 11 (γράφημα 11B) και 17 

(γράφημα 11B) κατέληξαν από την εξέλιξη της ασθένειας (την 14η μέρα και 

την 7η μέρα αντίστοιχα μετά τη μόλυνση). 
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Α)

 

Β) 

 
Γράφημα 11. Α) Παρασιταιμία στο αίμα ποντικών Balb/C μολυσμένων με 10

4
 T. cruzi 

τρυπομαστιγωτά (Y strain) μετά από θεραπεία με τις ιντιρουμπίνες 10, 11 και 17 και με 
βενζιμιδαζόλιο (BDZ) και PBS-10 % DMSO ως θετικές και αρνητικές ομάδες αναφοράς. 
Στατιστικά σηματικό: ***, p < 0,001,**, p < 0.01 σε σύγκριση με την αρνητική ομάδα 
αναφοράς. B) % επιβίωση των ποντικών Balb/C σε κάθε ομάδα μετά τη μόλυνση και για 30 
μέρες.  

Παράλληλα, έγινε έλεγχος της in vivo δράσης της 7-υποκατεστημένης 

ιντιρουμπίνης 41 (γράφημα 12) έναντι της αμερικάνικης τρυπανοσωμίασης. 

Την 10η μέρα μετά τη μόλυνση και μετά την ολοκλήρωση της θεραπείας, 

παρατηρήθηκε 81% μείωση της παρασιταιμίας στο αίμα (p<0,0001) με καμία 

μέχρι τότε απώλεια πειραματόζωου. Στη συνέχεια όμως κατέληξαν 4 από τα 6 

ποντίκια (15η, 16η, 18η και 29η μέρα μετά τη μόλυνση) (γράφημα 12).  
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Α)  

 

Β) 

 

Γράφημα 12. Α) Παρασιταιμία στο αίμα ποντικών Balb/C μολυσμένων με 10
4
 T. cruzi 

τρυπομαστιγωτά (Y strain) μετά από θεραπεία με την 7-υποκατεστημένης 
ιντιρουμπίνης 41 και με βενζιμιδαζόλιο και PBS-10 % DMSO ως θετικές και αρνητικές 
ομάδες αναφοράς. Στατιστικά σηματικό: ***, p < 0,001,**, p < 0,01 σε σύγκριση με την 
αρνητική ομάδα αναφοράς. B) % επιβίωση των ποντικών Balb/C σε κάθε ομάδα μετά τη 

μόλυνση και για 30 μέρες.  

 Από τα παραπάνω αποτελέσματα συμπεραίνουμε ότι οι ιντιρουμπίνες 

μειώνουν τη παρασιταιμία στο αίμα των ποντικιών Balb/C αλλά δεν μπορούν 

να αποτρέψουν τη κατάληξη σε θάνατο των πειραματόζωων εκτός από την 

ιντιρουμπίνη 11 η οποία παρουσιάζει καλή αντιτρυπανοσωμική δράση και 

ταυτόχρονη αποτροπή της θνησιμότητας λόγω της ασθένειας. Παράλληλα, η 

δράση του BDZ φαίνεται να είναι καλύτερη από αυτή των ιντιρουμπινών. 

Επομένως, η ιντιρουμπίνη 11 μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε περαιτέρω 

πειράματα για μελέτη πιθανής ανάπτυξης συνδυαστικής θεραπείας με το BDZ 

ή να χρησιμοποιηθεί ο σκελετός της ως βάση για σχεδιασμό και σύνθεση 

νέων πιο δραστικών αναλόγων με αντιτρυπανοσωμική δράση.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

5.1 Leishmania 

Αρχικά, μελετήθηκε η αντιλεϊσμανιακή δραστικότητα μιας βιβλιοθήκης 

ιντιρουμπινών με ποικιλία υποκαταστάσεων σε παράσιτα L. donovani LG13, 

τα οποία προκαλούν σπλαχνική λεισμανίαση, τη σοβαρότερη κλινική 

εκδήλωση της ασθένειας. Σε προηγούμενες εργασίες βρέθηκε ότι οι 

ιντιρουμπίνες, γνωστοί αναστολείς των CDK κινασών και της GSK-3 των 

θηλαστικών έχουν ισχυρή αντιλεϊσμανική δράση [191, 218]. Πιο συγκεκριμένα, 

η 3’οξίμη (-NOH) της 5-SO3Na ιντιρουμπίνης και η 3’οξίμη της 5-

σουλφοναμιδο-N-2-διμεθυλαμινο-αίθυλ-ιντιρουμπίνης που αρχικά συντέθηκαν 

για να στοχεύουν τις ανθρώπινες CDKs και GSK-3, αναστέλλουν την 

ανάπτυξη των L. mexicana ενδοκυτταρικών αμαστιγωτών με τιμές IC50≥3,5μΜ 

[218]. Παράλληλα, ιντιρουμπίνες με υποκαταστάσεις στις θέσεις 3’, 5, 6 και Ν1 

του σκελετού του μορίου, από το εργαστήριο Φαρμακογνωσίας και Χημείας 

Φυσικών Προϊόντων του Τμήματος Φαρμακευτικής του ΕΚΠΑ, ελέγχθησαν 

έναντι των παρασίτων L. donovani στο εργαστήριο Μοριακής Παρασιτολογίας 

και τέσσερεις ιντιρουμπίνες: 3'οξίμη της 6-βρώμο-ιντιρουμπίνης (6BIO), 

3'ακετοξίμη της 6-βρώμο-ιντιρουμπίνης (6-BIΑ), 3'οξίμη της 5-μέθυλο-6-

βρώμο-ιντιρουμπίνης (5-Me-6-BIΟ) και 3'οξίμη της 5-βρώμο-ιντιρουμπίνης (5-

BIO), οι οποίες στοχεύουν την ανθρώπινη GSK-3 [189], βρέθηκαν να 

αναστέλλουν την ανάπτυξη των προμαστιγωτών με τιμές IC50 0,8, 0,9, 1,2 και 

5,2μM αντίστοιχα. Παράλληλα, οι ιντιρουμπίνες αυτές ανέστειλαν την 

ανάπτυξη των ενδοκυττάριων αμαστιγωτών παρασίτων με τιμές IC50 0,75, 1, 

1 και 1μM αντίστοιχα. Στην ίδια εργασία δείχθηκε ότι οι 6-βρώμοιντιρουμπίνες 

(εκτός από την διυποκατεστημένη 5-Me-6BIO και μερικώς την 6-BIA) είχαν 

μεγαλύτερη επιλεκτικότητα προς της λεϊσμανιακή CRK3 έναντι της LdGSK-3s, 

αντίθετη δηλαδή επιλεκτικότητα από αυτή που αναμενόταν λόγω της 

επιλεκτικότητας που κατέχουν έναντι των αντίστοιχων κινασών στα κύτταρα 

θηλαστικών [191]. Η κατασκευή μοντέλου ομολογίας της LGSK-3s έχοντας 

σαν καλούπι τη κρυσταλλική δομή της ανθρώπινης GSK-3β και οι μοριακές 

προσομοιώσεις έδειξαν ότι η διαφοροποίηση αυτή πιθανόν να οφείλεται στο 
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γεγονός ότι υπάρχουν κάποιες διαφορές σε κάποια αμινοξέα του καταλυτικού 

κέντρου της ανθρώπινης και λεϊσμανιακής κινάσης GSK-3 οι οποίες 

επηρεάζουν την πρόσδεση των 6-υποκατεστημένων ιντιρουμπινών [191]. 

 Παράλληλα, σε προηγούμενες έρευνες, η λεϊσμανιακή GSK-3s έχει 

δειχθεί ότι μπορεί να αποτελέσει ιδανικό στόχο για τη θεραπεία της 

λεϊσμανίασης καθώς οι αναστολείς της κινάσης παρουσιάζουν 

αντιλεϊσμανιακή δράση, ενώ μπορούν να συντεθούν καινούριοι ειδικοί 

αναστολείς που να στοχεύουν αποκλειστικά την παρασιτική κινάση και όχι την 

ανθρώπινη κινάση, βάσει των σημαντικών διαφορών που υπάρχουν στη 

περιοχή προσδεσης του ATP των 2 κινασών [191, 195, 205]. Δεν συμβαίνει το 

ίδιο όμως και με την CRK3 καθώς η παρεμπόδιση της από ειδικούς 

αναστολείς δεν αντιστοιχεί πάντα σε αναστολή της ανάπτυξης των παρασίτων 

[218]. Επομένως, στη παρούσα διδακτορική διατριβή, ένας από τους στόχους 

μας ήταν να προσπαθήσουμε να ανακαλύψουμε αντιλεϊσμανιακούς 

αναστολείς οι οποίοι να έχουν αυξημένη επιλεκτικότητα στην LdGSK-3s έναντι 

της CRK3. Για την επίτευξη αυτού του στόχου μια βιβλιοθήκη ιντιρουμπινών 

αποτελούμενη από ανάλογα με καινούργιες υποκαταστάσεις ελέγχθηκε 

αρχικά για την αντιλεϊσμανιακή τους δράση και τη δράση τους ένατι των 2 

παρασιτικών κινασών LdGSK-3s και CRK3. Η βιβλιοθήκη αυτή αποτελείται 

από: α) 7-υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες οι οποίες ελέγχθηκαν για πρώτη 

φορά για την αντιπαρασιτική τους δράση, β) 6ΒΙΟ ανάλογα στα οποία έχουν 

προστεθεί ογκώδεις υδρόφιλες αμινο-αλυσίδες στην 3’ θέση του σκελετού της 

ιντιρουμπίνης με σκοπό της αύξηση της διαλυτότητας των αναλόγων αυτών 

και γ) 5-νίτρο υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες. 

