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Περίληψη 
Η λεϊσμανίαση αποτελεί μία πολυσυστηματική παρασιτική νόσο με ένα ευρύ φάσμα 

κλινικών συμπτωμάτων, όπως χρόνιων φλεγμονών του δέρματος και των σπλαγχνικών 

οργάνων, που μπορεί να είναι θανατηφόρος αν δεν θεραπευτεί έγκαιρα. Επηρεάζει 12 

εκατομμύρια ανθρώπους παγκοσμίως, ενώ 0,7 - 1,2 εκατομμύρια νέες περιπτώσεις 

αναφέρονται ετησίως από σχεδόν 100 ενδημικές χώρες. Πρόκειται για μια ενδημική νόσο της 

Νοτίου Ευρώπης με προοδευτικά αυξανόμενη συχνότητα και στις μη ενδημικές περιοχές, 

θέτοντας πρόβλημα δημόσιας υγείας. Προκαλείται από περισσότερα από 21 διαφορετικά 

είδη μονοκύτταρων πρωτόζωων παρασίτων του γένους Leishmania, της οικογένειας των 

τρυπανοσωματιδών (Trypanosomatidae), που μεταδίδονται στους τελικούς σπονδυλωτούς 

ξενιστές τους μέσω του δήγματος των μολυσμένων θηλυκών εντόμων της οικογένειας των 

ψυχοειδών (γένη Phlebotomus και Lutzomyia), τα οποία εισερχόμενα στην κυκλοφορία του 

αίματος μολύνουν τα μονοπύρηνα φαγοκύτταρα του ξενιστή. Κύριοι ξενιστές του παρασίτου 

αποτελούν ο άνθρωπος, είδη της οικογένειας των κυνιδών και τα τρωκτικά. Η  βαρύτητα των 

κλινικών εκδηλώσεων της νόσου εξαρτάται τόσο  από το είδος του παρασίτου, όσο και από 

την γενετική προδιάθεση και την ανοσοϊκανότητα του προσβεβλημένου ξενιστή, όπως αυτό 

αποδεικνύεται στα μοντέλα ζωικών προτύπων που είναι διαθέσιμα. Δεδομένου ότι δεν 

υπάρχει εμπορικά διαθέσιμο αποτελεσματικό εμβόλιο, η χημειοθεραπεία αποτελεί τη μόνη 

θεραπευτική επιλογή για τη νόσο. Οι διαθέσιμες χημειοθεραπείες και συνδυαστικές 

θεραπείες περιλαμβάνουν φάρμακα, όπως η πενταμιδίνη, η παρομομυκίνη, διάφορες 

αζόλες, η λιποσωμιακή αμφοτερικίνη Β και η μιλτεφοσίνη. Ωστόσο, όλες αυτές οι επιλογές 

παρουσιάζουν σημαντικές παρενέργειες, όπως τοξικότητα, υψηλό κόστος και αυξανόμενο 

ποσοστό αποτυχίας, που οφείλεται κυρίως στην ανάπτυξη αντοχής του παρασίτου. Συνεπώς, 

καθίσταται αναγκαία η διερεύνηση νέων δραστικών αντιλεϊσμανιακών ουσιών  και νέων 

αποτελεσματικών πρωτοκόλλων θεραπείας. 

Σύγχρονες επιδημιολογικές μελέτες αναδεικνύουν πως η Μεσογειακή διατροφή 

συνδέεται με μειωμένη συχνότητα εμφάνισης χρόνιων φλεγμονωδών νοσημάτων όπως, 

καρδιαγγειακές παθήσεις, νευρολογικές διαταραχές και ορισμένοι τύποι καρκίνου. Βασικό 

συστατικό της αποτελεί το ελαιόλαδο και ειδικότερα το εξαιρετικά παρθένο ελαιόλαδο (extra 

virgin olive oil, EVOO), το οποίο προέρχεται από το φυτό Olea europaea L. Πολυάριθμες 

μελέτες σε in vitro και in vivo πειραματικά μοντέλα αποδίδουν τις ευεργετικές επιδράσεις του 

ελαιολάδου στα μονοακόρεστα λιπαρά οξέα (monounsaturated fatty acids, ΜUFAs) και στο 

πολικό του κλάσμα (total phenolic fraction, TPF), στο οποίο εμπεριέχονται ποικίλες 



βιοφαινόλες, όπως φαινυλικές αλκοόλες, φαινολικά οξέα, σεκοϊριδοειδή, φλαβονοειδή και 

λιγνάνες. Συνεπώς, η κατανάλωση ελαιολάδου, του ακρογωνιαίου λίθου της Μεσογειακής 

διατροφής, συσχετίζεται με ευεργετικές για την υγεία ιδιότητες, όπως  αντιοξειδωτικές, 

αντιφλεγμονώδεις και αντικαρκινικές. Πρόσφατα, η Ευρωπαϊκή Επιτροπή Ασφάλειας 

Τροφίμων (EFSA) γνωμοδότησε σχετικά με τη θετική συμβολή των βιοφαινολών του 

ελαιολάδου στην υγεία του ανθρώπου. Επομένως, η διερεύνηση του ρόλου αυτών των 

βιοδραστικών μορίων του ελαιόλαδου στη θεραπεία ενδημικών λοιμωδών νοσημάτων, στις 

χώρες της Νοτίου Ευρώπης  που είναι  οι κύριες ελαιοπαραγωγικές χώρες παγκοσμίως με την 

υψηλότερη κατά κεφαλή κατανάλωση ελαιολάδου, είναι ιδιαίτερου επιστημονικού 

ενδιαφέροντος. 

Σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής αποτέλεσε η συγκριτική μελέτη των 

αντιλεϊσμανιακών ιδιοτήτων δύο ολικών φαινολικών κλασμάτων, TPF1 και TPF2, 

προερχόμενα από ελληνικά EVOOs, με διαφορετική πολυφαινολική σύσταση, καθώς και η 

συσχέτιση τόσο αυτών όσο και τεσσάρων βασικών απομονωμένων πολυφαινολικών τους 

συστατικών, με το εμπορικά διαθέσιμο αντιλεϊσμανιακό φάρμακο μιλτεφοσίνη (HePC), σε in 

vitro και in vivo πειραματικά μοντέλα της νόσου.  

Η ποσοτική ανάλυση έδειξε ότι το TPF2 ήταν πλουσιότερο σε φαινολικές ενώσεις, καθώς 

περιείχε υδροξυτυροσόλη (HT) (5 mg/g εκχυλίσματος), τυροσόλη (Τ) (12 mg/g), ολεασεΐνη 

(OLEA) (144 mg/g) και ολεοκανθάλη (OLEO) (301 mg/g), ενώ το TPF1 περιείχε ΗΤ και Τ στα 7 

και 42 mg/g εκχυλίσματος, αντίστοιχα. Παρά τη διαφορετική τους φαινολική σύσταση, και τα 

δύο TPF άσκησαν ισχυρή αντιλεϊσμανιακή δράση έναντι δύο ειδών του γένους Leishmania, 

των L. infantum και L. major, τα οποία αποτελούν αιτιολογικούς παράγοντες της σπλαγχνικής 

και της δερματικής μορφής της νόσου, αντίστοιχα. Ωστόσο, το TPF2 επέδειξε ισχυρότερες 

αντιλεϊσμανιακές ιδιότητες. Ομοίως, οι απομονωμένες πολυφαινολικές τους ενώσεις, 

ολευρωπεΐνη (OLE), HT, OLEA και OLEO, επέδειξαν σημαντική αντιλεϊσμανιακή δράση και στα 

δύο μοντέλα. Επίσης, με εξαίρεση την OLE, όλες οι εξεταζόμενες ουσίες εμφάνισαν χαμηλή 

τοξικότητα έναντι των μακροφάγων και σαφή εκλεκτικότητα έναντι του Leishmania spp. 

Η παρούσα διατριβή στη συνέχεια εστίασε στη συγκριτική μελέτη των δύο ολικών 

φαινολικών κλασμάτων, προσδιορίζοντας τον τύπο του επαγόμενου κυτταρικού θανάτου σε 

προμαστιγώτες Leishmania spp. Ειδικότερα, στους εξωκυττάριους προμαστιγώτες 

προσδιορίστηκαν χαρακτηριστικοί μορφολογικοί και βιοχημικοί δείκτες αποπτωτικού 

θανάτου. 

Η αυξανόμενη ανθεκτικότητα του παρασίτου στα διαθέσιμα αντιλεϊσμανιακά φάρμακα 

που χρησιμοποιούνται για πολλές δεκαετίες, οδηγεί αναπόφευκτα στην αναζήτηση νέων 



αποτελεσματικών θεραπευτικών ουσιών ή συνδυαστικών δοσολογικών σχημάτων. Τα 

τελευταία χρόνια η συνδυαστική χρήση φαρμάκων υποστηρίζεται όλο και περισσότερο ως 

ένας τρόπος για την αύξηση της αποτελεσματικότητας, τη μείωση της διάρκειας και του 

κόστους της θεραπείας και τον περιορισμό της ανθεκτικότητας. Στην παρούσα διατριβή 

αξιολογήθηκαν οι αλληλεπιδράσεις καθεμίας βιοφαινολικής ένωσης με τη HePC, με απώτερο 

στόχο τη  βελτιστοποίηση της απόδοσης της HePC, του μοναδικού εγκεκριμένου από τον 

Οργανισμό Τροφίμων και Φαρμάκων (FDA) σκευάσματος που χορηγείται δια στόματος για 

τη θεραπεία της λεϊσμανίασης. Η αξιολόγηση της φύσης της αλληλεπίδρασης 

πραγματοποιήθηκε σε in vitro συστήματα εξωκυττάριων προμαστιγωτών και ενδοκυττάριων 

αμαστιγωτών Leishmania, με βάση την τροποποιημένη μέθοδο ισοβολογράμματος. Τα 

αποτελέσματα στο σύστημα των προμαστιγωτών L. infantum και L. major αποκάλυψαν 

αθροιστικότητα για τις αλληλεπιδράσεις HePC-TPF1 και HePC-TPF2, συνέργεια για την 

αλληλεπίδραση HePC-OLEΟ, αδιαφορία για HePC-HT και HePC-OLEA και ανταγωνισμό για 

HePC-OLE. Μεταξύ αυτών, τα αποτελέσματα που οδήγησαν σε συνέργεια και αθροιστικότητα 

χαρακτηρίστηκαν ως τα πιο υποσχόμενα, καθώς προκάλεσαν σημαντική μείωση στη 

δοσολογία της HePC. Οι υποσχόμενες αυτές αλληλεπιδράσεις επιβεβαιώθηκαν περαιτέρω 

από την ενισχυμένη ενδοκυττάρια παραγωγή ROS στους εξωκυττάριους προμαστιγώτες. 

Ακολούθησε η διερεύνηση του είδους των αλληλεπιδράσεών τους με τη HePC και στο 

σύστημα των ενδοκυττάριων αμαστιγωτών, όπου τα αποτελέσματα αποκάλυψαν 

ανταγωνισμό και στα δύο είδη του παρασίτου. Επιπλέον, σε in vitro σύστημα Leishmania – 

μολυσμένων μακροφάγων αναδείχθηκε η ανοσορυθμιστική δράση και των τριών 

βιοφαινολικών ενώσεων, TPF1, TPF2 και OLEO, η οποία στην πλειονότητα των δοκιμασιών 

ενισχύθηκε όταν οι ενώσεις αυτές συνδυάστηκαν με τη HePC. 

Το σύνολο των ανωτέρω αποτελεσμάτων ανέδειξε την OLEO ως το πιο πολλά υποσχόμενο 

μόριο και οδήγησε στην επιλογή της για την περαιτέρω εφαρμογή της  σε in vivo πειραματικό 

μοντέλο δερματικής λεϊσμανίασης, προκειμένου να αξιολογηθεί τόσο η μονήρης, όσο και η 

συνδυαστική με τη HePC θεραπευτική της δράση.  

Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης επαλήθευσαν ότι τα ολικά 

φαινολικά κλάσματα του ελαιολάδου αποτελούν βιοενεργά εκχυλίσματα με ισχυρή 

αντιλεϊσμανιακή και ανοσοτροποποιητική δράση. Επιπλέον, ανέδειξαν ότι τα κλάσματα που 

είναι πλουσιότερα στις φαινολικές ενώσεις OLEA και OLEO, εστέρες των ΗΤ και Τ, αντίστοιχα, 

έχουν ισχυρότερη αντιλεϊσμανιακή δράση. Η παραδοχή αυτή επιβεβαιώθηκε περαιτέρω από 

τη διερεύνηση της λεϊσμανιοκτόνου δράσης των απομονωμένων πολυφαινολών, όπου η 

OLEO έδωσε τα πιο υποσχόμενα αποτελέσματα μεταξύ των υπό μελέτη καθαρών ενώσεων. 



Επίσης, η συσχέτιση των βιοενεργών φυσικών συστατικών με τη HePC, έδειξε μία 

υποσχόμενη θεραπευτική προσέγγιση έναντι των παρασίτων, υποδεικνύοντας νέα 

θεραπευτικά πρωτόκολλα που μπορούν να καθορίσουν πιθανά αποτελεσματικά δοσολογικά 

σχήματα που σχετίζονται με τη βέλτιστη χαμηλότερη δόση του τυπικού φαρμάκου. Η 

στρατηγική της συνδυαστικής χημειοθεραπείας ενθαρρύνει την μελλοντική επίτευξη αυτής 

της στρατηγικής για την αντιμετώπιση της νόσου σε δύσκολες κλινικές περιπτώσεις 

υποτροπών, σε περιπτώσεις ασθενών που δεν ανταποκρίνονται στην αρχική διαθέσιμη 

χημειοθεραπεία, καθώς και σε περίπλοκες καταστάσεις όπως η συλλοίμωξη με τον ιό HIV.  
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Abstract 
Leishmaniasis is a multisystemic parasitic disease with a wide range of clinical symptoms, 

including chronic inflammation of skin and internal visceral organs, and can be fatal if left 

untreated. It affects 12 million people worldwide, while 0.7 - 1.2 million new cases are 

annually reported from nearly 100 endemic countries. Leishmaniasis is endemic in Southern 

Europe with a progressively increasing incidence in non-endemic areas, posing a public health 

problem. It is caused by more than 21 different species of unicellular protozoan parasites of 

the genus Leishmania (family Trypanosomatidae), which are transmitted to their final 

vertebrate hosts through the blood meal of infected female insects belonging to the family of 

Psychodidae (genus Phlebotomus and Lutzomyia), and infect the host's mononuclear 

phagocytes. The main hosts of the parasite are humans, species of the canine family and 

rodents. The severity of clinical manifestations of the disease depends on both the species of 

the parasite and the genetic predisposition and immunocompetence of the infected host, as 

has been demonstrated in the available experimental animal models. Since no effective 

vaccine is available, chemotherapy is the only treatment option for the disease. Available 

chemotherapy and combination therapies include drugs such as pentamidine, paromomycin, 

azoles, liposomal amphotericin B and miltefosine. However, all these options present severe 

drawbacks, such as toxicity, high cost and an increasing failure rate, mainly due to the 

development of protozoan resistance, which necessitates the investigation of new active 

antileishmanial substances and new effective treatment protocols. 

Recent epidemiological studies show that Mediterranean Diet (MD) is associated with a 

reduced incidence of chronic inflammatory diseases such as cardiovascular diseases, 

neurological disorders and certain types of cancer. The main ingredient of MD is olive oil, and 

in particular extra virgin olive oil (EVOO), which comes from the plant Olea europaea L. 

Numerous studies in in vitro and in vivo models of various diseases, claim that the beneficial 

effects of olive oil are attributed to monounsaturated fatty acids (MUFAs) and to its polar 

fraction (total phenolic fraction, TPF), which contains chemical classes of biophenols, such as 

phenyl alcohols, phenolic acids, secoiridoids, flavonoids and lignans. Thus, the consumption 

of olive oil, as an indispensable product of MD, is strongly associated with beneficial health 

benefits, such as antioxidant, anti-inflammatory and anti-cancer properties. Recently, the 

European Food Safety Committee (EFSA) has issued on the positive contribution of olive oil 

biophenols to human health. Therefore, the investigation of the role of these bioactive 

molecules of olive oil in the treatment of endemic infectious diseases in Southern European 



countries, which are the main oil-producing countries with the highest overall consumption 

of olive oil, is of special scientific interest. 

The aim of this PhD thesis was the comparative study of the antileishmanial properties of 

two total phenolic fractions, TPF1 and TPF2, with different polyphenolic composition, derived 

from Greek EVOOs, and their association, as well as their main isolated polyphenolic 

components association with the commercially available antileishmanial drug miltefosine 

(HePC), in in vitro and in vivo experimental models of leishmaniasis. 

The quantitative analysis revealed that TPF2 was richer in phenolic compounds as it 

contained hydroxytyrosol (HT) (5 mg/g of extract), tyrosol (T) (12 mg/g), oleacein (OLEA) (144 

mg/g) and oleocanthal (OLEO) (301 mg/g), while TPF1 contained HT and T at 7 and 42 mg/g of 

extract, respectively. Both TPF1 and TPF2, exerted potent antileishmanial activity against two 

species of the genus Leishmania, L. infantum and L. major, which are the causative agents of 

the visceral and cutaneous forms of the disease, respectively. However, TPF2 was 

demonstrated as the most potent antileishmanial compound. Similarly, the isolated 

polyphenolic compounds oleuropein (OLE), HT, OLEA and OLEO demonstrated significant 

antileishmanial activity in both models. Also, except OLE, all tested compounds showed low 

toxicity against macrophages and selectivity against Leishmania spp. 

In order to delineate the possible differential mode of action of the two total phenolic 

fractions, studies aimed to determine the type of induced cell death in Leishmania spp. 

promastigotes. In particular, various characteristic morphological and biochemical markers of 

apoptosis were determined in Leishmania spp. parasites. 

Due to the parasite's growing resistance to antileishmanial medications that have been 

used for many decades, new potent therapeutic agents or combination therapy regimens are 

urgently requested. In recent years, drug combinations have been increasingly advocated as 

a way to increase efficacy, reduce the duration and the cost of treatment and limit the 

occurrence of drug resistance. In this thesis, the interactions of each biophenolic compound 

with HePC were evaluated in vitro, with the ultimate goal of optimizing the effect of HePC, the 

only oral formulation approved for the treatment of leishmaniasis. This correlation was 

performed using the modified isobologram method, and the results revealed additivity for 

HePC-TPF1 and HePC-TPF2 interactions, synergy for HePC-OLEO, indifference for HePC-HT and 

HePC-OLEA and antagonism for HePC-OLE, in both L. infantum and L. major promastigotes. 

Among these, the results leading to synergy and additivity were characterized as the most 

promising, as they induced a significant reduction in the required dose of HePC. These 

promising interactions were further confirmed by the enhanced intracellular ROS production 



in extracellular promastigotes. These results led to further investigation of the nature of the 

interactions of these compounds on intracellular amastigotes, and the results revealed 

antagonism in both species of the parasite. Furthermore, the three biophenolic compounds 

TPF1, TPF2, and OLEO were also highlighted for their immunomodulatory action in an in vitro 

system of Leishmania - infected macrophages, which in most cases was enhanced when 

combined with HePC. 

These results characterized OLEO as the most promising molecule and drove to its further 

investigation in an in vivo experimental model of cutaneous leishmaniasis, in order to evaluate 

both its single and combined with HePC therapeutic effect. 

Overall, the results obtained from the present PhD thesis verified that total phenolic 

fractions of olive oil are bioactive extracts with potent antileishmanial and 

immunomodulatory activity. In addition, they revealed that fractions richer in the phenolic 

compounds OLEA and OLEO, esters of HT and T, respectively, possess stronger antileishmanial 

activity. This assumption was further confirmed by the investigation of the leishmanicidal 

activity of the isolated polyphenols, where OLEO gave the most promising results among the 

studied pure compounds. Moreover, the association of these bioactive natural components 

with HePC showed a promising new therapeutic approach against Leishmania parasites, 

indicating that such approaches can determine potentially effective treatment regimens 

associated with optimal lower dose of the standard drug. Combination chemotherapy 

encourages future pursuit of this strategy for treating disease in difficult clinical relapses, in 

patients who do not respond to the initial available chemotherapy, and in complex situations 

such as HIV co-infection. 
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ddH2O (double distilled water):  Δις απεσταγμένο ύδωρ 

DNDi (Drugs for Neglected Diseases Initiative): Πρωτοβουλία «Φάρμακα για 

Παραμελημένες Ασθένειες» 

dNTP (deoxyribo-nucleotide tri-phosphate): Tριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια 

dTTP (deoxy-thymidine tri-phosphate): Tριφωσφορική δεοξυθυμίνη 

DCL (diffuse cutaneous leishmaniases): Διάχυτη δερματική λεϊσμανίαση 

DMSO (dimethyl-sulfoxide): Διμεθυλοσουλφοξείδιο 

DNA (deoxyribonucleic acid): Δεοξυριβοζονουκλεϊκό οξύ 

dUTP (deoxyuridine triphosphate): Τριφωσφορική δεοξυουριδίνη 

EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid): Αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ 

EFSA (European Food Safety Association): Ευρωπαϊκή Επιτροπή Ασφάλειας 

Τροφίμων  

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay): Ενζυμική ανοσοπροσρόφηση  

EROSA (eugenol-rich essential oil from 

Syzygium aromaticum): 

Αιθέριο έλαιο πλούσιο σε ευγενόλη από 

το Syzygium aromaticum 

EtBr (ethidium bromide): Βρωμιούχο αιθίδιο 

EVOO (extra virgin olive oil): Εξαιρετικά παρθένο ελαιόλαδο 

FACS (fluorescence activated cell sorting): Kυτταρομετρία ροής 

FAO (Food and Agriculture Organization): Οργανισμός Τροφίμων και Γεωργίας 

FBS (fetus bovine serum):  Ορός εμβρύου βοοειδούς 

FDA (The United States Food and Drug 

Administration): 

Υπηρεσία Τροφίμων και Φαρμάκων των 

ΗΠΑ 

FIC (fractional inhibitory concentration): Κλασματική ανασταλτική συγκέντρωση 



FICI (fractional inhibitory concentration index): Δείκτης κλασματικής ανασταλτικής 

συγκέντρωσης 

FITC (fluorescein isothiocyanate):  Ισοθειοκυανική φλουορεσκεΐνη 

GAPDH (glycer-aldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase): 

Δεϋδρογονάση της γλυκεραλδεϋδης της 

3-φωσφατάσης 

GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor):  

Παράγοντας δημιουργίας αποικιών 

κοκκιοκυττάρων - μακροφάγων 

GMP (good manufacturing practice): Ορθή παρασκευαστική πρακτική 

HAART (highly active antiretroviral therapy): Yψηλής δραστικότητας αντιρετροϊκή 

θεραπεία 

HePC (hexadecylphosphocholine): Μιλτεφοσίνη (εξαδεκυλφωσφοχολίνη) 

H2DCFDA (2′,7′-dichlorodihydro-fluorescein 

diacetate): 

Διοξεική 2',7' 

διχλωροδιϋδροφθοροσκεΐνη 

 

HIV (human immunodeficiency virus): Ιός ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας 

HPLC-DAD (high performance liquid 

chromatography chromatography with diode-

array detection):  

Υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης 

σε σειρά με ανιχνευτή συστοιχίας 

φωτοδιόδων 

HT (hydroxytyrosol): Υδροξυτυροσόλη  

IC50 (inhibition concentration 50%):  Μέση ανασταλτική συγκέντρωση 

IFN-γ (interferon-γ): Ιντερφερόνη-γ 

IL-1 (interleukin-1): Ιντερλευκίνη-1 

IL-1β (interleukin-1β): Ιντερλευκίνη-1β 

IL-2 (interleukin-2): Ιντερλευκίνη-2 

IL-4 (interleukin-4): Ιντερλευκίνη-4 

IL-10 (interleukin-10): Ιντερλευκίνη-10 

IL-12 (interleukin-12): Ιντερλευκίνη-12 

IL-13 (interleukin-13): Ιντερλευκίνη-13 

IL-17 (interleukin-17):  Ιντερλευκίνη-17 

IL-23 (interleukin-23):  Ιντερλευκίνη-23 

iNOS (inducible nitric oxide synthase): Επαγόμενη συνθάση του ΝΟ 

IOC (International Olive Council): Διεθνές Συμβούλιο Ελιάς 

i.v. (intravenously): Ενδοφλέβια  

LA (ligstroside aglycone): Άγλυκο του λιγκστροσίδη 

L-AmB (liposomal amphotericin B): Λιποσωμιακή αμφοτερικίνη Β 



LCL (localized cutaneous leishmaniasis): Τοπική δερματική λεϊσμανίαση  

LPS (lipopolysaccharide): Λιποπολυσακχαρίτης 

MCL (mucocutaneous leishmaniasis): Βλεννογονοδερματική λεϊσμανίαση 

MD (Mediterranean diet): Μεσογειακή διατροφή 

MeOH (methanol): Μεθανόλη 

MHC-II (major histocompatibility complex II):  Μείζων σύμπλεγμα ιστοσυμβατότητας 

τάξης ΙΙ 

MLEE (multilocus enzyme electrophoresis): Ισοενζυμική πολυεστιακή 

ηλεκτροφόρηση 

mRNA (messenger RNA): Αγγελιοφόρο RNA 

MUFA (monounsaturated fatty acids): Μονοακόρεστα λιπαρά οξέα 

NCCD (Nomenclature Committee on Cell 

Death): 

Επιτροπή Ονοματολογίας Κυτταρικού 

θανάτου 

NETs (neutrophil extracellular traps): Εξωκυττάριες παγίδες ουδετερόφιλων 

NK cells (natural killer cells): Φυσικά κύτταρα φονείς 

NO (Nitric oxide): Μονοξείδιο του αζώτου 

NPs (natural products): Φυσικά προϊόντα 

ΝΤDs (neglected tropical diseases): Παραμελημένες τροπικές ασθένειες 

OD (optical density): Οπτική απορρόφηση 

OLE (oleuropein): Ολευρωπεΐνη 

OLEA (oleacein): Ολεασεΐνη   

OLEO (oleocanthal): Ολεοκανθάλη  

OO (olive oil): Ελαιόλαδο  

PCD (programmed cell death): Προγραμματισμένος κυτταρικός 

θάνατος 

PCR (polymerase chain reaction): Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

PI (propidium iodide):  Iωδιούχο προπίδιο 

PKDL (post-kala-azar dermal leishmaniasis): Μετά-Καλαζάρ δερματική λεϊσμανίαση  

PMΜ (paromomycin): Παρομομυκίνη 

p.o. (per os): Από το στόμα 

RNA (ribonucleic acid): Ριβονουκλεϊκό οξύ 

RNS (reactive nitrogen species): Ενεργές ρίζες αζώτου 

ROS (reactive oxygen species):  Ενεργές ρίζες οξυγόνου 



RT-PCR (reverse transcription polymerase 

chain reaction): 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

αντίστροφης μεταγραφής 

s.c (subcutaneously): Υποδόρια  

SD (standard deviation): Τυπική απόκλιση 

SDS (sodium dodecyl sulfate):  Δωδεκανικό θειϊκό νάτριο  

SI (selectivity index):  Δείκτης εκλεκτικότητας 

Τ (tyrosol): Τυροσόλη  

TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase): τελική δεοξυνουκλεοτιδυλτρανσφεράση 

TGF-β (tranforming growth factor-β): Αυξητικός παράγοντας 

μετασχηματισμού β 

Th1/2 (T-helper cells type 1 and 2): Τ βοηθητικά κύτταρα τύπου 1 και 2 

TLR (Toll-like receptor): Υποδοχείς τύπου Toll 

TNF-α (tumor necrosis factor-α):  Παράγοντας νέκρωσης όγκων α 

TUNEL (terminal deoxynoucleotidyl 

transferase TdT-mediated dUTP Nick end 

labeling): 

Τελική επισήμανση dUTP με τη 

μεσολάβηση της δεοξυνουκλεοτιδυλ 

τρανσφεράσης (TdT) 

WHO (Π.Ο.Υ.): Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας 

ZVL (zoonotic visceral leishmaniasis): Ζωονοσογόνος σπλαγχνική λεϊσμανίαση 
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1. Εισαγωγή 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



~ 29 ~ 
 

1.1 Η λεϊσμανίαση: γενικά στοιχεία και ιστορική αναδρομή 

Η λεϊσμανίαση αποτελεί σύμπλεγμα λοιμωδών νοσημάτων, που προκαλείται από 

ενδοκυτταρικά πρωτόζωα του γένους Leishmania, τα οποία προσβάλλουν τον άνθρωπο και 

άλλα θηλαστικά, μέσω του δήγματος θηλυκών εντόμων (σκνιπών) (Steverding 2017). Παρότι 

η νόσος έχει μακρά ιστορία, που χρονολογείται στο 2500 π.Χ., η ταυτοποίηση τόσο των 

παρασίτων Leishmania, ως αιτιολογικοί παράγοντες της νόσου, όσο και των σκνιπών, ως 

φορείς μετάδοσής της, ξεκίνησε στις 

αρχές του 20ου αιώνα (Akhoundi et al. 

2016).  Το 1903, ο William Boog 

Leishman και ο Charles Donovan 

(Εικόνα 1.1), παρατήρησαν 

ταυτόχρονα και  ανεξάρτητα, 

ωοειδείς σχηματισμούς σε 

επιχρίσματα σπληνών ασθενών από 

την Ινδία με κοινή συμπτωματολογία 

(απώλεια βάρους, πυρετό, 

σπληνομεγαλία). Λίγο αργότερα, στο 

τέλος του 1904, ο Ronald Ross 

(Εικόνα 1.1), ταυτοποίησε τα σωμάτια αυτά ως ένα νέο είδος παρασίτου, στο οποίο δόθηκε 

το όνομα  Leishmania donovani, προς τιμήν των Leishman και Donovan (Gibson 1983; 

Herwaldt 1999; Sasidharan and Prakash Saudagar 2021; Steverding 2017). Η λεϊσμανίαση, ως 

ζωοανθρωπονόσος και ανθρωπονόσος, εξακολουθεί να αποτελεί σοβαρό παρασιτικό 

νόσημα. Ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας (Π.Ο.Υ.) τη χαρακτηρίζει ως μία παραμελημένη 

τροπική ασθένεια (neglected tropical disease, ΝΤD) με υψηλή νοσηρότητα και θνησιμότητα, 

καθώς 700.000 έως 1,2 εκατομμύρια νέα κρούσματα αναφέρονται ετησίως σε παγκόσμια 

κλίμακα (WHO 2022).  

 

1.2 Το παράσιτο Leishmania spp. 

1.2.1 Ταξινόμηση και συστηματική κατάταξη 

Τα παράσιτα του γένους Leishmania ανήκουν στην τάξη των κινητοπλαστοειδών 

(Kinetoplastida) και στην οικογένεια των τρυπανοσωματιδών (Trypanosomatidae) (Εικόνα 

1.2) (García-Almagro 2005; Sharma and Singh 2008). Η συστηματική ταξινόμηση του 

παρασίτου έχει υποστεί συχνές μεταβολές και αναπροσαρμογές. Παλαιότερα, η διάκριση 

των ειδών γινόταν με βιολογικά και οικολογικά κριτήρια, αλλά με την πάροδο του χρόνου τα 

Εικόνα 1.1. Αντιστράτηγος Sir William Boog Leishman (1865-
1926). Σκωτσέζος Παθολόγος και ιατρός του βρετανικού 
στρατού (αριστερά). Ταγματάρχης Charles Donovan (1863-
1951). Ιρλανδός ιατρός που επιτέλεσε καθηγητής φυσιολογίας 
στο πανεπιστήμιο του Μαντράς (κέντρο). Sir Ronald Ross 
(1857-1932). Βρετανός ιατρός που έλαβε το Νόμπελ 
Φυσιολογίας ή Ιατρικής το 1902 για το έργο του στον 
προσδιορισμό του τρόπου μετάδοσης της ελονοσίας (δεξιά) 
(τροποποίηση από: Steverding et al. 2017). 
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κριτήρια αυτά αντικαταστάθηκαν από άλλα, όπως οι πολυμορφισμοί του κινητοπλαστικού 

DNA, οι πρωτεΐνες και τα αντιγόνα του παρασίτου (Barker and Butcher 1983; Lukeš et al. 

2007; Schönian et al. 2008). Η ισοενζυμική πολυεστιακή ηλεκτροφόρηση (multilocus enzyme 

electrophoresis, MLEE) αποτελεί τεχνική αναφοράς για την ταυτοποίηση του παρασίτου σε 

επίπεδο είδους, με κριτήριο την ύπαρξη χαρακτηριστικών ισοενζυμικών μορφών 

(ζυμοδέματα) μεταξύ 12 ενζύμων 

(Hommel 1999; Rioux et al. 1990). 

Σύμφωνα, με τις τρέχουσες 

φυλογενετικές αναλύσεις, το γένος 

Leishmania αποτελείται από τα 

ακόλουθα τέσσερα διακριτά 

υπογένη: Leishmania,  Vianna, 

Mundinia και Sauroleishmania 

(Akhoundi et al. 2016; Bañuls, Hide, 

and Prugnolle 2007; Klatt et al. 

2019). Μέχρι σήμερα έχουν 

περιγραφεί 53 είδη Leishmania, από τα οποία τα 31 παρασιτούν σε θηλαστικά, ενώ 

τουλάχιστον 20 είναι παθογόνα για τον άνθρωπο (Akhoundi et al. 2016).  

 

1.2.2 Μετάδοση του παρασίτου 

Τα παράσιτα του γένους Leishmania μεταδίδονται στους τελικούς σπονδυλωτούς ξενιστές 

μέσω του δήγματος αίματος μολυσμένων θηλυκών εντόμων (σκνιπών), τα οποία αποτελούν 

τους ενδιάμεσους ξενιστές (Εικόνα 1.3) 

(Bates 2007). Οι σκνίπες ανήκουν στην 

τάξη των Δίπτερων και στην οικογένεια 

των Ψυχοειδών (Akhoundi et al. 2016; 

Sharma and Singh 2008). Η μετάδοση 

της νόσου μέσω άλλων οδών, όπως 

μέσω κοινής χρήσης μολυσμένων 

βελόνων, μέσω μετάγγισης αίματος, 

μεταμόσχευσης ή από τη μολυσμένη μητέρα στο έμβρυο διαμέσου του διαπλακουντιακού 

φραγμού, αναφέρονται σπάνια (Mescouto-Borges et al. 2013). Οι κύριοι ξενιστές του 

παρασίτου είναι τα σκυλιά, τα τρωκτικά και οι άνθρωποι, ανάλογα με το είδος του 

παρασίτου, το γένος του ενδιάμεσου ξενιστή και τη γεωγραφική περιοχή (Arenas et al. 2017; 

Εικόνα 1.2. Συστηματική ταξινόμηση του παρασίτου Leishmania 
spp. (τροποποίηση από: García-Almagro 2005). 

Εικόνα 1.3. Θηλυκές σκνίπες του γένους Phlebotomus 
(αριστερά) και Lutzomyia (δεξιά) (τροποποίηση από: 
Sharma et al. 2008). 
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Millán, Ferroglio, and Solano-Gallego 2014). Τo παράσιτο μεταδίδεται παγκοσμίως από 

περισσότερα από 90 διαφορετικά είδη θηλυκών σκνιπών, που είναι εξαπλωμένες σε 

τουλάχιστον 98 χώρες και τέσσερις ηπείρους (Samaranayake 2020).  

1.2.3 Δομή και μορφολογία του παρασίτου 

Το παράσιτο του γένους Leishmania εμφανίζει δύο διακριτές αναπτυξιακές μορφές, την 

προμαστιγωτή, η οποία εντοπίζεται στον πεπτικό σωλήνα της φλεβοτόμου (ενδιάμεσος 

ξενιστής) και την αμαστιγωτή, η οποία 

αποτελεί υποχρεωτικό ενδοκυτταρικό 

παράσιτο στα μονοπύρηνα φαγοκύτταρα 

των θηλαστικών (τελικός ξενιστής) 

(Εικόνα 1.5) (Orgen and Melby 2009; 

Rodrigues, Godinho, and de Souza 2014). 

Οι προμαστιγώτες είναι λεπτά, επιμήκη 

κύτταρα, με αναδυόμενο μαστίγιο και 

πρόσθιο κινητοπλάστη, μία ραβδοειδή 

δομή μεταξύ πυρήνα και μαστιγίου 

(Εικόνα 1.4). Έχουν συνήθως σχήμα 

ατρακτοειδές και μέγεθος που κυμαίνεται 

από 15-20 μm σε μήκος και 1,5-3,5 μm σε 

πλάτος. Το μαστίγιο, μεγέθους 15 έως 28 μm, εκφύεται από το πρόσθιο άκρο του κυτταρικού 

σώματος και αποτελεί ένα σημαντικό οργανίδιο κίνησης και προσκόλλησης στο μεσέντερο 

της φλεβοτόμου (Herwaldt 1999; Thakur, Joshi, and Kaur 2020). Οι αμαστιγώτες είναι ωοειδή 

κύτταρα και το μέγεθός τους κυμαίνεται από 2 έως 4 μm σε διάμετρο. Διαθέτουν πυρήνα και 

κινητοπλάστη, ενώ το μαστίγιο δεν είναι ορατό με κοινό μικροσκόπιο, καθώς δεν εκτείνεται 

Εικόνα 1.4. Σχηματική αναπαράσταση των κύριων  

ενδοκυτταρικών οργανιδίων της  προμαστιγωτής 

(αριστερά) και της αμαστιγωτής (δεξιά) μορφής των 

παρασίτων Leishmania spp. (προσαρμοσμένη 

απεικόνιση από Besteiro et al. 2007). 

αμαστιγώτες 

Εικόνα 1.5. Αναπτυξιακές μορφές του παρασίτου Leishmania spp. Αριστερά απεικονίζονται οι προμαστιγωτές 

μορφές και το βέλος προσδιορίζει τον κινητοπλάστη, ενώ δεξιά απεικονίζονται οι αμαστιγωτές μορφές που 

έχουν εισέλθει σε κύτταρα θηλαστικών (τροποποίηση από: Οrgen et al. 2009). 
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πέρα από το κυτταρικό όριο (θύλακα) (Εικόνα 1.4) (Bates 2009; Besteiro et al. 2007; Herwaldt 

1999; Orgen and Melby 2009; Rodrigues et al. 2014; Sunter and Gull 2017; Thakur et al. 2020). 

Η γενική δομή και σύσταση και των δύο αναπτυξιακών μορφών είναι όμοια. Τα παράσιτα, 

και στις δύο τους μορφές, ως ευκαρυωτικοί οργανισμοί εμφανίζουν πυρήνα με πυρηνικό 

φάκελο, έξω από τον οποίο εντοπίζεται το ενδοπλασματικό δίκτυο. Επίσης,  ο κινητοπλάστης 

αποτελεί ένα από τα πιο χαρακτηριστικά οργανίδια των παρασίτων του γένους Leishmania, 

το οποίο έχει λειτουργίες ανάλογες του μιτοχονδρίου και περιέχει κινητοπλαστικό DNA 

(Bates 2009; Sunter and Gull 2017). 

1.2.4 Βιολογικός κύκλος του παρασίτου 

Τα παράσιτα του γένους Leishmania εμφανίζουν έναν εναλλασσόμενο διμορφικό κύκλο 

ζωής (Sunter and Gull 2017). Έξω από τον τελικό ξενιστή, το παράσιτο επιβιώνει στον πεπτικό 

σωλήνα των φλεβοτόμων (ενδιάμεσοι ξενιστές) (Bañuls et al. 2007; Besteiro et al. 2007). 

Καθώς η θηλυκή φλεβοτόμος απομυζεί μολυσμένο αίμα, οι αμαστιγωτές μορφές του 

παρασίτου περνούν στο οπίσθιο τμήμα του μεσεντέρου της (Kamhawi 2006). Στη συνέχεια, 

τα παράσιτα μεταναστεύουν στο πρόσθιο μεσέντερο και υφίστανται πληθώρα 

μετασχηματισμών και διαφοροποιήσεων κατά τη διαδικασία της μετακυκλογένεσης, με 

στόχο τη διασφάλιση της επιβίωσής τους (Bates 2009; Orgen and Melby 2009). Ειδικότερα, 

οι αμαστιγώτες διαφοροποιούνται αρχικά σε προκυκλικές προμαστιγωτές μορφές, οι οποίες 

έχουν μικρό μέγεθος, κοντό μαστίγιο και αργό ρυθμό ανάπτυξης (Εικόνα 1.6). Τρεις με 

τέσσερεις ημέρες από τη μόλυνση της φλεβοτόμου, τα παράσιτα διαφοροποιούνται στις 

Εικόνα 1.6: Ο κύκλος ζωής του παρασίτου Leishmania spp. στον ενδιάμεσο ξενιστή. Απεικόνιση της χρονο-

εξαρτώμενης εμφάνισης των διακριτών μορφολογικών σταδίων των προμαστιγωτών στο μεσέντερο  της 

σκνίπας (τροποποίηση από: Kamhawi 2006). 
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επιμήκεις και λεπτές νεκτομονάδες, οι οποίες εντοπίζονται στο θωρακικό τμήμα του 

πεπτικού συστήματος της φλεβοτόμου, και μεταμορφώνονται περαιτέρω στις λεπτομονάδες  

(Εικόνα 1.7) (Bates 2007; Kamhawi 2006). Στη συνέχεια, οι λεπτομονάδες μεταμορφώνονται 

σε απτομονάδες, οι οποίες χαρακτηρίζονται από μικρό μαστίγιο και έλλειψη κινητικότητας 

και στις μετακυκλικές προμαστιγωτές μορφές, 

που αποτελούν τη μολυσματική μορφή για τους 

τελικούς ξενιστές (Εικόνα 1.8) (Bates 2007; 

Gossage, Rogers, and Bates 2003). Κύρια 

χαρακτηριστικά των μορφών αυτών είναι το 

μικρό κυτταρικό σώμα, το επίμηκες μαστίγιο και 

η έντονη κινητικότητα. Ακολούθως, η 

μολυσμένη φλεβοτόμος  κατά την αναζήτηση 

ενός νέου γεύματος αίματος, ενοφθαλμίζει τις 

μετακυκλικές προμαστιγωτές μορφές στο δέρμα 

του τελικού ξενιστή. Τα μολυσματικά παράσιτα διαπερνούν τον επιδερμικό φραγμό, 

φαγοκυτταρώνονται από τα μακροφάγα, και μεταμορφώνονται σε αμαστιγωτές μορφές, 

όπου εντοπίζονται στο φαγολυσόσωμα και πολλαπλασιάζονται με τελικό αποτέλεσμα τη 

ρήξη των κυττάρων  (Εικόνα 1.9) (Bates 2007; CDC 2020; Gossage et al. 2003; Hommel 1999; 

Kamhawi 2006; Sunter and Gull 2017). 

Εικόνα 1.8. Εικόνες ηλεκτρονικού μικροσκοπίου 
σάρωσης, όπου απεικονίζονται τα κύρια 
αναπτυξιακά στάδια του παρασίτου Leishmania 
spp.  (τροποποίηση από: Besteiro et al. 2007). 

Εικόνα 1.7. Αναπαράσταση της αναπτυξιακής αλληλουχίας των κύριων μορφών του παρασίτου Leishmania 

spp. στην φλεβοτόμο. Και οι δύο κύριες αναπτυξιακές μορφές του παρασίτου φέρουν πυρήνα (N), 

κινητοπλάστη (K) και μαστίγιο (F) (τροποποίηση από: Bates 2007). 
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1.3 Επιδημιολογία και κλινικές μορφές της νόσου  

Η λεϊσμανίαση ανήκει παγκοσμίως στις αναδυόμενες τροπικές ασθένειες μαζί με την 

ελονοσία, την αφρικανική τρυπανοσωμίαση (γνωστή και ως ασθένεια του ύπνου) και την 

ασθένεια Chagas, ενώ ταυτόχρονα έχει χαρακτηριστεί ως η «νόσος των φτωχότερων» 

(Brindha, Balamurali, and Chanda 2021; Sasidharan and Prakash Saudagar 2021). Επί του 

παρόντος, 98 χώρες αναφέρονται ως ενδημικές, και τα πρόσφατα δεδομένα κάνουν 

αναφορά για περισσότερες από 12 εκατομμύρια περιπτώσεις παγκοσμίως, με 1,5 - 2 

εκατομμύρια νέες περιπτώσεις να προστίθενται στον αριθμό αυτό ετησίως (WHO 2022). Η 

πλειονότητα των λοιμώξεων εμφανίζεται στις χώρες του Παλαιού Κόσμου (Ευρασία και 

Αφρική), και προκαλούνται κυρίως από τα στελέχη L. major, L. tropica, L. aethiopica και L. 

donovani. Αντιθέτως, τα είδη του υπογένους Viannia, είναι αποκλειστικά ενδημικά στον Νέο 

Κόσμο (Αμερική), με τις κοινές λοιμώξεις να προκαλούνται από τα L. braziliensis, L. 

panamensis και L. guyanensis (Hartley et al. 2014).  

Η λεϊσμανίαση χαρακτηρίζεται από ποικιλομορφία και πολυπλοκότητα και παρουσιάζει 

ένα ευρύ φάσμα κλινικών εκδηλώσεων, το οποίο εξαρτάται τόσο από το είδος του 

παρασίτου, όσο και από την ανοσολογική απόκριση του ξενιστή. Ωστόσο, η νόσος εμφανίζει 

Εικόνα 1.9 Σχηματική αναπαράσταση του βιολογικού κύκλου του παρασίτου Leishmania spp.  

(τροποποίηση από: CDC 2020). 
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τρεις κύριες κλινικές μορφές: τη σπλαγχνική (visceral leishmaniasis, VL), τη  δερματική  

(cutaneous leishmaniasis, CL), και τη βλεννογονoδερματική (mucocutaneous leishmaniasis, 

MCL). Επίσης, αξίζει να σημειωθεί ότι ένα συγκεκριμένο είδος παρασίτου Leishmania μπορεί 

να ευθύνεται για διάφορες κλινικές μορφές της νόσου (Πίνακας 1) (Grevelink, Lemer, and 

Boston 1996; McGwire and Satoskar 2014; WHO Expert Committee on the Control of the 

Leishmaniases. 2010).  

Στην Ελλάδα, τα τελευταία χρόνια η εμφάνιση της νόσου είναι σχετικά σταθερή με μικρές 

διακυμάνσεις. Σημειώνονται κατά μέσο όρο 0,36 νέα περιστατικά ανά 100.000 κατοίκους 

ετησίως, και σχεδόν τα μισά από τα αναφερόμενα κρούσματα VL αφορούν στην Αττική 

(Boutsini et al. 2017; Iliopoulou et al. 2018). Παρόλα αυτά, η ύπαρξη ασυμπτωματικών 

λοιμώξεων, τόσο στον σκύλο όσο και στον άνθρωπο, είναι γεγονός και καταδεικνύει ότι 

γνωρίζουμε μόνο «την κορυφή του παγόβουνου» σχετικά με τον επιπολασμό των 

λεϊσμανιάσεων στην χώρα μας (Leontides et al. 2002; Papadopoulou et al. 2005; Sideris et al. 

1996, 1999). Πρόσφατες μελέτες επιβεβαιώνουν την αναγκαιότητα της συνεχούς επιτήρησης 

Πίνακας 1. Επιδημιολογικά στοιχεία κλινικά σημαντικών ειδών Leishmania (τροποποίηση από: Burza et al. 

2018 και Reithinger et al. 2007). 
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του νοσήματος, ώστε με προνοητικότητα να σχεδιαστούν στοχευμένες παρεμβάσεις ελέγχου 

τόσο της επιζωοτίας της νόσου, όσο και των πιθανά εισαγόμενων νέων ειδών (Morales-Yuste, 

Martín-Sánchez, and Corpas-Lopez 2022). 

 

1.3.1 Σπλαγχνική λεϊσμανίαση 

Η σπλαγχνική λεϊσμανίαση (visceral leishmaniasis, VL), γνωστή επίσης και ως Καλαζάρ ( 

«μαύρος πυρετός»), αποτελεί την πιο σοβαρή εκδήλωση της νόσου. Οι κύριοι αιτιολογικοί 

παράγοντες της σπλαγχνικής λεϊσμανίασης είναι τα είδη του συμπλέγματος L. donovani (L. 

donovani, L. Infantum / L. chagasi) (Burza, Croft, and Boelaert 2018; van Griensven and Diro 

2012, 2019; McGwire and Satoskar 2014). Η ανθρωπονοτική σπλαγχνική λεϊσμανίαση 

(anthroponotic visceral leishmaniasis, AVL), προκαλείται κατά κύριο λόγο από το L. donovani 

σε χώρες του Παλαιού Κόσμου (Ανατολική Αφρική και τη Μέση Ανατολή), ενώ η 

ζωοανθρωπονοτική (zoonotic visceral leishmaniasis, ZVL), μεταδίδεται μεταξύ ανθρώπων και 

άλλων θηλαστικών, όπως οι σκύλοι, μέσω των L. donovani, L. infantum και L. archibaldi, σε 

χώρες του Παλαιού και του Νέου Κόσμου (Ανατολική Αφρική, Νότια Αμερική, λεκάνη της 

Μεσογείου και Νότια Ασία) (Bi et al. 2018).  

Τα παράσιτα αποικίζουν σε εσωτερικά όργανα του ξενιστή, κυρίως στον σπλήνα, στο ήπαρ 

και στον μυελό των οστών (Burza et al. 2018). Η νόσος μπορεί να είναι οξεία, υποξεία ή 

χρόνια. Ο χρόνος επώασης του παρασίτου κυμαίνεται από 2 εβδομάδες έως 36 μήνες και οι 

συνήθεις εκδηλώσεις περιλαμβάνουν παρατεταμένο εμπύρετο, κόπωση, καχεξία, ανορεξία, 

ηπατομεγαλία, σπληνομεγαλία, πανκυτταροπενία και 

λεμφαδενοπάθεια (Εικόνα 1.10). Η κλινική διάγνωση της 

VL είναι δύσκολη, καθώς η συμπτωματολογία μοιάζει με 

κοινές λοιμώξεις, όπως ο τυφοειδής πυρετός, η 

φυματίωση, η βρουκέλλωση και η ελονοσία, αλλά και με 

ορισμένες αιματολογικές κακοήθειες (Arenas et al. 2017; 

Chappuis et al. 2007; Guerin et al. 2002; Safavi, Eshaghi, 

and Hajihassani 2020). Η VL, αν δεν αντιμετωπιστεί 

έγκαιρα και ορθά, μπορεί να οδηγήσει στο θάνατο με 

ποσοστό θνησιμότητας έως 95% (Ready 2014). Ο θάνατος επέρχεται συνήθως σε διάστημα 2 

ετών και οφείλεται σε δευτερογενείς βακτηριακές λοιμώξεις ή σε σοβαρή αναιμία. Εκτιμάται 

ότι 50.000 έως 90.000 νέες περιπτώσεις VL παρουσιάζονται σε παγκόσμιο επίπεδο ετησίως, 

με μόνο το 25 έως 45% των περιστατικών να αναφέρεται στον Π.Ο.Υ. 

Εικόνα 1.10: Ηπατοσπληνομεγαλία 

σε ασθενή με σπλαγχνική 

λεϊσμανίαση (τροποποίηση από: 

WHO, 2022). 
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Η δερματική λεϊσμανίαση μετά από σπλαγχνική (post kala-azar dermal leishmaniasis, 

PKDL), θεωρείται ανοσολογικά επακόλουθη της 

σπλαγχνικής και είναι ως επί το πλείστον ανθρωπονοτική με 

αιτιολογικό παράγοντα το είδος L. donovani (Εικόνα 1.11) 

(Antinori et al. 2007). Η μορφή αυτή παρατηρείται στο 10% 

περίπου των ασθενών που έχουν λάβει επιτυχώς θεραπεία 

κατά της VL, και έχουν παραμείνει ασυμπτωματικοί για 

μήνες έως και χρόνια (Antinori et al. 2007; Hartley et al. 

2014; McGwire and Satoskar 2014; Zijlstra E E, Musa A M, Khalil E A G, Hassan I M El 2003).  

 

1.3.2 Δερματική λεϊσμανίαση 

Η δερματική λεϊσμανίαση (cutaneous leishmaniasis, CL) αποτελεί την πιο κοινή και 

λιγότερο σοβαρή μορφή της νόσου, η οποία υπολογίζεται ότι επηρεάζει 600.000 έως 1 

εκατομμύριο ανθρώπους ετησίως, σε παγκόσμιο επίπεδο (WHO 2022). Η δερματική 

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

του Παλαιού Κόσμου και L. mexicana, L. amazonensis, L. (Viannia) guyanensis, L. (Viannia) 

panamensis και L. (Viannia) braziliensis στις χώρες του Νέου Κόσμου (Dowlati 1996; Gurel, 

Tekin, and Uzun 2019; Reithinger et al. 2007).  

Η CL συνήθως εκδηλώνεται με μεμονωμένες δερματικές βλάβες στο σημείο δήγματος της 

φλεβοτόμου (localized cutaneous leishmaniasis, LCL), σε εκτεθειμένο σημείο του σώματος, 

όπως το κεφάλι ή τα άκρα (Εικόνα 1.12). Οι πληγές ποικίλλουν από μικρές αυτοϊάσιμες 

ελκώσεις έως κοκκιοματώδη οζίδια και μεγάλες ερυθυματώδεις πληγές. Ωστόσο, ανάλογα 

με το είδος του παρασίτου, υπολογίζεται ότι έως και το 10% των περιπτώσεων δερματικής 

λεϊσμανίασης εξελίσσονται σε  μη ιάσιμες εκδηλώσεις (Burza et al. 2018; Hartley et al. 2014; 

Heras-Mosteiro et al. 2017). Η διάχυτη δερματική λεϊσμανίαση (diffuse cutaneous 

leishmaniasis, DCL) αποτελεί μια σπάνια μορφή δερματικής λεϊσμανίασης που 

Εικόνα 1.12: Απεικόνιση βλαβών κατά τη CL (αριστερά) και κατά την DCL (δεξιά) (τροποποίηση από: McGwire 

et al. 2014). 

