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transcription factor GATA-3 
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Protein-11 
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element Elongation Factor 2 
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LMP10 Proteasome subunits LMP10 Υποµονάδα πρωτεασώµατος LMP10 
LMP2  Proteasome subunits LMP2 Υποµονάδα πρωτεασώµατος  LMP2 
LMP7 Proteasome subunits LMP7 Υποµονάδα πρωτεασώµατος LMP7 
LMW Low molecular weight Χαµηλή µοριακή µάζα 



ix 

 

LPG lipophosphoglycan, Λιποφωσφογλυκάνη 

LPS Lipopolysaccharide λιποπολυσακχαρίτης 
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Leishmaniasis 
Βλενογονοδερµατική λεϊσµανίαση 

medRNA Miniexon-derived 
Ribonucleic Acid 
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MFI Mean Fluorescence Index ∆είκτης µέσου φθορισµού 
MFI Mean Fluorescence Index Μέσος δείκτης φθορισµού 
MHC I Major Histocompability 

Complex I 
Μείζον σύµπλεγµα 
ιστοσυµβατότητας Ι 

MHC II Major Histocompability 
Complex II 

Μείζον σύµπλεγµα 
ιστοσυµβατότητας ΙΙ 

MIP-1β  Macrophage Inflammatory 
Protein 1-beta 

Προφλεγµονώδης πρωτεΐνη των 
µακροφάγων 1-βήτα 

MR Mannose Receptor Υποδοχέας της µαννόζης-φουκόζης 
mRNA Messenger Ribonucleic Acid Μήνυµα Ριβονουκλεϊκό Οξύ  
MyD88 Myeloid Differentation 

Primary Respone 88 
Πρωτεΐνη µυελοειδούς 
διαφοροποίησης πρωτογενούς 
απόκρισης 88  

NFAT 

 

Nuclear factor of activated 
T-cells 

Πυρηνικός παράγοντας των 
ενεργοποιηµένων Τ κυττάρων 

NFκB Nuclear factor-kappaB Πρωτεϊνικός πυρηνικός παράγοντας 
κάπα Β 

NK Natural Killers cells Φυσικά φονικά κύτταρα 
nTreg Natural T regulatory Φυσικά Τ ρυθµιστικά κύτταρα 
O.D. Optical Density Οπτική πυκνότητα 
ODN CpG Oligo Dinoucleotide 

Cytocine Gouanine 
Ολιγοδινουκλεοτίδιο κυτοσίνης 
γουανίνης 

PALS Periartariolar lymphatic 
seath 

Περιαρτηριακό λεµφικό στρώµα 

PAMPS Pathogen Associated 
Molecular Patterns 

Συντηρηµµένες µοριακές δοµές 
παθογόνων µικροοργανισµών 

PBS Phosphate-buffered saline Ρυθµιστικό διάλυµα φωφορικών 
αλάτων 

PCR Polymerase Chaine Reaction Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 
PE Phycoerythrin Φυκοερυθρίνη 
PKDL Post Kalaazar Dermal 

Leishmaniasis 
Μετά Καλά-αζάρ δερµατική 
λεϊσµανίαση 

PLGA Poly(lactic-co-glycolic acid) Πολυµερές λακτικού-γλυκολικού 
οξέος 

PPGs Proteophosphoglycans Πρωτεοφωσφογλυκάνες 
PRRs Pattern Recognition 

Receptors 
Υποδοχείς αναγνώρισης δοµικού 
προτύπου 

PSA  Promastigite Surface 
Antigen 

Επιφανειακό αντιγόνο των 
προµαστιγωτών 

pTriex 1.1 Plasmid Triex 1.1 Πλασµίδιο Triex 1.1 
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qPCR Quantitive Polymerase 
Chain Reaction 

Ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυµεράσης 

real time RT-PCR Real timeReverse 
Transcriptase Polymerase 
Chain Reaction 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 
πραγµατικού χρόνου µε αντίστροφη 
µεταγραφή 

rK39 Recombinant Antigen K 39 Ανασυνδυασµένο αντιγόνο rK39 
rLdEL-2 Recombinant L. donovani 

Elongation Factor 2 
Ανασυνδυασµένος παράγοντας 
επιµήκυνσης 2 της L. donovani  

rLdHSP70 Recombinant L. donovani 
Heat Shock Protein 70 

Ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη θερµικού 
σοκ70 της L. donovani 

rLdPDI Recombinant L.donovani 

Protein Disulfode Isomerase 
Ανασυνδυασµένη δισουλφιδική 
πρωτεϊνική ισοµερασή της L. 

donovani  
rLdTPI Recombinant L. donovani 

Triose Phosphate Isomerase  
Ανασυνδυασµένη φωσφορική 
ισοµεράση της τριόζης της L. 

donovani 
rLelF-2 Recombinant Elongation 

Factor 2 
Ανασυνδυασµένος παράγοντας 
επιµήκυνσης 2 

rm Recombinant mouse Ανασυνδυασµένο προερχόµενο από 
ποντίκι 

RORγΤ (Rorc) 

 

RAR-related orphan receptor 
gamma 
 

Σχετιζόµενος µε RAR ορφανός 
υποδοχέας γ 

RPMI Roswell Park Memorial 
Institute medium 

Θρεπτικό υλικό 
κυτταροκαλλιεργειών λεµφικών 
κυττάρων RPMI 

rRNA-genes Ribonucleic Acid genes Ριβοσωµικά γονίδια 
Sb Pentavalent antimony, Πεντασθενές αντιµόνιο 
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulphate – 

Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis 

Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 
πολυακρυλαµιδίου  

SSC Side-scattered light Πλάγια σκεδαζόµενο φως 
STAT1 Signal Transducer and 

Activator of Transcription 1 
Πρωτεϊνικός µεταγωγέας σήµατος 
και ενεργοποιητής µεταγραφής 1 

STAT4 

 

Signal Transducer and 
Activator of Transcription 4 

Πρωτεϊνικός µεταγωγέας σήµατος 
και ενεργοποιητής µεταγραφής 4 

STAT6. 

 

Signal Transducer and 
Activator of Transcription 6 

Πρωτεϊνικός µεταγωγέας σήµατος 
και ενεργοποιητής µεταγραφής 6 

T-bet (Tbx21) 

 

T-box transcription factor Μεταγραφικός παράγοντας Τ bet 

TCR T-cell Receptor Υποδοχέας Τ λεµφοκυττάρων 
TGF-β  

 

Tumor Growth Factor β Παράγοντας ανάπτυξης όγκων β 
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TH1 T helper 1 Τ βοηθητικά κύτταρα/απόκριση 
τύπου 1 

TH17 T helper 17 Τ βοηθητικά κύτταρα τύπου 17 
TH2 T helper 2 Τ βοηθητικά κύτταρα/απόκριση 

τύπου 2 
TLRs Toll-like Receptors Υποδοχείς τύπου Toll 
TNFα Tumor Nekrosis Factor α Παράγοντας νέκρωσης όγκων α 
Treg T regulatory Τ ρυθµιστικά κύτταρα 
TRIF TIR-domain-containing 

adapter-inducing interferon-
β 

Πρωτεϊνικός προσαρµογέας µε 
επικράτεια TIR που επάγει την 
ιντερφερόνη γ 

VL Visceral Leishmaniasis, Σπλαγχνική λεϊσµανίαση 
WHO, Π.Ο.Υ World Health Organization Παγκόσµιος Οργανισµός Υγείας 
α.α - Αριθµός αµινοξέων 
∆cpm Main difference between 

counts per minute 
∆ιαφορά τιµών κρούσεων ανά λεπτό 
της ώρας 

ΜLEE Multilocus Enzyme 
Electrophoresis 

Πολυεστιακή ισοενζυµική 
ηλεκτροφόρηση 

ΝΤΑ nitrilotriacetic acid Νιτριλοτριακετικό οξύ 
 



I. Πρόλογος 

 

Η εκπόνηση µίας διπλωµατικής εργασίας στο πλαίσιο ενός µεταπτυχιακού 

διπλώµατος ειδίκευσης αποτελεί µία προσπάθεια µε τέσσερις συνιστώσες: ∆ιάθεση 

για γνώση, Καλοπροαίρετη Περιέργεια, Μεράκι και Υποµονή. Θα ήθελα να 

ευχαριστήσω από καρδιάς όλους εκείνους που συνετέλεσαν από τη µία στην 

πραγµατοποίησή της και από την άλλη στο να κερδίσω το στοίχηµα µε τον εαυτό 

µου. 

Ένα µεγάλο ευχαριστώ στις επιβλέπουσες καθηγήτριές µου, στην κυρία 

Γαϊτανάκη Αικατερίνη και στην κυρία Καραγκούνη Ευδοκία για την πολύτιµη 

καθοδήγησή τους και την υποµονή τους τόσο στην πειραµατική όσο και στη 

συγγραφική εκτέλεση της εργασίας. Στην κυρία Αγάλλου Μαρία, το ευχαριστώ είναι 

λίγο για τη συµβολή της τόσο στην πειραµατική όσο και στη θεωρητική κατάρτισή 

µου, καθώς µου διέγειρε συνεχώς το ενδιαφέρον, ενώ η φράση της «Να είσαι πάντα 

ένα βήµα µπροστά!» µε βοήθησε να διαµορφώσω ορθότερη στάση µέσα στο 

εργαστήριο αλλά και έξω από αυτό. Ευχαριστώ θερµά την κυρία Σµυρλή ∆έσποινα 

που µε µύησε στα µυστικά της µικροβιολογίας και της µοριακής βιολογίας. Στις 

κυρίες Αθανασίου Εβίτα, Κουτσώνη Όλγα, Ντότσικα Ελένη, Μαργαρώνη Μαρίτσα 

και Τουµπανάκη ∆ήµητρα αποδίδω τις αµέριστες ευχαριστίες µου για τη βοήθειά 

τους στο εργαστήριο, τη φιλική τους διάθεση και το χιούµορ τους.  

Κλείνοντας, ευχαριστώ τους γονείς µου, Βαγγέλη και Λένα που µου στάθηκαν 

τόσο υλικά όσο και ηθικά σε όλες τις ευχάριστες αλλά και δύσκολες στιγµές, 

ευχαριστώ την αδερφή µου Κωνσταντίνα και το Μάριο που ήταν πάντα παρόντες µε 

κάθε τρόπο. 

Η παρούσα ερευνητική εργασία πραγµατοποιήθηκε στο πλαίσιο του 

διατµηµατικού µεταπτυχιακού προγράµµατος ειδίκευσης µε τίτλο: Κλινική Βιοχηµεία 

και Μοριακή ∆ιαγνωστική του Εθνικού και Καποδιστριακού Πανεπιστηµίου Αθηνών, 

ενώ η εκπόνησή της έλαβε χώρα στο Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ στο πλαίσιο του 

ερευνητικού προγράµµατος µε τίτλο: "Λοιµώδη και νευροεκφυλιστικά νοσήµατα 

στον 21ο αιώνα: από τη µελέτη των βασικών µηχανισµών στην ανάπτυξη 

µεταφραστικής έρευνας και τεχνολογιών αιχµής µε στόχο τη διάγνωση, την πρόληψη 
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και τη θεραπεία" της ∆ράσης Εθνικής Εµβέλειας Αναπτυξιακές προτάσεις 

ερευνητικών φορέων-ΚΡΗΠΙΣ που χρηµατοδοτείται από την Ευρωπαϊκή Ένωση 

(ΕΤΠΑ) και εθνικούς πόρους, ΕΣΠΑ 2007-2013. 
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Στους γονείς µου 
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II. Περίληψη 

Μολύνσεις που οφείλονται σε παράσιτα του γένους Leishmania, οδηγούν σε 

ένα σύνολο παθολογικών καταστάσεων που περιγράφονται µε τον όρο λεϊσµανίαση. 

Ένας σηµαντικός αριθµός ειδών του παρασίτου είναι παθογόνα για αρκετές 

κατηγορίες θηλαστικών, συµπεριλαµβανοµένου και του ανθρώπου, ενώ οι βασικές 

κλινικές µορφές του νοσήµατος είναι η δερµατική, η βλεννογονοδερµατική και η 

σπλαγχνική, µε την τελευταία να µπορεί να αποβεί θανατηφόρος. Τα είδη L. infantum 

και L. donovani ανήκουν στην κατηγορία εκείνων που προκαλούν τη σπλαγχνική 

µορφή του νοσήµατος. Η γεωγραφική κατανοµή της λεϊσµανίασης αφορά σε 98 ώρες 

παγκοσµίως ενώ 350 εκατοµµύρια άνθρωποι εντοπίζονται σε περιοχές υψηλού 

κινδύνου, µε 12 εκατοµµύρια αυτών να είναι µολυσµένοι. Τα παράσιτα της 

Leishmania είναι µονοκύτταρης µορφής και περιλαµβάνουν διάφορα αναπτυξιακά 

στάδια και έναν κύκλο ζωής που διαµορφώνεται µεταξύ δύο ειδών ξενιστών, τη 

φλεβοτόµο σκνίπα και το θηλαστικό. Τα κύρια κύτταρα-στόχοι του παρασίτου στο 

θηλαστικό είναι τα µακροφάγα και τα δενδριτικά κύτταρα της πρώτης γραµµής 

άµυνας του ανοσοποιητικού συστήµατος, ενώ η επιτυχής ανοσολογική απόκριση του 

ξενιστή βασίζεται σε κυτταροµεσολαβητικές αντιδράσεις που ενεργοποιούνται µέσω 

επίκτητων µηχανισµών, όπως η TH1 απόκριση. Μέχρι σήµερα, η θεραπεία του 

νοσήµατος βασίζεται κυρίως σε χηµειοθεραπευτικούς παράγοντες ενώ η παρασκευή 

ενός αποτελεσµατικού και ασφαλούς εµβολίου αποτελεί επιτακτική ανάγκη µε 

πολλές ερευνητικές προσπάθειες να στρέφονται προς αυτήν την κατεύθυνση. 

Στην παρούσα ερευνητική εργασία, µελετήθηκε η αντιγονικότητα του 

αµινοτελικού τµήµατος του µορίου elongation factor 2 (EF-2, LdeEF-2: 1-357 α.α) 

του παρασίτου L. infantum και η γονιδιωµατική έκφραση των κυτταρικών 

υποπληθυσµών του ξενιστή, προκειµένου να διαπιστωθεί εάν µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί ως υποψήφιο µόριο για την ανάπτυξη εµβολίου, µε τη χρήση 

δενδριτικών κυττάρων ως οχήµατα µεταφοράς του αντιγόνου. Το σύνολο των 

µεθοδολογιών που αξιοποιήθηκαν περιλάµβανε την καλλιέργεια µετασχηµατισµένων 

βακτηρίων που εξέφραζαν το προαναφερθέν µόριο, τη χρωµατογραφία συγγένειας, 

την αξιοποίηση των ευαίσθητων ποντικών BALB/c ως πειραµατόζωα, την 

καλλιέργεια ευκαρυωτικών κυττάρων, την κυτταροµετρία ροής, τη δοκιµασία της in 
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vitro αντιγονοπαρουσίασης και την πραγµατικού χρόνου ποσοτική αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης µε αντίστροφη µεταγραφή (qRT-PCR). Τα αποτελέσµατα 

επιβεβαίωσαν την αντιγονικότητα του µορίου, ωστόσο η ανοσολογική απόκριση των 

πειραµατόζωων εµφανίστηκε ως µικτή TH1/TH2 µε την αναλογία να στρέφεται υπέρ 

της TH2 επίκτητης απόκρισης. Κατά συνέπεια διαπιστώθηκε ότι το συγκεκριµένο 

τµήµα του µορίου δεν ενδείκνυται ως προς την αξιοποίησή του ως εµβόλιο. Παρά 

ταύτα, η συγκεκριµένη ερευνητική προσπάθεια µπορεί να αποτελέσει εφαλτήριο για 

την περαιτέρω διερεύνηση των κατάλληλων αντιγονικών επιτόπων επί του 

συγκεκριµένου µορίου, οι οποίοι οδηγούν στην επιθυµητή ανοσολογική απόκριση, 

τόσο µε την αξιοποίηση in silico όσο και µε την αξιοποίηση in vivo και in vitro 

προσεγγίσεων, σε συνδυασµό µε µελέτες που αφορούν σε άλλα µόρια του παρασίτου, 

έτσι ώστε να σχεδιαστεί το πλέον αποτελεσµατικό εµβόλιο για την αντιµετώπιση του 

νοσήµατος.  

Η παρούσα ερευνητική εργασία πραγµατοποιήθηκε στο πλαίσιο του 

διατµηµατικού µεταπτυχιακού προγράµµατος ειδίκευσης µε τίτλο: Κλινική Βιοχηµεία 

και Μοριακή ∆ιαγνωστική του Εθνικού και Καποδιστριακού Πανεπιστηµίου Αθηνών, 

ενώ η εκπόνησή της έλαβε χώρα στο Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ στο πλαίσιο του 

ερευνητικού προγράµµατος ΚΡΗΠΙΣ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vi 

 

ΙΙ Abstract 

Infections caused by parasites of the genus Leishmania, lead to a set of 

pathological conditions described by the term leishmaniasis. A number of species of 

this parasite can infect several classes of mammals, including humans and the main 

clinical forms of the disease are dermal, mucocutaneous and visceral, the latter can be 

fatal. The species L. infantum and L. donovani are categorized as those that cause the 

visceral form of the disease. The geographical distribution of leishmaniasis refers to 

98 contries worldwide and 350 million people are located in high risk areas, with 12 

million of them being infected. Leishmania parasites are of unicellular form and 

include various developmental stages while their life cycle is formed between two 

types of hosts, the phlebotomine sand fly and the mammal. The main target cells of 

the parasite in mammals are macrophages and dendritic cells that are included in the 

first line of defense of the immune system, while successful immunological host 

response is based on cell-mediated responses that are activated by mechanisms 

acquired as the TH1 response. To date, the treatment of the disease is mainly based on 

chemotherapeutic agents while preparing an effective and safe vaccine is imperative 

with many research efforts along these lines. 

This research project studied antigenicity of the amino portion of the molecule 

elongation factor 2 (EF-2, LdeEF-2: 1-357 a.a) of the parasite L. infantum and the 

genomic expression of cell subsets of the host, to determine whether it can be used as 

a candidate molecule for the development of a vaccine with the use of dendritic cells 

as antigen delivery vehicles. All methodologies utilized included culturing 

transformed bacteria expressing said molecule, affinity chromatography, recovery of 

sensitive BALB / c mice as experimental animals, the eukaryotic cell culture, flow 

cytometry, the assay of the in vitro antigen presentation and the real time quantitative 

reverse transcriptase polymerase chain reaction (qRT-PCR). The results confirmed the 

antigenicity of the molecule, but the immune response of test animals occurred as a 

mixed TH1 / TH2 with the ratio being directed to the acquired TH2 response. Therefore 

it was found that this part of the molecule is not appropriate in terms of utilization as a 

vaccine. However, this research effort can be a springboard for further exploration of 

appropriate antigenic epitopes on this molecule, which leads to the desired immune 

response, both by using in silico and by using in vivo and in vitro approaches, in 
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combination with studies of other molecules of the parasite, so to design the most 

effective vaccine to treat the disease. 

This research work was part of the interdisciplinary postgraduate 

specialization program entitled: Clinical Biochemistry and Molecular Diagnostics at 

the National University of Athens, while its preparation took place in the laboratories 

of Hellenic Pasteur Institute supervised by the program KRIPIS. 

 

  

 



1. Εισαγωγή 

Ο όρος λεϊσµανίαση αναφέρεται στο σύνολο των παθολογικών καταστάσεων 

που οφείλονται σε µόλυνση από το πρωτόζωο του γένους Leishmania (Van Assche, 

Deschacht, da Luz, Maes, & Cos, 2011). Από ιστορική άποψη, διάφορες µορφές της 

λεϊσµανίασης του Παλαιού Κόσµου, περιγράφονται ήδη από τον 7ο π.Χ. αιώνα, 

ωστόσο η ανακάλυψη του αιτιολογικού παράγοντα της σπλαγχνικής µορφής της 

νόσου, επετεύχθη από τον στρατιωτικό ιατρό William Leishman και τον καθηγητή 

φυσιολογίας του πανεπιστηµίου του Madras, Charles Donovan, κατά τη δεκαετία του 

1900. Ανεξάρτητα ο ένας από τον άλλο, τόσο ο W. Leishman όσο και ο C. Donovan, 

ανακάλυψαν το παθογόνο παράσιτο, σε σπλήνες ασθενών µε Καλά-αζάρ. 

Ακολούθως, το 1921, οι αδερφοί Sergent, απέδειξαν πειραµατικά τη µετάδοση του 

παρασίτου, µέσω της σκνίπας του γένους Phlebotomus, ορίζοντας κατά αυτόν τον 

τρόπο τον φορέα του µολυσµατικού παράγοντα. Στο Νέο Κόσµο, η δερµατική και η 

βλεννογονοδερµατική µορφή της λεϊσµανίασης έχουν περιγραφεί ήδη από τον 5ο µ.Χ. 

αιώνα και σε γραφές ισπανικών αποστολών του 16ου µ.Χ. αιώνα. Αρχικά, 

πιστεύονταν ότι η λεϊσµανίαση του Νέου Κόσµου και αυτή του Παλαιού οφείλονταν 

στο ίδιο είδος παρασίτου. Ωστόσο, το 1911 ο Gaspar Vianna ανακάλυψε ότι τα 

παράσιτα της Νότιας Αµερικής διέφεραν από αυτά της Αφρικής και της Ινδίας. 

Αργότερα, το 1922, ανακαλύφθηκε και ο διαφορετικός φορέας των παρασίτων του 

Νέου Κόσµου, ο οποίος ανήκει στο γένος Lutzomyia (Cox, 2002). 

1.1 Ταξινόµηση του παρασίτου 

Η αρχική ταξινόµηση του παρασίτου Leishmania, βασίστηκε σε 

οικοβιολογικά κριτήρια, όπως οι φορείς, η γεωγραφική κατανοµή, ο τροπισµός, οι 

αντιγονικές ιδιότητες και οι κλινικές εκδηλώσεις (Banuls, Hide, & Prugnolle, 2007). 

Πλέον, τα διάφορα είδη του γένους Leishmania, ταξινοµούνται σε τρεις κατηγορίες-

υπογένη, Leishmania, Viannia και Sauroleishmania. Το υπογένος Leishmania, 

περιλαµβάνει είδη του Παλαιού Κόσµου, των οποίων ο δίπτερος φορέας ανήκει στο 

γένος Phlebotomus και είδη του Νέου Κόσµου µε φορέα που ανήκει στο γένος 

Lutzomyia. Το υπογένος Viannia αφορά σε είδη του Νέου Κόσµου αποκλειστικά, ενώ 

το υπογένος Sauroleishmania σε είδη του Παλαιού Κόσµου µε φορέα που υπάγεται 

στο γένος Sergentomyia. Τα υπογένη Leishmania και Viannia περιλαµβάνουν ένα 

σηµαντικό αριθµό ειδών τα οποία είναι παθογόνα για αρκετές κατηγορίες 
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θηλαστικών, συµπεριλαµβανοµένου και του ανθρώπου. Αντίθετα, τα είδη του 

υπογένους Sauroleishmania δεν είναι παθογόνα για τον άνθρωπο (Bates, 2007). 

 

Βιοχηµικές και µοριακές αναλύσεις έχουν δείξει ότι τα παθολογικά και τα 

γεωγραφικά στοιχεία είναι συχνά ανεπαρκή, κατά συνέπεια η ταξινόµηση του 

παρασίτου βασίζεται σε άλλα κριτήρια όπως  το πρότυπο των πολυµορφισµών που 

εµφανίζεται  στο κινητοπλαστικό δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ (kinetoplastid 

Deoyxyribonoucleic acid, kDNA), πρωτεΐνες ή αντιγόνα. Από το 1970, για τη 

διάκριση των ειδών του γένους Leishmania αξιοποιούνται εγγενή κριτήρια όπως 

ανοσολογικά, βιοχηµικά και γενετικά δεδοµένα. Η χρήση µοριακών τεχνικών 

οδήγησε στη δηµοσίευση ενός ταξινοµικού σχήµατος από τον Παγκόσµιο Οργανισµό 

Υγείας (World Health Organization, WHO, Π.Ο.Υ). Ένα πρόσφατο σχήµα 

ταξινόµησης της Leishmania, παρουσιάζεται στην Εικ. 1.1, όπου µε τη χρήση 

ανάλυσης ισοενζύµων, τα δύο υπογένη Leishmania και Viannia διαχωρίζονται.  

Νεότερες µέθοδοι ανίχνευσης, αποµόνωσης και ταυτοποίησης του παρασίτου, είχαν 

ως αποτέλεσµα τη µαζική αύξηση του αριθµού των ειδών που περιγράφονται. Μέχρι 

σήµερα, είναι γνωστά περί τα 30 είδη και περίπου 20 είναι παθογόνα προς τον 

άνθρωπο (Banuls et al., 2007). 
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Εικόνα 1.1: Σχηµατική αναπαράσταση της ταξινόµησης του παρασίτου Leishmania, τα 
υπογραµµισµένα είδη βρίσκονται υπό διερεύνηση. Το σχήµα βασίστηκε στο δηµοσιευµένο 
σχήµα του Π.Ο.Υ το 1990, µε βιβλιογραφικές προσθήκες (Banuls et al., 2007) 
 

Για επιδηµιολογικούς σκοπούς, η καθιερωµένη αλλά και χρησιµότερη τεχνική 

ταξινόµησης είναι η ισοεvζυµική ανάλυση ή αλλιώς πολυεστιακή ισοενζυµική 

ηλεκτροφόρηση (Multilocus Enzyme Electrophoresis, ΜLEE). Με την τεχνική 

MLEE, ανιχνεύονται διαφορετικά αλληλόµορφα (housekeeping) γονιδίων που 

εκφράζονται µε σταθερό ρυθµό, µέσω του διαφορετικού προτύπου µετανάστευσης 

των ενζύµων που κωδικοποιούν στο ηλεκτροφόρηµα. ∆ιαφορές στην κινητικότητα 

αντικατοπτρίζουν, συνήθως, διαφορές στο φορτίο (αµινοξική αλληλουχία) των 

πρωτεϊνών και κατ’ επέκταση νουκλεοτιδικές διαφορές στα γονίδια που τις 

κωδικοποιούν. Κατά την ανάλυση δεδοµένων που προκύπτουν από την εφαρµογή της 

MLEE, θεωρείται ότι κλάσµατα που εµφανίζουν την ίδια κινητικότητα για ένα 

δεδοµένο ένζυµο, περιέχουν το ίδιο αλληλόµορφο του υποκείµενου γονιδίου. Ένα 

ζυµόδεµα, περιλαµβάνει όλα τα υπό µελέτη παρασιτικά στελέχη τα οποία 
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εµφανίζουν, το ίδιο πρότυπο για όλα τα ενζυµικά συστήµατα ("Control of the 

leishmaniases," 2010; Evans, Lanham, Baldwin, & Peters, 1984; M. A. Miles, Povoa, 

de Souza, Lainson, & Shaw, 1980; Rioux et al., 1990).  

1.2.1 Μορφολογία του παρασίτου 

Το παράσιτο Leishmania υφίσταται σε δύο διακριτές µορφές: 

� την προµαστιγωτή µορφή: πρόκειται για εξωκυττάρια, επιµήκη, κινητή µορφή 

που φέρει µαστίγιο µε εύρος µεγέθους 2 µm x 2-20 µm (Εικ.1.2 α). Αυτή η 

µορφή εντοπίζεται στη φλεβοτόµο σκνίπα και σε in vitro καλλιέργειες. 

� την αµαστιγωτή µορφή: πρόκειται για ενδοκυττάρια, σφαιρική έως 

ελλειπτική, µη κινητή µορφή, η οποία δεν φέρει µαστίγιο, µε εύρος µεγέθους 

2-5 µm (Εικ.1.2 β). Αυτή η µορφή εδρεύει και πολλαπλασιάζεται στο 

εσωτερικό των φαγολυσοσωµάτων των µακροφάγων του δικτυενδοθηλιακού 

συστήµατος των σπονδυλωτών ξενιστών (Emanuela Handman, 1999). 
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Εικόνα 1.2: Σχηµατική αναπαράσταση των κύριων ενδοκυττάριων οργανιδίων της 
προµαστιγωτής (α)και της αµαστιγωτής (β) µορφής του παρασίτου Leishmania (Besteiro, 
Williams, Coombs, & Mottram, 2007) 
 

Καθότι το γένος Leishmania, ανήκει στην ευρύτερη οικογένεια των 

Τρυπανοσωµατίδων (Trypanosomatidae), η κυτταρική δοµή των παρασίτων διαθέτει 

τα χαρακτηριστικά υποκυτταρικά οργανίδια της οικογένειας, τα οποία ωστόσο 

απουσιάζουν από άλλους ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Ορισµένες χαρακτηριστικές 

δοµές στο κυτταρικό σώµα των παρασίτων της Leishmania είναι η ιδιαίτερη δοµή της 

πλασµατικής µεµβράνης, το µαστίγιο (το οποίο απουσιάζει στην αµαστιγωτή µορφή), 

οι ιδιάζουσες δοµές του κυτταροσκελετού, το µοναδικής δοµής µιτοχόνδριο µε την 

παρουσία του kDNA και η παρουσία οργανιδίων που συµµετέχουν σε εξειδικευµένες 

µεταβολικές οδούς όπως τα σωµατίδια γλυκογόνου και τα οξυασβεστιοσωµάτια. 

Η κυτταρική επιφάνεια των παρασίτων, χαρακτηρίζεται από την παρουσία 

των εξής συστατικών: την κυτταρική µεµβράνη, το γλυκοκάλυκα και τους 

υποµεµβρανώδεις µικροσωληνίσκους. Ο γλυκοκάλυκας συµµετέχει ως βασικό 

λειτουργικό στοιχείο στην αλληλεπίδραση των διαφόρων αναπτυξιακών µορφών του 

α 
β 
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παρασίτου µε την επιφάνεια των κυττάρων του θηλαστικού-ξενιστή ή µε τα 

επιθηλιακά κύτταρα του πεπτικού συστήµατος στη σκνίπα. Ο γλυκοκάλυκας 

συνίσταται από επιµέρους πρωτεϊνικά συστατικά όπως γλυκοπρωτεΐνες και 

γλυκολιπίδια και ένα σύµπλεγµα γλυκοφωσφολιπιδίων γνωστό ως 

λιποφωσφογλυκάνη (lipophosphoglycan, LPG) (Rodrigues, Godinho, & de Souza, 

2014). 

Η πλασµατική µεµβράνη των τρυπανοσωµατιδών, αποτελείται από το 

κυτταρικό σώµα (cell body), το µαστίγιο (flagellum) και τη θήκη του µαστιγίου 

(flagellar pocket). Η πλασµατική µεµβράνη που περιβάλλει το κυτταρικό σώµα 

συνδέεται µε τους υποκυτταρικούς µικροσωληνίσκους διαµέσου µικρού µήκους 

νηµατοειδών συνδέσεων του κυτταροσκελετού. Τέτοιου είδους συνδέσεις 

διαµορφώνονται και µεταξύ των υποκυτταρικών οργανιδίων. Ο ρόλος του 

κυτταροσκελετού είναι η διατήρηση του σχήµατος του κυττάρου ανάλογα µε το 

αναπτυξιακό στάδιο του παρασίτου και  συµµετέχει στην κινητικότητα και στην 

προσκόλληση αυτού (Rodrigues et al., 2014).  

Το µαστίγιο, αποτελείται από αξονήµα της δοµής «9+2». Η δοµή του 

µαστιγίου διαµορφώνεται από το βασικό σωµάτιο και διέρχεται από µια µεγάλη 

µεµβρανική εγκόλπωση, η οποία ονοµάζεται θήκη του µαστιγίου. Το βασικό σωµάτιο 

διαθέτει δοµή όµοια µε αυτή που παρατηρείται και σε άλλα ευκαρυωτικά κύτταρα, µε 

εννέα τριπλέτες µικροσωληνίσκων (Rodrigues et al., 2014). 

Το µιτοχόνδριο είναι µοναδικό και πλαισιώνεται από µικροσωληνίσκους, ενώ 

ταυτόχρονα εµφανίζεται διογκωµένο στην περιοχή όπου εντοπίζεται το kDNA. Η 

δοµή του µιτοχονδρίου µπορεί να ποικίλλει, εξαρτώµενη από το γένος και το είδος 

του παρασίτου (Rodrigues et al., 2014). 

 Τα σωµατίδια γλυκογόνου (glycosomes) είναι εξειδικευµένα σφαιρικά 

µεµβρανοσυνδεόµενα οργανίδια για την παραγωγή ATP (γλυκόλυση και β-οξείδωση 

λιπαρών οξέων), για τη σύνθεση πυριµιδινών και για την αποθήκευση πουρινών. Τα 

οξυασβεστιοσωµάτια είναι πυκνά, µε όξινο περιεχόµενο, οργανίδια, τα οποία 

περιέχουν υψηλή συγκέντρωση φωσφόρου (P) στη µορφή πυροφωσφόρου και 

πολυφωσφόρου (poly-P), ασβεστίου (Ca) και άλλων κατιόντων (Mg, Na, Zn, και Fe). 

Η λειτουργία αυτών των οργανιδίων σχετίζεται µε την αποθήκευση των ανωτέρω 
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ιόντων και φωσφόρου, µε την οµοιόσταση του ασβεστίου, µε τη διατήρηση της 

οµοιόστασης του ενδοκυττάριου pH και την ωσµωρύθµιση (Rodrigues et al., 2014).  

1.2.2 Μόρια επιφάνειας του παρασίτου 

Η επιφάνεια του κυτταρικού σώµατος των παρασίτων Leishmania καλύπτεται 

από ένα σύνολο µορίων ορισµένα από τα οποία έχουν περιγραφεί τόσο ως προς τη 

δοµή τους όσο και ως προς τη συνεισφορά τους στη µολυσµατικότητα του 

παρασίτου. Η κατανοµή των µορίων αλλά και η δραστικότητά τους διαφέρει ανάµεσα 

στην προµαστιγωτή και στην αµαστιγωτή µορφή έτσι ώστε το παράσιτο να µπορεί να 

επιβιώνει σε διαφορετικά µικροπεριβάλλοντα, όπως το όξινο φαγολυσόσωµα του 

µακροφάγου και το έντερο της φλεβοτόµου. Ορισµένα από τα µόρια είναι τα εξής: 

� Λποφωσφογλυκάνη (lipophosphoglycan, LPG) 

Πρόκειται για το κύριο επιφανειακό αντιγόνο του παρασίτου Leishmania (Ueno 

& Wilson, 2012). Η LPG είναι ένα τριµερές µόριο αποτελούµενο από 

επαναλαµβανόµενες µονάδες φωσφορυλιωµένων σακχάρων που συνδέονται στα 

λιπίδια ενός µορίου λυσοαλκυλοφωσφατίδυλοϊνοσιτόλης µε πυρήνα µανόζης 

(Orlandi & Turco, 1987; Turco et al., 1989). 

Η LPG παρουσιάζει πολυµορφισµούς στα φωσφορυλιωµένα σάκχαρα µεταξύ 

των µετακυκλικών προµαστιγωτών µορφών των ειδών Leishmania (McConville, 

Bacic, Mitchell, & Handman, 1987; David L. Sacks, Brodin, & Turco, 1990). 

Αλλαγές στη δοµή του µορίου της LPG καθιστούν τις µετακυκλικές µορφές του 

παρασίτου, ανθεκτικές στη λυτική δράση των παραγόντων του συµπληρώµατος 

(Puentes, Sacks, da Silva, & Joiner, 1988). Η ανθεκτικότητα οφείλεται σε επιµήκυνση 

της LPG, επί της οποίας εναποτίθεται ο παράγοντας του συµπληρώµατος C3b. Με 

τον τρόπο αυτό παρεµποδίζεται η ενεργοποίηση των επόµενων παραγόντων του 

συµπληρώµατος και η καταστροφή του παρασίτου (D. L. Sacks & da Silva, 1987). 

Επιπλέον, οι αλλαγές στη δοµή της LPG έχουν σηµαντικό ρόλο για τη σύνδεση των 

προµαστιγωτών µορφών του παρασίτου στο επιθήλιο του µεσεντέρου της σκνίπας. Οι 

αµαστιγωτές µορφές του παρασίτου εµφανίζουν µείωση των επαναλαµβανόµενων 

µονάδων της LPG, µε αποτέλεσµα τη µείωση έως και τη εξαφάνιση του 

γλυκοκάλυκα, οποίος περιβάλλει τις προµαστιγωτές µορφές (Pimenta, Saraiva, & 

Sacks, 1991)  
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� Κύρια γλυκοπρωτεΐνη επιφάνειας gp63 

Η gp63 αποτελεί µία συντηρηµένη γλυκοπρωτεΐνη µεταξύ των ειδών Leishmania, 

η οποία συνδέεται µε τη µεµβράνη του παρασίτου µε ένα µόριο 

φωσφατίδυλοϊνοσιτόλης. Η έκφρασή της αυξάνεται κατά τη µεταµόρφωση του 

παρασίτου στη µολυσµατική µετακυκλική µορφή. Στην αµαστιγωτή µορφή του 

παρασίτου απουσιάζει από την επιφάνεια, ενώ εµφανίζεται µε διάφορες ισοµορφές σε 

συγκεκριµένη θέση, στη θήκη του µαστιγίου (Dumonteil, 2007; Kweider et al., 1987; 

Medina-Acosta, Karess, Schwartz, & Russell, 1989; Russell & Alexander, 1988). 

H gp63 ως πρωτεάση διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην επιβίωση του 

παρασίτου, καθώς αποδοµεί τον παράγοντα C3 του συµπληρώµατος, ο οποίος 

εναποτίθεται στην επιφάνεια των προµαστιγωτών µορφών πριν εισβάλλουν στα 

µονοκύτταρα/µακροφάγα (Chaudhuri & Chang, 1988). Αυτή η δράση της gp63 

εξασφαλίζει και τη σύνδεση του παρασίτου µε τον εποδοχέα CR3 των µακροφάγων, ο 

οποίος σχετίζεται µε την επιβίωση του παρασίτου στο εσωτερικό των φαγοσωµάτων 

των φαγοκυττάρων (Ueno & Wilson, 2012). 

Η gp63, στις αµαστιγωτές µορφές (θήκη του µαστιγίου),  συµβάλλει στην 

αποδόµηση ποικίλων µακροµορίων, λειτουργία που στοχεύει στην προστασία των 

δοµικών συστατικών της µεµβράνης της θήκης του µαστιγίου καθώς και στη 

διατροφή της αµαστιγωτής µορφής. 

� Όξινη φωσφατάση 

Η κυτταρική µεµβράνη και η θήκη του µαστιγίου των προµαστιγωτών µορφών 

του παρασίτου χαρακτηρίζονται από τη δράση της όξινης φωσφατάσης µε τη µορφή 

διαφορετικών ενζύµων. Η όξινη φωσφατάση της µεµβράνης (Gottlieb & Dwyer, 

1981) αποτελεί αναστολέα του υπεροξειδίου του υδρογόνου που παράγεται από τα 

ουδετερόφιλα κύτταρα, προσφέροντας ένα ισχυρό πλεονέκτηµα για την επιβίωση του 

παρασίτου (Glew, Saha, Das, & Remaley, 1988). 

1.3 Βιολογικός κύκλος και µετάδοση του παρασίτου 

Τα παράσιτα Leishmania διαθέτουν έναν σχετικά απλό κύκλο ζωής ο οποίος 

συνίσταται από δύο κύρια στάδια: το στάδιο της κινητής µορφής του παρασίτου που 

φέρει µαστίγιο (προµαστιγωτή µορφή), όπου το παράσιτο διαβιώνει στο πεπτικό 

σύστηµα της φλεβοτόµου και το στάδιο µε τη µη κινητή αµαστιγωτή µορφή, όπου το 
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παράσιτο εντοπίζεται στο εσωτερικό των φαγολυσοσωµάτων των µακροφάγων των 

σπονδυλωτών ξενιστών (Van Assche et al., 2011). 

Μολυσµένες θηλυκές φλεβοτόµοι σκνίπες µεταδίδουν τη νόσο µέσω 

ενοφθαλµισµού της προµαστιγωτής µορφής στο δέρµα του νέου ξενιστή, καθώς 

τρέφονται µε αίµα από αυτόν. Στο εσωτερικό του σπονδυλωτού ξενιστή, τα παράσιτα 

φαγοκυτταρώνονται από τα µακροφάγα και τα δενδριτικά κύτταρα που εντοπίζονται 

στη δερµίδα. Οι προµαστιγωτές µορφές εντοπίζονται στο εσωτερικό των 

φαγοσωµάτων, το οποίο συντήκεται µε το λυσόσωµα, για να προκύψει το 

φαγολυσόσωµα, στο οποίο διαβιούν τα παράσιτα. Κατά τη διάρκεια της σύντηξης,  οι 

προµαστιγωτές µορφές µεταµορφώνονται σε αµαστιγωτές εντός 12-24 ωρών και 

συνεχίζουν να αναπτύσσονται και να διαιρούνται στο φαγολυσόσωµα. Καθώς µία 

φλεβοτόµος σκνίπα τρέφεται µε αίµα από ένα µολυσµένο σπονδυλωτό ξενιστή, 

προσλαµβάνει µακροφάγα και µονοκύτταρα που περιέχουν αµαστιγωτά. Η αλλαγή 

των συνθηκών διαβίωσης του παρασίτου  Leishmania (µείωση της θερµοκρασίας, 

άνοδος του pH) στο µεσέντερο της σκνίπας, προκαλεί τη µεταµόρφωση του 

παρασίτου σε προµαστιγωτή µορφή (Bates, 2007).  

Οι προµαστιγωτές µορφές ακολουθούν µία διαδικασία η οποία καλείται 

µετακυκλογένεση, όπου οι διαιρούµενες µη µολυσµατικές προκυκλικές µορφές 

αποκτούν µολυσµατικές ιδιότητες και µεταµορφώνονται σε µη διαιρούµενες 

µολυσµατικές µετακυκλικές µορφές. Τα µετακυκλικά προµαστιγωτά µεταναστεύουν 

στα στοµατικά εξαρτήµατα της φλεβοτόµου έτσι ώστε να ξεκινήσει ένας νέος κύκλος 

µετάδοσης µε το επόµενο γεύµα του εντόµου (Van Assche et al., 2011). 
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Εικόνα 1.3: Κύριες µορφές της Leishmania µε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο σάρωσης (Besteiro 

et al., 2007) 

 

Εικόνα 1.4: Σχηµατική αναπαράσταση του βιολογικού κύκλου της Leishmania (Hommel) 
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Τα αναπτυξιακά στάδια της Leishmania στο έντοµο-ξενιστή περιλαµβάνουν 

τις εξής µορφές: προκυκλικό προµαστιγωτό� προµαστιγωτή νεκτοµονάδα� 

προµαστιγωτή λεπτοµονάδα� προµαστιγωτή απτοµονάδα � µετακυκλικό 

προµαστιγωτό. Η προκυκλική µαστιγωτή µορφή, αποτελεί µία ελαφρά κινητική 

µορφή του παρασίτου που πολλαπλασιάζεται στο υπό πέψη αίµα στο µεσέντερο του 

εντόµου. Ακολουθεί µία χρονική περίοδος στην οποία το παράσιτο παρουσιάζει 

µειωµένο ρυθµό πολλαπλασιασµού. Στο σηµείο αυτό διαφοροποιείται σε 

προµαστιγωτή νεκτοµονάδα µε έντονη κινητικότητα. Αυτή, είναι η µορφή που 

µεταναστεύει και εγκαθίσταται στα τροφικά εξαρτήµατα του εντόµου. Στην 

παραπάνω διαδικασία, η Leishmania εκκρίνει στην επιφάνεια της LPG. Τελικά, 

κάποιες από τις λεπτοµονάδες διαφοροποιούνται σε µετακυκλικές προµαστιγωτές 

µορφές οι οποίες και θα µολύνουν το σπονδυλωτό ξενιστή οδηγώντας στη µετάδοση 

της ασθένειας (Bates, 2007). 