Ο έλεγχος αυτός ανέδειξε 7 ιντιρουμπίνες με ισχυρή αντιλεϊσμανιακή 

δράση έναντι τόσο της προμαστιγωτής όσο και της αμαστιγωτής μορφής των 

παρασίτων L. donovani (IC50<3μΜ), αλλά μόνο 2 από αυτά, τα ανάλογα 11 

και 17, είχαν ικανοποιητικό δείκτη επιλεκτικότητας έναντι των μακροφάγων 

ποντικού (S.I>8) (πίνακας 3). Τα υπόλοιπα ανάλογα όπως φαίνεται στον 

πίνακα έχουν ικανοποιητική αντιλεϊσμανιακή δράση αλλά έχουν και ιδιαίτερα 

υψηλή τοξικότητα έναντι της κυτταρικής σειράς των μακροφάγων ποντικού 

J774.1 (πίνακας 3). Παράλληλα, 2 ανάλογα ιντιρουμπίνης (4, 5) παρόλο που 

εμφανίζουν αντιλεϊσμανιακή δράση έναντι των προμαστιγωτών παρασίτων με 

τιμές IC50 1,0 και 0,9μΜ αντίστοιχα, εμφανίζουν και ισχυρή κυτταροτοξικότητα 
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έναντι της κυτταρικής σειράς μακροφάγων J774.1 (LC50: 1,5 μΜ) και άρα δε 

μελετήθηκαν περαιτέρω. Η υψηλή σχετικά τοξικότητα κάποιων αναλόγων 

μπορεί να οφείλεται στην αυξημένη διαλυτότητα των ιντιρουμπινών που 

πιθανόν να έχει ως αποτέλεσμα την αυξημένη διείσδυση όχι μόνο μέσω της 

μεμβράνης των παρασίτων αλλά και μέσω της μεμβράνης των κυττάρων των 

θηλαστικών. 

Και τα 7 ανάλογα ιντιρουμπίνης, που βρέθηκαν να έχουν 

αντιλεϊισμανιακή δράση, ανήκουν στα 3’-υποκατεστημένα, με ογκώδεις 

ομάδες, 6BIO ανάλογα. Γνωρίζοντας από προηγούμενη μελέτη [191] ότι η 

6ΒΙΟ στοχεύει περίπου 7 φορές πιο επιλεκτικά την CRK3 έναντι της LdGSK-

3s (αντιστροφή επιλεκτικότητας σε σχέση με τις ανθρώπινες κινάσες), 

μελετήθηκε η επιλεκτικότητα των καινούριων αυτών αναστολέων έναντι των 2 

λεϊσμανιακών κινασών CRK3 και LdGSK-3s in vitro. Οι παρασιτικές κινάσες 

απομονώθηκαν από ανασυνδυασμένα παράσιτα και πραγματοποιήθηκαν 

αντιδράσεις αναστολής. Τα 3’-υποκατεστημένα ανάλογα της 6ΒΙΟ δείχνουν να 

έχουν αυξημένη επιλεκτικότητα έναντι της LdGSK-3s αντί της CRK3 (πίνακας 

4). Μάλιστα, η ιντιρουμπίνη 11 (3’-piperazine-6BIO) και 17 (3’-pyrrolidine-

6BIO) στοχεύουν πάνω από 33 φορές και 3,8 φορές αντίστοιχα, περισσότερο 

επιλεκτικά την LdGSK-3s με τιμές IC50 0,1 και 0,88μΜ αντίστοιχα (πίνακας 4).  

Όπως, έχει προηγουμένως παρατηρηθεί για τις 5-Me-6BIO και την 

6BIO, έτσι και για τις ιντιρουμπίνες 11 και 17 παρατηρείται διαφορά ανάμεσα 

στην κυτταρική και μοριακής τους δράση έναντι της απομονωμένης κινάσης, 

επειδή οι δοκιμασίες αναστολής κινασών γίνονται σε συγκεντρώσεις ΑΤΡ της 

τάξης των μΜ, η οποία είναι πολλές φορές χαμηλότερη από την 

ενδοκυτταρική συγκέντρωση, η οποία είναι της τάξης των mM [285, 286]. 

Αυτό οφείλεται σε παράγοντες όπως η βιοδιαθεσιμότητα των αναστολέων στο 

κύτταρο (κυτταρική διαπερατότητα αναστολέων, αντλίες εκροής του 

αναστολέα από το κύτταρο –efflux pumps), η ύπαρξη φωσφατασών που 

δρουν σαν ενδογενείς αναστολείς κινασών, η ενδοκυτταρική συγκέντρωση της 

κινάσης-στόχου, ο μεταβολισμός των ουσιών στο παράσιτο ή στο μακροφάγο 

προς μη ενεργή μορφή, καθώς και η ανάγκη για ολική αναστολή του ενζύμου 

για να είναι εμφανής ο φαινότυπος της κυτταρικής επίδρασης της αναστολής 

του ενζύμου [285, 286]. Στην προκειμένη περίπτωση, η ιντιρουμπίνη 11 

αναστέλλει τα αμαστιγωτά παράσιτα με IC50 0,59μM, αλλά την LdGSK-3s με 
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Ki 0,05μM, δηλαδή υπάρχει 11,8 φορές διαφορά ανάμεσα στην κυτταρική και 

ενζυμική της ενεργότητα. Από την άλλη μεριά όμως, η ιντιρουμπίνη 17 

αναστέλλει τα αμαστιγωτά παράσιτα με IC50 1,22μM, αλλά την LdGSK-3s με 

Ki 0,44μM, δηλαδή υπάρχει μόνο 2,7 φορές διαφορά ανάμεσα στην αναστολή 

της κυτταρικής και ενζυμικής της ενεργότητας.  

Η παραπάνω στροφή της επιλεκτικότητας των αναλόγων 6ΒΙΟ προς 

την LdGSK-3s in vitro, μετά από την υποκατάσταση της 3’ θέσης του σκελετού 

της ιντιρουμπίνης με το δακτύλιο της πιπεραζίνης ή της πυρρολιδίνης 

επιβεβαιώθηκε ότι αντικατοπτρίζεται και in cellulo, με τη μελέτη της επίδρασης 

των αναλόγων 11 και 17 στον κυτταρικό κύκλο και τον κυτταρικό θάνατο των 

παρασίτων. Μετά από επώαση των προμαστιγωτών παρασίτων L. donovani 

με τις ιντιρουμπίνες στη συγκέντρωση που προκαλεί 50% αναστολή στην 

ανάπτυξη των παρασίτων (IC50), παρατηρείται παρεμπόδιση της προόδου του 

κυτταρικού κύκλου από την G1 στην S φάση με παράλληλη εκθετική αύξηση 

του πληθυσμού των παρασίτων με κατακερματισμένο DNA (subG0/G1 φάση) 

(εικόνα 35). Η δράση των ιντιρουμπινών 11 και 17 στο κυτταρικό κύκλο 

προσομοιάζει με αυτή της 5-Me-6BIO και ενισχύει τα in vitro αποτελέσματα 

εκλεκτικότητας των ουσιών αυτών προς την LdGSK-3s έναντι της CRK3. 

Τέλος, η εκθετική αύξηση του πληθυσμού subG0/G1 μόλις 24h μετά την 

επώαση με την ιντιρουμπίνη 11 που φέρει την πιπεραζίνη στη 3’ θέση, μπορεί 

να δικαιολογηθεί από το γεγονός ότι στοχεύει πάνω από 33 φορές πιο 

εκλεκτικά την LdGSK-3s από την CRK3, σε σχέση με την ιντιρουμπίνη 17 με 

τον πυρρολιδικό δακτύλιο στη θέση 3’ αλλά και την 5-Me-6BIO. Οι τελευταίες 

2 ιντιρουμπίνες στοχεύουν μόλις 3,8 και 7,2 φορές περισσότερο την LdGSK-

3s από την CRK3. Από την άλλη μεριά, δεν παρατηρήθηκε παρεμπόδιση της 

κυτοκίνησης ή/και της μίτωσης του παρασίτου (G2/M arrest), χαρακτηριστικό 

της αναστολής της CRK3 [191]. 

Ταυτόχρονα, τα παράσιτα που επωάστηκαν με τις ιντιρουμπίνες 11 και 

17 προκαλεσαν άμεσα αύξηση του πληθυσμού των μεταγενέστερων 

αποπτωτικών (42% και 28% αντίστοιχα) και νεκρωτικών κυττάρων (5,4% και 

4,3% αντίστοιχα), χωρίς να έχει προηγηθεί αύξηση του πληθυσμού των 

αρχικών αποπτωτικών κυττάρων (3,1% και 4,9% αντίστοιχα) (εικόνα 36). Το 

μοτίβο αυτό κυτταρικού θανάτου προσομοιάζει με αυτό που προκαλεί η 5-Me-

6BIO μέσω της παρεμπόδισης της δράσης της LdGSK-3s [191], ενώ αντίθετα 



Διδακτορική διατριβή Αντωνίας Ευσταθίου 

227 
 

η 6BIO στοχεύοντας την CRK3, έχει ως αποτέλεσμα την αρχική αύξηση του 

πληθυσμού των αρχικών αποπτωτικών στις 48h, τα οποία μετατρέπονται σε 

μεταγενέστερα αποπτωτικά με την πάροδο του χρόνου [191]. 