Εικόνα 1.11: Ασθενής με PKDL 

(τροποποίηση από: E E Zijlstra et 

al. 2003). 
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χαρακτηρίζεται από πολυάριθμες και διάχυτες δερματικές βλάβες (Εικόνα 1.12) (McGwire 

and Satoskar 2014; Rodrigues et al. 2014). 

1.3.3 Βλεννογονοδερματική λεϊσμανίαση 

Η βλεννογονοδερματική λεϊσμανίαση (mucocutaneous leishmaniasis, MCL), 

χαρακτηρίζεται από την καθυστερημένη ανάπτυξη μεταστατικών πληγών και την 

καταστροφή του βλεννογόνου του στόματος, της ρινικής κοιλότητας, 

του φάρυγγα και του λάρυγγα (Εικόνα 1.13). Προκαλείται από τα είδη 

L. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis και L. panamensis 

(Abadías-Granado et al. 2021; David and Craft 2009). H MCL δεν είναι 

αυτοϊάσιμη και εάν δε ληφθεί άμεσα αγωγή οδηγεί σε εκτεταμένες 

παραμορφωτικές αλλοιώσεις, που οδηγούν σε επώδυνες 

χειρουργικές παρεμβάσεις, ως αποτέλεσμα της χρόνιας τοπικής 

ιστικής καταστροφής (Burza et al. 2018; WHO Expert Committee on 

the Control of the Leishmaniases. 2010). 

1.3.4 Συλλοιμώξεις 

Η λεϊσμανίαση θεωρείται «ευκαιριακή» λοίμωξη στους ασθενείς που έχουν μολυνθεί από 

τον ιό της ανθρώπινης ανοσοανεπάρκειας (human immunodeficiency virus, HIV). 

Υπολογίζεται ότι περίπου 36,9 εκατομμύρια άνθρωποι έχουν μολυνθεί με τον HIV και 2 

εκατομμύρια νέες μολύνσεις αναφέρονται ετησίως (Lindoso et al. 2016; Oryan and Akbari 

2016). Στις αρχές του 1990 παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση των κρουσμάτων λεϊσμανίασης 

παγκοσμίως, κάτι το οποίο αποδόθηκε στην επέκταση της συλλοίμωξης HIV/Leishmania 

(Mansueto et al. 2014). Το 2021 καταγράφηκαν περιστατικά συλλοίμωξης σε 45 χώρες, 

κυρίως στη Βραζιλία, την Αιθιοπία και την πολιτεία Μπιχάρ της Ινδίας (WHO 2022). Η 

συλλοίμωξη HIV/L. infantum αποτελεί την πιο συχνή λοίμωξη σε ενδημικές περιοχές, λόγω 

της γεωγραφικής εξάπλωσης και κατανομής των διαφόρων ειδών Leishmania spp. Παρόλα 

αυτά, αναφέρονται και περιπτώσεις συλλοίμωξης με στελέχη CL (Okwor and Uzonna 2013). 

Οι δύο μικροοργανισμοί φαίνεται να έχουν αμφίδρομη σχέση, καθώς η λοίμωξη από τον ιό 

HIV αυξάνει δραματικά τον κίνδυνο εμφάνισης VL και ομοίως, η μόλυνση μονοκυττάρων από 

Leishmania προάγει την αναπαραγωγή του HIV (Okwor and Uzonna 2013; Thakur et al. 2020). 

Ωστόσο, από τα τέλη της δεκαετίας του 1990, ο αριθμός νέων κρουσμάτων συλλοίμωξης 

άρχισε να μειώνεται σημαντικά, ιδιαίτερα στο μεγαλύτερο μέρος της Ν. Ευρώπης, κυρίως 

λόγω της πρόσβασης σε υψηλής δραστικότητας αντιρετροϊκή θεραπεία (highly active 

Εικόνα 1.13: Ασθενής 

με MCL (τροποποίηση 

από: McGwire et al. 

2014). 
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antiretroviral therapy, HAART)  (Alvar et al. 2008; Van Griensven et al. 2014; Lindoso et al. 

2016; Monge-Maillo et al. 2014; Oryan and Akbari 2016).  

1.4 Γεωγραφική κατανομή της νόσου 

Η εξάπλωση της νόσου εντοπίζεται σε όλες τις ηπείρους, εκτός της Ανταρκτικής και της 

Αυστραλίας, ενώ οι περισσότερες ενδημικές περιοχές είναι τροπικές και υποτροπικές. Η 

λεϊσμανίαση αναφέρεται ως ενδημική σε 98 χώρες παγκοσμίως, κυρίως στη Νότια Ευρώπη, 

τη Κεντρική και Νότια Αμερική, την Αφρική, τη Μέση Ανατολή και τη Νότια Ασία, εκ των 

οποίων οι 72 κατηγοριοποιούνται ως αναπτυσσόμενες (Εικόνα 1.14) (Sasidharan and Prakash 

Saudagar 2021). Επιπλέον, παρατηρείται εξάπλωση της κατανομής της νόσου σε 

γεωγραφικές περιοχές, όπου οι ενδιάμεσοι ξενιστές απουσιάζουν, κυρίως λόγω 

ανθρωπογενών αιτιολογικών παραγόντων, όπως οι μετακινήσεις πληθυσμών 

(μετανάστευσης, τουρισμός, εμπορικές δραστηριότητες), ή η αποψίλωση δασικών εκτάσεων 

(Alvar, Yactayo, and Bern 2006; Okwor and Uzonna 2016). Επιπρόσθετα, η δραματική 

κλιματική αλλαγή που εξελίσσεται ραγδαία επιφέρει αλλαγές στους φορείς και τους τελικούς 

ξενιστές, αλλάζοντας την κατανομή τους και επηρεάζοντας την επιβίωση και το μέγεθος του 

πληθυσμού τους (WHO 2022).  

Από το 2018 έως και σήμερα, σύμφωνα με τον Π.Ο.Υ., το 94% των συνολικών κρουσμάτων 

λεϊσμανίασης έχει σημειωθεί σε έξι κυρίως χώρες: στη Βραζιλία, στην Ινδία, στην Κένυα, στη 

Σομαλία, στην Αιθιοπία και στο Σουδάν (Sasidharan and Prakash Saudagar 2021). Η 

σπλαγχνική μορφή της νόσου εμφανίζεται κυρίως στην Ινδία, στο Νεπάλ, στο Σουδάν και στο 

Μπαγκλαντές μεταξύ των χωρών του Παλαιού Κόσμου, ενώ στο Νέο Κόσμο, η Βραζιλία 

αντιπροσωπεύει έως και το 97% των περιπτώσεων VL στην Αμερική (Sasidharan and Prakash 

Saudagar 2021; WHO 2022). Αντίστοιχα, το Αφγανιστάν, το Ιράν, η Συρία, η Σαουδική Αραβία, 

το Περού και η Βραζιλία, αποτελούν τις κύριες χώρες επικράτησης της CL, καθώς εκεί 

καταγράφεται το 91% όλων των κρουσμάτων δερματικής λεϊσμανίασης (Sasidharan and 

Prakash Saudagar 2021). Στην περίπτωση της MCL, η πλειοψηφία των κρουσμάτων ( > 90%) 

εντοπίζεται στη Βολιβία, στη Βραζιλία, στην Αιθιοπία και στο Περού (Sasidharan and Prakash 

Saudagar 2021; WHO 2022). 

Όσον αφορά στην Ελλάδα, τα πρώτα συμπτώματα που προσομοίαζαν με VL αναφέρθηκαν 

το 1835 στις Σπέτσες (Tzani et al. 2021), ενώ η πρώτη επίσημη καταγραφή VL εντοπίζεται στο 

1907. Η Ελλάδα αποτελεί ενδημική περιοχή με υψηλή συχνότητα εμφάνισης κυρίως στον 

σκύλο (Christodoulou et al. 2012). H VL είναι ενδημική στον ελλαδικό χώρο με το στέλεχος L. 

infantum να είναι παρόν σε όλες σχεδόν τις γεωγραφικές περιοχές της χώρας. Περιστατικά 



~ 40 ~ 
 

CL αναφέρονται σπάνια, με το L. tropica να εντοπίζεται κυρίως στα νησιά του Ιονίου και στην 

Κρήτη (Christodoulou et al. 2012; Ntais et al. 2013; Theocharidou et al. 2019).  

 

 

1.5 Ανοσολογική απόκριση  

Μετά τη φυσική μόλυνση και την είσοδο των προμαστιγωτών από το «γεύμα αίματος» 

των φλεβοτόμων, ξεκινά άμεσα ο «αγώνας επιβίωσης» του παρασίτου ενάντια στην έμφυτη 

και την προσαρμοστική άμυνα του ξενιστή. Τα παράσιτα έχουν αναπτύξει πολύπλοκες οδούς 

διαφυγής από την άμυνα του ξενιστή και αυτό περιλαμβάνει τόσο την φαγοκυττάρωση από 

κύτταρα της φυσικής / έμφυτης ανοσίας (Courret et al. 2002; Gueirard et al. 2008), όσο και 

την ενεργοποίηση του συστήματος του συμπληρώματος (Domínguez et al. 2002). 

Ταυτόχρονα η διαβίωση του παρασίτου στο εσωτερικό του μακροφάγου, ως υποχρεωτικά 

ενδοκυτταρικού παθογόνου, είναι ο πλέον ασφαλής τρόπος διαφυγής του από το 

ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή, όπου εξασφαλίζει τη διαθεσιμότητα  απαραίτητων 

θρεπτικών συστατικών αναγκαίων για τον πολλαπλασιασμό του (Hartley et al. 2014).  

Εικόνα 1.14: Χάρτες ενδημικότητας της δερματικής (Α) και της σπλαγχνικής (Β) λεϊσμανίασης, σε παγκόσμια 

κλίμακα (τροποποίηση από: WHO 2022). 

Α 

Β 
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Τα μακροφάγα και τα ουδετερόφιλα αποτελούν πρωταγωνιστές κατά την έναρξη της 

λοίμωξης, ενώ στη συνέχεια εμπλέκεται ένας σημαντικός αριθμός άλλων κυττάρων , όπως τα 

δενδριτικά κύτταρα  (ΔΚ, dendritic cells - DCs), τα κύτταρα «φονείς» (natural killer - NK), τα 

CD4+ και CD8+ T λεμφοκύτταρα, καθώς και πλήθος δραστικών μορίων, όπως οι κυτταροκίνες 

ιντερφερόνη-γ (IFN-γ) και ιντερλευκίνη-12 (IL-12). Ειδικότερα, τα ουδετερόφιλα αποτελούν 

μία από τις αρχικές κυτταρικές ομάδες που στρατολογούνται στο σημείο της μόλυνσης και 

πιστεύεται ότι συμμετέχουν στον περιορισμό των παρασίτων μέσω της εξώθησης 

εξωκυττάριων παγίδων (neutrophil extracellular traps, NETs). Ωστόσο, καθώς έχουν πολύ 

μικρή διάρκεια ζωής χρησιμεύουν κυρίως ως ενδιάμεσα κύτταρα-ξενιστές λειτουργώντας ως 

«δούρειοι ίπποι» που χρησιμοποιούνται από τα παράσιτα προκειμένου να εισέλθουν 

σιωπηλά στα μακροφάγα και να επιτύχουν τον πολλαπλασιασμό τους, αποφεύγοντας έτσι 

την κυτταρική ενεργοποίηση (Liu and Uzonna 2012; Nylén and Gautam 2010). 

Τα μακροφάγα, τα κύρια φαγοκύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, διαδραματίζουν 

καθοριστικό ρόλο στην εγκατάσταση και την εξέλιξη της νόσου, καθώς δρουν έχοντας διπλό 

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

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

του (Ikeogu et al. 2020). Μεταξύ των μηχανισμών ελέγχου και καταστροφής του παρασίτου 

Leishmania στο εσωτερικό των μακροφάγων, συγκαταλέγεται η παραγωγή των ενεργών 

ριζών οξυγόνου (reactive oxygen species, ROS) και αζώτου (reactive nitrogen species, RNS) 

κατά την οξειδωτική έκρηξη της φαγοκυττάρωσης που ακολουθεί την ενεργοποίησή τους 

από την ιντερφερόνη-γ (IFN-γ) (Rossi and Fasel 2018). Παρότι τα ROS αποτελούν 

μικροβιοκτόνα μόρια, η αναπνευστική έκρηξη που συμβαίνει στα μη-ενεργοποιημένα 

μακροφάγα μετά την φαγοκυττάρωση και συνεπώς τη σχετική ενεργοποίησή τους, δεν είναι 

ικανή να αποτρέψει την επιβίωση του παρασίτου και αυτό φαίνεται να οφείλεται στην 

αναστολή της παραγωγής ROS στα φαγολυσοσώματα (Novais et al. 2014). Το μονοξείδιο του 

αζώτου (ΝΟ), είναι επίσης, ένας σημαντικός αντιμικροβιακός δραστικός παράγοντας, η 

παραγωγή του οποίου καταλύεται από  την επαγόμενη συνθάση ΝΟ (iNOS ή NOS2). 

Ταυτόχρονα, το ΝΟ είναι ικανό να εμποδίσει την περιττή ιστική βλάβη τερματίζοντας τη 

στρατολόγηση φαγοκυττάρων που προέρχονται από μονοκύτταρα της περιφέρειας. Τα 

ενδοκυττάρια παθογόνα, όπως το L. major, μπορούν να «εκβιάσουν» (hijack) αυτά τα 

κύτταρα ως ένας τόπος για εγκατάσταση και πολλαπλασιασμό. Έτσι, το ΝΟ μπορεί να 

επηρεάσει θετικά τη μείωση της βλάβης περιορίζοντας τη διαθεσιμότητα των κυττάρων της 

ιστικής θέσης που απαιτείται για αποτελεσματικό πολλαπλασιασμό παθογόνων σε άλλα 

κύτταρα. Ο ερευνητής Formaglio και οι συνεργάτες του σε πρόσφατη δημοσίευση με την 
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χρήση μαθηματικών μοντέλων και μικροσκοπίας φωτονίων (intravital 2-photon biosensors), 

έδειξαν ότι ο χαμηλός πολλαπλασιασμός των L. major δεν οφείλεται στην άμεση επίδραση 

του ΝΟ στο παράσιτο, αλλά στην ελάττωση της στρατολόγησης και της διαθεσιμότητας 

κυττάρων-ξενιστών που θα επέτρεπαν τον πολλαπλασιασμό του (Formaglio et al. 2021). 

Συνεπώς, το ΝΟ φαίνεται να εκπληρώνει δύο διακριτές λειτουργίες για τον περιορισμό της 

δερματικής βλάβης με το στέλεχος L. major: α) επιτρέπει την άμεση καταστροφή του 

παρασίτου και β) περιορίζει την προσέλκυση στην περιοχή της βλάβης κυττάρων που 

επιτρέπουν τον πολλαπλασιασμό του. 

Ο κυτταρικός πληθυσμός των μακροφάγων χαρακτηρίζεται από πλαστικότητα, καθώς 

είναι ικανά να μεταβάλουν τον φαινότυπό τους ως απόκριση σε περιβαλλοντικά ερεθίσματα, 

με μία περίπλοκη διαδικασία που περιγράφεται ως πόλωση (Tomiotto-Pellissier et al. 2018). 

Ο ρόλος των υποπληθυσμών των μακροφάγων (Μ1 και Μ2) στη μόλυνση από Leishmania 

είναι καθοριστικός για την κατανόηση της παθογένειας της λεϊσμανίασης, της 

αποτελεσματικότητας των ανοσοθεραπευτικών παρεμβάσεων / εμβολίων και της 

ανοσοτροποποιητικής δράσης φαρμάκων. Τα μακροφάγα βρίσκονται σε κατάσταση 

«ηρεμίας» (Μ0) όταν δεν έχουν δεχτεί συγκεκριμένη διέγερση (σήματα) στο μικρο-

περιβάλλον τους. Ανάλογα των σημάτων που θα δεχτούν ενεργοποιούνται προς δύο 

λειτουργικά διακριτούς υποπληθυσμούς με χαρακτηριστικούς φαινότυπους, τα «κλασσικά 

ενεργοποιημένα» Μ1 ή τα «εναλλακτικά ενεργοποιημένα» Μ2 μακροφάγα (Εικόνα 1.15) 

(Costa-Da-silva et al. 2022). Η ενεργοποίηση των Μ1 μακροφάγων από τα Th1 λεμφοκύτταρα 

που παράγουν IFN-γ και παράγοντα νέκρωσης όγκου- άλφα (TNF-α), είναι ζωτικής σημασίας 

για την εξάλειψη αυτού του ενδοκυτταρικού παρασίτου (Εικόνα 1.15) (Scott and Novais 2016; 

Srivastava et al. 2016; Zanluqui 2015). Αντιθέτως, η ενεργοποίηση των Τh2 (T helper 2) 

λεμφοκυττάρων τα οποία παράγουν IL-4 και IL-13 κυτταροκίνες, επάγει τον υποπληθυσμό 

Μ2 που χαρακτηρίζεται από βιοσύνθεση πολυαμίνης μέσω της ενεργοποίησης του ενζύμου 

αργινάση, καθώς και την παραγωγή ουρίας και L-ορνιθίνης που αποτελούν σημαντικά 

συστατικά για την ενδοκυτταρική ανάπτυξη των αμαστιγωτών μορφών στα μολυσμένα 

μακροφάγα και κατά συνέπεια στην εξέλιξη της νόσου (Εικόνα 1.15) (Duque and Descoteaux 

2014; Muxel et al. 2018). Παρά τη διακριτή πόλωση των δύο υποπληθυσμών, μια συνολική 

ανασκόπηση σχετικών ερευνητικών αποτελεσμάτων συγκλίνουν στο ότι είναι απαραίτητη 

μια ισορροπία μεταξύ μιας ισχυρής μικροβιοκτόνου απόκρισης των Μ1 μακροφάγων και μιας 

κατάλληλης ρύθμισης των Μ2 μακροφάγων για την εγκατάσταση προστατευτικής 

ανοσολογικής απόκρισης κατά της λεϊσμανίασης (Tomiotto-Pellissier et al. 2018). 



~ 43 ~ 
 

Τα ΔΚ, ως τα κατ’ εξοχήν αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα, παίζουν ουσιαστικό ρόλο στην 

έναρξη και στη ρύθμιση αποτελεσματικών ανοσολογικών αποκρίσεων, διότι σε συνδυασμό 

με τα μόρια του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας τάξης ΙΙ (MHC-ΙΙ) και με την 

σύμπραξη συν-διεγερτικών μορίων, μεταναστεύουν στους λεμφαδένες και επάγουν την 

ενεργοποίηση των αποτελεσματικών Th1 (Τ helper 1) κυττάρων μέσω της παραγωγής 

κυτταροκινών, όπως η IL-12 και η IL-27 (Collin and Bigley 2018; Jafarzadeh et al. 2020). 

 

 

Τα κύτταρα της προσαρμοστικής ανοσολογικής απόκρισης, που αντιπροσωπεύονται από 

Β-κύτταρα και Τ-κύτταρα, είναι πολύ σημαντικά για τον προσδιορισμό της πορείας της 

λοίμωξης στις ποικίλες κλινικές εκδηλώσεις της νόσου. Το είδος του παρασίτου Leishmania 

και το ανοσολογικό υπόβαθρο του ξενιστή διαμορφώνουν την παραγωγή κυτταροκινών κατά 

τη διάρκεια έναρξης της έμφυτης ανοσοαπόκρισης, η οποία ακολούθως ρυθμίζει την 

επαγωγή της επίκτητης / προσαρμοστικής ανοσίας. Τις τελευταίες τέσσερις δεκαετίες η 

έρευνα για την ανοσολογία της λεϊσμανίασης ευνοήθηκε από την ανάπτυξη πειραματικών in 

vivo μοντέλων, τα οποία αναπαράγουν αρκετά επιτυχώς τις κλινικές μορφές της νόσου στον 

άνθρωπο.  Βασικά ζώα εργαστηρίου, όπως οι αιμομικτικές σειρές ποντικών που η γονιδιακή 

δομή τους προσδιορίζει την ευαισθησία (π.χ. BALB/c) ή την ανθεκτικότητά (π.χ. C57BL/6) τους 

έναντι της λεϊσμανίασης, καθώς και τα τρωκτικά golden hamster ή Syrian 

hamster (Mesocricetus auratus), έχουν χρησιμοποιηθεί στις πειραματικές μολύνσεις με 

στελέχη του παρασίτου (Dores Moreira et al. 2016; Loría-Cervera and Andrade-Narváez 2014). 

Εικόνα 1.15: Η επίδραση της λοίμωξης από το παράσιτο Leishmania στη λειτουργική διαφοροποίηση των 

μακροφάγων (τροποποίηση από: Costa-Da-silva et al. 2022). 



~ 44 ~ 
 

Στην περίπτωση της δερματικής λεϊσμανίασης, η επαγωγή των πρώτων προσαρμοστικών 

ανοσοαποκρίσεων στο δέρμα είναι κρίσιμη για τον προσδιορισμό της αλληλουχίας των 

ανοσολογικών αντιδράσεων που θα οδηγήσουν είτε στην αυτοθεραπεία, είτε σε χρόνιο 

γενικευμένο δερματικό νόσημα. Από την δεκαετία του 1980, πειραματικές λοιμώξεις σε 

διάφορα στελέχη ποντικών έχουν χρησιμοποιηθεί για τον προσδιορισμό των παραγόντων 

που προωθούν τη διαφορική ανάπτυξη των Th1 και Th2 υποπληθυσμών, καθώς η Th1/Th2 

πόλωση είναι χαρακτηριστική για την αντοχή ή την ευαισθησία αντίστοιχα έναντι της νόσου. 

Η πόλωση αυτή είναι ξεκάθαρη στη δερματική λεϊσμανίαση, όπου παρατηρούνται γενετικά 

ανθεκτικές φυλές ποντικών (π.χ. C57BL/6) που αναπτύσσουν Th1 απόκριση  και γενετικά 

ευαίσθητες (π.χ.  BALB/c) που αναπτύσσουν Th2 απόκριση, αντίστοιχα (Mosmann T., 

Cherwinski H., Bond M., Giedlin M. 1986). Αυτά τα πειραματικά συστήματα επέτρεψαν την 

ταυτοποίηση πολλών υποπληθυσμών των CD4+ Τ κυττάρων, καθώς και την περιγραφή των 

γενετικών μηχανισμών που εμπλέκονται στην ανάπτυξη της προσαρμοστικής ανοσίας έναντι 

της νόσου (Alexander and Brombacher 2012). Επιπλέον, υπάρχουν ερευνητικά αποτελέσματα 

τα οποία δείχνουν ότι και τα CD8+ Τ κύτταρα συμμετέχουν στην προστασία και στα δύο 

βασικά πειραματικά μοντέλα της  δερματικής και σπλαγχνικής μορφής της νόσου (Gautam et 

al. 2014; Kaushal et al. 2014; Tsagosis, Karagouni, and Dotsika 2003). 

Αντίστοιχα, στη σπλαγχνική λεϊσμανίαση που αποτελεί την πιο σοβαρή μορφή της νόσου, 

το ανοσολογικό σύστημα αδυνατεί να καταστρέψει και να απομακρύνει το παράσιτο, 

προκαλώντας στον σπλήνα χρόνια λοίμωξη με χαρακτηριστική ανοσοπαθολογία, ενώ στο 

ήπαρ η λοίμωξη αυτοπεριορίζεται από τα CD4+/CD8+ T κύτταρα, με αποτέλεσμα τον 

σχηματισμό κοκκιωμάτων (Kaye et al. 2004). Η πειραματική σπλαγχνική λεϊσμανίαση στο 

μοντέλο του ποντικού χαρακτηρίζεται από τη μεσολάβηση ΔΚ που παράγουν ΙL-12 και IL-23 

και συμβάλουν στην επαγωγή CD4+ Th1 και CD4+Τh17 κυττάρων. Στη συνέχεια, τα εν λόγω 

κύτταρα παράγουν τις κυτταροκίνες IFN-γ, TNF ή IL-17 ικανές να μεγιστοποιήσουν την 

παραγωγή NO και ROS των μακροφάγων,  και παράλληλα διαφοροποιούνται 

αποτελεσματικά CD8+ κύτταρα ικανά να καταστρέψουν μολυσμένα μακροφάγα  (Rodrigues 

et al. 2016). Είναι αξιοσημείωτη η προοδευτική μείωση των CD4+ κυτταρικών ανοσολογικών 

αποκρίσεων στην λεϊσμανίαση, η οποία αφορά τόσο την ελάττωση του συνολικού αριθμού 

των CD4+ Τ κυττάρων όσο και την ελάττωση CD4+ Τ κυττάρων ειδικών για τα αντιγόνα της 

Leishmania (Carvalho et al. 1989). Υπάρχει άμεση συσχέτιση των CD4+ T κυττάρων με την 

διάγνωση και την θεραπεία της νόσου, ώστε  ο αριθμός τους να θεωρείται δείκτης ενεργούς 

νόσου ή υποτροπής της, ενώ η επαναφορά των φυσιολογικών τιμών τους να αναγνωρίζεται 

σαν απόδειξη της επιτυχημένης θεραπείας (Dayakar et al. 2019; Hailu et al. 2005). Πρόσφατη 
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μελέτη έδειξε ότι μετά την χημειοθεραπεία ασθενών με Glucantime  ή με λιποσωμική 

αμφοτερικίνη Β, οι ασθενείς ανέπτυξαν πολύ-λειτουργικούς CD4+ (CD4+IL-2+TNF-α+IFN-γ+ / 

CD4+TNF-α+IFN-γ+)  και CD8+ (CD8+IL-2+TNF-α+IFN-γ+  και CD8+TNF-α+IFN-γ+) πληθυσμούς, οι 

οποίοι συσχετίσθηκαν με την θεραπεία της νόσου (Rodrigues et al. 2021).  

 

1.6 Ο κυτταρικός θάνατος στους μονοκύτταρους ευκαρυωτικούς οργανισμούς 

Το ερώτημα για το πώς πεθαίνουν τα πρωτόζωα είχε παραμεληθεί για μεγάλο χρονικό 

διάστημα, καθώς κυριαρχούσε η υπόθεση ότι ο θάνατος των μονοκύτταρων ευκαρυωτικών 

οργανισμών πραγματοποιείται με τρόπο ασυντόνιστο (Lüder et al. 2010). Ωστόσο, η άποψη 

αυτή αμφισβητήθηκε με την ανίχνευση χαρακτηριστικών δεικτών προγραμματισμένου 

κυτταρικού θανάτου (programmed cell death, PCD) σε παράσιτα Leishmania, Plasmodium, 

Trypanosoma, Toxoplasma, Trichomonas, Blastocystis, Entamoeba και Giardia (Foroutan-Rad 

et al. 2016; Jiménez-Ruiz et al. 2010; Kaczanowski, Sajid, and Reece 2011; Lüder et al. 2010; 

Smirlis et al. 2010). 

Περιγράφονται δύο κύριοι τύποι κυτταρικού θανάτου: ο τυχαίος κυτταρικός θάνατος ή 

νέκρωση (accidental cell death, ACD) και ο προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος ή 

απόπτωση (programmed cell death, PCD) (Basmaciyan and Casanova 2019; Galluzzi et al. 

2015). Ο ACD προκαλείται από ακραία φυσικοχημικά ή μηχανικά ερεθίσματα όπως, υψηλές 

θερμοκρασίες, υψηλές πιέσεις και ακραίες διακυμάνσεις στο pH (Basmaciyan and Casanova 

2019). Αντίθετα, ο PCD ή απόπτωση, εκφράζει τη ρυθμιζόμενη ενεργοποίηση ενός 

προϋπάρχοντος προγράμματος θανάτου γενετικά κωδικοποιημένου και  αναγνωρίζεται ως 

ένα προνόμιο των μονοκύτταρων οργανισμών όπως τα παράσιτα Leishmania. Αν και 

στερούνται μερικά από τα βασικά μόρια που εμπλέκονται στην απόπτωση των θηλαστικών, 

όπως κασπάσες, υποδοχείς κυτταρικού θανάτου, και αντι-αποπτωτικά μόρια της οικογένειας 

των Bcl-2 πρωτεϊνών, έχουν παρουσιάσει δείκτες απόπτωσης  αποδεικνύοντας πως μπορούν 

να υποβληθούν σε ένα είδος κυτταρικού θανάτου που προσομοιάζει με την απόπτωση των 

ανώτερων ευκαρυωτικών οργανισμών (Smirlis et al. 2010). Παρότι η απόπτωση και η 

νέκρωση έχουν διακριτά μορφολογικά χαρακτηριστικά (Πίνακας 2), η αναγνώριση και η 

διάκρισή τους σε in vitro επίπεδο αποτελεί πρόκληση έως και σήμερα (Εικόνα 1.16). 

Ο όρος απόπτωση επινοήθηκε το 1972 από τον Kerr για να περιγράψει έναν τύπο 

κυτταρικού θανάτου που χαρακτηρίζεται από μορφολογικές και μοριακές αλλοιώσεις, οι 

οποίες τον διακρίνουν από άλλους τύπους κυτταρικού θανάτου (Kerr, Wyllie, and Curriet 

1972). Ο PCD είναι η φυσιολογική μορφή «αυτοκτονίας» του κυττάρου που εμφανίζεται κατά 

την εμβρυϊκή ανάπτυξη και την εξέλιξη των οργάνων και αποτελεί ένα ευρέως μελετημένο 
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φαινόμενο της κυτταρικής βιολογίας (BioNinja 2022; Elmore 2007; Henry, Hollville, and 

Martin 2013). Επιπλέον, ο αποπτωτικός κυτταρικός θάνατος συναντάται σε πολλές 

φυσιολογικές καταστάσεις στο νευρικό σύστημα, σε ενδοκρινοεξαρτώμενους ιστούς, στη 

διαφοροποίηση των λεμφοκυττάρων, αλλά και σε παθολογικές καταστάσεις, όπως η 

ογκογένεση, τα αυτοάνοσα 

νοσήματα και οι 

νευροεκφυλιστικές παθήσεις 

(Basmaciyan and Casanova 2019; 

Solano-Gálvez et al. 2018). Μέχρι 

τη δεκαετία του 1990, η 

απόπτωση σχετιζόταν μόνο με 

πολυκύτταρους οργανισμούς 

(Castro et al. 2017), ωστόσο, όπως προαναφέρθηκε, τις τελευταίες δεκαετίες έχουν 

αναφερθεί δείκτες απόπτωσης και σε μονοκύτταρους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, 

αποδεικνύοντας πως και αυτοί οι οργανισμοί μπορούν να υποβληθούν σε ένα είδος 

κυτταρικού θανάτου που προσομοιάζει με την απόπτωση των θηλαστικών, γεγονός που την 

καθιστά σημαντικό αμυντικό μηχανισμό έναντι των ενδοκυττάριων παρασίτων όπως η 

Leishmania  (Basmaciyan and Casanova 2019; Jiménez-Ruiz et al. 2010; Menna-Barreto 2019; 

Proto, Coombs, and Mottram 2013; Solano-Gálvez et al. 2021). Μέχρι και σήμερα οι ακριβείς 

βιοχημικές και μοριακές διεργασίες που συμβάλλουν στην αποπτωτική οδό στη Leishmania 

παραμένουν ασαφής. Ερεθίσματα όπως, το θερμικό σοκ, δραστικές μορφές οξυγόνου 

(νιτρικό οξείδιο, υπεροξείδιο του υδρογόνου), οι συνθήκες στέρησης τροφής, 

αντιμικροβιακά πεπτίδια,  μεταλλάξεις σε γονίδια που ρυθμίζονται από τον κυτταρικό κύκλο, 

καθώς και διάφορα αντιπαρασιτικά φάρμακα,  μπορούν να επάγουν την απόπτωση, η οποία 

πυροδοτεί την έναρξη μίας σειράς μορφολογικών και βιοχημικών μεταβολών (Basmaciyan 

and Casanova 2019; Menna-Barreto 2019; Smirlis et al. 2010). Αναλυτικότερα, στα 

μορφολογικά χαρακτηριστικά έχουν παρατηρηθεί μεταβολές όπως, α) η προοδευτική 

συρρίκνωση και στρογγυλοποίηση των κυττάρων, β) η συστολή των ψευδοποδίων / 

μαστιγίων, γ) η μείωση του κυτταρικού και πυρηνικού όγκου (πύκνωση), δ) η συμπύκνωση 

της χρωματίνης και ο πυρηνικός κατακερματισμός (καρυόρροια), ε) η δομική τροποποίηση 

των οργανιδίων και στ) ο σχηματισμός κυστιδίων λόγω δημιουργίας φυσαλίδων στην 

πλασματική μεμβράνη  (Basmaciyan and Casanova 2019; Brauchle et al. 2014; Jiménez-Ruiz 

et al. 2010; Solano-Gálvez et al. 2021).  Επίσης, η απόπτωση μπορεί να πυροδοτήσει και μία 

σειρά βιοχημικών μεταβολών. Τα μιτοχόνδρια έχουν κεντρικό ρόλο στον αποπτωτικό 

Πίνακας 2: Βασικά μορφολογικά χαρακτηριστικά απόπτωσης και 

νέκρωσης. 
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κυτταρικό θάνατο των πρωτοζώων, καθώς εμπλέκονται στον ενεργό έλεγχο της απόπτωσης 

σε διάφορα επίπεδα, συμπεριλαμβανομένης της απελευθέρωσης προαποπτωτικών 

πρωτεϊνών (Smirlis et al. 2010). Η δυσλειτουργία των μιτοχονδρίων είναι ένα από τα 

χαρακτηριστικά της απόπτωσης που συχνά σχετίζεται με αλλαγές στο δυναμικό της 

μιτοχονδριακής μεμβράνης (ΔΨm), έναν βασικό δείκτη της μιτοχονδριακής λειτουργίας. 

Επίσης, η παραγωγή ROS σε προμαστιγώτες είναι ένα από τα πιθανά συμβάντα που 

προκαλούνται από την απώλεια της μιτοχονδριακής ακεραιότητας (Smirlis et al. 2010), ενώ ο 

κατακερματισμός του DNA είναι ένα από τα κοινά βιοχημικά χαρακτηριστικά της απόπτωσης 

στα θηλαστικά και θεωρείται σημαντικός δείκτης για τον κυτταρικό θάνατο που μοιάζει με 

απόπτωση στα πρωτόζωα. Προσφάτως, η Επιτροπή Ονοματολογίας Κυτταρικού Θανάτου 

(Nomenclature Committee on Cell Death, NCCD), επεσήμανε τη σημασία της συμπερίληψης 

και ορισμένων άλλων βιοχημικών παραμέτρων στον χαρακτηρισμό της απόπτωσης, όπως η 

εξωτερίκευση της φωσφατιδυλοσερίνης (PS) στην εξωτερική πλευρά της πλασματικής 

μεμβράνης διατηρώντας την ακεραιότητά της μέχρι τα τελευταία στάδια της διαδικασίας 

(D’Arcy 2019; Elmore 2007; Kroemer et al. 2009; Lüder et al. 2010). Ενδεικτικά, 

χαρακτηριστικά αποπτωτικού θανάτου όπως η στρογγυλοποίηση του κυττάρου, η έκθεση της 

φωσφατιδυλοσερίνης στην εξωτερική πλευρά της πλασματικής μεμβράνης, η απώλεια του 

δυναμικού της μεμβράνης των μιτοχονδρίων (ΔΨm), η παραγωγή ενεργών ριζών οξυγόνου 

(ROS), ο κατακερματισμός του DNA, έχουν παρατηρηθεί in vitro σε προμαστιγώτες L. 

donovani στατικής φάσης ανάπτυξης, ύστερα από στέρηση θρεπτικών συστατικών (Lee et al. 

2002). Επίσης, τα αντιπαρασιτικά φάρμακα στην πλειοψηφία τους έχουν βρεθεί ότι 

πυροδοτούν τον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο. Ειδικότερα, η επώαση των παρασίτων L. 

donovani με ενώσεις του αντιμονίου (Pentostam), προκάλεσε την παραγωγή ελεύθερων 

ριζών οξυγόνου (ROS), τη διάσπαση του πυρηνικού DNA των παρασίτων και την έκθεση της 

φωσφατιδυλοσερίνης στην εξωτερική επιφάνεια της κυτταρικής τους μεμβράνης (Lee et al. 

Εικόνα 1.16: Διάκριση μεταξύ απόπτωσης και νέκρωσης με κριτήριο τις μορφολoγικές αλλαγές 

(τροποποίηση από: BioNinja 2022). 
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2002; Sereno et al. 2001). Με παρόμοιο τρόπο φάνηκε να δρουν και τα φάρμακα 

αμφοτερικίνη Β και μιλτεφοσίνη (Lee et al. 2002; Verma and Dey 2004). 

 

1.7 Θεραπεία 

1.7.1 Συμβατική αντιλεϊσμανιακή θεραπεία 

Δεδομένου ότι δεν υπάρχουν εμπορικά διαθέσιμα εμβόλια για την καταπολέμηση της 

λεϊσμανίασης του ανθρώπου, η κύρια θεραπεία όλων των κλινικών μορφών της νόσου είναι 

η χημειοθεραπεία (Kumari et al. 2021; Taslimi, Zahedifard, and Rafati 2016).  

Οι ενώσεις του πεντασθενούς αντιμονίου (Sbv) (Εικόνα 1.17), όπως το στιβογλουκονικό 

νάτριο (Pentostam®) και η αντιμονιακή μεγλουμίνη (Glucantime®), εισήχθησαν για πρώτη 

φορά τη δεκαετία του 1940 και έχουν χρησιμοποιηθεί ως φάρμακα πρώτης γραμμής τόσο 

κατά της CL, όσο και κατά της VL (Uliana, Trinconi, and Coelho 2017). Ο μηχανισμός δράσης 

των φαρμάκων αυτών βασίζεται στη μετατροπή του πεντασθενούς αντιμωνίου σε τρισθενές 

(SbIII). Παρόλο που τα φάρμακα αυτά αποτελούσαν την κύρια χημειοθεραπευτική 

προσέγγιση για πολλές δεκαετίες, παρουσιάζουν σημαντικά μειονεκτήματα, όπως η ανάγκη 

μακροχρόνιας παρεντερικής χορήγησης, η υψηλή τοξικότητα και η ανάπτυξη ανθεκτικότητας 

των παρασίτων (Kumari et al. 2021; Mendes Roatt et al. 2020; Pradhan et al. 2022; Taslimi et 

al. 2016; Uliana et al. 2017).  

Ως φάρμακα δεύτερης γραμμής χορηγούνται κυρίως η πενταμιδίνη, η παρομομυκίνη 

(PMM) και η  αμφοτερικίνη Β (AmB) (Εικόνα 1.17). Η πενταμιδίνη συντέθηκε στα τέλη της 

δεκαετίας του 1930 και αποτελεί μια αρωματική διαμιδίνη που δρα ως αντιπρωτοζωϊκός 

παράγοντας. Ωστόσο, η χρήση της εγκαταλείφθηκε λόγω υψηλής συχνότητας τοξικών 

επιδράσεων, όπως παγκρεατίτιδα, υπογλυκαιμία, υπόταση, καρδιακές αλλοιώσεις και 

Αμφοτερικίνη Β Μιλτεφοσίνη 

Παρομομυκίνη 

Πενταμιδίνη 

Αντιμονιακή μεγλουμίνη Στιβογλουκονικό νάτριο 

Εικόνα 1.17: Χημική δομή κλασσικών αντιλεϊσμανιακών φαρμάκων (τροποποίηση από: Mishra et al. 

2007). 
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υπερκαλιαιμία (Kumari et al. 2021; Mendes Roatt et al. 2020; Pradhan et al. 2022; Taslimi et 

al. 2016; Uliana et al. 2017). Η PMM, γνωστή και ως αμινοσιδίνη, αποτελεί ένα 

αμινογλυκοσιδικό αντιβιοτικό, με λεϊσμανιοκτόνο δράση, που ανακαλύφθηκε τη δεκαετία 

του 1960 και χορηγείται επίσης παρεντερικώς με ποικίλη αποτελεσματικότητα σε 

διαφορετικά είδη Leishmania (Hailu et al. 2005; Matos et al. 2020). Έχει τη δυνατότητα να 

παρεμβαίνει στη σύνθεση πρωτεϊνών, τροποποιώντας τη ρευστότητα της μιτοχονδριακής 

μεμβράνης.  Η αμφοτερικίνη Β (ΑmB), είναι ένα ευρέως φάσματος αντιμυκητιασικό φάρμακο 

που χρησιμοποιείται στη χημειοθεραπεία της λεϊσμανίασης. Παρά την αποτελεσματικότητά 

της, οι ασθενείς παρουσιάζουν συχνές ανεπιθύμητες ενέργειες όπως εμπύτερο, 

υποκαλιαιμία, μυοκαρδίτιδα και νεφροτοξικότητα, καθιστώντας αναγκαία την νοσοκομειακή 

τους παρακολούθηση (Matos et al. 2020; Taslimi et al. 2016).  

Η λιποσωμιακή αμφοτερικίνη Β (Ambisome®), αποτελεί τροποποιημένη μορφή της 

αμφοτερικίνης Β με αυξημένη αντιλεϊσμανιακή δράση και χαμηλότερη τοξικότητα. Η 

θεραπεία με λιποσωμιακή αμφοτερικίνη εφαρμόστηκε για πρώτη φορά το 1990 και σήμερα 

αποτελεί την πρώτη επιλογή θεραπείας της σπλαγχνικής λεϊσμανίασης του ανθρώπου σε 

πολλές ενδημικές χώρες της Ευρώπης και των Ηνωμένων Πολιτειών Αμερικής. Παρά την 

υψηλή θεραπευτική της αποτελεσματικότητα, σε σύγκριση με όλα τα άλλα υπάρχοντα 

αντιλεϊσμανιακά φάρμακα, το υψηλό της κόστος την καθιστά απαγορευτική για τους 

πληθυσμούς των κύριων ενδημικών περιοχών που πλήττονται από τη νόσο. Ωστόσο, αξίζει 

να σημειωθεί πως αποτελεί την πρώτη θεραπευτική επιλογή σε ασθενείς με συλλοίμωξη HIV, 

σε εγκύους και σε μεταμοσχευμένα άτομα στον ανεπτυγμένο κόσμο (Kumari et al. 2021; 

Matos et al. 2020; Mendes Roatt et al. 2020; Pradhan et al. 2022; Taslimi et al. 2016; Uliana 

et al. 2017). 

Η μιλτεφοσίνη (Εικόνα 1.17), είναι ένα ανάλογο φωσφατιδυλοχολίνης, που αρχικά 

αναπτύχθηκε ως αντινεοπλασματικό φάρμακο για τον καρκίνο του μαστού (Mendes Roatt et 

al. 2020; Sunyoto, Potet, and Boelaert 2018). Το 1987, περιγράφηκε η in vitro και in vivo 

αντιλεϊσμανιακή δράση της και βρέθηκε να εμφανίζει σημαντική βιοδιαθεσιμότητα όταν 

χορηγήθηκε από το στόμα σε μοντέλα ποντικών, σε σύγκριση με την ενδοφλέβια χορήγηση 

ενώσεων πεντασθενούς αντιμονίου (Kumari et al. 2021; Sunyoto et al. 2018). Μελέτες 

αναφέρουν την επαγωγή αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου ως μηχανισμό δράσης της 

μιλτεφοσίνης (Kumari et al. 2021; Taslimi et al. 2016). Από το 2002,αποτελεί το μόνο φάρμακο 

κατά της λεϊσμανίασης που χορηγείται διά στόματος (Sunyoto et al. 2018). Οι παρενέργειες 

της χρήσης της είναι κυρίως γαστρεντερικές διαταραχές και αντιμετωπίζονται ικανοποιητικά. 

Παρόλα αυτά είναι τερατογόνος, καθιστώντας τη χρήση της απαγορευτική σε εγκύους, ενώ 
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απαιτεί μακρά περίοδο θεραπείας (Kumari et al. 2021; Mendes Roatt et al. 2020; Sunyoto et 

al. 2018). Επιπλέον, πρόσφατη έρευνα αναφέρει την επίπτωση της μιλτεφοσίνης στην 

αναπαραγωγική ικανότητα των ανδρών, καθώς σε ασθενείς που έλαβαν αγωγή με το 

φάρμακο προκλήθηκε παροδική ολιγοσπερμία (Basher A., Rashid MM., Habibullah AM., Nath 

R., Akter D., Chowdhury IH., Azim A., Nath P. 2019). Επίσης, ο μεγάλος χρόνος ημίσειας ζωής 

και το γεγονός ότι απαιτείται μακροχρόνια θεραπεία δημιουργεί συνθήκες που ευνοούν την 

εμφάνιση ανθεκτικότητας, ενώ η εμφάνιση σχετικού ποσοστού υποτροπής έχει ως 

αποτέλεσμα την τελική χρήση της κυρίως σε συνδυαστικές θεραπείες, καθώς έτσι μειώνεται 

η τοξικότητά της (Kumari et al. 2021; Pradhan et al. 2022; Uliana et al. 2017). Σήμερα, 

επικρατεί η κτηνιατρική  χρήση της για την θεραπεία της λεϊσμανίασης στον σκύλο, ο οποίος 

είναι η κύρια «δεξαμενή» του παρασίτου L. infantum. 

Επίσης, τα τελευταία χρόνια έχουν ενσωματωθεί στη φαρέτρα των κλινικών δοκιμών και 

άλλα φάρμακα. Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν η σιταμακίνη (Sitamaquine, 4-

methyl-6-methoxy-8-aminoquinoline), ένα φάρμακο που χορηγείται επίσης από το στόμα και 

έχει ευρεία αντιπαρασιτική δράση, όπως και διάφορες αζόλες (Εικόνα 1.18) (Κετοκοναζόλη, 

Φλουκοναζόλη, Ιτρακοναζόλη), οι οποίες παρά την υψηλή αποτελεσματικότητά τους, 

παρουσιάζουν επίσης σοβαρές παρενέργειες (Chakravarty and Sundar 2019; McGwire and 

Satoskar 2014; Mendes Roatt et al. 2020; Mishra, Saxena, and Singh 2007; Seifert 2011; 

Sundar and Chakravarty 2013) 

 

Τέλος, η φωτοδυναμική θεραπεία (με λέιζερ CO2 ή παλμικό φως) και η θερμοθεραπεία, 

είναι ένας απλός τρόπος παροχής εξωτερικής θερμότητας σε μολυσμένους ιστούς, 

προκαλώντας βλάβη σε συγκεκριμένες περιοχές με παρασιτισμό (Mendes Roatt et al. 2020; 

Pradhan et al. 2022). Η άμεση εφαρμογή θερμότητας μπορεί να επιταχύνει τη θεραπεία των 

δερματικών βλαβών. Ομοίως, κατά την κρυοθεραπεία εφαρμόζεται υγρό άζωτο (-196 °C) σε 

δερματικές βλάβες (Mendes Roatt et al. 2020; Sundar and Chakravarty 2013). Οι 

Σιταμακίνη Κετοκοναζόλη Φλουκοναζόλη Ιτρακοναζόλη 

Εικόνα 1.18: Χημική δομή των πιο πρόσφατων αντιλεϊσμανιακών φαρμάκων (τροποποίηση από: Mishra 

et al. 2007). 
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δευτερογενείς παρενέργειες σχετίζονται κυρίως με οίδημα και ερύθημα στο σημείο, υπέρ- ή 

υπομελάγχρωση. (Chakravarty and Sundar 2019; McGwire and Satoskar 2014).  

 

1.7.2 Πρόσφατες εξελίξεις 

1.7.2.1 Η ανοσοθεραπεία ως εναλλακτική προσέγγιση για τον έλεγχο της λεϊσμανίασης 

Τα τελευταία χρόνια πραγματοποιούνται κλινικές δοκιμές μικρής κλίμακας, οι οποίες 

στοχεύουν στον συμπληρωματικό συνδυασμό χημειοθεραπείας και ανοσοπαρεμβατικών 

μεθόδων. Με αυτόν τον τρόπο,  σχεδιάζονται ανοσοθεραπείες με ουσίες που προάγουν την 

αποκατάσταση της ανοσολογικής απόκρισης κατά του παρασίτου, αποτελώντας μια 

εναλλακτική προσέγγιση για την καταπολέμηση της μόλυνσης. Αυτές περιλαμβάνουν τον 

χειρισμό ή/και την ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού συστήματος, προκειμένου να 

ενισχυθεί ή να ανακατευθυνθεί η ανοσοαπόκριση του ξενιστή προς ένα αποτελεσματικό 

θεραπευτικό αποτέλεσμα. Στην περίπτωση της λεϊσμανίασης, η βασική αρχή της 

ανοσοθεραπείας επιδιώκει την τροποποίηση ή/και την στροφή μιας μη προστατευτικής 

ανοσολογικής απόκρισης κατά του παρασίτου προς μία αποτελεσματική προστατευτική 

απόκριση (Ikeogu et al. 2020). Αυτό θα μπορούσε να επιτευχθεί με τη χρήση 

ανοσοτροποποιητικών ή/και ειδικών αντιγονικών επιτόπων του παρασίτου. Επιπλέον, οι 

ανοσοθεραπευτικές μέθοδοι μπορεί να περιλαμβάνουν ανασυνδυασμένες κυτταροκίνες ή 

αντισώματα, ή γενικότερα μόρια που ρυθμίζουν βασικές ανοσορυθμιστικές οδούς. 

Βιβλιογραφική ανασκόπηση αναφέρει ότι έχει επιτευχθεί σημαντικό θεραπευτικό 

αποτέλεσμα της νόσου σε πειραματικό μοντέλο ποντικών μετά από ανοσοτροποποίηση που 

επιτεύχθηκε με τη χρήση μονοκλωνικών αντισωμάτων που χρησιμοποιήθηκαν για την 

απομάκρυνση ανοσοκατασταλτικών κυτταροκινών (IL-10) ή των υποδοχέων τους ή των TLR 

υποδοχέων (Mendes Roatt et al. 2014). Μετά την ανακάλυψη της σημασίας της Th1/Th2 

πόλωσης στην έκβαση της λεϊσμανίασης, οι ερευνητές προσπαθούν να συσχετίσουν 

φάρμακα με συγκεκριμένες κυτταροκίνες για να επηρεάσουν αυτή την ισορροπία. Για 

παράδειγμα, οι ανοσοδιεγερτικές κυτταροκίνες IFN-γ, IL-12 και GM-CSF προτείνονται ως 

μονοθεραπείες ή ως συνδυαστικές θεραπείες με Sbv ή άλλα φάρμακα (McGwire and Satoskar 

2014; Nascimento et al. 2020; Pradhan et al. 2022; Taslimi et al. 2016). 

1.7.2.2 Συνδυαστική χημειοθεραπεία 

Η συνδυαστική χημειοθεραπεία συνίσταται στη χρήση δύο ή περισσότερων φαρμάκων με 

συνεργιστικά ή αθροιστικά αποτελέσματα, με στόχο την αύξηση του φάσματος δράσης και 
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της θεραπευτικής αποτελεσματικότητας. Ιδανικά, oι συνδυασμοί φαρμάκων στοχεύουν στην 

καθυστέρηση ή και αποτροπή της εμφάνισης ανθεκτικότητας, καθώς και στη μείωση της 

διάρκειας της θεραπείας και των απαιτούμενων δόσεων, με σκοπό να επιτευχθεί η 

χαμηλότερη δυνατή τοξικότητα. Τέτοιου είδους προσεγγίσεις μπορούν επίσης να μειώσουν 

το κόστος θεραπείας και συνεπώς την επιβάρυνση του συστήματος υγείας. Η συνδυαστική 

χρήση φαρμάκων μπορεί, επίσης, να βοηθήσει στην καθυστέρηση της επιλογής των 

ανθεκτικών στα φάρμακα παρασίτων, παρατείνοντας την αποτελεσματικότητα των 

διαθέσιμων φαρμάκων, όπως έχει αναφερθεί σε ασθένειες όπως η φυματίωση, η ελονοσία 

και το AIDS (Seifert 2011; Uliana et al. 2017). Η εφαρμογή συνδυαστικής χημειοθεραπείας για 

τη λεϊσμανίαση απαιτεί τον καθορισμό των καλύτερων συνδυαστικών σχημάτων και την 

αποτελεσματικότητά τους σε κλινικά περιβάλλοντα. Σχετικές μελέτες έχουν χρησιμοποιήσει 

συνδυασμούς φαρμάκων που είναι ήδη διαθέσιμα όπως, οι πεντασθενείς ενώσεις 

αντιμονίου, η παρομομυκίνη, η αμφοτερικίνη Β και η μιλτεφοσίνη, και έχουν επιδείξει 

ενθαρρυντικά αποτελέσματα (Chakravarty and Sundar 2019; Seifert 2011; Taslimi et al. 2016; 

Uliana et al. 2017). 

1.7.2.3 Φυσικά προϊόντα ως νέα υποσχόμενα φάρμακα 

Το ενδιαφέρον για την αναζήτηση φυσικών προϊόντων (natural products, NPs) που 

εμφανίζουν ταυτόχρονα χημειοθεραπευτικές και ανοσοτροποποιητικές ιδιότητες έχει 

ενισχυθεί τις τελευταίες δεκαετίες, λόγω της εμφάνισης των πολυάριθμων ανεπιθύμητων 

παρενεργειών των υπαρχόντων φαρμάκων κατά τις λεϊσμανίασης (Koko et al. 2022; 

Rodrigues et al. 2015). Σύμφωνα με την Υπηρεσία Τροφίμων και Φαρμάκων των ΗΠΑ (FDA), 

το 34% των νέων φαρμάκων που εγκρίθηκαν μεταξύ 1981 και 2014 βασίστηκαν σε φυσικά 

προϊόντα ή στα παράγωγά τους, και ομοίως περίπου το 35% των παγκόσμιων φαρμάκων που 

χρησιμοποιούνται σήμερα προέρχονται από φυσικά προϊόντα (Carter et al. 2021). Στη συνεχή 

αναζήτηση για καλύτερες αντιλεϊσμανιακές ενώσεις, τα προϊόντα φυτικής προέλευσης 

κερδίζουν συνεχώς έδαφος, καθώς είναι εύκολα διαθέσιμα και σχετικά φθηνά. Ο Π.Ο.Υ. 

