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Περίληψη 

Εισαγωγή: Η λεϊσμανίαση περιλαμβάνει μια ομάδα νοσημάτων που προκαλούνται από το πρωτό-

ζωο παράσιτο του γένους Leishmania και μεταδίδεται με το νύγμα μολυσμένων θηλυκών φλεβο-

τόμων. Οι κλινικές εκδηλώσεις της λεϊσμανίασης, οι οποίες σχετίζονται άμεσα με το είδος του πα-

ρασίτου, κυμαίνονται από απειλητικές για τη ζωή σπλαχνικές μορφές έως αυτοθεραπευόμενες 

δερματικές βλάβες. Το παράσιτο μέσα στον τελικο ξενιστή θηλαστικό ζει και πολλαπλασιάζεται 

στο φαγολυσόσωμα των μακροφάγων. Τα μακροφάγα αποτελούν σημαντικά κύτταρα της έμφυτης 

ανοσίας τα οποία συμβάλλουν σημαντικά στην επίκτητη ανοσία. Ο τρόπος της ενεργοποίησής τους 

από το παράσιτο, καθορίζει το αποτέλεσμα της νόσου. Σημαντικό ρόλο στην αλληλεπίδραση πα-

ρασίτου - μακροφάγου εκτελουν πρωτεϊνικές κινάσες, οι οποίες ελέγχουν μονοπάτια φωσφορυλί-

ωσης. Προηγούμενες μελέτες στο εργαστήριο Μοριακής Παρασιτολογίας, έδειξαν ότι τα επίπεδα 

των κινασών DYRK1A και DYRK1B, αυξάνονται σε μακροφάγα που μολύνονται με το πρωτόζωο 

Leishmania. Στους ανθρώπους οι κινάσες DYRK1A και DYRK1B δρουν «πλειοτροπικά» και λαμβά-

νουν μέρος σε πολλά κυτταρικά μονοπάτια, φωσφορυλιώνοντας ένα ευρύ σύνολο πρωτεϊνών που 

εμπλέκονται σε πολλές διαφορετικές κυτταρικές διεργασίες όπως στον κυτταρικό κύκλο, στο μά-

τισμα του  RNA, στον έλεγχο μεταγραφικών παραγόντων, στη ρύθμιση της διαδικασίας προσθήκης 

ουβικουιτίνης σε μια πρωτεΐνη. Παρά όλα αυτά, ο ρόλος αυτών των κινασών στο ανοσοποιητικό 

σύστημα και στη λειτουργία των μακροφάγων δεν είναι ιδιαίτερα γνωστός. 

Σκοπός: Η εργασία αύτή είχε ως σκοπό τη διερεύνηση της συσχέτισης της λειτουργίας των μακρο-

φάγων με τα επίπεδα έκφρασης των κινασών DYRK1A και  DYRK1B καθώς και τη μελέτη της αλλη-

λεπίδρασης μακροφάγων, μολυσμένων με Leishmania, στα οποία έχει ανασταλεί η λειτουργία των 

DYRK1 κινασών. Η συγκεκριμένη εργασία πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο Μοριακής Παρασι-

τολογίας του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ. 

Μέθοδος: Μακροφάγα J774, τα οποία είχαν προεπωαστεί με χαρμίνη, αναστολέα των κινασών 

DYRK1A και DYRK1B, μολύνθηκαν in vitro με προμαστιγωτές μορφές Leishmania donovani complex 

και ακολούθως εξετάσθηκαν με κυτταρομετρία ροής (FACS), συνεστιακή μικροσκοπία και μέθοδο 

μελέτης βιωσιμότητας (Alamar blue). Εφαρμόστηκε η ανάλυση με FACS και η ανάλυση qPCR σε 

πραγματικό χρόνο με σκοπό τη διερεύνηση της έκφρασης συγκεκριμένων δεικτών πόλωσης των 

μολυσμένων με Leishmania μακροφάγων, με προσθήκη του αναστολέα των κινασών DYRK1 χαρ-

μίνης. 

Αποτελέσματα: Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι τα παράσιτα Leishmania εισέρχονται καλύτερα στα 

μακροφάγα J774.1 μετά τη προσθήκη της χαρμίνης. Φαίνεται ότι η χαρμίνη, εν μέρει αναστέλλει 

την ενεργοποίηση των μολυσμένων με τo πρωτόζωο Leishmania, μακροφάγων.  

Συμπεράσματα: Τα αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι οι κινάσες DYRK1A ή και DYRK1B, μπορεί να 

εμπλέκονται ενεργά στον έλεγχο της φαγοκυττάρωσης του παρασίτου και στην ενεργοποίηση των  
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μακροφάγων. Περισσότερα πειράματα χρειάζονται με ειδικούς αναστολείς των DYRK1A και 

DYRK1B καθώς και γενετική αποσιώπησή τους, για να διερευνηθεί σε βάθος ο ρόλος των κινασών 

DYRK στη  λειτουργία των μακροφάγων και στην αλληλεπίδρασή τους με τα παράσιτα Leishmania. 

 

Λέξεις κλειδιά: Σύμπλεγμα Leishmania donovani, DYRK, χαρμίνη, μακροφάγο. 
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Abstract 

Introduction: Leishmaniasis comprises a group of diseases caused by protozoan parasites belonging 

to the genus Leishmania and transmitted by the bite of female sandflies. These diseases range from 

life-threatening (visceral forms) to self-healing (skin lesions) and any manifestation of the disease 

can develop into complications and spread of the parasites to the skin or mucosal tissue. The para-

site within the xenograft lives and multiplies in the endosome of macrophages. Macrophages are 

important cells of innate immunity and contribute significantly to acquired immunity. The way they 

are activated by the parasite determines the outcome of the disease. Protein kinases that control 

phosphorylation pathways play an important role in the interaction between the parasite and the 

macrophage. Previous studies in the Molecular Parasitology Laboratory have shown that the levels 

of DYRK1A and DYRK1B kinases increase when macrophages are infected with Leishmania. In hu-

mans, these kinases act "pleiotropically" and take part in many cellular pathways by phosphory-

lating a wide set of proteins involved in many different cellular processes such as the cell cycle, RNA 

splicing, transcription factor control, regulation of ubiquitination. Nevertheless, the role of these 

kinases in the immune system and in macrophage function is not well understood. 

Purpose: The aim of this work is to correlate macrophage function with DYRK1A and DYRK1B ki-

nases and the interaction of macrophages with inhibited DYRK1 kinase function with Leishmania 

parasites. Τhis specific work was carried out at the Hellenic Pasteur Institute. 

Method: In vitro infections of J774.1 macrophages pretreated with harmine analysed by flow cy-

tometry (FACS), confocal microscopy and viability studies (alamar blue). FACS analysis and real time 

qPCR analysis was used to investigate the expression of specific markers of macrophage polariza-

tion.  

Results: Our results show that the Leishmania parasites are phagocytosed better after the admin-

istration of the harmine. Our results also show that macrophage pretreatment with harmine par-

tially inhibits the alternative activation of macrophages by Leishmania promastigote infection.   

Discussion: Our conclusions are indicative that the DYRK1A or DYRK1B kinases may be actively in-

volved in the control of the phagocytosis of the parasite, and in the activation of macrophages. 

More experiments are needed with specific inhibitors of DYRK1A and DYRK1B as well as its genetic 

silencing, to investigate in depth the role of DYRK kinases in macrophage function and in their in-

teraction with Leishmania parasites. 

 

Key words: Leishmania donovani complex, DYRK, harmine, macrophages  
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Συντομογρα-
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Αγγλική Ορολογία Ελληνική Ορολογία 
 

Arg-1 Arginase I Αργινάση 1 
CD Cluster of differentiation  

 
Σύμπλεγμα διαφοροποίησης  

CCL Chemokine (C-C motif)  
ligand  

Συνδέτης  χημειοκίνης μοτί-
βου C-C 

CCR2  
 
 
  

C-C chemokine receptor type 2 Υποδοχέας χημειοκίνης C-C 
τύπου 2 

Cdc Cell division control Έλεγχος κυτταρικής διαίρεσης 
   
Cxcl CXC chemokine ligand Συνδέτης χημειοκίνης μοτί-

βου  CXC 
CX3CR1 CX3C motif chemokine receptor 1 Υποδοχέας χημειοκίνης μοτί-

βου CX3C 1 
FLT-3 FMS‐like tyrosine kinase 3  Τυροσινική κινάση 3 παρό-

μοια με FMS  
LPS Lipopolysaccharide Λιποπολυσακχαρίτης 

 
PBS Phosphate buffered saline Φυσιολογικός ορός με ρυθμι-

στικό διάλυμα φωσφορικών 
αλάτων 

FACS Fluorescence-activated cell sorting Ταξινόμηση κυττάρων ενερ-
γοποιημένη με φθορισμό 

qPCR Quantitative reverse transcription polymer-
ase chain reaction 

Ποσοτική αλυσιδωτή αντί-
δραση πολυμεράσης αντί-
στροφης μεταγραφής 

DYRKs Dual specificity tyrosine regulated kinases Κινάσες ρυθμιζόμενες με τυ-
ροσίνη διπλής ειδικότητας 

IL Interleukin Ιντερλευκίνη 
 

PPAR Peroxisome proliferator-activated receptors Υποδοχείς που ενεργοποιού-
νται με πολλαπλασιαστή υπε-
ροξεισωμάτων 

NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate 

Φωσφορικό δινουκλεοτίδιο 
νικοτιναμιδίου αδενίνης 

DMSO Dimethyl sulfoxide Διμεθυλοσουλφοξείδιο 
 

RNA Ribonucleic acid Ριβονουκλεϊνικό οξύ 
 

RPMI-1640 The main nutrient is RPMI-1640 which is rich 
in amino acids, betamines, salts and the pH 
index Phenol red. 

Βασικό θρεπτικό υλικό το 
RPMI-1640 που είναι πλούσιο 
σε αμινοξέα, βιταμίνες, ά-
λατα και ο δείκτης pH σε κόκ-
κινο της φαινόλης 

iNOS Inducible nitric oxide synthase Επαγώγιμη συνθάση μονοξει-
δίου του οξειδίου 
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FADH Flavin mononucleotide Μονονουκλεοτίδιο φλαβίνης 
INF Interferon Ιντερφερόνη 

 
mCSF Macrophage Colony stimulating factor Παράγοντας διέγερσης αποι-

κιών μακροφάγων 
GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating 
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Παράγοντας διέγερσης αποι-
κιών μακροφάγων κοκκιοκυτ-
τάρων 

siRNA Small interfering RNA Μικρό παρεμβαλλόμενο RNA 
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PKDL  
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Fluorescent protein 

Συμπληρωματικό DNΑ 
 
Μετα-καλά-αζαρική δερμα-
τική λεϊσμανίαση 
 
Πράσινη φθορίζουσα πρωτε-
ΐνη 

ROS Reactive Oxygen Species Eνεργές ρίζες οξυγόνου 
TNF-α Tumor Necrosis Factor α Παράγοντας Νέκρωσης Ό-

γκων 
MRC-1 Macrophage mannose receptor 1 Υποδοχέας μαννόζης μακρο-

φάγων 1 
CL Cutaneous leishamaniasis Δερματική λεϊσμανίαση 
VL Visceral leishmaniasis Σπλαχνική λεϊσμανίαση 
ΜCL Mucocutaneous  leishmaniasis Βλεννοδερματική 

λεϊσμανίαση 
STAT Signal transducer and activator of transcrip-

tion 
Mεταγωγέας σήματος και ε-
νεργοποιητής μεταγραφής 

IRF Ιnterferon-regulatory factor Ρυθμιστικός παράγοντας ι-
ντερφερόνης 
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Πρόλογος 

Η λεϊσμανίαση είναι μία νόσος που εκδηλώνεται με ευρύ φάσμα συμπτωμάτων. Προκαλείται από 

πρωτοζωϊκά  παράσιτα που ανήκουν στο γένος Leishmania και αποτελεί  ένα σημαντικό πρόβλημα 

για την δημόσια υγεία. Η λεϊσμανίαση θεωρείται ανθρωποζωονόσος. Σήμερα οι θεραπείες της νό-

σου είναι λιγοστές, λόγω ανθεκτικότητας του παρασίτου, ενώ δεν υπάρχει ανθρώπινο εμβόλιο. Το 

κυριότερο κύτταρο ξενιστής του παρασίτου το μακροφάγο κατέχει σημαντικό ρόλο στη μη ειδική 

άμυνα (έμφυτη ανοσία) και συμμετέχει στην έναρξη ειδικών αμυντικών μηχανισμών (επίκτητη α-

νοσία). Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ των μακροφάγων και των παρασίτων καθορίζουν την έκβαση 

της λοίμωξης. Για το λόγο αυτό είναι σημαντική στην εγκατάσταση και έκβαση της νόσου η πόλωση 

των μακροφάγων μεταξύ των κλασσικών προφλεγμονωδών μορφών Μ1 που σκοτώνουν τα παρά-

σιτα, και αντιφλεγονωδών Μ2 που επιτρέπουν στα παράσιτα την επιβίωση και τον ενδοκυττάριο 

πολλαπλασιασμό τους. Σηματοδοτικοί μηχανισμοί συμμετέχουν στην πόλωση αυτή, καθώς και μο-

νοπάτια φωσφορυλίωσης, τα οποία σε αυτήν την πόλωση ελέγχονται από φωσφατάσες και κινά-

σες. Οι κινάσες των θηλαστικών που ανήκουν στην οικογένεια CMGC παίζουν σημαντικό στον έ-

λεγχο της έμφυτης ανοσίας. Έχει δειχθεί ότι οι κινάσες DYRK (DYRK1A και DYRK1B), κινάσες με 

διπλή ενεργότητα θρεονίνης/σερίνης και τυροσίνης,  σχετίζονται με νοσήματα όπως τον καρκίνο, 

το σύνδρομο Down, το μεταβολικό σύνδρομο κ.ά, ενώ δεν έχει μελετηθεί ο ρόλος τους  σε λοιμώδη 

νοσήματα. Πρόσφατα έχει δειχθεί από το εργαστήριο Μοριακής Παρασιτολογίας ότι τα επίπεδα 

των κινασών αυτών αυξάνονται στα μακροφάγα μετά τη λοίμωξη με παράσιτα του γένους 

Leishmania.  

