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«Μειέηε ηνπ θαηλνκέλνπ ηεο αληνρήο ηνπ Πξσηόδσνπ παξάζηηνπ 

Leishmania ζηα θάξκαθα κε ηε ζύγθξηζε δνκηθώλ θαη βηνινγηθώλ 

ραξαθηεξηζηηθώλ, επαίζζεησλ θαη αλζεθηηθώλ ζηειερώλ» 
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Και σποζηηρίτηηκε οικονομικά 

 

Από ηο Πρόγραμμα Νο: 1251, ηοσ Ειδικού Λογαριαζμού Κονδσλίων και Έρεσνας 

(ΕΛΚΕ), ηοσ Πανεπιζηημίοσ Κρήηης  

και 

από ηο Βαρδινογιάννειο Ίδρσμα  
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Σηνπο γνλείο θαη ηα αδέξθηα κνπ, 
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Δπραξηζηίεο 

 

     Θενιά εοπανζζηχ ηδκ επζαθέπμοζα, ηα Μανία Ακηςκίμο, Δπίημονμ 

Καεδβήηνζα Παναζζημθμβίαξ ημο Πακεπζζηδιίμο Κνήηδξ βζα ηδκ ζοκεπή 

οπμζηήνζλδ ηαζ ηαεμδήβδζδ ηαε‟ υθδ ηδ δζάνηεζα ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ αθθά 

ηαζ υπζ ιυκμ. Πμθθέξ εοπανζζηίεξ μθείθς ηαζ ζημκ Καεδβδηή η. Ηςάκκδ 

Σζεθέκηδ βζα ηδκ οπμζηήνζλδ ηαζ ηζξ ζοιαμοθέξ ημο, αθθά ηαζ ζηα οπυθμζπα 

ιέθδ ηδξ Σνζιεθμφξ ΢οιαμοθεοηζηήξ Δπζηνμπήξ, ηα. Γυικα Καναβςβέςξ, 

Kαεδβήηνζα Νεονμεπζζηδιχκ ηαζ η. Γεχνβζμ Σζζχηδ, Ακαπθδνςηή Καεδβδηή 

Βζμπδιείαξ, βζα ηδ αμήεεζα πμο ιμο πνμζέθενακ χζηε κα πναβιαημπμζδεεί 

αοηυ ημ ένβμ. 

 

     Δοπανζζηχ πμθφ ημοξ ζοκενβάηεξ ημο Δνβαζηδνίμο Παναζζημθoβίαξ, ημ 

Απυζημθμ Μαγένδ βζα ηδκ ζοθθμβή ηςκ δεζβιάηςκ απυ ηδκ Κφπνμ, ηδκ ηα 

Βαζζθζηή Υνζζημδμφθμο ηαζ ηδκ ηα Δθέκδ ΢αονζκάηδ βζα ηδ ζοιαμθή ημοξ ζηζξ 

πνμηαηανηηζηέξ ιεθέηεξ ηαεχξ ηαζ ηδκ ηα Δθέκδ Κμοηαθά βζα ηδ αμήεεζά ηδξ 

ζηδ πνήζδ ημο ηοηηανμιεηνδηή νμήξ. Πμθθέξ εοπανζζηίεξ ηαζ ζημκ η. Υνήζημ 

Κμονμοκζχηδ βζα ηδκ αμήεεζά ημο ζηδκ ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ακημπήξ 

ημο πανάζζημο Leishmania ζηα θάνιαηα, ηδκ ηα Κθεζχ Μαιαθάηδ βζα ηδκ 

εοβεκζηή παναπχνδζδ ηδξ πνςζηζηήξ CFSE, ημκ ημ Francisco Gamarro 

(Instituto de Parasitología y Biomedicina “López-Neyra”, CSIC, Parque 

Tecnológico de Ciencias de la Salud, Armilla, Granada, Spain) βζα ηδκ 

εοβεκζηή παναπχνδζδ ημο Πμθοηθςκζημφ ακηζζχιαημξ ηαζ ηέθμξ ηδκ ηα Συκζα 

Βθάπμο, απυ ημ Ίδνοια Ηαηνζηχκ ηαζ Βζμθμβζηχκ Δνεοκχκ ηδξ Αηαδδιίαξ 

Αεδκχκ, βζα ηδκ θζθμλεκία πμο ιμο πνμζέθενακ ζημ ενβαζηήνζμ 
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Βζμηεπκμθμβίαξ αθθά ηαζ βζα ηδκ αμήεεζα ηαζ ηζξ ζοιαμοθέξ ηδξ, πνμηεζιέκμο 

κα πναβιαημπμζδεεί ηδκ πνςηεςιζηή ακάθοζδ ηςκ δεζβιάηςκ. 

      

Θενιέξ εοπανζζηίεξ ζημ Υνήζημ Μδκυπμοθμ βζα ηδ ζοιαμθή ημο ζηδκ 

επζιέθεζα ημο ελχθοθθμο. 

 

     Σέθμξ, ηζιχ ημοξ βμκείξ ιμο Λμοηά ηαζ Μανία ηαζ ηα αδένθζα ιμο 

Δοαββεθία ηαζ Μάκμ πμο ήηακ πάκηα δίπθα ιμο, ηαεχξ ηαζ υζμοξ πίζηερακ 

ζε ιέκα, θίθμοξ ηαζ ιδ.  
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«Κάεε άκενςπμξ ιπμνεί κα οζμεεηήζεζ 2 ζηάζεζξ: κα πηίγεζ ή κα θοηεφεζ. Οζ 

πηίζηεξ ιπμνεί κα πνεζαζημφκ πνυκζα βζα ημ ένβμ ημοξ, ηάπμηε υιςξ 

ηεθεζχκμοκ αοηυ πμο πηίγμοκ. Συηε ζηαιαημφκ ηαζ πενζμνίγμκηαζ ζημοξ ίδζμοξ 

ημοξ ημίπμοξ ημοξ. ΋ηακ μθμηθδνχκεηαζ ημ πηίζζιμ, δ γςή πάκεζ ημ κυδιά ηδξ.  

Τπάνπμοκ υιςξ ηζ εηείκμζ πμο θοηεφμοκ. Μενζηέξ θμνέξ μζ ηαηαζβίδεξ ηαζ μζ 

επμπέξ ημφξ πνμηαθμφκ πνμαθήιαηα ηαζ ζπάκζα λεημονάγμκηαζ. ΢ε ακηίεεζδ 

ιε ηα ηηίνζα υιςξ, έκαξ ηήπμξ δεκ ζηαιαηά πμηέ κα ακαπηφζζεηαζ. Καζ, 

πανυθμ πμο απαζηεί ηδκ πνμζμπή ημο ηδπμονμφ, ημο δίκεζ πανάθθδθα ηαζ ηδ 

δοκαηυηδηα κα γήζεζ ηδ γςή ημο ζακ ιζα ιεβάθδ πενζπέηεζα.  

Οζ ηδπμονμί ακαβκςνίγμοκ μ έκαξ ημκ άθθμκ, βζαηί λένμοκ υηζ ζηδκ ζζημνία ημο 

ηάεε θοημφ ανίζηεηαζ δ δδιζμονβία υθδξ ηδξ Γδξ»     

 

                                                                                         Αβκχζημο ζοββναθέα 
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Πεξίιεςε 

     Ζ Leishmania είκαζ έκα Πνςηυγςμ πανάζζημ πμο απμηεθεί ημ αίηζμ ιζαξ 

μιάδαξ αζεεκεζχκ, ηςκ θεσζιακζάζεςκ (Ross, 1903). Μεηαδίδμκηαζ ιέζς ημο 

αζπυκδοθμο αζιαημθάβμο εκδζάιεζμο λεκζζηή, ηδξ ζηκίπαξ ηαζ είκαζ 

ακενςπμκυζμζ ή γςμκυζμζ (Killick-Kendrick, 1999). Οζ θεσζιακζάζεζξ 

απμηεθμφκ έκα ζδιακηζηυ πνυαθδια βζα ηδ δδιυζζα οβεία ηαεχξ μ ανζειυξ 

ηςκ ηνμοζιάηςκ ζοκεπχξ αολάκεηαζ. Ζ μζημκμιζηή ακάπηολδ, μζ 

ηθζιαημθμβζηέξ ηαζ πενζααθθμκηζηέξ αθθαβέξ πμο εοκμμφκ ηδκ ιεηαηίκδζδ ηςκ 

εκηυιςκ - θμνέςκ ζε πχνεξ πμο ιέπνζ πνυζθαηα δεκ οπήνπακ, δ αολδιέκδ 

ιεηακάζηεοζδ απυ εκδδιζηέξ πχνεξ αθθά ηαζ μ αολδιέκμξ ανζειυξ 

ηαλζδζςηχκ παβημζιίςξ έπεζ ζοκηεθέζεζ ζημ θαζκυιεκμ αοηυ (Dujardin, 2008). 

Ζ ζπθαπκζηή θεσζιακίαζδ (΢Λ) είκαζ δ πζμ ζμαανή ιμνθή ηδξ κυζμο ηαζ είκαζ 

εακαηδθυνα ζημ 95% ηςκ πενζπηχζεςκ ακ δεκ δμεεί έβηαζνα εεναπεία. 

Μπμνεί κα πνμηθδεεί απυ ηδκ Leishmania infantum ή ηδκ L. donovani ημο 

«Παθαζμφ Κυζιμο». Σα δομ είδδ ημο πανάζζημο δζαθένμοκ ζηδκ εηδήθςζδ 

ηδξ αζεέκεζαξ, ζημοξ ιεηααζααζηέξ ηαζ ζημοξ ζπμκδοθςημφξ λεκζζηέξ πμο 

πνδζζιμπμζμφκ ηαζ ζηδ βεςβναθζηή ημοξ ηαηακμιή. Ακδζοπδηζηυ είκαζ ημ 

βεβμκυξ υηζ ημ πανάζζημ Leishmania έπεζ ακαπηφλεζ ακημπή ζηα ακηζιμκζμφπα 

θάνιαηα (θάνιαηα 1δξ βναιιήξ βζα ηδκ εεναπεία ηδξ κυζμο). Σα ηεθεοηαία 

πνυκζα έπμοκ ακαηαθοθεεί θάνιαηα ηαζ ζπήιαηα ηα μπμία πνμζθένμοκ 

αεθηζςιέκδ εεναπεία απυ ηδκ αζεέκεζα (Murray, 2004). Ζ εεναπεία 1δξ 

βναιιήξ πενζθαιαάκεζ ηδ πνήζδ ηδξ θζπμζςιζηήξ Αιθμηενζηίκδξ Β (AmB) δ 

μπμία, πανά ηδκ ορδθή απμηεθεζιαηζηυηδηά ηδξ, ιπμνεί κα πανμοζζάζεζ 

ζμαανέξ πανεκένβεζεξ (Ashford, 2000). Δπζπνυζεεηα, ιζα κέα δναζηζηή 

μοζία, δ hexadecyl phosphocholine (Miltefosine), ακηζπνμζςπεφεζ ημκ πνχημ 
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ακαβκςνζζιέκμ ακηζ-θεσζιακζαηυ πανάβμκηα ιε απμηεθεζιαηζηή πμνήβδζδ 

per os (www.virbac.gr; Sundar, 2002). 

Σμ θαζκυιεκμ ηδξ πμθθαπθήξ ακημπήξ ζηα θάνιαηα (multi drug resistance, 

MDR), δ ζηακυηδηα δδθαδή πμο έπεζ έκα γςκηακυ ηφηηανμ κα ειθακίγεζ 

ακεεηηζηυηδηα ζε ιζα ιεβάθδ πμζηζθία απυ δμιζηά ηαζ θεζημονβζηά ακυιμζα 

ζηεοάζιαηα, ακηζπνμζςπεφεζ ιία ζδιακηζηή δοκαηυηδηα ηάπμζςκ 

ιμκμηοηηάνζςκ μνβακζζιχκ ηαζ ηοηηάνςκ ηςκ εδθαζηζηχκ (Singh, 2006). Ζ 

ζηακυηδηα αοηή  είκαζ ειπυδζμ ζηδ εεναπεία υπζ ιυκμ ηδξ θεσζιακίαζδξ αθθά 

ηαζ άθθςκ αζεεκεζχκ ηαζ ηανηίκςκ ηαζ δ ηαηακυδζδ ημο θαζκυιεκμο εα 

αμδεήζεζ ζηδκ ηαθφηενδ ακηζιεηχπζζή ημοξ.  

Κανηζκζηά ηφηηανα πμο έπμοκ ακαπηοπεεί ζε ηαθθζένβεζεξ ζημ ενβαζηήνζμ ηαζ 

δζάθμνα πανάζζηα πμο ειθακίγμοκ ημ MDR, θαίκεηαζ κα οπενεηθνάγμοκ ιζα 

δζαιειανακζηή ακηθία εηνμήξ, ηδκ P - βθοημπνςηεσκδ ιεβέεμοξ 170kDa (Pgp - 

170), δ μπμία έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα ακηθεί απυ ημ ηφηηανμ έκα ιεβάθμ ανζειυ 

θζπμθζθζηχκ μοζζχκ πμο ζοιπενζθαιαάκμοκ πμθθά θάνιαηα ηαζ 

θεμνίγμοζεξ πνςζηζηέξ μοζίεξ υπςξ δ Rhodamine 123 (Rhod - 123) 

(Riordan, 1985). Πνζκ ηδκ ακάπηολδ κέςκ εεναπεοηζηχκ παναβυκηςκ, είκαζ 

ζδιακηζηή δ δζενεφκδζδ ηςκ πζεακχκ ιδπακζζιχκ ακημπήξ ημο ηοηηάνμο – 

ζηυπμο, ζημοξ μπμίμοξ ιπμνεί κα ζοιπενζθαιαάκεηαζ ιεηαλφ άθθςκ ηαζ δ 

αολδιέκδ εηνμή ή ιεζςιέκδ εζζνμή ημο θανιάημο. 

΢ηυπμξ ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ ήηακ δ ζφβηνζζδ 10 δζαθμνεηζηχκ ζηεθεπχκ 

Leishmania (2 L. donovani ηαζ 8 L. infantum) ιε ζημπυ ημκ εκημπζζιυ 

δζαθμνχκ ςξ πνμξ ηα αζμθμβζηά ηαζ δμιζηά παναηηδνζζηζηά ημοξ ζε ζπέζδ ιε 

ηδκ  ακημπή ημοξ ζηα θάνιαηα.  
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Ζ απμιυκςζδ ηςκ ζηεθεπχκ έβζκε ζημ ενβαζηήνζμ Κθζκζηήξ Βαηηδνζμθμβίαξ, 

Παναζζημθμβίαξ, Εςμκυζςκ ηαζ Γεςβναθζηήξ Ηαηνζηήξ, ημο Σιήιαημξ 

Ηαηνζηήξ, ημο Πακεπζζηδιίμο Κνήηδξ, απυ αζεεκείξ ηαζ ζηοθζά απυ ηδκ 

Κφπνμ. Σα ζηεθέπδ αοηά είπακ παναηηδνζζηεί ςξ «ακεεηηζηά: 5» ηαζ  

«εοαίζεδηα: 5» (1 L. donovani ηαζ 4 L. infantum ζε ηάεε ηαηδβμνία), ζφιθςκα 

ιε ημ νοειυ εηνμήξ ηδξ πνςζηζηήξ Rhod - 123 απυ ηδκ πνμιαζηζβςηή ιμνθή 

ημο ηάεε ζηεθέπμοξ, ηαηά ηδκ δζάνηεζα πνμηαηανηηζηήξ ιεθέηδξ ιε ηδ πνήζδ 

ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ.  

΢ηα 10 ζηεθέπδ ιεθεηήεδηακ: α) αζμθμβζηά παναηηδνζζηζηά: δ 

πμθθαπθαζζαζηζηή ηαζ δ ιμθοζιαηζηή ζηακυηδηα ηςκ πνμµαζηζβςηχκ ιμνθχκ 

ημο πανάζζημο (ημ ιμθοζιαηζηυ ζηάδζμ βζα ημκ άκενςπμ/ζηφθμ) ηαεχξ ηαζ μ 

πνυκμξ πμο πνεζάγμκηαζ μζ πνμιαζηζβςηέξ ιμνθέξ βζα κα ιεηαηναπμφκ ζε 

αλεκζηέξ αιαζηζβςηέξ (δ ιεηαηνμπή ηδξ πνμιαζηζβςηήξ ιμνθήξ ζε 

αιαζηζβςηή πναβιαημπμζείηαζ εκδμηοηηάνζα ζημ ζχια ημο εδθαζηζημφ-

λεκζζηή) ηαζ ακηίζηνμθα, μ πνυκμξ πμο πνεζάγμκηαζ μζ αλεκζηέξ αιαζηζβςηέξ 

ιμνθέξ βζα κα ιεηαηναπμφκ ζε πνμιαζηζβςηέξ, α) δ ακημπή ημοξ ζε 3 απυ ηα 

θανιαηεοηζηά ζηεοάζιαηα (Glucantime, Amphotericin B ηαζ Miltefosine) πμο 

πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ηδκ εεναπεία ηδξ κυζμο ηαζ β) δμιζηά παναηηδνζζηζηά: 

ζφβηνζζδ ημο πνςηεσκζημφ πνμθίθ ηςκ 10 ζηεθεπχκ ηαζ ακαγήηδζδ ζε αοηά 

ηδξ ακηθίαξ εηνμήξ Pgp - 170 ιε ηδ ιέεμδμ ημο Western Blotting (WB).  

Σα αζμθμβζηά παναηηδνζζηζηά πμο επεθέβδζακ κα ιεθεηδεμφκ, εκδεπμιέκςξ 

κα ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ επζεεηζηυηδηα ηαζ ηδκ ιμθοζιαηζηή ζηακυηδηα ημο ηάεε 

ζηεθέπμοξ ηαζ ζηυπμξ ηδξ ιεθέηδξ ήηακ κα δδιζμονβδεεί ημ πνμθίθ ημο ηάεε 

ζηεθέπμοξ ζακ παεμβυκμο πανάβμκηα (επζεεηζηυηδηα – ιμθοζιαηζηυηδηα - 

ακημπή ζηα θάνιαηα) ηαζ κα δζενεοκδεεί δ ζπέζδ ηςκ παναβυκηςκ αοηχκ ιε 
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ηα δμιζηά παναηηδνζζηζηά ημοξ ηαεχξ ηαζ ιε ηδκ ηθζκζηή εζηυκα ημο 

αζεεκή/ζηφθμο απυ ημκ μπμίμ απμιμκχεδηε ημ πανάζζημ ηαζ ηδκ 

βεςβναθζηή ημο ηαηακμιή. 

΢οβηνίκμκηαξ ημ πνμθίθ ηςκ 10 ζηεθεπχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδ ιεθέηδ, 

πνμέηορε υηζ ηα 2 ζηεθέπδ L. donovani, πμο απμιμκχεδηακ απυ αζεεκείξ, 

είπακ παιδθυηενδ πμθθαπθαζζαζηζηή ζηακυηδηα απυ ηα 8 ζηεθέπδ L. infantum 

πμο απμιμκχεδηακ απυ ζηοθζά, ηαζ πνεζάζηδηακ ιεβαθφηενμ πνμκζηυ 

δζάζηδια πνμηεζιέκμο μζ πνμιαζηζβςηέξ ημοξ ιμνθέξ κα ιεηαηναπμφκ ζε 

αλεκζηέξ αιαζηζβςηέξ ηαζ ακηίζηνμθα. Ζ ιμθοζιαηζηή ζηακυηδηα ήηακ υιμζα 

ιεηαλφ ηςκ 2 ζηεθεπχκ L. donovani αθθά πανμοζίαγε ιεβάθδ εηενμβέκεζα 

ιεηαλφ ηςκ 8 ζηεθεπχκ L. infantum. 

Καηά ηδ ιεθέηδ ηδξ ακημπήξ ηςκ ζηεθεπχκ ζηα θάνιαηα έβζκε ζφβηνζζδ ημο 

νοειμφ ιεηααμθήξ ημο πθδεοζιμφ ηςκ 10 οπυ ιεθέηδ ζηεθεπχκ ζε δζάθμνεξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ 3 θανιάηςκ ζε δζάθμνα πνμκζηά δζαζηήιαηα. Σμ 

Glucantime, έκα θάνιαημ πμο πνδζζιμπμζήεδηε εηηεηαιέκα ζακ θάνιαημ 1δξ 

βναιιήξ έκακηζ ηδξ θεσζιακίαζδξ, απεδείπεδ ιδ απμηεθεζιαηζηυ ζηδ ιείςζδ 

ημο πθδεοζιμφ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ, in vitro. Ακηίεεηα, ιε ηδκ 

ιειμκςιέκδ πμνήβδζδ ηςκ παναβχβςκ ημο Glucantime, ηαζ ηονίςξ ημο SbV, 

ηα απμηεθέζιαηα ήηακ πζμ εκεαννοκηζηά. Με ηδ πνήζδ ηδξ θζπμζςιζηήξ 

Αιθμηενζηίκδξ Β, πμο έπεζ ακηζηαηαζηήζεζ ημ Glucantime ζακ θάνιαημ 1δξ 

βναιιήξ ζε πμθθέξ πενζμπέξ, ηα ζηεθέπδ πανμοζίαζακ ακημπή ζε ιζηνυηενμ 

ααειυ, εκχ ιε ηδκ πνήζδ ημο κέμο θανιάημο Miltefosine δεκ παναηδνήεδηε 

ζδιακηζηή ακημπή ζε ηακέκα απυ ηα 10 ζηεθέπδ.  

Πνμηεζιέκμο κα πναβιαημπμζδεεί δ πνςηεςιζηή ακάθοζδ πνδζζιμπμζήεδηακ 

2 «εοαίζεδηα» (H1, D2) ηαζ 2 «ακεεηηζηά» (H2, D3) ζηεθέπδ. Σμ «ακεεηηζηυ» 
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ζηέθεπμξ H2 (L. donovani) ήηακ ημ ιυκμ ζημ μπμίμ ακζπκεφηδηε δ πνςηεΐκδ 

Heat Shock Protein 70 kDa (HSP 70) πθήνμοξ ιεβέεμοξ. ΢ημ «ακεεηηζηυ» 

ζηέθεπμξ D3 (L. infantum) ακζπκεφηδηακ 2 πνυδνμιεξ ιζημπμκδνζαηέξ ηαζ 

ζοββεκζηέξ ιε ηδκ HSP 70 πνςηεΐκεξ αθθά ηαζ ιζα ιδ παναηηδνίζζιδ 

πνςηεΐκδ. Καζ ζηα 4 ζηεθέπδ πμο ιεθεηήεδηακ ιε ηδκ πνςηεςιζηή ακάθοζδ 

ακζπκεφεδηακ 2 επζπθέμκ πνςηεΐκεξ, μζ μπμίεξ οπενεηθνάγμκηακ ζηα 

«ακεεηηζηά» αθθά δεκ ηαοημπμζήεδηακ. Με ηδκ ακάθοζδ ημο WB ακζπκεφεδηε 

δ Pgp – 170 ηαζ ζηα 5 «ακεεηηζηά» (H2, D3, D4, D5, D8) ζηεθέπδ, ιε 

ιεβαθφηενδ έηθναζδ ζηα ζηεθέπδ L. infantum (D3, D4, D5, D8). 

΢οκεπχξ: α) δ πνήζδ ηδξ θεμνίγμοζαξ πνςζηζηήξ CFSE ηαζ ηδξ 

ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ, βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ηδξ πμθθαπθαζζαζηζηήξ 

ζηακυηδηαξ ηςκ ζηεθεπχκ ζοκζζημφκ ιζα βνήβμνδ, εοαίζεδηδ ηαζ ζπεηζηά 

παιδθμφ ηυζημοξ ιέεμδμ βζα ηδκ ζφβηνζζδ ιεηαλφ ζηεθεπχκ, α) δ 

πμθθαπθαζζαζηζηή ζηακυηδηα ήηακ δζαθμνεηζηή ιεηαλφ ηςκ ζηεθεπχκ L. 

donovani ηαζ L. infantum, β) δ ιμθοζιαηζηή ζηακυηδηα ήηακ υιμζα ιεηαλφ ηςκ 

ζηεθεπχκ L. donovani αθθά πανμοζίαγε ιεβάθδ εηενμβέκεζα ιεηαλφ ηςκ 

ζηεθεπχκ L. infantum ηαεχξ ήηακ ηαζ ακελάνηδηδ απυ ηδκ πμθθαπθαζζαζηζηή 

ζηακυηδηα, δ) ηα ζηεθέπδ L. donovani πνεζάζηδηακ ιεβαθφηενμ πνμκζηυ 

δζάζηδια βζα ηδκ ιεηαηνμπή ημοξ απυ πνμιαζηζβςηά ζε αλεκζηά αιαζηζβςηά, 

ηαζ ακηίζηνμθα, ζε ζπέζδ ιε ηα ζηεθέπδ L. infantum, ηαζ ηα "ακεεηηζηά" 

ζηεθέπδ πνεζάζηδηακ ιεβαθφηενμ πνμκζηυ δζάζηδια βζα ηδκ ιεηαηνμπή ημοξ 

απυ πνμιαζηζβςηά ζε αλεκζηά αιαζηζβςηά, ηαζ ακηίζηνμθα, ζε ζπέζδ ιε ηα 

"εοαίζεδηα" ζηεθέπδ, ε) θυβς ακάπηολδξ ακημπήξ (MDR) ημο πανάζζημο ζημ 

Glucantime, ημ θάνιαημ αοηυ δεκ ιπμνεί πθέμκ κα πνδζζιμπμζείηαζ ζακ 

εεναπεία 1δξ βναιιήξ ζε πμθθέξ πενζμπέξ, ζη) δ Αιθμηενζηίκδ Β πανμοζίαζε 
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ηάπμζμ ααειυ ακημπήξ, in vitro, ζημ 70% ηςκ ζηεθεπχκ πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ, γ) ημ Miltefosine είκαζ πμθφ απμηεθεζιαηζηυ ζηδκ 

εεναπεία ηδξ θεσζιακίαζδξ. ΋ιςξ, ζε πενίπηςζδ πνήζδξ ημο βζα ηδκ 

εεναπεία ηςκ ζηοθζχκ ιε θεσζιακίαζδ ζε πενζμπέξ πμο αοηά εεςνμφκηαζ μζ 

ηφνζμζ λεκζζηέξ παναηαηαεήηδ βζα ημ πανάζζημ, οπάνπεζ πενίπηςζδ ζφκημια 

κα απμηηδεεί ακημπή ηαζ ζημ θάνιαημ αοηυ, ιε απμηέθεζια κα ιδκ ιπμνεί κα 

πνδζζιμπμζδεεί επζηοπχξ βζα ηδκ εεναπεία ηδξ κυζμο ζημκ άκενςπμ, δ) ιε 

ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ ακημπή ημο πανάζζημο 

ζηα θάνιαηα, Pgp – 170 ζηα ζηεθέπδ H2, D3, D4, D5, D8 ηαζ HSP 70 ζηα 

ζηεθέπδ H2, D3 (5 ζηεθέπδ ηα μπμία είπακ παναηηδνζζηεί ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία 

νμήξ ζακ «ακεεηηζηά») επζαεααζχκεηαζ υηζ δ ηοηηανμιεηνία νμήξ ιπμνεί κα 

δχζεζ αλζυπζζηα απμηεθέζιαηα ςξ πνμξ ημ ααειυ ακημπήξ ημο ζηεθέπμοξ, ε) 

δ ηοηηανμιεηνία νμήξ έπεζ ημ πθεμκέηηδια κα ακζπκεφεζ ηδκ Pgp ζε έκα 

ζπεηζηά ιζηνυ ανζειυ πανάζζηςκ (<100,000) ζε ζπέζδ ιε ημ WB βζα ημ μπμίμ 

πνεζάγεηαζ ζοθθμβή πνςηεσκχκ απυ ιεβαθφηενμ ανζειυ, πενζζζυηενμξ 

πνυκμξ ηαζ πμθφπθμηδ δζαδζηαζία.  

Tα παναπάκς δεδμιέκα επζζδιαίκμοκ ηδκ πνμζπάεεζα ηαηακυδζδξ ηςκ 

παναβυκηςκ (ημ slope πμο πνμέηορε απυ ηδκ παναημθμφεδζδ ηδξ εηνμήξ 

ηδξ Rhod – 123, ημ MDR, ηδ Pgp – 170, ηδκ HSP 70 ηαζ ηδ ιεηαηνμπή ηςκ 

ζηεθεπχκ ιεηαλφ ηςκ 2 ιμνθχκ – πνμιαζηζβςηά ηαζ αλεκζηά αιαζηζβςηά - ) 

πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ ακημπή ημο πανάζζημο Leishmania ζηα θάνιαηα, δ 

βκχζδ ηςκ μπμίςκ εα αμδεήζεζ ζημκ πνμβναιιαηζζιυ ηδξ εεναπείαξ ηαεχξ 

ηαζ ζηδκ παναημθμφεδζδ ημο αζεεκμφξ βζα ηδκ απμθοβή ηδξ ακαγςπφνςζδξ 

ηδξ κυζμο.   
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Summary 

Leishmania, a protozoan parasite, is responsible for a group of diseases 

known as leishmaniases (Ross, 1903). They are transmitted by the bite of the 

phlebotomine sandly to humans and animals (Killick-Kendrick, 1999). The 

disease is spreading because of changes in several risk factors such as 

climatic changes, environmental changes and population movements (for 

economic or political reasons) which may lead to alterations in the range and 

densities of the vectors and reservoirs of the disease, increasing human 

exposure to infected sandflies (Dujardin, 2008).   

Visceral Leishmaniasis (VL), which is the most severe form of the disease, is 

caused by Leishmania infantum and L. donovani and may lead to death in 

95% of the cases if not treated. These two species differ in: the pathology of 

the disease they cause, vectors and reservoir hosts as well as in their 

geographical distribution. There is a worrying augmentation of Leishmania’s 

resistance to pentavalent antimonial drugs (1st line treatment). However, 

alternative drugs have been developed for the successful treatment of the 

disease (Murray, 2004). First line treatment includes the use of liposomal 

Amphotericin B which may cause manifestations due to its acute toxicity 

(Ashford, 2000). Miltefosine (hexadecyl phosphocholine), the first oral drug 

against leishmaniasis, presents promising success (www.virbac.gr; Sundar, 

2002). 

Multi-drug resistance (MDR), is a condition enabling a disease – causing 

organism, or a cell, to resist substances of a wide variety of drugs (Singh, 

2006). Today, MDR constitutes a major problem in the treatment of 

leishmaniasis and other infectious diseases and cancers.  
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Cancer cell lines can acquire cross-resistance to a remarkably wide range of 

compounds which have no obvious structural or functional similarities. The 

cross-resistance seems to be due to the decreased accumulation of the drug, 

or the fluorescent dye (e.g Rhodamine – 123, Rhod - 123) in the cell, and has 

been attributed to alterations in the cell plasma membrane. An over-

expressed plasma membrane glycoprotein of relative molecular mass (Mr) 

170,000 Da (the P - glycoprotein Pgp - 170) is consistently found in different 

multidrug-resistant human and animal cell lines, in tumours and in various 

parasites. Consequently, it has been postulated that Pgp directly or indirectly 

mediates multidrug resistance (Riordan, 1985). 

Prior the development of new drugs, it is important to investigate potential 

mechanisms underlying drug resistance which may include increased efflux or 

decreased influx of the drug. 

The aim of this work was to assess and compare the biological and structural 

characteristics and the drug resistance of 10 Leishmania isolates, in vitro. 

For this, 2 L. donovani and 8 L. infantum isolates, were used. The 10 strains 

were isolated from patients (2 L. donovani) and from dogs (8 L. infantum), 

from Cyprus, in the Laboratory of Clinical Bacteriology, Parasitology, 

Zoonoses and Geographical Medicine, Faculty of Medicine, University of 

Crete. 

These isolates were characterized as “resistant: 5” (1 L. donovani and 4 L. 

infantum) and “sensitive: 5” (1 L. donovani and 4 L. infantum), according to 

the efflux rate of Rhod – 123 of the promastigote stage of each isolate, during 

preliminary studies using flow cytometry. 
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Studies were carried out on the 10 isolates regarding their: a) biological 

characteristics such as the growth kinetics of their culture in vitro, the in vitro 

infectivity of the promastigotes (the infectious stage of the parasite for the 

vertebrate host) and the time required by the promastigotes to transform into 

axenic amastigotes in vitro (the form representing the intracellular form of the 

parasite in the vertebrate host) as well as the time required by the axenic 

amastigotes to transform into the promastigotes stage, b) the resistance 

expressed by the parasite to the 3 drugs used for the treatment of 

leishmaniasis (Glucantime, Amphotericin B ηαζ Miltefosine) and c) structural 

characteristics: comparison of the proteinic profile of the 10 isolates and the 

detection of the efflux pump Pgp – 170, by Western Blotting (WB). 

The biological characteristics studied are probably related to the infectivity of 

the isolates to man, and the aim of the study was to characterize each isolate 

according to their infectivity and their resistance to drugs and to investigate 

how these factors are correlated with the structural characteristics studied 

(proteomic profile and the presence of the efflux pump), the disease pathology 

caused to the host and the geographical distribution of the isolate. 

The two complementary methods used to study population growth (flow 

cytometry and the haemocytometer), showed consistent results for the 10 

Leishmania isolates studied. The 2 L. donovani (H1, H2) isolates had lower 

growth rate, similar infectivity and required longer period for their 

promastigotes to transform into axenic amastigotes and reversely, in 

correlation to the 8 L. infantum (D1 – D8) isolates that had higher growth, 

presented diversity on their infectivity rates and required shorted period for 

their promastigotes to transform into axenic amastigotes, and reversely. 
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All 10 isolates were resistant to Glucantime, a drug extensively used as a 

standard treatment against leishmaniasis in human and dogs in many 

countries. However, studying the resistance of a “sensitive” (H1) and 4 

“resistant” (H2, D3, D4, D5) isolates on the main Glucantime compounds (SbV 

and SbIII), the results were consistent to those arouse during the preliminary 

studies.  

The 5 “resistant” (H2, D3, D4, D5, D8) and the 2 out of 5 “sensitive” isolates 

(D1, D6) demonstrated some resistance to Liposomal Amphotericin B, a drug 

which substituted Glucantime as 1st line drug in many countries, whilst all 10 

isolates showed no resistance to Miltefosine, a new drug used for the 

treatment of leishmaniasis.  

For the proteomic analysis, 2 “sensitive” (H1, D2) and 2 “resistant” (H2, D3) 

isolates were studied. The isolate H2 (L. donovani) which was characterized 

as “resistant” during the preliminary studies was the only strain in which Heat 

Shock 70 kDa protein (HSP 70) was detected. The D3 (L. infantum) is a 

“resistant” isolate in which 2 HSP 70 - related mitochondrial precursor and 1 

putative uncharacterized protein were detected. Two unidentified proteins 

were detected in all 4 isolated but over-expressed in “resistant” isolates. The 

Pgp – 170 efflux pump was detected in all 5 “resistant” isolates characterized 

as “resistant” during preliminary studies, whilst its expression was qualitatively 

higher in L. infantum isolates.  

In conclusion, a) The use of CFSE vital stain and flow cytometry for the 

determination of the proliferation capacity of isolates is rapid, precise, 

sensitive and non-costly, b) The results of growth kinetics show that 

promastigotes of different species and strains have different division potential 
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with L. donovani, isolated from patients, lower than L. infantum, isolated from 

dogs, c) the infectivity rate was different among the 10 isolates, d) the results 

of the, in vitro, transformation of promastigotes into axenic amastigotes and 

reversely, show that the species need different periods with L. donovani, 

longer than L. infantum, e) Glucantime cannot any longer be effectively used 

due to the multidrug resistance phenomenon (MDR) Leishmania parasites 

have induced, f) 70% of the isolates studied in vitro, developed some 

resistance in Amphotericin B, g) Miltefosine is a very effective drug against 

leishmaniasis, but its veterinary use should be avoided in areas of zoonotic 

leishmaniasis, where the dog is the reservoir for the parasite, since this might 

accelerate the emergence of drug resistance, h) the detection of Pgp – 170 

and HSP 70 only in “resistant” isolates (Pgp – 170: H2, D3, D4, D5, D8 and 

HSP 70: H2, D3), supports that flow cytometry can safely be used to study the 

parasite‟s drug resistance, i) flow cytometry detects Pgp using a relatively 

small number of parasites (<100,000) whilst WB needs greater amount and 

longer time and procedure. 

These data highlight the large effort that has been invested in understanding 

the changes associated with drug-resistance in Leishmania. Nevertheless, it is 

hoped that knowledge of such variety of physiological mechanisms (such as 

the efflux rate of Rhod – 123, the MDR, Pgp – 170, HSP 70 and promastigote 

- amastigote differentiation), will be translated into a more effective treatment 

and control of leishmaniasis. 
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1. Δηζαγσγή 

1.1 Τν παξάζηην Leishmania 

          Ζ Leishmania είκαζ έκα Πνςηυγςμ οπμπνεςηζηά εκδμηοηηάνζμ 

πανάζζημ πμο απμηεθεί ημ αίηζμ ιζαξ μιάδαξ αζεεκεζχκ, ηςκ θεσζιακζάζεςκ 

(Ross, 1903). 

 

1.1.1 Μνξθνινγία θαη δνκή ηνπ παξάζηηνπ  

     Ζ Leishmania απακηάηαζ ζε δφμ δζαθμνεηζηά ζηάδζα ακάπηολδξ, ηδκ 

πνμιαζηζβςηή ηαζ ηδκ αιαζηζβςηή ιμνθή. Ζ πνμιαζηζβςηή ιμνθή απακηάηαζ 

ζημκ εκηενζηυ ζςθήκα ημο αζπυκδοθμο δζααζααζηή λεκζζηή - Φθεαμηυιμ 

ζηκίπα (Diptera: Psychodidae) ηαζ ζηζξ in vitro ηαθθζένβεζεξ, ζημοξ 26 oC 

(Molyneux, 1977). Ζ αιαζηζβςηή ιμνθή απακηάηαζ εκδμηοηηανζηά ζηα 

ιαηνμθάβα ηςκ ζπμκδοθςηχκ λεκζζηχκ. 

      Ζ πνμιαζηζβςηή ιμνθή έπεζ ιέβεεμξ 12 - 30 ιm. Γζαεέηεζ έκα ιεβάθμ 

ζθαζνζηυ έηηεκηνμ πονήκα ιε ζαθή πονδκίζημ ηαζ πενζθενζηή πνςιαηίκδ. 

΢ημ ηοηηανυπθαζια οπάνπμοκ πμθοάνζεια νζαμζχιαηα, ημ ζφιπθεβια 

Golgi, ημηηχδεξ ηαζ θείμ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ, έκα ιζημπυκδνζμ ηαζ έκαξ 

δζζημεζδήξ ηζκδημπθάζηδξ πμο εηηείκεηαζ ζε υθδ ηδκ έηηαζδ ημο ιζημπμκδνίμο 

(Englund, 1981). Ζ ηίκδζδ ημο πανάζζημο ζηδκ ιμνθή αοηή οπμαμδεείηαζ ιε 

ηδκ πανμοζία εκυξ ελςηοηηανζημφ ιαζηίβζμο. Καηά ηδκ παναηήνδζδ, ζημ 

δθεηηνμκζηυ ιζηνμζηυπζμ, δζαηνίκεηαζ δ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ 

πάπμοξ 10 nm (Fuge, 1968; Dwyer, 1980). Σμ πνχημ ζηάδζμ ακάπηολδξ ηδξ 

πνμιαζηζβςηήξ ιμνθήξ είκαζ δ ιεηαηοηθζηή ιμνθή υπμο ηα πανάζζηα είκαζ 
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ιζηνυηενα ζε ιέβεεμξ, πενζζζυηενμ ιμθοζιαηζηά ηαζ παιδθυηενδξ 

πενζεηηζηυηδηαξ ζε πνςηεΐκεξ (Mallinson and Coombs, 1989) (Δζηυκα 1).  

      

 

 

 

 

 

Δηθόλα 1: Πανάζζημ Leishmania ηαηά ημ πνμιαζηζβςηυ ζηάδζμ, ιμνθή ηδκ 

μπμία ζοκακηάιε ζηζξ ηαθθζένβεζεξ ζημοξ 26 μC ηαζ ζημ ζχια ηδξ ζηκίπαξ.  

 

Ζ αιαζηζβςηή ιμνθή έπεζ ζπήια ςμεζδέξ ιε δζάιεηνμ 2 - 5 ιm. Γζαεέηεζ 

ειθακή πονήκα ηαζ ηζκδημπθάζηδ πμο ηαηαθαιαάκμοκ ημ ιεβαθφηενμ ιένμξ 

ημο ηοηηάνμο. Γζαεέηεζ επίζδξ μνβακίδζα, υπςξ δ πνμιαζηζβςηή ιμνθή, πμο 

υιςξ είκαζ θζβυηενμ ακεπηοβιέκα. Δπζπθέμκ οπάνπεζ έκα εκδμηοηηανζηυ 

ιαζηίβζμ, ζε ακηίεεζδ ιε ημ ελςηοηηανζηυ ηδξ πνμιαζηζβςηήξ ιμνθήξ 

(Jeffrey, 1975; Killick-Kendrick, 1979) (Δζηυκα 2). 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 2: Αιαζηζβςηή ζηάδζμ ημο πανάζζημο Leishmania υπςξ θαίκεηαζ ιέζα 

ζημ ηοηηανυπθαζια ειπφνδκςκ ηοηηάνςκ.  
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1.1.2 Ταμηλόκεζε  

     Σμ βέκμξ Leishmania ακήηεζ ζημ Φφθμ Sarcomastigophora, ΢εζνά 

Kinetoplastida ηαζ Οζημβέκεζα Trypanosomatidae. Με αάζδ ημ ηιήια ημο 

εκηένμο ημο εκηυιμο εκδζάιεζμο λεκζζηή ζημ μπμίμ ακαπηφζζμκηαζ ηα 

πνμιαζηζβςηά, δ Leishmania δζαηνίκεηαζ ζε δφμ οπμβέκδ: Leishmania ηαζ 

Viannia (Lianson, 1987; Banuls, 2007). Ζ ακάπηολδ ημο οπμβέκμοξ 

Leishmania πενζμνίγεηαζ ζημ πνυζεζμ ηιήια ημο ποθςνζημφ ζςθήκα ημο 

Φθεαμηυιμο, ζημ ζδιείμ ηδξ έκςζδξ ημο ιεζεκηένζμο ηαζ ημο μπίζεζμο 

εκηένμο. Ακηίεεηα, δ ακάπηολδ ημο πανάζζημο ημο οπμβέκμοξ Viannia  

θαιαάκεζ πχνα ηαζ ζημ ιεζεκηένζμ αθθά ηαζ ζημ μπίζεζμ ηιήια ημο εκηένμο 

ηδξ ζηκίπαξ.  

     Ζ ηαηάηαλδ ηςκ εζδχκ ηδξ Leishmania ααζίζηδηε ανπζηά ζε δζάθμνα 

ελςηενζηά παναηηδνζζηζηά ημο πανάζζημο, αθθά ηαζ ζε άθθα ηνζηήνζα υπςξ μζ 

λεκζζηέξ πμο πνδζζιμπμζεί, δ βεςβναθζηή ημοξ ηαηακμιή, μ ηνμπζζιυξ ζημ 

ζχια ημο λεκζζηή ηαζ μζ ηθζκζηέξ εηδδθχζεζξ (Bray, 1974; Lumsden, 1974; 

Pratt and David, 1981). ΋ιςξ, απυ ηδκ δεηαεηία ημο 1970, μζ ακμζμθμβζηέξ 

ιέεμδμζ πμο ακαπηφπεδηακ (ηονίςξ δ πνήζδ ιμκμηθςκζηχκ ακηζζςιάηςκ), 

αζμπδιζηέξ ηαζ ιμνζαηέξ ακαθφζεζξ (ζζμεκγοιζηή ακάθοζδ ηαζ ακάθοζδ ημο 

DNA ιε ηδ πνήζδ πενζμνζζηζηχκ εκγφιςκ ηαζ ηεπκζηέξ οανζδμπμίδζδξ ιε 

ζδιαζιέκα ιυνζα DNA), απέδεζλακ υηζ ηνζηήνζα υπςξ δ βεςβναθζηή ηαηακμιή 

ηαζ μζ ηθζκζηέξ εηδδθχζεζξ δεκ επανημφζακ βζα ηδκ ηαηάηαλδ ηςκ ζηεθεπχκ ζε 

είδδ (Chance, 1974; Kreutzer and Christensen, 1980).   

     Μέπνζ ζήιενα έπμοκ ηαοημπμζδεεί ημοθάπζζημκ 30 είδδ Leishmania, 21 

απυ ηα μπμία έπεζ απμδεζπεεί υηζ είκαζ παεμβυκα βζα ημκ άκενςπμ (W.H.O., 

1990; Banuls, 2007) (Δζηυκα 3).    
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Δηθόλα 3: ΢πδιαηζηή ηαηάηαλδ ημο βέκμοξ Leishmania (Banuls 2007).  
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1.1.3 Γηαβηβαζηήο μεληζηήο 

          Οζ αζπυκδοθμζ δζααζααζηέξ λεκζζηέξ είκαζ λακεά αζιαημθάβα έκημια 

ιεβέεμοξ 1 – 5 mm ηαζ είκαζ βκςζηά ςξ Φθεαμηυιμζ ή ζηκίπεξ (Δζηυκα 4). 

Τπάνπμοκ πενίπμο 600 είδδ, ηαζ ακήημοκ ζηδκ ζεζνά Diptera, μζημβέκεζα 

Psychodidae ηαζ οπμμζημβέκεζα Phlebotominae. Απυ ηα 6 βέκδ πμο έπμοκ 

πενζβναθεί, ιυκμ ηα 3 έπμοκ ζαηνζηή ζδιαζία: ηα έκημια ημο βέκμοξ 

Phlebotomus (Larroussius) ηαζ Sergentomyia ημο «Παθαζμφ Κυζιμο» ηαζ ημ 

βέκμξ Lutzomyia ημο «Νέμο Κυζιμο». Απυ ηα 600 πενίπμο βκςζηά είδδ 

θθεαμηυιςκ ιυκμ 31 έπμοκ απμδεζπεεί θμνείξ παεμβυκςκ ζηεθεπχκ 

Leishmania, ηαζ 43 είδδ, ιέπνζ ζηζβιήξ, πζεακμί θμνείξ (Killick-Kendrick, 1990; 

Killick-Kendrick, 1999). ΢ηδκ Δθθάδα έπμοκ ανεεεί 12 είδδ θθεαμηυιςκ ηα: 

Phlebotomus tobbi, P. sergenti, P. balcanicus, P. perfilievi, P. neglectus, P. 

papatasi, P. simici, P. mascittii, P. alexandri, Sergentomyia detata, S. minuta 

ηαζ S. theodori (Leger, 1988; Chaniotis, 1994; Ivovic, 2007). Οζ ζηκίπεξ γμοκ 

ηονίςξ ζε εενιά ηθίιαηα ηαζ ιεηαδίδμοκ ημ πανάζζημ ηζξ κοπηενζκέξ χνεξ, 

ιεηά ηδκ δφζδ ημο δθίμο. Γεκκμφκ ηα αοβά ημοξ ηαζ θςθζάγμοκ ζε ζημηεζκά ηαζ 

οβνά ιένδ, ζε νςβιέξ ημίπςκ, ιένδ υπμο οπάνπμοκ ηυπνακα γχςκ. Μυκμ ηα 

εδθοηά πνεζάγμκηαζ αίια βζα ηδκ ακάπηολδ ηςκ αοβχκ ημοξ ηαζ ζοκεπχξ 

εηείκα απμιογμφκ αίια ηαζ ιεηαδίδμοκ ημ πανάζζημ. Ζ αζεέκεζα δεκ 

πανμοζζάγεζ επμπζαηή ιμνθή, πανυθμ πμο μζ ζηκίπεξ είκαζ πανμφζεξ απυ 

Μάνηζμ ιέπνζ Οηηχανζμ, βζαηί δ πενίμδμξ επχαζδξ ηδξ κυζμο είκαζ ιεβάθδ (1 

ιήκαξ – 9 πνυκζα) (www.vetmed.gr). 
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Δηθόλα 4: Φθεαμηυιμξ ζηκίπα ηαηά ηδκ δζάνηεζα ημο δήβιαημξ. Γζαηνίκεηαζ 

πμζυηδηα αίιαημξ ζημ ζχια ηδξ ζηκίπαξ πμο έπεζ θδθεεί ηαηά ηδκ 

απμιφγδζδ.  

 

1.1.4 Πνιιαπιαζηαζκόο θαη Βηνινγηθόο Κύθινο ηνπ 

παξάζηηνπ 

     Σμ πανάζζημ Leishmania πμθθαπθαζζάγεηαζ ιε απθή δζπμηυιδζδ ηαηά ημκ 

επζιήηδ άλμκά ημο, πμο ανπίγεζ απυ ημ πνυζεζμ άηνμ ημο ζχιαηυξ ημο 

(Blaineau, 1992; Gibson and Stevens, 1999).  

    Σμ πανάζζημ, ηαηά ηδκ δζάνηεζα ημο πμθφπθμημο ηφηθμο γςήξ ημο, 

εηηίεεηαζ ζε δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ, εκδμηοηηανζηέξ ηαζ ελςηοηηανζηέξ. Λυβς 

ηδξ δζβεκεηζηυηδηάξ ημο (ηδξ ζδζυηδηάξ ημο κα δζαεέηεζ δομ ιμνθμθμβζηά 

ζηάδζα), δζαεέηεζ ηαζ δομ ααζζηά ζηάδζα ακάπηολδξ: ημ ελςηοηηανζηυ ζηάδζμ 

(πνμιαζηζβςηυ) ιέζα ζημκ αζπυκδοθμ εκδζάιεζμ λεκζζηή (ζηκίπα) ηαζ ημ 

εκδμηοηηανζηυ ζηάδζμ (αιαζηζβςηυ) ζημκ ζπμκδοθςηυ λεκζζηή. 
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1.1.4.1 Σηάδην αλάπηπμεο ζηνλ αζπόλδπιν ελδηάκεζν μεληζηή  

    Ο εκδζάιεζμξ - δζααζααζηήξ  λεκζζηήξ ιμθφκεηαζ ιε ηδκ αιαζηζβςηή ιμνθή 

ημο πανάζζημο πμο ανίζηεηαζ ιέζα ζηα ιαηνμθάβα, ηαηά ηδκ απμιφγδζδ 

αίιαημξ απυ ιμθοζιέκμ ζπμκδοθςηυ λεκζζηή. Ζ Leishmania εθεοεενχκεηαζ 

ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ πέρδξ ηςκ ιαηνμθάβςκ ηαζ ακαπηφζζεζ ηδκ 

ιαζηζβμθυνμ πνμηοηθζηή πνμιαζηζβςηή ιμνθή ηδξ, δ μπμία πνμζδέκεηαζ ζημ 

επζεήθζμ ημο ιεζέκηενμο ηαζ λεηζκά κα δζαζνείηαζ εκχ παναιέκεζ ιδ 

ιμθοζιαηζηή (Descoteaux and Turco, 1999). Ο ιδπακζζιυξ ηδξ 

ιεηαιυνθςζδξ είκαζ αηυια άβκςζημξ αθθά θαίκεηαζ κα ζπεηίγεηαζ ιε ηδ 

ιεζςιέκδ εενιμηναζία πμο επζηναηεί ζημ έκηενμ ημο εκηυιμο. ΢ηδ ζοκέπεζα 

θαιαάκεζ ιένμξ ιζα δζαδζηαζία, δ ιεηαηοηθμβέκεζδ, ηαηά ηδκ μπμία μζ 

δζαζνμφιεκεξ, ιδ ιμθοζιαηζηέξ πνμηοηθζηέξ ιμνθέξ ημο πανάζζημο 

δζαθμνμπμζμφκηαζ ζε ιδ δζαζνμφιεκεξ, ιμθοζιαηζηέξ ιεηαηοηθζηέξ ιμνθέξ 

(Sacks, 1989; Descoteaux and Turco, 1999). Αοηέξ ιε ηδκ ζεζνά ημοξ 

απμημθθχκηαζ απυ ημ επζεήθζμ ημο ιεζεκηένμο ηαζ ιεηακαζηεφμοκ ζημοξ 

ζζεθμβυκμοξ αδέκεξ ηαζ ημ θάνοββα ημο εκηυιμο, βεβμκυξ πμο είκαζ πζεακυ κα 

μθείθεηαζ ζημοξ απςεδηζημφξ βζα ημ πανάζζημ οδαηάκεναηεξ πμο 

εθεοεενχκμκηαζ ζημ ιεζέκηενμ (Bray, 1983; Descoteaux and Turco, 1999). Ζ 

ακάπηολδ ηδξ πνμιαζηζβςηήξ ιμνθήξ μθμηθδνχκεηαζ ζημ έκημιμ ζε 8 - 10 

διένεξ (Molyneux, 1977) (Δζηυκα 5). Απυ ημοξ ζζεθμβυκμοξ αδέκεξ μζ  

ιεηαηοηθζηέξ πνμιαζηζβςηέξ ιμνθέξ ημο πανάζζημο, πμο είκαζ ημ 

ιμθοζιαηζηυ ζηάδζμ, ιεηαθένμκηαζ ζημκ ηεθζηυ λεκζζηή ηαηά ημ δήβια. 
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Δηθόλα 5: Πνμιαζηζβςηυ ζηάδζμ ημο πανάζζημο πμο απακηάηαζ ζημ ζχια ηδξ 

ζηκίπαξ. Σμ ζηάδζμ αοηυ είκαζ ημ ιμθοζιαηζηυ ζηάδζμ βζα ημκ λεκζζηή 

(άκενςπμ, ζηφθμ ηα).  

 

1.1.4.2 Σηάδην αλάπηπμεο ζηνλ ζπνλδπισηό μεληζηή  

          Ζ ιυθοκζδ ημο ζπμκδοθςημφ λεκζζηή επζηοβπάκεηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα 

απμιφγδζδξ αίιαημξ απυ ιμθοζιέκδ ζηκίπα. Έηζζ ιεηαθένμκηαζ ηα 

ιμθοζιαηζηά ιεηαηοηθζηά πνμιαζηζβςηά ζημ δένια ημο ζπμκδοθςημφ λεκζζηή 

ιαγί ιε ημ ζάθζμ ημο εκηυιμο, ημ μπμίμ πενζέπεζ θανιαημθμβζηά εκενβά 

οπμζηνχιαηα πμο ακαζηέθθμοκ ημοξ αζιμζηαηζημφξ ιδπακζζιμφξ ημο λεκζζηή 

ηαζ πνμηαθμφκ αββεζμδζαζημθή ηαζ ημπζηή ακμζμηαηαζημθή (Molyneux, 1977). 