μέσω του προγράμματος DNDi (Drugs for Neglected Diseases Initiative) αναδεικνύει διαρκώς 

νέα φυσικά προϊόντα προερχόμενα από φυτά, για παραμελημένες τροπικές ασθένειες όπως 

η ελονοσία, η τρυπανοσωμίαση και η λεϊσμανίαση (Sen and Chatterjee 2011). Στην 

παγκόσμια βιβλιογραφία έχουν αναφερθεί εκατοντάδες φυσικά προϊόντα, τα οποία είτε ως 

ακατέργαστα εκχυλίσματα, είτε ως απομονωμένες ενώσεις, επιδεικνύουν λεϊσμανιοκτόνο 

δράση σε in vitro ή/και σε in vivo συστήματα (Koko et al. 2022; Oliveira et al. 2018; Rodrigues 

et al. 2015; Rohloff, Hymete, and Tariku 2013; Ullah et al. 2016). Πρόκειται για δευτερογενείς 

μεταβολίτες που εντοπίζονται στις ρίζες, στους μίσχους, στα φύλλα, στους καρπούς, στους 



~ 53 ~ 
 

σπόρους και σε άλλα μέρη των φυτών και εμφανίζουν μεγάλη δομική ποικιλομορφία 

(Gervazoni et al. 2020). Επί του παρόντος, τέτοιες ενώσεις, με αντιλεϊσμανιακές ιδιότητες 

ανήκουν στις εξής κατηγορίες: αλκαλοειδή, τερπένια και τερπενοειδή, στεροειδή και 

φαινολικά παράγωγα (κουμαρίνες, κινόνες, χαλκόνες, λιγνάνες, φλαβονοειδή) (Mishra et al. 

2007; Sakyi et al. 2021). 

 

1.8 Ελαιόλαδο  

1.8.1 Ιστορική αναδρομή -  Γενικά στοιχεία 

Ως ελαιόλαδο (olive oil, OO) χαρακτηρίζεται το έλαιο που λαμβάνεται από τους καρπούς 

της ευρωπαϊκής ελιάς (Olea europea) με αποκλειστικά μηχανικά μέσα και φυσικές μεθόδους 

επεξεργασίας, σε θερμοκρασίες που να μην προκαλούν αλλοίωση του ελαίου (Κώδικας 

Τροφίμων, Ποτών και Αντικειμένων Κοινής Χρήσης, Άρθρο 71 1987). Σημειολογικά, το κλαδί 

της ελιάς αποτελεί ένα από τα αρχαιότερα σύμβολα στον κόσμο και ιδιαίτερα στη Μεσόγειο. 

Αποτέλεσε σύμβολο ειρήνης, ευημερίας, αθλητικής νίκης, δύναμης, πλούτου, εξουσίας, 

σοφίας, ελπίδας και φιλίας μεταξύ των λαών (Boskou 2006; Kapellakis, Tsagarakis, and 

Crowther 2008). Πολυάριθμες πηγές από την ελληνική μυθολογία και την Παλαιά Διαθήκη 

αναφέρονται στον κοινωνικό και θρησκευτικό ρόλο του ελαιόδεντρου, γεγονός που 

αποδεικνύεται από τον ιδιαίτερα σημαντικό συμβολισμό της για τους αρχαίους Έλληνες. 

Συνδέθηκε με τη διατροφή και τη θρησκεία και χρησιμοποιήθηκε μεταξύ άλλων ως 

διακοσμητικό μοτίβο σε βάζα και χρυσά κοσμήματα (Boskou 2006; Ghanbari et al. 2012; 

Kapellakis et al. 2008; Riley 2002).   

Ο Αριστοτέλης μελέτησε το δέντρο και περιέγραψε αξιοσημείωτα επιστημονικά στοιχεία 

της καλλιέργειάς του, ενώ ο Σόλων νομοθέτησε την προστασία του. Το ελαιόδεντρο ή ελιά 

υπάγεται στην οικογένεια Oleaceae (Εικόνα 

1.19), η οποία περιλαμβάνει 24 γένη και πάνω 

από 500 είδη (taxa). Το γένος Olea εμπεριέχει 

περισσότερα από 30 διαφορετικά είδη και 5 

υποείδη, τα οποία ευδοκιμούν σε εύκρατες και 

σε τροπικές περιοχές, με το πιο κοινό είδος 

στην Ευρώπη να αποτελεί η Olea europaea 

(Πίνακας 3) (Boskou 2006; Ghanbari et al. 2012; 

Kapellakis et al. 2008; Vossen 2007). Ωστόσο, η προέλευση της ελιάς έχει αποτελέσει 

αντικείμενο πολλών συζητήσεων. Αν και απολιθώματα που χρονολογούνται από την 

Τριτογενή περίοδο (πριν από 1 εκατομμύριο χρόνια) αποδεικνύουν την ύπαρξη προγόνου της 

Εικόνα 1.19: Βοτανική ταξινόμηση της ελιάς. 
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ελιάς στην Ιταλία, φαίνεται πως η ελιά, όπως είναι γνωστή σήμερα, ήταν εγγενής στη Μικρά 

Ασία και εξαπλώθηκε μέσω του Ιράν, της Συρίας και της Παλαιστίνης, στη λεκάνη της 

Μεσογείου πριν από περίπου 6.000 χρόνια. Τα αρχαιολογικά δεδομένα και τα ιστορικά 

ευρήματα επιβεβαιώνουν ότι κατά τη Μινωική περίοδο (3000 - 1000 π.Χ.), η 

ελαιοκαλλιέργεια και το εμπόριο ελαιολάδου ήταν ευρέως διαδεδομένα στην Κρήτη, γεγονός 

που ευθύνεται εν μέρει και για την οικονομική άνθηση που σημειώθηκε στο νησί κατά την 

περίοδο αυτή (Ghanbari et al. 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

1.8.2 Παραγωγή και κατανάλωση 

Η τεράστια οικονομική, διατροφική και πολιτιστική αξία του ελαιολάδου είναι 

αδιαμφισβήτητη. Το «υγρό χρυσάφι», όπως χαρακτηρίζεται από τον Όμηρο, αποτελεί κύριο 

συστατικό της Μεσογειακής διατροφής, ενώ υπάρχουν περίπου 2500 γνωστές ποικιλίες 

ελαιόδεντρων, από τις οποίες οι 250 έχουν ταξινομηθεί ως εμπορικές ποικιλίες από το 

Διεθνές Συμβούλιο Ελιάς (International Olive Council, IOC) και χρησιμοποιούνται για την 

παραγωγή είτε ελαιολάδου, είτε επιτραπέζιων ελιών, ή αμφοτέρων. Ο αριθμός των 

ελληνικών ποικιλιών ελιάς ξεπερνάει το 40, ενώ περισσότερο από το 90% της καλλιεργήσιμης 

έκτασης καλύπτεται με 20 ποικιλίες, προσαρμοσμένες σε ένα ευρύ φάσμα περιβαλλοντικών 

συνθηκών (Εικόνες 1.20 και 1.21) (Ghanbari et al. 2012; Kalogeropoulos and Tsimidou 2014; 

My Olive Plant 2016). Μεταξύ αυτών, η Κορωνέικη αποτελεί την πιο διάσημη ποικιλία ελιάς 

στην Ελλάδα, ενώ εξίσου γνωστές είναι και οι ποικιλίες Αθηνολιά, Καλαμών, Κονσερβολιά 

(Αμφίσσης), Κοθρέικη (Μανάκι), Θρουμπολιά και Αδραμυτίνη (Μυτιλήνης) (Εικόνα 1.20). 

Περισσότερα από 750 εκατομμύρια ελαιόδεντρα καλλιεργούνται παγκοσμίως με τη 

συντριπτική πλειοψηφία (περίπου 99%) των παραγωγικών δέντρων και της συνολικής 

ελαιοπαραγωγής να ανήκουν στις χώρες γύρω από τη λεκάνη της Μεσογείου και στη Μέση 

Ανατολή. Επιπλέον, σύμφωνα με τον Οργανισμό Τροφίμων και Γεωργίας (Food and 

Agriculture Organization, FAO), έντεκα κύριες ελαιοπαραγωγικές χώρες βρίσκονται στην 

περιοχή της Μεσογείου (Ισπανία, Ιταλία, Ελλάδα, Τουρκία, Συρία, Μαρόκο, Τυνησία, 

Αίγυπτος, Αλγερία, Πορτογαλία και Αργεντινή) και είναι υπεύθυνες για το 95% της 

Πίνακας 3. Γεωγραφική κατανομή των υποειδών του γένους Olea. 
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παραγωγής ελιών παγκοσμίως (Ghanbari et al. 2012). Πιο συγκεκριμένα, η Ευρωπαϊκή Ένωση 

(ΕΕ) αποτελεί τον ισχυρότερο παραγωγό, καταναλωτή και ταυτόχρονα εξαγωγέα 

ελαιολάδου, καθώς καλύπτει περίπου το 67% της παγκόσμιας παραγωγής ελαιολάδου και το 

53 % της παγκόσμιας κατανάλωσης (Ευρωπαϊκή Επιτροπή 2020). 

Η Ισπανία, με συνολική καλλιεργούμενη έκταση 2.500.000 εκτάρια, είναι ο μεγαλύτερος 

παραγωγός, καθώς παράγει το 45% του ελαιολάδου που καταναλώνεται παγκοσμίως, 

ωστόσο εκτιμάται ότι μόνο το 20% είναι εξαιρετικά παρθένο έλαιο, και  ακολουθεί η Ιταλία 

με καλλιεργούμενη έκταση 1.159.000 εκτάρια, και αντίστοιχη παραγωγή της τάξης του 25%. 

Την τρίτη θέση κατέχει η Ελλάδα με έκταση 730.000 εκτάρια και ετήσια παραγωγή 

ελαιολάδου που αγγίζει τους 310.000 τόνους και αντιστοιχεί στο 20% της παγκόσμιας 

παραγωγής, ενώ το 70% αυτού είναι εξαιρετικά παρθένο ελαιόλαδο (Kalogeropoulos and 

Tsimidou 2014). Η Ιταλία και η Ισπανία αποτελούν εξίσου τους μεγαλύτερους καταναλωτές 

ελαιολάδου στην ΕΕ, με ετήσια κατανάλωση περίπου 500.000 τόνων η καθεμία, ενώ η 

Ελλάδα, με ετήσια κατανάλωση γύρω στους 220.000 τόνους, εμφανίζει τη μεγαλύτερη κατά 

κεφαλήν κατανάλωση ελαιολάδου στην ΕΕ (περίπου 12 κιλά ανά άτομο ετησίως)  (Ghanbari 

et al. 2012; Ευρωπαϊκή Επιτροπή 2020).  

Εικόνα 1.20: Οι βασικότερες ποικιλίες ελιάς στην Ελλάδα (τροποποίηση από: My Olive 

Plant 2016). 
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1.8.3 Κατηγορίες ελαιολάδου 

Η κατάταξη των ελαιολάδων σε κατηγορίες πραγματοποιείται με τη χρήση παραμέτρων 

ποιότητας, που αφορούν τόσο σε φυσικοχημικά χαρακτηριστικά, όπως η οξύτητα, ο αριθμός 

υπεροξειδίων, η περιεκτικότητα σε λιπαρά οξέα και η σύσταση σε στερόλες, όσο και σε 

οργανοληπτικά - αισθητηριακά χαρακτηριστικά, όπως η φρουτώδης γεύση και η απουσία 

οργανοληπτικών ελαττωμάτων. Οι κανονισμοί της ΕΕ (Κανονισμός ΕΟΚ 1513/2001, 

Κανονισμός ΕΕ αριθ. 29/2012 και Κανονισμός ΕΕ 1348/2013) ταξινομούν το ελαιόλαδο σε δύο 

βασικούς τύπους, στα παρθένα και μη παρθένα ελαιόλαδα (Bilal et al. 2021; Ευρωπαϊκή 

Επιτροπή 2020).  

1.8.3.1  Παρθένα ελαιόλαδα 

Υπάρχουν τέσσερις βασικές κατηγορίες παρθένων ελαιολάδων, που διαχωρίζονται ανάλογα 

με την περιεκτικότητά τους σε ελεύθερα λιπαρά οξέα (οξύτητα): 

1. Το εξαιρετικά παρθένο ελαιόλαδο (extra virgin olive oil - EVOO), είναι το βέλτιστης 

ποιότητας ελαιόλαδο, καθώς δεν εμφανίζει οργανοληπτικά ελαττώματα και το επίπεδο 

οξύτητας δεν υπερβαίνει το 0,8%.   

Εικόνα 1.21: Οι βασικότερες ποικιλίες ελιάς στη λεκάνη της Μεσογείου, εξαιρουμένων των 

Ελληνικών  (τροποποίηση από: My Olive Plant 2016). 
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2. Το παρθένο ελαιόλαδο (virgin olive oil - VOO), μπορεί να παρουσιάζει κάποια 

οργανοληπτικά ελαττώματα, αλλά σε πολύ χαμηλό επίπεδο και η οξύτητά του δεν 

υπερβαίνει το 2%. 

3. Το μειονεκτικό ελαιόλαδο  / ελαιόλαδο λαμπάντε, είναι παρθένο ελαιόλαδο κατώτερης 

ποιότητας με οξύτητα πάνω από 2%, με σημαντικά οργανοληπτικά ελαττώματα. Το 

μειονεκτικό ελαιόλαδο δεν είναι κατάλληλο για βρώση και δεν προορίζεται προς διάθεση 

στην αγορά. Υποβάλλεται σε εξευγενισμό ή χρησιμοποιείται για βιομηχανικούς σκοπούς. 

4. Το αγουρέλαιο που αποτελεί το πρώτο λάδι της ελιάς. Οι πιο φρέσκιες και γερές ελιές, 

άγουρες και πράσινες, συλλέγονται για να δώσουν τον χυμό τους, ο οποίος αμέσως 

αναλύεται για να επιβεβαιωθούν τα ποιοτικά του χαρακτηριστικά. Πρόκειται για το λάδι 

της πρώτης σοδειάς, που σύμφωνα με το Διεθνές Συμβούλιο Ελιάς, τα βασικά 

οργανοληπτικά κριτήρια αξιολόγησής του επικεντρώνονται στην έντονη γεύση και στο 

άρωμα. 

 

1.8.3.2  Μη παρθένα ελαιόλαδα 

Οι ακόλουθες κατηγορίες ελαιολάδων δεν ανήκουν στα παρθένα ελαιόλαδα: 

1. Το εξευγενισμένο / ραφιραρισμένο ελαιόλαδο (refined olive oil), είναι το προϊόν που 

προκύπτει από τον εξευγενισμό ελαττωματικού παρθένου ελαιολάδου (π.χ. μειονεκτικού 

ελαιολάδου) και εμφανίζει μέγιστο βαθμό οξύτητας έως 0,3%. Η πλειοψηφία ( > 50%) 

του λαδιού που παράγεται  στη λεκάνη της Μεσογείου, αποτελεί χαμηλής ποιότητας 

ελαιόλαδο που πρέπει να εξευγενιστεί προκειμένου να παραχθεί ένα εδώδιμο προϊόν. 

2. Το μίγμα εξευγενισμένου και παρθένου ελαιόλαδου, με βαθμό οξύτητας έως 1%. 

3. Το ακατέργαστο πυρηνέλαιο (crude oil – pomace oil), είναι το έλαιο που παράγεται από 

τους ελαιοπυρήνες (πολτός).  

4. Το εξευγενισμένο πυρηνέλαιο (refined olive pomace oil), που αποτελεί μίγμα 

εξευγενισμένου ακατέργαστου πυρηνέλαιου με παρθένο ελαιόλαδο, με επίπεδο 

οξύτητας μπορεί έως 1%. 

  

1.8.4 Χημική σύσταση ελαιολάδου  

Το ελαιόλαδο αποτελείται από ένα σαπωνοποιήσιμο κλάσμα (κύριο) και ένα μη 

σαπωνοποιήσιμο (δευτερεύον) κλάσμα (Εικόνα 1.22). Το κύριο κλάσμα αντιστοιχεί περίπου 

στο 98% του συνολικού του βάρους και αποτελείται κατά βάση από τριγλυκερίδια (99% του 

σαπωνοποιήσιμου κλάσματος) (Jiménez-Sánchez et al. 2022; Reboredo-Rodríguez et al. 
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2018). Τα κύρια λιπαρά οξέα στο κλάσμα των τριγλυκεριδίων είναι τα μονοακόρεστα λιπαρά 

οξέα, στα οποία αποδίδονται οι θρεπτικές αξίες του EVOO, με κυρίαρχο το ελαϊκό οξύ, η 

συγκέντρωση του οποίου κυμαίνεται από 55% έως 83% του συνολικού κλάσματος των 

λιπαρών οξέων (Reboredo-Rodríguez et al. 2018; Servili et al. 2014). Ακολουθεί ένα 

κορεσμένο λιπαρό οξύ, το παλμιτικό οξύ (7,5-20%) και ένα πολυακόρεστο λιπαρό οξύ, το 

λινελαϊκό οξύ (2,5-21%), το οποίο αντιπροσωπεύει το βασικό και το πιο άφθονο 

πολυακόρεστο λιπαρό οξύ στη Μεσογειακή διατροφή (Reboredo-Rodríguez et al. 2018; 

Servili et al. 2014). 

 Το δευτερεύον κλάσμα αντιπροσωπεύει περίπου το 2% του συνολικού βάρους του 

ελαιολάδου και αποτελείται από ένα σύνθετο σύνολο δευτερευόντων ενώσεων, που 

περιλαμβάνει πάνω από 230 χημικές ενώσεις, οι οποίες κατηγοριοποιούνται ως αλειφατικές 

και τριτερπενικές αλκοόλες, στερόλες, υδρογονάνθρακες, πτητικές ενώσεις και 

αντιοξειδωτικά (καροτενοειδή και πολυφαινολικές ενώσεις) (Casas, Estruch, and Sacanella 

2017; Jiménez-Sánchez et al. 2022; Reboredo-Rodríguez et al. 2018; Servili et al. 2014). 

 

1.8.5 Ελαιόλαδο και υγεία 

Πληθώρα  Ελλήνων φιλοσόφων ασχολήθηκαν με τις θεραπευτικές ιδιότητες των καρπών 

του δένδρου της ελιάς.  Από το 4000 π.Χ. η χρήση του ελαιόλαδου για θεραπευτικούς 

σκοπούς είναι γνωστή, ενώ ο Ιπποκράτης αναφερόμενος σε περισσότερες από 60 

φαρμακευτικές ιδιότητές του, περιγράφει το ελαιόλαδο σαν τέλειο θεραπευτικό. Η 

Μεσογειακή διατροφή θεωρείται ιδανικό διατροφικό μοντέλο και το βιολογικό όφελός της 

είναι συνδεδεμένο με την υψηλή περιεκτικότητα σε ελαιόλαδο, φρούτα, λαχανικά, όσπρια 

και δημητριακά. Πολυάριθμες μελέτες αποδεικνύουν ότι το πρότυπο της Μεσογειακής 

διατροφής συνδέεται με αυξημένο προσδόκιμο ζωής και με μειωμένη εμφάνιση χρόνιων 

φλεγμονωδών ασθενειών, όπως οι καρδιοαγγειακές νόσοι και ορισμένοι τύποι καρκίνων 

(Buckland et al. 2013; Couto et al. 2011; Mentella et al. 2019; Serra et al. 2021; Tuttolomondo 

Εικόνα 1.22: Χημική σύσταση ελαιολάδου. 
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et al. 2019). Το θετικό βιολογικό αποτύπωμα της Μεσογειακής διατροφής φαίνεται να 

σχετίζεται με το ελαιόλαδο που αποτελεί τη βασική πηγή λίπους στο μοντέλο αυτό. Αυτό που 

το καθιστά πολύτιμο, συγκριτικά με άλλα φυτικά έλαια, είναι η απαράμιλλη γεύση του σε 

συνδυασμό με την υψηλή διατροφική του αξία. Πράγματι, ένας αυξανόμενος αριθμός 

επιδημιολογικών και πειραματικών μελετών φανερώνουν ότι το ελαιόλαδο διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στην πρόληψη καρδιαγγειακών παθήσεων, όπως η αθηροσκλήρωση 

(Nocella et al. 2017; Yubero-Serrano et al. 2019), νευρολογικών διαταραχών, όπως το 

Alzheimer (Angeloni et al. 2017; Román et al. 2019), του διαβήτη (Schwingshackl et al. 2017; 

Yubero-Serrano et al. 2019), αλλά και ορισμένων αυτοάνοσων νοσημάτων, όπως η 

ρευματοειδής αρθρίτιδα και ο συστηματικός ερυθηματώδης λύκος (Aparicio-Soto et al. 

2016). Επίσης, το ελαιόλαδο μπορεί να λειτουργήσει και ως ασπίδα στην πρόληψη του 

καρκίνου του παχέος εντέρου, του μαστού και των ωοθηκών (Borzì et al. 2019; De Cicco et al. 

2019), ενώ έχει αποδειχθεί ότι συμβάλλει τόσο στη διατήρηση των φυσιολογικών επιπέδων 

αρτηριακής πίεσης (Casas et al. 2017), όσο και στην προστασία των λιπιδίων του αίματος 

(LDL) από το οξειδωτικό στρες (Castañer et al. 2011; Servili et al. 2014). Όλες αυτές οι 

ευεργετικές ιδιότητες του ελαιολάδου, και ιδιαίτερα του εξαιρετικά παρθένου ελαιολάδου, 

έχουν βρεθεί ότι σχετίζονται ιδιαίτερα με το περιεχόμενό του σε βιοδραστικούς 

δευτερογενείς μεταβολίτες και συγκεκριμένα σε φαινολικές ενώσεις / πολυφαινόλες / 

βιοφαινόλες, οι οποίες εμφανίζουν ισχυρή αντιοξειδωτική δράση (Servili et al. 2014). 

 

1.8.6 Βιοφαινόλες / Πολυφαινόλες ελαιολάδου 

1.8.6.1 Γενικά στοιχεία 

Οι πολυφαινόλες είναι μία μεγάλη και ετερογενής κατηγορία χημικών ενώσεων, χαμηλού 

μοριακού βάρους. Αποτελούν προϊόντα του δευτερογενούς μεταβολισμού των 

υδατανθράκων, των λιπών και των αμινοξέων των φυτών και συμβάλλουν στην αύξηση, την 

ανάπτυξη και την άμυνα του φυτικού οργανισμού (Vermerris and Nicholson 2006). Οι 

περισσότερες πολυφαινόλες εμφανίζονται στη φύση με τη μορφή εστέρων ή γλυκοζιτών 

παρά ως ελεύθερες ενώσεις (Manach et al. 2004). 

Ο όρος «βιοφαινόλες» επινοήθηκε για πρώτη φορά από τους Romeo και Uccella το 1996 

για να δηλώσει τις βιοδραστικές φαινόλες στις ελιές, αντικαθιστώντας τον πιο κοινό και 

λιγότερο ακριβή χημικά όρο «πολυφαινόλες», ο οποίος είναι ο πιο συχνά 

χρησιμοποιούμενος όρος για να περιγράψει τις φυτικές φαινολικές ενώσεις. Ο όρος 

«βιοφαινόλες» αποτελεί μια πληρέστερη και χημικά ακριβή έκφραση για να περιγράψει τις 

φυτικές φαινόλες, από τα πολύπλοκα πολυμερή μόρια, ενώ το πρόθεμα «βιο-» υποδηλώνει 
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τη βιολογική προέλευση σε αντίθεση με τις συνθετικές ενώσεις. Πρόκειται λοιπόν για έναν 

όρο «ομπρέλα» που αναφέρεται σε όλα τα φαινολικά μόρια που έχουν φυτική προέλευση 

(Obied and Obied 2013). Στη φύση υπάρχουν περίπου 8000 ενώσεις που ανήκουν στις 

βιοφαινόλες. Μέχρι σήμερα, περισσότερες από 36 φαινολικές ενώσεις έχουν απομονωθεί 

και ταυτοποιηθεί από δείγματα παρθένου ελαιολάδου, αλλά δεν εντοπίζονται όλες σε κάθε 

λάδι (Gorzynik-Debicka et al. 2018; Jimenez-Lopez et al. 2020; Reboredo-Rodríguez et al. 

2018).   

1.8.6.2 Ταξινόμηση των βιοφαινολών του ελαιολάδου 

Οι βιοφαινόλες αποτελούν μια μεγάλη ομάδα δευτερογενών μεταβολιτών (χημικές 

ενώσεις με χαμηλό μοριακό βάρος), οι οποίοι αποτελούνται από  έναν τουλάχιστον 

αρωματικό βενζολικό δακτύλιο, ο οποίος φέρει μία ή περισσότερες υδροξυλομάδες 

(Gorzynik-Debicka et al. 2018). Στο παρθένο ελαιόλαδο έχει διαπιστωθεί η παρουσία 

μεγάλου αριθμού φανολικών ενώσεων στο πολικό φαινολικό κλάσμα του. Πρόκειται για ένα 

πολύπλοκο μίγμα ενώσεων με διαφορετικές χημικές δομές, το οποίο παραλαμβάνεται κατά 

την εκχύλιση του ελαιολάδου με πολικούς διαλύτες. Τα πολικά φαινολικά συστατικά 

σχετίζονται με τη σταθερότητα του ελαίου, αλλά και τις βιολογικές του ιδιότητες. Περίπου 50 

ενώσεις που υπάρχουν στο φαινολικό κλάσμα έχουν διαχωριστεί και ταυτοποιηθεί μέχρι 

σήμερα (Cerretani, Tullia, et al. 2009). Οι πολικές φαινολικές ενώσεις μπορούν να 

ταξινομηθούν σε διαφορετικές χημικές κατηγορίες, ανάλογα με τη χημική τους δομή και 

λαμβάνοντας υπόψη κυρίως τον αριθμό των αρωματικών δακτυλίων και τα δομικά στοιχεία 

που συνδέουν τους δακτυλίους μεταξύ τους (Angelis et al. 2017; Cerretani, Tullia Toschi, and 

Bendini 2009; Diamantakos et al. 2021; Kalogeropoulos and Tsimidou 2014; Pedan et al. 2019). 

Μέχρι στιγμής έξι βασικές χημικές οικογένειες έχουν αναφερθεί στο παρθένο ελαιόλαδο, οι 

οποίες αναλύονται παρακάτω: 

 

1. Απλές φαινόλες 

Οι φαινολικές αλκοόλες, είναι αρωματικές οργανικές ενώσεις στις οποίες μία 

(τουλάχιστον) υδροξυλομάδα συνδέεται άμεσα με ένα βενζολικό δακτύλιο. Οι κύριες 

φαινολικές αλκοόλες που αναγνωρίζονται στο παρθένο ελαιόλαδο είναι η υδροξυτυροσόλη 

[ΗΤ, 3,4-διυδροξυφαινυλαιθανόλη (3,4-DHPEA)] και η τυροσόλη [Τ, p-

υδροξυφαινυλαιθανόλη (p-HPEA)], οι οποίες εμφανίζουν αντιοξειδωτικές και 

αντιφλεγμονώδεις ιδιότητες (Εικόνα 1.23). Οι ενώσεις αυτές, είναι οι πιο άφθονες και 

αντιπροσωπευτικές φαινολικές αλκοόλες στο ελαιόλαδο (90–95%) και, ενώ οι συγκεντρώσεις 

https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%91%CE%BB%CE%BA%CE%BF%CF%8C%CE%BB%CE%B5%CF%82
https://el.wikipedia.org/wiki/%CE%92%CE%B5%CE%BD%CE%B6%CF%8C%CE%BB%CE%B9%CE%BF
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τους στα «φρέσκα» δείγματα είναι συνήθως χαμηλές, αυξάνονται με τον προχωρημένο 

χρόνο αποθήκευσης, λόγω της υδρόλυσης που υφίστανται τα σεκοϊριδοειδή, ολευρωπεΐνη 

(OLE) και άγλυκο του λιγκστροσίδη (LA) (Ajal et al. 2021; Bouguerra Neji and Bouaziz 2022). Η 

διαφορά των Τ και ΗΤ, έγκειται σε μία επιπλέον ομάδα υδροξυλίου στη μέτα-θέση που 

εμφανίζει η ΗΤ, γεγονός που την κάνει και βιολογικά πιο ισχυρή, καθώς το μόριο αυτό έχει 

συσχετιστεί με αντιφλεγμονώδεις, αντικαρκινικές και αντιγηραντικές δραστηριότητες, ενώ 

συμβάλει και στην πρόληψη καρδιαγγειακών παθήσεων (Ajal et al. 2021; Marković et al. 

2019; Rodríguez-Morató et al. 2015; Serreli and Deiana 2018). Ειδικότερα, η ΗΤ είναι η 

καλύτερα μελετημένη φαινόλη του ελαιολάδου σε in vitro και in vivo μοντέλα, έχοντας δείξει 

αντιφλεγμονώδεις, αντιαθηρογόνες και αντιθρομβωτικές ιδιότητες. Μελέτες in vitro 

δείχνουν ότι εκτός από την αντιοξειδωτική της δράση, μπορεί να βελτιώσει την ενδοθηλιακή 

δυσλειτουργία, καθώς και το λιπιδικό και το αιμοστατικό προφίλ ασθενών. Επίσης, το μόριο 

αυτό αλληλεπιδρά με πρωτεΐνες που εμπλέκονται στον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου και 

στη γονιδιακή έκφραση και, επομένως, θα μπορούσε να έχει αντικαρκινικές ιδιότητες. 

Ωστόσο, παρόλο που τόσο in vivo όσο και in vitro μελέτες έχουν δείξει ότι το EVOO, δρώντας 

σε τοπικό και συστηματικό επίπεδο, βελτιώνει συμπτώματα σε χρόνιες φλεγμονώδεις 

νόσους, δεν υπάρχουν επαρκή δεδομένα για την επίτευξη συγκεκριμένων διατροφικών 

κατευθυντήριων γραμμών (Bertelli et al. 2020; Santangelo et al. 2017). 

 

2. Σεκοϊριδοειδή 

Τα σεκοϊριδοειδή αποτελούν την πλειονότητα των βιοδραστικών βιοφαινολών στο 

ελαιόλαδο. Είναι μια ομάδα ενώσεων που απαντώνται και στα 500 είδη φυτών της 

οικογένειας Oleaceae, συμπεριλαμβανομένης και της ευρωπαϊκής ελιάς (Olea europaea L.). 

Τα σεκοϊριδοειδή προέρχονται από τον δευτερογενή μεταβολισμό των τερπενίων. Τα 

περισσότερα σεκοϊριδοειδή στο ελαιόλαδο αποτελούν προϊόντα υδρόλυσης της 

ολευρωπεΐνης (OLE) και του λιγκστροσίδη, τα οποία όταν έρχονται σε επαφή με τη β-

γλυκοσιδάση μετατρέπονται στις αντίστοιχες άγλυκες μορφές ολευρωπεΐνης [ΗΤ 

συνδεδεμένη με ελενολικό οξύ, (3,4-DHPEA-ΕΑ)] και λιγκστροσίδη [Τ συνδεδεμένη με 

Εικόνα 1.23: Χημική δομή τυροσόλης και υδροξυτυροσόλης (τροποποίηση από: Serreli et. al 2018). 
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ελενολικό οξύ, (p-HPEA-ΕΑ)] (Εικόνα 1.24). Αυτές οι δύο μορφές είναι ασταθείς στο 

ελαιόλαδο (Ajal et al. 2021; Romani et al. 2019). 

Ειδικότερα, κατά τις διεργασίες σύνθλιψης και μάλαξης για την παραγωγή ελαιολάδου, 

λαμβάνουν χώρα διάφορες ενζυμικές και μη ενζυμικές αντιδράσεις υδρόλυσης και 

οξείδωσης που προκαλούν αρκετές αλλαγές στη χημική δομή των φυσικών φαινολών του 

ελαιοκάρπου, με αποτέλεσμα τη δημιουργία νέων παράγωγων σεκοϊριδοειδών. Μεταξύ 

αυτών των ενζύμων, η β-γλυκοσιδάση φαίνεται να παίζει σημαντικό ρόλο στον 

μετασχηματισμό αυτών των ενώσεων σε διάφορα παράγωγα σεκοϊριδοειδών, όπως 

διαλδεϋδικές μορφές αποκαρβοξυμεθυλελενολικού οξέος εστεροποιημένου με τυροσόλη 

και υδροξυτυροσόλη, με πιο χαρακτηριστικές την ολεοκανθάλη [T συνδεδεμένη με 

διαλδεϋδική μορφή ελενολικού οξέος (p-HPEA-EDA)] και την ολεασεΐνη  [HT συνδεδεμένη με 

διαλδεϋδική μορφή ελενολικού οξέος (3,4-DHPEA-EDA)], αντίστοιχα (Εικόνα 1.24). Το 

γεγονός αυτό μπορεί να εξηγεί την ταχεία μείωση των συγκεντρώσεων της ολευρωπεΐνης και 

του λιγκστροσίδη που παρατηρείται κατά τη μετάβαση από τον καρπό της ελιάς στο 

αντίστοιχο λάδι. Επίσης, είναι γνωστό ότι σε υδρόλυση βασίζεται και η απελευθέρωση 

υδροξυτυροσόλης και τυροσόλης στο παρθένο ελαιόλαδο από σύνθετα σεκοϊριδοειδή, κατά 

την αποθήκευση (Ajal et al. 2021; Oliverio et al. 2021). Συνολικά, δείγματα παρθένου 

ελαιολάδου με αυξημένα επίπεδα σεκοϊριδοειδών εμφανίζουν μεγαλύτερη αντοχή στην 

οξείδωση (υψηλότερη οξειδωτική σταθερότητα), υψηλότερη ένταση πικρίας και έχουν 

Εικόνα 1.24: Αναπαράσταση των βασικών βιοσυνθετικών μονοπατιών για την παραγωγή ολεασεΐνης (OLEA) 

και ολεοκανθάλης (OLEO).  
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συσχετιστεί με σημαντικές ευεργετικές επιδράσεις στην υγεία του ανθρώπου (Emma et al. 

2021). 

Η ολευρωπεΐνη, περιέχεται κυρίως στα φύλλα της ελιάς και σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις 

στο ελαιόλαδο, ωστόσο μελέτες κάνουν αναφορά για τη θετική δράση της σε καρδιαγγειακές 

παθήσεις (Oliverio et al. 2021; Rigacci et al. 2017). Από την άλλη πλευρά η ολεοκανθάλη και 

η ολεασεΐνη , αν και εντοπίζονται σε υψηλότερες συγκεντρώσεις, είναι αρκετά ασταθή μόρια, 

καθώς με τον χρόνο διασπώνται και μετατρέπονται σε τυροσόλη και υδροξυτυροσόλη, 

αντίστοιχα. Τα μόρια αυτά εμφανίζουν αρκετές δυσκολίες στην απομόνωση και στη σύνθεσή 

τους, γεγονός που έχει καθυστερήσει αρκετά την ερευνητική διαδικασία για την αξιολόγηση 

της ασφάλειας και των βιολογικών τους ιδιοτήτων. Παρόλα αυτά η ολεοκανθάλη αποτελεί 

ένα υποσχόμενο μόριο, καθώς οι έως τώρα μελέτες έχουν δείξει ότι θα μπορούσε να 

συμβάλει στον έλεγχο των μεταστατικών καρκίνων, όπως επίσης και στην καταπολέμηση της 

νόσου Alzheimer (Batarseh and Kaddoumi 2017). Το μόριο αυτό ευθύνεται για το 

χαρακτηριστικό «κάψιμο» που προκαλεί το ελαιόλαδο στο λαιμό. Έρευνα αναφέρει ότι δρα 

ως ένα φυσικό αντιφλεγμονώδες που εμφανίζει ανάλογη δράση με αυτή της ιβουπροφαίνης, 

η οποία αποτελεί δραστική ουσία πολλών παυσίπονων και αντιπυρετικών, χωρίς ωστόσο να 

υπάρχει καμία δομική ομοιότητα μεταξύ των δυο ουσιών (Εικόνα 1.25) (Beauchamp et al. 

2005).  

3. Φαινολικά οξέα 

Ο όρος «φαινολικά οξέα» αναφέρεται στις φαινολικές ενώσεις που έχουν μία ομάδα 

καρβοξυλικού οξέος. Διακρίνονται κυρίως σε δύο υποκατηγορίες: τα υδροξυβενζοϊκά οξέα 

που προέρχονται από το βενζοϊκό οξύ (δομή C6-C1) και συναντώνται κυρίως στα κόκκινα 

φρούτα, τα κρεμμύδια και το τσάι και τα υδροξυκινναμωμικά οξέα (δομή C6-C3), που 

προέρχονται από το κινναμωμικό οξύ και συναντώνται κυρίως στη φλούδα των ώριμων 

φρούτων και σε φρούτα με όξινο περιβάλλον (Εικόνα 1.26) (Manach et al. 2004). Τα 

φαινολικά οξέα που ανιχνεύονται πιο συχνά στο παρθένο ελαιόλαδο είναι: τα p- και ο- 

κουμαρικά, το p-υδροξυβενζοϊκό, το καφεϊκό, το γαλλικό, το κινναμωμικό, το βανιλλικό, το 

Εικόνα 1.25: Χημική δομή ολεοκανθάλης και ιβουπροφαίνης (τροποποίηση από: Beauchamp et. al 2005). 
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συριγγικό και το φερουλικό οξύ. Σε σύγκριση με άλλες χημικές κατηγορίες, τα φαινολικά οξέα 

βρίσκονται σε χαμηλότερες συγκεντρώσεις στο παρθένο ελαιόλαδο. Ωστόσο, αυτές οι 

ενώσεις αναγνωρίζονται ως ισχυρά φυσικά αντιοξειδωτικά, που διαδραματίζουν σημαντικό 

ρόλο σε βιολογικές δραστηριότητες και σε αισθητηριακά χαρακτηριστικά του παρθένου 

ελαιολάδου (Ajal et al. 2021). 

 

4. Φλαβονοειδή 

Τα φλαβονοειδή αποτελούν μια μεγάλη ομάδα περίπου 4000 φαινολικών ενώσεων και 

είναι γνωστές για τις ευεργετικές τους επιδράσεις στην υγεία του ανθρώπου. Διαθέτουν δύο 

αρωματικούς δακτυλίους που συνδέονται με μια γραμμική αλυσίδα τριών ατόμων άνθρακα 

(δομή C6-C3-C6). Τα φλαβονοειδή ανάλογα με τον υποκαταστάτη που βρίσκεται στον 

Εικόνα 1.27: Βασική δομή σκελετού των φλαβονοειδών και των κατηγοριών τους (τροποποίηση από: 

Panche et. al 2016). 

Εικόνα 1.26: Χημικές δομές φαινολικών οξέων (τροποποίηση από: Manach et. al 2004). 
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πυρονικό δακτύλιο διακρίνονται στις φλαβονόλες, στις φλαβόνες, στις ισοφλαβόνες, στις 

φλαβανόνες και στις ανθοκυανιδίνες (Εικόνα 1.27) (Panche, Diwan, and Chandra 2016; 

Vermerris and Nicholson 2006). Τα κύρια φλαβονοειδή στο παρθένο ελαιόλαδο είναι η 

λουτεολίνη, η απιγενίνη και η μεθοξυλουτεολίνη, η οποία συναντάται σε πολύ χαμηλή 

συγκέντρωση (Ajal et al. 2021; Romani et al. 2019). 

5. Λιγνάνες 

Η χημική δομή αυτών των μεταβολιτών προκύπτει από το συνδυασμό δύο μορίων 

φαινυλοπροπανίου (δομή C6 - C3). Οι φυτικές λιγνάνες μεταβολίζονται από την εντερική 

μικροχλωρίδα του παχέος εντέρου σε εντεροδιόλη και εντερολακτόνη. Οι κύριες λιγνάνες 

που εντοπίζονται στο παρθένο ελαιόλαδο είναι η 1-ακετοξυπινορεσινόλη και η πινορεσινόλη 

(Εικόνα 1.28) (Ajal et al. 2021; Romani et al. 2019). 

 

6. Υδροξυ-ισοχρωμάνια 

Οι ενώσεις αυτές εντοπίζονται σε χαμηλές συγκεντρώσεις και σχηματίζονται κυρίως κατά 

το στάδιο της μάλαξης, μέσω αλληλεπίδρασης υδροξυτυροσόλης και αρωματικών αλδεϋδών. 

Κυρίως δύο υδροξυ-ισοχρωματικές ενώσεις ανιχνεύονται στο παρθένο ελαιόλαδο, το 1-

φαινυλ-6,7-διυδροξυισοχρωμάνιο και το 1-(3’-μεθοξυ-4’-υδροξυ)φαινυλ-6,7-

διυδροξυϊσοχρωμάνιο (Εικόνα 1.29) (Ajal et al. 2021).  

Εικόνα 1.28: Χημική δομή βασικών λιγνάνων που ανιχνεύονται στο ελαιόλαδο (τροποποίηση από: Romani 

et. al 2019). 

Εικόνα 1.29: Χημική δομή βασικών υδροξυ-ισοχρωματικών ενώσεων που ανιχνεύονται στο ελαιόλαδο 

(τροποποίηση από: Ajal et. al 2021). 



~ 66 ~ 
 

1.8.6.3 Παράγοντες που επηρεάζουν τη συγκέντρωση των φαινολικών συστατικών στο 

ελαιόλαδο 

Το παρθένο ελαιόλαδο εμφανίζει διακυμάνσεις τόσο ως προς τη σύσταση του φαινολικού 

κλάσματος, όσο και ως προς τη συγκέντρωση των επιμέρους φαινολικών του συστατικών. Η 

περιεκτικότητα του σε βιοφαινόλες κυμαίνεται από 0,02 έως 1000 mg/kg (Reboredo-

Rodríguez et al. 2018; Rodríguez-Morató et al. 2015; Serreli and Deiana 2018). Στους 

βασικότερους παράγοντες που διαμορφώνουν το φαινολικό προφίλ του παρθένου 

ελαιολάδου ανήκουν η καλλιεργούμενη ποικιλία, οι εδαφοκλιματικές συνθήκες, οι 

καλλιεργητικές πρακτικές που χρησιμοποιούνται, ο χρόνος συγκομιδής, το στάδιο ωρίμανσης 

του καρπού κατά τη συγκομιδή, οι τεχνολογίες επεξεργασίας και οι συνθήκες αποθήκευσης. 

Δεδομένα κλινικών και πειραματικών μελετών αναδεικνύουν ότι η αποτελεσματική 

βιολογική δράση του ελαιολάδου εξαρτάται από τη βιοδιαθεσιμότητα των βιοφαινολών  

(Ajal et al. 2021; Castillo-Luna et al. 2021; Kalogeropoulos and Tsimidou 2014; Serreli and 

Deiana 2018). 

 

1.8.6.4 Βιοδιαθεσιμότητα και απορρόφηση βιοφαινολών στον ανθρώπινο οργανισμό 

Τα προϊόντα της ελιάς, που είναι πλούσια σε βιοφαινόλες, συγκαταλέγονται στα πιο 

μελετημένα τρόφιμα τόσο ως προς τη χημική τους σύνθεση, όσο και για τις ευεργετικές τους 

ιδιότητες στην υγεία. Παρόλα αυτά υπάρχουν περιορισμένα δεδομένα για τη 

βιοδιαθεσιμότητά τους. Η συγκέντρωση των βιοφαινολών του ελαιολάδου, η σύστασή τους, 

καθώς και ο βαθμός απορρόφησής τους και ο ρυθμός μεταβολισμού τους από τον 

οργανισμό, αποτελούν παράγοντες υψίστης σημασίας για τον προσδιορισμό των 

επιδράσεών τους στην υγεία. Είναι ζωτικής σημασίας να γίνει κατανοητή η βιομετατροπή 

μιας μητρικής ένωσης σε άλλα ανάλογα ή παράγωγα που θα μπορούσαν ενδεχομένως να 

λειτουργήσουν ως συνεργοί ή/και ανταγωνιστές στην επίδειξη μιας βιολογικής λειτουργίας 

(Nikou et al. 2022). Η βιοδιαθεσιμότητα των βιοφαινολών προσδιορίζεται με τη μέτρηση της 

συγκέντρωσης τους στα βιολογικά υγρά, κυρίως στο πλάσμα και στα ούρα, ενώ ο 

μεταβολισμός λαμβάνει χώρα σε διάφορους ιστούς, εκ των οποίων το ήπαρ και το έντερο 

είναι οι κύριες θέσεις για ενώσεις που χορηγούνται από το στόμα (Nikou et al. 2022; 

Reboredo-Rodríguez et al. 2018). Παρά την πληθώρα των βιβλιογραφικών δεδομένων που 

αφορούν στη βιολογική τους δραστηριότητα σε in vitro, in vivo και κλινικές δοκιμές, οι 

μελέτες που επικεντρώνονται στη βιοδιαθεσιμότητα και τον μεταβολισμό τους είναι αρκετά 

περιορισμένες. 
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Στην περίπτωση του παρθένου ελαιολάδου, οι περισσότερες έρευνες έχουν επικεντρωθεί 

σε συγκεκριμένες βιοφαινολικές ενώσεις όπως η ολευρωπεΐνη, η τυροσόλη, η 

υδροξυτυροσόλη και τα παράγωγά τους, καθώς οι ενώσεις αυτές συνδέονται με υψηλή 

βιοδραστικότητα (Ajal et al. 2021; Nikou et al. 2022). Η υδροξυτυροσόλη και η τυροσόλη έχει 

αποδειχθεί ότι είναι οι πιο απορροφήσιμες φαινολικές ενώσεις στον εντερικό σωλήνα, με το 

ποσοστό απορρόφησης που κυμαίνεται 40 έως 95% (Ajal et al. 2021). Επίσης, επιστημονική 

μελέτη αναφέρει, ότι οι ποσότητες υδροξυτυροσόλης και τυροσόλης που φτάνουν στο λεπτό 

έντερο μετά τη διέλευση μέσω του όξινου περιβάλλοντος του στομάχου, είναι σημαντικά 

υψηλότερες από αυτές που υπήρχαν αρχικά στο παρθένο ελαιόλαδο που καταναλώθηκε 

(Ajal et al. 2021; Corona et al. 2006).  

Η ιδιόμορφη χημική δομή των σεκοϊριδοειδών εμποδίζει το σχεδιασμό μελετών 

μεταβολισμού, λόγω των δυσκολιών απομόνωσης και ανίχνευσης τους. Τα μόρια αυτά 

υφίστανται σημαντικές μεταβολές στις περιοχές του στομάχου, του δωδεκαδακτύλου και του 

παχέος εντέρου, με ποσοστό ανάκτησης στο δωδεκαδακτυλικό επίπεδο που κυμαίνεται 

μεταξύ 7% και 34%  (Ajal et al. 2021). Η γλυκοζυλίωση και η διάσπαση των γλυκοσιδικών 

δεσμών συμμετέχουν στην απορρόφηση των σεκοϊριδοειδών και πιστεύεται ότι μερικά από 

αυτά, όπως η ολεασεΐνη , απορροφώνται στο λεπτό έντερο με παθητική διάχυση. Η 

ολεοκανθάλη έχει βρεθεί ότι εμφανίζει χαμηλά ποσοστά απορρόφησης από το στόμα (16%), 

ενώ έρευνες έχουν δείξει ότι υψηλότερα επίπεδα ολεοκανθάλης φτάνουν στο ανθρώπινο 

πλάσμα απ’ ότι στους αρουραίους (López-yerena et al. 2020). Ωστόσο, η βιοδιαθεσιμότητα 

και των δύο έχει μελετηθεί ελάχιστα είτε σε in vitro μοντέλα, είτε σε προκλινικές και κλινικές 

δοκιμές. Οι περισσότερες έρευνες έχουν επικεντρωθεί στην ολευρωπεΐνη και τις άγλυκες 

μορφές της, όπου και σε αυτή την περίπτωση, ο μηχανισμός απορρόφησης εξακολουθεί να 

παραμένει ασαφής, αν και αρκετές μελέτες έχουν δείξει ότι ασκεί τις βιολογικές της 

επιδράσεις μέσω της μετατροπή της σε υδροξυτυροσόλη (Ajal et al. 2021; Lozano-Castellón 

et al. 2020). 

Συνολικά, οι μηχανισμοί με τους οποίους λαμβάνει χώρα η απορρόφηση των 

βιοφαινολών μετά τη λήψη τους από το εξαιρετικά παρθένο ελαιόλαδο, δεν έχουν 

αποσαφηνισθεί πλήρως. Σύμφωνα με μελέτες σε ανθρώπους, η εντόπιση δευτερογενών 

μεταβολιτών στο πλάσμα και τα ούρα αποδίδεται σε διαδικασίες υδρογόνωσης, 

ενυδάτωσης, υδροξυλίωσης και γλυκουρονιδίωσης (Lozano-Castellón et al. 2020). Ωστόσο, 

απαιτούνται περισσότερες έρευνες σχετικά με τις διαδικασίες απορρόφησης και 

μεταβολισμού, οι οποίες θα ρίξουν φως στη βιοδιαθεσιμότητα αυτών των μεταβολιτών και 

στο επίπεδο συγκέντρωσης τους στο πλάσμα.  
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1.8.6.5 Γνωμοδότηση της Ευρωπαϊκής Επιτροπής Ασφάλειας Τροφίμων (EFSA) για τις 

βιοφαινόλες του ελαιόλαδου 

Η Ευρωπαϊκή Επιτροπή Ασφάλειας Τροφίμων (European Food Safety Association - EFSA) 

αναγνώρισε μέσω του Ισχυρισμού Υγείας, τη θετική δράση των βιοφαινολών του  

ελαιολάδου, η οποία περιγράφεται στο Άρθρο 13 του Κανονισμού (ΕΕ) αριθμ. 1924/2006 

(EFSA 2011). Οι ισχυρισμοί αυτοί αφορούν στη συμβολή των πολυφαινολικών ενώσεων της 

ελιάς ως προς: 

 την προστασία των λιπιδίων του αίματος (LDL) από το οξειδωτικό στρες  

 τη διατήρηση φυσιολογικών επιπέδων HDL- χοληστερόλης στο αίμα 

 τη διατήρηση φυσιολογικών επιπέδων πίεσης στο αίμα 

 τις αντιφλεγμονώδεις ιδιότητες 

 την υγεία του ανώτερου αναπνευστικού συστήματος 

 τη διατήρηση της φυσιολογικής λειτουργίας του γαστρεντερικού σωλήνα 

 την άμυνα του οργανισμού έναντι εξωγενών παραγόντων 

Ωστόσο, μέσω του Ισχυρισμού Υγείας που περιλαμβάνεται στον Ευρωπαϊκό Κανονισμό 

432 / 2012 , μόνο στην περίπτωση της οξειδωτικής προστασίας των λιποπρωτεϊνών χαμηλής 

πυκνότητας (LDL) υφίσταται επιβεβαιωμένος 

συσχετισμός μεταξύ της κατανάλωσης πολυφαινολών 

ελαιολάδου (υδροξυτυροσόλη και παράγωγα αυτής με 

καθορισμένη περιεκτικότητα) (COMMISSION 

REGULATION (EU) 2012). Ειδικότερα, η ελάχιστη 

ημερήσια κατανάλωση υδροξυτυροσόλης και των 

παραγώγων της (π.χ. σύμπλεγμα ολευρωπεΐνης και τυροσόλη) που έδειξε σημαντική 

επίδραση στην υπεροξείδωση LDL, ήταν τα 5 mg ανά 20 g ελαιολάδου. Όσον αφορά στους 

υπόλοιπους ισχυρισμούς υγείας της EFSA, τα μέχρι στιγμής δεδομένα που παρέχονται είναι 

ανεπαρκή ώστε να τους τεκμηριώσουν. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.30: Ευρωπαϊκή Επιτροπή 

Ασφάλειας Τροφίμων (τροποποίηση 

από: EFSA 2011). 
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Η Μεσογειακή διατροφή αποτελεί ένα από τα πιο μελετημένα διατροφικά πρότυπα 

παγκοσμίως, καθώς έχει συνδεθεί με ένα ευρύ φάσμα ευεργετικών επιδράσεων στην υγεία. 

Το εξαιρετικά παρθένο ελαιόλαδο, αποτελεί βασικό συστατικό της και χαρακτηρίζεται για 

την υψηλή διατροφική του αξία και τον πλούτο του σε βιοενεργά μόρια. Από αυτά, στο 

μικροσκόπιο της διεθνούς επιστημονικής κοινότητας βρίσκονται το ολικό φαινολικό κλάσμα 

του και οι πολυφαινόλες που αποτελούν μέρος αυτού, καθώς αποδεικνύουν διαρκώς πως 

σχετίζονται με αντιοξειδωτικά, αντιμικροβιακά και αντιφλεγμονώδη οφέλη για την υγεία.  

Η λεϊσμανίαση, σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας, χαρακτηρίζεται ως  

παραμελημένο τροπικό νόσημα, που αποτελεί και παγκόσμια απειλή, καθώς είναι 

ταυτόχρονα αναδυόμενη ζωοανθρωπονόσος σε περιοχές όπως η Νότια Ευρώπη. Μέχρι 

σήμερα, δεν έχει βρεθεί αποτελεσματικό εμβόλιο για την αντιμετώπισή της, ενώ οι 

τρέχουσες χημειοθεραπείες εμφανίζουν σημαντικά μειονεκτήματα, όπως τοξικότητα, 

ανάπτυξη αντοχής του παρασίτου και υψηλό κόστος. Το γεγονός ότι ο επιπολασμός της  

λεϊσμανίασης στους σκύλους στη Νότια Ευρώπη είναι πολύ υψηλότερος από τον αντίστοιχο 

στον άνθρωπο, οδήγησε το επιστημονικό ενδιαφέρον στη διερεύνηση του ρόλου της 

Μεσογειακής διατροφής, ειδικότερα των συστατικών του ελαιολάδου, στην πρόληψη και 

θεραπεία της νόσου. 

Σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι η συγκριτική μελέτη της 

αντιλεϊσμανιακής αποτελεσματικότητας δύο ολικών φαινολικών κλασμάτων (total phenolic 

fraction, TPF), των TPF1 και TPF2, διαφορετικής φαινολικής σύνθεσης, και τεσσάρων 

Εικόνα 2.1. Γραφική απεικόνιση της πειραματικής πορείας της διδακτορικής διατριβής. 
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απομονωμένων  πολυφαινολικών ενώσεων, της ολευρωπεΐνης (OLE), της υδροξυτυροσόλης 

(HT), της ολεασεΐνης (OLEA) και της ολεοκανθάλης (OELO), που προέρχονται από το 

εξαιρετικά παρθένο ελαιόλαδο. 