Σκοπός της διπλωματικής εργασίας είναι η μελέτη του αναστολέα των κινασών, χαρμίνη 

στην αλληλεπίδραση μακροφάγων-Leishmania. Στην εργασία αυτή πραγματοποιήθηκε προεπώ-

αση των μακροφάγων με χαρμίνη και ακολούθησε η μόλυνση τους με παράσιτα. Διαπιστώθηκαν 

αλλαγές στην πόλωση των επεξεργασμένων μακροφάγων και αυξημένη είσοδος των παρασίτων 

εντός αυτών. Συμπερασματικά η μελέτη ανοίγει ένα καινούριο κεφάλαιο προς περαιτέρω διερεύ-

νηση της σχέσης κινασών DYRK - φλεγμονής. 
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Κεφάλαιο 1. Εισαγωγή 

Το παράσιτο Leishmania είναι ενδοκυτταρικό πρωτόζωο και αποτελεί το αίτιο της λεϊσμανίασης, 

η οποία εκδηλώνεται με κλινικές μορφές απειλητικές για τη ζωή (σπλαχνικές μορφές) έως αυτο-

θεραπευόμενες δερματικές βλάβες. Κάθε κλινική μορφή της νόσου μπορεί να εξελιχθεί με αποτέ-

λεσμα τη διασπορά των παρασίτων σε διάφορους ιστούς, όπως στο δέρμα στον βλεννογόνιο ιστο, 

στη δερματική μορφή και τη βλεννοδερματική μορφή αντίστοιχα, και στο μυελό των οστών, και 

εσωτερικά όργανα όπως σπλήνα, ήπαρ, στη σπλαχνική μορφή  (Burza et al., 2018). To παράσιτο 

αλληλεπιδρά με το μακροφάγο μέσω του μαστιγίου της προμαστιγωτης μορφής και ενός αριθμού 

υποδοχέων μακροφάγων (Podinovskaia & Descoteaux, 2015). Η αλληλεπίδραση μακροφάγου-πα-

ρασίτου πυροδοτεί την παρασιτική φαγοκυττάρωση και την ανάπτυξη ποικίλων μηχανισμών δια-

φυγής, οι οποίοι τροποποιούν τη βιογένεση του φαγοσώματος και αναστέλλουν την επαγωγή προ-

φλεγμονωδών οδών, με αποτέλεσμα την ενδοκυτταρική επιβίωση του παρασίτου (Podinovskaia & 

Descoteaux, 2015). Με τη χορήγηση στο μακροφάγο διαφόρων φαρμάκων θα μελετηθεί η δυνα-

τότητα επαγωγής της ενεργοποίησης του μακροφάγου και με αυτόν το τρόπο να προκληθεί κατα-

στολή του παρασίτου. 

 

1.1. Λεϊσμανίαση 

Η λεϊσμανίαση είναι λοιμώδες νοσήμα επικίνδυνο για τη δημόσια υγεία. Ανάλογα με την γεωγρα-

φική της θέση ονομάζεται “φυμα της Ανατολής”, “έλκος της Βαγδάτης”, “Kala Azar”, “πυρετός Dum 

Dum” κ.ά (Κυριαζού, 2009).  

Η λεϊσμανίαση προκαλείται από διάφορα είδη του ενδοκυτταρικού πρωτόζωου 

Leishmania κυριότερα από αυτά ανήκουν στην ομάδα των L. donovani, L. tropica και L. braziliensis 

και μεταδίδεται σε ζώα και ανθρώπους κυρίως με το νυγμα μολυσμένων ειδών φλεβοτόμων, που-

αποτελουν τους ενδιάμεσους ξενιστές του παρασίτου (Burza et al., 2018). 

 

1.2. Μορφές του πρωτοζώου Leishmania 

Το παράσιτο απαντάται με δύο κύριες μορφές. Την προμαστιγωτή μορφή, η οποία  όπου απαντά-

ται στο μεσέντερο του ενδιάμεσου ασπόνδυλου ξενιστή (σκνίπα) και την αμαστιγωτή μορφή, η 

οποια εντοπίζεται εντός των μονοπύρηνων/μακροφάγων του τελικού ξενιστή (θηλαστικά). Η προ-

μαστιγωτή μορφή έχει επιμήκες σχήμα, φέρει ένα μαστίγιο που εκφύεται από το πρόσθιο τμήμα 

του κυττάρου με τη βοήθεια του οποίου το παράσιτο κινείται και μεταναστεύει στους ιστους. Η 

αμαστιγωτή μορφή έχει σχήμα ωοειδές ή σφαιρικό, είναι μικρότερη στο μέγεθος από την προμα-

στιγωτή, δεν κινείται, στερούμενη εξωκυττάριου μαστιγίου (φέρει ένα ενδοκυττάριο μαστίγιο) 
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(Teixeira et al., 2013). Ο διαχωρισμός των δύο μορφών του παρασίτου είναι απλουστευμένος διότι 

θεωρείται ότι απαντώνται διάφορες μορφές του παρασίτου (προκυκλικές, μετακυκλικές κ.ά). 

 

1.3. Κύκλος ζωής της Leishmania  

Το παράσιτο Leishmania μεταδίδεται με νύγμα μολυσμένου θήλεος φλεβοτόμου (σκνίπα) σε σπον-

δυλωτούς ξενιστές. Στον κύκλο ζωής μεταξύ των δύο ξενιστών, το παράσιτο αλλάζει μορφολογικά 

χαρακτηριστικά προσαρμοζόμενο στις αλλαγές των περιβαλλοντολογικών συνθηκών (Burza et al., 

2018).  

Η μόλυνση αρχίζει με τον ενοφθαλμισμό προμαστιγωτών μορφών του παρασίτου στο 

δέρμα των  ξενιστών-θηλαστικών, που πραγματοποιείται κατά τη διάρκεια απομύζησης αίματος. 

Η διαδικασία αυτή είναι απαραίτητη για την ωρίμανση των ωών του θήλεος φλεβοτόμου. Τα πα-

ράσιτα προσλαμβάνονται από τα μονοπύρηνα/μακροφάγα, ουδετερόφιλα και δενδριτικά κύτ-

ταρα του χορίου της επιδερμίδας με φαγοκυττάρωση (Costa-da-Silva et al., 2022). Οι προµαστιγω-

τές µορφές  επιζουν και μετατρέπονται σε αμαστιγωτές μορφές στο εσωτερικό των  φαγολυσοσω-

µάτων, τα οποία σχηματίζονται από την σύντηξη του παρασιτοφόρου φαγοσώματος με το λυσό-

σωμα. Κατά τη διάρκεια της σύντηξης, οι προµαστιγωτές µορφές µεταµορφώνονται σε αµαστιγω-

τές μορφές μέσα σε 12-24 ώρες, οι οποίες συνεχίζουν να αναπτύσσονται και να διαιρούνται με 

διχοτόμηση εντός του φαγολυσοσώµατος. Όταν ολοκληρωθεί η πλήρωση του μακροφάγου από 

παράσιτα, πραγματοποιείται ρήξη του κυττάρου, πραγματοποιείται απελευθέρωση των παρασί-

των, και ακολουθεί η φαγοκυττάρωση αυτών από άλλα κύτταρα του δικτυοενδοθηλιακού συστή-

ματος. Οι αμαστιγωτές μορφές μαζί με κύτταρα αίματος, λαμβάνονται από τις θηλυκές φλεβοτό-

μους κατά τη διάρκεια απομύζησης αίματος και μετατρέπονται εντός 48ώρου σε προκυκλικές προ-

μαστιγωτές μορφές στο μεσέντερο του εντόμου. Η διαφοροποίηση του παρασίτου οφείλεται στην 

αλλαγή των συνθηκών διαβίωσης όπως η µείωση της θερµοκρασίας και η άνοδος του pH στο µε-

σέντερο της σκνίπας (Bates, 2007). Ακολούθως μέσω της μετακυκλογένεσης, οι διαιρούμενες µη 

μολυσματικές προκυκλικές μορφές αποκτούν μολυσματικές ιδιότητες και διαφοροποιούνται σε 

μολυσματικά μετακυκλικά προμαστιγωτά, ικανά να μεταναστεύουν στο φάρυγγα και το υποστό-

μιο του εντόμου, έτσι ώστε να αρχίσει ένας νέος κύκλος μετάδοσης µε το επόµενο γεύµα του ε-

ντόµου (Wheeler et al., 2011). Ο χρόνος που χρειάζεται να ολοκληρωθεί ο κύκλος του παράσιτου 

μέσα στο έντομο-είναι κατά μέσο όρο πέντε ημέρες- εξαρτάται από το είδος Leishmania, το είδος 

του εντόμου διαβιβαστή (φλεβοτόμου) και τη θερμοκρασία περιβάλλοντος (Dostálová & Volf, 

2012). 
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1.4. Ενδιάμεσοι ξενιστές (διαβιβαστές) του παρασίτου 

Οι αιματοφάγοι θηλυκοί φλεβοτόμοι αποτελούν τους ενδιάμεσους ξενιστές φυσικούς φορείς του 

παρασίτου Leishmania (Killick-Kendrick, 1990). Υπάρχουν πολλά είδη φλεβοτόμων, τα οποία βρί-

σκονται σε τροπικές, υποτροπικές ζώνες, όπου ένα ποσοστό εξ αυτών είναι ικανό να μεταδώσει το 

παράσιτο. Στην Ευρώπη, Αφρική και Ασία οι λεϊσμάνιες μεταδίδονται με είδη του γένους Phleboto-

mus και στην Αμερική με είδη του γένους Lutzomyia (Maroli et al., 2013).  

Ο βιολογικός κύκλος των εντόµων αυτών περιλαμβάνει δύο διαφορετικά βιολογικά στά-

δια: α) το στάδιο του ενηλίκου και β) το στάδιο της ανάπτυξης. 

Οι ενήλικοι φλεβοτόμοι διαβιουν σε ζεστά και ξηρά κλίματα, είναι ανενεργοί και ανα-

παύονται σε υγρά και σκοτεινά ενδιαιτήματα κατά τη διάρκεια της ημέρας. Δραστηριοποιούνται 

με την αύξηση της υγρασίας και τη μείωση της θερμοκρασίας, κυρίως από τις απογευματινές ώρες 

μέχρι το πρωί της επόμενης ημέρας,(Maroli et al., 2013). Οι θηλυκοί φλεβοτόμοι αρχίζουν να ανα-

ζητούν ξενιστή για να τραφούν με αίμα και έτσι ταξιδεύουν αρκετά μακριά από το περιβάλλον που 

ζουν. Οι πιθανοί ξενιστές τους είναι ερπετά, αμφίβια, πουλιά και θηλαστικά. Οι διατροφικές τους 

συνήθειες εξαρτώνται από το είδος στο οποίο ανήκουν, ενώ το είδος ξενιστή είναι ένα παράγοντας 

που επηρεάζει  τη μετάδοση του παρασίτου (Maroli et al., 2013). 

 

1.5. Τελικοί ξενιστές του παρασίτου 

Tα παράσιτα του γένους Leishmania, διατηρούνται σε ξενιστές θηλαστικά (σαρκοφάγα, τρωκτικά, 

άνθρωπος κ.ά), οι οποίοι λειτουργούν ως τελικοί ξενιστές για την έναρξη του κύκλου μετάδοσης 

του παράσιτου στη φύση. Το είδος του θηλαστικού και το περιβάλλον όπου βρίσκεται καθορίζει 

τον τρόπο μετάδοσης του παρασίτου στους ανθρώπους. Υπάρχουν τρεις διαφορετικοί οδοί μετά-

δοσης της λεϊσμανίασης. Πρώτη είναι η ζωονοτική μετάδοση, όπου τα παράσιτα μεταδίδονται κυ-

ρίως μεταξύ άγριων ζώων με ζωόφιλα είδη φλεβοτόμων σε ένα πρωτογενές περιβάλλον, ενω ο 

άνθρωπος μολύνεται τυχαία. Δεύτερη είναι η ανθρωποζωονοτική μετάδοση, όπου τα παράσιτα 

μεταδίδονται μεταξύ ζώων και του ανθρώπου, με ζωοανθρωπόφιλα είδη φλεβοτόμων. Τέλος, υ-

πάρχει η ανθρωπονοτική μετάδοση, όπου τα παράσιτα μεταδίδονται μεταξύ των ανθρώπων με 

ανθρωπόφιλα είδη φλεβοτόμων σε κατοικημένες περιοχές (L. donovani στην Ινδία και στην ανα-

τολική Αφρική). Οι περισσότερες λεϊσμανιάσεις είναι ζωονόσοι και τα μολυσμένα θηλαστικά ξενι-

στές ( αλεπού, σκύλος, σπερμόφιλος, επίμυς, σκαντζόχοιρος, οπόσουμ, κ.ά, καθώς και ο μολυσμέ-

νος άνθρωπος) είναι υπεύθυνα για τη μακρά περίοδο διατήρησης της Leishmania στη φύση. Ο 

σκύλος είναι ο κύριος ξενιστής στην σπλαχνική λεϊσμανίαση ζωονοτικού τύπου, που προκαλείται 

από το παράσιτα L. infantum και L. peruviana και ο άνθρωπος αναγνωρίζεται συνήθως ως ξενιστής 

των L. donovani και L. tropica (Tabbabi, 2019).  
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1.6.1. Κυριότερες μορφές λεϊσμανίασης και γεωγραφική κατανομή τους 

Ανάλογα με τη γεωγραφική κατανομή και το είδος του παρασίτου, η λεϊσμανίαση απαντάται με 

διάφορες μορφές: Σπλαχνική λεϊσμανίαση, η οποία χαρακτηρίζεται από διασπορα του παρασίτου 

από το δέρμα μέσω του αίματος και της λέμφου στα ζωτικά όργανα του σώματος, ιδιαίτερα στο 

ήπαρ, το σπλήνα και τον μυελό των οστών(L. donovani, L. infantum, L. chagasi),  τη δερματική λεϊ-

σμανίαση, που χαρακτηρίζεται από απλές δερματικές αλλοιώσεις κατά πλείστον αυτο-ϊάσιμες, τη 

διάχυτη δερματική λεϊσμανίαση, που χαρακτηρίζεται από μεταβλητού μεγέθους δερματικές βλά-

βες, εντοπιζόμενες σε απομακρυσμένες θέσεις από το σημείο έκθεσης στο έντομο, (Diffused 

Cutaneous leishmaniasis, DCL), (L. amazonensis), την υποτροπιαζουσα λεϊσμανιαση (Leishmaniasis 

Recidivans -LR) η οποία χαρακτηρίζεται από υποτροπή της δερματικής νόσου στα σημεία των 

προηγούμενων επουλωμένων βλαβών της δερματικής λεϊσμανίασης (L.tropica, L. brasiliensis), τη 

δερματική μετα Kala Azar λεϊσμανίαση (Post-Κala Azar Dermal Leishmaniasis, PKDL), που εμφανί-

ζεται σε έναν υποπληθυσμό ασθενών που υποβλήθηκαν σε επιτυχή αγωγή για σπλαχνική λεϊσμα-

νίαση και οι οποίοι έμειναν ασυμπτωματικοί για μήνες έως χρόνια και τη βλεννοδερματική μορφή 

(L. braziliensis, L. guyanensis) που οφείλεται σε επέκταση ή παρασιτική μετάσταση από τοπική 

δερματική νόσο στον βλεννογονοδερματικό ιστό. 

 Η σπλαχνική λεϊσμανίαση (Visceral Leishmaniasis, VL), είναι θανατηφόρος στο 95% των 

περιπτώσεων, εάν δεν χορηγηθεί θεραπεία,. Τα περισσότερα κρούσματα, εμφανίζονται στη Βρα-

ζιλία, την Ανατολική Αφρική και την Ινδία. Εκτιμάται ότι 50. 000 έως 90. 000 νέα περιστατικά VL 

εκδηλωνονται κάθε χρόνο παγκοσμίως, ενώ μόνον το 25-45% των περιστατικών αναφέρεται στον 

Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας. Στην Ανατολική Αφρική και την Ινδία απαντάται συνήθως το είδος 

L. donovani ενώ στην Ευρώπη, τη Βόρεια Αφρική και τη Λατινική Αμερική απαντάται το είδος L. 

infantum, (L. chagasi) (Burza et al., 2018). 

Η δερματική λεϊσμανίαση (CL) είναι η πιο κοινή μορφή  λεϊσμανίασης. Περίπου το 95% των 

κρουσμάτων εμφανίζονται στην Αμερική, στη λεκάνη της Μεσογείου, στη Μέση Ανατολή και στην 

Κεντρική Ασία. Η δερματική λεϊσμανίαση οφείλεται σε παράσιτα που ανηκουν στο L.tropica com-

plex (L.tropica, L.major και L. aethiopica)  και L. mexicana complex (L.amazonensis, L. mexicana, L. 

pifanoi, L.venezuelensis) και  παράσιτα του υπογένους Vianna  (L. braziliensis και L. guyanensis) που 

προκαλούν βλεννοδερματική λεϊσμανίαση. Υπολογίζεται ότι 600.000 έως 1 εκατομμύριο νέα πε-

ριστατικά συμβαίνουν παγκοσμίως, αλλά μόνο περίπου 200.000 αναφέρονται στον 

(www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/leishmaniasis).  