Σα πανάζζηα πνμζθαιαάκμκηαζ απυ ημπζηά μοδεηενυθζθα ηαζ ιαηνμθάβα ηαζ 

ηα πενζζζυηενα ηαηαζηνέθμκηαζ απυ ημοξ ιδπακζζιμφξ ηδξ θοζζηήξ ακμζίαξ 

ημο λεκζζηή (έκγοια, πνςηεΐκεξ ζοιπθδνχιαημξ, θαβμηφηηανα). Τπυ 

ηακμκζηέξ ζοκεήηεξ, υηακ έκαξ ιζηνμμνβακζζιυξ θαβμηοηηανχκεηαζ απυ ηα 

ιαηνμθάβα, εζζένπεηαζ ζηα θαβμθοζμζχιαηα, πμο δδιζμονβμφκηαζ απυ ηδκ 
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ζφκηδλδ ηςκ θαβμζςιάηςκ (ηοζηίδζα ηα μπμία πενζηθείμοκ ημκ 

ιζηνμμνβακζζιυ υηακ αοηυξ θαβμηοηηανχκεηαζ) ηαζ ηςκ θοζμζςιάηςκ, ηαζ 

εακαηχκεηαζ. ΋ιςξ, ημ πανάζζημ Leishmania δζαεέηεζ έκα ιμνζαηυ ιδπακζζιυ 

ιε ημκ μπμίμ ιπμνεί κα επζαζχκεζ ζημ αθζθυλεκμ πενζαάθθμκ ημο 

θαβμζχιαημξ. Σμ θζπμθςζθμβθοηάκζμ (LPG), ααζζηυ ιυνζμ ηδξ ηοηηανζηήξ 

ιειανάκδξ ημο πανάζζημο, ζοιαάθθεζ ζηδκ ακαζημθή ηδξ ςνίιακζδ ημο 

θαβμζχιαημξ, ζοκεπχξ ηαζ ηδξ ζφκηδλήξ ημο ιε ημ θοζυζςια, ηαζ έηζζ 

απμηνέπεηαζ δ επζαθααήξ δνάζδ ηςκ θοζμζςιαηζηχκ οδνμθαζχκ ζε αοηυ 

(lysosomal hydrolases) (Mauel, 1984; Desjardins and Descoteaux, 1998). 

΋ζα απυ ηα πανάζζηα επζαζχζμοκ ελεθίζζμκηαζ ιέζα ζηα ιαηνμθάβα ζηδκ 

αιαζηζβςηή ιμνθή (30 min ιεηά ηδ ιυθοκζδ) ηαζ πμθθαπθαζζάγμκηαζ ζηα 

θαβμζχιαηα ηςκ ιαηνμθάβςκ ιε απθή δζαίνεζδ. Σα ιμθοζιέκα ηφηηανα 

εζζένπμκηαζ ζηδκ ηοηθμθμνία ημο αίιαημξ ηαζ υηακ μ ανζειυξ ηςκ πανάζζηςκ 

ζημ ηφηηανμ-λεκζζηή αολδεεί (ζοπκά πενζζζυηενα ηςκ 200), ημ ηφηηανμ 

νήβκοηαζ, ηα πανάζζηα εθεοεενχκμκηαζ ηαζ ιμθφκμοκ βεζημκζηά ιαηνμθάβα ιε 

ηδκ δζαδζηαζία ηδξ θαβμηοηηάνςζδξ, λεηζκχκηαξ έκακ κέμ ηφηθμ (Descoteaux 

and Turco, 1999) (Δζηυκα 6). 
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Δηθόλα 6: Κφηθμξ γςήξ ημο πανάζζημο Leishmania (CDC). 
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1.2 Λετζκαλίαζε  

      Οζ θεσζιακζάζεζξ είκαζ ιζα μιάδα παναζζηζηχκ αζεεκεζχκ πμο 

πνμηαθμφκηαζ απυ ηα πανάζζηα ημο βέκμοξ Leishmania. Πνμζαάθθμοκ ημκ 

άκενςπμ, ηα άβνζα ηαζ ηα ηαημζηίδζα γχα ηαζ ηαηακέιμκηαζ βεςβναθζηά ζε 

υθεξ ηζξ δπείνμοξ, ζε πενζμπέξ υπμο μζ εενιμηναζίεξ εοκμμφκ ηδκ ακάπηολδ 

ηδξ ζηκίπαξ  (http://www.who.int/leishmaniasis_maps/en/index.html).   

Οζ θεσζιακζάζεζξ απμηεθμφκ έκα ζδιακηζηυ πνυαθδια βζα ηδ δδιυζζα οβεία 

ηαεχξ μ ανζειυξ ηςκ ηνμοζιάηςκ ζοκεπχξ αολάκεηαζ (Desjeux, 2001; 

Desjeux, 2004). ΋πςξ οπμθμβίζηδηε απυ ημκ Παβηυζιζμ Ονβακζζιυ Τβείαξ 

(WHO) ημ 2002, μ ανζειυξ ηςκ αηυιςκ πμο ανίζημκηακ ζε ηίκδοκμ ήηακ 

πενίπμο 350 εηαημιιφνζα, εκχ μ ανζειυξ ηςκ κέςκ ηνμοζιάηςκ εηδζίςξ 

ηοιαίκεηαζ ζημοξ 2,357,000 ηαζ πνμένπμκηαζ απυ 88 πχνεξ (Δζηυκα 7). Πανά 

ηζξ ιεβάθεξ πνμζπάεεζεξ πμο ηαηααάθθμκηαζ απυ ενεοκδηέξ ζε δζάθμνα 

πεδία απυ ηδκ ανπή ημο πεναζιέκμο αζχκα βζα ηδκ ιεθέηδ ηαζ ηαηαπμθέιδζδ 

ημο πανάζζημο Leishmania, επζαεααζχκεηαζ δ επακειθάκζζδ ή/ηαζ δ 

ελάπθςζή ημο ζε κέεξ  πενζμπέξ. Κάπμζεξ απυ αοηέξ είκαζ δ Β. Ηηαθία, δ Κίκα, 

δ Βναγζθία ηαζ ημ ηεκηνζηυ Ηζναήθ (Arias, 1996; Gradoni, 2003; Guan, 2003; 

Nasereddin, 2005). Ζ μζημκμιζηή ακάπηολδ, μζ ηθζιαημθμβζηέξ ηαζ 

πενζααθθμκηζηέξ αθθαβέξ πμο εοκμμφκ ηδκ ιεηαηίκδζδ ηςκ εκηυιςκ - θμνέςκ 

ζε πχνεξ πμο ιέπνζ πνυζθαηα δεκ οπήνπακ, δ αολδιέκδ ιεηακάζηεοζδ απυ 

εκδδιζηέξ πχνεξ αθθά ηαζ μ αολδιέκμξ ανζειυξ ηαλζδζςηχκ παβημζιίςξ έπεζ 

ζοκηεθέζεζ ζημ θαζκυιεκμ αοηυ (Dujardin, 2008). Ζ ηαοηυπνμκδ ιυθοκζδ ημο 

ακενχπμο ιε ημ πανάζζημ Leishmania ηαζ ημκ Ηυ ηδξ Ακενχπζκδξ 

Ακμζμακεπάνηεζαξ (Human Immunodeficiency Virus, HIV) εκηείκεζ ημ 

πνυαθδια ζηζξ ακαπηοβιέκεξ αθθά ηαζ ζηζξ ακαπηοζζυιεκεξ πχνεξ (Desjeux, 
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2001; Wolday, 2001; Desjeux, 2004) αθμφ αολάκεζ ημκ ηίκδοκμ ακάπηολδξ 

ζπθαπκζηήξ θεσζιακίαζδξ 100 – 1000 θμνέξ ζηα ιμθοζιέκα ιε ημκ ζυ άημια 

(WHO, 2006) (Δζηυκα 8).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Δηθόλα 7: Ζ βεςβναθζηή δζαζπμνά ηςκ 9 πζμ ζδιακηζηχκ βζα ηδ δδιυζζα 

οβεία εζδχκ Leishmania (www.icp.ucl.ac.be). 

 

http://www.icp.ucl.ac.be/


 

 
46 

 

 

Δηθόλα 8: Ζ βεςβναθζηή ηαηακμιή πανάθθδθδξ ιυθοκζδξ ημο HIV ιε ημ 

πανάζζημ Leishmania (www.who.int). 
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1.2.1 Κιηληθέο Μνξθέο ηεο λόζνπ 

     Οζ ηονζυηενεξ ηθζκζηέξ ιμνθέξ ηδξ αζεέκεζαξ ζπεηίγμκηαζ άιεζα ιε ημ είδμξ 

ημο πανάζζημο, ηδκ βεςβναθζηή ημο ηαηακμιή (Δζηυκα 7) ηαζ ηδκ ηαηάζηαζδ 

ημο ακμζμπμζδηζημφ  ζοζηήιαημξ ημο λεκζζηή, ηαζ είκαζ μζ αηυθμοεεξ:  

1. Γενιαηζηή Λεσζιακίαζδ (Cutaneous Leishmaniasis, CL) δ μπμία ζηδ 

Μεζυβεζμ πνμηαθείηαζ απυ ημ είδμξ Leishmania tropica ηαζ είκαζ 

ακενςπμκυζμξ, ηαζ απυ ηα είδδ L. major, L. aethiopica (Παθαζμφ 

Κυζιμο) ηαζ L. mexicana, L. amazonensis, L. paramensis, L. 

guyanensis, L. peruviana ηαζ L. braziliensis (Νέμο Κυζιμο) ηα μπμία 

πνμηαθμφκ γςμκυζμοξ, ηαζ ςξ θμνείξ ημο πανάζζημο ακαβκςνίγμκηαζ 

μζ ζηφθμζ, ηα ηνςηηζηά, ηα φναλ, μζ αναδφπμδεξ, ηα μπυζζμοι ηαζ ηα 

πενζμζηζζηζηά γχα (Kettle, 1995). Δπζπθέμκ, δ L. infantum ηαζ δ L. 

donovani ιπμνμφκ επίζδξ κα πνμηαθέζμοκ εηδδθχζεζξ δενιαηζηήξ 

ιμνθήξ αθθά θζβυηενμ ζοπκά. Φμνείξ ημο πανάζζημο L. infantum 

ακαβκςνίγμκηαζ μζ ζηφθμζ, μζ αθεπμφδεξ ηαζ ηα ηζαηάθζα, εκχ θμνείξ 

ημο πανάζζημο L. donovani ακαβκςνίγμκηαζ μζ άκενςπμζ, ηα ηνςηηζηά 

ηαζ ηα ηοκμεζδή. Οζ δενιαηζηέξ θεσζιακζάζεζξ ιεηαδίδμκηαζ ιε 

ιμθοζιέκεξ ζηκίπεξ ημο βέκμοξ Phlebotomus ηαζ Lutzomyia (Ashford, 

2000; Lessa, 2007). 

2. Βθεκκμβμκμδενιαηζηή Λεσζιακίαζδ (Mucocutaneous Leishmaniasis, 

MCL) δ μπμία πνμηαθείηαζ ηονίςξ απυ ημ είδμξ L. braziliensis (Νέμο 

Κυζιμο), είκαζ γςμκυζμξ ηαζ απακηάηαζ ηονίςξ ζηδκ Κεκηνζηή ηαζ 

Νυηζα Αιενζηή. ΢πακζυηενα πνμηαθείηαζ απυ ηα είδδ L. paramensis ηαζ 

L. guyanensis. Ζ ιμνθή αοηή ελαπθχκεηαζ ιε ηζξ ζηκίπεξ ημο βέκμοξ 

Lutzomyia εκχ θμνείξ ημο πανάζζημο ακαβκςνίγμκηαζ ηα ηνςηηζηά, ηα 
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μπυζζμοι, μζ αναδφπμδεξ, μζ ιονιδβημθάβμζ, ηα πενζμζηζζηζηά γχα ηαζ 

ηα ιανζζπμθυνα εδθαζηζηά ημο βέκμοξ Didelphis (Kettle, 1995; 

Ashford, 2000; Lessa, 2007).  

3. ΢πθαπκζηή Λεσζιακίαζδ (Visceral Leishmaniasis, VL ή Kala Azar) δ 

μπμία πνμηαθείηαζ απυ ηα είδδ L. donovani ηαζ L. infantum (Παθαζμφ 

Κυζιμο) ηαζ απακηάηαζ ζηδκ Μεζυβεζμ, ηδκ Μέζδ Ακαημθή, ηδκ Α. 

Αθνζηή, ηδκ ηεκηνζηή Αζία,  ηδκ Ηκδία ηαζ ηδκ Κίκα, υπμο ελαπθχκεηαζ 

ιε ηζξ ζηκίπεξ ημο βέκμοξ Phlebotomus, (Ashford, 2000; Lessa, 2007) 

ηαζ απυ ημ είδμξ L. chagasi (δ L.infantum ημο Νέμο Κυζιμο) ημ μπμίμ 

απακηάηαζ ζηδ Νυηζμ Αιενζηή, ηαζ ηονίςξ ζηδ Βναγζθία, ηδ Βεκεγμοέθα 

ηαζ ημ Μελζηυ, ηαζ ελαπθχκεηαζ ιε ηζξ ζηκίπεξ ημο βέκμοξ Lutzomyia 

(http://martin.parasitology.mcgill.ca/Jimspage/Biol/Leish.htm; Lessa, 

2007). Ζ L. donovani είκαζ ακενςπμκυζμξ αθθά ζε ηάπμζεξ πενζμπέξ 

ηδξ Αθνζηήξ ηαζ ηδξ Μεζμβείμο έπμοκ ακαβκςνζζηεί ηνςηηζηά ηαζ 

ζηφθμζ ζακ θμνείξ. Ακηίεεηα δ L.infantum έπεζ ακαβκςνζζηεί ςξ 

γςμκυζμξ ηαζ θμνείξ ημο πανάζζημο εεςνμφκηαζ μζ ζηφθμζ, μζ 

αθεπμφδεξ, ηα ηζαηάθζα ηαζ ηα ιανζζπμθυνα (Kettle, 1995).  

 

1.2.1.1 Γεξκαηηθή Λετζκαλίαζε 

     Ζ κυζμξ λεηζκά ιε έκα ιζηνυ ηυηηζκμ ελάκεδια πμο ειθακίγεηαζ ζημ ζδιείμ 

ημο δήβιαημξ ςξ ζοκέπεζα ηδξ ζοζζχνεοζδξ πθαζιαημηοηηάνςκ, 

θειθμηοηηάνςκ ηαζ ιαηνμθάβςκ 

(http://martin.parasitology.mcgill.ca/Jimspage/Biol/Leish.htm) (Δζηυκα 9). 

΢ηαδζαηά δ πθδβή ελαπθχκεηαζ, ζοκήεςξ ζημ πνυζςπμ, ηα πένζα ηαζ ηα 
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πυδζα ηαζ απανηίγεηαζ απυ θοζαθίδεξ, μγίδζα, ημηηζχιαηα ή έθηδ ιε 

δζμβηςιέκδ πενζθένεζα. ΢ηζξ πενζζζυηενεξ πενζπηχζεζξ ειθακίγμκηαζ 

πενζζζυηενεξ απυ ιζα ανπζηέξ αθάαεξ δμνοθμνζηά, ηαζ ημπζηή θειθαδεκίηζδα. 

Ζ αθάαδ ζοκμδεφεηαζ απυ ενοενυηδηα, ιε ή πςνίξ πυκμ ιε ημπζηή αφλδζδ 

ηδξ εενιμηναζίαξ ηαζ δεοηενμβεκείξ ιζηνμαζαηέξ ιμθφκζεζξ (Δζηυκα 10). ΢ηζξ 

πενζπηχζεζξ υπμο πανμοζζάγμκηαζ δεοηενμβεκείξ αθθμζχζεζξ, αοηέξ ιπμνεί 

κα επεηηαεμφκ ηαζ κα πνμηαθέζμοκ δοζιμνθίεξ, ζδίςξ υηακ ειθακίγμκηαζ 

ζηδκ πενζμπή ημο πνμζχπμο (Δζηυκα 11). Έπεζηα απυ δζάζηδια 2 έςξ 24 

ιδκχκ, δ πθδβή ιπμνεί κα επμοθςεεί πςνίξ εεναπεία ηαζ μ λεκζζηήξ κα 

απμηηήζεζ θοζζηή ακμζία (ακάθμβα ιε ημ είδμξ ημο πανάζζημο). Ο πνυκμξ 

επμφθςζδξ πμζηίθεζ ακάθμβα ιε ημ είδμξ ημο πανάζζημο, ημ ζδιείμ ηαζ ηδκ 

έηηαζδ ηδξ αθάαδξ. ΢πθαπκζηέξ αθάαεξ απυ είδδ πμο πνμηαθμφκ δενιαηζηή 

θεσζιακίαζδ δεκ παναηδνμφκηαζ, εηηυξ απυ πενζπηχζεζξ υπμο ημ άημιμ πμο 

ιμθφκεηαζ ανίζηεηαζ ζε ζμαανή ακμζμηαηαζημθή (HIV, κεθνζηή ακεπάνηεζα, 

ηαημήεεζα) (http://martin.parasitology.mcgill.ca/Jimspage/Biol/Leish.htm; 

Garcia, 1997; Ashford, 2000; W.H.O, 2000). 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 9: Ανπζηυ ζηάδζμ Γενιαηζηήξ Λεσζιακίαζδξ ιε ηδκ ειθάκζζδ 

ελακεήιαημξ ζημ ζδιείμ ημο δήβιαημξ(Α) ηαζ δ ελέθζλδ ημο ελακεήιαημξ 

ιενζηέξ εαδμιάδεξ ιεηά (Β). (Br J Dermatol, 2009, Blackwell Publishing).  
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Δηθόλα 10: Αζεεκήξ ιε δενιαηζηή θεσζιακίαζδ υπμο πανμοζζάγεηαζ έθημξ, 

απμηέθεζια ηδξ ελάπθςζδξ ηδξ πθδβήξ (L. major) 

(http://bearspace.baylor.edu/Charles_Kemp). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 11: Αζεεκήξ ιε δενιαηζηή θεσζιακίαζδ υπμο θαίκμκηαζ μζ αθάαεξ 

ζηδκ πενζμπή ημο πνμζχπμο (L. tropica) (www.life.com). 

 

http://bearspace.baylor.edu/Charles_Kemp
http://www.life.com/
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1.2.1.2 Βιελλνγνλνδεξκαηηθή Λετζκαλίαζε 

     Υαναηηδνίγεηαζ απυ ιζα πθδβή ζημ ζδιείμ ημο δήβιαημξ. Ανπζηά μζ 

αθθμζχζεζξ ειθακίγμκηαζ ζημ εηηεεεζιέκμ δένια ηαζ είκαζ αθαηζδχδεζξ, ηαηυπζκ 

μγχδεζξ ηαζ ανβυηενα δδιζμονβμφκηαζ ελεθηχζεζξ. Αθμνά ηονίςξ ζημοξ 

αθεκκμβυκμοξ ηδξ νζκζηήξ ηαζ ηδξ ζημιαηζηήξ ημζθυηδηαξ, πνμηαθυκηαξ 

ηαηαζηνμθή ηςκ ιαθαηχκ ιμνίςκ ηδξ ιφηδξ, ημο ζηυιαημξ ηαζ ηςκ πεζθζχκ 

(Δζηυκα 12). Δίκαζ δοκαηυκ κα αημθμοεήζεζ εηηεηαιέκδ ηαηαζηνμθή ηςκ 

πυκδνζκςκ ζζηχκ ημο θάνοββα ηαζ ημο θάνοββα ελ‟ αζηίαξ ηδξ δζαζπμνάξ ημο 

πανάζζημο ιέζς ηςκ αζιμθυνςκ αββείςκ ή ηςκ θειθαββείςκ  

(http://microbiology.wustl.edu/training/Med/Micpath99/11beverley; Lessa, 

2007). Ζ κυζμξ δεκ αοημζάηαζ ηαζ ακ δεκ δμεεί έβηαζνα εεναπεία, πνμηαθεί 

πνμμδεοηζηά εηηεηαιέκεξ παναιμνθςηζηέξ αθθμζχζεζξ (Pearson, 1983). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 12: Αζεεκήξ ιε αθεκκμβμκμδενιαηζηή θεσζιακίαζδ υπμο θαίκεηαζ δ 

ηαηαζηνμθή ηςκ ιαθαηχκ ιμνίςκ ηδξ νζκζηήξ ηαζ ηδξ ζημιαηζηήξ ημζθυηδηαξ 

(L. braziliensis)   (http://wiz2.pharm.wayne.edu).  

http://wiz2.pharm.wayne.edu/
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1.2.1.3 Σπιαρληθή Λετζκαλίαζε 

     Απυ ηδκ ζηζβιή πμο ημ πανάζζημ εα εκμθεαθιζζηεί ζημ δένια, λεηζκάεζ δ 

εκενβμπμίδζδ ημο ακμζμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ ιε ηδκ δζαδζηαζία ηδξ 

θαβμηοηηάνςζδξ πνμηεζιέκμο κα ηαηαπμθειήζεζ ημκ εζζαμθέα. ΋ζα απυ ηα 

πανάζζηα επζαζχζμοκ, ελεθίζζμκηαζ ιέζα ζηα ιαηνμθάβα ζηδκ αιαζηζβςηή 

ιμνθή ηαζ πμθθαπθαζζάγμκηαζ ζηα θαβμζχιαηα ηςκ ιαηνμθάβςκ ιε απθή 

δζαίνεζδ. Σα ιμθοζιέκα ηφηηανα εζζένπμκηαζ ζηδκ ηοηθμθμνία ημο αίιαημξ 

ηαζ υηακ μ ανζειυξ ηςκ πανάζζηςκ ζημ ηφηηανμ-λεκζζηή αολδεεί ημ ηφηηανμ 

νήβκοηαζ, ηα πανάζζηα εθεοεενχκμκηαζ ηαζ ιμθφκμοκ βεζημκζηά ηφηηανα ηαζ 

ζζημφξ (ζπθήκα, ήπαν, θειθαδέκεξ, ιοεθυξ ηςκ μζηχκ). Μεηά απυ ηδκ 

πενίμδμ επχαζδξ, δ μπμία ηοιαίκεηαζ απυ 1 εαδμιάδα έςξ 9 πνυκζα 

(ζοκήεςξ 2 ιέπνζ 4 ιήκεξ), δ κυζμξ ανπίγεζ κα εηδδθχκεηαζ ιε πονελία (ανβά 

ακαπηοζζυιεκμ ηαζ παιδθυ πονεηυ), δζυβηςζδ ημο ζπθήκα ηαζ ημο ήπαημξ, 

ζηα μπμία μθείθεηαζ ημ πνμελέπςκ οπμβάζηνζμ, πνμμδεοηζηή απχθεζα 

αάνμοξ, ηαπελία, ακαζιία ηαζ βεκζηή αδζαεεζία (Δζηυκα 13). Μέπνζ πνυζθαηα δ 

ζπθαπκζηή θεσζιακίαζδ απμηεθμφζε πνυαθδια οβείαξ ζε άημια ιε αδφκαιμ 

ακμζμπμζδηζηυ ζφζηδια, υπςξ ιζηνά παζδζά ηαζ δθζηζςιέκμοξ. Οζ 

ακμζμηαηεζηαθιέκμζ αζεεκείξ, υπςξ μζ θμνείξ ημο AIDS, είκαζ επίζδξ μιάδα 

ορδθμφ ηζκδφκμο. Δκημφημζξ, μ ηνυπμξ γςήξ, ημ άβπμξ ηαζ μ οπμζζηζζιυξ, 

έηακακ ημκ άκενςπμ πζμ εοάθςημ ζηδ θεσζιακίαζδ, βεβμκυξ πμο έπεζ αθθάλεζ 

ηδκ επζδδιζμθμβία ηδξ κυζμο, δ μπμία ακαπηφζζεηαζ ηαζ ζε άημια ηςκ μπμίςκ 

ημ ακμζμπμζδηζηυ ζφζηδια εεςνείηαζ ζηακυ. ΢ε πενίπηςζδ πμο δεκ 

δζαβκςζηεί ηαζ δεκ πμνδβδεεί έβηαζνα εεναπεία, δ ΢Λ ιπμνεί κα επζθένεζ ημ 

εάκαημ ζημ 75 – 90% ηςκ πενζπηχζεςκ εκηυξ 6 ιδκχκ (ζε πζμ μλείεξ 

ιμνθέξ) έςξ 3 εηχκ (ζε θζβυηενμ μλείεξ ιμνθέξ) 
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(http://martin.parasitology.mcgill.ca/Jimspage/Biol/Leish.htm). Μενζηέξ θμνέξ, 

ηαζ έπεζηα απυ πθήνδ ηαζ επζηοπή εεναπεοηζηή αβςβή, άημια ιπμνεί κα 

ακαπηφλμοκ δενιαηζηέξ αθθμζχζεζξ εκηυξ 2 εηχκ απυ ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ 

εεναπείαξ. Ζ δενιαηζηή αοηή ιμνθή ηδξ κυζμο εεςνείηαζ επζπθμηή ηδξ 

ζπθαπκζηήξ θεσζιακίαζδξ ηαζ είκαζ βκςζηή ςξ Post - Kala Azar Dermal 

Leishmaniasis (Δζηυκα 14) (Pearson, 1983; Ashford, 2000), ηαζ πνμηαθείηαζ 

απυ ημ είδμξ L. donovani ηαζ ειθακίγεηαζ ζηδκ Ηκδία ηαζ ηδκ Αθνζηή (΢μοδάκ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 13: Αζεεκήξ ιε ζπθαπκζηή θεσζιακίαζδ υπμο δζαηνίκεηαζ ημ 

πνμελέπςκ οπμβάζηνζμ (L. donovani) (http://wiz2.pharm.wayne.edu).  

 

 

 

 

 

http://wiz2.pharm.wayne.edu/module/leishmania
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Δηθόλα 14: Αζεεκήξ ιε Post - Kala Azar Dermal Leishmaniasis (L. donovani) 

(http://img.medscape.com). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://img.medscape.com/
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1.2.2 Γηάγλωζε 

Ζ δζάβκςζδ ηδξ θεσζιακίαζδξ, ηαζ ζηζξ 3 ααζζηέξ ιμνθέξ (Γενιαηζηή, 

Βθεκκμβμκμδενιαηζηή, ΢πθαπκζηή), ααζίγεηαζ ανπζηά ζηδκ ηθζκζηή ελέηαζδ ημο 

αζεεκμφξ. Γζαθμνμδζάβκςζδ υιςξ απαζηείηαζ ιζαξ ηαζ δ αζεέκεζα ιμζάγεζ 

ζηδκ ηθζκζηή εζηυκα ιε αοηήκ ηδξ Δθμκμζίαξ, ηδξ ΢αθιμκέθθςζδξ, ηδξ 

Φοιαηίςζδξ, ημο AIDS, ηδξ Ζπαηίηζδαξ ηαζ ηδξ Λεοπαζιίαξ. Ζ επζαεααίςζδ 

ηδξ δζάβκςζδξ επένπεηαζ ιε ηδκ ακίπκεοζδ αιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο 

πανάζζημο ζηα ηφηηανα ιμθοζιέκμο ζζημφ ημο αηυιμο. Σα οθζηά αζμρίαξ 

αθμνμφκ ηονίςξ ζζημφξ δένιαημξ (ΓΛ, ΒΓΛ) ηαζ ηφηηανα ιεηά απυ 

ακαννυθδζδ ζπθήκα, ιοεθμφ ηςκ μζηχκ ή θειθαδέκςκ (΢Λ). ΢ε αοηά 

πναβιαημπμζείηαζ άιεζμξ ακμζμθεμνζζιυξ ημο παναζηεοάζιαημξ ζε 

ακηζηεζιεκμθυνμ πθάηα, in vitro ηαζ in vivo ηαθθζένβεζεξ 

(http://microbiology.wustl.edu/training/Med/Micpath99/11beverley). Δπίζδξ, 

ιπμνμφκ κα ακζπκεοεμφκ μζ αιαζηζβςηέξ ιμνθέξ ημο πανάζζημο ζημ 

εζςηενζηυ ηςκ ιαηνμθάβςκ ζε δείβιαηα αίιαημξ, ιοεθμφ ηςκ μζηχκ ή 

απμηοπςιάηςκ ζζημφ ζπθήκα, θειθαδέκα ή δένιαημξ ιεηά απυ πνχζεζξ, 

υπςξ δ Giemsa ή δ Diff Quick 

(http://martin.parasitology.mcgill.ca/Jimspage/Biol/Leish.htm). Ονμθμβζηά, δ 

ακίπκεοζδ ηςκ εζδζηχκ ακηζζςιάηςκ ζημκ μνυ ημο αζεεκή πναβιαημπμζείηαζ 

ιε ηδκ ακμζμεκγοιζηή δμηζιαζία ELISA (Burns, 1993), ημκ έιιεζμ 

ακμζμθεμνζζιυ (IFAT) (Pappas, 1983), ηδκ πνήζδ ιμκμηθςκζηχκ 

ακηζζςιάηςκ (Sinha, 1992), ηδκ πνήζδ ακαζοκδζαζιέκςκ ιμνίςκ ημο 

πανάζζημο (Badaro, 1986) ηαζ ηδκ ιέεμδμ ακμζμαπμηφπςζδξ ηςκ πνςηεσκχκ 

ζε θφθθα κζηνμηοηηανίκδξ (Western Blotting) (Cardenosa, 1995). Σέθμξ, 

ιμνζαηέξ ιέεμδμζ υπςξ δ αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ (PCR), έπμοκ 
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ακαπηοπεεί βζα ηδκ ακίπκεοζδ βεκεηζημφ οθζημφ (DNA) ημο πανάζζημο ζε 

αζμθμβζηά δείβιαηα ιεηά απυ εκίζποζή ημο (Ashford, 2000). Γζα ηδκ 

δζαθμνμπμίδζδ ιεηαλφ ηςκ ζηεθεπχκ ημο ζοιπθέβιαημξ L. donovani 

πναβιαημπμζείηαζ δ ιμνζαηή ηεπκζηή ηοπμπμίδζδξ, K26 PCR - RFLP 

(Haralambous, 2008). Ζ ηεπκζηή αοηή ααζίγεηαζ ζηδκ εκίζποζδ ημο βμκζδίμο 

K26, ημ μπμίμ ειθακίγεζ ιεβάθδ πμζηζθμιμνθία ιεηαλφ εζδχκ ημο 

ζοιπθέβιαημξ L. donovani. Άθθεξ ιέεμδμζ αθμνμφκ ζημ Sequencing 

(Mauricio, 2006) ηαζ ζηα ιμκμηθςκζηά ακηζζχιαηα (Rodriguez, 1994; Wilson, 

1995).   
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1.2.3 Θεξαπεία 

          Ζ εεναπεία ηδξ θεσζιακίαζδξ είκαζ πνμκμαυνα, ανηεηά ορδθμφ ηυζημοξ 

ηαζ απαζηεί ηδ κμζδθεία ημο αζεεκμφξ. Σα θάνιαηα πνχηδξ βναιιήξ είκαζ 

εκχζεζξ αθάηςκ πεκηαζεεκμφξ ακηζιμκίμο, υπςξ ημ sodium antimony 

gluconate (Pentostam) ηαζ ημ meglumine antimoniate (Glucantime) 

(http://microbiology.wustl.edu/training/Med/Micpath99/11beverley; Ashford, 

2000). Ζ εεναπεία ιε πεκηαζεεκέξ ακηζιυκζμ ακαηαθφθεδηε πενίπμο έκακ 

αζχκα πνζκ, έπεζ ζμαανέξ πανεκένβεζεξ ηαζ απαζηεί ιαηνάξ δζάνηεζαξ 

εεναπεία. Ακδζοπδηζηυ είκαζ ημ βεβμκυξ υηζ ημ πανάζζημ Leishmania έπεζ 

ακαπηφλεζ ακημπή ζηα ακηζιμκζμφπα θάνιαηα (Singh, 2006). Σα ηεθεοηαία 

πνυκζα, έπμοκ ακαηαθοθεεί θάνιαηα ηαζ ζπήιαηα ηα μπμία πνμζθένμοκ 

αεθηζςιέκδ εεναπεία (Murray, 2004). Ζ 1δξ βναιιήξ εεναπεία πενζθαιαάκεζ 

επίζδξ ηδκ πνήζδ ηδξ θζπμζςιζηήξ Αιθμηενζηίκδξ Β (AmB) δ μπμία, πανά ηδκ 

ορδθή απμηεθεζιαηζηυηδηά ηδξ, ιπμνεί κα πανμοζζάζεζ ηαζ ζμαανέξ 

πανεκένβεζεξ υπςξ πονεηυ, κεθνζηή ακεπάνηεζα, έιεημοξ ή αηυια ηαζ 

ηανδζαηή ακαημπή, μλεία δπαηζηή ακεπάνηεζα, ζπαζιμφξ ηαζ άθθα, 

πανάβμκηεξ πμο ηαεζζημφκ ακαβηαία ηδκ πμνήβδζή ηδξ ζε κμζμημιείμ. Ζ 

εεναπεία 2δξ βναιιήξ πενζθαιαάκεζ ηδκ αθθμπμονζκυθδ, ηδκ πεκηαιζδίκδ ή 

παναιμιοηίκδ (Aminosidine) ηαζ ηδκ αγυθδ (Ketaconazole) ζε δζάθμνμοξ 

ζοκδοαζιμφξ 

(http://microbiology.wustl.edu/training/Med/Micpath99/11beverley; Ashford, 

2000). Δπζπνυζεεηα, ιζα κέα δναζηζηή μοζία, δ hexadecyl phosphocholine 

(Miltefosine), ακαηαθφθεδηε ζημ Ηκζηζημφημ Max Planck ζημ Gottingen ηαζ 

ελεθίπεδηε ζε θάνιαημ βζα ημκ άκενςπμ απυ ηδκ Aeterna Zentaris ζε 

ζοκενβαζία ιε ημκ WHO. Ζ ακηζθεσζιακζαηή δνάζδ ηδξ πενζβνάθδηε βζα 
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πνχηδ θμνά in vitro ηαζ in vivo ημ 1987, εκχ δ απυ ημ ζηυια (per os) 

πμνήβδζή ηδξ ζε πμκηίηζα ιε ζπθαπκζηή θεσζιακίαζδ ακαθένεδηε ημ 1992. Οζ 

πνχηεξ ακαθμνέξ απυ ηθζκζηέξ ιεθέηεξ βζα ηδ εεναπεία ηδξ ζπθαπκζηήξ 

θεσζιακίαζδξ ήηακ ημ 1998, ζηδκ Ηκδία, ηαζ δ Μζθηεθμζίκδ (Miltefosine) 

ακαβκςνίζηδηε ςξ θάνιαημ βζα ηδ εεναπεία ηδξ ζπθαπκζηήξ θεσζιακίαζδξ 

ημο ακενχπμο ζηδκ Ηκδία (ζηδκ πενζμπή Bihar υπμο ημ πανάζζημ είκαζ 

ακεεηηζηυ ζημ Glucantime) ημ Μάνηζμ ημο 2002, ηαζ ζηδ Γενιακία ημ 2004 

(www.virbac.gr). Σμ Miltefosine πανά ημ ιεβάθμ ηυζημξ ηαζ ηδκ ηεναημβυκμ 

δνάζδ ημο, ακηζπνμζςπεφεζ ημκ πνχημ ακαβκςνζζιέκμ ακηζ-θεσζιακζαηυ 

πανάβμκηα ιε απμηεθεζιαηζηή πμνήβδζδ per os (πμνήβδζδ απυ ημ ζηυια) 

(www.virbac.gr; Sundar, 2002) βεβμκυξ πμο ημ ηαεζζηά πμθφηζιμ ιζαξ ηαζ δ 

εεναπεία ιε ημ ζηεφαζια αοηυ δεκ απαζηεί κμζμημιεζαηή πενίεαθρδ. 

Γεδμιέκςκ ηςκ πνμαθδιάηςκ ημλζηυηδηαξ, ηδξ ακάβηδξ βζα παναιμκή ηαζ 

παναημθμφεδζδ ζημκ πχνμ ημο κμζμημιείμο, ημ ορδθυ ηυζημξ ηαζ ηδκ 

ακάπηολδ ακημπήξ ζε ηάπμζα απυ ηα ιέπνζ ζήιενα δζαεέζζια θάνιαηα 

(Glucantime), είκαζ απαναίηδηδ δ ακάπηολδ κέςκ ηαζ πζμ αεθηζςιέκςκ 

θανιαηεοηζηχκ μοζζχκ πμο εα ακηζηαηαζηήζμοκ ηζξ ήδδ οπάνπμοζεξ.   

 

 

 

 

 

 

http://www.virbac.gr/
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1.2.4 Οκνηόηεηεο θαη δηαθνξέο  κεηαμύ L. infantum θαη L. 

donovani  

Ζ ζπθαπκζηή θεσζιακίαζδ είκαζ δ πζμ ζμαανή απυ ηζξ ιμνθέξ ηδξ κυζμο. 

Μπμνεί κα πνμηθδεεί απυ ηδκ L. infantum ή ηδκ L. donovani απυ ηδκ μπμία 

δζαθένεζ ζηδκ εηδήθςζδ ηδξ αζεέκεζαξ, ζημοξ ιεηααζααζηέξ λεκζζηέξ, ζηδκ 

βεςβναθζηή ηαηακμιή αθθά ηαζ ζημοξ ζπμκδοθςημφξ λεκζζηέξ πμο 

πνδζζιμπμζεί (Lukes, 2007). Ζ L. infantum ζοκακηάηαζ ζε πχνεξ ηδξ θεηάκδξ 

ηδξ Μεζμβείμο, ζηδκ Μέζδ Ακαημθή, ζηδκ Κίκα, ζηδκ ηεκηνζηή Αζία ηαζ ζηδκ 

Νυηζα Αιενζηή. Δίκαζ οπεφεοκδ βζα γςμκυζμοξ ηαζ έπεζ ζακ λεκζζηή 

παναηαηαεήηδ ημ ζηφθμ. Ζ L. donovani είκαζ οπεφεοκδ βζα ακενςπμκυζμοξ 

αθθά ηαζ γςμκυζμοξ ηαζ πνμηαθεί ζπθαπκζηή θεσζιακίαζδ ηαζ post – kala azar 

δενιαηζηή θεσζιακίαζδ. Ζ L. donovani ζοκακηάηαζ ηονίςξ ζε πχνεξ ηδξ 

Ακαημθζηήξ Αθνζηήξ (΢μοδάκ, Κέκοα, Αζεζμπία), ζηδκ Βμνζμακαημθζηή Ηκδία, 

ζημ Μπαβηθακηέξ, ζημ Νεπάθ ηαζ ζηδκ Κίκα. ΢ηδκ Ηκδία, ηονίςξ ζημ Bihar ηαζ 

ζημ Varanasi, έκα ιεβάθμ πμζμζηυ (πενίπμο 70%) ηςκ πενζζηαηζηχκ ηδξ 

ζπθαπκζηήξ θεσζιακίαζδξ πμο μθείθεηαζ ζηδκ L. donovani, πανμοζζάγεζ 

ακημπή ζηδκ εεναπεία ιε πεκηαζεεκέξ ακηζιυκζμ (Olliaro, 2005; Croft, 2006; 

Singh, 2006). Οζ αζεεκείξ αοημί εεναπεφηδηακ επζηοπχξ ιε ηδ πμνήβδζδ 

Αιθμηενζηίκδξ Β (Singh, 2006). 
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1.3 Μεραληζκνί Πνιιαπιήο Αληνρήο ζηα Φάξκαθα 

     Σμ θαζκυιεκμ ηδξ πμθθαπθήξ ακημπήξ ζηα θάνιαηα (Multi-Drug 

Resistance, MDR), μνίγεηαζ ςξ δ ζηακυηδηα πμο έπεζ έκα γςκηακυ ηφηηανμ κα 

ειθακίγεζ ακεεηηζηυηδηα ζε ιζα ιεβάθδ πμζηζθία απυ δμιζηά ηαζ θεζημονβζηά 

ακυιμζα ζηεοάζιαηα. Πνζκ ηδκ ακάπηολδ κέςκ εεναπεοηζηχκ παναβυκηςκ, 

είκαζ ζδιακηζηή δ δζενεφκδζδ ηςκ πζεακχκ ιδπακζζιχκ ακημπήξ ημο 

ηοηηάνμο - ζηυπμο. Αοημί ιπμνεί κα πενζθαιαάκμοκ: α) ηδκ ιεηαηνμπή ημο 

θανιάημο ζε ιζα αδνακμπμζδιέκδ ιμνθή απυ έκα έκγοιμ, α) ηδκ 

ηνμπμπμίδζδ ιζαξ εοαίζεδηδξ πενζμπήξ ημο θανιάημο, β) ηδκ αολδιέκδ 

εηνμή ή ιεζςιέκδ εζζνμή ημο θανιάημο, δ) έκα εκαθθαηηζηυ ιμκμπάηζ πμο εα 

ακαζηείθεζ ηδκ δνάζδ ημο θανιάημο, ε) ηδκ αολδιέκδ πμζυηδηα εκυξ 

εκγοιζημφ οπμζηνχιαημξ ημ μπμίμ ιπμνεί κα ζοκαβςκζζηεί ημ θάνιαημ, ζη) 

ηδκ απμηοπία ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο θανιάημο η.α. (Singh, 2006).  

     Σμ θαζκυιεκμ MDR απμηεθεί ειπυδζμ ζηδ εεναπεία υπζ ιυκμ ηδξ 

θεσζιακίαζδξ αθθά ηαζ άθθςκ αζεεκεζχκ ηαζ ηανηίκςκ ηαζ δ ηαηακυδζδ ημο 

θαζκυιεκμο αοημφ εα αμδεήζεζ ζηδκ ηαθφηενδ θανιαηεοηζηή ακηζιεηχπζζή 

ημοξ. ΢ηα εδθαζηζηά, ηανηίκμζ μζ μπμίμζ ανπζηά πανμοζζάγμοκ εοαζζεδζία ζε 

ηοηηανμημλζημφξ πανάβμκηεξ, ζοπκά ακαπηφζζμοκ ακημπή ζε έκα εονφ 

θάζια απυ ακυιμζα θανιαηεοηζηά ζηεοάζιαηα. Κανηζκζηέξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ 

πμο έπμοκ ακαπηοπεεί ζε ηαθθζένβεζεξ ζημ ενβαζηήνζμ ηαζ δζάθμνα πανάζζηα 

(Leishmania spp, Plasmodium falciparum, Entamoeba hystolytica), πμο 

ειθακίγμοκ ημ θαζκυιεκμ ηδξ πμθθαπθήξ ακημπήξ ζηα θάνιαηα, θαίκεηαζ κα 

οπενεηθνάγμοκ ιζα δζαιειανακζηή ακηθία εηνμήξ βζα έκα ιεβάθμ ανζειυ 

θζπμθζθζηχκ μοζζχκ πμο ζοιπενζθαιαάκμοκ πμθθά θάνιαηα ηαζ 

θεμνίγμοζεξ πνςζηζηέξ μοζίεξ υπςξ δ Rhodamine 123 (Rhod - 123) 
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(Riordan, 1985; Preet, 1992). Απμηέθεζια ημο θαζκυιεκμο αοημφ είκαζ δ 

ιεζςιέκδ ζοζζχνεοζδ ημο θανιάημο ζημ ζχια ημο πανάζζημο/ηοηηάνμο ηαζ 

έηζζ αοηυ κα ιδκ εακαηχκεηαζ. Ζ δζαιειανακζηή αοηή ακηθία είκαζ ιζα  

βθοημπνςηεσκδ, δ P-βθοημπνςηεσκδ (Pgp), πμο εηθνάγεηαζ απυ ημ MDR1 

(Multi-Drug Resistance 1 gene) ηαζ έπεζ αάνμξ 170 kDa (Pgp - 170). Οζ Pgps 

απμηεθμφκ ιέθδ ηδξ οπενμζημβέκεζαξ ηςκ ABC – ιεηαθμνέςκ (ATP – binding 

cassette) ηαζ ζημκ άκενςπμ ζπεηίγμκηαζ ιε 2 βμκίδζα, έκα εη ηςκ μπμίςκ είκαζ 

ημ MDR1. Έκαξ ABC – ιεηαθμνέαξ θεζημονβεί ζακ ιζα ακηθία ακηαθθαβήξ 

μοζζχκ δζαιέζμο ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ (Riordan, 1985). 

     Μεθέηεξ ζε ιμθοζιέκα ιε θεσζιακίαζδ ζηοθζά έπμοκ δείλεζ υηζ, ιεηά απυ 

ιδ επζηοπδιέκδ εεναπεία, μ πθδεοζιυξ ημο πανάζζημο πμο παναιέκεζ έπεζ 

ιεηαλφ 8 - 41 θμνέξ πενζζζυηενδ ακημπή ζηα θάνιαηα απυ ημ ανπζηυ 

ζηέθεπμξ (wild type). Σμ ζοιπέναζια ηςκ ιεθεηχκ αοηχκ είκαζ υηζ «δ 

εεναπεία ηδξ θεσζιακίαζδξ ζηα ζηοθζά είκαζ επζδδιζμθμβζηά επζηίκδοκδ. 

Αθεκυξ, ζηζξ πενζζζυηενεξ πενζπηχζεζξ, δεκ ελμθμενεφεζ ηα πανάζζηα 

αθεηένμο απυ εοαίζεδηα ηα ηαεζζηά ακεεηηζηά ζηα ακηζθεσζιακζαηά θάνιαηα 

ιε ηίκδοκμ κα δδιζμονβδεεί έκα ιυκζιμ απυεεια πανάζζηςκ ακεεηηζηχκ ζηα 

θάνιαηα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ηδ εεναπεία ηδξ ζπθαπκζηήξ 

θεσζιακίαζδξ ζημκ άκενςπμ ηαζ ζημκ ζηφθμ» (Gramiccia, 1992). 
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1.4 Σηόρνο ηεο κειέηεο 

΢ηυπμξ ηδξ ιεθέηδξ ήηακ δ ζφβηνζζδ 10 ζηεθεπχκ Leishmania, 5 

«ακεεηηζηχκ» ηαζ 5 «εοαίζεδηςκ» (παναηηδνζζιυξ πμο πνμέηορε απυ ιεθέηδ 

ιε ηδ πνήζδ ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ ηαζ ηδξ πνςζηζηήξ Rhod – 123) ιε 

ζημπυ ημκ εκημπζζιυ δζαθμνχκ ςξ πνμξ ηα αζμθμβζηά ηαζ δμιζηά 

παναηηδνζζηζηά ημοξ ηαζ ηδκ ακημπή ημοξ ζηα θάνιαηα.  

Γζα ημ ζημπυ αοηυ πναβιαημπμζήεδηε δ ζφβηνζζδ ηςκ 10 ζηεθεπχκ ημο 

πανάζζημο, in vitro, ιε ηδ ιεθέηδ:  

1) Βζμθμβζηχκ παναηηδνζζηζηχκ ηδξ πνμιαζηζβςηήξ ιμνθήξ ημο πανάζζημο, 

ηα μπμία παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ επζαίςζή ημο ηαζ πμο εκδεπμιέκςξ 

ηαεμνίγμοκ ηδκ ιμθοζιαηζηή ζηακυηδηα ηαζ ηδκ παεμβυκμ δνάζδ ημο: α) μ 

νοειυξ πμθθαπθαζζαζιμφ ημο ηάεε ζηεθέπμοξ, α) δ ιμθοζιαηζηή ημο 

ζηακυηδηα ηαζ β) μ πνυκμξ ιεηαηνμπήξ ηδξ πνμιαζηζβςηήξ ιμνθήξ ζε 

αιαζηζβςηή ηαζ ακηίζηνμθα.  

2) Ακημπήξ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ζηα θάνιαηα: ιεθεηήεδηε δ 

ζηακυηδηα επζαίςζδξ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο πανάζζημο ζε 

πενζαάθθμκ πμο πενζείπε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ 3 θανιάηςκ πμο 

πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ηδ εεναπεία ηδξ κυζμο (Glucantime, Amphotericin B ηαζ 

Miltefosine), ιεηά απυ έηεεζδ ημοξ ζε αοηά βζα δζαθμνεηζηά πνμκζηά 

δζαζηήιαηα. 

3) Σςκ πνςηεσκζηχκ δζαθμνχκ ηςκ 10 ζηεθεπχκ. 

4) Σδξ πανμοζίαξ ηδξ Γθοημπνςηεΐκδξ - ακηθίαξ εηνμήξ, Pgp - 170 (πμο είκαζ 

δ έηθναζδ ημο βμκζδίμο mdr), ζηζξ πνμιαζηζβςηέξ ιμνθέξ ηςκ 10 ζηεθεπχκ 

ημο πανάζζημο ιε ηδκ ιέεμδμ ημο Western Blotting (WB) ηαζ ηδ πνήζδ εκυξ 

ιμκμηθςκζημφ ηαζ εκυξ πμθοηθςκζημφ ακηζζχιαημξ. 
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1.5 Πξνθαηαξθηηθέο Μειέηεο 

Καηά ηδ δζάνηεζα επζδδιζμθμβζηήξ ιεθέηδξ ζηδκ Κφπνμ, βζα ηδ δζενεφκδζδ ηδξ 

θεσζιακίαζδξ, πναβιαημπμζήεδηακ δεζβιαημθδρίεξ, ηδκ πενίμδμ 2005 – 2006, 

απυ ακενχπμοξ ηαζ ζηοθζά απυ ηζξ εθεφεενεξ πενζμπέξ ημο κδζζμφ. ΢ηα 

πθαίζζα ηδξ ιεθέηδξ αοηήξ απμιμκχεδηακ 62 ζηεθέπδ L. infantum MON-1 

απυ ζηοθζά ηαζ 5 ζηεθέπδ L. donovani MON- 37 απυ αζεεκείξ (Mazeris, 2010; 

Μαγένδξ, Γζδαηημνζηή Γζαηνζαή).   

΢ε υθα ηα ζηεθέπδ ιεθεηήεδηε μ νοειυξ εηνμήξ ηδξ Rhod – 123, ιε ηδ πνήζδ 

ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ, ζημ πνμιαζηζβςηυ ζηάδζμ ημο πανάζζημο, ηαζ 

οπμθμβίζηδηε ημ slope α (ημ μπμίμ οπμδδθχκεζ ημ νοειυ ιε ημκ μπμίμ 

απμαάθθεηαζ ημ θάνιαημ/πνςζηζηή απυ ημ ζχια ημο ηοηηάνμο) (Πίκαηαξ 1), 

πανάβμκηαξ πμο ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ ακημπή ημο ζηεθέπμοξ ζηα θάνιαηα ιζαξ 

ηαζ ελανηάηαζ απυ ημκ ανζειυ ηςκ ακηθζχκ Pgp - 170 πμο δζαεέηεζ ημ ηάεε 

ζηέθεπμξ. ΋πςξ θαίκεηαζ ζημ ηανηεζζακυ δζάβναιια (Δζηυκα 15), ημ ηάεε 

ζηέθεπμξ παναηηδνίζηδηε ακάθμβα ιε ημ νοειυ εηνμήξ ηδξ Rhod – 123 πμο 

επέδεζλε, ζε «ακεεηηζηυ» ηαζ «εοαίζεδημ» (slope α, βζα ακεεηηζηά ζηεθέπδ: 

2,36 – 6, βζα εοαίζεδηα ζηεθέπδ: 0,16 – 1,83). Έλζ απυ ηα 67 ζηεθέπδ έδεζλακ 

ορδθυ νοειυ εηνμήξ ηδξ Rhod - 123 ηαζ παναηηδνίζηδηακ ςξ «ακεεηηζηά» 

(Υνζζημδμφθμο Β. Γζδαηημνζηή Γζαηνζαή ζε ελέθδλδ) (Οιάδα Α υπςξ θαίκεηαζ 

ζηζξ Δζηυκεξ 15 - 16). Απυ ηα 6 «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ επζθέπεδηακ ηα 5 βζα κα 

ζοβηνζεμφκ ιε 5 (ηοπαία) «εοαίζεδηα» ζηεθέπδ, ηα μπμία έδεζλακ παιδθυ 

ααειυ εηνμήξ ηδξ Rhod - 123 (Οιάδα Β υπςξ θαίκεηαζ ζηζξ Δζηυκεξ 15 - 17).  
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Δηθόλα 15: Κανηεζζακυ δζάβναιια ζημ μπμίμ δζαηνίκμκηαζ ηα «ακεεηηζηά» 

(Οιάδα Α) ηαζ ηα «εοαίζεδηα» ζηεθέπδ (Οιάδα Β) αάζδ ημο νοειμφ εηνμήξ 

(efflux) ηαζ εζζνμήξ (influx) ηδξ Rhod – 123 πμο επέδεζλε ημ ηάεε ζηέθεπμξ. Σα 

ηυηηζκα ζδιεία ακηζπνμζςπεφμοκ ηα L. donovani ζηεθέπδ πμο 

απμιμκχεδηακ απυ αζεεκείξ ηαζ ηα ιπθε ζδιεία, ηα L. infantum ζηεθέπδ πμο 

απμιμκχεδηακ απυ ζηοθζά.  