1.4 Κλινικές µορφές του νοσήµατος 

Οι περισσότερες µορφές λεϊσµανίασης ανήκουν στην κατηγορία των 

ζωονόσων ωστόσο υπάρχει και η µορφή της ανθρωπονόσου όπου η αποκλειστική 

δεξαµενή του παθογόνου είναι ο άνθρωπος. Σε αντίθεση µε τον ασπόνδυλο ξενιστή, 

οι ξενιστές-«δεξαµενές» περιλαµβάνουν τις κυνίδες, τα τρωκτικά και τα 

µαρσιποφόρα, τα οποία είναι υπεύθυνα για τη µακροχρόνια διατήρηση της 

Leishmania στη φύση (Van Assche et al., 2011). 

Οι βασικές κλινικές µορφές της νόσου στον άνθρωπο είναι η δερµατική 

(cutaneus leishmaniasis, CL), η βλεννογονοδερµατική (mucocutaneus leishmaniasis, 

MCL), η σπλαγχνική ή Καλά-αζάρ (visceral leishmaniasis, VL) και η µετά Καλά-

αζαρ δερµατική λεϊσµανίαση (Post kalaazar dermal leishmaniasis, PKDL) (Van 

Assche et al., 2011). 
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1.4.1 ∆ερµατική λεϊσµανίαση 

Η δερµατική λεϊσµανίαση προκαλείται από αρκετά είδη του παρασίτου 

Leishmania,µε σηµαντικότερο εκπρόσωπο την L. major. Ασθενείς µε αυτή τη µορφή 

της νόσου, εµφανίζουν έλκη και οζίδια, συνήθως σε εκτεθειµένα τµήµατα του 

σώµατος, όπως τα χέρια, τα πόδια, ο λαιµός και το πρόσωπο (Chappuis et al., 2007).  

 

 

Εικόνα 1.5: Παιδί µε χαρακτηριστική δερµατική βλάβη CL 

(http://www.who.int/campaigns/world-health-day/2014/photos/leishmaniasis/en/) 

Η εντοπισµένη δερµατική λεϊσµανίαση (Local Cutaneus  Leishmaniasis, LCL) 

χαρακτηρίζεται από την ανάπτυξη βλάβης στην περιοχή του δήγµατος της σκνίπας. 

Στην LCL, οι βλάβες ξεκινούν µε την ανάπτυξη ερυθήµατος, το οποίο εξελίσσεται σε 

µία µικρή βλατίδα, η οποία σταδιακά, σε περίοδο εβδοµάδων ή/και µηνών, 

µετατρέπεται σε έλκος, καθώς το παράσιτο εξαπλώνεται στους λεµφαδένες και 

ενεργοποιεί ανοσολογικές αποκρίσεις. Το χρονικό της ανάπτυξης, της εξέλιξης και 

της υποχώρησης της βλάβης ποικίλλει, εξαρτώµενο από το είδος της µόλυνσης καθώς 

και από την ανοσολογική κατάσταση του ξενιστή (Reithinger et al., 2007). Στη CL, οι 

βλάβες µπορούν να αναπτυχθούν οπουδήποτε, σε χρονικό διάστηµα εβδοµάδων έως 

και µηνών, µετά την αρχική µόλυνση (David & Craft, 2009). Η LCL προκαλείται από 

τα είδη Leishmania L. major, L. tropica  και L. aethiopica στις περιοχές της Βόρειας 

και Ανατολικής Αφρικής, της Κεντρικής Ασίας και της Μέσης Ανατολής. Η L. 

mexicana και η L. amazonensis, προκαλούν LCL σε τµήµατα της Κεντρικής και 

Νότιας Αµερικής, στις Η.Π.Α και στο Μεξικό (Chappuis et al., 2007). 

Υπό συγκεκριµένες συνθήκες, η L. aethiopica, η L. mexicana και η L. 

amazonensis προκαλούν επίσης µία διάχυτη µορφή της νόσου η οποία 
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χαρακτηρίζεται από την ανάπτυξή µη-ελκωδών βλαβών σε αποµακρυσµένα σηµεία 

από την περιοχή του δήγµατος. Αυτές οι βλάβες είναι γνωστές ως διάχυτη δερµατική 

λεϊσµανίαση (diffuse cutaneaus leishmaniasis, DCL), οι οποίες συνήθως δεν 

αυτοθεραπεύονται. Τόσο η LCL όσο και η DCL δεν αποτελούν απειλητικές 

καταστάσεις για τη ζωή, ωστόσο στην περίπτωση καθυστερηµένης διάγνωσης, η 

αύξηση του µεγέθους τον βλαβών οδηγεί σε παραµόρφωση και δευτερογενείς 

βακτηριακές µολύνσεις (David & Craft, 2009).  

1.4.2 Βλεννογονοδερµατική λεϊσµανίαση 

Η µετανάστευση των παρασίτων σε στοµατοφαρυγγικές βλεννογόνες περιοχές 

οδηγεί σε παραµορφωτικές βλάβες, οι οποίες στο σύνολό τους καλούνται 

βλεννογονοδερµατική λεϊσµανίαση (mucocutaneaus leishmaniasis, MCL). Αυτή η 

µορφή οφείλεται στο παράσιτο L. braziliensis που εντοπίζεται στην Νότια Αµερική, 

σε τµήµατα της Κεντρικής Αµερικής και στο Μεξικό (Chappuis et al., 2007).  

Ασθενείς µε MCL, εµφανίζουν έντονη φλεγµονή του βλεννογόνου και 

ευερεθιστότητα, ενώ υποφέρουν από σταδιακά εµφανιζόµενα καταστροφικά έλκη του 

βλεννογόνου, τα οποία εκτείνονται από την περιοχή της µύτης και του στόµατος προς 

τα εσωτερικά στοµατοφαρυγγικά όργανα, µε πιθανή διάτρηση του ρινικού 

διαφράγµατος (Chappuis et al., 2007; Reithinger et al., 2007). Η MCL όπως και η 

DCL, δεν θεραπεύονται αυθόρµητα, καθώς οι βλάβες εµφανίζονται έπειτα από µήνες 

ή/και χρόνια µετά την εκδήλωση της CL και µπορούν να αποβούν θανατηφόρες 

(Chappuis et al., 2007). 

1.4.3 Σπλαγχνική λεϊσµανίαση 

Αντίθετα µε τη δερµατική και τη βλεννογονοδερµατική λεϊσµανίαση, η 

σπλαγχνική µορφή της νόσου (visceral leishmaniasis, VL) αποτελεί µία συστηµατική 

ασθένεια η οποία είναι θανατηφόρος, εφόσον δε θεραπευτεί. Η VL οφείλεται στο 

παράσιτο L. donovani στην Ανατολική Αφρική και στην Ινδία και στην L. 

infantum/chagasi στη Βόρεια Αφρική, στην Ευρώπη και στην Λατινική Αµερική 

(Chappuis et al., 2007). Η κλινική εκδήλωση της µόλυνσης συνήθως εµφανίζεται 

εντός 2-6 µηνών µετά την αρχική επαφή µε τη µολυσµένη σκνίπα. Τα παράσιτα, 

εισάγονται ενδοδερµικά, οδεύουν, µέσω των αιµοφόρων αγγείων, σε αιµοδιηθητικά 

όργανα και εισβάλλουν στο δικτυοενδοθηλιακό σύστηµα στο οποίο 

συµπεριλαµβάνονται οι λεµφαδένες, ο σπλήνας και το ήπαρ, προκαλώντας διόγκωση 
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των οργάνων (Chappuis et al., 2007; McCall, Zhang, & Matlashewski, 2013). 

Ασθενείς µε VL, εµφανίζουν διάφορα συµπτώµατα όπως καταβολή δυνάµεων, 

πυρετό, απώλεια βάρους και ανορεξία (Chappuis et al., 2007). Ωστόσο, αρκετοί 

άνθρωποι που µολύνονται µε σπλαγχνικά είδη Leishmania, εµφανίζονται 

ασυµπτωµατικοί (Chappuis et al., 2007; McCall et al., 2013). 

 

     

Εικόνα 1.6: Ασθενής µε VL όπου παρατηρείται διόκγωση του σπλήνα 

(http://www.who.int/campaigns/world-health-day/2014/photos/leishmaniasis/en/) 

Υπάρχουν δύο τύποι VL, οι οποίοι διαφέρουν στα χαρακτηριστικά του τρόπου 

µετάδοσής τους:  

(α) Ο τύπος της ζωονόσου, όπου η µετάδοση του παρασίτου πραγµατοποιείται µεταξύ 

ζώου-εντόµου-ανθρώπου. Σε αυτή την περίπτωση οι άνθρωποι αποτελούν 

ευκαιριακούς ξενιστές ενώ οι σκύλοι συγκροτούν τη βασική δεξαµενή του 

παρασίτου.  

(β) Ο τύπος της ανθρωπονόσου, όπου η µετάδοση του παρασίτου πραγµατοποιείται 

µεταξύ ανθρώπου-εντόµου-ανθρώπου. 

Η ζωονόσος εµφανίζεται σε περιοχές όπου ενδηµεί η L. infantum, ενώ η 

ανθρωπονόσος εµφανίζεται σε ενδηµικές περιοχές της L. donovani (Chappuis et al., 

2007). 

1.4.4 Μετά-Καλά-αζάρ δερµατική λεϊσµανίαση (PKDL) 

Στο Σουδάν και στην Ανατολική Αφρική, παρατηρείται µία επιπλοκή της 

σπλαγχνικής λεϊσµανίασης, σε ανοσοκατεσταλµένους ασθενείς µε VL, η οποία 

ονοµάζεται µετά-Καλά-αζάρ δερµατική λεϊσµανίαση (postkala-azar dermal 
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leishmaniasis, PKDL). Η κατάσταση αυτή χαρακτηρίζεται από οζώδεις δερµατικές 

βλάβες, οι οποίες περιέχουν µεγάλο αριθµό παρασίτων.   

 

 

Εικόνα 1.7: Ασθενής µε δερµατικές βλάβες PKDL στο πρόσωπο 

(http://www.who.int/campaigns/world-health-day/2014/photos/leishmaniasis/en/) 

Οι περιπτώσεις PKDL χαρακτηρίζονται ως ιδιαίτερα µολυσµατικές καθώς οι 

δερµατικές βλάβες περιέχουν υψηλό παρασιτικό φορτίο, αποτελώντας την βασική 

δεξαµενή του παρασίτου στον κύκλο µετάδοσης της ανθρωπονόσου, µεταξύ κύκλων 

επιδηµίας (Chappuis et al., 2007). 

1.5 Επιδηµιολογία του νοσήµατος 

Σύµφωνα µε µελέτες του Π.Ο.Υ 350 εκατοµµύρια άνθρωποι κινδυνεύουν να 

νοσήσουν, ενώ 12 εκατοµµύρια µολύνθηκαν παγκοσµίως, µε δυνατότητα εµφάνισης 

2 εκατοµµύριων νέων περιπτώσεων κάθε έτος ("Control of the leishmaniases," 2010). 

Επιπλέον, σύµφωνα µε µία πρόσφατη µελέτη,  φάνηκε ότι σε 98 χώρες σε όλο τον 

κόσµο, υπάρχει δυνατότητα µετάδοσης του παρασίτου (Alvar et al., 2012).  
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Εικόνα 1.8: Παγκόσµια κατανοµή των κλινικών εκδηλώσεων της λεϊσµανίασης (Rodrigues 

et al., 2014) 

Κατά προσέγγιση, κάθε έτος εµφανίζονται 0,2-0,4 εκατοµµύρια περιπτώσεις 

VL και 0,7-1,2 εκατοµµύρια περιπτώσεις CL. Το 90% των περιπτώσεων VL 

εντοπίζονται στις εξής έξι χώρες: Ινδία, Μπαγκλαντές, Σουδάν, Νότιο Σουδάν, 

Αιθιοπία και Βραζιλία. Η κατανοµή της CL είναι ευρύτερη, µε το ένα τρίτο των 

περιπτώσεων να συγκεντρώνονται στις εξής τρεις περιοχές: στην Αµερική, στη 

Λεκάνη της Μεσογείου και στη ∆υτική Ασία. Πιο συγκεκριµένα, οι ακόλουθες δέκα 

χώρες εµφανίζουν τον υψηλότερο ρυθµό επίπτωσης για τη CL: Αφγανιστάν, Αλγερία, 

Κολοµβία, Βραζιλία, Ιράν, Συρία, Αιθιοπία, Νότιο Σουδάν, Κόστα Ρίκα και Περού. 

Συνολικά, αυτές οι χώρες, αντιστοιχούν στο 70-75% της παγκόσµιας εµφάνισης της 

CL (Alvar et al., 2012). 
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1.6 ∆ιάγνωση της λεϊσµανίασης 

Στην εργαστηριακή διάγνωση της CL και της MCL πραγµατοποιείται άµεση 

ταυτοποίηση των αµαστιγωτών µορφών του παρασίτου µε χρώση Giemsa σε 

επιχρίσµατα βιοψιών, ξεσµάτων και επιχρισµάτων. Ο συνδυασµός µικροσκοπικής 

παρατήρησης και καλλιέργειας του παρασίτου αυξάνει σηµαντικά τη διαγνωστική 

ευαισθησία >85%. Αντισώµατα έναντι της Leishmania µπορούν να ανιχνευτούν µε 

ορολογικές δοκιµασίες, ωστόσο αυτές οι µέθοδοι δεν είναι συνήθεις διότι τα 

αντισώµατα τείνουν να µην είναι ανιχνεύσιµα ή να είναι παρόντα σε χαµηλούς 

τίτλους εξαιτίας της ανεπαρκούς χυµικής απόκρισης (Elmahallawy et al., 2014). 

Η εργαστηριακή διάγνωση της VL περιλαµβάνει µικροσκοπική παρατήρηση 

και καλλιέργεια από δείγµατα, ανίχνευση αντιγόνων, ορολογικές δοκιµασίες και 

ανίχνευση του παρασιτικού DNA. Κατά τη µικροσκοπική παρατήρηση 

χρησιµοποιούνται δείγµατα που προέρχονται από το σπλήνα, το µυελό των οστών, το 

ήπαρ, τους λεµφαδένες και επιχρίσµατα του περιφερικού αίµατος, όπου 

επιβεβαιώνεται η παρουσία των αµαστιγωτών. Στις ορολογικές δοκιµασίες, η 

διάγνωση βασίζεται στην παρουσία αντισωµάτων, µέσω του έµµεσου 

ανοσοφθορισµού (Indirect Fluorescent Antibody, IFAT), της ενζυµικά συζευγµένης 

δοκιµασίας ανοσοπροσρόφησης (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA), της 

ανάλυσης πρωτεϊνών κατά Western και της άµεσης δοκιµασίας συγκόλλησης (direct 

agglutination test, DAT). Μεταξύ όλων, η ELISA αποτελεί την κατεξοχήν 

εφαρµοζόµενη τεχνική, καθώς εµφανίζει υψηλή ευαισθησία, ωστόσο η ειδικότητά της 

εξαρτάται από το προς ανάλυση δείγµα. H ευρύτερα χρησιµοποιούµενη µοριακή 

µέθοδος για την ανίχνευση παρασιτικού γενετικού υλικού είναι η αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης (polymerase chaine reaction, PCR), µε την οποία 

στοχεύονται διάφορες ακολουθίες γενετικού υλικού, όπως ριβοσωµικά γονίδια 

(rRNA-genes), κινητοπλαστικό DNA, µικρού µήκους εξώνια, προερχόµενα από RNA 

(miniexon-derived RNA, medRNA) και το γονίδιο που εκφράζει τη β-σωληνίνη. 

Μέχρι σήµερα έχουν περιγραφεί πολλές µέθοδοι PCR για τη διάγνωση της VL µε 

διαφορετικά ποσοστά ευαισθησίας και ειδικότητας, τα οποία εξαρτώνται από το προς 

ανάλυση δείγµα (Elmahallawy et al., 2014). 

Εκτός των ανωτέρω εφαρµοζόµενων διαγνωστικών µεθόδων, υπάρχει και η 

ανοσοχρωµατογραφική δοκιµασία έναντι του αντιγόνου rK39, το οποίο είναι ένα 
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ανασυνδυασµένο αντιγόνο που προέρχεται από την L. chagasi µε επαναλήψεις 39 

αµινοξικών καταλοίπων. Πρόκειται για µία ποιοτική ανοσοδοκιµασία που βασίζεται 

στη χρήση ταινιών, όπου υπάρχει δεσµευµένο το αντιγόνο rK39. Στις ταινίες 

εφαρµόζεται µία σταγόνα αίµατος ή ορού και κατόπιν αυτές εµβαπτίζονται σε ειδικό 

ρυθµιστικό διάλυµα. Πλεονέκτηµα της µεθόδου είναι η ταχεία ανάγνωση του 

αποτελέσµατος. Το αποτέλεσµα της δοκιµασίας είναι ορατό εντός λίγων λεπτών 

(Elmahallawy et al., 2014). 

1.7 Θεραπεία του νοσήµατος 

Οι θεραπευτικές προσεγγίσεις κατά της λεϊσµανίασης ποικίλλουν, ενώ η 

προτίµηση για θεραπεία πρώτης ή δεύτερης γραµµής βασίζεται στον τύπο της 

ασθένειας και συχνά καθοδηγείται από τις τοπικές πρακτικές σε σχέση µε το τι είναι 

αποτελεσµατικό και διαθέσιµο. Η χρήση των παραγώγων του πεντασθενούς 

αντιµονίου θεωρείται η επικρατέστερη φαρµακολογική αντιµετώπιση της νόσου για 

δεκαετίες, ωστόσο τα συγκεκριµένα σκευάσµατα εµφανίζουν πολλαπλούς τύπους 

τοξικότητας και ταυτόχρονα καθίσταται αναποτελεσµατικά εξαιτίας της εµφάνισης 

ανθεκτικότητας από το παράσιτο. Σύµφωνα µε τον Π.Ο.Υ, οι χρησιµοποιούµενες 

φαρµακευτικές ουσίες για την αντιµετώπιση της λεϊσµανίασης είναι οι εξής: το 

πεντασθενές αντιµόνιο (pentavalent antimony, Sb), η αµφοτερικίνη Β (amphotericin 

B), η παροµοµυκίνη (paromomycin), η πενταµιδίνη (pentamidine), η µιλτεφοσίνη 

(miltefosine) και η ιµικιµόδη (imiquimod). Εναλλακτικές θεραπευτικές πρακτικές 

αποτελούν η κρυοθεραπεία, η θερµική θεραπεία και η ανοσοθεραπεία µε τη χρήση 

εµβολίων ("Control of the leishmaniases," 2010).Οι χηµειοθεραπευτικές πρακτικές αν 

και εφαρµόζονται ευρέως για την αντιµετώπιση της νόσου, χαρακτηρίζονται 

αναποτελεσµατικές καθώς εµφανίζουν πολλαπλές παρενέργειες ή οδηγούν στην 

ανάπτυξη ανθεκτικότητας από το παράσιτο. 

Η κρυοθεραπεία αφορά στην εφαρµογή υγρού αζώτου επί των βλαβών σε 

περιπτώσεις CL του Παλαιού Κόσµου που προκαλούνται από τα παράσιτα L. tropica, 

L. aethiopica, L. infantum και L. major (Asilian, Sadeghinia, Faghihi, & Momeni, 

2004; Asilian, Sadeghinia, Faghihi, Momeni, & Amini Harandi, 2003; Negera et al., 

2012). Η θερµική θεραπεία αφορά στην έκθεση δερµατικών βλαβών σε θερµοκρασία 

50˚C για 30 δευτερόλεπτα σε τρεις επαναλήψεις, προκειµένου να περιοριστεί η 
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εξάπλωση των βλαβών CL ενώ η αποτελεσµατικότητά της είναι συγκρίσιµη µε αυτή 

της χρήσης του Sb (Bumb et al., 2013; Reithinger et al., 2005).  

Στην περίπτωση της ανοσοθεραπείας, χρησιµοποιούνται εµβόλια που 

περιέχουν είτε θερµικώς θανατωµένα παράσιτα σε συνδυασµό µε BCG (Baccilus 

Calmette-Guerin), είτε ανασυνδυασµένα αντιγόνα σε συνδυασµό µε GM-CSF 

(Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor). Η ανοσοθεραπεία µέχρι 

σήµερα έχει εφαρµοστεί σε µικρό αριθµό ασθενών µε MCL ή DCL σε πειραµατικό 

επίπεδο (Badaro et al., 2006; Badaro et al., 2001; Convit et al., 2004; Convit et al., 

2003; Garcia Bustos et al., 2011). 

1.8 Εµβόλια κατά της Leishmania 

Η θεραπεία της λεϊσµανίασης βασίζεται κυρίως στην εφαρµογή  

χηµειοθεραπείας, η οποία χαρακτηρίζεται από υψηλό κόστος , τοξικότητα, µεγάλη 

διάρκεια, δυσκολία στη χορήγηση (για παράδειγµα, ενδοφλέβια χορήγηση) και 

ανάπτυξη ανθεκτικών παρασίτων. Παρά την πρόοδο στις χηµειοθεραπευτικές 

επιλογές, αµφισβητείται η ικανότητά τους να οδηγήσουν σε εξάλειψη του νοσήµατος 

µε αποκλειστική χρήση αυτών. Για να επιτευχθούν οι µακροπρόθεσµοι στόχοι του 

ελέγχου και της εξάλειψης της νόσου, αποτελεί επιτακτική ανάγκη η δηµιουργία ενός 

αποτελεσµατικού εµβολίου (Rajiv Kumar & Engwerda, 2014). 

Ανεξαρτήτως του γεγονότος ότι διαφορετικά είδη Leishmania προκαλούν ένα 

εύρος κλινικών εκδηλώσεων, γονιδιωµατικές αναλύσεις έχουν δείξει ότι υπάρχει ένα 

υψηλός βαθµός οµολογίας αλληλουχιών µεταξύ των ειδών, υποδεικνύοντας ότι είναι 

δυνατό να παραχθούν ευρέως αποτελεσµατικά εµβόλια ενάντια σε κλινικά 

διαφορετικές νόσους (Rajiv Kumar & Engwerda, 2014).  

Κατά το παρελθόν ο εµβολιασµός γινόταν µε τη χορήγηση ζωντανών, 

µολυσµατικών παρασίτων σε µία διαδικασία γνωστή ως «λεϊσµανιοποίηση» 

(leishmanization). Ωστόσο, αυτή η πρακτική εγκαταλείφθηκε από τις χώρες που την 

εφάρµοσαν καθώς δηµιουργήθηκαν προβλήµατα ασφάλειας, εξαιτίας της ανάπτυξης 

µη θεραπεύσιµων βλαβών και εµφάνισης ανοσοκαταστολής, σε ορισµένα άτοµα 

(Rajiv Kumar & Engwerda, 2014).  

Άλλες προσεγγίσεις περιλαµβάνουν τη χρήση ανοσογονικών επιφανειακών 

αντιγόνων των παρασίτων Leishmania, ως υποψήφια εµβόλια. Αρκετά από αυτά 

έχουν δοκιµαστεί σε µοντέλα ποντικών και σκύλων για τη VL, µε τα προκύπτοντα 
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δεδοµένα να υποδεικνύουν ότι η προστασία έναντι του παρασίτου επάγεται από 

διακριτές πρωτεΐνες (Rajiv Kumar & Engwerda, 2014).  

Σήµερα, οι διαφορετικές κατηγορίες εµβολίων που αφορούν στην 

αντιµετώπιση της λεϊσµανίασης κατηγοριοποιούνται σε τρεις γενιές ως εξής: 

Εµβόλια πρώτης γενιάς: πρόκειται για εµβόλια των οποίων η σύνθεση 

περιλαµβάνει ολόκληρα θανατωµένα παράσιτα, τα οποία έχουν προταθεί για 

θεραπεία (Singh, Stober, Singh, Blackwell, & Sundar, 2012) ή/και πρόληψη της 

νόσου (Campos-Neto et al., 2001). Ποικίλα εξασθενηµένα παράσιτα έχουν 

δοκιµαστεί σε ζωικά µοντέλα, όπως αδρανοποιηµένα µε ραδιενέργεια και βιοχηµικά 

τροποποιηµένα παράσιτα, τα οποία έχει αποδειχθεί ότι οδηγούν στην ανάπτυξη 

προστασίας σε µοντέλα ποντικών και χάµστερ. Ωστόσο, ανησυχίες σχετικές µε τη 

µεταστροφή του παρασίτου στην αρχική µολυσµατική του µορφή, οδηγούν σε 

αµφισβήτηση την εφαρµογή της προηγούµενης πρακτικής στον άνθρωπο (Rajiv 

Kumar & Engwerda, 2014).  

Εµβόλια δεύτερης γενιάς: τα εµβόλια αυτά περιέχουν ανασυνδυασµένες 

πρωτεΐνες, οι οποίες παράγονται µέσω της διαδικασίας της DNA κλωνοποίησης. Οι 

πιο πρόσφατες προσπάθειες παραγωγής αυτής της κατηγορίας εµβολίων, 

περιλαµβάνουν τη χρήση γενετικών ανοσοενισχυτικών προκειµένου να ενισχυθεί η 

ανοσογονικότητά τους (M. A. Liu, Wahren, & Karlsson Hedestam, 2006). 

Ανασυνδυασµένες πρωτεϊνες, α) αποκλειστικά, β) παρουσία ανοσοενισχυτικού ή γ) 

µε τη χρήση βακτηριακού ή τροποποιηµένου ιϊκού οχήµατος, έχουν εξεταστεί ως 

εµβόλια σε προκλινικές δοκιµές (Rajiv Kumar & Engwerda, 2014). Ακριβέστερα, 

έχουν πραγµατοποιηθεί σηµαντικές προσπάθειες στην  ταυτοποίηση 

ανασυνδυασµένων αντιγόνων που µπορούν να προστατέψουν από τη µόλυνση µε 

Leishmania, σε πειραµατικά µοντέλα. Μερικά από αυτά τα αντιγόνα είναι: η 

κινητοπλαστική µεµβρανική πρωτεΐνη 11 (kinetoplastid membrane protein-11, KMP-

11) (Agallou, Margaroni, & Karagouni, 2011; Carrillo et al., 2008), η 24-c-

µεθυλοτρανσφεράση της στερόλης (sterol 24-c-methyltranferase) (Y. Goto, Bogatzki, 

Bertholet, Coler, & Reed, 2007), η ειδική πρωτεΐνη των αµαστιγωτών Α2 (amastigote 

specific protein A2) (A. Ghosh, Zhang, & Matlashewski, 2001), η πρωτεϊνάση Β της 

κυστεϊνης (Rafati, Zahedifard, & Nazgouee, 2006), ο παράγοντας έναρξης και 

επιµήκυνσης της L. braziliensis (elongation and initiation factor) (Skeiky et al., 

1998),το αντιγόνο K26/HASPB (Stager, Smith, & Kaye, 2000), η ενεργοποιούµενη 



21 

 

από Leishmania κινάση C (Leishmania-activated C kinase) (Benhnini et al., 2009), το 

επιφανειακό αντιγόνο 2 των προµαστιγωτών (promastigote surface antigen 2) (E. 

Handman, Symons, Baldwin, Curtis, & Scheerlinck, 1995), η νουκλεοσιδική 

υδρολάση  (nucleoside hydrolase) και η επιφανειακή γλυκοπρωτεΐνη gp63 (Connell, 

Medina-Acosta, McMaster, Bloom, & Russell, 1993). Αν και η πλειονότητα αυτών 

των αντιγόνων, έχει ελεγχθεί σε ζωικά µοντέλα ως προς την ανοσογονικότητα και την 

προληπτική αποτελεσµατικότητά τους, µόνο ορισµένα από αυτά έχουν προαχθεί σε 

κλινικές δοκιµές σε πρωτεύοντα (πίθηκοι), σε σκύλους και σε προκλινικές µελέτες σε 

ανθρώπους (R. Kumar et al., 2010; Singh et al., 2012).  

Εµβόλια τρίτης γενιάς (εµβόλια «γυµνού» DNA): σε αυτήν την προσέγγιση, 

γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες-στόχους του παρασίτου κλωνοποιούνται σε 

πλασµιδιακούς φορείς οι οποίοι εκφράζονται σε κύτταρα θηλαστικών και ενίονται 

ενδοδερµικά ή ενδοµυϊκά. Τα DNA εµβόλια περιλαµβάνουν ένα ή περισσότερα µόρια 

DNA που κωδικοποιούν για ποικιλία αντιγόνων και αυτό επιτυγχάνεται µε τη χρήση 

συνδυασµού πλασµιδίων. Ο µηχανισµός δράσης αυτών βασίζεται στην ενεργοποίηση 

της έµφυτης ανοσίας λόγω της παρουσίας µη µεθυλιωµένων DNA αλληλουχιών 

βακτηρίων στο πλασµιδιακό φορέα και τον έντονο πολλαπλασιασµό (replicate) 

αυτών στο εσωτερικό του ξενιστή, οδηγώντας στην έκφραση των ανασυνδυασµένων 

πρωτεϊνών για µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα. Τα εµβόλια αυτά είναι εξαιρετικά 

ασφαλή καθώς δεν περιέχουν παθογόνους µικροοργανισµούς (Dumonteil, 2007).  

1.9 Η ανοσολογική απόκριση στη µόλυνση µε Leishmania 

Στα θηλαστικά η επιτυχής ανοσολογική απόκριση έναντι ενός παθογόνου 

παράγοντα αναπτύσσεται µε την αλληλεπίδραση της έµφυτης και της επίκτητης 

ανοσολογικής απόκρισης. Η έµφυτη ανοσολογική απόκριση χαρακτηρίζεται από 

ταχεία αφοµοίωση και έλλειψη ειδικότητας ενώ είναι περιορισµένης διάρκειας. 

Περιλαµβάνει εκκρινόµενους παράγοντες όπως είναι το συµπλήρωµα, οι 

κυτταροκίνες και οι ανοσοσφαιρίνες. Οι κυτταρικοί πληθυσµοί που ενεργοποιούνται 

είναι τα φυσικά κυτταροκτόνα κύτταρα (NK, natural killers), τα ουδετερόφιλα 

κύτταρα, τα µονοκύτταρα/µακροφάγα, τα εωσινόφιλα κύτταρα και τα γδ Τ-

λεµφοκύτταρα. Η επίκτητη ανοσολογική απόκριση αναπτύσσεται µε αργούς ρυθµούς 

αλλά διαρκεί περισσότερο. Σηµαντικό ρόλο στην επικοινωνία µεταξύ της έµφυτης 

και της επίκτητης ανοσίας κατέχουν τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (antigen-
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presenting cells, APCs), που περιλαµβάνουν τα µονοκύτταρα/µακροφάγα και τα 

δενδριτικά κύτταρα. Κύριος ρόλος των APCs είναι η παρουσίαση επίτοπων 

προερχόµενων από πρωτεΐνες των εισβαλλόντων παθογόνων µικροοργανισµών  στα 

Β και αβΤ-βοηθητικά λεµφοκύτταρα.   

1.9.1 Τα κύτταρα στόχοι του παρασίτου 

Αν και τα παράσιτα της Leishmania αλληλεπιδρούν και µολύνουν µία 

ποικιλία κυττάρων του ξενιστή, τα µακροφάγα και τα δενδριτικά κύτταρα αποτελούν 

τους σηµαντικότερους στόχους, καθώς ρυθµίζουν την τελική έκβαση της µόλυνσης. 

Τα προαναφερθέντα, αποτελούν τα κύρια APCs που διαθέτουν σηµαντικό ρόλο στη 

εµφάνιση της ανθεκτικότητας ή της ευαισθησίας απέναντι στη µόλυνση µε το 

παράσιτο. Τα µακροφάγα αποτελούν τα πρωταρχικά κύτταρα «διαµονής» του 

παρασίτου Leishmania, καθώς το φαγοκυτταρώνουν και επιτρέπουν τον 

πολλαπλασιασµό του στο εσωτερικό τους. Ωστόσο, τα ίδια αποτελούν και τη 

δραστική συνιστώσα για την εξάλειψη της µόλυνσης. Η αποτελεσµατική κάθαρση 

του παρασίτου από τα µακροφάγα, εξαρτάται από την ενεργοποίηση της κατάλληλης 

ανοσοαπόκρισης, η οποία συνήθως ξεκινά από τα δενδριτικά κύτταρα (D. Liu & 

Uzonna, 2012).  

 

Εικόνα 1.9: Αλληλεπίδραση της προµαστιγωτής µορφής (A) και της αµαστιγωτής µορφής 
(B)  µε υποδοχείς των φαγοκυττάρων καθώς και ο ρόλος των ουδετερόφιλων (Γ) στην 
εισβολή του παρασίτου στα µακροφάγα ή/και στα δενδριτικά κύτταρα (Ueno & Wilson, 
2012) 
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1.9.1.1 Αλληλεπίδραση του παρασίτου µε τα µακροφάγα 

Καθώς τα παράσιτα των ειδών Leishmania είναι υποχρεωτικά ενδοκυττάρια, 

τα µακροφάγα είναι απαραίτητα για την επιβίωση, τον πολλαπλασιασµό και τη 

διαφοροποίηση τους. Μετά την είσοδο του παρασίτου, στην περιοχή της µόλυνσης, 

στρατολογούνται ταυτόχρονα µακροφάγα και πολυµορφοπύρηνα ουδετερόφιλα, ενώ 

η αλληλεπίδρασή τους µε το παράσιτο καθορίζει το αποτέλεσµα της µόλυνσης  

(Ribeiro-Gomes et al., 2004). 

Αρκετές µελέτες έχουν δείξει ότι στην περιοχή της µόλυνσης 

συγκεντρώνονται κατά κύριο λόγο ουδετερόφιλα κύτταρα, τα οποία είναι ιδιαίτερα 

αποτελεσµατικά στην πρόσληψη του παρασίτου (Peters et al., 2008; Peters & Sacks, 

2009) και δρουν ως «∆ούρειος Ίππος» για την σιωπηλή είσοδο του παρασίτου στα 

µακροφάγα (Laufs et al., 2002; van Zandbergen et al., 2004). Πράγµατι, µόλυνση των 

ουδετερόφιλων από την L. major, οδηγεί σε αξιοσηµείωτη καθυστέρηση του 

προγραµµατισµένου κυτταρικού τους θανάτου και στην έκκριση του παράγοντα MIP-

1β, ο οποίος είναι γνωστό ότι προσελκύει τα µακροφάγα στην περιοχή της µόλυνσης. 

Μετά την άφιξή τους, τα µακροφάγα φαγοκυτταρώνουν τόσο τα ελεύθερα παράσιτα 

όσο και τα µολυσµένα/αποπτωτικά ουδετερόφιλα και έτσι καθίστανται οριστικοί 

ξενιστές για τον πολλαπλασιασµό του παρασίτου αλλά και δραστικοί µεσολαβητές 

για την καταστροφή του (van Zandbergen et al., 2004). 

Για την επιτυχή είσοδο της προµαστιγωτής µορφής του παρασίτου 

συµµετέχουν επιφανειακοί υποδοχείς των µαρκοφάγων, όπως οι υποδοχείς του 

συµπληρώµατος 1 και 2 (Complement Receptor: CR, CR1 και CR2), ο υποδοχέας της 

ινωδονεκτίνης (Fibronectin Receptor: FnR) και ο υποδοχέας της µαννόζης-φουκόζης 

(Mannose Receptor, MR)(Kane & Mosser, 2000). Οι υποδοχείς αυτοί αλληλεπιδρούν 

µε επιφανειακά µόρια της L. major, όπως η LPG, η gp63 και οι 

πρωτεοφωσφογλυκάνες (proteophosphoglycans, PPGs) (Naderer & McConville, 

2008; Yao, Donelson, & Wilson, 2003). Η αλληλεπίδραση αυτών των µορίων µε τους 

υποδοχείς του συµπληρώµατος των µακροφάγων εξασφαλίζεται µέσω της σύνδεσής 

τους µε παράγοντες οψωνοποίησης, όπως τα προϊόντα διάσπασης του παράγοντα C3 

του συµπληρώµατος (C3b/iC3b) (Brittingham & Mosser, 1996), η πρωτεϊνη που 

δεσµεύει µαννόζη (Green et al., 1994) και οι γαλεκτίνες (Kamhawi et al., 2004; 

Pelletier et al., 2003). Σηµειώνεται ότι, ανεπάρκεια σε ένα και µόνο µόριο του 
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παρασίτου (όπως το LPG) δεν είναι επιζήµια για την προσκόλλησή του στα κύτταρα 

του ξενιστή, καθώς η φαγοκυττάρωση µεταλλαγµένων, ως προς το LPG, παρασίτων 

δεν παρεµποδίζεται ή/και είναι περισσότερο επιτυχής σε σχέση µε τα παράσιτα 

άγριου τύπου (McNeely & Turco, 1990). Ωστόσο τέτοιου είδους ανεπάρκειες έχουν 

σηµαντικές επιπτώσεις ως προς την ενδοκυττάρια επιβίωση των παρασίτων 

(McNeely & Turco, 1990), υποδεικνύοντας ότι τέτοιου είδους µόρια είναι 

καθοριστικά ως προς την αναστολή ή τη µεταστροφή της λειτουργίας των 

µηχανισµών εξουδετέρωσης του κυττάρου-ξενιστή. 

Στην περίπτωση των αµαστιγωτών µορφών, έχει ποταθεί ότι τα παράσιτα της 

Leishmania καλύπτονται από IgG αντισώµατα του ξενιστή και κατόπιν συνδέονται µε 

τους υποδοχείς FcγR (υποδοχείς σταθερής περιοχής των γ σφαιρινών) στην επιφάνεια 

των µακροφάγων, εξασφαλίζοντας την είσοδό τους σε αυτά. Τέτοιου είδους 

αλληλεπιδράσεις και η επακόλουθη είσοδος του παρασίτου στο κύτταρο, 

ενεργοποιούν σηµατοδοτικές οδούς οι οποίες αποτρέπουν την εξουδετέρωσή του και 

παράλληλα προάγουν την ενδοκυττάρια ανάπτυξή του (S. A. Miles, Conrad, Alves, 

Jeronimo, & Mosser, 2005). 

Τα µακροφάγα αποτελούν τα κύρια δραστικά κύτταρα ως προς την 

εξουδετέρωση της Leishmania και µπορούν να ενεργοποιηθούν µετά από 

ενεργοποίηση διαφορετικών οδών σηµατοδότησης, οι οποίες καθορίζουν την έκβαση 

της νόσου σύµφωνα µε την ενεργοποίηση διακριτών, ως προς τη δράση τους, 

κυτταρικών υποπληθυσµών. Κατά συνέπεια, η κατάλληλη ενεργοποίηση των 

µακροφάγων είναι καθοριστική για την εξάλειψη του ενδοκυττάριου παθογόνου (D. 

Liu & Uzonna, 2012). 

1.9.1.2 Αλληλεπίδραση του παρασίτου µε τα δενδριτικά κύτταρα 

Η είσοδος του παρασίτου στα δενδριτικά κύτταρα, όπως και στα µακροφάγα, 

µεσολαβείται από υποδοχείς επιφανείας που αναγνωρίζουν το παράσιτο  αλλά και 

µέσω των ουδετερόφιλων, ενώ εξαρτάται τόσο από τη µορφή του παρασίτου 

(προµαστιγωτή ή αµαστιγωτή) όσο και από το είδος του.  

Τα ουδετερόφιλα που έχουν προσλάβει το παράσιτο στο σηµείο της µόλυνσης 

φαγοκυτταρώνονται από τα δενδριτικά κύτταρα µε αποτέλεσµα την είσοδο του 

παρασίτου σε αυτά. Κατά συνέπεια, τα ουδετερόφιλα λειτουργούν και σε αυτήν την 
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περίπτωση ως ∆ούρειος Ίππος προς όφελος της Leishmania  (Ueno & Wilson, 2012). 

Σε ό,τι αφορά την απευθείας πρόσληψη των προµαστιγωτών µορφών από τα 

δενδριτικά, υπάρχουν αντικρουόµενα αποτελέσµατα. Ειδικότερα, ορισµένες µελέτες 

υποστηρίζουν ότι στην πρόσληψη της L. major εµπλέκεται ο υποδοχέας CR3, εφόσον 

οι προµαστιγωτές µορφές έχουν οψωνοποιηθεί, ενώ άλλες υποστηρίζουν το αντίθετο. 

Σε κάποιες περιπτώσεις αναφέρεται ότι η αλληλεπίδραση του CR3 µε τον υποδοχέα 

του σταθερού τµήµατος των γ-σφαιρινών (FcγR) εξασφαλίζει την είσοδο των 

προµαστιγωτών στα δενδριτικά (Kautz-Neu, Schwonberg, Fischer, Schermann, & von 

Stebut, 2012).Οι αµαστιγωτές µορφές των L. amazonensis, L. major, L. mexicana και 

L. pifanoi, εξασφαλίζουν την είσοδό τους στα δενδριτικά έπειτα από τη σύνδεση των 

ανοσοσυµπλεγµάτων που δηµιουργούνται µεταξύ αυτών και IgG αντισωµάτων 

(οψωνοποιήση µεσολαβούµενη από αντισώµατα) στους υποδοχείς FcγRI, II και ΙΙΙ 

(Ueno & Wilson, 2012). 

Ένας υποδοχέας που επίσης εµπλέκεται στην είσοδο τόσο των 

προµαστιγωτών (L. donovani, L. infantum και L. pifanoi) όσο και των αµαστιγωτών 

µορφών (L. infantum και L. pifanoi) είναι ο υποδοχέας C-τύπου λεκτίνης DC-SIGN 

[Dendritic Cell Specific intercellular adhesion molecule 3 (ICAM-3) grabbing 

nonintergrin] ή CD209 (Cluster of Differentation, CD). Αν και δεν έχει προσδιοριστεί 

το µόριο του παρασίτου µε το οποίο συνδέεται, η δέσµευση φαίνεται να είναι 

ανεξάρτητη της LPG (Colmenares, Corbi, Turco, & Rivas, 2004; Colmenares, Puig-

Kroger, Pello, Corbi, & Rivas, 2002). Η είσοδος των αµαστιγωτών µορφών της L. 

infantum µε τη µεσολάβηση του DC-SIGN σε ανώριµα µονοκυτταρικής προέλευσης 

δενδριτικά, δεν επάγει την έκφραση των επιφανειακών µορίων CD83, CD86 και του 

µορίου MHCII. Η απουσία αυτών των δεικτών ωρίµανσης υποδεικνύει ότι αυτός ο 

τρόπος εισόδου, επιτρέπει στο παράσιτο να διαφεύγει της ανοσοεπιτήρησης 

(Caparros et al., 2005). 