Πάνω από το 90% των περιστατικών  βλεννοδερματικής λεϊσμανίασης εμφανίζονται στη 

Βολιβία, τη Βραζιλία και το Περού,  και στην Αιθιοπία. Τα πιο κοινά είδη παρασίτων που προκα-

λούν βλεννοδερματική λεϊσμανίαση περιλαμβάνουν εκείνα του υπογένους Leishmania (π.χ. 
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Leishmania mexicana, Leishmania amazonensis) και του υπογένους Viannia (π.χ. L. [Vianna] 

braziliensis, L. [Vianna] panamensis, L.braziliensis, L.aethiopica και L panamensis. Όλα τα είδη που 

σχετίζονται με τη βλεννοδερματική μορφή της νόσου μπορούν να προκαλέσουν εντοπισμένη δερ-

ματική νόσο (απλά έλκη στο δέρμα) αλλά δύναται να παρατηρηθεί, λόγω αιματογενούς ή λεμφι-

κής διασποράς, προσβολή των οργάνων της ανώτερης αναπνευστικής οδού, επιπλοκή απειλητική 

για τη ζωή (www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/leishmaniasis).  

Τέλος υπάρχει και μία άλλη κλινική μορφή λεϊσμανίασης, η λεγόμενη, δερματική λεϊσμα-

νίαση μετά από το καλα-αζάρ (PKDL). Απαντάται στην ανατολική Αφρική (κυρίως στο Σουδάν) και 

στην Ινδία, όπου εκδηλώνεται σε  5–10% των ασθενών με καλααζάρ αναφέρεται ότι εμφανίζουν 

την πάθηση.Η μορφή αυτή είναι πιο σπάνια  στη Βραζιλία, όπου εκεί εμφανίζεται σε περιπτώσεις 

συλλοίμωξης με τον ιό HIV και προκαλείται από το L. Infantum. Παρ΄όλη τη συσχέτιση ειδών με το 

είδος της νόσου, η κλινική έκβαση είναι πολυπαραγοντική και εξαρτάται και από το ανοσοποιητικό 

σύστημα του ξενιστής (www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/leishmaniasis). 

 

1.6.2. Κλινική εικόνα, συμπτωματολογία  

Σπλαχνική λεϊσμανίαση  

Στη σπλαχνική λεϊσμανίαση, ημόλυνση αρχίζει με το νύγμα της μολυσμένης θηλυκής φλεβοτόμου. 

Η είσοδος στα μακροφάγα των διάφορων οργάνων γίνεται μετά τον τοπικό πολλαπλασιασμό στο 

δέρμα. Παρατηρείται διόγκωση λεμφαδένων και σπλήνα καθώς και αναιμία, λόγω της προσβολής 

του μυελού των οστών. Η νόσος μπορεί να παρουσιάσει οξεία, υποξεία ή χρόνια εξέλιξη. Η οξεία 

λεϊσμανίαση εμφανίζεται συχνότερα σε παιδιά κάτω των 2 ετών. Εκδηλώνεται με συνεχή υψηλό 

πυρετό και μέτρια σπληνομεγαλία, που οδηγεί σε θάνατο σε 3-4 μήνες. Η υποξεία λεϊσμανίαση 

διαρκεί από 6 έως 18 μήνες. Οι ασθενείς έχουν επίμονο πυρετό, προοδευτική σπληνομεγαλία, 

αναιμία, καχεξία και μερικές φορές διάρροια και βρογχίτιδα. Η πορεία της σπλαχνικής μπορεί να 

μεταβληθεί από την εμφάνιση ευκαιριακών λοιμώξεων. Σε άλλους ασθενείς, η πορεία είναι χρό-

νια, διάρκειας 2 ή περισσότερων ετών, με περιόδους σχεδόν πλήρους ανάρρωσης, αλλά παρά όλα 

αυτά η σπληνομεγαλία διατηρείται κατά τη διάρκεια αυτών των περιόδων φαινομενικής ίασης 

(Scarpini et al., 2022). Η κλινική πορεία συνήθως χωρίζεται σε τέσσερις περιόδους: την πρώτη πε-

ρίοδο (περίοδος επώασης), την περιόδον έναρξης ή εισβολής, την κύρια περιόδο, και την τελική 

περίοδο. Η περίοδος επώασης είναι δύσκολο να οριστεί, αλλά υπολογίζεται μεταξύ 3 και 6 μηνών. 

Η περίοδος εισβολής χαρακτηρίζεται από την εξάπλωση του παρασίτου. Οι εκδηλώσεις εμφανίζο-

νται, άλλοτε απότομα, και άλλοτε προοδευτικά. Ο ασθενής εμφανίζει πυρετό, απώλεια όρεξης και 

βάρους, ωχρότητα, αναιμία και απάθεια. Ο πυρετός είναι συχνά το πρώτο σύμπτωμα. Η σπληνο-

μεγαλία εμφανίζεται νωρίς στην πορεία της νόσου και παρατηρείται αρχόμενη ηπατομεγαλία. 
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Άλλες εκδηλώσεις μπορεί να κυριαρχούν, όπως διαρροϊκές κρίσεις, αναπνευστική δυσχέρεια και 

επιληπτικές κρίσεις, ειδικά στα παιδιά. Στην κύρια περίοδο της νόσου, τα συμπτώματα ομοιάζουν 

με εκείνα της αρχικής περιόδου, αλλά είναι πιο έντονα. Ο πυρετός μπορεί να είναι συνεχής, ανώ-

μαλος αμφημερινός, και κατόπιν διαλείπων (κάθε 3-4 ημέρες). Εμφανίζεται αναιμία, πανκυτταρο-

πενία, σπληνομεγαλία, ηπατομεγαλία (το ήπαρ σχεδόν ποτέ δεν φτάνει το μέγεθος του σπλήνα). 

Μπορεί επίσης να εμφανιστεί οίδημα των κάτω άκρων και ασκίτης. Η τελευταία περίοδος χαρα-

κτηρίζεται από την όξυνση των αλλαγών της κύριας περιόδου. Ο θάνατος μπορεί να προκληθεί 

από αλλαγές που οφείλονται στην νόσο ή από ευκαιριακές συλλοιμώξεις (Pedrosa, 2017). 

 

Μετά-Καλαζάρ Δερματική λεϊσμανίαση (Post-Kala-Azar Dermal leishmaniasis, PKDL)  

Η σπλαχνική λεϊσμανίαση σε ορισμένες περιπτώσεις υποτροπιάζει εκδηλώνοντας μία  νέα κλινική 

μορφή, τη λεγόμενη μετά-καλαζάρ δερματική λεϊσμανίαση (Post-Kala-Azar Dermal leishmaniasis. 

PKDL). Η νόσος συνήθως  εμφανίζεται μετά από χρονικο διάστημα μηνών εως 20 ετών από την 

ίαση σπλαχνικής λεϊσμανίασης, ως ένας μεταβλητός συνδυασμός υπομελάγχρωσης, ερυθηματω-

δών υγρωσσουσών βλατίδων και οζωδων βλαβών στο πρόσωπο και στο άνω μέρος του σώματος 

και σε μικρότερο βαθμό στους βραχίονες, στα αντιβράχια, στον κορμό και στις κνήμες. Στην Αφρι-

κανική παραλλαγή της νόσου παρατηρείται προσβολή των νεύρων. Ιστολογικά παρατηρείται επι-

θηλοειδές κοκκίωμα και ποικιλία φλεγμονωδών κυττάρων, ανάμεσά τους μακροφάγα, γιγαντο-

κύτταρα, πλασματοκύτταρα, σιτευτικά κύτταρα και ινοβλάστες. Τις περισσότερες φορές υπεύθυνο 

για αυτή τη  μορφή της νόσου είναι το είδος L. donovani (Rafique et al., 2023). 

 

Δερματική λεϊσμανίαση 

Η δερματική λεϊσμανίαση εμφανίζεται τις περισσότερες φορές στη θέση ενοφθαλμισμού του πα-

ρασίτου από τη μολυσμένη σκνίπα. Στη δερματική λεϊσμανίαση προσβάλλονται τιε στιβάδες του 

δέρματος, με πολλαπλασιασμό αμαστιγωτών. Στο σημείο του νύξης του εντόμου αναπτύσσεται 

ερυθρή υπεγηρμενη βλατίδα (συχνά εβδομάδες ή μήνες μετά), η οποία εξελίσσεται σε έλκος, λόγω 

του  έντονου κνησμού και ερεθισμού της δερματικής βλάβης. Σταδιακά η υγρώσσουσα εξέλκωση, 

κατόπιν χορήγησης συνήθως τοπικής θεραπείας  επουλώνεται, εγκαταλείποντας μία ή παραπάνω 

ατροφικές ουλές. Η θεραπεία της νόσου απαιτεί 3-9 μήνες, ενώ παραμένει πιθανή η επούλωση 

της βλάβης (L. major) άνευ χορηγήσεως θεραπείας (Rafique et al., 2023). 

 

Βλεννοδερματική 

Η βλεννοδερματική λεϊσμανίαση αναπτύσσεται μετά την έναρξη της δερματικής λεϊσμανίασης και 

ορίζεται από την προσβολή των μαλακών μορίων του στόματος και των χειλέων και της μύτης και 



8 
 

ακολούθως την εκτεταμένη καταστροφή των χόνδρων του φάρυγγα, του λάρυγγα και του ρινικού 

διαφράγματος. Ο χρόνος επώασης και τα δερματικά έλκη του L. braziliensis, είναι παρόμοια με 

αυτά των άλλων δερματικών μορφών. Εάν οι δερματικές βλάβες δεν θεραπευθούν, είναι πιθανό 

να γίνουν βλεννοδερματικές. Ακόμη και μετά από χρόνια ίασης της πρωτογενούς βλάβης, μπορεί 

να εμφανιστεί δερματική βλάβη στο βλεννογόνο μύτης και στόματος.  Οι δευτερογενείς  βακτη-

ριακές λοιμώξεις δύναται να προκαλέσουν διάρροια, πνευμονία και φυματίωση και να οδηγήσουν 

σε θάνατο (Rafique et al., 2023). 

  

1.7. Aνοσολογική απόκριση του τελικού ξενιστή εναντι του παρασίτου Leishmania 

Η επιτυχής αντιμετώπιση της λοίμωξης με παράσιτα Leishmania, στηρίζεται στη συνεργασία ανά-

μεσα σε κύτταρα τόσο της έμφυτης όσο και της επίκτητης ανοσίας. Στα αρχικά στάδια της λοίμω-

ξης, τα ουδετερόφιλα μεταφέρονται δια μέσου των αιμοφόρων αγγείων στο σημείο της φλεγμο-

νής, ακολουθώντας χημειοτακτικούς παράγοντες, περιορίζοντας τον αριθμό των παρασίτων, μέσω 

της φαγοκυττάρωσης και της θανάτωσης με έκκριση νιτρικού οξειδίου(ΝΟ). Η απόπτωση των προ-

σβεβλημένων ουδετεροφίλων, οδηγεί στην έκκριση χημειοκινών όπως η MIP-1β που προσελκύει 

μονοκύτταρα και μακροφάγα στο σημείο της φλεγμονής. Έχει δειχθεί πειραματικά, ότι η έκβαση 

της λοίμωξης με Leishmania εξαρτάται από την ενεργοποίηση ή όχι των μακροφάγων από την INF-

γ που εκκρίνεται από τα CD4+ T βοηθητικά κύτταρα τύπου 1 (Th1), τα CD8+T κύτταρα και τα φυ-

σικά κυτταροκτόνα κύτταρα (NK cells). Όταν ενεργοποιηθούν τα μακροφάγα (Μ1 τύπος), παρά-

γουν επαγώγιμη συνθάση του νιτρικού οξειδίου (iNOS) που μετατρέπει την αργινίνη σε νιτρικό 

οξείδιο, στοιχεία απαραίτητα για τη θανάτωση των ενδοκυτταρίων αμαστιγωτών μορφών του πα-

ρασίτου. Σημαντική είναι η συμβολή των υπολοίπων κυττάρων της έμφυτης ανοσίας όπως NK cells 

που αποτελούν πηγή έκκρισης INF-γ καθώς και τα αντιγοπαρουσιαστικά δενδριτικά κύτταρα που 

μέσω παραγωγής κυτταροκινών προκαλούν τη διέγερση των κυττάρων της επίκτητης ανοσίας. H 

κυτταρομεσολαβητική ανοσία, με κύριο ρόλο την προστασία έναντι του παρασίτου Leishmania, 

έχει αποδειχθεί και πειραματικά σε ποντίκια ανθεκτικά έναντι του παρασίτου, που καθίστανται 

ευάλωτα με την εξάλειψη των Τ-κυττάρων, ενώ αποκαθιστάται την αντοχή τους με μεταφορά λει-

τουργικών Τ-κυττάρων. Η έκλυση IL-12 από τα δενδριτικά κύτταρα, αλλά και τα μακροφάγα, ευ-

θύνεται για τον Th1 προσανατολισμό των CD4+ T βοηθητικών κυττάρων και τον περιορισμό της 

λοίμωξης από Leishmania. Τα  CD4+ T βοηθητικά κύτταρα με Th1 προσανατολισμό, παράγουν με-

γάλες ποσότητες INF-γ και ενεργοποιούν τα μακροφάγα (Μ1 τύπος) τα οποία με τη σειρά τους 

παράγουν νιτρικό οξείδιο που οδηγεί στη θανάτωση των, εντός των μακροφάγων, ενδοκυττάριων 

παρασίτων. Ο Th2 προσανατολισμός των CD4+ T βοηθητικών κυττάρων εκφράζεται με την παρα-

γωγή κυρίως IL-4 και IL-10 , απενεργοποίηση των μακροφάγων και παρεμπόδιση της παραγωγής 

νιτρικού οξειδίου. Αναφορικά με τον ρόλο που επιτελούν τα Th17 κύτταρα στη λοίμωξη από το 
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παράσιτο Leishmania, αυτός προσδιορίζεται από το είδος του παρασίτου. Συγκεκριμένα ο Th17 

προσανατολισμός προσδίδει ευαισθησία σε λοίμωξη με L. major και ανθεκτικότητα σε λοίμωξη με 

L. donovani και L. infantum. Ρυθμιστικά Τ κύτταρα επίσης εμφανίζονται στην περιοχή της φλεγμο-

νής και ο ρόλος τους είναι ο περιορισμός των ενεργοποιημένων CD4+ T βοηθητικών κυττάρων 

μέσω IL-10 εξαρτώμενων συμβάλλοντας στη διατήρηση των παρασίτων και στη χρόνια φλεγμονή 

(Rafique et al., 2023). 