 

 

 

 

 



 

 
65 

 

 

 

Δηθόλα 16 - 17: Τρδθυξ (Δζη 16) ηαζ παιδθυξ (Δζη 17) νοειυξ εηνμήξ ηδξ 

Rhod – 123 ζε πνυκμ 0-120 min ιε ιεηνήζεζξ ηάεε 30 min, υπςξ 

πανμοζζάγεηαζ ζε «ακεεηηζηυ» ηαζ «εοαίζεδημ» ζηέθεπμξ ακηίζημζπα. Σμ ηάεε 

πνχια οπμδεζηκφεζ ηδκ πνςζηζηή πμο παναιέκεζ ζημ ζχια ημο πανάζζημο ζε 

ηάεε ιέηνδζδ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Κεθάιαην 2 

Υιηθά θαη Δξγαζηεξηαθέο Γνθηκαζίεο 
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2. Υιηθά θαη Δξγαζηεξηαθέο Γνθηκαζίεο  

2.1 Παξάζηηα θαη θπηηαξηθέο ζεηξέο 

2.1.1 Απνκόλωζε θαη θαιιηέξγεηα ηνπ παξάζηηνπ Leishmania  

Γείβια αίιαημξ ιε ή πςνίξ EDTA απυ ακενχπμοξ ηαζ ζηοθζά (Πανάνηδια 

4.1, 4.2) ή ιοεθμφ ηςκ μζηχκ απυ ακενχπμοξ (Πανάνηδια 4.3) 

πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ απμιυκςζδ ημο πανάζζημο, πνζκ ηδκ έκανλδ 

εεναπείαξ. Σμ δείβια αναζχεδηε 1:1 ζε PBS, (Phosphate Buffer Saline, 

0.01Μ νοειζζηζηυ δζάθοια θςζθμνζηχκ αθάηςκ, 0.145Μ NaCl, pH 7.2) ηαζ ημ 

δείβια επζζηνχεδηε ζε ίζμ υβημ Histopaque 1077 (Sigma Aldrich, Inc, St 

Louis, MO). Μεηά απυ θοβμηέκηνδζδ ζε 800 x g, βζα 30 min, ζοθθέπεδηε μ 

δαηηφθζμξ ηςκ θεοηχκ αζιμζθαζνίςκ ιε ηδκ πνήζδ βοάθζκδξ πζπέηηαξ Pasteur 

(Δζηυκα 18). ΢ηδκ ζοκέπεζα, ηα ηφηηανα λεπθφεδηακ δφμ θμνέξ ιε PBS, pH 

7.2, ζε 700 x g, βζα 10 min ηαζ ημπμεεηήεδηακ ζε δφμ δζαθμνεηζηά 

ηαθθζενβδηζηά οθζηά: α) ζημ ιμκμθαζζηυ ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 

(GibcoBRL, UK) (Δζηυκα 19, Πανάνηδια 4.4), ειπθμοηζζιέκμ ιε 2 mM L-

glutamine, 20 MM Hepes Buffer, 10% απμζοιπθδνςιέκμ μνυ ειανφμο 

αμδζμφ (FBS, Foetal Bovine Serum), 100 u/ml Πεκζηζθθίκδ ηαζ 100 mg/ml 

΢ηνεπημιοηίκδ (ζημ ελήξ εα απμηαθείηαζ ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640), 

(Lightner, 1983; Lemesre, 1988) ζε πθαζηζηέξ απμζηεζνςιέκεξ θζάθεξ υβημο  

25 cm3  (Nunc, Denmark) ηαζ ζημ δζθαζζηυ ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ NNN (Novy – 

MacNeaL – Nicolle) (Ozbilgin, 1995) απμηεθμφιεκμ απυ 14 g/l Agar (plain, 

Non-nutrient), 6 g/l NaCl ηαζ 150 ml/l απζκςδμβμκςιέκμο αίιαημξ πνμαάημο 

ζε απμζηεζνςιέκα πθαζηζηά ζςθδκάνζα ηφπμο Falcon ηαζ υβημο 15 ml 
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(Sarstedt, Germany) (Δζηυκα 20, Πανάνηδια 4.5). ΢ηα ηαθθζενβδηζηά οθζηά 

πνμζηέεδηακ  θζθηνανζζιέκα μφνα (5%), ηα μπμία εκζζπφμοκ ηδκ ακάπηολδ 

ημο πανάζζημο ζημοξ 26μC (Singh, 2000). 

 

Δηθνλα 18: ΢πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηδξ πμνείαξ ημο αζμθμβζημφ δείβιαημξ 

πνζκ ηαζ ιεηά απυ ηδ θοβμηέκηνδζή ημο, ιεηά απυ επίζηνςζή ημο ζε 

Histopaque 1077.  

 

Οζ ηαθθζένβεζεξ ζε RPMI παναημθμοεμφκηακ ηαεδιενζκά ζε ακάζηνμθμ 

μπηζηυ ιζηνμζηυπζμ (x40). Οζ ηαθθζένβεζεξ ζημ ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ ΝΝΝ 

παναημθμοεμφκηακ ηάεε 3 διένεξ ιε ηδκ θήρδ ιζαξ ζηαβυκαξ απυ ημ οθζηυ, 

ημπμεέηδζή ηδξ ζε ακηζηεζιεκμθυνμ πθάηα, ηάθορδ ηδξ ζηαβυκαξ ιε 

ηαθοπηνίδα ηαζ ιζηνμζηυπδζδ ηδξ ζηαβυκαξ ζε μπηζηυ ιζηνμζηυπζμ (x40). Σα 

10 ζηεθέπδ ειθακίζηδηακ ζε ηαθθζένβεζα ιεηά απυ δζαθμνεηζηά πνμκζηά 

δζαζηήιαηα πμο ηοιαίκμκηακ απυ 3 - 17 διένεξ (Πίκαηαξ 1). Μεηά ηδκ 

ακάπηολδ ηςκ ηαθθζενβεζχκ, ηα πανάζζηα ακαηαθθζενβήεδηακ ιε ηδκ θήρδ 1 x 

106 πανάζζηςκ απυ ηδκ ανπζηή ηαθθζένβεζα ηαζ πνμζεήηδ θνέζημο 

ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ RPMI 1640, ζε πθαζηζηέξ απμζηεζνςιέκεξ θζάθεξ 
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υβημο 75 cm3 (Nunc, Denmark). Σα πανάζζηα θοθάπηδηακ ζημοξ -80 oC ζε 

ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 πμο πενζείπε 20% βθοηενυθδ (Πανάνηδια 

4.6), ηαζ ζε οβνυ άγςημ ζε ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 πμο πενζείπε 8% 

DMSO (Πανάνηδια 4.7) (Raether and Seidenath, 1977). 

 

Σα ζηεθέπδ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηζξ in vitro ιεθέηεξ, ήηακ: 2 ακενχπζκα 

L. donovani (1 «ακεεηηζηυ» ηαζ 1 «εοαίζεδημ») ηαζ 8 L. infantum ηα μπμία 

απμιμκχεδηακ απυ ζηοθζά (4 «ακεεηηζηά» ηαζ 4 «εοαίζεδηα»). Σα ζηεθέπδ 

πμο πνδζζιμπμζήεδηακ, μ ηυπμξ ηαζ δ πνμκμθμβία απμιυκςζήξ ημοξ ηαεχξ 

ηαζ ηθζκζηά ηαζ ενβαζηδνζαηά ημοξ ζημζπεία, ακαθένμκηαζ ζημκ Πίκαηα 1. Σα 

ζηεθέπδ αοηά ανίζημκηαζ ζημ Δεκζηυ Κέκηνμ ακαθμνάξ βζα ηδκ Leishmania 

(Centre National de Référence des Leishmania, Laboratoire de Parasitologie-

Mycologie, CHU de Montpellier, France) υπμο έβζκε ηαζ δ ηοπμπμίδζδ ημοξ 

αάζδ ηδξ ιεευδμο MLEE (Multi-Locus Enzyme Electrophoresis) πμο 

ακαδεζηκφεζ ημ Ηζμεκγοιζηυ πνμθίθ ημο ηάεε ζηεθέπμοξ (Πίκαηαξ 1). Σα 

πανάζζηα λεπαβχεδηακ (Πανάνηδια 4.8) ηαζ πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηάεε 

θάζδ ηδξ ιεθέηδξ ζημκ ίδζμ ανζειυ ακαηαθθζένβεζαξ (passage 3 - 4).  
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Δηθόλα 21: Πνμιαζηζβςηή ιμνθή ημο παναζίημο ζημ μπηζηυ 

ιζηνμζηυπζμ ιεηά απυ πνχζδ May Grunwalds – Giemsa (x100). 

 

 

΢ηζξ in vitro ιεθέηεξ πνδζζιμπμζήεδηακ ηαζ ηα 2 ζηάδζα ηδξ γςήξ ημο 

πανάζζημο:  

α. Ζ πνμιαζηζβςηή ιμνθή, δ μπμία είκαζ ηαζ δ ιμθοζιαηζηή ιμνθή βζα ημκ 

άκενςπμ. ΢ηδκ ιμνθή αοηή ημ πανάζζημ απακηάηαζ ιέζα ζημ ζχια ηδξ 

ζηκίπαξ ηαζ ζηζξ ηαθθζένβεζεξ ζημοξ 26 oC, απμοζία ηοηηάνςκ (Δζηυκα 21), 

α. ζ) Ζ εκδμηοηηάνζα αιαζηζβςηή ιμνθή, δ μπμία γεζ ηαζ πμθθαπθαζζάγεηαζ 

ζημ ηοηηανυπθαζια ιαηνμθάβςκ εδθαζηζηχκ (Δζηυκα 22),  

    ζζ) αθθά επίζδξ ηαζ δ αλεκζηή αιαζηζβςηή ιμνθή – ιεηά απυ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ηδξ πνμιαζηζβςηήξ ιμνθήξ, in vitro, πςνίξ ηδκ πανμοζία 

ηοηηάνςκ (Δζηυκα 23). 
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Δηθόλα 22: Δκδμηοηηάνζα αιαζηζβςηή ιμνθή ημο παναζίημο υπςξ θαίκεηαζ 

ιεηά απυ πνχζδ ιε May Grunwalds – Giemsa ζε μπηζηυ ιζηνμζηυπζμ (x100).  

Δηθόλα 23. Αλεκζηή αιαζηζβςηή ιμνθή ημο παναζίημο ιεηά απυ πνχζδ 

ιε DiffQuick Panoptic ζε μπηζηυ ιζηνμζηυπζμ (x100). 
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2.1.2 Καιιηέξγεηα θπηηαξηθήο ζεηξάο THP-1 

Σα ηφηηανα THP-1 (Sigma-Aldrich, UK) πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ ιεθέηδ ηδξ 

ιμθοζιαηζηήξ ζηακυηδηαξ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ηςκ 10 ζηεθεπχκ 

Leishmania, in vitro.  Δίκαζ ακενχπζκα ιμκμηφηηανα πμο πνμήθεακ απυ αβυνζ 

δθζηίαξ εκυξ έημοξ ιε μλεία ιμκμηοηηανζηή θεοπαζιία. Σα ηφηηανα αοηά 

δζαεέημοκ Fc ηαζ C3b οπμδμπείξ εκχ ζηενμφκηαζ επζθακεζαηχκ ηαζ 

ηοηηανμπθαζιαηζηχκ ακμζμζθαζνζκχκ. Δίκαζ αζςνμφιεκα (δεκ 

πνμζημθθχκηαζ ζημ ημίπςια ηδξ θζάθδξ πμο πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ 

ηαθθζένβεζά ημοξ) ηαζ δζαηδνμφκηαζ ζε ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 

(Πανάνηδια 4.4) ζε πθαζηζηέξ απμζηεζνςιέκεξ θζάθεξ υβημο 75 cm3 ζημοξ 

37 oC, πανμοζία 5% CO2 ηαζ ζπεηζηήξ οβναζίαξ >80%. 

Καθθζένβεζεξ πμο είπακ ακαηαθθζενβδεεί πάκς απυ 10 θμνέξ (> 10 passage), 

θοθάζζμκηακ ζημοξ - 80 oC ζε ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 ηαζ 20% 

βθοηενυθδ, ηαζ ζε οβνυ άγςημ ζε ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 ηαζ 8% 

DMSO, ηαζ λεπαβχκμκηακ βζα πνήζδ ημοξ ζηδκ ιεθέηδ. Σα ζηάδζα παβχιαημξ 

ηαζ λεπαβχιαημξ ηςκ ηοηηάνςκ ηαεχξ ηαζ μζ ζοκεήηεξ ηαθθζένβεζάξ ημοξ ζημ 

ενβαζηήνζμ έβζκακ ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ηδξ Sigma-Aldrich ηαζ ηδξ 

European Collection of Cell Culture (www.ecacc.org) (Πανάνηδια 4.4). 
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2.2 Δξγαζηεξηαθέο Γνθηκαζίεο 

2.2.1 Μειέηε ηεο πνιιαπιαζηαζηηθήο ηθαλόηεηαο ηωλ 

πξνκαζηηγωηώλ κνξθώλ ηωλ 10 ζηειερώλ Leishmania 

2.2.1.1 Δηζαγσγή  

     Ο νοειυξ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο ηάεε 

ζηεθέπμοξ μνίγεζ ημκ ανζειυ ηςκ ιμθοζιαηζηχκ παναζίηςκ πμο εα 

παναπεμφκ ζηδ ζηκίπα ηαζ εα ιμθφκμοκ ημ ζπμκδοθςηυ λεκζζηή. Σμ 

παναζζηζηυ αοηυ θμνηίμ, ηαεχξ ηαζ δ ιμθοζιαηζηή ημο ζηακυηδηα, 

εκδεπμιέκςξ παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ επζεεηζηυηδηα ημο ζηεθέπμοξ, άνα 

ηαζ ζηδκ παεμβέκεζά ημο. Καιία ζοβηνζηζηή ιεθέηδ δεκ έπεζ βίκεζ ιέπνζ ζήιενα 

βζα ημκ πμζμηζηυ ή/ηαζ πμζμηζηυ πνμζδζμνζζιυ ηδξ πμθθαπθαζζαζηζηήξ 

ζηακυηδηαξ ζημ πνμιαζηζβςηυ ζηάδζμ ζηεθεπχκ ηδξ Leishmania.  

΢ημπυξ ηδξ ιεθέηδξ ήηακ μ in vitro πνμζδζμνζζιυξ ηαζ δ ζφβηνζζδ ημο νοειμφ 

πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ 10 ζηεθεπχκ Leishmania, ζημ πνμιαζηζβςηυ ζηάδζμ, 

ιε 2 ιεευδμοξ: α) ιε ημκ πμζμηζηυ πνμζδζμνζζιυ ηδξ αφλδζδξ ημο ανζειμφ 

ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ, ζηδκ ιμκμθαζζηή ηαθθζένβεζα ηάεε ιένα βζα 6 

διένεξ, πμο πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδκ ηαεδιενζκή ιέηνδζδ ημο ανζειμφ ηςκ 

πανάζζηςκ/ml ζημ ιζηνμζηυπζμ ιε ηδ πνήζδ ημο αζιμηοηηανυιεηνμο, ηαζ α) ιε 

ημκ πμζμηζηυ πνμζδζμνζζιυ ηδξ πμθθαπθαζζαζηζηήξ ζηακυηδηαξ ηςκ 10 

ζηεθεπχκ ιε ηδκ πνήζδ ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ ηαζ ηδξ θεμνίγμοζαξ 

πνςζηζηήξ CFSE (Cardoxy-Fluorescein diacetate Succinimidyl Ester). Με ηδκ 

ιέεμδμ αοηή παναημθμοεήεδηε, ηαεδιενζκά, δ πμθθαπθαζζαζηζηή πμνεία 

ηςκ πανάζζηςκ πμο απάνηζγακ ηδκ ηαθθζένβεζα, βζα ηάεε ζηέθεπμξ. 
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2.2.2 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηεο πνιιαπιαζηαζηηθήο 

ηθαλόηεηαο ηωλ πξνκαζηηγωηώλ κνξθώλ ηωλ 10 ζηειερώλ κε 

ηελ ρξήζε ηεο κηθξνζθνπίαο θαη ηνπ αηκνθπηηαξόκεηξνπ.   

2.2.2.1 Δηζαγσγή 

     Σμ αιμοκστταρόμετρο είκαζ ιζα βοάθζκδ ακηζηεζιεκμθυνμξ πθάηα, ιε 

δζαααειίζεζξ, (Δζηυκα 24) δ μπμία ζπεδζάζηδηε βζα ημκ πμζμηζηυ 

πνμζδζμνζζιυ ηοηηάνςκ ημο αίιαημξ (ενοενά αζιμζθαίνζα, θεοημηφηηανα ηαζ 

αζιμπεηάθζα). Πθέμκ πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ ιέηνδζδ ηαζ άθθςκ ηοηηάνςκ ή 

ιζηνμζημπζηχκ δμιχκ πμο ανίζημκηαζ ζε εκαζχνδια. Απμηεθείηαζ απυ δομ 

ηαηάθθδθα επελενβαζιέκεξ θείεξ επζθάκεζεξ, ζε ηάεε ιζα απυ ηζξ μπμίεξ 

δζαηνίκεηαζ ιζα δζαβνάιιζζδ ζε ιμνθή ηεηναβςκζζιέκμο πθέβιαημξ, ημ μπμίμ 

απμηεθείηαζ απυ 16 ηφνζα ηεηνάβςκα ιε ιήημξ πθεονάξ 1 mm (ζοκεπάβεηαζ 

υηζ ημ ειααδυκ ημο ηεηναβχκμο είκαζ 1 mm2).          

Σμ ηαεέκα απυ αοηά ηα ηεηνάβςκα μνίγεηαζ απυ ηνεζξ πανάθθδθεξ βναιιέξ 

πμο πνδζζιεφμοκ βζα ημκ ηαεμνζζιυ ηδξ εέζδξ ηςκ ηοηηάνςκ (ημ ακ αοηά 

ανίζημκηαζ ιέζα ή έλς απυ ημ πθέβια). Σμ ηάεε ηεηνάβςκμ ειθακίγεζ 

δζαααειίζεζξ (πςνίγεηαζ ζε ιζηνυηενα ηεηνάβςκα) πμο ελοπδνεημφκ ζηδκ 

εοημθυηενδ ιέηνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ (Δζηυκα 25).  

 

 

 

 

 

Δηθόλα 24: Αζιμηοηηανυιεηνμ. Γζαηνίκεηαζ ημ πεδίμ υπςξ ειθακίγεηαζ ζε έκα 

ζημ ιζηνμζηυπζμ (x40). 
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Σμ αζιμηοηηανυιεηνμ ειθακίγεζ δομ ίζμο ιεβέεμοξ, θείεξ, πνμελέπμοζεξ 

επζθάκεζεξ, ιε επίπεδμ πανάθθδθμ ιε ηζξ δζαβναιιζζιέκεξ, πμο μκμιάγμκηαζ 

«νάπεξ», ηαζ ζηζξ μπμίεξ ζηδνίγεηαζ δ ηαθοπηνίδα. Οζ δζαβναιιζζιέκεξ 

επζθάκεζεξ ανίζημκηαζ 0,1 mm παιδθυηενα απυ ηζξ «νάπεξ». Μεηαλφ ηδξ 

ελςηενζηήξ πθεονάξ ηάεε ηεηναβςκζζιέκδξ βοαθζζιέκδξ επζθάκεζαξ ηαζ ηςκ 

ζδιείςκ υπμο ζηδνίγεηαζ δ ηαθοπηνίδα οπάνπεζ ιζα ημίθδ επζθάκεζα 

(αοθάηςζδ). ΢ηδκ ημίθδ αοηή επζθάκεζα ημπμεεηείηαζ ημ ηοηηανζηυ εκαζχνδια, 

ημ μπμίμ απθχκεηαζ ζηδκ ηεηναβςκζζιέκδ επζθάκεζα (Δζηυκα 25).  

Ο υβημξ ημο ηοηηανζημφ εκαζςνήιαημξ πμο εα ηαθφπηεζ ηα 16 ηεηνάβςκα είκαζ 

0,1 mm3
 (1,0 mm2

 x 0,1 mm) ή 1 x 10-
4
 ml. Έηζζ, δ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ζημ ανπζηυ εκαζχνδια (ζε ηφηηανα / ml) είκαζ:  

Μέηνδζδ ζημ έκα απυ ηα ηφνζα ηεηνάβςκα x 104.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 25: Σμπμεέηδζδ ημο ηοηηανζημφ εκαζςνήιαημξ πνζκ ηδκ 

ιζηνμζηυπδζδ βζα ηδκ ιέηνδζδ ηςκ ηοηηάνςκ ή ηςκ πανάζζηςκ.  
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2.2.2.2 Μεζνδνινγία  

Ζ ανζειδηζηή αφλδζδ ημο πθδεοζιμφ ηάεε ζηεθέπμοξ ιεθεηήεδηε ζημ 

πνμιαζηζβςηυ ζηάδζμ ηαηά ηδ θμβανζειζηή θάζδ ηδξ ακάπηολήξ ημο (ζηάδζμ 

ηαηά ημ μπμίμ ηα ηφηηανα πμθθαπθαζζάγμκηαζ ιε βνήβμνμ νοειυ). Γζα ημ 

ζημπυ αοηυ, πνμιαζηζβςηά ζε ανπζηυ πθδεοζιυ 1 x 106 /ml, 

ακαηαθθζενβήεδηακ ζε 5 ml ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ RPMI 1640 (Πανάνηδια 

4.4) ζημοξ 26 1 oC, ζε ζηείνεξ ηαθθζενβδηζηέξ πθάηεξ 6 πδβαδζχκ (6 - well 

plates) (Costar, Corning Incorporation, USA). Σμ ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ 

ακηζηαείζηαημ ιε θνέζημ οθζηυ ίζμο υβημο, ιεηά απυ θοβμηέκηνδζδ ηςκ 6 - 

well plates, ηάεε 2δ ιένα, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ζηα 700 x g  βζα 10 min, 

πςνίξ θνέκμ. Πναβιαημπμζήεδηακ ιεηνήζεζξ ζημ ιζηνμζηυπζμ ιε ηδ πνήζδ 

ημο αζιμηοηηανυιεηνμο βζα ηάεε ζηέθεπμξ (ζε 3 επακαθήρεζξ), ηάεε διένα, 

βζα 6 ζοκεπυιεκεξ διένεξ, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα κα πνμηφρεζ έκαξ 

ιέζμξ υνμξ παναζίηςκ/ml/διένα ζηδκ ηαθθζένβεζα, βζα ηάεε ζηέθεπμξ. Γζα ημ 

ζημπυ αοηυ, 0.1 ml απυ ηδκ ηαθθζένβεζα αναζςκυηακ 1/10 ζε δζάθοια 

θμνιαθδεΰδδξ 10% (Scharlau Chemie S.A., Spain) ζε PBS, pH 7.2, 

πνμηεζιέκμο κα αηζκδημπμζδεμφκ ηα πανάζζηα ηαζ κα βίκεζ εοημθυηενδ δ 

ιέηνδζή ημοξ, εκχ ζημ ήδδ αναζςιέκμ ιε ηδκ θμνιαθδεΰδδ δείβια 

πναβιαημπμζήεδηε επζπθέμκ αναίςζδ ½ ιε Trypan Blue (0.4 mg /ml). Σμ 

Trypan Blue, είκαζ ιζα πνςζηζηή δ μπμία εκζςιαηχκεηαζ ζηζξ ιειανάκεξ ηςκ 

κεηνχκ ηαζ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ πνμηεζιέκμο κα θδθεμφκ οπυρδ ζηζξ 

ιεηνήζεζξ ιυκμ ηα γςκηακά.    
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Ο ζοκμθζηυξ ανζειυξ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ζηδκ ηαθθζένβεζα ιε ηδ 

πνήζδ ημο αζιμηοηηανυιεηνμο οπμθμβζγυηακ ζφιθςκα ιε ημκ παναηάης 

ηφπμ:  

Αξηζκόο θπηηάξσλ /ml = Αξηζκόο θπηηάξσλ (ζηα 16 ηεηνάβςκα ημο 

αζιμηοηηανυιεηνμο) x 10 (δ αναίςζδ 1/10 πμο έβζκε ιε ηδκ θμνιαθδεΰδδ 

10%) x 2 (δ αναίςζδ πμο έβζκε ιε ημ Trypan Blue) x 104 (΢ηαεενή ηζιή βζα ημ 

αζιμηοηηανυιεηνμ πμο ακηζζημζπεί ζημκ υβημ ημο ηοηηανζημφ δζαθφιαημξ πμο 

ηαθφπημοκ ηα 16 ηεηνάβςκα  ηαζ είκαζ ίζμξ ιε 0.1 mm3) 

 

2.2.2.3 Απνηειέζκαηα θαη Σπδήηεζε 

Ο νοειυξ πμθθαπθαζζαζιμφ, μ μπμίμξ πνμζδζμνίζηδηε πμζμηζηά ιε ηδκ 

πνήζδ ημο αζιμηοηηανυιεηνμο, ήηακ δζαθμνεηζηυξ ζε ηάεε έκα απυ ηα 10 

ζηεθέπδ. Σμ ιέβεεμξ ημο πθδεοζιμφ, ιεηά απυ 6 διένεξ ηαθθζένβεζαξ ζημοξ 

26 oC 1, απυ 1 x 106 πανάζζηα /ml ανπζηυ πθδεοζιυ, έθηαζε ζηα 4 x 106 

έςξ ηα 80 x106 πανάζζηα /ml (Πίκαηαξ 2, Γνάθδια 1). Σα δφμ ζηεθέπδ L. 

donovani είπακ ημ παιδθυηενμ ηεθζηυ πθδεοζιυ, ιε 4 x 106 ηαζ 8 x 106 

πανάζζηα /ml ακηίζημζπα.  

Μεηά απυ 6 διένεξ ηαθθζένβεζαξ, μ ανζειυξ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ 

αολήεδηε ιεηαλφ 300% ηαζ 7900% ιε ηα ζηεθέπδ L. donovani κα έπμοκ ηδ 

παιδθυηενδ αφλδζδ (300% ηαζ 700% ακηίζημζπα) (Πίκαηαξ 2, Γνάθδια 1). Ο 

ιέζμξ υνμξ ημο νοειμφ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ζηεθεπχκ βζα ηζξ 6 διένεξ 

ηοιάκεδηε ιεηαλφ 32.35% ηαζ 168.08% ιε ηα δφμ ζηεθέπδ L. donovani κα 

έπμοκ ημοξ παιδθυηενμοξ ιέζμοξ υνμοξ (32.35% and 52.56% ακηίζημζπα) 

(Πίκαηαξ 3, Γνάθδια 2). 
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Πνμηεζιέκμο κα ιεζςεμφκ ζημ εθάπζζημ μζ πανάβμκηεξ πμο ιπμνεί κα 

επζαανφκμοκ ηδκ πμνεία ηδξ ακάπηολδξ ηςκ πανάζζηςκ βζα ηζξ 6 διένεξ ηδξ 

ηαθθζένβεζαξ, υπςξ δ ιείςζδ ηςκ δζαεέζζιςκ ενεπηζηχκ ζοζηαηζηχκ ηαζ δ 

εθάηηςζδ ημο pH θυβς ζοζζχνεοζδξ ημλζκχκ, ημ ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ 

ακηζηαείζηακης ιε θνέζημ ηάεε δεφηενδ διένα. Ο ανζειυξ ηςκ κεηνχκ 

πανάζζηςκ, βζα υθα ηα ζηεθέπδ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ, ηοιάκεδηε ιεηαλφ 

0.3% ηαζ 2%, εκχ υθα ηα ζηεθέπδ πνδζζιμπμζήεδηακ ηαηά ηδκ 3δ - 4δ 

ακαηαθθζένβεζα ιεηά απυ λεπάβςια απυ ημοξ – 80 oC.  

 

 

 

 

 

 

 

Πίλαθαο 2: Ο ανζειυξ πνμµαζηζβςηχκ ακά ml ηαθθζένβεζαξ ζε ηαθθζενβδηζηυ 

οθζημ RPMI 1640 ζημοξ 26 1 oC, ηςκ 10 ζηεθεπχκ, υπςξ αοηυξ πνμέηοπηε 

ηάεε διένα ηαηά ηδ δζάνηεζα 6 διενχκ ηαθθζένβεζαξ ηαζ ιέηνδζδ ιε ηδκ 

πνήζδ ημο αζιμηοηηανυιεηνμο. 
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Γξάθεκα 1: Ο ανζειυξ πνμµαζηζβςηχκ ακά ml ηαθθζένβεζαξ ζε ηαθθζενβδηζηυ 

οθζημ RPMI 1640 ζημοξ 26 1 oC, ηςκ 10 ζηεθεπχκ, υπςξ αοηυξ πνμέηοπηε 

ηάεε διένα, ηαηά ηδ δζάνηεζα 6 διενχκ ηαθθζένβεζαξ ηαζ ιεηά απυ ιέηνδζδ ιε 

ηδκ πνήζδ ημο αζιμηοηηανυιεηνμο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίλαθαο 3: Ο πμζμζηζαίμξ νοειυξ πμθθαπθαζζαζιμφ ημο ηάεε ζηεθέπμοξ, 

ακά ml ηαθθζένβεζαξ ζε ηαθθζενβδηζηυ οθζημ RPMI 1640 ζημοξ 26 1 oC, υπςξ 

αοηυξ πνμέηοπηε ηάεε διένα ηαηά ηδ δζάνηεζα 6 διενχκ ηαθθζένβεζαξ ηαζ 

ιεηά απυ ιέηνδζδ ιε ηδκ πνήζδ ημο αζιμηοηηανυιεηνμο. 
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Γξάθεκα 2: Μέζμξ υνμξ ημο πμζμζηζαίμο νοειμφ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ 

πνμµαζηζβςηχκ ιμνθχκ ηςκ 10 ζηεθεπχκ υπςξ αοηυξ πνμέηορε ιεηά απμ 6 

διένεξ ηαθθζένβεζαξ ζε ηαθθζενβδηζηυ οθζημ RPMI 1640 ζημοξ 26 1 oC. 
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2.2.3 Πνηνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηεο πνιιαπιαζηαζηηθήο 

ηθαλόηεηαο ηωλ πξνκαζηηγωηώλ κνξθώλ ηωλ 10 ζηειερώλ κε 

ηελ ρξήζε ηεο θπηηαξνκεηξίαο ξνήο θαη ηεο θζνξίδνπζαο 

CFSE 

2.2.3.1 Δηζαγσγή 

     Ζ ηοηηανμιεηνία νμήξ είκαζ δ ηεπκμθμβία πμο επζηνέπεζ ηδκ ηαοηυπνμκδ 

ιέηνδζδ πμθθαπθχκ θοζζημπδιζηχκ παναηηδνζζηζηχκ εκυξ ηοηηάνμο ή άθθμο 

ζημζπείμο (π.π. ηοηηανζηχκ μνβακζδίςκ, πνςηεσκχκ, ααηηδνζδίςκ, πνςηυγςςκ 

ηθπ) ηαεχξ αοηυ ανίζηεηαζ ζε νμή ηαζ πενζαάθθεηαζ απυ έκα ζφζηδια 

πενζννμήξ (Δζηυκα 26) ηαζ πνμζηνμφεζ ζε δέζιδ αηηίκςκ LASER (Light 

Amplification by Stimulated Emission of Radiation) (Marti, 2001; Riley, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 26: Γζάηαλδ ηδξ ηορεθίδαξ νμήξ ζε ηοηηανμιεηνδηή νμήξ. Γζαηνίκεηαζ 

δ ηεκηνζηή νμή ημο δείβιαημξ (sample), δ πενζαάθθμοζα νμή (sheath), δ 

πνμενπυιεκδ απυ LASER θςηεζκή δέζιδ αηηζκμαμθίαξ ηαζ δ ζηέδαζδ ηδξ 

αηηζκμαμθίαξ (LASER beam) ιεηά απυ πνυζπηςζδ ζε έκα ηφηηανμ. 
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Ζ ζζπφξ ηδξ δέζιδξ ηςκ LASER ζημοξ ηοηηανμιεηνδηέξ νμήξ ηοιαίκεηαζ απυ 

0,5 mW – 5,0 W, εκχ ημ ιήημξ ηφιαημξ είκαζ 400 - 600 nm. ΢ημ ζδιείμ αοηυ 

οπάνπεζ έκα ζφζηδια ακζπκεοηχκ (αμθηασηέξ θςημδίμδμζ) πμο ζοθθέβμοκ ηδκ 

απυηθζζδ ηδξ θςηεζκήξ δέζιδξ πμο πνμηαθείηαζ απυ ηδ δζέθεοζδ ζημ 

ηφηηανμ. Έηζζ έπμοιε πθδνμθμνίεξ βζα ημ ιέβεεμξ ημο ηοηηάνμο ιε ημκ 

ακζπκεοηή απυηθζζδξ (FSC – Forward Scatter) ηαζ βζα ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

ημηηίςζδ ιε ημκ ακζπκεοηή ηάεεηδξ απυηθζζδξ (SSC – Side Scatter) (Δζηυκα 

27).  

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 27: Ζ απυηθζζδ ηδξ δέζιδξ LASER ηαηά ηδκ πνυζπηςζή ηδξ ζημ 

ηφηηανμ.  

 

 Ζ εθανιμβή ηςκ ιεευδςκ ακμζμθεμνζζιμφ βζα ημκ εκημπζζιυ ζζηζηχκ ηαζ 

ηοηηανζηχκ ακηζβυκςκ, πνμκμθμβείηαζ ηαηά ηδκ δεηαεηία ημο ‟50 ηαζ ημο ‟60, 

εκχ ηαηά ηδκ δεηαεηία ημο ‟70 άνπζζακ κα εθανιυγμκηαζ ηαζ ζηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ πμο είπε ακαπηοπεεί ζηαδζαηά ιε δζάθμνεξ ακαηαθφρεζξ 

ζε πμζηίθεξ ηεπκμθμβίεξ (Moldavan, 1934; Coulter, 1956). Ζ ηοηηανμιεηνία 

νμήξ ακαπηφπεδηε μοζζαζηζηά βζα κα εκζζπφζεζ ηδκ ιζηνμζημπζηή ακάθοζδ 

ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηδκ πνήζδ θεμνίγμοζςκ ζπκδεεηχκ ηαζ ηαηάθθδθςκ 
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ακηζζςιάηςκ. Ανπζηά ακαπηφπεδηε ιε ηφνζμ ζημπυ ημκ ηοηηανζηυ δζαπςνζζιυ 

ζημκ μπμίμ μθείθεζ ηαζ ημ υκμια FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) 

(Marti, 2001; Riley, 2002). ΢ήιενα απμηεθεί έκα δζαβκςζηζηυ ενβαθείμ ζηα 

ηθζκζηά ενβαζηήνζα αθθά ηαζ ιζα ελαζνεηζηά πνήζζιδ ηεπκζηή ζηα ενεοκδηζηά 

ενβαζηήνζα. 

     Ζ CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester) είκαζ ιζα πνςζηζηή δ 

μπμία έπεζ ηδκ ζδζυηδηα κα πνμζημθθάηαζ ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ ηαζ κα 

επζηνέπεζ ηδ ιεθέηδ γςκηακχκ ηοηηάνςκ ιε ηδκ πνήζδ ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ 

νμήξ. 

Ανπζηά, δ CFDA - SE (Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester), έκα 

θζπμθζθζηυ ιυνζμ ημ μπμίμ θεμνίγεζ ζημ εθάπζζημ, ιεηαθένεηαζ παεδηζηά εκηυξ 

ηςκ ηοηηάνςκ (Lyons, 2000). Δηεί, μ εζηέναξ δζαπςνίγεζ ηζξ αηεηοθμιάδεξ 

δδιζμονβχκηαξ ηδκ CFSE ηαζ ηυηε ημ ιυνζμ θεμνίγεζ ζημ ιέβζζημ (Graziano, 

1998) (Δζηυκα 28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 28: ΢πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ημο ιδπακζζιμφ πμο έπεζ ζακ 

απμηέθεζια ημκ θεμνζζιυ ηςκ ηοηηάνςκ ιεηά απυ πνχζδ ιε CFDA-SE 

(Parish, 1999).  
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Ζ πνςζηζηή αοηή έπεζ ηδκ ζδζυηδηα κα ιδκ ιεηαθένεηαζ ζηα βεζημκζηά ηφηηανα 

αθθά κα ηαηαηναηείηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια ημο ηοηηάνμο ζημ μπμίμ 

πνμζδέεδηε πςνίξ κα επδνεάγεζ ηδκ θεζημονβία ημο, εκχ ζε ηάεε ηοηηανζηή 

δζαίνεζδ, δ ζπεηζηή έκηαζδ ηδξ πνςζηζηήξ ιεζχκεηαζ ηαηά 50%. Αοηυ έπεζ ζακ 

απμηέθεζια ηδκ ιεηαθμνά ημο θεμνζζιμφ, ιεηά απυ ηάεε ηοηηανζηή δζαίνεζδ, 

ζημ αιέζςξ επυιεκμ ανζζηενυ ηακάθζ, ηάεε έκα απυ ηα μπμία 

ακηζπνμζςπεφεζ ημκ ανζειυ ηςκ βεκεχκ (1 ηακάθζ = 1 βεκεά = ½ έκηαζδξ 

θεμνζζιμφ απυ ημ πνμδβμφιεκμ) (Δζηυκα 29) 

(http://facs.stanford.edu/sff/about-facs.html). Έηζζ, είκαζ δοκαηή δ 

παναημθμφεδζδ ημο νοειμφ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ιεθχκ ηδξ ηαθθζένβεζαξ 

πμο πνμζδίδεζ θεμνζζιυ ζε ηάεε ηακάθζ, ιέπνζ ηαζ 10 βεκεέξ, υηακ δ έκηαζδ 

θεμνζζιμφ δεκ είκαζ πθέμκ ακζπκεφζζιδ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 29: Μείςζδ ηδξ ζπεηζηήξ έκηαζδξ ημο θεμνζζιμφ ηαηά 50% ζε ηάεε 

ηοηηανζηή δζαίνεζδ ηαζ ιεηαθμνά ημο ζημ αιέζςξ επυιεκμ ανζζηενυ ηακάθζ 

ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ.  
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2.2.3.2 Μεζνδνινγία  

Ο νοειυξ ακάπηολδξ ημο πθδεοζιμφ ηάεε ζηεθέπμοξ ιεθεηήεδηε ζημ 

πνμιαζηζβςηυ ζηάδζμ, ηαηά ηδκ θμβανζειζηή θάζδ ηδξ ακάπηολήξ ημοξ, 

πανάθθδθα ιε ηδκ πμζμηζηή ακάθοζδ (Δκυηδηα 2.2.2). Γζα ημ ζημπυ αοηυ, 

πνμιαζηζβςηά, ζε ανπζηυ πθδεοζιυ 1 x 106 /ml, λεπθφεδηακ ιε PBS, pH 7.2, 

βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ημο ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ RPMI 1640 (Πανάνηδια 4.4) 

ημ μπμίμ πενζείπε 10% FBS, δ πανμοζία ημο μπμίμο έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδκ 

απεκενβμπμίδζδ ηδξ πνςζηζηήξ. ΢ηδκ ζοκέπεζα, ηα πανάζζηα επςάζηδηακ ζε 

10 ιM CFSE (Molecular Probes, Eugene, OR) βζα 5 min, ζε εενιμηναζία 25 

oC 1. Μεηά ηδκ επχαζδ, δ ακηίδναζδ ηενιαηίζηδηε ιε θοβμηέκηνδζδ ηςκ 

πανάζζηςκ ηαζ ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ζε FBS βζα ηδκ απεκενβμπμίδζδ ηδξ 

ιδ δεζιεοιέκδξ πνςζηζηήξ (Smirlis, 2006). Σα πανάζζηα λεπθφεδηακ 2 θμνέξ 

ιε PBS, pH 7.2, ηαζ δζαηδνήεδηακ ζε 5 ml ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ RPMI 1640 

ζημοξ 26 oC 1, ζε ζηείνα 6 - well plates. Σμ ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ 

ακηζηαείζηαημ, ιεηά απυ θοβμηέκηνδζδ ηςκ πανάζζηςκ ζηα 6 - well plates, ιε 

θνέζημ οθζηυ ίζμο υβημο ηάεε 2δ ιένα, ιεηά απυ θοβμηέκηνδζδ ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο, ζηα 700 x g, βζα 10 min, πςνίξ θνέκμ. Ο νοειυξ 

πμθθαπθαζζαζιμφ ημο ηάεε ζηεθέπμοξ οπμθμβίζηδηε ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία 

νμήξ (Epics Elite Coulter, Florida, USA), υπμο ιεθεηήεδηακ 100,000 

πανάζζηα (ζε 3 επακαθήρεζξ) βζα ηάεε ζηέθεπμξ, ηάεε διένα, βζα 6 

ζοκεπυιεκεξ διένεξ, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, ηαζ πνμέηορε έκαξ ιέζμξ 

υνμξ ηδξ έκηαζδξ ημο θεμνζζιμφ βζα ηάεε ηακάθζ, βζα ηάεε ζηέθεπμξ. Με 

ζημπυ ηδκ δζαθμνμπμίδζδ ηςκ κεηνχκ ηαζ απμπηςηζηχκ ηοηηάνςκ ηαζ ηδκ 

ιέηνδζδ ιυκμ ηςκ γςκηακχκ, 2 ιg/ml propidium iodide (PI) πνμζηίεμκηακ ζημ 

εκαζχνδια ηςκ πανάζζηςκ πνζκ ηδκ ακάθοζή ημοξ ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ 
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(Kamau, 2000). Ζ δδιζμονβία ηςκ ηνζζδζάζηαηςκ (3D) βναθδιάηςκ 

πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ WinMDI 2.8. 

Πανάθθδθα, έβζκακ ιεηνήζεζξ ημο ανζειμφ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ απυ ημ ηάεε 

well, ζημ ιζηνμζηυπζμ, υπςξ πενζβνάθεηαζ ζημ ηεθάθαζμ 2.2.2, βζα κα 

επζαεααζςεμφκ ηα απμηεθέζιαηα πμο πνμέηορακ ηαηά ημκ πμζμηζηυ 

πνμζδζμνζζιυ ηδξ πμθθαπθαζζαζηζηήξ ζηακυηδηαξ ηςκ ζηεθεπχκ. 

 

2.2.3.3 Απνηειέζκαηα θαη Σπδήηεζε 

Ο ανζειυξ ηςκ γςκηακχκ, ιδ απμπηςηζηχκ, πανάζζηςκ πμο δζαζνμφκηακ 

ηάεε διένα ήηακ δζαθμνεηζηυξ ζηα 10 ζηεθέπδ, υπςξ οπμθμβίζηδηε ιεηά ηδ 

πνχζδ ιε CFSE ηαζ ηδκ ακάθοζδ ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ. Ζ ηαηακμιή ηδξ 

έκηαζδξ ημο θεμνζζιμφ ζηα 5 ηακάθζα, ζφιθςκα ιε ηδκ έκηαζδ ημο 

θεμνζζιμφ ηςκ πανάζζηςκ, ήηακ ηαηά 50% αζεεκέζηενδ ζε ηάεε κέα 

εοβαηνζηή βεκεά/ηακάθζ. Πνμηεζιέκμο κα ιεζςεμφκ ζημ εθάπζζημ μζ 

πανάβμκηεξ πμο ιπμνεί κα επζαανφκμοκ ηδκ πμνεία ηδξ ακάπηολδξ ηςκ 

πανάζζηςκ βζα ηζξ 6 διένεξ ηδξ ηαθθζένβεζαξ, υπςξ δ ιείςζδ ηςκ δζαεέζζιςκ 

ενεπηζηχκ ζοζηαηζηχκ ηαζ δ εθάηηςζδ ημο pH θυβς ζοζζχνεοζδξ ημλζκχκ, 

ημ ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ ακηζηαείζηακης ιε θνέζημ ηάεε δεφηενδ διένα.  

Καηά ηδκ 6δ διένα ημο πεζνάιαημξ, ημ πμζμζηυ ηςκ πανάζζηςκ πμο 

δζαζνέεδηε ημοθάπζζημκ 5 θμνέξ (μ θεμνζζιυξ έθηαζε ζημ 5μ ηακάθζ), 

ηοιάκεδηε ιεηαλφ 0,3% ηαζ 53,5%. Σα ζηεθέπδ L. donovani είπακ ημ 

ιζηνυηενμ πμζμζηυ πανάζζηςκ πμο πμθθαπθαζζάζηδηακ ημοθάπζζημκ 5 

θμνέξ (0,3% ηαζ 1,9%) (Πίκαηαξ 4, Δκδεζηηζηά Γναθήιαηα 3 - 5, 6 – 8, ΋θμζ μζ 

πίκαηεξ ηαζ ηα βναθήιαηα πμο αθμνμφκ ζηα απμηεθέζιαηα ηαζ ηςκ 10 
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ζηεθεπχκ πανμοζζάγμκηαζ ζηα Πανανηήιαηα 5.1 – 5.3). ΢ηζξ 6 διένεξ 

ηαθθζένβεζαξ πμο αημθμφεδζακ ηδκ επχαζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε ηδκ 

θεμνίγμοζα πνςζηζηή CFSE, έκα πμζμζηυ 0,1% ηαζ 4,1% ηςκ πανάζζηςκ 

απυ ηα 2 ζηεθέπδ L. donovani δεκ έηακε μφηε ιία ηοηηανζηή δζαίνεζδ, εκχ υθα 

ηα ιέθδ ηςκ πθδεοζιχκ ηςκ δζαθμνεηζηχκ ζηεθεπχκ L. infantum πνεζάζηδηακ 

2 διένεξ πνμηεζιέκμο υθα ηα ιέθδ ημο πθδεοζιμφ κα οπμζημφκ ημοθάπζζημκ 

ιζα δζαίνεζδ (3δ διένα ημο πεζνάιαημξ) (Πίκαηαξ 4, Δκδεζηηζηά Γναθήιαηα 3 - 

5, 6 – 8, ΋θμζ μζ πίκαηεξ ηαζ ηα βναθήιαηα πμο αθμνμφκ ζηα απμηεθέζιαηα 

ηαζ ηςκ 10 ζηεθεπχκ πανμοζζάγμκηαζ ζηα Πανανηήιαηα 5.1 – 5.3). 

Πανάθθδθα ιε ηδκ πνήζδ ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ, μζ πνμιαζηζβςηέξ ιμνθέξ 

ζε ηάεε ηαθθζένβεζα ιεηνήεδηακ ηαζ ιε ημ αζιμηοηηανυιεηνμ, ηάεε διένα βζα 

ηζξ 6 διένεξ ημο πεζνάιαημξ ηαζ ηα απμηεθέζιαηα ήηακ ζοιααηά ιε ηα 

απμηεθέζιαηα πμο πνμέηορακ απυ ηδκ ακάθοζδ ημο πμζμηζημφ 

πνμζδζμνζζιμφ (Δκυηδηα 2.2.2) ηαεχξ ηαζ ιε ηζξ ιεηνήζεζξ ιε ηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ. Ο ανζειυξ ηςκ κεηνχκ πανάζζηςκ βζα υθα ηα ζηεθέπδ 

πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ηοιάκεδηε υπςξ ηαζ ηαηά ημκ πμζμηζηυ 

πνμζδζμνζζιυ ηδξ πμθθαπθαζζαζηζηήξ ζηακυηδηαξ (Δκυηδηα 2.2.2) ιεηαλφ 

0.3% ηαζ 2% εκχ υθα ηα ζηεθέπδ πνδζζιμπμζήεδηακ ηαηά ηδκ 3δ - 4δ 

ακαηαθθζένβεζα.  

 

 

 

 

 

 



 

 
89 

 

 

 

 

Πηλάθαο 4: Πμζμζηζαία ιεηαθμνά ηδξ έκηαζδξ ημο θεμνζζιμφ ηςκ 

πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ιεηαλφ ηςκ ηακαθζχκ 1 – 5, υπςξ πνμέηορακ ζηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ. Πανμοζζάγμκηαζ ηα πμζμζηά 3 ακηζπνμζςπεοηζηχκ 

ζηεθεπχκ ιε ημκ εθάπζζημ (H1), ιεζαίμ (D3) ηαζ ιέβζζημ νοειυ 

πμθθαπθαζζαζιμφ (D8). ΋θμζ μζ πίκαηεξ πμο αθμνμφκ ζηα απμηεθέζιαηα ηαζ 

ηςκ 10 ζηεθεπχκ πανμοζζάγμκηαζ ζημ Πανάνηδια 5.1. 
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Γξαθήκαηα 3 - 5: Πμζμζηζαία ιεηαθμνά ηδξ έκηαζδξ ημο θεμνζζιμφ ηςκ 

πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ιεηαλφ ηςκ ηακαθζχκ 1 – 5, υπςξ πνμέηορακ ζηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ. Πανμοζζάγμκηαζ ηα πμζμζηά 3 ακηζπνμζςπεοηζηχκ 

ζηεθεπχκ ιε ημκ εθάπζζημ (H1), ιεζαίμ (D3) ηαζ ιέβζζημ νοειυ 

πμθθαπθαζζαζιμφ (D8). ΋θα ηα βναθήιαηα πμο αθμνμφκ ζηα απμηεθέζιαηα 

ηαζ ηςκ 10 ζηεθεπχκ πανμοζζάγμκηαζ ζημ Πανάνηδια 5.2.  



 

 
91 

 

 

 

 

H1 

 

 

 

 

 

D3 

 

 

 

D8 

Γξαθήκαηα 6 - 8: Σνζζδζάζηαηα (3D) ζζημβνάιιαηα ιμκήξ παναιέηνμο πμο 

δείπκμοκ ηδκ πμζμζηζαία ιεηαθμνά ηδξ έκηαζδξ ημο θεμνζζιμφ ηςκ 

πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ιεηαλφ ηςκ ηακαθζχκ 1 – 5, υπςξ πνμέηορακ ζηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ. Πανμοζζάγμκηαζ ηα πμζμζηά 3 ακηζπνμζςπεοηζηχκ 

ζηεθεπχκ ιε ημκ εθάπζζημ (H1), ιεζαίμ (D3) ηαζ ιέβζζημ νοειυ 

πμθθαπθαζζαζιμφ (D8).  ΋θα ηα βναθήιαηα πμο αθμνμφκ ζηα απμηεθέζιαηα 

ηαζ ηςκ 10 ζηεθεπχκ πανμοζζάγμκηαζ ζημ Πανάνηδια  5.3.   
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2.2.4 Μειέηε ηεο κνιπζκαηηθήο ηθαλόηεηαο ηωλ 

πξνκαζηηγωηώλ κνξθώλ ηωλ 10 ζηειερώλ in vitro 

2.2.4.1 Δηζαγσγή  

Ζ θεσζιακίαζδ ιεηαδίδεηαζ ιε έκημια-θμνείξ. Οζ δφμ λεκζζηέξ, μ αζπυκδοθμξ 

ηαζ μ ζπμκδοθςηυξ, επζδνμφκ ζημκ ηφηθμ γςήξ ημο πανάζζημο. Καηά ηδκ 

δζάνηεζα ηδξ γςήξ ζημ ζχια ημο αζπυκδοθμο λεκζζηή, ημ πανάζζημ  

ιεηαηνέπεηαζ ζε ιεηαηοηθζηή πνμιαζηζβςηή ιμνθή. Ζ ιμνθή αοηή είκαζ δ 

ιμθοζιαηζηή, δ μπμία ιεηαδίδεηαζ παεδηζηά ζημ δένια ημο επυιεκμο 

ζπμκδοθςημφ λεκζζηή ηαηά ηδκ δζάνηεζα απμιφγδζδξ αίιαημξ απυ ημ 

αζιαημθάβμ έκημιμ. Απυ εηεί, ημ πανάζζημ εζζένπεηαζ ζηα ιαηνμθάβα ιε ηδκ 

δζαδζηαζία ηδξ θαβμηοηηάνςζδξ. Σα ηφηηανα αοηά παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ 

ζηδκ επζαίςζδ ηαζ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ημο πανάζζημο ιέζα ζημκ λεκζζηή ηαζ 

ζηδκ επζηοπή απμίηζζή ημο. Ο ζημπυξ ηδξ ιεθέηδξ ήηακ δ ζφβηνζζδ ηδξ in vitro 

ζηακυηδηαξ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ηςκ 10 οπμ ιεθέηδ ζηεθεπχκ ημο 

πανάζζημο Leishmania κα ιμθφκμοκ ηαζ κα πμθθαπθαζζαζημφκ ιέζα ζε 

ακενχπζκα ιαηνμθάβα. 

 

2.2.4.2 Μεζνδνινγία 

Γζα ηδ ιεθέηδ ηδξ ιμθοζιαηζηήξ ζηακυηδηαξ ημο ηάεε ζηεθέπμοξ 

πνδζζιμπμζήεδηε δ ακενχπζκδ ηοηηανζηή ζεζνά THP-1 ηαζ μζ πνμιαζηζβςηέξ 

ιμνθέξ ημο πανάζζημο ηαηά ηδκ ζηαηζηή θάζδ θάζδ ηδξ ακάπηολήξ ημοξ, 

ζηάδζμ ηαηά ημ μπμίμ ηα πανάζζηα είκαζ πζμ ιμθοζιαηζηά. Ζ ιυθοκζδ 

πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδκ επχαζδ ηςκ ιαηνμθάβςκ (5 x 105 /ml) ιε ηα 

πανάζζηα (2,5 x 106 / ml) ζε ακαθμβία 1:5, ζε πθαζηζηέξ απμζηεζνςιέκεξ 
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θζάθεξ υβημο 75 cm3 (Nunc, Denmark) ζε 10 ml ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 

1640 (Πανάνηδια 4.4). Ζ επχαζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε ηα THP-1 ηφηηανα 

δζήνηδζε 3 hr ζημοξ 37 oC, πανμοζία 5% CO2 ηαζ ζπεηζηήξ οβναζίαξ >80%. 