Σε σχέση µε την επίδραση της εισόδου του παρασίτου στην πόλωση της 

ανοσολογικής απόκρισης του ξενιστή, παλαιότερες εργασίες (von Stebut, Belkaid, 

Jakob, Sacks, & Udey, 1998) υποστηρίζουν ότι η είσοδος  της L. major σε εµβρυϊκής 

προέλευσης επιδερµικά δενδριτικά κύτταρα ενισχύει την έκφραση συνδιεγερτικών 

µορίων και την παραγωγή προφλεγµονωδών κυτταροκινών όπως η IL-12p70, ενώ 

νεότερες υποστηρίζουν το αντίθετο. Πιο συγκεκριµένα, έχει δειχθεί ότι στην 
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περίπτωση των επιδερµικών δενδριτικών κυττάρων (Langerhans) BALB/c ποντικών, 

παρουσιάζεται αυξηµένη έκφραση του υποδοχέα της IL-4 και µειωµένη παραγωγή 

της κυτταροκίνης IL-12p70 (Moll, Scharner, & Kampgen, 2002). Σε αυτές τις 

περιπτώσεις εξετάστηκε η επίδραση της εισόδου του παρασίτου στην ικανότητα των 

δενδριτικών να επάγουν πόλωση της ανοσοαπόκρισης προς την ΤΗ1 κατεύθυνση, µε 

τα πιο πρόσφατα δεδοµένα να υποστηρίζουν ότι η Leishmania αναστέλλει την εν 

λόγω πόλωση, διαφεύγοντας την ανοσοαπόκριση εναντίον της.  

1.10 Τα δενδριτικά κύτταρα 

Τα δενδριτικά κύτταρα αποτελούν τα επαγγελµατικά αντιγονοπαρουσιαστικά 

κύτταρα, τα οποία στην ανώριµη κατάσταση περιπολούν τους περιφερικούς ιστούς 

για την  πρόσληψη και επεξεργασία παθογόνων µικροοργανισµών ή αντιγόνων τους, 

η οποία επάγει την ωρίµανσή τους. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα τη µετανάστευσή τους 

σε περιοχές Τ-λεµφοκυττάρων στα λεµφικά όργανα. Στις περιοχές αυτές 

παρουσιάζουν τα αντιγόνα σε παρθένα Τ-λεµφοκύτταρα και ταυτόχρονα ρυθµίζουν 

τις αποκρίσεις τους (Reis e Sousa, 2004). Πιο συγκεκριµένα, τα δενδριτικά που 

βρίσκονται στους ιστούς προσλαµβάνουν τους παθογόνους µικροοργανισµούς ή τα 

αντιγόνα τους µε φαγοκυττάρωση, πινοκυττάρωση ή µε τη µεσολάβηση υποδοχέων, 

όπως οι υποδοχείς Fcγ, οι υποδοχείς του συµπληρώµατος, οι υποδοχείς της 

οικογένειας των λεκτινών και οι υποδοχείς τύπου Toll (Guermonprez, Valladeau, 

Zitvogel, Thery, & Amigorena, 2002). 

1.10.1 Τύποι δενδριτικών κυττάρων 

Στο ποντίκι έχουν ταυτοποιηθεί δύο τύποι δενδριτικών κυττάρων, τα 

δενδριτικά κύτταρα της µυελοειδούς κυτταρικής σειράς και τα δενδριτικά κύτταρα 

της λεµφοειδούς κυτταρικής σειράς. Σύµφωνα µε in vitro µελέτες, τα µυελοειδή 

δενδριτικά κύτταρα προέρχονται από αρχέγονα κύτταρα του µυελού των οστών υπό 

την επίδραση του παράγοντα διέγερσης αποικιών των κοκκιοκυττάρων/µακροφάγων 

(Granulocyte/macrophage stimulating colony factor, GM-CSF) (Inaba et al., 1992). 

Ο διαχωρισµός των δύο τύπων δενδριτικών κυττάρων γίνεται µε βάση την 

έκφραση του επιφανειακού µορίου CD8, το οποίο εκφράζεται ως οµοδιµερές µόριο 

στα λεµφοειδή δενδριτικά κύτταρα, ενώ απουσιάζει από τα µυελοειδή δενδριτικά 

κύτταρα. Όµως και οι δύο τύποι κυττάρων εκφράζουν στην επιφάνειά τους υψηλά 

ποσοστά του µορίου CD11c, των µορίων του µείζονος συµπλέγµατος 
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ιστοσυµβατότητας τάξης ΙΙ (Major Histocompability Complex II, MHC II) και των 

συνδιεγερτικών µορίων CD80, CD86 και CD40 (Vremec & Shortman, 1997). 

Τα λεµφοειδή  και τα µυελοειδή δενδριτικά κύτταρα πέραν της διαφορικής 

έκφρασης των επιφανειακών µορίων, διαφέρουν επίσης και ως προς την εντόπιση 

τους. Ειδικότερα, τα λεµφοειδή δενδριτικά κύτταρα εντοπίζονται στο περιαρτηριακό 

λεµφικό στρώµα (Periartariolar lymphatic seath, PALS) του σπλήνα και των 

λεµφαδένων ενώ τα µυελοειδή εντοπίζονται στην οριακή ζώνη (marginal zone) του 

σπλήνα. Αυτά µετακινούνται προς την περιοχή PALS, υπό την επίδραση 

ερεθισµάτων όπως ο βακτηριακός λιποπολυσακχαρίτης (Lipopolysaccharide, LPS) ή 

αντιγόνα µικροοργανισµών.  

Επιπλέον υπάρχουν και άλλοι τύποι δενδριτικών που εντοπίζονται σε άλλους 

ιστούς όπως το δέρµα µε χαρακτηριστικότερο πληθυσµό τα κύτταρα Langerhans 

(Langerhans Cells, LCs), οι επιφάνειες των βλεννογόνων του πνεύµονα και του 

εντέρου (Trombetta & Mellman, 2005).  

1.10.2 Ωρίµανση των δενδριτικών κυττάρων 

Η ωρίµανση των δενδριτικών κυττάρων αποτελεί µία σύνθετη διαδικασία η 

οποία οδηγεί τα δενδριτικά κύτταρα στο τελικό στάδιο της διαφοροποίησής τους. Στο 

στάδιο αυτό τα δενδριτικά κύτταρα καθίστανται ικανά να ενεργοποιήσουν τα Τ 

λεµφοκύτταρα. Η ωρίµανση των δενδριτικών επάγεται από σήµατα στα οποία 

περιλαµβάνονται προφλεγµονώδεις ή αντιφλεγµονώδεις κυτταροκίνες όπως ο 

παράγοντας νέκρωσης όγκων α (Tumor Nekrosis Factor α, TNFα ), οι ιντερλευκίνες 

1, 6 και 10 (interleukins 1, 6, 10, IL-1, IL-6, IL-10) και η ιντερφερόνη α (Interferon α, 

IFNα), η αλληλεπίδραση του CD40 προσδέτη (CD40 ligand, CD40L ) που 

εντοπίζεται στην επιφάνεια των Τ λεµφοκυττάρων µε το συνδιεγερτικό µόριο CD40,  

µικροβιακά προϊόντα και µόρια που απελευθερώνονται από κατεστραµένους ιστούς, 

τα οποία προσδένονται στους υποδοχείς τύπου Toll (Toll-like Receptors, TLRs). Οι 

διαφορετικοί τύποι των TLRs έχουν διαφορετική κατανοµή έκφρασης και 

αναγνωρίζουν διαφορετικές κατηγορίες µορίων (Adams, O'Neill, & Bhardwaj, 2005). 

Η ωρίµανση των δενδριτικών κυττάρων χαρακτηρίζεται από την αυξηµένη 

έκφραση των µορίων του µείζονος συµπλέγµατος ιστοσυµβατότητας (MHC, major 

histocompability complex), των συνδιεγερτικών µορίων CD40, CD80 (Β7.1), CD86 

(Β7.2) και των µορίων προσκόλλησης όπως το CD54, τη µειωµένη ικανότητα 
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φαγοκυττάρωσης και πρόσληψης αντιγόνων, την αυξηµένη παραγωγή κυτταροκινών 

(π.χ. IL-12), τα διαφορετικά πρότυπα έκφρασης υποδοχέων χηµειοκινών και 

παραγωγής χηµειοκινών. Κατά αυτόν τον τρόπο τα δενδριτικά κύτταρα 

µεταναστεύουν και στρατολογούν άλλους τύπους κυττάρων (Moll, 2003; Sundquist, 

Rydstrom, & Wick, 2004).  

1.10.3 ∆ενδριτικά κύτταρα και υποδοχείς τύπου Toll 

Οι υποδοχείς τύπου Toll (Toll-like receptors, TLRs) αποτελούν µία οικογένεια 

υποδοχέων η οποία αριθµεί 11 µέλη. Ανήκουν στην ευρύτερη κατηγορία των 

υποδοχέων αναγνώρισης δοµικού προτύπου (Pattern Recognition Receptors, PRRs ), 

οι οποίοι συνδέονται σε συντηρηµένες µοριακές δοµές παθογόνων µικροοργανισµών 

(Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMPS) (Medzhitov, 2007). Έχουν 

εντοπιστεί στα έντοµα και στα θηλαστικά και ο ρόλος τους είναι η ενεργοποίηση των 

µηχανισµών της έµφυτης ανοσίας. Οι TLRs περιλαµβάνονται στην υπεροικογένεια 

των υποδοχέων της ιντερλευκίνης 1 (interleukin 1 receptors, IL-1R) λόγω της 

αξιοσηµείωτης οµολογίας τους µε το συγκεκριµένο υποδοχέα στην 

κυτταροπλασµατική τους περιοχή, ενώ η εξωκυττάρια περιοχή διαφέρει. Η οµόλογη 

κυτταροπλασµατική περιοχή απoτελείται από περίπου 200 αµινοξέα και 

διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη µεταγωγή εξωκυττάριων µηνυµάτων στο 

κυτταρόπλασµα (Slack et al., 2000). 
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Εικόνα 1.10: Ο ρόλος των TLRs στην ανοσολογική απόκριση κατά την εισβολή παθογόνων 
µικροοργανισµών (Buer & Balling, 2003) 

Η ενεργοποίηση των κυττάρων µέσω των TLRs, χαρακτηρίζεται από τις 

οδούς σηµατοδότησης που εµπεριέχουν τα µόρια MyD88 και TRIF και ρυθµίζουν την 

ενεργοποίηση µεταγραφικών παραγόντων όπως ο NFκB. Η ενεργοποίηση του NFκΒ 

έχει ως αποτέλεσµα την ωρίµανση των δενδριτικών κυττάρων, την παραγωγή 

προφλεγµονωδών κυτταροκινών και την έκφραση υποδοχέων χηµειοκινών, όπως ο 

CCR7, µε αποτέλεσµα τη µετανάστευσή τους στα περιφερικά λεµφικά όργανα. 

Επίσης οι TLRs, συµβάλλουν στην επεξεργασία αντιγόνων για την  παρουσίασή τους 

από τα δενδριτικά κύτταρα στα Τ λεµφοκύτταρα (van Vliet, den Dunnen, Gringhuis, 

Geijtenbeek, & van Kooyk, 2007). Επιπρόσθετα, η TLR µεσολαβούµενη 

σηµατοδότηση, οδηγεί σε µεταβολή της έκφρασης των υποδοχέων των χηµειοκινών 

στα δενδριτικά κύτταρα, µε συνέπεια τη µετανάστευσή τους στους περιφερειακούς 

λεµφοειδείς ιστούς. Πιο συγκεκριµένα, επάγεται η ενισχυµένη έκφραση του 

υποδοχέα CCR7, γεγονός που καθιστά τα δενδριτικά πιο ευαίσθητα στη χηµειοκίνη 

CCL21 η οποία παράγεται από λεµφοειδείς ιστούς και έτσι επάγεται η µετανάστευση 

των δενδριτικών προς αυτούς (Murphy, 2008).  
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Μεταξύ των υποδοχέων που έχουν µελετηθεί εκτενώς είναι οι TLR4 και 

TLR9. O TLR4 συνδέεται µε το βακτηριακό λιποπολυσακχαρίτη (LPS) και επάγει 

την ωρίµανση των δενδριτικών κυττάρων (Pandey & Agrawal, 2006), ενώ ο TLR9 

συνδέεται σε µη µεθυλιωµένα πρότυπα του ολιγοδινουκλεοτιδίου κυτοσίνης-

γουανίνης ( ODN CpG), τα οποία απουσιάζουν από το γενετικό υλικό των 

θηλαστικών, οδηγώντας στην παραγωγή προφλεγµονωδών κυτταροκινών και στην 

επαγωγή TH1 τύπου ανοσολογικής απόκρισης (Kumagai, Takeuchi, & Akira, 2008). 

Μελέτες έχουν δείξει ότι το βακτηριακό DNA (προκαρυωτικό DNA) περιέχει 

σε αφθονία CpG ολιγονουκλεοτίδια τα οποία ενεργοποιούν ανοσολογικές αποκρίσεις. 

Ειδικότερα, το CpG ενεργοποιεί τα φυσικά φονικά κύτταρα (Natural Killers, NKs), 

τα µακροφάγα, τα Β λεµφοκύτταρα και τα δενδριτικά κύτταρα προκαλώντας την 

αύξηση των επιπέδων έκφρασης συγκεκριµένων επιφανειακών µορίων όπως του 

CD69, των µορίων MHC I και MHC II, καθώς επίσης και συνδιεγερτικών µορίων 

όπως το CD80 και το CD86. Επιπλέον το CpG διεγείρει την έκκριση κυτταροκινών, 

όπως η IL-1, η IL-6 και η IFN-γ, από τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (Behboudi, 

Chao, Klenerman, & Austyn, 2000) µέσω της  ενεργοποίησης του µεταγραφικού 

παράγοντα NFκB και της οδού σηµατοδότησης των ενεργοποιηµένων από µιτογόνα 

πρωτεϊνικών κινασών (mitogen-activated protein kinases, MAPKs ). Οι κυτταροκίνες 

δρουν αυτοκρινώς στα ίδια τα δενδριτικά, ενισχύοντας την έκφραση συνδιεγερτικών 

µορίων (Murphy, 2008). Σε in vitro µελέτες έχει δειχθεί ότι το CpG επιδρά στα 

δενδριτικά κύτταρα του ποντικού επάγοντας την ωρίµανσή τους, καθώς 

παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων έκφρασης των µορίων MHC II, CD40 και 

CD86, ενώ ταυτόχρονα ενισχύθηκε η παραγωγή της IL-12 (Behboudi et al., 2000). 

1.10.4.1 Μονοπάτια αντιγονοπαρουσίασης των δενδριτικών κυττάρων 

Τα δενδριτικά κύτταρα, αποτελώντας επαγγελµατικά αντιγονοπαρουσιαστικά 

κύτταρα εκφράζουν στην επιφάνειά τους µόρια MHC II και παρουσιάζουν 

συνδιεγερτική δραστηριότητα ώστε να ενεργοποιούν παρθένα Τ βοηθητικά κύτταρα 

(T-helpers CD4+, TH) µέσω του υποδοχέα τους (T-cell Receptor, TCR). Επιπλέον 

διαθέτουν και µόρια MHC I, όπως και οποιοδήποτε εµπύρηνο κύτταρο του 

οργανισµού, µέσω των οποίων µπορούν να παρουσιάσουν αντιγόνα σε κυτταροτοξικά 

Τ λεµφοκύτταρα (Cytotoxic T Lymphocytes, CD8+, CTLs) (Goldsby, 2007).  
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Ο όρος αντιγονοπαρουσίαση αναφέρεται στη διαδικασία κατά την οποία τα 

πεπτίδια ενός πρωτεϊνικού αντιγόνου, συνδέονται µε µόρια MHC στο εσωτερικό του 

κυττάρου και τα συµπλέγµατα µορίου MHC-πεπτιδίου µεταφέρονται στη µεµβράνη 

όπου και παρουσιάζονται. Τα µόρια MHC I και MHC II συνδέονται µε πεπτίδια που 

υφίστανται επεξεργασία σε διαφορετικά ενδοκυτταρικά διαµερίσµατα. Η επιλογή της 

σύνδεσης ενός αντιγονικού πεπτιδίου µε τα µόρια τάξης Ι ή τάξης ΙΙ, εξαρτάται από 

τον τρόπο εισόδου του στο κύτταρο και από τη θέση που θα λάβει χώρα η 

επεξεργασία του. Οι οδοί µέσω των οποίων παραγµατοποιείται η 

αντιγονοπαρουσίαση είναι δύο: η κυτταροπλασµατική οδός που αφορά σε ενδογενή 

αντιγόνα και η ενδοκυτταρική που αφορά σε εξωγενή (Goldsby, 2007). 

Στην κυτταροπλασµατική οδό πραγµατοποιείται η σύνδεση των ενδογενών 

αντιγονικών πεπτιδίων µε τα µόρια MHC I, σε µία διαδικασία όπου συµµετέχουν το 

πολυλειτουργικό σύστηµα πρωτεασών (πρωτεάσωµα) µε τις  πρωτεϊνικές υποµονάδες 

του LMP2, LMP7 και LMP10, το αδρό ενδοπλασµατικό δίκτυο µε τις πρωτεΐνες 

µεταφορείς που σχετίζονται µε την επεξεργασία αντιγόνου, TAP1 και TAP2, και τις 

πρωτεΐνες µοριακές συνοδούς (τσαπερόνες) καλνεξίνη, καλρετικουλίνη και ταπασίνη. 

Το αποτέλεσµα αυτής της διαδικασίας είναι η µεταφορά µέσω κυστιδίων του 

συστήµατος Gogli, του συµπλέγµατος των µορίων MHC I µε το πεπτίδιο µήκους 8-10 

αµινοξέων, στην επιφάνεια του κυττάρου (Goldsby, 2007). 

Στην ενδοκυτταρική οδό, τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα επεξεργάζονται 

αντιγόνα που έχουν προσλάβει µε  φαγοκυττάρωση ή/και µε ενδοκυττάρωση.  Σε 

αυτήν την οδό συµµετέχουν τα εξής τρία ενδοκυττάρια διαµερίσµατα αυξανόµενης 

οξύτητας: τα πρώιµα ενδοσώµατα (pH 6.0-6.5), τα όψιµα ενδοσώµατα (pH 5.0-6.0) 

και τα λυσοσώµατα (pH 4.5-5.0). Σε αυτά, το αντιγόνο διασπάται σε ολιγοπεπτίδια 

των 13-18 αµινοξικών κατάλοιπων, τα οποία συνδέονται µε τα µόρια MHC τάξης ΙΙ. 

Τα µόρια MHC II συντίθενται στο αδρό ενδοπλασµατικό δίκτυο (ΑΕ∆) και 

εντοπίζονται συνδεδεµένα µε ένα πρωτεϊνικό τριµερές, την αµετάβλητη αλυσίδα Ii 

(Invarian chain), η οποία βοηθά στη µεταφορά του MHC II από το ΑΕ∆ στο δίκτυο 

trans Golgi. Το τµήµα της αµετάβλητης αλυσίδας Ii, που ονοµάζεται πεπτίδιο της 

αµετάβλητης αλυσίδας σχετιζόµενο µε µόρια τάξης ΙΙ (Class II-associated invariant 

chain peptide, CLIP) παρεµποδίζει την πρόωρη δέσµευση οποιουδήποτε αντιγονικού 

πεπτιδίου. Όταν τα µόρια MHC II συνδεθούν µε ένα πεπτίδιο, το σύµπλεγµα 
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πεπτιδίου-MHC ΙΙ µεταφέρεται στην πλασµατική µεµβράνη του 

αντιγονοπαρουσιαστικού κυττάρου (Goldsby, 2007).  

 

Εικόνα 1.11: Σχηµατική αναπαράσταση του κυτταροπλασµατικής και του ενδοκυτταρικής 
οδού αντιγονοπαρουσίασης (Goldsby, 2007). 

1.10.4.2 ∆ιασταυρούµενη αντιγονοπαρουσίαση 

Η διασταυρούµενη αντιγονοπαρουσίαση είναι εκείνη η διαδικασία µέσω της 

οποίας τα δενδριτικά κύτταρα προσλαµβάνουν εξωγενή αντιγόνα και τα 

παρουσιάζουν σε συνδυασµό µε µόρια MHC I. Η διασταυρούµενη 

αντιγονοπαρουσίαση θεωρείται ότι προκύπτει µέσω δύο βασικών οδών (Joffre, 

Segura, Savina, & Amigorena, 2012). Η πρώτη είναι η «κανονική» οδός που 

περιλαµβάνει το ενδόσωµα και το κυτταρόπλασµα. Σε αυτήν, τα εξωγενή αντιγόνα 

µεταφέρονται µέσω ενδοσωµάτων στο κυτταρόπλασµα, όπου διασπώνται και 

κατεργάζονται από το πρωτεάσωµα και ακολούθως συνδέονται σε MHC I µόρια στο 

ενδοπλασµατικό δίκτυο, όπως συµβαίνει µε τα ενδογενή αντιγόνα (Hoeffel et al., 

2007). Η δεύτερη οδός, είναι ανεξάρτητη του πρωτεασώµατος και θεωρείται ότι τα 

δενδριτικά κύτταρα χρησιµοποιούν ενδοσωµικές πρωτεάσες προκειµένου να 

κατεργαστούν και να συνδέσουν τα αντιγόνα απευθείας στα MHC I µόρια στο 

εσωτερικό των ενδοσωµικών διαµερισµάτων (Di Pucchio et al., 2008). Η 

διασταυρούµενη αντιγονοπαρουσίαση συµβάλλει στην ενεργοποίηση των CD8+ Τ 
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κυτταρικών αποκρίσεων ενάντια ενδοκυττάριων παθογόνων και όγκων, και θεωρείται 

απαραίτητη για τη διατήρηση της αυτοανοχής. Μυελοειδή δενδριτικά κύτταρα που 

παράγονται in vitro υπό την επίδραση GM-CSF αποκλειστικά ή σε συνδυασµό µε IL-

4, πραγµατοποιούν τέτοιου είδους αντιγονοπαρουσίαση σε αντιγόνα που προέρχονται 

από κύτταρα, είναι σε µορφή ανοσοσυµπλεγµάτων, ή εντοπίζονται ενσωµατωµένα σε 

νανοσωµατίδια PLGA [poly(lactic-co-glycolic acid)], σε µικροσφαιρίδια 

πολυστυρενίου κ.α (Joffre et al., 2012).  

 

Εικόνα 1.12: Οι διαφορετικές οδοί αντιγονοπαρουσίασης σε σχέση µε τα διαφορετικής «τοπολογίας» 
αντιγόνα (Murphy, 2008) 

1.10.5 Αλληλεπίδραση των δενδριτικών κυττάρων µε τα Τ λεµφοκύτταρα 

Η ενεργοποίηση των Τ λεµφοκυττάρων από τα δενδριτικά κύτταρα 

πραγµατοποιείται µέσω µίας πολύπλοκης δοµής που ονοµάζεται ανοσολογική 

σύναψη, η οποία αποτελεί µία ειδική µοριακή οργάνωση στην περιοχή επαφής των 

δενδριτικών κυττάρων µε τα Τ-λεµφοκύτταρα. Η ανοσολογική σύναψη περιλαµβάνει 

τον υποδοχέα των Τ λεµφοκυττάρων και το MHC µόριο, το οποίο παρουσιάζει το 

αντιγονικό πεπτίδιο, συνδιεγερτικά µόρια και µόρια προσκόλλησης ( CD40-CD40L 
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και CD28-CD80), κυτταροκίνες και υποδοχείς κυτταροκινών. Επιπλέον τα δενδριτικά 

κύτταρα είναι ιδιαίτερα εύπλαστα και µπορούν να προάγουν Τ βοηθητικούς (ΤH1 ή 

ΤH2) ή ρυθµιστικούς (T regulatory) φαινότυπους. Το αποτέλεσµα εξαρτάται από τα 

διεγερτικά σήµατα που προέρχονται από µικροβιακούς και ιστικούς παράγοντες 

(Murphy, 2008). 

Η ενεργοποίηση των παρθένων Τ κυττάρων από τα αντιγονοπαρουσιαστικά 

κύτταρα ελέγχεται από το σύνολο τριών σηµάτων. Το σήµα 1 περιλαµβάνει την 

αντιγονοειδική σύνδεση µεταξύ MHC-πεπτιδίου µε τον υποδοχέα των Τ 

λεµφοκυττάρων, σύνδεση η οποία ενεργοποιεί τα Τ κύτταρα. Το σήµα 2 αφορά στη 

σύνδεση των συνδιεγερτικών µορίων Β7 (CD80 και CD86) του 

αντιγονοπαρουσιαστικού κυττάρου µε τον υποδοχέα CD28 του Τ κυττάρου, 

οδηγώντας στον κλωνικό πολλαπλασιασµό των Τ κυττάρων. Πρόκειται για µία 

διαδικασία όπου το συνδιεγερτικό σήµα προωθεί το Τ κύτταρο να εισαχθεί στην G1 

φάση του κυτταρικού κύκλου και να συνθέσει ιντερλευκίνη 2 (IL-2). Η IL-2  δρα 

αυτοκρινώς στα Τ κύτταρα, µέσω του υποδοχέα της, προάγοντας τον 

πολλαπλασιασµό των Τ κυττάρων. Το σήµα 3 εξαρτάται από το τοπικό 

µικροπεριβάλλον που αναπτύσσεται µεταξύ του αντιγονοπαρουσιαστικού κύτταρου 

και του παρθένου Τ, ενώ καθορίζει την ανάπτυξη συγκεκριµένου υποπληθυσµού 

δραστικών κυτάρων από τα CD4+ και τα CD8+ κυττάρα. Οι υποπληθυσµοί στους 

οποίους µπορούν να διαφοροποιηθούν τα CD4+ Τ κύτταρα είναι: ο ΤH1, ο ΤΗ2, o ΤΗ17 

και ο πληθυσµός των Τ ρυθµιστικών κυττάρων, ενώ τα CD8+ Τ κύτταρα 

διαφοροποιούνται σε κυτταροτοξικά Τ λεµφοκύταρα (Murphy, 2008).  
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Εικόνα 1.13: ∆ιάκριση των κυτταρικών υποπληθυσµών που προκύπτουν από τα CD8+ και 
CD4+ κύτταρα (Murphy, 2008) 

 1.10.6 ∆ιάκριση των διαφοροποιούµενων από CD4+ κύτταρα 

υποπληθυσµών Τ 

Τα TH1
 
εκκρίνουν IFN-γ και λεµφοτοξίνη και ενεργοποιούν τους µηχανισµούς 

άµυνας του ξενιστή ενάντια σε ενδοκυττάρια παθογόνα. Σηµαντικές για την ανάπτυξη 

των TH1 κυττάρων είναι οι κυτταροκίνες IL-12, IFN-γ και IL-18. Πηγή της IL-12 

είναι τα µακροφάγα και τα δενδριτικά, τα οποία έχουν ενεργοποιηθεί από διάφορους 

παράγοντες, όπως τα ενδοκυτταρικά παράσιτα ή βακτηριακά προϊόντα. Σηµαντική 

για την ανάπτυξη του TH1 υποπληθυσµού είναι και η IFN-γ. Η κυτταροκίνη αυτή 

αυξάνει την παραγωγή της IL-12 από τα µακροφάγα και τα δενδριτικά κύτταρα, ενώ 

παράλληλα ενεργοποιεί και τον υποδοχέα της IL-12 στα T κύτταρα (Goldsby, 2007). 

H σύνδεση της IL-12 στον υποδοχέα της ενεργοποιεί το µεταγραφικό παράγοντα 

STAT4 ο οποίος συνδέεται στον εκκινητή του γονιδίου που κωδικοποιεί για IFN-γ 

(Agnello et al., 2003). Επίσης, η παραγωγή της IFN-γ επάγεται και µέσω του 

µονοπατιού του TCR το οποίο είναι ανεξάρτητο του STAT4 (Moser & Murphy, 

2000). Στη συνέχεια, η IFN-γ ενεργοποιεί την οδό σηµατοδότησης η οποία τελικά 

ενεργοποιεί τον µεταγραφικό παράγοντα STAT1, o οποίος σε συνδυασµό µε το 

µονοπάτι του TCR, ενισχύει την έκφραση του µεταγραφικού παράγοντα T-bet. O T-

bet προκαλεί αναδιοργάνωση της χρωµατίνης στην περιοχή του γονιδίου της IFN-γ, 
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διευκολύνοντας την πρόσβαση µίας επαγόµενης από τον STAT4 πρωτεΐνης, της 

πρωτεΐνης δέσµευσης του CREB (CREB-binding protein), ενισχύοντας την έκφραση 

του γονιδίου της IFN-γ. Παράλληλα, ο T-bet ενισχύει ο ίδιος την έκφρασή του, 

σταθεροποιώντας την έκφραση της β2 αλυσίδας του υποδοχέα IL-12R (Agnello et al., 

2003; Grogan & Locksley, 2002).  

Τα TH2 κύτταρα εκκρίνουν IL-4, IL-5 και IL-13 (Mosmann & Coffman, 

1989), οι οποίες αναστέλλουν την TH1 απόκριση, ευνοώντας την ανάπτυξη της 

χυµικής ανοσίας, η οποία προστατεύει από τα εξωκυττάρια παθογόνα (Abbas, 

Murphy, & Sher, 1996). Τα δενδριτικά κύτταρα δρουν έµµεσα στη διαφοροποίηση 

προς TΗ2 κύτταρα µε την παραγωγή των κυτταροκινών IL-10 και TGF-β που 

παρεµποδίζουν την παραγωγή της IL-12. Επίσης, το συνδιεγερτικό µόριο CD86 

φαίνεται να απαιτείται in vitro και in vivo στη διαφοροποίηση των TΗ2 κυττάρων, ενώ 

το CD80 θεωρείται περισσότερο ουδέτερο µόριο. Σύµφωνα µε τα παραπάνω, η 

διαφοροποίηση των TΗ2 κυττάρων γίνεται αυθόρµητα απουσία της IL-12 (Moser & 

Murphy, 2000). Τα TΗ2 κύτταρα παράγουν IL-4, η οποία ενεργοποιεί το µεταγραφικό 

παράγοντα STAT6. Αυτός µε τη σειρά του προκαλεί την ενεργοποίηση του 

µεταγραφικού παράγοντα GATA3. O συγκεκριµένος µεταγραφικός παράγοντας έχει 

την ικανότητα να αυτορυθµίζει την έκφρασή του, καθώς και να αναδιατάσσει τη 

χρωµατίνη στην περιοχή των γονίδιων που κωδικοποιούν τις κυτταροκίνες IL-4 και 

IL-13. Παράλληλα, ενεργοποιούνται οι µεταγραφικοί παράγοντες c-Maf και NFAT, 

οι οποίοι ρυθµίζουν την έκφραση των κυτταροκινών IL-4, IL-5 και IL-13 (Agnello et 

al., 2003; Grogan & Locksley, 2002). 

Ο πληθυσµός των Τ ρυθµιστικών κυττάρων διακρίνεται από την παραγωγή 

των κυτταροκινών IL-10 και TGF-β, οι οποίες αναστέλλουν τις Τ αποκρίσεις. Η 

ρυθµιστική ικανότητα αυτών των κυττάρων είναι σηµαντική για τη διατήρηση της 

αυτοανοχής κατά τη διάρκεια έντονων ανοσοαποκρίσεων ενάντια σε παθογόνα 

(Murphy, 2008). Έως σήµερα έχουν χαρακτηριστεί δύο υποοµάδες ρυθµιστικών 

κυττάρων: τα φυσικά ρυθµιστικά Τ-κύτταρα (natural regulatory T cells, nTreg) και τα 

επαγόµενα ρυθµιστικά Τ-κύτταρα (inducible regulatory T cells, iTreg). Τα nTreg 

αναπτύσσονται στο θύµο αδένα και η επιλογή τους εξαρτάται από την ικανότητα 

πρόσδεσης του TCR στα µόρια MHC II. Ειδικότερα, χαµηλή πρόσδεση οδηγεί στη 

θετική επιλογή των συµβατικών CD4+ T-λεµφοκυττάρων ενώ µέτρια πρόσδεση 
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οδηγεί στη θετική επιλογή των CD4+CD25+ Τ ρυθµιστικών κυττάρων (Martha S. 

Jordan et al., 2001). Αυτά αποτελούν το 5-10% των CD4+ Τ-λεµφοκυττάρων της 

περιφέρειας και θεωρείται ότι αποτελούν υποοµάδα των CD4+ T-λεµφοκυτττάρων 

που εκφράζει στην επιφάνειά τους την α-αλυσίδα του υποδοχέα IL-2R (CD25) 

(Sakaguchi, Sakaguchi, Asano, Itoh, & Toda, 1995). Χαρακτηριστική είναι επίσης η 

έκφραση του µεταγραφικού παράγοντα FoxP3, ο οποίος εµπλέκεται ενεργά στη 

διαφοροποίηση των nTregs (Hori, Nomura, & Sakaguchi, 2003). 

Ο πληθυσµός των ΤΗ17 διακρίνεται από την παραγωγή της κυτταροκίνης IL-

17 και έχει χαρακτηριστεί ως µία διακριτή κατηγορία δραστικών κυττάρων. H IL-17 

δρα σε περιοχές µόλυνσης επάγοντας την έκκριση κυτταροκινών και χηµειοκινών 

από τα τοπικά κύτταρα, οι οποίες προσελκύουν τα ουδετερόφιλα κύτταρα. Επιπλέον, 

τα ΤΗ17 κύτταρα παράγουν και την κυτταροκίνη IL-22, η οποία δρα συνεργιστικά µε 

την IL-17 επάγοντας την τοπική παραγωγή αντιµικροβιακών πεπτιδίων (Murphy, 

2008). Η διαφοροποίηση των παρθένων CD4+ T-λεµφοκυττάρων σε ΤΗ17 καθορίζεται 

από την παρουσία των κυτταροκινών TGF-β και IL-6 στο µικροπεριβάλλον τους 

(Bettelli et al., 2006; Li, Wan, & Flavell; Mangan et al., 2006). H IL-6 παράγεται από 

τα δενδριτικά κύτταρα καθώς και από άλλα APCs, όπως είναι τα µακροφάγα, µετά 

την αναγνώριση των PAMPs κατά την πρόσδεσή τους στους υποδοχείς PRRs.  

Αντίθετα, ο TGF-β παράγεται από τα Treg. Η συνδυασµένη δράση αυτών των 

κυτταροκινών προκαλεί τη διαφοροποίηση των CD4+ T-λεµφοκυττάρων σε TΗ17 και 

παράλληλα παρεµποδίζει τη διαφοροποίησή τους σε Treg µε την παρεµπόδιση της 

έκφρασης του µεταγραφικού παράγοντα Foxp3 (Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 

2006). Επιπλέον, σηµαντικό ρόλο κατέχει και η κυτταροκίνη IL-23 (Veldhoen, 

Hocking, Atkins, Locksley, & Stockinger, 2006). Αυτή αποτελεί µία ετεροδιµερή 

κυτταροκίνη, η οποία συνίσταται από τις υποµονάδες IL-12/23p40 και p19. 

Παράγεται από τα APCs µετά την αναγνώριση των PAMPs. Ωστόσο, η παρουσία της 

IL-23 προάγει τον πολλαπλασιασµό και όχι τη διαφοροποίηση των TΗ17 κυττάρων, 

καθώς και την παραγωγή της IL-17 από αυτά (Dong, 2006). O µηχανισµός 

διαφοροποίησης είναι ανεξάρτητος των µεταγραφικών παραγόντων STAT4 και 

STAT6 που είναι υπεύθυνοι για την ανάπτυξη των TΗ1 και ΤΗ2 κυττάρων, αντίστοιχα. 

Παρά ταύτα, η διαφοροποίηση των TΗ17 φαίνεται να επηρεάζεται από την 

ενεργοποίηση του µεταγραφικού παράγοντα STAT-3, ο οποίος ενεργοποιείται από τις 

κυτταροκίνες IL-23 και IL-6 και προσδένεται στους εκκινητές των γονιδίων που 
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κωδικοποιούν για την IL-17 και την IL-17F (Chen, Laurence, & O'Shea, 2007). Τα 

παρθένα CD4+ Τ κύτταρα διαφοροποιούνται σε ΤΗ17 όταν είναι ταυτόχρονα 

παρούσες οι κυτταροκίνες IL-6 και TGF-β και απούσες οι κυτταροκίνες IL-4 και IL-

12. Επιπρόσθετα, τα ΤΗ17 κύτταρα εκφράζουν τον υποδοχέα της IL-23 αντί του 

υποδοχέα της IL-12 που εκφράζεται από τα ΤΗ1 κύτταρα. Η διαφοροποίηση σε ΤΗ17 

κύτταρα φαίνεται να βρίσκεται υπό τον έλεγχο του µεταγραφικού παράγοντα RORγΤ, 

ο οποίος επάγεται υπό αυτές τις συνθήκες και ο οποίος οδηγεί στην έκφραση του 

υποδοχέα της IL-23 (Murphy, 2008). 

1.10.7 Τα δενδριτικά κύτταρα ως εργαλεία για την παραγωγή εµβολίων 

ενάντια στη Leishmania-ex vivo δοκιµασίες µε τη χρήση δενδριτικών 

Επιδηµιολογικά δεδοµένα έχουν δείξει ότι άνθρωποι που είχαν µολυνθεί στο 

παρελθόν από το παράσιτο Leishmania αναπτύσσουν ανθεκτικότητα στην 

επαναµόλυνση, το οποίο υποδεικνύει ότι υπάρχει δυνατότητα ανάπτυξης ενός 

αποτελεσµατικού εµβολίου έναντι της νόσου. Το εµβόλιο έναντι της λεϊσµανίασης 

πρέπει: 1) να είναι ασφαλές, 2) να είναι άµεσα διαθέσιµο, 3) να ενεργοποιεί τα CD4+ 

και CD8+ T-λεµφοκύτταρα και να επάγει τη δηµιουργία Τ-κυττάρων µνήµης, 4) να 

είναι αποτελεσµατικό έναντι της δερµατικής και της σπλαγχνικής λεϊσµανίασης, 5) να 

είναι σταθερό σε θερµοκρασία δωµατίου και 6) να χρησιµοποιείται ως εµβόλιο 

πρόληψης και θεραπείας.  

Πρόσφατες µελέτες έχουν καταδείξει τη χρήση των δενδριτικών κυττάρων ως 

φορείς αντιγόνων για την ανάπτυξη εµβολίων έναντι παθογόνων µικροοργανισµών ή 

καρκινικών κυττάρων, καθώς αποτελούν το συνδετικό κρίκο µεταξύ της έµφυτης και 

της προσαρµοστικής ανοσίας. Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί ο σχεδιασµός 

ενός εµβολίου (Sipuleucel-T, Provenge®) βασισµένου στη χρήση των δενδριτικών 

κυττάρων έναντι του καρκίνου του προστάτη που έχει ήδη εγκριθεί από τον FDA των 

ΗΠΑ. (Kantoff et al., 2010). Επίσης, ενθαρρυντικά αποτελέσµατα έχουν δώσει 

κλινικές µελέτες που αφορούν στον προληπτικό εµβολιασµό ή στη θεραπεία έναντι 

του ιού HIV (Human Immunodefeciency Virus, Ιός ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας). 

Αν και υπάρχουν αρκετές µελέτες για το σχεδιασµό εµβολίων µε τη χρήση των 

δενδριτικών κυττάρων ενάντια σε µολυσµατικές νόσους, δεν υπάρχει ακόµα κάποιο 

διαθέσιµο εµβόλιο ή θεραπεία (Masic, Hurdayal, Nieuwenhuizen, Brombacher, & 

Moll, 2012). Οι περισσότερες µελέτες προέρχονται από τον ex vivo χειρισµό των 
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δενδριτικών και από in vitro δοκιµασίες όπου τα δενδριτικά «φορτώνονται» µε 

επιθυµητά αντιγόνα. 

Προκειµένου να γίνει ορθολογική χρήση των δενδριτικών κυττάρων ως 

οχήµατα µεταφοράς αντιγόνων θα πρέπει να διευκρινιστεί η επιθυµητή επαγόµενη 

ανοσολογική απόκριση. Αυτή καθορίζεται από το εµβολιαστικό σχήµα που 

περιλαµβάνει την οδό χορήγησης των δενδριτικών κυττάρων, τον αριθµό των 

χορηγήσεων και την κατάλληλη επιλογή του ανοσοενισχυτικού. Επίσης, επηρεάζεται 

από τον βαθµό ωρίµανσής των δενδριτικών κυττάρων και το γενετικό υπόβαθρο του 

δέκτη. Σχετικά µε την οδό χορήγησης, είναι γνωστό ότι αυτή µπορεί να επηρεάσει το 

είδος της επαγόµενης ανοσολογικής απόκρισης, καθώς το αντιγόνο προσλαµβάνεται 

από διαφορετικές κατηγορίες δενδριτικών κυττάρων, τα οποία στη συνέχεια 

µεταναστεύουν σε διαφορετικά λεµφικά όργανα. Ειδικότερα, η ενδοδερµική 

(intradermal, i.d) και η υποδόρια (subutaneaus, s.c.) χορήγηση των δενδριτικών 

κυττάρων οδηγεί σε µετανάστευσή τους κατά κύριο λόγο στις περιοχές των Τ-

λεµφοκυττάρων των επιχώριων λεµφαδένων, ενώ η ενδοφλέβια (intravenous, i.v.) 

χορήγησή τους οδηγεί στη µετανάστευσή τους στο σπλήνα. Εποµένως, η 

ενδοπεριτοναϊκή και η ενδολεµφική χορήγηση των δενδριτικών κυττάρων 

χαρακτηρίζεται από βιοδιασπορά (κατανοµή σε διάφορα όργανα) (Eggert et al., 

1999). Μάλιστα, ενδοφλέβια χορήγηση δενδριτικών κυττάρων στο πειραµατικό 

µοντέλο του ποντικού έχει ως αποτέλεσµα την παραµονή τους στο σπλήνα για 

χρονικά διαστήµατα µεγαλύτερα των πέντε ηµερών. Επίσης, η εντόπιση των 

δενδριτικών κυττάρων επηρεάζει σηµαντικά την επαγώµενη ανοσολογική απόκριση 

σε σχέση µε το πρότυπο των παραγόµενων κυτταροκινών, εξαιτίας των ενδογενών 

διαφορών στην αρχιτεκτονική και λειτουργία µεταξύ των λεµφικών οργάνων (Colino 

& Snapper, 2003). Ειδικότερα, ο τύπος της επαγώµενης από τα δενδριτικά κύτταρα 

ανοσολογικής απόκρισης επηρεάζεται από τις κυτταροκίνες του µικροπεριβάλλοντος 

όπου γίνεται η διέγερση των Τ-λεµφοκυττάρων. Σε ό,τι αφορά τη λεϊσµανίαση, στα 

πειραµατικά µοντέλα ποντικών, προστασία έναντι του παρασίτου αναπτύσσεται µε 

ενδοφλέβια χορήγηση δενδριτικών και όχι µε ενδοδερµική ή ενδοπεριτοναϊκή (Moll 

& Berberich, 2001). Σε ό,τι αφορά το βαθµό ωρίµανσής τους, είναι γνωστό ότι 

πλήρης ωρίµανση ex vivo παρεµποδίζει τη µετανάστευσή τους στα δευτερογενή 

λεµφικά όργανα in vivo. Αντίθετα, η ανοσοποίηση µε ανώριµα δενδριτικά κύτταρα 

καταλήγει στην επαγωγή ανοχής (Colino & Snapper, 2003; Steinman & Pope, 2002). 
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Καθώς αρκετές πρωτεΐνες είναι ελάχιστα ανοσογονικές, είναι απαραίτητη η 

χρήση ανοσοενισχυτικών ουσιών προκειµένου να επιτευχθούν οι επιθυµητές 

ανοσολογικές αποκρίσεις (Murphy, 2008) (Nierkens, Tel, Janssen, & Adema, 2013). 