Η στροφή της επιλεκτικότητας προς την LdGSK-3s αντί της CRK3, μετά 

από την υποκατάσταση της 3’ θέση του σκελετού της ιντιρουμπίνης με τον 

δακτύλιο της πιπεραζίνης ή της πυρρολιδίνης δικαιολογείται από τα 

αποτελέσματα της μελέτης μοριακής προσομοίωσης των κινασών LGSK-3s 

και CRK3 (εικόνα 37) των L. major, L. donovani και L. infantum [278, 291]. 

Παρόλο που υπάρχει υψηλή ομολογία στο ενεργό κέντρο των 2 κινασών, 

παρατηρείται μια αντικατάσταση του αμινοξέος που βρίσκεται στην είσοδο του 

ενεργού κέντρου (gatekeeper), (M100LGSK-3s σε F99CRK3). Επίσης, τα αμινοξέα 

που βρίσκονται κοντά στο ενεργό κέντρο των 2 κινασών σημειώνουν 

σημαντικές διαφορές στην πλούσια σε γλυκίνη θηλιά (Gly- loop) και στα 

σημεία πρόσδεσης ριβόζης και φωσφατάσης των κινασών. Συγκεκριμένα, 

στην LGSK-3s, το μοτίβο της Gly-loop είναι 27GQGTFG32 ενώ στην CRK3 

είναι 30GEGTYG35. Παράλληλα, στο σημείο πρόσδεσης της ριβόζης η 

T106LGSK-3s αντικαθιστάται με την D105CRK3 και στο σημείο πρόσδεσης της 

φωσφατάσης η H155LGSK-3s αντικαθίσταται από την A149CRK3 και η C169LGSK-

3s από την A162CRK3. Οι μικρές αυτές διαφορές παίζουν σημαντικό ρόλο στον 

έμμεσο καθορισμό του μοτίβου ενυδάτωσης του ενεργού κέντρου των 2 

αυτών παρασιτικών κινασών καθώς οι διαφορές στα αμινοξέα της Gly-loop 

επηρεάζουν την ευκαμψία της θηλιάς η οποία με τη σειρά της αλληλεπιδρά με 

τα μόρια νερού τα οποία επιδρούν στα σημεία πρόσδεσης ριβόζης και 

φωσφατάσης. Με υπολογιστική χαρτογράφηση (computational mapping) των 

μοτίβων ενυδάτωσης των κινασών χρησιμοποιώντας τον αλγόριθμο Szmap 

παρατηρείται διαφορά στις προβλεπόμενες θερμοδυναμικές ιδιότητες των 

μορίων νερού τα οποία θα έπρεπε να δημιουργούν το πρώτο κέλυφος 

ενυδάτωσης δίπλα στα σημεία πρόσδεσης της ριβόζης και της φωσφατάσης 

στις 2 κινάσες. Πιο συγκεκριμένα, ένα σύμπλεγμα από μόρια ύδατος με 

ελεύθερη θετική ενέργεια βρίσκεται στις προαναφερθέντες θέσεις στις κινάσες 

LGSK-3s αλλά λείπει στα CRK3 ομόλογα (εικόνα 38). Το σύμπλεγμα αυτό 

καθορίζει μια περιοχή όπου η υποκατάσταση του αναστολέα με πολικές 

ογκώδεις ομάδες θα ευνοούσε τη συγγένεια δέσμευσης, γεγονός που 

συμβαίνει με τις ιντιρουμπίνες 11 και 17, ενώ η αντικατάσταση του από 
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υδρόφοβες ομάδες θα επηρέαζε τη συγγένεια με δυσμενή τρόπο. 

Λαμβάνοντας υπόψη ότι οι ενώσεις που δεσμεύονται στις κινάσες μέσω 

ειδικών αλληλεπιδράσεων φιλοξενούνται σε αυτό το συγκεκριμένο τμήμα της 

κοιλότητας, θα μπορούσε το γεγονός αυτό να προσδίδει μια διαφορετική 

χημική συγγένεια μεταξύ των κατά τα άλλα παρόμοιων δραστικών θέσεων 

των LGSK-3s και CRK3. Έτσι, οι ιντιρουμπίνες με αντιλεϊσμανιακή δράση, οι 

οποίες κατέχουν μια ογκώδη υδρόφιλη άμινο-αλυσίδα στη 3’ θέση της 6BIO 

(11-17, πίνακας 3) προσδένονται πιο επιλεκτικά δίπλα στην περιοχή αυτή του 

ενεργού κέντρου της LGSK-3s, επικαλύπτοντας έτσι τις θέσεις ενυδάτωσης 

και αυξάνοντας τη σύνδεση λόγω της εντροπίας από την εκτόπιση των 

σχετικά ασταθών μορίων νερού από το πρώτο κέλυφος ενυδάτωσης της 

κινάσης, πράγμα που δε μπορεί να συμβεί με την πρόσδεση στη κινάση 

CRK3. Η αξιοποίηση αυτών των δεδομένων θα συμβάλει στη σύνθεση 

αναλόγων με κατάλληλες υποκαταστάσεις, έτσι ώστε να στοχεύουν 

αποκλειστικά την παρασιτική LdGSK-3s και να αποτελούν ιδανικούς 

αναστολείς και κατ’ επέκταση δυνητικά φάρμακα για τη θεραπεία της 

λεϊσμανίασης.  

 Τέλος, η αντιλεϊσμανιακή δράση 2 αναστολέων της παρασιτικής 

LdGSK-3s και της ανάπτυξης των παρασίτων in vitro, της 5-Me-6BIO και της 

ιντιρουμπίνης 11, ελέγχθηκε και σε μοντέλο σπλαχνικής λεϊσμανίασης in vivo, 

αφού πρώτα διαπιστώθηκε ότι δεν είναι τοξικές για τα πειραματόζωα Balb/C 

ποντίκια σε συγκέντρωση 20mg/Kg. Ενώ είναι γνωστό ότι οι ιντιρουμπίνες 

αυτές είναι ισχυρότεροι αναστολείς της GSK-3 των θηλαστικών σε σχέση με 

την κινάση των παρασίτων [189] και ότι γενετικά τροποποιημένα ποντίκια που 

δεν εκφράζουν την GSK-3β εμφανίζουν εκφυλισμό ήπατος και αλλοιώσεις στη 

δομή των οστών που οδηγούν σε εμβρυικό θάνατο [300, 301], μελέτες έχουν 

δείξει ότι η in vivo παρεμπόδιση της GSK-3 με αναστολείς, δεν επιφέρει 

αλλαγές στο σώμα και στη βιοχημεία του αίματος των ποντικών [224, 225]. 

Επομένως, η μερική αναστολή της GSK-3 είναι ανεκτή στα κύτταρα 

θηλαστικών αλλά όχι στα παράσιτα και έτσι οι ιντιρουμπίνες θα μπορούν να 

αξιοποιηθούν για τη θεραπεία των παρασιτικών ασθενειών. 

Το δοσολογικό σχήμα της θεραπείας που ακολουθήθηκε σε 

πειραματικό μοντέλο στα μολυσμένα Balb/C ποντίκια με L. infantum ΜΟΝ-1 

παράσιτα, ήταν 7 δόσεις οι οποίες πραγματοποιήθηκαν σε διάστημα 14 
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ημερών (1 κάθε δεύτερη μέρα). Η δοσολογία αυτή επιλέχθηκε βάση 

προηγούμενης μελέτης που εξέταζε την ιντιρουμπίνη ακετοξίμη της 6-

βρώμοιντιρουμπίνη (BIA) έναντι ποντικών που νοσούν από γλοίωμα [302]. 

Στην οξεία φάση της νόσου, στη θεραπεία με την 5-Me-6BIO, τα ποντίκια 

παρουσίασαν 63,8% μείωση του παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ (p=0,0090) 

και 91% μείωση του παρασιτικού φορτίου στο σπλήνα (p<0,0001), ενώ η 

θεραπεία με την ιντιρουμπίνη 11, είχε ως αποτέλεσμα μόνο την μείωση του 

παρασιτικού φορτίου στο σπλήνα με 48% (p=0,0300). Η μεγαλύτερη μείωση 

του παρασιτικού φορτίου στο σπλήνα σε σχέση με το ήπαρ εξηγείται από το 

γεγονός ότι σε αυτή τη φάση της ασθένειας το παρασιτικό φορτίο είναι 

ιδιαίτερα αυξημένο στο ήπαρ (3-6 ×106 παράσιτα) αλλά όχι τόσο στο σπλήνα 

(8-10 × 103 παράσιτα). Επομένως, με χαμηλότερο παρασιτικό φορτίο στο 

σπλήνα είναι πιο εύκολο για την ιντιρουμπίνη να αναστείλει την ανάπτυξη των 

παρασίτων. 