Ζ ηαθθζένβεζα ηςκ ηοηηάνςκ, ιεηά απυ επχαζή ημοξ ιε ηα πανάζζηα, 

επζζηνχεδηε ζε ίζμ υβημ Histopaque 1077 (Πανάνηδια 4.9) ηαζ 

θοβμηεκηνήεδηε ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ζε 800 x g, βζα 30 min, πςνίξ 

θνέκμ, πνμηεζιέκμο κα απμιαηνοκεμφκ μζ ελςηοηηάνζεξ ιμνθέξ ημο 

πανάζζημο (δζαδζηαζία υπςξ πενζβνάθεηαζ ηαζ ζηδκ Δκυηδηα 2.1.1). ΢ηδκ 

ζοκέπεζα, μ δαηηφθζμξ πμο ζοθθέπεδηε ηαζ απμηεθμφηακ απυ ηα THP-1 

ηφηηανα (ιμθοζιέκα ηαζ ιδ) λεπθφεδηε δομ θμνέξ ιε PBS, pH 7.2, ηαζ 

ημπμεεηήεδηε ζημ ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 ιεηά απυ πνμζανιμβή ημο 

πθδεοζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ ζε 1 x 106 /ml. Σα ηφηηανα αοηά επςάζηδηακ βζα 

24 hr ζημοξ 37 oC, πανμοζία 5% CO2 ηαζ ζπεηζηήξ οβναζίαξ >80% 

πνμηεζιέκμο κα δμεεί πνυκμξ ζηζξ αιαζηζβςηέξ ιμνθέξ ημο πανάζζημο κα 

πμθθαπθαζζαζημφκ. Αημθμφεςξ, έκαξ ανζειυξ ηοηηάνςκ (0.1 x 106) 

ημπμεεηήεδηε ζε εζδζημφξ οπμδμπείξ ηοηηανμθοβυηεκηνμο, μζ μπμίμζ δζέεεηακ 

ιζα ακηζηεζιεκμθυνμ πθάηα, πάκς ζηδκ μπμία εα πναβιαημπμζμφκηακ δ 

απμηφπςζδ ηςκ ηοηηάνςκ, ηαζ έκα δζδεδηζηυ πανηί βζα ηδκ απμννυθδζδ ημο 

επζπθέμκ ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ (Δζηυκα 30). Οζ εζδζημί οπμδμπείξ 

θοβμηεκηνήεδηακ ζηδ ηοηηανμθοβυηεκηνμ, ζηα 100 x g, βζα 2 min. Σα 

απμηοπχιαηα ηςκ ηοηηάνςκ πάκς ζηζξ ακηζηεζιεκμθυνμοξ πθάηεξ ηςκ 

οπμδμπέςκ πνςιαηίζηδηακ ιε ηδκ πνςζηζηή Diff Quick Panoptic (QCA, 

Quimica Clinica Aplicada, S.A., Amposta, Spain, Πανάνηδια 4.10) ηαζ 

αημθμφεδζε ηαηαιέηνδζδ ημο ανζειμφ ηςκ ιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ, ηαεχξ ηαζ 

ημο ανζειμφ ηςκ αιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο πανάζζημο ζε ηάεε ιμθοζιέκμ 
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ηφηηανμ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ παναηδνήεδηακ, ηοπαία, 100 ηφηηανα ζε ηάεε 

ακηζηεζιεκμθυνμ πθάηα (3 ακηζηεζιεκμθυνεξ πθάηεξ βζα ηάεε ζηέθεπμξ), ηαζ 

απυ ημκ ιέζμ υνμ ημο ανζειμφ ηςκ ιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ βζα ηζξ 3 

ακηζηεζιεκμθυνεξ πθάηεξ πνμέηορε ημ πμζμζηυ ιυθοκζδξ βζα ημ ηάεε 

ζηέθεπμξ. Ο πνμζδζμνζζιυξ ημο ανζειμφ ηςκ αιαζηζβςηχκ πμο ακηζζημζπμφκ 

ζε ηάεε ηφηηανμ πνμέηορε ιεηά απυ ηδκ ηαηαιέηνδζή ηςκ αιαζηζβςηχκ ζηα 

100 ηφηηανα (υπςξ πενζβνάθεηαζ ακςηένς, ζε 3 επακαθήρεζξ) ηαζ δζαίνεζδ 

ημο ανζειμφ ηςκ πανάζζηςκ ιε ημ 100 (ηα ηφηηανα ζηα μπμία έβζκακ μζ 

ιεηνήζεζξ). Ζ ιέηνδζδ έβζκε ιε ηδκ πνήζδ ημο μπηζημφ ιζηνμζηυπζμο, ιε ημκ 

ηαηαδοηζηυ θαηυ (x100) ηαζ ηδκ πνήζδ ηεδνέθαζμο.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 30: Τπμδμπέαξ ηοηηανμθοβυηεκηνμο. Σμ δείβια ημπμεεηείηαζ ζημ 

εζδζηυ δζαιένζζια ημο οπμδμπέα ηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ θοβμηέκηνδζδξ ηα 

ηφηηανα εηημλεφμκηαζ ηαζ απμηοπχκμκηαζ ζηδκ ακηζηεζιεκμθυνμ πθάηα (υπςξ 

δείπκεζ ημ αέθμξ) εκχ ημ δζδεδηζηυ πανηί απμννμθά ηδκ πενίζζζα ημο οθζημφ 

ακαζφζηαζδξ ηςκ ηοηηάνςκ.  
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2.2.4.3 Απνηειέζκαηα θαη Σπδήηεζε 

Μεηνήεδηακ ζοκμθζηά 300 ηφηηανα βζα ηάεε ζηέθεπμξ (100 ηφηηανα / 

ακηζηεζιεκμθυνμ πθάηα x 3 πθάηεξ) ηαζ πνμζδζμνίζηδηε ημ πμζμζηυ 

ιμθοζιαηζηυηδηαξ ηαζ μ ανζειυξ ηςκ αιαζηζβςηχκ πμο πενζέπμκηακ ακά 

ηφηηανμ, βζα ηάεε ζηέθεπμξ. Έηζζ, δ ιμθοζιαηζηυηδηα, υπςξ πνμέηορε 3 hr 

ιεηά ηδκ επχαζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηζξ πνμιαζηζβςηέξ ιμνθέξ ημο πανάζζημο 

ζηδκ ζηαηζηή ημοξ θάζδ θαίκεηαζ κα δζαθένεζ ιεηαλφ ηςκ ζηεθεπχκ (Πίκαηαξ 

5, Γνάθδια 9).  Απυ ηα ζηεθέπδ πμο ιεθεηήεδηακ, ηα 2 ζηεθέπδ L. donovani 

πμο απμιμκχεδηακ απυ αζεεκείξ πανμοζζάγμοκ μιμζυηδηα ζημ πμζμζηυ 

ηςκ ηοηηάνςκ πμο ιυθοκακ in vitro (13,70% - 14,70%) ηαεχξ ηαζ ζημκ ανζειυ 

πανάζζηςκ / ηφηηανμ (2 πανάζζηα / ηφηηανμ). Ακηζεέηςξ, ηα 8 ζηεθέπδ L. 

infantum πμο απμιμκχεδηακ απυ ζηοθζά πανμοζίαγακ ιζα πμζηζθμιμνθία 

ζημκ ανζειυ ηςκ ηοηηάνςκ πμο ιυθοκακ (απυ 5,20% ιέπνζ 41,20%) ηαζ ζημ 

πθήεμξ ηςκ αιαζηζβςηχκ πμο ακζπκεφηδηε ζημ ηοηηανυπθαζια ηςκ 

ηοηηάνςκ (απυ 1 – 3 πανάζζηα / ηφηηανμ). Σα απμηεθέζιαηα αοηά δείπκμοκ 

υηζ οπάνπεζ ιζα βεκεηζηή πμζηζθμιμνθία υπζ ιυκμ ιεηαλφ ηςκ οπμβεκχκ (L. 

donovani ηαζ L. infantum) αθθά ηαζ ιεηαλφ ηςκ ζηεθεπχκ πμο ακήημοκ ζημ 

ίδζμ οπμβέκμξ ηαζ πνμηαθμφκ ίδζεξ ηθζκζηέξ εηδδθχζεζξ. Ζ βεκεηζηή αοηή 

πμζηζθμιμνθία είκαζ έκαξ ζδιακηζηυξ πανάβμκηαξ πμο εα πνέπεζ κα 

θαιαάκεηαζ οπυρδ ζηδ δζενεφκδζδ ηδξ ιεηάδμζδξ ηαζ ηδξ παεμβέκεζαξ ηδξ 

κυζμο ιζαξ πμο απ΄αοηήκ ελανηάηαζ, εκδεπμιέκςξ, δ ελέθζλδ ηδξ κυζμο ζημκ 

αζεεκή/ζηφθμ.  
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Πίλαθαο 5: Πμζμζηυ ιμθοζιαηζηυηδηαξ ηαζ ιέζμξ υνμξ πνμιαζηζβςηχκ ακά 

100 ηφηηανα ηαζ ακά ιμθοζιέκμ ηφηηανμ βζα ηα 10 οπυ ιεθέηδ ζηεθέπδ, υπςξ 

πνμέηορε ιεηά απυ επχαζδ ηςκ πνμµαζηζβςηχκ ιμνθχκ ιε THP-1 

ηφηηανα, βζα 3 hr ζημοξ 37 oC, πανμοζία 5% CO2 ηαζ οβναζίαξ >80%. 

 

Γξάθεκα 9: Πμζμζηυ ιμθοζιαηζηυηδηαξ ηςκ 10 οπυ ιεθέηδ ζηεθεπχκ, υπςξ 

πνμέηορε ιεηά απυ επχαζδ ηςκ πνμµαζηζβςηχκ ιμνθχκ ιε THP-1 

ηφηηανα, βζα 3 hr ζημοξ 37 oC, πανμοζία 5% CO2 ηαζ οβναζίαξ >80%. 
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2.2.5 Μειέηε ηνπ ρξόλνπ κεηαζρεκαηηζκνύ ηωλ 

πξνκαζηηγωηώλ κνξθώλ ηωλ 10 ζηειερώλ  ζε αμεληθέο 

ακαζηηγωηέο κνξθέο in vitro θαη αληίζηξνθα 

 

2.2.5.1 Δηζαγσγή  

Γζα ηα 10 οπυ ιεθέηδ ζηεθέπδ οπμθμβίζηδηε μ πνυκμξ πμο απαζηείηαζ βζα ημκ 

in vitro ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ πνμµαζηζβςηχκ ιμνθχκ ζε αλεκζηέξ 

αµαζηζβςηέξ, ημ ζηάδζμ ημο πανάζζημο πμο ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ εκδμηοηηάνζα 

ιμνθή ιέζα ζημ θαβυζςια ηςκ ιαηνμθάβςκ ημο ζπμκδοθςημφ λεκζζηή. Ζ 

ιμνθή αοηή είκαζ δοκαηυκ κα παναπεεί ζημ ενβαζηήνζμ ιε ηδκ οζμεέηδζδ 

ζοκεδηχκ εενιμηναζίαξ ηαζ pH πμο πνμζμιμζάγμοκ ζηζξ ακηίζημζπεξ 

ζοκεήηεξ ημο πενζαάθθμκημξ ζημ θαβυζςια (Zilberstein and Shapira, 1994). 

 ΢οβηεηνζιέκα, ηα πνμµαζηζβςηά οπυηεζκηαζ ζε ζοκεήηεξ δζαθμνμπμίδζδξ, 

απμοζία ηοηηάνμο-λεκζζηή, µε αφλδζδ ηδξ εενµμηναζίαξ ηαζ ιείςζδ ημο pH 

ζημ οθζηυ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ (Pan, 1993; Gupta, 2001). Μεηά απυ 1 hr ζηζξ 

ηαζκμφνβζεξ ζοκεήηεξ, ηα πανάζζηα εηθνάγμοκ ηδκ παναηηδνζζηζηή βζα ηα 

αµαζηζβςηά μζημβέκεζα πνςηεσκχκ A2, εκχ 4 - 6 hr ανβυηενα παναηδνείηαζ 

δζαημπή ημο ηοηηανζημφ ημοξ ηφηθμο ζηδ G1 θάζδ (Barak, 2005). Μεηά απυ 

10 - 24 hr, ηα πανάζζηα απμηημφκ ζηνμββοθυ ζπήια, ημ ιαζηίβζμ βίκεηαζ 

εκδμηοηηανζηυ ηαζ δεκ δζαθένμοκ απυ ηα αιαζηζβςηά πμο παναζζημφκ εκηυξ 

ηςκ ιαηνμθάβςκ (Pan, 1993). Ζ δζαθμνμπμίδζδ ζοκεπίγεηαζ βζα 24 - 120 hr, 

ηαεχξ ηα πανάζζηα ςνζιάγμοκ αζμπδιζηά. Πνυζθαηδ πνςηεςµζηή ιεθέηδ 

έδεζλε αφλδζδ ζηα έκγοια ηδξ βθοημκεμβέκεζδξ ηαζ ημο µεηααμθζζµμφ ηςκ 

αιζκμλέςκ ηαηά ηδ δζαθμνμπμίδζδ µε ηαοηυπνμκδ ιείςζδ ζηα έκγοια ηδξ 
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βθοηυθοζδξ, δδθαδή ηα πανάζζηα αθθάγμοκ ηδκ πδβή εκένβεζαξ ημοξ απυ ηδ 

βθοηυγδ ζηα θζπανά μλέα ηαζ ηα αιζκμλέα (Rosenzweig, 2008).Οζ αλεκζηέξ 

αιαζηζβςηέξ ιμνθέξ ιπμνμφκ κα δζαθμνμπμζδεμφκ λακά ζε πνμιαζηζβςηέξ, 

είηε ιεηά απυ αναίςζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ 1:10 ζε ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 

1640 (Πανάνηδια 4.4), ειπθμοηζζιέκμ ιε 10% FBS, είηε ιεηά απυ 

θοβμηέκηνδζδ ηαζ ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ζε ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 

1640 ηαζ δζαηήνδζδ ζημοξ 26 μC 1. Ζ δζαθμνμπμίδζδ επένπεηαζ εκηυξ 24 

ςνχκ ηαζ μθμηθδνχκεηαζ εκηυξ 48 ςνχκ.  

 

2.2.5.2 Μεζνδνινγία 

Γζα ηδ ιεηαηνμπή ηςκ πανάζζηςκ απυ πνμιαζηζβςηέξ ζε αλεκζηέξ 

αιαζηζβςηέξ ιμνθέξ in vitro, πνδζζιμπμζήεδηακ 1 x 106 /ml πνμιαζηζβςηά 

ηαηά ηδκ ζηαηζηή ημοξ θάζδ, ζηάδζμ ηαηά ημ μπμίμ ηα πανάζζηα έπμοκ πμθφ 

ιζηνυ νοειυ πμθθαπθαζζαζιμφ. Σα πανάζζηα, ιεηά απυ θοβμηέκηνδζή ημοξ 

ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ζηζξ 700 x g βζα 10 min, ιεηαθένεδηακ ζε 10 ml 

ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ M199, pH 5.5 (Gibco, Invitrogen) (Πανάνηδια 4.11) 

ζημοξ 37 oC, πανμοζία 5% CO2
 ηαζ οβναζίαξ > 80%, ζε ζηείνεξ πθαζηζηέξ 

θζάθεξ υβημο 25 cm2. Σμ ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ ακηζηαείζηαημ, ιεηά απυ 

θοβμηέκηνδζδ, ιε θνέζημ ίδζαξ πμζυηδηαξ, ηάεε 2δ ιένα. 

Πναβιαημπμζήεδηακ ιεηνήζεζξ ιε ηδ πνήζδ ημο αζιμηοηηανυιεηνμο, ηάεε 

ιένα βζα 6 ζοκεπυιεκεξ διένεξ (ζε 3 επακαθήρεζξ), βζα ημκ αηνζαή 

οπμθμβζζιυ ημο ανζειμφ ηςκ πανάζζηςκ πμο είπακ ιεηαηναπεί ζε αλεκζηά 

αιαζηζβςηά βζα ηάεε έκα απυ ηα 10 ζηεθέπδ. Γζα ηδκ ακηίζηνμθδ ιεηαηνμπή 

ημοξ, ηα πανάζζηα θοβμηεκηνήεδηακ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ζηζξ 700 x g 
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βζα 10 min ηαζ ζηδκ ζοκέπεζα ιεηαθένεδηακ ζε 10 ml ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ 

RPMI 1640, pH 7.2, (Gibco, Invitrogen) (Πανάνηδια 4.4) ζημοξ 26 oC 1, ζε 

ζηείνεξ πθαζηζηέξ θζάθεξ υβημο 25 cm2. Πναβιαημπμζήεδηακ ιεηνήζεζξ ιε ηδ 

πνήζδ ημο αζιμηοηηανυιεηνμο, ηάεε 12 hr (ζε 3 επακαθήρεζξ), βζα ημκ αηνζαή 

οπμθμβζζιυ ημο ανζειμφ ηςκ πανάζζηςκ πμο είπακ ιεηαηναπεί απυ αλεκζηά 

αιαζηζβςηά ζε πνμιαζηζβςηά βζα ηάεε έκα απυ ηα 10 ζηεθέπδ. 

 

2.2.5.3 Απνηειέζκαηα θαη Σπδήηεζε 

Μεηά απυ έηεεζδ ηςκ πνμµαζηζβςηχκ ιμνθχκ ζε ζοκεήηεξ δζαθμνμπμίδζδξ 

(αθθαβή ηδξ εενιμηναζίαξ απυ ημοξ 26 μC ζημοξ 37 μC ηαζ ημο pH ημο οθζημφ 

ηοηηανμηαθθζένβεζαξ απυ 7.2 ζε 5.5, απμοζία ηοηηάνμο-λεκζζηή), ηα πανάζζηα 

πνεζάζηδηακ απυ 2 έςξ 5 διένεξ πνμηεζιέκμο υθα ή ημ ιεβαθφηενμ ιένμξ 

ηςκ πανάζζηςκ ζηδκ ηαθθζένβεζα κα ιεηαηναπεί ζε αλεκζηά αιαζηζβςηά in 

vitro.  

Ζ ιεθέηδ έδεζλε δζαθμνέξ ζημ πνυκμ ιεηαηνμπήξ ηςκ πνμµαζηζβςηχκ 

ιμνθχκ ηςκ 10 ζηεθεπχκ ζε αλεκζηά αιαζηζβςηά, in vitro, ιεηαλφ ηςκ 2 

οπμβεκχκ L. donovani ηαζ L. infantum. Σα ζηεθέπδ L. infantum πνεζάζηδηακ 

ιζηνυηενμ πνμκζηυ δζάζηδια (2 – 3 διένεξ) πνμηεζιέκμο υθα ηα πανάζζηα 

(100%) κα ιεηαηναπμφκ ζε ζπέζδ ιε αοηά ημο L. donovani πμο πνεζάζηδηακ 

ιεβαθφηενμ πνμκζηυ δζάζηδια (4 – 5 διένεξ) πνμηεζιέκμο ζπεδυκ υθμξ μ 

πθδεοζιυξ ημοξ (97 – 98%) κα ιεηαηναπεί ζε αλεκζηά αιαζηζβςηά (Πίκαηαξ 

6). Σμ θαζκυιεκμ αοηυ, δ ζδζυηδηα δδθαδή ηάπμζςκ ζηεθεπχκ κα 

πνμζανιυγμκηαζ πζμ εφημθα ζημ ζχια ηςκ ζπμκδοθςηχκ λεκζζηχκ, κα 

πάκμοκ ημ ελςηοηηανζηυ ιαζηίβζυ ημοξ ηαζ κα ιεηαηνέπμκηαζ πζμ βνήβμνα ζε 
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αιαζηζβςηέξ ιμνθέξ, πζεακυκ κα ζπεηίγεηαζ άιεζα ιε ηδκ ιμθοζιαηζηή 

ζηακυηδηά ημοξ. Έηζζ, ηα ζηεθέπδ πμο ιεηαηνέπμκηαζ πζμ βνήβμνα απυ 

πνμιαζηζβςηά ζε αιαζηζβςηά, πζεακυκ κα ιμθφκμοκ πζμ βνήβμνα/ιε 

ιεβαθφηενδ επζηοπία ηα ιαηνμθάβα ημο ζπμκδοθςημφ λεκζζηή ηαζ δ ελέθζλδ 

ηδξ αζεέκεζαξ απυ ηέημζα ζηεθέπδ κα είκαζ πζμ εοδυηζιδ. Δπζπθέμκ, ηα ζηεθέπδ 

L. infantum πνεζάζηδηακ ιζηνυηενμ πνμκζηυ δζάζηδια (24 – 28 hr) 

πνμηεζιέκμο υθα ηα πανάζζηα (100%) κα ιεηαηναπμφκ απυ αλεκζηά 

αιαζηζβςηά ζε πνμιαζηζβςηά ζε ζπέζδ ιε αοηά ημο L. donovani πμο 

πνεζάζηδηακ ιεβαθφηενμ πνμκζηυ δζάζηδια (38 – 48 hr) (Πίκαηαξ 6). Αοηυ 

ιπμνεί κα ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ ηαθφηενδ πνμζανιμβή ηςκ αιαζηζβςηχκ ιμνθχκ 

ημο πανάζζημο ζημ ζχια ημο αζπυκδοθμο λεκζζηή, ιε απμηέθεζια ηδκ πζμ 

βνήβμνδ ιεηαηνμπή ημο πανάζζημο απυ ηδκ αιαζηζβςηή ιμνθή ζηδκ 

πνμιαζηζβςηή ηαζ έηζζ ηαζ δ ιεηάδμζδ ηςκ πανάζζηςκ ζημοξ ζπμκδοθςημφξ 

λεκζζηέξ κα είκαζ πζμ επζηοπήξ.  
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Πίλαθαο 6: Πμζμζηυ ηςκ 10 οπυ ιεθέηδ ζηεθεπχκ πμο ιεηαηνάπδηακ απυ 

πνμιαζηζβςηέξ ζε αλεκζηέξ αιαζηζβςηέξ ιμνθέξ, in vitro. Πανμοζζάγεηαζ 

επίζδξ ημ πνμκζηυ δζάζηδια πμο πνεζάζηδηακ μζ πνμιαζηζβςηέξ ιμνθέξ 

πνμηεζιέκμο κα ιεηαηναπμφκ ζε αλεκζηά αιαζηζβςηά ηαζ ακηίζηνμθα ιεηά 

απυ πνμζανιμβή ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζε ηαηάθθδθδ εενιμηναζία ηαζ pH βζα 

ηάεε πενίπηςζδ.  
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2.2.6 Μειέηε ηεο επηβίωζεο ηνπ παξάζηηνπ ζε δηαθνξεηηθέο 

ζπγθεληξώζεηο ηωλ αληηιεϊζκαληαθώλ θαξκάθωλ Glucantime, 

Amphotericin B θαη Miltefosine.  

Μεθεηήεδηε δ ζηακυηδηα επζαίςζδξ ηςκ 10 ζηεθεπχκ ζε δζαθμνεηζηέξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ 3 θανιαηεοηζηχκ ζηεοαζιάηςκ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ 

βζα ηδ εεναπεία ηδξ κυζμο, βζα 6 διένεξ (IC50, δ ζοβηέκηνςζδ ημο θανιάημο 

πμο έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδκ ιείςζδ ημο πθδεοζιμφ ηςκ πανάζζηςκ ηαηά 

50%). Σα θάνιαηα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ είκαζ: ημ Glucantime (Aventis – 

France), δ Amphotericine B (Bristol – Myers Squibb – France) ηαζ ημ 

Miltefosine (Virbac – France).  

 

2.2.6.1 Δηζαγσγή  

Τν Glucantime (Aventis – France), (meglumine antimoniate, πεκηαζεεκέξ 

ακηζιυκζμ) έπεζ ίδζεξ ζδζυηδηεξ ιε ημ ΢ηζαμβθοημκζηυ Νάηνζμ (Sodium 

Stibogluconate) (Reynolds, 1989). Ο ιδπακζζιυξ δνάζδξ πζεακμθμβείηαζ υηζ 

ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ ακαζημθή ηδξ βθοημθοηζηήξ δνάζδξ ηαζ ηδξ μλείδςζδξ ηςκ 

θζπανχκ μλέςκ. Αοηυ έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδκ ιεζςιέκδ ακηζμλεζδςηζηή 

άιοκα ηαζ ηδκ ιεζςιέκδ ζφκεεζδ ηδξ ηνζθςζθμνζηήξ αδεκμζίκδξ (ATP), δ 

μπμία ηαζ πανέπεζ ηδκ απαναίηδηδ εκένβεζα βζα ηδκ επζαίςζδ ημο πανάζζημο, 

έηζζ χζηε δ εθάηηςζδ ηδξ παναβςβήξ εκένβεζαξ είκαζ ηεθζηά αοηυ πμο 

πζεακυκ μδδβεί ζημ εάκαημ ημο πανάζζημο (Berman, 1988). Δκχ ημ 

πεκηαζεεκέξ ακηζιυκζμ (Δζηυκα 31) πανμοζζάγεζ εθαηηςιέκδ in vitro 

δναζηζηυηδηα έκακηζ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο πανάζζημο, δεκ έπεζ 

πνμζδζμνζζηεί αηυια εάκ έπεζ επζθεηηζηή δνάζδ έκακηζ ηςκ αιαζηζβςηχκ 
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ιμνθχκ. Τπάνπμοκ υιςξ ιεθέηεξ πμο απμδεζηκφμοκ ηδκ εκδμηοηηάνζα 

ιεηαηνμπή πμζυηδηαξ ηδξ πμνδβμφιεκδξ δμζμθμβίαξ ζε ηάπμζμ πζεακυ 

ηνζζεεκή ακαζημθέα ηςκ βθοημθοηζηχκ εκγφιςκ (W.H.O., 1990; Demicheli, 

2002; Goodwin, 1995; Frézard, 2001; Lima, 2009). 

H

H

H

H

HO

HO
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Δηθόλα 31: Υδιζηή δμιή ημο ιμνίμο ημο πεκηαζεεκέξ ακηζιμκίμο 

 

Ζ Amphotericin B (Bristol – Myers Squibb – France) είκαζ έκα πμθοεκζηυ 

ακηζιοηδηζαζζηυ θάνιαημ. Πανά ηδκ ημλζηή ημο δνάζδ πμνδβείηαζ εκδμθθέαζα 

βζα ηδκ εεναπεία ζοζηδιαηζηχκ θμζιχλεςκ ηαζ εεςνείηαζ θάνιαημ 1δξ 

βναιιήξ ζηδκ εεναπεία ηδξ θεσζιακίαζδξ. Ζ πδιζηή δμιή ημο θανιάημο 

παναηηδνίγεηαζ απυ ηδκ φπανλδ πμθθχκ ζογεοβιέκςκ δζπθχκ δεζιχκ 

(πμθοέκζα) ζε έκα ιαηνμηοηθζηυ θαηημκζηυ δαηηφθζμ. Ηδζαίηενμ παναηηδνζζηζηυ 

ζηδκ δμιή ηδξ Αιθμηενζηίκδξ Β είκαζ δ ιοημγαιίκδ (Δζηυκα 32). Ζ 

Αιθμηενζηίκδ Β είκαζ επαιθμηενίγμοζα μοζία, πμο ακηζδνά ςξ μλφ ή αάζδ, 

απυ υπμο ηαζ δ μκμιαζίαξ ηδξ. ΋πςξ υθα ηα πμθοεκζηά ακηζαζμηζηά, είκαζ 

οδνυθμαδ. ΢οκδέεηαζ ιε μνζζιέκεξ ζηενυθεξ (ηονίςξ ενβμζηενυθδ) ηδξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ ημο ζηυπμο (Δζηυκα 33). Σεθζηυ απμηέθεζια 

http://www.springerlink.com/content/505781m464346478/fulltext.html#CR4
http://www.springerlink.com/content/505781m464346478/fulltext.html#CR8
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ηδξ δνάζδξ ημο θανιάημο εεςνείηαζ μ εάκαημξ ημο ηοηηάνμο – ζηυπμο πμο 

ιέπνζ πνυζθαηα πζζηεουηακ υηζ επένπεηαζ απυ ηδ δζαηαναπή ηδξ δμιήξ ηαζ 

ηδξ θεζημονβίαξ ηδξ ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ. Πθέμκ υιςξ εεςνείηαζ 

υηζ μ εάκαημξ ημο ζηυπμο επένπεηαζ απυ πζμ πμθφπθμηεξ δζαδζηαζίεξ. Γζα ηδ 

ιείςζδ ηδξ ημλζηυηδηαξ ηαζ ηδ δοκαηυηδηα παναηεηαιέκδξ εεναπείαξ, 

πνδζζιμπμζείηαζ δ ιμνθή ηδξ Αιθμηενζηίκδξ Β εκζςιαηςιέκδ ζε θζπμζχιαηα 

(Λζπμζςιζηή Αιθμηενζηίκδ Β) (Υαθεαεθάηδξ, 1994). 

Δηθόλα 32: Υδιζηή δμιή ημο ιμνίμο ηδξ Αιθμηενζηίκδξ Β. 

 

Δηθόλα 33: ΢πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ημο ιδπακζζιμφ δνάζδξ ηδξ 

Αιθμηενζηίκδξ Β. 
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Τν Miltefosine (Virbac – France), (hexadecylphosphocholine) (Δζηυκα 34), 

είκαζ έκα κέμ θάνιαημ ζηδ θανέηνα ηςκ ηθζκζηχκ βζαηνχκ βζα ηδκ 

ηαηαπμθέιδζδ ηδξ θεσζιακίαζδξ ηαζ ημ πνχημ θάνιαημ, ηαηά ημο πανάζζημο 

Leishmania, πμο ιπμνεί κα πμνδβδεεί per os. Σμ Miltefosine είκαζ έκα 

ακάθμβμ θςζθμθζπζδίμο πμο ζοκίζηαηαζ απυ εζηένεξ ιε πμζηίθεξ ιαηνάξ 

αθφζμοξ απυ ηεημνεζιέκεξ ηαζ αηυνεζηεξ αθηοθζηέξ μιάδεξ. Έπεζ απμδεζπηεί 

υηζ έπεζ πανυιμζα δμιή ιε ζοζηαηζηά πμο ιεηααμθίγμκηαζ απυ ηδ Leishmania. 

Πμθθαπθέξ ιεθέηεξ δείπκμοκ υηζ δ Μζθηεθμζίκδ εηδδθχκεζ ηδκ ακηζ-

θεσζιακζαηή ηδξ δνάζδ ζημπεφμκηαξ ζηζξ ιεηααμθζηέξ μδμφξ ηςκ 

θςζθμθζπζδίςκ ζημ πανάζζημ (άιεζδ επίδναζδ ζημ ιεηααμθζζιυ ηδξ 

θςζθαηζδοθμ-ζκμζζηυθδξ). Ζ Μζθηεθμζίκδ είκαζ εθαθνχξ θζπυθζθδ ηαζ 

οδνυθμαδ ηαζ επμιέκςξ ιπμνεί κα δζεζζδφεζ ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ ηαζ κα 

πνμηαθεί βνήβμνμ ηαζ έκημκμ ιεηααμθζζιυ ηςκ αζεενζηχκ θςζθμθζπζδίςκ ζηδ  

Leishmania (Achterberg, 1987; Achterberg, 1987). 

Δηθόλα 34: Υδιζηή δμιή ηδξ Μζθηεθμζίκδξ 

 

2.2.6.2 Μεζνδνινγία 

Ζ ιεθέηδ ηδξ ακημπήξ ηςκ 10 ζηεθεπχκ ζηα ηνία θάνιαηα έβζκε ζημ ζηάδζμ 

ημο πνμιαζηζβςημφ ηαηά ηδκ θμβανζειζηή θάζδ ηδξ ακάπηολήξ ημο. Γζα ημ 

ζημπυ αοηυ πνμιαζηζβςηά, ζε ανπζηυ πθδεοζιυ 1 x 106 /ml, 

ακαηαθθζενβήεδηακ ζε 5 ml ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ RPMI 1640 (Πανάνηδια 
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4.4) ζημοξ 26 oC 1, ζε ζηείνα 6 - well plates. Γζα ηάεε ζηέθεπμξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ πανάθθδθα 5 δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ 3 οπυ 

ιεθέηδ θανιάηςκ ηαζ έκαξ ιάνηοναξ (Control) πςνίξ ηδκ πνμζεήηδ 

θανιάημο. Πνμηεζιέκμο κα πνμζδζμνζζηεί ημ IC50 ημο ηάεε ζηεθέπμοξ ζηα 3 

θάνιαηα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ, δ εθάπζζηδ ζοβηέκηνςζδ ημο θανιάημο 

ζημ πείναια ήηακ δ εθάπζζηδ πμο ζοκίζηαηαζ απυ ηδκ ηάεε εηαζνία, βζα ηάεε 

kg ζςιαηζημφ αάνμοξ, βζα ηδ εεναπεία ηδξ κυζμο ζημκ άκενςπμ. Γζα ημοξ 

ζημπμφξ ηδξ ιεθέηδξ έβζκε ακαβςβή ημο kg ζςιαηζημφ αάνμοξ ζε ml 

ηαθθζένβεζαξ. ΢ηδκ ζοκέπεζα, δ ζοβηέκηνςζδ ημο θανιάημο ακά ml 

ηαθθζένβεζαξ αολακυηακ δζαδμπζηά απυ 2 έςξ 8 θμνέξ (Πίκαηαξ 7). Σνεζξ 

επακαθήρεζξ πναβιαημπμζήεδηακ ηαοηυπνμκα βζα ηάεε ζηέθεπμξ ηαζ βζα ηάεε 

θάνιαημ, λεπςνζζηά, ηάης απυ ίδζεξ ζοκεήηεξ, εκχ ημ ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ ιε 

ηζξ ακάθμβεξ αναζχζεζξ ημο θανιάημο ακηζηαείζηακημ ιε θνέζημ ηάεε 2δ 

ιένα, ιεηά απυ θοβμηέκηνδζδ ηςκ well plates ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ζηα 

700 x g,  βζα 10 min, πςνίξ θνέκμ. Οζ ιεηνήζεζξ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ζηζξ 

ηαθθζένβεζεξ, ιε ηζξ δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ 3 θανιάηςκ, ηαεχξ ηαζ 

ημο ιάνηονα, βζα ηάεε ζηέθεπμξ, πναβιαημπμζμφκηακ ηάεε διένα, βζα 6 

διένεξ, ιε ηδκ πνήζδ ημο αζιμηοηηανυιεηνμο ηαζ ημο μπηζημφ ιζηνμζημπίμο 

(x40). Γζα ημ ζημπυ αοηυ, 0.1 ml απυ ηδκ ηαθθζένβεζα αναζχεδηε 1/10 ζε 

δζάθοια θμνιαθδεΰδδξ 10% ζε PBS πνμηεζιέκμο κα αηζκδημπμζδεμφκ ηα 

πανάζζηα ηαζ κα είκαζ εοημθυηενδ δ ιέηνδζή ημοξ (Δκυηδηα 2.2.2.2 ). 
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Πίλαθαο 7: Οζ ζοβηεκηνχζεζξ θανιάημο πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηάεε 

ζηεφαζια. Ζ εθάπζζηδ ζοβηέκηνςζδ (Α) πμο πνδζζιμπμζήεδηε ήηακ εηείκδ 

πμο ζοζηήκεηαζ απυ ηδκ ηάεε εηαζνία βζα ηάεε kg ακενχπζκμο ζςιαηζημφ 

αάνμοξ. Έβζκε δ ακαβςβή ημο kg ζςιαηζημφ αάνμοξ ζε ml ηαθθζένβεζαξ ηαζ μζ 

επυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ αολάκμκηακ δζαδμπζηά ηαηά 

2 – 8 θμνέξ. 

 

2.2.6.3 Απνηειέζκαηα θαη Σπδήηεζε  

Ζ επζαίςζδ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ηςκ 10 ζηεθεπχκ πμο εηηέεδηακ ζε 

δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ 3 θανιάηςκ, πνμζδζμνίζηδηε ακάθμβα ιε 

ημκ πθδεοζιυ ηδξ ηαθθζένβεζαξ πμο πνμέηοπηε ηάεε διένα βζα 6 διένεξ, 

ιεηά απυ ιέηνδζή ημοξ ζημ ιζηνμζηυπζμ ιε ηδκ πνήζδ ημο 

αζιμηοηηανυιεηνμο. 

Καηά ηδκ in vitro ιεθέηδ ηδξ ακημπήξ ηςκ 10 οπυ ιεθέηδ ζηεθεπχκ ζημ 

Glucantime, πνμέηορε υηζ ηα 9 απυ ηα 10 ζηεθέπδ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ 
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πνεζάζηδηακ πάκς 800 ιg/ml Glucantime πνμηεζιέκμο κα ιεζςεεί ηαηά ημ 

50% μ πθδεοζιυξ ημοξ (IC50), εκχ 1 ζηέθεπμξ (D4) πνεζάζηδηε 400 ιg/ml 

πνμηεζιέκμο κα ιεζςεεί μ πθδεοζιυξ ημο ηαηά 50%. ΢ε πανάθθδθδ ιεθέηδ 

πμο έβζκε ζηα 2 πανάβςβα ημο θανιάημο Glucantime, SbV (πεκηαζεεκέξ 

ακηζιυκζμ) ηαζ SbIII (ηνζζεεκέξ ακηζιυκζμ) (Δνβαζηήνζμ Μμνζαηήξ 

Παναζζημθμβίαξ, Δθθδκζηυ Ηκζηζημφημ Παζηέν, Αεήκα), ζηα 5/10 ζηεθέπδ 

(«ακεεηηζηά»: Ζ1, D3, D4, D5 ηαζ «εοαίζεδημ»: Ζ2), ηα απμηεθέζιαηα έδεζλακ 

πχξ δ πμζυηδηα ημο θανιάημο πμο πνεζάζηδηε βζα κα ιεζςεεί ηαηά 50% μ 

πθδεοζιυξ ημο ηάεε ζηεθέπμοξ δζέθενε ανηεηά ιεηαλφ ηςκ «ακεεηηζηχκ» ηαζ 

ημο «εοαίζεδημο». Γζα ηα «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ απαζηήεδηακ  40 ιg/ml SbV 

ηαζ < 0,1 - > 2 ιg/ml SbΗΗΗ βζα ημ IC50. ΢ε ακηίεεζδ, βζα ημ ιυκμ εοαίζεδημ 

ζηέθεπμξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε (H2) απαζηήεδηε < 3 ιg/ml SbV ηαζ < 1 ιg/ml 

SbIII βζα ημ IC50. Σα απμηεθέζιαηα ημο IC50 ηςκ 2 απυ ηα 10 ζηεθέπδ 

(«εοαίζεδημ»: D1, «ακεεηηζηυ: D8), ηαζ δ απυηνζζή ημοξ ζημ Glucantime 

θαίκμκηαζ εκδεζηηζηά ζηα Γναθήιαηα 10 ηαζ 11. Σα απμηεθέζιαηα ηαζ ηςκ 10 

ζηεθεπχκ θαίκμκηαζ ζοβηεκηνςηζηά ζηα Πανανηήιαηα 5.4 – 5.5.  

Ζ πανμοζία ηδξ Amphotericin B μδήβδζε ζε ζηαδζαηή ιείςζδ ημο πθδεοζιμφ 

ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ηαζ ηςκ 10 ζηεθεπχκ. Ζ επίδναζδ ημο 

θανιάημο ήηακ εκημκυηενδ ζηα «εοαίζεδηα ζηεθέπδ». ΢ηα 3 απυ ηα 5 

«εοαίζεδηα» ζηεθέπδ (H1, D2, D7), μ πθδεοζιυξ εθαηηχεδηε ζε πμζμζηά 40 

- 50% απυ ηδκ 2δ διένα, ζηδ ζοβηέκηνςζδ 1,5 ιg/ml ημο θανιάημο, εκχ ζηζξ 

ιεβαθφηενεξ ζοβηεκηνχζεζξ ή ιεβαθφηενα πνμκζηά δζαζηήιαηα έθηαζε ζημ 

100%. Δλαίνεζδ πανμοζίαζε ημ ζηέθεπμξ D1 μ πθδεοζιυξ ημο μπμίμο 

ιεζχεδηε ηαηά 50% ηδκ 5δ διένα ζηδκ ζοβηέκηνςζδ 1,5 ιg/ml, ηδκ 3 διένα 

ζηδκ ζοβηέκηνςζδ 3 ιg/ml, εκχ ηδκ 2 διένα ζηδκ ζοβηέκηνςζδ 6 ιg/ml υθμξ 
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μ πθδεοζιυξ ηςκ πανάζζηςκ ελαθείθεδηε. Δλαίνεζδ πανμοζζάγεζ ηαζ ημ 

ζηέθεπμξ D6, μ πθδεοζιυξ ημο μπμίμο πανυθμ πμο ιεζχεδηε ηαηά 50% ζηδκ 

ζοβηέκηνςζδ 6 ιg/ml ηαζ 12 ιg/ml ηζξ διένεξ 4 ηαζ 3 ακηίζημζπα, μ πθδεοζιυξ 

ηςκ πανάζζηςκ δε ιεζχεδηε ζε πμζμζηυ 100% πνζκ απμ ηδκ 6δ διένα.  

΋ζμκ αθμνά ζηα «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ, πανυθμ πμο μ πθδεοζιυξ ημοξ 

ιεζχεδηε ηαηά 50% ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ 1,5 – 3 ιg/ml ηαηά ηδκ 3δ ηαζ 4δ 

διένα ακηίζημζπα, μ πθδεοζιυξ ημοξ δε ιεζχεδηε ζε πμζμζηυ 100% πνζκ ηδκ 

6δ διένα. Σα απμηεθέζιαηα ηςκ 2 απυ ηα 10 ζηεθέπδ («εοαίζεδημ»: D1, 

«ακεεηηζηυ: D8) ηαζ δ απυηνζζή ημοξ ζημ θάνιαημ θαίκμκηαζ εκδεζηηζηά ζηα 

Γναθήιαηα 12 ηαζ 13. Σα απμηεθέζιαηα ηαζ ηςκ 10 ζηεθεπχκ θαίκμκηαζ 

ζοβηεκηνςηζηά ζηα Πανανηήιαηα 5.6 – 5.7. 

Καζ ηα 10 ζηεθέπδ, είηε πανμοζίαζακ ακημπή είηε εοαζζεδζία ζημ Glucantime 

ηαζ ηδκ Amphotericin B, έδεζλακ ελίζμο ιεβάθδ εοαζζεδζία ζε υθεξ ηζξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ημο κέμο θανιάημο Miltefosine (1,25 – 20 ιg/ml), απυ ηδκ 

πνχηδ ηζυθαξ διένα. Σα απμηεθέζιαηα ηςκ 2 απυ ηα 10 ζηεθέπδ 

(«εοαίζεδημ»: D1, «ακεεηηζηυ: D8) ηαζ δ απυηνζζή ημοξ ζημ θάνιαημ αοηυ, 

θαίκμκηαζ εκδεζηηζηά ζηα Γναθήιαηα 14 ηαζ 15. Σα απμηεθέζιαηα ηαζ ηςκ 10 

ζηεθεπχκ θαίκμκηαζ ζοβηεκηνςηζηά ζηα Πανανηήιαηα 5.8 – 5.9. 
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Γξαθήκαηα 10 -15: Ο νοειυξ εθάηηςζδξ ημο πθδεοζιμφ εκυξ 

ακηζπνμζςπεοηζημφ «Δοαίζεδημο» (D1) ηαζ «Ακεεηηζημφ» (D8) ζηεθέπμοξ 

ιεηά απυ έηεεζή ημοξ ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ 3 δζαθμνεηζηχκ 

θανιάηςκ βζα 1-6 διένεξ. ΋θα ηα βναθήιαηα ηαζ μζ πίκαηεξ πμο αθμνμφκ 

ζηα απμηεθέζιαηα ηαζ ηςκ 10 ζηεθεπχκ πανμοζζάγμκηαζ ζηα Πανανηήιαηα 

5.4 – 5.9.  
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Ζ ακημπή ηςκ 10 ζηεθεπχκ ζηα θάνιαηα εηηζιήεδηε ιε ημκ ζοκοπμθμβζζιυ 

ηςκ ελήξ παναιέηνςκ: ηδ ζοβηέκηνςζδ ημο θανιάημο, ημ πνμκζηυ δζάζηδια 

ηςκ 6 διενχκ ηαζ ημκ πθδεοζιυ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο πανάζζημο 

ηαζ βζα ηζξ 6 διένεξ ημο πεζνάιαημξ. Καζ μζ 3 αοημί πανάιεηνμζ 

ζοιπενζθήθεδηακ ζημκ ηφπμ rd = sd / so έηζζ χζηε κα πνμηφρεζ έκαξ ανζειυξ 

βζα ηάεε ζηέθεπμξ μ μπμίμξ κα δδθχκεζ ημκ ααειυ ακημπήξ ημο ζηεθέπμοξ ζημ 

ζοβηεηνζιέκμ θάνιαημ. Έηζζ, βζα ηάεε ζοβηέκηνςζδ θανιάημο (rd), 

οπμθμβίζηδηε μ νοειυξ ιεηααμθήξ (Sd) ημο πθδεοζιμφ ςξ πνμξ ημ πνυκμ 

(So) (Πίκαηαξ 8). Γζα ηάεε ιζα απυ ηζξ 5 ζοβηεκηνχζεζξ θανιάημο πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ οπμθμβίζηδηε μ θυβμξ ημο νοειμφ ιεηααμθήξ ημο 

πθδεοζιμφ, βζα ηδ ζοβηέκηνςζδ ημο θανιάημο ζηδκ μπμία πνμέηορε ημ IC50, 

ςξ πνμξ ημ νοειυ ιεηααμθήξ ημο πθδεοζιμφ ιάνηονα ηδκ ίδζα διένα. Ο 

θυβμξ αοηυξ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ημκ οπμθμβζζιυ ημο ζδιείμο ακαθμνάξ ηδξ 

ακαζημθήξ ηδξ ακάπηολδξ ημο πθδεοζιμφ, (ςξ μ νοειυξ ιεηααμθήξ ημο rd ςξ 

πνμξ d x (-103) ηαζ θαιαάκεζ οπυρζκ υθμοξ ημοξ πνυκμοξ ηαζ βζα υθεξ ηζξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο ζηζξ μπμίεξ ειθακίζηδηε IC50 ).  

Αοηυ πμο πνμέηορε ιεηά ηδκ ακάθοζδ ηςκ παναιέηνςκ, ιε ημκ παναπάκς 

ηφπμ, ήηακ υηζ υζμ ιζηνυηενμ ήηακ ημ ζδιείμ ακαθμνάξ ηδξ ακάπηολδξ, ηυζμ 

ιεβαθφηενδ ήηακ δ ακημπή ημο ζηεθέπμοξ ζημ θάνιαημ. Αοηυ υιςξ δεκ ίζποε 

ζηδκ πενίπηςζδ ημο Glucantime υπμο, υζμ ιζηνυηενμ ήηακ ημ ζδιείμ 

ακαθμνάξ ηδξ ακάπηολδξ, ηυζμ ιζηνυηενδ ήηακ δ ακημπή ημο ζηεθέπμοξ ζημ 

θάνιαημ. ΢ηδκ πενίπηςζδ ηδξ Amphotericin B ηαζ ημο Miltefosine μ ιέζμξ 

υνμξ ηςκ ζδιείςκ ακαθμνάξ ηδξ ακάπηολδξ βζα ηα «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ ήηακ 

51,4 ηαζ 108,6 ακηίζημζπα ηαζ βζα ηα «εοαίζεδηα» ήηακ 100,2 ηαζ 120,6 

ακηίζημζπα. Ακηίεεηα, βζα ημ Glucantime, μ ιέζμξ υνμξ ηςκ ζδιείςκ ακαθμνάξ 
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ηδξ ακάπηολδξ βζα ηα «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ ήηακ 90,8 ηαζ βζα ηα «εοαίζεδηα» 

57. (Πίκαηαξ 8 ).  

 

 

Πίλαθαο 8: Βαειυξ ακημπήξ ημο ηάεε ζηεθέπμοξ ζημ θάνιαημ. Πνμηεζιέκμο 

κα οπμθμβζζηεί μ ααειυξ αοηυξ, οπμθμβίζηδηε μ νοειυξ ιεηααμθήξ ημο 

πθδεοζιμφ ηςκ πανάζζηςκ (sd) ςξ πνμξ ημ πνυκμ (so) βζα ηάεε ζοβηέκηνςζδ 

(rd) ηςκ 3 θανιάηςκ (rd = sd / so). 
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2.2.7 Μειέηε ηωλ πξωηεϊληθώλ δηαθνξώλ κεηαμύ ηωλ 

πξνµαζηηγωηώλ κνξθώλ 2 «αλζεθηηθώλ» θαη 2 «επαίζζεηωλ» 

ζηειερώλ ηνπ παξάζηηνπ Leishmania 

2.2.7.1 Δηζαγσγή  

Ο υνμξ „πνςηέςια‟ πνδζζιμπμζήεδηε βζα πνχηδ θμνά ημ 1994 απυ ημκ Marc 

Wilkins ηαηά ηδκ δζάνηεζα εκυξ ζοκεδνίμο, βζα κα πενζβνάρεζ „ημ ζφκμθμ ηςκ 

πξσηεσκχκ (πνςηε..) πμο πανάβεηαζ απυ έκα βέκσκα (…ςια) ζε ιζα 

πνμκζηή ζηζβιή‟ (Wasinger, 1995). Σμ „ζε ιζα πνμκζηή ζηζβιή‟ είκαζ ζδιακηζηυ 

ηαεχξ, εκχ ηα ηφηηανα εκυξ μνβακζζιμφ πενζέπμοκ πακμιμζυηοπμ βέκςια, 

ημ ζφκμθμ ηςκ πνςηεσκχκ πμο εηθνάγμοκ είκαζ δζαθμνεηζηυξ ακάθμβα ιε ημκ 

ζζηυ ηαζ ηδ πνμκζηή ζηζβιή πμο ιεθεηάηαζ. ΢οκεπχξ, ημ βέκςια είκαζ έκα ηαζ 

ιμκαδζηυ ηαζ πανάβεζ πμθθά πνςηεχιαηα ακάθμβα ιε ηα ενεείζιαηα πμο 

θαιαάκεζ ημ ηφηηανμ, ηδ εέζδ πμο ανίζηεηαζ ζημοξ ζζημφξ ηηθ.  

Πζμ ζοβηεηνζιέκα, μζ πνςηεΐκεξ είκαζ ηα δμιζηά ηαζ θεζημονβζηά ζοζηαηζηά ημο 

μνβακζζιμφ, εκχ ημ βμκζδίςια είκαζ ημ ανπείμ πθδνμθμνζχκ πμο νοειίγεζ ηδ 

ζφζηαζδ ηαζ ηδκ παναβςβή ημοξ. Ζ βεκεςιζηή αημθμοεία δεκ έπεζ ηδ 

δοκαηυηδηα κα ιαξ πθδνμθμνήζεζ πχξ ηαζ πμζεξ πνςηεΐκεξ αθθδθεπζδνμφκ 

ιεηαλφ ημοξ ή κα επζζδιάκεζ πμζεξ ηοηηανζηέξ πνςηεΐκεξ εα παναπεμφκ ηάης 

απυ δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ. Έηζζ, δ πθδνμθμνία πμο παίνκμοιε απυ ηδ 

πανημβνάθδζδ ημο βμκζδζχιαημξ είκαζ πενζμνζζιέκδ, ιζαξ ηαζ μζ πνςηεΐκεξ 

είκαζ εηείκεξ πμο εα ηαεμνίζμοκ άιεζα ηζξ ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ. Αοηυ είπε 

ζακ απμηέθεζια ηδκ αφλδζδ ημο εκδζαθένμκημξ ζηδκ ηαηακυδζδ ηδξ 

θεζημονβίαξ ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ ηςκ πνςηεσκζηχκ ζοζηδιάηςκ (Fountoulakis 

and Takacs, 2001). Σμ ιεβαθφηενμ πθεμκέηηδια ηδξ πνςηεςιζηήξ είκαζ δ 
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δοκαηυηδηά ηδξ κα ηαοημπμζεί ηαζ κα παναηηδνίγεζ ηζξ πνςηεΐκεξ, πμο είκαζ ηαζ 

ημ ηεθζηυ αζμθμβζηυ πνμσυκ. Σμ πθεμκέηηδια αοηυ είκαζ ζδιακηζηυ ιζαξ ηαζ μ 

ιεβαθφηενμξ υβημξ ηςκ θανιαηεοηζηχκ πανειαάζεςκ ηαζ δ δδιζμονβία 

δζαβκςζηζηχκ ηεζη έπμοκ ζακ ζηυπμ ηζξ πνςηεΐκεξ. Ο απχηενμξ ζηυπμξ ηδξ 

«πνςηεςιζηήξ» είκαζ δ πνδζζιμπμίδζδ ηςκ πεζναιαηζηχκ πμνζζιάηςκ βζα 

ηδκ παναβςβή απμηεθεζιαηζηυηενςκ θανιάηςκ, ιε θζβυηενεξ πανεκένβεζεξ. 

Ζ πνςηεςιζηή πνδζζιμπμζείηαζ ζήιενα εονέςξ ζηδκ ηθζκζηή δζάβκςζδ, ηαζ 

εθανιυγεηαζ ζηδκ ακίπκεοζδ ιμθοζιαηζηχκ αζεεκεζχκ, ηανηίκςκ ηαζ 

κεονμθμβζηχκ ή ηανδζαηχκ κμζδιάηςκ (Fountoulakis, 2004). 

Ζ αθθδθμοπία ημο βμκζδζχιαημξ ηδξ L. major Friedlin (~ 33.6 Mb) είκαζ 

δζαεέζζιδ ζήιενα ηαζ δ πνςηεςιζηή είκαζ ιζα ηαθή ιέεμδμξ βζα ημκ 

πνμζδζμνζζιυ ηςκ πνςηεσκχκ πμο πανάβμκηαζ ζηα δζάθμνα ζηάδζα ηδξ 

ακάπηολδξ ζηεθεπχκ ημο πανάζζημο Leishmania (Thiel, 2001; El Fakhry, 

2002; Nugent, 2004), πμο ιπμνεί κα ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ πμθθαπθαζζαζηζηή ή 

ηαζ ηδκ ιμθοζιαηζηή ζηακυηδηά ηδξ, άνα ηαζ ιε ηδκ παεμβέκεζά ηδξ (de Araujo 

Soares, 2003). Μενζηέξ απυ αοηέξ ηζξ πνςηεΐκεξ πζεακυκ κα είκαζ ζηυπμζ βζα 

θάνιαηα ηαζ ιδπακζζιμφξ ακημπήξ (Drummelsmith, 2003).  

Ζ έκκμζα ηδξ πνςηεςιζηήξ πενζθαιαάκεζ: 

1. Σδκ ακίπκεοζδ ηαζ ηαοημπμίδζδ υθςκ ηςκ πνςηεσκχκ πμο δφκαηαζ κα 

πανάβεζ o μνβακζζιυξ, 

2. Σδκ ελαηνίαςζδ ημο ηνυπμο αθθδθεπίδναζδξ ημοξ ηαζ ηδκ πενζβναθή 

ηςκ δζηηφςκ ιεηαβςβήξ ιδκοιάηςκ πμο απανηίγμκηαζ απυ πνςηεΐκεξ,  

3. Σδκ πενζβναθή ηδξ ηνζζδζάζηαηδξ δμιήξ ηςκ πνςηεσκχκ. 

Σμ πνςηέςια είκαζ πζμ πενίπθμημ, ζε ζπέζδ ιε ημ βμκζδίςια. Σα βμκίδζα είκαζ 

βναιιζηά (εηηυξ απυ ημ βμκζδίςια ηςκ πθαζιζδίςκ ηαζ ηςκ πθςνμπθαζηχκ 
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πμο είκαζ ηοηθζηυ) ηαζ απμηεθμφκηαζ απυ DNA. Σμ αθθάαδημ ημο DNA 

πενζθαιαάκεζ ηέζζενζξ αγςημφπεξ αάζεζξ, ηδκ αδεκίκδ (Α), ηδ εοιίκδ (Σ), ηδ 

βμοακίκδ (G) ηαζ ηδκ ηοημζίκδ (C), δ αημθμοεία ηςκ μπμίςκ ηαεμνίγεζ ηδκ 

αθθδθμοπία ηςκ αιζκμλέςκ, δδθαδή ηςκ 20 δμιζηχκ ζημζπείςκ πμο 

απανηίγμοκ ιία πνςηεΐκδ. 

Δκημφημζξ, δ βκχζδ ηδξ αιζκμλζηήξ αθθδθμοπίαξ δεκ ζοκεπάβεηαζ βκχζδ ηδξ 

ηνζζδζάζηαηδξ δμιήξ ιίαξ πνςηεΐκδξ, ηδξ θεζημονβίαξ ηδξ ηαζ ηςκ 

αθθδθεπζδνάζεχκ ηδξ ιε άθθεξ πνςηεΐκεξ. Δπζπθέμκ, μζ πνςηεΐκεξ 

ηνμπμπμζμφκηαζ ιέζα ζηα ηφηηανα ιε ηδκ πνμζεήηδ ζαηπάνςκ ηαζ θζπζδίςκ. 

Ζ ακάπηολδ ηδξ πνςηεςιζηήξ ιπμνεί κα απμδμεεί ζηδκ ακάπηολδ ηδξ 

δζζδζάζηαηδξ δθεηηνμθυνδζδξ ζε πήηηςια πμθοαηνοθαιίδδξ (2D- SDS 

PAGE), ηδξ Φαζιαημβναθίαξ Μάγαξ (MS, mass spectroscopy), ηςκ 

δοκαημηήηςκ ηςκ οπμθμβζζηχκ ηαζ ηςκ θμβζζιζηχκ, ηαεχξ επίζδξ ηαζ ζημ 

πθήεμξ ηςκ πθδνμθμνζχκ πμο απμηηήεδηακ ιεηά απυ ηδκ ακάθοζδ ηδξ 

αθθδθμοπίαξ ημο βμκζδζχιαημξ πμθθχκ μνβακζζιχκ (Foundoulakis; Aebersold 

and Mann, 2003).  