 

Κεφάλαιο 2 

2.1. Μακροφάγα 

Το σχήμα των μακροφάγων εξαρτάται από την κυτταρική δραστηριότητα. Τα φλεγμονώδη μακρο-

φάγα παρουσιάζουν συχνά λεπτές κυτταροπλασματικες προεκτάσεις, ενώ τα αντιφλεγμονώδη μα-

κροφάγα είναι στρογγυλά. Ο πυρήνας των μακροφάγων είναι στρόγγυλος, το κυτταρόπλασμα εί-

ναι διαφορετικό από αυτό των άλλων κύτταρα, καθώς στερείται δομών όπως εκτεταμένο ενδο-

πλασματικό δίκτυο και προσαρτημένα ριβοσώματα.Πιο συγκεκρινένα, τα ριβοσώματα βρίσκονται 

συχνά στην εξωτερική επιφάνεια της πυρηνικής μεμβράνης.  Επίσης το κυτταρόπλασμά τους πε-

ριέχει κενοτόπια και κοκκία, καθώς και φυσαλιδώδεις δομές που δημιουργούν κυστίδια. Επίσης 

στο μικροσκόπιο, συχνά τα μιτοχόνδρια εμφανίζονται ως μικροί ράβδοι (Toews, 2009). 

 

2.2. Ανάπτυξη μακροφάγων 

Το δικτυοενδοθηλιακό σύστημα, περιλαμβάνει μονοκύτταρα, μακροφάγα και δενδριτικά κύτταρα, 

είναι υπεύθυνο για τη διατήρηση της ομοιόστασης των ιστών και του οργανισμού, παίζει ρόλο στη 

φλεγμονή, τον καρκίνο, τα αυτοάνοσα νοσήματα, τις λοιμώξεις και τις ανοσολογικές αποκρίσεις 

που σχετίζονται με τη μεταμόσχευση οργάνων (Wynn et al., 2013). 

   Η ωρίμανση και διαφοροποίηση των μακροφάγων περιλαμβάνει μια σειρά από μορ-

φολογικά διακριτά αναπτυξιακά στάδια. Οι κοινοί μυελοειδείς πρόγονοι δημιουργούν μονοβλά-

στες, προμονοκύτταρα και τελικά μονοκύτταρα, τα οποία μεταναστεύουν σε διαφόρους ιστούς. 

Αυτή η διαφοροποίηση ρυθμίζεται από την ενεργοποίηση συγκεκριμένων προγραμμάτων γονιδια-

κής έκφρασης που επάγονται από μεταγραφικούς παράγοντες.(Wynn et al., 2013). 

  Ένας κρίσιμος μεταγραφικός παράγοντας που εμπλέκεται στην ανάπτυξη των μακρο-

φάγων είναι ο PU.1. Η συγκέντρωσή του καθορίζει εάν θα αναπτυχθούν μακροφάγα ή Β κύτταρα, 

καθώς δεσμεύεται σε διαφορετικές θέσεις στο γονιδίωμα (V. Kumar, 2019). 

 Στα ποντίκια υπάρχουν δύο κύριοι υποτύποι μονοκυττάρων: τα κλασικά μονοκύτταρα 

και τα μη κλασικά μονοκύτταρα. Τα κλασικά μονοκύτταρα εκφράζουν υψηλά επίπεδα CCR2 αλλά 

χαμηλά επίπεδα υποδοχέα CX3CR1. Μεταναστεύουν γρήγορα σε σημεία μόλυνσης και φλεγμονής. 
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Τα μη κλασικά μονοκύτταρα, που χαρακτηρίζονται από υψηλή έκφραση CX3CR1 και χαμηλή CCR2, 

περιπολούν την αγγείωση, διατηρούν την ακεραιότητα του ενδοθηλίου των αγγείων ενορχηστρώ-

νοντας την κάθαρση των κατεστραμμένων ενδοθηλιακών κυττάρων (V. Kumar, 2019). 

Στον άνθρωπο, τα μονοκύτταρα διαφοροποιούνται σε κλασικά, ενδιάμεσα και μη κλα-

σικά. Τα μη κλασικά μονοκύτταρα στον άνθρωπο εμφανίζουν ομοιότητες με τα μονοκύτταρα της 

ίδιας κατηγορίας στα ποντίκια, περιπολούν την αγγειωση, ανιχνεύουν νουκλεϊκά οξέα και ιούς 

μέσω των υποδοχέων TLR7 και TLR8 και παίζουν ρόλους στην άμυνα του ανοσοποιητικού (V. 

Kumar, 2019). 

   Η ανάπτυξη μονοπύρηνων φαγοκυττάρων από προγονικά κύτταρα μονοκυττάρων-μα-

κροφάγων ρυθμίζεται από παράγοντες διέγερσης αποικιών (CSF) όπως M-CSF, GM-CSF και από 

τον Flt3-συνδέτη. Ο παράγοντας M-CSF ρυθμίζει ειδικά τον αριθμό των μονοκυττάρων/μακροφά-

γων ιστών και οργάνων χωρίς να επηρεάζει το στάδιο ενεργοποίησής τους, ενώ ο GM-CSF εμπλέ-

κεται τόσο στην ενεργοποίηση όσο και στη διαφοροποίηση σε DCs (V. Kumar, 2019). 

   Τα μακροφάγα που εντοπίζονται στους ιστούς, συμπεριλαμβανομένων των ηπατικών 

κυττάρων Kupffer, των κυψελιδικών μακροφάγων, των μακροφάγων του σπλήνα και των περιτο-

ναϊκών μακροφάγων, εγκαθίστανται στους ιστούς πριν από τη γέννηση και μπορούν να αυτοδια-

τηρηθούν ανεξάρτητα από την αναπλήρωση των μονοκυττάρων του αίματος στην ενήλικη ζωή. Τα 

χαρακτηριστικά και οι λειτουργίες των μακροφάγων σε άλλους ιστούς, όπως στα όργανα του εν-

δοκρινικού και αναπαραγωγικού συστηματος, στο λιπώδη ιστό, στο μυοσκελετικο και συνδετικό 

ιστό, είναι λιγοτερο μελετημένα (V. Kumar, 2019). 

 

2.3. Μηχανισμός Μακροφάγων 

2.3.1. Αναγνώριση Αντιγόνου  

Τα μακροφάγα αναγνωρίζουν το αντιγόνο όπως τα διαφόρα παθογόνα  μέσω του συστήματος υ-

ποδοχέων τύπου Toll (TLRs). Αυτοί οι υποδοχείς αναγνωρίζουν τα χαρακτηριστικά των παθογόνων, 

όπως λιποπολυσακχαρίτες, νουκλεϊκά οξέα ή εξωκυτταρικές πρωτεΐνες (μαστίγια, βλεφαρίδες, βα-

κτηριακά ινίδια κ.ά). Η δέσμευση του αντιγόνου στους υποδοχείς TLRs επάγει την παραγωγή κυτ-

ταροκινών και την ενεργοποίηση άλλων κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος για την εξου-

δετέρωση του αντιγόνου (Supriya, 2020). 

 

2.3.2. Aντιμικροβιακή δράση μακροφάγων 

Τα μακροφάγα στην έμφυτη ανοσία αντιδρούν σε μεγάλο βαθμό έναντι παθογόνων όπως βακτη-

ρίων και πρωτοζώων και όχι των ιών. Οι δύο κύριοι τρόποι ενεργοποίησής της αντιμικροβιακής 

δράσης τους πραγματοποιούνται παρουσία είτε και απουσία οξυγόνου (V. Kumar, 2019). 
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2.3.3. Αντιμικροβιακή δράση μακροφάγων ανεξάρτητη από το οξυγόνο 

Είναι η διαδικασία μέσω της οποίας τα κυστίδια που περιέχουν παθογόνους εισβολείς απορρο-

φώνται στο μακροφάγο. Το λυσόσωμα συντήκεται με το φαγόσωμα που περικλείει τα παθογόνα, 

με αποτέλεσμα την καταστροφή τους. Πριν τη καταστροφή της κυτταρικής μεμβράνης θα παρα-

χθούν ηλεκτρικά φορτισμένες πρωτεΐνες. Στη συνέχεια ενεργοποιούνται οι λυσοζύμες για την α-

ποικοδόμηση του κυτταρικού τοιχώματος του παθογόνου. Ακολούθως οι λακτοφερρίνες χρησιμο-

ποιούνται για την εξαγωγή ζωτικού σιδήρου από τα κύτταρα και τέλος τα λυσοσωμικά πρωτεολυ-

τικά και υδρολυτικά ένζυμα αποικοδομούν τις πρωτεΐνες των νεκρών παθογόνων κυττάρων. Επο-

μένως, ο  παθογόνος μικροοργανισμός μετατρέπεται σε μικροσκοπικά σωματίδια που αποβάλλο-

νται από το κύτταρο (V. Kumar, 2019). 

 

2.3.4 Οξυγονοεξαρτώμενη αντιμικροβιακή δράση μακροφάγων  

Μόλις το μακροφάγο προσλάβει με φαγοκυττάρωση παθογόνους μικροοργανισμούς, αρχίζει να 

καταναλώνει περισσότερο οξυγόνο και η διαδικασία αυτή οδηγεί στην οξειδωτικη αναπνευστική 

έκρηξη. Ως απάντηση, τα μακροφάγα παράγουν οξειδωτικά μεταβολικά προϊόντα όπως OH- H2O2, 

O2, O2. Η δισμουτάση υπεροξειδίου καταλύει τη μετατροπή της ρίζας του υπεροξειδίου σε υπερο-

ξείδιο του υδρογόνου και άτομο οξυγόνου. Επιπλέον παράγονται ρίζες υδροξυλίου, οι οποίες βοη-

θούν στην καταστροφή του μικροοργανισμού-εισβολέα (V. Kumar, 2019). 

Μετά την ενεργοποίηση των μακροφάγων, η επαγωγή της συνθάσης του μονοξειδίου 

του αζώτου αυξάνεται για να ενισχύσει τη δημιουργία ριζών υπεροξυνιτρώδους με την αντίδραση 

του μονοξειδίου του αζώτου με το υπεροξείδιο του υδρογόνου (V. Kumar, 2019).  

Αυτό το σύμπλεγμα ενζύμων ανακαλύφθηκε σε κοκκία ουδετερόφιλων. Όταν τα κοκκία 

ουδετερόφιλων έρχονται σε επαφή με ένα φαγοκύτταρο, σχηματίζουν ένα φαγολυσόσωμα και 

αρχίζουν να απελευθερώνουν μυελοϋπεροξειδάση. Χρησιμοποιώντας υπεροξείδιο του υδρογό-

νου και χλώριο, το ένζυμο παράγει μια εξαιρετικά τοξική αντιμικροβιακή ένωση. Εντός των κυττα-

ρικών διαμερισμάτων, οι ρίζες που παράγονται από τα ενζυμικά συστήματα μπορεί να είναι επι-

βλαβείς τόσο για το παθογόνο όσο και για το ίδιο το κύτταρο (V. Kumar, 2019). 

Εκτός από την απελευθέρωση οξειδωτικών ριζών, τα μακροφάγα απελευθερώνουν ακόμη κυττα-

ροκίνες όπως TNF-α, IL-1, IL-8 και IL-12 με αποτέλεσμα  την πρόκληση φλεγμονώδους απόκρισης. 

Ένα μακροφάγο θα εκφράσει τελικά  MHC μόριο II και θα συνεργαστεί με τα Τ λεμφοκύτταρα για 

την καταπολέμηση του ξένου αντιγόνου (V. Kumar, 2019). 
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2.4. Τύποι μακροφάγων με βάση  την ανατομική τους θέση 

Ανάλογα με τη θέση τους απαντώνται πολλοί τύποι μακροφάγων όπως τα κυψελιδικά μακροφάγα 

τα οποία προσλαμβάνουν πολύ μικρά σωματίδια, νεκρά κύτταρα και μικροοργανισμούς. Στο ήπαρ 

απαντώνται τα κύτταρα Kupffer, τα οποία πυροδοτούν τις ανοσολογικές αποκρίσεις και την ανα-

διαμόρφωση του ηπατικού ιστού (V. Kumar, 2019).  

Τα μακροφάγα του σπλήνα απαντώνται στον ερυθρό και λευκό πολφό του οργάνου. Τα μακρο-

φάγα του ερυθρού πολφου απομακρύνουν τα μη λειτουργικά και γηρασμένα ερυθροκύτταρα Τε-

λος, τα μακροφάγα που βρίσκονται στη καρδιά εμπλέκονται στην ηλεκτρική αγωγιμότητα και την 

επικοινωνία των καρδιακών μυικών κυττάρων (V. Kumar, 2019). 

 

2.5. Λειτουργία και ενεργοποίηση μακροφάγων 

Με βάση τη λειτουργία και την ενεργοποίησή τους ταξινομούνται σε τρεις μεγάλες κατηγορίες 

όπως τα κλασικά ενεργοποιημένα μακροφάγα που έχουν αντιμικροβιακή δράση (Μ1), και τα ε-

ναλλακτικά μακροφάγα (Μ2), που εμπλέκονται στην επούλωση πληγών και έχουν αντιφλεγμο-

νώδη δράση, και τέλος τα μακροφάγα ρυθμιστές, που ρυθμίζουν τη δράση άλλων κυττάρων του 

ανοσοποιητικού (Sapkota, 2023). 

 

2.5.1. Κλασικά ενεργοποιημένα μακροφάγα (Μ1 μακροφάγα)  

Tα μακροφάγα Μ1 χρησιμεύουν στη στρατολόγηση κυττάρων Th1, στην αντίσταση στα παθογόνα 

και στη διαχείριση ενός πιθανού καρκινικού όγκου. Παθογόνα, LPS, παράγοντας διέγερσης αποι-

κίας μακροφάγων κοκκιοκυττάρων, παράγοντας νέκρωσης όγκου άλφα (TNF-α), η κυτταρομεσο-

λαβητική απόκριση Th1, η IFN-γ μπορούν τυπικά να διεγείρουν την πόλωση των μακροφάγων σε 

κύτταρα M1 (Sapkota, 2023). 

   Πολυάριθμες οδοί, συμπεριλαμβανομένων των IRF/STAT, LPS/TLR4 και κινάσης NF-

κB/PI-3, εμπλέκονται στην επαγωγή των μακροφάγων, με πόλωση Μ1. Η παρουσίαση αντιγόνου 

και η σύνθεση προφλεγμονωδών κυτοκινών, συμπεριλαμβανομένης της IL-1β, της IL-6 και του 

TNF-α, καθώς και του μονοξειδίου του αζώτου μέσω της έκφρασης iNOS και των αντιδραστικών 

μεταβολικών προϊόντων οξυγόνου, είναι χαρακτηριστικά των μακροφάγων Μ1. Ακόμη, εμφανί-

ζουν υπερέκφραση IL-12 και IL-23 και μείωση της ρύθμισης της IL-10. Η διέγερση των μακροφάγων 

Μ1 επάγει σημαντικά επίπεδα παραγωγής IL-1b, TNF-α, IL-12, IL-18 και IL-23 (Sapkota, 2023). 

Επιπλέον, έχει αποδειχθεί ότι μακροφάγα τύπου Μ1 εκφράζουν υψηλά επίπεδα μείζο-

νος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας κατηγορίας II (MHC II), CD68, CD80 και CD86, καθώς και οι 

χημειοκίνες που προσελκύουν κύτταρα Th1 CXCL9 και CXCL12 (Sapkota, 2023). 
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2.5.2. Εναλλακτικά ενεργοποιημένα μακροφάγα (Μ2 μακροφάγα)  

Τα μακροφάγα Μ2 μπορούν να ενεργοποιηθούν κατόπιν μόλυνσης από παράσιτα ή μύκητες, με 

ανοσοσυμπλέγματα, με αποπτωτικά κύτταρα, τον παράγοντα διέγερσης αποικίας μακροφάγων, 

την IL-13, TGF-b, IL-4, όπως καθώς και από IL-33 και IL-25 μέσω των Th2 κυττάρων. Οι μεταγραφι-

κοί παράγοντες STAT6, IRF4, PPARδ και PPARγ εμπλέκονται στη σηματοδότηση που ωθεί τα μα-

κροφάγα στην πόλωση M2 (Sapkota, 2023). 