Οι ουσίες αυτές θα αξιολογηθούν in vitro ως προς τη δραστικότητά τους, έναντι των 

παρασίτων του γένους Leishmania, ενώ θα μελετηθεί και η συνδυαστική τους δράση με το 

πρότυπο αντιλεϊσμανιακό φάρμακο μιλτεφοσίνη (HePC), με στόχο την εφαρμογή 

συνδυαστικών θεραπευτικών σχημάτων με χαμηλότερες απαιτούμενες δόσεις του πρότυπου 

φαρμάκου. Τα αποτελέσματα που θα αναδειχθούν ως τα πλέον υποσχόμενα, θα 

χρησιμοποιηθούν για τη διερεύνηση τόσο μορίων κυτταρικής σηματοδότησης, όσο και για 

τη γονιδιακή έκφραση παραγόντων, ενδεικτικών των ανοσολογικών μηχανισμών που 

ρυθμίζουν τη θεραπεία της νόσου.  Ιδιαίτερη έμφαση θα δοθεί στη συγκριτική μελέτη των 

δύο ολικών φαινολικών κλασμάτων, καθώς ως πιο φθηνές και εύκολα προσβάσιμες πηγές, 

μπορούν να ανοίξουν ένα νέο πεδίο στην έρευνα για την αντιμετώπιση χρόνιων 

φλεγμονωδών νοσημάτων. Ειδικότερα, θα διερευνηθεί ο τύπος του επαγόμενου κυτταρικού 

θανάτου μέσω εκτίμησης μορφολογικών και βιοχημικών δεικτών. Τέλος, το φυσικό προϊόν 

που θα έχει την πιο υποσχόμενη μονήρη και συνδυαστική δράση κατά την in vitro 

αξιολόγηση, θα αξιολογηθεί περαιτέρω σε in vivo πειραματικά μοντέλα δερματικής 

λεϊσμανίασης των γενετικά ευαίσθητων BALB/c ποντικών. 
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3. Υλικά και μέθοδοι 
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3.1 Φυσικά προϊόντα  

3.1.1 Εκχύλιση εξαιρετικά παρθένου ελαιολάδου  

Δύο διακριτά δείγματα εξαιρετικά παρθένου ελαιολάδου (extra virgin olive oil, EVOO), 

EVOO-1 και EVOO-2, επιλέχθηκαν προς μελέτη με κριτήριο τη διαφορετική περιεκτικότητά 

τους ως προς τις πολυφαινόλες υδροξυτυροσόλη (HT), τυροσόλη (T), ολεασεΐνη  (OLEA) και 

ολεοκανθάλη (OLEO). Τα δείγματα της παρούσας μελέτης, EVOO-1 και EVOO-2, προήλθαν 

από την Κορωνέικη ποικιλία και συλλέχθηκαν κατά την περίοδο συγκομιδής 2020 -2021 από 

δύο διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές της Ελλάδας, την Πελοπόννησο (Αρκαδία) και την 

Κρήτη (Ηράκλειο), αντίστοιχα. Αμέσως μετά την άφιξή τους στο Εργαστήριο του Τομέα 

Φαρμακογνωσίας και Χημείας Φυσικών Προϊόντων του Τμήματος Φαρμακευτικής, του 

Πανεπιστημίου ΕΚΠΑ, υποβλήθηκαν σε φυγοκέντρηση (Heraeus Multifuge 3S, Thermo 

Scientific, Massachusetts, USA), προκειμένου να αποφευχθεί η συσσώρευση ιζήματος που 

οδηγεί σε ταχεία αποσύνθεση των βιοφαινολών. Στη συνέχεια, τα δείγματα αποθηκεύτηκαν 

σε αδιαφανή, υαλώδη φιαλίδια σε θερμοκρασία δωματίου προκειμένου να επιτευχθεί η 

χημική τους σταθερότητα. 

Στη συνέχεια, ακολούθησε η εκχύλιση των δειγμάτων EVOO-1 και EVOO-2, από την οποία 

προέκυψαν δύο διακριτά εκχυλίσματα πολυφαινολών (ολικά φαινολικά κλάσματα, total 

phenolic fraction, TPF), τα TPF1 και TPF2, αντίστοιχα. Η επιλογή της ενδεδειγμένης μεθόδου 

εκχύλισης βασίστηκε στο κριτήριο της  βέλτιστης αποτελεσματικότητας με την υψηλότερη 

απόδοση εκχυλίσματος, και αποτελεί την τροποποιημένη μέθοδο εκχύλισης του ελαιολάδου 

κατά το Διεθνές Συμβούλιο Ελιάς (International Olive Council, IOC), σύμφωνα με τις 

αναλυτικές συνθήκες που αναφέρονται στη μέθοδο IOC / T.20 / Doc No 29 (IOC 2009). 

Ειδικότερα, σε δοκιμαστικό σωλήνα των 100 mL (ISOLAB Laborgeräte GmbH, Eschau, 

Germany), 20 g EVOO-1 / EVOO-2 και 50 mL MeOH / H2O (80:20, ν/ν) αναμίχθηκαν με 

ανάδευση τύπου vortex (IKA-Werke GmbH, Staufen, Germany) για περίπου 2 λεπτά. Ύστερα, 

το μίγμα τοποθετήθηκε σε λουτρό υπερήχων για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, και 

στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκε για 25 λεπτά. Η υδροαλκοολική φάση εξατμίστηκε υπό 

συνθήκες κενού και φυγοκέντρησης στους 30 °C (GeneVac HT-4X) και τα αποξηραμένα 

εκχυλίσματα (ΤPFs) που προέκυψαν αποθηκεύτηκαν σε υαλώδη φιαλίδια  στους -20 °C μέχρι 

την ανάλυση.  

   Τα φαινολικά κλάσματα TPF μεταφέρθηκαν στο Εργαστήριο Κυτταρικής Ανοσολογίας, του 

Τμήματος Μικροβιολογίας του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ (ΕΙΠ, Αθήνα), 

διαλυτοποιήθηκαν σε διμεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO) (AppliChem, Germany), και 



~ 74 ~ 
 

αραιώθηκαν περαιτέρω σε μέσο κυτταροκαλλιέργειας κατά τις διάφορες δοκιμασίες. Τα 

διαλυτοποιημένα εκχυλίσματα αποθηκεύτηκαν στους -80 °C μέχρι τη χρήση τους. 

 

3.1.2 Ανάλυση και ποσοτικός προσδιορισμός των φαινολικών συστατικών των κλασμάτων 

Ο προσδιορισμός του βιοφαινολικού περιεχομένου των TPF1 και TPF2 πραγματοποιήθηκε 

με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης σε σειρά με ανιχνευτή συστοιχίας φωτοδιόδων 

(Ηigh Performance Liquid Chromatography with Diode-Array Detection, HPLC-DAD). Κλάσμα 

του ξηρού εκχυλίσματος (TPF) διαλύθηκε σε MeOH / Η2Ο (80:20, ν/ν), διηθήθηκε και 

προωθήθηκε σε ανάλυση HPLC-DAD. Για τη διαδικασία αυτή χρησιμοποιήθηκαν πρότυπες 

ουσίες που διατίθενται στη βιβλιοθήκη φυσικών προϊόντων του Εργαστηρίου του Τομέα 

Φαρμακογνωσίας και Χημείας Φυσικών Προϊόντων, του Τμήματος Φαρμακευτικής, ΕΚΠΑ. 

Ειδικότερα ο διαχωρισμούς στις επιμέρους ουσίες πραγματοποιήθηκε σε στήλη Spherisorb 

Discovery HS C18 αντίστροφης φάσης (250 × 4,6 mm, 5 μm, Supelco), χρησιμοποιώντας μια 

κινητή φάση που αποτελούνταν από 0,2% υδατικό ορθοφωσφορικό οξύ (Α) και MeOH / ACN 

(50:50 v/ν) (Β), με ρυθμό ροής 1 mL/min, σε θερμοκρασία περιβάλλοντος. Η εφαρμοζόμενη 

βαθμιδωτή έκλουση διαμορφώθηκε ως εξής: 0 min: 96% Α και 4% Β, 40 λεπτά: 50% Α και 50% 

Εικόνα 3.1. Καμπύλες βαθμονόμησης υδροξυτυροσόλης (ΗΤ) (0,5-100 μg/mL) και τυροσόλης (Τ) (0,5-100 

μg/mL). 

Εικόνα 3.2. Καμπύλες βαθμονόμησης ολεασεΐνης (OLEA) (5-500 μg/mL) και ολεοκανθάλης (OLEO) (5-600 
μg/mL). 
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Β, 45 λεπτά: 40% Α και 60% Β, 60 λεπτά: 0% Α και 100% Β, 70 λεπτά: 0% Α και 100% Β, 72 

λεπτά: 96% Α και 4% Β και 82 λεπτά: 96% Α και 4% Β. Τα χρωματογραφήματα 

παρακολουθήθηκαν στα 280 nm. 

Τα επίπεδα συγκέντρωσης των κύριων βιοφαινολών προσδιορίστηκαν χρησιμοποιώντας 

τη μέθοδο της καμπύλης αναφοράς. Ειδικότερα, για τους υπολογισμούς χρησιμοποιήθηκαν 

πρότυπες καμπύλες βαθμονόμησης για τις εξής πρότυπες βιοφαινόλες: ΗΤ, Τ, OLEA και OLEO. 

Οι πρότυπες καμπύλες των HT και T αποτελούνταν από 9 σημεία, ενώ οι OLEA και OLEO 

ποσοτικοποιήθηκαν σύμφωνα με καμπύλες βαθμονόμησης 8 και 10 σημείων, αντίστοιχα  

(Εικόνες 3.1 και 3.2). Οι αντίστοιχες εξισώσεις που προέκυψαν είναι: y=84028x + 39609 

(r2=0,9997) για την HT, y=53933x – 11712 (r2=0,9987) για την T,  y=32720x + 12723 (r2=0,9997) 

για την OLEA και y=18836x + 54185 (r2=0,9982) για την OLEO. Τα αποτελέσματα εκφράστηκαν 

σε mg/g TPF. Τα πρότυπα αναφοράς HT και T αγοράστηκαν από την ExtraSynthase (Lyon 

Nord, Γαλλία), ενώ τα αντίστοιχα πρότυπα OLEO και  OLEA αγοράστηκαν από τη Pharmagnose 

SA (Οινόφυτα, Ελλάδα). Τα διαλύματα των πρότυπων αποθηκεύτηκαν στους -80 °C μέχρι τη 

χρήση τους. 

 

3.1.3 Απομονωμένες βιοφαινολικές ενώσεις ελαιολάδου και φάρμακα αναφοράς  

Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκε επιπλέον η αντιλεϊσμανιακή δράση τεσσάρων χημικά 

καθαρών φαινολών, οι οποίες απομονώθηκαν από φύλλα ελιάς (Olea europaea L.) και από 

εξαιρετικά παρθένο ελαιόλαδο (EVOO). Οι ουσίες αυτές χορηγήθηκαν από το Εργαστήριο του 

Τομέα Φαρμακογνωσίας και Χημείας Φυσικών Προϊόντων, του Τμήματος Φαρμακευτικής 

Αθηνών. Πρόκειται για τη φαινολική αλκοόλη υδροξυτυροσόλη (ΗΤ), καθώς και για τα 

σεκοϊριδοειδή ολευρωπεΐνη (OLE), ολεασεΐνη  (OLEΑ) και ολεοκανθάλη (OLEΟ). Ως διαλύτης 

της OLE και της HT χρησιμοποιήθηκε το απεσταγμένο νερό, ενώ η OLEA και η OLEO 

διαλυτοποιήθηκαν σε DMSO (AppliChem, Germany). Κάθε ουσία αραιώθηκε περαιτέρω σε 

μέσο κυτταροκαλλιέργειας κατά τις διάφορες δοκιμασίες. Η τελική συγκέντρωση του DMSO, 

οπουδήποτε αυτό χρησιμοποιήθηκε ως διαλύτης,  ήταν πάντα μικρότερη από 0,1% σε όλες 

τις πειραματικές δοκιμασίες. Οι διαλυτοποιημένες ουσίες αποθηκεύτηκαν στους -80 °C μέχρι 

τη χρήση τους. 

Ως φάρμακο αναφοράς, για όλες τις in vitro και in vivo πειραματικές δοκιμασίες της 

παρούσας διατριβής, χρησιμοποιήθηκε η μιλτεφοσίνη (HePC) (Milteforan® - Virbac), η οποία 

αραιώθηκε περαιτέρω σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS (1x) (Παράρτημα Ι) και αποθηκεύτηκε 

στους 4 °C μέχρι τη χρήση της. 
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3.2 Κυτταροκαλλιέργειες  

Όλες οι πειραματικές δοκιμασίες εκτελέστηκαν σε θάλαμο κάθετης νηματικής ροής 

βιοασφάλειας τύπου ΙΙ (Telstar, Bio-IIA, Madrid, Spain). 

 

3.2.1 In vitro καλλιέργειες των παρασίτων Leishmania 

Στην παρούσα διατριβή χρησιμοποιήθηκαν δύο είδη παρασίτων Leishmania, το 

σπλαγχνοτροπικό είδος L. infantum (ζυμόδεμα GH8, στέλεχος MHOM/GR/2001/GH8) και το 

δερμοτροπικό είδος L. major (ζυμόδεμα LV39, στέλεχος MRHO/SU/59/P). Τα στελέχη 

προήλθαν από τη βιοτράπεζα στελεχών του πρωτόζωου, που διατηρείται στο Εργαστήριο 

Κυτταρικής Ανοσολογίας του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ και αποτελούν 

αντιπροσωπευτικά δείγματα στελεχών από κλινικά δείγματα ανθρώπων.  

Οι in vitro καλλιέργειες των παρασίτων L. infantum και L. major πραγματοποιούνταν σε 

αποστειρωμένες φιάλες κυτταροκαλλιέργειας όγκου 25 mL, με αεροστεγές πώμα (SPL Life 

Sciences, Korea), παρουσία πλήρους θρεπτικού υλικού RPMI-1640 (PAN-Biotech, Germany), 

(Παράρτημα Ι). Οι φιάλες τοποθετούνταν σε επωαστικό κλίβανο  σταθερής θερμοκρασίας 26 

°C, απουσία CO2 (Sanyo mir-253 Electronic Biomedical, Osaka, Japan). 

Όταν η καλλιέργεια βρισκόταν στη στατική φάση ανάπτυξης, πραγματοποιούνταν 

ανακαλλιέργεια με τον ενοφθαλμισμό 2,5 × 107 παρασίτων σε 10 mL πλήρους θρεπτικού 

υλικού RPMI-1640. Η στατική φάση ανάπτυξης των παρασίτων (3η
 έως 5η μέρα καλλιέργειας) 

προσδιορίστηκε μετά από καθημερινή 

καταμέτρηση του αριθμού των παρασίτων, σε 

αιματοκυτταρόμετρο τύπου Malassez (Εικόνα 

3.3) με τη βοήθεια διοφθάλμιου οπτικού 

μικροσκοπίου (Laborlux D, Leitz, Germany). Η 

καταμέτρηση των παρασίτων 

πραγματοποιούνταν με τη χρήση διαλύματος 

χρωστικής Trypan Blue 0,4 % w/v (Sigma Aldrich, USA) (Παράρτημα Ι), σε αραίωση 1:20. Οι 

καλλιέργειες των προμαστιγωτών μορφών τους, περιορίζονταν στον ελάχιστο απαραίτητο 

αριθμό ανακαλλιεργειών, ο οποίος δεν ξεπερνούσε τις δέκα. 

 

3.2.2 In vitro καλλιέργειες κυττάρων θηλαστικών 

Για τους πειραματικούς σκοπούς της παρούσας εργασίας χρησιμοποιήθηκε η 

αθανατοποιημένη κυτταρική σειρά μακροφάγων J774A.1, προερχόμενη από ενήλικα 

ποντίκια της αιμομικτικής φυλής BALB/c (ATCC No: TIB-67, Rockville, Maryland, USA).  

Εικόνα 3.3. Αιματοκυτταρόμετρο τύπου Malassez 

(αριστερά) και περιοχή καταμέτρησης κυττάρων 

(δεξιά). 
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Η καλλιέργεια των μακροφάγων πραγματοποιούνταν σε αποστειρωμένες φιάλες 

κυτταροκαλλιέργειας, όγκου 25 mL, με πώμα που περιείχε φίλτρο (ThermoFisher Scientific, 

USA), παρουσία πλήρους θρεπτικού υλικού RPMI-1640 (Παράρτημα Ι). Οι φιάλες 

τοποθετούνταν σε επωαστικό κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας 37 °C, σε περιβάλλον 5% CO2 

και 95% υγρασίας (Galaxy 170S, Eppendorf, UK).  

Η ανακαλλιέργεια πραγματοποιούνταν σχεδόν κάθε 4 ημέρες, όταν η συρροή των 

κυττάρων έφτανε το 80% - 90%, κατά προσέγγιση. Η αποκόλληση των κυττάρων 

πραγματοποιούνταν μηχανικά με ειδικό εργαλείο αποκόλλησης (cell scrapper) (Nunc, 

Rosklide, Denmark), παρουσία φρέσκου θρεπτικού υλικού RPMI-1640 και κατόπιν το 

κυτταρικό εναιώρημα μοιραζόταν ισόποσα σε τρεις νέες φιάλες κυτταροκαλλιέργειας, 

παρουσία πλήρους θρεπτικού υλικού και τελικού όγκου 10 mL. 

 

3.3 Διατήρηση και επανάκτηση μολυσματικής ικανότητας ευκαρυωτικών οργανισμών και 

θηλαστικών κυττάρων 

 

3.3.1 Ενίσχυση της μολυσματικής ικανότητας του παρασίτου Leishmania spp. σε ζωικά 

μοντέλα 

Η μολυσματική και πολλαπλασιαστική ικανότητα των προμαστιγωτών μορφών του 

παρασίτου Leishmania τείνουν να φθίνουν τόσο με το πέρασμα του χρόνου, όσο και με τις 

πολλαπλές ανακαλλιέργειες (HAYFLICK 1965; Pazolli and Stewart 2008). Έτσι, η διατήρηση 

ή/και η ενίσχυση της μολυσματικής τους ικανότητας επιτυγχάνεται μέσω της περιοδικής 

χορήγησης των παρασίτων σε θηλυκά ποντίκια της αιμομικτικής φυλής BALB/c, ηλικίας 6-8 

εβδομάδων. Η μόλυνση των ζώων εργαστηρίου πραγματοποιούνταν με προμαστιγώτες 

εκθετικής φάσης ανάπτυξης, είτε υποδόρια (subcutaneously, s.c.) στο πέλμα των ποντικών 

(106 προμαστιγωτές μορφές L. major σε 0,025 mL αποστειρωμένου διαλύματος PBS), είτε 

ενδοφλέβια (intravenously, i.v.) στην αριστερή ουραία φλέβα με χρήση βελόνας διαμέτρου 

29G (107 προμαστιγωτές μορφές L. infantum σε 0,1 mL διαλύματος PBS) (Παράρτημα Ι). Μετά 

την παρέλευση 2-3 μηνών, τα ποντίκια θανατώνονταν με αυχενική εξάρθρωση κατόπιν 

αναισθησίας σε ατμούς CO2. Ακολουθούσε ασηπτική απομόνωση και ομογενοποίηση, είτε 

του ιγνυακού λεμφαδένα (στην περίπτωση της μόλυνσης με L. major), είτε του σπλήνα 

(μόλυνση με L. infantum) και μέρος του ομογενοποιήματος (έως 0,5 mL) ενοφθαλμιζόταν σε 

10 mL πλήρους θρεπτικού υλικού RPMI-1640, σε αποστειρωμένες φιάλες 

κυτταροκαλλιέργειας όγκου 25 mL και τοποθετούνταν σε επωαστικό κλίβανο σταθερής 

θερμοκρασίας 26 °C, απουσία CO2 (Sanyo mir-253 Electronic Biomedical, Osaka, Japan). 
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Ακολουθούσε καθημερινή παρακολούθηση στο οπτικό ανάστροφο μικροσκόπιο (Olympus, 

Tokyo, Japan) και μετά την πάροδο τριών περίπου ημερών, επιβεβαιωνόταν η ανάπτυξη των 

προμαστιγωτών μορφών. Για την ανάπτυξη και συντήρηση της καλλιέργειας ακολουθήθηκαν 

τα βήματα που περιεγράφηκαν προηγουμένως στην παράγραφο 3.2.1. 

 

3.3.2  Μακροχρόνια συντήρηση του παρασίτου Leishmania spp. και κυττάρων θηλαστικών σε 

υγρό άζωτο 

Η μακροχρόνια διατήρηση των παρασίτων και των μακροφάγων πραγματοποιούνταν 

μέσω κρυογονικής αποθήκευσής τους στο υγρό άζωτο (-196°C, LN2). Ειδικότερα, το 

καλλιεργητικό υλικό που περιείχε τον επιθυμητό αριθμό προμαστιγωτών εκθετικής φάσης 

ανάπτυξης ή μακροφάγων (περίπου 2 x 107 κύτταρα / mL για κάθε περίπτωση), 

φυγοκεντρούνταν στις 1600 rpm και 1300 rpm, αντίστοιχα (GPR Centrifuge, BECKMAN, 

Fullerton, CA, USA),  για 10 λεπτά στους 26 °C. Ακολουθούσαν τρεις διαδοχικές εκπλύσεις με 

διάλυμα PBS στις ίδιες συνθήκες. Στη συνέχεια τα κυτταρικά ιζήματα επαναιωρούνταν ήπια 

σε διάλυμα κατάψυξης (70% v/v RPMI-1640, 20% v/v FBS, 10% v/v DMSO), και τοποθετούνταν 

σε κρυογονικά φιαλίδια (Nunc, Rosklide, Denmark). Η τελική συγκέντρωση ήταν 4 x 107 

παράσιτα / mL και 2 x 107 μακροφάγα / mL. Τα φιαλίδια  τοποθετούνταν σε ειδικό δοχείο 

(cryobox), το οποίο περιείχε ισοπροπυλική αλκοόλη, στους -80 °C για 24 ώρες και ακολούθως 

μεταφέρονταν στο υγρό άζωτο (LΝ2).  

 

3.3.3 Ανάκτηση ευκαρυωτικών οργανισμών και θηλαστικών κυττάρων 

Σε αντίθεση με τη διαδικασία κατάψυξης, η απόψυξη των κυττάρων πρέπει να 

πραγματοποιείται με ταχείς ρυθμούς, έτσι ώστε να αποφευχθούν τυχόν αλλοιώσεις στα 

κύτταρα που αποψύχονται. Συγκεκριμένα, τα κρυογονικά φιαλίδια (Nunc, Rosklide, 

Denmark) που περιείχαν παράσιτα ή  μακροφάγα μεταφέρονταν ταχέως σε προθερμασμένο 

υδατόλουτρο θερμοκρασίας 37 °C (LabTech, Daihan LabTech, Korea). Ακολουθούσε 

μεταφορά των κυττάρων σε πλήρες θρεπτικό υλικό RPMI-1640 και επώαση των παρασίτων 

για 30 λεπτά, στους 26 °C και αντίστοιχα των μακροφάγων στους 37 °C για 24 ώρες. Μετά τη 

λήξη των παραπάνω χρονικών διαστημάτων, πραγματοποιούνταν έκπλυση των παρασίτων 

και των μακροφάγων, και επαναιώρηση σε 10 mL πλήρους θρεπτικού μέσου RPMI-1640 και 

τοποθέτηση στους 26 °C και στους 37 °C, αντίστοιχα. 
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3.4 In vitro μελέτη της κυτταρικής επιβίωσης / πολλαπλασιασμού στις προμαστιγωτές και 

αμαστιγωτές μορφές του γένους Leishmania με τη μέθοδο της ρεσαζουρίνης 

Η ρεσαζουρίνη (resazurin, 7-υδροξυ- 3Η -φαινοξαζιν-3-όνη 10-οξείδιο) αποτελεί έναν 

οξειδοαναγωγικό δείκτη (M.W. = 251,17) χαμηλής κυτταροτοξικότητας, που χρησιμοποιείται 

ευρέως  σε δοκιμασίες που στοχεύουν στον ποσοτικό προσδιορισμό του αριθμού ζωντανών 

κυττάρων, καθώς και στην παρακολούθηση 

της μεταβολικής δραστηριότητας. 

Συγκεκριμένα, η ρεσαζουρίνη (μπλε, μη 

φθορίζουσα) μπορεί να αναχθεί από 

μεταβολικά ενδιάμεσα των ζωντανών 

κυττάρων, σε ρεσορουφίνη (resorufin, 7-

υδροξυ- 3 Η -φαινοξαζιν-3-όνη) (ροζ 

φθορίζουσα) (Εικόνα 3.4). Η ποσότητα της 

ρεσορουφίνης που παράγεται είναι ευθέως ανάλογη με τον αριθμό των ζωντανών κυττάρων. 

Η ρεσορουφίνη έχει Ex/Em 530-560 / 590 nm και μέση απορρόφηση στα 570 nm (Gong et al. 

2020). Στην παρούσα διατριβή πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός της οπτικής απορρόφησης 

(OD) των δειγμάτων σε φασματοφωτόμετρο (MRX, DYNATECH Laboratories, Guernsey, 

England) στα 570nm, χρησιμοποιώντας ως φίλτρο αναφοράς τα 630nm. 

 

3.4.1 Έλεγχος δραστικότητας των βιοφαινολικών ενώσεων στην κυτταρική επιβίωση / 

πολλαπλασιασμό προμαστιγωτών  Leishmania 

Η αντιλεϊσμανιακή δράση των φυσικών προϊόντων έναντι των προμαστιγωτών μορφών L. 

infantum και L. major αξιολογήθηκε μέσω της δοκιμασίας της ρεσαζουρίνης. Αναλυτικότερα, 

προμαστιγώτες εκθετικής φάσης ανάπτυξης (2 x 106 L. infantum και 2,5 x 106 L. major ανά 

φρεάτιο) επιστρώθηκαν σε πλάκες κυτταροκαλλιέργειας 96 φρεατίων επίπεδου πυθμένα 

(Nunc, ThermoFisher Scientific, USA) και τελικού όγκου 200 μL. Ο ενδεδειγμένος αριθμός 

προμαστιγωτών προσδιορίστηκε μετά από προκαταρκτικά πειράματα. Στη συνέχεια, οι 

προμαστιγώτες εκτέθηκαν σε αυξανόμενο εύρος συγκεντρώσεων των φυσικών προϊόντων. 

Κάθε συγκέντρωση φυσικού προϊόντος ελέγχθηκε εις τριπλούν. Τα εύρη συγκεντρώσεων για 

τα πολυφαινολικά εκχυλίσματα ήταν 800 - 1500 μg/mL και 100 - 850 μg/mL για τα TPF1 και 

TPF2, αντίστοιχα. Τα χρησιμοποιούμενα εύρη συγκεντρώσεων για τις απομονωμένες 

βιοφαινολικές ενώσεις ήταν 100 - 350 μg/mL για την OLE, 150 - 450 μg/mL για την ΗΤ, 200 - 

650 μg/mL για την OLEA και 100 - 400 μg/mL για την OLEO. Η ομάδα αρνητικού ελέγχου 

αποτελούνταν από παράσιτα που δεν δέχτηκαν την επίδραση κάποιας ουσίας, ενώ η ομάδα 

Εικόνα 3.4. In vitro έλεγχος της κυτταρικής 

επιβίωσης / πολλαπλασιασμού σε πλάκες 

κυτταροκαλλιέργειας 96 επίπεδων φρεατίων 

με την μέθοδο της ρεσαζουρίνης. Το ροζ χρώμα 

φανερώνει τη μεταβολική δραστηριότητα της 

ρεσαζουρίνης (ζωντανά κύτταρα). 
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θετικού ελέγχου αποτελούνταν από παράσιτα που δέχτηκαν την επίδραση του φαρμάκου 

αναφοράς, της μιλτεφοσίνης (Milteforan® - Virbac) (2,48 μg/mL για L. infantum και 3,38 

μg/mL για το L. major). Παράλληλα υπήρχαν φρεάτια που περιείχαν μόνο καλλιεργητικό 

υλικό (τυφλό). Οι πλάκες επωάστηκαν στους 26 °C (Sanyo mir-253 Electronic Biomedical, 

Osaka, Japan), για 65 ώρες και στη συνέχεια προστέθηκαν 20 μL διαλύματος ρεσαζουρίνης 

(20 μg/mL) και οι πλάκες επωάστηκαν περαιτέρω για 24 ώρες στους 26 °C. Η μεταβολική 

δραστηριότητα των παρασίτων προσδιορίστηκε με φωτομέτρηση, όπως αναφέρεται στην 

παράγραφο 3.4, και ακολούθησε σύγκριση των τιμών οπτικής απορρόφησης (ΟDs) που 

προσδιορίστηκε στα φρεάτια με τα υπό εξέταση δείγματα, σε σχέση με τα φρεάτια του 

θετικού και αρνητικού μάρτυρα. Η σύγκριση αυτή επέτρεψε τον υπολογισμό της κατάλληλης 

συγκέντρωσης του φυσικού προϊόντος που μειώνει το μεταβολικό ρυθμό και σε προέκταση 

τον αριθμό των προμαστιγωτών κατά 50% (IC50 - inhibitory concentration 50%). Οι τιμές IC50s 

προσδιορίστηκαν με τη βοήθεια καμπυλών δόσης-απόκρισης με τη χρήση του λογισμικού 

Excel 2016. Το ποσοστό (%) των μεταβολικά ενεργών προμαστιγωτών υπολογίστηκε 

χρησιμοποιώντας τη μέση τιμή αρνητικού ελέγχου ως ενδεικτική της 100% επιβίωσης. Τα 

δεδομένα κανονικοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας τον τύπο:  

% επιβίωσης = (OD δείγματος – OD τυφλού) / (OD ομάδας αρνητικού ελέγχου –OD τυφλού) 

x 100 

 

3.4.2 Έλεγχος κυτταροτοξικότητας σε μακροφάγα J774A.1 

Μακροφάγα J774A.1 (4 x 104 κύτταρα / φρεάτιο) επιστρώθηκαν σε πλάκες 

κυτταροκαλλιέργειας 96 φρεατίων επίπεδου πυθμένα (Nunc, ThermoFisher Scientific, USA) 

και επωάστηκαν σε θάλαμο θερμοκρασίας 37 °C σε ατμόσφαιρα 5% CO2 και 95% υγρασία 

(Galaxy 170S, Eppendorf, UK), για 18 ώρες, ώστε να επιτευχθεί η προσκόλλησή τους. Στη 

συνέχεια, απομακρύνθηκε το υπερκείμενο υλικό και προστέθηκε το υπό εξέταση φυσικό 

προϊόν σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. Αναλυτικότερα, τα πολυφαινολικά κλάσματα TPF1 

και TPF2 προστέθηκαν στα εύρη 150 - 350 μg/mL και 60 - 220 μg/mL, αντίστοιχα, ενώ οι 

απομονωμένες βιοφαινολικές ενώσεις μελετήθηκαν στα εύρη 100 - 400 μg/mL, 80 - 250 

μg/mL, 10 - 200 μg/mL και 10 - 100 μg/mL για OLE, ΗΤ, OLEA και OLEO, αντίστοιχα. Οι πλάκες 

επωάσθηκαν στους 37 °C για 72 ώρες, και στη συνέχεια προστέθηκαν 5 μL ρεσαζουρίνης (20 

μg/mL) σε κάθε φρεάτιο για 4 έως 8 ώρες κατά προσέγγιση και ακολούθησε φωτομέτρηση 

όπως αναφέρεται παραπάνω (ενότητα 3.4). Μακροφάγα που δέχτηκαν την επίδραση της 

μιλτεφοσίνης (28,5 μg/mL) χρησιμοποιήθηκαν ως θετικός μάρτυρας, ενώ μακροφάγα που 

δέχτηκαν μόνο την επίδραση του πλήρους θρεπτικού υλικού χρησιμοποιήθηκαν ως 
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αρνητικός μάρτυρας. Σύγκριση των τιμών οπτικής απορρόφησης των μακροφάγων που 

δέχτηκαν την επίδραση φυσικών προϊόντων με τις αντίστοιχες οπτικές απορροφήσεις του 

θετικού και αρνητικού μάρτυρα, επέτρεψε τον προσδιορισμό της μέσης κυτταροτοξικής 

συγκέντρωσης  (cytotoxic concentration 50%, CC50). Τα δεδομένα κανονικοποιήθηκαν 

χρησιμοποιώντας τον προαναφερθέντα τύπο της παραγράφου 3.4.1. 

 

3.4.3 Έλεγχος δραστικότητας των βιοφαινολών στην κυτταρική επιβίωση / πολλαπλασιασμό 

ενδοκυττάριων αμαστιγωτών  Leishmania 

Μακροφάγα J774A.1 (5 x 104 κύτταρα / φρεάτιο) επιστρώθηκαν σε πλάκες 

κυτταροκαλλιέργειας 96 επίπεδων φρεατίων (Nunc, ThermoFisher Scientific, USA) παρουσία 

πλήρους θρεπτικού υλικού RPMI-1640 και επωάσθηκαν για 18 ώρες, σε συνθήκες σταθερής 

θερμοκρασίας στους 37 °C, σε ατμόσφαιρα 5% CO2 και 95% υγρασίας (Galaxy 170S, 

Eppendorf, UK), ώστε να επιτευχθεί η προσκόλλησή τους. Ακολούθησε απομάκρυνση του 

υπερκείμενου υλικού και προσθήκη 7,5 x 105  μετακυκλικών προμαστιγωτών ανά φρεάτιο, 

(αναλογία μακροφάγων : παρασίτων 1:15) σε τελικό όγκο 200 μL φρέσκου καλλιεργητικού 

υλικού ανά φρεάτιο. Οι πλάκες τοποθετήθηκαν στους 37 °C για 48 ώρες, ώστε να 

πραγματοποιηθεί η κυτταρική μόλυνση. Στη συνέχεια το υπερκείμενο υλικό από κάθε 

φρεάτιο απομακρύνθηκε και ακολούθησε έκλπυση των προσκολλημένων κυττάρων εις 

τριπλούν, με προθερμασμένο καλλιεργητικό υλικό σε υδατόλουτρο στους 37 °C (LabTech, 

Daihan LabTech, Korea), έτσι ώστε να απομακρυνθούν όσα παράσιτα δεν εισήλθαν στα 

μακροφάγα. Ακολούθησε η προσθήκη των φυσικών προϊόντων εις τριπλούν, σε αυξανόμενο 

εύρος συγκεντρώσεων. Αναλυτικότερα, το υπό μελέτη εύρος συγκεντρώσεων των 

πολυφαινολικών κλασμάτων ήταν 80 - 300 μg/mL για το TPF1 και 20 - 200 μg/mL για το TPF2, 

αντίστοιχα, ενώ οι απομονωμένες βιοφαινολικές ενώσεις μελετήθηκαν στις συγκεντρώσεις 

100 - 500 μg/mL για την OLE, 40 - 300 μg/mL για την ΗΤ, 5 - 40 μg/mL για την OLEA και 5 - 60 

μg/mL για την OLEO. Ως φάρμακο αναφοράς χρησιμοποιήθηκε η HePC (1,6 μg/mL για L. 

infantum και 2,4 μg/mL για το L. major), ενώ παράλληλα, υπήρχαν φρεάτια που περιείχαν 

μολυσμένα μακροφάγα χωρίς προσθήκη φαρμακευτικού παράγοντα (θετικός μάρτυρας) και 

μη μολυσμένα μακροφάγα χωρίς προσθήκη ουσιών (εσωτερικός θετικός μάρτυρας). Οι 

πλάκες επωάστηκαν περαιτέρω για 48 ώρες στους 37 °C και ακολούθως αφαιρέθηκε το 

υπερκείμενο υλικό και προκλήθηκε διάσπαση των κυτταρικών μεμβρανών, με την προσθήκη 

150 μL διαλύματος ρήξης (0,01 % SDS και 0,048 % ρυθμιστικό διάλυμα HEPES  (Biowest, USA), 

σε διάλυμα RPMI-1640) (Παράρτημα Ι).  Οι πλάκες επωάστηκαν για 40 περίπου λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 1200 rpm (GPR Centrifuge, 
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BECKMAN, Fullerton, CA, USA), για 10 λεπτά, στους 26 °C. Στο διάστημα αυτό τα μακροφάγα 

λύθηκαν, ενώ οι αμαστιγωτές μορφές των παρασίτων που απελευθερώθηκαν παρέμειναν 

ανέπαφες. Στη συνέχεια, σε κάθε φρεάτιο προστέθηκαν 200 μL θρεπτικού υλικού Schneider’s 

(Παράρτημα Ι) εμπλουτισμένο με 20% FBS (Biowest, USA) και οι πλάκες επωάστηκαν 

περαιτέρω στους 26 °C (Sanyo mir-253 Electronic Biomedical, Osaka, Japan), για 72 ώρες, 

ώστε να επιτευχθεί ο μετασχηματισμός των βιώσιμων αμαστιγωτών μορφών σε 

προμαστιγωτές στον θετικό μάρτυρα. Τέλος, σε κάθε φρεάτιο προστέθηκαν 5 μL 

ρεσαζουρίνης (60 μg/mL) και οι πλάκες επωάστηκαν περαιτέρω στους 26 °C για περίπου 24 

ώρες και ακολούθησε φωτομέτρηση όπως περιεγράφηκε στην παράγραφο 3.4. 

Η σύγκριση των τιμών οπτικής απορρόφησης (ODs) στα φρεάτια με τα φυσικά προϊόντα 

σε σχέση με τα φρεάτια-μάρτυρες, επιτρέπει τον υπολογισμό της μέσης ανασταλτικής 

συγκέντρωσης του εκάστοτε φυσικού προϊόντος, (inhibitory concentration, IC50).  Ο θετικός 

μάρτυρας αντιπροσωπεύει το 100% της επιβίωσης των παρασίτων, ενώ ο εσωτερικός θετικός 

μάρτυρας χρησιμοποιείται ώστε να επαληθευτεί η πλήρης λύση των μακροφάγων.   

Οι τιμές IC50s προσδιορίστηκαν με τη βοήθεια καμπυλών δόσης-απόκρισης που 

δημιουργήθηκαν με τη χρήση του λογισμικού Excel 2016. Το ποσοστό (%) των μεταβολικά 

ενεργών παρασίτων υπολογίστηκε με τον τύπο:  

% επιβίωσης = (OD δείγματος – OD εσωτερικού θετικού μάρτυρα) / (OD θετικού μάρτυρα)  

x 100 

 

3.5 Επιδράσεις των ολικών φαινολικών κλασμάτων στην κινητική ανάπτυξης των 

παρασίτων του γένους Leishmania 

Προμαστιγώτες L. infantum και L. major εκθετικής φάσης ανάπτυξης επωάστηκαν με τα 

TPF1 και TPF2 σε συγκεντρώσεις που αντιστοιχούσαν στις τιμές IC50 και 2 x IC50. Η αρνητική 

ομάδα ελέγχου αποτελούνταν από παράσιτα που δε δέχτηκαν την επίδραση κάποιου 

φαρμακευτικού παράγοντα, ενώ η θετική ομάδα ελέγχου αποτελούνταν από προμαστιγώτες 

που δέχτηκαν την επίδραση της μιλτεφοσίνης σε συγκέντρωση που αντιστοιχεί στην τιμή IC50. 

Η ανάπτυξη και ο πολλαπλασιασμός των παρασίτων προσδιορίστηκαν μέσω διαφορικής 

μέτρησης νεκρών και ζωντανών προμαστιγωτών σε διαστήματα 24 ωρών, για 3 συνεχόμενες 

ημέρες, με τη βοήθεια της χρωστικής αποκλεισμού Trypan Blue 0,4 % w/v (Sigma Aldrich, 

USA) σε αιματοκυτταρόμετρο τύπου Malassez, όπως περιεγράφηκε προηγουμένως στην 

παράγραφο 3.2.1. Αντίστοιχα, η μορφολογία των προμαστιγωτών, μελετήθηκε κατά την τρίτη 

ημέρα της επίδρασης των φυσικών προϊόντων σε μικροσκόπιο αντίθεσης φάσης με 

αντικειμενικό φακό 40x (Leica DMi1 inverted microscope). 
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3.6  Ποσοτικός προσδιορισμός των παραγόμενων ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS - reactive 

oxygen species) από τη δράση  των ολικών φαινολικών κλασμάτων σε προμαστιγώτες 

Leishmania spp. 

Η επαγόμενη, από την επίδραση των υπό μελέτη φυσικών προϊόντων, 

κυτταροπλασματική παραγωγή ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) στο σύστημα των 

εξωκυττάριων προμαστιγωτών μορφών Leishmania, προσδιορίστηκε με τη βοήθεια του 

φθορίζοντα ανιχνευτή 6-καρβόξυ-2',7'-διοξικής διχλωροφλουορεσκίνης (carboxy-H2DCFDA, 

Life Technologies, NY, USA) μέσω κυτταρομετρία ροής (FACSCalibur, Becton-Dickinson, San 

Jose, CA). Η μετατροπή της μη φθορίζουσας χρωστικής ουσίας, κατόπιν οξείδωσης, στην 

εξαιρετικά φθορίζουσα 2',7'-διχλωροφλουορεσκεΐνη (DCF), επιτρέπει την ποσοτική 

αξιολόγηση των ενεργών ριζών οξυγόνου σε δείγματα ζωντανών κυττάρων (Eruslanov and 

Kusmartsev 2010). 

Προμαστιγώτες L. infantum και L. major, εκθετικής φάσης ανάπτυξης, εκτέθηκαν για 72 

ώρες στα TPF1 και TPF2 σε συγκεντρώσεις που αντιστοιχούσαν στις τιμές IC50 και 2 x IC50. 

Καλλιέργεια παρασίτων που δε δέχτηκε την επίδραση κάποιου φαρμακευτικού παράγοντα 

και καλλιέργεια που δέχτηκε την επίδραση της HePC (IC50), αποτέλεσαν την αρνητική και τη 

θετική ομάδα ελέγχου, αντίστοιχα. Στη συνέχεια, 5 x 106 παράσιτα απομακρύνθηκαν από 

κάθε πειραματική ομάδα και φυγοκεντρήθηκαν (GPR Centrifuge, BECKMAN, Fullerton, CA, 

USA) στις 1600 rpm, για 10 λεπτά. Ακολούθησαν δύο εκπλύσεις με PBS (1x) (Παράρτημα Ι) 

και τα παράσιτα επωάσθηκαν με 20 μΜ H2DCFDA για 20 λεπτά στο σκοτάδι, σε θερμοκρασία 

δωματίου. Το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2, 1 mM) χρησιμοποιήθηκε ως θετικός 

επαγωγέας ROS για τα παράσιτα που δε δέχτηκαν κάποια ουσία, τα οποία επωάστηκαν 

αντίστοιχα για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, στο σκοτάδι. Στη συνέχεια, τα δείγματα 

(20.000 προμαστιγώτες / ομάδα) αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής και τα αποτελέσματα 

αξιολογήθηκαν με τη χρήση του λογισμικού FlowJo V.10.0.8 (BD, Ashland, OR). 

 

3.7 Προσδιορισμός επαγόμενου κυτταρικού θανάτου σε προμαστιγώτες του γένους 

Leishmania ύστερα από μονήρεις επιδράσεις με τα ολικά φαινολικά κλάσματα 

Η έκθεση της φωσφατιδυλοσερίνης (PS), ενός ανιονικού φωσφολιπιδίου που 

καταλαμβάνεται στο εσωτερικό φύλλο της μεμβράνης του πλάσματος βιώσιμων κυττάρων, 

και η ακεραιότητα της πλασματικής κυτταρικής μεμβράνης, ελέγχθηκαν με τη βοήθεια της 

διπλής χρώσης με ανεξίνη V-FITC (annexin V - fluorescein isothiocyanate) και ιωδιούχο 

προπίδιο (propidium iodide, PI) (BioLegend, San Diego, CA) και αναλύθηκαν με 
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κυτταρομετρία ροής. Ειδικότερα, καλλιέργειες προμαστιγωτών L. infantum και L. major 

εκθετικής φάσης ανάπτυξης, επωάστηκαν με τα TPF1 και TPF2, για 72 ώρες, σε 

συγκεντρώσεις που αντιστοιχούν στις τιμές IC50 και 2 x IC50. Η ομάδα θετικού ελέγχου 

αποτελούνταν από παράσιτα που επωάστηκαν με HePC (IC50), ενώ η ομάδα αρνητικού 

ελέγχου αποτελούνταν από παράσιτα που δε δέχτηκαν την επίδραση κάποιου 

φαρμακευτικού παράγοντα. Παράσιτα που επωάστηκαν με 1% ν/ν Triton X-100 (Sigma-

Aldrich, Taufkirchen, Germany), για 5 λεπτά, αποτέλεσαν τον θετικό μάρτυρα για τον 

επαγόμενο κυτταρικό θάνατο. Τα παράσιτα επισημάνθηκαν με ανεξίνη και (PI), 

χρησιμοποιώντας το κιτ ανίχνευσης ανεξίνη V-FITC και PI  (BioLegend, San Diego, CA), 

σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Εν συντομία, 1 x 106 προμαστιγώτες / ομάδα 

φυγοκεντρήθηκαν στις 1600 rpm (GPR Centrifuge, BECKMAN, Fullerton, CA, USA), για 10 

λεπτά, εκπλύθηκαν δύο φορές σε PBS (1x) (Παράτημα Ι) και επαναιωρήθηκαν σε 100 μL 

ρυθμιστικού διαλύματος δέσμευσης ανεξίνης V (Annexin V Binding Buffer), 5 μL ανεξίνης V - 

FITC και 10 μL διαλύματος ΡΙ. Τα παράσιτα επωάσθηκαν για 15 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου, προστατευμένα από το φως. Στο τέλος της περιόδου επώασης, σε κάθε δείγμα 

προστέθηκαν 400 μL ρυθμιστικού διαλύματος δέσμευσης ανεξίνης V και τα δείγματα (20.000 

προμαστιγώτες / ομάδα) αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής. Tα αποτελέσματα 

επεξεργάστηκαν με τη χρήση του λογισμικού FlowJo V.10.0.8 (BD, Ashland, OR).  

Τα κύτταρα ταξινομήθηκαν φαινοτυπικά ως εξής: πρώιμα αποπτωτικά (ανεξίνη V-

FITC+/PI-), όψιμα αποπτωτικά, (ανεξίνη V-FITC+/PI+), νεκρωτικά (ανεξίνη V-FITC-/PI+). 

Κύτταρα αρνητικά και στις δύο χρώσεις θεωρούνται υγιή (ανεξίνη V-FITC-/PI-) (Karampetsou 

et al. 2021). 

 

3.8 In situ σήμανση κατακερματισμένων τμημάτων DNA μέσω της δοκιμασίας TUNEL σε 

προμαστιγώτες του γένους Leishmania ύστερα από επιδράσεις με ολικά φαινολικά 

κλάσματα 

Η τεχνική TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP Nick End 

Labeling)  στηρίζεται στη σύνδεση του ενζύμου TdT με τα 3’-ΟΗ άκρα των θραυσμάτων DNA 

(Kyrylkova et al. 2012; Lawry 2004; Majtnerová and Roušar 2018). Το dUTP εφόσον συζευχθεί 

με φθορίζουσα χρωστική μπορεί να χρησιμοποιηθεί για άμεση ανίχνευση θραυσμάτων DNA 

με μικροσκοπία φθορισμού ή κυτταρομετρία ροής. 

Για την τεχνική TUNEL χρησιμοποιήθηκε η εμπορικά διαθέσιμη συσκευασία 

αντιδραστήριων CFTM 488A TUNEL Assay, Biotium (Fremont, CA, USA) σύμφωνα με τις 

οδηγίες του κατασκευαστή. Καλλιέργειες προμαστιγωτών L. infantum και L. major εκθετικής 
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φάσης ανάπτυξης, επωάστηκαν με τα TPF1 και TPF2 για 72 ώρες, σε συγκεντρώσεις 

αντίστοιχες των τιμών IC50 και 2 x IC50. Οι προμαστιγώτες που δε δέχτηκαν την επίδραση 

κάποιας ουσίας και αυτοί που επωάστηκαν με HePC (IC50) αποτέλεσαν την αρνητική και τη 

θετική ομάδα ελέγχου, αντίστοιχα. Στη συνέχεια, 2 x 106 παράσιτα ανά πειραματική ομάδα, 

συλλέχθηκαν μέσω φυγοκέντρησης στις 1600 rpm (GPR Centrifuge, BECKMAN, Fullerton, CA, 

USA), για 10 λεπτά και εκπλύθηκαν δύο φορές με 1 mL PBS (1x) (Παράρτημα Ι). Τα παράσιτα 

μονιμοποιήθηκαν με προσθήκη 4% φορμαλδεΰδης / PBS και επωάστηκαν στους 4 °C για 30 

λεπτά. Μετέπειτα, επαναιωρήθηκαν σε ρυθμιστικό διάλυμα διαπερατότητας που περιείχε 

0,2% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) και επωάστηκαν για άλλα 30 λεπτά 

της ώρας σε θερμοκρασία δωματίου. Τα κύτταρα εκπλύθηκαν άλλες δύο φορές σε PBS (1x), 

επαναιωρήθηκαν σε 100 μL ρυθμιστικού διαλύματος εξισορρόπησης (TUNEL Equilibration 

Buffer) και επωάστηκαν σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά. Ύστερα, το ρυθμιστικό 

διάλυμα εξισορρόπησης απομακρύνθηκε και τα κύτταρα επαναιωρήθηκαν σε 50 μL μίγματος 

αντίδρασης TdT (TdT Enzyme and TUNEL Reaction Buffer) και επωάστηκαν περαιτέρω στους 

37 °C για 60 λεπτά, προστατευμένα από το άμεσο φως. Στη συνέχεια, τα κύτταρα εκπλύθηκαν 

τρεις φορές σε PBS (1x) που περιείχε 0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 

Germany),  και 5 mg/mL BSA (Bovine Serum Albumin - Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) 

(Παράρτημα Ι). Τα δείγματα αναλύθηκαν στο FACSCalibur μέσω του λογισμικού Cell Quest 

(BD, San Jose, CA, USA) και τα δεδομένα αξιολογήθηκαν με το λογισμικό FlowJo V.10.0.8 (BD, 

Ashland, OR). 

 

3.9 Απομόνωση DNA  

Για την απομόνωση του DNA χρησιμοποιήθηκε η εμπορικά διαθέσιμη τυποποιημένη 

συσκευασία απομόνωσης DNA Mini Kit (Qiagen, Germany). Ειδικότερα, προμαστιγώτες  (5 x 

106 παράσιτα/mL) φυγοκεντρήθηκαν στις 1600 rpm (GPR Centrifuge, BECKMAN, Fullerton, 

CA, USA), ύστερα από 72 ώρες επίδρασης με τις IC50 τιμές των HePC , TPF1 και TPF2. Έπειτα, 

το κυτταρικό ίζημα υποβλήθηκε σε διαδικασία απομόνωσης του ολικού γονιδιωματικού DNA 

μέσω κολώνας, σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (DNA Mini Kit, Qiagen, Germany). 

Στη συνέχεια, για κάθε δείγμα πραγματοποιήθηκε μέτρηση της οπτικής πυκνότητας (OD) στα 

260 nm σε φασματοφωτόμετρο NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific, USA), μέσω της 

οποίας προσδιορίστηκε η συγκέντρωση του DNA σε κάθε δείγμα και ελέγχθηκε η καθαρότητα 

του DNA μέσω του προσδιορισμού του λόγου OD260nm/OD280nm. Τέλος, τα δείγματα DNA 

αποθηκεύτηκαν στους -80 oC. 
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3.10 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 

Το απομονωμένο DNA κάθε δείγματος (όπως περιγράφηκε στην παράγραφο 3.9),  

διαχωρίστηκε μέσω εφαρμογής ηλεκτρικού πεδίου σε πήκτωμα αγαρόζης 1,5% w/v. Το 

πήκτωμα παρασκευάστηκε με διαλυτοποίηση της αγαρόζης (BDH, England) σε ρυθμιστικό 

διάλυμα ηλεκτροφόρησης TBE (1x) (Παράρτημα Ι) και μεταφέρθηκε σε συσκευή οριζόντιας 

ηλεκτροφόρησης (Mini-sub DNA Electroforesis Cell, Bio-Rad, Richmond, CA, USA). Τα 

δείγματα τοποθετήθηκαν στις θέσεις υποδοχής του πηκτώματος και στη συνέχεια 

εφαρμόστηκε η κατάλληλη ηλεκτρική τάση (120 V) για 50 λεπτά. Με το πέρας της 

διαδικασίας, το πήκτωμα οπτικοποιήθηκε σε τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας (Bio-Rad, 

USA).  Παράλληλα με τα προς εξέταση δείγματα DNA τοποθετήθηκε και ο μάρτυρας γνωστών 

μοριακών μεγεθών (100bp DNA ladder), έτσι ώστε να μπορεί να γίνει η εκτίμηση των 

αποτελεσμάτων. 

 

3.11 In vitro αλληλεπίδραση των βιοαφαινολών και της HePC σε παράσιτα του γένους 

Leishmania  

3.11.1 Αξιολόγηση της συνδυαστικής αλληλεπίδρασης των βιοφαινολών με τη μιλτεφοσίνη, 

σε προμαστιγώτες Leishmania 

Η αξιολόγηση της αλληλεπίδρασης των υπό μελέτη βιοφαινολών με τη HePC στο σύστημα 

των εξωκυττάριων προμαστιγωτών, πραγματοποιήθηκε με τη χρήση της τροποποιημένης 

μεθόδου ισοβολογράμματος 

(Fivelman, Adagu, and Warhurst 

2004; Mondêgo-Oliveira et al. 