Ζ 2D δθεηηνμθυνδζδ πδηηςιάηςκ είκαζ ιέεμδμξ δθεηηνμθυνδζδξ πμο 

επζηοβπάκεζ ημκ δζαπςνζζιυ ιείβιαημξ πνςηεσκχκ ιε αάζδ ημ ζζμδθεηηνζηυ 

ημοξ ζδιείμ ηαηά ηδκ πνχηδ δζάζηαζδ (1D) (IEF) ηαζ ιε αάζδ ημ ιμνζαηυ ημοξ 

αάνμξ ηαηά ηδκ δεφηενδ δζάζηαζδ (2D) ζε SDS - PAGE (O'Farrell, 1975; 

Fountoulakis and Takacs, 2001). 

Οζ πνςηεΐκεξ ιπμνμφκ κα ζδιακεμφκ πνζκ ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ιε ιεευδμοξ 

υπςξ δ εκζςιαηςιέκδ ναδζεκένβεζα (32P, 35S, 14C, ηθπ) ή ιεηά ηδκ 

δθεηηνμθυνδζδ. ΢ηδκ πενίπηςζδ ζήιακζδξ ιεηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ, μζ 

πνςηεΐκεξ ζηα πδηηχιαηα πνέπεζ κα ιμκζιμπμζμφκηαζ ηαζ κα εηηίεεκηαζ. Οζ 
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ιεεμδμζ ζήιακζδξ – πνχζδξ ηςκ πνςηεσκχκ, ηαεχξ ηαζ ηςκ πενζμνζζιχκ 

πμο έπεζ δ ηάεε ηεπκζηή ιπμνεί κα βίκεζ ιε ηζξ αηυθμοεεξ ιεευδμοξ ακάθμβα 

ιε ημ επζεοιζηυ απμηέθεζια.    

 Radioactive labeling: Λζβυηενμ απυ 1 pg πνςηεΐκδξ ιπμνεί κα 

ακζπκεοηεί. (Westermeier, 2005)  

 Stable isotope labeling: Απαζηεί γςκηακά ηφηηανα, ζοκεπχξ δεκ ιπμνεί 

κα εθανιμζηεί ζε ζζηυ αζμρίαξ, ζςιαηζηά οβνά ηθπ. (Westermeier, 

2005) 

 Coomassie brilliant Blue: Δίκαζ ζοιααηή ιε MS αθθά δεκ απμηεθεί 

εοαίζεδηδ ιέεμδμ (απαζηείηαζ >0,1 ιg πνςηεσκδξ/ηδθίδα). 

(Westermeier, 2005) 

 Negative staining. Πενζζζυηενμ εοαίζεδηδ ιέεμδμξ (<15 ng) απυ ηδκ 

Coomassie Brilliant Blue ηαζ είκαζ ζοιααηή ιε MS (Matsui, 1997; 

Westermeier, 2005) 

 Silver staining: Ακζπκεφεζ <0,2 ng. Δίκαζ ζοιααηή ιε MS αθθά απαζηεί 

ανηεηά ζηάδζα (Westermeier, 2005) 

 Fluorescence staining: Δίκαζ θζβυηενμ εοαίζεδηδ ιέεμδμξ (2 – 8 ng). Οζ 

πνςζηζηέξ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ (ππ SYPRO Ruby) είκαζ ανηεηά 

αηνζαέξ ηαζ απαζηείηαζ ηαζ έκαξ εζδζηυξ ζανςηήξ (scanner) θεμνζζιμφ 

(Westermeier, 2005)   

 Fluorescence labeling: Άθθεξ πνςζηζηέξ, υπςξ δ Cyanine Dye, 

πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα κα ζδιάκμοκ πνςηεΐκεξ πνζκ ημ ζηάδζμ ηδξ 

ζζμδθεηηνζηήξ εζηίαζδξ ηαζ έπμοκ πανυιμζα εοαζζεδζία ηαζ δοκαιζηυ 

εφνμξ ιε ημ Fluorescence staining (Westermeier, 2005). 
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΢ηυπμξ ηδξ ιεθέηδξ ήηακ κα πνμζδζμνζζημφκ μζ πνςηεσκζηέξ δζαθμνέξ 4 

εκδεζηηζηχκ απυ ηα 10 οπυ ιεθέηδ ζηεθέπδ (2 «εοαίζεδηςκ» H1, D2 ηαζ 2 

«ακεεηηζηχκ» H2, D3) πμο πζεακυκ κα ζπεηίγμκηαζ ιε ημ θαζκυιεκμ ηδξ 

ακημπήξ πμο πανμοζζάγμοκ ηα ζηεθέπδ ζηα θάνιαηα (MDR).  

 

 

 

 

Δηθόλα 35:  Ζ ηονζυηενδ δζαθμνά ηδξ πνςηεςιζηήξ απυ πνμδβμφιεκεξ 

ηεπκζηέξ ακάθοζδξ πνςηεσκχκ είκαζ υηζ δ πνςηεςιζηή δεκ ακαθφεζ ηζξ 

πνςηεΐκεξ ιζα πνμξ ιζα αθθά ελεηάγεζ ηαοηυπνμκα πάκς απυ 1800 πνςηεΐκεξ, 

ζε έκα ηαζ ιυκμ πήηηςια (Bobek and Situ, 2003). 
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2.2.7.2 Μεζνδνινγία  

2.2.7.2.1 Πρωηεωμική ανάλσζη - γενικά ζημεία 

Ζ ιεθέηδ έβζκε ζημ ζηάδζμ ημο πνμιαζηζβςημφ ηαηά ηδκ θμβανζειζηή θάζδ ηδξ 

ηαθθζένβεζαξ (Πανάνηδια 4.4). Οζ ιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ ζε 4 (H1, H2, D2, 

D3) απυ ηα 10 οπυ ιεθέηδ ζηεθέπδ ζοθθέπεδηακ ιεηά απυ οπμηοηηανζηή 

ηθαζιαημπμίδζδ ιε ηδ πνήζδ Qiagen kit, ηαζ ακαθφεδηακ ζε δθεηηνμθμνδηζηυ 

πήηηςια πμθοαηνοθαιίδδξ SDS – PAGE (sodium dodecyl sulphate – 

polyacrylamide gel electrophoresis). H ηαοημπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ 

πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ MALDI-TOF MS (Matrix - Assisted Laser Desorption 

/ Ionisation Time – Of - Flight Mass Spectrometry), ιζα κέα ιέεμδμξ βζα ηδκ 

ηαοημπμίδζδ πνςηεσκχκ 

(http://microbiology.wustl.edu/training/Med/Micpath99/11beverley). Ζ 

πνςηεςιζηή ακάθοζδ πναβιαημπμζήεδηε ζημ Ηκζηζημφημ Ηαηνζηήξ ηαζ 

Βζμθμβζηήξ Αηαδδιίαξ Αεδκχκ (ΗΗΒΔΑΑ), ημιέα Βζμηεπκμθμβίαξ, οπυ ηδκ 

ηαεμδήβδζδ ηδξ ηονίαξ Α. Βθάπμο.  
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2.2.7.2.2 Προεηοιμαζία ηοσ δείγμαηος  

Πνμιαζηζβςηά ηςκ 4 ζηεθεπχκ (H1, D2, H2, D3) ηαθθζενβήεδηακ ζε 

ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 (Πανάνηδια 4.4). Μεηά ηδκ 7δ ακαηαθθζένβεζα 

(passage), 1 x 108 πανάζζηα απυ ημ ηάεε ζηέθεπμξ θοβμηεκηνήεδηακ ζε 

εενιμηναζία 4 oC, ζε 700 x g, βζα 10 min. Σμ ίγδια λεπθφεδηε 2 θμνέξ ιε 

PBS, pH 7.2, πνμηεζιέκμο κα αθαζνεεμφκ ηα ζοζηαηζηά ημο ηαθθζενβδηζημφ 

οθζημφ (ηονίςξ μζ πνςηεΐκεξ ημο μνμφ), πνζκ απυ ηδκ επελενβαζία ημοξ βζα 

ηδκ ζοθθμβή ηςκ πνςηεσκχκ ημο πανάζζημο. ΢ηδκ ζοκέπεζα αημθμφεδζε 

ηθαζιαημπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ (fractionation) (Πανάνηδια 4.12), ιε ηδ 

πνήζδ ημο Qproteome Cell Compartment Kit, (Qiagen), ηαζ ζοθθμβή ηςκ 

ιειανακζηχκ πνςηεσκχκ βζα ηδκ ακάθοζή ημοξ ζε δθεηηνμθμνδηζηυ πήηηςια 

πμθοαηνοθαιίδδξ (2D SDS - PAGE). Σμ ίγδια αναζχεδηε ζε 0.5 ml 

δζαθφιαημξ ακαζφζηαζδξ ημο kit ηαζ αημθμφεδζε ηαηαηνήικζζδ ηςκ 

πνςηεσκχκ ιε 1.5 ml αηεηυκδξ, βζα 24 hr, ζημοξ -20 oC. Αημθμφεδζε 

θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 16.000 x g, βζα 30 min, ηαζ απμιάηνοκζδ ημο 

οπενηείιεκμο. Έβζκε ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ζε 1 ml αηεηυκδξ ηαζ 

αημθμφεδζε επχαζδ βζα 15 min ζημοξ -20 oC. Μεηά απυ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 

16.000 x g, βζα 30 min, έβζκε απμιάηνοκζδ ημο οπενηείιεκμο ηαζ ζηέβκςια 

ημο ζγήιαημξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, βζα 20 min. Σμ ίγδια 

δζαθοημπμζήεδηε ζε 200 ιl sample buffer ημ μπμίμ απμηεθμφηακ απυ Urea 

(7M), Thiourea (2M), CHAPS (4%), DTE (1%), IPG (2%), PI (4%) ηαζ ίπκδ 

νδηίκδξ (Πανάνηδια 4.13) πνμηεζιέκμο κα ζοθθέλεζ ηα παναπνμσυκηα ηδξ 

Urea. Ζ ηεθζηή ζοβηέκηνςζδ ηςκ πνςηεσκχκ, υπςξ πνμέηορε ιεηά απυ 

οπμθμβζζιυ ιε ημ Bradford Assay, ήηακ 8 mg/ml δζαθφιαημξ ακαζφζηαζδξ 

(sample buffer). Ζ ορδθή ζοβηέκηνςζδ ηδξ Urea πνεζάγεηαζ βζα ηδκ ιεηαθμνά 
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ηςκ οδνυθμαςκ πνςηεσκχκ ζημ δζάθοια ηαζ βζα ηδκ απμθοβή 

αθθδθεπζδνάζεςκ ιεηαλφ πνςηεσκχκ. Σμ CHAPS είκαζ έκα ορδθήξ 

ηαεανυηδηαξ, ζοβηνζηζηά ιε ημ Triton X-100 ηαζ ημ Nonidet NP-40, 

απμννοπακηζηυ, ημ μπμίμ αολάκεζ ηδκ δοκαηυηδηα ηςκ οδνυθμαςκ 

πνςηεσκχκ κα εζζπςνήζμοκ ζημ πήηηςια. Οζ αιθμθφηεξ αεθηζχκμοκ ηδκ 

δζαθοηυηδηα ηςκ πνςηεσκχκ. Γεκ επδνεάγμοκ ηδκ IEF (Isoelectric Focusing, 

Ηζμδθεηηνζηή εζηίαζδ) βζαηί ιεηαθένμκηαζ ζηα ζζμδθεηηνζηά ζδιεία ημοξ (pIs), 

υπμο απμθμνηίγμκηαζ. Πθέμκ υιςξ δεκ πνδζζιμπμζμφκηαζ θυβς ηδξ 

ακηζηαηάζηαζήξ ημοξ απυ ηθίιαηεξ pH (Immobilized pH Gradient, IPG strips). 

Σμ ζηάδζμ ηδξ πνμεημζιαζίαξ ημο δείβιαημξ είκαζ ημ ηθεζδί βζα ηδκ πμζυηδηα 

ηςκ απμηεθεζιάηςκ. Οζ οδνυθμαεξ πνςηεΐκεξ πνέπεζ κα ιεηαθένμκηαζ ζημ 

δζάθοια, μζ πνςηεάζεξ κα απμιαηνφκμκηαζ ή κα αδνακμπμζμφκηαζ ηαζ ηα 

κμοηθεσηά μλέα, ηα θζπίδζα, ηα άθαηα ηαζ άθθα ζηένεα ζοζηαηζηά, εα πνέπεζ κα 

απμιαηνφκμκηαζ (Berkelman, 1998). Σα κμοηθεσηά μλέα δζαπςνίγμκηαζ 

επανηχξ ιε οπενήπμοξ. Σα θζπίδζα ηαζ ηα άθαηα απμιαηνφκμκηαζ ιε πενίζζζα 

απμννοπακηζημφ (>2%) ιε ηαείγδζδ ή ιε ηαείγδζδ ηαζ δζάθοζδ ακηίζημζπα, 

ιέεμδμζ απμιάηνοκζδξ πμο μδδβμφκ υιςξ ζε απχθεζεξ πνςηεσκχκ. ΢ε 

εζδζηέξ πενζπηχζεζξ, υπςξ ζηδκ πενίπηςζδ ηςκ ιειανακζηχκ πνςηεσκχκ, 

απαζηείηαζ δ πνμζεήηδ 2 mol/l Thiourea ζε 7 mol/l Urea, ακηί βζα 8 mol/l Urea 

(Rabilloud, 1998). Αοηυ έπεζ ζακ απμηέθεζια ιεβαθφηενμ ανζειυ δζαηνζηχκ 

ηδθίδςκ ζημ πήηηςια πμθοαηνοθαιίδδξ (Δζηυκα 36).  
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Δηθόλα 36: Ζθεηηνμθμνδηζηυ πήηηςια πμθοαηνοθαιίδδξ ιεηά απυ πνχζδ ιε 

Silver Nitrate ηαηά ημ μπμίμ θαίκμκηαζ δζαηνζηέξ ηδθίδεξ πμο 

ακηζπνμζςπεφμοκ ηζξ πνςηεΐκεξ ηαλζκμιδιέκεξ ακάθμβα ιε ημ pH (μνζγυκηζα) 

ηαζ ημ ιμνζαηυ ημοξ αάνμξ (ηάεεηα) (www.uccc.info).   
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 2.2.7.2.3 2D Ηλεκηροθόρηζη και καηαγραθή ηων πρωηεϊνών  

2.2.7.2.3.a Immobilized pH gradient: η 1η Διάσταση (1D) 

Υνδζζιμπμζήεδηακ IPG strips (ReadyStrip IPG Strip, BioRad) ιήημοξ 17 cm, 

pH 4-7 ηαζ επζηαθοιιέκα ιε πήηηςια πάπμοξ 0,5mm (Gorg, 2000) ηα μπμία 

εκοδαηςεήηακ ζε 200 ιl sample buffer πμο πενζείπακ ηζξ πνςηεΐκεξ μζ μπμίεξ 

ζοθθέπεδηακ ηαηά ηδκ ηθαζιαημπμίδζδ (Πανάνηδια 4.12). Σα strips αοηά, 

είκαζ εφπνδζηα, ανηεηά ακαπαναβςβζηά, ζηαεενά ηαζ δεκ οπυηεζκηαζ ζε 

ιεηαηνμπέξ ακάθμβα ιε ηδκ ζφζηαζδ ημο δείβιαημξ (Blomberg, 1995). Σα 

strips ημπμεεηήεδηακ ζε εζδζηέξ εέζεζξ οπμδμπέα ιε ηδκ επζθάκεζα ημο 

πδηηχιαημξ κα αββίγεζ ημκ ποειέκα ηδξ ηάεε εέζδξ ηαζ έπεζηα ημπμεεηήεδηε 

ημ sample buffer πμο πενζείπε ηζξ πνςηεΐκεξ, πνμζεηηζηά βζα ηδκ απμθοβή 

θοζαθίδςκ (Δζηυκα 37). ΢ηδκ ζοκέπεζα, ιεηά ηδκ απμννυθδζδ ημο δείβιαημξ 

απυ ηα strips (πενίπμο 1 hr) πνμζηέεδηακ 2 ml Paraffin Oil πάκς απυ ηάεε 

strip βζα ηδκ απμηνμπή ηδξ ελάηιζζδξ ημο δείβιαημξ ηαζ ηδκ απμθοβή 

ηνοζηαθθμπμίδζδξ ηδξ Urea ιεηά απυ επαθή ηδξ ιε ημκ αηιμζθαζνζηυ αένα. 

Σμ ζηάδζμ ηδξ εκοδάηςζδξ δζήνηδζε 14 – 18 hr ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, 

δζυηζ ιενζηέξ πνςηεΐκεξ, ιεβάθμο ιμνζαημφ αάνμοξ, πνεζάγμκηαζ πενζζζυηενμ 

πνυκμ βζα κα εζζπςνήζμοκ ζημ strip ηαζ βζα κα ιδκ παεμφκ μζ οδνυθμαεξ 

πνςηεΐκεξ (Δζηυκα 38).  

Μεηά ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ εκοδάηςζδξ ηα strips ιεηαθένεδηακ ζημ ζφζηδια 

IEF υπμο δ εενιμηναζία ήηακ ζηαεενή ζημοξ 20 μC. ΢ημ ζδιείμ επαθήξ ημο 

δθεηηνυδζμο ηαζ ημο strip ημπμεεηήεδηακ ημιιάηζα οβνμφ δζδεδηζημφ πανηζμφ 

(Electrode wicks, pre-cut, BioRad Laboratories, CA) πνμηεζιέκμο κα 

απμννμθήζμοκ ηα άθαηα ή άθθα πνμσυκηα πμο ηοπυκ ανίζημκηακ ζημ δείβια 
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ηαζ ιπμνεί κα επδνέαγακ ηδκ εζηυκα ημο πδηηχιαημξ (smear). Ζ εζηίαζδ 

λεηίκδζε ζηα 250 V βζα 30 min, βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ αθάηςκ, ηαζ δ ηάζδ 

αολήεδηε ανβά ζηα 5000 V βζα 28 hr. ΢ηδ ζοκέπεζα δ ηάζδ ιεζχεδηε ζηα 500 

V βζα 10 hr, υπμο ζοιπθδνχεδηακ 112 kVh (βζα ηδ δζαδζηαζία αοηή 

απαζημφκηαζ ημοθάπζζημκ 80 – 100 kVh). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 37: ΋ηακ έκα ιείβια πνςηεσκχκ ημπμεεηείηαζ ζε ιία ηθίιαηα pH 

ηαζ δθεηηνμθμνείηαζ, ηάεε πνςηεΐκδ ιεηαθένεηαζ ηαζ αηζκδημπμζείηαζ 

ζφιθςκα ιε ημ ζζμδθεηηνζηυ ηδξ ζδιείμ. 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 38: Σμ ζηάδζμ ηδξ εκοδάηςζδξ ηςκ strips πναβιαημπμζήεδηε ιε 

ηδκ ημπμεέηδζή ημοξ, λεπςνζζηά, ζε εζδζημφξ οπμδμπείξ βζα 14 – 18 hr.  
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2.2.7.2.3.b Δμηζνξξόπεζε ηωλ IPG Strips 

Μεηά ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ ζζμδθεηηνζηήξ εζηίαζδξ, αημθμφεδζε δ 

ελζζμννυπδζδ ηςκ IPG strips ζε 2 ζηάδζα πνζκ ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ζε SDS-

PAGE (2δ δζάζηαζδ). Σμ δζάθοια πμο πνδζζιμπμζήεδηε ήηακ ημ ίδζμ ιε ημ 

εκοδαηζηυ buffer ηαζ πενζείπε επζπθέμκ DDT (Dichloro Diphenyl 

Trichloroethane) ζημ πνχημ ζηάδζμ ηαζ ΗoA (Iodoacetamide) ζημ δεφηενμ 

ζηάδζμ. Μεηά ημ ηέθμξ ηδξ εζηίαζδξ, ημ Paraffin Oil απμιαηνφκεδηε ηαζ ζηα 

strips πνμζηέεδηακ 100 ml απυ ημ δζάθοια ελζζμννυπδζδξ ειπθμοηζζιέκμ ιε 

0,5% (w/v) DDT, ζημ 1μ ζηάδζμ, βζα 15 min, ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. Σμ 

ζηάδζμ αοηυ ήηακ απαναίηδημ πνμηεζιέκμο κα βίκεζ δ απμδζάηαλδ ηςκ 

δζζμοθθζδζηχκ δεζιχκ. ΢ημ 2μ ζηάδζμ, ηα strips επςάζηδηακ βζα 15 min ιε 

100 ml απυ ημ δζάθοια ελζζμννυπδζδξ ειπθμοηζζιέκμ ιε 4,32% (w/v) ΗoA, ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. ΢ημ ζηάδζμ αοηυ επήθεε ηαζ δ αθηζθίςζδ μφηςξ χζηε 

κα απμθεοπεεί δ πζεακυηδηα επακαδδιζμονβίαξ ηςκ δζζμοθθζδζηχκ δεζιχκ. 
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2.2.7.2.4 Ζιεθηξνθόξεζε κε βάζε ην κνξηαθό βάξνο (SDS - 

PAGE): Ζ 2ε Γηάζηαζε (2D) 

Μεηά ημ ζηάδζμ ελζζμννυπδζδξ, ηαηά ημ μπμίμ μζ πνςηεΐκεξ δζαπςνίζηδηακ ιε 

αάζδ ημ pH, μζ πνςηεΐκεξ δζαπςνίζηδηακ ιε αάζδ ημ ιμνζαηυ ημοξ αάνμξ. 

Πνέπεζ κα ζδιεζςεεί υηζ ημοθάπζζημκ ημ 10 - 15% ηςκ πνςηεσκχκ δεκ 

ηαηαθήβμοκ ζημ πήηηςια. Πμθφ ααζζηέξ πνςηεΐκεξ (pI >11) δεκ ακαθφμκηαζ 

εφημθα ιε 2D. Δπίζδξ, οδνυθμαεξ ή ιεβάθμο ιμνζαημφ αάνμοξ πνςηεΐκεξ  

(>200 kDa) δεκ εζζπςνμφκ ζε έκα 2D πήηηςια. ΋ιςξ δ ηεπκζηή έπεζ αεθηζςεεί 

ιε ηδκ ακάπηολδ ηςκ IPG stips, εφνμοξ pH 3-12 (Gorg, 1999). Έηζζ, ηάεε 

πνςηεΐκδ, παναηηδνίγεηαζ απυ ημ ιέβεεμξ ηαζ ημ θμνηίμ ηδξ ηαζ πανμοζζάγεηαζ 

ςξ δζαηνζηή ηδθίδα (spot) ζημ πήηηςια πμθοαηνοθαιίδδξ.  

΢ημ ζηάδζμ αοηυ έβζκε ζοκανιμθυβδζδ ηδξ ζοζηεοήξ (Ettan DALTtwelve 

System Separation Unit, Amersham Biosciences) βζα ηδκ πνμεημζιαζία 12 

πδηηςιάηςκ αηνοθαιίδδξ 12% (3 πδηηχιαηα βζα ηάεε ζηέθεπμξ). Οζ βοάθζκεξ 

ηαζέηεξ (ιε εκζςιαηςιέκα δζαπςνζζηζηά πάπμοξ 1,5 mm), ημπμεεηήεδηακ 

ζηδκ ζοζηεοή ηαζ ακάιεζά ημοξ ημπμεεηήεδηε ιζα πθαζηζηή ιειανάκδ βζα κα 

απμθεοπεεί κα ημθθήζμοκ ηα ηγάιζα ιεηαλφ ημοξ. Κάεε πήηηςια ζδιάκεδηε 

ιε έκα δζαθμνεηζηυ ανζειυ, ημπμεεηχκηαξ πανηί Whatman ιε ημκ ανζειυ 

ηοπςιέκμ επάκς, ιέζα ζε ηάεε ηαζέηα, πνζκ ηδκ ιεηαθμνά ημο δζαθφιαημξ 

αηνοθαιίδδξ 12%. ΢ε ιία ηςκζηή θζάθδ ημπμεεηήεδηακ 400 ml ProtoGel (30% 

(w/v) acrylamide/PDA (Piperazine D-Acrylamide) (37,5 : 1)), 250 ml 1.5 M 

Tris-HCl, pH 8.8, 5 ml 1 M Sodium Thiosulfate ηαζ 341.4 ml απζμκζζιέκμ κενυ 

(Milli Q) (Πανάνηδια 4.14). ΢ηδ ζοκέπεζα, ημ ιείβια ημπμεεηήεδηε ζε ηεκυ, 

βζα πενίπμο 10 min οπυ ακάδεοζδ, πνμηεζιέκμο κα απμιαηνοκεεί μ 

παβζδεοιέκμξ αέναξ πμο ανζζηυηακ ζημ δζάθοια. Αοηυ ζοκηεθεί ζημκ 
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ηαθφηενμ πμθοιενζζιυ ηδξ αηνοθαιίδδξ. ΢ηδκ ζοκέπεζα πνμζηέεδηακ μζ 

ηαηαθφηεξ: 3 ml 10% ammonium persulfate (APS) ηαζ 0.6 ml TEMED (N,N, 

N‟N‟-tetramethylethylenediamine). Με ηδκ αμήεεζα ακηθίαξ ημ δζάθοια 

αηνοθαιίδδξ,12%, ιεηαθένεδηε ζηδ ζοζηεοή. ΢ηδ ζοκέπεζα, ηαζ πνζκ ηα 

πδηηχιαηα πήλμοκ, ημπμεεηήεδηακ επάκς απυ ηάεε πήηηςια πενίπμο 1.5 – 

2 ml Ηζμαμοηακυθδξ, βζα ημοθάπζζημκ 1 hr, βζα ημκ πθήνδ πμθοιενζζιυ ηδξ 

αηνοθαιίδδξ. Έπεζηα ηα ηγάιζα ηαεανίζηδηακ πμθφ ηαθά ιε απζμκζζιέκμ κενυ 

βζα ηδκ απμιάηνοκζδ οπμθεζιιάηςκ πμθοαηνοθαιίδδξ. Αιέζςξ ιεηά 

ημπμεεηήεδηακ ζημ πάκς ιένμξ ηςκ πδηηςιάηςκ ηα ελζζμννμπδιέκα IPG 

strips (Δζηυκα 39). Με ζηυπμ ηδκ ελαζθάθζζδ ηδξ πθήνμοξ επαθήξ ημο strip ιε 

ημ πήηηςια πνμζηέεδηε έκα δζάθοια αβανυγδξ 0.5%, 1Υ TGS Buffer (25 mM 

Tris, pH 8.3, 192 mM Glycine, 0,1% (w/v) SDS) ηαζ ίπκδ Βνςιμθαζκυθδξ 

Μπθε (Πανάνηδια 4.15). Ζ αβανυγδ υπζ ιυκμ δζαηδνεί ημ strip ζε ζηαεενή 

εέζδ ηαηά ηδκ δζάνηεζα ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ αθθά ελαζθαθίγεζ ηαζ ηζξ 

ηαθφηενεξ δοκαηέξ δθεηηνμθμνδηζηέξ ζδζυηδηεξ ιεηαλφ ημο strip ηαζ ημο 

πδηηχιαημξ. Μεηά ηδκ ζηενεμπμίδζδ ηδξ αβανυγδξ λεηίκδζε δ 

δθεηηνμθυνδζδ 2δξ δζάζηαζδξ (2D) ζηα 75 V, ιε ζφζηδια ρφλδξ πμο 

δζαηδνμφζε ημ δζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ ζημοξ 18 μC χζηε κα απμθεοπεεί δ 

οπενεένιακζδ, βζα 14 – 18 hr (Ζ πνςζηζηή Βνςιμθαζκυθδ Μπθε 

πνδζζιμπμζήεδηε ζακ ιάνηοναξ ηδξ πμνείαξ ηαζ ημο ζδιείμο πμο ανίζημκηακ 

μζ πνςηεΐκεξ ηαηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ).  
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Δηθόλα 39: Γζαπςνζζιυξ ηςκ πνςηεσκχκ ιε αάζδ ημ ιμνζαηυ ημοξ αάνμξ 

υπςξ πνμηφπηεζ ζε SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS – 

PAGE). Σμ Sodium dodecyl sulfate (SDS) πμο πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ 

παναζηεοή ημο πδηηχιαημξ είκαζ έκα ακζμκζηυ απμννοπακηζηυ ημ μπμίμ 

απμδζαηάζζεζ ηα πνςηεσκζηά ιυνζα πςνίξ κα ζπάεζ ημοξ πεπηζδζημφξ 

δεζιμφξ. 
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2.2.7.2.5 Χρώζη και αποθήκεσζη ηων 2D πηκηωμάηων 

Ζ πνςζηζηή πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ ήηακ 

ανπζηά δ Coomassie Brilliant Blue εκχ έβζκε επακάθδρδ ηδξ ιεευδμο ιε ηδκ 

Silver Nitrate, πνςζηζηέξ ζοιααηέξ ιε MS.  

 

2.2.7.2.5.a Χρώση με Coomassie Brilliant Blue και με Silver Nitrate 

Αιέζςξ ιεηά ημ ηέθμξ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ αημθμφεδζε δ ιμκζιμπμίδζδ ηςκ 

ηδθίδςκ ζημ πήηηςια βζα κα απμηναπεί δ δζάποζή ημοξ. Σμ δζάθοια 

ιμκζιμπμίδζδξ πενζείπε: 6 ml 85% H3PO4 (ortho-phosphoric acid), 50 ml 

CH3OH (Methanol HPLC grade) ηαζ 44 ml απεζηαβιέκμ κενυ (Πανάνηδια 

4.16). Σμ ηάεε πήηηςια ημπμεεηήεδηε ζε 100 ml δζαθφιαημξ ιμκζιμπμίδζδξ, 

ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, οπυ ακάδεοζδ, βζα 2 hr. Μεηά ηδκ ιμκζιμπμίδζδ 

ηςκ πνςηεσκχκ ημ ηάεε πήηηςια ειααπηίζηδηε ζε 100 ml Coomassie 

Colloidal Blue Stain (Novex, Invitrogen) βζα 24 hr. Δθάπζζηεξ ηδθίδεξ 

ειθακίζηδηακ ιεηά ηδκ πνχζδ αοηή. Αημθμφεδζε λέπθοια ηςκ πδηηςιάηςκ 

ιε απεζηαβιέκμ κενυ, βζα 24 hr, βζα ημκ απμπνςιαηζζιυ ημοξ. 

΢ε ιζα δεφηενδ πνμζπάεεζα βζα ηαθφηενμ απμηέθεζια, ηα πδηηχιαηα 

ειααπηίζηδηακ ζε 100 ml Silver Nitrate Stain (SilverXpress Silver Staining Kit, 

Invitrogen), ιζαξ πζμ εοαίζεδηδξ πνςζηζηήξ. Γζα ηδκ πνχζδ αοηή δεκ 

πναβιαημπμζήεδηε ζηάδζμ ιμκζιμπμίδζδξ, ιζαξ ηαζ είπε ήδδ δζεηπεναζςεεί 

ηαηά ηδκ πνχζδ ιε ηδκ Coomassie Colloidal Blue. Αημθμφεδζακ δφμ 

επςάζεζξ ηςκ 30 min, οπυ ακάδεοζδ, βζα ηάεε πήηηςια, βζα ηδκ ακίπκεοζδ 

ηςκ ηδθίδςκ ιε ημ δζάθοια εοαζζεδημπμίδζδξ (sensitizer) (105 ml 

απζμκζζιέκμ κενυ, 100 ml Methanol, 50 ml sensitizer) (SilverXpress Silver 
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Staining Kit, Invitrogen). Αημθμφεδζακ δφμ λεπθφιαηα βζα ηάεε πήηηςια ιε 

200 ml απζμκζζιέκμ κενυ, βζα 10 min ηαζ πνχζδ ιε 100 ml δζαθφιαημξ 

πνχζδξ (5 ml απυ ημ Stainer A ηαζ Stainer B, ηαζ 90 ml απζμκζζιέκμ κενυ) 

(SilverXpress Silver Staining Kit, Invitrogen), βζα 15 min, οπυ ακάδεοζδ. Μεηά 

ηδκ πνχζδ αημθμφεδζακ δφμ λεπθφιαηα ιε 200 ml απζμκζζιέκμ κενυ ακά 

πήηηςια, βζα 10 min ηαζ ειαάπηζζια ζε 100 ml ειθακζζηζημφ οβνμφ (5 ml 

Developer, 95 ml απζμκζζιέκμ κενυ) (SilverXpress Silver Staining Kit, 

Invitrogen), οπυ ακάδεοζδ. Ζ ακηίδναζδ ηενιαηίζηδηε ιε ηδκ απεοεείαξ 

πνμζεήηδ 5 ml ακαζημθέα ηδξ πνχζδξ (Stopper) (SilverXpress Silver 

Staining Kit, Invitrogen) ηαζ αημθμφεδζακ δφμ λεπθφιαηα ιε 200 ml 

απζμκζζιέκμ κενυ ακά πήηηςια, οπυ ακάδεοζδ, βζα 10 min. Έκα ηνίημ 

λέπθοια ιε 200 ml απζμκζζιέκμ κενυ αημθμφεδζε, οπυ ακάδεοζδ,  βζα 14 – 

18 hr. Αημθμφεδζε ακίπκεοζδ ηςκ ηδθίδςκ ζηα πδηηχιαηα (Δζηυκα 36), ιε ημ 

θμβζζιζηυ πνυβναιια PD-Quest 6.1 (BioRad) ιεηά απυ ζάνςζδ ηςκ 

πδηηςιάηςκ (scan).  
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2.2.7.2.6 Ανίτνεσζη ηων κηλίδων με ηην τρήζη ηοσ λογιζμικού PD-

Quest 6.1   

Ζ εέζδ πμο θαιαάκεζ ιζα ηδθίδα ζημ πήηηςια, ζφιθςκα ιε ημ ζζμδθεηηνζηυ 

ηδξ ζδιείμ ηαζ ημ ιμνζαηυ ηδξ αάνμξ, δεκ είκαζ ανηεηή πθδνμθμνία βζα ηδκ 

ηαοημπμίδζδ ιζαξ πνςηεΐκδξ. Ζ ακάθοζδ ιε MS έπεζ ακαδεζπεεί ζε ιζα απυ ηζξ 

ηαθφηενεξ ιεευδμοξ βζα ηδκ ιεθέηδ ηαζ ημκ παναηηδνζζιυ πνςηεσκχκ, 

ιεηνχκηαξ ηδκ ζπέζδ θμνηίμο/ιάγαξ απυ ζμκζζιέκα ιυνζα, υπςξ πνςηεΐκεξ ή 

πεπηίδζα. Ζ MS πνδζζιμπμζεί ιαβκήηεξ ή δθεηηνζηά πεδία βζα κα επζηφπεζ ημ 

δζαπςνζζιυ πνςηεσκχκ ιε αάζδ ηδ ιάγα ηςκ αηυιςκ απυ ηα μπμία 

απμηεθμφκηαζ. Σα απμηεθέζιαηα ηδξ MS απμηοπχκμκηαζ ςξ ημνοθέξ ζε 

βνάθδια ζημ μπμίμ θαίκεηαζ ημ εφνμξ ηδξ αθεμκίαξ ηςκ πνςηεσκχκ (Δζηυκα 

40). Ο ζοκδοαζιυξ ηςκ ιεευδςκ δζαπςνζζιμφ ιε θαζιαημβνάθμοξ ιάγαξ 

επζηνέπεζ ημκ δζαπςνζζιυ έςξ ηαζ θειπημιμνίςκ απυ αζμιυνζα. Ζ ιζηνή 

πμζυηδηα ημο απαζημφιεκμο αζμιμνίμο, ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ βνήβμνδ 

ηαοημπμίδζδ ημο, ήηακ δ αζηία βζα ηδκ ηαεζένςζδ ηδξ πνςηεςιζηήξ ςξ έκα 

απυ ηα ααζζηά ενβαθεία βζα ηδκ ιεθέηδ ηςκ πνςηεσκχκ (Link 1999).  

Πνμηεζιέκμο κα ηαοημπμζδεμφκ μζ πνςηεσκεξ πμο ακζπκεφεδηακ, ιεηά ηδκ 

ζοθθμβή ημοξ, μζ ηδθίδεξ ημπμεεηήεδηακ ζε έκα 96 well plate ηαζ 

πναβιαημπμζήεδηε πέρδ ηςκ πνςηεσκχκ ιε πμίνεζα ενορίκδ (Promega) ηαζ 

ακάθοζδ ιε ημ MALDI – TOF – MS (Voyager – DE STR, Applied Biosystems). 

Σα επελενβαζιέκα ηαζ ζηεβκά πθέμκ πεπηίδζα επακαδζαθφεδηακ ζε 5 ιl 0.1% 

trifluoroacetic acid (TFA) ζε 50% acetonitrile (ACN). Πμζυηδηα 1 ιl απυ ηα 

επακαδζαθοιέκα πεπηίδζα ημπμεεηήεδηε ζημκ ζηυπμ ημο MALDI ηαζ αιέζςξ 

πνμζηέεδηε 1 ιl α-cyano-4-hydroxicinnamic acid (5 mg /ml ζε 0.1% TFA ζε 

60% ACN). Ζ ακάθοζδ πναβιαημπμζήεδηε ιεηά απυ νφειζζδ ημο MALDI –
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TOF ζε εφνμξ ιάγαξ 850 – 300000 Da. Σα δεδμιέκα πμο ζοθθέπεδηακ απυ 

ημκ θαζιαημβνάθμ ιάγαξ, δυεδηακ ζηδκ αάζδ δεδμιέκςκ - MASCOT 

(online), βζα ηδκ ηαοημπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ πμο απμιμκχεδηακ απυ ημ 

ηάεε πήηηςια.   

 

 

 

 

Δηθόλα 40: Γοκαιζηυ εφνμξ ηδξ αθεμκίαξ ηςκ πνςηεσκχκ ιεηά απυ ακάθοζδ 

ιε MS (www.biochem.mpg.de).   
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2.2.7.2.7 Σημεία ζηα οποία δόθηκε προζοτή καηά ηη διάρκεια ηης 

εκηέλεζης ηης μεθόδοσ, για καλύηερα αποηελέζμαηα 

1. ΋θα ηα strips πμο πνδζζιμπμζήεδηακ είπακ ηζξ αηυθμοεεξ δζαζηάζεζξ: 

ιήημξ 178 mm, πθάημξ 3.3 mm, πάπμξ ημο πδηηχιαημξ ιεηά ηδκ 

εκοδάηςζδ 0.5 mm (πενίπμο), εφνμξ pH 4-7 ηαζ ζφζηαζδ ημο 

πδηηχιαημξ 3% C, 4% T. Ζ εκοδάηςζδ ημο πδηηχιαημξ είπε ζακ 

απμηέθεζια ηδκ ιεβαθφηενδ δζυβηςζή ημο ζημ πζμ αθηαθζηυ άηνμ ημο 

strip.  

2.   Λυβς ημο ιεβάθμο θμνηίμο δείβιαημξ πμο ημπμεεηείηαζ ζηα strips 

ήηακ απαναίηδηδ δ πνήζδ δζδεδηζημφ πανηζμφ ζηα ζδιεία πμο 

ανίζημκηακ ηα δθεηηνυδζα, βζα ηδκ ζοθθμβή ηςκ πνςηεσκχκ πμο 

ακήηακ ζε pH εηηυξ ηςκ μνίςκ ηδξ ηθίιαηαξ πμο είπε ημπμεεηδεεί αθθά 

ηαζ βζα ηδκ ζοθθμβή αθάηςκ. 

3. Σμ Paraffin Oil πνμθοθάζζεζ ηα strips απυ ημ ζηέβκςια ηαζ ηδκ Urea / 

Thiourea απυ ηδκ ηνοζηαθθμπμίδζδ. Δπζπθέμκ, θεζημονβεί ζακ 

θναβιυξ ηαζ δεκ επζηνέπεζ ηδκ είζμδμ ζημ δζμλείδζμ ημο άκεναηα (CO2) 

πμο πενζέπεηαζ ζηδκ αηιυζθαζνα βζαηί υηακ ημ CO2 εζζπςνήζεζ ζημ 

πήηηςια ιπμνεί κα δνάζεζ ζακ νοειζζηζηυ δζάθοια, pH 6.3, 

αθθάγμκηαξ έηζζ ηδκ ηθίιαηα ημο pH  ζημ strip.  

4. Σα 2 ζηάδζα ελζζμννυπδζδξ πναβιαημπμζήεδηακ ζημκ ίδζμ δίζημ (tray) 

πνμηεζιέκμο κα ιεζςεμφκ μζ πζεακυηδηεξ επζιυθοκζδξ.  

5. Ζ πνμεημζιαζία ιεβάθμο ανζειμφ πδηηςιάηςκ απαζηεί ανηεηή 

ελάζηδζδ. Ζ πμζυηδηα ηςκ ηαηαθοηχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ήηακ δ 

εθάπζζηδ δοκαηή βζα ηδκ απμθοβή ημο πμθφ βνήβμνμο πμθοιενζζιμφ 

πμο ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζε ιεβάθδ αφλδζδ ηδξ εενιμηναζίαξ ηδξ 
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ζοζηεοήξ. Ο ζδακζηυξ πμθοιενζζιυξ, πμο ιπμνεί κα παναηδνδεεί ζημ 

ζδιείμ ηάης απυ ημ ζηνχια ηδξ ζζμαμοηακυθδξ, εα πνέπεζ κα δζανηεί 

30 – 60 min. Δάκ ηνζεεί απαναίηδημ, δ πμζυηδηα ηςκ ηαηαθοηχκ εα 

πνέπεζ κα ιπμνεί κα αολδεεί ηαηά 10%. 

6. Σμ οπυζηνςια αβανυγδξ ήηακ έηζζ χζηε κα ιπμνεί κα δζαηδνείηαζ ζε 

οβνή ιμνθή ζε ζπεηζηά παιδθέξ εενιμηναζίεξ. Ίπκδ Βνςιμθαζκυθδξ 

Μπθε ιπμνμφκ κα πνμζηεεμφκ ζακ πνςζηζηή εκημπζζιμφ ηδξ πμνείαξ 

ηςκ πνςηεσκχκ ηαηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ.   

7. Ήηακ ζδιακηζηή δ ημπμεέηδζδ ημο δθεηηνμθμνδηζημφ δζαθφιαημξ ζηδκ 

ζοζηεοή Ettan DALTtwelve System Separation Unit πνζκ ηδκ έκανλδ 

ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ βζα κα ανπίζεζ δ πηχζδ ηδξ εενιμηναζίαξ ζημοξ 

15 – 18 μC.  

8. Σα πδηηχιαηα είπακ ηδκ δοκαηυηδηα κα απμεδηεοημφκ ζημ ροβείμ, 

ζημοξ  4 μC, βζα ανηεημφξ ιήκεξ πςνίξ κα αθθμζςεεί δ πμζυηδηα ηαζ δ 

πμζυηδηα ηςκ ηδθίδςκ. Απαναίηδηδ υιςξ πνμτπυεεζδ ήηακ δ 

πνμζεήηδ 0.02% (w/v) sodium azide, βζα ηδκ απμθοβή ακάπηολδξ 

ααηηδνζδίςκ ηαζ ιοηήηςκ.  
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2.2.7.3 Απνηειέζκαηα θαη Σπδήηεζε 

Καηά ηδκ πναβιαημπμίδζδ ηδξ πνςηεςιζηήξ ακάθοζδξ ζημ ΗΗΒΔΑΑ, 

πναβιαημπμζήεδηακ 2 πνχζεζξ πνμηεζιέκμο κα επζηεοπεεί μ ηαθφηενμξ 

δοκαηυξ εκημπζζιυξ ηςκ ηδθίδςκ ζηα πδηηχιαηα πμθοαηνοθαιίδδξ. Με ηδ 

πνςζηζηή Coomassie Brilliant Blue ιυκμ μζ ηδθίδεξ απμηεθμφιεκεξ απυ 

πνςηεΐκεξ πμο οπενηεθνάγμκηακ ή ήηακ ιεβάθμο ιμνζαημφ αάνμοξ 

εκημπίζηδηακ. Με ηδ πνςζηζηή Silver Nitrate εκημπίζηδηακ εηαημκηάδεξ 

πνςηεΐκεξ ζηα πδηηχιαηα πμθοαηνοθαιίδδξ. ΢οβηεηνζιέκα, 304 spots 

ακζπκεφηδηακ ζηα «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ (H2, D3) ηαζ 300 spots ζηα 

«εοαίζεδηα» (H1, D2) ζηεθέπδ. Απυ ηζξ πνςηεΐκεξ πμο εκημπίζηδηακ 6 ήηακ 

εηείκεξ πμο πανμοζίαζακ ζηαηζζηζηχξ ζδιακηζηέξ δζαθμνέξ ιεηαλφ ηςκ 

ζηεθεπχκ. Απυ αοηέξ, μζ 4 εκημπίζηδηακ ιυκμ ζηα 2 «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ πμο 

ιεθεηήεδηακ, εκχ μζ άθθεξ 2 εκημπίζηδηακ ηαζ ζηα 4 ζηεθέπδ αθθά 

πανμοζίαζακ οπενέηθναζδ ζηα «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ (p <0.05) (Δζηυκα 41). 

Απυ ηζξ 6 αοηέξ πνςηεΐκεξ, ιυκμ 4 ηαοημπμζήεδηακ ηεθζηχξ ιε ημ MALDI-TOF 

MS (Πίκαηαξ 9). Οζ 4 αοηέξ πνςηεΐκεξ ήηακ εηείκεξ πμο εκημπίζηδηακ ιυκμ 

ζηα «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ. ΢οβηεηνζιέκα, δ Heat Shock Protein, ιεβέεμοξ 70 

kDa (HSP 70) ήηακ εηείκδ ιε ηδκ ιεβαθφηενδ ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ ηαζ 

ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ ακηαπυηνζζδ ημο μνβακζζιμφ ημο πανάζζημο ζε ηαηάζηαζδ 

stress (Stress response/chaperone protein) (Brochu 2004). H HSP 70 είκαζ 

έκαξ ιμνζαηυξ «ζοκμδυξ» ηαζ εηθνάγεηαζ οπυ θοζζμθμβζηέξ ζοκεήηεξ βζα κα 

δζαηδνεί ηδκ μιμζυζηαζδ ζημ ζχια ημο πανάζζημο. Οζ HSP 70 πνςηεΐκεξ 

απμζημπμφκ ζηδκ πνμζηαζία ημο ηοηηάνμο ζημ μπμίμ εηθνάγμκηαζ απυ 

εενιζημφξ ηαζ μλεζδςηζημφξ πανάβμκηεξ (υπςξ είκαζ ηα θάνιαηα). Απυ ηζξ 

πνςηεΐκεξ πμο εκημπίζηδηακ, δ ιία ήηακ πνςηεΐκδ πθήνμοξ ιεβέεμοξ 70kDa 
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(HSP 70) ηαζ ακζπκεφηδηε ζηo ακεεηηζηυ ζηέθεπμξ L. donovani (Ζ2), εκχ μζ 

άθθεξ δφμ ήηακ πνυδνμιεξ ιζημπμκδνζαηέξ πνςηεΐκεξ ηαζ ζοββεκζηέξ ιε ηδκ 

HSP 70 (~70kDa) μζ μπμίεξ ακζπκεφηδηακ ζημ ακεεηηζηυ ζηέθεπμξ L. infantum 

(D3). Μζα επζπθέμκ πνςηεΐκδ, εεςνμφιεκδ ςξ ιδ παναηηδνίζζιδ ακζπκεφηδηε 

ζημ ακεεηηζηυ ζηέθεπμξ L. infantum (D3) (~40kDa). 

Ο θυβμξ βζα ημκ μπμίμ δεκ ιπυνεζακ κα ηαοημπμζδεμφκ υθεξ μζ πνςηεΐκεξ μζ 

μπμίεξ εκημπίζηδηακ ήηακ: α) ηα ζηεθέπδ ημο πανάζζημο L. donovani ηαζ L. 

infantum δεκ είκαζ πμθφ ηαθά ιεθεηδιέκα ηαζ ιυκμ έκα ιζηνυ ιένμξ ημο 

βμκζδζχιαημξ ηςκ ζηεθεπχκ αοηχκ οπάνπεζ ζηδκ «αζαθζμεήηδ» (library), ηάηζ 

πμο δοζημθεφεζ ηδκ ηαοημπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ (Dea-Ayuela 2006), α) δεκ 

πανήπεδζακ ανηεηά πεπηίδζα ηαηά ηδκ δζαδζηαζία πέρδξ ιε ηδκ ενορίκδ (ππ 

δεκ οπήνπακ cut - sites ηδξ ενορίκδξ) ή β) δ πμζυηδηα ηςκ πεπηζδίςκ πμο 

πανήπεδζακ δεκ ήηακ ανηεηή θυβμ αδοκαιίαξ ζμκζζιμφ ημοξ ή θυβς ηδξ 

πμζυηδηαξ ηδξ πνςηεΐκδξ. 

΢φιθςκα ιε ζοκεπχξ αολακυιεκα πεζναιαηζηά δεδμιέκα, μζ HSP θαίκεηαζ κα 

έπμοκ ιεβάθδ ζδιαζία, βζα ηα ηφηηανα πμο ηζξ εηθνάγμοκ, ζε ζπέζδ ιε ηδκ 

ακημπή ημοξ ζηα θάνιαηα. ΢ε παθαζυηενεξ ιεθέηεξ είπε ανεεεί υηζ δ 

ηαοηυπνμκδ επίδναζδ οπενεενιίαξ ηαζ πδιεζμεεναπεοηζηχκ αολάκεζ ημ νοειυ 

ελάθεζρδξ κεμπθαζιαηζηχκ ηοηηάνςκ. Δκ ημφημζξ, ακ πνζκ απυ ηδκ πμνήβδζδ 

πδιεζμεεναπεοηζηχκ επζδνάζεζ ζηα ηφηηανα εενιζηυ ενέεζζια (ή έηεεζδ ζε 

ηάδιζμ ή αζεακυθδ) ηυηε επάβεηαζ δ ζφκεεζδ ηςκ HSP ηαζ δ δνάζδ ηςκ 

πδιεζμεεναπεοηζηχκ βίκεηαζ θζβυηενμ απμηεθεζιαηζηή (Wallner, 1986). ΢ε 

ιεθέηδ ακενχπζκςκ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ ιαζημφ ανέεδηε υηζ δ HSP 27 ηαζ 

ζε ιζηνυηενμ ααειυ δ HSP 70 ζπεηίγμκηαζ ιε αολδιέκδ ακημπή έκακηζ ηδξ 

δμλμνμοαζζίκδξ (Ciocca, 1992), δ μπμία ακαζηέθθεηαζ υηακ ζηα ηφηηανα αοηά 



 

 
136 

 

εζζαπεμφκ ακηζπανάθθδθα μθζβμκμοηθεμηίδζα ηςκ ακηίζημζπςκ HSP (εζζαβςβή 

/ επζιυθοκζδ ηςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ ιε έκα ακηζηςδζηυκζμ) (Oestereich, 

1993). Απυ ηζξ παναηδνήζεζξ αοηέξ, θαίκεηαζ επμιέκςξ υηζ μζ HSP 

ειπθέημκηαζ ζηδκ ακημπή ζηα θάνιαηα, βεβμκυξ πμο έπεζ ζδζαίηενδ ηθζκζηή 

ζδιαζία δεδμιέκμο υηζ δ βκχζδ ηδξ έηθναζδξ ή ιδ ηςκ παναβυκηςκ αοηχκ 

ζε δζάθμνμοξ, βζα πανάδεζβια, ηφπμοξ υβηςκ εα ιπμνμφζε κα ζοιαάθθεζ 

ζηδκ ηαθφηενδ πνυαθερδ ηδξ ακηαπυηνζζδξ ηαζ κα επζηνέρεζ πθέμκ επζηοπείξ 

εεναπεοηζηέξ επειαάζεζξ. Δπζπθέμκ, πανυθμ πμο μ νυθμξ ηςκ HSPs ζηδκ 

ακημπή ηδξ Leishmania δεκ έπεζ δζενεοκδεεί εηηεκχξ, οπάνπμοκ ιεθέηεξ πμο 

απμδεζηκφμοκ ηδκ αολδιέκδ έηθναζδ ηςκ HSPs δζαθυνςκ ιμνζαηχκ αανχκ 

(HSP 18, HSP 22, HSP 45, HSP 54, HSP 56, HSP 70, HSP 74, HSP 78, HSP 

88, HSP 94) ιεηά απυ έηεεζδ ηςκ πανάζζηςκ ζε AsIII (Sodium Arsenite) 

(Lawrence and Robert-Gero, 1985). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 41: Απυ ηζξ 6 πνςηεΐκεξ πμο ακζπκεφηδηακ, 2 εκημπίζηδηακ ζε υθα ηα 

ζηεθέπδ (H1, D2, H2, D3) αθθά οπενεηθνάγμκηακ ζηα «ακεεηηζηά» (H2, D3), 

εκχ 4 εκημπίζηδηακ ιυκμ ηα «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ (H2, D3).  
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Πίλαθαο 9: Απυ ηζξ 6 πνςηεΐκεξ πμο ακζπκεφηδηακ, ιυκμ μζ 4 πμο 

ακζπκεφηδηακ ζηα «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ (H2, D3) ιπυνεζακ κα ηαοημπμζδεμφκ.  
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2.2.8 Γνθηκαζία Western Blotting γηα ηελ αλίρλεπζε ηεο Pgp - 

170 

2.2.8.1 Δηζαγσγή  

     Ο ακενχπζκμξ μνβακζζιυξ δζαεέηεζ μιμζμζηαηζημφξ ιδπακζζιμφξ πμο ημο 

επζηνέπμοκ κα δζαηδνεί ζηαεενέξ ηζξ ζοκεήηεξ ημο εζςηενζημφ ημο 

πενζαάθθμκημξ πανά ηζξ ελςηενζηέξ ιεηααμθέξ (νφειζζδ ηδξ εενιμηναζίαξ, 

δζαηήνδζδ ημο pH ζημ 7.4, νφειζζδ ηδξ βθοηυγδξ ζημ αίια, νφειζζδ ηςκ 

επζπέδςκ CO2 ζημκ μνβακζζιυ) . Έκαξ ζδζαίηενμξ μιμζμζηαηζηυξ ιδπακζζιυξ 

είκαζ ηαζ ημ ακμζμαζμθμβζηυ ζφζηδια ημ μπμίμ πανάβεζ ηφηηανα ηαζ ηοηηανζηά 

πνμσυκηα (ακμζμζθαζνίκεξ - ακηζζχιαηα) βζα ηδκ ακηζιεηχπζζδ ηάεε λέκμο 

ακηζβυκμο. Σα ακηζζχιαηα έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα κα ακαβκςνίγμοκ ηαζ κα 

πνμζδέκμκηαζ ζε έκακ ακηζβμκζηυ ηαεμνζζηή (επίημπμ) ηαζ δζαηνίκμκηαζ ζε 

πνςημβεκή ηαζ δεοηενμβεκή. Ακηζβυκμ μκμιάγεηαζ μπμζαδήπμηε λέκδ πνμξ ημκ 

μνβακζζιυ μοζία πμο ιπμνεί κα πνμηαθέζεζ ηδκ παναβςβή ηοηηάνςκ (Σ- ηαζ 

Β- θειθμηφηηανα) ηαζ ηοηηανζηχκ πνμσυκηςκ (ακμζμζθαζνίκεξ - ακηζζχιαηα), 

ιε ζηυπμ ηδκ μθμηθδνςηζηή ηαηαζηνμθή ημο απυ ημ ακμζμπμζδηζηυ ζφζηδια. 