Ρόλος των ανοενισχυτικών είναι η ενίσχυση της ανοσογόνου δράσης ενός αντιγόνου 

µέσω της κατάλληλης ενεργοποίησης των δενδριτικών κυττάρων. Οι αποκρίσεις σε 

διαλυτές πρωτεΐνες κυµαίνονται από µηδενικές σε χαµηλές έως και υψηλές. 

Αποκρίσεις που είναι κατώτερες των προσδοκώµενων µπορούν να ενισχυθούν µε τη 

χρήση ενός ανοσοενισχυτικού (Nierkens et al., 2013). Ανοσοενισχυτική είναι 

οποιαδήποτε ουσία ενισχύει τη ανοσογονικότητα (immunogenicity) ουσιών που 

αναµιγνύονται µε αυτή. Τα ανοσοενισχυτικά είναι απαραίτητα εν µέρει, για την 

ενεργοποίηση των δενδριτικών κυττάρων προκειµένου να αποκτήσουν το πλήρες 

αντιγονοπαρουσιαστικό τους δυναµικό, απουσία µόλυνσης. ∆ιαλυτές πρωτεΐνες είναι 

ελάχιστα ανοσογονικές ή και καθόλου όταν εκτίθενται κατά αποκλειστικότητα στο 

ανοσοποιητικό σύστηµα (Murphy, 2008).  Αναφορικά µε αυτό, σε µελέτες ανάπτυξης 

εµβολίου έναντι της λεϊσµανίασης µε τη χρήση δενδριτικών ως φορέων αντιγόνων 

χρησιµοποιείται κυρίως ως ανσοενισχυτικό το δινουκλεοτίδιο CpG (CpG-ODN), το 

οποίο αποτελεί προσδέτη του υποδοχέα TLR9 (Majumder, Bhattacharjee, Paul 

Chowdhury, & Majumdar, 2012). Το CpG-ODN επιδρά στα δενδριτικά επάγοντας τη 

λειτουργική διαφοροποίησης τους. 

Μέχρι σήµερα, ποικίλες µελέτες έχουν δείξει ενθαρρυντικά αποτελέσµατα σε 

εµβολιασµένους ποντικούς µε δενδριτικά κύτταρα, τα οποία είχαν επωαστεί ex vivo 

µε διαλυτό αντιγόνο ή συγκεκριµένα πρωτεϊνικά µόρια του παρασίτου Leishmania 

(Masic et al., 2012; Schwarz et al., 2013). Τα ζώα αυτά εµφάνισαν µειωµένα επίπεδα 

παρασιτικού φορτίου και υψηλά επίπεδα κυτταροκινών της προστατευτικής TH1 

απόκρισης. Στα εν λόγω πρωτόκολλα, τα δενδριτικά υπερέκφραζαν IL-12 και 

χρησιµοποιήθηκαν µε επιτυχία τόσο για τον εµβολιασµό όσο και για την 

ανοσοθεραπεία των ποντικών που ήδη εµφάνιζαν εγκατεστηµένη µόλυνση (Ahuja et 

al., 1999) και σε συγκεκριµένες περιπτώσεις χορηγήθηκαν σε συνδυασµό µε 

χηµειοθερεαπευτικά µέσα (παράγωγα του πεντασθενούς αντιµονίου) (M. Ghosh et 

al., 2003).  
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1.11 Πειραµατικά µοντέλα για τη µελέτη της λεϊσµανίασης 

Τα πειραµατικά ζωικά µοντέλα που χρησιµοποιούνται για τη µελέτη της 

λεϊσµανίασης µιµούνται σε µεγάλο βαθµό την παθολογία και τις ανοσολογικές 

αποκρίσεις που παρατηρούνται στον άνθρωπο. Έχουν αναπτυχθεί πολλά πειραµατικά 

µοντέλα, το κάθε ένα από τα οποία εµφανίζει συγκεκριµένα χαρακτηριστικά, ωστόσο 

κανένα δεν προσοµοιάζει επακριβώς τι συµβαίνει στον άνθρωπο. Για τον in vivo 

έλεγχο εµβολίων κατά της σπλαγχνικής λεϊσµανίασης χρησιµοποιούνται διάφορα 

είδη ζώων, τα οποία είναι: τα BALB/c ποντίκια, το Συριακό χρυσό χάµστερ, οι 

σκύλοι και τα µη ανθρωποειδή πρωτεύοντα (Garg & Dube, 2006).  

Τα µοντέλα των ποντικών (Mus musculus) χρησιµοποιούνται εκτεταµένα για 

τη µελέτη των µηχανισµών παθογένεσης της λεϊσµανίασης, αλλά και για τον έλεγχο 

νέων θεραπευτικών και ανοσοπροφυλακτικών παραγόντων, των οποίων η χρήση 

απαιτεί σχετικά µικρές ποσότητες. Τα ζώα αυτά διαβιώνουν σε στείρες συνθήκες SPF 

(Specific Pathogen Free), ενώ διατίθενται συγκεκριµένες γενετικές σειρές αυτών, έτσι 

ώστε τα αποτελέσµατα να είναι αναπαραγώγιµα. Τα ποντίκια είναι ευαίσθητα στα 

περισσότερα στελέχη και είδη του παρασίτου Leishmania. Παραταύτα, το συριακό 

χρυσό χάµστερ (Mesocricetus auratus) αποτελεί καλύτερο µοντέλο µελέτης της 

σπλαγχνικής λεϊσµανίασης, καθώς προσοµοιάζει περισσότερο τις χρόνιες µη ιάσιµες 

µολύνσεις που παρατηρούνται στον άνθρωπο. Επίσης, η µόλυνση σκύλων µε L. 

infantum ή L. chagasi αποτελεί σηµαντικό πειραµατικό µοντέλο, καθώς αναπαράγει 

τη φυσική µόλυνση µε όµοιο τρόπο, όπως συµβαίνει στον άνθρωπο (S. Gupta & 

Nishi, 2011).  

Αρκετές παρατηρήσεις που προκύπτουν από τα παραπάνω µοντέλα 

τρωκτικών ίσως να µην είναι όµοιες ή σχετικές µε αυτές από τον ξενιστή-άνθρωπο, 

εξαιτίας της µεγάλης φυλογενετικής απόστασης. Η ανάπτυξη µοντέλων της 

λεϊσµανίασης από µη ανθρωποειδή πρωτεύοντα προσοµοιάζει καλύτερα την 

ανθρώπινη κατάσταση, ενώ περιγράφεται σε µελέτες διαφορετικών εκφάνσεων της 

νόσου, οι οποίες δεν θα µπορούσαν να πραγµατοποιηθούν σε ανθρώπους για ηθικούς 

λόγους (S. Gupta & Nishi, 2011).  
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1.12 Η πρωτεΐνη elongation factor 2 (παράγοντας επιµήκυνσης 2) της 

Leishmania infantum 

Η επιλογή του κατάλληλου αντιγόνου είναι καθοριστικής σηµασίας για την 

ανάπτυξη ενός επιτυχηµένου εµβολίου. Μεταξύ των υποψήφιων αντιγόνων για την 

ανάπτυξη ενός αποτελεσµατικού εµβολίου έναντι της λεϊσµανίασης είναι και ο 

παράγοντας επιµήκυνσης 2 (elongation factor 2, EF-2) του παρασίτου Leishmania, ο 

οποίος έχει φανεί ότι µπορεί να επάγει την ενεργοποίηση ΤH1 ανοσοαποκρίσεων. Η 

πρωτεΐνη αυτή ανήκει στο κλάσµα των διαλυτών πρωτεϊνών του παρασίτου µε 

µοριακή µάζα 94,147 kDa. Κωδικοποιείται από ένα γονίδιο το οποίο εντοπίζεται στο 

χρωµόσωµα 36 του παρασίτου και έχει µήκος 2.538 νουκλεοτίδια (Εικ. 1.14). Η 

νουλεοτιδική αλληλουχία της βρίσκεται κατατεθειµένη στη βάση δεδοµένων UniProt 

υπό την επίσηµη ονοµασία EF2-1 και µε συνώνυµες ονοµασίες τις εξής: EF2-2, 

LINJ_36_190, LINJ_36_200 και LINJ_36_210. Το µήκος της παραγόµενης 

πρωτεΐνης ανέρχεται στα 845 αµινοξικά κατάλοιπα (Εικ. 1.15). 

Ο EF-2 συµµετέχει στο µηχανισµό της πρωτεϊνοσύνθεσης του παρασίτου L. 

infantum. Ειδικότερα, ο ρόλος του αφορά στην επιµήκυνση πολυπεπτιδικών 

αλυσίδων κατά τη βιοσύνθεση πρωτεϊνών, µέσω της ενεργότητας GTPάσης που 

διαθέτει (http://www.uniprot.org/uniprot/A4ICW8). 

>ENA|CAM72697|CAM72697.1 Leishmania infantum JPCM5 elongation factor 2  

ATGGTGAACTTTACCGTCGATCAGGTCCGCGAGCTGATGGACTATCCGGACCAGATCCGGAACATGT

CCGTGATTGCTCACGTCGACCACGGCAAGTCGACGCTGTCCGACTCTCTCGTTGGTGCTGCCGGCATC

ATCAAGATGGAGGAGGCCGGCGATAAGCGGATCATGGATACGCGCGCGGATGAGATCGCGCGTGGT

ATCACGATCAAGTCCACCGCCATCTCCATGCACTACCACGTGCCGAAGGAGATGATTGGCGATCTGG

ATGACGACAAGCGCGACTTCCTGATCAACCTGATCGACTCCCCCGGACACGTCGACTTCAGCTCCGA

GGTGACTGCCGCTCTTCGTGTGACGGACGGCGCGCTGGTCGTGGTGGACTGCGTGGAGGGCGTGTGC

GTGCAGACGGAGACGGTGCTGCGCCAGGCGCTGACGGAGCGCATCCGCCCTGTTGTGTTCATCAACA

AGGTGGACCGCGCCATCCTTGAGCTCCAACTGGACCCCGAGGAGGCGTACCAGGGCTTCGTGAAGAC

GCTGCAGAACGTGAACGTGGTGGTTGCCACGTACAATGACCCCAGCATGGGCGACGTGCAGGTGTCC

CCCGAGAAGGGCACTGTGGCGATCGGCTCTGGCCTGCAGGCGTGGGCGTTCTCGCTGACCCGCTTTG

CGAACATGTATGCGGCGAAGTTCGGCGTGGACGAGCTGAAGATGCGCGAGCGCCTGTGGGGCGACA

ACTTCTTCGACGCGAAGAACAAGAAGTGGATCAAGCAGGAGACGAACGCCGATGGCGAGCGCGTGC

GCCGCGCGTTCTGCCAGTTCTGCCTAGACCCCATCTACCAGATCTTCGACGCTGTGATGAACGAGAA

GAAGGACAAGGTGGACAAGATGCTCAAGTCGCTGCACGTGACGCTGACGGCTGAGGAGCGCGAGCA

GGTGCCGAAGAAGCTTCTGAAGACGGTGATGATGAAGTTCCTGCCGGCTGCTGAGACGCTGCTGCAG

ATGATCGTGGCGCACCTGCCGTCGCCCAAGAAGGCGCAGGCGTACCGCGCGGAGATGCTGTACTCTG

GCGAGGCGTCGCCGGAGGACAAGTACTTCATGGGTATCAAGAACTGCGACCCCGCTGCGCCGCTCAT

GCTGTACATCAGCAAGATGGTGCCGACGGCCGACCGCGGCCGCTTCTTTGCCTTTGGCCGCATCTTCT

CCGGTAAGGTGCGCAGCGGCCAGAAGGTGCGCATCATGGGTAACAACTACGTCTACGGCAAGAAGC
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AGGACCTGTACGAGGACAAGCCTGTGCAGCGCTCCGTGCTGATGATGGGCCGCTACCAGGAGGCCGT

GGAGGACATGCCGTGCGGTAACGTGGTGGGCCTTGTGGGCGTGGACAAGTACATTGTGAAGTCCGCG

ACGATCACGGACGACGGCGAGAGCCCGCACCCGCTGCGCGACATGAAGTACTCTGTGTCGCCCGTCG

TGCGTGTGGCCGTGGAGGCGAAGAACCCGTCCGACCTGCCGAAGCTTGTGGAGGGCCTGAAGCGCCT

TGCCAAGTCCGACCCGCTGGTGGTGTGCAGCATTGAGGAGTCTGGCGAGCACATTGTTGCCGGCGCT

GGCGAGCTTCACCTTGAGATTTGCCTGAAGGATCTCCAGGAGGACTTCATGAACGGCGCGCCGCTGA

AGATCTCCGAGCCGGTGGTGTCGTTCCGCGAGACCGTGACGGACGTGTCGTCGCAGCAGTGCCTGTC

GAAGTCTGCGAACAAGCACAACCGTCTCTTCTGCCGCGGTGCGCCGCTGACAGAGGAGCTGGCGCTG

GCGATGGAGGAGGGCACCGCTGGCCCCGAGGCGGATCCGAAGGTGCGCGCGCGCTTCCTTGCCGAC

AACTACGAGTGGGATGTGCAGGAGGCCCGCAAGATCTGGTGCTACGGCCCGGACAACCGCGGCCCG

AACGTGGTCGTGGATGTGACGAAGGGTGTCCAGAACATGGCTGAGATGAAGGACTCCTTTGTTGCGG

CGTGGCAGTGGGCGACCCGCGAGGGTGTGCTGTGCGACGAGAACATGCGCGGCGTGCGCGTGAACG

TGGAGGACGTGACGATGCACGCGGATGCCATTCACCGTGGTGGCGGCCAGATCATCCCGACGGCGC

GCCGCGTGTTCTACGCGTGCTGCCTGACGGCGTCGCCGCGCCTGATGGAGCCGATGTTCGTGGTGGA

CATCCAGACCGTGGAGCACGCCATGGGCGGCATCTACGGTGTGCTGACCCGCCGCCGTGGCGTGATC

ATTGGCGAGGAGAACCGCCCCGGCACGCCCATCTACAATGTGCGCGCGTACCTGCCGGTTGCGGAGT

CGTTCGGCTTCACTGCCGACCTGCGCGCTGGAACTGGCGGTCAGGCCTTCCCGCAGTGCGTGTTCGAC

CACTGGCAGGAGTACCCCGGCGACCCGCTGGAGCCGAAGTCGCTGGCCAACACGACGACGCTTGCC

ATCCGCACGCGCAAGGGCCTGAAGCCGGATATCCCCGGCCTGGACCAGTTCATGGATAAGTTGTAA 

 

Εικόνα 1.14: Η νουκλεοτιδική ακολουθία του γονιδίου EF2-1 (πηγή UniProt) 

  >tr|A4ICW8|A4ICW8_LEIIN Elongation factor 2 OS=Leishmania infantum GN=EF2-1 PE=4 SV=1 

MVNFTVDQVRELMDYPDQIRNMSVIAHVDHGKSTLSDSLVGAAGIIKMEEAGDKRIMDTR 

ADEIARGITIKSTAISMHYHVPKEMIGDLDDDKRDFLINLIDSPGHVDFSSEVTAALRVT 

DGALVVVDCVEGVCVQTETVLRQALTERIRPVVFINKVDRAILELQLDPEEAYQGFVKTL 

QNVNVVVATYNDPSMGDVQVSPEKGTVAIGSGLQAWAFSLTRFANMYAAKFGVDELKMRE 

RLWGDNFFDAKNKKWIKQETNADGERVRRAFCQFCLDPIYQIFDAVMNEKKDKVDKMLKS 

LHVTLTAEEREQVPKKLLKTVMMKFLPAAETLLQMIVAHLPSPKKAQAYRAEMLYSGEAS 

PEDKYFMGIKNCDPAAPLMLYISKMVPTADRGRFFAFGRIFSGKVRSGQKVRIMGNNYVY 

GKKQDLYEDKPVQRSVLMMGRYQEAVEDMPCGNVVGLVGVDKYIVKSATITDDGESPHPL 

RDMKYSVSPVVRVAVEAKNPSDLPKLVEGLKRLAKSDPLVVCSIEESGEHIVAGAGELHL 

EICLKDLQEDFMNGAPLKISEPVVSFRETVTDVSSQQCLSKSANKHNRLFCRGAPLTEEL 

ALAMEEGTAGPEADPKVRARFLADNYEWDVQEARKIWCYGPDNRGPNVVVDVTKGVQNMA 

EMKDSFVAAWQWATREGVLCDENMRGVRVNVEDVTMHADAIHRGGGQIIPTARRVFYACC 

LTASPRLMEPMFVVDIQTVEHAMGGIYGVLTRRRGVIIGEENRPGTPIYNVRAYLPVAES 

FGFTADLRAGTGGQAFPQCVFDHWQEYPGDPLEPKSLANTTTLAIRTRKGLKPDIPGLDQ 

FMDKL 

Εικόνα 1.15: Η αµινοξική αλληλουχία της πρωτεΐνης EF2-1 (πηγή UniProt) 

Ο EF2-1, αν και εµπλέκεται στην πρωτεϊνοσύνθεση, δεν έχει ακόµα 

χαρακτηριστεί πλήρως ο ρόλος του ανάµεσα στα είδη της Leishmania (Kushawaha, 

Gupta, Sundar, Sahasrabuddhe, & Dube, 2011). Μόρια που ανήκουν σε µία ανάλογη 
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οικογένεια πρωτεϊνών, όπως το EL-1α, το EL-1B και το EL-4a, έχουν αναφερθεί σε 

διάφορα είδη της Leishmania  (Nandan, Cherkasov, Sabouti, Yi, & Reiner, 2003; 

Skeiky et al., 1998; Vickers, Wyllie, & Fairlamb, 2004). Ανάµεσά τους, το µόριο της 

πρωτεΐνης EL-1α, το οποίο έχει κλωνοποιηθεί και χαρακτηριστεί στη L. donovani 

(Nandan et al., 2003), κατέχει κεντρικό ρόλο στην επιβίωση του παρασίτου και κατά 

συνέπεια αποτελεί έναν καλό φαρµακευτικό στόχο (Lopez, Cherkasov, & Nandan, 

2007). Τα άλλα δύο µόρια, το EL-1B (Vickers et al., 2004) και το EL-4a (Skeiky et 

al., 1998) έχουν χαρακτηριστεί βιοχηµικά και ανοσολογικά αντίστοιχα, στην L. 

major. 

Ο EF-2 (παράγοντας επιµήκυνσης 2) έχει αναγνωριστεί σε µελέτες 

πρωτεοµικής ως παράγοντας ενεργοποίησης TΗ1 τύπου ανοσοαποκρίσεων, (S. K. 

Gupta et al., 2007; Kumari et al., 2008). Επίσης, το πεπτίδιο rLelF-2 (70 kDa) της L. 

donovani, έχει αξιολογηθεί από τους Kushawaha και συν., ως προς την ικανότητά του 

να επάγει TH1 τύπου ανοσοαποκρίσεις σε κύτταρα αποµονωµένα από θεραπευµένους 

ανθρώπους µε σπλαγχνική λεϊσµανίαση. Επιπλέον, το ίδιο πεπτίδιο οδήγησε σε 

προστασία των χάµστερ από µόλυνση µε Leishmania. Επιπρόσθετα, σε µία πρόσφατη 

εργασία των Jaiswal και συν. , διαπιστώθηκε ότι η χορήγηση του EF2-1 σε 

συνδυασµό µε την HSP70 του παρασίτου Leishmania προήγαγε την ανάπτυξη 

προστασίας σε µολυσµένα/θεραπευµένα χάµστερ και σε µολυσµένους/θεραπευµένους 

ασθενείς µε λεϊσµανίαση από το είδος της L. donovani µέσω των αυξηµένων 

επιπέδων παραγωγής των κυτταροκινών IFN-γ και IL-12 και των αντισωµάτων 

IgG2α (Jaiswal et al., 2014).  
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2 Σκοπός της µελέτης  

Μέχρι σήµερα, η θεραπεία της λεϊσµανίασης βασίζεται κυρίως σε 

χηµειοθεραπευτικούς παράγοντες, οι οποίοι, ωστόσο, εµφανίζουν ένα σύνολο 

µειονεκτηµάτων. Προβλήµατα όπως το κόστος, η τοξικότητα, η διάρκεια της 

θεραπείας, η οδός χορήγησης και η ανάπτυξη ανθεκτικότητας από το παράσιτο, 

καθιστούν  επιτακτική ανάγκη την ανάπτυξη ενός αποτελεσµατικού εµβολίου. 

Αρκετές ερευνητικές προσπάθειες αφορούν στη µελέτη αντιγονικών µορίων του 

παρασίτου, τα οποία θα µπορούσαν να αποτελέσουν υποψήφια εµβόλια. Παράλληλα, 

η εύρεση κατάλληλων «οχηµάτων» µεταφοράς των αντιγονικών µορίων αποτελεί µία 

επιπλέον ερευνητική συνιστώσα. ∆εδοµένου ότι τα δενδριτικά κύτταρα αποτελούν 

ένα σηµαντικό πληθυσµό αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων µε την ικανότητα να 

επάγουν πρωτογενείς ανοσολογικές αποκρίσεις, τα ίδια µπορούν να αξιοποιηθούν ως 

οχήµατα µεταφοράς εµβολίων. 

Σκοπός της παρούσας µελέτης ήταν ο έλεγχος της αντιγονικότητας του 

αµινοτελικού τµήµατος της πρωτεϊνης elongation factor 2 (EF2-1,παράγοντας 

επιµήκυνσης 2) του παρασίτου L. infantum προκειµένου να διαπιστωθεί εάν µπορεί 

να χρησιµοποιηθεί ως υποψήφιο µόριο στην ανάπτυξη ενός εµβολίου έναντι της 

λεϊσµανίασης. Η αντιγονικότητα του µορίου ελέγχθηκε αρχικά µέσω του 

χαρακτηρισµού της λειτουργικής διαφοροποίησης των µυελογενών δενδριτικών 

κυττάρων αποµονωµένων από γενετικά ευαίσθητους στο παράσιτο BALB/c 

ποντικούς, µετά την επώαση τους µε το συγκεκριµένο αντιγόνο παρουσία ή όχι του 

ανοσοενισχυτικού CpG. Επίσης, πραγµατοποιήθηκε διερεύνηση της επαγόµενης 

ανοσολογικής απόκρισης στο πειραµατικό µοντέλο των BALB/c ποντικών µετά από 

τον εµβολιασµό τους µε τα ex vivo ενεργοποιηµένα δενδριτικά κύτταρα, µε ανάλυση 

της διαφορικής έκφρασης γονιδίων που χαρακτηρίζουν διαφορετικούς 

υποπληθυσµούς των CD4+ Τ-λεµφοκυττάρων. 
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3. Υλικά και Μέθοδοι 

3.1 Υλικά  

Κατά τη διεξαγωγή των πειραµατικών διαδικασιών χρησιµοποιήθηκαν 

ορισµένα, διαλύµατα, αναλώσιµα υλικά, σκεύη και τεχνολογικός εξοπλισµός, τα 

οποία παρατίθενται στα παραρτήµατα Ι, ΙΙ, ΙΙΙ και IV στο Kεφάλαιο 8. 

3.2 Παρασκευή του αµινοτελικού τµήµατος της πρωτεΐνης EF2-1 µε 

τη χρήση ετερόλογου συστήµατος έκφρασης   

Η εργαστηριακή αξιοποίηση συστηµάτων καλλιέργειας του βακτηρίου 

Escherichia coli, αποτελεί σύστηµα επιλογής για την έκφραση ετερόλογων 

πρωτεϊνών. Αυτό το σύστηµα επιλέγεται επειδή το συγκεκριµένο βακτήριο 

χαρακτηρίζεται από ένα σύνολο πλεονεκτηµάτων, στα οποία περιλαµβάνονται τα 

εξής: οικονοµικές συνθήκες καλλιέργειας, εξαιρετικά µελετηµένο γενετικό υπόβαθρο, 

σχετικά εύκολος χειρισµός του µικροοργανισµού και επιδεκτικότητα σε διαδικασίες 

ζύµωσης υψηλής πυκνότητας. Το πιο συχνά χρησιµοποιούµενο στέλεχος είναι το 

BL21(DE3)-pLysS, µε το οποίο εξασφαλίζεται η έκφραση ετερόλογων πρωτεϊνών 

χωρίς παρεµπόδιση στην κωδικοποίηση τους (Mirzahoseini, Mafakheri, Mohammadi, 

& Enayati, 2011).  

Γενικά, οι υπερεκφραζόµενες ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες, συσσωµατώνονται 

είτε στο κυτταρόπλασµα είτε στον περιπλασµικό χώρο. Συχνότερα, το 

κυτταρόπλασµα αποτελεί την πρώτη επιλογή για την ετερόλογη έκφραση των 

πρωτεϊνών, καθώς στο χώρο αυτό, εµφανίζεται ο υψηλότερος βαθµός συσσώρευσής 

τους (Terpe, 2006). 

Η πιθανότητα επιτυχούς έκφρασης µίας πρωτεΐνης σε αυτού του είδους τα 

ετερόλογα συστήµατα, µειώνεται όταν η µοριακή µάζα των εκφραζόµενων 

πρωτεϊνών υπερβαίνει τα 60 kDa. Επιπρόσθετα, πρωτεΐνες οι οποίες δεν εκφράζονται 

σε διαλυτή µορφή, συσσωρεύονται υπό µορφή πρωτεϊνικών συσσωµατωµάτων στο 

εσωτερικό του βακτηρίου. Σε αυτές τις περιπτώσεις το υπό έκφραση πρωτεϊνικό 

προϊόν συνοδεύεται από µία συντηγµένη αλληλουχία στο ένα άκρο του, προκειµένου 

να υποβοηθηθεί η αποµόνωση και ο καθαρισµός του µορίου. Η αλληλουχία αυτή 
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(affinity tag) σπάνια επηρεάζει τη βιολογική δράση της πρωτεΐνης (Structural 

Genomics et al., 2008).  

Για την ετερόλογη έκφρασή του αµινοτελικού τµήµατος της πρωτεϊνης EF2-1 

(LdeEF‐2, αµινοξέα 1‐357, LinJ36_V3.0190) χρησιµοποιούνται βακτήρια έκφρασης 

E.coli BL21(DE3)-pLysS. Το εν λόγω βακτηριακό στέλεχος είχε µετασχηµατισθεί 

στο εργαστήριό µας (Alexandratos et al., 2013), µε τη χρήση του πλασµιδιακού 

φορέα κλωνοποίησης pTriex 1.1, προκειµένου να είναι δυνατή η επαγωγή της 

έκφρασης του LdeEF‐2 ως προϊόν ανασυνδυασµού.  Το τµήµα του γονιδίου 

ενισχύθηκε από πυρηνικό DNA L. donovani και κλωνοποιήθηκε στη θέση Ncoi/XhoI 

του πολυσυνδέτη, η οποία επιτρέπει την προσθήκη µιας αλληλουχίας έξι συνεχών 

καταλοίπων ιστιδίνης (6×His tag) στο καρβόξυτελικό τµήµα της LdeEF‐2. Το 

εκµαγείο DNA που χρησιµοποιήθηκε ήταν πυρηνικό DNA από παράσιτα L. 

donovani, LG13. Το προϊόν DNA που προέκυψε, κατόπιν ενίσχυσης, αλληλουχήθηκε 

και βρέθηκε να εµφανίζει ταύτιση µε το αντίστοιχο οµόλογο γονίδιο της L. infantum 

(Alexandratos et al., 2013). 

Ο πλασµιδιακός φορέας pTriex 1.1 φέρει γονίδιο που προσδίδει 

ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό αµπικιλλίνη. Επίσης, περιέχει τον υποκινητή Τ7 της 

λακτόζης, ο οποίος επάγεται από το µόριο επαγωγέα 

β‐ισοπρόπυλο‐D‐θειογαλακτοζίδιο (Isopropyl β‐D‐1‐thiogalactopyranoside, IPTG) µε 

αποτέλεσµα την έκφραση του LdeEF‐2 συντηγµένου µε την αλληλουχία 6xHis tag. H 

συγκεκριµένη αλληλουχία χρησιµεύει στην αποµόνωση και τον καθαρισµό του 

πρωτεϊνικού προϊόντος, µε την εφαρµογή της µεθόδου της χρωµατογραφίας 

συγγένειας. 
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Εικόνα 3.1: Ο πλασµιδιακός φορέας pTriex-1.1 

3.2.1 Καλλιέργεια βακτηρίων E.coli BL21(DE3) pLysS µε ακόλουθη 

επαγωγή έκφρασης του LdeEF‐‐‐‐2 (1-357 α.α)  

Για την ανάπτυξη της βακτηριακής καλλιέργειας παρασκευάζονται στερεά και 

υγρά καλλιεργητικά θρεπτικά υλικά µε τη χρήση δις απεσταγµένου ύδατος (ddH2O), 

τα οποία στη συνέχεια αποστειρώνονται σε υγρό κλίβανο για 20 λεπτά σε συνθήκες 

πίεσης 15lb/in2 και θερµοκρασίας 120 ˚C.  

Ειδικότερα, η καλλιέργεια του χρησιµοποιούµενου βακτηριακού στελέχους E.  coli 

πραγµατοποιείται στο θρεπτικό µέσο LB (Παράρτηµα Ι), παρουσία 100 µg/ml 

αµπικιλλίνης (LBAmp+). Οι υγρές καλλιέργειες των βακτηρίων πραγµατοποιούνται σε 

πλαστικούς σωλήνες των 15 και 50 ml και σε κωνικές φιάλες των 2.000  ml, υπό 

συνεχή ανάδευση σε επωαστήρα, στους 37 ˚C και για τον απαιτούµενο χρόνο 

επώασης. Οι στερεές καλλιέργειες πραγµατοποιούνται σε τρυβλία petri, µε θρεπτικό 

υλικό LBAmp+ που περιέχει 1.5% (w/v) Άγαρ. Η επώαση γίνεται σε θάλαµο επώασης 

για 16‐24 ώρες στους 37 ˚C. Τα βακτήρια φυλάσσονται για µεγάλα χρονικά 

διαστήµατα στους -20 ˚C ή -80 ˚C σε θρεπτικό υλικό παρουσία 50% (v/v) 

γλυκερόλης. Οι υγρές καλλιέργειες διατηρούνται στους 4 ˚C για διάστηµα 3‐4 
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ηµερών. Οι στερεές καλλιέργειες διατηρούνται, επίσης στους 4 ˚C, για διάστηµα που 

κυµαίνεται από αρκετές ηµέρες έως και µερικές εβδοµάδες. Για την επαγωγή της 

έκφρασης του LdeEF-2 από το βακτήριο ακολουθούνται τα εξής στάδια καλλιέργειάς 

του: 

Στάδιο 1ο : Υπό  στείρες συνθήκες, µε τη χρήση λύχνου Bunsen, 

επιστρώνονται καλλιέργειες του βακτηριακού στελέχους BL21, σε στερεό θρεπτικό 

µέσο LBAmp+. Το µετασχηµατισµένο βακτηριακό στέλεχος, προέρχεται από 

αποθηκευµένα κλάσµατα βακτηριακής καλλιέργειας σε υγρό LBAmp+, παρουσία 

γλυκερόλης 50% (v/v), στους -80 ˚C. Ακολουθεί επώαση για χρονικό διάστηµα 16-18 

ωρών, σε θάλαµο επώασης σε θερµοκρασία 37 ˚C. 

Στάδιο 2ο: Με τη βοήθεια κρίκου εµβολιασµού πραγµατοποιείται, υπό στείρες 

συνθήκες, ενοφθαλµισµός µίας µονής αποικίας µετασχηµατισµένων βακτηρίων, εντός 

πλαστικού σωλήνα όγκου 15 ml που περιέχει 2,5 ml  υγρού θρεπτικού µέσου LBApm+. 

Η παραπάνω υγρή καλλιέργεια επωάζεται για 16 ώρες στους 37˚C υπό συνεχή 

ανάδευση (170 rpm) σε επωαστήρα καλλιέργειας βακτηρίων. Από την παραπάνω 

υγρή καλλιέργεια, µεταγγίζονται 2 ml, σε πλαστικό σωλήνα όγκου 50 ml, που 

περιέχει 10 ml υγρού θρεπτικού LBAmp+. Τα βακτήρια επωάζονται για 16 ώρες στις 

ίδιες συνθήκες όπως περιγράφεται παραπάνω. Ο όγκος των 0,5 ml, χρησιµοποιείται 

για την δηµιουργία νέου κλάσµατος αποθήκευσης του βακτηριακού στελέχους, 

παρουσία γλυκερόλης 50% (v/v), το οποίο διατηρείται στους -80 ˚C, για επόµενη 

χρήση. Στη συνέχεια, τα 10 ml από την καλλιέργεια του προηγούµενου σταδίου 

µεταγγίζονται σε 1.000 ml θρεπτικού υλικού LBAmp+και ακολουθεί επώαση υπό 

ανάδευση (170 rpm) στους 37˚C, µέχρι η οπτική πυκνότητα (O.D600nm) της 

καλλιέργειας να είναι ίση µε 0,6. Σε αυτό το χρονικό σηµείο πραγµατοποιείται η 

επαγωγή της έκφρασης της πρωτεΐνης από  τα µετασχηµατισµένα βακτήρια µε 

προσθήκη 1 mM IPTG, στους 37 ˚C για 3 ώρες, υπό ανάδευση. Στο τέλος της 

επώασης, η καλλιέργεια συλλέγεται σε πλαστικά κυλινδρικά δοχεία φυγοκέντρησης, 

όγκου 250 ml και φυγοκεντρείται σε φυγόκεντρο µε µεταβλητή γωνιακή κλίση, στις 

4.000 rpm, για 30 λεπτά, στους 4 ˚C. Το  υπερκείµενο θρεπτικό υλικό απορρίπτεται, 

ενώ το βακτηριακό ίζηµα διατηρείται στους -80 ˚C, µέχρι τη λύση του.  
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3.2.2 Αποµόνωση και καθαρισµός του πρωτεϊνικού προϊόντος LdeEF-2 (1-

357 α.α) 

Η αποµόνωση και ο καθαρισµός του πρωτεϊνικού προϊόντος LdeEF-2 

πραγµατοποιείται µε την εφαρµογή της µεθόδου χρωµατογραφίας συγγένειας σε 

στήλη νικελίου (Ni²⁺‐NTA‐ρητίνη). Η µέθοδος χρωµατογραφίας συγγένειας σε στήλη 

µε φορτισµένα ιόντα (Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography, IMAC), 

αποτελεί έναν τύπο χρωµατογραφίας συγγένειας µε ευρεία χρήση στη βιοχηµική 

ανάλυση. Η IMAC µεθοδολογία, βασίζεται στην αξιοποίηση αλληλεπιδράσεων 

µεταξύ φορτισµένων µεταλλικών ιόντων και µορίων στόχων όπως αµινοξέα, 

πεπτίδια, πρωτεΐνες και νουκλεϊκά οξέα. Τα µεταλλικά ιόντα φορτίζονται στη στήλη 

µε τη χρήση χηλικών παραγόντων, όπως το ιµινοδιακετικό οξύ, το νιτριλοακετικό 

οξύ, το καρβοξυµεθυλιωµένο ασπαρτικό οξύ και το L-γλουταµικό οξύ. Τα 

συνηθέστερα µεταλλικά ιόντα που χρησιµοποιούνται σε αυτές τις περιπτώσεις είναι 

τα εξής: Ni2+, Zn2+, Cu2+ και Fe2+. Η IMAC µεθοδολογία, αρχικά είχε αναπτυχθεί για 

την αποµόνωση και το διαχωρισµό πρωτεϊνών  που περιείχαν είτε κάποιο µέταλλο 

είτε το αµινοξύ ιστιδίνη. Κατά τη διεξαγωγή της µεθόδου, το δείγµα προς ανάλυση, 

διέρχεται από µία στήλη IMAC και έτσι οι προς αποµόνωση παράγοντες συνδέονται 

και συγκρατούνται από τα φορτισµένα ιόντα. Κατόπιν, οι παράγοντες εκλούονται µε 

την προσθήκη ενός ανταγωνιστικού παράγοντα (για παράδειγµα το ιµιδαζόλιο) ή/και 

µε την τροποποίηση του pH (Hage et al., 2012). 

Στη παρούσα εργασία, η αλληλουχία των έξι συνεχόµενων καταλοίπων 

ιστιδίνης στο καρβοξυτελικού άκρο της πρωτεΐνης LdeEF-2 επιτρέπει την 

αποµόνωση και τον καθαρισµό της, καθώς τέτοιου είδους πρωτεΐνες προσδένονται µε 

υψηλή συγγένεια στη στήλη νικελίου σε τιµή pH 8.0. Αυτό προκύπτει από το γεγονός 

ότι σε αυτήν την τιµή pH, τα κατάλοιπα ιστιδίνης φορτίζονται αρνητικά µε 

αποτέλεσµα να µπορούν να συνδεθούν µε τα θετικά κατιόντα του νικελίου. Το 

νιτριλοτριακετικό οξύ (nitrilotriacetic acid, ΝΤΑ) αποτελεί έναν τετραοδοντικό 

χηλικό προσδέτη ο οποίος καταλαµβάνει τις τέσσερις από τις έξι διαθέσιµες θέσεις 

δέσµευσης του Ni2+. Οι υπόλοιπες δύο θέσεις καταλαµβάνονται από µόρια ύδατος 

(H₂O), τα οποία µπορούν να αντικατασταθούν από τα κατάλοιπα ιστιδίνης του 

ανασυνδυασµένου πρωτεϊνικού µορίου. Η έκλουση των πρωτεϊνών πραγµατοποιείται 

χρησιµοποιώντας ιµιδαζόλιο (δοµικό ανάλογο της ιστιδίνης) σε υψηλή συγκέντρωση, 

το οποίο δρα ανταγωνιστικά ως προς τις πρωτεΐνες.  



51 

 

Για την αποµόνωση του αµινοτελικού τµήµατος του LdeEF-2 χρησιµοποιείται 

η στήλη ιόντων νικελίου (Protino Ni‐NTA agarose kit Macherey‐Nagel GmbH & Co. 

KG).  

Ειδικότερα, το βακτηριακό ίζηµα, που έχει προκύψει στην προηγούµενη 

διαδικασία, λύεται µε τη χρήση 10 ml διαλύµατος λύσης βακτηρίων (Παράρτηµα Ι), 

στους 4˚C. Το λύµα που προκύπτει, µεταγγίζεται σε πλαστικό δοκιµαστικό σωλήνα 

όγκου 15 ml, ο οποίος διατηρείται στους 4 ˚C. Ακολουθούν 10-12 κύκλοι θραύσης 

του λύµατος µε τη χρήση συσκευής υπερήχων. Κάθε κύκλος θραύσης διαρκεί ένα 

λεπτό µε ενδιάµεση παύση ίσης χρονικής διάρκειας. Κατόπιν, το χαµηλού ιξώδους 

λύµα, µοιράζεται σε ίσους όγκους σε πλαστικούς σωλήνες τύπου eppendorf  και 

φυγοκεντρείται σε επιτραπέζια µικροφυγόκεντρο στις 14.000 rpm, για 30 λεπτά, 

στους 4 ˚C. Στη συνέχεια, τα υπερκείµενα συλλέγονται σε άσηπτο πλαστικό 

δοκιµαστικό σωλήνα όγκου 15 ml και αποθηκεύονται στους -20 ˚C, ενώ τα ιζήµατα 

που προκύπτουν είτε αποθηκεύονται στις ίδιες συνθήκες, είτε χρησιµοποιούνται 

απευθείας για την εκτέλεση του επόµενου σταδίου της διαδικασίας. Αξίζει να 

σηµειωθεί ότι, πριν την εκτέλεση του επόµενου σταδίου, εφόσον τα ιζήµατα έχουν 

αποθηκευτεί, πρέπει να φυγοκεντρηθούν εκ νέου στις 14.000 rpm, για 20 λεπτά στους 

4 ˚C.  

Ακολούθως, τα ιζήµατα διαλυτοποιούνται µε τη χρήση του διαλύµατος 

DNPI10 (Παράρτηµα Ι) όγκου 3 ml σε πλαστικό δοκιµαστικό σωλήνα όγκου 15 ml 

και αναδεύονται κυκλικά για 1 ώρα σε θερµοκρασία περιβάλλοντος προκειµένου να 

διασπαστούν τα πρωτεϊνικά συσσωµατώµατα (inclusion bodies). Μετά την 

ολοκλήρωση της επώασης, το εναιώρηµα µοιράζεται ισοµερώς σε σωλήνες τύπου 

eppendorf και φυγοκεντρείται στις 14.000 rpm, για 20 λεπτά στους 20 ˚C.  

Παράλληλα µε το προηγούµενο στάδιο, πραγµατοποιείται η ανάκτηση των 

µικροσφαιριδίων αγαρόζης ως εξής: Κάθε όγκος του διαλύµατος µικροσφαιριδίων 

αγαρόζης αντιστοιχεί σε 50% καθαρά µικροσφαιρίδια. Βάσει του καθαρού όγκου των 

µικροσφαιριδίων, χρησιµοποιούνται 10 όγκοι του διαλύµατος NPI10 (Παράρτηµα Ι). 

Εν προκειµένω, χρησιµοποιούνται 0,300ml διαλύµατος µικροσφαιριδίων, τα οποία 

µεταγγίζονται σε 1,5 ml διαλύµατος NPI10 σε πλαστικό δοκιµαστικό σωλήνα όγκου 

15 ml και το συνολικό εναιώρηµα φυγοκεντρείται στα 1.000g για 5 λεπτά στους 20 

˚C. Το υπερκείµενο απορρίπτεται, ενώ το ίζηµα χρησιµοποιείται για την αποµόνωση 

και τον καθαρισµό της πρωτεΐνης. 
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Μετά τη λήξη της φυγοκέντρησης, συλλέγονται από κοινού τα υπερκείµενα 

και αναµιγνύονται µε τα µικροσφαιρίδια αγαρόζης. Το µίγµα τοποθετείται σε 

συσκευή κυκλικής ανάδευσης σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, για 2 ώρες. 

Ακολούθως, το εναιώρηµα φυγοκεντρείται στα 500g, για 5 λεπτά στους 20 ˚C. Το 

υπερκείµενο απορρίπτεται, ενώ το ίζηµα υποβάλλεται σε τρεις διαδοχικές πλύσεις µε 

διάλυµα NPI20 (Παράρτηµα Ι), όγκου ίσου µε 10 όγκους καθαρών µικροσφαιριδίων 

(1,5 ml). Η διαδικασία των πλύσεων περιλαµβάνει κυκλική ανάδευση του 

εναιωρήµατος για 10 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, που ακολουθείται από 

φυγοκέντρηση αυτού στα 500g, για 5 λεπτά, στους 20 ˚C. 