  Σε αντίθεση με το συμβατικα ενεργοποιημένο υποτύπο, ο εναλλακτικά ενεργοποιημένος υποτύ-

πος έχει το προφίλ αντίστροφης έκφρασης, με μείωση της ρύθμισης της IL-12 και της IL-23 και 

υπερέκφραση της IL-10 και της IL-1RA (IL1- receptor antagonist) (Sapkota, 2023). 

 Επιπλέον, τα μακροφάγα Μ2 παράγουν χαμηλά επίπεδα των προφλεγμονωδών κυτοκινών IL-1, 

IL-6 και TNF-α. Εκτός από την κάθαρση του αντιγόνου, την αντιφλεγμονώδη απόκριση και τον με-

ταβολισμό, τα μακροφάγα Μ2 εμπλέκονται στην επούλωση πληγών, στην αναπλαση των ιστών, 

στην ανοσορύθμιση, στην ανάπτυξη όγκου και στις κακοήθειες. H έκφραση των γονιδίων,  CD206, 

Αργινάσης, CD163, CD209, FIZZ1 και Ym1/2 είναι ενδεικτικές, του φαινοτύπου Μ2 (Sapkota, 2023). 

 

Κεφαλαιο 3 

3.1. Μακροφάγα – παράσιτα Leishmania μια μακροχρόνια αλληλεπίδραση    

Ο αιτιολογικός παράγοντας της λεϊσμανίασης, το παράσιτο  Leishmania έχει αναπτύξει στρατηγι-

κές για την αποτελεσματική πρόσληψή του από τα μακροφάγα και την ωρίμανση του φαγοσώμα-

τος προκειμένου το ενδοκυττάριο περιβάλλον του μακροφάγου να γίνει φιλόξενο για την επιβίωση 

και την ανάπτυξη του παρασίτου. Ως αποτέλεσμα, η άμυνα των μακροφάγων, όπως οι οξειδωτικές 

βλάβες, η παρουσίαση αντιγόνων, η ανοσολογική ενεργοποίηση και η απόπτωση διακυβεύονται, 

ενώ η διαθεσιμότητα των θρεπτικών συστατικών για το παράσιτο αυξάνεται. Πολλοί παράγοντες 

επιβίωσης της λεϊσμανιας εμπλέκονται στη διαμόρφωση του φαγοσώματος και τον επαναπρο-

γραμματισμό του μακροφάγου για την προώθηση της μόλυνσης. Παρακάτω παρουσιάζεται η πο-

λυπλοκότητα των αλληλεπιδράσεων ξενιστή-παρασίτου και περιγράφονται τα βασικά γεγονότα 

που καθιστούν τo παράσιτο ένα τόσο επιτυχημένο ενδοκυτταρικό μικροοργανισμό (Podinovskaia 

& Descoteaux, 2015). 

   Το παράσιτο προσλαμβάνεται από το μακροφάγο μέσω μιας σειράς υποδοχέων. Η επι-

λογή του υποδοχέα επηρεάζει τη βιογένεση του φαγοσώματος. Η αλληλεπίδραση του μακροφά-

γου με το παράσιτο μπορεί να προκαλέσει την τροποποιηση της φαγοκυτταρικής δραστηριότητας 

των μακροφάγων βοηθώντας την ενδοκυτταρική επιβίωσή του. Η ωρίμανση του φαγοσώματος της 

Leishmania τροποποιείται από τη δράση του φαγοσώματος με το παράσιτο μεσω της 
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ενδοσωματικής οδού. Το pH του φαγοσώματος και η διαθεσιμότητα σιδήρου πυροδοτούν τη δια-

φοροποίηση και την μετατροπή του προμαστιγωτού σε αμαστιγωτό (Flannery et al., 2011). 

  Η ενδοκυτταρική ανάπτυξη των παρασίτων του γένους Leishmania, εξαρτάται από την 

αλληλεπίδρασή του παρασίτου με τα κυστίδια τα οποία προέρχονται από το ενδοπλασματικό δί-

κτυο, εντός των οποίων περικλείονται τα παράσιτα (παρασιτοφόρα κυστίδια). Μετα τη συγχώ-

νευση το παρασιτοφόρου κυστιδίου με κυστίδια λίπους, το παράσιτο αποκτά θρεπτικά συστατικά. 

Μέσω των μεταφορέων αίμης και σιδήρου η λεϊσμάνια αποκτά σίδηρο και το παράσιτο ρυθμίζει 

την πρόσληψη σιδήρου και τη δέσμευσή του από το μακροφάγο για να ενισχύσει τη διαθεσιμό-

τητα του (Voyiatzaki, 1999), (Ibraim et al., 2013).   

Στην άμυνα το μακροφάγο προωθεί τη συγκρότηση των συμπλεγμάτων NADPH οξειδάσης και 

φλεγμονοσωμάτων (inflammasome) Nlrp3, τα οποία παράγουν αντιδραστικά παράγωγα οξυγόνου 

(ROS) και ενδιάμεσα αντιδραστικά αζωτούχα προϊόντα για να βλάψουν το παράσιτο. Το μολυ-

σμένο μακροφάγο προκαλεί φλεγμονή και ενεργοποίηση με τη μεσολάβηση της IFN-γ, που οδηγεί 

σε αυξημένη παραγωγή ROS, ωρίμανση των φαγοσωμάτων και την παρουσίαση αντιγόνων. Το 

μακροφάγο ρυθμίζει τον μεταβολισμό των λιπιδίων για τη δημιουργία λιπιδικών σωμάτων, τα ο-

ποία παράγουν αραχιδονικό οξύ και άλλους προφλεγμονώδεις μεσολαβητές (Chowdhury et al., 

2015). 

  To παράσιτο  Leishmania, προκειμένου να αποφύγει την άμυνα του κυττάρου ξενιστή 

επάγει τον μεταγραφικό παράγοντα PPARγ του ξενιστή και την φωσφατάση της πρωτεϊνικής τυρο-

σίνης (SHP), γεγονός που οδηγεί σε καταστολή της φλεγμονής. Ακόμη παρεμβαίνει στην οδό 

JAK/STAT, εμποδίζοντας την ενεργοποίηση των μακροφάγων και αναστέλλει τη δημιουργία ROS 

εμποδίζοντας τη συναρμολόγηση της NADPH οξειδάσης, την έκφραση του MHC τάξης II. Επίσης 

ρυθμίζει την πρωτεολυτική λειτουργία του φαγοσώματος με την καταστολή του υποστρώματος 

και την αποτελεσματική παρουσίαση αντιγόνων. Επιπλέον, επάγει την αυτοφαγία στα μακρο-

φάγα, η οποία σχετίζεται με τη μείωση του οξειδίου του αζώτου (Chowdhury et al., 2015). 

Τελος παράγοντες ενδοκυτταρικής επιβίωσης της λεϊσμάνιας, όπως η λιποφωσφογλυκάνη απομα-

κρύνει τις ROS και διαταράσσει τους λιπιδικούς μικροχώρους για να καταστείλει την ωρίμανση 

των φαγοσωμάτων. Αλληλεπιδρά επίσης με τους TLR2/4 για να παρεμβαίνει στη σηματοδότηση 

των κυττάρων ξενιστών. Ένας ακόμη ενδοκυτταρικός παράγοντας για την επιβίωση του παρασίτου 

είναι η μεταλλοπρωτεάση GP63 η οποία απελευθερώνεται μέσω εξωσωμάτων και διασπά πολλα-

πλές πρωτεΐνες του ξενιστή, συμπεριλαμβανομένων των φωσφατασών της πρωτεϊνικής τυροσί-

νης, οδηγώντας σε μείωση των προφλεγμονωδών αποκρίσεων και της παρουσίασης αντιγόνων 

(Flannery et al., 2011). 
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3.2. Μ1 και Μ2 υπότυποι μακροφάγων ύστερα από μόλυνση με Leishmania  

Ο ρόλος των υποομάδων μακροφάγων στη μόλυνση από Leishmania δεν έχει διερευνηθεί διεξο-

δικά. Ωστόσο, ο θεμελιώδης ρόλος αυτών των κυττάρων στην ανάπτυξη της βλάβης υποστηρίζεται 

από τους υπότυπους Μ1(φλεγμονωδών)  και Μ2 (αντιφλεγμονωδών) μακροφάγων, τα οποία παί-

ζουν σημαντικό ρόλο στην παθογένεια της λεϊσμανίασης. Οι  μελέτες για την ανοσολογική από-

κριση του ξενιστή και του παρασίτου  Leishmania, είναι άμεσα συνυφασμένες με την πόλωση των 

μακροφάγων, ενώ παίζουν σημαντικό ρόλο  και στις θεραπευτικές στρατηγικές για τη διαμόρφωση 

βασικών μορίων που ελέγχουν την επιβίωση και ανάπτυξη των ενδοκυττάριων παρασίτων. Σε γε-

νικές γραμμές οι υπότυποι Μ2 σχετίζονται με την επιβίωση και την ενδοκυττάρια ανάπτυξη του 

παρασίτου, ενώ οι υπότυποι Μ1 με τη καταστροφή του παρασίτου (Tomiotto-Pellissier et al., 

2018). Παρακάτω θα αναφερθούμε στους υπότυπους πόλωσης των μακροφάγωνπου απαντώνται 

στη σπλαχνική και τις δερματικές μορφές λεϊσμανίασης (Tomiotto-Pellissier et al., 2018). 

 

3.3. Πόλωση μακροφάγων στη δερματική λεϊσμανίαση   

 Οι ασθενείς με δερματική λεϊσμανίαση εμφανίζουν στο πλάσμα του αίματος αυξημένα επίπεδα 

Αrg-1, TGF-β και PGE2, καθώς και αυξημένη αργινίνη στις βλάβες, γεγονός που υποδηλώνει ότι 

μακροφάγα τύπου Μ2, μπορεί να παίζουν ρόλο στην παθογένεια της νόσου. Υπό αυτή την έννοια, 

μια μελέτη in vitro κατέδειξε ότι μόνο τα Μ2 μακροφάγα επιτρέπουν την επιβίωση  L. major και L. 

amazonensis. Μελέτες έδειξαν ότι η λιποφωσφογλυκάνη (LPG) και η γλυκοπρωτεΐνη GP63 των πα-

ρασίτων δρούν στα Μ2 μακροφάγα και καταστέλλουν τα μη κωδικοποιημένα RNA, γεγονός που 

κανει αυτά τα κύτταρα ευάλωτα στη μόλυνση (Guri et al., 2008). Η Lee et al. κατέδειξε επίσης ότι 

ένα μη μολυσματικό στέλεχος L.major αλληλεπιδρούσε αποτελεσματικά με τα Μ2 μακροφάγα 

(CD206hi), τα οποία εκδήλωναν φαγοκυτταρική δραστηριότητα έναντι του παρασίτου in vitro και 

in vivo. Ωστόσο, ένα στέλεχος που προκαλούσε αυτοθεραπευόμενες δερματικές αλλοιώσεις, εμ-

φάνιζε μικρότερου βαθμού φαγοκυττάρωση από τα Μ2 μακροφάγα. Η μελέτη έδειξε ότι η μό-

λυνση των μακροφάγων Μ2 έπαιξε καθοριστικό ρόλο στη σοβαρότητα της δερματικής νόσου(Lee 

et al., 2018). 

  Ο ρόλος των υποδοχέων που ενεργοποιούνται από τους πολλαπλασιαστές των υπερο-

ξεισωμάτων (PPARs) διερευνήθηκε σε μακροφάγα ποντικού, τα οποία μολύνθηκαν με στελέχη αν-

θεκτικά και ευαίσθητα στη μόλυνση από Leishmania. Οι PPARs είναι παράγοντες μεταγραφής, εκ-

φράζονται στα μακροφάγα και ρυθμίζουν την έκφραση ορισμένων γονιδίων που σχετίζονται με τη 

φλεγμονώδη απόκριση (Rigamonti et al., 2008). Οι Odegaard et al. έδειξαν ότι η σίγαση PPARγ  

καθυστερεί στην εξέλιξη της νόσου, μειωνοντας το παρασιτικό φορτίο. Είναι σημαντικό ότι τα γο-

νίδια που εκφράζονται σε εναλλακτικά ενεργοποιημένα μακροφάγα, όπως τα Αrg-1, Mrc1 και 
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Clec7a, σε διακοπή των  συνδετών PPARγ στα ποντίκια είναι μειωμένα στους ιστούς. Αυτά τα δε-

δομένα υποδηλώνουν έντονα ότι ο PPARγ απαιτείται για την απόκτηση και διατήρηση των Μ2 

μακροφάγων στη L. major (Odegaard et al., 2007). Εκτός αυτού, οι Gallardo-Soler et al. έδειξαν ότι 

οι συνδέτες PPARγ και -δ προάγουν την ενδοκυττάρια ανάπτυξη της αμαστιγωτής μορφής L. major 

σε μολυσμένα μακροφάγα, υποδηλώνοντας ότι οι συνδέτες PPAR προάγουν την ανάπτυξη του α-

μαστιγωτού στα Μ2 μακροφάγα με τρόπο εξαρτώμενο από την αργινάση (Gallardo-Soler κ.ά. 

2008). Από την άλλη πλευρά, η έκφραση του PPAR προκάλεσε την ενεργοποίηση της κυτταρικής 

σειράς μακροφάγων του ποντικού J774A.1 μέσω πόλωσης προς ένα προφίλ Μ1, με υψηλή παρα-

γωγή προφλεγμονωδών μεσολαβητών (TNF-α, IL-1β, IL-6, TLR4 και ROS) και αύξηση στη μικροβιο-

κτόνο δράση έναντι της L. mexicana (Díaz-Gandarilla et al., 2013). 

Ο διαμεμβρανικός ενεργοποιητής και διαμορφωτής ασβεστίου cyclophilin ligand 

interactor (TACI) είναι ένα βασικό μόριο για την διατήρηση των πλασματοσκυττάρων. Ο παράγο-

ντας αυτός ανήκει στην οικογένεια TNF και απαιτείται σε λοιμώξεις όπου η προστασία εξαρτάται 

από απόκριση των αντισωμάτων. Η ανάλυση του φαινότυπου των μακροφάγων αποκάλυψε ότι τα 

μακροφάγα προσάρμοσαν τον φαινότυπο Μ2 απουσία του TACI. Τα επίπεδα των δεικτών Μ2, δηλ. 

IL-4Rα και CD206, ήταν σημαντικά υψηλότερα στα μακροφάγα με διακοπή του TACI. Τα ποντίκια 

με αποκλεισμό του TACI δεν μπόρεσαν να ελέγξουν in vitro τη μόλυνση από L. major, γεγονός που 

επιβεβαιώνει τον Μ2 φαινότυπό τους, και ο ενδοδερμικός ενοφθαλμισμός του παρασίτου είχε ως 

αποτέλεσμα πιο σοβαρή εκδήλωση της νόσου από ό,τι στο ανθεκτικό C57BL/6 στέλεχος. Η μετα-

φορά μακροφάγων αγρίου τύπου (WT) σε ποντίκια με διακοπή TACI, μείωσε σημαντικά τη σοβα-

ρότητα της νόσου(Allman et al., 2015). 