΢ακ ακηζβυκμ ιπμνεί κα δνάζεζ έκαξ παεμβυκμξ πανάβμκηαξ, ππ έκαξ 

ιζηνμμνβακζζιυξ, ηάπμζμ ηιήια ή μζ ημλζηέξ μοζίεξ ημο, ή ηάπμζμξ ιδ 

παεμβυκμξ πανάβμκηαξ ημο πενζαάθθμκηυξ, υπςξ είκαζ ηα αθθενβζμβυκα 

(βφνδ, ζοζηαηζηά ηνμθχκ, δζάθμνεξ θανιαηεοηζηέξ μοζίεξ, μνυξ ή ηφηηανα 

απυ άθθμοξ ακενχπμοξ ή γχα η.α.). 

     Πνςημβεκή μκμιάγμκηαζ ηα ακηζζχιαηα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ηδκ 

εζδζηή ζφκδεζή ημοξ ιε ηδκ πνμξ ακίπκεοζδ πνςηεΐκδ - ακηζβυκμ, 

δδιζμονβχκηαξ έκα ζφιπθμημ (complex). ΢ακ πνςημβεκή ακηζζχιαηα 
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θεζημονβμφκ ζημζπεία απυ ημκ μνυ ή άθθμ αζμθμβζηυ οβνυ (ΔΝΤ, αικζαηυ οβνυ, 

μθεαθιζηυ οβνυ, η.α) ακενχπμο ή γχμο ή έκα ιμκμηθςκζηυ ή πμθοηθςκζηυ 

ακηίζςια (ηα μπμία πνμένπμκηαζ ηονίςξ απυ γχα). Οζ Kohler ηαζ Milstein 

(Kohler, 1975) ακέπηολακ ηδκ ηεπκζηή ηδξ παναβςβήξ ηςκ ιμκμηθςκζηχκ 

ακηζζςιάηςκ ιε ηδκ αμήεεζα ηςκ μπμίςκ εκημπίγμκηαζ, ιεηαλφ άθθςκ, ιυνζα 

υπςξ έκγοια, μνιυκεξ, ηαεχξ ηαζ θειθμηφηηανα, κεονζηά ηφηηανα η.α. Ο 

πμθοηθςκζηυξ ακηζμνυξ, πμο πνμένπεηαζ απυ ακμζμπμζδιέκμ μνβακζζιυ, 

πενζέπεζ ακηζζχιαηα δζαθμνεηζηχκ ζζμηφπςκ, εζδζηυηδηαξ ηαζ ζοββέκεζαξ ηα 

μπμία ακηαβςκίγμκηαζ ςξ πνμξ ηδκ ζφκδεζή ημοξ ιε ηάεε επίημπμ.   

     Σμ WB είκαζ ιζα ηεπκζηή ηαηά ηδκ μπμία ηαείζηαηαζ δοκαηυξ μ πμζμηζηυξ 

πνμζδζμνζζιυξ ηςκ ακμζμζθαζνζκχκ εκυξ αηυιμο, έκακηζ εκυξ ακηζβυκμο. Καζ 

μζ δφμ ηφπμζ ακηζζςιάηςκ (ιμκμηθςκζηυ - πμθοηθςκζηυ) δίκμοκ ζηακμπμζδηζηά 

απμηεθέζιαηα ζημ WB. Σα ιμκμηθςκζηά έπμοκ ηαθφηενδ ελεζδίηεοζδ, 

ηαεανυηδηα ηαζ ζφζηαζδ δίκμκηαξ θζβυηενδ πανειαμθή ακεπζεφιδημο 

θυκημο. Σα πμθοηθςκζηά έπμοκ παιδθυηενμ ηυζημξ ηαζ εοημθυηενδ 

δζαδζηαζία παναβςβήξ έπμκηαξ ζοπκά πμθφ ηαθή πνυζδεζδ ιε ημ ακηζβυκμ.  

     Γεοηενμβεκή μκμιάγμκηαζ ηα ακηζζχιαηα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ έκακηζ ηςκ 

πνςημβεκχκ. Αοηυ ζδιαίκεζ υηζ ημ δεοηενμβεκέξ ακηίζςια εα πνμζδεεεί 

επάκς ζημ πνςημβεκέξ ημ μπμίμ δέζιεοζε ηδκ πνςηεΐκδ – ακηζβυκμ. Σμ ακηζ-

ζζμηοπζηυ ακηίζςια είκαζ ζογεοβιέκμ ιε έκα έκγοιμ (Alkaline Phosphatase, 

AP ή Horse Radish Peroxidase, HRP). Ζ Alkaline Phosphatase (AP), ιζα 

πνςηεΐκδ ιμνζαημφ αάνμοξ 140 kDa, ηαηαθφεζ ηδκ οδνυθοζδ ηςκ 

θςζθμνζηχκ μιάδςκ απυ έκα οπυζηνςια πνςηεσκχκ (Δζηυκα 42). Σμ 

απμηέθεζια είκαζ μ πνςιαηζζιυξ ή μ θεμνζζιυξ ημο πνμσυκημξ. Μζαξ ηαζ μ 

νοειυξ ηδξ ακηίδναζήξ ηδξ είκαζ βναιιζηυξ, δ ακίπκεοζδ ιπμνεί κα εκζζποεεί 
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ιε ηδκ επέηηαζδ ημο πνυκμο επχαζδξ ιε ημ έκγοιμ. Υνςιμβυκεξ μοζίεξ 

υπςξ ημ NBT (nitro-blue tetrazolium chloride, MW 817.6) (Δζηυκα 43α) ηαζ ημ 

BCIP (5 – bromo – 4 – chloro - 3´ - indolylphosphate p -toluidine salt, MW 

433.6) (Δζηυκα 43α) πνδζζιμπμζμφκηαζ βζαηί υηακ ένεμοκ ζε επαθή ιε ημ 

έκγοιμ AP, ιεηαηνέπμκηαζ ζε αδζάθοηα, πνςιαηζζιέκα πνμσυκηα ζηδκ 

ιειανάκδ ηαζ έηζζ ιπμνμφκ κα ακζπκεοημφκ.  

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 42: Τδνυθοζδ ημο BCIP απυ ηδκ Alkaline Phosphatase βζα ηδκ 

δδιζμονβία ιζαξ έκςζδξ δ μπμία πανάβεζ πνςζηζηή. ΢ηδκ ζοκέπεζα ημ NBT ζε 

NBT-formazan απυ δφμ ακαβςβζηά ζζμδφκαια πμο πανάβμκηαζ απυ ημκ 

δζιενζζιυ.  
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Δηθόλα 43α,β: Υδιζηή δμιή ηαζ ιμνζαηυ αάνμξ ηςκ NBT  ηαζ BCIP ακηίζημζπα. 

 

     Ζ Horse Radish Peroxidase (HRP), ιζα πνςηεΐκδ ιμνζαημφ αάνμοξ 40kDa, 

ηαηαθφεζ ηδκ μλείδςζδ ημο οπμζηνχιαημξ ιε ημ οπενμλείδζμ ημο οδνμβυκμο 

(Ζ2Ο2). Σμ απμηέθεζια είκαζ δ εηπμιπή θςηυξ ημο παναπνμσυκημξ, ιεηά απυ 

επχαζδ ιε οπυζηνςια πδιεζμθςηαφβεζαξ (Chemilluminesence) (Δζηυκα 44).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 44: Υδιεζμθςηαφβεζα πμο πνμηαθείηαζ θυβς πδιζηήξ ακηίδναζδξ, 

υηακ εκένβεζα ζε ιμνθή θςηυξ εηπέιπεηαζ απυ έκα οπυζηνςια. 
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Έκα απυ ηα πζμ εονέςξ πνδζζιμπμζμφιεκα ακηζδναζηήνζα πδιεζμθςηαφβεζαξ 

είκαζ δ Luminol, ηαζ δ μλείδςζή ηδξ απυ ημ οπενμλείδζμ έπεζ ζακ απμηέθεζια 

ηδκ δδιζμονβία εκυξ πνμσυκημξ πμο μκμιάγεηαζ 3 - aminophthalate 

(ζδιεζχκεηαζ ιε * ζηδκ Δζηυκα 45). Σμ πνμσυκ αοηυ εηθοθίγεηαζ, πανάβμκηαξ 

θςηυκζα (Δζηυκα 45).   

 

 

 

Δηθόλα 45: Ολείδςζδ ηδξ Luminol πανμοζίαξ ηδξ Horseradish Peroxidase ηαζ 

ημο οπενμλείδζμο ημο οδνμβυκμο βζα ηδκ δδιζμονβία θςηεζκμφ ζήιαημξ (3-

aminophthalate*). Σμ 3-aminophthalate* εηπέιπεζ θάιρδ ζηα 425 nm.  

 

     Ο υνμξ “blotting” ακαθένεηαζ ζηδκ ιεηαθμνά πνςηεσκχκ πμο έπμοκ 

εηποθζζηεί απυ αζμθμβζηά δείβιαηα απυ έκα πήηηςια ζε ιζα ιειανάκδ, ηαζ δ 

ιεηέπεζηα ακίπκεοζή ημοξ ζηδκ επζθάκεζα ηδξ ιειανάκδξ ιε ηδκ αμήεεζα 

ακηζζςιάηςκ ζογεοβιέκςκ ιε ηάπμζμ έκγοιμ (Towbin, 1979). Δθυζμκ 

οπάνπμοκ μζ ζοβηεηνζιέκεξ πνςηεΐκεξ ζηδκ ιειανάκδ, έκακηζ ηςκ 

ακηζζςιάηςκ πμο πνμζηίεεκηαζ, δεζιεφμκηαζ ιε απμηέθεζια ημκ ζπδιαηζζιυ 

εζδζηχκ γςκχκ (bands) (Δζηυκα 46).  
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Δηθόλα 46: ΢πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηδξ ηαζκίαξ κζηνμηοηηανίκδξ, υπςξ 

ειθακίγεηαζ ιεηά απυ ακμζμεκγοιζηή ακίπκεοζδ. Γζαηνίκμκηαζ δ ηθίιαηα 

ιμνζαημφ αάνμοξ – Marker (1) ηαζ 2 πνςηεΐκεξ ίδζμο ιμνζαημφ αάνμοξ αθθά 

δζαθμνεηζηήξ έηθναζδξ (3, 5). 

 

΢ηυπμξ ηδξ δμηζιαζίαξ ήηακ δ ακαγήηδζδ ηδξ Pgp - 170, ιζαξ εκενβεζαηά 

(ATP) – ελανηχιεκδξ δζαιειανακζηήξ ακηθίαξ εηνμήξ θζπμθζθζηχκ μοζζχκ, μζ 

μπμίεξ πενζθαιαάκμοκ ανηεηά θάνιαηα ηαζ θεμνίγμοζεξ πνςζηζηέξ. 
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2.2.8.2 Μεζνδνινγία  

2.2.8.2.1 Καλλιέργεια παράζιηων και Σσλλογή Πρωηεϊνών 

Σα πανάζζηα ηςκ 10 οπυ ιεθέηδ ζηεθεπχκ ηαθθζενβήεδηακ ζε ηαθθζενβδηζηυ 

οθζηυ RPMI 1640 (Πανάνηδια 4.4). Έκαξ ανζειυξ πνμιαζηζβςηχκ (1 x 107), 

ηαηά ηδκ θμβανζειζηή θάζδ ακάπηολδξ, ζοθθέπεδηακ απυ ημ ηάεε ζηέθεπμξ 

ιεηά ηδκ 4δ ακαηαθθζένβεζα (passage). Σα πανάζζηα λεπθφεδηακ ιε 0,9% 

NaCl, 3 θμνέξ ιεηά απυ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 700 x g, βζα 10 min, ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. ΢ημπυξ ηςκ πθφζεςκ ήηακ δ αθαίνεζδ ζοζηαηζηχκ 

ημο ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ (ηονίςξ πνςηεΐκεξ ημο μνμφ), ηα μπμία ιπμνεί κα 

θεζημονβήζμοκ ζακ ακαζηαθηζηυξ πανάβμκηαξ βζα ηδκ δμηζιαζία. Αημθμφεδζε 

ακάδεοζδ ημο ζγήιαημξ ηαζ ακαζφζηαζδ ζε 10 ιl Urea Cracking Buffer (10 

mM NaH2PO4, 1% SDS, 1% α-Mercaptoethanol, 5 M Urea, pH 7.0) 

(Πανάνηδια 4.17) ακά 107 πανάζζηα. Πναβιαημπμζήεδηε επχαζδ βζα 15 min 

ζημοξ 37 ºC ηαζ πνμζεήηδ ίζμο υβημο Urea - Laemmly buffer 2X (2M TrisHCl 

pH 6.8, 10% SDS, 10% α-mercaptoethanol, 20% Glycerol, 0.2% Bromophenol 

Blue, 8 M Urea) (Πανάνηδια 4.18). Αημθμφεδζε επχαζδ ηςκ πνςηεσκχκ βζα 

επζπθέμκ 15 min ζημοξ 37 ºC. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
145 

 

2.2.8.2.2 Ζιεθηξνθόξεζε Πξσηετλώλ (Παξάξηεκα 4.19) 

Μεηά απυ πθφζζιμ ηςκ ηγαιζχκ ηδξ ζοζηεοήξ δθεηηνμθυνδζδξ ιε 10% SDS 

ηαζ έπεζηα ιε 70% αζεακυθδ, έβζκε ζοκανιμθυβδζδ ηδξ ζοζηεοήξ βζα ηδκ 

παναζηεοή πδηηςιάηςκ. Παναζηεοάζηδηε δθεηηνμθμνδηζηυ πήηηςια 

ακάθοζδξ (SDS – PAGE) ιε ποηκυηδηα 8% (Πανάνηδια 4.20), ημ μπμίμ 

πμθοιενίζηδηε βζα 30 min ιε επίζηνςζδ 200 ιl ζζμαμοηακυθδξ ζηδκ 

επζθάκεζά ημο, πνζκ ηδκ πήλδ ημο. Μεηά ημκ πμθοιενζζιυ, δ ζζμαμοηακυθδ 

λεπθφεδηε ηαζ έβζκε πνμζεήηδ πδηηχιαημξ ζοιπφηκςζδξ, ιε ποηκυηδηα 5% 

(Πανάνηδια 4.21), ηαζ ημπμεέηδζδ ηδξ εζδζηήξ πηέκαξ βζα ηδκ δδιζμονβία 2 

πδβαδζχκ (1 πδβάδζ βζα ημκ Marker ηαζ 1 βζα ημ ακηζβυκμ). ΢ε εενιμηναζία 

δςιαηίμο, ηα πδηηχιαηα πμθοιενίζηδηακ βζα 1 hr. ΢ηδκ ζοκέπεζα έβζκε 

αθαίνεζδ ηδξ πηέκαξ, πθφζδ ηςκ πδβαδζχκ ιε απεζηαβιέκμ κενυ ηαζ 

ημπμεέηδζδ ηςκ πδηηςιάηςκ ζηδκ ζοζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ ιε ηδκ 

πνμζεήηδ 1X δζαθφιαημξ δθεηηνμθυνδζδξ (Electrode buffer 1X) (25 mM Tris, 

0.192 M Glycine ηαζ 0.1% SDS, δζαθοιέκα ζε απεζηαβιέκμ κενυ) 

(Πανάνηδια 4.22). Σμ επςαζιέκμ δείβια ηαζ μ ιάνηοναξ πνςηεσκχκ 

βκςζημφ ιμνζαημφ αάνμοξ (Marker) πνμζηέεδηακ ζηζξ ακηίζημζπεξ εζδζηέξ 

οπμδμπέξ πμο είπε δδιζμονβήζεζ δ πηέκα. Αημθμφεδζε δθεηηνμθυνδζδ ζε 

ηάζδ 75 - 80 V ιέπνζ μ Marker ηαζ ημ ακηζβυκμ κα πενάζμοκ ημ πήηηςια 

ζοιπφηκςζδξ (5%) ηαζ έπεζηα ζε ηάζδ 130 V ζημ πήηηςια ακάθοζδξ (8%), 

βζα πενίπμο 1 hr. 
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2.2.8.2.3 Αλνζναπνηύπσζε (Παξάξηεκα 4.23) 

Μεηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ, ηα πδηηχιαηα ζοιπφηκςζδξ (5%) ηαζ ακάθοζδξ 

(8%) ειααπηζζηήηακ, πςνίξ κα δζαπςνζζημφκ (βζαηί ιενζηέξ θμνέξ μζ ABC 

transporters ζοζζςνεφμκηαζ ηαζ παναιέκμοκ ζημ πήηηςια ζοιπφηκςζδξ), 

ζε δζάθοια ιεηαθμνάξ (Transfer buffer) (Tris 25 mM pH 7.7-8.3 ηαζ Glycine 

0.7 M, δζαθοιέκα ζε απεζηαβιέκμ κενυ) (Πανάνηδια 4.24) βζα 10 min βζα ηδκ 

απεθεοεένςζδ ημο δζαθφιαημξ θυνηςζδξ. Έπεζηα, ημ πήηηςια 

απμηοπχεδηε ζε κζηνμηοηηανίκδ ιε δζάιεηνμ πυνςκ 0.45 ιm (Hoefer 

Scientific Instruments, USA), ιε ηδκ πνήζδ ζοζηεοήξ ιεηαθμνάξ πνςηεσκχκ 

(semi-dry transfer apparatus, Hoefer Scientific Instruments, USA) (Δζηυκα 47).  

Ζ ζοζηεοή αοηή πενζθαιαάκεζ δομ δθεηηνυδζα ηα μπμία δδιζμονβμφκ έκα 

«sandwitch» ηαζ δεζιεφμοκ 3 θφθθα δζδεδηζημφ πανηζμφ, 1 θφθθμ 

κζηνμηοηηανίκδξ, ημ πήηηςια ηαζ απυ πάκς άθθα 3 θφθθα δζδεδηζημφ πανηζμφ 

πνμηεζιέκμο κα ιεηαθενεμφκ μ πνςηεΐκεξ απυ ημ πήηηςια ζηδκ ηαζκία 

κζηνμηοηηανίκδξ (Δζηυκα 48). Πνζκ ημ ζηάδζμ ηδξ δθεηηνμθυνδζδξ, μζ 

ιειανάκεξ κζηνμηοηηανίκδξ ειααπηζζηήηακ ζε δζάθοια ιεηαθμνάξ βζα ηδκ 

απμιάηνοκζδ παβζδεοιέκμο αένα. Αημθμφεδζε δθεηηνμθυνδζδ ημο 

πδηηχιαημξ ζε έκηαζδ 0,8 mA/cm2 (δζαζηάζεζξ κζηνμηοηηανίκδξ: φρμξ x 

πθάημξ x 0.8) βζα 1.5 hr. Καηά ηδκ δθεηηνμθυνδζδ μζ πνςηεΐκεξ 

ιεηακαζηεφμοκ απυ ημ πήηηςια πνμξ ηδκ ιειανάκδ υπμο δεζιεφμκηαζ ηαζ 

δεκ ιπμνμφκ κα λεθφβμοκ. Δπμιέκςξ, δ ιειανάκδ πμο πνμηφπηεζ είκαζ έκα 

ακηίβναθμ πμο θηζάπκεηαζ ιε ιήηνα ημ πήηηςια. ΢ηδκ ζοκέπεζα αημθμφεδζε 

ειαάπηζζια ηδξ κζηνμηοηηανίκδξ ζε 0.1% δζαθφιαημξ Ponceau S (2 g 

Ponceau S, 30 g Trichloroacetic acid ηαζ 30 g Sulfosalycilic acid, δζαθοιέκα ζε 

απεζηαβιέκμ κενυ) (Πανάνηδια 4.25). Μεηά απυ 10 min, δ ιειανάκδ 
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λεπθφεδηε 3 θμνέξ ιε απεζηαβιέκμ κενυ ηαζ έπεζηα ιε πθοζηζηυ δζάθοια 1X 

(βζα 10X: 50 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl ηαζ 0.01% Triton, δζαθοιέκα ζε 

απεζηαβιέκμ κενυ) (Πανάνηδια 4.26). Σμ ειαάπηζζια ηδξ κζηημηοηηανίκδξ ζε 

Ponceau S είκαζ πνήζζιμ, αθεκυξ βζα κα επζαεααζςεεί δ ιεηαθμνά ηςκ 

πνςηεσκχκ ζηδ κζηνμηοηηανίκδ, αθεηένμο βζα κα εκημπζζημφκ μζ γχκεξ ηςκ 

πνςηεσκχκ ζε ζπέζδ ιε ημκ Marker πμο πνδζζιμπμζήεδηε. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 47: ΢οζηεοήξ ιεηαθμνάξ πνςηεσκχκ (semi-dry transfer apparatus, 

Hoefer Scientific Instruments, USA).   

 

Δηθόλα 48: ΢οζηεοή ιεηαθμνάξ πνςηεσκχκ.  



 

 
148 

 

2.2.8.2.4 Αθηλεηνπνίεζε κε εηδηθώλ ζέζεσλ πξόζδεζεο ησλ 

αληηγόλσλ ζηηο κεκβξάλεο ληηξνθπηηαξίλεο  

΢ημ WB, ιεηά ηδκ ιεηαθμνά ηςκ πνςηεσκχκ απυ ημ πήηηςια ζηδκ ηαζκία 

κζηνμηοηηανίκδξ, είκαζ ζδιακηζηυ κα αηζκδημπμζδεμφκ μζ ιδ εκενβέξ εέζεζξ ημο 

ακηζβυκμο ζηδ ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ βζα κα ιεζςεμφκ μζ ιδ εζδζηέξ 

δεζιεφεζξ ηςκ πνςηεσκχκ ηαηά ηδκ δζάνηεζα ηδξ δζαδζηαζίαξ ηδξ ιεευδμο. Ζ 

πνήζδ δεζιεοηζημφ δζαθφιαημξ (blocking buffer) αεθηζχκεζ ηδκ εοαζζεδζία ηδξ 

ιεευδμο εθαπζζημπμζχκηαξ ηδκ πανειαμθή ακεπζεφιδημο θυκημο ιε ηδκ 

εζδζηή δέζιεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ. 

Σμ δεζιεοηζηυ δζάθοια πμο πνδζζιμπμζήεδηε πενζείπε 2% απμαμοηονςιέκδ 

ζηυκδ βάθαηημξ πνμηεζιέκμο κα επζηεοπεεί ή δέζιεοζδ ηαζ 0.01% anti-foam 

A πνμηεζιέκμο κα απμθεοπεεί δ δδιζμονβεία θοζαθίδςκ, δζαθοιέκα ζε 

πθοζηζηυ δζάθοια 1Υ (Πανάνηδια 4.27).     

 

2.2.8.2.5 Αλνζνελδπκηθή αλίρλεπζε ησλ πξσηετλώλ  

     Έβζκε πνμζπάεεζα ακίπκεοζδξ ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ ιε ημοξ δφμ ηφπμοξ 

πνςημβεκχκ ακηζζςιάηςκ (ιμκμηθςκζηυ ηαζ πμθοηθςκζηυ) ηαζ ιε 

δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα ζδιαζιέκα ιε AP ηαζ HRP.  

Ανπζηά, πνδζζιμπμζήεδηε ημ ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια C219 έκακηζ ηδξ Pgp - 

170 (Alexis Biochemicals, UK) ζε αναίςζδ 1:50 (w/v) ζε 1% δεζιεοηζημφ 

δζαθφιαημξ ηαζ μζ ιειανάκεξ κζηνμηοηηανίκδξ πμο πενζείπακ ηζξ πνςηεΐκεξ βζα 

ηα 10 ζηεθέπδ επςάζηδηακ βζα 3 hr, ζημοξ 4 oC, µε ζοκεπή ακάδεοζδ. 

Αημθμφεδζακ ηνεζξ δζαδμπζηέξ πθφζεζξ µε πθοζηζηυ δζάθοια (10 min / πθφζδ 

οπυ ακάδεοζδ). ΢ηδκ ζοκέπεζα αημθμφεδζε επχαζδ ηδξ µεµανάκδξ ιε 
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δεοηενμβεκέξ ακηίζςια ζδιαζιέκμ ιε AP (DACO, Denmark) βζα 1 hr ζε 

αναίςζδ 1:1000 ζε (w/v) 5% δεζιεοηζημφ δζαθφιαημξ, ζημοξ 4 oC, µε ζοκεπή 

ακάδεοζδ. Οζ ιειανάκεξ λεπθφεδηακ λακά ηνεζξ θμνέξ ιε  5% (w/v) 

δεζιεοηζηυ δζάθοια (10 min / πθφζδ, ζημοξ 4 oC, µε ζοκεπή ακάδεοζδ) ηαζ 

ζηδκ ζοκέπεζα αημθμφεδζε επχαζδ ζε νοειζζηζηυ δζάθοια ειθάκζζδξ 

οπμζηνχιαημξ (Alkaline phosphate buffer: 100 mM NaCl, 1 M MgCl2 ηαζ 100 

mM Tris pH 9.5, δζαθοιέκα ζε απεζηαβιέκμ κενυ) (Πανάνηδια 4.28), βζα 10 

min, ζημοξ 4 oC, µε ζοκεπή ακάδεοζδ. Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ ιε 

βοικυ ιάηζ, μζ ιειανάκεξ κζηνμηοηηανίκδξ επςάζηδηακ βζα 10 min, ζημοξ 4 

oC, µε ζοκεπή ακάδεοζδ ιε ηδκ πνήζδ ηςκ πνςιμβυκςκ μοζζχκ NBC / BTIP, 

(Pierce, USA). 

Σμ WB ιε ηδ πνήζδ ημο ιμκμηθςκζημφ ακηζζχιαημξ C219, 

πναβιαημπμζήεδηε λακά ιε ηδκ πνήζδ δζαθφιαημξ πμο πενζείπε ςξ 

οπυζηνςια βζα ημ έκγοµμ ηδξ οπενμλεζδάζδξ ηδκ Luminol (o - Aminophthaloyl 

hydrazide, C8H7N3O2) (Pierce, USA). Ζ Luminol μλεζδχκεηαζ πανμοζία 

οπενμλεζδίμο ημο οδνμβυκμο (Ζ2Ο2), απυ ημ έκγοµμ ηδξ οπενμλεζδάζδξ ηαζ 

πανάβεζ έκα έκημκμ ιπθε θςηζζιυ. Ζ ζοβηέκηνςζδ ημο ακηζ - ακηζζχιαημξ 

πμο πνδζζιμπμζήεδηε ήηακ 1:10,000 (Jackson Immunoresearch Laboratories, 

Inc., USA). Με ημκ ηνυπμ αοηυ μζ γχκεξ ηςκ πνςηεσκχκ πμο έπμοκ πνμζδέζεζ 

εζδζηά ημ ακηίζςµα, ηαζ ηαη‟ επέηηαζδ ηαζ ημ ακηζ - ζζμηοπζηυ ακηίζςµα, 

ειθακίγμκηαζ ιεηά απυ θίβα θεπηά ηαζ ιπμνμφκ κα βίκμοκ μναηέξ ζε X-rays 

ιέζα απυ ροπχιεκεξ CCD cameras ή phosphorimagers πμο ακζπκεφμοκ 

πδιεζμθςηαφβεζα.  

Σμ Πμθοηθςκζηυ ακηίζςια, ημ μπμίμ πανάπεδηε ζημ Ηκζηζημφημ 

Παναζζημθμβίαξ ηαζ Βζμσαηνζηήξ “Lopez – Neyra” ηαζ ιαξ παναπςνήεδηε απυ 
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ημκ ηαεδβδηή Gamarro F (Instituto de Parasitología y Biomedicina López-

Neyra, CSIC, Parque Tecnológico de Ciencias de la Salud, Armilla, Granada, 

Spain), πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ ιε ηδκ πνήζδ ηδξ 

AP ηαζ ηδξ HRP. Ζ ζοβηέκηνςζδ ημο πμθοηθςκζημφ ακηζζχιαημξ πμο 

πνδζζιμπμζήεδηε ήηακ 1:1000, εκχ ηα επυιεκα αήιαηα έβζκακ υπςξ 

πενζβνάθμκηαζ παναπάκς.  

  

 

2.2.8.3 Απνηειέζκαηα θαη Σπδήηεζε 

Ζ δμηζιαζία ημο WB δ μπμία πναβιαημπμζήεδηε ιε ημ πμθοηθςκζηυ 

ακηίζςια ηαζ ημ δεοηενμβεκέξ ακηίζςια ζδιαζιέκμ ιε ηδκ AP ή ηδκ HRP, 

δεκ εκηυπζζε ηδκ Pgp - 170 ζε ηακέκα απυ ηα 10 ζηεθέπδ πμο ιεθεηήεδηακ. 

Δπίζδξ, ιε ημ Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια C219 ηαζ ηδκ πνήζδ ημο δεοηενμβεκμφξ 

ακηζζχιαημξ ζδιαζιέκμο ιε HRP δεκ εκημπίζηδηε δ Pgp - 170 ζε ηακέκα 

ζηέθεπμξ. Ακηίεεηα, ιε ημ Μμκμηθςκζηυ ακηίζςια C219 ηαζ ηδκ πνήζδ 

δεοηενμβεκμφξ ακηζζχιαημξ ζδιαζιέκμο ιε AP ακζπκεφηδηε δ Pgp - 170 ζηα 

5 ζηεθέπδ (H2, D3, D4, D5, D8) ηα μπμία ήηακ ηα 5 ζηεθέπδ ηα μπμία είπακ 

παναηηδνζζηεί ςξ «ακεεηηζηά» ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ. Ζ έκηαζδ ημο 

ζήιαημξ ήηακ ιεβαθφηενδ ζηα 4 ζηεθέπδ πμο απμιμκχεδηακ απυ ζηοθζά (L. 

infantum; D3, D4, D5, D8) ηαζ ιζηνυηενδ ζημ ζηέθεπμξ πμο απμιμκχεδηε απυ 

άκενςπμ (L. donovani, H2) (Δζηυκα 49). 

Σμ βεβμκυξ υηζ δ ακηθία εηνμήξ Pgp - 170 ακζπκεφηδηε ζηα 5 «ακεεηηζηά» 

ζηεθέπδ απμδεζηκφεζ ηδκ αολδιέκδ ακημπή ημοξ ζηα θάνιαηα ζε ζπέζδ ιε ηα 

ζηεθέπδ πμο ηδκ οπμεηθνάγμοκ ή δεκ ηδκ εηθνάγμοκ ηαευθμο. Αοηυ βζαηί, δ 
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αολδιέκδ έηθναζδ ηδξ Pgp - 170 ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ δοκαηυηδηα πμο έπμοκ 

ηα ζηεθέπδ κα απμιαηνφκμοκ ημ θάνιαημ απυ ημ ζχια ημοξ ιε απμηέθεζια 

ηδκ απμθοβή ηςκ αθααενχκ επζπηχζεςκ ημο θανιάημο ιε απμηέθεζια ηδκ 

επζαίςζή ημοξ. Ζ έηθναζδ ηδξ Pgp - 170 ζε έκα ηφηηανμ ή ιμκμηοηηάνζμ 

μνβακζζιυ, υπςξ δ Leishmania, μθείθεηαζ ζηδκ πανμοζία ημο βμκζδίμο 

οπεφεοκμο βζα ημ θαζκυιεκμ ηδξ πμθθαπθήξ ακημπήξ ζηα θάνιαηα (MDR).  

 

Δηθόλα 49: Ζ ακίπκεοζδ ηδξ Pgp - 170 έβζκε ηαζ ζηα 5 «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ, 

ιε ιζηνυηενδ έκηαζδ ζημ ζηέθεπμξ πμο απμιμκχεδηε απυ ημκ άκενςπμ. Με 

αέθμξ πανμοζζάγεηαζ δ Pgp - 170. 
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Κεθάιαην 3 

Σπδήηεζε 
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3. Σπδήηεζε  

΢ηυπμξ ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ ήηακ δ ζφβηνζζδ 10 ζηεθεπχκ Leishmania (2 L. 

donovani ηαζ 8 L. infantum) ιε ζημπυ ημκ εκημπζζιυ δζαθμνχκ ςξ πνμξ ηα 

αζμθμβζηά ηαζ δμιζηά παναηηδνζζηζηά ημοξ ζε ζπέζδ ιε ηδκ ακημπή ημοξ ζηα 

θάνιαηα.  

Σα ζηεθέπδ αοηά απμιμκχεδηακ ζημ Δνβαζηήνζμ Κθζκζηήξ Βαηηδνζμθμβίαξ, 

Παναζζημθμβίαξ, Εςμκυζςκ ηαζ Γεςβναθζηήξ Ηαηνζηήξ ημο Πακεπζζηδιίμο 

Κνήηδξ, απυ αζεεκείξ ηαζ ζηοθζά απυ ηδκ Κφπνμ ηαζ παναηηδνίζηδηακ ζακ 

«ακεεηηζηά», 5, ηαζ «εοαίζεδηα», 5, (1 L. donovani ηαζ 4 L. infantum ζε ηάεε 

ηαηδβμνία) ηαηά ηδκ δζάνηεζα πνμηαηανηηζηήξ ιεθέηδξ. Ζ ηαηδβμνζμπμίδζδ 

αοηή ηςκ ζηεθεπχκ πνμέηορε αάζεζ ημο νοειμφ εηνμήξ ηδξ πνςζηζηήξ Rhod 

- 123 απυ ηδκ πνμιαζηζβςηή ιμνθή ημο ζηεθέπμοξ ιε ηδ πνήζδ ηδξ 

ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ. Ζ οπυεεζδ πμο εηέεδ βζα δζενεφκδζδ, ήηακ υηζ μ 

νοειυξ εηνμήξ ηδξ Rhod - 123 ελανηάηαζ απυ ημκ ανζειυ ηςκ ακηθζχκ πμο 

οπάνπμοκ ζε ηάεε ζηέθεπμξ βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηδξ πνςζηζηήξ/θανιάημο 

απυ ημ ζχια ημο πανάζζημο, ιε απμηέθεζια ηδκ απμηοπία ηδξ 

πδιεζμεεναπείαξ βζα ηδκ κυζμ. Έηζζ δ ιεθέηδ είπε ζακ ζηυπμ ηδκ ακαγήηδζδ 

πνςηεσκχκ, πμο εκέπμκηαζ ζηδκ ακημπή ημο πανάζζημο ζηα θάνιαηα, ζηα 10 

ζηεθέπδ. 

Ανπζηά ιεθεηήεδηακ μζ δζαθμνέξ ηςκ 10 ζηεθεπχκ ςξ πνμξ ηδκ 

πμθθαπθαζζαζηζηή ηαζ ιμθοζιαηζηή ζηακυηδηα ηςκ πνμµαζηζβςηχκ ημοξ 

ιμνθχκ ηαεχξ ηαζ μ πνυκμξ πμο πνεζάγμκηαζ μζ πνμιαζηζβςηέξ ιμνθέξ βζα 

κα ιεηαηναπμφκ ζε αλεκζηέξ αιαζηζβςηέξ ηαζ ακηίζηνμθα. Σα παναηηδνζζηζηά 

αοηά είκαζ ζδιακηζηά ηαζ αθμνμφκ ζηδκ ιμθοζιαηζηυηδηα ηαζ ζηδκ παεμβέκεζα 

ημο ζηεθέπμοξ. ΢ημπυξ ηδξ ιεθέηδξ ήηακ κα δδιζμονβδεεί ημ πνμθίθ ημο ηάεε 
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ζηεθέπμοξ, ζακ ιμθοζιαηζημφ πανάβμκηα, ηαζ ζηδ ζοκέπεζα κα ακαγδηδεεί δ 

ζπέζδ ιεηαλφ αοημφ ημο πνμθίθ ηαζ ηδξ ακημπήξ ηςκ ζηεθεπχκ ζηα θάνιαηα. 

Ζ ιεθέηδ ηδξ πμθθαπθαζζαζηζηήξ ζηακυηδηαξ ηαηέδεζλε μιμζυηδηεξ ηαζ 

δζαθμνέξ ιεηαλφ ηςκ ζηεθεπχκ, ηαζ ηα απμηεθέζιαηα ήηακ ζοβηνίζζια ηαζ ιε 

ηζξ δφμ ιεευδμοξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ (πμζμηζηή ηαζ πμζμηζηή ηαηαιέηνδζδ 

ηδξ αφλδζδξ ημο πθδεοζιμφ in vitro βζα 6 διένεξ). Μεηά απυ 6 διένεξ 

ηαθθζένβεζαξ, μ ανζειυξ ηςκ πνμµαζηζβςηχκ πμο πνμέηορε βζα ηα 10 

ζηεθέπδ ήηακ ιεηαλφ 4 x 106 ηαζ 80 x 106 ηαεχξ υθα ηα ιέθδ ή ιένμξ ημο 

πθδεοζιμφ πμθθαπθαζζάζηδηε (Πίκαηαξ 2). Σα ζηεθέπδ ηα μπμία 

πανμοζίαζακ ηδκ ιζηνυηενδ αφλδζδ ζημκ πθδεοζιυ ημοξ ήηακ ηα δφμ L. 

donovani ζηεθέπδ πμο απμιμκχεδηακ απυ ημοξ αζεεκείξ. Σα 2 L. donovani 

ζηεθέπδ αφλδζακ ημκ πθδεοζιυ ημοξ ηαηά 300 ηαζ 700% (Πίκαηαξ 2, 4, 

Γνάθδια 1 - 8, Πανάνηδια 5.1 - 5.3) ηαζ ζηα ζηεθέπδ αοηά οπήνλε έκα 

πμζμζηυ πανάζζηςκ, πμο ηοιάκεδηε ιεηαλφ 0.1% ηαζ 4.1%, ημ μπμίμ δεκ 

πναβιαημπμίδζε ηαιία ηοηηανζηή δζαίνεζδ ζηζξ 6 διένεξ ηαθθζένβεζαξ, εκχ 

ιυκμ ημ 0.3% ηαζ ημ 1.9% ακηίζημζπα πναβιαημπμίδζε 5 ηοηηανζηέξ δζαζνέζεζξ 

ιεηά απυ 6 διένεξ. Ακηίεεηα, ηα 8 ζηεθέπδ L. infantum ηαηάθενακ κα 

αολήζμοκ ημκ πθδεοζιυ ημοξ ηαηά 910 - 7900%. ΋θμξ μ πθδεοζιυξ ηςκ 

πανάζζηςκ ηαηάθενε κα ηάκεζ ημοθάπζζημκ ιζα δζαίνεζδ εκχ έκα πμζμζηυ 

ηςκ ζηεθεπχκ αοηχκ, πμο ηοιάκεδηε ιεηαλφ 1.4% ηαζ 53.5%, 

πναβιαημπμίδζε 5 ηοηηανζηέξ δζαζνέζεζξ (Πίκαηαξ 2, 4, Γνάθδια 1 - 8, 

Πανάνηδια 5.1 - 5.3). Ζ πνήζδ ηδξ ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ οπέδεζλε υηζ μ 

θεμνζζιυξ απυ ηδκ πνςζηζηή CFSE βζα ηα δφμ L. donovani ζηεθέπδ 

ιεηαθένεηαζ ιεηαλφ ηςκ 5 ηακαθζχκ ιε παιδθυηενμ νοειυ απυ υηζ ζηα 

ζηεθέπδ L. infantum. Ζ ιεηαθμνά ημο θεμνζζιμφ ηαζ δ ακίπκεοζή ημο ζημ 
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αιέζςξ επυιεκμ ηακάθζ ακηζπνμζςπεφεζ ηζξ ηοηηανζηέξ δζαζνέζεζξ/βεκεέξ, 

ζηδκ ηάεε ιζα απυ ηζξ μπμίεξ μθείθεηαζ δ ιείςζδ ηδξ ζπεηζηήξ έκηαζδξ ημο 

θεμνζζιμφ ηαηά 50% (http://facs.stanford.edu/sff/about-facs.html). Έηζζ, μ 

ιέζμξ υνμξ πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ 10 ζηεθεπχκ βζα ηάεε διένα, ηαηά ηδκ 

δζάνηεζα ηδξ ηαθθζένβεζαξ ηςκ 6 διενχκ, ηοιάκεδηε απυ 32,35% ιέπνζ 

168,08%, ιε ηα 2 ζηεθέπδ L. donovani κα έπμοκ ημκ παιδθυηενμ νοειυ 

(32.35% ηαζ 52.56%) ζε ζπέζδ ιε ηα L. infantum (76.60% - 168.08%) 

(Πίκαηαξ 3). 

 Ζ πμθθαπθαζζαζηζηή ζηακυηδηα ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ 

ακηζπνμζςπεφεζ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ πανάζζηςκ ζημ ζχια ηδξ ζηκίπαξ 

ηαζ ζπεηίγεηαζ ιε ημ παναζζηζηυ θμνηίμ ημ μπμίμ εα εκμθεαθιζζηεί ζημκ 

επυιεκμ ζπμκδοθςηυ λεκζζηή, άκενςπμ ή γχμ, ηαηά ηδκ δζάνηεζα ημο 

βεφιαημξ ηδξ ζηκίπαξ. ΋ζμ ιεβαθφηενμξ είκαζ μ ανζειυξ ηςκ πνμµαζηζβςηχκ 

ιμνθχκ πμο εα παναπεεί, ηυζμ ιεβαθφηενμ εα είκαζ ημ παναζζηζηυ θμνηίμ 

πμο εα εκμθεαθιζζηεί άνα ηαζ μ ανζειυξ ηςκ ιαηνμθάβςκ ημο ζπμκδοθςημφ 

λεκζζηή πμο εα ιπμνμφζε κα ιμθοκεεί. Σα απμηεθέζιαηα δείπκμοκ υηζ μζ 

πνμιαζηζβςηέξ ιμνθέξ δζαθμνεηζηχκ ζηεθεπχκ πανμοζζάγμοκ ιζα 

εηενμβέκεζα ζηδκ πμθθαπθαζζαζηζηή ημοξ ζηακυηδηα, ιε ηα ζηεθέπδ L. 

donovani κα έπμοκ παιδθυηενμ νοειυ απυ ηα L. infantum. Οζ δζαθμνέξ αοηέξ 

ιπμνεί κα μθείθμκηαζ ζηδκ βεςβναθζηή ηαηακμιή, ζημ δζαθμνεηζηυ ζηέθεπμξ 

ημο πανάζζημο, ζημ δζαθμνεηζηυ λεκζζηή απυ ημκ μπμίμ απμιμκχεδηε ημ ηάεε 

ζηέθεπμξ ή ζημ δζαθμνεηζηυ είδμξ θθεαμηυιμο ζηκίπαξ (Diptera - 

Psychodidae) ζημ μπμίμ είπε ακαπηοπεεί ηαζ ημ μπμίμ πνδζζιμπμζεί ζακ 

δζααζααζηή λεκζζηή. Ο Phlebotomus tobbi εκμπμπμζείηαζ βζα ηδκ δζαζπμνά ηαζ 

ηςκ δφμ Leishmania spp. ζηδκ Κφπνμ (Antoniou, 2008; Antoniou, 2009; Leger 
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and Depaquit, 2008). Σμ εκδζαθένμκ πμο πνμέηορε απυ ηδκ πμζμηζηή ιεθέηδ 

ηδξ πμθθαπθαζζαζηζηήξ ζηακυηδηαξ ημο ζηεθέπμοξ, δ μπμία 

πναβιαημπμζήεδηε βζα πνχηδ θμνά, είκαζ δ δζαθμνεηζηή ζοιπενζθμνά ηςκ 

ιεθχκ ημο πθδεοζιμφ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ζημ ηάεε ζηέθεπμξ (Messaritakis, 

2010). Αοηέξ μζ δζαθμνέξ ιπμνεί κα ακηζπνμζςπεφμοκ ηδκ ζηακυηδηα ηςκ 

ζηεθεπχκ κα πνμζανιυγμκηαζ ζημ ζχια ηδξ ζηκίπαξ ηαζ κα ζοβπνμκίγμοκ ημκ 

πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ ιεθχκ ημο πθδεοζιμφ ημοξ βζα ηδκ παναβςβή εκυξ 

ανηεηά ιεβάθμο θμνηίμο ημ μπμίμ εα εκμθεαθιζζηεί ηαηά ηδκ δζάνηεζα ημο 

βεφιαημξ ηδξ ζηκίπαξ.  

΢ε έκακ πθδεοζιυ πανάζζηςκ, πζεακυκ κα ζοκοπάνπμοκ 2 ή πενζζζυηενα 

ζηεθέπδ/είδδ Leishmania (Ravel, 2006; Volf , 2007; Chargui , 2009). ΢ε 

πενίπηςζδ ιεζηημφ πθδεοζιμφ, ηα πανάζζηα ιπμνεί κα πνμαμφκ ζε 

ακηαθθαβέξ βεκεηζημφ οθζημφ ηαηά ηδκ ακάπηολδ ηαζ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ 

ημοξ ζημ ζχια ηδξ ζηκίπαξ, ιεηαδίδμκηαξ έηζζ ημοξ "οανζδζημφξ" απμβυκμοξ 

ζημ ζπμκδοθςηυ λεκζζηή (Ravel, 2006; Volf , 2007; Akopyants, 2009; Chargui, 

2009). ΋πςξ πενζβνάθεηαζ ηαζ απυ ημκ Ravel (2006), ζηεθέπδ L. infantum ηαζ 

L. major απμιμκχεδηακ απυ ακμζμηαηαζηαθιέκμοξ αζεεκείξ απυ ηδκ 

Πμνημβαθία ηαζ ηα ζηεθέπδ αοηά, πανά ηδκ δζαθμνεηζηή βεςβναθζηή ηαηακμιή 

ημοξ, ηδκ ιεηάδμζή ημοξ απυ δζαθμνεηζηά είδδ ζηκίπαξ ηαζ ημοξ 

δζαθμνεηζημφξ λεκζζηέξ παναηαηαεήηδ πμο πνδζζιμπμζμφκ, έδεζλακ κα 

δζαεέημοκ ημ βμκζδίςια ηαζ ηςκ δφμ ζηεθεπχκ. Σα οανίδζα αοηά ήηακ πζμ 

ιμθοζιαηζηά απυ ηα ανπέβμκα ζηεθέπδ. Έηζζ, ηα παναηηδνζζηζηά πμο πζεακυκ 

κα πνμηφρμοκ απυ ιζα ηέημζα δζενβαζία, ιπμνεί κα ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ 

ιμθοζιαηζηή ζηακυηδηα ή/ηαζ ηδκ ακημπή ηςκ οανζδίςκ ζηα θάνιαηα.  
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΢ηα ζηεθέπδ πμο ιεθεηήεδηακ δεκ πνμέηορε ηαιία ζοζπέηζζδ ιεηαλφ ηδξ 

πμθθαπθαζζαζηζηήξ ζηακυηδηαξ ηαζ ηςκ ηθζκζηχκ εηδδθχζεςκ ηςκ αζεεκχκ ή 

ηςκ ζηοθζχκ (Πίκαηαξ 10). Πνέπεζ κα ημκζζηεί υηζ μζ ιεθέηεξ έβζκακ in vitro, 

πανάβμκηαξ πμο πζεακυκ κα επδνεάγεζ ηδκ ζοιπενζθμνά ηςκ ζηεθεπχκ 

(Papadopoulou, 2006).  

H ιμθοζιαηζηή ζηακυηδηα ηςκ 10 ζηεθεπχκ, in vitro, ιε ηδκ πνήζδ THP-1 

ηοηηάνςκ, ήηακ δζαθμνεηζηή υπζ ιυκμ ακάιεζα ζηα δομ είδδ αθθά ηαζ ακάιεζα 

ζηα ζηεθέπδ ηςκ δομ εζδχκ. Έηζζ, εκχ ηα 2 L. donovani, ζηεθέπδ πμο 

απμιμκχεδηακ απυ αζεεκείξ, ιυθοκακ ημ 13,7% ηαζ ημ 14,7% ηςκ THP-1 

ηοηηάνςκ, ηα 8 L. infantum ζηεθέπδ ιυθοκακ απυ 5,2% ιέπνζ ηαζ ημ 41,2% 

ηςκ ηοηηάνςκ ιεηά απυ επχαζδ 27 ςνχκ ζημοξ 37 oC. Ο ανζειυξ ηςκ 

πανάζζηςκ ακά 100 ηοπαία ηφηηανα ήηακ 2 πανάζζηα/ηφηηανμ βζα ηα ζηεθέπδ 

L. donovani ηαζ 1 - 3 πανάζζηα/ηφηηανμ βζα ηα L. infantum. Ακηίζημζπα, μ 

ανζειυξ ηςκ πανάζζηςκ ακά 100 ιμθοζιέκα ηφηηανα ήηακ 7 

πανάζζηα/ηφηηανμ βζα ηα ζηεθέπδ L. donovani ηαζ 5 – 8 πανάζζηα/ηφηηανμ βζα 

ηα L. infantum. (Πίκαηαξ 5, Γνάθδια 9). Σα απμηεθέζιαηα δείπκμοκ υηζ δ 

ιμθοζιαηζηή ζηακυηδηα ημο ηάεε ζηεθέπμοξ είκαζ ακελάνηδηδ ιε ηδκ  

πμθθαπθαζζαζηζηή ζηακυηδηα ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο, υπςξ έδεζλακ 

μζ in vitro δμηζιαζίεξ (Πίκαηαξ 10). Ζ βεκεηζηή πμζηζθμιμνθία είκαζ έκαξ 

ζδιακηζηυξ πανάβμκηαξ πμο πνέπεζ κα θαιαάκεηαζ οπυρδ ζε ιεθέηεξ 

πθδεοζιχκ. ΢οβηεηνζιέκα, δ πμζηζθμιμνθία πμο επζδεζηκφμοκ ηα 10 ζηεθέπδ 

ζηδκ πμθθαπθαζζαζηζηυηδηα, ηδ ιμθοζιαηζηυηδηα ηαζ ημκ ηνμπζζιυ ηςκ 

ιεθχκ ημοξ, πζεακυκ κα έπεζ ζδιακηζηή επίδναζδ ζηδκ ιεηάδμζδ ή/ηαζ ζηδκ 

παεμβέκεζα ηδξ αζεέκεζαξ, υπςξ πενζβνάθεηαζ απυ ημοξ Martinez, 2000 ηαζ 

De Lana, 2000, μζ μπμίμζ ιεθέηδζακ ηδκ δενιαηζηή θεσζιακίαζδ πμο πνμηαθεί 
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δ L. guyanensis ζηα hamsters ηαζ ηδκ Σνοπακμζςιίαζδ πμο πνμηαθεί ημ 

ζοββεκέξ ιε ηδ Λεσζιάκζα Trypanosoma cruzi ζηα πμκηίηζα, ακηίζημζπα (de 

Lana, 2000; Martinez, 2000). 