Παρατηρείται ότι το παρασιτικό φορτίο στο ήπαρ δεν μειώνεται με την 

δράση της ιντιρουμπίνης 11 και η μείωση στο παρασιτικό φορτίο στο σπλήνα 

είναι χαμηλότερη από αυτή που παρατηρείται με τη δράση της 5-Me-6BIO. Το 

γεγονός αυτό μπορεί να οφείλεται είτε στο μεταβολισμό της ιντιρουμπίνης 11 

από το ήπαρ με αποτέλεσμα η συγκέντρωση που τελικά φτάνει στα παράσιτα 

να μην είναι επαρκής και αποτελεσματική, είτε το ανάλογο αυτό δεν στοχεύει 

το ήπαρ των ποντικών και δρα κατευθείαν στο σπλήνα. Στο τελευταίο μπορεί 

να οφείλεται επίσης η μακροσκοπική παρατήρηση του διογκωμένου σπλήνα 

των ποντικών που δέχονται τη θεραπεία αυτή. Για να διευκρινιστεί ο λόγος της 

μη ανταπόκρισης στη θεραπεία με την ιντιρουμπίνη 11, στο μέλλον έχουν 

προγραμματιστεί να γίνουν πειράματα για το μεταβολισμό των ουσιών στα 

όργανα των ποντικών με ιστοπαθολογικό έλεγχο. 

Η θεραπεία με την 5-Me-6BIO μετά από 3 και 7 δόσεις παρουσιάζει 

παρόμοια ποσοστά μείωσης του παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ και στο 

σπλήνα. Παρόλα αυτά, η θεραπεία αναστέλλει την εκθετική αύξηση του 

παρασιτικού φορτίου που παρατηρείται στην ομάδα που χορηγήθηκε μόνο 

διαλύτης (DMSO-PBS) και κρατά χαμηλά επίπεδα παρασίτων στα όργανα 

(γράφημα 1). 

Στη χρόνια φάση της νόσου, παρατηρούμε ότι τα ποντίκια που 

δέχθηκαν 7 δόσεις της θεραπείας με την 5-Me-6BIO, παρουσίασαν 78% 
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μείωση του παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ (p=0,0896) και 44,8% μείωση του 

παρασιτικού φορτίου στο σπλήνα (p=0,1305), ενώ η θεραπεία με την 

ιντιρουμπίνη 11, είχε ως αποτέλεσμα 75,6% μείωση του παρασιτικού φορτίου 

στο ήπαρ (p=0,1040) και 56% μείωση του παρασιτικού φορτίου στο σπλήνα 

(p=0,1057) σε σχέση με τα ποντίκια στα οποία χορηγήθηκε απλά μείγμα 

διαλύτη DMSO-PBS. Η μεγαλύτερη μείωση του παρασιτικού φορτίου στο 

ήπαρ σε σχέση με το σπλήνα στη χρόνια φάση της νόσου εξηγείται από το 

γεγονός ότι σε αυτή τη φάση υπάρχει αυτοθεραπεία του ήπατος ενώ το 

παρασιτικό φορτίο στο σπλήνα συνεχώς αυξάνεται (3-6 × 106 παράσιτα). 

Επομένως, ο συνδυασμός θεραπείας με την ιντιρουμπίνη και της μείωσης του 

παρασιτικού φορτίου στο ήπαρ από την ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού 

συστήματος του ξενιστή, έχει ως αποτέλεσμα τη μεγαλύτερη μείωση του 

παρασιτικού φορτίου στον ;όργανο αυτό σε σχέση με τον όργανο του σπλήνα. 

Τέλος, μετά από χορήγηση του φαρμάκου ελέγχου Glucantime σε 

συγκεκριμένο δοσολογικό σχήμα που χρησιμοποιείται και ενδείκνεται για το 

φάρμακο αυτό, παρατηρείται ότι μειώνεται τόσο στο σπλήνα όσο και στο 

ήπαρ το παρασιτικό φορτίο κατά 91% και 91,27% αντίστοιχα (γράφημα 6). 

Επομένως, το φάρμακο ελέγχου δεν εξαλείφει ούτε αυτό πλήρως το 

παρασιτικό φορτίο στα όργανα. Επίσης, το φάρμακο ελέγχου χρησιμοποιείται 

σε μεγαλύτερη δόση (40mg/kg) από αυτή που χρησιμοποιήθηκε στη θεραπεία 

με τα ανάλογα ιντιρουμπινων (20mg/Kg) και οι συνολικές δόσεις ανά ποντίκι 

ήταν περισσότερες στο δοσολογικό σχήμα του φαρμάκου ελέγχου (10 δόσεις) 

από ότι στο δοσολογικό σχήμα που χρησιμοποιήσαμε για τις ιντιρουμπίνες (7 

δόσεις). Έτσι, οι ιντιρουμπίνες 11 και 5-Me-6BIO ίσως μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν σε πειραματικό μοντέλο σε συνδυασμό με το φάρμακο 

ελέγχου Glucantime για να ελεγχθεί η πιθανότητα καλύτερης απόδοσης έναντι 

του παρασιτικού φορτίου στη σπλαχνική λεϊσμανίαση με την συνδυαστική 

αυτή θεραπεία. 

Συμπερασματικά, παρατηρούμε ότι οι ιντιρουμπίνες παρουσιάζουν 

αρκετά καλή αντιλεϊσμανιακή δράση και in vivo χωρίς να παρουσιάζουν 

εμφανή τοξικότητα στα ποντίκια Balb/C, με την 5-Me-6BIO να είναι η πιο 

υποσχόμενη από τις 2 που εξετάστηκαν. Οι ιντιρουμπίνες αυτές θα 

μπορούσαν να μελετηθούν σε διαφορετικό δοσολογικό σχήμα ή να 

αποτελέσουν πρότυπες ουσίες για τη σύνθεση πιο αποτελεσματικών ως προς 
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τη θεραπεία της νόσου αναλόγων. Παράλληλα, θα πρέπει στο μέλλον να 

ελεγχθεί αν η επίδραση των ιντιρουμπινών αυτών κατά τη διάρκεια της 

θεραπείας, διατηρείται και μετά τη λήξη της θεραπείας αλλά και να 

διευρευνηθεί αν οι ιντιρουμπίνες δρούν σε μονοπάτια του ανοσοποιητικού 

συστήματος του ξενιστή που εμπλέκονται στους αντιπαρασιτικούς 

μηχανισμούς έναντι της πειραματικής μόλυνσης.  

5.2 Trypanosoma brucei 

 Οι ιντιρουμπίνες έχουν αναδειχθεί ως ιδανικοί αναστολείς για την 

στοχευμένη θεραπεία της λεϊσμανίασης μέσω της αναστολής των κινασών 

CRK3 και LdGSK-3s [191, 218]. Παράλληλα, πειράματα επαγωγής 

επεμβατικού RNAi ανέδειξαν την τρυπανοσωμική TbGSK-3s ως απαραίτητη 

για την επιβίωση των BSF Τ. brucei (‘θηλαστική’ μορφή στη κυκλοφορία του 

αίματος) και ιδανική για να αποτελέσει στόχο φαρμάκων για τη θεραπεία της 

ανθρώπινης αφρικανικής τρυπανοσωμίασης (HAT) [205]. Αναστολείς της 

παρασιτικής κινάσης έχουν ήδη προσδιοριστεί ότι κατέχουν 

αντιτρυπανοσωμική δράση [205, 226]. Παρόλα αυτά, μέχρι σήμερα οι 

ιντιρουμπίνες δεν έχουν ελεγχθεί για τις αντιτρυπανοσωμικές τους ιδιότητες.  

 Στην παρούσα εργασία, 69 ανάλογα ιντιρουμπίνης που περιλαμβάνουν 

την ιντιρουμπίνη, τη 3’-μεθοξίμη της ιντιρουμπίνης, τις 6-βρώμο και 5-βρώμο 

υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες, τις 5-άμινο υποκατεστημένες και 6-αλογόνο 

υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες, τα 3’-υποκατεστημένα 6BIO ανάλογα, τις 6-

υποκατεστημένες 5-νίτρο ιντιρουμπίνες και τις 7-υποκατεστημένες 

ιντιρουμπίνες, μελετήθηκαν για την αντιτρυπανοσωμική τους δράση. Tο 

πλεονέκτημα των T. brucei παρασίτων σε σχέση με τη Leishmania είναι ότι η 

αναστολή των ιντιρουμπινών πραγματοποιείται κατευθείαν στη ‘θηλαστική’ 

μορφή, η οποία αναπτύσσεται εξωκυττάρια, στο αίμα του ξενιστή. Αυτό 

καθιστά το T. brucei ως μοντέλο για ανθρώπινες ασθένειες που προκαλούνται 

από ένα παθογόνο οργανισμό κατευθείαν στο αίμα, σε αντίθεση με τη 

Leishmania που αποτελεί ιδανικό μοντέλο για τη μελέτη του ενδοκυτταρικού 

παρασιτισμού (ακόμα και για βακτήρια όπως το μυκοβακτήριο tuberculosis 

[303, 304]). 