2021). O προσδιορισμός της τιμής 

IC50 για κάθε ουσία (TPF1, TPF2, 

OLE, HT, OLEA, OLEO και HePC), 

(όπως περιεγράφηκε στην 

παράγραφο 3.4), ήταν 

προϋπόθεση για την υλοποίηση 

της συγκεκριμένης δοκιμασίας. Με 

γνώμονα την τιμή αυτή, 

υπολογίστηκε η κορυφαία 

Εικόνα 3.5. Αναπαράσταση του τρόπου με τον οποίο 

τοποθετούνται οι συνδυασμοί στα in vitro πειραματικά 

πρωτόκολλα για τον προσδιορισμό του είδους των 

αλληλεπιδράσεων από τη συνδυαστική δράση 

φαρμάκων. Τα βελάκια επισημαίνουν τις διαδοχικές 

αραιώσεις. 
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συγκέντρωση  (top concentration) κάθε ουσίας, προκειμένου η τιμή IC50 να εντοπίζεται κατά 

προσέγγιση στο μέσο 6 διαδοχικών αραιώσεων (Εικόνα 3.5).  

Έτσι, όσον αφορά στους συνδυασμούς της HePC με τα TPF1 ή TPF2, οι κορυφαίες 

συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 20 μg/mL για τη HePC, 8800 μg/mL για το TPF1 

και 2500 μg/mL για το TPF2 για το σπλαγχνικό μοντέλο της νόσου (L. infantum) και 28 μg/mL 

για τη HePC, 7700 μg/mL για το TPF1 και 2000 

μg/mL για το TPF2 για το δερματικό μοντέλο (L. 

major) (Πίνακας 4). Στη συνέχεια, μελετήθηκαν 

εις τριπλούν οι εξής αναλογίες HePC : φυσικού 

προϊόντος: 4:1, 3:2, 2:3 και 1:4 και 

ακολούθησαν 6 διαδοχικές αραιώσεις για κάθε 

αναλογία (Εικόνα 3.5). Ειδικότερα, οι 

συσχετίσεις ορίστηκαν ως εξής: η αναλογία 4:1 

ισοδυναμεί με τον συνδυασμό Β (80% HePC + 

20% TPF), η 3:2 με τον συνδυασμό C (60% HePC 

+ 40% TPF),η  2:3 με τον συνδυασμό D (40% 

HePC + 60% TPF) και η 1:4 με τον συνδυασμό Ε (20% HePC + 80% TPF) (Παράρτημα ΙΙ). Οι 

συνδυασμοί Α και F αντιπροσώπευαν το 100%  (κορυφαία συγκέντρωση) της HePC  και της 

εξεταζόμενης ουσίας, αντίστοιχα (ενότητα 3.4). 

Με τον ίδιο τρόπο προσδιορίστηκαν και οι ακόλουθες κορυφαίες συγκεντρώσεις για κάθε 

πολυφαινολική ένωση για κάθε στέλεχος Leishmania: 1400 μg/mL για την OLE, 2100 μg/mL 

για την HT, 2500 μg/mL για την OLEA, και 1600 μg/mL για την OLEO για το στέλεχος L. 

infantum και 2100 μg/mL για την OLE, 3200 μg/mL για την HT, 4500 μg/mL για την OLEA και 

2400 μg/mL για την OLEO για το στέλεχος L. major (Πίνακας 4). Στη συνέχεια ακολουθήθηκε 

η δοκιμασία της ρεσαζουρίνης (παράγραφος 3.4), όπου ύστερα από 72 ώρες επώασης των 

προμαστιγωτών με τους συνδυασμούς, ελήφθη μια νέα τιμή IC50 για κάθε ουσία κάθε 

επιμέρους συνδυασμού, η οποία βοήθησε στον προσδιορισμό του είδους της 

αλληλεπίδρασης, όπως αναλύεται παρακάτω στην παράγραφο 3.11.3. 

 

 

 

 

 

Πίνακας 4. Κορυφαίες συγκεντρώσεις (top 
concentrations) που χρησιμοποιήθηκαν κατά τον 
προσδιορισμό της φύσης της αλληλεπίδρασης σε 
προμαστιγώτες Leishmania spp. 
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3.11.2 Αξιολόγηση της συνδυαστικής αλληλεπίδρασης των βιοφαινολών με τη μιλτεφοσίνη, 

σε αμαστιγώτες Leishmania 

Ομοίως, οι πειραματικές προσεγγίσεις σε αμαστιγώτες του γένους Leishmania 

βασίστηκαν στην τροποποιημένη μέθοδο ισοβολογράμματος και υλοποιήθηκαν με βάση την 

οξειδοαναγωγική αντίδραση της ρεσαζουρίνης, όπως αναλύεται στην παράγραφο 3.4.3. 

Αρχικά, υπολογίστηκε η κορυφαία συγκέντρωση (top concentration) για κάθε ουσία και στη 

συνέχεια, διερευνήθηκαν εις τριπλούν οι εξής 

αναλογίες HePC : φυσικού προϊόντος: 4:1, 3:2, 2:3 

και 1:4. Τα φυσικά προϊόντα που μελετήθηκαν 

στο σύστημα των ενδοκυττάριων αμαστιγωτών 

Leishmania είναι τα πολυφαινολικά κλάσματα 

TPF1 και TPF2, και η απομονωμένη OLEO 

(Παράρτημα ΙΙ). Ειδικότερα, οι κορυφαίες 

συγκεντρώσεις προσδιορίστηκαν στις ακόλουθες 

τιμές:  12 μg/mL, 1600 μg/mL, 800 μg/mL και 310 

μg/mL, για τις ενώσεις HePC, TPF1, TPF2 και 

OLEO, αντίστοιχα, για το L. infantum. Αναλόγως, οι αντίστοιχες κορυφαίες συγκεντρώσεις για 

το L. major προσδιορίστηκαν στα 18 μg/mL, 1120 μg/mL, 600 μg/mL και 215 μg/mL (Πίνακας 

5). Μετά από 48 ώρες επώασης με τους συνδυασμούς των φαρμάκων, ελήφθησαν οι νέες 

τιμές IC50  για κάθε ουσία μεμονωμένα σε κάθε επιμέρους συνδυασμό και ακολούθησε ο 

προσδιορισμός του είδους της αλληλεπίδρασης, όπως αναλύεται στην παράγραφο 3.11.3. 

3.11.3 Προσδιορισμός του δείκτη κλασματικής ανασταλτικής συγκέντρωσης και κατασκευή 

καμπύλης ισοβολογράμματος 

Η αξιολόγηση των φαρμακευτικών αλληλεπιδράσεων πραγματοποιήθηκε μέσω του 

προσδιορισμού του δείκτη κλασματικής ανασταλτικής συγκέντρωσης (fractional inhibitory 

concentration index, FICI). Οι επιμέρους κλασματικές ανασταλτικές συγκεντρώσεις (FIC) κάθε 

ουσίας σε κάθε επιμέρους συνδυασμό, υπολογίστηκαν ως ο λόγος της τιμής IC50 κάθε 

φαρμάκου στον συνδυασμό προς την τιμή IC50  της μονήρους δράσης του φαρμάκου (FIC = 

IC50 φαρμάκου στον συνδυασμό / IC50 μονήρους δράσης του φαρμάκου). Οι καμπύλες 

ισοβολογράμματος κατασκευάστηκαν χρησιμοποιώντας τις τιμές FIC κάθε αναλογίας 

φαρμάκου (π.χ. τιμές FICTPF στον x-άξονα και τιμές  FICHePC στον y-άξονα). Στη συνέχεια, 

υπολογίστηκε το άθροισμα των τιμών FIC (ƩFIC) για κάθε συνδυασμό (π.χ. ƩFIC(συνδυασμού Β) = 

FICTPF στον συνδυασμό Β + FICHePC στον συνδυασμό Β). Τέλος, προσδιορίστηκε ο δείκτης κλασματικής 

Πίνακας 5. Κορυφαίες συγκεντρώσεις (top 
concentrations) που χρησιμοποιήθηκαν κατά 
τον προσδιορισμό της φύσης της 
αλληλεπίδρασης σε αμαστιγώτες Leishmania 
spp. 
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ανασταλτικής συγκέντρωσης (FICI) ως ο μέσος όρος των ΣFICs. Οι τιμές FICI 

χρησιμοποιήθηκαν για να ταξινομηθεί το είδος της αλληλεπίδρασης ως συνεργιστική (FICI ≤ 

0,5), αθροιστική (0,5 < FICI ≤ 1), αδιάφορη (1 < FICI < 2) και ανταγωνιστική (FICI ≥ 2) (ESCMID 

2000; Fratini et al. 2017). Όλες οι πειραματικές δοκιμασίες πραγματοποιήθηκαν τουλάχιστον 

τρεις φορές. 

3.11.4 Έλεγχος παραγωγής ROS από προμαστιγώτες του γένους Leishmania μετά από τη 

συνδυαστική επίδραση βιοφαινολών και μιλτεφοσίνης  

Προμαστιγώτες L. infantum και L. major, εκθετικής φάσης ανάπτυξης, εκτέθηκαν για 72 

ώρες με τους συνδυασμούς HePC-TPF1, HePC-TPF2 και HePC-OLEO, όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 3.6. Η πειραματική προσέγγιση που ακολουθήθηκε για τον προσδιορισμό των ROS,  

είναι ίδια με αυτή που περιεγράφηκε στην ενότητα 3.6. Τα αποτελέσματα αξιολογήθηκαν με 

τη χρήση του λογισμικού FlowJo V.10.0.8 (BD, Ashland, OR). 

 

 

3.12 Διερεύνηση των ανοσοτροποποιητικών ιδιοτήτων των βιοφαινολών στο in vitro 

σύστημα των μολυσμένων μακροφάγων 

3.12.1 Απομόνωση RNA 

Μακροφάγα J774A.1 (3 x 106 κύτταρα / φρεάτιο) επιστρώθηκαν, παρουσία πλήρους 

θρεπτικού υλικού RPMI-1640, σε πλάκες κυτταροκαλλιέργειας 24 επίπεδων φρεατίων 

(Sarstedt, Newton, NC) και επωάστηκαν για 18 ώρες σε θάλαμο με σταθερή θερμοκρασία 37 

°C, ατμόσφαιρας 5% CO2 και υγρασίας 95%  (Galaxy 170S, Eppendorf, UK). Μετέπειτα, 

απομακρύνθηκε το υπερκείμενο υλικό  και προστέθηκαν 4,5 x 107  προμαστιγώτες 

Εικόνα 3.6. Σχηματική αναπαράσταση των ομάδων που χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό της παραγωγής 

ROS, ύστερα από τη μονήρη και τη συνδυαστική δράση ουσιών σε προμαστιγώτες του γένους Leishmania. 
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(L.infantum ή L. major) εκθετικής φάσης ανάπτυξης ανά φρεάτιο (αναλογία μακροφάγων : 

παρασίτων 1:15), σε τελικό όγκο 1 mL. Οι πλάκες τοποθετήθηκαν στους 37 °C για άλλες 48 

ώρες, ώστε να πραγματοποιηθεί η μόλυνση. Στη συνέχεια, το υπερκείμενο υλικό από κάθε 

φρεάτιο απομακρύνθηκε και ακολούθησε έκπλυση των προσκολλημένων κυττάρων εις 

τριπλούν, με προθερμασμένο RPMI-1640 στους 37 °C (LabTech, Daihan LabTech, Korea), έτσι 

ώστε να απομακρυνθούν όσα παράσιτα δεν είχαν εισέλθει στα μακροφάγα. Ακολούθησε η 

προσθήκη των πολυφαινολικών κλασμάτων TPF1 και TPF2, της OLEO και της HePC στις 

συγκεντρώσεις που αντιστοιχούσαν στις IC50 τιμές τους. Επίσης, ελέγχθηκαν επιλεγμένοι 

συνδυασμοί των βιοφαινολών αυτών με τη μιλτεφοσίνη. Ως πιο υποσχόμενοι θεωρήθηκαν 

οι συνδυασμοί που οδήγησαν σε μεγαλύτερη μείωση της δόσης της μιλτεφοσίνης σε σχέση 

με τη  μονήρη δράση της (συνδυασμοί Ε, Παράρτημα ΙΙ). Παράλληλα στις πλάκες, υπήρχαν 

φρεάτια με μη μολυσμένα μακροφάγα που δε δέχτηκαν την επίδραση κάποιας ουσίας και 

φρεάτια με μολυσμένα μακροφάγα που επωάστηκαν με LPS (1 μg/mL) και IFN-γ (1 ng/mL), ή 

μολυσμένα μακροφάγα που δεν δέχτηκαν την επίδραση κάποιας ουσίας. Η επώαση των 

μακροφάγων με τις υπό μελέτη ουσίες διήρκησε 48 ώρες και ακολούθησε η διαδικασία 

απομόνωσης του RNA με τη χρήση της εμπορικά διαθέσιμης τυποποιημένης συσκευασίας 

απομόνωσης RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Ειδικότερα, τα κύτταρα 

φυγοκεντρήθηκαν (KUBOTA, Tokyo, Japan) στις 3400 rpm για 10 λεπτά, απομακρύνθηκε το 

υπερκείμενο και στη συνέχεια, το κυτταρικό ίζημα υποβλήθηκε σε διαδικασία απομόνωσης 

ολικού RNA σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή του εμπορικού kit απομόνωσης 

RNeasy. 

Στη συνέχεια, προσδιορίστηκε η συγκέντρωσή του απομονωμένου RNA μέσω μέτρησης 

της οπτικής πυκνότητας σε μήκος κύματος 260 nm, σε φασματοφωτόμετρο (Nanodrop 2000, 

Τhermo Scientific, Wilmington, DE, USA) με την εφαρμογή της σχέσης: 1 μονάδα OD260 = 40 

μg RNA/mL δείγματος. Μέσω του λόγου OD260nm/OD280nm ελέγχθηκε η καθαρότητα των 

δειγμάτων και δεκτά θεωρήθηκαν εκείνα που παρουσίασαν λόγο μεγαλύτερο του 2. Τέλος 

τα δείγματα αποθηκεύτηκαν στους -80 οC. 

 

3.12.2 Ανάλυση γονιδιακής έκφρασης με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού 

χρόνου (real time RT-PCR) 

Για την ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυμεράσης, με τη χρήση αντίστροφης μεταγραφάσης σε πραγματικό χρόνο 

(real time RT-PCR). Η τεχνική RT-PCR πραγματοποιήθηκε σε δύο στάδια. Στο πρώτο στάδιο 

πραγματοποιήθηκε η αντίστροφη μεταγραφή του RNA των μεταγραφικών στοιχείων του 
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κυττάρου σε cDNA βιβλιοθήκη με τη χρήση της αντίστροφης μεταγραφάσης SuperScript II 

(Invitrogen - Molecular Probes™) και των εκκινητών oligo-dT (Promega, WI, USA), οι οποίοι 

υβριδοποιούνται με τις poly(A) ουρές στο 3΄- άκρο των mRNA μορίων, επιτυγχάνοντας έτσι 

την αντιγραφή μόνο των mRNA μεταγραφικών στοιχείων. Ειδικότερα, για το κάθε δείγμα που 

αναφέρεται στην ενότητα 3.12, σε αποστειρωμένους δοκιμαστικούς σωλήνες eppendorf των 

0,2mL τοποθετήθηκαν 500 μg/mL oligodT και 50 ng από το υπόστρωμα mRNA,  10 mM dNTPs 

(dATP,dCTP,dGTP,dTTP) και ddΗ2Ο, έτσι ώστε ο τελικός όγκος να είναι 12 μL. Το μίγμα 

επωάστηκε στους 65 οC, για 5 λεπτά.  Ακολουθήθηκαν οι οδηγίες του κατασκευαστή και 

ακολούθως προστέθηκαν ρυθμιστικό διάλυμα 5x, 0,1 Μ DTT, 40 U/μL RNaseOUTTM και 200U 

του ενζύμου SuperScript II RT.  Οι συνθήκες της αντίδρασης ήταν 42 οC για 50 λεπτά και 70 οC 

για 15 λεπτά της ώρας. Τo cDNA που προέκυψε διατηρήθηκε στους -20 οC. 

Στο δεύτερο στάδιο πραγματοποιήθηκε η PCR πραγματικού χρόνου, κατά την οποία 

χρησιμοποιήθηκε η εμπορικά διαθέσιμη συσκευασία SYBR Green PCR Master Mix (Kapa 

Biosystems, USA) και εκτελέστηκε σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Ειδικότερα, 

σε αποστειρωμένους δοκιμαστικούς σωλήνες eppendorf των 0,2 mL, τοποθετήθηκε το προς 

εξέταση μίγμα PCR, τελικού όγκου 20 μL. Το μίγμα περιείχε τον εκάστοτε εκκινητή (10 μΜ) 

(reverse και forward), το υπόστρωμα cDNA (20 ng), το SYBR Green και ρυθμιστικό διάλυμα 

(SYBR Green master mixture, 10 μL) και ddΗ2Ο, όπου αυτό ήταν απαραίτητο. Οι εκκινητές 

που χρησιμοποιήθηκαν ήταν ειδικά σχεδιασμένοι εκκινητές “QuantiTect Primer Assays” 

(Qiagen, Hilden, Germany). Όλα τα δείγματα ελέγχθηκαν εις διπλούν. Τα μεταγραφικά 

στοιχεία (mRNA) που ελέγχθηκαν είναι η ιντερλευκίνη 10 (IL-10), η ιντερλευκίνη 1β (ΙL-1β), ο 

παράγοντας νέκρωσης όγκων α (TNF-α), ο αυξητικός παράγοντας μετασχηματισμού β (TGF-

β), η επαγόμενη συνθάση του μονοξειδίου του αζώτου (iNOS ή NOS2), και η δεϋδρογονάση 

της γλυκεραλδεΰδης της 3-φωσφατάσης (GAPDH) που αποτέλεσε το γονίδιο αναφοράς. 

Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε θερμικό κυκλοποιητή (AriaMx, Agilent, USA) στις 

ακόλουθες συνθήκες: α) αποδιάταξη των δίκλωνων μορίων στους 94 oC για 10 λεπτά, β) 40 

κύκλοι ενίσχυσης που αποτελούνται από το στάδιο της αποδιάταξης των δίκλωνων μορίων 

στους 94 oC για 10 δευτερόλεπτα και το στάδιο της υβριδοποίησης των εκκινητών και του 

πολυμερισμού των νεοσυντιθέμενων νουκλεϊκών αλυσίδων στους 60 οC για 30 

δευτερόλεπτα.  Για την ανάλυση των αποτελεσμάτων ενίσχυσης γονιδίων χρησιμοποιήθηκε 

η μέθοδος ΔΔCt. 
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3.13 In vivo αξιολόγηση της αντιπαρασιτικής και ανοσοτροποποιητικής δράσης φυσικών 

προϊόντων σε ζωικά μοντέλα δερματικής λεϊσμανίασης 

Η διατήρηση των ζώων εργαστηρίου και ο in vivo πειραματισμός πραγματοποιήθηκαν  σε 

συνθήκες SPF (Specific Pathogen Free) στις εγκαταστάσεις του Τμήματος Ζωικών Προτύπων 

Βιοϊατρικής Έρευνας του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ (ΕΙΠ, Αθήνα, Ελλάδα), οι οποίες είναι 

αδειοδοτημένες από τη Δ/ση Αγροτικής και Κτηνιατρικής Πολιτικής (ΔΑΚΠ) της Περιφέρειας 

Αττικής με κωδικούς αδειών EL25BIO011, EL25BIO012 και EL25BIO013. Τα ζώα εργαστηρίου 

λαμβάνουν εμπορική τροφή σε μορφή σβόλων (pellets GLP προδιαγραφών) και νερό ad 

libitum και στεγάζονται σε χώρους που διατηρούν σταθερή θερμοκρασία 22±2 ◦C, σχετική 

υγρασία 40-70% και κύκλο φωτός/σκότους 12 ωρών. Οι χειρισμοί συμβάδιζαν με τις 

διατάξεις του Π.Δ. 56/2013 και της Ευρωπαϊκής Οδηγίας 2010/63/EU, τις αρχές ορθής και 

ηθικής χρήσης ζώων εργαστηρίου 3+1R: Replacement, Reduction, Refinement και 

Responsibility  και τις κατευθυντήριες γραμμές που αναφέρονται  στα  PREPARE  (Planning 

Research and Experimental Procedures on Animals: Recommendations for Excellence), 

ARRIVEs  (Animal Research: Reporting in vivo experiments) και  ARRIGE (Association for 

Responsible Research and Innovation in Genome Editing).  Στη συγκεκριμένη μελέτη για την 

εγκατάσταση των μοντέλων της πειραματικής δερματικής λεϊσμανίασης, χρησιμοποιήθηκε η 

αιμομικτική φυλή BALB/c θηλυκών ποντικών (20 - 25 g), ηλικίας 7 - 9 εβδομάδων και το 

πρωτόκολλο πειραματισμού (Α.Π. 440608/18-05-2022) εγκρίθηκε από την ΔΑΚΠ.  

3.13.1 Πειραματικό πρωτόκολλο για την αξιολόγηση της θεραπευτικής δράσης της 

ολεοκανθάλης έναντι της δερματικής λεϊσμανίασης 

 Θηλυκά ποντίκια της αιμομικτικής φυλής BALB/c, μολύνθηκαν μέσω υποδόριας (s.c., 

subcutaneous) χορήγησης με 106 προμαστιγωτές μορφές L. major με τη χρήση βελόνας 

διαμέτρου 29G, στο 

αριστερό πέλμα των 

ζώων (Παράρτημα Ι). 

14 ημέρες μετά την 

εγκατάσταση της 

πειραματικής 

μόλυνσης, τα ζώα 

χωρίστηκαν τυχαία σε 

5 πειραματικές 

ομάδες (n = 6). Η 

Πίνακας 6. Πειραματικές ομάδες για την αξιολόγηση της θεραπευτικής μονήρους 
δράσης της ολεοκανθάλης και συνδυαστικής με τη μιλτεφοσίνη, έναντι της 
δερματικής λεϊσμανίασης. 
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αρνητική ομάδα ελέγχου (ομάδα 1) αποτελούνταν από υγιή ποντίκια, η θετική ομάδα 

ελέγχου (ομάδα 2) από μολυσμένα ποντίκια που δεν έλαβαν θεραπεία, ενώ οι ομάδες 

ενδιαφέροντος αποτελούνταν από ζώα που έλαβαν μονήρη αγωγή με OLEO (5 mg/kg 

Εικόνα 3.7. Σχηματική αναπαράσταση του πειραματικού πρωτοκόλλου που ακολουθήθηκε για την 

αξιολόγηση της θεραπευτικής δράσης της ολεοκανθάλης, σε in vivo πειραματικό μοντέλο δερματικής 

λεϊσμανίασης. 
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σωματικού βάρους) (ομάδα 3), με HePC (Milteforan® - Virbac)  (5 mg/kg σωματικού βάρους) 

(ομάδα 4) και συνδυαστική αγωγή HePC-OLEO (HePC: 5 mg/kg σωματικού βάρους και OLEO: 

5 mg/kg σωματικού βάρους) (ομάδα 5) (Πίνακας 6). Έτσι, Η θεραπεία χορηγούνταν για 5 

συνεχόμενες ημέρες, ανά 24 ώρες. Η χορήγηση των φαρμακευτικών παραγόντων 

πραγματοποιήθηκε από το στόμα (p.ο., per os) με τη χρήση ειδικής συσκευής (gavager). 50 

ημέρες μετά την εγκατάσταση της μόλυνσης, η πειραματική διαδικασία διακόπηκε και 

πραγματοποιήθηκε λήψη των ιγνυακών λεμφαδένων υπό ασηπτικές συνθήκες, με στόχο τη 

διερεύνηση της ανοσοβιολογικής δράσης του φαρμακευτικού σχήματος μέσω αξιολόγησης 

του παρασιτικού φορτίου στα όργανα-στόχους. Παράλληλα, καθ’ όλη τη διάρκεια της 

πειραματικής διαδικασίας πραγματοποιούνταν μέτρηση της διόγκωσης του πέλματος σε 

εβδομαδιαία συχνότητα,  με τη χρήση παχύμετρου (dial gauge caliper, Mitutoyo) (Εικόνα 3.7), 

ενώ καθημερινά παρακολουθούνταν η ευζωία των ζώων. 

 

3.13.2 Προσδιορισμός του παρασιτικού φορτίου σε ιγνυακούς λεμφαδένες με τη μέθοδο των 

διαδοχικών αραιώσεων 

Ο προσδιορισμός του παρασιτικού φορτίου σε ιγνυακούς λεμφαδένες, 

πραγματοποιήθηκε 32 ημέρες μετά τη λήξη της θεραπείας, με τη μέθοδο των διαδοχικών 

αραιώσεων. Ειδικότερα, οι ιγνυακοί λεμφαδένες τοποθετήθηκαν σε κωνικούς 

προζυγισμένους αποστειρωμένους πλαστικούς σωλήνες των 15 mL (Sarstedt, Nümbrecht, 

Germany), που περιείχαν ψυχρό θρεπτικό μέσο RPMI-1640 και ζυγίστηκαν προκειμένου να 

υπολογιστεί το βάρος τους.  Ακολούθησε απομόνωση μικρού ιστοτεμαχίου και εκτίμηση του 

βάρους του (10 - 20 mg) σε αναλυτικό ζυγό. Στη συνέχεια, τα ιστοτεμάχια ομογενοποιήθηκαν 

σε τρυβλία διαμέτρου 100 mm (ThermoFisher Scientific, USA) και επαναιωρήθηκαν σε 

φρέσκο θρεπτικό υλικό Schneider’s (Sigma, St. Louis, MO, USA) εμπλουτισμένο με 20% v/v 

FBS (Gibco, Paisley, Η.Β.), σε τελική αραίωση 1 mg/mL. Στη συνέχεια, 200 μL του 

ομογενοποιήματος επιστρώθηκαν εις τετραπλούν σε πλάκες κυτταροκαλλιέργειας 96 

επίπεδων φρεατίων (Sarstedt, Numbrecht, Germany), και σύμφωνα με τη μέθοδο των 

διαδοχικών αραιώσεων, πραγματοποιήθηκαν 11 διαδοχικές αραιώσεις. Οι πλάκες 

τοποθετήθηκαν στους 26 °C και 7 – 10 ημέρες αργότερα πραγματοποιήθηκε η τιτλοποίηση 

του παρασίτου μετά από παρακολούθηση της ανάπτυξης των προμαστιγωτών σε ανάστροφο 

μικροσκόπιο (Olympus, Tokyo, Japan). Το παρασιτικό φορτίο ορίστηκε μέσω της παρακάτω 

εξίσωσης: Παρασιτικό Φορτίο Οργάνου = (1 / αραίωση) x βάρος οργάνου (mg). 
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3.14 Στατιστική επεξεργασία αποτελεσμάτων και χρήση λογισμικών προγραμμάτων 

Τα αποτελέσματα της παρούσας διδακτορικής διατριβής, είναι αντιπροσωπευτικά  τριών 

τουλάχιστον ανεξάρτητων in vitro πειραματικών διαδικασιών, όπου σε καθένα από αυτά 

κάθε ουσία ελέγχθηκε εις τριπλούν. Στην in vivo πειραματική διαδικασία  χρησιμοποιήθηκαν 

ομάδες των 6 ζώων και η διαδικασία υλοποιήθηκε μία φορά. Τα αποτελέσματα παρατίθενται 

ως μέσος όρος (M.O.) ± την τυπική απόκλιση (Standard Deviation, SD). Οι στατιστικώς 

σημαντικές διαφορές αναδείχθηκαν με τη χρήση του μη-παραμετρικού εργαλείου Mann-

Whitney και η πιθανότητα p ≤ 0,050 θεωρήθηκε ως ενδεικτική στατιστικής σημαντικότητας. 

Οι στατιστικές επεξεργασίες έγιναν με τη βοήθεια των λογισμικών ΙBM SPSS Statistics 23 και 

Microsoft® Excel® 2016. Για τον σχεδιασμό των γραφημάτων  χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό 

GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software, Inc, San Diego, California), ενώ η επεξεργασία των 

εικόνων έγινε με το λογισμικό Adobe Photoshop CS3 (San Jose, CA, USA). Τέλος, η συγγραφή 

της παρούσας διατριβής υλοποιήθηκε με τη βοήθεια του Microsoft® Word 2016. 
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4. Αποτελέσματα 
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4.1 Προέλευση και απομόνωση πολυφαινολικών κλασμάτων 

Το ελαιόλαδο αποτελεί αναπόσπαστο μέρος της Μεσογειακής διατροφής και 

χαρακτηρίζεται ως ένα υψηλής αξίας διατροφικό στοιχείο που συνδέεται με σημαντικές 

ευεργετικές επιδράσεις για την υγεία (El and Karakaya 2009; Ghanbari et al. 2012; Nocella et 

al. 2017). Χαρακτηρίζεται ως ένα εξαιρετικά πολυσύνθετο σύνολο μορίων που αποτελείται 

κυρίως από λιπόφιλα συστατικά (95 - 97% του συνολικού του βάρους), πλούσια σε 

μονοακόρεστα λιπαρά οξέα (monounsaturated fatty acids, MUFA). Ωστόσο, πρόσφατες 

μελέτες αποδίδουν τις υποσχόμενες βιολογικές του ιδιότητες και στην πολυφαινολική του 

σύνθεση, η οποία αν και εντοπίζεται σε πολύ μικρότερο ποσοστό (3 - 5%), έχει προσελκύσει 

το επιστημονικό ενδιαφέρον (Bongiorno et al. 2021; Nikou et al. 2019). Μερικά από τα πιο 

αντιπροσωπευτικά μόρια των πολυφαινολών αποτελούν η τυροσόλη (Τ) και η 

υδροξυτυροσόλη (HΤ) και τα σεκοϊριδοειδή ολεοκανθάλη (OLEO) και ολεασεΐνη  

(OLEA).  Επιπλέον, την τελευταία δεκαετία, έχει αποδοθεί ιδιαίτερο επιστημονικό 

ενδιαφέρον  στη μελέτη του ολικού φαινολικού κλάσματος του ελαιολάδου  (total phenolic 

fraction, ΤPF) (Angelis et al. 2017; Nikou et al. 2019, 2020), η χημική σύνθεση του οποίου 

ποικίλει και επηρεάζεται από παράγοντες, όπως η γεωγραφική περιοχή, η ποικιλία, το κλίμα 

και η περίοδος συγκομιδής (Agiomyrgianaki, Petrakis, and Dais 2012; Quintero-Flórez et al. 

2018).  

Κατά τη διάρκεια εκτέλεσης της παρούσας διατριβής, αρχικά απομονώθηκαν δύο 

πολυφαινολικά κλάσματα (TPF1 και TPF2) από ελληνικά δείγματα Εξαιρετικά Παρθένου 

Ελαιολάδου (extra virgin olive oil, EVOO), στα οποία προσδιορίστηκε η χημική τους σύσταση 

και ακολούθως διερευνήθηκαν οι αντιλεϊσμανιακές τους ιδιότητες. Τα δείγματα EVOOs που 

επιλέχθηκαν ήταν αντιπροσωπευτικά από τις κύριες ελαιοπαραγωγικές περιοχές της 

Ελλάδας, την Πελοπόννησο (Αρκαδία) και την Κρήτη (Ηράκλειο), αντίστοιχα. 

 

4.2. Ποιοτική και ποσοτική ανάλυση των πολυφαινολικών κλασμάτων 

Η ποιοτική και ποσοτική ανάλυση των πολυφαινολικών κλασμάτων TPF1 και TPF2 

πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο του Τομέα Φαρμακογνωσίας και Χημείας Φυσικών 

Προϊόντων, του Τμήματος Φαρμακευτικής του ΕΚΠΑ, με τη χρήση προτύπων αναφοράς που 

διατίθενται στη βιβλιοθήκη φυσικών προϊόντων του εργαστηρίου.  
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Το φυτοχημικό προφίλ των TPF1 και TPF2 προσδιορίστηκε με την ποσοτικοποίηση της HT, 

της T, της OLEA και της OLEO. Το TPF1 αναδείχθηκε πλούσιο σε HT και T, ενώ το TPF2 ήταν 

κυρίως εμπλουτισμένο σε OLEA και OLEO (Εικόνα 4.1). Αναλυτικότερα, η περιεκτικότητά του 

TPF1 σε ΗΤ και Τ προσδιορίστηκε στα 7,02 και 42,07 mg/g εκχυλίσματος ελαιολάδου 

αντίστοιχα, ενώ τα επίπεδα συγκέντρωσης των OLEA και OLEO ήταν κάτω από το όριο 

ανίχνευσης της μεθόδου HPLC-DAD (Πίνακας 7). Αντιστοίχως, η ανάλυση του TPF2,  ανέδειξε 

όμοια περιεκτικότητα σε HT και T (5,01 και 12,03 mg/g εκχυλίσματος, αντίστοιχα), ενώ η OLEA 

Εικόνα 4.1. Χρωματογράφημα HPLC-DAD των αναλυόμενων εκχυλισμάτων ελαιολάδου στα 280 nm. Η 
ανάλυση (α) αντιστοιχεί στο φαινολικό κλάσμα TPF1 (πλούσιο σε HT και Τ) και η (β) στο TPF2 (πλούσιο σε OLEA 
και OLEO). 
 

Πίνακας 7. Φαινολική σύνθεση των αναλυόμενων πολυφαινολικών κλασμάτων TPF1 και TPF2. 
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και το δομικά συγγενές της μόριο OLEO ήταν σε σημαντικά υψηλότερα επίπεδα (144,12 και 

301,24 mg/g εκχυλίσματος ελαιολάδου, αντίστοιχα) (Πίνακας 7).  

 

4.3 Αξιολόγηση της in vitro αντιπαρασιτικής δράσης των βιοφαινολικών συστατικών του 

ελαιολάδου έναντι προμαστιγωτών και αμαστιγωτών μορφών του γένους Leishmania 

Οι πρωτοζωονόσοι εμφανίζουν τη σημαντικότερη επίπτωση κυρίως στους φτωχούς και 

περιθωριοποιημένους πληθυσμούς των τροπικών και υποτροπικών χωρών. Συνεπώς, η 

ανάγκη ανάπτυξης αποτελεσματικότερων και συγχρόνως οικονομικότερων θεραπευτικών 

προσεγγίσεων είναι επιτακτική, προσανατολίζοντας την επιστημονική κοινότητα στην 

αναζήτηση νέων δραστικών ενώσεων προερχόμενων από φυσικά προϊόντα (Carter et al. 

2021; Kumari et al. 2021; Passero et al. 2021; Pereira et al. 2021). Σήμερα, πληθώρα φυσικών 

προϊόντων αξιολογούνται ως πιθανά αντιπαρασιτικά φάρμακα, κυρίως για ασθένειες όπως 

η ελονοσία, η τρυπανοσωμίαση και η λεϊσμανίαση, καθώς οι τρέχουσες χημειοθεραπείες 

περιλαμβάνουν φάρμακα με σοβαρά μειονεκτήματα όπως τοξικότητα, μεταβλητή 

αποτελεσματικότητα και ανάπτυξη αντοχής (Alviano et al. 2012; Gervazoni et al. 2020; Sen 

and Chatterjee 2011).  

Στη συγκεκριμένη διατριβή μελετήθηκαν 6 βιοδραστικές ουσίες (ολικά φαινολικά 

κλάσματα και απομονωμένες πολυφαινόλες), προερχόμενες από το EVOO. Στην πρώτη 

ενότητα της παρούσας μελέτης, οι ουσίες αυτές αξιολογήθηκαν in vitro ως προς τη 

δραστικότητα τους έναντι των παρασίτων του γένους Leishmania, σε προμαστιγώτες και σε 

υποχρεωτικά ενδοκυττάριους αμαστιγώτες. 

 

4.3.1 Αξιολόγηση της αντιπαρασιτικής δραστικότητας των βιοφαινολών έναντι 

προμαστιγωτών μορφών του γένους Leishmania 

 Πρόσφατες επιστημονικές μελέτες έχουν αναδείξει την αντιλεϊσμανιακή δράση 

ορισμένων εκχυλισμάτων και φαινολικών ενώσεων προερχόμενων από το EVOO 

(Karampetsou et al. 2021, 2022; Koutsoni et al. 2018; Kyriazis et al. 2013, 2016, 2017; Nikou 

et al. 2019). Τα αποτελέσματα αυτά παρακίνησαν το ενδιαφέρον για την περαιτέρω 

διερεύνησή τους. Στην παρούσα διατριβή διερευνήθηκε η λεϊσμανιοκτόνος δράση δύο 

ολικών φαινολικών κλασμάτων, των TPF1 και TPF2, τα οποία διέφεραν ως προς την 

πολυφαινολική τους σύσταση, καθώς και τεσσάρων καθαρών φαινολικών ενώσεων, της OLE, 

της ΗΤ, της OLEA και της ΟLEO. Η αντιλεϊσμανιακή δράση των προαναφερθέντων 

βιοδραστικών ουσιών αρχικά διερευνήθηκε στο σύστημα των εξωκυττάριων προμαστιγωτών 



~ 100 ~ 
 

μορφών δύο αντιπροσωπευτικών ειδών του γένους Leishmania, του L. infantum και του L. 

major, τα οποία σχετίζονται με τη σπλαγχνική και τη δερματική μορφή της νόσου, αντίστοιχα.  

Η μονήρης επίδραση των TPF1 και TPF2 σε προμαστιγώτες L. infantum και L. major 

αξιολογήθηκε μετά από έκθεσή τους σε 

διάφορες αυξανόμενες συγκεντρώσεις 

των φαινολικών κλασμάτων, για 72 ώρες, 

με τη βοήθεια της οξειδοαναγωγικής 

αντίδρασης της ρεσαζουρίνης. Τα 

αποτελέσματα ανέδειξαν πως και τα δύο 

πολυφαινολικά κλάσματα είναι ικανά να 

επάγουν μια  δοσοεξαρτώμενη 

ανασταλτική δράση στη βιωσιμότητα των 

προμαστιγωτών L. infantum και L. major 

(Εικόνα 4.2). Οι τιμές IC50 των TPF1 και 

TPF2 προσδιορίστηκαν στα 1186,5 ± 45,8 

και 322,6 ± 18,9 µg/mL, αντίστοιχα, για το σπλαγχνικό στέλεχος L. infantum, ενώ οι 

αντίστοιχες τιμές για το δερματικό στέλεχος L. major προσδιορίστηκαν στα 976 ± 21,6 μg/mL 

Πίνακας 8. Αντιπαρασιτική δράση βιοφαινολών και 
μιλτεφοσίνης έναντι των προμαστιγωτών μορφών των 
παρασίτων Leishmania spp., εκθετικής φάσης 
ανάπτυξης. 

Εικόνα 4.2. Ανασταλτική δράση των ολικών φαινολικών κλασμάτων έναντι προμαστιγωτών μορφών 

Leishmania spp. Ποσοστό μεταβολικά ενεργών παρασίτων ύστερα από 72 ώρες επώασης με το TPF1 (α) και το 

TPF2 (β). Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέσες τιμές (± SD) τριών τουλάχιστον ανεξάρτητων πειραμάτων. 
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και στα 252,6 ± 30,2 μg/mL (Πίνακας 8). Όπως αναδεικνύεται από τις τιμές IC50, το TPF2 

αναδείχθηκε ως δραστικότερο φαινολικό κλάσμα έναντι και των δύο ειδών Leishmania. 

Εικόνα 4.3. Ανασταλτική δράση απομονωμένων βιοφαινολικών ενώσεων έναντι προμαστιγωτών μορφών  

Leishmania spp. Ποσοστό μεταβολικά ενεργών παρασίτων ύστερα από 72 ώρες επώασης με OLE (α), HT (β), 

OLEA (γ) και OLEO (δ). Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέσες τιμές (± SD) τριών τουλάχιστον ανεξάρτητων 

πειραμάτων. 
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Επιπλέον, παρατηρήθηκε ανάλογη δοσοεξαρτώμενη ανασταλτική δράση των καθαρών 

φαινολικών ενώσεων OLE, HT, OLEA και OLEO έναντι των προμαστιγωτών μορφών L. 

infantum και L. major (Εικόνα 4.3). Οι τιμές IC50 έναντι του στελέχους L. infantum, 

προσδιορίστηκαν στα 177,4 ± 30 μg/mL για την OLE, στα 269,6 ± 21,4 μg/mL για την ΗΤ, στα 

323,7 ± 18,5 μg/mL για την ΟLEA και στα 206,3 ± 4,6 μg/mL για την OLEO. Ομοίως, οι τιμές 

IC50 για τις OLE, HT, OLEA και OLEO έναντι των προμαστιγωτών L. major προσδιορίστηκαν στα 

267,2 ± 37,8 μg/mL, 405,7 ± 39,8 μg/mL, 571 ± 19,4 μg/mL και 306,4 ± 45,4 μg/mL, αντίστοιχα 

(Πίνακας 8).  

   Μεταξύ των τεσσάρων καθαρών φαινολικών ενώσεων,  η OLE και η OLEO αναδείχθηκαν ως 

δραστικότερες έναντι και των δύο στελεχών Leishmania. Η HePC χρησιμοποιήθηκε ως θετικός 

μάρτυρας σε όλες τις δοκιμασίες και η μέση ανασταλτική της συγκέντρωση προσδιορίστηκε 

στα 2,5 ± 0,2 μg/mL και 3,38 ± 0,3 μg/mL, για τα στελέχη L. infantum και L. major, αντίστοιχα 

(Πίνακας 8). 

 

4.3.2 Αξιολόγηση της αντιπαρασιτικής δραστικότητας των βιοφαινολών έναντι 

ενδοκυττάριων αμαστιγωτών μορφών του γένους Leishmania 

Όπως αναλύθηκε στην εισαγωγή της παρούσας διατριβής (ενότητα 1.2), τα παράσιτα του 

γένους Leishmania είναι υποχρεωτικά ενδοκυτταρικά παράσιτα που επιβιώνουν και 

πολλαπλασιάζονται στο ενδοκυττάριο περιβάλλον του σπονδυλωτού ξενιστή τους με την 

αμαστιγωτή μορφή (Batista et al. 2020; Sunter and Gull 2017). Συνεπώς, ως δεύτερος στόχος 

τέθηκε η αξιολόγηση της αντιλεϊσμανιακής δράσης των βιοφαινολών στο σύστημα των 

ενδοκυττάριων αμαστιγωτών μορφών των στελεχών L. infantum και L. major.  

Αναλυτικότερα, σε in vitro σύστημα Leishmania - μολυσμένων μακροφάγων, 

αξιολογήθηκε η μονήρης επίδραση των TPF1 και TPF2 στην επιβίωση και τον 

πολλαπλασιασμό των ενδοκυττάριων αμαστιγωτών, μετά από έκθεσή τους σε διάφορες 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις των πολυφαινολικών κλασμάτων για 48 ώρες, με τη βοήθεια 

της οξειδοαναγωγικής αντίδρασης της ρεσαζουρίνης. Παρατηρήθηκε σημαντική 

δοσοεξαρτώμενη αναστολή ανάπτυξης των ενδοκυττάριων αμαστιγωτών και για τα δύο είδη 

Leishmania και η δράση αυτή συνοψίζεται στην Εικόνα 4.4. Οι τιμές IC50 των TPF1 και TPF2 

προσδιορίστηκαν στα 207 ± 6,6 μg/mL και 105 ± 10 μg/mL για το L. infantum, αντίστοιχα, και 

στα 142,3 ± 28,2 μg/mL και 76,1 ± 14,5 μg/mL για το L. major (Πίνακας 9). Όπως αναδεικνύεται 

από τις τιμές IC50, το TPF2 αναδείχθηκε ως δραστικότερο φαινολικό κλάσμα έναντι και των 

δύο ειδών Leishmania, όπως παρατηρήθηκε και στην περίπτωση των προμαστιγωτών. 
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Επιπλέον, όμοια δοσοεξαρτώμενη ανασταλτική δράση έναντι των αμαστιγωτών 

Leishmania εμφάνισαν και οι τέσσερις απομονωμένες βιοφαινολικές ενώσεις (Εικόνα 4.5). 

Ως δραστικότερες αναδείχθηκαν η OLEA και η OLEO και για τα δύο είδη του παρασίτου, με 

την τιμή IC50  να ανέρχεται στα 28,9 ± 2,4 μg/mL και 38,6 ± 5,4 μg/mL, αντίστοιχα, στην 

περίπτωση του L. infantum και στα 11,4 ± 8,1 μg/mL και 27 ± 7,3 μg/mL στην περίπτωση του 

L. major (Πίνακας 8).  Λιγότερο δραστικές εμφανίστηκαν η OLE και η ΗΤ με τις τιμές IC50 να 

προσδιορίζονται στα 319,5 ± 20,5 μg/mL και 154,1 ± 31,6 μg/mL αντίστοιχα, για το L. infantum 

και 307,8 ± 25,7 και 114,2 ± 7,5 μg/mL αντίστοιχα, για το L. major (Πίνακας 9). 

Ως θετικός μάρτυρας δραστικότητας χρησιμοποιήθηκε η HePC, η οποία εμφανίζει ισχυρή 

αντιαμαστιγωτική δράση  έναντι τόσο του L. infantum όσο και του L. major, με τις τιμές IC50 

να ανέρχονται στα 1,6 ± 0,8 και 2,4 ± 0,2 μg/mL, αντίστοιχα (Πίνακας 9). 

 

 

 

 

Εικόνα 4.4. Ανασταλτική δράση των ολικών φαινολικών κλασμάτων έναντι αμαστιγωτών μορφών   

Leishmania spp. Ποσοστό μεταβολικά ενεργών παρασίτων ύστερα από 48 ώρες επώασης με TPF1 (α) και TPF2 

(β). Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέσες τιμές (± SD) τριών τουλάχιστον ανεξάρτητων πειραμάτων. 
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Εικόνα 4.5. Ανασταλτική δράση απομονωμένων βιοφαινολικών ενώσεων έναντι αμαστιγωτών μορφών 

Leishmania spp. Ποσοστό μεταβολικά  ενεργών  παρασίτων ύστερα από 48 ώρες επώασης με OLE (α), HT (β), 

OLEA (γ) και OLEO (δ). Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέσες τιμές (± SD) τριών τουλάχιστον ανεξάρτητων 

πειραμάτων. 
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4.3.3 Έλεγχος κυτταροτοξικής δράσης των βιοφαινολών σε μακροφάγα της κυτταρικής σειράς 

J774Α.1 

Για τον έλεγχο της κυτταροτοξικότητας των βιοφαινολικών ενώσεων χρησιμοποιήθηκε η 

κυτταρική σειρά J774A.1 και αξιολογήθηκε η μονήρης επίδραση των βιοφαινολών στην 

επιβίωση των μακροφάγων μετά από 72 ώρες έκθεσης των κυττάρων σε διαφορετικές 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις των φυσικών προϊόντων. Η τιμή της μέσης κυτταροτοξικής 

συγκέντρωσης (CC50) προσδιορίστηκε στα 270,2 ± 8,1 μg/mL για το TPF1 και στα 157,6 ± 2,2 

μg/mL για το TPF2 (Πίνακας 9). Αντιστοίχως, οι τιμές CC50 των καθαρών ενώσεων 

προσδιορίστηκαν στα 268,2 ± 9, 125,5 ± 16,3, 46,6 ± 7,5 και 160,7 ± 19,3 μg/mL, για τις OLE, 

OLEA, OLEO και HT, αντίστοιχα. Τέλος, το αντιλεϊσμανιακό φάρμακο HePC, παρουσίασε  τιμή 

CC50 στα 28,5 ± 3,7 μg/mL (Πίνακας 9). 

Στη συνέχεια, προσδιορίστηκε ο δείκτης εκλεκτικότητας (Selectivity index, SI), ο οποίος 

υπολογίζεται με τη βοήθεια του τύπου SI = CC50 / IC50 αμαστιγωτών και επιτρέπει την εξαγωγή 

συμπερασμάτων ως προς την εκλεκτική δράση ενός φαρμακευτικού προϊόντος έναντι των 

αμαστιγωτών. Συγκεκριμένα, όταν ο δείκτης SI είναι μικρότερος της μονάδας (SI < 1), το 

φαρμακευτικό προϊόν αναστέλλει την ανάπτυξη των μακροφάγων σε συγκέντρωση 

μικρότερη από την αντίστοιχη συγκέντρωση ανάπτυξης των αμαστιγωτών. Αντίθετα, όταν ο 

δείκτης SI είναι μεγαλύτερος της μονάδας (SI > 1), η συγκέντρωση αναστολής ανάπτυξης των 

αμαστιγωτών είναι μικρότερη από την αντίστοιχη της μέσης συγκέντρωσης 

κυτταροτοξικότητας και η δράση του φαρμακευτικού προϊόντος θεωρείται εκλεκτότερη 

έναντι των παρασίτων  και κατά συνέπεια μπορεί να θεωρηθεί ως ένα δυνητικά υποσχόμενο 

προϊόν στη θεραπεία της λεϊσμανίασης. Συνεπώς, όσο πιο μεγάλος είναι ο δείκτης SI τόσο 

Πίνακας 9. Κυτταροτοξική και αντιπαρασιτική δράση βιοφαινολών και μιλτεφοσίνης έναντι αμαστιγωτών 
μορφών των παρασίτων Leishmania spp. 
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πιο εκλεκτική δράση έχει ένα φαρμακευτικό προϊόν έναντι των αμαστιγωτών μορφών του 

παρασίτου, με τα οποία η νόσος εξαπλώνεται εντός του μολυσμένου θηλαστικού. Με βάση 

τα παραπάνω αλλά και όσα αναγράφονται στον Πίνακα 9, φάνηκε πως όλα τα προς εξέταση 

φυσικά προϊόντα (ολικά φαινολικά κλάσματα και απομονωμένες πολυφαινόλες) εμφάνισαν 

εκλεκτικότητα έναντι των αμαστιγωτών Leishmania spp., με εξαίρεση την OLE, της οποίας ο 

δείκτης εκλεκτικότητας βρέθηκε οριακά μικρότερος της μονάδας. 

 

4.4 Συγκριτική αξιολόγηση της αντιλεϊσμανιακής δράσης των ολικών φαινολικών 

κλασμάτων  

 Τα ενθαρρυντικά αποτελέσματα που προέκυψαν από την in vitro αξιολόγηση της 

αντιπαρασιτικής δραστικότητας των βιοφαινολών, ώθησαν στην περαιτέρω επικέντρωση του 

ερευνητικού ενδιαφέροντος στα δύο ολικά φαινολικά κλάσματα, TPF1 και TPF2, καθώς  η 

απομόνωσή τους βασίζεται σε απλούστερες και οικονομικότερες τεχνικές συγκριτικά με 

αυτές που απαιτούνται για την απομόνωση των καθαρών ενώσεων. Επιπλέον, προηγούμενες 

μελέτες, φανέρωσαν την ισχυρή αντιλεϊσμανιακή δράση  ενός TPF (Karampetsou et al. 2021; 

Koutsoni et al. 2018), διαφορετικής πολυφαινολικής σύνθεσης από αυτά της παρούσας 

μελέτης, συνηγορώντας στην ανάγκη περαιτέρω μελέτης τέτοιων κλασμάτων. Προς αυτή την 

κατεύθυνση, πραγματοποιήθηκε συγκριτική μελέτη της δραστικότητας και του μηχανισμού 

δράσης των δύο πολυφαινολικών κλασμάτων, TPF1 και TPF2, σε in vitro συστήματα 

προμαστιγωτών του γένους Leishmania.  

4.4.1 Ποσοτικός προσδιορισμός του ρυθμού ανάπτυξης των προμαστιγωτών του γένους 

Leishmania κατόπιν έκθεσής τους στα ολικά φαινολικά κλάσματα 

Καλλιέργειες προμαστιγωτών μορφών L. infantum και L. major, εκθετικής φάσης 

ανάπτυξης, επωάστηκαν για 72 ώρες με τα TPF1 και TPF2, σε δύο διακριτές συγκεντρώσεις 

αντίστοιχες των τιμών IC50 και 2 x IC50. Καλλιέργειες προμαστιγωτών που δέχτηκαν την 

επίδραση της HePC, στη συγκέντρωση που αντιστοιχεί στο IC50, αποτελούσαν τον θετικό 

μάρτυρα, ενώ καλλιέργειες προμαστιγωτών σε πλήρες θρεπτικό υλικό αποτέλεσαν τον 

αρνητικό μάρτυρα . Οι καμπύλες ανάπτυξης προσδιορίστηκαν με την καθημερινή διαφορική 

καταμέτρηση νεκρών και ζωντανών παρασίτων (Εικόνα 4.6).  

Όπως αναδεικνύεται από τις καμπύλες ανάπτυξης, τα TPF1 και TPF2 επέδρασαν αρνητικά 

στην ανάπτυξη του πληθυσμού των παρασίτων Leishmania. Αναλυτικότερα, οι L. infantum  

και L. major προμαστιγώτες  της αρνητικής ομάδας ελέγχου παρουσίασαν τον αναμενόμενο 

εκθετικό ρυθμό ανάπτυξης, ενώ τα παράσιτα που δέχτηκαν την επίδραση των TPF1 και TPF2, 
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εμφάνισαν ανάλογες καμπύλες ανάπτυξης με τον θετικό μάρτυρα, όπου παρατηρήθηκε 

δραματική μείωση του πληθυσμού τους από τις πρώτες 24 ώρες. Η ανασταλτική επίδραση 

των TPF1 και TPF2 ήταν σημαντικά υψηλότερη συγκριτικά με τη HePC και για τα δύο είδη 

Leishmania (p ≤ 0,050). Ειδικότερα, οι προμαστιγώτες L. infantum και L. major που δέχτηκαν 

την επίδραση του TPF1 στη συγκέντρωση IC50 για 24 ώρες, παρουσίασαν σημαντική μείωση 

του πληθυσμού τους κατά 88,1% και 88,6% και κατά 89,8% και 90,8% στη συγκέντρωση 2 x 

IC50. Οι αντίστοιχες μειώσεις του πληθυσμού των L. infantum και L. major μετά την επίδραση 

της HePC ήταν 51,7% και 25,4%. Ομοίως, οι προμαστιγώτες L. infantum και L. major που 

δέχτηκαν την επίδραση του TPF2 στη συγκέντρωση IC50 για 24 ώρες, παρουσίασαν μείωση 

του πληθυσμού τους κατά 75% και 62,7% και κατά 78,3% και 74,6% στη συγκέντρωση 2 x IC50, 

αντίστοιχα.  