Στο τέλος, πραγµατοποιείται η λήψη των τελικών κλασµάτων έκλουσης µε τη 

χρήση του διαλύµατος NPI250 (Παράρτηµα Ι). Ειδικότερα, το ίζηµα του 

προηγούµενου σταδίου, διαλυτοποιείται σε όγκο NPI250 ίσο ως προς τον καθαρό 

όγκο των µικροσφαιριδίων, δηλαδή 0,15 ml. Το εναιώρηµα µεταφέρεται σε 

δοκιµαστικό σωλήνα τύπου eppendorf και αναδεύεται σε συσκευή κυκλικής 

ανάδευσης στους 37˚C, για 10 λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 500g, για 10 

λεπτά, στους 20 ˚C.  Το υπερκείµενο µεταγγίζεται σε νέο σωλήνα τύπου eppendorf. 

Το στάδιο αυτό επαναλαµβάνεται συνολικά πέντε φορές, καταλήγοντας στη λήψη 

πέντε πρωτεϊνικών κλασµάτων έκλουσης. Σε κάθε κλάσµα, προστίθεται γλυκερόλη 

σε τελική περιεκτικότητα 10% (v/v), προκειµένου να αποφευχθεί η κατακρήµνιση της 

πρωτεΐνης κατά τη διατήρησή της στους -20 ˚C. Από κάθε κλάσµα, λαµβάνονται 

δείγµατα όγκου 0,020 ml, προκειµένου να γίνει η επιβεβαίωση της έκφρασης της 

πρωτεΐνης, καθώς και η ποσοτικοποίησή της µε αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου, όπως περιγράφεται παρακάτω.   

3.2.3 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου (Sodium Dodecyl 

Sulphate–Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE)  

Ο χαρακτηρισµός και η αποµόνωση µακροµορίων (για παράδειγµα 

πρωτεϊνών), µπορεί να γίνει µε ηλεκτροφόρηση, όπου ο διαχωρισµός µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί είτε µε βάση το ισοηλετρικό τους σηµείο (που καθορίζεται από την 

αναλογία θετικά/αρνητικά φορτισµένων αµινοξέων), είτε µε βάση το µοριακό τους 

βάρος, έπειτα από κάλυψη των πολυπεπτιδικών αλυσίδων µε αρνητικά φορτισµένο 

δωδεκακυλικό θειικό νάτριο (sodium dodecyl sulfate, SDS). Μετά την προετοιµασία 

των δειγµάτων και την κατάλληλη επεξεργασία τους, ακολουθεί «φόρτωµα» στο ήδη 

ετοιµασµένο πήκτωµα και διαχωρισµός (ενεργοποίηση ηλεκτρικού πεδίου) υπό 
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σταθερή τάση ή ένταση. Σύµφωνα µε τη µέθοδο αυτή, το SDS έχει την ιδιότητα να 

εµπλέκεται στις υδρόφοβες περιοχές µιας πρωτεΐνης, µεταβάλλοντας τη δοµή της σε 

µια ανοιχτή πολυπεπτιδική αλυσίδα δίνοντάς της αρνητικό φορτίο. Κατά συνέπεια, το 

µέγεθος του συµπλέγµατος SDS-πρωτεΐνης είναι ανάλογο της µοριακής µάζας της 

πρωτεΐνης. Σε ένα τέτοιο σύστηµα οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται µόνο µε βάση τη 

µοριακή µάζα τους µε ακρίβεια 5-10% (Λ.Χ. Μαργαρίτης, 2004). 

Η προετοιµασία του πηκτώµατος µπορεί να γίνει είτε σε κυλινδρικά 

σωληνάρια είτε σε επίπεδη µορφή (slab). Στη µορφή πηκτώµατος slab gel, ο 

πολυµερισµός αυτού πραγµατοποιείται σε πλάκα από ορθογώνια τζάµια παρουσία 

µίας «χτένας» που αφήνει κενές αύλακες για να τοποθετηθούν τα ανάλογα δέιγµατα. 

Το όλο σύστηµα ονοµάζεται ηλεκτροφόρηση κατά Laemmli, από τον Άγγλο 

βιοχηµικό που το πρωτοεφάρµοσε (John N.Clarck, 1992). 

Ο διαχωρισµός και η αναγνώριση των πρωτεϊνών πραγµατοποιήθηκε µε 

βάση τη µοριακή µάζα τους, µε ηλεκτροφόρηση σε κάθετο πήκτωµα 

πολυακρυλαµιδίου παρουσία θειϊκού δωδεκακυλικού νατρίου (SDS), ακολουθώντας 

τη µέθοδο του Laemmli (Laemmli, 1970). Το SDS διασπά τους υπάρχοντες 

δισουλφιδικούς δεσµούς απελευθερώνοντας έτσι τις πολυπεπτιδικές αλυσίδες και 

συνδέεται µε αυτές ανάλογα µε τη µοριακή τους µάζα. 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 τη µοριακή µάζα τους  και µε ταχύτητα αντιστρόφως 

ανάλογη προς αυτό. 

Τα (πέντε) δείγµατα όγκου 0,020 ml που προκύπτουν από τα κλάσµατα, όπως 

περιγράφεται στην παράγραφο 3.2.2, χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση της 

έκφρασης και την ταυτοποίηση της πρωτεΐνης. 

Αρχικά, τα δείγµατα αραιώνονται σε διάλυµα φόρτωσης δείγµατος 

(ρυθµιστικό διάλυµα κατεργασίας δείγµατος, Παράρτηµα Ι) σε αναλογία 0,020 ml 

δείγµατος: 0,005 ml διαλύµατος φόρτωσης και παραµένουν στους 95‐100 ˚C για 5 

λεπτά. Οι συνθήκες αυτές είναι αποδιατακτικές για τις πρωτεΐνες, καθώς η υψηλή 

θερµοκρασία 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. 
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Στη συνέχεια, τα δείγµατα τοποθετούνται στο πήκτωµα συσσώρευσης 4% 

(v/v) (Παράρτηµα Ι) που είναι χαµηλής περιεκτικότητας σε ακρυλαµίδιο και στη 

συνέχεια διαχωρίζονται στο πήκτωµα διαχωρισµού 12% (v/v) (Παράρτηµα Ι). 

Παράλληλα µε τα δείγµατα πραγµατοποιείται ανάλυση µίγµατος πρωτεϊνών 

αναφοράς γνωστού µοριακού βάρους (Παράτηµα Ι). Η ηλεκτροφόρηση 

πραγµατοποιείται σε ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών (Παράρτηµα 

Ι), υπό σταθερή τάση 200V, σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, σε ειδική συσκευή 

κάθετης ηλεκτροφόρησης. Η ηλεκτροφόρηση ολοκληρώνεται µε την αποµάκρυνση 

της χρωστικής του διαλύµατος κατεργασίας από το πήκτωµα διαχωρισµού και στη 

συνέχεια το πήκτωµα υποβάλλεται σε χρώση µε διάλυµα χρωστικής ουσίας Coomasie 

(Παράστηµα Ι). Ειδικότερα, το πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου πλένεται µία φορά µε 

ddH2O και ακολούθως επωάζεται µε ικανή ποσότητα χρωστικής Coomasie, για 12 

ώρες, υπό ήπια ανάδευση, σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. Μετά το τέλος της 

επώασης το πήκτωµα πλένεται µια φορά µε ddH2O και ακολούθως υποβάλλεται σε 

διαδοχικές πλύσεις (~4‐5) µε διάλυµα αποχρωµατισµού µέχρις ότου να 

αποχρωµατιστεί και να παραµείνουν µόνο οι πρωτεϊνικές ζώνες χρωµατισµένες. Η 

ταυτοποίηση της πρωτεΐνης και ο προσδιορισµός της περιεκτικότητάς της (mg/ml) 

πραγµατοποιείται σύµφωνα µε τη θέση, την πυκνότητα και τον αριθµό των ζωνών επί 

του πηκτώµατος σε σύγκριση µε τις ζώνες του µίγµατος πρωτεϊνών γνωστής 

µοριακής µάζας. Το πήκτωµα φωτογραφίζεται µε το σύστηµα φωτογράφησης Alpha 

Innotech και οι εικόνες επεξεργάζονται µε τη χρήση λογισµικού (Alphaimager).  

Το µοριακό βάρος του LdeEF-2 υπολογίζεται µε την εφαρµογή του 

υπολογιστικού εργαλείου από την βάση δεδοµένων βιοπληροφορικής ExPASy. Το εν 

λόγω εργαλείο επιτρέπει τον υπολογισµό της µοριακής µάζας ενός πρωτεϊνικού 

µορίου, σύµφωνα µε την αµινοξική του αλληλουχία, όταν αυτή εισάγεται υπό µορφή 

αρχείου FASTA. Επιλέγοντας το σύνολο των αµινοξέων 1-357 και µε την προσθήκη 

έξι ιστιδινών στο καρβόξυτελικό άκρο του επιλεχθέντος τµήµατος, πραγµατοποιείται 

ο υπολογισµός της µοριακής µάζας του µορίου.   

3.2.4 Υπολογισµός της συγκέντρωσης του LdeEF-2 στα κλάσµατα 

Η συγκέντρωση του πρωτεϊνικού προϊόντος LdeEF-2 για κάθε ένα από τα 

κλάσµατα προσδιορίζεται πυκνοµετρικά µε την αξιοποίηση του λογισµικού ImageJ 
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και τη χρήση των εικόνων των πηκτωµάτων ακρυλαµιδίου (Schneider, Rasband, & 

Eliceiri, 2012). 

3.2.5 Προσδιορισµός επιπέδων ενδοτοξινών στα πρωτεϊνικά κλάσµατα 

Τα πρωτεϊνικά κλάσµατα του LdeEF-2 (1-357 α.α), αποτελούν προϊόν 

ανασυνδυασµού µε την αξιοποίηση του gram αρνητικού βακτηρίου E.coli. Το 

πρωτεϊνικό προϊόν χρησιµοποιείται για την εκτέλεση in vitro και in vivo δοκιµασιών 

οπότε και ελέγχεται ως προς την περιεκτικότητά του σε ενδοτοξίνες. Οι ενδοτοξίνες, 

αποτελούν τµήµα του λιποπολυσακχαριτικού συµπλέγµατος που διαµορφώνει τον 

εξωτερικό φάκελο των gram αρνητικών βακτηρίων (Lipopolysacccharide, LPS) και 

έχουν την ικανότητα να οδηγούν σε εµφάνιση πληθώρας παθοφυσιολογικών 

επιδράσεων, µέσω του ανοσοποιητικού συστήµατος (Joiner, Kraus, & Kupiec, 2002). 

Στην παρούσα εργασία, η ποσοτικοποίηση των επιπέδων ενδοτοξίνης σε πρωτεϊνικό 

δείγµα, πραγµατοποιείται µε φωτοµετρική µέθοδο µε τη χρήση kit σύµφωνα µε τις 

οδηγίες του κατασκευαστή (Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit, 

Thermo Scientific, USA). 

3.3.1 Αξιοποίηση πειραµατόζωων 

Προκειµένου να πραγµατοποιηθεί ο έλεγχος της αντιγονικότητας του 

πρωτεϊνικού προϊόντος LdeEF-2 (1-357 α.α) χρησιµοποιούνται ποντίκια της φυλής 

BALB/c. Τα ποντίκια αξιοποιούνται για την αποµόνωση αρχέγονων αιµοποιητικών 

κυττάρων, για την εκτέλεση ανοσοποιήσεων µε δενδριτικά κύτταρα που έχουν 

διεγερθεί µε συγκεκριµένους παράγοντες και για την αποµόνωση κυττάρων σπλήνα. 

Τα συγκεκριµένα ποντίκια είναι ηλικίας 6-8 εβδοµάδων καθώς επίσης η 

αναπαραγωγή, η ανάπτυξη και η εκτροφή αυτών, πραγµατοποιείται στις ειδικά 

διαµορφωµένες εγκαταστάσεις του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ (ΕΙΠ). 

Στην περίπτωση της αποµόνωσης αρχέγονων αιµοποιητικών κυττάρων από 

µυελό των οστών, χρησιµοποιούνται αρσενικά ποντίκια της φυλής BALB/c, από τα 

οποία αποµονώνονται τα οστά της κνήµης και του µηρού. 

 Για τις ανοσοποιήσεις και την αποµόνωση κυττάρων σπλήνα 

χρησιµοποιούνται οµάδες από θηλυκά ποντίκια της ίδιας φυλής. Οι ανοσοποιήσεις 

πραγµατοποιούνται µε ενδοφλέβια έγχυση των διεγερµένων δενδριτικών κυττάρων 

στη βάση της ουράς των ζώων, ούτως ώστε να επιτευχθούν όσο το δυνατόν 
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ισχυρότερες αποκρίσεις των σπληνοκυττάρων (Kruisbeek, Shevach, & Thornton, 

2004).  

Για την αποµόνωση του µυελού των οστών και των κυττάρων του σπλήνα,  σε 

κάθε περίπτωση, πραγµατοποιείται ανατοµία των ποντικιών έπειτα από ευθανασία 

αυτών µε τη διαδικασία της εγκεφαλικής παρεκτόµησης (εξάρθρωση του αυχένα), 

σύµφωνα µε τους κανόνες που διέπουν τον ορθό χειρισµό των πειραµατόζωων. Ο 

περαιτέρω χειρισµός των αποµονωµένων οργάνων πραγµατοποιείται σε θάλαµο 

κάθετης νηµατικής ροής προς αποφυγή επιµολύνσεων των κυτταροκαλλιεργειών που 

προκύπτουν από την κατεργασία αυτών.  

3.3.2 Κυτταροκαλλιέργειες 

Η καλλιέργεια των κυττάρων γίνεται υπό αυστηρά άσηπτες συνθήκες, καθώς 

τα κύτταρα των θηλαστικών πολλαπλασιάζονται µε πολύ χαµηλότερους ρυθµούς από 

ότι άλλοι µικροοργανισµοί, όπως τα βακτήρια και οι µύκητες. Εποµένως για να 

αποφευχθούν οι µολύνσεις, όλες οι διαδικασίες που αφορούν στις 

κυτταροκαλλιέργειες γίνονται µέσα σε θάλαµο κάθετης νηµατικής ροής, ο οποίος 

προστατεύει από µολύνσεις και σκόνη. Απαραίτητη είναι και η ακτινοβόληση του 

θαλάµου µε ακτίνες UV για περίπου 20 λεπτά πριν την έναρξη οποιασδήποτε 

εργασίας σε αυτόν. Επιπλέον, γίνεται και ψεκασµός των αντικειµένων που πρόκειται 

να χρησιµοποιηθούν στο θάλαµο µε διάλυµα αιθανόλης 70%. 

3.4 Αποµόνωση και καλλιέργεια αρχέγονων αιµοποιητικών κυττάρων 

από µυελό των οστών αρσενικών BALB/c ποντικιών και 

κατευθυνόµενη διαφοροποίηση αυτών προς δενδριτικά κύτταρα  

Τα δενδριτικά κύτταρα (Dendritic Cells, DCs) αποτελούν σπάνιους 

πληθυσµούς κυττάρων  in vivo.  Συνεπώς η αποµόνωση σε µεγάλες ποσότητες 

εξασφαλίστηκε από αρχέγονα αιµοποιητικά κύτταρα του µυελού των οστών (Bone 

Marrow Derived Dendritic Cells, BM-DCs) αρσενικών BALB/c ποντικιών. Η 

παραγωγή ικανοποιητικού αριθµού δενδριτικών κυττάρων µε µικρό ποσοστό 

προσµείξεων Β-λεµφοκυττάρων και κοκκιοκυττάρων, πραγµατοποιείται από το 

µυελό των οστών υπό την επίδραση του παράγοντα διέγερσης αποικιών των 

κοκκιοκυττάρων/µακροφάγων σύµφωνα µε τη µέθοδο των Lutz και συν. (Lutz et al., 

1999).  
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Η λήψη των κυττάρων του µυελού των οστών γίνεται από τα µηριαία και 

κνηµιαία οστά. Τα οστά αποστειρώνονται µε την εµβάπτισή τους σε αιθανόλη 70% 

(v/v) σε τρυβλίο petri για 1-2 λεπτά της ώρας και έπειτα µεταφέρονται σε τρυβλίο 

που περιέχει θρεπτικό υλικό RPMI  προκειµένου να εκπλυθούν. Έπειτα µε τη χρήση 

ψαλιδιού και λαβίδας αφαιρούνται οι επιφύσεις των οστών και µε τη χρήση σύριγγας 

που φέρει βελόνα διαµέτρου 27GX1/2 inch, εγχέεται θρεπτικό υλικό στο εσωτερικό 

του οστού. Το εναιώρηµα, συλλέγεται σε τρυβλίο, όπου, διαλύονται τα 

συσσωµατωµάτα µε ήπια ανάδευση µε τη χρήση ορολογικού σιφωνίου. Στη συνέχεια, 

το εναιώρηµα µεταγγίζεται σε πλαστικό δοκιµαστικό σωλήνα 15 ml διαµέσου 

φίλτρου µε διάµετρο πόρων 70 µm. Κατόπιν, το κυτταρικό εναιώρηµα 

φυγοκεντρείται σε επιτραπέζια φυγόκεντρο µε µεταβλητή γωνιακή κλίση, στις 1.300 

rpm, για 10 λεπτά, στους 4˚C. Έπειτα, το ίζηµα επαναιωρείται σε 3 ml ψυχρού 

διαλύµατος ACK (Παράρτηµα Ι) για τη λύση των ερυθροκυττάρων, µε ήπιες 

αναδεύσεις αυτού για 1-2 λεπτά. Η επαναφορά της ώσµωσης του διαλύµατος 

πραγµατοποιείται µε προσθήκη ίσου όγκου θρεπτικού υλικού RPMI. Το κυτταρικό 

εναιώρηµα φυγοκεντρείται εκ νέου, στις 1.300 rpm, για 10 λεπτά, στους 4 ˚C. 

Ακολούθως, το ίζηµα επαναιωρείται σε 5 ml θρεπτικού υλικού RPMI. Ο αριθµός των 

κυττάρων προσδιορίζεται µετά τη χρώση τους σε διάλυµα χρωστικής  Trypan blue 

(αραίωση 1:10) και την καταµέτρησή τους σε πλάκα Malassez, σε οπτικό 

µικροσκόπιο. Η συγκεκριµένη χρωστική έχει την ιδιότητα να διαπερνά τη µεµβράνη 

µόνο των νεκρών κυττάρων, χρωµατίζοντάς τα γαλαζόχροα. 

Η πυκνότητα των κυττάρων υπολογίζεται σύµφωνα µε τον τύπο: 

  

Ο αριθµός των κυττάρων που συλλέγονται σε κάθε πειραµατική εκτέλεση, 

κυµαίνεται σε 1,8-2,3×107 λευκοκύτταρα/πειραµατόζωο. 

Στη συνέχεια, γίνονται 2 εκπλύσεις σε θρεπτικό υλικό RPMI, µε 

φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες και τελικά το ίζηµα επαναιωρείται σε 10 ml 

θρεπτικού υλικού RPMI. Η διαφοροποίηση των κυττάρων του µυελού των οστών 

πραγµατοποιείται σε βακτηριολογικά τρυβλία petri, σε 10 ml πλήρους θρεπτικού 

υλικού (Παράρτηµα Ι) εµπλουτισµένου µε 20 ng/ml ανασυνδυασµένου (προϊόν 

ποντικιού, recombinant mouse, rm) παράγοντα διέγερσης αποικιών των 
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κοκκιοκυττάρων/µακροφάγων (rmGM-CSF). Σε κάθε τρυβλίο ενοφθαλµίζονται 

3,5×106 κύτταρα και επωάζονται σε θερµοκρασία 37 ˚C, 5% CO₂ και 95% υγρασία.   

Την 3η ηµέρα της καλλιέργειας προστίθενται 10 ml πλήρους θρεπτικού 

υλικού µε rmGM-CSF σε τελική συγκέντρωση 20 ng/ml. Την 6η µέρα, 10 ml από την 

καλλιέργεια, φυγοκεντρούνται στις 1.300 rpm για 10 λεπτά στους 4 ˚C και το ίζηµα 

επαναιωρείται σε 10 ml πλήρους θρεπτικού υλικού  παρουσία 20 ng/ml rmGM-CSF και 

µεταγγίζεται στην καλλιέργεια. Την 8η ηµέρα, το σύνολο των καλλιεργειών 

συλλέγεται σε πλαστικούς δοκιµαστικούς σωλήνες όγκου 50 ml και φυγοκεντρείται 

στις 1.300 rpm για 10 λεπτά στους 25 ˚C. Ακολουθεί καταµέτρηση των κυττάρων, 

καθώς επίσης και δύο εκπλύσεις µε φυγοκέντρηση, σε 5 ml RPMI, στις ίδιες 

συνθήκες. Η ταυτοποίηση των δενδριτικών κυττάρων στο εναιώρηµα, ελέγχεται µε 

κυτταροµετρία ροής µε τη χρήση σηµασµένου µε φυκοερυθρίνη (ΡΕ) ειδικού 

αντισώµατος που αναγνωρίζει την αλυσίδα αα της ιντεγκρίνης gp150 (CD11c), η 

οποία εκφράζεται στην επιφάνεια των δενδριτικών κυττάρων. 

In vitro διέγερση των δενδριτικών κυττάρων  

Την 8η ηµέρα της καλλιέργειας, τα κύτταρα συλλέγονται και επαναιωρούνται 

σε κατάλληλο όγκο πλήρους θρεπτικού υλικού, προκειµένου να επιτευχθεί κυτταρική 

πυκνότητα 5×105 κύτταρα/ml και µεταφέρονται σε πλάκα κυτταροκαλλιέργειας 24 

φρεατίων, έτσι ώστε να περιέχεται 1 ml κυτταρικού εναιωρήµατος ανά φρεάτιο. Τα 

κύτταρα επωάζονται για 24 ώρες σε περιβάλλον 37 ˚C, CO₂ 5% και υγρασία 95% 

παρουσία κατάλληλων διεγερτών. Ειδικότερα, τα δενδριτικά κύτταρα διεγείρονται 

µε: α) LdeEF2 (10 µg/ml), β) CpG (20 µg/ml) ή γ) LdeEF2 (10 µg/ml), ταυτόχρονα 

µε CpG (20 µg/ml). Τα δενδριτικά κύτταρα τα οποία επωάζονται µόνο στο θρεπτικό 

υλικό αποτελούν τον αρνητικό µάρτυρα ελέγχου. 

3.5 Αξιοποίηση των δενδριτικών κυττάρων 

Η κυτταροµετρία ροής χρησιµοποιείται για την in vitro ταυτοποίηση και το 

λειτουργικό χαρακτηρισµό των δενδριτικών κυττάρων έπειτα από έκθεση αυτών στον 

LdeEF2 (10 µg/ml), στον LdeEF-2 (10 µg/ml) µε ταυτόχρονη παρουσία CpG (20 

µg/ml) και στο CpG (20 µg/ml).  

Σε ότι αφορά το κυτταρικό εναιώρηµα που προορίζεται για την ανοσοποίηση 

των ζώων (in vivo µελέτη), τα δείγµατα συλλέγονται σε πλαστικούς σωλήνες όγκου 

15 ml και φυγοκεντρούνται σε φυγόκεντρο µε µεταβλητή γωνιακή κλίση στις 1.350 
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rpm, για 10 λεπτά, στους 4 ˚C. Το υπερκείµενο διάλυµα συλλέγεται σε πλαστικούς 

σωλήνες τύπου eppendorf και αποθηκεύεται στους -20˚C, ενώ το ίζηµα πλένεται µε 

10 ml αποστειρωµένου PBS και φυγοκεντρείται εκ νέου µε τον ίδιο τρόπο. Εν τέλει, 

το ίζηµα επαναιωρείται σε αποστειρωµένο PBS, σε τέτοιο όγκο ούτως ώστε η 

κυτταρική πυκνότητα να είναι 5×105 κύτταρα/ 0,1ml PBS. 

Οι οµάδες των ποντικιών που αξιοποιούνται για τις ανοσοποιήσεις,είναι οι εξής:  

� οµάδα ποντικιών ελέγχου (µη ανοσοποιηµένο ποντίκι, control) 

� ανοσοποιηµένα ποντίκια εις διπλούν σε µεσοδιάστηµα 15 ηµερών, µε 5×105 

µυελογενούς προέλευσης δενδριτικά κύτταρα, σε 0,1ml αποστειρωµένου PBS 

(BM-DCs, n=3) 

� ανοσοποιηµένα ποντίκια εις διπλούν σε µεσοδιάστηµα 15 ηµερών, µε 5×105 

µυελογενούς προέλευσης δενδριτικά κύτταρα διεγερµένα µε CpG (20 µg/ml), 

σε 0,1ml αποστειρωµένου PBS (ΒΜ-DCs+CpG, n=3) 

� ανοσοποιηµένα ποντίκια εις διπλούν σε µεσοδιάστηµα 15 ηµερών, µε 5×105 

µυελογενούς προέλευσης δενδριτικά κύτταρα διεγερµένα µε LdeEF-2 (10 

µg/ml), σε 0,1ml αποστειρωµένου PBS (ΒΜ-DCs+LdeEF-2, n=3) 

� ανοσοποιηµένα ποντίκια εις διπλούν σε µεσοδιάστηµα 15 ηµερών, µε 5×105 

µυελογενούς προέλευσης δενδριτικά κύτταρα διεγερµένα µε LdeEF-2 (10 

µg/ml) και CpG (20 µg/ml), σε 0,1ml αποστειρωµένου PBS (BM-DCs+ 

LdeEF-2+CpG, n=3) 

Η δοκιµασία της αντιγονοπαρουσίασης, περιελαµβάνει τη χρήση δενδριτικών 

κυττάρων τα οποία ενοφθαλµίζονται από κοινού µε λεµφοκύτταρα των ποντικιών των 

(ΒΜ-DCs+ LdeEF-2, n=3) και (BM-DCs+ LdeEF-2+ CpG, n=3) οµάδων, 

προκειµένου να αξιολογηθεί in vitro η ανοσορυθµιστική ικανότητα του LdeEF-2. 

3.6 Ανάλυση µε Κυτταροµετρία Ροής (Fluoresence Activated Cell 

Sorting-FACS analysis) 

Η τεχνική της κυτταροµετρίας ροής χρησιµοποιείται για την ταυτοποίηση και 

το λειτουργικό χαρακτηρισµό των δενδριτικών κυττάρων. Η κυτταροµετρία ροής 

αποτελεί µία ποσοτική πολυπαραµετρική αυτοµατοποιηµένη µέθοδο µέτρησης 

κυττάρων µε βάση τα φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά τους (µέγεθος και κοκκίωση) 

αλλά και την έκφραση συγκεκριµένων µορίων δεικτών που εκφράζονται τόσο στη 
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µεµβράνη των κυττάρων όσο και ενδοκυτταρικά. Το δεύτερο, επιτυγχάνεται µε τη 

χρήση µονοκλωνικών αντισωµάτων έναντι αυτών των µορίων που είναι συζευγµένα 

µε φθορίζουσες ουσίες, όπως η φυκοερυθρίνη (PE) και η φλουοροσκεΐνη (FITC). Τα 

χαρακτηριστικά αυτά προσδιορίζονται άµεσα και ξεχωριστά σε καθένα από τα 

κύτταρα του υπό εξέταση δείγµατος κατά την αλληλεπίδρασή τους µε δέσµη ακτίνων 

Laser .  

Οι ευαίσθητοι φωτοπολλαπλασιαστές του κυτταροµέτρου ανιχνεύουν:  

(α) τον οριζόντιο σκεδασµό του φωτός (Forward-scattered light, FSC) που δίνει 

πληροφορίες για το µέγεθος (όγκο) του κυττάρου, 

(β) τον ορθογώνιο ή κάθετο σκεδασµό του φωτός (Side-scattered light, SSC) που 

δίνει πληροφορίες για το σχήµα και την κοκκίωση του κυττάρου και  

(γ) τον φθορίζοντα πλάγιο σκεδασµό που δίνει πληροφορίες για την έκφραση 

επιφανειακών ή ενδοκυττάριων πρωτεϊνών (Γαϊτανάκη Κ., 2003). 

Ένα συνδεδεµένο σύστηµα υπολογιστή παράγει τη γραφική παράσταση του 

αριθµού των κυττάρων στον άξονα y και της έντασης του φθορισµού στον άξονα x. 

Πιο εξελιγµένες εκδόσεις του οργάνου είναι ικανές να κατανέµουν κυτταρικούς 

πληθυσµούς σε διαφορετικές θέσεις σύµφωνα µε το πρότυπο φθορισµού τους. Η 

χρήση του οργάνου για τον ποιοτικό και τον ποσοτικό προσδιορισµό των κυττάρων 

ενός πληθυσµού που δεσµεύουν αντισώµατα, σηµασµένα µε φθορίζουσες χρωστικές, 

ονοµάζεται ανάλυση. Η χρήση του οργάνου για διοχέτευση µε διαφορετικά πρότυπα 

σε διαφορετικά σωληνάρια, ονοµάζεται κυτταρικός διαχωρισµός (Goldsby, 2007).  

Τα αποτελέσµατα εµφανίζονται µε τη µορφή γραφικών παραστάσεων 

ανάλογα µε τις εσωτερικές ρυθµίσεις του οργάνου (ιστογράµµατα [histograms] ή 

στικτογράµµατα [dot plots]) και εκατοστιαίων ποσοστών σηµανθέντων κυττάρων 

(Γαϊτανάκη Κ., 2003). 

Η προετοιµασία των δειγµάτων για κυτταροµετρία ροής περιλαµβάνει ένα 

σύνολο σταδίων, το οποίο τροποποιήθηκε ανάλογα µε το αν η χρώση των µορίων των 

κυττάρων αφορά σε επιφανειακό ή εκκρινόµενο δείκτη. 

Η πειραµατική πορεία που περιγράφεται παρακάτω αφορά στην προετοιµασία 

δειγµάτων που πρόκειται να επισηµανθούν τόσο για εξωκυττάριους επιφανειακούς 

δείκτες (Clusters of Differentation, CDs: CD11c, CD8α, CD40, CD86, MHC- II, 

Major Histocompability Complex II), όσο και για τους εκκρινόµενους δείκτες- 

κυτταροκίνες ιντερλευκίνη 12 (interleukin-12, IL-12) και ιντερλευκίνη 10 (interleukin 
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10, IL-10). Τα αντισώµατα που χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο της διαφοροποίησης 

των δενδριτικών κυττάρων είναι:  

(α) αντίσωµα για την ταυτοποίηση των δενδριτικών κυττάρων που αναγνωρίζει την 

αλλυσίδα αχ της ιντεγκρίνης gp150 (anti-mouse CD11c) και (β) αντίσωµα που 

αναγνωρίζει τις αλυσίδες α και α’ του αντιγόνου διαφοροποίησης CD8 (anti-mouse 

CD8α [Ly-2]), 

(γ) αντίσωµα που αναγνωρίζει µία γλυκοπρωτεΐνη µε µοριακό βάρος 40 έως 50 kDa, 

η οποία εκφράζεται στην επιφάνεια των διεγερµένων Β-λεµφοκυττάρων, των 

µακροφάγων και των δενδριτικών κυττάρων (anti-mouse CD40), 

(δ) αντίσωµα που αναγνωρίζει το συνδιεγερτικό µόριο Β7-2 (ή CD86) που 

εκφράζεται στην επιφάνεια της πλειοψηφίας των λευκοκυττάρων, 

συµπεριλαµβανοµένων των Β-λεµφοκυττάρων, των επαγόµενων από θειογλυκολικό 

ζωµό µακροφάγων της περιτοναϊκής κοιλότητας και των δενδριτικών κυττάρων (anti-

mouse CD86),  

(ε) αντίσωµα έναντι των µορίων MHC II που αναγνωρίζει έναν πολυµορφικό επίτοπο 

που υπάρχει στα Ι-Αᵇ, Ι-Αᵈ, Ι- Αq, I-Ed και Ι-Εk αλλοαντιγόνα (anti-mouse I-A/I-E), 

(στ) αντίσωµα έναντι της IL12p40/p70, (ζ) αντίσωµα έναντι της IL-10.  

Για τη σήµανση των επιφανειακών µορίων, τα δενδριτικά κύτταρα 

συλλέγονται από κάθε φρεάτιο της πλάκας καλλιέργειας 24 θέσεων (5 × 105 

κύτταρα/ml) σε ξεχωριστό δοκιµαστικό σωλήνα τύπου eppendorf. Κατόπιν τα 

δείγµατα φυγοκεντρούνται σε επιτραπέζια µκροφυγόκεντρο στις 4.000 rpm, για 10 

λεπτά και στους 25 ˚C. Ακολουθούν δύο εκπλύσεις µε 0,5 ml FACs buffer µε 

φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες. Τα κύτταρα µονιµοποιούνται σε 0,1 ml 

διαλύµατος PBS-2% (w/v) παραφορµαλδεΰδης για 20 λεπτά, στους 4˚C. Ακολουθεί 

µία έκπλυση µε 0,5 ml FACs buffer µε φυγοκέντρηση, όπως πρωτύτερα. Τα κύτταρα 

επαναιωρούνται σε 0,1 ml FACs buffer µε το συζευγµένο, µε φθοριόχρωµα αντίσωµα 

σε αραίωση 1:100 και επωάζονται στον πάγο, στο σκοτάδι, για 30 λεπτά. Στο τέλος 

της επώασης προστίθενται 0,3 ml FACs buffer και τα δείγµατα φυγοκεντρούνται στις 

ίδιες συνθήκες. Ακολουθούν δύο εκπλύσεις σε 0,1 ml FACs buffer µε φυγοκέντρηση 

στις ίδιες συνθήκες και το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρείται σε 0,5 ml PBS, στους 

κατάλληλους πλαστικούς δοκιµαστικούς σωλήνες, που προορίζονται για την 

εκτέλεση της κυτταροµετρίας ροής. Το εναιώρηµα των κυττάρων αναλύεται άµεσα ή 

διατηρείται στους 4 ˚C, στο σκοτάδι για 24 ώρες.  
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Για να επιτευχθεί επισήµανση των εκκρινόµενων κυτταροκινών IL-12 και IL-

10 στο εσωτερικό των κυττάρων, απαιτείται η προσθήκη ενός αναστολέα έκκρισης 

των κυτταροκινών στο θρεπτικό µέσο καλλιέργειας των κυττάρων, όπως η 

µπρεφελδίνη A. Η µπρεφελδίνη Α εξασφαλίζει την ανίχνευση εκκρινόµενων 

κυτταροκινών µε υψηλή ευαισθησία. Για τη διαπερατοποίηση της πλασµατικής 

µεµβράνης των κυττάρων, ο εν λόγω αναστολέας χρησιµοποιείται ταυτόχρονα µε 

χηµικούς συµπαράγοντες όπως η σαπωνίνη (Maino & Picker, 1998). Η εν λόγω 

προσθήκη, πραγµατοποιείται στα δείγµατα που προορίζονται για τέτοιου είδους 

χρώση 4 ώρες νωρίτερα της επεξεργασίας του συνόλου των δειγµάτων. Στο χρονικό 

διάστηµα αυτό ολοκληρώνεται η αναστολή της έκκρισης των κυτταροκινών και τα 

κύτταρα µπορούν να επισηµανθούν ως προς αυτές. Η µπρεφελδίνη A προστίθεται στο 

θρεπτικό µέσο καλλιέργειας των κυττάρων σε τελική συγκέντρωση 2,5 µg/ml και η 

καλλιέργεια αυτών συνεχίζεται για χρονικό διάστηµα 4 ωρών. Επιπλέον, προκειµένου 

να είναι εφικτή η επισήµανση των κυτταροκινών στο εσωτερικό των κυττάρων, το 

επισηµασµένο αντίσωµα έναντι αυτών αραιώνεται σε 0,1 ml διαλύµατος 

διαπερατοποίησης (permabilization buffer), σε αραίωση 1:100. Η επώαση των 

δειγµάτων διαρκεί 15 λεπτά, στο σκοτάδι, στον πάγο. Κατόπιν πραγµατοποιείται 

προσθήκη 0,05 ml permabilization buffer και επώαση για επιπλέον 5 λεπτά στις ίδιες 

συνθήκες. Τα επόµενα στάδια επεξεργασίας των δειγµάτων είναι ίδια µε εκείνα που 

προαναφέρθηκαν. 

   Στον κυτταροµετρητή ροής αναλύονται 10.000 γεγονότα (κύτταρα) ανά 

δείγµα. Η ανάλυση πραγµατοποιείται στον κυτταροµετρητή ροής FACS Calibur της 

Becton Dickinson, ενώ η επεξεργασία των αποτελεσµάτων γίνεται µε το λογισµικό 

CellQuest. 

Τα αποτελέσµατα της κυτταροµετρίας ροής απεικονίζονται (α) µε το 

στικτόγραµµα (dot plot) των χαρακτηριστικών σκέδασης των κυττάρων όπου στην 

τεταγµένη παρουσιάζονται ο ορθογώνιος ή κάθετος σκεδασµός (Side-scattered light, 

SSC) και στην τετµηµένη ο οριζόντιος σκεδασµός (Forward-scattered light, FSC) και 

(β) το στικτόγραµµα των παραµέτρων FL1 και FL2 οι οποίες συσχετίζονται σε 

καθορισµένη ποσοστιαία αναλογία ώστε να αντιστοιχούν στο µήκος κύµατος του 

φθοριοχρώµατος φυκοερυθρύνη (PE). Για την ανάλυση των δεδοµένων η γραφική 

παράσταση χωρίζεται σε 4 τµήµατα µε ένα σταυρόνηµα, επί του οποίου ορίζεται η 
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περιοχή µελέτης. Εκτός της περιοχής µελέτης κάτω αριστερά αντιστοιχεί ο 

«θόρυβος», ενώ πάνω και κάτω δεξιά βρίσκονται οι περιοχές εκτός πεδίου ανάλυσης.  

3.7 ∆οκιµασία in vitro αντιγονοπαρουσίασης- Ag-presentation Assay 

Οι in vitro αποκρίσεις πολλαπλασιασµού των Τ-λεµφοκυττάρων παρουσία 

ιών, πρωτεϊνικών αντιγόνων, αντιγόνων µεταµόσχευσης κ.α. απαιτούν την in vivo 

ανοσοποίηση η οποία ακολουθείται από in vitro ενεργοποίηση αυτών. Η µέθοδος της 

αντιγονοπαρουσίασης (Ag presentation assay) βασίζεται στη µέτρηση και στον 

υπολογισµό της ικανότητας των Τ-λεµφοκυττάρων ανοσοποιηµένου δέκτη, να 

πολλαπλασιάζονται µετά την αναγνώριση ετερόλογων αντιγόνων στην επιφάνεια 

αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων δότη, του ίδιου είδους (Kruisbeek et al., 2004). 

Εν προκειµένω, για να µελετηθεί η ανοσορυθµιστική δυναµική του 

πρωτεϊνικού αντιγόνου LdeEF-2 και ταυτόχρονα να αξιολογηθεί η ικανότητα της 

επιτυχούς αντιγονοπαρουσίασης των δενδριτικών, µέσω επαγωγής λεµφοκυτταρικού 

πολλαπλασιασµού Τ-κυττάρων, ανοσοποιούνται 2 οµάδες ποντικιών η (BM-

DCs+LdeEF-2)n=3 και η (BM-DCs+LdeEF-2+CpG)n=3 ενώ ως αρνητικός µάρτυρας 

χρησιµοποιείται ποντίκι στο οποίο δεν επιτελείται κάποια παρέµβαση (control).  

Ακριβέστερα, έπειτα από αποµόνωση λεµφοκυττάρων από σπλήνα BALB/c 

ανοσοποιηµένων και µη ποντικιών, τα λεµφοκύτταρα καλλιεργούνται µε δενδριτικά 

κύτταρα προερχόµενα από µυελό των οστών του ίδιου είδους. Tα λεµφοκύτταρα των 

ποντικιών της οµάδας (BM-DCs+LdeEF-2)n=3 καλλιεργούνται µε δενδριτικά, 

παρουσία LdeEF-2 (10 µg/ml) ενώ αυτά της οµάδας (BM-DCs+LdeEF-2+CpG)n=3 µε 

δενδριτικά κύτταρα, παρουσία LdeEF-2 (10 µg/ml) και CpG (20 µg/ml). Τα 

λεµφοκύτταρα καλλιεργούνται µε τα δενδριτικά σε δύο αναλογίες: 5 λεµφοκύτταρα: 

1 δενδριτικό και 10 λεµφοκύτταρα:1 δενδριτικό. Επιπρόσθετα διαµορφώνονται 

οµάδες ελέγχου της δοκιµασίας, ως εξής: δύο οµάδες καλλιέργειας δενδριτικών 

κυττάρων, αποκλειστικά, εκτεθειµένων σε LdeEF-2 (10 µg/ml) και LdeEF-2 (10 

µg/ml) και CpG (20 µg/ml) αντίστοιχα , µία οµάδα λεµφοκυττάρων, αποκλειστικά, 

χωρίς την προσθήκη κάποιου παράγοντα (αρνητικός µάρτυρας) και µία οµάδα 

λεµφοκυττάρων αποκλειστικά εκτεθειµένων στη µιτογόνο ουσία κονκαναβαλίνη Α 

(concavalin A, Con A), σε τελική συγκέντρωση 3 µg/ml (θετικός µάρτυρας). Η Con 

Α, αποτελεί µία λεκτίνη µε µιτογόνο δραστικότητα κατά προτίµηση επί των Τ-

λεµφοκυττάρων (Krauss, Buttgereit, & Brand, 1999). 
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Κατόπιν αποµόνωσης του σπλήνα των ποντικιών, κάθε όργανο που περιέχεται 

στον ανάλογο πλαστικό σωλήνα παρουσία θρεπτικού υλικού RPMI, τοποθετείται 

εντός άσηπτου τρυβλίου petri και οµογενοποιείται µε τη χρήση εµβόλου 

αποστειρωµένης σύριγγας. Το τρυβλίο τοποθετείται υπό µικρή κλίση, ούτως ώστε να 

κατακρηµνίζονται τα µεγαλύτερα θραύσµατα του οργάνου. Με τη χρήση γυάλινου 

σιφωνίου Παστέρ και ηλεκτρικής πιππέτας, το εναιώρηµα του τρυβλίου αναρροφάται 

και µεταγγίζεται σε νέο άσηπτο πλαστικό σωλήνα όγκου 15 ml. Το εναιώρηµα 

φυγοκεντρείται σε επιτραπέζια φυγόκεντρο µε µεταβλητή γωνιακή κλίση στις 1.400 

rpm, για 10 λεπτά στους 4 ˚C. Κατόπιν, το υπερκείµενο απορρίπτεται και το ίζηµα 

επαναιωρείται σε 2 ml ACK αναδευόµενο ήπια για 1-2 λεπτά, προκειµένου να 

επιτευχθεί λύση των ερυθρών αιµοσφαιρίων. Η δράση του ACK αναστέλλεται µε 

προσθήκη 3 ml RPMI και το εναιώρηµα φυγοκεντρείται στις ίδιες συνθήκες. Έπειτα 

από απόρριψη του υπερκείµενου, προστίθενται 5 ml RPMI και πραγµατοποιείται 

καταµέτρηση των λεµφοκυττάρων σε πλάκα Malassez, σε αραίωση 1:10, σε διάλυµα 

χρωστικής Trypan Blue. Κατά αυτόν τον τρόπο υπολογίζονται οι όγκοι του 

κυτταρικού εναιωρήµατος που απαιτούνται ούτως ώστε να επιτευχθεί κυτταρική 

πυκνότητα Τ λεµφοκυττάρων 2×105 λεµφοκύτταρα ανά 0,2 ml πλήρους θρεπτικού 

µέσου. Σε αυτόν τον όγκο υπολογίζονται και οι τελικές συγκεντρώσεις των 

χρησιµοποιούµενων αντιδραστηρίων, LdeEF2 (10 µg/ml), CpG (20 µg/ml), ConA (3 

µg/ml). Ταυτόχρονα, από την καλλιέργεια των δενδριτικών κυττάρων έχουν 

υπολογισθεί κυτταρικές πυκνότητες της τάξης 2×104 δενδριτικά για την αναλογία 

1:10 και 4×104 δενδριτικά, για την αναλογία 1:5. Κάθε οµάδα δειγµάτων, 

επιστρώνεται σε πλάκα των 96 κοίλων φρεατίων εις τριπλούν. Τα κύτταρα 

επωάζονται για 72 ώρες σε επωαστικό κλίβανο στους 37 ˚C, σε περιβάλλον 5% CO2  

και 95% υγρασίας. Κατόπιν, η πλάκα φυγοκεντρείται σε επιτραπέζια φυγόκεντρο µε 

µεταβλητή γωνιακή κλίση στις 700 rpm, για 5 λεπτά στους 25 ˚C. Ακολούθως  

προστίθεται τριτιωµένη θυµιδίνη στο θρεπτικό µέσο, σε τελική συγκέντρωση 2 µCi/ 

ml και τα κύτταρα επωάζονται για 18 ώρες στις ίδιες συνθήκες. Η θυµιδίνη 

ενσωµατώνεται στο νεοσυντιθέµενο DNA των λεµφοκυττάρων και η µέτρηση του 

ποσοστού ενσωµάτωσής της αποτελεί το δείκτη του κυτταρικού πολλαπλασιασµού. 