Από τις 69, 32 ιντιρουμπίνες εμφάνισαν ισχυρή αντιτρυπανοσωμική 

δράση in vitro IC50: 0,050-3,2 μΜ (πίνακας 6). Τα ανάλογα που αναστέλουν 
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την ανάπτυξη των T. brucei παρασίτων είναι περισσότερα και ανήκουν σε 

περισσότερες ομάδες υποκαταστάσεων από αυτά που βρέθηκαν να 

αναστέλουν την ανάπτυξη των L. donovani παρασίτων. Μόλις 13 

ιντιρουμπίνες (πίνακας 6-κόκκινο χρώμα) από τις 69 αναστέλλουν την 

ανάπτυξη των L. donovani παρασίτων στη συγκέντρωση που έχουμε ορίσει 

σαν όριο (<3μΜ) όπως φαίνεται από τον πίνακα 6 και από προηγούμενες 

μελέτες [191], έναντι των 32 από τις 69 που αναστέλλουν την 

τρυπομαστιγωτή μορφή του τρυπανόσωματος. Οι ιντιρουμπίνες με 

αντιλεϊσμανιακή δράση όπως οι 6BIO, 6-BIA και 5-Me-6BIO παρουσιάζουν 

επίσης αντιτρυπανοσωμική δράση η αποία είναι ισχυρότερη με IC50 0,17±0,1, 

0,19±0,1 και 0,6±0,2μM αντίστοιχα (πίνακας 6). Επίσης, τα 3’-

υποκατεστημένα 6BIO ανάλογα εμφανίζουν αντιλεϊσμανιακή δράση με IC50 = 

0,65-1,5μΜ έναντι της προμαστιγωτής μορφής L. donovani και 0,59-2,44μΜ 

έναντι της αμαστιγωτής μορφής L. donovani (πίνακας 3). Όσον αφορά τη 

αντιτρυπανοσωμική δράση αυτών των αναλόγων, φαίνεται να είναι 10 φορές 

ισχυρότερη έναντι της τρυπομαστιγωτής μορφής T. brucei (IC50 = 0,05-0,6μΜ, 

πίνακας 6). Από τη μελέτη αναγνωρίστηκαν και 19 ανάλογα (πίνακας 6- 

έντονη μαύρη γραμματοσειρά bold) τα οποία εμφανίζουν μόνο 

αντιτρυπανοσωμική δράση. Τα ανάλογα αυτά είτε είναι υποκατεστημένα με 

πιο ογκώδεις ομάδες (NO2, NH2, F, Cl, I) στην 5 ή 6 θέση του σκελετού της 

ιντιρουμπίνης, ή είναι 7-υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες ή είναι ανάλογα 

υποκατεστημένα με μακριές εύκαμπτες αλυσίδες στην 3’ θέση, γεγονός που 

μπορεί να επηρεάζει την εμφάνιση δράσης στα 2 διαφορετικά παράσιτα. Τα 

Ν1-μεθυλο υποκατεστημένα ανάλογα των 6BIO και 6-BIA δεν εμφανίζουν 

αντιτρυπανοσωμική δράση και συμφωνούν με τα αποτελέσματα έναντι των 

παρασίτων L. donovani [191] και τη βιβλιογραφία όπου αναφέρεται πως η 

τροποποίηση αυτή καθιστά τις ιντιρουμπίνες ανενεργές ως προς την 

αναστολή κινασών [182]. Γενικά, οι 32 αναστολείς της ανάπτυξης 

αναδεικνύονται ως ισχυροί αναστολείς για την αντιμετώπιση της ανθρώπινης 

αφρικανικής τρυπανοσωμίασης (HAT) καθώς η πλειοψηφία αυτών (25 

ανάλογα από τα 32) εμφανίζει δείκτη επιλεκτικότητας S.I>10 σε σχέση με τα 

κύτταρα θηλαστικών (κυτταρική σειρά μακροφάγων J774.1) (πίνακας 6). 

Στη συνέχεια, μελετήθηκε εάν οι 32 ιντιρουμπίνες που αναγνωρίστηκαν 

ως αναστολείς της ανάπτυξης των παρασίτων, αναστέλουν επίσης την 
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TbGSK-3s. Η TbGSK-3s η οποία παρουσιάζει 65% ομοιότητα με την 

LmajGSK-3s, έχει μελετηθεί πρόσφατα και έχει αναδειχθεί ως πιθανός στόχος 

για τη θεραπεία της HAT [205]. Η κλωνοποίηση, η έκφραση και η απομόνωση 

της TbGSK-3s έγινε με βακιλοϊο σε κυτταρική σειρά εντόμων SF9. 

Τα πειράματα αναστολής ανέδειξαν 29 ιντιρουμπίνες που στοχεύουν 

ισχυρά ή ικανοποιητικά την TbGSK-3s καθώς εμφανίζουν τιμές IC50 

χαμηλότερες του 1μΜ (0,021μΜ -0,847μΜ). Η 6-FIO στοχεύει την κινάση με 

IC50 ίσο με 1,077μΜ, ενώ το ανάλογο 15 της 6BIO δεν στοχεύει τόσο ισχυρά 

την TbGSK-3s (IC50: 2,277μΜ). Τέλος, η 7-BIO φαίνεται να μην έχει ως στόχο 

την τρυπανοσωμική GSK-3s (IC50>3,33μΜ). Μάλιστα, η 7-BIO έχει συντεθεί 

και έχει πρόσφατα δειχτεί ότι στα ανθρώπινα κύτταρα στοχεύει τις κινάσες 

DYRK1α και DYRK2 ενώ δε στοχεύει καθόλου (>10μM) την GSK-3 και την 

CDK5 [188]. Η ομόλογη κινάση της DYRK1α ή/και της DYRK2 στα T. brucei 

παράσιτα λοιπόν ίσως αποτελεί το στόχο του αντιτρυπανοσωμικού αυτού 

αναστολέα.  

Είναι αξιοσημείωτο πως αναγνωρίστηκαν και 2 αναστολείς, το ανάλογο 

36 και το ανάλογο 41 τα οποία φαίνεται να είναι επιλεκτικοί προς τη 

παρασιτική κινάση έναντι της ανθρώπινης. Η ιντιρουμπίνη 36 έχει IC50 ίσο με 

0,047μΜ έναντι της TbGSK-3s και IC50=2,2μΜ έναντι της ανθρώπινης GSK-3 

ενώ η ιντιρουμπίνη 41 (7-trifuoromethyl-3’-oxim-6’carboxymethyl-indirubin) 

στοχεύει ικανοποιητικά τη τρυπανοσωμική κινάση (IC50=0,847±0,303μΜ) αλλά 

δεν φαίνεται να στοχεύει την ομόλογη ανθρώπινη κινάση (>10μΜ) (πίνακας 

9). Οι 2 αυτές ιντιρουμπίνες δεν εμφανίζουν ισχυρή αντιλεϊσμανική δράση 

(IC50 >3μΜ) που σημαίνει ότι μπορούν να χρησιμοποιηθούν για μοριακές 

μελέτες της τρυπανοσωμικής κινάσης, καθώς και να αποτελέσουν το σκελετό 

ανάπτυξης για μια αντιτρυπανοσωμική θεραπεία. Τέλος, παρατηρείται πως 

όλες οι ιντιρουμπίνες φαίνεται να κατέχουν πιο έντονη αντιτρυπανοσωμική 

αντί αντιλεϊσμανιακή δράση, γεγονός το οποίο μπορεί να οφείλεται είτε : α) 

στο μεγαλύτερο μέγεθος του ενεργού κέντρου της κινάσης TbGSK-3s σε 

σχέση με το ενεργό κέντρο της LmajGSK-3s [226], ή β) σε διαφορετικά 

επίπεδα έκφρασης της κινάσης στα κύτταρα Leishmania και T. brucei. 

Η αναγκαιότητα της TbGSK-3s στη βιολογία των T. brucei 

επιβεβαιώθηκε με πειράματα επαγωγής του επεμβατικού RNAiTbGSK-3s όπου 

με τη πάροδο του χρόνου και τη μείωση των επιπέδων έκφρασης της κινάσης, 
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μειώνεται η ανάπτυξη των παρασίτων (Γράφημα 7). Ταυτόχρονα, τα 