Πανά ηδ ζδιαζία ηδξ ζηακυηδηαξ ιεηαηνμπήξ ηςκ ιεηαηοηθζηχκ 

πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο πανάζζημο ζε αιαζηζβςηέξ, μζ ζδακζηέξ 

ζοκεήηεξ βζα ηδκ επζηοπή ιεηαηνμπή ημοξ ζε αλεκζηέξ αιαζηζβςηέξ ιμνθέξ in 

vitro δεκ έπμοκ πνμζδζμνζζηεί πθήνςξ. Γζαθμνεηζηά είδδ Leishmania έπμοκ 

δζαθμνεηζηέξ απαζηήζεζξ πνμηεζιέκμο κα ηαθθζενβδεμφκ ζακ αλεκζηά 

αιαζηζβςηά (Pan, 1993). Μεθέηεξ ακαθένμοκ υηζ δ ιεηαηνμπή ηςκ 

ιεηαηοηθζηχκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο πανάζζημο Leishmania ζε 

αιαζηζβςηά, πςνίξ ηδκ πανμοζία ηοηηάνςκ λεκζζηχκ πμο εα 

πναβιαημπμζήζμοκ ηδκ θαβμηοηηάνςζδ, ιπμνεί κα πναβιαημπμζδεεί ιε ηδκ 

πανμοζία ακενχπζκμο μνμφ ή εκυξ ιυκμ ζοζηαηζημφ ημο μνμφ (CRP, C - 

ακηζδνχζα πνςηεΐκδ) (Mbuchi, 2006). Τπυ ζοκεήηεξ αολδιέκδξ 

εενιμηναζίαξ (37 oC) ηαζ εθαηηςιέκμο pH (pH 5.5) μ μνυξ ημο ακενχπμο ή δ 

CRP ιπμνμφκ κα επζηαπφκμοκ ηδκ δζαδζηαζία ιεηαηνμπήξ, in vitro (Johner, 

2006). ΢ε in vivo ζοκεήηεξ, δ ιεηάδμζδ ημο πανάζζημο οπυ θοζζμθμβζηέξ 

ζοκεήηεξ, βίκεηαζ ιεηά απυ εκμθεαθιζζιυ ηςκ πνμµαζηζβςηχκ ιμνθχκ ζημ 

δένια ακενχπμο ή γχμο ηαηά ηδκ δζάνηεζα ημο βεφιαημξ ηδξ ζηκίπαξ. ΢ηδ 

ζοκέπεζα, ηα πανάζζηα αοηά εα θαβμηοηηανςεμφκ απυ ηα μοδεηενυθζθα ηαζ 

ηα ιαηνμθάβα. ΋ζα απυ αοηά επζαζχζμοκ ζημ αθζθυλεκμ πενζαάθθμκ ημο 

ηοηηάνμο (θαβυζςια), εα ιεηαθενεμφκ ζηδκ ηοηθμθμνία ιαγί ιε ηα 

ιμθοζιέκα ηφηηανα πμο ηα θένμοκ, εα εηηεεμφκ ζημκ μνυ ηαζ ζηα ζοζηαηζηά 

ημο, ζοκεήηεξ αθζθυλεκεξ βζα ηα πνμιαζηζβςηά, ιε απμηέθεζια κα 

ιεηαηναπμφκ ζε αιαζηζβςηά (Bee, 2001). Καηά ηδκ πανμφζα ιεθέηδ, ηα δομ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mbuchi%20M%22%5BAuthor%5D
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ζηεθέπδ L. donovani (Ζ1, Ζ2) πνεζάζηδηακ 4 ηαζ 5 διένεξ πνμηεζιέκμο ημ 

97% - 98% ημο πθδεοζιμφ ημοξ κα ιεηαηναπεί ζε αλεκζηά αιαζηζβςηά 

πανάζζηα, ιε ημ "ακεεηηζηυ" ζηέθεπμξ (H2) κα πνεζάγεηαζ ημκ πενζζζυηενμ 

πνυκμ (5 διένεξ). Ακηίεεηα, ηα ζηεθέπδ L. infantum (D1 - D8) πνεζάζηδηακ 2 - 

3 διένεξ πνμηεζιέκμο υθα ηα πανάζζηα κα ιεηαηναπμφκ απυ πνμιαζηζβςηά 

ζε αλεκζηά αιαζηζβςηά, ιε ηα "ακεεηηζηά" ζηεθέπδ (D3, D4, D5, D8) κα 

πνεζάγμκηαζ ημκ πενζζζυηενμ πνυκμ (3 διένεξ). Γζα ηδκ ακηίζηνμθδ ιεηαηνμπή 

ημοξ, απυ αλεκζηά αιαζηζβςηά ζε πνμιαζηζβςηά, ηα πανάζζηα ηςκ ζηεθεπχκ 

L. donovani (Ζ1, Ζ2) πνεζάζηδηακ 38 ηαζ 48 hr, ιε ημ"ακεεηηζηυ" ζηέθεπμξ 

(H2) κα πνεζάγεηαζ ημκ πενζζζυηενμ πνυκμ (48 hr), εκχ ηα πανάζζηα ζηεθεπχκ 

L. infantum (D1 - D8) πνεζάζηδηακ  24 - 28 hr ιε ηα "ακεεηηζηά" ζηεθέπδ (D3, 

D4, D5, D8) κα πνεζάγμκηαζ ημκ πενζζζυηενμ πνυκμ (28 hr) (Πίκαηαξ 6, 10). Σμ 

θαζκυιεκμ αοηυ ηδξ εηενμβέκεζαξ πμο πανμοζίαζακ ηα δφμ οπμβέκδ βζα κα 

ιεηαηνέρμοκ ημ ελςηοηηανζηυ ιαζηίβζυ ημοξ ζε εκδμηοηηανζηυ ηαζ κα 

ιεηαηναπμφκ ζε αιαζηζβςηέξ ιμνθέξ πζεακυκ κα έπεζ ακηίηηοπμ ζημ πνμκζηυ 

δζάζηδια πμο πνεζάγμκηαζ ζημ ζχια ημο ζπμκδοθςημφ λεκζζηή βζα κα 

ιμθφκμοκ ηα ηφηηανά ημο ηαζ κα ανπίζμοκ κα πμθθαπθαζζάγμκηαζ 

εκδμηοηηάνζα ηαζ ζηδκ παεμβέκεζα ηδξ κυζμο πμο ακαπηφζζεηαζ. Δπζπθέμκ, δ 

εηενμβέκεζα πμο πανμοζίαζακ ηα δφμ οπμβέκδ πνμηεζιέκμο κα ιεηαηναπμφκ 

απυ αλεκζηά αιαζηζβςηά ζε πνμιαζηζβςηά πζεακυκ κα έπεζ ακηίηηοπμ ζημ 

πνμκζηυ δζάζηδια πμο πνεζάγμκηαζ ηα πανάζζηα βζα κα πνμζανιμζημφκ ζημ 

ζχια ηδξ ζηκίπαξ πνζκ ανπίζμοκ κα πμθθαπθαζζάγμκηαζ. Πενζμνζζιέκμξ είκαζ 

μ ανζειυξ ηςκ ιεθεηχκ πμο έπμοκ πναβιαημπμζδεεί υζμκ αθμνά ζηδκ 

ιεηαηνμπή ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο πανάζζημο Leishmania ζε 

αλεκζηά αιαζηζβςηά. Σμ πνμκζηυ δζάζηδια πμο πνεζάζηδηακ ηα 10 ζηεθέπδ βζα 
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κα ιεηαηναπμφκ απυ πνμιαζηζβςηά ζε αλεκζηά ζοιθςκεί ιε πνμδβμφιεκεξ 

ιεθέηεξ πμο πνδζζιμπμζμφκ ζηεθέπδ L. donovani ηαζ L. infantum (Prasad, 

2004; Somanna, 2002). ΋ιςξ μ πνυκμξ αοηυξ δζαθένεζ ζε άθθα είδδ ημο 

πανάζζημο (L. amazonensis, L. braziliensis, L. chagasi) ηαζ ζε άθθα 

ηαθθζενβδηζηά οθζηά (π.π. Schneider's Drosophila medium), υπμο μ πνυκμξ 

ιεηαηνμπήξ ηςκ ιμνθχκ ήηακ άθθμηε ιζηνυηενμξ (L. amazonensis) ηαζ άθθμηε 

ιεβαθφηενμξ (L. braziliensis, L. chagasi) (Teixeira, 2002). 

Μεθέηεξ πμο πναβιαημπμζμφκηαζ ζε επζθεβιέκα ζηεθέπδ - ακεεηηζηά ηαζ 

εοαίζεδηα ζηα θάνιαηα -, απμηεθμφκ έκα ζδιακηζηυ αήια πνμξ ηδκ 

ηαηακυδζδ ημο ιδπακζζιμφ ηδξ ακημπήξ ζηα θάνιαηα ηδξ Leishmania ηαζ εα 

μδδβήζμοκ ζηδκ πνυθδρδ ηδξ ακάπηολδξ ακημπήξ ηαζ ηδξ βεςβναθζηήξ 

δζαζπμνάξ ηδξ ηαζ ιπμνεί κα ζοιαάθμοκ ζηδκ ακάπηολδ κέςκ εεναπεοηζηχκ 

μοζζχκ (Ouellette, 2001). Μεθέηεξ ακαθένμοκ υηζ δ ακημπή πμο 

πανμοζζάγμοκ ηα πανάζζηα ζηα θάνιαηα είκαζ ιζα εηδήθςζδ πμο ιπμνεί κα 

μθείθεηαζ ζε πενζζζυηενμοξ απυ έκακ πανάβμκηεξ ηαζ ιδπακζζιμφξ. ΢ε 

αοημφξ ζοβηαηαθέβμκηαζ, ιεηαλφ άθθςκ, μζ δζαθμνέξ πμο πανμοζζάγμοκ μζ 

ιειανάκεξ ηςκ πανάζζηςκ ζηζξ ζηενυθεξ (Goad, 1984; Beach, 1988) ηαζ ζηα 

θζπίδζα (Beach, 1979). Ζ αθυβζζηδ πνήζδ ηςκ αθάηςκ πεκηαζεεκμφξ 

ακηζιμκίμο (Glucantime) ζε εκδδιζηέξ ιε θεσζιακίαζδ πενζμπέξ έπεζ αθθάλεζ 

ηδκ αζμπδιζηή ζφζηαζδ ηδξ ιειανάκδξ ηςκ πανάζζηςκ ιε απμηέθεζια ηδκ 

δδιζμονβία ακεεηηζηχκ ζηεθεπχκ. Δίκαζ βκςζηυ υηζ εηηυξ απυ ημ πεκηαζεεκέξ 

ακηζιυκζμ, άθθα θάνιαηα πμο αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

ιειανάκδ είκαζ δ Αιθμηενζηίκδ Β ηαζ ημ Miltefosine (Goad, 1984; 

Rakotomanga, 2004). Πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ απμδεζηκφμοκ υηζ ηάπμζμζ ημζκμί 

ιδπακζζιμί ακημπήξ, υπςξ μζ ιυκζιεξ αθθαβέξ πμο ζοιααίκμοκ ζηζξ 
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ιειανάκεξ, ιπμνεί κα ζοιαάθμοκ ζημ θαζκυιεκμ ηδξ πμθθαπθήξ ακημπήξ ζηα 

θάνιαηα (Sereno, 2001; Lee, 2002; Verma, 2004; Kothari, 2007). Σα 

απμηεθέζιαηα πμο πνμέηορακ ηαηά ηδκ in vitro ιεθέηδ ηδξ ακημπήξ πμο 

πανμοζζάγμοκ ηα 10 ζηεθέπδ ζηα ηνία θανιαηεοηζηά ζηεοάζιαηα 

(Glucantime, Amphotericin B, Miltefosine) επζαεααζχκμοκ πνμδβμφιεκεξ 

ιεθέηεξ πμο δείπκμοκ υηζ ζηεθέπδ ημο πανάζζημο Leishmania πανμοζζάγμοκ 

ακημπή ζημ Glucantime (Sundar, 2000).  

Έηζζ, ηαηά ηδκ ιεθέηδ ηδξ ακημπήξ ηςκ 10 ζηεθεπχκ ζηδκ Αιθμηενζηίκδ B, ηα 

απμηεθέζιαηα έδεζλακ υηζ ηα 3 απυ ηα 5 ζηεθέπδ πμο παναηηδνίζηδηακ 

«εοαίζεδηα» (H1, D2, D7), ηαηά ηζξ πνμηαηανηηζηέξ ιεθέηεξ ήηακ εοαίζεδηα 

ζηδκ Αιθμηενζηίκδ B, 2 «εοαίζεδηα» ζηεθέπδ (D3, D6) πανμοζίαζακ ιζηνυ 

ααειυ ακημπήξ, εκχ ηα «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ έδεζλακ ακημπή. Έηζζ, ζε 3 απυ 

ηα 5 «εοαίζεδηα ζηεθέπδ» (H1, D2, D7) πανμοζζάγεηαζ εθάηηςζδ ημο 

πθδεοζιμφ, ηυζδ χζηε ζηδκ 3δ διένα ηαζ ζηδκ ζοβηέκηνςζδ ημο θανιάημο 

1,5 ιg/ml, υθμξ μ πθδεοζιυξ ηςκ πανάζζηςκ κα ελαθεζθεεί. ΋θα ηα 

«ακεεηηζηά» ζηεθέπδ έδεζλακ ιείςζδ ημο πθδεοζιμφ ημοξ ζε ζοβηεκηνχζεζξ 

1,5 – 3 ιg/ml, αθθά δ ελάθεζρδ υθςκ ηςκ πανάζζηςκ δεκ επήθεε πνζκ απυ 

ηδκ 6δ διένα (Γνάθδια 12 ηαζ 13, Πανάνηδια 5.6 - 5.7). Ο νοειυξ ιεηααμθήξ 

ημο πθδεοζιμφ ηςκ ζηεθεπχκ αοηχκ πμο πνμέηορε ιε ημκ ζοκοπμθμβζζιυ 

ηδξ ζοβηέκηνςζδ ημο θανιάημο, ημο πνμκζημφ δζαζηήιαημξ ηςκ 6 διενχκ ηαζ 

ημο πθδεοζιμφ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο πανάζζημο ηαζ βζα ηζξ 6 

διένεξ ημο πεζνάιαημξ, ήηακ 29 - 76 βζα ηα «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ, 83 ηαζ 93 

βζα ηα ζηεθέπδ πμο ειθάκζζακ ιζηνυ ααειυ ακημπήξ, ηαζ 98 - 117 βζα ηα 

«εοαίζεδηα» ζηεθέπδ. Ο νοειυξ αοηυξ δδθχκεζ ημ ααειυ ακημπήξ ηςκ 10 

ζηεθεπχκ ζηα θάνιαηα. ΋ζμ ιζηνυηενμξ είκαζ μ νοειυξ ιεηααμθήξ ημο 
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πθδεοζιμφ, ηυζμ ιεβαθφηενδ είκαζ δ ακημπή ηςκ ζηεθεπχκ ζηα θάνιαηα. 

΢οκοπμθμβίγμκηαξ ηδκ ακηαπυηνζζδ ηςκ ζηεθεπχκ αοηχκ ζηδκ Αιθμηενζηίκδ 

Β βζα ηζξ 6 διένεξ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ηαζ ημκ νοειυ ιεηααμθήξ ημο πθδεοζιμφ, 

εεςνήεδηε ζακ "cut - off" ημ 93. Έηζζ, υζα ζηεθέπδ πανμοζίαζακ νοειυ 

ιεηααμθήξ ≤ 93 εεςνήεδηακ ζακ "ακεεηηζηά", εκχ υζα ζηεθέπδ πανμοζίαζακ 

νοειυ ιεηααμθήξ > 93 εεςνήεδηακ ζακ "εοαίζεδηα" (Πίκαηαξ 8). Καηά ηδκ 

ιεθέηδ ηδξ ακημπήξ ηςκ ζηεθεπχκ ζημ Glucantime απεδείπεεζ υηζ ηαζ ηα 10 

ζηεθέπδ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ πανμοζίαζακ ακημπή ζημ Glucantime. Δκκέα 

απυ ηα 10 ζηεθέπδ πνεζάζηδηακ πάκς 800 ιg/ml ηαζ 1 ιυκμ ζηέθεπμξ (D4 – 

«ακεεηηζηυ») πνεζάζηδηε 400 ιg/ml, πνμηεζιέκμο μ πθδεοζιυξ ημοξ κα 

ιεζςεεί ημοθάπζζημκ ηαηά 50% (IC50) (Γνάθδια 10 ηαζ 11, Πανάνηδια 5.4 - 

5.5). Ο νοειυξ ιεηααμθήξ ημο πθδεοζιμφ ηςκ ζηεθεπχκ αοηχκ ήηακ 90 - 92 

βζα ηα "ακεεηηζηά" ζηεθέπδ ηαζ 18 - 83 βζα ηα "εοαίζεδηα" ζηεθέπδ (≤ 93) 

(Πίκαηαξ 8). Πανάθθδθα, ηαηά ηδκ ιεθέηδ ηδξ ακημπήξ ηςκ 10 ζηεθεπχκ ζημ 

Miltefosine, υθα ηα ζηεθέπδ έδεζλακ ελίζμο ιεβάθδ εοαζζεδζία ζε υθεξ ηζξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο (1,25 – 20 ιg/ml), απυ ηδκ πνχηδ ηζυθαξ διένα 

ηαζ νοειυ ιεηααμθήξ ημο πθδεοζιμφ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ πμο ηοιάκεδηε 

απυ 95 - 201 (> 93) (Γνάθδια 14 ηαζ 15, Πανάνηδια 5.8 - 5.9, Πίκαηαξ 8).  

΢οιπεναζιαηζηά, ημ Glucantime, έκα θάνιαημ πμο έπεζ ηδκ ζδζυηδηα κα 

ακαζηέθθεζ ηδ βθοηυθοζδ ηαζ ηδ α – μλείδςζδ ημο πανάζζημο ιεζχκμκηαξ ηα 

επίπεδα ημο ATP (Simões-Mattos, 2002) ηαζ πνδζζιμπμζήεδηε εηηεηαιέκα 

ζακ θάνιαημ 1δξ βναιιήξ ζε αζεεκείξ ηαζ ζηοθζά ιε θεσζιακίαζδ, έπεζ 

μδδβήζεζ ζηδκ ακάπηολδ ακημπήξ ζε αοηυ απυ ημ πανάζζημ ιε απμηέθεζια κα 

ιδκ ιπμνεί πθέμκ κα πνδζζιμπμζείηαζ απμηεθεζιαηζηά. Δκδζαθένμκ πανυθα 

αοηά, πανμοζζάγεζ ιζα πανάθθδθδ, ιε ηδκ πανμφζα, ιεθέηδ πμο 
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πναβιαημπμζήεδηε ζημ Δθθδκζηυ Ηκζηζημφημ Παζηέν (Δνβαζηήνζμ Μμνζαηήξ 

Παναζζημθμβίαξ, Αεήκα) ηαηά ηδκ μπμία πνδζζιμπμζήεδηακ 5 απυ ηα 10 οπμ 

ιεθέηδ ζηεθέπδ Leishmania (1 «εοαίζεδημ» L. donovani, 1 «ακεεηηζηυ» L. 

donovani ηαζ 3 «ακεεηηζηά» L. infantum) βζα κα εθεβπεεί δ ακημπή ημοξ ζηα 2 

πανάβςβα ημο θανιάημο Glucantime, ημ SbV (πεκηαζεεκέξ ακηζιυκζμ) ηαζ ημ 

SbIII (ηνζζεεκέξ ακηζιυκζμ). Μεθέηεξ οπμζηδνίγμοκ υηζ ημ SbV δεκ είκαζ ημλζηυ 

βζα ηδκ Leishmania αθθά ιεηαηνέπεηαζ ιέζα ζημ ηφηηανμ λεκζζηή απυ ηo 

έκγοιμ βθμοηαεζυκδ (GSH), ζηδκ ημλζηή ημο ιμνθή, ημ SbIII (Demicheli, 2002; 

Goodwin, 1995; Frézard, 2001; Lima, 2009). ΢φιθςκα ιε ηδκ ιεθέηδ αοηή, ηα 

«ακεεηηζηά» ζηεθέπδ πνεζάζηδηακ  40 ιg/ml απυ ημ SbV ηαζ < 0,1 - > 2 ιg/ml 

απυ ημ SbΗΗΗ, πνμηεζιέκμο ημ 50% ηςκ πανάζζηςκ κα ιεζςεεί (IC50). ΢ε 

ακηίεεζδ, ημ «εοαίζεδημ» ζηέθεπμξ πμο πνδζζιμπμζήεδηε (H2) πνεζάζηδηε < 3 

ιg/ml απυ ημ SbV ηαζ < 1 ιg/ml απυ ημ SbIII βζα ημ IC50. ΢οκεπχξ, δ 

ιειμκςιέκδ πμνήβδζδ ηςκ παναβχβςκ ημο θανιάημο Glucantime, ηαζ 

ηονίςξ ημο SbV, έπεζ ιεβαθφηενδ απμηεθεζιαηζηυηδηα ζηδκ ιείςζδ ημο 

πθδεοζιμφ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ.  

'΋ζμκ αθμνά ηδ θζπμζςιζηή Αιθμηενζηίκδ Β πμο έπεζ ακηζηαηαζηήζεζ ημ 

Glucantime ζακ θάνιαημ πνχηδξ βναιιήξ εκακηίμκ ηδξ θεσζιακίαζδξ ζε 

πμθθέξ πενζμπέξ, ηα απμηεθέζιαηα δείπκμοκ υηζ 2 απυ ηα 5 "εοαίζεδηα" 

ζηεθέπδ πανμοζίαζακ ακημπή ζε παιδθά επίπεδα. ΢οκεπχξ, οπάνπεζ 

ηίκδοκμξ ζφκημια, ηα πανάζζηα κα απμηηήζμοκ ακημπή ηαζ ζηδκ Αιθμηενζηίκδ 

Β, ιε πζεακή αζηία ηδκ αθυβζζηδ πνήζδ ηδξ, πζεακυκ ιέζς ηδξ 

αθθδθεπίδναζήξ ηδξ ιε ηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηςκ ηοηηάνςκ, 

πανάβμκηαξ πμο πνμηαθεί πμθθαπθή ακημπή ζηα θάνιαηα (Υαθεαεθάηδξ, 

1994). Σα απμηεθέζιαηα ιε ηδκ πνήζδ ημο Miltefosine είκαζ εκεαννοκηζηά 

http://www.springerlink.com/content/505781m464346478/fulltext.html#CR4
http://www.springerlink.com/content/505781m464346478/fulltext.html#CR8


 

 
165 

 

ηαεχξ ηαζ ηα 10 ζηεθέπδ πμο ιεθεηήεδηακ, είηε πανμοζίαζακ ακημπή είηε 

εοαζζεδζία ζημ Glucantime ηαζ ηδκ Amphotericin Β, έδεζλακ ελίζμο ιεβάθδ 

εοαζζεδζία ζε υθεξ ηζξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο κέμο θανιάημο Miltefosine (1,25 – 

20 ιg/ml), απυ ηδκ πνχηδ ηζυθαξ διένα. To Miltefosine είκαζ έκα θάνιαημ 

ζημ μπμίμ ημ πανάζζημ Leishmania δεκ έπεζ ακαπηφλεζ ακημπή, ηονίςξ θυβς 

ημο ιζηνμφ πνμκζημφ δζαζηήιαημξ πνήζδξ ημο (Das, 2009). Ζ πνήζδ υιςξ ημο 

Miltefosine βζα ηδκ εεναπεία ζηοθζχκ ιε ΢Λ ζε πμθθέξ πχνεξ (www.virbac.gr), 

ιεηαλφ αοηχκ ηαζ εονςπασηέξ - ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηαζ ηδξ πχναξ ιαξ, 

εέηεζ ζε ηίκδοκμ ημ ιέθθμκ αοημφ ημο θανιάημο ζηδκ ηαηαπμθέιδζδ ηδξ 

ζπθαπκζηήξ θεσζιακίαζδξ ζημκ άκενςπμ. Πνέπεζ ζοκεπχξ κα ειπμδζζηεί δ 

ακάπηολδ ακεεηηζηχκ ζηεθεπχκ. Ο Perez-Victoria (2006) πνμηείκεζ ηάπμζμοξ 

ηνυπμοξ δνάζδξ πνμξ ημ ζημπυ αοηυ, μζ μπμίμζ ιεηαλφ άθθςκ 

πενζθαιαάκμοκ: α) Υμνήβδζδ ημο θανιάημο ιυκμ ιέζς ημο ζοζηήιαημξ 

δδιυζζαξ οβείαξ, ζε εκδδιζηέξ πενζμπέξ: Σμ θάνιαημ εα πνέπεζ κα ιδκ 

πμνδβείηαζ απυ ζδζςηζηά ζαηνεία ηαζ ηθζκζηέξ πνμηεζιέκμο κα εθέβπεηαζ δ 

πμνήβδζή ημο, α) ΢οιιυνθςζδ ζηδκ εεναπεία: Σα ζοζηήιαηα οβείαξ ηαεχξ 

ηαζ μζ βζαηνμί πμο ηα απμηεθμφκ εα πνέπεζ κα παναημθμοεμφκηαζ βζα ηδκ 

ζςζηή πνήζδ ηςκ μδδβζχκ, β) Παναημθμφεδζδ ηδξ ακημπήξ ζηα θάνιαηα: 

Ηδακζηυηενμξ ηνυπμξ είκαζ δ ιεθέηδ ηδξ ακημπήξ πμο πανμοζζάγμοκ ηα 

ζηεθέπδ ζηα θάνιαηα, πανά ηδξ οπμηνμπήξ ηδξ κυζμο, δ) Μεηάδμζδ ηδξ 

κυζμο: Ανπζηά εα πνέπεζ κα εθέβπεηαζ μ πθδεοζιυξ ηςκ εκηυιςκ – θμνέςκ, 

ε) Ζ εεναπεία ηςκ αζεεκχκ εα πνέπεζ κα είκαζ άιεζδ: ιε ηδκ ειθάκζζδ ηςκ 

ζοιπηςιάηςκ, ζη) ΢ε πενζμπέξ πμο ηα ζηοθζά εεςνμφκηαζ ηφνζμζ λεκζζηέξ 

παναηαηαεήηδ, δ πνήζδ ημο Miltefosine βζα ηηδκζαηνζηή πνήζδ δεκ 

ζοζηήκεηαζ, γ) Ανηεηέξ πενζμπέξ έπμοκ ακηζηαηαζηήζεζ ηδκ ιέπνζ ηχνα 
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εεναπεία ηδξ θεσζιακίαζδξ ιε ημ Miltefosine ζακ εεναπεία 1δξ βναιιήξ 

πνμηεζιέκμο κα ελαθείρμοκ ηδκ κυζμ ιέπνζ ημ ηέθμξ ημο 2015. Γοζηοπχξ 

υιςξ, ημ ηυζημξ ημο (~ 150 $) ημ ηαεζζηά απαβμνεοηζηυ βζα ανηεηέξ πενζμπέξ, 

υπςξ ηδκ Ηκδία. Θα πνέπεζ θμζπυκ κα πμνδβείηαζ δςνεάκ, ηονίςξ ζηζξ 

εκδδιζηέξ πενζμπέξ (Pérez-Victoria, 2006). 

Καιία ζοζπέηζζδ δεκ πνμέηορε ιε ηδκ πμθθαπθαζζαζηζηή ηαζ ιμθοζιαηζηή 

ζηακυηδηα, ιε ηδκ ακημπή ηςκ ζηεθεπχκ ζηα θάνιαηα ή ιε ηδκ βεςβναθζηή 

ηαηακμιή ηαζ ηδκ ηθζκζηή εζηυκα πμο πανμοζίαζακ μζ αζεεκείξ ή ηα ζηοθζά 

(Πίκαηαξ 10). Ακηίεεηα, ηα "ακεεηηζηά" ζηεθέπδ θάκδηε κα πνεζάγμκηαζ 

πενζζζυηενμ πνμκζηυ δζάζηδια πνμηεζιέκμο κα ιεηαηναπμφκ απυ 

πνμιαζηζβςηά ζε αλεκζηά αιαζηζβςηά ηαζ ακηίζηνμθα, ζε ζπέζδ ιε ηα 

"εοαίζεδηα". 

Οζ πνςηεΐκεξ ηαεμνίγμοκ ηδκ θεζημονβία ηςκ ηοηηάνςκ. Οζ ιειανακζηέξ 

πνςηεΐκεξ παίγμοκ ηαεμνζζηζηυ νυθμ ζηδκ απμιάηνοκζδ ημο θανιάημο απυ 

ημ ζχια ηδξ Leishmania (ή άθθςκ πνςηυγςςκ ηαζ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ) ηαζ 

είκαζ ηαζ ζηυπμζ βζα ημοξ πενζζζυηενμοξ εεναπεοηζημφξ πανάβμκηεξ (El Fadili, 

2005; Legare, 2001). Έβζκε ιζα πνμζπάεεζα ακάθοζδξ ημο πνςηεχιαημξ ηςκ 

ιειανακζηχκ πνςηεσκχκ 4 εκδεζηηζηχκ ζηεθεπχκ (2 "ακεεηηζηχκ": H2, D3 ηαζ 

2 "εοαίζεδηςκ": H1, D2). Πανυθμ πμο μζ ηθζκζηέξ εηδδθχζεζξ μθείθμκηαζ ζημ 

αιαζηζβςηυ ζηάδζμ ημο πανάζζημο, δ πνςηεςιζηή ακάθοζδ 

πναβιαημπμζήεδηε ζημ πνμιαζηζβςηυ ζηάδζμ δζυηζ ημ πνςηέςια ημο 

πανάζζημο παναιέκεζ ηαηά 90 - 94% πμζμηζηά αδζαθμνμπμίδημ ηαηά ημκ 

ηφηθμ γςήξ ημο πανάζζημο (Cuervo, 2007). Πανά ημκ ζπεηζηά ιεβάθμ ανζειυ 

πνςηεσκχκ πμο ακζπκεφηδηακ (304 spots βζα ηα «ακεεηηζηά», 300 spots βζα ηα 

«εοαίζεδηα»), ιενζηέξ ιυκμ απυ αοηέξ έβζκε δοκαηυκ κα ηαοημπμζδεμφκ. 
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Πζεακμί θυβμζ πμο δεκ ιπυνεζακ κα ηαοημπμζδεμφκ υθεξ μζ πνςηεΐκεξ είκαζ: 

α) ηα ζηεθέπδ ημο πανάζζημο L. donovani ηαζ L. infantum δεκ είκαζ πμθφ ηαθά 

ιεθεηδιέκα ηαζ ιυκμ έκα ιζηνυ ιένμξ ημο βμκζδζχιαημξ ηςκ ζηεθεπχκ αοηχκ 

οπάνπεζ ζηδκ «αζαθζμεήηδ» (library) (Dea-Ayuela, 2006), α) δεκ πανήπεδζακ 

ανηεηά πεπηίδζα ιεηά απυ ηδκ δζαδζηαζία ηδξ πέρδξ ιε ηδκ ενορίκδ (ππ δεκ 

οπήνπακ cut-sites ηδξ ενορίκδξ) ή δ πμζυηδηα ηςκ πεπηζδίςκ δεκ ήηακ 

ανηεηή θυβμ αδοκαιίαξ ζμκζζιμφ ημοξ ή θυβς ηδξ πμζυηδηαξ ηδξ πνςηεΐκδξ. 

Απυ ηζξ πνςηεΐκεξ πμο εκημπίζηδηακ, 6 πανμοζίαζακ ζηαηζζηζηχξ ζδιακηζηέξ 

δζαθμνέξ ςξ πνμξ ηδκ έηθναζή ημοξ (πάκς απυ 2-fold), 4 απυ ηζξ μπμίεξ 

εκημπίζηδηακ ιυκμ ζηα «ακεεηηζηά» (H2, D3) ζηεθέπδ (πμζμηζηέξ δζαθμνέξ) 

εκχ 2 εκημπίζηδηακ ηαζ ζηα 4 ζηεθέπδ (H1, H2, D2, D3) οπενεηθναγυιεκεξ 

υιςξ ζηα «ακεεηηζηά» ζηεθέπδ (πμζμηζηέξ δζαθμνέξ) (p <0.05, PD Quest 6.1) 

(Δζηυκα 41, Πίκαηαξ 10). Μυκμ μζ 4 πνςηεΐκεξ, πμο εκημπίζηδηακ ιυκμ ζηα 

«ακεεηηζηά» ζηεθέπδ, ηαοημπμζήεδηακ ιε ημ MALDI - TOF MS (Πίκαηαξ 9). Σα 

απμηεθέζιαηα ηδξ ηαοημπμίδζδξ έδεζλακ ηδκ Heat Shock Protein, ιεβέεμοξ 

70 kDa (HSP 70), κα έπεζ ηδκ ιεβαθφηενδ ζοπκυηδηα ειθάκζζδξ (3 απυ ηζξ 4 

πμο ηαοημπμζήεδηακ): ιία HSP 70 πθήνμοξ ιεβέεμοξ (ιεβέεμοξ 70kDa), δ 

μπμία ακζπκεφηδηε ζημ "ακεεηηζηυ" ζηέθεπμξ L. donovani (Ζ2), ηαζ δφμ 

πνυδνμιεξ ιζημπμκδνζαηέξ ηαζ ζοββεκζηέξ ιε ηδκ HSP 70 (ιεβέεμοξ ~70kDa), 

μζ μπμίεξ ακζπκεφεδηακ ζημ "ακεεηηζηυ" ζηέθεπμξ L. infantum (D3). Δπζπθέμκ, 

ιζα πνςηεΐκδ, εεςνμφιεκδ ςξ ιδ παναηηδνίζζιδ, ακζπκεφηδηε ζημ "ακεεηηζηυ" 

ζηέθεπμξ L. infantum (D3) (ιεβέεμοξ ~40kDa). Ακάιεζα ζηζξ stress ή ηζξ Heat 

Shock Proteins, δ HSP 70 απμηεθεί ηδκ πζμ δζαδεδμιέκδ πνςηεΐκδ ιέπνζ 

ζήιενα (Gupta, 1993), παίγμκηαξ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ ποιζηή ακμζία έκακηζ 

δζάθμνςκ αοημάκμζςκ κμζδιάηςκ ηαζ ιμθοζιαηζηχκ αζεεκεζχκ, 
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ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηαζ ηδξ θεσζιακίαζδξ (da Silva, 2010; Sachdeva, 

2009). Δπζπθέμκ, ιεθέηεξ έπμοκ δείλεζ υηζ πανά ηδκ ιεβάθδ ηαφηζζδ ηδξ 

αθθδθμοπίαξ ηδξ HSP 70 ιεηαλφ ημο λεκζζηή ηαζ ηδξ Leishmania, δ 

ακμζμαζμθμβζηή απυηνζζδ ημο λεκζζηή πμο πνμηαθείηαζ απυ ηδκ ιυθοκζδ ιε 

ημ πανάζζημ, ζηνέθεηαζ ηονίςξ εκάκηζα ζοβηεηνζιέκςκ επίημπςκ ηδξ HSP 70 

ηδξ Leishmania (Requena, 2000). Πανάθθδθα, ιεβάθμξ ανζειυξ ακηζζςιάηςκ 

έκακηζ ηδξ HSP 70 πανάβμκηαζ ζηδκ ανπζηή θάζδ ηδξ αζεέκεζαξ, 

απμδεζηκφμκηαξ υηζ δ HSP 70 είκαζ έκα πνήζζιμ ενβαθείμ βζα ηδκ πνχζιδ 

δζάβκςζδ ηδξ θεσζιακίαζδξ (Nieto, 1999). Ανηεηέξ ιεθέηεξ ζοζπεηίγμοκ ηδκ 

ακίπκεοζδ ή ηδκ οπενέηθναζδ ηδξ HSP 70 ιε ηδκ ακημπή πμο πανμοζζάγμοκ 

ηάπμζα ζηεθέπδ ζε θάνιαηα πμο πενζέπμοκ άθαηα ακηζιμκίμο (Brochu, 2004).  

Με ηδκ ακάθοζδ πμο πναβιαημπμζήεδηε ζηα 10 ζηεθέπδ ιε ηδκ ιέεμδμ ημο 

Western Blotting (WB) ηαζ ηδ πνήζδ ημο ιμκμηθςκζημφ ακηζζχιαημξ C219 

anti-PGP, δ Pgp – 170 ακζπκεφηδηε ιυκμ ζηα 5 ζηεθέπδ πμο ηαηά ηζξ 

πνμηαηανηηζηέξ ιεθέηεξ είπακ παναηηδνζζηεί ςξ «ακεεηηζηά» ηαζ 

απμιμκχεδηακ απυ: ημκ αζεεκή (L. donovani, H2) ηαζ απυ ηα ζηοθζά (L. 

infantum; D3, D4, D5, D8) (Δζηυκα 49, Πίκαηαξ 10). Ζ Pgp είκαζ ιζα 

δζαιειανακζηή ακηθία εηνμήξ βζα έκα ιεβάθμ ανζειυ θανιάηςκ ηαζ άθθςκ 

μοζζχκ. Οζ πνχηεξ ιεθέηεξ πμο πναβιαημπμζήεδηακ ιε ζημπυ ηδκ 

ηαηακυδζδ ημο θαζκυιεκμο ηδξ ακημπήξ ηδξ Leishmania, ζπεηίγμοκ ηδκ Pgp 

άθθμηε ιε ηδκ ιεζςιέκδ εζζνμή (Callahan, 1994) ηαζ άθθμηε ιε ηδκ αολδιέκδ 

εηνμή ημο θανιάημο (Singh, 1994). Ζ πανμοζία ηαζ μ ανζειυξ ηςκ ακηθζχκ 

εηνμήξ, Pgp - 170, ακηζπνμζςπεφεζ ηδκ ζηακυηδηα πμο έπμοκ ηα "ακεεηηζηά" 

ζηεθέπδ κα απμιαηνφκμοκ ημ θάνιαημ απυ ημ ζχια ημοξ ιε απμηέθεζια ηδκ 

απμθοβή ηδξ εακάηςζήξ ημοξ. Με ηδκ πνήζδ ημο ιμκμηθςκζημφ ακηζζχιαημξ 
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C219 ηαζ ηδκ πναβιαημπμίδζδ έιιεζμο ακμζμθεμνζζιμφ ηαζ WB ζε 

παθαζυηενεξ ιεθέηεξ, επζαεααζχκεηαζ δ πανμοζία ηδξ Pgp – 170 ζε ακεεηηζηά 

ζηα άθαηα ακηζιμκίμο ζηεθέπδ ημο πανάζζημο Leishmania (Glogl, 1991). Με 

ηδκ ιέεμδμ WB αθθά ηαζ ιε Northern Blot δ Pgp – 170 ακζπκεφεδηε ζε 

ακεεηηζηά ζηεθέπδ Leishmania αθθά υπζ ζε εοαίζεδηα, ηαζ απυ ημκ Anacleto 

(2003). Ζ ζοζπέηζζδ ηδξ αολδιέκδξ έηθναζδξ ηδξ Pgp ιε ηδκ ακημπή ζηα 

θάνιαηα θαίκεηαζ ζε πθδεχνα ιεθεηχκ ζε αζεεκείξ ιε θεσζιακίαζδ αθθά ηαζ 

άθθεξ παναζζηζηέξ κυζμοξ, ηαζ ιε ηανηίκμ (Nakagawa M, 1997; Perez – 

Victoria, 2006;  Verma, 2007; Walker, 2006; Zhang; 2010).  

΢οιπεναζιαηζηά, ιε ηδκ ιέεμδμ ηδξ Πνςηεςιζηήξ ακάθοζδξ ηαζ ημο WB ηα 

10 ζηεθέπδ παναηηδνίζηδηακ ςξ «ακεεηηζηά, 5» ηαζ «εοαίζεδηα, 5» ιε αάζδ 

ηδκ έηθναζδ ηδξ HSP 70 ηαζ ηδξ Pgp - 170 (πνςηεΐκεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ 

ακημπή ημο πανάζζημο ζηα θάνιαηα). Ζ ηαηδβμνζμπμίδζδ αοηή ηςκ 10 

ζηεθεπχκ ζοιπίπηεζ ιε ηδκ ηαηδβμνζμπμίδζδ πμο πνμέηορε απυ ηδκ 

πνμηαηανηηζηή ιεθέηδ ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ, αάζεζ ημο νοειμφ εηνμήξ 

ηδξ Rhod-123 (Πίκαηαξ 10).  

Ζ ακημπή ζηα θάνιαηα είκαζ ημ ηονζυηενμ ειπυδζμ βζα ηδκ δζαπείνζζδ 

ιμθοζιαηζηχκ αζεεκεζχκ ηαζ ηανηίκςκ ηαζ εεςνείηαζ δ αζηία βζα ηδκ ιδ 

απμηεθεζιαηζηή πδιεζμεεναπεία ζε ιεηαζηαηζημφξ αζεεκείξ (Curt, 1984). Σμ 

θαζκυιεκμ MDR (πμθθαπθή ακημπή ζηα θάνιαηα), πμο ειθακίγεηαζ ιεηά απυ 

ηδκ έηεεζδ εκυξ πθδεοζιμφ ηοηηάνςκ ζε έκα θάνιαημ, έπεζ ιεθεηδεεί 

εηηεηαιέκα in vitro, υπςξ ηαηά ηδκ δζάνηεζα πδιεζμεεναπείαξ ζε αζεεκείξ ηαζ 

γχα (Bell, 1985; Kartner, 1985; Fojo, 1987; Pastan, 1987), εκχ οπάνπμοκ 

ιεθέηεξ πμο απμδεζηκφμοκ ημ βεβμκυξ αοηυ ηαζ in vivo (Gramiccia, 1992). Ζ 

πανμοζία ηδξ Pgp ζηα ακεεηηζηά ζηα θάνιαηα ζηεθέπδ παναζίηςκ, υπςξ δ 
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Leishmania ηαζ ημ Plasmodium, επζαεααζχκεζ ηδκ οπυεεζδ υηζ δ 

βθοημπνςηεΐκδ αοηή είκαζ έκαξ ελεθζηηζηά ζοκηδνδιέκμξ ηαεμνζζηήξ βζα ηδκ 

απμιάηνοκζδ ηςκ πδιεζμεεναπεοηζηχκ παναβυκηςκ – ημλζηχκ μοζζχκ, υπςξ 

έπεζ πενζβναθεί ζε ακχηενα εοηανοςηζηά ηφηηανα (Glogl, 1991; Ponte – 

Sucre, 2003). 

΢οκεπχξ: α) δ πνήζδ ηδξ θεμνίγμοζαξ πνςζηζηήξ CFSE ηαζ ηδξ 

ηοηηανμιεηνίαξ νμήξ, βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ηδξ πμθθαπθαζζαζηζηήξ 

ζηακυηδηαξ ηςκ ζηεθεπχκ ζοκζζημφκ ιζα βνήβμνδ, εοαίζεδηδ ηαζ ζπεηζηά 

παιδθμφ ηυζημοξ ιέεμδμ βζα ηδκ ζφβηνζζδ ιεηαλφ ζηεθεπχκ, α) δ 

πμθθαπθαζζαζηζηή ζηακυηδηα ηςκ ζηεθεπχκ δζαθένεζ, ιε ηα ζηεθέπδ L. 

donovani κα έπμοκ παιδθυηενμ νοειυ πμθθαπθαζζαζιμφ ζε ζπέζδ ιε ηα 

ζηεθέπδ L. infantum, β) δ ιμθοζιαηζηή ζηακυηδηα ήηακ υιμζα ιεηαλφ ηςκ 

ζηεθεπχκ L. donovani αθθά πανμοζίαγε ιεβάθδ εηενμβέκεζα ιεηαλφ ηςκ 

ζηεθεπχκ L. infantum ηαεχξ ήηακ ηαζ ακελάνηδηδ απυ ηδκ πμθθαπθαζζαζηζηή 

ζηακυηδηα, δ) ηα ζηεθέπδ L. donovani πνεζάγμκηαζ ιεβαθφηενμ πνμκζηυ 

δζάζηδια πνμηεζιέκμο κα ιεηαηναπμφκ απυ πνμιαζηζβςηά ζε αλεκζηά 

αιαζηζβςηά, ηαζ ακηίζηνμθα, ζε ζπέζδ ιε ηα ζηεθέπδ L. infantum. Δπζπθέμκ, 

ηα "ακεεηηζηά" ζηεθέπδ πνεζάγμκηαζ ιεβαθφηενμ πνμκζηυ δζάζηδια 

πνμηεζιέκμο κα ιεηαηναπμφκ απυ πνμιαζηζβςηά ζε αλεκζηά αιαζηζβςηά, ηαζ 

ακηίζηνμθα, ζε ζπέζδ ιε ηα "εοαίζεδηα" ζηεθέπδ, βεβμκυξ πμο πζεακυκ κα 

έπεζ ακηίηηοπμ ζημ πνμκζηυ δζάζηδια πμο πνεζάγεηαζ ημ πανάζζημ κα 

πνμζανιμζηεί ζημ ζχια ηδξ ζηκίπαξ, κα πμθθαπθαζζαζηεί ηαζ κα ιμθφκεζ ηα 

ηφηηανα ημο ζπμκδοθςημφ λεκζζηή, ε) θυβς ακάπηολδξ ακημπήξ (MDR) ημο 

πανάζζημο, ημ Glucantime δεκ ιπμνεί πθέμκ κα πνδζζιμπμζείηαζ ζακ θάνιαημ 

1δξ βναιιήξ ζε πμθθέξ πενζμπέξ, ζη) δ Αιθμηενζηίκδ Β πανμοζίαζε ηάπμζμ 
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ααειυ ακημπήξ, in vitro, ζημ 70% ηςκ ζηεθεπχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ, γ) ημ 

Miltefosine είκαζ πμθφ απμηεθεζιαηζηυ ζηδκ εεναπεία ηδξ θεσζιακίαζδξ. ΢ε 

πενίπηςζδ υιςξ πνήζδξ ημο βζα ηδκ εεναπεία ηςκ ζηοθζχκ ιε θεσζιακίαζδ 

ζε πενζμπέξ πμο αοηά εεςνμφκηαζ μζ ηφνζμζ λεκζζηέξ παναηαηαεήηδ βζα ημ 

πανάζζημ, οπάνπεζ πενίπηςζδ ζφκημια κα απμηηδεεί ακημπή ηαζ ζημ 

θάνιαημ αοηυ ιε απμηέθεζια κα ιδκ ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί επζηοπχξ βζα 

ηδκ εεναπεία ηδξ κυζμο ζημκ άκενςπμ,  δ) ιε ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ 

πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ ακημπή ημο πανάζζημο ζηα θάνιαηα, Pgp – 170 ζηα 

ζηεθέπδ H2, D3, D4, D5, D8 ηαζ HSP 70 ζηα ζηεθέπδ H2, D3 (5 ζηεθέπδ ηα 

μπμία είπακ παναηηδνζζηεί ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ ζακ «ακεεηηζηά») 

επζαεααζχκεηαζ υηζ δ ηοηηανμιεηνία νμήξ ιπμνεί κα δχζεζ αλζυπζζηα 

απμηεθέζιαηα ςξ πνμξ ημ ααειυ ακημπήξ ημο ζηεθέπμοξ ε) δ ηοηηανμιεηνία 

νμήξ έπεζ ημ πθεμκέηηδια κα ακζπκεφεζ ηδκ Pgp ζε έκα ζπεηζηά ιζηνυ ανζειυ 

πανάζζηςκ (<100,000) ζε ζπέζδ ιε ημ WB βζα ημ μπμίμ πνεζάγεηαζ ζοθθμβή 

πνςηεσκχκ απυ ιεβαθφηενμ ανζειυ, πενζζζυηενμξ πνυκμξ ηαζ πμθφπθμηδ 

δζαδζηαζία.  

Tα παναπάκς δεδμιέκα επζζδιαίκμοκ ηδκ πνμζπάεεζα πμο έπεζ 

πναβιαημπμζδεεί βζα ηδκ ηαηακυδζδ ηςκ παναβυκηςκ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ 

ακημπή ημο πανάζζημο Leishmania ζηα θάνιαηα. Πανυθα αοηά, αξ εθπίζμοιε 

δ βκχζδ ηςκ παναβυκηςκ αοηχκ (υπςξ ημ slope πμο πνμέηορε απυ ημ 

νοειυ εηνμήξ ηδξ Rhod 123, ημ MDR, ηδκ Pgp - 170, ηδκ HSP 70 ηαζ ηδ 

ιεηαηνμπή ηςκ ζηεθεπχκ ιεηαλφ ηςκ 2 ιμνθχκ – πνμιαζηζβςηά ηαζ αλεκζηά 

αιαζηζβςηά - ) κα αμδεήζεζ ζημκ πνμβναιιαηζζιυ ηδξ εεναπείαξ ηαεχξ ηαζ 

ζηδκ παναημθμφεδζδ ημο αζεεκμφξ βζα ηδκ απμθοβή ηδξ ακαγςπφνςζδξ ηδξ 

κυζμο.   
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Δηθόλα 50: ΢οβηεκηνςηζηά απμηεθέζιαηα ηςκ δμηζιαζζχκ ζηα 10 ζηεθέπδ 

Leishmania: Καηά ηζξ πνμηαηανηηζηέξ ιεθέηεξ, ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ ηαζ 

ηδ πνήζδ ηδξ Rhod-123, ηα 10 ζηεθέπδ ηαηδβμνζμπμζήεδηακ ζε 5 «εοαίζεδηα» 

(Α) ηαζ 5 «ακεεηηζηά» (Β). Ζ ηαηδβμνζμπμίδζδ αοηή ζοιπίπηεζ: (i) ιε ηδκ 

ακίπκεοζδ ηςκ πνςηεσκχκ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ αολδιέκδ ακημπή ηδξ 

Leishmania ζηα θάνιαηα, ηςκ HSP 70 ηαζ Pgp – 170, ιυκμ ζηα «ακεεηηζηά» 

ζηεθέπδ (Γ, Γ ακηίζημζπα) ηαζ (ii) ιε ημ νοειυ ιεηααμθήξ ημο πθδεοζιμφ ηςκ 

ζηεθεπχκ, ςξ πνμξ ημ πνυκμ ηαζ ηδ ζοβηέκηνςζδ ημο θανιάημο (Δ: 

«εοαίζεδηα», Ε: «ακεεηηζηά»). 
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Κεθάιαην 4 

Παξαξηήκαηα Α 
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4. Παξαξηήκαηα Α 

΢ημ ηεθάθαζμ αοηυ πενζβνάθμκηαζ ακαθοηζηά υθα ηα πνςηυημθθα ηαζ μζ 

μδδβίεξ παναζηεοήξ ηςκ δζαθυνςκ δζαθοιάηςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ 

ιεθέηδ αοηή . 

 

4.1 Απνκόλσζε Leishmania spp από δείγκαηα 

πεξηθεξηθνύ αίκαηνο κε EDTA 

1. ΢οθθμβή ημο αίιαημξ (3 - 5 ml) ζε ζηείνμ ζςθδκάνζμ ιε EDTA 

2. Δκαπυεεζδ Histopaque 1077 ζε ζςθδκάνζμ ηφπμο falcon ηςκ 15 ml 

3. Ακάιεζλδ ηδξ πμζυηδηαξ ημο δείβιαημξ αίιαημξ ιε ίζδ πμζυηδηα ζηείνμ 

PBS, pH 7.2, ηαζ εκαπμεέηδζή ημο ζηδκ επζθάκεζα ηδξ Histopaque-

1077 (αναλογία Histopaque : αραιωμένο αίμα, 1 : 2) έηζζ χζηε κα 

επζηαεήζεζ ηαζ κα ιδκ ακαιεζπεεί 

4. Φοβμηέκηνδζδ ζε 800 x g, βζα 30 min, εενιμηναζία δςιαηίμο, πςνίξ 

θνέκμ. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο μνμφ ιε πζπέηηα Pasteur, χζηε κα 

ιδκ ακαηαναπεεί δ ζημζαάδα ηςκ θεοηχκ αζιμζθαζνίςκ  

5. ΢οθθμβή ηδξ ζημζαάδαξ ηςκ θεοηχκ αζιμζθαζνίςκ ηαζ ιεηαθμνά ημοξ 

ζε 10 ml PBS, pH 7.2 

6. Φοβμηέκηνδζδ ζε 800 x g, βζα 10 min, εενιμηναζία δςιαηίμο, ιε 

θνέκμ. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο ηαζ επακάθδρδ ηδξ πθφζδξ ιε 

PBS άθθεξ 2 θμνέξ 

7. Ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ζε 3 ml ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 

(Πανάνηδια 4.4) 
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8. Σμπμεέηδζδ 0,5 ml δείβιαημξ ζε ζςθδκάνζμ ιε οθζηυ ΝΝΝ ηαζ 5% 

θζθηνανζζιέκα μφνα. Δπχαζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζημοξ 26 μC ηαζ 

παναημθμφεδζδ ηδξ πμνείαξ ηδξ βζα 1 ιήκα ιε ηδκ θήρδ ιζαξ 

ζηαβυκαξ ιε πζπέηηα Pasteur ηαζ ιζηνμζηυπζζδ ημο δείβιαημξ ζε 

ιεβέεοκζδ x40. 

9. Σμπμεέηδζδ 2,5 ml δείβιαημξ ζε πθαζηζηέξ απμζηεζνςιέκεξ θζάθεξ 

υβημο 25 cm3.  Δπχαζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζημοξ 26 μC ηαζ 

παναημθμφεδζδ ηδξ πμνείαξ ηδξ βζα 1 ιήκα ιε ηδκ πνήζδ ημο 

ακάζηνμθμο ιζηνμζημπίμο ηαζ ιεβέεοκζδ  x40. 
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4.2 Απνκόλσζε Leishmania spp από δείγκαηα 

πεξηθεξηθνύ αίκαηνο ρσξίο EDTA 

1. ΢οθθμβή ημο αίιαημξ (3 - 5 ml) ζε ζηείνμ ζςθδκάνζμ πςνίξ EDTA 

2. Φοβμηέκηνδζδ ημο αίιαημξ ζε 800 x g, βζα 10 min, εενιμηναζία 

δςιαηίμο 

3. Απμιάηνοκζδ ημο μνμφ ημο αίιαημξ ιε πζπέηηα pasteur 

4. Σειαπζζιυξ ημο πήβιαημξ ζε ηνοαθίμ petri ηαζ ζοθθμβή ηςκ 

απεθεοεενςιέκςκ αζιμζθαζνίςκ ιε 4-5 ml ζηείνμ PBS, pH 7.2 

5. Δκαπυεεζδ Histopaque 1077 ζε ζςθδκάνζμ ηφπμο falcon ηςκ 15 ml 

6. Δκαπμεέηδζή ημο εκαζςνήιαημξ ηςκ αζιμζθαζνίςκ ζηδκ επζθάκεζα ηδξ 

Histopaque - 1077 (αναλογία Histopaque : αραιωμένο αίμα, 1 : 2) έηζζ 

χζηε κα επζηαεήζεζ ηαζ κα ιδκ ακαιεζπεεί  

7. Φοβμηέκηνδζδ ζε 800 x g, βζα 30 min, εενιμηναζία δςιαηίμο, πςνίξ 

θνέκμ. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο μνμφ ιε πζπέηηα Pasteur, χζηε κα 

ιδκ ακαηαναπεεί δ ζημζαάδα ηςκ θεοηχκ αζιμζθαζνίςκ  

8. ΢οθθμβή ηδξ ζημζαάδαξ ηςκ θεοηχκ αζιμζθαζνίςκ ηαζ ιεηαθμνά ημοξ 

ζε 10 ml PBS, pH 7.2 

9. Φοβμηέκηνδζδ ζε 800 x g, βζα 10 min, εενιμηναζία δςιαηίμο, ιε 

θνέκμ. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο ηαζ επακάθδρδ ηδξ πθφζδξ ιε 

PBS άθθεξ 2 θμνέξ 

10. Ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ζε 3 ml ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 

(Πανάνηδια 4.4) 

11. Σμπμεέηδζδ 0,5 ml δείβιαημξ ζε ζςθδκάνζμ ιε οθζηυ ΝΝΝ ηαζ 5% 

θζθηνανζζιέκα μφνα. Δπχαζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζημοξ 26 μC ηαζ 
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παναημθμφεδζδ ηδξ πμνείαξ ηδξ βζα 1 ιήκα ιε ηδκ θήρδ ιζαξ 

ζηαβυκαξ ιε πζπέηηα Pasteur ηαζ ιζηνμζηυπζζδ ημο δείβιαημξ ζε 

ιεβέεοκζδ x40. 