Τα κύτταρα που πολλαπλασιάζονται, περισυλλέγονται σε διηθητικό χαρτί 

επικαλυµµένο µε πλέγµα από µικροσκοπικές ίνες γυαλιού µε τη χρήση ειδικής 

συσκευής περισυλλογής κυττάρων. Τα φίλτρα στεγνώνουν σε ξηρό κλίβανο 
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θερµοκρασίας 60˚C για 30 λεπτά και στη συνέχεια τοποθετούνται σε ειδικές 

µεµβράνες, όπου διαποτίζονται µε υγρό σπινθηρισµού. Η εκπεµπόµενη β-

ακτινοβολία µετριέται σε ειδικό µετρητή και οι τιµές εκφράζονται σε κρούσεις ανά 

λεπτό (counts per minute, cpm). Κατόπιν, για κάθε οµάδα λεµφοκυττάρων 

υπολογίζεται ο η µέση διαφορά κρούσεων (∆cpm=µέσος όρος κρούσεων διεγερµένων 

κυττάρων-µέσος όρος κρούσεων αδιέγερτων κυττάρων) ή/και ο µέσος δείκτης 

ενεργοποίησης (stimulation Index, S.I=µέσος όρος κρούσεων διεγερµένων 

κυττάρων/µέσος όρος κρούσεων αδιέγερτων κυττάρων). Η µέση διαφορά κρούσεων 

αποδίδει τον καθαρό πολλαπλασιασµό των λεµφοκυττάρων κατόπιν 

αντιγονοπαρουσίασης ενώ ο µέσος δείκτης ενεργοποίησης αποδίδει το βαθµό 

ενεργοποίησης των λεµφοκυττάρων.   

3.8 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου µε 

αντίστροφη µεταγραφή (real time RT-PCR, Reverse Transcriptase 

Polymerase Chain Reaction) 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

αποτελεί µία τεχνική της µοριακής βιολογίας η οποία χρησιµοποιείται προκειµένου 

να ενισχυθεί σε αρκετές τάξεις µεγέθους, ένα ή µερικά αντίγραφα ενός τµήµατος 

DNA, παράγοντας χιλιάδες ή και εκατοµµύρια αντίγραφα µίας συγκεκριµένης DNA 

αλληλουχίας. Η PCR αναπτύχθηκε από τον Kary Mullis το 1983 (Bartlett & Stirling, 

2003; Mullis et al., 1987), ο οποίος µαζί µε τον Michael Smith βραβεύτηκε το 1993 

µε βραβείο Νόµπελ χηµείας. Μέχρι σήµερα έχουν αναπτυχθεί διάφορες παραλλαγές 

της PCR, µε ποικιλία εφαρµογών σε εργαστήρια βιολογικής έρευνας καθώς και στην 

ιατρική (Saiki et al., 1988; Saiki et al., 1985). Στις εφαρµογές αυτές περιλαµβάνονται 

η DNA κλωνοποίηση για την εφαρµογή αλληλούχισης, η λειτουργική ανάλυση 

γονιδίων, η διάγνωση γενετικών νοσηµάτων, η ταυτοποίηση γενετικών 

αποτυπωµάτων (στην εγκληµατολογία και στον έλεγχο πατρότητας) και η ανίχνευση 

και η διάγνωση µολυσµατικών νοσηµάτων. Η PCR αντίστροφης µεταγραφής (reverse 

transcriptase PCR, RT-PCR) αποτελεί µία από τις παραλλαγές της PCR και 

χρησιµοποιείται κατεξοχήν στη µοριακή βιολογία προκειµένου να ανιχνευθεί η 

έκφραση του ριβονουκλεοτιδικού οξέος (ribonucleic acid, RNA) και κατ’ επέκταση 

να µελετηθεί ποιοτικά η γονιδιακή έκφραση, µέσω της δηµιουργίας αντίστροφων 

µεταγράφων συµπληρωµατικού DNA (cDNA) µε µήτρα RNA. Η πραγµατικού 

χρόνου PCR (real time PCR ή qPCR, quantitive PCR) είναι µία τεχνική κατά την 
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οποία ποσοτικοποιείται η ενίσχυση του DNA µε τη χρήση φθοριζόντων ανιχνευτών 

(Livak & Schmittgen, 2001) κατά τη διάρκεια της αντίδρασης πολλαπλασιασµού του 

νουκλεϊκού οξέος. 

Το πρώτο βήµα για τη διεξαγωγή της RT-PCR περιλαµβάνει την αποµόνωση 

RNA από βιολογικά δείγµατα. Η διαδικασία αποµόνωσης καθίσταται πολύπλοκη 

λόγω της παρουσίας ενζύµων-ριβονουκλεάσες στα κύτταρα και στους ιστούς, τα 

οποία µπορούν να διασπάσουν ταχέως το RNA (Peirson & Butler, 2007). Το επόµενο 

βήµα για την εκτέλεση της τεχνικής, αφορά στη µετατροπή του RNA σε 

συµπληρωµατικό DNA (complementary DNA, cDNA) µε τη χρήση του ενζύµου 

αντίστροφη µεταγραφάση. Κατόπιν, το cDNA χρησιµοποιείται ως µήτρα  για τον 

εκθετικό πολλαπλασιασµό του. Η ενίσχυση του mRNA µε RT-PCR µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί είτε µε αντίδραση ενός βήµατος είτε µε αντίδραση δύο βηµάτων. 

Στην αντίδραση ενός βήµατος η συνολική αντίδραση από τη σύνθεση του cDNA έως 

και την PCR ενίσχυση, λαµβάνει χώρα σε ένα δοκιµαστικό σωλήνα. Η αντίδραση 

ενός βήµατος θεωρείται ότι περιορίζει τις πειραµατικές αποκλίσεις καθώς το σύνολο 

των ενζυµικών αντιδράσεων πραγµατοποιούνται σε ένα ενιαίο περιβάλλον. Επιπλέον 

προτιµάται, όταν χρησιµοποιούνται φθορίζοντες ανιχνευτές για το δίκλωνο DNA, 

όπως το SYBR Green, καθώς ο περιορισµός ανάπτυξης διµερών των εκκινητών 

γίνεται µε µία απλή αλλαγή στη θερµοκρασία αποδιάταξης. Στην αντίδραση δύο 

βηµάτων η σύνθεση του cDNA και η αντίδραση PCR, πραγµατοποιούνται σε 

ξεχωριστούς δοκιµαστικούς σωλήνες. Αν και η αντίδραση δύο βηµάτων θεωρείται 

περισσότερο ακριβής, µειονεκτεί εξαιτίας της µεγαλύτερης πιθανότητας 

επιµολύνσεων λόγω του συχνότερου χειρισµού των δειγµάτων (Rajeevan, Vernon, 

Taysavang, & Unger, 2001). Η χρήση της RT-PCR για την ανίχνευση RNA 

µεταγράφων, αποτελεί µία από τις πιο ευαίσθητες διαθέσιµες µεθόδους (Schmittgen 

et al., 2000). 

Η ανάδειξη νέων τεχνικών µε τις οποίες η επισήµανση του DNA γίνεται µε τη 

χρήση φθοριζόντων ανιχνευτών, επιτρέπει την ανίχνευση και την ανάλυση των 

προϊόντων της PCR σε πραγµατικό χρόνο, µε αποτέλεσµα την εκτεταµένη υιοθέτηση 

της τεχνικής της real-time RT-PCR για την ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης καθώς 

και για την ποσοτικοποίηση αυτής. Μέχρι τώρα, υπάρχουν τέσσερις διαφορετικοί 

φθορίζοντες ανιχνευτές διαθέσιµοι για την εκτέλεση της real- time RT-PCR (SYBR 
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Green, TaqMan, Molecular Beacons και Scorpions) οι οποίοι επιτρέπουν την 

ανίχνευση των προϊόντων PCR, παράγοντας σήµα φθορισµού (Holden & Wang, 

2008). Η τεχνική εκτελείται σε ένα θερµικό κυκλοποιητή οποίος έχει τη δυνατότητα 

να εκπέµπει µία δέσµη φωτός συγκεκριµένου µήκους κύµατος και να ανιχνεύει το 

φθορισµό που εκπέµπεται  από τους φθορισµοφόρους ανιχνευτές. Επιπλέον, ο 

θερµικός κυκλοποιητής µπορεί να θερµαίνει και να ψύχει τα δείγµατα, µε 

αποτέλεσµα να αξιοποιούνται οι φυσικοχηµικές ιδιότητες των νουκλεϊκών οξέων και 

της DNA πολυµεράσης. Η PCR εκτελείται σε µία σειρά µεταβολών της 

θερµοκρασίας που επαναλαµβάνονται 25-40 φορές. Οι κύκλοι αυτοί, συνήθως 

περιλαµβάνουν τρία στάδια: Στο πρώτο η θερµοκρασία ανέρχεται στους 95 °C, όπου 

διαχωρίζονται οι αλυσίδες του δίκλωνου νουκλεϊκού οξέος, στο δεύτερο η 

θερµοκρασία κατέρχεται στους 50-60 °C, επιτρέποντας τη σύνδεση των εκκινητών µε 

τη µήτρα του DNA και τέλος στο τρίτο, σε θερµοκρασία 68-72 °C, πραγµατοποιείται 

ο πολυµερισµός από την DNA πολυµεράση. Η ποσοτικοποίηση των παραγόµενων 

νουκλεϊκών οξέων µπορεί να γίνει µε δύο µεθόδους: τη σχετική και την απόλυτη 

ποσοτικοποίηση (Dhanasekaran, Doherty, & Kenneth, 2010). Η απόλυτη 

ποσοτικοποίηση αποδίδει τον απόλυτο αριθµό των στοχοποιηµένων µορίων DNA 

µέσω σύγκρισης προτύπων δειγµάτων DNA µε τη χρήση µίας καµπύλης 

βαθµονόµησης. Κατά συνέπεια είναι σηµαντικό τόσο η PCR των δειγµάτων όσο και 

αυτή των προτύπων να έχουν την ίδια αποτελεσµατικότητα στην ενίσχυση. Η σχετική 

ποσοτικοποίηση βασίζεται σε ένα σύνολο ενδογενών γονιδίων αναφοράς 

προκειµένου να καθοριστούν οι προκύπτουσες διαφορές στην έκφραση του γονιδίου 

στόχου. Η ποσοτικοποίηση εκφράζεται ως αλλαγή στα επίπεδα έκφρασης του 

µηνύµατος RNA (messenger RNA, mRNA) όπως αυτά ερµηνεύονται βάσει του 

συµπληρωµατικού DNA. Η σχετική ποσοτικοποίηση είναι ευκολότερη στην εκτέλεση 

καθώς δεν απαιτεί τη χρήση καµπύλης βαθµονόµησης αφού η ποσοστιαία έκφραση 

του γονιδίου στόχου συγκρίνεται µε αυτή του γονιδίου ελέγχου. Ο λόγος για τον 

οποίο χρησιµοποιείται ένα ή περισσότερα συντηρηµένα γονίδια είναι για να 

διορθωθούν µη ειδικές αποκλίσεις, όπως αυτές που προκύπτουν εξαιτίας της 

ποσότητας και της ποιότητας του χρησιµοποιούµενου RNA, οι οποίες µπορούν να 

επιδράσουν στην αποτελεσµατικότητα της αντίστροφης µεταγραφής και κατά 

συνέπεια στη συνολική διαδικασία της PCR. Ωστόσο, η κρισιµότερη παράµετρος που 
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λαµβάνεται υπόψη είναι η σταθερότητα της έκφρασης του γονιδίου αναφοράς 

(Brunner, Yakovlev, & Strauss, 2004).   

Στην παρούσα εργασία, εκτελείται ποσοτική RT-PCR πραγµατικού χρόνου, 

προκειµένου να µελετηθεί η διαφορική έκφραση των γονιδίων σε κυττατικούς 

πληθυσµούς ανοσοποιηµένων ποντικιών µε ex vivo διεγερµένα δενδριτικά κύτταρα µε 

LdeEF-2 (10µg/ml) παρουσία ανοσοενισχυτικού CpG (20µg/ml) 

3.8.1 Αποµόνωση ολικού RNA 

 Από δείγµατα ιστών σπλήνα φυσιολογικού (n=1) και ανοσοποιηµένων 

(n=3) BALB/c ποντικών, αποµονώνεται ολικό RNA και δηµιουργείται τράπεζα, η 

οποία φυλάσσεται στους -80 ˚C . Η αποµόνωση του ολικού RNA γίνεται µε το 

RNeasy Plus Universal kit (Qiagen), σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Το 

πρωτόκολλο που ακολουθείται παρατίθεται εν συντοµία παρακάτω: 

Με τη χρήση αποστειρωµένων χειρουργικών εργαλείων, συλλέγεται τεµάχιο 

(έως 30 mg) από ιστούς σπλήνα πειραµατοζώων. Κατόπιν µε την προσθήκη 

διαλύµατος QIAzol για τη λύση των κυττάρων, πραγµατοποιείται µηχανική 

οµογενοποίηση του τεµαχίου µε τη βοήθεια σύριγγας 1 ml και βελόνας διαµέτρου 

23G. Εν συνεχεία, τα οµογενοποιηµένα διαλύµατα αφήνονται σε θερµοκρασία 

δωµατίου ώστε να αποδιαταχθούν τα νουκλεοπρωτεϊνικά σύµπλοκα και προστίθεται 

διάλυµα εξάλειψης πυρηνικού DNA. Μετά από προσθήκη χλωροφορµίου, τα 

διαλύµατα επωάζονται σε θερµοκρασία δωµατίου και φυγοκεντρούνται σε ψυχόµενη 

φυγόκεντρο στους 4 ˚C . Κατά τη φυγοκέντρηση τα διαλυµατα διαχωρίζονται σε 

τρεις φάσεις: την ανώτερη υδατική (άχρωµη) που περιέχει RNA, µια λευκή 

ενδιάµεση φάση και την κατώτερη οργανική φάση (κόκκινη). Η ανώτερη υδατική 

φάση µεταφέρεται σε καθαρό σωληνάριο, προστίθεται ίσος όγκος 70% αιθανόλης και 

το προκύπτον διάλυµα µεταφέρεται στις στήλες. Ακολουθεί φυγοκέντρηση των 

στηλών για την αποµάκρυνση των προσµίξεων και την προσρόφηση του RNA στη 

µεµβράνη πυριτίου. Πραγµατοποιούνται εκπλύσεις της µεµβράνης µε τη χρήση 

διαλυµάτων θειοκυανιούχου γουανιδίνης και αιθανόλης για την περαιτέρω 

αποµάκρυνση των προσµίξεων. Τέλος πραγµατοποιείται έκλουση του RNA µε την 

προσθήκη υπερκάθαρου νερού στις στήλες. Ακολούθεί φωτοµέτρηση και 

ποσοτικοποίηση των δειγµάτων RNA µε τη χρήση φασµατοφωτοµετρίας (Nanodrop). 



69 

 

3.8.2 Κατασκευή τράπεζας cDNA 

 Όπως προαναφέρθηκε, για την ανάλυση επιπέδων έκφρασης των γονιδίων η 

πλέον χρησιµοποιούµενη µέθοδος είναι η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 

πραγµατικού χρόνου (PCR). Προκειµένου να παραχθεί υλικό κατάλληλο για PCR 

απαιτείται η µετατροπή του RNA που αποµονώνεται από τα δείγµατα, σε cDNA. Για 

την παραγωγή cDNA χρησιµοποιείται το RT2 HT First Strand Kit (Qiagen), σύµφωνα 

µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Το πρώτο βήµα περιλαµβάνει την προσθήκη 

ειδικού διαλύµατος για την αποµάκρυνση κάθε ίχνους πυρηνικούDNA (gDNA) από 

τα δείγµατα RNA. Συγκεκριµένα, σε σταθερή ποσότητα RNA για κάθε δείγµα (1µg) 

προστίθεται το διάλυµα εξάλειψης πυρηνικού DNA (genomic DNA, gDNA) και 

ακολουθεί επώαση για 10 λεπτά της ώρας. Στη συνέχεια, σε κάθε δείγµα προστίθεται 

διάλυµα αντίστροφης µεταγραφής, που περιέχει όλα τα συστατικά για την παραγωγή 

cDNA, όπως τυχαία εξαµερή, ολιγονουκλεοτίδια oligo-dT και MMLV αντίστροφη 

µεταγραφάση, σε τελικό όγκο 0,020 ml. Το πρωτόκολλο της αντίδρασης που 

εφαρµόζεται στο θερµικό κυκλοποιητή GeneAmp PCR System 9700 (Applied 

Biosystems, Singapore) είναι: δράση της αντίστροφης µεταγραφάσης στους 42 ˚C για 

15 λεπτά της ώρας και απενεργοποίηση της αντίστροφης µεταγραφάσης µε θερµικό 

σοκ στους 95 ˚C για 5 λεπτά της ώρας. Τα προϊόντα της αντίδρασης αποθηκεύτηκαν 

στους -20 ˚C. 

3.9.3 Επιλογή ανοσολογικών γονιδίων και των εκκινητών τους 

 Έπειτα από βιβλιογραφική ανασκόπηση, προσδιορίστηκε το σύνολο των 

ανοσολογικών γονιδίων και των γονιδίων αναφοράς, των οποίων η έκφραση θα είχε 

ενδιαφέρον να διερευνηθεί. Τα γονίδια που επιλέγονται είναι τα εξής: Stat1, Stat4, 

Tbx21, Ifng, Stat6, Gata3, Il4, Stat3, Rorc, Il17a, Foxp3 και το γονίδιο Gapdh ως 

γονίδιο αναφοράς. Χρησιµοποιήθηκαν επίσης, δείγµατα ελέγχου για την επιµόλυνση 

από πυρηνικό DNA ποντικιού (MGDC) και για την αντίδραση αντίστροφης 

µεταγραφής (RTC), καθώς και ένα θετικό δείγµα ελέγχου της PCR. 

3.9.4 qRT-PCR 

 Προκειµένου να προσδιοριστούν τα επίπεδα έκφρασης των επιλεγµένων 

γονιδίων υπό βέλτιστες συνθήκες, οι ποσοτικές PCRs πραγµατοποιούνται µε το RT2 

Profiler PCR Array (CAPM13028), που αποτελεί ένα ειδικά σχεδιασµένο Mouse RT2 
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Profiler PCR Array από την εταιρία Qiagen, προσαρµοσµένο στις απαιτήσεις της 

παρούσας εργασίας.  

Για τη διεξαγωγή των RT-PCRs χρησιµοποιείται το RT2 SYBR Green qPCR 

Mastermix, σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Το RT2 SYBR Green qPCR 

Mastermix περιλαµβάνει Hot start DNA Taq πολυµεράση, νουκλεοτίδια και τη 

χρωστική SYBR Green σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα. Κάθε αντίδραση 

πραγµατοποιείται σε τελικό όγκο 0,025 ml που περιέχει το cDNA στόχο, 2× RT2 

qPCR Primer Assay και ddH2O, µέχρι τον τελικό όγκο. Οι συνθήκες της αντίδρασης 

που εφαρµόζονται στο θερµικό κυκλοποιητή StratageneTM Mx3005P (Aligent 

Technologies, Santa Clara, CA) είναι: αρχική αποδιάταξη στους 95 ˚C για 15 

δευτερόλεπτα, υβριδισµός και επιµήκυνση των εκκινητών στους 60 ˚C για 30 

δευτερόλεπτα για 40 κύκλους, συµπλήρωση µονόκλωνων άκρων στους 72 ˚C για 5 

λεπτά της ώρας και ολοκλήρωση της διαδικασίας µε αποθήκευση στους 4 ˚C επ’ 

άπειρον. 

3.10 Στατιστική επεξεργασία αποτελεσµάτων 

 Για τη στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων χρησιµοποιείται το 

υπολογιστικό εργαλείο Excel του λογισµικού Microsoft Office. Τα αποτελέσµατα 

παρατίθενται ως µέσος όρος ± τυπική απόκλιση, ενώ οι στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές µεταξύ των δειγµάτων υπό διερεύνηση και των δειγµάτων ελέγχου 

αναδεικνύονται µε το student’s t-test. 
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4. Αποτελέσµατα 

4.1 Ανίχνευση και προσδιορισµός της συγκέντρωσης του 

πρωτεϊνικού προϊόντος LdeEF-2 

Η αποµόνωση και ο καθαρισµός της πρωτεΐνης LdeEF-2 από το ετερόλογο 

σύστηµα έκφρασης E.coli (BL21) πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο της 

χρωµατογραφίας συγγένειας σε στήλη νικελίου, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 

3.2.2, ενώ η πιστοποίηση έκφρασης αυτής βασίστηκε στη µέθοδο του Laemnli, µε 

SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση. Από κάθε υγρή καλλιέργεια όγκου 1.000 ml, του 

βακτηριακού στελέχους E.coli (BL21), εξασφαλίζεται η λήψη πέντε πρωτεϊνικών 

κλασµάτων, όγκου 0,150 ml έκαστου. Τα κλάσµατα λαµβάνονται από διαδοχικές 

εκπλύσεις της στήλης µικροσφαιριδών αγαρόζης µε διάλυµα που περιέχει ιµιδαζόλιο 

σε συγκέντρωση 250 mM. Ο όγκος του διαλύµατος που χρησιµοποιείται για κάθε 

έκλουση καθορίζεται από τις οδηγίες του κατασκευαστή του kit Protino Ni-NTA 

Agarose, Macherey-Nagel και αντιστοιχεί στον ακριβή όγκο των µικροσφαιριδίων 

της στήλης ο οποίος ήταν 0,150ml. Κάθε κλάσµα µεταγγίζεται σε ξεχωριστό σωλήνα 

τύπου eppendorf. Από κάθε κλάσµα λαµβάνεται ξεχωριστό δείγµα όγκου 0,025 ml 

για την εφαρµογή SDS-PAGE ηλεκτροφόρησης.  
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4.1.1 Υπολογισµός της συγκέντρωσης του πρωτεϊνικού προϊόντος LdeEF-2 

(1-357 α.α) 

 

Εικόνα 4.1.1: Πήκτωµα διαχωρισµού (12% ακρυλαµίδιο) όπου εµφανίζονται από τα 
αριστερά προς τα δεξιά οι πρωτεϊνικές ζώνες (α) του δείκτη πρωτεϊνών χαµηλής µοριακής 
µάζας (LMW, στήλη ελέγχου), (β) του δείγµατος των µικροσφαιριδίων αγαρόζης (β) και τα 
κλάσµατα έκλούσης 1-5 (γ)-(ζ) 

Στην Εικόνα 4.1.1 εµφανίζονται οι πρωτεϊνικές ζώνες στο πήκτωµα 

διαχωρισµού (ακρυλαµίδιο 12%) έπειτα από χρώση µε διάλυµα χρώσης  

Coomasie. Στην στήλη ελέγχου (α), στο αριστερό τµήµα του πηκτώµατος, 

εµφανίζονται οι ζώνες του µίγµατος πρωτεϊνών αναφοράς γνωστής µοριακής 

µάζας, ενώ οι στήλες δεξιά αντιστοιχούν κατά σειρά στο δείγµα 

µικροσφαιριδίων αγαρόζης της στήλης νικελίου που περιέχουν 

προσκολληµένες πρωτεΐνες (στήλη β) και στα πρωτεϊνικά κλάσµατα 1-5 που 

λαµβάνονται µε διαδοχικές εκπλύσεις της στήλης (στήλες γ-ζ). Ακριβέστερα 

στη στήλη β, των µικροσφαιριδίων αγαρόζης, παραµένει δεσµευµένη υψηλή 

ποσότητα της πρωτεΐνης η οποία δεν αξιοποιείται πειραµατικά. Τα κλάσµατα 

1-5, στις στήλες γ-ζ αποτελούν τα αποδεσµευµένα κλάσµατα πρωτεΐνης από 

τη στήλη µικροσφαιριδίων αγαρόζης τα οποία και χρησιµοποιούνται για 

επόµενους πειραµατισµούς.  
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Αρχικά, η µοριακή µάζα του µορίου που αντιστοιχεί στα αµινοξέα 1-

357 υπολογίζεται µε τη χρήση του υπολογιστικού εργαλείου από την βάση 

δεδοµένων βιοπληροφορικής του αλγόριθµου ExPASy. Σύµφωνα µε τα 

αποτελέσµατα, η προβλεπόµενη µοριακή µάζα της επιλεχθείσας αλληλουχίας 

ήταν 40,96 KDa έχοντας προϋπολογίσει και την ετικέτα των έξι κατάλοιπων 

ιστιδίνης που απαιτούνται για την αποµόνωσή της και µε ισοηλεκτρικό σηµείο 

6,02 (Εικ. 4.1.2). Σύµφωνα µε το πρότυπο ζωνών του πηκτώµατος 

ηλεκτροφόρησης (Εικ. 4.1.1), η θέση αυτή αντιστοιχεί ανάµεσα στην τρίτη 

και τέταρτη ζώνη του µίγµατος πρωτεϊνών αναφοράς. Πράγµατι, οι πυκνές 

ζώνες στην αντίστοιχη θέση στις στήλες (γ)-(ζ) επιβεβαιώνουν την έκφραση 

του επιθυµητού πρωτεϊνικού µορίου. Οι στήλες (γ)- (ζ) όπως εµφανίζονται 

στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου και µε βάση τα αποτελέσµατα της 

πυκνοµέτρησης εµφανίζουν σταδιακή µείωση της συγκέντρωσης της 

πρωτεΐνης καθώς αντιστοιχούν σε διαδοχικές εκπλύσεις της ίδιας στήλης 

µικροσφαιριδίων, όπως αυτή απεικονίζεται στη στήλη (β) του πηκτώµατος. 

 

 

Εικόνα 4.1.2: Η αµινοξική αλληλουχία του LdeEF-2 (1-357 α.α) µε την προσθήκη 6 

ιστιδινών στο καρβόξυτελικό άκρο του µορίου, στο υπολογιστικό εργαλείο του ExPASy 
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Με βάση την πυκνοµέτρηση, µέσω του λογισµικού ImageJ, των ζωνών που 

αντιστοιχούν στην εκφρασµένη πρωτεΐνη, έχοντας ως πρότυπο το µίγµα πρωτεϊνών 

αναφοράς, προσδιορίζεται η συγκέντρωσή της σε κάθε κλάσµα. Αυτή κυµαίνεται 

µεταξύ 0,5–5 mg/ml, όπως φαίνεται και στον Πίνακα 4.1 

Πίνακας 4.1: Συγκεντρώσεις του LdeEF-2 για κάθε ένα από τις εκλούσεις κατά την εκτέλεση 
της χρωµατογραφίας συγγένειας, όπως προκύπτουν από πυκνοµετρική ανάλυση. Κάθε 
έκλουση αντιστοιχεί σε ορισµένη στήλη του πηκτώµατος ακρυλαµιδίου 12% στην εικόνα 4.1. 

Εκλούσεις/στήλη 

πηκτώµατος 

1-γ στήλη 2-δ στήλη 3-ε στήλη 4-ζ στήλη 5-στ στήλη 

Συγκέντρωση 

LdeEF-2 ανά 

έκλουση 

5 mg/ml 2 mg/ml 1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,5 mg/ml 

 

Εποµένως από κάθε πείραµα έκφρασης αποµονώνονται συνολικά 1,275 mg 

πρωτεΐνης. Το πείραµα επαναλαµβάνεται 10 φορές εξασφαλίζοντας τη λήψη 12,75 

mg πρωτεΐνης η οποία και χρησιµοποιείται για τα πειράµατα που ακολουθούν.  

Παράλληλος προσδιορισµός της ύπαρξης ενδοτοξινών στα πρωτεϊνικά 

κλάσµατα µε εφαρµογή της φωτοµετρικής µεθόδου LAL (παράγραφος 3.2.5,Υλικά 

και Μέθοδοι) δείχνει ότι οι προσµίξεις ενδοτοξινών κυµαίνονται σε ανεκτά επίπεδα 

(<10 µg/ml πρωτεΐνης).  

4.2 Ταυτοποίηση των µυελοειδών δενδριτικών κυττάρων (BM-DCs) 

Όπως είναι γνωστό τα δενδριτικά κύτταρα είναι τα «επαγγελµατικά» 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα, τα οποία είναι ικανά να προσλαµβάνουν 

µικροοργανισµούς ή αντιγόνα τους και µετά από κατάλληλη επεξεργασία, να τα 

παρουσιάζουν στην επιφάνειά τους σε συνδυασµό µε τα MHC µόρια τάξης Ι ή ΙΙ, 

προκειµένου να ενεργοποιήσουν στη συνέχεια ειδικές ανοσοαποκρίσεις.  

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιούνται προγονικά κύτταρα του µυελού των 

οστών BALB/c ποντικών και υπό την επίδραση rm-GM-CSF (recombinant mouse 

GM-CSF) διαφοροποιούνται in vitro σε δενδριτικά κύτταρα. Σύµφωνα µε τη 

βιβλιογραφία, η επώαση αυτή δίνει γένεση σε δενδριτικά κύτταρα της µυελογενούς 

σειράς, τα οποία εκφράζουν στην επιφάνειά τους το επιφανειακό µόριο CD11c, ενώ 

δεν εκφράζουν το επιφανειακό µόριο CD8α. Προκειµένου να διαπιστωθεί αν τα 

χαρακτηριστικά του πληθυσµού των δενδριτικών κυττάρων που παρασκευάζονται 
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συµφωνούν µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα γίνεται έλεγχος του πληθυσµού για την 

έκφραση των µορίων CD11c και CD8α. Τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι, κατά µέσο 

όρο, ένα ποσοστό 93,11% των κυττάρων που λαµβάνονται µετά τις 9 ηµέρες 

καλλιέργειας υπό την επίδραση του rm-GM-CSF είναι CD11c+, ενώ το αντίστοιχο 

ποσοστό για τον δείκτη CD8α είναι 4,43%. Συνεπώς, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα 

διαπιστώνεται η οµοιογένεια του χρησιµοποιούµενου κυτταρικού πληθυσµού. 

 

 

 

 

  

 

 

 

Εικόνα 4.2: Στικτογράµµατα στα οποία γίνεται η ταυτοποίηση των µυελοειδών δενδριτικών 
κυττάρων BALB/c ποντικιών µε τη χρήση anti-CD8α και anti-CD11c µονοκλωνικών 
αντισωµάτων σηµασµένων µε R-PE. Η εικόνα είναι αντιπροσωπευτική τριών διαφορετικών 
πειραµατισµών. 
 

Στην Εικ.4.2 γίνεται απεικόνιση των αποτελεσµάτων µε µία µορφή, η οποία 

στην κυτταροµετρία ροής αποκαλείται ανάλυση κουκίδων-στικτόγραµµα (dot plot). 

Η ανάλυση γίνεται ως εξής: Αρχικά αναλύεται το δείγµα των κυττάρων µε βάση του 

παράγοντες του πρόσθιου και του πλάγιου σκεδασµού (FSC και SSC) (Στικτόγραµµα 

4.2 A). Από αυτόν τον πληθυσµό γίνεται η επιλογή των κυττάρων, των οποίων τα 

χαρακτηριστικά (µέγεθος και κοκκίωση) θεωρείται ότι αντιπροσωπεύουν τα 

δενδριτικά κύτταρα. Έτσι, αποκλείονται από την ανάλυση τα µικρά και νεκρά 

κύτταρα. Στο στικτόγραµµα 4.2 Β απεικονίζεται η ανάλυση του ίδιου δείγµατος για 

δύο παραµέτρους φθορισµού (FL1 και FL2), όταν δεν έχει γίνει σήµανση των 

κυττάρων έναντι κάποιου µορίου. Απεικονίζεται, δηλαδή ο αυτοφθορισµός των 

κυττάρων. Λαµβάνοντας υπόψιν τα παραπάνω και µε τη χρήση του λογισµικού του 

κυτταροµετρητή ροής (παράγραφος 3.6, Υλικά και Μέθοδοι) ορίζεται η περιοχή που 

Αρνητικός µάρτυρας 

CD8α 

CD11c 

4.43% 

93.11

 

 

FSC-H 

A

Β

Γ 

Δ

SSC-H 
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θεωρείται θετική (R2). Στο στικτόγραµµα 4.2 Γ εµφανίζεται ο πληθυσµός των 

κυττάρων που είναι θετικά για τον επιφανειακό δείκτη CD8α, ενώ στο στικτόγραµµα 

4.2 ∆ εµφανίζεται ο πληθυσµός των κυττάρων που είναι θετικά για τον επιφανειακό 

δείκτη CD11c και που είναι δενδριτικά κύτταρα. 

4.3 Αξιολόγηση της δράσης του LdeEF-2 στην ωρίµανση των 

δενδριτικών κυττάρων 

Ο έλεγχος ωρίµανσης των δενδριτικών κυττάρων αξιολογείται µε βάση την 

έκφραση των µορίων MHC II και των συνδιεγερτικών µορίων CD40, CD86 τα οποία 

συµβάλλουν στη δηµιουργία και στη σταθεροποίηση της ανοσολογικής σύναψης 

µεταξύ των δενδριτικών και των Τ κυττάρων. Για το σκοπό αυτό, τα δενδριτικά 

κύτταρα, την όγδοη ήµερα καλλιέργειας τους και για 24 ώρες εκτίθενται στο 

πρωτεϊνικό προϊόν LdeEF-2 (10 µg/ml) αποκλειστικά αλλά και µε ταυτόχρονη 

παρουσία CpG (20 µg/ml). Ως αρνητικός µάρτυρας στην όλη διαδικασία 

χρησιµοποιείται πληθυσµός δενδριτικών κύτταρων ο οποίος καλλιεργείται 

αποκλειστικά σε πλήρες θρεπτικό µέσο. Την ένατη µέρα, τα κύτταρά συλλέγονται, 

κατεργάζονται, επισηµαίνονται µε τα κατάλληλα αντισώµατα (παράγραφος 3.6, 

Υλικά και Μέθοδοι) και κατόπιν αναλύονται µε τη µέθοδο της κυτταροµετρίας ροής. 

Τα αποτελέσµατα ως προς τους επιφανειακούς δείκτες MHC II, CD40 και 

CD86 εκφράζονται ως επί τοις εκατό ποσοστό (%) θετικών κυττάρων αλλά και ως 

µέσος φθορισµός ανά κύτταρο, µέσω του δείκτη µέσου φθορισµού (Mean 

Fluorescence Index, MFI), που αντιστοιχεί στη µέση έκφραση καθενός εκ των 

ανωτέρω µορίων ανά κύτταρο . Τα αποτελέσµατα των % θετικών κυττάρων ως προς 

τους επιφανειακούς δείκτες, προκύπτουν από τους µέσους όρους ανεξάρτητων 

πειραµάτων. Πιο συγκεκριµένα έλεγχος ως προς τους προαναφερθέντες δείκτες, για 

τα δενδριτικά κύτταρα κατόπιν διέγερσης σε διαφορετικές συνθήκες, 

πραγµατοποιείται σε 3 ανεξάρτητα πειράµατα. Στην Εικ.4.3 παρουσιάζονται τα 

στικτογράµµατα που αφορούν στους επιφανειακούς δείκτες CD40, CD86 και MHC II 

για κάθε µία από τις επιδράσεις καθώς και τα αποτελέσµατα της στατιστικής 

επεξεργασίας των εξαγόµενων αποτελεσµάτων που αφορούν στο % ποσοστό των 

θετικών κυττάρων (Β) και του µέσου φθορισµού ανά κύτταρο (Γ).  
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Εικόνα 4.3: Στικτογράµµατα για τον έλεγχο της ωρίµανσης των µυελοειδών δενδριτικών 
κυττάρων BALB/c ποντικών υπό την επίδραση θρεπτικού υλικού, CpG, ανασυνδυασµένου 
EF-2 (LdeEF-2) ή συνδυασµού τους µε κυτταροµετρία ροής µε τη χρήση anti-CD40, anti-
CD86 και anti-MHC II µονοκλωνικών αντισωµάτων σηµασµένων µε R-PE. (Α) Η εικόνα 
είναι αντιπροσωπευτική τριών διαφορετικών πειραµατισµών. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται 

(Β) ως % ποσοστό θετικών κυττάρων επί του συνόλου των CD11c
+
 κυττάρων και (Γ) ως 

µέσος φθορισµός ανά κύτταρο. Τα αποτελέσµατα αποτελούν Μ.Ο. τριών διαφορετικών 
πειραµατισµών. 
*: στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των διεγερµένων δενδριτικών κυττάρων και των 
δενδριτικών κυττάρων σε ηρεµία, P < 0,05. 
 

 

Α 

Β 

Γ 
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 Σύµφωνα µε αποτελέσµατα και όπως φαίνεται στην Εικ. 4.3 Β το 

31,51±13,86% των δενδριτικών κυττάρων (CD11c+) που αναπτύσσονται χωρίς καµία 

επίδραση (θρεπτικό µέσο αποκλειστικά, medium) εκφράζουν το δείκτη CD40. 

Επίδραση µε CpG οδηγεί σε στατιστικά σηµαντική αύξηση του ποσοστού των 

δενδριτικών κυττάρων που εκφράζουν το CD40 (P<0,05) σε ποσοστό 80,57±4,98 σε 

σχέση µε το θρεπτικό µέσο αποκλειστικά. Επίδραση µε LdeEF-2 οδηγεί σε 

σηµαντική αύξηση του ποσοστού των θετικών κυττάρων για το CD40 µε ποσοστό 

85,03±3,87%, ενώ ανάλογη είναι και η αύξηση στην περίπτωση της ταυτόχρονης 

επίδρασης µε CpG µε ποσοστό 85,50±1,33%. Σε σχέση µε τον επιφανειακό δείκτη 

CD86, η έκφρασή του αφορά στο 70,66±12,44% των δενδριτικών κυττάρων στο 

θρεπτικό µέσο αποκλειστικά. Ο ίδιος δείκτης εκφράζεται σε µεγαλύτερο ποσοστό 

των κυττάρων στις επιδράσεις µε CpG, LdeEF-2 και στην περίπτωση ταυτόχρονης 

επίδρασης µε τους δύο διέγερτες σε ποσοστά 85,02±5,32%, 83,45±14,39% και 

77,88±8,73% αντίστοιχα, ωστόσο η αύξηση αυτή δεν εµφανίζεται στατιστικά 

σηµαντική. Σε σχέση µε την έκφραση MHC II, το ποσοστό των κυττάρων που 

εµφανίζονται θετικά χωρίς κάποια επίδραση µε διεγέρτες, είναι 78,01±10,38%. Το 

ποσοστό των θετικών κυττάρων για τον ίδιο δείκτη κατόπιν επίδρασης µε CpG 

ανέρχεται στο 93,46±21,68 ενώ στις επιδράσεις µε LdeEF-2 και LdeEF-2 ταυτόχρονα 

µε CpG τα αντίστοιχα ποσοστά είναι 85,32±13,75% και 77,78±22,23%, όµως και σε 

αυτές τις περιπτώσεις η αύξηση δεν εµφανίζεται στατιστικά σηµαντική. Εποµένως 

συµπεραίνεται ότι τα % θετικά κύτταρα για τον επιφανειακό δείκτη CD40, έπειτα από 

επίδραση µε CpG, LdeEF-2 και LdeEF-2 παρουσία CpG σε σχέση µε την απουσία 

διέγερσης, εµφανίζουν παραπάνω από διπλάσια αύξηση. Μικρότερη αύξηση των % 

θετικών κυττάρων παρατηρείται για το δείκτες CD86 και MHC II σε κάθε µία από τις 

διεγέρσεις. 

 Τα αποτελέσµατα που αφορούν στη µέση έκφραση των µορίων CD40, CD86 

και MHC II ανά κύτταρο αποδίδονται γραφικά στην Εικ.4.3 Γ. Σε αυτήν την 

περίπτωση, ο µέσος φθορισµός του επιφανειακού δείκτη CD40 για τα δενδριτικά 

κύτταρα στο θρεπτικό µέσο αποκλειστικά εµφανίζει τιµή 127,48±50,37, ενώ ο 

διεγέρτης CpG οδηγεί σε στατιστικά σηµαντική αύξηση του µέσου φθορισµού ανά 

κύτταρο για τον ίδιο δείκτη (P<0,05), µε τιµή 547,51±67,95. Σηµαντική είναι η 

αύξηση του µέσου φθορισµού ανά κύτταρο και στις επιδράσεις µε LdeEF-2 και 

LdeEF-2 και CpG, µε τιµές 239,38±8,13 και 558,68±87,74 αντίστοιχα. Σε σχέση µε 
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το δείκτη CD86 ο µέσος φθορισµός ανά κύτταρο για τα δενδριτικά κύτταρα που 

αναπτύσσονται αποκλειστικά στο θρεπτικό µέσο ανέρχεται σε 1.130,40 ±339,77, ενώ 

παρατηρείται στατιστικά σηµαντικός διπλασιασµός του στις επιδράσεις µε CpG, 

LdeEF-2 και LdeEF-2 και CpG µε αντίστοιχες τιµές 2.629,73±749,99, 

2.651,02±816,38, 2.586,47±132,37. Ο µέσος φθορισµός ανά κύτταρο για το 

επιφανειακό µόριο MHC II στα δενδριτικά κύτταρα σε θρεπτικό µέσο αποκλειστικά 

ανέρχεται σε τιµή 2.343,34±1.002,63. Ο ίδιος δείκτης για τις επιδράσεις µε CpG, 

LdeEF-2 και LdeEF-2 και CpG εµφανίζει αύξηση στο µέσο φθορισµό ανά κύτταρο 

µε τιµές 4.203,27±597,40, 4.140,35±2.051, 04 και 3.397,42±1.760,85 αντίστοιχα, η 

οποία όµως δεν είναι στατιστικά σηµαντική. Συµπερασµατικά προκύπτει ότι, ο µέσος 

φθορισµός ανά κύτταρο για το δείκτη CD40 σε κάθε µία από τις διεγέρσεις σε σχέση 

µε την απουσία διέγερσης, αυξάνεται σηµαντικά, µε την επίδραση του CpG να οδηγεί 

σε σχεδόν τετραπλάσια αύξηση της µέσης έκφρασης του µορίου ανά κύτταρο ενώ 

αποκλειστική επίδραση µε τον LdeEF-2 οδηγεί στο διπλασιασµό της. 