πειράματα αυτά επιβεβαίωσαν το ρόλο της κινάσης στη μίτωση ή/και την 

κυτοκίνηση και έρχονται σε συμφωνία με πρόσφατα δεδομένα από άλλη 

μελέτη [233]. Επίσης, προσομοιάζουν με τα χαρακτηριστικά των παρασίτων 

L. donovani μετά από αναστολή της LdGSK-3s μετά από επώαση με την 5-

Me-6BIO. Πιο συγκεκριμένα, μετά από 72h επαγωγής επεμβατικού RNAiTbGSK- 

παρουσιάζονται παράσιτα με αλλοιωμένη κυτταρική μεμβράνη, με 

συμπυκνωμένη πυρηνική χρωματίνη και τεμαχισμένο DNA που αντιστοιχεί σε 

χαρακτηριστικό αποπτωτικών κυττάρων. Παράλληλα, αυξάνονται σημαντικά 

τα πολυπλοειδή παράσιτα δηλαδή τα παράσιτα τα οποία διαθέτουν πάνω από 

2 πυρήνες ή/και κινητοπλάστες, γεγονός που δείχνει ότι ο κυτταρικός κύκλος 

και διπλασιασμός του DNA των παρασίτων συνεχίζει να λειτουργεί αλλά τα 

παράσιτα δεν μπορούν να διαχωριστούν με μίτωση ή παρεμποδίζεται σε αυτά 

η κυτοκίνηση (διαχωρισμός κυττάρων κατά τη μίτωση). Τα κύτταρα που δε 

μπορούν να διαχωριστούν στη συνέχεια οδηγούνται σε θάνατο και εμφανίζουν 

διαφορετική μορφολογία καθώς έχουν στρογγυλό κυτταρικό σχήμα και 

ελαττωμένο όγκο αντί της φυσιολογικής επιμηκυσμένης μορφολογίας των 

κυττάρων-μαρτύρων που διαθέτουν ένα πυρήνα (N) και έναν κινητοπλάστη 

(K) (εικόνα 46). Οι κυτταρικοί αυτοί τύποι παρατηρούνται γενικά στις 

τρυπανοσωματίδες και προέρχονται από ανώμαλη κυτταρική διαίρεση [218, 

296]. Τα παραπάνω αποτελέσματα επιβεβαιώνονται επίσης από την ανάλυση 

του κυτταρικού κύκλου όπου τα κυττάρα που βρίσκονται στην G1 φάση 

συνεχώς μειώνονται (έως 25,33% στις 72h) ενώ τα πολυπλοειδή κύτταρα και 

τα κύτταρα με τεμαχισμένο DNA σημειώνουν αύξηση (19,97% και 2,44% 

αντίστοιχα στις 72h) μετά την επαγωγή του RNAi. Τα κύτταρα που βρίσκονται 

στην G2/M φάση μέχρι τις 48h επαγωγής αυξάνονται σε ποσοστό 31,94% και 

στη συνέχεια ακολουθούν πτωτική τάση (25,05% στις 72h επώασης). Τέλος, η 

επαγωγή του επεμβατικού RNAiTbGSK-3s των παρασίτων οδηγεί σε επαγωγή 

της απόπτωσης, καθώς αρχικά στις 24h μετά την επαγωγή έχουμε αύξηση 

των πρώιμων αποπτωτικών κυττάρων (8,87%) που στη συνέχεια σταδιακά 

μετατρέπονται σε αποπτωτικά τελικής φάσης και νεκρωτικά κύτταρα (15,49% 

και 12,68% στις 72h αντίστοιχα) (εικόνα 49). Τα ζωντανά κύτταρα επίσης 

μειώνονται σταδιακά στο 69,17% μετά από 72h επαγωγής του RNAi (εικόνα 

49). 
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Στη συνέχεια, καθώς τα παραπάνω αποτελέσματα συμφωνούν με τη 

βιβλιογραφία ότι η TbGSK-3s είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη των 

παρασίτων T. brucei και ότι η μείωση των επιπέδων της οδηγεί τα παράσιτα 

σε θάνατο [205], ερευνήσαμε περαιτέρω τον πιθανό ρόλο της μέσω του 

ενδοκυτταρικού εντοπισμού. Ο εντοπισμός της ΤbGSK-3s σε T. brucei 

τρυπομαστιγωτά και προκυκλικά έχει παρόμοια κατανομή με αυτή που 

εμφανίζει η LdGSK-3s στα L. donovani προμαστιγωτά λογαριθμικής φάσης. 

Συγκεκριμένα, η ΤbGSK-3s εμφανίζει μία διάσπαρτη κατανομή στο 

κυτταρόπλασμα του παρασίτου αλλά εντοπίζεται και στο κινητοπλάστη και 

στο μαστίγιο (εικόνα 45). Στο φύκος C. Reinhartii, η GSK-3 εντοπίζεται επίσης 

στο μαστίγιο και μάλιστα παίζει σημαντικό ρόλο στην επιμήκυνση αυτού ενώ 

φαίνεται να λειτουργεί ως πρωτεΐνη μεταφοράς άλλων πρωτεϊνών και 

στοιχείων μέσα στο μαστίγιο (intraflaggelar transport protein-IFT) [305]. H 

ΤbGSK-3s δε φαίνεται να λειτουργεί ως πρωτεΐνη μεταφοράς άλλων 

πρωτεϊνών και στοιχείων μέσα στο μαστίγιο καθώς δεν βρέθηκε συν-

εντοπισμός της TbGSK-3s και του IFT172 (εικόνα 44). Ο στικτός εντοπισμός 

της TbGSK-3s στο παράσιτο και ιδιαίτερα στο μαστίγιο και το βασικό σωμάτιο 

πιθανόν σχετίζεται με τη κυτταρική διαίρεση του παρασίτου. Στα κύτταρα 

θηλαστικών, η GSK-3 εντοπίζεται κυρίως στο κυτταρόπλασμα ενώ στην S 

φάση του κυττατικού κύκλου εντοπίζεται και στον πυρήνα [306, 307]. Γενικά, 

στα κύτταρα θηλαστικών η GSK-3 έχει βρεθεί ότι αλληλεπιδρά με πρωτεΐνες 

του κυτταροσκελετού, όπως η tau, η MAP2C και η MAP1B [308]. Στη 

Leishmania, έχει επίσης δειχθεί η μετατόπιση της LdGSK-3s στον πυρήνα σε 

προμαστιγωτά στατικής φάσης [191]. Καθώς τα προμαστιγωτά στατικής 

φάσης βρίσκονται ως επί το πλείστον στην G1 φάση του κυτταρικού κύκλου 

[309, 310], πιθανόν η μετατόπιση της LdGSK-3s στον πυρήνα σε αυτή τη 

φάση του κυτταρικού κύκλου δείχνει ότι είναι απαραίτητη η κινάση για τη 

μετάβαση των κυττάρων από την G1 στην S φάση του κυτταρικού κύκλου 

[191]. Όσον αφορά την TbGSK-3s, της έχει πρόσφατα αποδοθεί σημαντικός 

ρόλος στην κυτοκίνηση ή/και τη μίτωση του παρασίτου στην τρυπομαστιγωτή 

μορφή των T. brucei παρασίτων [233]. Ο ρόλος αυτός θα μπορούσε να 

εξηγηθεί από τον εντοπισμό της κινάσης τόσο στον κινητοπλάστη, στον 

κυτταροσκελετό, όσο και στο μαστίγιο του παρασίτου.  
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 Παρατηρώντας αφενός την επίδραση που έχει η επαγωγή του 

επεμβατικού RNAiTbGSK-3s στο κυτταρικό κύκλο και κυτταρικό θάνατο των 

παρασίτων και αφετέρου τη μη απόλυτη συσχέτιση στην ικανότητα της 

εκάστοτε ιντιρουμπίνης να αναστέλλει την κινάση με αυτή έναντι των 

παρασίτων, το επόμενο στάδιο της μελέτης ήταν ο έλεγχος της επίδρασης 

κάποιων αναλόγων στον κυτταρικό κύκλο και κυτταρικό θάνατο των T. brucei 

τρυπομαστιγωτών παρασίτων. Μελετήσαμε λοιπόν αν το μοτίβο δράσης που 

εμφανίζουν οι ιντιρουμπίνες που επιλέξαμε στον κυτταρικό κύκλο και θάνατο 

των παρασίτων είναι το ίδιο που εμφανίζουν τα παράσιτα μετά από επαγωγή 

του παρεμβατικού RNAiTbGSK-3s. Η απορρύθμιση του κυτταρικού κύκλου και 

θανάτου μετά την επώαση των παρασίτων με διάφορες ιντιρουμπίνες που 

εμφάνισαν αντιτρυπανοσωμική δράση, εμφανίζει διαφορετικό μοτίβο για κάθε 

μία ιντιρουμπίνη. Από αυτές, οι ιντιρουμπίνες 10 και 4 εμφανίζουν παρόμοιο 

προφίλ με την απορρύθμιση που εμφανίζεται μετά την επαγωγή του 

RNAiTbGSK-3s τόσο στον κυτταρικό κύκλο (εικόνα 52), όσο και στον κυτταρικό 

θάνατο (εικόνα 53). Η επώαση με την 5-Me-6BIO και την 6-ClIO παρουσιάζει 

παρόμοιο προφίλ με αυτή της επαγωγής του παρεμβατικού RNAi στο 

κυτταρικό κύκλο με ταυτόχρονα όμως πιο έντονη αύξηση των κυττάρων με 

τεμαχισμένο DNA (υπό-G0/G1 φάση: 37,7% και 13,8% αντίστοιχα στις 72h). 

Η 6-ClIO στα παράσιτα L. donovani στοχεύει πιο επιλεκτικά την CRK3 (ΙC50: 

0,04 και 0,2μΜ αντίστοιχα) και η 5-Me-6BIO στοχεύει την LdGSK-3s (ΙC50: 

0,09μΜ) αλλά και την CRK3 (ΙC50: 0,65μΜ) [191]. Η CRK3 στα 

τρυπανοσώματα T. brucei παίζει σημαντικό ρόλο στην ολοκλήρωση της G2/M 

φάσης των παρασίτων [299]. Ίσως λοιπόν, οι ιντιρουμπίνες αυτές να 

στοχεύουν, εκτός της TbGSK-3s, και την CRK3 στα T. brucei 

τρυπομαστιγωτά, όπως και στα παράσιτα L. donovani και έτσι εμφανίζουν 

ελαφρώς διαφοροποιημένο προφίλ στον κυτταρικό κύκλο των παρασίτων από 

ότι η αναστολή μόνο της TbGSK-3s. Από την άλλη μεριά, η 6BIO και η 6-

βρώμο-3’διεθυλοφωσφατοξίμη προκαλούν διαφορετικό προφίλ στο κυτταρικό 

κύκλο μετά από επώαση με τα παράσιτα καθώς αυξάνουν σημαντικά τα 

πολυπλοειδή κύτταρα καθώς και τα κύτταρα με τεμαχισμένο DNA.  