Επίσης, αξίζει να σημειωθεί πως η επίδραση των TPF1 και TPF2 στην ανάπτυξη του 

πληθυσμού των παρασίτων Leishmania παρουσίασε σημαντικές διαφορές μεταξύ των δύο 

φαινολικών κλασμάτων και για τα δύο είδη Leishmania (p ≤ 0,050). Αναλυτικότερα, η 

επίδραση του TPF1 σε συγκέντρωση IC50 για 24 ώρες, προκάλεσε κατά 1,2 και 1,4 φορές 

Εικόνα 4.6. Επίδραση των ολικών φαινολικών κλασμάτων στην κινητική ανάπτυξης  του παρασίτου του γένους 

Leishmania. Προμαστιγώτες L. infantum (α) και L. major (β) εκθετικής φάσης επωάστηκαν  με τα TPF1 και TPF2 

για 72 ώρες. Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέσες τιμές (± SD) τριών τουλάχιστον ανεξάρτητων πειραμάτων. Τα 

σύμβολα των (*) και (#) υποδεικνύουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές σε σύγκριση με τις ομάδες θετικού 

(επίδραση με HePC) και αρνητικού ελέγχου (χωρίς την προσθήκη κάποιας ουσίας), αντίστοιχα. Σημαντικές 

διαφορές μεταξύ των επιδράσεων TPF1 και TPF2 υποδεικνύονται με (≠). (γ) Προσδιορισμός της μορφολογίας των 

προμαστιγωτών με μικροσκοπία αντίθεσης φάσης (μεγέθυνση 40x). 
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μεγαλύτερη μείωση του πληθυσμού των L. infantum και L. major παρασίτων, σε σύγκριση με 

το TPF2. 

 Τα αποτελέσματα που αναδείχθηκαν με την παραπάνω τεχνική, επιβεβαιώθηκαν 

περαιτέρω με τη λήψη φωτογραφιών σε μικροσκόπιο αντίθεσης φάσης, για τις 

προαναφερθέντες καλλιέργειες προμαστιγωτών L. infantum και L. major, όπου 

παρατηρούνται εμφανείς μορφολογικές αλλαγές συρρίκνωσης των προμαστιγωτών μετά 

από 72 ώρες επώασης με τα TPF1 και TPF2 (Εικόνα 4.6).  

 

4.4.2 Διερεύνηση του επαγόμενου κυτταρικού θανάτου σε παράσιτα του γένους Leishmania 

Η διερεύνηση του πιθανού μηχανισμού δράσης των πολυφαινολικών κλασμάτων TPF1 και 

TPF2, πραγματοποιήθηκε με τη μελέτη βιοχημικών χαρακτηριστικών του 

προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου (απόπτωση). Αρχικά πραγματοποιήθηκε η τεχνική 

διπλής χρώσης ιωδιούχου προπιδίου (PI) και ανεξίνης V συζευγμένης με ισοθειοκυανική 

φλουορεσκεΐνη (FITC), που αποτελεί μια τυπική μέθοδο για τον προσδιορισμό της 

απόπτωσης από πιθανές παρασιτοκτόνες ουσίες. Σε φυσιολογικά κύτταρα, η 

φωσφατιδυλοσερίνη περιορίζεται στην εσωτερική στιβάδα της κυτταροπλασματικής 

μεμβράνης, ενώ μετακινείται προς την κυτταρική επιφάνεια κατά την απόπτωση, όπου και 

αναγνωρίζεται από τα στρατολογημένα φαγοκύτταρα. Η ανεξίνη V είναι μία κυτταρική 

πρωτεΐνη που συνδέεται με τη φωσφατιδυλοσερίνη που έχει μετατοπιστεί στο εξωτερικό 

πέταλο της κυτταρικής μεμβράνης, κατά τη διάρκεια της αποπτωτικής διεργασίας. To PI 

αποτελεί μία φθορίζουσα χρωστική, η οποία συνδέεται στα νουκλεονικά οξέα και διεισδύει 

στην κυτταροπλασματική μεμβράνη μόνο όταν αυτή καταστραφεί, γεγονός που προκύπτει 

στα τελευταία στάδια της απόπτωσης ή στη νέκρωση (Vermes et al. 1995). Στην παρούσα 

διατριβή πραγματοποιήθηκε χρώση με ανεξίνη V-FITC και PI προκειμένου να αξιολογηθούν 

τόσο η μετατόπιση της φωσφατιδυλοσερίνης στην εξωτερική κυτταροπλασματική μεμβράνη, 

όσο και η ακεραιότητα της πλασματικής μεμβράνης, με τη βοήθεια κυτταρομετρίας ροής. 

Αναλυτικότερα, προμαστιγώτες L. infantum και L. major εκθετικής φάσης ανάπτυξης 

επωάστηκαν με τα TPF1 και TPF2 στις συγκεντρώσεις IC50 και 2 x IC50, για 72 ώρες. Η επίδραση 

των TPF1 και TPF2 σε συγκέντρωση αντίστοιχη των IC50, οδήγησε σε σημαντική μείωση του 

ποσοστού των ζώντων προμαστιγωτών L. infantum (ανεξίνη V-/PI-) από 97,8 % όπως 

παρατηρήθηκε στον αρνητικό μάρτυρα, σε 53,5 % και 39,4 %, αντίστοιχα (p ≤ 0,050) (Εικόνα 

4.7), ενώ τα αντίστοιχα ποσοστά από τις επιδράσεις με τη συγκέντρωση 2 x IC50, ανήλθαν στο 

53,4% και 23,3% (p ≤ 0,050). Ομοίως, οι ανάλογες επωάσεις των προμαστιγωτών L. major με 

τις IC50 τιμές των TPF1 και TPF2,  οδήγησαν σε μείωση των ζώντων πληθυσμών από 96,8 % 
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(αρνητικός μάρτυρας) σε 49,4 % και 24,8 %, αντίστοιχα (p ≤ 0,050), ενώ τα ανάλογα ποσοστά 

από τις επιδράσεις με τις 2 x IC50 συγκεντρώσεις βρέθηκαν 62,4 % και 58,1 % (p ≤ 0,050) 

(Εικόνα 4.8 ). Επιπλέον, η επίδραση των πολυφαινολικών κλασμάτων επέφερε σημαντική 

αύξηση στο ποσοστό των αποπτωτικών παρασίτων (ανεξίνη V+) σε σύγκριση με τον αρνητικό 

μάρτυρα που δε δέχτηκε την επίδραση κάποιας ουσίας (p ≤ 0,050) (Εικόνα 4.7). Πιο 

συγκεκριμένα, το ποσοστό των αποπωτικών L. infantum προμαστιγωτών ανήλθε στο 18,9% 

και 22,7% μετά την επίδραση των TPF1 και TPF2 σε συγκέντρωση IC50, αντίστοιχα, σε 

σύγκριση με το 1,4% που σημειώθηκε για τα παράσιτα που δε δέχτηκαν την επίδραση 

κάποιας ουσίας (p = 0,021). Ομοίως, τα αντίστοιχα ποσοστά για το στέλεχος L. major ήταν 

23,6% και 34,5% έναντι του 2,7% του αρνητικού μάρτυρα (p = 0,034). Ανάλογη ήταν και η 

επίδραση των συγκεντρώσεων 2 x IC50 των πολυφαινολικών κλασμάτων  και για τα δύο 

στελέχη του παρασίτου (p ≤ 0,050) (Εικόνα 4.7).  

Επιπλέον, είναι αξιοσημείωτο ότι η επίδραση των κλασμάτων TPF1 και TPF2 επέφερε 

όμοια ή κατά περίπτωση σημαντικά μεγαλύτερη αύξηση του ποσοστού των αποπτωτικών 

παρασίτων σε σύγκριση με το φάρμακο αναφοράς HePC. Ενδεικτικά κυτταρογράμματα με τα 

αντίστοιχα τεταρτημόρια απεικόνισης των υγιών (ανεξίνη V-/PI-), των πρώιμων αποπτωτικών 

(ανεξίνη V+/PI-),των  όψιμων αποπτωτικών (ανεξίνη V+/PI+) και των νεκρωτικών (ανεξίνη V-

/PI+) προμαστιγωτών παρουσιάζονται στην Εικόνα 4.8. Το Triton X-100 χρησιμοποιήθηκε ως 

θετικός μάρτυρας νέκρωσης οδηγώντας το 45,9% και το 49,3% των L. infantum και L. major 

Εικόνα 4.7. Αλλαγές στην έκθεση της φωσφατιδυλοσερίνης σε προμαστιγώτες Leishmania spp. που δέχτηκαν 

επίδραση με τα TPF1 και TPF2, για 72 ώρες. Προμαστιγώτες L. Infantum (α) και L. major (β) επισημάνθηκαν με 

ανεξίνη V-FITC και ΡΙ. Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέσες τιμές (± SD) ζώντων (ανεξίνης V-/PI-) και 

αποπτωτικών παρασίτων (ανεξίνης V+) σε ραβδογράμματα και είναι αντιπροσωπευτικά τριών τουλάχιστον 

ανεξάρτητων πειραμάτων. Τα σύμβολα των (*) και (#) υποδεικνύουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές σε 

σύγκριση με τις ομάδες αρνητικού (χωρίς επίδραση με κάποιον παράγοντα) και θετικού (επίδραση με HePC) 

ελέγχου, αντίστοιχα. Σημαντικές διαφορές μεταξύ των επιδράσεων TPF1 και TPF2 υποδεικνύονται με (≠). 
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προμαστιγωτών, αντίστοιχα, σε απώλεια της ακεραιότητας της κυτταροπλασματικής 

μεμβράνης (ανεξίνη V-/PI+). 

 

 

4.4.3  Προσδιορισμός του αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου μέσω ολιγονουκλεοσωμικού 

κατακερματισμού του DNA σε προμαστιγώτες του γένους Leishmania 

Το πρότυπο διάσπασης του γονιδιωματικού DNA, που χαρακτηρίζεται από 

κατακερματισμό του σε νουκλεοσωμικές μονάδες, αποτελεί ένα επιπλέον χαρακτηριστικό 

του αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου (Majtnerová and Roušar 2018). Για να διερευνηθεί εάν 

τα ολικά φαινολικά κλάσματα, TPF1 και TPF2, οδηγούν σε κατακερματισμό του DNA των 

προμαστιγωτών L. infantum και L. major, πραγματοποιήθηκε η τεχνική TUNEL (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP Nick End Labeling), η οποία στηρίζεται στη 

σύνδεση του ενζύμου TdT με τα 3’-ΟΗ άκρα των θραυσμάτων DNA. Καλλιέργειες 

προμαστιγωτών L. infantum και L. major, εκθετικής φάσης ανάπτυξης, επωάστηκαν με τα 

TPF1 και TPF2 για 72 ώρες, στις συγκεντρώσεις που αντιστοιχούν στις τιμές IC50 και 2 x IC50 

και η εκτίμηση του φθορισμού και η ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε μέσω 

κυτταρομετρίας ροής. Ως αρνητικοί μάρτυρες ορίστηκαν L. infantum και L. major 

προμαστιγώτες που δε δέχτηκαν την επίδραση κάποιας ουσίας. Όπως απεικονίζεται στην 

Εικόνα 4.8. Αλλαγές στην έκθεση της φωσφατιδυλοσερίνης και στην ακεραιότητα της πλασματικής μεμβράνης 

σε προμαστιγώτες Leishmania spp. που έχουν επωαστεί με TPF1 και TPF2. Προμαστιγώτες L. infantum (α) και L. 

major (β) εκθετικής φάσης ανάπτυξης, επωάστηκαν με TPF1, TPF2 και HePC (θετικός μάρτυρας) για 72 ώρες. Τα 

παράσιτα επισημάνθηκαν με ανεξίνη V-FITC και PI. Οι φαινότυποι των κυττάρων χαρακτηρίστηκαν ως: πρώιμα 

αποπτωτικά κύτταρα (ανεξίνη V+/PI-), όψιμα αποπτωτικά (ανεξίνη V+/PI+), νεκρωτικά (ανεξίνη V-/PI+) και ζώντα 

κύτταρα (ανεξίνη V-/PI-). Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως στικτογράμματα κυτταρομετρίας ροής, 

αντιπροσωπευτικά ενός πειράματος. 
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Εικόνα 4.9α, παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση της μέσης έντασης φθορισμού (FL1-H) και για 

τα δύο είδη του παρασίτου που επωάστηκαν με τα δύο πολυφαινολικά κλάσματα. Επίσης, 

τα TPF1 και TPF2 αύξησαν σημαντικά το ποσοστό των TUNEL-θετικών προμαστιγωτών σε 

σύγκριση με τον αρνητικό μάρτυρα. Ειδικότερα, το ποσοστό των TUNEL-θετικών L. infantum 

προμαστιγωτών αυξήθηκε κατά 5,5 και 11 φορές μετά την επίδραση των TPF1 και TPF2, 

αντίστοιχα, σε συγκέντρωση IC50 (Εικόνα 4.9β). Ομοίως, το ποσοστό των TUNEL-θετικών L. 

major προμαστιγωτών αυξήθηκε κατά 7,8 και 12,6 φορές μετά την επώαση με τα TPF1 και 

TPF2, αντίστοιχα, στη συγκέντρωση IC50 (Εικόνα 4.9β). Επίσης, η επίδραση του TPF2 στη 

Εικόνα 4.9. Κατακερματισμός του DNA σε προμαστιγώτες L. infantum και L. major ύστερα από 72 ώρες 

επώασης με TPF1 και TPF2, με τη δοκιμασία TUNEL. Προμαστιγώτες που δε δέχτηκαν την επίδραση κάποιας 

ουσίας ή προμαστιγώτες που επωάστηκαν με HePC, αποτέλεσαν την αρνητική και τη θετική ομάδα ελέγχου, 

αντίστοιχα. (α) Ιστογράμματα μονής παραμέτρου κυτταρομετρίας ροής (FL1-H) αντιπροσωπευτικά ενός 

πειράματος. (β) Ραβδογράμματα ποσοστού TUNEL-θετικών L. infantum και L. major προμαστιγωτών. Οι τιμές 

αποτελούν τις μέσες τιμές (± SD) τριών ανεξάρτητων πειραμάτων. Τα σύμβολα των (*) και (#) υποδεικνύουν 

στατιστικώς σημαντικές διαφορές σε σύγκριση με την αρνητική και θετική ομάδα ελέγχου, αντίστοιχα. 

Σημαντικές διαφορές μεταξύ των επιδράσεων με TPF1 και TPF2 υποδεικνύονται με (≠). (γ) Δοκιμασία 

κατακερματισμού γονιδιωματικού DNA σε πήκτωμα αγαρόζης 1,5%. 
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συγκέντρωση IC50 ήταν σημαντικά ισχυρότερη συγκριτικά  με το TPF1, καθώς επέφερε σχεδόν 

διπλάσια αύξηση του ποσοστού των  TUNEL-θετικών L. infantum και L. major παρασίτων 

(αύξηση κατά 2 και 1,6 φορές, αντίστοιχα). Τα παραπάνω αποτελέσματα ανέδειξαν πως το 

πλουσιότερο πολυφαινολικής σύνθεσης κλάσμα TPF2 παρουσιάζει ισχυρότερη 

αντιλεϊσμανιακή δράση.   

Τα προαναφερθέντα ευρήματα που προέκυψαν από την ανάλυση TUNEL, τεκμηριώθηκαν 

περαιτέρω πραγματοποιώντας ανάλυση του κατακερματισμού του DNA μέσω 

ηλεκτροφόρησης σε πήκτωμα αγαρόζης. Τα αποτελέσματα φανέρωσαν ότι τόσο το TPF1 όσο 

και το TPF2 στις IC50 συγκεντρώσεις τους, προκαλούν αξιοσημείωτο κατακερματισμό του 

γονιδιωματικού DNA των παρασίτων L. infantum και L. major, όπως παρατηρείται και στην 

Εικόνα 4.9γ. 

 

4.4.4 Επίδραση των ολικών φαινολικών κλασμάτων στα επίπεδα των ενεργών ριζών 

οξυγόνου (ROS - reactive oxygen species) σε προμαστιγώτες του γένους Leishmania 

Τα ελεγχόμενα επίπεδα παραγωγής ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) ρυθμίζουν διάφορες 

πτυχές της κυτταρικής λειτουργίας και είναι απαραίτητα για τις οδούς μεταγωγής σήματος, 

συμπεριλαμβανομένων εκείνων που διαμεσολαβούν στον προγραμματισμένο κυτταρικό 

θάνατο (απόπτωση), καθώς έχουν χαρακτηριστεί ως πιθανοί ρυθμιστές του (Mallick et al. 

2015). Στη συγκεκριμένη μελέτη, πραγματοποιήθηκε χρώση με H2DCFDA για την αξιολόγηση 

της επαγόμενης από τα TPF1 και TPF2 παραγωγής ROS σε προμαστιγώτες L. infantum και L. 

major, εκθετικής φάσης ανάπτυξης, μετά από 72 ώρες επώασης. Το επίπεδο των ενεργών 

ριζών οξυγόνου προσδιορίστηκε με την εφαρμογή κυτταρομετρίας ροής (Εικόνα 4.10).  

Τα αποτελέσματα ανέδειξαν πως η παραγωγή ROS αυξήθηκε σημαντικά στους 

προμαστιγώτες που επωάστηκαν με τα πολυφαινολικά κλάσματα. Αναλυτικότερα, η 

επίδραση των TPF1 και TPF2 σε συγκέντρωση IC50, οδήγησε  σε αύξηση του ποσοστού των  

H2DCFDA-θετικών L. infantum προμαστιγωτών (91,8% και 98,9%, αντίστοιχα) συγκριτικά με 

τα παράσιτα που δε δέχτηκαν την επίδραση κάποιας ουσίας όπου το ποσοστό διατηρήθηκε 

στο 24,8%. Το αντίστοιχο ποσοστό για τα παράσιτα που επωάστηκαν με HePC (θετική ομάδα 

ελέγχου) ήταν 45,2% (p ≤ 0,050) (Εικόνα 4.10α). Ομοίως, η επώαση των L. major 

προμαστιγωτών με τα TPF1 και TPF2 στη συγκέντρωση IC50, οδήγησε επίσης σε σημαντική 

παραγωγή ROS, καθώς τα αντίστοιχα ποσοστά των H2DCFDA-θετικών προμαστιγωτών  

ανήλθαν στα 94,2% και 99,5%, αντίστοιχα σε σύγκριση με το αντίστοιχο ποσοστό 18,1% του 

αρνητικού μάρτυρα. Tο ανάλογο ποσοστό στην ομάδα θετικού ελέγχου προσδιορίστηκε στο 

55,8% (p ≤ 0,050) (Εικόνα 4.10γ).  
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Σε απόλυτη συμφωνία με τα παραπάνω αποτελέσματα, παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση 

της μέσης έντασης φθορισμού όπως απεικονίζεται στα αντίστοιχα ιστογράμματα μιας 

παραμέτρου (Εικόνες 4.10β και 4.10δ). Τα παραπάνω αποτελέσματα ανέδειξαν επίσης το 

TPF2 ως δραστικότερο στην παραγωγή ROS  και για τα δύο στελέχη Leishmania (p ≤ 0,020). 

Οι προμαστιγώτες υποβλήθηκαν επίσης σε επεξεργασία με υπεροξείδιο του υδρογόνου 

(H2O2), το οποίο χρησίμευσε ως πειραματικός θετικός έλεγχος και προκάλεσε παραγωγή ROS 

σε ποσοστά 55,6% και 52,6% για τους προμαστιγώτες L. infantum και L. major, αντίστοιχα (τα 

δεδομένα δεν παρατίθενται). 

 

 

 

Εικόνα 4.10. Ποσοτικός προσδιορισμός ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS - reactive oxygen species) σε 

προμαστιγώτες του γένους Leishmania, εκθετικής φάσης ανάπτυξης, ύστερα από 72 ώρες επώασης με τα 

TPF1 και TPF2. Προμαστιγώτες που δε δέχτηκαν την επίδραση κάποιας ουσίας ή προμαστιγώτες που 

επωάστηκαν με HePC (IC50), αποτέλεσαν την αρνητική και τη θετική ομάδα ελέγχου, αντίστοιχα. Τα 

αποτελέσματα παρουσιάζονται ως μέσες τιμές (± SD) του ποσοστού των H2DCFDA-θετικών L. infantum (α) και L. 

major (γ) προμαστιγωτών σε ραβδογράμματα και ως ιστογράμματα μονής παραμέτρου (FITC-H) για L. infantum 

(β) και L. major (δ). Τα σύμβολα (*) και (#) υποδεικνύουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές σε σύγκριση με την 

θετική και αρνητική ομάδα ελέγχου, αντίστοιχα. Στατιστικώς σημαντικές διαφορές μεταξύ των επιδράσεων με 

TPF1 και TPF2 υποδεικνύονται με (≠). 
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4.5 In vitro αξιολόγηση και ταξινόμηση του είδους της αλληλεπίδρασης των βιοφαινολών 

με εμπορικά διαθέσιμο φάρμακο αναφοράς, σε προμαστιγώτες και αμαστιγώτες του 

γένους Leishmania 

Τα τελευταία χρόνια το επιστημονικό ενδιαφέρον επικεντρώνεται όλο και περισσότερο 

στην εφαρμογή συνδυαστικών θεραπευτικών προσεγγίσεων, με στόχο τη βελτιστοποίηση 

των υπαρχουσών χημειοθεραπειών (Intakhan et al. 2020; Rebello et al. 2019; Scariot et al. 

2017; Strauss et al. 2018). Η συνδυαστική χρήση νέων δραστικών ουσιών με εμπορικά 

διαθέσιμα φάρμακα αποτελεί μία εναλλακτική προσέγγιση που αποσκοπεί στη μείωση της 

διάρκειας της θεραπείας και στη χρήση πιθανά μικρότερων δόσεων των εμπορικά 

διαθέσιμων τοξικών φαρμάκων. 

Στα πλαίσια της παρούσας μελέτης, τα προαναφερθέντα ενθαρρυντικά αποτελέσματα της 

μονήρους αντιλεϊσμανιακής αποτελεσματικότητας των ολικών φαινολικών κλασμάτων και 

των απομονωμένων βιοφαινολικών ουσιών, ώθησαν το επιστημονικό ενδιαφέρον στην 

περαιτέρω αξιολόγηση της συνδυαστικής τους δράσης με το φάρμακο αναφοράς της 

λεϊσμανίασης, τη HePC. Η αξιολόγηση της φύσης της αλληλεπίδρασης των υπό μελέτη 

φυσικών προϊόντων με τη HePC σε εξωκυττάριους προμαστιγώτες και σε ενδοκυττάριους 

αμαστιγώτες του γένους Leishmania πραγματοποιήθηκε για πρώτη φορά. 

Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των βιοφαινολικών ενώσεων και της HePC αξιολογήθηκαν 

σύμφωνα με την τροποποιημένη μέθοδο ισοβολογράμματος (Fivelman et al. 2004), όπως 

αναλύεται στην Ενότητα 3.11. Πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός των δεικτών κλασματικής 

ανασταλτικής συγκέντρωσης (FICIs), σύμφωνα με τους οποίους οι αλληλεπιδράσεις 

ταξινομήθηκαν ως συνεργιστικές (FICI ≤ 0,5), αθροιστικές (0,5 < FICI ≤ 1), αδιάφορες (1 < FICI 

< 2),  ή ανταγωνιστικές (FICI ≥ 2). Τέλος, πραγματοποιήθηκε γραφική αναπαράσταση των 

αλληλεπιδράσεων με ισοβολογράμματα. Σε κάθε ισοβολόγραμμα τα σημεία δεδομένων 

(κουκίδες) που αντιστοιχούν στις τιμές FIC των συνδυασμών συνδέθηκαν με γραμμή τάσης, 

ενώ η διακεκομμένη γραμμή  αντιπροσωπεύει τη γραμμή αθροιστικότητας (additivity line) 

και προκύπτει από τη διασταύρωση των τιμών IC50 της μονήρους δράσης του κάθε 

φαρμάκου. 
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4.5.1 In vitro αξιολόγηση της συνδυαστικής αλληλεπίδρασης των βιοφαινολών με το 

φάρμακο αναφοράς, σε προμαστιγώτες του γένους Leishmania 

Προμαστιγώτες L. infantum και L. major, εκθετικής φάσης ανάπτυξης, δέχτηκαν τη 

συνδυαστική δράση των βιοφαινολικών 

ενώσεων με τη HePC στους συνδυασμούς 

B, C, D και Ε, επωάστηκαν με αυτούς για 

72 ώρες και τα αποτελέσματα 

ανακτήθηκαν με τη βοήθεια της 

οξειδοαναγωγικής αντίδρασης της 

ρεσαζουρίνης. Σύμφωνα με τις τιμές FICΙ, 

οι αλληλεπιδράσεις HePC-TPF1 (FICI = 

0,62 και 0,81 για L. infantum και L. major, 

αντίστοιχα) και HePC-TPF2 (FICI = 0,63 και 

0,65 για L. infantum και L. major 

προμαστιγώτες, αντίστοιχα) χαρακτηρίστηκαν στο σύνολό τους ως αθροιστικές (Πίνακας 10). 

Εικόνα 4.11. Αντιπροσωπευτικά ισοβολογράμματα της αλληλεπίδρασης της HePC με τα TPF1 και TPF2. Η 

αλληλεπίδραση των κλασμάτων TPF1 και TPF2 με τη HePC αναλύθηκε έναντι των προμαστιγωτών L. infantum 

(α,γ) και L. major (β,δ). Οι τιμές του άξονα χ αντιπροσωπεύουν τις τιμές FIC των TPF1 και TPF2 και οι τιμές του 

άξονα y τις τιμές FIC της HePC. Τα σημεία δεδομένων (κουκκίδες) που βρίσκονται πάνω, κατά μήκος ή κάτω από 

τη διακεκομμένη γραμμή (∑FICI = 1) υποδεικνύουν ανταγωνιστική, αθροιστική, ή συνεργιστική αλληλεπίδραση, 

αντίστοιχα. Τα κατασκευασμένα ισοβολογράμματα είναι το αποτέλεσμα 3 τουλάχιστον ανεξάρτητων 

πειραμάτων που εκτελέστηκαν εις τριπλούν. 

Πίνακας 10. Αξιολόγηση της συνδυαστικής 
αλληλεπίδρασης σε προμαστιγώτες Leishmania spp. 
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Στα αντίστοιχα ισοβολογράμματα παρατηρήθηκε μετατόπιση των σημείων δεδομένων 

(κουκίδες) προς τα αριστερά, κάτω από τη γραμμή αθροιστικότητας (Εικόνα 4.11), 

υποδεικνύοντας μία σαφή μείωση των τιμών IC50 της HePC στους συνδυασμούς, όπως 

φαίνεται αναλυτικά και στα συμπληρωματικά δεδομένα (Πίνακες 12 και 13, Παράρτημα ΙΙ). 

Εικόνα 4.12. Αντιπροσωπευτικά ισοβολογράμματα της αλληλεπίδρασης της HePC με τις απομονωμένες 

βιοφαινολικές ενώσεις. Η αλληλεπίδραση των απομονωμένων ενώσεων με τη HePC αναλύθηκε έναντι των 

προμαστιγωτών L. infantum (α,γ,ε,ζ) και L. major (β,δ,στ,η). Οι τιμές του άξονα χ αντιπροσωπεύουν τις τιμές FIC 

της κάθε βιοφαινόλης και οι τιμές του άξονα y τις τιμές FIC της HePC. Τα σημεία δεδομένων (κουκκίδες) που 

βρίσκονται πάνω, κατά μήκος ή κάτω από τη διακεκομμένη γραμμή (∑FICI = 1) υποδεικνύουν ανταγωνιστική, 

αθροιστική, ή συνεργιστική αλληλεπίδραση, αντίστοιχα. Τα κατασκευασμένα ισοβολογράμματα είναι το 

αποτέλεσμα 3 τουλάχιστον ανεξάρτητων πειραμάτων που εκτελέστηκαν εις τριπλούν. 
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Οι αλληλεπιδράσεις HePC-OLE, και για τα δύο στελέχη του παρασίτου, χαρακτηρίστηκαν ως 

ανταγωνιστικές με τιμές FICΙ ίσες με 3,12 και 2,03 για τα L. infantum και L. major, αντίστοιχα 

(Πίνακας 10). Τα σημεία των συνδυασμών στα αντίστοιχα ισοβολογράμματα εμφάνισαν 

σημαντική μετατόπιση προς τα δεξιά, πάνω από τη γραμμή αθροιστικότητας (Εικόνα 4.12) 

και οι τιμές IC50 της HePC στους συνδυασμούς σημείωσαν αύξηση στο σύνολό τους (Πίνακας 

14, Παράρτημα ΙΙ).Αντίστοιχα, οι αλληλεπιδράσεις HePC-HT και HePC-OLEA ταξινομήθηκαν 

ως αδιάφορες (Πίνακας 8), παρουσιάζοντας παρόμοιες τιμές FICΙ (FICI = 1,31 και 1,37 , 

αντίστοιχα για L. infantum και 1,73 και 1,74 ομοίως για L. major). Στα αντίστοιχα 

ισοβολογράμματα, τα σημεία των περισσότερων συνδυασμών παρέμειναν κοντά στη 

γραμμή αθροιστικότητας (Εικόνα 4.12), με τις τιμές IC50 της HePC στους συνδυασμούς να μη 

σημειώνουν σημαντικές διαφοροποιήσεις σε σχέση με τη μονήρη δράση της (Πίνακες 15 και 

16, Παράρτημα ΙΙ). Τέλος, η αλληλεπίδραση μεταξύ HePC και OLEO χαρακτηρίστηκε ως 

συνεργιστική με τις τιμές FICΙ να προσδιορίζονται στο 0,44 και 0,39 για το σπλαγχνικό και το 

δερματικό στέλεχος, αντίστοιχα (Πίνακας 10). Στα αντίστοιχα ισοβολογράμματα σημειώθηκε 

σημαντική μετατόπιση όλων των σημείων προς τα αριστερά, κάτω από τη γραμμή 

αθροιστικότητας (Εικόνα 4.12), και οι τιμές IC50 της HePC στους συνδυασμούς μειώθηκαν 

σημαντικά συγκριτικά με την τιμή IC50 της μονήρους δράσης της HePC (Πίνακας 17, 

Παράρτημα ΙΙ). 

 

4.5.2 In vitro αξιολόγηση της συνδυαστικής αλληλεπίδρασης των βιοφαινολών με το 

φάρμακο αναφοράς, σε ενδοκυττάριους αμαστιγώτες του γένους Leishmania 

Η παραπάνω αξιολόγηση της συνδυαστικής αλληλεπίδρασης των φυσικών προϊόντων με 

τη HePC στο σύστημα των εξωκυττάριων προμαστιγωτών μορφών του παρασίτου, ανέδειξε 

τα πολυφαινολικά κλάσματα TPF1 και 

TPF2 και την καθαρή OLEO, ως τις πιο 

υποσχόμενες βιοφαινόλες καθώς 

φανέρωσαν αθροιστικές και 

συνεργιστικές αλληλεπιδράσεις για τα 

δύο στελέχη Leishmania. Συνεπώς, αυτές 

οι βιοφαινόλες επιλέχθηκαν για την 

περεταίρω μελέτη τους σε 

ενδοκυττάριους αμαστιγώτες του 

γένους Leishmania. Η αξιολόγηση των αλληλεπιδράσεων των τριών βιοφαινολικών ενώσεων 

με τη HePC στο in vitro σύστημα των L. infantum και L. major μολυσμένων μακροφάγων, 

Πίνακας 11. Αξιολόγηση της συνδυαστικής 
αλληλεπίδρασης  σε ενδοκυττάριους αμαστιγώτες 
Leishmania spp. 
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πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια της οξειδοαναγωγικής αντίδρασης της ρεσαζουρίνης, μετά 

από έκθεσή τους στους συνδυασμούς B, C, D και Ε για 48 ώρες. Σύμφωνα με τις τιμές FICI, οι 

αλληλεπιδράσεις HePC-TPF1, HePC-TPF2 και HePC-OLEO ταξινομήθηκαν ως ανταγωνιστικές 

για τους ενδοκυττάριους αμαστιγώτες L. infantum (FICI = 2,22, 3,47 και 3,31, αντίστοιχα). 

Ομοίως, οι αντίστοιχες αλληλεπιδράσεις ταξινομήθηκαν ως ανταγωνιστικές και για τους 

αμαστιγώτες L. major (FICI = 2,48, 3,93 και 2,55, αντίστοιχα) (Πίνακας 11). Τα σημεία 

δεδομένων στα ισοβολογράμματα, σημείωσαν στο σύνολό τους σημαντική μετατόπιση προς 

τα δεξιά, πάνω από τη γραμμή αθροιστικότητας (Εικόνα 4.13), ενώ η πλειοψηφία των τιμών 

Εικόνα 4.13. Αντιπροσωπευτικά ισοβολογράμματα της αλληλεπίδρασης της HePC με τα φυσικά προϊόντα 

TPF1, TPF2 και OLEO σε ενδοκυττάριους αμαστιγώτες. Η αλληλεπίδραση των ουσιών αναλύθηκε έναντι των 

ενδοκυττάριων αμαστιγωτών L. infantum (α,γ,ε,) και L. major (β,δ,στ,). Οι τιμές του άξονα χ αντιπροσωπεύουν 

τις τιμές FIC του κάθε φυσικού προϊόντος και οι τιμές του άξονα y τις τιμές FIC της HePC. Τα σημεία δεδομένων 

(κουκκίδες) που βρίσκονται πάνω, κατά μήκος ή κάτω από τη διακεκομμένη γραμμή (∑FICI = 1) υποδεικνύουν 

ανταγωνιστική, αθροιστική, ή συνεργιστική αλληλεπίδραση, αντίστοιχα. Τα κατασκευασμένα ισοβολογράμματα 

είναι το αποτέλεσμα 3 τουλάχιστον ανεξάρτητων πειραμάτων που εκτελέστηκαν εις τριπλούν. 
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IC50 της HePC στους συνδυασμούς παρουσίασε άνοδο συγκριτικά με τις IC50 τιμές της 

μονήρους δράσης της, όπως φαίνεται αναλυτικά και στα συμπληρωματικά δεδομένα του 

Παραρτήματος ΙΙ (Πίνακες 18, 19 και 20).  

4.5.3 Επίδραση των συνδυαστικών αλληλεπιδράσεων των βιοφαινολών με το φάρμακο 

αναφοράς, στα επίπεδα των ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) σε προμαστιγώτες του γένους 

Leishmania 

Στη συνέχεια, οι υποσχόμενες αλληλεπιδράσεις των πολυφαινολικών κλασμάτων TPF1 

και TPF2 και της καθαρής OLEO, με το φάρμακο αναφοράς HePC, αξιολογήθηκαν ως προς την 

ικανότητα επαγωγής ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) στους εξωκυττάριους προμαστιγώτες 

Leishmania. Η παραγωγή ROS αξιολογήθηκε για κάθε επιμέρους συνδυασμό (B, C, D και Ε) 

(Πίνακες 12, 13 και 17, Παράρτημα ΙΙ) σε προμαστιγώτες L. infantum και L. major, εκθετικής 

Εικόνα 4.14.  Ενδοκυττάρια παραγωγή οξειδωτικών ριζών οξυγόνου (ROS) σε προμαστιγώτες L. infantum και 

L. major που δέχτηκαν τη συνδυαστική δράση ουσιών. Προμαστιγώτες εκθετικής φάσης επωάστηκαν για 72 

ώρες με τις   αναλογίες 4:1, 3:2, 2:3 και 1:4 των συνδυασμών HePC-TPF1 (α, δ), HePC-TPF2 (β, ε) και HePC-OLEO 

(γ, στ), αντίστοιχα. Προμαστιγώτες που δε δέχτηκαν την επίδραση κάποιας ουσίας ή προμαστιγώτες που 

επωάστηκαν με HePC (IC50), αποτέλεσαν την αρνητική και τη θετική ομάδα ελέγχου, αντίστοιχα. Τα δεδομένα 

παρουσιάζονται ως μέσες τιμές (± SD) των ποσοστών των H2DCFDA-θετικών προμαστιγωτών σε 

ραβδογράμματα. Το σύμβολο του (*) υποδεικνύει στατιστικώς σημαντικές διαφορές σε σύγκριση με την ομάδα 

θετικού ελέγχου. 
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φάσης ανάπτυξης, που επωάστηκαν με αυτούς για 72 ώρες και αναλύθηκε με κυτταρομετρία 

ροής. 

Τα αποτελέσματά απεικονίζονται στην Εικόνα 4.14 και φανερώνουν πως η συνδυαστική 

επίδραση όλων των βιοφαινολών με τη HePC οδήγησε σε σημαντική ενίσχυση της παραγωγή 

ROS, για κάθε επιμέρους συνδυασμό, και στα δύο στελέχη Leishmania, συγκριτικά με τη 

μονήρη δράση της HePC (p ≤ 0,050). Ειδικότερα, οι επιμέρους συνδυασμοί HePC-TPF1 

οδήγησαν σε αυξημένη παραγωγή ROS έως και 2,4 φορές, συγκριτικά τη μονήρη δράση της 

HePC, και για τα δύο στελέχη Leishmania (Εικόνα 4.14α και 4.14δ). Οι αντίστοιχοι συνδυασμοί 

HePC-TPF2 επέφεραν αύξηση έως και 4,8 φορές στα επίπεδα των παραγόμενων ROS, 

συγκριτικά με τη μονήρη δράση της HePC (Εικόνα 4.14β και 4.14ε). Ομοίως, οι συνδυασμοί 

HePC-OLEO, οδήγησαν σε αύξηση των ROS  έως και 3,3 φορές (Εικόνα 4.14γ και 4.14στ). 

Συμπερασματικά, αυτά τα παραπάνω ευρήματα ενίσχυσαν την αθροιστική και συνεργιστική 

ταξινόμηση των TPF1 και TPF2 και της OLEO με τη HePC, όπως προσδιορίστηκε 

προηγουμένως κατά την ανάλυση ισοβολογράμματος (παράγραφος 4.4.1).  

 

4.6 Επίδραση της μονήρους δράσης των βιοφαινολών, καθώς και της συνδυαστικής με 

HePC, στα επίπεδα έκφρασης γονιδίων (mRNA) στο in vitro σύστημα Leishmania -

μολυσμένων μακροφάγων  

Τα μακροφάγα δρουν έχοντας διπλό ρόλο στην εξέλιξη της λεϊσμανίασης, καθώς 

αποτελούν τα κύρια κύτταρα-ξενιστές για την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό των 

παρασίτων, αλλά και αποτελεσματικά κύτταρα για την εξάλειψή του (Tomiotto-Pellissier et 

al. 2018). Όπως αναφέρεται και στην ενότητα 1.5 της παρούσας διδακτορικής διατριβής, οι 

πληθυσμοί των μακροφάγων που έχουν χαρακτηριστεί και μελετηθεί εκτενέστερα είναι τα 

«κλασσικά ενεργοποιημένα» (Μ1) μακροφάγα και τα «εναλλακτικά ενεργοποιημένα» (Μ2). 

Η πόλωση των Μ1 και Μ2 μακροφάγων έχει συσχετιστεί με την παραγωγή κυτταροκινών από 

τα λεμφοκύτταρα της Th1 προστατευτικής και της Th2 μη προστατευτικής απόκρισης για την 

εξέλιξη της νόσου, αντίστοιχα. 

Στην παρούσα ενότητα, πραγματοποιήθηκε έλεγχος των επιπέδων έκφρασης των mRNA 

της ιντερλευκίνης-1β (IL-1β), της ιντερλευκίνης-10 (IL-10), του παράγοντα νέκρωσης όγκων α 

(TNF-α), του αυξητικού παράγοντα μετασχηματισμού β (TGF-β) και της επαγόμενης 

συνθάσης του μονοξειδίου του αζώτου (iNOS) με RT-PCR πραγματικού χρόνου, σε Leishmania 

– μολυσμένα μακροφάγα J774A.1 που δέχτηκαν την μονήρη επίδραση των βιοφαινολικών 

ενώσεων (των κλασμάτων TPF1, TPF2 και της OLEO), καθώς και την συνδυαστική επίδραση 

αυτών με τη HePC,  για 48 ώρες. Ως αρνητικός μάρτυρας των ενεργοποιημένων μακροφάγων 
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χρησιμοποιήθηκαν μολυσμένα μακροφάγα που δε δέχτηκαν την επίδραση κάποιου 

φαρμακευτικού παράγοντα, ενώ ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκαν μακροφάγα που 

εκτέθηκαν στους ισχυρούς ανοσορυθμιστικούς διεγέρτες LPS και IFN-γ. Η εξομάλυνση των 

αποτελεσμάτων έγινε με τον αρνητικό μάρτυρα των μη μολυσμένων μακροφάγων. 

Ο προσδιορισμός της σχετικής έκφρασης των προαναφερθέντων γονιδίων ανέδειξε την 

ανοσορυθμιστική δράση των βιοφαινολικών ενώσεων. Αναλυτικότερα, στο in vitro σύστημα 

των μολυσμένων μακροφάγων που προσομοιάζει την εκδήλωση της σπλαγχνικής μορφής της 

νόσου (μόλυνση μακροφάγων με προμαστιγώτες L. infantum), παρατηρήθηκε σημαντική 

μείωση της σχετικής έκφρασης του γονιδίου IL-10 στις ομάδες που δέχτηκαν τις 

συνδυαστικές επιδράσεις των TPF1, TPF2 και OLEO με τη HePC, σε σύγκριση με τον αρνητικό 

μάρτυρα (p = 0,034 και 0,014, αντίστοιχα) (Εικόνα 4.15). Ειδικότερα, η συνδυαστική επίδραση 

και των τριών βιοφαινολών με τη HePC για 48 ώρες, οδήγησε σε μείωση της έκφρασης του 

γονιδίου IL-10 και σε σχέση με τη μονήρη δράση του φαρμάκου αναφοράς, ενώ ο 

συνδυασμός HePC-TPF2 επέφερε σημαντική μείωση της αντίστοιχης έκφρασης (p = 0,025). 

Επιπλέον, η ομάδα των μολυσμένων μακροφάγων που δέχτηκε τη συνδυαστική επίδραση 

HePC-OLEO, παρουσίασε επίσης σημαντική μείωση της έκφρασης του TGF-β συγκριτικά τόσο 

με τον αρνητικό μάρτυρα, όσο και με τη μονήρη δράση της HePC (p = 0,025 και 0,050, 

αντίστοιχα) (Εικόνα 4.15). Λαμβάνοντας υπόψη ότι τα παράσιτα του γένους Leishmania 

διεγείρουν την παραγωγή των αντιφλεγμονωδών κυτταροκινών TGF-β και IL-10 από τα 

μακροφάγα, παρεμποδίζοντας μέσω αυτών την παραγωγή μονοξειδίου του αζώτου και την 

επακόλουθη καταστροφή του παρασίτου, τα παραπάνω αποτελέσματα αξιολογούνται ως 

Εικόνα 4.15. Σχετική έκφραση των mRNA των Th2 κυτταροκινών (IL-10 και TGF-β), σε L. infantum - μολυσμένα 

μακροφάγα J774A.1 που δέχτηκαν τη μονήρη δράση των βιοφαινολικών ενώσεων TPF1, TPF2 και OLEO, 

καθώς και τη συνδυαστική αυτών με τη HePC. Τα σύμβολα (*) και (#) υποδεικνύουν στατιστικώς σημαντικές 

διαφορές σε σύγκριση με τον αρνητικό μάρτυρα των ενεργοποιημένων μακροφάγων και της μονήρους δράσης 

της HePC, αντίστοιχα.  
 



~ 122 ~ 
 

ενδεικτικά της ικανότητας των συνδυαστικών θεραπειών του εμπορικά διαθέσιμου 

φαρμάκου με τις βιοφαινόλες, να καθοδηγούν την ενεργοποίηση των Τ κυττάρων προς τον 

προστατευτικό Th1 ανοσοφαινότυπο. Η παραδοχή αυτή ενισχύεται και από την έκφραση της 

iNOS, όπου παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση της έκφρασης του γονιδίου στις ομάδες που 

δέχτηκαν την επίδραση των βιοφαινολών TPF2 και OLEO (p = 0,050) (Εικόνα 4.16). Μεταξύ 

των ομάδων που μελετήθηκαν, η ομάδα των μακροφάγων που δέχτηκε τη συνδυαστική 

επίδραση OLEO και HePC παρουσιάζει την πιο υποσχόμενη ανοσορυθμιστική δράση προς την 

αυξημένη αντιπαρασιτική δράση των μακροφάγων και την περαιτέρω διαφοροποίηση της 

ανοσολογικής απόκρισης προς τον προστατευτικό Th1 ανοσοφαινότυπο, καθώς εκτός από τη 

σημαντική μείωση των αντιφλεγμονωδών κυτταροκινών TGF-β και IL-10, παρατηρήθηκε 

σημαντική αύξηση της σχετικής έκφρασης των γονιδίων IL-1β και TNF-α (p = 0,025 και 0,034, 

Εικόνα 4.16. Σχετική έκφραση των mRNA Th1 κυτταροκινών (iNOS, IL-1β και TNF-α), σε L. infantum - 

μολυσμένα μακροφάγα J774A.1 που δέχτηκαν τη μονήρη δράση των βιοφαινολικών ενώσεων TPF1, TPF2 και 

OLEO, καθώς και τη συνδυαστική αυτών με τη HePC. Τα σύμβολα (*) και (#) υποδεικνύουν στατιστικώς 

σημαντικές διαφορές σε σύγκριση με τον αρνητικό μάρτυρα των ενεργοποιημένων μακροφάγων και της 

μονήρους δράσης της HePC, αντίστοιχα.  
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αντίστοιχα), σε σύγκριση με την αρνητική ομάδα ελέγχου (Εικόνα 4.16). Η IL-1 και ο TNF-α 

παράγονται από ενεργοποιημένα μακροφάγα, συνήθως μαζί, και δρουν αυτοκρινώς, 

παρακρινώς ή ενδοκρινώς προς την καταστολή της ανάπτυξης του παρασίτου (Dayakar et al. 

2019). 

Η ανοσορυθμιστική ικανότητα των βιοφαινολών αναδείχθηκε και στο in vitro σύστημα 

των μολυσμένων μακροφάγων που προσομοιάζει την εκδήλωση της δερματικής μορφής της 

νόσου (μόλυνση μακροφάγων με προμαστιγώτες L. major), καθώς και οι τρεις βιοφαινολικές 

ενώσεις παρουσίασαν σημαντική αύξηση της σχετικής έκφρασης των γονιδίων που 

σχετίζονται με την ανάπτυξη της προστατευτικής Th1 ανοσοαπόκρισης. Αναλυτικότερα, η 

μονήρης επίδραση των βιοφαινολών επέφερε αύξηση της έκφρασης του γονιδίου IL-1β, ενώ 

ως δραστικότερες αναδείχθηκαν οι συνδυαστικές επιδράσεις των TPF2 και OLEO με τη HePC,  

καθώς οδήγησαν σε στατιστικώς σημαντική αύξηση της έκφρασης συγκριτικά με τα 

Εικόνα 4.17. Σχετική έκφραση των mRNA Th1 κυτταροκινών (iNOS, IL-1β  και TNF-α), σε L. major - μολυσμένα 

μακροφάγα J774A.1 που δέχτηκαν τη μονήρη δράση των βιοφαινολικών ενώσεων TPF1, TPF2 και OLEO, 

καθώς και τη συνδυαστική αυτών με τη HePC. Τα σύμβολα (*) και (#) υποδεικνύουν στατιστικώς σημαντικές 

διαφορές σε σύγκριση με τον αρνητικό μάρτυρα των ενεργοποιημένων μακροφάγων και της μονήρους δράσης 

της HePC, αντίστοιχα.  
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μολυσμένα μακροφάγα που δε δέχτηκαν την επίδραση κάποιου φαρμακευτικού παράγοντα 

(p = 0,006) (Εικόνα 4.17). Ειδικότερα, ο συνδυασμός HePC-TPF2 οδήγησε σε σημαντική 

αύξηση της έκφρασης συγκριτικά με την επαγόμενη αύξηση της μονήρους δράσης των 

επιμέρους ενώσεων HePC και TPF2 (p = 0,009 και 0,014, αντίστοιχα). Ανάλογη ήταν και η 

επίδραση των συνδυαστικών επιδράσεων των βιοφαινολικών ενώσεων με τη HePC, στην 

έκφραση των γονιδίων iNOS και TNF-α. Αναλυτικότερα, ο συνδυασμός HePC-TPF1 

αναδείχθηκε ως ο πιο υποσχόμενος καθώς οδήγησε σε σημαντική αύξηση της έκφρασης και 

των δύο προαναφερθέντων γονιδίων συγκριτικά με τον αρνητικό μάρτυρα (p = 0,034 και 

0,050, αντίστοιχα). Επιπλέον, η παρατηρούμενη αυξημένη γονιδιακή έκφραση ήταν 

ενισχυμένη συγκριτικά με τη μονήρη επίδραση των επιμέρους ενώσεων HePC και TPF1. 

Αντίστοιχα, η έκφραση της αντιφλεγμονώδους κυτταροκίνης δεν παρουσίασε σημαντική 

μεταβολή σε σχέση με την αρνητική ομάδα ελέγχου. Τέλος, η ομάδα των μακροφάγων που 

δέχτηκε την επίδραση του TPF2 παρουσίασε σημαντική αύξηση της σχετικής έκφρασης του 

γονιδίου IL-10, γεγονός που συνηγορεί με τη μη μεταβολή των επιπέδων έκφρασης των 

γονιδίων iNOS, TNF-α και IL-1β. Επίσης, η συνδυαστική επίδραση των TPF2 και OLEO με τη 

HePC οδήγησε σε σημαντική αύξηση των επιπέδων έκφρασης του γονιδίου IL-10 σε σχέση με 

τα  μολυσμένα μακροφάγα που δε δέχτηκαν την επίδραση κάποιου φαρμακευτικού 

παράγοντα (p = 0,021 και 0,034, αντίστοιχα)  (Εικόνα 4.18). 

 

Εικόνα 4.18. Σχετική έκφραση των mRNA Th2 κυτταροκινών (IL-10 και TGF-β), σε L. major - μολυσμένα 

μακροφάγα J774A.1 που δέχτηκαν τη μονήρη δράση των βιοφαινολικών ενώσεων TPF1, TPF2 και OLEO, 

καθώς και τη συνδυαστική αυτών με τη HePC. Τα σύμβολα (*) και (#) υποδεικνύουν στατιστικώς σημαντικές 

διαφορές σε σύγκριση με τον αρνητικό μάρτυρα των ενεργοποιημένων μακροφάγων και της μονήρους δράσης 

της HePC, αντίστοιχα.  
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4.7 Αξιολόγηση της μονήρους και συνδυαστικής θεραπευτικής δράσης της ολεοκανθάλης 

σε in vivo πειραματικό μοντέλο δερματικής λεϊσμανίασης 

Το σύνολο των προαναφερθέντων ευρημάτων της παρούσας διατριβής, αναδεικνύει την 

OLEO ως ένα ισχυρό και πολλά υποσχόμενο εν δυνάμει αντιπαρασιτικό φάρμακο. 

Ειδικότερα, η ανάδειξη της συνεργιστικής αλληλεπίδρασής  της με το τυπικό αντιλεϊσμανιακό 

φάρμακο, τη HePC, στο in vitro σύστημα των εξωκυττάριων προμαστιγωτών Leishmania, 

ανοίγει το δρόμο για τη πιθανή χρήση της σε πρωτόκολλο συνδυαστικής θεραπείας. 

Επιπλέον, πρόσφατη μελέτη αναδεικνύει τη μονήρη αποτελεσματικότητα της OLEO, τόσο σε 

in vitro, όσο και σε in vivo πειραματικά μοντέλα λεϊσμανίασης (Karampetsou et al. 2022). 

Λαμβάνοντας υπόψη όλα τα παραπάνω, στην παρούσα διατριβή αξιολογήθηκε για πρώτη 

φορά η συνδυαστική θεραπευτική δράση των OLEO και HePC σε in vivo πειραματικό μοντέλο 

δερματικής λεϊσμανίασης ποντικού.  

Για τον σκοπό αυτό, 106 προμαστιγωτές μορφές L. major χορηγήθηκαν υποδόρια (s.c) στο 

πέλμα γενετικά ευαίσθητων BALB/c ποντικών και 14 ημέρες αργότερα, πραγματοποιήθηκε η 

έναρξη του θεραπευτικού σχήματος για κάθε πειραματική ομάδα, διάρκειας 5 ημερών, όπως 

περιγράφεται στην ενότητα 3.13 της παρούσας διατριβής. Ελέγχθηκαν τρία θεραπευτικά 

σχήματα: η μονήρης χορήγηση OLEO, η μονήρης χορήγηση HePC και η συνδυαστική 

χορήγηση OLEO και HePC. Επιπλέον, L. major – μολυσμένα ποντίκια που δεν έλαβαν 

θεραπεία αποτέλεσαν τη θετική ομάδα ελέγχου.  Ένα μήνα μετά τη λήξη της θεραπείας, 

Εικόνα 4.19. Εξέλιξη της βλάβης του πέλματος κατά τη διάρκεια της in vivo θεραπείας. Ποντίκια BALB/c 

μολύνθηκαν με προμαστιγώτες  L. major στο αριστερό οπίσθιο πέλμα. Η ομάδα που έλαβε HePC και η ομάδα 

που δεν έλαβε αγωγή αποτέλεσαν τον θετικό και αρνητικό μάρτυρα, αντίστοιχα. Το πάχος του ποδιού 

παρακολουθούνταν εβδομαδιαία και τα δεδομένα παρουσιάζονται ως η μέση τιμή (± SD) του πάχους του 

πέλματος. Τα σύμβολα (≠) και (*)  υποδεικνύουν στατιστικώς σημαντικές διαφορές σε σύγκριση με την ομάδα 

θετικού ελέγχου και την ομάδα που έλαβε HePC, αντίστοιχα. 
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αξιολογήθηκε το πιθανό θεραπευτικό αποτέλεσμα των χορηγούμενων σχημάτων με μέτρηση 

του πάχους του πέλματος και με προσδιορισμό του  παρασιτικού φορτίου στους ιγνυακούς 

λεμφαδένες. 