12. Σμπμεέηδζδ 2,5 ml δείβιαημξ ζε πθαζηζηέξ απμζηεζνςιέκεξ θζάθεξ 

υβημο 25 cm3.  Δπχαζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζημοξ 26 μC ηαζ 

παναημθμφεδζδ ηδξ πμνείαξ ηδξ βζα 1 ιήκα ιε ηδκ πνήζδ ημο 

ακάζηνμθμο ιζηνμζημπίμο ηαζ ιεβέεοκζδ x40. 
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4.3 Απνκόλσζε Leishmania spp από δείγκαηα κπεινύ 

ησλ νζηώλ 

1. ΢οθθμβή ημο ιοεθμφ ηςκ μζηχκ (1 - 3 ml) ζε ζηείνμ ζςθδκάνζμ  

2. Σειαπζζιυξ ημο δείβιαημξ ζε ηνοαθίμ petri ηαζ ζοθθμβή ηςκ 

απεθεοεενςιέκςκ αζιμζθαζνίςκ ιε 4 - 5 ml ζηείνμ PBS, pH 7.2 

3. Δκαπυεεζδ Histopaque 1077 ζε ζςθδκάνζμ ηφπμο falcon ηςκ 15 ml 

4. Δκαπμεέηδζή ημο εκαζςνήιαημξ ηςκ αζιμζθαζνίςκ ζηδκ επζθάκεζα ηδξ 

Histopaque - 1077 (αναλογία Histopaque : αραιωμένο αίμα, 1 : 2) έηζζ 

χζηε κα επζηαεήζεζ ηαζ κα ιδκ ακαιεζπεεί  

5. Φοβμηέκηνδζδ ζε 800 x g, βζα 30 min, εενιμηναζία δςιαηίμο, πςνίξ 

θνέκμ. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο μνμφ ιε πζπέηηα Pasteur, χζηε κα 

ιδκ ακαηαναπεεί δ ζημζαάδα ηςκ θεοηχκ αζιμζθαζνίςκ  

6. ΢οθθμβή ηδξ ζημζαάδαξ ηςκ θεοηχκ αζιμζθαζνίςκ ηαζ ιεηαθμνά ημοξ 

ζε 10 ml PBS, pH 7.2 

7. Φοβμηέκηνδζδ ζε 800 x g, βζα 10 min, εενιμηναζία δςιαηίμο, ιε 

θνέκμ. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο ηαζ επακάθδρδ ηδξ πθφζδξ ιε 

PBS άθθεξ 2 θμνέξ 

8. Ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ζε 3 ml ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 

(Πανάνηδια 4.4) 

9. Σμπμεέηδζδ 0,5 ml δείβιαημξ ζε ζςθδκάνζμ ιε οθζηυ ΝΝΝ ηαζ 5% 

θζθηνανζζιέκα μφνα. Δπχαζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζημοξ 26 μC ηαζ 

παναημθμφεδζδ ηδξ πμνείαξ ηδξ βζα 1 ιήκα ιε ηδκ θήρδ ιζαξ 

ζηαβυκαξ ιε πζπέηηα Pasteur ηαζ ιζηνμζηυπζζδ ημο δείβιαημξ ζε 

ιεβέεοκζδ x40. 
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10. Σμπμεέηδζδ 2,5 ml δείβιαημξ ζε πθαζηζηέξ απμζηεζνςιέκεξ θζάθεξ 

υβημο 25 cm3.  Δπχαζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζημοξ 26 μC ηαζ 

παναημθμφεδζδ ηδξ πμνείαξ ηδξ βζα 1 ιήκα ιε ηδκ πνήζδ ημο 

ακάζηνμθμο ιζηνμζημπίμο ηαζ ιεβέεοκζδ  x40. 
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4.4 Καιιηεξγεηηθό πιηθό RPMI 1640 10% 

L-glutamine 2 mM 

Hepes Buffer 20 MM 

Απμζοιπθδνςιέκμξ μνυξ ειανφμο αμδζμφ 

(FBS, Foetal Bovine Serum) 
10% 

Πεκζηζθθίκδ / ΢ηνεπημιοηίκδ 100 U / 10 mg 

 

 

 

 

 

4.5 Γηθαζηθό Καιιηεξγεηηθό πιηθό ΝΝΝ 

Agar (plain, Non-nutrient) 14 g/l 

NaCl 6 g/l 

Απζκςδμβμκςιέκμ αίια πνμαάημο 150 ml/l 
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4.6 Πάγσκα παξάζηησλ ζηνπο – 80 oC 

1. Φοβμηέκηνδζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζε 800 x g, βζα 10 min, εενιμηναζία 

δςιαηίμο, ιε θνέκμ  

2. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο ηαζ ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ζε οθζηυ 

παβχιαημξ ημ μπμίμ πενζέπεζ 80% ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 

(Πανάνηδια 4.4) ηαζ 20% βθοηενυθδ 

3. Σμπμεέηδζδ ζε εζδζηυ ημοηί ζηαδζαηήξ ιείςζδξ ηδξ εενιμηναζίαξ 

(Cryobox) ηαζ θφθαλδ ζημοξ – 80 oC 

 

 

4.7 Πάγσκα παξάζηησλ ζε πγξό άδσην  

1. Φοβμηέκηνδζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζε 800 x g, βζα 10 min, εενιμηναζία 

δςιαηίμο, ιε θνέκμ 

2. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο ηαζ ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ζε οθζηυ 

παβχιαημξ ημ μπμίμ πενζέπεζ 92% ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 

(Πανάνηδια 4.4) ηαζ 8% DMSO 

3. Φφθαλδ ζε οβνυ άγςημ 
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4.8 Ξεπάγσκα παξάζηησλ από ηνπο – 80 oC ή ην πγξό 

άδσην  

1. Ξεπάβςια ηδξ ηαθθζένβεζαξ απυ ζημοξ – 80 oC ή ημ οβνυ άγςημ, ζε 

οδαηυθμοηνμ βζα 2 min, ζημοξ 37 oC 

2. Φοβμηέκηνδζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζε 800 x g, βζα 10 min, εενιμηναζία 

δςιαηίμο, ιε θνέκμ 

3. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο ηαζ ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ζε 

ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 (Πανάνηδια 4.4) ιε πνμζεήηδ 5% 

θζθηνανζζιέκα μφνα  

4. Δπχαζδ ζημοξ 26 oC 
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4.9 Μόιπλζε θπηηαξηθήο ζεηξάο THP-1 κε ην παξάζηην 

Leishmania  

1. Ακάδεοζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ THP-1 

2. Λήρδ 0.1 ml απυ ηδκ ηαθθζένβεζα ηαζ ακάδεοζή ηδξ ιε ίζμ υβημ Trypan 

blue 0.4 mg/ml 

3. Μέηνδζδ ηςκ γςκηακχκ ηοηηάνςκ ιε ηδκ πνήζδ ημο 

αζιμηοηηανυιεηνμο ηαζ οπμθμβζζιυξ ημο ανζειμφ ηςκ ηοηηάνςκ /ml 

ηαθθζένβεζαξ 

4. Λήρδ 5 x 105 /ml απυ ηδκ ηαθθζένβεζα ηαζ θοβμηέκηνδζή ηδξ ζε 300 – 

400 x g βζα 10 min 

5. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο οθζημφ ηαζ ακαζφζηαζδ ζε 10 ml 

ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ RPMI 1640 (Πανάνηδια 4.4) 

6. Μυθοκζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ημ πανάζζημ Leishmania (ηαηά ηδκ 

θμβανζειζηή ημο θάζδ) ζε ακαθμβία 1 : 5 

7. Δπχαζδ βζα 3 hr ζημοξ 37 oC, πανμοζία 5% CO2 ηαζ ζπεηζηήξ 

οβναζίαξ > 80% 

8. Φοβμηέκηνδζή ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζε 300 – 400 x g βζα 10 min ηαζ 

ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ζε 4 ml ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ RPMI 1640 

9. Δκαπυεεζδ Histopaque 1077 ζε ζςθδκάνζμ ηφπμο falcon ηςκ 15 ml  

10.  Δκαπμεέηδζή ηδξ ζηδκ επζθάκεζα ηδξ Histopaque-1077 (αναλογία 

Histopaque : καλλιέργειας, 1  : 1) έηζζ χζηε κα επζηαεήζεζ ηαζ κα ιδκ 

ακαιεζπεεί 
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11.  Φοβμηέκηνδζδ ζε 800 x g, βζα 30 min, εενιμηναζία δςιαηίμο, πςνίξ 

θνέκμ. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο μνμφ ιε πζπέηηα Pasteur, χζηε κα 

ιδκ ακαηαναπεεί δ ζημζαάδα ηςκ ηοηηάνςκ 

12.  ΢οθθμβή ηδξ ζημζαάδαξ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ιεηαθμνά ημοξ ζε 10 ml 

PBS, pH 7.2 

13.  Φοβμηέκηνδζδ ζε 300 – 400 x g, βζα 10 min ιε θνέκμ. Απυννζρδ ημο 

οπενηείιεκμο ηαζ επακάθδρδ ηδξ πθφζδξ ιε PBS, pH 7.2  άθθεξ 2 

θμνέξ 

14.  Ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ιε ημ ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ RPMI 1640 ηαζ 

πνμζανιμβή ηςκ ηοηηάνςκ ζε 1 x 106 /ml  

15.  Λήρδ 0.3 x 106 ηφηηανα ηαζ ημπμεέηδζή ημοξ ζε 3 εζδζημφξ οπμδμπείξ 

ηοηηανμθοβμηέκηνμο (0.1 x 106 βζα ηάεε οπμδμπέα) μζ μπμίμζ δζαεέημοκ 

ιζα ακηζηεζιεκμθυνμ πθάηα βζα ηδκ απμηφπςζδ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ έκα 

δζδεδηζηυ πανηί βζα ηδκ απμννυθδζδ ημο ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ  

16.  Φοβμηέκηνδζδ ηςκ οπμδμπέςκ ζε 100 x g, εενιμηναζία δςιαηίμο, 

βζα 2 min 

17.  ΢ηέβκςια ηςκ ακηζηεζιεκμθυνςκ πθαηχκ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

18.  Υνχζδ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηδκ πνςζηζηή Diff Quick (Πανάνηδια 4.10) 

19.  Μέηνδζδ ημο ανζειμφ ηςκ ιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ ιε ηδκ πνήζδ ημο 

μπηζημφ ιζηνμζημπίμο, ιε ημκ ηαηαδοηζηυ θαηυ (x100) ηαζ ηδκ πνήζδ 

ηεδνέθαζμο 
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4.10 Φξώζε Diff Quick Panoptic 

1. ΢ηέβκςια ηςκ ακηζηεζιεκμθυνςκ πθαηχκ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

2. Βφεζζια ηςκ πθαηχκ ζημ δζάθοια A βζα 30 sec βζα ηδκ ιμκζιμπμίδζδ 

ηςκ ηοηηάνςκ (fixation). ΢ηνάββζβια ζε δζδεδηζηυ πανηί  

3. Βφεζζια ηςκ πθαηχκ ζημ δζάθοια B, πνζκ ζηεβκχζμοκ μζ πθάηεξ απυ 

ημ δζάθοια A βζα 30 sec. ΢ηνάββζβια ζε δζδεδηζηυ πανηί 

4. Βφεζζια ηςκ πθαηχκ ζημ δζάθοιαC, πνζκ ζηεβκχζμοκ μζ πθάηεξ απυ 

ημ δζάθοια B βζα 30 sec. ΢ηνάββζβια ζε δζδεδηζηυ πανηί 

5. Βφεζζια ηςκ πθαηχκ ζε απεζηαβιέκμ κενυ, πνμηεζιέκμο κα 

απμιαηνοκεεί δ πενίζζεζα πνςζηζηήξ 

6. ΢ηέβκςια ηςκ ακηζηεζιεκμθυνςκ πθαηχκ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

7. Μζηνμζηυπδζδ ηαζ ιέηνδια ηςκ ιμθοζιέκςκ ηοηηάνςκ ηαεχξ ηαζ ηςκ 

αιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο πανάζζημο πμο πζεακυκ κα πενζέπμκηαζ ζηα 

ηφηηανα ιε ηδκ πνήζδ ημο ηαηαδοηζημφ θαημφ (x100) ηαζ ηδκ πνήζδ 

ηεδνέθαζμο 

 

Παξαηεξήζεηο 

Υνςιαηίκδ ηςκ θεοηχκ αζιμζθαζνίςκ Μςα - Μπθε 

Ζςζζκμθζθζηά ημηηία Ακμζπηυ νμγ  

Οοδεηενμθζθζηά ημηηία Μςα 

Δνοενά αζιμζθαίνζα Γηνζ 

Πονήκαξ Μπθε - Μςα 

Κοηηανυπθαζια Ρμγ - Πμνημηαθί 

Πονήκαξ παναζζηζηχκ πνςημγχςκ Κυηηζκμ – Ακμζπηυ νμγ 
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4.11 Μεηαζρεκαηηζκόο πξνκαζηηγσηώλ κνξθώλ ηνπ 

παξάζηηνπ Leishmania ζε αμεληθέο ακαζηηγσηέο 

1. Λήρδ 1 x 106/ml πανάζζηα απυ ηδκ ηαθθζένβεζα (ηαηά ηδκ θμβανζειζηή 

ημοξ θάζδ) 

2. Φοβμηέκηνδζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ, βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ημο  

ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ RPMI 1640 (Πανάνηδια 4.4), ζε 800 x g, βζα 10 

min, εενιμηναζία δςιαηίμο, ιε θνέκμ 

3. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο ηαζ ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ζε θνέζημ 

ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ M199, ειπθμοηζζιέκμ ιε 10% FBS (αθ. ηέθμξ ηδξ 

εκυηδηαξ βζα μδδβίεξ παναζηεοήξ) 

4. Δπχαζδ ζημοξ 26 oC, βζα 4 διένεξ 

5. Λήρδ 5 x 106/ml πανάζζηα απυ ηδκ ηαθθζένβεζα (ηαηά ηδκ θμβανζειζηή 

ημοξ θάζδ) 

6. Φοβμηέκηνδζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ, ζε 800 x g, βζα 10 min, εενιμηναζία 

δςιαηίμο, ιε θνέκμ 

7. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο ηαζ ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ζε θνέζημ 

ηαθθζενβδηζηυ οθζηυ M199, ειπθμοηζζιέκμ ιε 25% FBS (αθ. ηέθμξ ηδξ 

εκυηδηαξ βζα μδδβίεξ παναζηεοήξ) 

8. Δπχαζδ ζημοξ 37 oC, 5% CO2, ζπεηζηή οβναζία > 80% 

9. Γζαηήνδζδ ηςκ ηαθθζενβεζχκ ιε αναίςζδ 1 : 3, ιζα θμνά ηδκ 

εαδμιάδα. Ζ ιεηαηνμπή ηςκ πνμιαζηζβςηχκ ζε αλεκζηέξ αιαζηζβςηέξ 

ακαιέκεηαζ κα πναβιαημπμζδεεί εκηυξ 120 hr. 

 

 



 

 
187 

 

 

 

 

Μ199 10%  

L-glutamine 2 mM 

Hepes Buffer 20 MM 

Απμζοιπθδνςιέκμξ μνυξ ειανφμο αμδζμφ 

(FBS, Foetal Bovine Serum) 
10% 

Πεκζηζθθίκδ / ΢ηνεπημιοηίκδ 100 U / 10 mg 

 

 

 

Μ199 25%  

L-glutamine 2 mM 

Hepes Buffer 20 MM 

Απμζοιπθδνςιέκμξ μνυξ ειανφμο αμδζμφ 

(FBS, Foetal Bovine Serum) 
25% 

Πεκζηζθθίκδ / ΢ηνεπημιοηίκδ 100 U / 10 mg 

Succinic Acid 0.3 g 

Tris ζε ζηυκδ 
Μέπνζ ημ pH κα 

θηάζεζ ζημ 5.5 
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4.12 Κιαζκαηνπνίεζε πξσηετλώλ κε ην kit ηεο Qiagen  

1. Λήρδ 1 x 108 πανάζζηα απυ ηδκ ηαθθζένβεζα (ηαηά ηδκ θμβανζειζηή 

ημοξ θάζδ)  

2. Φοβμηέκηνδζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ, βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ημο  

ηαθθζενβδηζημφ οθζημφ RPMI 1640 (Πανάνηδια 4.4), ζε 700 x g, βζα 10 

min, εενιμηναζία 4 oC, ιε θνέκμ 

3. Φοβμηέκηνδζδ ζε 700 x g, βζα 10 min, εενιμηναζία 4 oC, ιε θνέκμ.  

4. Απυννζρδ ημο οπενηείιεκμο ηαζ επακάθδρδ ηδξ πθφζδξ ιε PBS, pH 

7.2, άθθεξ 2 θμνέξ 

5. Ξεπάβςια ημο Protease Inhibitor Solution (100x) ηαζ ηςκ  Extraction 

Buffers CE1, CE2, and CE3 ηα μπμία πενζέπμκηαζ ζημ kit (Qproteome 

Cell Compartment Kit, Qiagen) 

6. Καθή ακάδεοζδ ζε vortex ηαζ ημπμεέηδζδ ζε πάβμ 

7. Γζα ηάεε ηθαζιαημπμίδζδ είκαζ απαναίηδηδ δ πνμεημζιαζία 

δζαθοιάηςκ βζα ηάεε ζηάδζμ ηαζ πενζβνάθμκηαζ ζημκ πίκαηα πμο 

αημθμοεεί  

  Buffer CE1 Buffer CE2 Buffer CE3 Buffer CE4 

Απαηηνύκελε πνζόηεηα 1 ml 1 ml 0,5 ml 0,5 ml 

Protease Inhibitor 

Solution (100x) 10 ιl 10 ιl 5 ιl - 

 

8. Ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ιε ημ Extraction Buffer CE1, ιεηαθμνά ημο 

ζε ζςθδκάνζμ ηφπμο eppendorf ηαζ επχαζδ ζημοξ 4 °C, βζα for 10 min, 

οπυ ακάδεοζδ 

9. Φοβμηέκηνδζδ ημο eppendorf ζε 1000 x g, βζα 10 min, 4 °C 
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10.  Μεηαθμνά ημο οπενηείιεκμο (fraction 1) ημ μπμίμ πενζέπεζ πνςηεΐκεξ 

δζαθοηέξ ζημ ηοηηανυπθαζια, ζε έκα ηαεανυ eppendorf ηαζ 

ημπμεέηδζδ ζε πάβμ 

11.  Ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ιε ημ Extraction Buffer CE2 ηαζ επχαζδ 

ζημοξ 4 °C, βζα for 30 min, οπυ ακάδεοζδ 

12.  Φοβμηέκηνδζδ ημο eppendorf ζε 6000 x g, βζα 10 min, 4 °C 

13.  Μεηαθμνά ημο οπενηείιεκμο (fraction 2) ημ μπμίμ πενζέπεζ ηζξ 

ιειανακζηέξ πνςηεΐκεξ, ζε έκα ηαεανυ eppendorf ηαζ ημπμεέηδζδ ζε 

πάβμ 

14.  Πνμζεήηδ 7 ιl Benzonase® Nuclease ηαζ 13 ιl απεζηαβιέκμ κενυ 

ζημ ίγδια, απαθή ακάδεοζδ ιε ημ πένζ ηαζ επχαζδ βζα 15 min ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο 

15.  Ακαζφζηαζδ ημο δείβιαημξ ιε ημ Extraction Buffer CE3 ηαζ επχαζδ 

ζημοξ 4 °C, βζα for 10 min, οπυ ακάδεοζδ 

16.  Φοβμηέκηνδζδ ημο eppendorf ζε 6800 x g, βζα 10 min, 4 °C 

17.  Μεηαθμνά ημο οπενηείιεκμο (fraction 3) ημ μπμίμ πενζέπεζ ηζξ 

πνςηεΐκεξ ημο πονήκα, ζε έκα ηαεανυ eppendorf ηαζ ημπμεέηδζδ ζε 

πάβμ 

18.  Ακαζφζηαζδ ημο ζγήιαημξ ιε ημ Extraction Buffer CE4 ηαζ επχαζδ 

ζημοξ 4 °C, βζα for 10 min, οπυ ακάδεοζδ. ΢ημ ζδιείμ αοηυ 

θαιαάκμκηαζ μζ ηοηηανμζηεθεηζηέξ πνςηεΐκεξ 
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4.13 Sample Buffer  

Urea 7Μ 

Thiourea 2Μ 

CHAPS 4% 

DTE 1% 

IPG 2% 

PI 4% 

Ρδηίκδ Ίπκδ 

 

4.14 Αθξπιακίδε 12% 

ProtoGel (30% (w/v) acrylamide/PDA 

(Piperazine D-Acrylamide) (37,5 : 1)) 
400 ml 

1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 250 ml 

1 M Sodium Thiosulfate 5 ml 

απζμκζζιέκμ κενυ (Milli Q) 341.4 ml 

 

 

4.15 Γηάιπκα Αγαξόδεο 0,5% 

TGS Buffer (25 mM Tris, pH 8.3, 192 mM 

Glycine, 0,1% (w/v) SDS) 
1Υ 

Βνςιμθαζκυθδ Μπθε Ίπκδ 
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4.16 Γηάιπκα Μνληκνπνίεζεο (Fixation Buffer) 

85% H3PO4 (ortho-phosphoric acid) 6 ml 

CH3OH (Methanol HPLC grade) 50 ml 

Απεζηαβιέκμ κενυ 44 ml 

 

 

4.17 Urea Cracking Buffer  

NaH2PO4 10 mM 

SDS 1% 

α-Mercaptoethanol 1% 

Urea, pH 7.0 5 M 

 

 

4.18 Urea – Laemmly Buffer 2X 

TrisHCl, pH 6.8 2 M 

SDS 10% 

α-mercaptoethanol 10% 

Glycerol 20% 

Bromophenol Blue 0.2% 

Urea 8 M 
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4.19 Ζιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ 

1. Πθφζδ ηγαιζχκ ηαζ πςνζζιάηςκ ιε 10% SDS, ιεηά ιε 70% αζεακυθδ ηαζ 

ζοκανιμθυβδζδ ηδξ ζοζηεοήξ. 

2.  Πνμζεήηδ πδηηχιαημξ ακάθοζδξ 8% (Πανάνηδια 4.20) ηαζ επίζηνςζδ 

ιε 200ιl ζζμαμοηακυθδξ  

3. Πμθοιενζζιυξ βζα 30 min ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

4. Ξέπθοια ζζμαμοηακυθδξ ιε απεζηαβιέκμ κενυ ηαζ ζηέβκςια ιε δζδεδηζηυ 

πανηί  

5. Πνμζεήηδ πδηηχιαημξ ζοιπφηκςζδξ 5% (Πανάνηδια 4.21) ηαζ 

ημπμεέηδζδ ηδξ εζδζηήξ πηέκαξ  

6. Πμθοιενζζιυξ βζα 1 hr ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

7. Αθαίνεζδ πηέκαξ, λέπθοια ηςκ πδβαδζχκ ιε απεζηαβιέκμ κενυ ηαζ 

ημπμεέηδζδ ηςκ βζέθςκ (gels) ζηδκ ζοζηεοή δθεηηνμθυνδζδξ ιε ηδκ 

πνμζεήηδ 1X δζαθφιαημξ δθεηηνμθυνδζδξ (Electrode buffer 1X) 

(Πανάνηδια 4.22)   

8. Πνμζεήηδ ημο επςαζιέκμο δείβιαημξ ζηδκ εζδζηή οπμδμπή πμο έπεζ 

δδιζμονβήζεζ δ πηέκα, ιε ημ δζάθοια θυνηςζδξ ζε ακαθμβία 1:1 (v/v) 

9. Βναζιυξ βζα 3 min ημο Marker ιαγί ιε ημ δζάθοια θυνηςζδξ ηαζ 

ημπμεέηδζδ ζε πάβμ (25ιl απυ ημκ Marker ακαιεζβκφμκηαζ ιε 25ιl απυ 

ηδκ πνςζηζηή θυνηςζδξ βζα ημκ αναζιυ ηαζ έπεζηα θυνηςζδ ζηα ιζηνά 

πδβαδάηζα (10ιl δζαθφιαημξ ζε ηάεε πδβαδάηζ)) 

10. Ζθεηηνμθυνδζδ ζε ηάζδ 75-80 V ιέπνζ μ Marker ηαζ ημ ακηζβυκμ 

πενάζμοκ ημ πήηηςια ζοιπφηκςζδξ (5%) ηαζ έπεζηα ζε ηάζδ 130 V ζημ 

πήηηςια ακάθοζδξ (8%) βζα πενίπμο 1 hr. 
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4.20 Ζιεθηξνθνξεηηθό Πήθησκα Αλάιπζεο 8% 

   30% Bis-Acryl. 13.3 

   1.5 M Tris pH 8.8 12.5 

   10% SDS 0.5 

   10% Ammon. Persulf. 0.5 

   TEMED 0.03 

  Απεζηαβιέκμ κενυ 23.2 

 

4.21 Ζιεθηξνθνξεηηθό Πήθησκα Σπκπύθλσζεο 5% 

   30% Bis-Acryl. 1.7 

   1.0 M Tris pH 6.8 1.25 

   10% SDS 0.1 

   10% Ammon. Persulf. 0.1 

   TEMED 0.01 

  Απεζηαβιέκμ κενυ 6.8 

 

4.22 Γηάιπκα Ζιεθηξνθόξεζεο 1X (Electrode Buffer) 

Tris 25 mM 

Glycine 0.192 M 

SDS 0.1% 

Απεζηαβιέκμ κενυ Up to 500 ml 
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4.23 Αλνζναπνηύπσζε 

1. Διαάπηζζια ηςκ πδηηςιάηςκ ζοιπφηκςζδξ (Πανάνηδια 4.20) ηαζ 

ακάθοζδξ (Πανάνηδια 4.21), πςνίξ κα δζαπςνζζημφκ (ιενζηέξ θμνέξ μζ 

ABC transporters ζοζζςνεφμκηαζ ηαζ παναιέκμοκ ζημ πήηηςια 

ζοιπφηκςζδξ), ζε δζάθοια ιεηαθμνάξ (Πανάνηδια 4.24) βζα ηδκ 

απεθεοεένςζδ ημο δζαθφιαημξ θυνηςζδξ, βζα 10 min, οπυ ακάδεοζδ 

2. Κυρζιμ 1 θφθθμο κζηνμηοηηανίκδξ (0,45 ιm) ηαζ 6 θφθθςκ δζδεδηζημφ 

πανηζμφ ζηζξ ίδζεξ δζαζηάζεζξ ιε ημ πήηηςια ή εθαθνχξ ιζηνυηενα 

3. Διαάπηζζια ζε δζάθοια ιεηαθμνάξ, βζα 10 min, ζε λεπςνζζηυ δμπείμ απυ 

ημ πήηηςια, βζα ηδκ απεθεοεένςζδ ημο παβζδεοιέκμο αένα 

4. Σμπμεέηδζδ  ζηδ ζοζηεοή ιεηαθμνάξ (semi-dry transfer) 3 θφθθα 

δζδεδηζημφ πανηζμφ, 1 θφθθμ κζηνμηοηηανίκδξ, ημ πήηηςια ηαζ απυ πάκς 

άθθα 3 θφθθα δζδεδηζημφ πανηζμφ)   

5. Απμιάηνοκζδ ημο παβζδεοιέκμο αένα ιε ηαεανή βοάθζκδ πζπέηηα Pasteur 

ηαζ πίεζδ πνμξ υθεξ ηζξ ηαηεοεφκζεζξ 

6. Ζθεηηνμθυνδζδ ημο πδηηχιαημξ ζε έκηαζδ 0,8 mA / cm2 (δζαζηάζεζξ 

κζηνμηοηηανίκδξ: φρμξ x πθάημξ x 0.8) βζα 1.5 hr 

7. Διαάπηζζια ηδξ κζηνμηοηηανίκδξ ζε 0,1% δζαθφιαημξ Ponceau S 

(Πανάνηδια 4.25) 

8. Πθφζζιμ ηςκ κζηνμηοηηανζκχκ 1 θμνά ιε απεζηαβιέκμ Ζ2Ο ηαζ 1 θμνά ιε 

πθοζηζηυ δζάθοια 1Υ (Πανάνηδια 4.26) βζα κα ειθακζζημφκ μζ ιπάκηεξ ηαζ 

έπεζηα κα ηνοθημφκ 

9. Πθφζζιμ ηςκ κζηνμηοηηανζκχκ 3 θμνέξ x 10 min, ζε δεζιεοηζηυ δζάθοια 

10. Πθφζζιμ ηςκ κζηνμηοηηανζκχκ 3 θμνέξ x 10 min, ζε πθοζηζηυ δζάθοια 

11. ΢ηέβκςια ηδξ κζηνμηοηηανίκδξ ζε δζδεδηζηυ πανηί ηαζ θφθαλδ ζημοξ 4μC 
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4.24 Γηάιπκα κεηαθνξάο (Transfer buffer) 

Tris, pH 7.7-8.3 25mM 

Glycine 0.7M 

Απεζηαβιέκμ κενυ Up to 500 ml 

 

4.25 Ponceau S 

 

 

 

 

 

 

 

4.26 Πιπζηηθό δηάιπκα 10Φ (Wash Buffer 10X) 

Tris, pH 8.0 50 mM 

NaCl 150 mM 

Triton 0.01% 

Απεζηαβιέκμ κενυ Up to 500 ml 

 

Ponceau S 2 g 

Trichloroacetic acid 30 g 

Sulfosalycilic acid 30 g 

Απεζηαβιέκμ κενυ Up to 100 ml 
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4.27 Γεζκεπηηθό δηάιπκα (Blocking buffer) 

Απμαμοηονςιέκδ ζηυκδ βάθαηημξ 2% 

Αnti-foam A 0.01% 

Πθοζηζηυ δζάθοια 1Υ Up to 500 ml 

 

4.28 Alkaline phosphate buffer 

NaCl 100 mM  

MgCl2 1 M 

Tris, pH 9.5 100 mM 

Απεζηαβιέκμ κενυ Up to 500 ml 
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-------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

Κεθάιαην 5 

Παξαξηήκαηα Β 
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5. Παξαξηήκαηα Β 

΢ημ ηεθάθαζμ αοηυ πανμοζζάγμκηαζ ακαθοηζηά υθα ηα απμηεθέζιαηα πμο 

πνμέηορακ ηαηά ηζξ πεζναιαηζηέξ δμηζιαζίεξ ημο πμζμηζημφ πνμζδζμνζζιμφ 

ηδξ πμθθαπθαζζαζηζηήξ ζηακυηδηαξ ηςκ πνμιαζηζβςηχκ (CFSE). Δπζπθέμκ 

πανμοζζάγεηαζ δ ακηαπυηνζζδ πμο είπακ ηα 10 ζηεθέπδ ζηα 3 δζαθμνεηζηά 

ζηεοάζιαηα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ ιεθέηδ.  

 

5.1 % Καηαλνκήο ηνπ θζνξηζκνύ ησλ πξνκαζηηγσηώλ ησλ 10 

ζηειερώλ κεηαμύ ησλ θαλαιηώλ 1 - 5, κεηά από ρξώζε κε 

CFSE (Πίλαθεο) 

Σηέιερνο H1 % Καηαλνκήο θζνξηζκνύ 

  Channels 

Ζκέξα 1 2 3 4 5 

1 97 2,6 0,1 0,2 0,2 

2 22,9 75,7 1,2 0,1 0,1 

3 1,5 64,9 33,3 0,2 0,1 

4 0,3 16,4 78,2 5 0,1 

5 0,1 11,4 78,8 9,4 0,3 

6 0,1 7,4 73,3 19 0,3 

 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ H1 ιεηαλφ ηςκ 

ηακαθζχκ 1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ 

ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ. 
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Σηέιερνο H2 % Καηαλνκήο θζνξηζκνύ 

  Channels 

Ζκέξα 1 2 3 4 5 

1 91,8 7,6 0,4 0,1 0,1 

2 64,5 30,5 4,3 0,5 0,1 

3 29,9 52,7 14,7 2,4 0,3 

4 10 38,9 37,6 12 1,4 

5 4,1 31,4 45,9 16,7 1,7 

6 4,1 25,4 45,7 22,4 1,9 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ H2 ιεηαλφ ηςκ ηακαθζχκ 

1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ ιε ηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ 

 

Σηέιερνο D1 % Καηαλνκήο θζνξηζκνύ 

  Channels 

Ζκέξα 1 2 3 4 5 

1 97 2,9 0 0,1 0 

2 5,3 92,6 1,9 0,1 0,1 

3 0,3 17,1 79,3 2,9 0,3 

4 0,2 2,4 53 39,9 4,6 

5 0,1 0,9 36,2 53,9 8,9 

6 0 0,4 19,6 64,1 15,9 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D1 ιεηαλφ ηςκ 

ηακαθζχκ 1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ 

ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ. 
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Σηέιερνο D2 % Καηαλνκήο θζνξηζκνύ 

  Channels 

Ζκέξα 1 2 3 4 5 

1 96,1 3,2 0,1 0,3 0,3 

2 17,8 73,8 7,2 0,9 0,2 

3 0,9 41,5 55,5 1,8 0,3 

4 0,1 4,4 78,5 16,1 0,8 

5 0 2,1 64,1 32,7 1,1 

6 0,1 1,5 57,9 39,2 1,4 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D2 ιεηαλφ ηςκ 

ηακαθζχκ 1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ 

ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ. 

 

Σηέιερνο D3 % Καηαλνκήο θζνξηζκνύ 

  Channels 

Ζκέξα 1 2 3 4 5 

1 98,9 0,9 0 0,1 0,1 

2 1,4 97,9 0,6 0 0 

3 0 17,8 77,9 4,1 0,1 

4 0 0,4 24,6 67,2 5,3 

5 0 0,2 19 69,8 8 

6 0 0,4 14 67,8 17,8 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D3 ιεηαλφ ηςκ ηακαθζχκ 

1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ ιε ηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ. 
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Σηέιερνο D4 % Καηαλνκήο θζνξηζκνύ 

  Channels 

Ζκέξα 1 2 3 4 5 

1 99,4 0,6 0 0 0 

2 2,5 96,4 1 0,1 0 

3 0,2 19,6 74,7 5,4 0,2 

4 0,1 1,3 26,6 65,5 6,5 

5 0 0,3 12,2 75,6 8,7 

6 0 0,2 8,3 75,6 12 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D4 ιεηαλφ ηςκ 

ηακαθζχκ 1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ 

ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ. 

 

Σηέιερνο D5 % Καηαλνκήο θζνξηζκνύ 

  Channels 

Ζκέξα 1 2 3 4 5 

1 98,1 1,9 0 0 0 

2 6,1 91,6 2,2 0 0 

3 0,4 16,3 79,7 3,1 0,5 

4 0,1 1 38,3 48,2 8,8 

5 0,1 0,4 19,6 54,3 25,6 

6 0,1 0,5 12,3 51,6 27,3 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D5 ιεηαλφ ηςκ ηακαθζχκ 

1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ ιε ηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ. 
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Σηέιερνο D6 % Καηαλνκήο θζνξηζκνύ 

  Channels 

Ζκέξα 1 2 3 4 5 

1 97,5 2,4 0 0 0,1 

2 4,2 80,6 15 0 0,1 

3 0,5 3,7 77 18,4 0,4 

4 0,1 0,7 11,8 71,4 16 

5 0,1 0,3 5,7 64,9 29,1 

6 0 0,1 1,8 56,8 41,3 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D6 ιεηαλφ ηςκ 

ηακαθζχκ 1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ 

ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ. 

 

Σηέιερνο D7 % Καηαλνκήο θζνξηζκνύ 

  Channels 

Ζκέξα 1 2 3 4 5 

1 98,1 1,7 0 0 0 

2 7,9 88,8 3,1 0,1 0,1 

3 0,2 13,2 82,8 3,4 0,4 

4 0 0,5 21,8 68,8 6 

5 0 0,2 7,2 67,4 25,2 

6 0 0 3,5 63,7 32,7 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D7 ιεηαλφ ηςκ 

ηακαθζχκ 1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ 

ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ. 
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Σηέιερνο D8 % Καηαλνκήο θζνξηζκνύ 

  Channels 

Ζκέξα 1 2 3 4 5 

1 98,7 0,5 0 0,1 0,1 

2 3,5 60,6 31,6 3,9 0,4 

3 0,4 3,4 81,6 14,2 0,5 

4 0,1 0,3 13,4 72 14,2 

5 0 0,2 5 73,8 15,6 

6 0 0,1 1 45,5 53,5 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D8 ιεηαλφ ηςκ ηακαθζχκ 

1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ ιε ηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ. 
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5.2 % Καηαλνκήο ηνπ θζνξηζκνύ ησλ πξνκαζηηγσηώλ 

ησλ 10 ζηειερώλ κεηαμύ ησλ θαλαιηώλ 1 - 5, κεηά από 

ρξώζε κε CFSE (Γξαθήκαηα) 

 

 

 

 

 

 

 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ H1 ιεηαλφ ηςκ 

ηακαθζχκ 1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ 

ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ.  

 

 

 

 

 

 

 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο ζηεθέπμοξ "ακεεηηζημφ" H2 ιεηαλφ ηςκ ηακαθζχκ 

1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ ιε ηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ.  
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% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D1 ιεηαλφ ηςκ 

ηακαθζχκ 1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ 

ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D2 ιεηαλφ ηςκ 

ηακαθζχκ 1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ 

ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ.  
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% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D3 ιεηαλφ ηςκ ηακαθζχκ 

1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ ιε ηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ.  

 

 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D4 ιεηαλφ ηςκ 

ηακαθζχκ 1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ 

ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ.  
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% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D5 ιεηαλφ ηςκ ηακαθζχκ 

1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ ιε ηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D6 ιεηαλφ ηςκ 

ηακαθζχκ 1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ 

ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ.  
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% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D7 ιεηαλφ ηςκ 

ηακαθζχκ 1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ 

ιε ηδκ ηοηηανμιεηνία νμήξ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

% ηαηακμιήξ θεμνζζιμφ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D8 ιεηαλφ ηςκ ηακαθζχκ 

1 - 5, ιεηά απυ πνχζδ ηςκ πανάζζηςκ ιε CFSE ηαζ ακάθοζή ημοξ ιε ηδκ 

ηοηηανμιεηνία νμήξ.  
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5.3 % Καηαλνκήο ηνπ θζνξηζκνύ ησλ πξνκαζηηγσηώλ 

ησλ 10 ζηειερώλ κεηαμύ ησλ θαλαιηώλ 1 - 5, κεηά από 

ρξώζε κε CFSE (3D - Γξαθήκαηα κε ην WinMDi 2.8) 

 

 

 

 

3D βνάθδια ζζηυβναιια ιμκήξ παναιέηνμο "Δοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ (H1) 
 

 

3D βνάθδια ζζηυβναιια ιμκήξ παναιέηνμο "Ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ (H2) 
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3D βνάθδια ζζηυβναιια ιμκήξ παναιέηνμο " Δοαίζεδημο " ζηεθέπμοξ (D1) 
 

 

3D βνάθδια ζζηυβναιια ιμκήξ παναιέηνμο " Δοαίζεδημο " ζηεθέπμοξ (D2) 
 

 
 
3D βνάθδια ζζηυβναιια ιμκήξ παναιέηνμο " Ακεεηηζημφ " ζηεθέπμοξ (D3) 
 



 

 
211 

 

 
 
3D βνάθδια ζζηυβναιια ιμκήξ παναιέηνμο " Δοαίζεδημο " ζηεθέπμοξ (D4) 
 

 
 
3D βνάθδια ζζηυβναιια ιμκήξ παναιέηνμο " Ακεεηηζημφ " ζηεθέπμοξ (D5) 
 

 

3D βνάθδια ζζηυβναιια ιμκήξ παναιέηνμο " Eοαίζεδημο " ζηεθέπμοξ (D6) 
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3D βνάθδια ζζηυβναιια ιμκήξ παναιέηνμο " Δοαίζεδημο " ζηεθέπμοξ (D7) 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
3D βνάθδια ζζηυβναιια ιμκήξ παναιέηνμο "Ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ (D8) 
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5.4 Αληαπόθξηζε ησλ 10 ζηειερώλ ζην Glucantime 

(Πίλαθεο) 

Οζ ανζειμί πμο πανμοζζάγμκηαζ ακηζπνμζςπεφμοκ ημκ πθδεοζιυ ηςκ 

πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ πμο ηαηαιεηνήεδηακ ιε ηδκ πνήζδ ημο 

αζιμηοηηανυιεηνμο (x106). Οζ εκδείλεζξ Ctrl ηαζ A - E ακηζπνμζςπεφμοκ ηδκ 

απμοζία ηαζ ηδκ ηάεε ζοβηέκηνςζδ ημο θανιάημο Glucantime / ml 

ηαθθζένβεζαξ ακηίζημζπα (A: 50ιg, B: 100ιg, C: 200ιg, D: 400ιg, E: 800ιg). 

 

  Σπγθέληξσζε Glucantime / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,5 1,5 1,3 1,3 1,5 0,8 

2 2,2 2 1,8 1,9 2 2 

3 3 2,5 2,8 2,3 2,3 2,3 

4 4 3,5 3,8 3,5 3,2 3 

5 4,5 4 4 4 3,8 3,5 

6 5 4,5 4,5 4,4 4,3 4 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ H1, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 
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  Σπγθέληξσζε Glucantime / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,6 1 0,5 1 1,2 1 

2 2,5 1,3 0,7 1,1 1,4 1,2 

3 4 1,2 0,9 1,2 1,3 1,2 

4 6,5 0,6 1 0,5 0,8 0,6 

5 8 0,9 1,2 0,9 1,1 0,9 

6 9 1 1,4 1 1 1 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ H2, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 

 

  Σπγθέληξσζε Glucantime / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 2,5 2,4 2,4 2 2 1,8 

2 8 7 7 6 6 6 

3 15,2 15 13 10 10 8 

4 25 20 11,5 10 10 10 

5 30 18 10 6 5 5 

6 34 28 15 10 10 10 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D1, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 
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  Σπγθέληξσζε Glucantime / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 2,5 2,5 3 3 3,5 3 

2 5 2,5 3 3,2 3,6 2,5 

3 7,5 4 5 5 5,3 5 

4 9 8 9 9 8,5 8 

5 10 6 6 6,5 6 6,3 

6 11,2 7 6,5 6,5 6 6,5 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D2, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 

 

  Σπγθέληξσζε Glucantime / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 2 1,2 1,2 0,7 1 1,3 

2 6,5 1,2 0,9 1 0,9 0,7 

3 15 1,5 0,9 1,2 1,2 1,3 

4 20 1,8 2 1 1 0,9 

5 25 2 1,6 1,6 1,5 1 

6 32 2 1,6 1,6 1 1,3 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D3, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 
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  Σπγθέληξσζε Glucantime / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 2 0,5 0,7 0,7 0,5 0,3 

2 8 0,5 0,7 0,8 0,7 0,5 

3 16 0,7 0,8 0,9 0,7 0,6 

4 25 0,9 0,8 1 0,8 0,5 

5 30 1 0,8 0,8 0,7 0,5 

6 34 1 0,8 0,8 0,5 0,5 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D4, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 

 

  Σπγθέληξσζε Glucantime / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 3,3 0,7 1 0,5 0,5 0,8 

2 11 1 1,5 1 1 1 

3 20 2 1,5 1 1 1,1 

4 30 2 1,7 1 1 1 

5 33 4 1,5 1 1 1 

6 35 4 1,3 1 1 1 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D5, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 
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  Σπγθέληξσζε Glucantime / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,5 2 3 3 3,5 3,5 

2 9 2 4,7 5 5,2 5,5 

3 15 5 5,3 5 5,5 5,3 

4 20 9 9 9 8 8 

5 30 13 7 7,5 7 7 

6 36 20 7 7 7 7,2 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο " εοαίζεδημο " ζηεθέπμοξ D6, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 

 

  Σπγθέληξσζε Glucantime / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,5 1,3 1 1 0,8 1 

2 5 4 3 3,5 2,5 2 

3 15 2 2 2,5 1,5 1 

4 20 1,5 1,5 2,3 1 0,8 

5 25 2,5 3 3 2,5 2,3 

6 32 3 5 5 5,5 5 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D7, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 
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  Σπγθέληξσζε Glucantime / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,5 1,5 1,3 1,3 1,5 1 

2 2,5 2 1,3 1,3 1,3 1 

3 3,6 2,5 1,3 1,2 1,1 1 

4 6 2 1,5 1,2 1 1 

5 7,8 2 1,3 1 1 1 

6 9 2 1,3 1,2 1 1 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D8, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 
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5.5 Αληαπόθξηζε ησλ 10 ζηειερώλ ζην Glucantime 

(Γξαθήκαηα) 

΢ηα παναηάης βναθήιαηα, μζ ηθίιαηεξ δζαθένμοκ ιεηαλφ ημο ιε ζημπυ ηδκ 

εοημθυηενδ απεζηυκζζδ ηςκ δεδμιέκςκ. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ H1, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ H2, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 
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Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D1, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D2, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 
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Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D3, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D4, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 
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Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D5, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο " εοαίζεδημο " ζηεθέπμοξ D6, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 
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Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D7, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D8, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Glucantime 
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5.6 Αληαπόθξηζε ησλ 10 ζηειερώλ ζηελ Amphotericin 

B (Πίλαθεο) 

Οζ ανζειμί πμο πανμοζζάγμκηαζ ακηζπνμζςπεφμοκ ημκ πθδεοζιυ ηςκ 

πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ πμο ηαηαιεηνήεδηακ ιε ηδκ πνήζδ ημο 

αζιμηοηηανυιεηνμο (x106). Οζ εκδείλεζξ Ctrl ηαζ A - E ακηζπνμζςπεφμοκ ηδκ 

απμοζία ηαζ ηδκ ηάεε ζοβηέκηνςζδ ημο θανιάημο Amphotericin B / ml 

ηαθθζένβεζαξ ακηίζημζπα (A: 0.75ιg, B: 1.5ιg, C: 3ιg, D: 6ιg, E: 12ιg). 

 

  Σπγθέληξσζε Amphotericin B / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,5 1,5 1,5 1,3 1 1 

2 2,2 1,5 1,3 0,5 0,5 0,5 

3 3 1,5 0,8 0,5 0,5 0 

4 4 1 0 0 0 0 

5 4,5 0 0 0 0 0 

6 5 0 0 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ H1, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 
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  Σπγθέληξσζε Amphotericin B / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,6 1,8 1,8 2 2 2 

2 2,5 2,5 2 2 2,2 2,2 

3 4 4,1 2 2 2,2 2,2 

4 6,5 6,8 3 2,5 2,8 2,8 

5 8 8 6 5 5 5 

6 9 9 9 8 8 7,5 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ H2, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 

 

  Σπγθέληξσζε Amphotericin B / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 2,5 2,5 2 2 2 1,8 

2 8 4 8 6 0 0 

3 15,2 6 9,5 5 0 0 

4 25 7 12 3 0 0 

5 30 9 8 0 0 0 

6 34 11 6 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D1, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 
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  Σπγθέληξσζε Amphotericin B / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 2,2 2 2 1,9 2 1,8 

2 5 2,5 1 1 1 0,9 

3 7,5 2 0 0 0 0 

4 9 1,8 0 0 0 0 

5 10 1,5 0 0 0 0 

6 11,2 1 0 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D2, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 

 

  Σπγθέληξσζε Amphotericin B / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 2 2 2 1,8 1,8 2 

2 5 4 2 2,3 2 2 

3 15 8 5 4,5 3,5 3 

4 20 15 6 6 4 3,5 

5 25 26 9 8 4 4 

6 32 30 14 11 4 4 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D3, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 
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  Σπγθέληξσζε Amphotericin B / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 2 2 2 1,8 1,5 1,5 

2 8 6 6 5 5 5 

3 16 10 7 7 7 6 

4 25 15 12 12 11 11 

5 30 20 15 13 13 12 

6 34 28 17 16 16 15 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D4, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 

 

  Σπγθέληξσζε Amphotericin B / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 3,3 2,8 3 3 2,5 2,5 

2 11 4 5 5 4 3 

3 20 9 9 9 8 6 

4 30 16 15 14 13 9,5 

5 33 18 18 18 18 15 

6 35 20 20 20 19 18 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D5, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 
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  Σπγθέληξσζε Amphotericin B / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,5 1,5 1,3 1,5 1,2 1,2 

2 9 5 5 4,8 4,5 4 

3 15 8 8 7 4 3,5 

4 20 10 9 8,5 4 3 

5 30 12 10 9 3,2 2,8 

6 36 13 10,5 10 2,5 2 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D6, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 

 

  Σπγθέληξσζε Amphotericin B / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,5 1,2 0,7 0,5 0,5 0,3 

2 5 1,3 0,5 0,2 0 0 

3 15 1,5 0,3 0 0 0 

4 20 1,5 0,1 0 0 0 

5 25 1,7 0 0 0 0 

6 32 2 0 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D7, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 

 



 

 
229 

 

 

  Σπγθέληξσζε Amphotericin B / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,5 1,5 1,6 1,4 1 1 

2 2,5 2,5 2 2 2 2 

3 3,6 3,5 2,5 2,3 2,3 2,3 

4 6 4 3,3 3,5 3,3 3,2 

5 7,8 5,5 4,5 4,2 4,2 4,1 

6 9 6 5 4 4 3,6 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D8, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 
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5.7 Αληαπόθξηζε ησλ 10 ζηειερώλ ζηελ Amphotericin 

B (Γξαθήκαηα) 

΢ηα παναηάης βναθήιαηα, μζ ηθίιαηεξ δζαθένμοκ ιεηαλφ ημο ιε ζημπυ ηδκ 

εοημθυηενδ απεζηυκζζδ ηςκ δεδμιέκςκ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ H1, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ H2, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 
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Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D1, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D2, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 
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Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D3, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D4, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 
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Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D5, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D6, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 
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Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D7, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D8, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Amphotericin B 
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5.8 Αληαπόθξηζε ησλ 10 ζηειερώλ ζην Miltefosine 

(Πίλαθεο) 

Οζ ανζειμί πμο πανμοζζάγμκηαζ ακηζπνμζςπεφμοκ ημκ πθδεοζιυ ηςκ 

πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ πμο ηαηαιεηνήεδηακ ιε ηδκ πνήζδ ημο 

αζιμηοηηανυιεηνμο (x106). Οζ εκδείλεζξ Ctrl ηαζ A - E ακηζπνμζςπεφμοκ ηδκ 

απμοζία ηαζ ηδκ ηάεε ζοβηέκηνςζδ ημο θανιάημο Miltefosine / ml 

ηαθθζένβεζαξ ακηίζημζπα (A: 1.26ιg, B: 2.6ιg, C: 6ιg, D: 10ιg, E: 20ιg). 

 

  Σπγθέληξσζε Miltefosine / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,5 0,7 0,4 0,1 0 0 

2 2,2 0,5 0,4 0 0 0 

3 3 0,4 0,4 0 0 0 

4 4 0,4 0,2 0 0 0 

5 4,5 0 0 0 0 0 

6 5 0 0 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ H1, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Miltefosine 
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  Σπγθέληξσζε Miltefosine / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,6 0,9 0,6 0,3 0,3 0,3 

2 2,5 0,6 0,4 0 0 0 

3 4 0,2 0 0 0 0 

4 6,5 0,2 0 0 0 0 

5 8 0,1 0 0 0 0 

6 9 0 0 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ H2, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 

 

  Σπγθέληξσζε Miltefosine / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 2,5 1,4 0,7 0,5 0,3 0,1 

2 8 1 0,7 0,3 0,3 0 

3 15,2 1,1 0,1 0 0 0 

4 25 1,1 0 0 0 0 

5 30 1 0 0 0 0 

6 34 1 0 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D1, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 
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  Σπγθέληξσζε Miltefosine / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 2,5 1,9 1,3 0,4 0,3 0 

2 5 1 0,4 0,1 0 0 

3 7,5 0,2 0 0 0 0 

4 9 0 0 0 0 0 

5 10 0 0 0 0 0 

6 11,2 0 0 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D2, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 

 

  Σπγθέληξσζε Miltefosine / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 2 0,8 0,9 1,1 0,4 0,3 

2 6,5 0,2 0 0,2 0 0 

3 15 0,2 0 0 0 0 

4 20 0,2 0 0 0 0 

5 25 0,2 0 0 0 0 

6 32 0,2 0 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D3, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 
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  Σπγθέληξσζε Miltefosine / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 2 1 0,2 0,1 0 0 

2 8 0,4 0,1 0 0 0 

3 16 0,5 0 0 0 0 

4 25 0,3 0 0 0 0 

5 30 0,1 0 0 0 0 

6 34 0,1 0 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D4, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 

 

  Σπγθέληξσζε Miltefosine / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 3,3 2 1,6 0,5 0,2 0,2 

2 11 0,9 0,8 0,3 0 0 

3 20 0,4 0,3 0 0 0 

4 30 0,1 0 0 0 0 

5 33 0,1 0 0 0 0 

6 35 0 0 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D5, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 
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  Σπγθέληξσζε Miltefosine / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,5 1,3 1,4 1,1 0,9 0,7 

2 9 0,6 0,4 0,2 0,2 0,2 

3 15 0,4 0,4 0,2 0,1 0 

4 20 0,2 0,2 0 0 0 

5 30 0 0 0 0 0 

6 36 0 0 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D6, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 

 

  Σπγθέληξσζε Miltefosine / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,5 0,7 0,3 0,3 0,1 0 

2 5 0,5 0,3 0 0 0 

3 15 0 0 0 0 0 

4 60 0 0 0 0 0 

5 72 0 0 0 0 0 

6 85 0 0 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D7, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 
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  Σπγθέληξσζε Miltefosine / ml 

Ζκέξα Ctrl A B C D E 

0 1 1 1 1 1 1 

1 1,5 1,3 1,3 0,8 0,6 0,3 

2 2,5 0,4 0,1 0 0 0 

3 3,6 0,4 0 0 0 0 

4 6 0,4 0 0 0 0 

5 7,8 0,2 0 0 0 0 

6 9 0,2 0 0 0 0 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D8, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 
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5.9 Αληαπόθξηζε ησλ 10 ζηειερώλ ζην Miltefosine 

(Γξαθήκαηα) 

΢ηα παναηάης βναθήιαηα, μζ ηθίιαηεξ δζαθένμοκ ιεηαλφ ημοξ ιε ζημπυ ηδκ 

εοημθυηενδ απεζηυκζζδ ηςκ δεδμιέκςκ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ H1, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο θανιάημο Miltefosine 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ H2, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 
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Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D1, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D2, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 
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Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D3, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D4, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 
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Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D5, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D6, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 
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Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D7, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πθδεοζιυξ πνμιαζηζβςηχκ ιμνθχκ ημο "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D8, ιεηά 

απυ έηεεζή ημο ζε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ ηδξ Miltefosine 
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5.10 Πεθηώκαηα πνιπαθξπιακίδεο κεηά από ρξώζε 

κε Colloidal Coomasie Blue  

Πανμοζζάγμκηαζ ηα πδηηχιαηα 4 εκδεζηηζηχκ ζηεθεπχκ (2 ακεεηηζηχκ ηαζ 2 

εοαίζεδηςκ) ηα μπμία ιεθεηήεδηακ ιε ηδκ πνςηεςιζηή ακάθοζδ.  

 

Μειανακζηέξ πνςηεΐκεξ "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D1 ιεηά απυ δθεηηνμθυνδζδ 

ζε SDS-PAGE. 
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Μειανακζηέξ πνςηεΐκεξ "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D2 ιεηά απυ δθεηηνμθυνδζδ 

ζε SDS-PAGE. 
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Μειανακζηέξ πνςηεΐκεξ "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D2 ιεηά απυ δθεηηνμθυνδζδ 

ζε SDS-PAGE. 
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Μειανακζηέξ πνςηεΐκεξ "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D3 ιεηά απυ δθεηηνμθυνδζδ 

ζε SDS-PAGE. 
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5.11 Πεθηώκαηα πνιπαθξπιακίδεο κεηά από ρξώζε 

κε Silver Nitrate  

Πανμοζζάγμκηαζ ηα πδηηχιαηα 4 εκδεζηηζηχκ ζηεθεπχκ (2 ακεεηηζηχκ ηαζ 2 

εοαίζεδηςκ) ηα μπμία ιεθεηήεδηακ ιε ηδκ πνςηεςιζηή ακάθοζδ.  

 

Μειανακζηέξ πνςηεΐκεξ "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D1 ιεηά απυ δθεηηνμθυνδζδ 

ζε SDS-PAGE. 
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Μειανακζηέξ πνςηεΐκεξ "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D2 ιεηά απυ δθεηηνμθυνδζδ 

ζε SDS-PAGE. 
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Μειανακζηέξ πνςηεΐκεξ "εοαίζεδημο" ζηεθέπμοξ D2 ιεηά απυ δθεηηνμθυνδζδ 

ζε SDS-PAGE. 
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Μειανακζηέξ πνςηεΐκεξ "ακεεηηζημφ" ζηεθέπμοξ D3 ιεηά απυ δθεηηνμθυνδζδ 

ζε SDS-PAGE. 
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