 Είναι θεμελιώδης ο ρόλος του TNF  στην επαγωγή των Μ1 ,στη διαφοροποίηση και τον 

αποκλεισμό της πόλωσης Μ2 στο ήπαρ μολυσμένων ποντικών με L.major. Οι εν λόγω συγγραφείς 

περιέγραψαν επίσης τον ρόλο της IL-6, η οποία δεν παρενέβη στον φαινότυπο των μακροφάγων 

από μόνη της, αλλά εκφράστηκε σε μεγάλο βαθμό στα Μ2 μακροφάγα. Οι  συγγραφείς πρότειναν 

ότι μια ισορροπία μεταξύ TNF και IL-6 μεσολαβεί την πόλωση των μακροφάγων και στη μόλυνση 

από τον L. major(Hu et al., 2018). Οι Vellozo et al. κατέδειξαν επίσης ότι η αντίσταση των ποντικών 

C57BL/6 στη μόλυνση από Leishmania οφείλεται στην ικανότητά τους να ωριμάζουν στο περιτό-

ναιο του μακροφάγου από M0 σε M1. Τα ευαίσθητα ποντίκια (BALB/c) παρουσιάζουν στο περιτό-

νιο ανώριμα μακροφάγα και υποκύπτουν στη μόλυνση. Ωστόσο, και τα δύο στελέχη στα ποντίκια 

είναι ανθεκτικά στη λοίμωξη από L. braziliensis επειδή μετατρέπουν τα μακροφάγα Μ0 σε Μ1, 

παρά την ατελή ωρίμανση σε M1 (Vellozo et al., 2017). 

 Η συγκαλλιέργεια μεσεγχυματικών βλαστικών κυττάρων και μολυσμένων μακροφάγων 

από L.major προκάλεσαν επίσης ένα συμβάν που υποδηλώνουν τη πόλωση Μ1, με την επαγωγή 
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φλεγμονωδών κυτταροκινών και μείωση των επιπέδων της IL-10. Αυτή η στρατηγική παρέχει νέες 

ελπίδες για τη θεραπεία με βλαστοκύτταρα στον έλεγχο της L. major (Dameshghi et al., 2016). 

 Ο SLPI (secretory leukocyte protease inhibitor)  είναι ένας ισχυρός αναστολέας πρωτεά-

σης σερίνης που εμφανίζει αντιμικροβιακές και αντιφλεγμονώδεις λειτουργίες. Ο ρόλος του SLPI 

στο μολυσμένο μακροφάγο διερευνήθηκε και αποδείχθηκε ότι με τη διακοπή του, τα μακροφάγα 

παρήγαγαν υψηλά επίπεδα iNOS και IFN-γ αλλά απέτυχαν να περιορίσουν τη δερματική λοίμωξη 

από L. major. Η μελέτη αυτή υπογραμμίζει ότι μια πολύ ισχυρή απόκριση M1 είναι επιζήμια σε 

μοντέλα του L. major και προκαλεί τραυματισμό των ιστών λόγω της επιδεινούμενης φλεγμονής. 

Η μελέτη αυτή υποδηλώνει ότι η ισορροπία των μακροφάγων Μ1 και Μ2 επηρεάζει την έκβαση 

της έμφυτης άμυνας του ξενιστή έναντι των ενδοκυτταρικών παρασίτων και o SLPI είναι κρίσιμος 

για το συντονισμό αυτής της ισορροπίας και της αντίστασης στη χρόνια λεϊσμανίαση (McCartney-

Francis et al., 2014). 

Μια άλλη μελέτη που αφορά τη Μετά-Καλαζάρ Δερματική λεϊσμανίαση (PKDL) έδειξε ότι 

τα μονοκύτταρα ασθενών παρουσίασαν μειωμένη έκφραση του TLR-2/4 και εξασθενημένη παρα-

γωγή αντιδραστικών οξειδωτικών/νιτροζικών ειδών. Οι ασθενείς παρουσίασαν επίσης αυξημένη 

έκφραση των κλασικών M2 δεικτών (Arg-1, PPARγ και CD206) στα μονοκύτταρα και στα μακρο-

φάγα της βλάβης, γεγονός που υποδεικνύει την πόλωση Μ2 των μακροφάγων. Αυτά τα υποσύ-

νολα φάνηκε να συντηρούν τη χρονιότητα της νόσου, η οποία αποτελεί χαρακτηριστικό γνώρισμα 

της PKDL (Mukhopadhyay et al., 2015).  

Δύο μελέτες έδειξαν την ανάπτυξη νέων φαρμάκων που απευθύνονται στην πλαστικότητα μονο-

κυττάρων M1/M2 (Farias et al., 2017), (de Santana et al., 2017). Η πρώτη μελέτη έδειξε ότι οι υψη-

λές αραιώσεις αντιμονίου, ένα ομοιοπαθητικό φάρμακο, προκάλεσε από το L. amazonensis μεί-

ωση της προφλεγμονωδών κυτταροκινών (IL-6, IL-12 και IFN-γ) και χημειοκινών (CCL-2 και CCL-4) 

σε κύτταρα RAW. Η θεραπεία προκάλεσε επίσης αύξηση της εσωτερίκευσης των παρασίτων, αλλά 

υπήρξε μείωση του όξινου pH των κυστιδίων, η οποία συνεπάγεται μικρότερη εξάλειψη των αμα-

στιγωτών μορφών. Οι ερευνητές προτείνουν ότι το φαινόμενο αυτό σχετίζεται με την πόλωση Μ2 

και την ρύθμιση των γεγονότων χρόνιας φλεγμονής (de Santana et al., 2017). 

Η δεύτερη μελέτη χρησιμοποίησε την κροτοξίνη, η οποία είναι το κύριο συστατικό του 

δηλητηρίου του Crotalus durissus terrificus, για τη θεραπεία  περιτοναϊκών µακροφάγων BALB/c 

ποντικιών που µολύνθηκαν µε το είδος L. amazonensis. Τα κύτταρα του ξενιστή παρουσίασαν αύ-

ξηση του μονοξειδίου του αζώτου, της IL-6 και του TNF-α, οι οποίες συγκλίνουν σε ένα προφίλ 

ενεργοποίησης M1, όπως υποδηλώνεται από τις μορφολογικές τους αλλαγές (μεγαλύτερη εξά-

πλωση), προκαλώντας παρασιτοκτόνο δράση έναντι των ενδοκυτταρικών παρασίτων, η οποία 

μπορεί να σχετίζεται με καλύτερη πρόγνωση της δερματικής λεϊσμανίασης (Farias et al., 2017).  
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Οι Siewe et. al.  πρότειναν ένα μαθηματικό μοντέλο που αναφέρει ότι το παράσιτο 

Leishmania εκμεταλλεύεται το ανοσοποιητικό σύστημα και εισβάλλει στα μακροφάγα Μ1 και Μ2. 

Προσομοιώσεις του μοντέλου έδειξαν ότι ο αριθμός των μακροφάγων Μ2 συνεχώς αυξήθηκαν και 

τα μακροφάγα Μ1 μειώθηκαν κατά τη διάρκεια της λοίμωξης, αλλά το άθροισμα του αριθμού των 

Μ1 και Μ2 κυττάρων έφθασε σε σταθερή κατάσταση, η οποία ήταν περίπου η ίδια με εκείνη την 

υγιή κατάσταση του ξενιστή. Η αναλογία  παρασίτων Leishmania / μακροφάγων εξαρτάται από 

την αναλογία τους κατά τη χρονική στιγμή της αρχικής μόλυνσης (Siewe et al., 2016). 

 

3.4. Πόλωση μακροφάγων στη σπλαχνική λεϊσμανίαση  

Η σπλαχνική λεϊσμανίαση είναι σοβαρή νόσος, με υψηλά ποσοστά θνησιμότητας (Burza et al., 

2018). Η σπλαχνική λεϊσμανίαση προκαλείται από παράσιτα L donovani complex ( L. donovani και 

L. infantum) εντοπιζόμενα σε εσωτερικά όργανα (σπλήνας, ήπαρ και μυελός των οστών) (de Freitas 

et al., 2016). Έχει αποδειχθεί ότι τα επίπεδα αργινάσης στο αίμα σε ασθενείς με σπλαχνική λεϊ-

σμανίαση είναι σημαντικά αυξημένα (Abebe et al., 2013), ενώ τα επίπεδα ΝΟ είναι μειωμένα 

(Sarkar et al., 2011). Πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι τα μακροφάγα ασθενών με σπλαχνική λεισμανί-

αση παρουσιάζουν μειωμένη οξειδωτική έκρηξη και παρουσίαση αντιγόνου, με ρυθμιστικό Μ2 

φαινότυπο που χαρακτηρίζεται από υψηλά CD163, IL-10 και CXCL14 επίπεδα (Roy et al., 2018). 

   Στην ίδια κατεύθυνση, οι Silva et al. (Silva et al., 2017) απέδειξαν ότι το μόριο CD163s 

συσχετίστηκε με πόλωση μακροφάγου τύπου Μ2 και μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως βιοδείκτης της 

κλινικής βαρύτητας σε ασθενείς με σπλαχνική λεισμανίαση. Το παράσιτο L. donovani προάγει την 

έξοδο των μονοκυττάρων από το μυελό των οστών, με ρυθμιστικό φαινότυπο που λειτουργεί ως 

ασφαλής στόχος για το παράσιτο (Hammami et al., 2017). Αυτά τα δεδομένα συνάδουν με αναλύ-

σεις μακροφάγων προερχόμενων από σκύλους με σπλαχνική λεϊσμανίαση όπου  παρουσίασαν με-

γαλύτερο αριθμό μακροφάγων πολωμένων με Μ2 σε σύγκριση με υγιείς σκύλους. Οι συγγραφείς 

κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι η επικράτηση του φαινοτύπου M2 (υψηλή έκφραση CD163) στη 

σπλαχνική λεϊσμανίαση, ευνοεί τον πολλαπλασιασμό L. infantum στο δέρμα, το σπλήνα και τους 

λεμφαδένες (Moreira et al., 2016). 

Ομοίως, οι Chan et al. έδειξαν ότι η πόλωση τύπου 2 των μακροφάγων, επάγεται από το παράσιτο 

μέσω της επαγωγής του PPARγ. Οι  συγγραφείς έδειξαν ότι η ενεργοποίηση του PPARγ με L. 

donovani προάγει την επιβίωση, ενώ η αναστολή του PPARγ διευκολύνει την απομάκρυνση του 

παρασίτου. Έτσι, τα παράσιτα Leishmania αξιοποιούν τον υποδοχέα αυτό, για να διατηρήσουν το 

M2 φαινότυπο, αυξάνοντας έτσι τη μολυσματικότητα της νόσου (Chan et al., 2012).  

Μια διαφορετική ομάδα έδειξε ότι τα μακροφάγα που καλλιεργήθηκαν από τους λεμφαδένες των 

σκύλων με σπλαχνική λεϊσμανίαση εμφάνισαν χαμηλή δραστηριότητα Αrg-1 και υψηλή παραγωγή 

NO και PGE2 σε σύγκριση με μη μολυσμένους σκύλους. Αυτή η μελέτη υποδηλώνει ότι τα 
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μακροφάγα Μ1 συμμετείχαν στην ανοσολογική απόκριση στους λεμφαδένες σε αυτά τα ζώα 

(Venturin et al., 2016). Mία άλλη μελέτη έδειξε ότι μύες BALB/c  που μολύνθηκαν με μεταλλαγμένα 

παράσιτα L. donovani, ανέπτυξαν  έμφυτη ανοσία μέσω της κλασικής ενεργοποίησης των μακρο-

φάγων (M1) με υπερέκφραση των IL-1β, TNF-α, IL-12 και μείωση των γονιδίων IL-10, YM1, Arg-1 

και MRC-1. Άρα η μόλυνση με γενετικά απενεργοποιημένα παράσιτα μπορεί να οδηγήσει  στη 

δημιουργία προστατευτικών αποκρίσεων Th1 σε ποντικούς (Bhattacharya et al., 2015). 

Αυτή η αντιπαράθεση μπορεί να εξηγηθεί από το γεγονός ότι διαφορετικά πρότυπα γο-

νιδιακής έκφρασης ανιχνεύονται σε μακροφάγα σε διαφορετικά χρονικά σημεία (Ontoria et al., 

2018). Μια πρόσφατη μελέτη απέδειξε ότι η πρώιμη ανταπόκριση έναντι της μόλυνσης από L. 

donovani ήταν διακριτή από την αύξηση των δεικτών που χαρακτηρίζουν την απάντηση Th1 και 

M1-μόρια ενεργοποίησης μακροφάγων (IFN-γ, Stat1, Cxcl9, Cxcl10, Ccr5, Cxcr3, Xcl1 και Ccl3). Ω-

στόσο, αυτή η ενεργοποίηση δεν ήταν προστατευτική διότι αυξήθηκε η παρασιτική επιβάρυνση 

σε συνάρτηση με το χρόνο. Δεν υπήρξε αξιοσημείωτη επικάλυψη φαινοτύπων των μακροφάγων 

σε ενδιάμεσους χρόνους μόλυνσης και η υπερέκφραση αυτών των δεικτών Th1/M1 αποκαταστά-

θηκε αργότερα στη χρόνια φάση, υποδηλώνοντας  επανεμφάνιση της κλασσικης προστατευτικής 

ανοσολογικής απόκρισης, χωρίς θετική επιδραση στην εξελιξη της λεϊσμανίασης, λόγω ύπαρξης 

υψηλου παρασιτικού φορτίου (Ontoria et al., 2018).  

   Αυτά τα αποτελέσματα δείχνουν ότι δεν υπάρχουν «καλοί και κακοί τύποι» στην πό-

λωση των μακροφάγων μετά τη μόλυνση με Leishmania. Επομένως, μια ισορροπία μεταξύ της ι-

σχυρής μικροβιοκτόνου απόκρισης των μακροφάγων Μ1 και η πιθανή ρύθμιση από τα μακροφάγα 

Μ2 μπορεί να είναι το κλειδί για την υπερνίκηση της λεϊσμανίασης. 

                   Υποδεικνύεται από τα παραπάνω ότι απαιτούνται περαιτέρω μελέτες αναφορικά με ι-

σορροπία των δύο κύριων πληθυσμών μακροφάγων στον έλεγχο της λοίμωξης από το παράσιτο 

Leishmania (Tomiotto-Pellissier et al., 2018). 
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Κεφάλαιο 4 

4.1. H Eπαγωγή κινασών DYRK1A και DYRK1B σε πρωτογενή μακροφάγα ποντικού επι-

μολυσμένα με προμαστιγωτές μορφές L. donovani  

Mελέτες υψηλής ευκρίνειας, όπως η ποσοτική πρωτεωμική με SILAC (Stable isotope labeling by 

amino acids in cell culture, σταθερή επισήμανση ισοτόπων από αμινοξέα σε κυτταροκαλλιέργεια), 

σε πρωτογενή μακροφάγα ποντικών BALB/c που προέρχονται από το μυελό των οστών μολυσμένα 

ή μη με προμαστιγωτές μορφές L. donovani έχουν αναδείξει καινούργιες βιολογικές διαδικασίες 

του μακροφάγου που μεταβάλλονται, όπως  του πρωτογενούς μεταβολισμού και της καταβολικής 

διαδικασίας και της λυσοσωμικής οργάνωσης. Ανάμεσα στις πρωτεΐνες που φαίνεται να έχουν με-

γαλύτερη έκφραση στα μολυσμένα με L. donovani παράσιτα, ήταν η DYRK1A και DYRK1B (Smirlis 

et al., 2020).  