Η ανάπτυξη βλαβών στο πέλμα των ποντικών παρακολουθήθηκε σε εβδομαδιαία 

διαστήματα μέχρι το τέλος του πειραματισμού (7 εβδομάδες μετά τη μόλυνση). Το μέγεθος 

των βλαβών στα ποντίκια που έλαβαν θεραπεία,  είτε ανεξάρτητα με HePC και OLEO, είτε 

συνδυαστικά, ήταν μειωμένο συγκριτικά με τα ποντίκια της θετικής ομάδας ελέγχου, ωστόσο 

οι διαφορές αυτές δεν ήταν στατιστικώς σημαντικές (p > 0,050) (Εικόνα 4.19).  

Ο προσδιορισμός του παρασιτικού φορτίου στους σύστοιχους ιγνυακούς λεμφαδένες των 

πειραματόζωων πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο των διαδοχικών αραιώσεων. Τα ποντίκια 

που έλαβαν θεραπεία με OLEO και τα αντίστοιχα ζώα εργαστηρίου που έλαβαν τη 

συνδυαστική θεραπεία HePC-OLEO, 

παρουσίασαν σημαντικά ελαττωμένο 

παρασιτικό φορτίο,  σε σύγκριση με τη 

θετική ομάδα ελέγχου.   

Αναλυτικότερα, στην πειραματική 

ομάδα που έλαβε OLEO σημειώθηκαν 

1740,4 αμαστιγώτες / λεμφαδένα (± 

210,98) και στην ομάδα που έλαβε 

HePC-OLEO σημειώθηκαν 1988,4 

αμαστιγώτες / λεμφαδένα (± 1290,33). 

Το αντίστοιχο φορτίο στην ομάδα 

θετικού ελέγχου ήταν 6191,4 

αμαστιγώτες / λεμφαδένα (± 2307,07). 

Η θεραπεία με HePC οδήγησε επίσης 

σε σημαντική μείωση του παρασιτικού 

φορτίου (p = 0,045) σε σύγκριση με τη 

θετική ομάδα ελέγχου (3685,8 ± 935,42 έναντι 6191,4 ± 2307,07 παράσιτα / λεμφαδένα, 

αντίστοιχα) (Εικόνα 4.20). Τέλος, αξίζει να σημειωθεί πως το θεραπευτικό αποτύπωμα της 

μονήρους και της συνδυαστικής δράσης της OLEO, στο παρασιτικό φορτίο των ιγνυακών 

λεμφαδένων ήταν σημαντικά ενισχυμένο συγκριτικά με το αντίστοιχο αποτύπωμα της HePC 

(p = 0,004 και p = 0,025, αντίστοιχα). 

 

 

Εικόνα 4.20. Προσδιορισμός παρασιτικού φορτίου μετά το 

πέρας της θεραπείας, σε ιγνυακούς λεμφαδένες, με τη 

μέθοδο των διαδοχικών αραιώσεων. Ο προσδιορισμός έγινε 

3 εβδομάδες μετά τη λήξη της θεραπείας.  Κάθε ράβδος 

αντιπροσωπεύει τη μέση τιμή (± SD) για κάθε πειραματική 

ομάδα (n = 6 / ομάδα). Τα σύμβολα (*) και (≠) υποδεικνύουν 

στατιστικώς σημαντικές διαφορές σε σύγκριση με την ομάδα 

θετικού ελέγχου και την ομάδα που έλαβε HePC, αντίστοιχα. 



~ 127 ~ 
 

 

 

 

 

 

 

5. Συζήτηση 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



~ 128 ~ 
 

5.1 Προοπτικές εφαρμογής των βιοδραστικών συστατικών του ελαιόλαδου ως 

θεραπευτική προσέγγιση έναντι της λεϊσμανίασης 

Η λεϊσμανίαση εξακολουθεί να αποτελεί μία σοβαρή πολυσυστηματική παρασιτική 

ζωοανθρωπονόσο, χωρίς διαθέσιμο εμβόλιο και με περιορισμένες θεραπευτικές επιλογές 

(Croft and Olliaro 2011; Malvolti et al. 2021). Μεταξύ αυτών, η μιλτεφοσίνη (HePC) αποτελεί 

το πρώτο αποτελεσματικό φάρμακο έναντι της νόσου που χορηγείται διά στόματος και 

χρησιμοποιείται ευρέως από το 2002 (Alvar, Croft, and Olliaro 2006; Karampetsou et al. 2021; 

Kyriazis et al. 2013; Tiwari et al. 2018). Παρόλα αυτά, όλα τα εμπορικά διαθέσιμα φάρμακα 

εμφανίζουν σημαντικά μειονεκτήματα, όπως η ανάγκη χορήγησής τους μέσω της 

παρεντερικής οδού (με εξαίρεση τη μιλτεφοσίνη), η τοξικότητα, τα μακρά θεραπευτικά 

σχήματα που οδηγούν σε μικρή συμμόρφωση και το υψηλό κόστος (Brindha et al. 2021; 

Juliana Quero Reimão 2011; Tiwari et al. 2018; Uliana et al. 2017). Λαμβάνοντας υπόψη ότι η 

συντριπτική πλειοψηφία των ασθενών και των ανθρώπων που βρίσκονται σε αυξημένο 

κίνδυνο νόσησης, κατοικούν σε υποανάπτυκτες ή αναπτυσσόμενες χώρες, το υψηλό κόστος 

των θεραπευτικών προσεγγίσεων αποτελεί σημαντικότατο μειονέκτημα. Χαρακτηριστικό 

παράδειγμα αποτελεί η λιποσωμιακή αμφοτερικίνη Β (L-AmB), η οποία αν και αποτελεί ένα 

ανεκτό και αποτελεσματικό φάρμακο για την απειλητική για τη ζωή του ανθρώπου 

σπλαγχνική λεϊσμανίαση, το υψηλό της κόστος την καθιστά μη ενδεδειγμένη για τις 

προαναφερθείσες περιοχές. Επιπλέον, παρότι ο επιπολασμός της λεϊσμανίασης του 

ανθρώπου στις αναπτυγμένες χώρες του Δυτικού Κόσμου, συμπεριλαμβανομένης της Νότιας 

Ευρώπης όπου ανήκει η Ελλάδα, είναι χαμηλός, ο αντίστοιχος επιπολασμός στον οικόσιτο 

και στον μη δεσποζόμενο σκύλο είναι υψηλός. Συνεπώς, αποτελεί παγκόσμια επιτακτική 

ανάγκη, η ανακάλυψη νέων, αποτελεσματικών, φθηνών και ασφαλών φαρμακευτικών 

παραγόντων, τόσο για τον άνθρωπο όσο και για κτηνιατρική χρήση.  

Προς αυτή την κατεύθυνση, τα τελευταία χρόνια το επιστημονικό ενδιαφέρον έχει 

προσανατολιστεί στη μελέτη βιοδραστικών ενώσεων φυσικής προέλευσης, οι οποίες 

μπορούν να διαδραματίσουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη νέων αποτελεσματικών 

φαρμάκων έναντι διαφόρων νοσημάτων. Η τεχνολογική ανάπτυξη και η συγκέντρωση 

γνώσης από πληθώρα ερευνητικών εργαστηρίων, οδήγησαν στην ταυτοποίηση 

εκχυλισμάτων και απομονωμένων ενώσεων από φύλλα, σπόρους και άλλα μέρη διαφόρων 

φυτών, τα οποία εμφανίζουν ποικίλες θεραπευτικές ιδιότητες. Μεταξύ αυτών των φυσικών 

προϊόντων έχουν ταυτοποιηθεί πληθώρα βιοδραστικών παραγόντων με αντιφλεγμονώδεις 

και αντιπρωτοζωικές ιδιότητες (Gervazoni et al. 2020; Ghodsian et al. 2020; Rodrigues et al. 

2015). Επιστημονικές μελέτες αναφέρουν το ελαιόδεντρο (Olea europaea L., της οικογένειας 
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Oleaceae), τα σπαράγγια (Asparagus gracilis,  της οικογένειας Asparagaceae), τα γαρύφαλλα 

(Stellaria media, της οικογένειας Caryophyllaceae), τα φυτά της οικογένειας Piperaceae, το 

τζίντζερ (Zingiber officinale της οικογένειας Zingiberaceae), το φυτό Aloe Vera της οικογένειας 

Liliaceae και το πράσινο τσάι (Camellia sinensis της οικογένειας Theaceae) για την 

υποσχόμενη αντιλεϊσμανιακή τους δράση (Chouhan et al. 2015; Dutta et al. 2008; Keyhani et 

al. 2021; Khademvatan et al. 2019; Koko et al. 2022; Polini et al. 2018; Dos Reis et al. 2013; 

Ullah et al. 2016).  

Το ελαιόλαδο (olive oil, OO) βρίσκεται στην κορυφή της Μεσογειακής Διατροφής, η οποία 

έχει χαρακτηριστεί ως ένα «υγιεινό διατροφικό πρότυπο» που συνδέεται με την μακροζωία 

και την ευεξία (Casas et al. 2017). Αποτελεί την κύρια πηγή λίπους στη Μεσογειακή διατροφή 

και βρίσκεται στο μικροσκόπιο της διεθνούς επιστημονικής κοινότητας. Η κατανάλωση 

ελαιολάδου έχει συσχετιστεί με προστατευτικές επιδράσεις έναντι χρόνιων παθήσεων, όπως 

καρδιαγγειακά νοσήματα, παχυσαρκία και καρκίνο (Castro-Barquero et al. 2018; Parkinson 

and Cicerale 2016). Η Ελλάδα συγκαταλέγεται στις κορυφαίες ελαιοπαραγωγικές χώρες 

παγκοσμίως και κατατάσσεται στην τρίτη θέση, μετά την Ισπανία και την Ιταλία 

(Kalogeropoulos and Tsimidou 2014; Romani et al. 2019). Τα τελευταία χρόνια, το 

επιστημονικό ενδιαφέρον έχει επικεντρωθεί στη διερεύνηση των ευεργετικών δράσεων του 

εξαιρετικά παρθένου ελαιολάδου (extra virgin olive oil, EVOO), ενός δηλαδή ανώτερης 

ποιότητας ελαιολάδου, που χαρακτηρίζεται για τον πλούτο του σε βιοενεργά μόρια (De 

Santis et al. 2019; Yubero-Serrano et al. 2019). Σήμερα, η κατανάλωση EVOO δεν περιορίζεται 

μόνο στην Ευρώπη ή τις μεσογειακές χώρες, αλλά αποτελεί ένα προϊόν υψηλής ζήτησης σε 

όλο τον κόσμο (Navajas-Porras et al. 2020).  

Το ελαιόλαδο αποτελεί ένα εξαιρετικά πολύπλοκο μείγμα συστατικών. Στο EVOO 

εντοπίζονται υψηλά επίπεδα λιπαρών οξέων (98 - 99% του συνολικού του βάρους), κυρίως 

μονοακόρεστων (monounsaturated fatty acids, MUFAs) όπως το ελαϊκό οξύ (54 - 84% του 

συνόλου των λιπαρών οξέων) (Romani et al. 2019). Επιπλέον, εντοπίζονται και άλλα 

πολυάριθμα πολύτιμα συστατικά, τα οποία αν και υπάρχουν σε πολύ μικρότερες ποσότητες 

(περίπου 1 - 2%), περιλαμβάνουν περισσότερες από 230 χημικές ενώσεις (Casas et al. 2017; 

Jiménez-Sánchez et al. 2022; Nikou et al. 2019; Romani et al. 2019). Μεταξύ αυτών οι 

πολυφαινόλες του EVOO αποτελούν μόρια που σχετίζονται ισχυρά με την ανθρώπινη υγεία, 

καθώς εμφανίζουν υψηλή αντιφλεγμονώδη, αντικαρκινική και αντιμικροβιακή δράση 

(Ghanbari et al. 2012; Mehmood et al. 2020; Santangelo et al. 2017). Η πολύπλοκη φύση των 

βιοφαινολών του ελαιολάδου, έχει οδηγήσει σε έναν αυξανόμενο αριθμό μελετών, οι οποίες 

διερευνούν τις φαρμακολογικές ιδιότητες αυτών των ουσιών είτε ως απομονωμένες ουσίες, 



~ 130 ~ 
 

είτε ως μείγματα. Tο ολικό φαινολικό κλάσμα του ελαιολάδου (total phenolic fraction, TPF), 

αποτελεί ένα σύνθετο μείγμα φαινολικών ενώσεων, με πιο χαρακτηριστικές τις απλές 

φαινόλες, τα φλαβονοειδή, τα σεκοϊριδοειδή, τα φαινολικά οξέα και τις λιγνάνες (Angelis et 

al. 2017; Pedan et al. 2019; Romani et al. 2019). Μεταξύ των χαρακτηριστικότερων 

βιοφαινολικών ενώσεων που εντοπίζονται σε αυτά τα κλάσματα είναι οι ακόλουθες: η 

ολευρωπεΐνη (OLE), το άγλυκο του λιγκστροσίδη (LA), η υδροξυτυροσόλη (ΗΤ), η τυροσόλη 

(Τ), η ολεασεΐνη  (OLEΑ) και η ολεοκανθάλη (OLEΟ) (Εικόνα 5.1) (Romani et al. 2019). 

Λαμβάνοντας υπόψη ότι το ελαιόλαδο αποτελεί ακρογωνιαίο λίθο της Μεσογειακής 

διατροφής και ότι η Ελλάδα εμφανίζεται, με βάση τα στοιχεία του Διεθνούς Συμβουλίου 

Ελαιολάδου (IOC), κατά την περίοδο 2019 - 2020, να κατέχει την 2η θέση στην κατά κεφαλήν 

κατανάλωση ελαιολάδου στην Ευρωπαϊκή Ένωση, με ελάχιστη απόσταση από την Ισπανία 

(11 kg / κάτοικο Ελλάδος έναντι 11,2 kg / κάτοικο Ισπανίας) (Olivenews.gr 2022), η παρούσα 

διδακτορική διατριβή εστίασε στη διερεύνηση της πιθανής αντιπαρασιτικής δράσης των 

συστατικών του, σε in vitro και in vivo συστήματα. 

 

5.2 Παράγοντες βιολογικής αξίας ελαιολάδου 

Παρά τον ικανοποιητικό αριθμό μελετών στο ελαιόλαδο, παραμένει δύσκολη η εξαγωγή 

σαφών και ασφαλών συμπερασμάτων λόγω της υψηλής μεταβλητότητας της  φαινολικής 

σύστασης μεταξύ των ελαιολάδων (Agiomyrgianaki et al. 2012; Ghanbari et al. 2012; Nikou et 

al. 2020). Οι καθοριστικοί παράγοντες της σύστασης του ελαιολάδου διακρίνονται στους 

ενδογενείς, όπως ενζυμικές δραστηριότητες, και στους εξωγενείς όπως η γεωγραφική 

Εικόνα 5.1. Χημικές δομές των φαινολών που υπάρχουν στις ελιές και στο ελαιόλαδο, αναπαράσταση της 

μετατροπής τους στις άγλυκες μορφές και η υδρόλυση σε τυροσόλη και υδροξυτυροσόλη (τροποποίηση από 

Vissers et. al. 2004). 
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προέλευση, η ποικιλία της ελιάς, ο βαθμός ωρίμανσης του καρπού, η περίοδος συγκομιδής, 

η διαδικασία παραγωγής, οι καιρικές συνθήκες και οι συνθήκες φύλαξης (Castillo-Luna et al. 

2021; Cicerale et al. 2009; Criado-Navarro, López-Bascón, and Priego-Capote 2020; Hachicha 

Hbaieb et al. 2016; Markhali 2021). Στο εργαστήριο του Τομέα Φαρμακογνωσίας και Χημείας 

Φυσικών Προϊόντων, της Φαρμακευτικής Σχολής του ΕΚΠΑ, αναλύεται η φαινολική σύσταση 

δειγμάτων EVOO από διαφορετικές περιοχές της Ελλάδας. Πρόσφατη μελέτη ανέδειξε την 

αντιλεϊσμανιακή δράση ενός TPF που εκχυλίστηκε από δείγμα EVOO προερχόμενου από την 

περιοχή Ζαρός της Κρήτης. Η ανάλυση του φαινολικού περιεχομένου του συγκεκριμένου TPF 

ανέδειξε την ύπαρξη HT, T, OLEA και OLEO στα 30, 22, 110 και 70 mg/g εκχυλίσματος, 

αντίστοιχα (Koutsoni et al. 2018). Τα προαναφερθέντα ερευνητικά αποτελέσματα, 

ενέπνευσαν τον σχεδιασμό πειραματικών πρωτοκόλλων για την αξιολόγηση της 

αντιλεϊσμανιακής δράσης δύο διαφορετικών κλασμάτων προερχόμενων από EVOO 

διαφορετικής φαινολικής σύστασης, ως προς τις δύο κύριες χημικές κατηγορίες που 

απαντώνται στα ελληνικά ελαιόλαδα, δηλαδή τις φαινυλικές αλκοόλες HT και T, και τα 

σεκοϊριδοειδή OLEA και OLEO. Η παρουσία OLEA και OLEO σε ένα φαινολικό κλάσμα, 

υποδηλώνει πιθανή περαιτέρω απελευθέρωση HT και T σε ένα βιολογικό σύστημα κατά τη 

μεταβολική δραστηριότητα, καθώς οι OLEA και OLEO αποτελούν εστεροποιημένες 

πρόδρομες ενώσεις των ΗΤ και Τ, αντίστοιχα (Lozano-Castellón et al. 2020; Vissers, Zock, and 

Katan 2004). Έτσι, κατά την περίοδο συγκομιδής 2020-2021, επιλέχθηκαν  δύο 

χαρακτηριστικά EVOOs, το EVOO-1 και το EVOO-2, βάση χρωματογραφημάτων  HPLC-DAD, 

τα οποία προέρχονταν από την ποικιλία Κορωνέικη, από δύο διαφορετικές γεωγραφικές 

περιοχές της Ελλάδας (Πελοπόννησος – Αρκαδία και Κρήτη – Ηράκλειο, αντίστοιχα). Από 

αυτά τα δείγματα, με τη διαδικασία της εκχύλισης, προέκυψαν αντίστοιχα τα κλάσματα TPF1 

και TPF2, των οποίων η ποσοτική ανάλυση αποκάλυψε ότι το TPF1 περιείχε ΗΤ και Τ στα 7 

και 42 mg/g εκχυλίσματος, αντίστοιχα, ενώ το TPF2 ήταν πλουσιότερο σε πολυφαινολικές 

ενώσεις, καθώς περιείχε HT και Τ στα ίδια επίπεδα περίπου με το TPF1  (5 και 12 mg/g 

εκχυλίσματος, αντίστοιχα) και επιπλέον τα σεκοϊριδοειδή OLEA και OLEO στα 144 και 301 

mg/g εκχυλίσματος, αντίστοιχα. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε συγκριτική μελέτη των 

κλασμάτων αυτών σε in vitro συστήματα παρασίτων του γένους Leishmania. 
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5.3 In vitro αντιπολλαπλασιαστική, αντιλεϊσμανιακή και κυτταροτοξική δράση των 

βιοφαινολικών συστατικών του ελαιολάδου 

Στην παρούσα διατριβή αξιολογήθηκε η αντιλεϊσμανιακή δράση δύο ολικών φαινολικών 

κλασμάτων διαφορετικής σύστασης, των TPF1 και TPF2, και τεσσάρων απομονωμένων 

βιοφαινολών, της OLE, HT, OLEA και OLEO.Η αξιολόγηση της αντιλεϊσμανιακής δράσης όλων 

των υπό μελέτη φυσικών προϊόντων πραγματοποιήθηκε αρχικά στο σύστημα των 

προμαστιγωτών μορφών δύο στελεχών Leishmania, των L. infantum και L. major,  που 

αποτελούν αιτιολογικούς παράγοντες για τις κύριες κλινικές μορφές της νόσου, τη 

σπλαγχνική και τη δερματική λεϊσμανίαση, αντίστοιχα. Στη συνέχεια, εξετάστηκε η 

παρασιτοκτόνος δράση τους έναντι της ενδοκυττάριας αμαστιγωτής μορφής και των δύο 

ειδών του παρασίτου, δεδομένου ότι η μορφή αυτή επιβιώνει και πολλαπλασιάζεται 

ενδοκυτταρικά εντός των μακροφάγων του τελικού ξενιστή. 

Τα αποτελέσματα της μελέτης ανέδειξαν τα ολικά φαινολικά κλάσματα ως ικανά να 

αναστείλουν αποτελεσματικά τη βιωσιμότητα των προμαστιγωτών μορφών και των δύο 

ειδών του παρασίτου. Ωστόσο, το TPF2 εμφάνισε ισχυρότερες αντιλεϊσμανιακές ιδιότητες σε 

σύγκριση με το TPF1, καθώς οι μέσες ανασταλτικές συγκεντρώσεις IC50  έναντι 

των προμαστιγωτών L. infantum και L. major ήταν μειωμένες κατά 3,7 και 3,9 φορές, 

αντίστοιχα. Επίσης, συγκρίνοντας την αποτελεσματικότητά τους έναντι των διαφορετικών 

στελεχών του παρασίτου Leishmania, αξίζει να σημειωθεί πως η δράση των φαινολικών 

κλασμάτων TPF1 και TPF2, ήταν ισχυρότερη έναντι των προμαστιγωτών L. major, σε σύγκριση 

με το L. infantum, όπως προκύπτει από τις μειωμένες κατά 1,3 φορές τιμές IC50. Ομοίως, και 

οι ενδοκυττάριες αμαστιγωτές μορφές του παρασίτου, παρουσίασαν μεγαλύτερη 

ευαισθησία στο TPF2. Ειδικότερα, για το TPF2 προσδιορίστηκαν μέσες ανασταλτικές 

συγκεντρώσεις IC50 έναντι των L. infantum και L. major, κατά 2 φορές χαμηλότερες σε σχέση 

με τις αντίστοιχες τιμές του TPF1. Επιπλέον, όμοια με το σύστημα των εξωκυττάριων 

προμαστιγωτών, η αντιλεϊσμανιακή δράση και των δύο πολυφαινολικών κλασμάτων ήταν 

ισχυρότερη έναντι του στελέχους L. major, συγκριτικά με το L. infantum, καθώς 

προσδιορίστηκαν μειωμένες τιμές IC50 κατά 1,5 φορά.  

Κατά την ανάπτυξη νέων φαρμακευτικών παραγόντων, ο τοξικολογικός έλεγχος είναι 

απαραίτητος τόσο σε in vitro όσο και σε in vivo συστήματα. Ως εκ τούτου, στα πλαίσια της 

παρούσας μελέτης, πραγματοποιήθηκε in vitro έλεγχος της κυτταροτοξικότητας των 

πολυφαινολικών κλασμάτων TPF1 και TPF2 σε μακροφάγα της κυτταρικής σειράς J774A.1. Η 

επιλογή των μακροφάγων για τον κυτταροτοξικό έλεγχο βασίστηκε στο γεγονός ότι 

αποτελούν τον κύριο κυτταρικό ξενιστή του παρασίτου. Δεν παρατηρήθηκε σημαντική 
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τοξικότητα για κανένα από τα δύο κλάσματα, ενώ αντιθέτως, εμφάνισαν εκλεκτική δράση 

έναντι των ενδοκυττάριων αμαστιγωτών μορφών και των δύο στελεχών Leishmania, όπως 

αυτό καταδεικνύεται από τους αντίστοιχους δείκτες SI που προσδιορίστηκαν μεγαλύτεροι 

της μονάδας. Επιπλέον,  οι δείκτες SI ανέδειξαν το κλάσμα TPF2 ως εκλεκτότερο έναντι και 

των δύο στελεχών Leishmania, συγκριτικά με το TPF1.  

Συμπερασματικά, από τη συγκριτική αξιολόγηση της δράσης των δύο πολυφαινολικών 

κλασμάτων διαφορετικής φαινολικής σύστασης στα in vitro συστήματα μεταβολικής 

δραστηριότητας των εξωκυττάριων και ενδοκυττάριων παρασίτων Leishmania, προέκυψε ότι 

το κλάσμα TPF2 που είχε την υψηλότερη φαινολική περιεκτικότητα σε OLEA και OLEO, 

παρουσίασε ισχυρότερη αντιλεϊσμανιακή δράση. Επιπρόσθετα, οι υποσχόμενες 

αντιλεϊσμανιακές ιδιότητες των πολυφαινολικών κλασμάτων TPF1 και TPF2, επιβεβαιώθηκαν 

περαιτέρω με μελέτη της κινητικής ανάπτυξης των προμαστιγωτών Leishmania, μετά την 

έκθεσή τους σε αυτά τα φυσικά προϊόντα. Οι αντίστοιχες καμπύλες ανάπτυξης των 

προμαστιγωτών L. infantum και L. major ανέδειξαν την ισχυρή αντιπολλαπλασιαστική 

ικανότητα και των δύο κλασμάτων. Ανάλογη μελέτη, εφαρμόζει την κινητική ανάπτυξης για 

την in vitro αξιολόγηση της αντιπολλαπλασιαστικής δράσης της αλλοπουρινόλης, ενός 

ανάλογου πουρίνης που χρησιμοποιείται για τη θεραπεία της λεϊσμανίασης του σκύλου 

(Kamau, Nunez, and Grimm 2001). Ομοίως, οι φαινολικές ενώσεις, απιγενίνη και ροσμαρινικό 

οξύ ανέστειλαν τον πολλαπλασιασμό των L. donovani προμαστιγωτών  (Antwi et al. 2019).  

Επιπρόσθετα, σε απομονωμένες φαινολικές ενώσεις, που αποτελούν δευτερογενείς 

φυτικούς μεταβολίτες που λαμβάνονται με τη διατροφή, έχει αναγνωριστεί η ανασταλτική 

τους δράση έναντι των παρασίτων Leishmania (Antwi et al. 2019; Tasdemir et al. 2006). 

Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν το ροσμαρινικό οξύ και η απιγενίνη, ενώσεις  με 

ισχυρή ανασταλτική δράση έναντι και των δύο αναπτυξιακών μορφών του παρασίτου L. 

donovani. Επιπλέον, πρόσφατες μελέτες που έχουν επικεντρωθεί στη μελέτη του 

ελαιολάδου, έχουν φανερώσει τις αντιλεϊσμανιακές ιδιότητες των απομονωμένων 

κυρίαρχων φαινολικών ενώσεών του. Χαρακτηριστικές είναι η OLE, η Τ, η ΗΤ και η OLEO 

(Belmonte-Reche et al. 2016; Elamin and Al-Maliki 2014; Karampetsou et al. 2022; Kyriazis et 

al. 2013, 2017). Στην παρούσα μελέτη, έχοντας αρχικά αξιολογήσει την αποτελεσματικότητα 

των δύο πολυφαινολικών κλασμάτων TPF1 και TPF2,  τέθηκε ως επόμενος στόχος η 

αξιολόγηση της αντιλεϊσμανιακής δράσης τεσσάρων απομονωμένων φαινολικών ενώσεων: 

α) της OLE,  ενός σεκοϊριδοειδούς που εντοπίζεται κυρίως στα φύλλα της ελιάς και σε πολύ 

μικρές συγκεντρώσεις στο ελαιόλαδο, β) της HT που αποτελεί την καλύτερα μελετημένη 

μέχρι σήμερα φαινυλική αλκοόλη του ελαιολάδου, και γ) των σεκοϊριδοειδών OLEA και OLEO, 
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δύο χημικά συγγενικών μορίων που αποτελούν συζευγμένες πρόδρομες ενώσεις των HT και 

Τ, αντίστοιχα. Παρότι, όπως προαναφέρθηκε, υπάρχουν αναφορές για την αντιλεϊσμανιακή 

τους δράση έναντι ορισμένων στελεχών του παρασίτου Leishmania, στην παρούσα μελέτη, 

αξιολογήθηκαν περαιτέρω σε άλλα στελέχη του παρασίτου Leishmania ή σε παράσιτα 

διαφορετικής αναπτυξιακής φάσης. Τα αποτελέσματα της μελέτης ανέδειξαν και τις τέσσερις 

ουσίες ως ικανές να προκαλέσουν αναστολή της βιωσιμότητας των προμαστιγωτών μορφών 

L. infantum και L. major. Ωστόσο, η OLE και η OLEO εμφάνισαν ισχυρότερες 

αντιπρομαστιγωτικές ιδιότητες 

έναντι και των δύο στελεχών, 

όπως αποδεικνύεται από τις 

μικρότερες τιμές των μέσων 

ανασταλτικών συγκεντρώσεων 

IC50.   Επίσης, συγκρίνοντας την 

αποτελεσματικότητα των 

απομονωμένων ενώσεων έναντι 

των δύο διαφορετικών στελεχών 

του παρασίτου Leishmania, αξίζει 

να σημειωθεί πως η δράση και των 

τεσσάρων ενώσεων  ήταν ισχυρότερη έναντι του στελέχους L. infantum, συγκριτικά με το L. 

major, καθώς προσδιορίστηκαν μειωμένες τιμές IC50 κατά 1,5 έως 2 φορές. Αντίστοιχα, στο 

in vitro σύστημα των ενδοκυττάριων αμαστιγωτών, παρότι και οι τέσσερις παρουσίασαν 

αντιαμαστιγωτική δράση, οι απομονωμένες OLEA και OLEO παρουσιάστηκαν ως 

ισχυρότερες. Επιπλέον, μεταξύ των τεσσάρων ενώσεων, η OLEA αναδείχθηκε ως το πιο 

εκλεκτικό δραστικό φυσικό προϊόν με δείκτες εκλεκτικότητας ίσους με 4,3 για το L. infantum 

και 11 για το L. major, γεγονός που την αναδεικνύει ως ένα πολλά υποσχόμενο φαρμακευτικό 

προϊόν. Ακολούθησε η OLEO η οποία εμφάνισε δείκτες εκλεκτικότητας 1,7 για το στέλεχος L. 

major και 1,2 για το L. infantum.  Σε αυτό το σημείο αξίζει να σημειωθεί ξανά πως η εκλεκτική 

OLEO παρουσίασε επίσης χαμηλές τιμές IC50 και για τις δύο αναπτυξιακές μορφές και των 

δύο στελεχών Leishmania. Για τα υπόλοιπα φυσικά προϊόντα, OLE και ΗΤ, προσδιορίστηκε 

δείκτης εκλεκτικότητας κοντά στη μονάδα.  

 

 

 

Εικόνα 5.2. Σχηματική αναπαράσταση του δυναμικού της 

λεϊσμανιοκτόνου δράσης των ολικών φαινολικών κλασμάτων και 

των απομονωμένων βιοφαινολικών ενώσεων. 
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5.4 In vitro επαγωγή προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου σε προμαστιγώτες 

Leishmania spp. 

Τα ενδοκυττάρια παράσιτα εξασφαλίζουν την εγκατάσταση της λοίμωξης και της 

μετάδοσής τους, αποφεύγοντας τον υπερ-παρασιτισμό που θα οδηγούσε στο θάνατο τόσο 

του ξενιστή, όσο και του ίδιου του παρασίτου (Lüder et al. 2010). Ο ενδοκυττάριος 

πληθυσμός των παρασίτων μπορεί να ρυθμιστεί από παράγοντες όπως ο κυτταρικός 

πολλαπλασιασμός, η εξέλιξη του κυτταρικού κύκλου και το είδος του κυτταρικού θανάτου 

που λαμβάνει χώρα κατά τη χορήγηση θεραπευτικών ουσιών. Συνεπώς, η μελέτη του είδους 

του κυτταρικού θανάτου που επάγεται από τα νέα υποψήφια αντιλεϊσμανιακά φάρμακα 

είναι εξέχουσας σημασίας. Επιπλέον, το είδος του κυτταρικού θανάτου των παρασίτων, και 

εν προκειμένω ο αποπτωτικός θάνατος των πρωτόζωων του γένους Leishmania, έχει 

ιδιαίτερη σημασία για  την επιτυχή μόλυνση ρυθμίζοντας ταυτόχρονα και την ανοσολογική 

απόκριση του ξενιστή (Basmaciyan, Azas, and Casanova 2018; Basmaciyan and Casanova 

2019). 

 Όπως προαναφέρθηκε, οι δευτερογενείς μεταβολίτες της ελιάς OLE, HT και OLEO, έχουν 

δείξει ισχυρή αντιλεϊσμανιακή δράση σε in vitro ή/και σε in vivo συστήματα και έχει 

αναφερθεί ότι οι λεϊσμανιοκτόνες δραστηριότητές τους οφείλονται σε αποπτωτικές 

διεργασίες (Elamin and Al-Maliki 2014; Kyriazis et al. 2017). Συνεπώς, τα δύο ολικά φαινολικά 

κλάσματα TPF1 και TPF2, διερευνήθηκαν συγκριτικά προς αυτή την κατεύθυνση. Αρχικά, για 

τον προσδιορισμό του εμπλεκόμενου μηχανισμού κυτταρικού θανάτου, αξιολογήθηκαν 

μορφολογικές αλλοιώσεις, όπως αλλαγές στο σχήμα και το μέγεθος των προμαστιγωτών 

μορφών των παρασίτων Leishmania, μετά από 72 ώρες επίδρασης με  τα TPF1 και TPF2. Οι 

προμαστιγώτες που δε δέχτηκαν την επίδραση κάποιας ουσίας, εμφάνισαν το  

χαρακτηριστικό επίμηκες ατρακτοειδές  σχήμα, ενώ τα παράσιτα που επωάστηκαν με τα TPF1 

και TPF2, παρουσίασαν χαρακτηριστικές μορφολογικές μεταβολές που σχετίζονται με την 

απόπτωση, όπως στρογγυλοποίηση και συρρίκνωση του σώματός τους (στρογγυλά ή ωοειδή 

παράσιτα), και μείωση του μήκους τους. Οι παρατηρούμενες μορφολογικές αλλαγές ήταν 

ανάλογες με αντίστοιχες αλλοιώσεις που προκλήθηκαν σε προμαστιγώτες L. donovani μετά 

από έκθεσή τους στη ρακεμοσίδη Α, μια φυσική στεροειδή σαπωνίνη, και στη HePC, η οποία 

στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε ως το φάρμακο αναφοράς (Dutta, Ghoshal, et al. 

2007; Paris et al. 2004). Επιπρόσθετα, η λιγνάνη yangambin, που λαμβάνεται από το φυτό 

Ocotea duckei, επιφέρει παρόμοιες μορφολογικές αλλοιώσεις σε προμαστιγώτες L. chagasi 

και L. amazonensis, ενώ υπάρχουν και αναφορές για αντίστοιχες μορφολογικές αλλαγές σε 
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προμαστιγώτες L. infantum προκαλούμενες από αιθέρια έλαια φυτών του γένους Artemisia  

(Islamuddin, Chouhan, et al. 2014; Neto et al. 2011). 

Οι προαναφερθείσες μορφολογικές αλλαγές αποτέλεσαν μια πρώτη ένδειξη για το είδος 

του επαγόμενου κυτταρικού θανάτου, ενώ ακολούθησε η περαιτέρω μελέτη βιοχημικών 

χαρακτηριστικών (Galluzzi et al. 2012).  Έτσι, αρχικά αξιολογήθηκε η βασική αλλοίωση που 

έχει περιγραφεί ότι υφίσταται η πλασματική κυτταρική μεμβράνη κατά τη διάρκεια 

διεργασιών αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου. Αναλυτικότερα, κατά την απόπτωση 

παρατηρείται εξωτερίκευση του φωσφολιπιδίου της φωσφατιδυλοσερίνης (PS) (Lüder et al. 

2010), καθώς διαταράσσεται η συμμετρία της πλασματικής μεμβράνης και η PS 

μετατοπίζεται στο εξωτερικό πέταλό της  (Chen et al. 2008). Στα πλαίσια της παρούσας 

μελέτης, προμαστιγώτες L. infantum και L. major εκθετικής φάσης ανάπτυξης, επωάστηκαν 

με τα TPF1 και TPF2 για 72 ώρες και ακολούθως χρωματίστηκαν διπλά με ανεξίνη V-FITC και 

PI. Η ανεξίνη V αποτελεί μια κυτταρική πρωτεΐνη που συνδέεται με φωσφολιπίδια, 

επιδεικνύοντας μεγαλύτερη χημική συγγένεια για την PS, ενώ το PI αποτελεί μια μη 

διαπερατή χρωστική για την άθικτη πλασματική μεμβράνη που συνδέεται με το DNA (Chen 

et al. 2008). Τα αποτελέσματα αναλύθηκαν με κυτταρομετρία ροής (Darzynkiewicz and 

Bedner 2000; Pietkiewicz, Schmidt, and Lavrik 2015), προκειμένου να ποσοτικοποιηθεί το 

ποσοστό των αποπτωτικών κυττάρων. Η επίδραση των TPF1 και TPF2 οδήγησε σε σημαντική 

αύξηση του ποσοστού των σημασμένων με ανεξίνη V παρασίτων,  ενώ το TPF2 αναδείχθηκε 

ως ισχυρότερος αντιλεϊσμανιακός παράγοντας καθώς επέφερε μέχρι και 66% μεγαλύτερη 

αύξηση στο ποσοστό των σημασμένων παρασίτων, συγκριτικά με το TPF1. Τα παραπάνω 

αποτελέσματα έρχονται σε συμφωνία με ανάλογες προγενέστερες μελέτες οι οποίες 

αναφέρουν την έκθεση της PS μετά από διάφορες φαρμακευτικές επιδράσεις σε 

προμαστιγώτες Leishmania. Πρόσφατα, η μελέτη της in vitro επίδρασης ενός ακατέργαστου 

πολυφαινολικού κλάσματος (TPF) εμπλουτισμένου με OLEO, σε προμαστιγώτες L. infantum 

και L. major σε τρία χρονικά σημεία,  προσδιόρισε σημαντική αύξηση των ποσοστών των 

σημασμένων με ανεξίνη V παρασίτων (Karampetsou et al. 2021). Ομοίως, αιθέριο έλαιο 

προερχόμενο από το φυτό Artemisia annua ενισχύει τη δέσμευση της ανεξίνης V σε 

προμαστιγώτες L . donovani, μετά από 72 ώρες επώασης (Islamuddin, Chouhan, et al. 2014).  

Επίσης, η επίδραση του αιθέριου ελαίου EROSA, πλούσιου σε ευγενόλη, που προέρχεται από 

το δέντρο Syzygium aromaticum, σε προμαστιγώτες L. donovani, προκαλεί τη δέσμευση τόσο 

της ανεξίνης V όσο και του PI, υποδεικνύοντας την επαγωγή όψιμης αποπτωτικής φάσης 

(Islamuddin, Sahal, and Afrin 2014). Αντίστοιχα, επώαση παρασίτων L. donovani με εκχύλισμα 

φύλλων του φυτού Aloe vera προκαλεί μέγιστη έκθεση της PS στις 24 ώρες επίδρασης (Dutta, 
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Bandyopadhyay, et al. 2007), ενώ φυτικό εκχύλισμα από το φυτό Cassia Fistula προκαλεί 

δοσοεξαρτώμενη μετατόπιση από την πρώιμη στην όψιμη αποπτωτική φάση σε 

προμαστιγώτες L. donovani, μετά από 48 ώρες επώασης (Tabrez et al. 2021).  

Τα προαναφερθέντα αποτελέσματα σχετικά με την εξωτερίκευση της PS αποτελούν 

μεμονωμένη βιοχημική ένδειξη του επαγόμενου κυτταρικού θανάτου και απαιτείται η 

συνεκτίμησή τους με επιπλέον βιοχημικούς δείκτες (Galluzzi et al. 2012). Η επιλογή του 

ελέγχου της εξωτερίκευσης της PS ως κριτήριο αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου σε 

προμαστιγώτες του γένους Leishmania αποτελεί αμφιλεγόμενο ζήτημα, καθώς η ανεξίνη V 

συνδέεται και με άλλα φωσφολιπίδια εκτός από την PS, τα οποία εκτίθενται επίσης στην 

κυτταρική μεμβράνη των παρασίτων. Μεταξύ αυτών των φωσφολιπιδίων, συναντώνται η 

φωσφατιδυλογλυκερόλη, η 4,5-διφωσφορική φωσφατιδυλινοσιτόλη, το φωσφατιδικό οξύ, η 

φωσφατιδυλαιθανολαμίνη και η φωσφατιδυλινοσιτόλη (Weingärtner et al. 2012).  

Ο κατακερματισμός του DNA είναι ένα από τα κοινά βιοχημικά χαρακτηριστικά της 

απόπτωσης στα θηλαστικά και θεωρείται σημαντικός δείκτης για τον αποπτωτικό κυτταρικό 

θάνατο στα πρωτόζωα (Jiménez-Ruiz et al. 2010; Ni Nyoman and Lüder 2013). Στην παρούσα 

μελέτη, χρησιμοποιήθηκε η τεχνική TUNEL για να εκτιμηθεί ο κατακερματισμός του 

γονιδιωματικού DNA των προμαστιγωτών L. infantum και L. major ύστερα από 72 ώρες 

επώασης με τα TPF1 και TPF2 (Mirzayans and Murray 2020). Η επίδραση των πολυφαινολικών 

κλασμάτων οδήγησε σε σημαντική αύξηση του ποσοστού των TUNEL-θετικών κυττάρων, ενώ 

το TPF2 αναδείχθηκε ως ισχυρότερος αντιλεϊσμανιακός παράγοντας καθώς επέφερε μέχρι 

και 62% μεγαλύτερη αύξηση στο ποσοστό αυτό, συγκριτικά με το TPF1. Τα ευρήματα αυτά 

επιβεβαιώθηκαν περαιτέρω με απομόνωση του DNA των παρασίτων, διαχωρισμό των 

κλασμάτων υψηλού και χαμηλού μοριακού βάρους και ανάλυση μετά από ηλεκτροφόρηση. 

Προηγούμενες μελέτες αναφέρουν παρόμοια ευρήματα σε προμαστιγώτες L. donovani που 

επωάστηκαν για 48 ώρες με αρτεμισίνη, ένα καθιερωμένο φάρμακο κατά της ελονοσίας, που 

απομονώθηκε από το φυτό Artemisia annua ή με αιθανολικό εκχύλισμα προερχόμενο από το 

Piper betle (Sarkar et al. 2008; Sen et al. 2007). Επίσης, μια νέα λιποσωμιακή τροποποίηση 

της αμφοτερικίνης Β (Kalsome TM10), οδηγεί σε κατακερματισμό του DNA και σε σημαντική 

αύξηση των TUNEL-θετικών κυττάρων σε προμαστιγώτες L. donovani μετά από 12 ώρες 

επώασης(Shadab et al. 2017). Ομοίως, κατακερματισμός του DNA παρατηρείται σε 

προμαστιγώτες L. donovani μετά από 72 ώρες επώασης με αιθέρια έλαια προερχόμενα από 

τα φυτά Syzygium aromaticum και Artemisia annua (Islamuddin, Chouhan, et al. 2014; 

Islamuddin, Sahal, et al. 2014)..  Αντιθέτως, η επίδραση της αλλισίνης σε προμαστιγώτες L. 

infantum δεν προκαλεί κατακερματισμό του παρασιτικού DNA (Corral et al. 2016). 
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Οι ενεργές ρίζες οξυγόνου (ROS) διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην κυτταρική 

σηματοδότηση και στη ρύθμιση των κύριων οδών απόπτωσης που μεσολαβούνται από τα 

μιτοχόνδρια και το ενδοπλασματικό δίκτυο. Η υπέρμετρη παραγωγή ROS προκαλεί βλάβες 

σε πρωτεΐνες και οργανίδια, όπως τα μιτοχόνδρια, οι οποίες μπορούν να οδηγήσουν σε 

ενεργοποίηση διεργασιών αποπτωτικού κυτταρικού θανάτου (Redza-Dutordoir and Averill-

Bates 2016; Roy et al. 2008; Silva-Silva et al. 2022; Smirlis et al. 2010). Στην παρούσα διατριβή  

προσδιορίστηκαν τα επίπεδα των κυτταροπλασματικών ROS σε προμαστιγώτες L. infantum 

και L. major που δέχτηκαν την επίδραση των πολυφαινολικών κλασμάτων TPF1 και TPF2 για 

72 ώρες και παρατηρήθηκε σημαντική αύξησή τους και στα δύο στελέχη Leishmania. 

Ανάλογα ευρήματα αναφέρονται και σε πρόσφατη μελέτη διερεύνησης του επαγόμενου 

κυτταρικού θανάτου από πολυφαινολικό κλάσμα TPF διαφορετικής φαινολικής σύνθεσης  σε 

προμαστιγώτες L. infantum και L. major, όπου συσχετίστηκε η αυξημένη παραγωγή ROS με 

διαταραχές του δυναμικού της μιτοχονδριακής μεμβράνης (Karampetsou et al. 2021). Αρκετά 

βιβλιογραφικά δεδομένα συνδέουν την αυξημένη παραγωγή ROS με προγραμματισμένο 

κυτταρικό θάνατο σε παράσιτα του γένους  Leishmania, ύστερα από τη δράση φυσικών 

προϊόντων. Ενδεικτικά, η σησαμόλη, μια φαινολική ένωση του σησαμέλαιου, επάγει 

δοσοεξαρτώμενη παραγωγή ROS σε προμαστιγώτες L. donovani μετά από 48 ώρες επώασης, 

προκαλώντας αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο (Ali et al. 2021). Ομοίως, η ένωση «carajurin» 

που προέρχονται από το φυτό Arrabidaea chica και η απιγενίνη, ένα βιοενεργό φλαβονοειδές 

που συναντάται σε αφθονία σε φυτά όπως ο μαϊντανός και το χαμομήλι, προκαλούν 

αυξημένη παραγωγή ROS σε προμαστιγώτες L. amazonensis ύστερα από 24 ώρες επώασης 

(Fonseca-Silva et al. 2015; Silva-Silva et al. 2022). Ομοίως, η κερσετίνη, ένα από τα πιο κοινά 

πολυφαινολικά φλαβονοειδή που εντοπίζεται σε φυτά όπως τα κρεμμύδια, το γκίνγκο 

μπιλόμπα και το τσάι, επιφέρει αυξημένη παραγωγή σε προμαστιγώτες L. amazonensis, 

ύστερα από 48 ώρες επώασης (Fonseca-Silva et al. 2011). Αντιθέτως, η επίδραση με 

εκχύλισμα φύλλων του φυτού Aloe vera σε προμαστιγώτες L. donovani δεν πυροδοτεί τη 

δημιουργία ROS (Dutta, Ghoshal, et al. 2007). 

Συμπερασματικά, στην παρούσα μελέτη συνεκτιμήθηκαν διαφορετικοί δείκτες 

αποπτωτικού θανάτου, συμπεριλαμβανομένων των μορφολογικών αλλοιώσεων και των 

βιοχημικών χαρακτηριστικών (η εξωτερίκευση της PS, ο κατακερματισμός του DNA, η 

παραγωγή ROS). Σύμφωνα με όλα τα παραπάνω αποτελέσματα, τα ολικά φαινολικά 

κλάσματα επάγουν  προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο τόσο σε σπλαγχνοτροπικά, όσο και 

σε δερμοτροπικά στελέχη του γένους. Τα αποτελέσματα  αυτά ανοίγουν το δρόμο για 
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περαιτέρω έρευνα ως προς τη χημειοθεραπευτική χρήση πολυφαινολικών κλασμάτων έναντι 

της λεϊσμανίασης.  

 

5.5 Συνδυαστική χημειοθεραπεία έναντι των ενδοκυττάριων παρασίτων Leishmania 

Παρά την πρόοδο στις γνώσεις γύρω από την κυτταρική βιολογία και την ανοσολογία της 

λεϊσμανίασης, η χημειοθεραπεία της νόσου εξακολουθεί να στερείται εναλλακτικών 

επιλογών. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, εγκεκριμένα εμβόλια κατά της λεϊσμανίασης δεν 

υπάρχουν και το χημειοθεραπευτικό οπλοστάσιο για την ίαση της νόσου είναι αρκετά 

περιορισμένο, καθώς τα συμβατικά αντιλεϊσμανιακά φάρμακα παρουσιάζουν σημαντικά 

μειονεκτήματα  (Abou-El-Naga, Mady, and Mogahed 2020; Uliana et al. 2017). Συνεπώς, οι 

διαθέσιμες χημειοθεραπευτικές επιλογές απαιτούν βελτίωση για την επίτευξη νέων 

θεραπευτικών προσεγγίσεων. Προς αυτή την κατεύθυνση, τα τελευταία χρόνια, οι έρευνες 

επικεντρώνονται στην ανάπτυξη εναλλακτικών στρατηγικών θεραπείας (Roatt et al. 2020; 

Sundar and Chakravarty 2013), όπως η συνδυαστική χρήση φαρμάκων που αποτελεί μια 

υποσχόμενη εναλλακτική προσέγγιση που ήδη εφαρμόζεται για τη θεραπεία ασθενειών, 

όπως ο καρκίνος (Saputra et al. 2018), αλλά και αρκετών μολυσματικών νοσημάτων όπως η 

ελονοσία, το AIDS, η φυματίωση και η λέπρα (Juliana Quero Reimão 2011; Uliana et al. 2017). 

Η στρατηγική της συνδυαστικής χημειοθεραπείας θεωρείται πλεονεκτική επιλογή συγκριτικά 

με τη συμβατική χημειοθεραπεία, καθώς η κατάλληλη συγχορήγηση φαρμάκων μπορεί να 

αποτελέσει ένα σημαντικό εργαλείο ικανό να επιτύχει τη μείωση των παρενεργειών, μέσω 

της μείωσης της διάρκειας και της δοσολογίας των τρεχουσών θεραπειών, αλλά και την 

καθυστέρηση ή/και πρόληψη της αντοχής στα ήδη επί δεκαετιών χρησιμοποιούμενα 

αντιλεϊσμανιακά φάρμακα (Abou-El-Naga et al. 2020; Bastos et al. 2016; Griensven van et al. 

2010; Roatt et al. 2020). 

Σχετικά με την θεραπεία της λεϊσμανίασης, πρόσφατες μελέτες αναφέρουν τη 

συνδυαστική χρήση φαρμάκων στην αντιμετώπιση της συλλοίμωξης HIV/Leishmania (Rebello 

et al. 2019). Επιπλέον, αρκετές μελέτες επικεντρώνονται στην αξιολόγηση της 

αποτελεσματικότητας της συνδυαστικής χημειοθεραπείας, είτε μεταξύ συμβατικών 

φαρμάκων, είτε σε συνδυασμό με νέες ενώσεις που έχουν επιδείξει ισχυρή λεϊσμανιοκτόνο 

δράση (Mesquita, Tempone, and Reimão 2014; Morais-Teixeira et al. 2014; Nunes et al. 2017; 

Sousa et al. 2014; Trinconi et al. 2021). Ενδεικτικά, η αλληλεπίδραση μεταξύ HePC και AmB 

ταξινομήθηκε ως αδιάφορη τόσο στο σύστημα των προμαστιγωτών, όσο και στο αντίστοιχο 

σύστημα των αμαστιγωτών L. donovani (Karin Seifert and Simon L. Croft 2006; Ménez et al. 

2006). Ομοίως, η αλληλεπίδραση μεταξύ HePC και παρομομυκίνης επίσης ταξινομήθηκε ως 
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αδιάφορη έναντι των αμαστιγωτών L. infantum και L. donovani (Hendrickx et al. 2017; Ménez 

et al. 2006). Στο πεδίο των φυσικών προϊόντων, παρότι πολλές ενώσεις,  όπως αιθέρια έλαια, 

και φυτικά εκχυλίσματα έχουν ταυτοποιηθεί ως προς την αντιλεϊσμανιακή τους δράση (Koko 

et al. 2022), ο αριθμός των μελετών της αλληλεπίδρασής τους, είτε μεταξύ τους, είτε με 

εγκεκριμένα και εμπορικά διαθέσιμα φάρμακα παραμένει περιορισμένος. Ενδεικτική μελέτη 

αναφέρει αθροιστικές και συνεργιστικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ ενώσεων αιθέριου ελαίου 

προερχόμενου από το Chenopodium ambrosioides έναντι προμαστιγωτών L. amazonensis 

(Pastor et al. 2015). Επίσης, ανάλογη μελέτη αναφέρει ότι το προαναφερθέν αιθέριο έλαιο 

παρουσιάζει συνεργιστική δράση με την πενταμιδίνη έναντι των προμαστιγωτών L. 

amazonensis, ενώ η αντίστοιχη αλληλεπίδρασή του με την αντιμονιακή μεγλουμίνη ή την 

AmB χαρακτηρίζεται ως αδιάφορη (Monzote et al. 2007). Αντιθέτως, η αλληλεπίδραση ενός 

αιθέριου ελαίου προερχόμενου από τα φύλλα V. Brasiliana με τη HePC έναντι 

προμαστιγωτών L. infantum χαρακτηρίζεται ως ανταγωνιστική (Mondêgo-Oliveira et al. 

2021). Επίσης, ανάλογη μελέτη αναφέρει ότι ο συνδυασμός  αντιμονιακής μεγλουμίνης με 

χημικές ενώσεις που εντοπίζονται σε μπαχαρικά, όπως η καψαϊκίνη και η πιπερίνη, επιφέρει 

ενισχυμένη αντιλεϊσμανιακή in vitro δράση των φυσικών ενώσεων έναντι τόσο των 

προμαστιγωτών όσο και των αμαστιγωτών μορφών L. infantum (Koko et al. 2022; Vieira-

Araújo et al. 2018). Επίσης, η αξιολόγηση της συνδυαστικής δράσης ενός δυναμικού 

αιθανολικού εκχυλίσματος προερχόμενου από φύλλα του αφρικανικού φαρμακευτικού 

φυτού Moringa oleifera με την AmΒ έναντι των προμαστιγωτών και των αμαστιγωτών L. 

major, αποκάλυψε συνέργεια (Hammi et al. 2020). Ομοίως, ως συνεργιστική χαρακτηρίζεται 

και η αλληλεπίδραση επιλεγμένων συνδυασμών της AmΒ με την αλλισίνη, μιας 

οργανοθειϊκής ένωσης που απαντάται στο σκόρδο, έναντι των ενδοκυττάριων αμαστιγωτών 

L. martiquensis και L. donovani, οδηγώντας σε τετραπλάσια και διπλάσια, αντίστοιχα, μείωση 

της δόσης της AmB (Corral et al. 2014; Intakhan et al. 2020). Τέλος, ως αθροιστική 

χαρακτηρίζεται η αλληλεπίδραση της ελαϊκής ευγενόλης, ενός χημικά συνθετικού 

παράγωγου της ευγενόλης, και της HePC σε προμαστιγώτες και αμαστιγώτες στο L. donovani 

(Kar et al. 2021).   