Όσον αφορά το κυτταρικό θάνατο, ελέγχθηκε η ρευστότητα και η 

ακεραιότητα της παρασιτικής μεμβράνης και τα διάφορα ανάλογα φαίνεται 

επίσης να προκαλούν διαφορετικά μοτίβα κυτταρικού θανάτου στα παράσιτα 
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T. brucei. Σε αντίθεση λοιπόν με τις ιντιρουμπίνες 10 και 4, οι ιντιρουμπίνες 

6BIO, 6-ClIO, 6-βρώμο-3’διεθυλοφωσφατοξίμη και 5-Me-6BIO επάγουν την 

αύξηση των νεκρωτικών και μεταγενέστερα αποπτωτικών παρασίτων χωρίς 

την παρουσία αποπτωτικών κυττάρων πρώιμου σταδίου. Από αυτές, η 

επώαση των κυττάρων με την ιντιρουμπίνη 5-Me-6BIO προκαλεί αύξηση 

κυρίως του πληθυσμού των μεταγενέστερα αποπτωτικών παρασίτων και όχι 

τόσο των νεκρωτικών κυττάρων, σε αντίθεση με τις άλλες 3 ιντιρουμπίνες οι 

οποίες επάγουν την αύξηση κυρίως του νεκρωτικού πληθυσμού (εικόνα 53).  

 Συμπερασματικά, οι ιντιρουμπίνες 10 και 4 φαίνεται να δρουν σχεδόν 

αποκλειστικά μέσω της παρεμπόδισης της TbGSK-3s στα παράσιτα, αφού 

προσομοιάζει η δράση τους με αυτή της επαγωγής επεμβατικού RNAi για την 

κινάση, τόσο στο κυτταρικό κύκλο όσο και στον κυτταρικό θάνατο. Αξίζει να 

σημειωθεί ότι αυτές οι ιντιρουμπίνες ανήκουν στην ομάδα των 

3’υποκατεστημένων αναλόγων της 6BIO, οι οποίες βρέθηκαν να έχουν 

αυξημένη επιλεκτικότητα προς την LdGSK-3s έναντι της CRK3 στα παράσιτα 

L. donovani. Τα υπόλοιπα ανάλογα που ελέγξαμε, φαίνεται να στοχεύουν 

παράλληλα με την TbGSK-3s, διαφορετικές πρωτεΐνες στόχους στα 

τρυπομαστιγωτά T. brucei παράσιτα, καθώς διαφοροποιούν με διαφορετικό 

τρόπο η καθεμία τόσο τον κυτταρικό κύκλο όσο και τον κυτταρικό θάνατο των 

παρασίτων από το μοτίβο που λαμβάνεται στα παράσιτα μετά από επαγωγή 

του RNAiTbGSK-3s. 

Με τα παραπάνω αποτελέσματα επιβεβαιώνεται ότι η TbGSK-3s 

μπορεί να αποτελέσει φαρμακευτικό στόχο για τη θεραπεία της HAT. Επίσης 

στα πλαίσια αυτής της διδακτορικής διατριβής αναγνωρίστηκαν ικανοί και 

πολλά υποσχόμενοι αναστολείς της ανάπτυξης των παρασίτων οι οποίοι 

ανήκουν στα ανάλογα των ιντιρουμπινών και λειτουργούν κυρίως μέσω της 

παρεμπόδισης της TbGSK-3s. Σε κάποιες περιπτώσεις όμως μερικά ανάλογα 

ιντιρουμπίνης φαίνεται πως πιθανόν έχουν και άλλους παρασιτικούς στόχους 

που πιθανότατα ανήκουν στην ομάδα των κινασών. Είναι αξιοσημείωτο 

πάντως ότι οι ιντιρουμπίνες 36 και 41 φαίνεται να είναι επιλεκτικοί αναστολείς 

της παρασιτικής κινάσης σε σχέση με την ανθρώπινη GSK-3 και μπορούν να 

αποτελέσουν πρότυπες δομές για την ανάπτυξη καινούριων φαρμάκων για 

τον έλεγχο της ανθρώπινης αφρικανικής τρυπανοσωμίασης. 
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5.3 Trypanosoma cruzi 

Στην τελευταία ενότητα της παρούσας εργασίας εξετάστηκε η 

αντιτρυπανοσωμική δράση των 69 ιντιρουμπινών έναντι των T. cruzi 

παρασίτων τόσο in vitro όσο και in vivo. Είναι η πρώτη φορά που γίνεται 

διερεύνηση της δράσης των ιντιρουμπινών έναντι των τρυπανοσωμάτων T. 

cruzi, τα οποία επίσης ανήκουν στην οικογένεια των τρυπανοσωματίδων.  

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το εύρημα ότι μόνο 7 ιντιρουμπίνες 

παρουσίασαν δράση έναντι της τρυπομαστιγωτής (IC50:0,251-1,303μΜ) 

μορφής των παρασίτων. Μόνο 4 από αυτές μελετήθηκαν έναντι της 

αμαστιγωτής μορφής του παρασίτου καθώς οι υπόλοιπες παρουσίασαν 

υψηλή κυτταροτοξικότητα έναντι των μακροφάγων των θηλαστικών (πίνακας 

10). Από αυτές, οι 3 ιντιρουμπίνες ανήκουν στην ομάδα των 

3’υποκατεστημένων-6ΒΙΟ αναλόγων ενώ η μία είναι 7-υποκατεστημένη 

ιντιρουμπίνη (πίνακας 10). Αξιοσημείωτο είναι το εύρημα πως ιντιρουμπίνες οι 

οποίες είναι ισχυροί αναστολείς των L. donovani και Τ. brucei παρασίτων (π.χ. 

6BIO, 5-Me-6BIO), δεν εμφανίζουν κάποια δράση έναντι των T. cruzi 

τρυπομαστιγωτών. Το γεγονός αυτό μπορεί να οφείλεται στα ακόλουθα: α) 

στα διαφορετικά επίπεδα έκφρασης των πρωτεϊνών στόχων των 

ιντιρουμπινών στα διαφορετικά γένη παρασίτων, β) στην ενδεχόμενη 

διαφορετική λειτουργία των πρωτεϊνών αυτών στα 3 γένη, γ) στη διαφορετική 

πρόσδεση των ιντιρουμπινών στα ενεργά κέντρα των ομόλογων κινασών 

ή/και δ) στη στόχευση διαφορετικών πρωτεϊνών/κινασών στα 3 γένη 

παρασίτων.  

Σε γενικές γραμμές τα 3 αυτά γένη των τρυπανοσωματίδων όπως έχει 

αναφερθεί και στην εισαγωγή έχουν πολλές ομοιότητες αλλά διαφέρουν σε 

αρκετά σημεία και το καθένα από αυτά διαθέτει ένα διαφορετικό και 

χαρακτηριστικό κύκλο ζωής. Ίσως λοιπόν, ο ρόλος, η ποσότητα έκφρασης και  

ο εντοπισμός των κινασών/στόχων των ιντιρουμπινών κατά τη διάρκεια του 

εκάστοτε βιολογικού κυτταρικού κύκλου στα διάφορα γένη θα μπορούσαν να 

εξηγήσουν τους λόγους που διαφορετικές ιντιρουμπίνες φαίνεται να διαθέτουν 

δράση έναντι των τόσο κατά τα άλλα όμοιων παρασίτων. 

Οι ιντιρουμπίνες 11 και 17, φαίνεται πως έχουν την ισχυρότερη δράση 

έναντι της ανάπτυξης τόσο των τρυπομαστιγωτών (IC50: 0,251 και 0,448μΜ 

αντίστοιχα) όσο και των αμαστιγωτών παρασίτων (IC50: 0,218 και 0,9μΜ 
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αντίστοιχα), με ταυτόχρονο υψηλό S.I έναντι των κυττάρων του ξενιστή 

(κυτταρική σειρά μακροφάγων J774.1) (S.I: 24 και 22 αντίστοιχα). Η 

ιντιρουμπίνη 10, η οποία είναι η βασική μορφή του αναλόγου 11 (άλας της 

ιντιρουμπίνης), φαίνεται να έχει παρόμοια δράση αλλά ελάχιστα ηπιότερη 

δράση από το άλας της (IC50: 0,704 και 0,615μΜ έναντι της τρυπομαστιγωτής 

και της αμαστιγωτής μορφής αντίστοιχα και S.I>14), που πιθανόν να οφείλεται 

στη μικρότερη διαλυτότητα της βάσης του αναλόγου σε σχέση με το άλας της. 

Η 7-υποκατεστημένη ιντιρουμπίνη, όπως έναντι των T. brucei παρασίτων, έτσι 

και έναντι των Τ. cruzi παρασίτων εμφανίζει ικανοποιητική 

αντιτρυπανοσωμική δράση (IC50: 1,303 και 1,518μΜ έναντι της 

τρυπομαστιγωτής και της αμαστιγωτής μορφής αντίστοιχα και S.I=7,6) αλλά 

ηπιότερη από τις 6-υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες (πίνακας 10). 

Οι 3’-υποκατεστημένες 6ΒΙΟ ιντιρουμπίνες 10, 11 και 17 (εικόνα 55), 

προκαλούν μέσα σε μόλις 24h επώασης με τα παράσιτα δραματική αύξηση 

των πληθυσμών των μεταγενέστερων αποπτωτικών (14,5, 12,9 και 25,5% 

αντίστοιχα) και νεκρωτικών παρασίτων (19,9, 21,9 και 25,5% αντίστοιχα), 

χωρίς παράλληλη εμφάνιση πρώιμων αποπτωτικών κυττάρων (3,1, 2,2 και 

2,6% αντίστοιχα). Αντίθετα, το ανάλογο 17 το οποίο φέρει πυρρολιδικό 

δακτύλιο στη 3’θέση της 6ΒΙΟ, προκαλεί αύξηση του ποσοστού των 

μεταγενέστερων αποπτωτικών και νεκρωτικών παρασίτων σε μόλις 6h 

επώασης με τα κύτταρα (15,6 και 28,6% αντίστοιχα). Τα ανάλογα αυτά 

προκαλούν διαφορετικό μοτίβο στο κυτταρικό θάνατο των τρυπανοσωμάτων 

T. cruzi από αυτό που είδαμε νωρίτερα στα παράσιτα T. brucei και L. 

donovani, στα οποία αρχικά εμφανίζεται αύξηση στον πληθυσμό πρώιμων 

αποπτωτικών κυττάρων και τα οποία στη συνέχεια μετατρέπονται σε 

μεταγενέστερα αποπτωτικά και νεκρωτικά κύτταρα. Το γεγονός αυτό μπορεί 

να οφείλεται είτε σε διαφορετικό πρωτεϊνικό στόχο (πιθανότατα άλλη κινάση) 

αντί της GSK-3s στα T. cruzi, είτε σε διαφορετική λειτουργία της κινάσης 

αυτής στα παράσιτα αυτά.  