 

Κεφάλαιο 5 

5.1. Κινάσες ρυθμιζόμενες από φωσφορυλίωση τυροσίνης διπλής εξειδίκευσης (DYRKs) 

και cdc2-Like Kinases (CLKs) στις ανθρώπινες ασθένειες 

Οι ρυθμιζόμενες από φωσφορυλίωση τυροσίνης κινάσες διπλής εξειδίκευσης (DYRK1A, 1B, 2-4) 

και οι cdc2-like κινάσες (CLK1-4) ανήκουν στην ομάδα CMGC των κινάσων σερίνης/θρεονίνης. Αυ-

τές οι πρωτεϊνικές κινάσες εμπλέκονται σε πολλαπλές κυτταρικές λειτουργίες, συμπεριλαμβανο-

μένης της ενδοκυττάριας σηματοδότησης του mRNA, τη μεταγραφή της χρωματίνης, επιδιόρθωση 

βλαβών του DNA, κυτταρική επιβίωση, έλεγχος του κυτταρικού κύκλου, διαφοροποίηση ομοκυ-

στεΐνη/μεθειονίνη/φυλλικό οξύ, ρύθμιση της θερμοκρασίας του σώματος, ενδοκυττάρωση, νευ-

ρωνική ανάπτυξη κ.λπ. Μη φυσιολογική έκφραση ή και δραστηριότητα ορισμένων από αυτές τις 

κινάσες, ειδικότερα DYRK1A, παρατηρείται σε πολλά νοσήματα του ανθρώπινου νευρικού συστή-

ματος, όπως γνωστικά ελλείμματα που σχετίζονται με το σύνδρομο Down, νόσος Alzheimer και 

συναφείς νόσοι, άνοια, νόσος του Pick, νόσος Parkinson και άλλες νευροεκφυλιστικές νόσοι, 

Phelan-McDermid σύνδρομο, αυτισμός και διαταραχή ανεπάρκειας CDKL5. Οι DYRKs και CLKs ε-

μπλέκονται επίσης στον μη φυσιολογικό μεταβολισμό φυλλικού οξέος/μεθειονίνης, την οστεοαρ-

θρίτιδα, σε διάφορους συμπαγείς καρκίνους (γλοιοβλάστωμα, του μαστού και του παγκρέατος) 

και λευχαιμίες (οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία, οξεία μεγακαρυοβλάστική λευχαιμία), και ιογε-

νείς λοιμώξεις. Αυτή η ποικιλία παθολογικών επιπτώσεων απαιτεί καλύτερη κατανόηση των ρυθ-

μίσεων και των υποστρωμάτων των DYRKs και των CLKs και την ανάπτυξη ισχυρών και επιλεκτικών 

αναστολέων αυτών των κινασών και την αξιολόγησή τους ως θεραπευτικά φάρμακα (Lindberg & 

Meijer, 2021).  
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Κεφάλαιο 6 

6.1. Σκοπός  

Σκοπός της εργασίας αυτής είναι η συσχέτιση της λειτουργίας των μακροφάγων με τις κινάσες 

DYRK1A και  DYRK1B και η μελέτη της αλληλεπίδρασης των μακροφάγων που έχουν υποστεί φαρ-

μακολογική αναστολή των κινασών αυτών, με προμαστογωτές μορφές του συμπλέγματος   

Leishmania donovani.   

 

6.2.Υλικά - Μέθοδοι 

6.2.1. Αντιδραστήρια 

Χρησιμοποιήθηκαν τα αντιδραστήρια: 

• Θρεπτικά υλικά για τις κυτταροκαλλιέργειες: RPMI‐1640 (Life Technologies) 

• Χαρμίνη 

• PBS 

• Schneider’s (SIGMA, S-9895) ορός από έμβρυο μόσχου (FBS, Gibco) 

• Αντιβιοτικά για τις κυτταροκαλλιέργειες: πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη (Gibco),υγρομυ-

κίνη Β (Invitrogen), Geneticin (G418) (Applichem), Nourseothricin (Jena Bioscience) 

• Άλλα αντιβιοτικά: αμπικιλλίνη (Bristol-Myers Squibb) 

• Alamar Blue αντιδραστήριο για τα πειράματα κυτταρικής επιβίωσης (Biosource AG). 

• Μόρια εκκινητές για την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Thermo) 

 

6.2.2. Αναλώσιμα υλικά 

• Δοκιμαστικοί σωλήνες 15 και 50ml 

• Πλαστικά ακρορύγχια των 20μl και 200μl (tips) 

• Αποστειρωμένες  πιπέτες 2ml, 5ml και 10ml (Sarstedt) 

• Kρυοπροστατευτικοί σωλήνες 1,5ml (Nunc) 

• Σωληνάρια “eppendorf” 1,5ml (Greiner) 

• Φιάλες καλλιέργειας παρασίτων 25 και 50cm2 (Nunc). 

• Τρυβλία κυτταροκαλλιεργειών και πλάκες 24 και 96 φρεατίων για κυτταροκαλλιέργειες. 

• Αποστειρωμένα πλαστικά ξέστρα κυττάρων. 

• Υλικό τοποθέτησης καλυπτρίδας (ΜΟWIOL)(Sigma) 

• Aντίσωμα αρουραίου ειδικό για αντιγόνο ποντικού IL-12(p40/70)-PE (BD) 
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6.3. Καλλιέργειες παρασίτων Leishmania 

Οι προμαστιγωτές μορφές του συμπλέγματος L. donovani ήτοι L. infantum αγρίου τύπου 

(MHOM/GR/2001/GH8)  ή L. donovani (HUSSEN, MHOM/ET/2000/HUSSEN/Lg13) επιμολυσμένες 

με επίσωμα pFxSAT, που εκφράζει τη GFP, καλλιεργήθηκαν τους 25οC απουσία CO2, σε θρεπτικό 

υλικό RPMI‐1640 εμπλουτισμένο με 10% (v/v) FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco), 10mM Hepes 

(Gibco) και αντιβιοτικά (πενικιλλίνη/στρεπτομυκίνη 100U/ml, Gibco). Για το είδος L. donovani η 

καλλιέργεια έγινε παρουσία του αντιβιοτικού nourseothrycin (100 μg/ml). Προκειμένου να πραγ-

ματοποιηθεί ο ενοφθαλμισμός της καλλιέργειας προμαστιγωτών μορφών χρησιμοποιήθηκαν 106 

παράσιτα/ml, τα οποία περισυλλεχθηκαν στην στατική φάση ανάπτυξης (5η/6η ημέρα καλλιέρ-

γειας, 2-3x107 παράσιτα/ml). Η περισυλλογή των παρασίτων γίνεται με φυγοκέντρηση     (2.300rpm 

για 10 min στους 4οC). Το ίζημα των παρασίτων αναδιαλύθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα PBS και 

ακολούθησαν 2-3 εκπλύσεις με φυγοκέντρηση. 

Η διατήρηση των διαφόρων στελεχών Leishmania για μικρό χρονικό διάστημα (–80οC), 

πραγματοποιήθηκε σε ειδικούς κρυοπροστατευτικούς σωλήνες 1,5ml με περισυλλογή 107 παρα-

σίτων/στέλεχος τα οποία εναιωρήθηκαν σε DMEM/ εμπλουτισμένο με 30% FBS/10% DMSO. Η δια-

τήρησή τωνστελεχών για μεγάλα χρονικά διαστήματα απαιτεί τη μεταφορά τους σε υγρό άζωτο (-

170οC). 

 

6.4. Κυτταροκαλλέργειες Μακροφάγων J774.1 

Τα μακροφάγα ποντικου J774.1 καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό RPMI‐1640 εμπλουτισμένο με 

10% FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco), 10mM Hepes (Gibco) και προσθήκη αντιβιοτικών (πενικιλ-

λίνη/στρεπτομυκίνη 100UΙ/ml) (Gibco). Για τον ενοφθαλμισμό της καλλιέργειας μακροφάγων χρη-

σιμοποιούνται 105 μακροφάγα/ml.  

Τα μακροφάγα διατηρήθηκαν σε επωαστικό κλίβανο σταθερής θερμοκρασίας 37οC, σε 

ατμόσφαιρα 5% CO2 για 7 περίπου ημέρες, μέχρι να καλυφθεί ο τάπητας της φιάλης κατά 80% 

περίπου. Τα προσκολλημένα μακροφάγα είναι ζωντανά, ενώ όσα αιωρούνται στο υλικό κυτταρο-

καλλιέργειας είναι νεκρά. Κατά την ανακαλλιέργεια, απορρίφθηκε το υπερκείμενο το οποίο πε-

ριείχε τα νεκρά μακροφάγα με προσθήκη υλικού κυτταροκαλλιέργειας, και αποκολλήθηκαν με ξέ-

στρο ζωντανά μακροφάγα, που χρησιμοποιήθηκαν για εμβολιασμό σε νέα κυτταροκαλλιέργεια. Ο 

χρόνος διπλασιασμού των μακροφάγων J774.1 είναι 24h. Η περισυλλογή των μακροφάγων J774.1 

γίνεται με φυγοκέντρηση (1.000rpm) για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου. H κυτταρική σειρά 

J774.1 διατηρείται σε RPMI/30% FBS/10% DMSO για μικρό χρονικό διάστημα στους –80οC ή εναλ-

λακτικά για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα σε υγρό άζωτο. 
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6.5. Χρήση του λιποπολυσακχαρίτη (LPS) για την επαγωγή της κλασσικής ενεργοποίη-

σης των μακροφάγων  (Μ1) 

Για τη μελέτη δεικτών του μακροφάγου, οι οποίοι ανιχνεύονται στην πόλωση των μακροφάγων 

παρουσία παρασίτων και χαρμίνης, χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες μακροφάγα στα οποία προ-

στέθηκε 1 μg/ml LPS για 24 ώρες. 

 

6.6. Έλεγχος in vitro κυτταρικής επιβίωσης-πολλαπλασιασμού και εφαρμογή της μεθό-

δου Alamar blue σε παράσιτα Leishmania  

Το Alamar blue είναι ένας δείκτης οξείδωσης - αναγωγής, μη τοξικός για τα κύτταρα και χρησιμο-

ποιείται για την παρακολούθηση της ανάπτυξης και της βιωσιμότητας κυττάρων επωασμένων με 

ουσίες. Το Alamar blue μπορεί να αναχθεί από κυτταρικους μεταβολίτες των ζωντανών κυττάρων, 

όπως NADH, FADH, NADPH. Η αναγωγή συνοδεύεται από μία μετρήσιμη μετατροπή του χρώματος, 

από την οξειδωμένη μορφή (μη φθορίζουσα-μπλε) στην αναγόμενη μορφή (φθορίζουσα- κόκκινη). 

Για τον in vitro έλεγχο της κυτταρικής επιβίωσης χρησιμοποιήθηκαν καλλιέργειες προμα-

στιγωτών μορφών του παρασίτου στατικής φάσης (2,5x107 παράσιτα/ml). Επιστρώθηκαν 5x105 

παράσιτα/200μl υλικού κυτταροκαλλιέργειας/φρεάτιο (2,5x106 παράσιτα/ml). Σε κάθε φρεάτιο 

προστέθηκε χαρμίνη σε διαφορετικές συγκεντρώσεις ή ο ίδιος όγκος του διαλύτη DMSO (φρεάτια-

μάρτυρες), ώστε η τελική συγκέντρωση του DMSO στα φρεάτια να είναι <1%. Συγκέντρωση DMSO 

μεγαλύτερη από 2% μπορεί να επηρεάσει την ανάπτυξη των παρασίτων. Κάθε συγκέντρωση χαρ-

μίνης ή DMSO ελέγχθηκε σε τριπλά φρεάτια. Ως αρνητικό μάρτυρα στο πείραμα περιλαμβάνονται 

και φρεάτια μόνο με υλικό κυτταροκαλλιέργειας. Τα παράσιτα επωάστηκαν για 72h στους 260C, 

κατόπιν προστέθηκε 20μl Alamar blue/φρεάτιο, ακολούθησε επώαση για 24h και φωτομέτρηση 

σε Elisa plate reader στα 550nm, με αναφορικό μήκος κύματος στα 620 nm. Οι τιμές οπτικής πυ-

κνότητας που λαμβάνονται στα φρεάτια-θετικούς μάρτυρες, που έχει προστεθεί DMSO είναι πε-

ρίπου 0,9-1 και αντιστοιχούν σε 100% ανάπτυξη των παρασίτων. Σύγκριση των τιμών οπτικής πυ-

κνότητας στα φρεάτια με χαρμίνη, σε σχέση με τα φρεάτια-μάρτυρες, επιτρέπει τον υπολογισμό 

της κατάλληλης συγκέντρωσης χαρμίνης, που μειώνει τον αριθμό των προμαστιγωτών κατά 50%. 

Έγινε ανάλυση των αποτελεσμάτων, με το πρόγραμμα graphpad. 

 

6.7. Εφαρμογή της μεθόδου Alamar blue σε ενδοκυτταρικά αμαστιγωτά L. donovani 

Για την εφαρμογή της μεθόδου, μακροφάγα J774.1 προεπωάστηκαν  με 10 μΜ χαρμίνης (χρονικό 

διάστημα 24-76 ώρες). Η χαρμίνη αφαιρέθηκε, πραγματοποιήθηκαν τρείς  εκπλύσεις με αποστει-

ρωμένο PBS και τα μακροφάγα μολύνθηκαν με παράσιτα Leishmania της στατικής φάσης 
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ανάπτυξης. Στη συνέχεια ελέγχθηκε η επιβίωση των παρασίτων με λύση των μακροφάγων και έμ-

μεση ποσοτικοποίηση των ενδοκυτταρικών αμαστιγωτών με τη μέθοδο του Alamar blue. 

Συγκεκριμένα, αρχικά επιστρώθηκαν  4x104 μακροφάγα J774.1  σε 200μl υλικού κυττα-

ροκαλλιέργειας RPMI/φρεάτιο (2x105μακροφάγα/ml) σε πλάκα κυτταροκαλλιέργειας 96 φρεατίων 

και επωάστηκαν  σε θάλαμο θερμοκρασίας 370C σε ατμόσφαιρα 5% CO2 για 18h, ώστε να πραγ-

ματοποιηθεί η προσκόλληση των κυττάρων. Στη συνέχεια απομακρύνθηκε το υπερκείμενο υλικό 

και προστέθηκε ποσότητα 8x105 μετακυκλικών προμαστιγωτών (4x106 παράσιτα/ml) σε 200μl υ-

λικού κυτταροκαλλιέργειας/φρεάτιο. Μετά το τέλος της επώασης των μακροφάγων με τα παρά-

σιτα (24ώρες στους 370C ), απορρίφθηκε το υπερκείμενο και πραγματοποιήθηκαν 3 εκπλύσεις με 

υλικό RPMI χωρίς ορό ή με αποστειρωμένο PBS, ώστε να απομακρυνθούν τα παράσιτα που δεν 

έχουν εισέλθει στα μακροφάγα. 

Ακολούθησε η προσθήκη 200μl RPMI/φρεάτιο και προσθήκη χαρμίνης σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ή ίσος όγκος του διαλύτη DMSO χωρίς παράσιτα (φρεάτια-control). Τα μολυσμένα 

μακροφάγα επωάστηκαν παρουσία των φαρμάκων στους 370C σε ατμόσφαιρα 5% CO2 για 72ώρες. 