Τετραπλασιασµός της µέσης έκφρασης ανά κύτταρο του CD40 εµφανίζεται και στην 

ταυτόχρονη επίδραση LdeEF-2 και CpG υποδηλώνοντας την επίδραση του CpG 

αυτού καθαυτού στο αποτέλεσµα. Σε σχέση µε τον επιφανειακό δείκτη CD86 σε όλες 

τις διεγέρσεις εµφανίζεται στατιστικά σηµαντικός διπλασιασµός της µέσης έκφρασης 

του µορίου ανά κύτταρο σε σχέση µε την απουσία διέγερσης χωρίς αύξηση του 

ποσοστού των κυττάρων που το εκφράζουν, ενώ η αύξηση της µέσης έκφρασης και 

του % θετικών κυττάρων του µορίου MHC II στις διεγέρσεις δεν φαίνεται σηµαντική. 

4.4 Αξιολόγηση της δράσης του LdeEF-2 στη λειτουργική 

διαφοροποίηση των δενδριτικών κυττάρων 

Ο ρόλος των δενδριτικών κυττάρων επεκτείνεται µε την ικανότητά τους να 

καθορίζουν τη φύση και την έκταση ειδικών ανοσοαποκρίσεων που µεσολαβούνται 

από τα Τ βοηθητικά λεµφοκύτταρα (T-helpers, TΗ). Τα δενδριτικά κύτταρα 

καθορίζουν το είδος της Τ-απόκρισης µέσω του προτύπου των εκκρινόµενων 

κυτταροκινών. Η παραγωγή της ιντερλευκίνης 12 (interleukin 12, IL-12) από τα 

δενδριτικά κύτταρα επάγει TΗ1 τύπου ανοσοαποκρίσεις, οι οποίες συνδέονται µε 

κυτταροµεσολαβητικές ανοσολογικές αποκρίσεις, ενώ η παραγωγή της ιντερλευκίνης 

10 (interleukin 10, IL-10) επάγει την παραγωγή Τ ρυθµιστικών κυττάρων µε 

ανοσοκατασταλτικές ιδιότητες. Κατά συνέπεια, ο έλεγχος των εκκρινόµενων 
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κυτταροκινών από τα ώριµα δενδριτικά κύτταρα, οδηγεί στον προσδιορισµό της 

λειτουργικότητάς τους ως προς τη ρύθµιση ειδικών ανοσολογικών αποκρίσεων.  

Ο λειτουργικός χαρακτηρισµός των δενδριτικών κυττάρων, πραγµατοποιείται 

βάσει του προτύπου των εκκρινόµενων κυτταροκινών IL-12 και IL-10 σε κάθε µία 

από τις επιδράσεις µε τους παράγοντες CpG (20 µg/ml), LdeEF-2 (10 µg/ml) και 

LdeEF-2 (10 µg/ml) ταυτόχρονα µε CpG (20 µg/ml). Για το σκοπό αυτό, τα 

δενδριτικά κατεργάζονται µε τον αναστολέα έκκρισης κυτταροκινών µπρεφελδίνη Α 

και αναλύονται µε τη µέθοδο της κυτταροµετρίας ροής (παράγραφος 3.6, Υλικά και 

Μέθοδοι). Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως επί τοις εκατό ποσοστό θετικών 

κυττάρων αλλά και ως µέσος φθορισµός ανά κύτταρο, µέσω του δείκτη µέσου 

φθορισµού, σε δύο πειράµατα. Στην Εικ.4.4. εµφανίζονται τα στικτογράµµατα που 

αφορούν στις εκκρινόµενες κυτταροκίνες IL-12 και IL-10 (A) καθώς επίσης και τα 

αποτελέσµατα της στατιστικής επεξεργασίας των αποτελεσµάτων που εκφράζονται 

τόσο ως % θετικά κύτταρα (Β) όσο και ως µέσος φθορισµός ανά κύτταρο (Γ). 
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Εικόνα 4.4: Έλεγχος παραγωγής των κυτταροκινών IL-12 και IL-10 από τα µυελοειδή 
δενδριτικά κύτταρα BALB/c ποντικών υπό την επίδραση θρεπτικού υλικού, CpG, 
ανασυνδυασµένου EF-2 ή συνδυασµού τους µε κυτταροµετρία ροής µε τη χρήση anti-IL-12 
και anti-IL-10 µονοκλωνικών αντισωµάτων σηµασµένων µε R-PE. (Α) Η εικόνα είναι 
αντιπροσωπευτική τριών διαφορετικών πειραµατισµών. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται (Β) 

ως % ποσοστό θετικών κυττάρων επί του συνόλου των CD11c
+
 κυττάρων και (Γ) ως µέσος 

φθορισµός ανά κύτταρο. Τα αποτελέσµατα αποτελούν Μ.Ο. τριών διαφορετικών 
πειραµατισµών. 
*: στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των διεγερµένων δενδριτικών κυττάρων και των 
δενδριτικών κυττάρων σε ηρεµία, P < 0,05. 
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Σύµφωνα µε την Εικ.4.4, η αυθόρµητη παραγώγη της IL-12 από δενδριτικά 

κύτταρα στο θρεπτικό µέσο απουσία διέγερσης (medium), προερχεται από το 

21,03±5,2% των CD11c+ κυττάρων. Επίδραση µε CpG, οδηγεί σε παρόµοια επίπεδα 

έκφρασης της IL-12 από το 23,68±3,1% των δενδριτικών κυττάρων. Ωστόσο, το % 

ποσοστό των θετικών κυττάρων διπλασιάζεται σε σχέση µε τις προαναφερθείσες 

επιδράσεις, στην περίπτωση έκθεσης των κυττάρων στον LdeEF-2 (44,32±8,9%). 

Ταυτόχρονη έκθεση των δενδριτικών σε LdeEF-2 και CpG , οδήγει στη εµφάνιση 

ποσοστού της τάξης των 31,01±5,8%, το οποίο ήταν υψηλότερο σε σχέση µε τις 

περίπτωσεις του αρνητικού µάρτυρα ελέγχου και της διέγερσης µε CpG, αλλά 

χαµηλότερο σε σχέση µε την αποκλειστική έκθεση σε LdeEF-2. 

Στην ίδια εικόνα, η παραγωγή της IL-10 από τα δενδριτικά κύτταρα, απουσία 

διέγερσης, παρατηρείται στο 43,26±7,8% των κυττάρων. Στην περίπτωση έκθεσης 

στο CpG, το ποσοστό των κυττάρων που εκφράζει την IL-10 αντιστοιχεί στο 

30,47±5,4%. Παρουσία του LdeEF-2, το ποσοστό των θετικών κυττάρων είναι 

σηµαντικά µειωµένο (27,04±7,5%), σε σχέση τόσο µε την απουσία διέγερσης όσο και 

σε σχέση µε την έκθεση σε CpG. Αντίστοιχα χαµηλό είναι και το ποσοστό των 

κυττάρων που εκφράζουν IL-10, επιδρώντας ταυτόχρονα µε LdeEF-2 και CpG, µε 

τιµή 24,68±6,5%. 

 

Εικόνα 4.4 E: Γραφική απεικόνιση της αναλογίας IL-12/IL-10 σε σχέση µε το % θετικών 

κυττάρων για κάθε µία από τις διεγέρσεις. 
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Βάσει της Εικ.4.4 Β και όσων αναφέρθηκαν στις δύο προηγούµενες 

παραγράφους, είναι δυνατή η σύγκριση της αναλογίας IL-12/IL-10 στις διαφορετικές 

συνθήκες καλλιέργειας των δενδριτικών. Στην περίπτωση καλλιέργειας των 

κυττάρων απουσία διέγερσης, η αναλογία IL-12/IL-10 αντιστοιχεί σε τιµή 0,49, µε 

την IL-10 να εκφράζεται από µεγαλύτερο ποσοστό των κυττάρων. Κατά τη διέγερση 

των δενδριτικών µε CpG, η αναλογία λαµβάνει τιµή 0,78 λόγω του µειωµένου 

αριθµού των δενδριτικών κυττάρων που εκφράζουν IL-10 σε σχέση µε την περίπτωση 

των αδιέγερτων δενδριτικών κυττάρων. Αντίθετα, η έκθεση των κυττάρων στο 

αντιγόνο LdeEF-2 οδηγεί σε αναστροφή του λόγου IL-12/IL-10 µε τιµή 1,64. 

Παρόµοιο πρότυπο παρατηρείται κατά την ταυτόχρονη διέγερση των κυττάρων µε 

LdeEF-2 και CpG, καθώς ο λόγος IL-12/IL-10 ισούται µε 1,26. Ωστόσο, το ποσοστό 

των κυττάρων που εκφράζουν την IL-12 είναι χαµηλότερο. Οι ανωτέρω αναλογίες 

αναπαρίστανται γραφικά στην Εικ. 4.4 Ε, όπου φαίνεται ότι ο υψηλότερος λόγος IL-

12/IL-10 στο % θετικών κυττάρων εµφανίζεται στην περίπτωση της διέγερσης µε 

LdeEF-2. 

Παρατηρώντας την Εικ.4.4 Γ, ο µέσος φθορισµός ανά κύτταρο (MFI) για την 

IL-12 απουσία διέγερσης (medium) λαµβάνει τιµή 272,42±58,9. Κατά την έκθεση 

στο CpG, ο MFI εµφανίζει χαµηλότερη τιµή της τάξης του 133,04±64,3. Η διέγερση 

µε τον LdeEF-2 αυξάνει τον MFI στην τιµή 216,33±47,8, που είναι υψηλότερη σε 

σχέση µε την περίπτωση του CpG, αλλά χαµηλότερη σε σχέση µε την περίπτωση του 

medium. Ταυτόχρονη έκθεση σε LdeEF-2 και CpG οδηγεί σε τιµή MFI 115,44±36,1 

που είναι χαµηλότερη σε σχέση τόσο µε την περίπτωση medium, όσο και µε τις 

περιπτώσεις LdeEF-2  και CpG αποκλειστικά. 

Στην ίδια εικόνα, ο MFI για την IL-10 απουσία διέγερσης είναι 787,43±63,1, 

ενώ οι αντίστοιχες τιµές για τις περιπτώσεις διέγερσης µε CpG, LdeEF-2 και LdeEF-2 

παρουσία CpG είναι 614,17±45,2, 631,46±52,4 και 620,59±26,8. Παρατηρείται ότι, 

σε κάθε µία από τις προαναφερθείσες περιπτώσεις, ο µέσος φθορισµός ανά κύτταρο 

για την IL-10 είναι χαµηλότερος σε σχέση µε αυτόν στα αδιέγερτα δενδριτικά 

ωστόσο σε κάθε περίπτωση παρατηρείται αυξηµένη έκφραση της IL-10 σε σχέση µε 

την IL-12. Ειδικότερα, διέγερση µε CpG, οδηγεί σε MFI 614, 17 για την IL-10 έναντι 

133,04 για την IL-12. Αντίστοιχα, οι τιµές MFI για την IL-10 έναντι αυτών για την 
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IL-12 σε κάθε µία από τις διεγέρσεις είναι: LdeEF-2: 631,46 έναντι 216,33 και 

LdeEF-2 παρουσία CpG: 620,59 έναντι 115,44.  

 

Εικόνα 4.4 ΣΤ:Γραφική απεικόνιση της αναλογίας IL-12/IL-10 σε σχέση µε τη µέση 

έκφραση των εκκρινόµενων κυτταροκινών ανά κύτταρο για κάθε µία από τις διεγέρσεις. 

Οι τιµές της αναλογίας IL-12/IL-10 για το µέσο φθορισµό ανά κύτταρο, σε 

κάθε µία από τις περιπτώσεις θρεπτικό µέσο αποκλειστικά (medium), CpG, LdeEF-2 

και LdeEF-2 παρουσία CpG είναι 0,35, 0,22, 0,34 και 0,19, αντίστοιχα γεγονός το 

οποίο επισηµαίνει την επικράτηση της έκφρασης της IL-10 από τα δενδριτικά 

κύτταρα, στην περίπτωση διέγερσης µε LdeEF-2 όπως άλλωστε συµβαίνει και στην 

περίπτωση της απουσίας διέγερσης. Κατά συνέπεια µπορεί να υποστηριχθεί ότι το 

µόριο LdeEF-2 είναι µεν αντιγονικό, αλλά προς την κατεύθυνση της επαγωγής 

ρυθµιστικών ανοσοαποκρίσεων. Η αυξηµένη µέση έκφραση της IL-12 στις διεγέρσεις 

µε CpG και LdeEF-2 παρουσία CpG, αποδίδεται στην επίδραση του 

ανοσοενισχυτικού CpG και όχι σε αυτή του LdeEF-2. Στην Εικ.4.4 ΣΤ αναπαρίσταται 

γραφικά ο λόγος IL-12/IL-10 σε σχέση µε τη µέση έκφραση των εκκρινόµενων 

κυτταροκινών ανά κύτταρο. 

4.5 Μελέτη της αντιγονικότητας του LdeEF-2 µε τη δοκιµασία in 

vitro αντιγονοπαρουσίασης-Ag-presentation Assay 

Τα δενδριτικά κύτταρα, κατόπιν πρόσληψης και επεξεργασίας του αντιγόνου, 

µετακινούνται προς τους γειτονικούς λεµφαδένες όπου έρχονται σε επαφή µε τα Τ-

λεµφοκύτταρα στα οποία παρουσιάζουν τα αντιγόνα. Προκειµένου να αξιολογηθεί η 
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λειτουργικότητα των δενδριτικών κυττάρων, συγκαλλιεργούνται µυελογενούς 

προέλευσης δενδριτικά κύτταρα µε οµόλογο λεµφοκυτταρικό πληθυσµό, 

προερχόµενο από σπλήνες ανοσοποιηµένων BALB/c ποντικιών µε δενδριτικά που 

είχαν ενεργοποιηθεί παρουσία LdeEF-2 (BM-DCs+LdeEF-2+CpG)n=3 µε ή χωρίς 

CpG (BM-DCs+LdeEF-2)n=3. Με τις παραπάνω ανοσοποιήσεις εξασφαλίζεται η 

παραγωγή ενεργοποιηµένων Τ-κυτταρικών πληθυσµών µνήµης (Τ-primed), τα οποία 

καλλιεργούνται µε δενδριτικά κύτταρα κατόπιν διέγερσης µε LdeEF-2 και LdeEF-2 

παρουσία CpG (BM-DCs sensitized). Τα αποτελέσµατα από τη δοκιµασία 

παρουσιάζονται στην Εικ.4.5 και αφορούν στη µέση διαφορά των κρούσεων (∆Cpm) 

αποδίδοντας τον καθαρό πολλαπλασιασµό των λεµφοκυττάρων. 

 

Εικόνα 4.5: Γραφική ανααράσταση των αποτελεσµάτων του λεµφοκυτταρικού 
πολλαπλασιασµού (∆cpm) µικτών καλλιεργειών  ευαισθητοποιηµένων BM-DCs µε 
ανασυνδυασµένο EF-2 (LdeEF-2) παρουσία ή απουσία CpG και παρθένα σπληνοκύτταρα 
BALB/c ποντικών σε αναλογία 1:5 και 1:10. Η επώαση των σπληνοκυττάρων µε 
κονκαναβαλίνη (ConA) αποτελεί το θετικό µάρτυρα ελέγχου. Η λεµφοβλαστική ικανότητα 

εκτιµήθηκε µε την ενσωµάτωση 
3
[Η]-TdR 18 ώρες πριν τη λήξη των καλλιεργειών. Τα 

αποτελέσµατα αποτελούν Μ.Ο. τριών διαφορετικών καλλιέργειών. 
*: στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των διεγερµένων δενδριτικών κυττάρων και των 
δενδριτικών κυττάρων σε ηρεµία, P < 0,05. 
 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, τα T-κύτταρα που καλλιεργήθηκαν παρουσία 

αδιέγερτων µυελοειδών δενδριτικών κυττάρων ( bone marrow dendritic cells, BM-

DC), εµφανίζουν αυθόρµητο πολλαπλασιασµό σε κάθε µία από τις περιπτώσεις των 
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αναλογιών 5:1, 10:1 και κατόπιν επίδρασης µε ConA (ανά οµάδα που διερευνάται), 

2.173,33±457,14, 1.551,33±100,54 και 27.076±1.576, 34-21.551,33±1.501,956, 

20.896,5±354,26 αντίστοιχα. Η οµάδα των λεµφοκυττάρων που διεγείρονται µε 

ConA, εξυπηρετεί στην επιβεβαίωση της δυνατότητας των λεµφοκυττάρων να 

πολλαπλασιάζονται. Επισηµαίνεται ότι τα δενδριτικά κύτταρα δεν 

πολλαπλασιάζονται καθώς αποτελούν πλήρως διαφοροποιηµένο κυτταρικό 

πληθυσµό.  

Τα λεµφοκύτταρα της οµάδας (BM-DCs+LdeEF-2)n=3 παρουσιάζουν 

ικανότητα πολλαπλασιασµού στις αναλογίες 5:1 και 10:1 µε ∆Cpm 12.0798±1.689,79 

και 7.229,67±210,99, αντίστοιχα µε στατιστικά σηµαντική αύξηση. Μεταξύ των 

αναλογιών, η αναλογία 5:1 παρουσιάζει υψηλότερα επίπεδα κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού σε σχέση µε την αναλογία 10:1, ωστόσο και στις δύο περιπτώσεις 

ο λεµφοκυτταρικός πολλαπλασιασµός είναι αυξηµένος κατά 6 και 7 φορές αντίστοιχα 

σε σχέση µε τον αρνητικό µάρτυρα . Το ίδιο πρότυπο κυτταρικού πολλαπλασιασµού 

παρατηρείται µεταξύ των αναλογιών 5:1 και 10:1 για την οµάδα (BM-DCs+LdeEF-

2+CpG)n=3, µε τιµές 14.767,5±1.018,94 και 11.216,5±3.222,29 αντίστοιχα επίσης 

σηµαντικά αυξηµένες κατά 7 και 10 φορές αντίστοιχα σε σχέση µε τον αρνητικό 

µάρτυρα. Επισηµαίνεται ότι τα δενδριτκά κύτταρα που συγκαλλιεργούνται µε τα Τ-

λεµφοκύτταρα των οµάδων (BM-DCs+LdeEF-2)n=3 και (BM-DCs+LdeEF-

2+CpG)n=3, διεγείρονται δευτερογενώς in vitro µε τους διεγέρτες LdeEF-2 και 

LdeEF-2+CpG. 

Συµπερασµατικά προκύπτει ότι η βέλτιστη αναλογία για την ανάπτυξη 

λεµφοκυτταρικού πολλαπλασιασµού είναι η 5:1 και στις δύο οµάδες που 

διερευνώνται. Αυτό που προκύπτει από τα αποτελέσµατα είναι ότι στη συγκεκριµένη 

αναλογία και σε σχέση µε τον αρνητικό µάρτυρα (Τ-κύτταρα από µη ανοσοποιηµένο 

ποντίκι BALB/c µε αδιέγερτα BM-DCs), τα λεµφοκύτταρα της οµάδας (BM-

DCs+LdeEF-2+CpG)n=3 εµφανίζουν το υψηλότερο δυναµικό πολλαπλασιασµού, 

καθώς είναι 7 φορές υψηλότερο σε σχέση µε τον αρνητικό µάρτυρα. Συνεπώς 

υποστηρίζεται ότι η ταυτόχρονη διέγερση των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων µε 

ένα αντιγονικό µόριο και ένα ανοσοενισχυτικό (στην προκειµένη περίπτωση το CpG) 

ενισχύει τον πολλαπλασιασµό των κυτταρικών πληθυσµών του επίκτητου κλάδου της 

ανοσίας. 
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4.6.1 Ποσοτικοποίηση RNA µε τη χρήση φασµατοφωτοµετρίας 

(Nanodrop) 

Προκειµένου να κατασκευαστεί η τράπεζα cDNA, ούτως ώστε να εκτελεσθεί 

η qRT-PCR, ποσοτικοποιείται το RNA που αποµονώνεται από τα δείγµατα ιστών 

σπλήνα των ποντικών της οµάδας (BM-DCs+LdeEF-2+CpG)n=3. Τα αποτελέσµατα 

από τη ζύγιση των ιστοτεµαχίων, της απορρόφησης από τη φασµατοφωτοµετρία 

καθώς και η αντίστοιχη συγκέντρωση RNA των δειγµάτων παρατίθενται στον 

Πίνακα 4.6. 

Πίνακας 4.6: Αποτελέσµατα βάρους ιστοτεµαχίων, απορρόφησης (Α260/280) δειγµάτων RNA, 
καθώς και συγκέντρωση RNA στα δείγµατα. 

∆είγµα Βάρος 

Ιστοτεµαχίων 

(mg) 

Απορρόφηση 

(Α260/280) 

Συγκέντρωση (ng/ml) 

(BM-DCs+LdeEF-2+CpG)1 8,3 2,09 354,7 

(BM-DCs+LdeEF-2+CpG)2 7,6 2,09 422,5 

(BM-DCs+LdeEF-2+CpG)3 6,2 2,10 467,2 

 

4.6.2 Έκφραση των γονιδίων του λεµφοκυτταρικού πληθυσµού 

 

Εικόνα 4.6.1: Ρύθµιση
 
 (fold regulation) των γονιδίων Stat1, Stat4, Tbx21, Ifnγ, Stat6, Gata3, 

Il4, Stat3, Rorc, Il17a, Foxp3 και Il10 σε ιστοτεµάχια σπληνός από φυσιολογικά ή BALB/c 
ποντίκια εµβολιασµένα µε ευαισθητοποιηµένα BM-DCs µε ανασυνδυασµένο EF-2 (LdeEF-2) 
και CpG.  
*: στατιστικά σηµαντικές διαφορές της γονιδιακής ρύθµισης µεταξύ των εµβολιασµένων  και 

των φυσιολογικών BALB/c ποντικών, P < 0,05. 
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Εικόνα 4.6.2: ∆ενδρόγραµµα που απεικονίζει την έκφραση των γονιδίων Stat1, Stat4, Tbx21, 
Ifnγ, Stat6, Gata3, Il4, Stat3, Rorc, Il17a, Foxp3 και Il10 σε ιστοτεµάχια σπληνός από 
φυσιολογικoύς ή BALB/c ποντικούς εµβολιασµένους µε ευαισθητοποιηµένα BM-DCs µε 
ανασυνδυασµένο EF-2 (LdeEF-2) και CpG. 
 Η έκφραση των γονιδίων Stat1, Stat4, Tbx21 και Infg αφορά στον ΤΗ1 

υποπληθυσµό των CD4+ Τα κυττάρων. Η έκφραση των γονιδίων Stat6, Gata3, Il4 και 

Stat3 αφορά στον TΗ2 υποπληθυσµό ενώ η έκφραση των γονιδίων Rorc και Il17a 

αφορά στον υποπληθυσµό TΗ17. Τα γονίδια Foxp3 και Il10 συνδέονται µε την 

ανάπτυξη του πληθυσµού των Τ ρυθµιστικών κυττάρων. 

Με βάση την ανάλυση των αποτελεσµάτων που προέκυψαν από την qRT-PCR, 

διαπιστώθηκαν τα εξής: Η πρωτεΐνη LdeEF-2 παρουσία του ανοσοενισχυτικού CpG, 

προκάλεσε υπερέκφραση του γονιδίου Gata3 κατά 11 φορές σε σχέση µε την οµάδα 

ελέγχου (control) για το ίδιο γονίδιο, µε τάξη στατιστικότητας P= 0,00002. Επίσης η 

πρωτεΐνη προκαλεί υπερέκφραση του γονιδίου Stat6 (P=0,0001) καθώς και του 

γονιδίου Il4 κατά 2 φορές (P=0,04). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ενεργοποίηση της 

ΤΗ2 ανοσοαπόκρισης. Επιπλέον, σηµειώθηκε υπερέκφραση του ενδεικτικού γονιδίου 

της ΤΗ1 απόκρισης Tbx21(Tbet) κατά 6 φορές (P=0,0005), χωρίς όµως να 

παρατηρηθεί έκφραση της IFNγ. Επιπρόσθετα παρατηρείται υπερέκφραση των 

γονιδίων Stat3 (P=0,003) και Il10 (P=0,04) κατά 3 φορές. Η έκφραση του γονιδίου 

της IL-10 υποδεικνύει την ενεργοποίηση Τ ρυθµιστικού πληθυσµού. Ο 

συγκεκριµένος υποπληθυσµός ενεργοποίειται στο πλαίσιο ρύθµισης της 

ανοσολογικής απόκρισης του ξενιστή. 
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5. Συζήτηση 

5.1 Αξιοποίηση των πρωτεϊνικών κλασµάτων του LdeEF-2 στον 

έλεγχο της αντιγονικότητάς του 

Τα τελευταία χρόνια έχει καταδειχθεί η ανάγκη προσδιορισµού των 

αντιγονικών επιτόπων που εµπεριέχονται σε υποψήφιες ως προς τη χρήση τους στην 

ανάπτυξη εµβολίων πρωτεΐνες, καθόσον συγκεκριµένα τµήµατα αυτών µπορούν να 

επιφέρουν τις επιθυµητές ανοσολογικές αποκρίσεις. Μάλιστα σε µία πρόσφατη 

µελέτη, εµβολιασµός BALB/c ποντικιών µε δενδριτικά κύτταρα που είχαν διεγερθεί 

µε το πεπτίδιο (154 -169α.α) της gp63 προήγαγε TH1 απόκριση έναντι του παρασίτου 

L. major. Αντίθετα, ο εµβολιασµός µε δενδριτικά κύτταρα που είχαν επωαστεί µε το 

πεπτίδιο (467-482 α.α) οδήγησε σε ενεργοποίηση µίας TH2 απόκρισης µε αποτέλεσµα 

την επιδείνωση της έκβασης του νοσήµατος (Tsagozis, Karagouni, & Dotsika, 2004). 

Σε αυτή τη βάση, η υπολογιστική ανοσολογία (immunoinformatics) αποκτά ιδιαίτερη 

αξία, καθώς πλέον χρησιµοποιούνται ποικίλες in silico προσεγγίσεις για τον 

προσδιορισµό πιθανών αντιγονικών επιτόπων που θα χρησιµοποιηθούν στην 

παρασκευή εµβολίων, καθώς οι πειραµατικές µέθοδοι που εφαρµόζονται είναι 

δύσκολες και χρονοβόρες (Flower, Macdonald, Ramakrishnan, Davies, & 

Doytchinova, 2010). Επιπλέον, η αλληλούχηση του DNA είναι οικονοµικότερη, µε 

αποτέλεσµα πολλά γονιδιώµατα παρασίτων να µπορούν να αλληλουχηθούν και τα 

προβλεπόµενα πρωτεώµατά τους να µελετηθούν, προκειµένου να ανευρεθούν 

υποψήφια αντιγόνα για την ανάπτυξη εµβολίων. Κατά συνέπεια, µέθοδοι που 

βασίζονται στη δοµή, στην αλληλουχία και στην ποικιλοµορφία διακριτών µορίων 

µπορούν να βοηθήσουν στην αναζήτηση νέων αντιγόνων (Patronov & Doytchinova, 

2013). Σύµφωνα µε προηγούµενες µελέτες, µε εφαρµογή πρωτεοµικής ανάλυσης έχει 

καταδειχθεί η αντιγονικότητα της πρωτεΐνης παράγοντας επιµήκυνσης 2 καθώς έχει 

την ικανότητα να ενεργοποιεί TΗ1 τύπου ανοσοαποκρίσεις (S. K. Gupta et al., 2007; 

Kumari et al., 2008). Με βάση αυτά τα δεδοµένα στην παρούσα εργασία 

διερευνήθηκε η δυνατότητα το αµινοτελικό τµήµα της πρωτεΐνης παράγοντας 

επιµήκυνσης 2( EF-2, LdeEF-2) του παρασίτου L. infantum να αποτελέσει υποψήφιο 

µόριο για την ανάπτυξη ενός αποτελεσµατικού εµβολίου έναντι της λεϊσµανίασης. Η 
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έκφραση του συγκεκριµένου τµήµατος έγινε µε τη χρήση του µετασχηµατισµένου 

βακτηριακού στελέχους E.coli BL21(DE3)pLysS, ενός συστήµατος που 

χρησιµοποιείται ευρέως για την παραγωγή µεγάλων ποσοτήτων πρωτεΐνης. Σύµφωνα 

µε τους Kushawaha και συν., οι οποίοι εφάρµοσαν ανάλογη µεθοδολογία, 

εξασφαλίστηκαν επαρκείς συγκεντρώσεις της πρωτεΐνης rLelF-2 προκειµένου να 

εξετασθεί η αντιγονικότητα του ανασυνδυασµένου µορίου (Kushawaha et al., 2011). 

Σε αυτή τη µελέτη, κλωνοποιήθηκε τµήµα του γονιδίου του EF2-1 µε µήκος 1932 bp, 

ενώ για την έκφραση του πεπτιδίου χρησιµοποιήθηκε πλασµιδιακός φορέας (pET28a) 

και το βακτήριο E.coli (Rosseta strain) (Kushawaha et al., 2011). Ανάλογη 

προσέγγιση, πραγµατοποιήθηκε και από τους Jaiswal και συν. για τον ανοσολογικό 

έλεγχο πρωτεϊνών µε δυναµική επαγωγής ΤΗ1 αποκρίσεων στο πειραµατικό µοντέλο 

των χάµστερ. Σε αυτήν την περίπτωση, παρήχθησαν οι πρωτεϊνες ανασυνδυασµένη 

πρωτεϊνική ιστόνη 70 της L. donovani (recombinant L. donovani Histone Protein 70, 

rLdHSP70), ανασυνδυασµένη φωσφορική ισοµεράση της τριόζης της L. donovani 

(recombinant L. donovani Triose Phosphate Isomerase, rLdTPI), ανασυνδυασµένη 

δισουλφιδική πρωτεϊνική ισοµερασή της L. donovani (recombinant L.donovani 

Protein Disulfode Isomerase, rLdPDI) και ανασυνδυασµένος παράγοντας 

επιµήκυνσης 2 της L. donovani (recombinant L. donovani Elongation Factor 2, 

rLdEL-2) (Jaiswal et al., 2014).  

5.2 Αξιοποίηση των µυελογενούς προέλευσης δενδριτικών κυττάρων 

  Ο έλεγχος της αντιγονικότητας του µορίου LdeEF-2 (EF-2: 1-357 α.α) έγινε 

σε µυελογενή δενδριτικά κύτταρα που προήλθαν από το αρχέγονα κύτταρα του 

µυελού των οστών BALB/c ποντικιών υπό την επίδραση του παράγοντα GM-CSF 

σύµφωνα µε τη µέθοδο των Lutz και συν (Lutz et al., 1999). Ανάλυση µε 

κυτταροµετρία ροής έδειξε ότι ο διαφοροποιηµένος πληθυσµός αποτελείται κατά 

κύριο λόγο (>90%) από δενδριτικά κύτταρα µυελογενούς προέλευσης και εποµένως 

µπορούσε να χρησιµοποιηθεί για τον in vitro έλεγχο του πρωτεϊνικού παράγοντα 

LdeEF-2, ως προς την ικανότητά του να επάγει τη λειτουργική διαφοροποίηση των 

δενδριτικών κυττάρων.  

Τα δενδριτικά κύτταρα επιλέχθηκαν καθώς είναι τα «επαγγελµατικά» 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα, τα οποία είναι ικανά να προσλαµβάνουν 

µικροοργανισµούς ή αντιγόνα τους και µετά από κατάλληλη επεξεργασία, να τα 
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παρουσιάζουν στην επιφάνειά τους σε συνδυασµό µε τα MHC µόρια τάξης Ι ή ΙΙ, 

προκειµένου να ενεργοποιήσουν, στη συνέχεια, ειδικές ανοσοαποκρίσεις. Ο ρόλος 

των δενδριτικών κυττάρων στο ανοσοποιητικό σύστηµα µελετάται εκτενώς τα 

τελευταία έτη, τόσο σε φυσιολογικές όσο και σε παθολογικές κατάστασεις, ανάµεσα 

στις οποίες συγκαταλέγεται και η λεϊσµανίαση. Βιβλιογραφικά δεδοµένα, 

υποστηρίζουν ότι διαφορετικοί υποπληθυσµοί δενδριτικών κυττάρων επάγουν 

διαφορετικές αποκρίσεις, όταν τα δενδριτικά κύτταρα χρησιµοποιούνται σε 

εµβολιασµούς, ως οχήµατα µεταφοράς αντιγόνων. Μάλιστα, σε πρόσφατες µελέτες 

έχει γίνει χρήση των µυελογενών δενδριτικών κυττάρων προκειµένου να ελεγχθεί η 

αντιγονικότητα των πρωτεϊνών KMP-11 και ιστόνης Η1 της L. infantum (Agallou et 

al., 2011; Agallou, Smirlis, Soteriadou, & Karagouni, 2012). Στις εν λόγω µελέτες, 

στόχος ήταν η παρασκευή αποτελεσµατικών εµβολίων έναντι της σπλαγχνικής L. 

infantum, στα οποία η µεταφορά των προαναφερθέντων πρωτεϊνικών αντιγόνων θα 

εξασφαλίζονταν από τα δενδριτικά κύτταρα. Και στις δύο περιπτώσεις, τα 

µυελογενούς προέλευσης δενδριτικά κύτταρα προέρχονταν από αρχέγονα κύτταρα 

BALB/c ποντικιών, τα οποία καλλιεργήθηκαν παρουσία rmGM-CSF. Μέχρι σήµερα, 

ποικίλες µελέτες έχουν δείξει ενθαρρυντικά αποτελέσµατα σε εµβολιασµένα ποντίκια 

µε δενδριτικά κύτταρα, τα οποία είχαν επωαστεί ex vivo µε διαλυτό αντιγόνο ή 

συγκεκριµένα πρωτεϊνικά µόρια του παρασίτου Leishmania (Masic et al., 2012; 

Schwarz et al., 2013). Επιπλέον, αναφέρθηκε ότι διαφορετικοί υποπληθυσµοί 

δενδριτικών επάγουν διαφορετικές αποκρίσεις κατόπιν εµβολιασµού. Εµβολιασµός 

BALB/c ποντικιών µε πλασµακυτταροειδή δενδριτικά που είχαν διεγερθεί µε πλήρες 

αντιγόνο της L. major, οδήγησε σε προστασία έναντι επακόλουθης µόλυνσης (Remer, 

Apetrei, Schwarz, Linden, & Moll, 2007).  

5.3 Επίδραση του LdeEF-2 στην ωρίµανση των δενδριτικών 

κυττάρων 

Στην παρούσα µελέτη, επώαση των δενδριτικών κυττάρων µε τον LdeEF-2  

προκάλεσε την στατιστικά σηµαντική αύξηση της έκφρασης των συνδιεγερτικών 

µορίων σε σχέση µε τον αρνητικό µάρτυρα. Ειδικότερα, παρατηρήθηκε αύξηση του 

ποσοστού των δενδριτικών κυττάρων που εκφράζουν τα συνδιεγερτικά µόρια CD40 

και CD86, όπως επίσης και το µόριο MHC II. Επίσης, διαπιστώθηκε και αύξηση της 

έκφρασης αυτών των µορίων ανά κύτταρο. Σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία, η 
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ωρίµανση των δενδριτικών κυττάρων αποτελεί µία σύνθετη διαδικασία η οποία 

καταλήγει στο τελικό στάδιο διαφοροποίησής τους. Η ωρίµανση των δενδριτικών 

επάγεται από σήµατα στα οποία περιλαµβάνονται προφλεγµονώδη µόρια του ξενιστή, 

µικροβιακά προϊόντα και µόρια που απελευθερώνονται από κατεστραµένους ιστούς, 

τα οποία ενεργοποιούν τους υποδοχείς τύπου Toll (Adams et al., 2005). Η διαδικασία 

ωρίµανσης των δενδιτικών κυττάρων συνίσταται από την αυξηµένη έκφραση µορίων 

MHC II και συνδιεγερτικών µορίων (Moll, 2003; Sundquist et al., 2004), 

καθιστώντας τα δενδριτικά ικανά να ενεργοποιήσουν Τ λεµφοκύτταρα διαµέσου της 

αναπτυσσόµενης ανοσολογικής σύναψης. Η ανοσολογική σύναψη περιλαµβάνει την 

αντιγονοειδική σύνδεση του MHC-πεπτιδίου µε τον υποδοχέα των Τ κυττάρων, 

καθώς και τη σύνδεση των συνδιεγερτικών µορίων του αντιγονοπαρουσιαστικού 

κυττάρου µε τον υποδοχέα CD28 των Τ κυττάρων [109-111]. 

Η ικανότητα αντιγονοπαρουσίασης των δενδριτικών κυττάρων ενισχύεται µε 

την ταυτόχρονη παρουσία ανοσοενισχυτικών ουσιών, πολλές από τις οποίες είναι 

µικροβιακής προέλευσης. Μεταξύ αυτών διακρίνεται το ολιγονουκλεοτίδιο CpG, το 

οποίο τόσο στην παρούσα µελέτη όσο και σε προηγούµενες µελέτες προκάλεσε την 

ωρίµανση των δενδριτικών κυττάρων (Behboudi et al., 2000). Βιβλιογραφικά 

δεδοµένα υποδεικνύουν ότι διαφορετικοί τύποι του συγκεκριµένου δινουκλεοτιδίου 

επενεργούν µε διαφορετικό τρόπο στην έκκριση κυτταροκινών από τα δενδριτικά 

κύτταρα. Στην περίπτωση χρήσης CpG ολιγονουκλεοτιδίου τύπου Β, όπως και στην 

παρούσα µελέτη, οι Liu και συν. έδειξαν ότι το συγκεκριµένο δινουκλεοτίδιο επάγει 

λειτουργική διαφοροποίηση των δενδριτικών κυττάρων που προήλθαν από ποντίκια 

C57BL/6, όπως χαρακτηρίστηκε από την αύξηση της έκφρασης των συνδιεγερτικών 

µορίων και της παραγωγή της IL-12 (Y. C. Liu et al., 2010). Με βάση τα παραπάνω 

δεδοµένα, σε µελέτες ανάπτυξης εµβολίου έναντι της λεϊσµανίασης µε τη χρήση 

δενδριτικών ως φορέων αντιγόνων χρησιµοποιείται κυρίως ως ανσοενισχυτικό το 

δινουκλεοτίδιο CpG (CpG-ODN), το οποίο αποτελεί προσδέτη του υποδοχέα TLR9 

(Majumder et al., 2012). Μάλιστα, όταν τα δενδριτικά κύτταρα επωάστηκαν µε 

LdeEF-2 παρουσία CpG παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση της µέσης έκφρασης ανά 

κύτταρο του µορίου MHC II σε σχέση µε τα δενδριτικά κύτταρα που είχαν επωαστεί 

µόνο µε τον LdeEF-2. Αυτό συνοδεύτηκε από αυξηµένη παραγωγή της IL-12 σε 

σχέση µε την IL-10 σε επίπεδο ποσοστού θετικών κυττάρων που τις εκφράζουν, το 

οποίο συνάδει µε τη διαφοροποίηση των δενδριτικών κυττάρων προς το φαινότυπο 
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DC1 που επάγει TH1 αποκρίσεις. Ωστόσο η παραγωγή της IL-10 ανά κύτταρο σε 

σχέση µε την παραγωγή της IL-12 εµφανίζεται υψηλότερη, καταλήγοντας στο 

γεγονός της επαγωγής ΤH2 ανοσοαπόκρισης. Αποτελέσµατα ως προς την επικράτηση 

της TH1 ανοσοαπόκρισης παρατηρήθηκαν στη µελέτη των Kushawaha και συν., στην 

οποία η επώαση µονοκυττάρων από µολυσµένα/θεραπευµένα µε λεϊσµανίαση 

χάµστερ και µονοκυττάρων περιφερικού αίµατος θεραπευµένων ασθενών µε 

λεϊσµανίαση προκάλεσε αύξηση των επιπέδων της IL-12 και µείωση των επιπέδων 

της IL-10 (Kushawaha et al., 2011). Ωστόσο, σε αυτή τη µελέτη η επαγόµενη 

προστασία κατόπιν εµβολιασµού των πειραµατόζωων µε τον EF-2 αφορούσε 

µεγαλύτερο τµήµα του πρωτεϊνικού µορίου σε σχέση µε εκείνο που αξιοποιήθηκε 

στην παρούσα µελέτη. Κατά συνέπεια υπήρχαν διαθέσιµοι, περισσότεροι αντιγονικοί 

επίτοποι εξαιτίας του µεγαλύτερου µήκους της πρωτεϊνης. 

5.4 Επίδραση του LdeEF-2 στη λειτουργική διαφοροποίηση των 

δενδριτικών κυττάρων 

Είναι γνωστό ότι το πρότυπο των εκκρινόµενων κυτταροκινών από τα 

δενδριτικά κύτταρα κατέχει σηµαντικό ρόλο για την ανάπτυξη των κατάλληλων 

ανοσολογικών αποκρίσεων. Ειδικότερα, η ικανότητα των δενδριτικών κυττάρων να 

παράγουν IL-12 σε απόκριση µικροβιακών ερεθισµάτων αποτελεί καθοριστική 

συνιστώσα στην επαγωγή ΤΗ1 απόκρισης (Macatonia et al., 1995; Reis e Sousa et al., 

1997). Κατά συνέπεια, τα δενδριτικά κύτταρα που είχαν επωαστεί ταυτόχρονα µε 

LdeEF-2 και CpG θα µπορούσαν να ρυθµίσουν τον πολλαπλασιασµό των Τ 

κυττάρων µε κατεύθυνση προς τον ΤH1 φαινότυπο, την παραγωγή IFN-γ και τη 

µικροβιοκτόνο δράση των µακροφάγων σε µία κρίσιµη διαδικασία για την περίπτωση 

µολύνσεων από ενδοκυττάρια παθογόνα, όπως η Leishmania (Colino & Snapper, 

2003).  