Στην παρούσα μελέτη αναζητήθηκε ο καταλληλότερος συνδυασμός βιοφαινολικών 

ενώσεων του EVOO με τη HePC, με απώτερο στόχο τη  βελτιστοποίηση της απόδοσης της 

HePC, του μοναδικού εγκεκριμένου από τον Οργανισμό Τροφίμων και Φαρμάκων (FDA) 

σκευάσματος που χορηγείται δια στόματος για τη θεραπεία της λεϊσμανίασης. Έχοντας ήδη 

αποδείξει in vitro τις αντιλεϊσμανιακές ιδιότητες, τόσο των ολικών φαινολικών κλασμάτων 

TPF1 και TPF2, όσο και των απομονωμένων φαινολικών ενώσεων OLE, HT, OLEA και OLEO, 
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ακολούθησε η αξιολόγηση της φύσης της αλληλεπίδρασης αυτών των πολυφαινολών με τη 

HePC, σε in vitro συστήματα εξωκυττάριων προμαστιγωτών και ενδοκυττάριων αμαστιγωτών 

Leishmania. Στόχος αυτής της προσέγγισης ήταν ο προσδιορισμός πιθανών αποτελεσματικών 

συνδυαστικών δοσολογικών σχημάτων βιοφαινολών και HePC χαμηλότερης δόσης. Μέχρι 

σήμερα, πολλές μέθοδοι έχουν χρησιμοποιηθεί για την αξιολόγηση των φαρμακευτικών 

αλληλεπιδράσεων, ενώ η κλασματική ανασταλτική συγκέντρωση (FIC) αποτελεί έναν 

διαδεδομένο δείκτη που χρησιμοποιείται από τις αρχές του 1980. (Chou 2006; ESCMID 2000; 

Hall, Middleton, and Westmacott 1983; Odds 2003; Zhao, L-S Au, and Guillaume Wientjes 

2010). Επιπλέον, η ανάλυση ισοβολογράμματος χρησιμοποιείται ευρέως γι’ αυτό το σκοπό 

(Huang et al. 2019; Tallarida 2006). Συνεπώς, στην παρούσα μελέτη, τα αποτελέσματα 

αναλύθηκαν χρησιμοποιώντας την τροποποιημένη μέθοδο ισοβολογράμματος (Fivelman et 

al. 2004) και η φύση των αλληλεπιδράσεων κατηγοριοποιήθηκε ως συνεργιστική, 

αθροιστική, αδιάφορη ή ανταγωνιστική (ESCMID 2000; Fratini et al. 2017).      

Αρχικά, πραγματοποιήθηκε η μελέτη των αλληλεπιδράσεων κάθε μιας φαινολικής ένωσης 

με τη HePC, στο in vitro σύστημα των εξωκυττάριων προμαστιγωτών L. infantum και L. major.  

Με γνώμονα τις τιμές IC50 που είχαν ήδη προσδιοριστεί, υπολογίστηκε η κορυφαία 

συγκέντρωση (top concentration) κάθε ουσίας και τέσσερις επιμέρους συνδυασμοί HePC και 

φαινολικής ένωσης (4:1, 3:2, 2:3, 1:4) διερευνήθηκαν ως προς την αποτελεσματικότητά τους. 

Οι αλληλεπιδράσεις των πολυφαινολικών κλασμάτων TPF1 και TPF2 με τη HePC, 

ταξινομήθηκαν ως αθροιστικές και για τα δύο στελέχη Leishmania. Αναλυτικότερα, οι τιμές 

∑FIC των επιμέρους συνδυασμών κυμαίνονταν από 0,469 έως 0,842 για το σπλαγχνοτροπικό 

στέλεχος L. infantum και από 0,365 έως 1,007 για το δερμοτροπικό L. major. Ωστόσο, η 

ανάλυση του αντίστοιχου ισοβολογράμματος της αλληλεπίδρασης HePC-TPF1 έναντι του L. 

infantum, ανέδειξε τον επιμέρους συνδυασμό D (2:3, HePC:TPF1) ως τον πλησιέστερο σε 

συνεργιστική δράση (∑FIC = 0,469), μειώνοντας την απαιτούμενη δόση της HePC κατά 4,6 

φορές, σε σύγκριση με τη μονήρη δράση της. Ομοίως, κατά την αλληλεπίδραση HePC-TPF2 

έναντι των L. infantum και L. major, αντίστοιχα, οι επιμέρους συνδυασμοί C (3:2, HePC:TPF2) 

και Ε (1:4, HePC:TPF2) χαρακτηρίστηκαν ως οι πλησιέστεροι σε συνεργιστική δράση, 

επιφέροντας μείωση της απαιτούμενης δόσης HePC κατά 4,3 και 13 φορές, αντίστοιχα. Σε 

αντίθεση με τα αποτελέσματα των ολικών φαινολικών κλασμάτων, η αλληλεπίδραση HePC-

OLE ταξινομήθηκε ως ανταγωνιστική και για τα δύο είδη του παρασίτου. Αναλυτικότερα, για 

το στέλεχος L. infantum, ο μέσος όρος των ∑FIC (FICI) προσδιορίστηκε στο 3,12, ενώ οι τιμές 

∑FIC των επιμέρους συνδυασμών κυμαίνονταν από 2,016 έως 5,272. Αντίστοιχα, για το 

στέλεχος L. major, ο μέσος όρος των ∑FIC (FICI) προσδιορίστηκε στο 2,03 και οι τιμές ∑FIC των 
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επιμέρους συνδυασμών κυμαίνονταν από 1,222 έως 2,350.  Οι αλληλεπιδράσεις HePC-HT και 

HePC-OLEA, ταξινομήθηκαν ως αδιάφορες και για τα δύο στελέχη Leishmania, με τις τιμές 

∑FIC των επιμέρους συνδυασμών να κυμαίνονται από 1,235 έως 2,728 και 0,969 έως 2,028, 

αντίστοιχα. Η ανάλυση των  αντίστοιχων ισοβολογραμμάτων έδειξε πως μόνο ο επιμέρους 

συνδυασμός Β (4:1) κατά την αλληλεπίδραση HePC-OLEA, στο στέλεχος  L infantum, πλησίασε 

σε αθροιστικό αποτέλεσμα, οδηγώντας σε μείωση της δόσης της HePC κατά 1,4 φορές. Τέλος, 

η φύση της αλληλεπίδρασης HePC-OLEO κατηγοριοποιήθηκε ως συνεργιστική και για τα δύο 

στελέχη Leishmania, με τις τιμές ∑FIC των επιμέρους συνδυασμών να κυμαίνονται από 0,225 

έως 0,690. Σε αυτή την περίπτωση, όλοι οι επιμέρους συνδυασμοί οδήγησαν σε σημαντική 

μείωση της απαιτούμενης δόσης HePC. Αξιοσημείωτη είναι η αλληλεπίδραση Ε (1:4, 

HePC:OLEO), η οποία επέφερε δραματική μείωση της δοσολογίας του τυπικού 

αντιλεϊσμανιακού φαρμάκου κατά 12,4 και 16,9 φορές για τα στελέχη L. infantum και L. 

major, αντίστοιχα.  

Συμπερασματικά, όπως συνοψίζεται από τα παραπάνω αποτελέσματα, στην περίπτωση 

της συνέργειας, όλοι οι επιμέρους συνδυασμοί των υπό μελέτη ουσιών με τη HePC, οδηγούν 

σε σημαντική μείωση της δόσης του τυπικού φαρμάκου. Παρόλα αυτά, ορισμένοι από τους 

επιμέρους συνδυασμούς επιφέρουν σημαντική μείωση της δόσης της HePC ακόμη και όταν 

η φύση της αλληλεπίδρασης χαρακτηρίζεται ως  αθροιστική, αδιάφορη ή ακόμη και 

ανταγωνιστική. Ομοίως, κατά την αξιολόγηση της φύσης της αλληλεπίδρασης μεταξύ 

διαφόρων συνδυασμών φαρμάκων κατά της ελονοσίας, τα αποτελέσματα  εμφάνισαν 

ποικιλομορφία οδηγώντας σε διαφορετικό είδος αλληλεπίδρασης ανάλογα με τις αναλογίες 

των συγκεντρώσεων που χρησιμοποιήθηκαν σε κάθε περίπτωση (Gupta et al. 2002; Karin 

Seifert 2006). Ωστόσο, συγκρίνοντας τους επιμέρους συνδυασμούς μεταξύ των αθροιστικών, 

αδιάφορων και ανταγωνιστικών αλληλεπιδράσεων, παρατηρήθηκε ότι επιλεγμένοι 

συνδυασμοί των αθροιστικών αλληλεπιδράσεων προκαλούν μεγαλύτερη μείωση στη 

δοσολογία της HePC, συγκριτικά με τις περιπτώσεις αδιαφορίας ή ανταγωνισμού. 

Γενικότερα, η συνεργιστική ή η αθροιστική αλληλεπίδραση των φαρμάκων αποτελεί 

Εικόνα 5.3. Απεικόνιση της φύσης των αλληλεπιδράσεων στους προμαστιγώτες Leishmania spp. 
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επιδιωκόμενο στόχο στην ανάπτυξη συνδυαστικών χημειοθεραπειών, καθώς η προσέγγιση 

αυτή υποστηρίζεται όλο και περισσότερο ως ένας τρόπος για την αύξηση της 

αποτελεσματικότητας της θεραπείας και για τη μείωση της διάρκειας και του κόστους της  

(Costa et al. 2016; Fitzgerald et al. 2006; Karin Seifert 2006; Uliana et al. 2017). Λαμβάνοντας 

υπόψη όλα τα παραπάνω, στα πλαίσια της παρούσας μελέτης, οι αλληλεπιδράσεις HePC-

OLEO και HePC-πολυφαινολικών κλασμάτων (TPF1 και TPF2) θεωρήθηκαν ως οι πιο 

υποσχόμενες, καθώς φανέρωσαν συνέργεια  και αθροιστικότητα, αντίστοιχα. Η υποσχόμενη 

δράση αυτών των συνδυασμών επιβεβαιώθηκε περαιτέρω από την ενισχυμένη 

ενδοκυτταρική παραγωγή ROS που παρατηρήθηκε στους προμαστιγώτες που δέχτηκαν την 

επίδραση όλων των επιμέρους συνδυασμών αυτών των αλληλεπιδράσεων.    

Παρά τα υποσχόμενα αποτελέσματα στο σύστημα των εξωκυττάριων προμαστιγωτών, 

τίθεται υπό αμφισβήτηση η κλινική συνάφεια των προαναφερθέντων ευρημάτων, καθώς δεν 

εκτίθεται αυτό το αναπτυξιακό στάδιο του παρασίτου στα φάρμακα κατά την εφαρμογή της 

αγωγής. Συνεπώς, στη συνέχεια της παρούσας μελέτης,  η OLEO και τα πολυφαινολικά 

κλάσματα TPF1 και TPF2 που παρουσίασαν τις πιο υποσχόμενες αλληλεπιδράσεις στο 

σύστημα των προμαστιγωτών, αξιολογήθηκαν περαιτέρω και στο σύστημα των 

ενδοκυττάριων αμαστιγωτών (Callahan et al. 1997; Nunes et al. 2017). Οι αλληλεπιδράσεις 

της HePC και με τις τρεις 

βιοφαινόλες χαρακτηρίστηκαν ως 

ανταγωνιστικές και για τα δύο 

στελέχη Leishmania,  με τις τιμές 

ƩFICs των επιμέρους συνδυασμών 

να κυμαίνονται από 1,472 έως 

4,668. Παρόλα αυτά, η ανάλυση 

των ισοβολογραμμάτων έδειξε ότι 

ο επιμέρους συνδυασμός Ε (1:4) 

της αλληλεπίδρασης HePC-TPF1, 

ήταν πλησιέστερος σε αθροιστικό αποτέλεσμα, προκαλώντας μείωση της δόσης της HePC 

κατά 3,8 και 3,1 φορές για το L. infantum και το L. major στέλεχος, αντίστοιχα, σε σχέση με 

τη μονήρη δράση της. Αντίστοιχα, ο συνδυασμός Ε (1:4) της αλληλεπίδραση HePC-OLEO 

στους αμαστιγώτες L. infantum, παρότι υπέδειξε αδιάφορο αποτέλεσμα, μείωσε τη δόση της 

HePC κατά 3,1 φορές. Αν και αυτές οι αποκλίσεις που παρατηρούνται μεταξύ των 

διαφορετικών μορφών του παρασίτου χρήζουν περαιτέρω διερεύνησης, τα αποτελέσματα 

συνολικά υποδηλώνουν ότι το ενδοκυτταρικό περιβάλλον μεταβάλλει τη φύση της 

Εικόνα 5.4. Απεικόνιση της φύσης των αλληλεπιδράσεων στους 

ενδοκυττάριους αμαστιγώτες Leishmania spp. 
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αλληλεπίδρασης μεταξύ των φυσικών προϊόντων και της HePC έναντι των Leishmania spp. 

και η επιλογή κατάλληλων επιμέρους συνδυασμών μπορεί να ενισχύσει την 

αποτελεσματικότητα της θεραπείας. 

 

5.6 Μελέτη ανοσοτροποποιητικών ιδιοτήτων επιλεγμένων βιοφαινολών 

Η ανοσολογική απόκριση έναντι του παρασίτου Leishmania διαμεσολαβείται τόσο από 

την έμφυτη, όσο και από την προσαρμοστική ανοσία (Alves et al. 2021) και οι εμπλεκόμενοι 

ανοσολογικοί μηχανισμοί χαρακτηρίζονται από πολυπλοκότητα. Όπως έχει ήδη αναφερθεί 

στην ενότητα 1.5 της παρούσας μελέτης, τα μακροφάγα αποτελούν τα κύρια φαγοκύτταρα 

του ανοσοποιητικού συστήματος και παίζουν καθοριστικό ρόλο στην εξέλιξη της 

λεϊσμανίασης έχοντας διπλό ρόλο, τόσο ως ξενιστές για την επιβίωση και τον 

πολλαπλασιασμό του παρασίτου, όσο και ως αποτελεσματικά κύτταρα για την εξάλειψή του 

(Costa-Da-silva et al. 2022; Liu and Uzonna 2012; Tomiotto-Pellissier et al. 2018). Δεδομένου 

ότι τα υποχρεωτικά ενδοκυτταρικά παράσιτα Leishmania είναι ικανά να παρεμποδίσουν τους 

αμυντικούς μηχανισμούς των μακροφάγων προς όφελος τους, μια ιδανική προσέγγιση για τη 

θεραπεία της λεϊσμανίασης περιλαμβάνει τη χορήγηση ανοσοτροποποιητικών ενώσεων, οι  

οποίες εκτός από άμεση αντιλεϊσμανιακή δράση, θα μπορούσαν ταυτοχρόνως να ρυθμίσουν 

την ανοσοαπόκριση του ξενιστή.  

Οι ανοσοτροποποιητικές ιδιότητες φαρμακευτικών φυτικών προϊόντων έχουν αποδειχθεί 

ως αποτελεσματική θεραπευτική στρατηγική. Διάφορα φυτικά σκευάσματα και 

δευτερογενείς μεταβολίτες φυτών, όπως τα φλαβονοειδή και οι σαπωνίνες, είναι γνωστό ότι 

αποτελούν αποτελεσματικά ανοσοτροποποιητικά μόρια (Kolodziej et al. 2005; Rodrigues et 

al. 2015; Shukla, Bajpai, and Kim 2014). Στα πλαίσια του πρώτου άξονα μελέτης της παρούσας 

διατριβής, αναδείχθηκε ότι οι βιοφαινόλες του ελαιολάδου παρουσιάζουν ισχυρή 

αντιλεϊσμανιακή δράση σε in vitro συστήματα εξωκυττάριων και ενδοκυττάριων παρασίτων 

Leishmania, ενώ επιπλέον μελετήθηκε η δυναμική αλληλεπίδρασής τους με το 

χρησιμοποιούμενο φάρμακο HePC. Τα αποτελέσματα αυτά, έδειξαν το δρόμο για την 

περαιτέρω αξιολόγηση των θεραπευτικών δράσεων αυτών των βιοδραστικών φυσικών 

προϊόντων σε in vitro σύστημα μακροφάγων μολυσμένων με τα παράσιτα Leishmania, με 

στόχο την κατανόηση των μοριακών μηχανισμών δράσης και των ανοσοτροποποιητικών τους 

ιδιοτήτων. Συνεπώς, αξιολογήθηκε η ικανότητα των βιοφαινολών να ρυθμίζουν 

ανοσολογικές αποκρίσεις προς την ενεργοποίηση της ειδικής ανοσίας. Οι βιοφαινόλες που 

επιλέχθηκαν για αυτή τη μελέτη ήταν τα πολυφαινολικά κλάσματα TPF1 και TPF2 και η 

απομονωμένη OLEO, καθώς αυτά τα μόρια επέδειξαν ταυτόχρονα ισχυρή in vitro 
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αντιλεϊσμανιακή δράση και υποσχόμενη αλληλεπίδραση με τη HePC. Αναλυτικότερα, 

αξιολογήθηκε η ικανότητά της μονήρους και της συνδυαστικής με τη HePC δράσης τους, να 

επάγουν τη λειτουργική διαφοροποίηση των μολυσμένων μακροφάγων, μέσω της 

διερεύνησης του προφίλ των παραγόμενων κυτταροκινών, μετά από 48 ώρες επώασης. Για 

τις μονήρεις επιδράσεις χρησιμοποιήθηκαν οι τιμές IC50 όπως αυτές προσδιορίστηκαν στην 

ενότητα 4.3, ενώ για τη συνδυαστική δράση επιλέχθηκαν οι τιμές IC50 του επιμέρους 

συνδυασμού Ε, ο οποίος κατά την in vitro αξιολόγηση των αλληλεπιδράσεων στο σύστημα 

των ενδοκυττάριων αμαστιγωτών, οδήγησε στη μεγαλύτερη μείωση της δόσης της HePC. Η 

θετική ομάδα ελέγχου αποτελούνταν από μολυσμένα μακροφάγα τα οποία διεγέρθηκαν 

ταυτόχρονα με LPS και IFN-γ, ενώ η αρνητική ομάδα ελέγχου αποτελούνταν από μολυσμένα 

μακροφάγα που δεν δέχτηκαν την επίδραση κάποιου παράγοντα. Η αξιολόγηση των 

παραγόμενων κυτταροκινών πραγματοποιήθηκε μέσω της εφαρμογής PCR πραγματικού 

χρόνου για τον έλεγχο των επιπέδων των mRNA γονιδίων κυτταροκινών που σχετίζονται με 

τη λειτουργική Μ1/Μ2 πόλωση των μακροφάγων και επηρεάζουν την ενεργοποίηση των 

προσαρμοστικών Th1/Th2 αποκρίσεων. Ενδεικτικές προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες των Μ1 

μακροφάγων που επηρεάζουν την ενεργοποίηση των Th1 λεμφοκυττάρων που σχετίζεται με 

την κάθαρση των παρασίτων είναι ο TNF-α και η IL-1, ενώ αντίστοιχες αντιφλεγμονώδεις 

κυτταροκίνες των Μ2 μακροφάγων που επηρεάζουν την ενεργοποίηση των Th2 κυττάρων 

που σχετίζεται με την επιδείνωση της νόσου, είναι η IL-10 και ο TGF-β (Alves et al. 2021; 

Duque and Descoteaux 2014; Maspi, Abdoli, and Ghaffarifar 2016; Tomiotto-Pellissier et al. 

2018).  

Η ανάλυση των αποτελεσμάτων ανέδειξε την ανοσορυθμιστική δράση και των τριών 

βιοφαινολικών ενώσεων. Αναλυτικότερα, στα L. infantum – μολυσμένα μακροφάγα οι 

επιδράσεις των συνδυασμών των TPF1, TPF2 και OLEO με τη HePC μείωσαν σημαντικά τα 

επίπεδα έκφρασης της αντιφλεγμονώδους κυτταροκίνης IL-10 κατά 7,6, 12,1 και 6,2 φορές, 

αντίστοιχα, συγκριτικά με τον αρνητικό μάρτυρα. Παρομοίως, ο συνδυασμός HePC-OLEO 

οδήγησε σε μειωμένη έκφραση του γονίδιου TGF-β κατά 9,1 και 10,4 φορές, τόσο σε σχέση 

με την αρνητική ομάδα ελέγχου, όσο και με τη μονήρη δράση της HePC, αντίστοιχα. Επιπλέον, 

ο συνδυασμός HePC-OLEO οδήγησε σε σημαντική αύξηση της σχετικής έκφρασης των 

γονιδίων IL-1β και TNF-α σε σύγκριση με την αρνητική ομάδα ελέγχου. Συνεπώς, τα 

παραπάνω αποτελέσματα αναδεικνύουν ότι η συνδυαστική επίδραση HePC-OLEO 

παρουσιάζει την πιο υποσχόμενη ανοσορυθμιστική δράση προς την αυξημένη 

αντιπαρασιτική δράση των μακροφάγων και την περαιτέρω διαφοροποίηση της 

ανοσολογικής απόκρισης προς τον προστατευτικό Th1 ανοσοφαινότυπο. Επιπλέον, η 
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ανοσορυθμιστική δράση των βιοφαινολικών ενώσεων αναδείχθηκε και στο σύστημα των L. 

major - μολυσμένων μακροφάγων. Οι συνδυαστικές αλληλεπιδράσεις, HePC-TPF2 και HePC- 

OLEO, οδήγησαν σε σημαντική αύξηση της γονιδιακής έκφρασης της IL-1β κατά 10,7 και 5,5 

φορές, αντίστοιχα, σε σύγκριση με αρνητικό μάρτυρα. Επιπλέον, κατά τον έλεγχο των 

επιπέδων έκφρασης του TNF-α, αναδείχθηκε η υποσχόμενη ανοσοτροποποιητική δράση του 

συνδυασμού HePC-TPF1, καθώς επέφερε αύξηση των επιπέδων έκφρασης  23,4 φορές. Στην 

περίπτωση αυτή, είναι αξιοσημείωτο πως ο συνδυασμός HePC-TPF1 επέφερε σημαντική 

αύξηση των επιπέδων έκφρασης του γονιδίου και συγκριτικά με τις μονήρεις δράσεις των 

παραγόντων.   

Η πιο συχνά αξιολογούμενη ανοσοτροποποιητική παράμετρος για την κάθαρση των 

παρασίτων είναι η παραγωγή μονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ) που αποτελεί το κύριο 

λεϊσμανιοκτόνο μόριο για τους ενδοκυττάριους αμαστιγώτες. Το NO και οι μεσολαβητές της 

οξειδωτικής καταπόνησης εξαλείφουν αποτελεσματικά το παράσιτο ως αποτέλεσμα της 

συνεργιστικής δράσης κυτταροκινών της ανοσοαπόκρισης τύπου Th1 (IFN-γ, TNF-α). Προς 

αυτή την κατεύθυνση, πραγματοποιήθηκε έλεγχος της έκφρασης των μεταγράφων mRNA της 

επαγόμενης συνθάσης του μονοξειδίου του αζώτου (iNOS). Στο σύστημα του 

σπλαγχνοτροπικού στελέχους L. infantum, παρατηρήθηκε ότι οι μονήρεις επιδράσεις του 

TPF2 και της OLEO, οδήγησαν σε αύξηση της έκφρασης κατά 4,1 και 3,6 φορές αντίστοιχα, 

συγκριτικά με τον αρνητικό μάρτυρα. Οι συνδυαστικές επιδράσεις διατήρησαν την έκφραση 

των μεταγράφων mRNA της iNOS σε όμοια επίπεδα με τον αρνητικό μάρτυρα, γεγονός που 

αποτελεί εξίσου σημαντικό εύρημα δεδομένου ότι η δόση της HePC στους συνδυασμούς 

είναι μειωμένη έως και 3,8 φορές. Αντιστοίχως, στο σύστημα του δερμοτροπικού στελέχους 

L. major, οι συνδυαστικές επιδράσεις HePC-TPF1 και HePC-TPF2 επέφεραν αύξηση της 

έκφρασης κατά 3,7 και 3,0 φορές αντίστοιχα, συγκριτικά με τον αρνητικό μάρτυρα. 

Τα προαναφερθέντα αποτελέσματα έρχονται σε συμφωνία με μελέτες της διεθνούς 

επιστημονικής κοινότητας, οι οποίες επίσης αναδεικνύουν τις ανοσοτροποποιητικές 

ιδιότητες φυσικών προϊόντων. Ενδεικτικά, κλάσμα οξικού μεθυλεστέρα (ΕΑF) προερχόμενο 

από εκχύλιση των φύλλων του φυτού Azadirachta indica (Neem), οδήγησε σε ανοδική 

ρύθμιση της έκφρασης των Th1 κυτταροκινών TNF-α, IL-1β και IL-8, σε L. amazonensis – 

μολυσμένα THP-1 μακροφάγα, διατηρώντας τα επίπεδα έκφρασης iNOS και IL-10 σταθερά 

(Dayakar et al. 2015). Επίσης, το γαλλικό φαινολικό οξύ ενισχύει τα επίπεδα της γονιδιακής 

έκφρασης της  iNOS, καθώς και σημαντικών προφλεγμονωδών κυτταροκινών (IL-1, TNF-α και 

IFN-γ)  σε L. major – μολυσμένα RAW 264.7 μακροφάγα (Radtke et al. 2004). Επίσης, 

υδρολυόμενες ταννίνες, ομάδα φαινολικών μεταβολιτών που εντοπίζονται κυρίως σε 
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ξυλώδη και ποώδη φυτά, πέραν της λεϊσμανιοκτόνου δράσης τους, επάγουν την 

απελευθέρωση NO και την ανοδική πορεία του TNF-α, σε  L. donovani – μολυσμένα RAW 

264.7 μακροφάγα (Kiderlen et al. 2001; Kolodziej et al. 2001). Ωστόσο, υπάρχουν και 

περιπτώσεις στις οποίες πολυφαινολικές ενώσεις έχει βρεθεί ότι μπορεί να αναστέλλουν την 

παραγωγή ΝΟ και την έκκριση κυτταροκινών όπως TNF-α ή IL-1 (Kim et al. 1999; Kolodziej et 

al. 2005).  

Συμπερασματικά, στην παρούσα μελέτη αναδείχθηκε η ανοσορυθμιστική δράση και των 

τριών βιοφαινολικών ενώσεων, η οποία στην πλειονότητα των δοκιμασιών ενισχύθηκε όταν 

οι ενώσεις αυτές συνδυάστηκαν με τη HePC. Τα ευρήματα της παρούσας μελέτης αποτελούν 

τη βάση για την περαιτέρω εφαρμογή πειράματα κατανόησης του ανοσοτροποποιητικού 

ρόλου των πολυφαινολών, με απώτερο στόχο την εφαρμογή τους σε μελλοντικές 

ανοσοθεραπευτικές στρατηγικές, τόσο κατά της λεϊσμανίασης, όσο κατά άλλων 

παραμελημένων ασθενειών. 

 

5.7 Αξιολόγηση της θεραπευτικής συνδυαστικής δράσης HePC-OLEO σε in vivo πειραματικό 

μοντέλο ποντικού 

 Ο προσδιορισμός της in vitro αντιλεϊσμανιακής δράσης των υποσχόμενων φυτικών 

ενώσεων έναντι των προμαστιγωτών και αμαστιγωτών μορφών του παρασίτου Leishmania, 

αποτελεί τη βασική προϋπόθεση για την περαιτέρω αξιολόγηση της βιολογικής τους δράσης 

σε in vivo πρωτόκολλα της νόσου. Στα πλαίσια της παρούσας μελέτης, αρχικά αναδείχθηκε in 

vitro η υποσχόμενη αντιλεϊσμανιακή δράση των δύο ολικών φαινολικών κλασμάτων TPF1 και 

TPF2, και τεσσάρων απομονωμένων βιοφαινολών (OLE, HT, OLEA και OLEO), προερχόμενα 

από το ελαιόλαδο. Μεταξύ αυτών, η OLEO συγκέντρωσε το μεγαλύτερο ερευνητικό 

ενδιαφέρον για την περαιτέρω διερεύνησή της σε in vivo πειραματικό μοντέλο λεϊσμανίασης, 

διότι η φύση της αλληλεπίδρασης HePC-OLEO κατηγοριοποιήθηκε ως συνεργιστική και για 

τα δύο στελέχη προμαστιγωτών Leishmania. Επιπλέον, πρόσφατα αναδείχθηκε η μονήρης 

θεραπευτική της δράση σε αντίστοιχο πειραματικό μοντέλο δερματικής λεϊσμανίασης 

ποντικού (Karampetsou et al. 2022). Αναλυτικότερα, πραγματοποιήθηκε η διερεύνηση της 

θεραπευτικής συνδυαστικής δράσης HePC-OLEO σε in vivo πειραματικό μοντέλο γενετικά 

ευαίσθητων για τη λεϊσμανίαση BALB/c ποντικών. Η χρήση των αιμομικτικών φυλών 

ποντικών αποτελεί ένα ευρέως αποδεκτό μοντέλο προκλινικών μελετών για τη διαλεύκανση 

του μηχανισμού δράσης υποψήφιων θεραπευτικών ουσιών, τόσο έναντι λοιμωδών και 

αυτοάνοσων νοσημάτων, όσο και έναντι του καρκίνου. Ειδικότερα, η επιλογή των γενετικά 

ευαίσθητων για τη λεϊσμανίαση BALB/c ποντικών βασίζεται στο γεγονός ότι αποτελούν ένα 



~ 148 ~ 
 

καλά μελετημένο μοντέλο της νόσου, που ευνόησε την αξιολόγηση των μηχανισμών που 

σχετίζονται με την παθογένεση και τη θεραπεία της νόσου (Aguiar et al. 2009; Mears et al. 

2015; Ozbak et al. 2019). Το δοσολογικό σχήμα που εφαρμόστηκε βασίζεται σε πρόσφατη 

δημοσιευμένη μελέτη (Kar et al. 2021). Πλήθος επαναλαμβανόμενων δόσεων και 

διαφορετικών οδών χορήγησης έχουν χρησιμοποιηθεί σε διαφορετικές μελέτες για την 

αξιολόγηση της in vivo βιοδραστικότητας της OLEO και σε όλες έχει αναφερθεί αμελητέα 

τοξικότητα (Ayoub et al. 2017; Siddique, Ayoub, et al. 2019; Siddique, Ebrahim, et al. 2019).  

Οι αξιολογήσεις των θεραπευτικών μονήρων δράσεων υποσχόμενων φυτικών ουσιών σε 

in vivo πειραματικά μοντέλα λεϊσμανίασης, έχουν προσελκύσει το ερευνητικό ενδιαφέρον. 

Πρόσφατες επιστημονικές μελέτες παρουσίασαν σημαντικά ελαττωμένο μέγεθος βλάβης 

του πέλματος σε ποντίκια μολυσμένα με L. major ή L. amazonensis παράσιτα, που έλαβαν 

θεραπεία είτε με κουμαρίνη, που απομονώθηκε από φύλλα Calophyllum Brasiliense, είτε με 

το υδάτινο εκχύλισμα από το φυτό Sambucus ebulus (Heidari-Kharaji et al. 2019; Tiuman et 

al. 2012), είτε με εκχύλισμα προερχόμενο από Gossypium hirsutum (Sharifi et al. 2006). 

Εστιάζοντας στις πολυφαινόλες του ελαιόδεντρου, έχει αναδειχθεί η in vivo αντιλεϊσμανιακή 

δράση της OLE και ενός ακατέργαστου πολυφαινολικού κλάσματος (TPF) εμπλουτισμένου με 

OLEO (Karampetsou et al. 2021; Koutsoni et al. 2018; Kyriazis et al. 2013). Σχετικά με την 

αξιολόγηση συνδυαστικών θεραπειών σε in vivo πειραματικά μοντέλα της νόσου, υπάρχει 

περιορισμένος αριθμός δημοσιευμένων μελετών (Karin Seifert 2006; Tiwari et al. 2017). 

Ενδεικτική μελέτη αναφέρει ότι η συνδυαστική χορήγηση ταμοξιφαίνης, μιας αντικαρκινικής 

ένωσης που έχει προταθεί και ως πιθανό υποψήφιο φάρμακο κατά της λεϊσμανίασης, με την 

AmB οδήγησε σε σημαντική μείωση της ιστικής βλάβης και του παρασιτικού φορτίου σε 

BALB/c ποντίκια που είχαν προηγουμένως μολυνθεί με L. amazonensis, σε σύγκριση με τις 

μονήρεις χορηγήσεις (Miguel et al. 2009; Miguel, Yokoyama-Yasunaka, and Uliana 2008; 

Trinconi et al. 2021). Επίσης, η συνδυαστική χορήγηση της 6-τζιντζερόλης, κύριο συστατικό 

της πιπερόριζας, με την ΑmΒ, οδήγησε σε αισθητή μείωση του παρασιτικού φορτίου, 

συγκριτικά με τη μονήρη δράση της κάθε ουσίας, σε L. major – μολυσμένα BALB/c ποντίκια 

(Keyhani et al. 2021).  

Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης έδειξαν πως τόσο οι μονήρεις δόσεις, όσο και η 

συγχορήγηση των OLEO και HePC, σε L. major - μολυσμένα BALB/c ποντίκια, παρότι δεν 

επέφεραν σημαντική μείωση στη βλάβη του πέλματος των μολυσμένων ποντικών, το 

εκτιμώμενο παρασιτικό φορτίο στους ιγνυακούς λεμφαδένες, μειώθηκε σημαντικά στις 

ομάδες των ζώων που έλαβαν είτε μονήρη, είτε συνδυαστική θεραπεία, χωρίς ωστόσο να 

παρατηρούνται σημαντικές διαφορές μεταξύ των θεραπευτικών σχημάτων. Σε αντίθεση με 
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τα παραπάνω αποτελέσματα, πρόσφατη μελέτη αξιολόγησης της μονήρους θεραπευτικής 

δράσης της OLEO σε ανάλογο in vivo πειραματικό μοντέλο δερματικής λεϊσμανίασης, 

αναφέρει σημαντικές διαφορές της εξέλιξης της βλάβης του πέλματος μεταξύ της ομάδας 

που έλαβε θεραπεία με OLEO, σε σύγκριση με την ομάδα που δεν έλαβε θεραπεία 

(Karampetsou et al. 2022). Η αντίφαση αυτή πιθανόν να αποδίδεται στη διαφορετική 

διάρκεια των θεραπευτικών σχημάτων που εφαρμόστηκαν μεταξύ των δύο μελετών, με 

σαφείς ενδείξεις ότι μεγαλύτερης διάρκειας θεραπευτικά πρωτόκολλα με 

επαναλαμβανόμενες δόσεις, εγκαθιστούν ισχυρότερα και παρατεταμένα αποτελέσματα 

φαρμακευτικής δράσης των ουσιών υπό έρευνα. Παρόμοια αποτελέσματα αναφέρονται σε 

μελέτη κατά την οποία οι μονήρεις χορηγήσεις εζετιμίμπης (φάρμακο για τη θεραπεία της 

υπερχοληστερολαιμίας) και κετοκοναζόλης (αντιμυκητιασικό φάρμακο) σε πειραματικό 

μοντέλο δερματικής λεϊσμανίασης ποντικού, επέφεραν μείωση του μεγέθους των 

αλλοιώσεων και του παρασιτικού φορτίου, ενώ η συνδυαστική χορήγησή τους επέφερε 

σημαντικότερη μείωση στο μέγεθος των αλλοιώσεων, χωρίς ωστόσο να παρατηρείται 

ανάλογη επίπτωση και στο παρασιτικό φορτίο (Andrade-Neto et al. 2016). Επίσης, επιπλέον 

δεδομένα αναφέρουν ότι ο συνδυασμός υψηλής δόσης παρομομυκίνης και χλωροκίνης 

παρουσιάζει ήπια δράση στην εξέλιξη του μεγέθους των βλαβών σε μολυσμένα με L. major 

ποντίκια, χωρίς να παρατηρείται πρόσθετη μείωση παρασιτικού φορτίου σε σύγκριση με τη 

μονοθεραπεία με παρομομυκίνη, κάτι το οποίο ερχόταν σε αντίθεση με την ισχυρή 

λεϊσμανιοκτόνο δράση του συνδυασμού στις in vitro δοκιμές (Wijnant et al. 2017).   

      Η ταξινόμηση των in vivo αλληλεπιδράσεων εξακολουθεί να μην είναι πλήρως κατανοητή, 

καθώς στις προσεγγίσεις αυτές δε λαμβάνονται υπόψη παράγοντες όπως ο πιθανός ρόλος 

του ανοσοποιητικού συστήματος στον έλεγχο της λοίμωξης, αλλά και φαρμακοκινητικές 

αλληλεπιδράσεις κατά τις οποίες η απορρόφηση, ο μεταβολισμός, η  κατανομή ή/και η 

αποβολή ενός φαρμάκου μεταβάλλονται τροποποιώντας την αποτελεσματικότητα των 

συστατικών του (Karin Seifert and Simon L. Croft 2006; Sharifi et al. 2006). Συνεπώς, 

απαιτείται περαιτέρω έρευνα προκειμένου να αποσαφηνιστεί ο μηχανισμός 

αλληλεπίδρασης μεταξύ των δύο φαρμάκων και να διερευνηθεί η συσχέτιση μεταξύ των 

φυσικοχημικών αλληλεπιδράσεων και των βιολογικών τους δράσεων. 
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6. Συμπεράσματα και 
πρωτοτυπία μελέτης  
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Στην παρούσα διδακτορική διατριβή εξετάστηκε η αντιλεϊσμανιακή δράση ολικών 

φαινολικών κλασμάτων και απομονωμένων δευτερογενών μεταβολιτών προερχόμενα από 

το εξαιρετικά παρθένο ελαιόλαδο (EVOO). Οι ουσίες αυτές κατάφεραν να περιορίσουν in 

vitro τον πολλαπλασιασμό στελεχών του παρασίτου του γένους Leishmania που ευθύνονται  

για τη σπλαγχνική και τη δερματική μορφή της νόσου. Επιπλέον, τα TPFs που αξιολογήθηκαν 

στην παρούσα μελέτη αναδείχθηκαν ως ικανά να επάγουν προγραμματισμένο κυτταρικό 

θάνατο σε προμαστιγώτες Leishmania, ενώ η μεταξύ τους σύγκριση ανέδειξε το TPF2 ως πιο 

υποσχόμενο αντιλεϊσμανιακό παράγοντα συγκριτικά με το «φτωχότερο» ως προς την 

πολυφαινολική του σύνθεση TPF1. Τα παραπάνω αποτελέσματα σηματοδοτούν τη θετική 

επίδραση της παρουσίας των OLEA και OLEO, σεκοϊριδοειδών ουσιών που αποτελούν 

εστέρες των HT και T, αντίστοιχα, που θα μπορούσαν να  διαμεσολαβήσουν στην 

απελευθέρωση των ΗΤ και Τ σε ένα βιολογικό σύστημα μέσω μεταβολικών διαδικασιών. 

Πράγματι, κατά την αξιολόγηση της μονήρους λεϊσμανιοκτόνου δράσης των απομονωμένων 

πολυφαινολικών ουσιών, η OLEO αποδείχθηκε ως ισχυρότερη μεταξύ των OLEA, HT και OLE, 

στο σύνολο των πειραματικών διαδικασιών. 

Η πρωτοτυπία της παρούσας διατριβής, πέραν την συγκριτικής μελέτης των δύο 

πολυφαινολικών κλασμάτων ως οικονομικότερων και ευκολότερα προσβάσιμων εν δυνάμει 

φαρμάκων έναντι της λεϊσμανίασης, βρίσκεται και στη διερεύνηση μίας νέας προσέγγισης 

για την αντιμετώπιση της νόσου, με τη χρήση συνδυαστικής χημειοθεραπείας εμπορικά 

διαθέσιμων φαρμάκων με φυσικά προϊόντα του ελαιόδεντρου (φαινολικά κλάσματα και 

απομονωμένες ουσίες). Τα δύο υπό μελέτη κλάσματα και η απομονωμένη OLEO, έδωσαν τα 

πιο υποσχόμενα αποτελέσματα όταν συνδυάστηκαν με το τυπικό αντιλεϊσμανιακό φάρμακο 

HePC, οδηγώντας σε αθροιστική και συνεργιστική αλληλεπίδραση, αντίστοιχα. Η προοπτική 

της ταυτόχρονης χορήγησης δύο λεϊσμανιοκτόνων παραγόντων δημιουργεί προϋποθέσεις 

μίας ασφαλέστερης, λιγότερο τοξικής και οικονομικότερης θεραπείας. Η προοπτική αυτή 

ενισχύεται περαιτέρω αν αξιολογηθεί υπό το πρίσμα της ταυτόχρονης ανοσοτροποποιητικής 

δράσης των υποσχόμενων φυσικών προϊόντων. Τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας 

συμβάλλουν στη δημιουργία επιστημονικής γνώσης, για την ανάπτυξη μιας καινοτόμου 

θεραπείας για τη λεϊσμανίαση, η οποία δεν στοχεύει μόνο στην εξάλειψη του παρασίτου, 

αλλά ταυτόχρονα είναι ικανή να ενεργοποιεί μία κατάλληλη προστατευτική ανοσολογική 

απόκριση. Η αποδεδειγμένη αντιφλεγμονώδης δράση του ελαιολάδου, αποτελεί την πλέον 

ενδεδειγμένη επιλογή φυσικού προϊόντος, διότι στοχεύει στο πιο σημαντικό σημείο του 

ανοσολογικού ελέγχου, αυτό της ισχυρής προφλεγμονώδους απόκρισης, με στόχο τη 

βελτίωση της κλινικής εικόνας της νόσου παρεμβαίνοντας στην σπλαγχνική ή δερματική 
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εξάπλωση του παρασίτου. Συνοψίζοντας, η διερεύνηση της συνδυαστικής θεραπευτικής 

δράσης των βιοφαινολών του ελαιολάδου, στη ρύθμιση γονιδίων που εμπλέκονται σε 

ανοσολογικούς μηχανισμούς που ενορχηστρώνουν την πορεία της ανάπτυξης 

ενδοκυττάριων παρασιτικών νοσημάτων, φαίνεται να ανοίγει έναν νέο δρόμο στην 

εφαρμογή θεραπευτικών σχημάτων με συστατικά του εξαιρετικά παρθένου ελαιόλαδου, είτε 

ως συμπληρωμάτων, είτε ως φαρμάκων έναντι φλεγμονωδών, παρασιτικών και άλλων 

νοσημάτων. 
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Παρασκευές διαλυμάτων 

 
 Πλήρες θρεπτικό διάλυμα RPMI-1640: εμπλουτισμένο με 10 mM διαλύματος HEPES, 

2 mM L-γλουταμίνης (Βiosera, UK), στρεπτομυκίνη σε συγκέντρωση 100 μg/mL, 

πενικιλίνη σε συγκέντρωση 100 U/mL (Biowest, USA) και 10% v/v ορό εμβρύου 

μόσχου (FBS). 

 Fetus Bovine Serum (FBS): Ορός εμβρύου μόσχου, αδρανοποιημένος στους 56 °C για 

30 λεπτά, προκειμένου να αδρανοποιηθούν οι πρωτεΐνες του συμπληρώματος. Ο 

ορός αποθηκεύεται στους -20 οC. 

 Ρυθμιστικό διάλυμα PBS (Phosphate-buffered-saline) 10x, pH 7,4: 1 L διαλύματος 

παρασκευάζεται με την προσθήκη 80 g NaCl, 2g KCl, 11,5 g Na2HPO4 και 2 g KH2PO4, 

σε  δις-απεσταγμένο νερό. Το pH ρυθμίζεται στο 7,2 - 7,4 και το διάλυμα 

αποθηκεύεται σε θερμοκρασία δωματίου. 

 Διάλυμα χρωστικής TrypanBlue (μπλε του τρυπανίου), 0,4% w/v: παρασκευάζεται 

με την διάλυση 0,4 g χρωστικής TrypanBlue σε 100 mL PBS (1x) ή φυσιολογικό ορό. 

Tο διάλυμα διηθείται με φίλτρο διαμέτρου πόρων 0,45 μm. 

 Θρεπτικό διάλυμα Schneider’s: Στο θρεπτικό υλικό προστίθενται τα αντιβιοτικά 

πενικιλίνη (100 U/mL) και στρεπτομυκίνη (100 μg/mL). 

 Διάλυμα SDS (Δωδέκυλο θειϊκό νάτριο): παρασκευάζεται με την προσθήκη 0,01 g 

SDS σε 100 mL PBS (1x) ή αποστειρωμένου νερού. 

 Διάλυμα Triton X-100/BSA: παρασκευάζεται με την προσθήκη 0,1 mL TritonX-100 

και 5 mg/mL BSA σε 100 mL PBS 1x. Το διάλυμα διατηρείται στους 4 οC. 

 Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης TBE (Tris-boric-EDTA) 10x: 1 L TBE 10x 

παρασκευάζεται με την προσθήκη 108 g Tris Base, 55 g Βορικού οξέος, 40 mL 0,5 M 

EDTA pH 8, σε ddH20.  Το διάλυμα διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου. 
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Αναλυτικά δεδομένα από τις in vitro 

αλληλεπιδράσεις των βιοφαινολικών ενώσεων 

με τη μιλτεφοσίνη 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 12. IC50s, FICs και ∑FIC από τον συνδυασμό της HePC με το TPF1 έναντι των προμαστιγωτών μορφών  

Leishmania spp. 

Πίνακας 13. IC50s, FICs και ∑FIC από τον συνδυασμό της  HePC με το TPF2 έναντι των προμαστιγωτών μορφών  

Leishmania spp. 
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Πίνακας 14. IC50s, FICs και ∑FIC από τον συνδυασμό της  HePC με την OLE έναντι των προμαστιγωτών μορφών 

Leishmania spp. 

Πίνακας 15. IC50s, FICs και ∑FIC από τον συνδυασμό της  HePC με την ΗΤ έναντι των προμαστιγωτών μορφών  

Leishmania spp. 
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Πίνακας 16. IC50s, FICs και ∑FIC από τον συνδυασμό της  HePC με την OLEA έναντι των προμαστιγωτών 

μορφών  Leishmania spp. 

Πίνακας 17. IC50s, FICs και ∑FIC από τον συνδυασμό της  HePC με την OLEO έναντι των προμαστιγωτών μορφών 

Leishmania spp. 
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Πίνακας 18. IC50s, FICs και ∑FIC από τον συνδυασμό της HePC με το TPF1 έναντι των ενδοκυτταρικά αμαστιγωτών 

μορφών Leishmania spp. 

Πίνακας 19. IC50s, FICs και ∑FIC από τον συνδυασμό της HePC με το TPF2 έναντι των ενδοκυτταρικά 

αμαστιγωτών μορφών  Leishmania spp. 
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Πίνακας 20. IC50s, FICs και ∑FIC από τον συνδυασμό της HePC με την OLEO έναντι των ενδοκυτταρικά 

αμαστιγωτών μορφών Leishmania spp. 
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Αντίγραφα δημοσιεύσεων 
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Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών, 
Τμήμα Φαρμακευτικής, Τομέας Φαρμακογνωσίας 
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& Χημείας Φυσικών Προϊόντων, 
Πανεπιστημιούπολη, Ζωγράφου, Αθήνα, Ελλάδα 
Θέση απασχόλησης: «Εύρεση μορίων - 
βιοδεικτών για την ταυτοποίηση των αμιγών 
μελιών με βάση τη βοτανική και τη γεωγραφική 
προέλευση»  

Ιούνιος 2018 – Μάρτιος 2019: Επιστημονικός Συνεργάτης (Επιλεχθείσα 1η από 
37 υποψήφιους) 
Εργαστήριο Κυτταρικής Ανοσολογίας, Τμήμα 
Μικροβιολογίας, Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ, 
Αθήνα, Ελλάδα 
Θέση απασχόλησης: «Φυσικά Προϊόντα και 
Λεϊσμανίαση» 

Συμμετοχή σε επιστημονικά προγράμματα 

2022 – 2023: Ερευνητικό Πρόγραμμα OliveFeed, με Κ.Ε. Τ2ΕΔΚ-
03891, στα πλαίσια της Πράξης με τίτλο 
«Αξιοποίηση παραπροϊόντων ελαιουργίας, για την 
παραγωγή καινοτόμων βιολειτουργικών 
ζωοτροφών και ποιοτικών ζωικών προϊόντων» 

2020: Ερευνητικό πρόγραμμα (άρθρο 64 παρ. 3 του ν. 
4485/2017) με χρηματοδότη τη Γενική Γραμματεία 
Έρευνας και Τεχνολογίας, με Κ.Ε. 15930 και 
αντικείμενο «Δημιουργία εθνικού ερευνητικού 
δικτύου στην αλυσίδα αξίας του Μελιού» 

2018 – 2019: Ερευνητικό Πρόγραμμα ΚΡΗΠΙΣ ΙΙ, με Κ.Ε. 
5002486: «Λοιμώδη, αυτοάνοσα  και  
νευροεκφυλιστικά  νοσήματα: μελέτη 
παθογενετικών μηχανισμών και ανάπτυξη 
διαγνωστικών, προγνωστικών και θεραπευτικών 
προσεγγίσεων» στο Επιχειρησιακό Πρόγραμμα 
«Ανταγωνιστικότητα Επιχειρηματικότητα και 
Καινοτομία 2014-2020» 

Υποτροφίες 

2021 – 2022: Υποτροφία του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ 
(Nostos Foundation) 

Δημοσιεύσεις 

 Gogou G., Koutsoni O. S., Stathopoulos P., 
Skaltsounis A.-L., Halabalaki M., Dotsika E. “Direct 
In Vitro Comparison of the Anti-Leishmanial 
Activity of Different Olive Oil Total Polyphenolic 
Fractions and Assessment of Their Combined 
Effects with Miltefosine.” Molecules 2022, 27(19): 
6176 

Karampetsou K., Koutsoni O. S., Badounas F., 
Angelis A., Gogou G., Skaltsounis A.-L., Halabalaki  
M., Dotsika E. “Exploring the immunotherapeutic 
potential of Oleocanthal against murine cutaneous 
leishmaniasis.” Planta Medica 2022, 88(9-10): 783-
793 

Karampetsou K., Koutsoni O. S., Gogou G., Angeli, 
A., Skaltsounis A.-L., Dotsika E. “Total Phenolic 
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Fraction (TPF) from Extra Virgin Olive Oil: Induction 
of apoptotic-like cell death in Leishmania spp. 
promastigotes and in vivo potential of therapeutic 
immunomodulation.” PLOS Neglected Tropical 
Diseases 2021, 15(1): e0008968. 

 Beteinakis Stavros, Papachristodoulou Anastasia, 
Gogou Georgia, Katsikis Sotirios, Mikros 
Emmanuel, Halabalaki Maria, “NMR-based 
Metabolic Profiling of Edible Olives –
Determination of Quality Parameters.” 
Molecules 2020, 25(15): 3339. 

Πρακτικά Συνεδρίων 

Διεθνή Συνέδρια 

 Gogou Georgia, Koutsoni Olga S., Ηalabalaki Maria, 
Skaltsounis Leandros-Alexios and Dotsika Eleni. 
“Antileishmanial potential of a total phenolic 
fraction rich in hydroxytyrosol and tyrosol and its 
additive interaction with miltefosine against 
Leishmania”, GA-Congress, August 28-31, 2022, 
Thessaloniki, Greece 

Gogou Georgia, Kavallari Andriana, Lypiridou 
Maria, Stamatis Haralambos and Pantos 
Constantinos, “In vitro biological effects of 
hydroxytyrosol on human hepatoma HepG2 cells”, 
30th International Symposium on the Chemistry of 
Natural Products, November 25-29, 2018, Athens, 
Greece 

Εθνικά Συνέδρια 

 Γώγου Γ., Κουτσώνη Όλγα. Σ., Σταθόπουλος Π., 
Σκαλτσούνης Λ.-Α., Χαλαμπαλάκη Μ. και Ντότσικα 
Ε., «Η πιθανή επίπτωση ενός ολικού φαινολικού 
κλάσματος από το εξαιρετικά παρθένο ελαιόλαδο 
στην καταπολέμηση της λεϊσμανίασης: μία νέα 
θεραπευτική προσέγγιση με την άποψη της 
ενιαίας υγείας», 15ο Πανελλήνιο Κτηνιατρικό 
Συνέδριο, 4-6 Νοεμβρίου, 2022, Αθήνα, Ελλάδα 

Koutsoni Olga S., Karampetsou Kalliopi, Gogou 
Georgia, Ηalabalaki Maria, Skaltsounis Leandros-
Alexios, Dotsika Eleni, “Innovative perspectives of 
cutaneous Leishmaniasis treatment based on Total 
Phenolic Fraction derived from Extra Virgin Olive 
Oil and phytotherapy”, 70th Congress EEBMB, 29 
Νovember - 1 December, 2019, Athens, Greece 

Karampetsou Kalliopi, Koutsoni Olga S., Gogou 
Georgia, Ηalabalaki Maria, Angelis Apostolos, 
Skaltsounis Leandros-Alexios and Dotsika Eleni, 
“Total Phenolic Fraction from Extra Virgin Olive Oil 
induces apoptotic-like programmed cell death 
mechanisms in Leishmania spp. promastigotes”, 5η 
Ημερίδα Μεταπτυχιακών και Μεταδιδακτόρων, 26 
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Σεπτεμβρίου 2019, Ελληνικό Ινστιτούτο Παστέρ, 
Αθήνα, Ελλάδα 

Γλωσσικές Δεξιότητες                       Ελληνικά – Μητρική  
Αγγλικά – Άριστη γνώση (Proficiency, Michigan 
University) 
Γαλλικά – Βασική γνώση (DELF Β2) 

Υπολογιστικές Δεξιότητες                        MS Office (UNICERT), SPSS, ANOVA, T-TEST, Adobe 
Photoshop, FlowJo, Image J®, ΜEGA and BioEdit 
Software, EndNote, Βιολογικές Βάσεις Δεδομένων 
(π.χ. GenBank) 

 

 

 

 

 

 