 Η διαφοροποίηση της δράσης της 7-υποκατεστημένης ιντιρουμπίνης 

φαίνεται στο διαφορετικό προφίλ κυτταρικού θανάτου όπου μετά από 6h 

εμφανίζεται αύξηση των πρώιμων αποπτωτικών κυττάρων (14,5%), τα οποία 

στις 24h έχουν μετατραπεί σε μεταγενέστερα αποπτωτικά και νεκρωτικά 

παρασίτα (17,1 και 13,8% αντίστοιχα). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι η 7-
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υποκατεστημένη ιντιρουμπίνη έχει διαφορετική πρωτεΐνη/κινάση ή 

διαφορετικό συνδυασμό πρωτεϊνών/κινασών ως στόχο στα T. cruzi παράσιτα 

από ότι οι 6-υποκατεστημένες ιντιρουμπίνες.  

 Η διαφοροποίηση αυτή της 7-υποκατεστημένης ιντιρουμπίνης σε 

σχέση με τη δράση των 6-υποκατεστημένων ιντιρουμπινών αντικατοπτρίζεται 

επίσης και στο φαινότυπο των κυττάρων που παρατηρείται στο ηλεκτρονικό 

μικροσκόπιο. Τα παράσιτα μετά από την επίδραση των 6-υποκατεστημένων 

ιντιρουμπινών 10, 11 και 17 φαίνεται να προκαλούν απώλεια της 

ακεραιότητας της κυτταρικής αλλά και των εσωτερικών (πυρηνική) μεμβρανών 

(εικόνα 57) που συμφωνεί με την ηλεκτρονική μικροσκοπία σάρωσης. 

Παράλληλα, κύριο χαρακτηριστικό της επίδρασης των αναλόγων αυτών είναι 

η παρουσία τεμαχισμένου DNA (εικόνα 57), το οποίο συμφωνεί με τα 

αποτελέσματα που προέκυψαν από την κυτταρομετρία ροής όπου 

παρατηρούνται αυξημένα ποσοστά θετικών κυττάρων σημασμένων με PI. 

Τέλος, στην εικόνα 57 υπάρχει ένδειξη πιθανής ύπαρξης επαγωγής 

αυτοφαγίας στα T. cruzi τρυπομαστιγωτά παράσιτα μετά από επώαση με τις 

ιντιρουμπίνες 11 και 17, η οποία όμως θα πρέπει να επιβεβαιωθεί με 

επιπλέον πειράματα. Αντίθετα, η επίδραση της 7-υποκατεστημένης 

ιντιρουμπίνης (41) στα παράσιτα, φαίνεται να προκαλεί επίσης απώλεια της 

ακεραιότητας των εσωτερικών μεμβρανών του κυττάρου (πυρηνική) (εικόνα 

58) και την παρουσία τεμαχισμένου DNA αλλά επιπλέον προκαλεί αλλοίωση 

του ενδοπλασματικού δικτύου Golgi (εικόνα 58). Από τα παραπάνω 

δεδομένα, ενισχύεται η υπόθεση πως οι στόχοι των 6- και 7- 

υποκατεστημένων ιντιρουμπινών πιθανόν να είναι διαφορετικοί στα T. cruzi 

παράσιτα. Για να διερευνηθεί η υπόθεση αυτή θα πρέπει να γίνουν περαιτέρω 

πειράματα αναστολής κινασών από τις ιντιρουμπίνες στα T. cruzi. 

 Τα in vivo πειράματα με τις πιο δραστικές ιντιρουμπίνες 

πραγματοποιήθηκαν κατά την οξεία φάση της ασθένειας. Η μελέτη της 

χρόνιας φάσης της ασθένειας δεν είναι δυνατή, καθώς τα παράσιτα δεν 

μπορούν να ανιχνευθούν σε αυτή τη φάση και επομένως δεν θα μπορούσαμε 

να εκτιμήσουμε τη δράση των φαρμάκων. Από τις εξεταζόμενες ιντιρουμπίνες 

μόνο η ιντιρουμπίνη 11 παρουσίασε καλή αντιτρυπανοσωμική δράση (μείωση 

της παρασιταιμίας στο αίμα κατά 56,13% (p<0,001) και ταυτόχρονη αποτροπή 

της θνησιμότητας λόγω της ασθένειας. Συμπερασματικά, ο σκελετός της 
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ιντιρουμπίνης 11 θα μπορούσε είτε να διαφοροποιηθεί ώστε να δημιουργηθεί 

στο μέλλον ανάλογο ιντιρουμπίνης με ισχυρότερη δράση in vivo με απώτερο 

στόχο τη ανάπτυξη νέας γενιάς φαρμάκων για τη θεραπεία της αμερικάνικης 

τρυπανοσωμίασης, ή να χρησιμοποιηθεί σε συνδυαστική θεραπεία με το 

βενδιμιδαζόλιο ώστε να δημιουργηθεί βέλτιστο σχήμα αντιμετώπισης της 

ασθένειας σε χαμηλότερες συγκεντρώσεις των επιμέρους φαρμάκων. 
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ-ΑΡΤΙΚΟΛΕΞΑ-ΑΚΡΩΝΥΜΙΑ 
AhR aryl hydrocarbon receptor LNA Lymph node aspirate 

AIDS Acquired Immunodeficiency 
Syndrome 

mAECT mini Anion Exchange centrifugation 
technique 

ALP alkyl-lysophospholipids MAPK Mitogen Activated Protein Kinase 

BSA Bovine Serum Albumine MCL Mucocutaneous Leishmaniasis 

BSF Blood-stream Form mHCT mini haematocrit centrifugation 
technique 

CATT Card Agglutination Trypanosomiasis 
Test 

MOPS 3-(N- morpholino)propanesulfonic 
acid 

 

CDKs Cyclin-dependent kinases mRNA Messenger RNA 

CIP calf intestinal alkaline phosphatase NASBA nucleic acid sequence based 
amplification 

CK Casein kinase NO nitric oxide 

CL Cutaneous Leishmaniasis OC oligochromatography 

CLKs cdc2-like kinases PAF platelet-activating factor 

CML Chronic myelogenous leukemia  
 

PBS 
 

Phosphate Buffered Saline 
 

CRK cdc2-related kinase PCD 
 

Programmed Cell-Death 

c-Src tyrosine-protein kinase Src PCR Polymerase Chain Reaction 

DCL diffuse cutaneous leishmaniasis PI Propidiium Iodide 
DMSO Dimethyl-Sulfoxide PKDL Post-kala-azar dermal  leishmaniasis 

DRs Death receptors PLK Polo-like kinases 

DYRKs Dual-specificity tyrosine-(Y)-
phosphorylation-regulated kinases 

PMSF 
 

Phenyl-methanesulfonyl-fluoride 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid QBC Quantitative buffy Coat 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay ROS Reactive Oxygen Species 

EtBr Ethidium Bromide RT-PCR Real-time PCR 

FACS Fluorescence-activated cell sorting SDS Sodium Dodecyl-Sulfate 

FAZ flagellum attachment zone spp. species 

FBS Fetal Bovine Serum SRA serum-resistance-associated protein 

FDA Food and Drug Administration SSC Side Scattering 

FSC Forward Scattering SSU rRNA small subunit rRNA 

GSK-3 Glycogen-synthase-kinase-3 STAT3 Signal transducer and activator of 
transcription 3 

HAT Human African Trypanosomiasis TBF Τhick blood films 
HIV Human Immunodeficiency Virus TgsGP T. b. gambiense-specific glycoprotein 

IFA immunofluorescence assay TK tyrosine kinase 

IFAT indirect fluorescent antibody test TKL tyrosine kinase-like 

INO-1 
 

Myo-inositol-1 
Phosphate-synthase 

TNF Tumor necrosis factors 

IPTG Isopropyl-β‐D‐1‐thiogalactopyranoside TUNEL Terminal deoxynoucleotidyl 
transferase TdT-mediated dUTP Nick 

end labeling 

ΙΤΤ immune trypanolysis test VL Visceral Leishmaniasis 

KATex latex agglutination test VSG variable surface glycoprotein 

kDNA Kinetoplast DNA ΔΨm Inner mitochondrial membrane 
potential 

LAMP loop-mediated isothermal amplification ΚΝΣ Κεντρικό Νευρικό Σύστημα 

LDL Low-density lipoprotein   

https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FChronic_myelogenous_leukemia&ei=5aVDVNOcFqed7gaa6ICwAQ&usg=AFQjCNH6x3IIbgAR5MU0CixbC_piVAAAzA&sig2=wX1t1G7DifSjeuKo3-ITJw&bvm=bv.77880786,d.ZGU
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