Ανάλογα αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν στη µελέτη του Berberich και συν.,  

στην οποία φάνηκε ότι η προστασία ενάντια σε ενδοκυττάρια παθογόνα, εξαρτάται 

από την παραγωγή της IL-12 από τα δενδριτικά κύτταρα. Μάλιστα,  τα δενδριτικά 

κύτταρα που χορηγήθηκαν στα BALB/c ποντίκια είχαν επωαστεί µε πέντε 

διαφορετικά πρωτεϊνικά αντιγόνα της Leishmania, το LACK (υποδοχέας της ενεργού 

κινάσης C), το LeIF4a (ριβοσωµικός παράγοντας επιµήκυνσης και ενεργοποίησης 

4a), τη gp63, το PSA (επιφανειακό αντιγόνο των προµαστιγωτών) και την KMP-11 
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(κινητοπλαστική πρωτεϊνη 11). Τα αποτελέσµατα της µελέτης επισήµαναν την 

ικανότητα των δενδριτικών κυττάρων να προστατέψουν ενάντια στη λεϊσµανίαση, 

όταν αυτά χρησιµοποιούνται ως εµβόλια και ότι αυτή εξαρτάται από την παραγωγή 

της IL-12. Επιπρόσθετα, υποστηρίχθηκε ότι διακριτά αντιγόνα σε έναν εµβολιασµό 

που βασίζεται σε δενδριτικά κύτταρα, είναι ικανά να επάγουν προστασία έναντι της 

Leihmania (Berberich et al., 2003).  

Η παραγωγή της αντιφλεγµονώδους κυτταροκίνης IL-10, αν και συνδέεται µε 

την ανάπτυξη Τ ρυθµιστικών πληθυσµών, εξυπηρετεί και στην αποτροπή 

ανεξέλεγκτης ανοσολογικής απόκρισης (Colino & Snapper, 2003). Στην προκειµένη 

περίπτωση η παραγωγή της IL-10 θα µπορούσε να διαµορφώνει ένα µηχανισµό 

εξισορρόπησης στο πλαίσιο µίας µικτής ΤΗ1/ΤH2  απόκρισης. 

Μελέτες έχουν δείξει ότι η αντίσταση του ξενιστή στην λεϊσµανίαση και η 

αντιµετώπιση της από το ανοσοποιητικό σύστηµα, εξαρτάται από την επικράτηση του 

TΗ1 υποπληθυσµού και την ενεργοποίηση των CD8+ Τ κυττάρων (Engwerda, 

Murphy, Cotterell, Smelt, & Kaye, 1998; Murray, 1997; Stager & Rafati, 2012)  

Τα ενεργοποιηµένα δενδριτικά κύτταρα παράγουν την κυτταροκίνη IL-12p70, η 

οποία ρυθµίζει τον πολλαπλασιασµό των TH1 κυττάρων και την παραγωγή της IFΝ-γ, 

καθως επίσης και τη µικροβιοκτόνο δράση των ενεργοποιηµένων µακροφάγων. 

Πρόκειται για µία κρίσιµη διαδικασία για την περίπτωση µολύνσεων που οφείλονται 

σε ενδοκυττάρια παθογόνα, συµπεριλαµβανοµένης και της Leishmania. Ωστόσο 

πρόκειται για έναν στενά ρυθµιζόµενο µηχανισµό που απαιτεί τη µεσολάβηση του 

µορίου CD40L, προκειµένου ο ξενιστής να προστατεύεται από εν δυνάµει βλαβερές 

TΗ1 µεσολαβούµενες ανοσοπαθολογικές αντιδράσεις. Η έκκριση της 

αντιφλεγµονώδους κυτταροκίνης IL-10 από τα δενδριτικά κύτταρα, µπορεί επίσης να 

αποτρέψει από την ανεξέλεγκτη ανοσολογική απόκριση (Colino & Snapper, 2003) 

καθώς επάγει την ανάπτυξη Τ ρυθµιστικών (Τ regulatory) κυττάρων (Shao et al., 

2012). Ωστόσο, η ίδια κυτταροκίνη εµπλέκεται στην επιβίωση των παρασίτων της 

Leishmania στα µακροφάγα ευνοώντας ιδιαίτερα την παθογένεση της σπλαγχνικής 

µορφής της νόσου (Roatt et al., 2014), ενώ ταυτόχρονα και µε την παράλληλη δράση 

της IL-4 οδηγεί στη µειωµένη παραγωγή της IL-12 από τα δενδριτικά κύτταρα 

καταστέλλοντας την ανάπτυξη ΤH1 απόκρισης και ευνοώντας την ανάπτυξη ΤΗ2 

απόκρισης (Murphy, 2008). 
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Η πειραµατική µόλυνση ποντικιών µε L. major αποτελεί ένα από τα καλύτερα 

χαρακτηρισµένα µοντέλα για τη µελέτη ανοσολογικής απόκρισης σε σχέση 

διαφοροποίηση των Τ λεµφοκυττάρων (Ebrahimpoor, Pakzad, & Ajdary, 2013). Το 

αποτέλεσµα της µόλυνσης εξαρτάται από τον τύπο της ανοσολογικής απόκρισης που 

επάγεται. Για παράδειγµα, µόλυνση µε L. major, ανθεκτικής σειράς ποντικιών επάγει 

την άναπτυξη ΤΗ1 απόκρισης, η οποία σχετίζεται µε υψηλά επίπεδα παραγωγής IFN-

γ, η οποία ενεργοποιεί τα µακροφάγα να εξοντώσουν τα παράσιτα µέσω του 

δραστικού µορίου του µονοξειδίου του αζώτου (NO). Σε αυτά τα ποντίκια, οι βλάβες 

επουλώνονται αυθόρµητα και τα ζώα εµφανίζουν προστασία σε επόµενη µόλυνση. 

Αντίθετα, µόλυνση µε L. major σε ευαίσθητα BALB/c ποντίκια, οδηγεί σε ΤΗ2 

απόκριση µε παραγωγή υψηλών επιπέδων IL-4, IL-5 και IL-13, µε αποτέλεσµα η 

νόσος να είναι θανατηφόρα (Belkaid et al., 2001; D. Sacks & Noben-Trauth, 2002). 

Επιπλέον, η παραγωγή της IL-10 διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της 

ανοσολογικής απόκρισης ενάντια στη Leishmania. Στα ποντίκια, τα επίπεδα των IgG1 

αντισωµάτων συσχετίζονται µε την εγκαθίδρυση ΤΗ2 προτύπου ανοσολογικής 

απόκρισης, ενώ τα IgG2α αντισώµατα υποδεικνύουν την εγκαθίδρυση του προτύπου 

ΤΗ1 (Coffman, Lebman, & Rothman, 1993; Snapper & Paul, 1987). Εφόσον ο 

ισότυπος των παραγόµενων αντισωµάτων εξαρτάται από διαφορετικούς CD4+ 

υποπληθυσµούς, η γνώση των ορολογικών ειδικοτήτων µπορεί να αποτελεί ένδειξη 

της υποκείµενης ΤΗ1 ή ΤΗ2 απόκρισης έναντι αντιγόνων της Leishmania 

(Ebrahimpoor et al., 2013).  

5.5 Η λειτουργική διαφοροποίηση των δενδριτικών κυττάρων επάγει 

λεµφοκυτταρικό πολλαπλασιασµό 

Ο έλεγχος της λειτουργικότητας των δενδριτικών ως προς το LdeEF-2, 

πραγµατοποιήθηκε µε τη δοκιµασία της in vitro αντιγονοπαρουσίασης.  

 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, τα δενδριτικά κύτταρα που είχαν επωαστεί µε 

τον LdeEF-2 ήταν ικανά να επάγουν ισχυρές ανοσολογικές αποκρίσεις, δεδοµένου ότι 

η ανοσοποίηση των BALB/c ποντικιών µε αυτά προκάλεσε τη δηµιουργία ειδικών ως 

προς το αντιγόνο Τ-κυττάρων µνήµης, όπως φάνηκε στην in vitro δοκιµασία της 

αντιγονοπαρουσίασης. Επιπλέον, σε ανάλογη µελέτη που αφορούσε στην αξιολόγηση 

της αντιγονικότητας του rLelF2 (Kushawaha et al., 2011), παρατηρήθηκε έντονος 
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λεµφοκυτταρικός πολλαπλασιασµός που προερχόταν από τα θεραπευµένα χάµστερ, 

µετά από έκθεσή τους in vitro στον rLelF2. Σύµφωνα µε προηγούµενες µελέτες, όταν 

τα δενδριτικά εκφράζουν σταθερά υψηλά επίπεδα µορίων MHC τάξης Ι και ΙΙ, καθώς 

επίσης και υψηλά επίπεδα Β7-1 (CD80) και Β7-2 (CD86), χαρακτηριστικά που 

διέθεταν και τα δενδριτικά κύτταρα που είχαν επωαστεί µε τον LdeEF-2, αποτελούν 

ισχυρούς διεγέρτες των παρθένων, των δραστικών Τ κυττάρων και των κυττάρων 

µνήµης. Εποµένως, όταν αυτά χορηγηθούν ενδοφλέβια, µεταναστεύουν κυρίως στο 

σπλήνα µέσα στον οποίο αλληλεπιδρούν µε τα Τ λεµφοκύτταρα µέσω της 

ανοσολογικής σύναψης (Goldsby, 2007). 

 Αν ένα παρθένο Τ κύτταρο αναγνωρίσει ένα σύµπλεγµα αντιγονικού 

πεπτιδίου πάνω σε ένα κατάλληλο αντιγονοπαρουσιαστικό κύτταρο ή κύτταρο στόχο, 

θα ενεργοποιηθεί ξεκινώντας µία πρωτογενή απόκριση. Περίπου 48 ώρες µετά την 

ενεργοποίησή του, το παρθένο Τ κύτταρο διογκώνεται, λαµβάνει τη µορφή 

βλαστικού κυττάρου και αρχίζει να υφίσταται πολλαπλές κυτταρικές διαιρέσεις. Η 

ενεργοποίηση του Τ κυττάρου εξαρτάται από την ύπαρξη ενός σήµατος που 

προέρχεται από τον υποδοχέα του (TCR) και ενός δεύτερου συνδιεγερτικού σήµατος 

που είναι αποτέλεσµα της αλληλεπίδρασης CD28-B7. Τα σήµατα αυτά επάγουν την 

είσοδο του Τ κυττάρου στη φάση G1 του κυτταρικού κύκλου και, συγχρόνως, 

επάγουν τη µεταγραφή των γονιδίων της IL-2 και της α αλυσίδας του υψηλής 

συγγένειας υποδοχέα της IL-2. Επιπρόσθετα, το συνδιεγερτικό σήµα αυξάνει το 

χρόνο ηµιζωής του mRNA της IL-2. Η αύξηση του ρυθµού µεταγραφής της IL-2, σε 

συνδυασµό µε τη σταθεροποίηση του mRNA της, αυξάνει κατά 100 φορές την 

παραγωγή της IL-2 στο ενεργοποιηµένο Τ κύτταρο. Η έκκριση της IL-2 και η 

πρόσδεσή της στον υψηλής συγγένειας υποδοχέα της επάγει τον πολλαπλασιασµό και 

τη διαφοροποίηση του ενεργοποιηµένου Τ κυττάρου. Τα Τ κύτταρα που 

ενεργοποιούνται µε τον τρόπο αυτό, διαιρούνται 2-3 φορές την ηµέρα για 4-5 ηµέρες, 

δίνοντας γένεση σε ένα κλώνο κυττάρων που θα διαφοροποιηθούν σε κύτταρα 

µνήµης και δραστικά Τ κύτταρα. Τα διάφορα δραστικά Τ κύτταρα έχουν 

συγκεκριµένες λειτουργίες όπως η βοηθητική δράση στα Β λεµφοκύτταρα και η 

κυτταροτοξική δράση. Οι πληθυσµοί των δραστικών και των παρθένων Τ κυττάρων 

εκφράζουν διαφορετικά µόρια στην κυτταρική τους µεµβράνη, τα οποία παίζουν 

ρόλο στον τρόπο της επανακυκλοφορίας τους. Ο πληθυσµός των Τ κυττάρων µνήµης 

προέρχεται τόσο από τα παρθένα, όσο και από τα δραστικά Τ κύτταρα, µετά την 
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αναγνώριση του αντιγόνου. Τα Τ κύτταρα µνήµης δηµιουργούνται παρουσία του 

αντιγόνου, έχουν µεγάλο χρόνο ζωής και βρίσκονται σε λανθάνουσα κατάσταση 

µέχρι την επόµενη εισβολή του ίδιου αντιγόνου, οπότε και εµφανίζουν αυξηµένη 

αντιδραστικότητα, δίνοντας γένεση στη δευτερογενή ανοσοαπόκριση (Goldsby, 

2007). 

 Η επώαση των δενδριτικών κυττάρων µε τον LdeEF-2 παρουσία CpG 

ενίσχυσε την ικανότητα της αντιγονοπαρουσίασης, καθώς παρατηρήθηκε αύξηση του 

δείκτη ενεργοποίησης των λεµφοκυττάρων. Επισηµαίνεται ότι όταν τα δενδριτικά 

κύτταρα «παγιδεύσουν» ένα αντιγόνο απουσία ταυτόχρονης ενεργοποίησης µπορεί να 

οδηγήσουν στην ανάπτυξη αντιγονοειδικής ανοχής. Συνεπώς, όταν ένα αντιγόνο δεν 

ενεργοποιεί από µόνο του το δενδριτικό κύτταρο, απαιτείται η παρουσία ενός 

ανοσοενισχυτικού, έτσι ώστε να προκύψει η κατάλληλη ανοσολογική επαγωγή. Τα 

δενδριτικά κύτταρα ενεργοποιούνται µέσω του υποδοχέα TLR9 από 

ολιγοδεοξυνουκλεοτίδια, όπως το CpG (Colino & Snapper, 2003). Τα ενεργοποιητικά 

δεοξυνουκλεοτίδια σε συνδυασµό και µε άλλους παράγοντες έχει δειχθεί ότι είναι 

αποτελεσµατικά στην ενίσχυση ειδικών χυµικών και κυτταρικών αποκρίσεων που 

προκαλούνται από διαλυτές πρωτεϊνες και στην αντικαρκινική ανοσία στα 

πειραµατικά µοντέλα των ποντικιών (Merad, Sugie, Engleman, & Fong, 2002). 

Βασιζόµενοι στα πλεονεκτήµατα της υπολογιστικής βιολογίας, οι Agallou και 

συν. (Agallou, Athanasiou, Koutsoni, Dotsika, & Karagouni, 2014) έχουν συνθέσει 

ένα πεπτιδικό εµβόλιο πολλαπλών επιτόπων ενάντια στην λεϊσµανίαση, κατόπιν 

ανάλυσης τεσσάρων γνωστών πρωτεϊνών της L. infantum. Σε αυτή τη µελέτη, κάποιες 

από τις πρωτεϊνες (ιστόνη Η1 και KMP-11) είχαν πρωτύτερα ελεγχθεί ως εµβόλια µε 

τη χρήση δενδριτικών κυττάρων ενάντια στη L. infantum (Agallou et al., 2011; 

Agallou et al., 2012). Τα δενδριτικά κύτταρα εµπλέκονται στην επαγωγή της ΤΗ1 

απόκρισης µέσω της παραγωγής IL-12, όπως έχει φανεί σε πειράµατα µε ανθεκτικά 

στελέχη ποντικιών C57BL/6 και C3H. Σε διαφορετικές µελέτες µε τη χρήση 

ευαίσθητων ποντικιών BALB/c, τα οποία εµφανίζουν ΤΗ2 αποκρίσεις παρουσία των 

κυτταροκινών IL-4, IL-5 και IL-13, ποντίκια IL-4-/- ήταν ικανά να ελέγξουν εν µέρει 

τη µόλυνση από ορισµένα στελέχη της L. major (Kopf et al., 1996). Έχει δειχθεί ότι  

η IL-4 στην αρχική φάση ενεργοποίησης των δενδριτικών µπορεί να οδηγήσει σε ΤΗ1 

απόκριση που επάγεται από την IL-12. Στην περίπτωση εµβολίων µε δενδριτικά, έχει 



98 

 

αναφερθεί ότι η IL-4 µπορεί να δράσει ως ανοσοενισχυτικό καθώς η σηµάτοδότηση 

µέσω του υποδοχέα της (IL-4Ra) κατέχει ρόλο κλειδί στην προαγωγή ΤΗ1 απόκρισης 

(Masic et al., 2012). Επιπλέον, µελέτες έχουν συσχετίσει την παρουσία της IL-10 µε 

επιδείνωση της νόσου µέσω καταστολής της αντιλεϊσµανιακής ανοσοαπόκρισης τόσο 

σε ανθρώπους όσο και σε ποντίκια. Οι Schwarz και συν. (Schwarz et al., 2013), 

έδειξαν ότι τα Τ κύτταρα αποτελούν την κύρια πηγή της IL-10 στα νωρίτερα στάδια 

της µόλυνσης, ωστόσο BALB/c ποντίκια που εµβολιάστηκαν µε τµήµατα 

δενδριτικών που είχαν διεγερθεί µε διαλυτό αντιγόνο από την L. major, παρουσία του 

δινουκλεοτιδίου CpG (CpG-ODN), κατέστειλαν την παραγωγή της IL-10 µε 

αποτέλεσµα η µόλυνση να ελεγχθεί. Ένα από τα κύρια θέµατα στην ανάπτυξη 

εµβολίων είναι η χρήση ανοσοενισχυτικών. Αναφορικά µε αυτό, σε µελέτες της 

λεϊσµανίασης µε τη χρήση δενδριτικών χρησιµοποιείται κυρίως το δινουκλεοτίδιο 

CpG (CpG-ODN) το οποίο αποτελεί συνδέτη του υποδοχέα TLR9 (Majumder et al., 

2012). Η επίδραση του CpG-ODN στα δενδριτικά αφορά στην επαγωγή της 

ενεργοποίησης και της ωρίµανσής τους. Επιπρόσθετα ενισχύονται χυµικές αποκρίσεις 

µε την παραγωγή αντισωµάτων IgG2α, ενδεικτικών της ΤΗ1 απόκρισης ενώ, 

ταυτόχρονα, επάγεται και η δραστικότητα των κυτταροτοξικών Τ κυττάρων (Chu, 

Targoni, Krieg, Lehmann, & Harding, 1997; Warren et al., 2000). Ακόµα, έχει φανεί 

οτί το CpG-ODN επάγει την παραγωγή της CXCL-10, µίας χηµειοκίνης µε 

αντιλεϊσµανιακές ιδιότητες, ενώ παράλληλα οδηγεί στον περιορισµό του παρασιτικού 

φορτίου και των CD4+ CD25+ ρυθµιστικών Τ κυττάρων, σε ποντίκια που είχαν 

µολυνθεί µε παράσιτα της L. donovani (G. Gupta et al., 2009; G. Gupta et al., 2011). 

Σε όλες αυτές τις περιπτώσεις, της ex vivo ενεργοποίησης των δενδριτικών, υπάρχουν 

αρκετά ζητήµατα που έχουν να κάνουν µε την επιλογή του τύπου του αντιγόνου και 

της µέθοδου που ακολουθείται, η οποία στις περισσότερες περιπτώσεις είναι 

χρονοβόρα, εργοβόρα και ενέχει το ρίσκο των επιµολύνσεων (Freitas-Silva, Brelaz-

de-Castro, Rezende, & Pereira, 2014).   

5.6 Τ λεµφοκυτταρικοί υποπληθυσµοί που επάγονται έπειτα από 

επίδραση µε LdeEF-2 

Χαρακτηρισµός των επαγόµενων υποπληθυσµών των Τ-λεµφοκυττάρων µετά 

τον εµβολιασµό BALB/c ποντικιών µέσω της ανάλυσης της διαφορικής έκφρασης 

χαρακτηριστικών γονιδίων, έδειξε ότι προκλήθηκε µικτή TH1/TH2 απόκριση µε 
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επικράτηση της ΤΗ2 απόκρισης. Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης 

τα επίπεδα έκφρασης συγκεκριµένων µεταγραφικών παραγόντων υποδηλώνουν την 

ύπαρξη συγκεκριµένων κυτταρικών υποπληθυσµών. Ειδικότερα, η υπερέκφραση των 

γονιδίων Gata3, Stat6 και Stat3 συσχετίζεται απόλυτα µε τον TΗ2 υποπληθυσµό των 

CD4+ T λεµφοκυττάρων(Luckheeram, Zhou, Verma, & Xia, 2012). Πιο 

συγκεκριµένα, ο µεταγραφικός παράγοντας STAT6 αυξάνει τα επίπεδα έκφρασης του 

µεταγραφικού παράγοντα GATA3, ο οποίος καταστέλλει την ανάπτυξη του TΗ1 

υποπληθυσµού καθώς δρα κατασταλτικά επί της έκφρασης του µεταγραφικού 

παράγοντα STAT4  (Glimcher & Murphy, 2000; Kaplan, Schindler, Smiley, & 

Grusby, 1996; Usui, Nishikomori, Kitani, & Strober, 2003; Zhu, Guo, Watson, Hu-Li, 

& Paul, 2001; Zhu, Yamane, Cote-Sierra, Guo, & Paul, 2006). Ταυτόχρονα η 

αλληλεπίδραση του STAT6 µε συγκεκριµένες θέσεις επί του γονιδιώµατος εξαρτάται 

από τη µεσολάβηση του µεταγραφικού παράγοντα STAT3 (Stritesky & Kaplan, 2011; 

Stritesky et al., 2011). Επιπλέον, ο TΗ2 υποπληθυσµός χαρακτηρίζεται από την 

παραγωγή της κυτταροκίνης IL-4 (Abbas et al., 1996), του οποίου η έκφραση 

παρατηρήθηκε σηµαντικά ενισχυµένη. Η παρουσία του ΤΗ1 υποπληθυσµού 

επιβεβαιώθηκε από την αυξηµένη έκφραση του γονιδίου Tbx21 (Tbet) καθώς και την 

έκφραση των γονιδίων Infγ και Stat4, αν και σε χαµηλότερα επίπεδα. Ωστόσο η 

ανάπτυξη του ΤΗ1 υποπληθυσµού είναι περιορισµένη γεγονός που µπορεί να 

αποδοθεί στην περιορισµένη έκφραση της IL-12 από τα δενδριτικα και στην 

αυξηµένη έκφραση της IL-4 από τον ΤΗ2 υποπληθυσµό. Η αυξηµένη έκφραση της IL-

10 σε µεταγραφικό επίπεδο, υποδηλώνει την παρουσία Τ ρυθµιστικού υποπληθυσµού 

(M. S. Jordan et al., 2001) στο πλαίσιο ρύθµισης της ανοσολογικής απόκρισης που 

λαµβάνει χώρα.  

Μελέτες έχουν δείξει ότι το επίπεδο προστασίας που παρέχεται από εµβόλια 

έναντι της σπλαγχνικής λεϊσµανίασης στο πειραµατικό µοντέλο των ποντικιών, 

εξαρτάται από την ισορροπία των παραγόµενων κυτταροκινών η οποία επηρεάζει τον 

τύπο της επίκτητης ανοσολογικής απόκρισης που επάγεται καθώς και από τη 

λεϊσµανιοκτόνο δράση των µολυσµένων µακροφάγων. Επιπλέον, έχει προταθεί ότι σε 

αντίθεση µε τη δερµατική λεϊσµανίαση, η ευαισθησία απέναντι στη σπλαγχνική 

καθορίζεται από έλλειψη της TH1 απόκρισης παρά από την παρουσία ΤΗ2 απόκρισης 

(H. Goto & Lindoso, 2004; Kaye, Curry, & Blackwell, 1991). Ωστόσο η ανάπτυξη 

ενός εµβολίου που περιλαµβάνει καθορισµένα αντιγόνα του παρασίτου Leishmania 
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και ανοσοενισχυτικά που ενεργοποιούν ή επικουρούν την ΤΗ1 ανοσοαπόκριση ή/και 

κυτταροτοξικές ανοσολογικές αποκρίσεις, αποτελεί το βασικότερο στόχο για την 

πρόληψη της λεϊσµανίασης ή τη θεραπεία ασθενών που έχουν µολυνθεί µε ανθεκτικά 

στελέχη του παρασίτου (Agallou et al., 2011). 
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6.Συµπεράσµατα 

Στην παρούσα µελέτη αξιολογήθηκε η αντιγονικότητα του αµινοτελικού 

τµήµατος της πρωτεΐνης EF-2 (LdeEF-2, 1-357 α.α.) του είδους L. Infantum καθώς 

επίσης µελετήθηκε και η διαφορική γονιδιωµατική έκφραση των επαγόµενων 

κυτταρικών υποπληθυσµών των BALB/c ποντικιών στα οποία χορηγήθηκαν 

δενδριτικά κύτταρα που είχαν διεγερθεί µε το υπό µελέτη µόριο τόσο αποκλειστικά 

όσο και παρουσία ανοσοενισχυτικού. Τα αποτελέσµατα επισηµαίνουν ότι το υπό 

µελέτη µόριο είναι αντιγονικό καθώς επάγει την ωρίµανση των δενδριτικών 

κυττάρων τα οποία αποτελούν επαγγελµατικά αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. Η 

ωρίµανση των δενδριτικών κυττάρων επιβεβαιώθηκε από την αυξηµένη έκφραση των 

µορίων µείζονος ιστοσυµβατότητας τάξης ΙΙ (MHC II) καθώς και των συνδιεγερτικών 

µορίων CD40 και CD86. Επιπρόσθετα επιβεβαιώθηκε η ικανότητα του µορίου να 

προάγει τη λειτουργική διαφοροποίηση των δενδριτικών κυττάρων, µέσω της 

επαγωγής της έκφρασης κυτταροκινών όπως η IL-12 και η IL-10. Ταυτόχρονα 

ταυτοποιήθηκαν οι Τ κυτταρικοί υποπληθυσµοί, οι οποίοι επάγονται κατόπιν 

ανοσοποιήσεων µε δενδριτικά κύτταρα που είχαν διεγερθεί µε την πρωτεϊνη LdeEF-2 

παρουσία/απουσία του ανοσοενισχυτικού CpG. Τα αποτελέσµατα επιβεβαίωσαν την 

άναπτυξη µικτής ανοσολογικής απόκρισης ΤΗ1/ΤΗ2  µε την αναλογία να στρέφεται 

υπέρ της ΤΗ2 απόκρισης. 

Συµπερασµατικά προκύπτει ότι η αντιγονικότητα του αµινοτελικού τµήµατος 

της πρωτεΐνης EF-2 είναι ενισχυµένη όπως επιβεβαιώνεται και από µελέτες που 

αφορούν σε ολόκληρη την πρωτεϊνη. Ωστόσο, η ανοσορυθµιστική δράση του 

αµινοτελικού τµήµατος δεν επάγει την ανάπτυξη ενισχυµένης ΤΗ1 ανοσοαπόκρισης, η 

οποία είναι καθοριστική για την ανάπτυξη προστασίας έναντι του παρασίτου L. 

Infantum. Παραταύτα, η αξιοποίηση δενδριτικών κυττάρων που έχουν διεγερθεί µε 

µόρια υποψήφια για την ανάπτυξη εµβολίων, φάνηκε επιτυχής από το γεγονός της 

ύπαρξης ειδικής ανοσολογικής απόκρισης. Οι ερευνητικές προσπάθειες που αφορούν 

στη µελέτη ανάπτυξης εµβολίου κατά της σπλαγχνικής λεϊσµανίασης θα πρέπει να 

επικεντρωθούν στην αναζήτηση αντιγονικών επιτόπων επί του µορίου EF-2, στο 

καρβοξυτελικό άκρο του µορίου ή και κατά µήκος αυτού µε αλληλεπικαλυπτόµενες 

περιοχές. Στην προσπάθεια αυτή θα µπορούσε να συµµετέχει και ο κλάδος της 



102 

 

υπολογιστικής ανοσολογίας µε in silico προσεγγίσεις. Ταυτόχρονα η µελέτη 

πρόσθετων µορίων των παρασίτων της Leishmania ως προς το ρόλο τους στον κύκλο 

ζωής του παρασίτου αλλά και ως προς την ανοσογονικότητά τους, θα µπορούσε να 

συµβάλλει στον καλύτερο σχεδιασµό ένος σύνθετου και αποτελεσµατικού εµβολίου. 

Σε κάθε περίπτωση, οι µελέτες σε µόρια των παρασίτων της Leishmania µπορούν να 

συµβάλλουν στην κατανόηση της βιολογίας του παρασίτου και των µηχανισµών της 

ανοσολογικής απόκρισης του ξενιστή, στη διερεύνηση υποψήφιων φαρµακολογικών 

στόχων και στο σχεδιασµό αποτελεσµατικών εµβολίων. 
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8. Παραρτήµατα 

Παραρτήµα Ι 

• Θρεπτικά υλικά 

Θρεπτικό υλικό βακτηρίων LB (Luria-Bertani, 1lt)*: NaCl (Applichem, Germany) 

0,01% w/v, Τρυπτόνη (Applichem, Germany ) 0,01% w/v, Υeast extract (Applichem, 

Germany) 0,005% w/v, αντιβιοτικό αµπικιλλίνη (Ampicillin, Applichem, Germany) 

*για την παρασκευή στερεού θρεπτικού υλικού προστίθεται άγαρ (Bac to Agar της 

BDH, Germany) 1.5% (w/v) 

Θρεπτικό υλικό κυτταροκαλλιεργείων RPMI**: θρεπτικό υλικό RPMI1640 1Χ, pH 

7.0 (Biochrome GmbH, Germany), 50mM L-γλουταµίνη (Applichem, Germany), 

100U/mL πενικιλίνη και 100µg/mL στρεπτοµυκίνη (PEST, Gibco, Invitrogen, UK), 

10mM HEPES (Euroclone, EU)   

** Το θρεπτικό υλικό καθίσταται πλήρες, µε την προσθήκη 10% (v/v) ορού εµβρύου 

βοοειδούς ( FBS: Fetal Bovine Serum, Biochrome GmbH, Germany). Ο ορός 

καθίσταται αδρανοποιηµένος ως προς τους παράγοντες του συµπληρώµατος µε 

θέρµανση στους 56 ˚C για 30 λεπτά.   

• Επαγωγέας πρωτεϊνοσύνθεσης 

β‐ισοπρόπυλο‐D‐θειογαλακτοζίδιο (IPTG, C9H18O5S, Biochemica, Germany)  

• ∆ιαλύµατα αποµόνωσης πρωτεϊνης LdeEF-2 

∆ιάλυµα λύσης βακτηρίων 

50mM ΝaH2PO4. 2H2O (Fluka, Switzerland), 300mM NaCl (Applichem, Germany), 

µερικοί κόκκοι λυσοζύµης (Sigma, Germany ), Triton X‐100 (Fluka, Switzerland ) 

0,1% (v/v), 1mM PMSF ( αναστολέας πρωτεασών: Phenylmethanesulfonyl fluoride, 

Sigma-Aldrich, Germany), Πεπστατίνη (Sigma-Aldrich, Germany ) 4 µg/ml, 20mM 

Ιµιδαζόλιο (Fluka, Switzerland)  
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∆ιάλυµα ΝPΙ10 (pH 8.0 µε NaOH) 

50 mM ΝaH2PO4. 2H2O (Fluka, Switzerland), 300 mM NaCl (Applichem, Germany), 

10 mM Ιµιδαζόλιο (Fluka, Switzerland)  

 

∆ιάλυµα DΝPΙ10 (pH 8.0 µε NaOH) 

50 mM ΝaH2PO4. 2H2O (Fluka, Switzerland), 300 mM NaCl (Applichem, Germany), 

10 mM Ιµιδαζόλιο (Fluka, Switzerland), 8Μ Ουρία (Applichem, Germany )  

 

∆ιάλυµα ΝPΙ20 (pH 8.0 µε NaOH) 

50 mM ΝaH2PO4. 2H2O (Fluka, Switzerland), 300 mM NaCl (Applichem, Germany), 

20 mM Ιµιδαζόλιο (Fluka, Switzerland)  

 

∆ιάλυµα ΝPΙ250 (pH 8.0 µε NaOH) 

50 mM ΝaH2PO4. 2H2O (Fluka, Switzerland), 300 mM NaCl (Applichem, Germany), 

250 mM Ιµιδαζόλιο (Fluka, Switzerland) 

 

∆ιαλυµα γλυκερόλης σε NPI250 

Γλυκερόλη (Applichem, Germany) 10% (v/v) 

• ∆ιαλύµατα ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών (SDS‐‐‐‐PAGE) 

∆ιάλυµα ακρυλαµιδίου 30% (w/v) (100ml) 

Ακρυλαµίδιο (C3H5NO, Sigma) 29,2 g, Ν,Ν‐µεθυλεν‐δισακρυλαµίδιο(C7H10N2O2, 

Sigma, Germany ) 0,8 g 

 

Πήκτωµα διαχωρισµού (Separating gel) 12% (5ml) 

1,5M Tris‐HCl  (Applichem, Germany) pH 8,8, 1,3 ml, SDS (Sigma,Germany) 10% 

(w/v), 0,05 ml, διάλυµα ακρυλαµιδίου (Sigma, Germany) 30% (w/v) 2 ml, υπερθειϊκό 

αµµώνιο (APS: Ammonium per sulfate,Applichem, Germany) 10% (w/v) 50 µl, 

TEMED (N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine, Bio-Rad, USA) 2 µl, ddH2O 1.7 ml 

 

Πήκτωµα συσσώρευσης (stacking gel) 4% (w/v) (5ml) 
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1M Tris‐HCl (Applichem, Germany) pH 6,8, 0.63 ml, SDS (Sigma, Germany) 10% 

(w/v), 0,05 ml διάλυµα ακρυλαµιδίου (Sigma, Germany) 30% (w/v), 0.83 ml, 

υπερθειϊκό αµµώνιο (APS: Ammonium per sulfate, Applichem, Germany) 10% (w/v), 

50 µl, TEMED (N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine, Bio-Rad,USA) ,5 µl, ddH2O , 

3.4 ml 

 

Ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης (500ml) 

Tris‐base (Applichem, Germany) 1,5 g, Γλυκίνη (Applichem, Germany) 7 g, SDS 

(Sigma, Germany) 20% (w/v) 5 ml 

 

∆ιάλυµα «φόρτωσης» δείγµατος πρωτεϊνών (5X Laemli sample buffer, 20ml) 

SDS 2% (w/v), 2 g, 60mM Tris‐HCl (Applichem, Germany) pH 6.8, 4 ml, 

β‐µερκαπτοαιθανόλη 5% (v/v), 5 ml, γλυκερόλη 10% (v/v), 10 ml, µπλε της 

βρωµοφαινόλης (Applichem, Germany) 0.01% (w/v), 1 ml 

 

Μίγµα πρωτεϊνών αναφοράς γνωστού µοριακού βάρους 

LMW (Amersham, BioSciences, UK) 

 

∆ιάλυµα χρώσης (Coomasie stain) 

Χρωστική Coomasie R‐250 0,25% (w/v), µεθανόλη (CH3OH, Applichem, Germany) 

40% (v/v), οξικό οξύ( CH3COOH, Applichem, Germany) 10% (v/v) 

 

∆ιάλυµα αποχρωµατισµού (Destain buffer) 

Μεθανόλη (CH3OH, Applichem, Germany) 25% (v/v), οξικό οξύ (CH3COOH, 

Applichem, Germany) 10% (v/v) 

  

• ∆ιαλύµατα για την αποµόνωση και καλλιέργεια κυττάρων από BALB/c 

ποντίκια   

Aιθανόλη 70% (v/v) 

Χρωστική Trypan Blue (BDH Chemicals Ltd, Poole, England ) 

∆ιάλυµα λύσης χλωριούχου αµµωνίου ACK: 0,15M NH4Cl (Sigma, Germany), 1 mM 

KHCO3 (Sigma, Germany), 0,1 mM Na2EDTA (Sigma,Germany) 
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Ανασυνδυασµένος παράγοντας διέγερσης αποικιών κοκκιοκυττάρων/µακροφάγων 

(Recombinant Mouse Granulocyte Macrophage Cell Stimulating Factor rm-GM-CSF, 

Peprotech) 

CpG ODN (Invivogen, USA) 

LPS (Sigma-Aldrich, Germany) 

 

• ∆ιαλύµατα για την προετοιµασία και εκτέλεση της κυτταροµετρίας ροής 

PBS (Phosphate-buffered-saline) 10×, pH 7,4: 1,37M NaCl (Sigma, Germany), 27 

mM KCl (Merck, Germany), 43 mM Na2HPO4 (Merck, Germany), 14 mM KH2PO4 

(Merck, Germany)  

FACs Buffer: PBS 1×, FBS 3%v/v 

µπρεφελδίνη Α (Applichem, Germany) 

∆ιάλυµα µονιµοποίησης: παραφορµαλδεΰδη 2% w/v σε PBS 1×  

∆ιάλυµα ∆ιαπερατοποίησης (permeabilization buffer): σαπονίνη (1×) 0,1% (v/v) σε 

FACs Buffer  

Μονοκλωνικά αντισώµατα συζευγµένα µε φυκοερυθρίνη (PE): anti-mouse CD11c 

(clone HL3, BD Biosciences, Erembodegem, Belgium),anti-mouse CD8α (Ly-2) 

(clone 53-6.7, BD Biosciences, Erembodegem, Belgium), anti-mouse CD40 (clone 

3/23, BD Biosciences, Erembodegem, Belgium), anti-mouse CD86 (clone GL-1, BD 

Biosciences, Erembodegem, Belgium), anti-mouse I-A/I-E (clone M5/114.15.2, BD 

Biosciences, Erembodegem, Belgium), anti-IL12p40/p7 (clone C15.6, BD 

Biosciences, Erembodegem, Belgium) anti-IL10 (clone JS5-16E3, BD Biosciences, 

Erembodegem, Belgium) 

 

• ∆ιαλύµατα για την προετοιµασία και εκτέλεση της in vitro 

αντιγονοπαρουσίασης 

Κονκαναβαλίνη Α (Sigma, Germany)  

Τριτιωµένη θυµιδίνη 5 mCi/ml (methyl-3H, Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA) 

Υγρό σπινθηρισµού (Wallac, Turcu, Finland) 
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Παράρτηµα ΙΙ 

• Αναλώσιµα υλικά  

Τρυβλία “petri” για στερεή καλλιέργεια βακτηρίων διαµέτρου 100 mm (Greiner Bio-

one, Germany ) 

Πλαστικά ορολογικά σιφώνια όγκου 2 ml, 5 ml, 10 ml (Greiner  Bio-one, Germany) 

Πλαστικοί δοκιµαστικοί σωλήνες όγκου 15 ml, 50 ml (Greiner  Bio-one, Germany) 

Πλαστικοί σωλήνες “eppendorf” 1,5 ml (Greiner Bio-one, Germany),  

Πλαστικές κυψελίδες φωτοµέτρησης µίας χρήσης (Sarstedt, USA), 

Πλαστικά ακρορύγχια (tips) (Greiner Bio-one, Germany) 

Parafilm Μ (Bemis Flexible Packaging, Neenah, WI) 

Σύριγγες όγκου 5 ml (Nipro, Osaka, Japan ) 

Βελόνες 27GX1/2 inch (Nipro, Osaka, Japan ) 

Φίλτρα διαµέτρου πόρων 70 µm (Falcon, Germany ) 

Καλυπτρίδες (Knittel Gluss, Germany)  

Πλάκα 24 φρεατίων για την καλλιέργεια κυττάρων (Cell Star Greiner Bio-one, cell 

culture plate, Germany) 

Πλάκες µικροτιτλοποίησης 96 θέσεων (Greiner bio-one, Germany) 

Πλάκα 96 κοίλων φρεατίων για την καλλιέργεια κυττάρων (Sarstedt, Newton, NC, 

USA) 

Πλαστικοί δοκιµαστικοί σωλήνες κυτταροµετρίας όγκου 5 ml (Sarstedt, Germany) 

∆ιηθητικό χαρτί επικαλυµµένο µε πλέγµα από ίνες γυαλιού (Wallac, Turcu, Finland) 

 Μεµβράνες εµποτισµού µε υγρό σπινθηρισµού (Wallac, Turcu,Finland) 
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Παράρτηµα ΙΙΙ 

• Τεχνολογικός εξοπλισµός 

Λύχνος Bunsen 

Ζυγοί: µικροζυγός ακριβείας και αναλυτικός ζυγός ( Kern 430‐33, Albstadt, Germany 

και Mettler AE50, Switzerland αντίστοιχα) 

Πιππέτες µεταβλητού όγκου1000 µl/200 µl/20 µl (Pippetman P1000, 

P200, P20, Gilson, France), 10 µl (Brand, Germany) 

Πολυκάναλη πιππέτα µεταβλητού όγκου 200 µl (Brand Transferpette S-8, Germany) 

Ηλεκτρικές πιππέτες (Accu-jet pro, Βrand, Germany) 

Πεχάµετρο (Orion 2‐Star pH Benchtop Meter, Thermo Scientific, Germany) 

Vortex (Heiddph Top-mix 94323 Bioblock, Germany) 

Επιτραπέζια φυγόκεντρος (JOUAN CR3i multifunction centrifuge, Thermo Electron 

Corporation, France) 

Επιτραπέζια µικροφυγόκεντρος (Heraeus, Sepatech, Biofuge 13 ,Thermo Electron 

Corporation, Germany) 

Επιτραπέζια φυγόκεντρος µε µεταβλητή γωνιακή κλίση (Centurion Scientific) 

Επιτραπέζια φυγόκεντρος (Centrifuge 5417 R, Eppendorf, Germany) 

Συσκευή υπερήχων (Hielscher up 100H, Germany )  

Συσκευή κυκλικής ανάδευσης (P –Selecta, Abrera, Barcelona, Spain) 

Επωαστήρας για την καλλιέργεια βακτηρίων υπό ανάδευση (Lab Tech, Korea)  

Επωαστικός Θάλαµος (Heraeus, Thermo Electron Corporation, Germany) 

Θερµαινόµενη πλάκα (Bioblock Scientific, Sybron/Thermolyne, Germany) 

Συσκευές κάθετης ηλεκτροφόρησης για την ανάλυση πρωτεϊνών (Mini‐Protean II, 

Maxi‐Protean Biorad, USA) 
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Φασµατοφωτόµετρο (SmartSpec Plus Spectophotometer 273BR, 03522, Biorad, 

USA)  

Θάλαµος κάθετης νηµατικής ροής (Telstar Class II Cabinet, France) 

Οπτικό µικροσκόπιο (Olympus, Japan) 

Ανάστροφο µικροσκόπιο (Olympus, Japan) 

Πλάκα µικροσκοπικής αιµοκυτταροµέτρησης Malassez (WSCHRECH, 

HOFHEIN/TS) 

Κλίβανος ανάπτυξης κυτταροκαλλιεργειών ( Eppendorf Galaxy 170S, Germany) 

Ξηρός κλίβανος 60 ˚C 

Κυτταροµετρητής ροής (FACS Calibur, Becton Dickinson) 

Συσκευή περισυλλογής κυττάρων (Cell harvester, Skatron, Norway) 

Μετρητής β-ακτινοβολίας (Wallac, Turcu, Finland) 

Φασµατοφωτοµετρικός µετρητής πλακών ELISA (MRX, Dynatech Laboratories, 

Great Britain) 

 

Παράρτηµα ΙV 

• Σκεύη 

Ογκοµετρικοί κύλινδροι όγκου 1 lt 

Γυάλινες κωνικές φιάλες όγκου 2 lt 

Μεταλλικός κρίκος εµβολιασµού 

Αποστειρωµένο µεταλλικό ψαλίδι ανατοµίας µε αιχµηρά άκρα  

Αποστειρωµένη µεταλλική λαβίδα µε πεπλατυσµένα άκρα  

Αποστειρωµένα πλαστικά και γυάλινα δοχεία όγκου 500 ml,1.000 ml αντίστοιχα 

Πλαστικοί κύλινδροι φυγοκέντρησης όγκου 250 ml 
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