Στη συνέχεια έγινε απομάκρυνση του υπερκειμένου και προσθήκη 100μl/φρεάτιο διαλύματος 

0,01% SDS σε PBS. Ακολούθησε επώαση στους 370C σε ατμόσφαιρα 5% CO2 για 30 min. Στο διά-

στημα αυτό λύονται τα μακροφάγα, ενώ τα αμαστιγωτά που απελευθερώνονται παραμένουν α-

κέραια. Ακολούθησε προσθήκη υλικού κυτταροκαλλιέργειας Schneider’s εμπλουτισμένο με 20% 

FΒS (100μl/φρεάτιο) και επώαση στους 370C σε ατμόσφαιρα 5% CΟ2 για 48ώρες περίπου. Στο τέλος 

της επώασης προστέθηκε  Alamar blue  20μl /φρεάτιο για 24ώρες και ακολούθησε φωτομέτρηση 

όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 6.4. Σύγκριση των τιμών οπτικής πυκνότητας στα φρεάτια με 

χαρμίνη, σε σχέση με τα φρεάτια-μάρτυρες, επιτρέπει τον υπολογισμό της κατάλληλης συγκέντρω-

σης χαρμίνης, που επιφέρει μείωση του αριθμού των αμαστιγωτών κατά 50%. Έγινε ανάλυση των 

αποτελεσμάτων, με το πρόγραμμα graphpad. 

 

6.8. Εφαρμογή της μεθόδου Alamar blue σε μακροφάγα J774.1 

Επιστρώθηκαν 4x104 μακροφάγα J774.1 σε 200μl υλικού κυτταροκαλλιέργειας RPMI/φρεάτιο 

(2x105 μακροφάγα/ml) σε πλάκα κυτταροκαλλιέργειας 96 φρεατίων και επωάσθηκαν σε θάλαμο 

θερμοκρασίας 370C σε ατμόσφαιρα 5% CO2 για 18ώρες, για να πραγματοποιηθεί η προσκόλληση 

των κυττάρων. Ακολούθησε απομάκρυνση του υπερκείμενου υλικού και προσθήκη χαρμίνης σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις ή ίσου όγκου διαλύτη DMSO (φρεάτια-control) και επώαση στους 

370C σε ατμοσφαιρα 5% CO2 για 72h. Στη συνέχεια, έγινε προσθηκη 20μl Alamar blue/φρεάτιο για 

12h και φωτομέτρηση όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 6.4. Οι τιμές οπτικής πυκνότητας των φρε-

ατίων με χαρμίνη συγκρίνονται με τις τιμές των φρεατίων-μαρτυρων, έτσι ώστε να υπολογιστεί η 

κατάλληλη συγκέντρωση χαρμίνης, που αναστέλλει τα μακροφάγα κατά 50%. 
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6.9. Έλεγχος του αριθμού των ενδοκυττάριων παρασίτων με συνεστιακή μικροσκοπία 

φθορισμού 

Για τον έλεγχο του αριθμού των ενδοκυττάριων παρασίτων, επιστρώθηκαν 5x105 μακροφάγα σε 

αποστειρωμένες στρογγυλές καλυπτρίδες επικαλυμμένες με πολυλυσίνη ήδη τοποθετημένες σε 

πλάκες 24 φρεατίων. Τα μακροφάγα αφέθηκαν 6 ώρες για να προσκολληθούν στις καλυπτρίδες 

και ακολούθησε η προσθήκη 5x 106/ φρεάτιο  παρασίτων L. donovani στατικής φάσης για τουλά-

χιστον έξι ώρες. Ακολούθως απομακρύνθηκε το υλικό με τα ελεύθερα παράσιτα, έγιναν τρείς έκ-

πλύσεις με αποστειρωμένο PBS, και ακολούθησε προσθήκη υλικού κυτταροκαλλιέργειας από 

24ώρες -72ώρες. Πριν την ανάλυση σε συνεστιακό μικροσκόπιο, πραγματοποιήθηκαν τρεις εκπλύ-

σεις με PBS και μονιμοποίηση με 2% (w/v) παραφολμαδεΰδη σε θερμοκρασία δωματίου για 15 

λεπτά. Ακολούθησαν τρεις εκπλύσεις με PBS, επώαση με 50 μg/mL  ιωδιούχο προπίδιο και 100 

μg/mL RNAαση Α για πέντε λεπτά της ώρας και μετά το τέλος της επώασης μία έκπλυση με PBS. 

Χρησιμοποιήθηκαν λίγα μικρόλιτρα MOWIOL για τη τοποθέτηση καλυπτρίδας στην αντικειμε-

νονφόρο. 

 

6.10. Κυτταρομετρία ροής (FACS-Fluorescence-activated cell sorting) 

Η κυτταρομετρία ροής είναι μια μέθοδος η οποία επιτρέπει τον έλεγχο πολλών κυτταρικών δει-

κτών ταυτόχρονα, μετά από σήμανση των κύτταρων με φθορίζουσες χρωστικές ή αντισώματα συν-

δεδεμένα με διαφορετικά φθοριοχρώματα. Παράλληλα, προσδιορίζει την πυκνότητα κάθε δείκτη 

ανά μονάδα κυτταρικής επιφάνειας, με βάση την ένταση του φθορισμού και τα μορφολογικά χα-

ρακτηριστικά των κυττάρων [πρόσθιος σκεδασμός FSC μέγεθος κυττάρων και πλάγιος σκεδασμός 

SSC-εσωτερική πολυπλοκότητα (κοκκία, οργανίδια) του κυττάρου]. Η κυτταρομετρία ροής εφαρ-

μόστηκε στην παρούσα εργασία: 

• για τη μελέτη του κυτταρικού θανάτου των μακροφάγων παρουσία LPS και χαρμίνης,  

• για τον έλεγχο παρασιτικού φορτίου μακροφάγων επιμολυσμένων με παράσιτα L. do-

novani GFP  

• και για την έκφραση μοριακών δεικτών πόλωσης όπως ιντερλευκίνη ΙL-12 παρουσία και 

απουσία χαρμίνης.  

Για τον έλεγχο του κυτταρικού θανάτου, τα  μακροφάγα αποκολλήθηκαν  από τις φιάλες 

κυτταροκαλλιέργειας με ξέστρο κυττάρων, εκπλύθηκαν με 10 ml αποστειρωμένο PBS και επωά-

στηκαν με 50 μg/ml ιωδιούχου προπιδίου σε σωληνάρια για FACS. Για την ανάλυση της μόλυνσης 

χρησιμοποιήθηκαν 5x105 μακροφάγα (αναλογία μακροφάγου / παρασίτου L. donovani GFP 1:10). 

Η μόλυνση διήρκησε 6 ώρες ενώ σε καθορισμένους χρόνους πραγματοποιείτο μονιμοποίηση δια-

φορετικών πληθυσμών μακροφάγων με 2% παραφολμαλδεΰδη (w/v) σε PBS, για 20 λεπτά, σε 
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θερμοκρασία δωματίου. Η παραφολμαδεΰδη απομακρύνθηκε με τρεις διαδοχικές εκπλύσεις (1 ml 

PBS, 1000rpm x 10min ). και στην τελευταία έκπλύση τα μακροφάγα μεταφέρθηκαν σε σωληνάρια 

FACS. Για τον έλεγχο της έκφρασης IL-12, χρησιμοποιήθηκαν 5x105 – 1x106 μολυσμένα μακρο-

φάγα, τα οποία επωάστηκαν με  10 μg/mL brefeldin A ( μακρολίδιο αντιβιοτικό που παράγεται 

από διάφορα είδη μυκήτων) για 4 ώρες. Ακολούθησε μία έκπλυση με PBS-3% FBS, μονιμοποίηση 

με 2% παραφορμαλδεΰδη για 20 λεπτά σε πάγο και τέλος μία έκπλυση PBS-3% FBS. Για τον έλεγχο 

της έκφρασης IL-12 προστέθηκε αντίσωμα αρουραίου, έναντι της IL-12 σημασμένο με φυκοερυ-

θρίνη αραιωμένο σε διάλυμα 0,1% (v/v) σαπωνίνης-PBS-3% FBS ενώ ως μάρτυρας του πειράματος 

προστέθηκε αντίσωμα αρουραίου IgG1 σημασμένο με φυκοερυθρίνη (επώαση 30 λεπτά της ώρας, 

σε πάγο, στο σκοτάδι). Ακολούθησε μία έκλυση των κυττάρων με 0,1% (v/v) σαπωνίνη σε PBS-3% 

FBS και τελική επαναιώρηση των κυττάρων σε 0,5 ml PBS, προκειμένου να πραγματοποιηθεί  ανά-

λυση με  FACS. H δοκιμασία FACS  έγινε με κυτταρομετρητή ροής FACS Calibur (BD) και η ανάλυση 

των αποτελεσμάτων έγινε με τα λογισμικά BD CellQuest και FlowJo. 

 

6.11. Απομόνωση κυτταρικού RNA και σύνθεση cDNA 

Για την απομόνωση του RNA χρησιμοποιήθηκαν 106 κύτταρα. Χρησιμοποιήθηκε το FastGene RNA 

premium kit (Nippon Genetics), και ακολουθήθηκαν οι διαδικασίες προτεινόμενες από τον κατα-

σκευαστή. Πιο συγκεκριμένα, τα κύτταρα λύθηκαν με 350 μl ρυθμιστικό RL με τελική συγκέντρωση 

20 mM DTT. Το κυτταρόλυμα μεταφέρθηκε στη στήλη φίλτρου fastgene. Προκειμένου να γίνει 

βελτιστοποίηση της πρόσδεση RNA στη προστέθηκαν 350μl αιθανόλης (70%) και έγινε επαρκής 

ανακινήση. Για τη πρόσδεση του RNA στη στήλη απομόνωσης FastGene RNA προστέθηκαν 700μl 

δείγματος. Πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση ≥10,000 x g για ένα λεπτό (επαναλαμβάνεται η πα-

ραπάνω διαδικασία μέχρι να προστεθεί ολος ο όγκος του δείγματος). Στη συνέχεια για να διαχω-

ριστεί η πρωτεΐνη του δείγματος, προστέθηκαν 600μl ρυθμιστικού διαλύματος RW1, ακολούθησε 

φυγοκεντρηση  ≥10,00 x g για 30 δευτερόλεπτα (μεταφορά της στήλης σε νέο σωληνάριο συλλογής 

δείγματος 2ml). Επιπλέον στη διαδικασία της αφαλάτωσης έγινε προσθήκη 700μl ρυθμιστικού 

διαλύματος RW2 και φυγοκεντρηση ≥10,000 x g για 30 δευτερόλεπτα. Απομακρύνθηκε το ρυθμι-

στικό διάλυμα RW2 με φυγοκέντρηση στη μέγιστη ταχύτητα για 1 λεπτό ( μεταφορά της στήλης σε 

νέο σωληνάριο δείγματος 1,5ml). Τέλος για την ολοκλήρωση της έκλουσης του RNA, προστέθηκαν 

50μl ρυθμιστικού διαλύματος RE στην κεντρική μεμβράνη, έπειτα φυγοκέντρηση ≥10,000 x g για 

1 λεπτό. Ακολούθησε ποσοτικοποίηση του RNA με nanodrop.  

Για την σύνθεση του cDNA χρησιμοποιήθηκε το Χpert cDNA synthesis kit (grisp) και ακο-

λουθήσαμε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Πιο συγκεκριμένα, αναμείχθηκαν αρχικά σε ένα Eppen-

dorf 1μl 10 mM dNTP, 1 μl oligο(dT)20 εκκινητής, 1 μg συνολικό RNA, και διπλά απιονισμένο νερό 

μέχρι τελικό όγκο 5 μl. To δείγμα τοποθετήθηκε σε κυκλοποιητή PCR ( MJResearch) για 5 λεπτά 
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στους 65 oC και στη συνέχεια στον πάγο για 2 λεπτά. Ακολούθως προστέθηκαν 4 μl ρυθμιστικού 

διαλύματος αντίδρασης 5Χ, 0,5 μl RNAse inhibitor, 1 μl XPert ανάστροφη μεταγραφάση. Η αντί-

δραση έλαβε χώρα στους 50 oC  για 15 λεπτά και το ένζυμο απενεργοποιήθηκε στους 85 oC για 5 

λεπτά.  

 

6.12. Aλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης–αντίστροφης μεταγραφάσης σε πραγμα-

τικό χρόνο  

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης αντίστροφης μεταγραφάσης σε πραγματικό χρόνο (qRT-

PCR ή qPCR), επιτρέπει την ποσοτικοποίηση συγκεκριμένων νουκλεοτιδικών αλληλουχιών, μέσω 

μέτρησης του φθορισμού σημασμένων προϊόντων της PCR.  Για τον έλεγχο της έκφρασης γονιδίων 

IL1β, CD206, Aργινάσης και β ακτίνης χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές: 

Πίνακας 1 

CD206  
FCD206mouse CTA-ACT-GGG-GTG-CTG-ACG-AG 
RCD206mouse GGC-AGT-TGA-GGA-GGT-TCA-GT 

Arginase 1 mouse  
FArg1mouse AAT-GAA-GAG-CTG-GCT-GGT-GT 
RArg1mouse CTG-GTT-GTC-AGG-GGA-GTG-TT 

IL1 beta mouse  
F1L1betamouse TGC-CAC-CTT-TTG-ACA-GTG-ATG 
RIL1betamouse AAG-GTC-CAC-GGG-AAA-GAC-AC 

Beta Actin mouse  
Fbetaactinmouse TGC-TGT-CCC-TGT-ATG-CCT-CTG 
Rbetaactinmouse TGA-TGT-CAC-GCA-CGA-TTT-CC 

 

Για τη πραγματοποίηση της αντίδρασης  qPCR, χρησιμοποιήθηκαν 50 ng cDNA.Για τη 

δοκιμασία χρησιμοποιήθηκε η χρωστική SYBR®GREEN και το KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix 

(2X) Kit. Πιο συγκεκριμένα,  για κάθε αντίδραση χρησιμοποιήθηκαν 10 μl KAPA SYBR FAST qPCR 

Master Mix (2X), 0.4 µL εμπρόσθιου εκκινητή (10mM, συνολική συγκέντρωση 200 nM), 0.4 µL ο-

πίσθιου εκκινητή (10mM, συνολική συγκέντρωση 200 nM) και δις αποστειρωμένο  ddH2O μέχρι 

τελικο όγκο αντίδρασης 20 μl. Η αντίδραση έγινε Sacycler-96 (Sacace, Iταλία) και οι συνθήκες της 

αντίδρασης ήταν οι εξής: 

Πίνακας 2 

ΣΤΑΔΙΟ  ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ ΧΡΟΝΟΣ 

1 x 35 κύκλους 94οC  3 ΛΕΠΤΑ 
2 94οC 30 ΔΕΥΤΕΡΟΛΕΠΤΑ 
3 54οC 30 ΔΕΥΤΕΡΟΛΕΠΤΑ 
4 x 100 κύκλους 72οC 45 ΔΕΥΤΕΡΟΛΕΠΤΑ 
5  45 οC   15 ΔΕΥΤΕΡΟΛΕΠΤΑ 
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6 4 οC 10 ΔΕΥΤΕΡΟΛΕΠΤΑ 
 

Κεφαλαιο 7 

7. Αποτελέσματα 

7.1. Έλεγχος συγκέντρωσης της χαρμίνης στη βιωσιμότητα των μακροφάγων J774.1 

Έγινε δοκιμασία βιωσιμότητας στη  σειρά J774.1 για να ελεγχθεί η μέγιστη μη τοξική συγκέντρωση 

της χαρμίνης (Εικόνα 1). Για τη πραγματοποίηση της μελέτης ελέγχθηκαν εις τριπλούν διαδοχικές 

συγκεντρώσεις χαρμίνης από 0 εως 50 μΜ σε πλάκες 96 φρεατίων για 72 ώρες με εφαρμογή της  

δοκιμασίας Alamar blue.  H χαρμίνη είχε επαναδιαλυθεί σε DMSO και xρησιμοποιήθηκε σε κάθε 

φρεάτιο ποσότητα προστιθέμενου όγκου DMS0 < 0.5% (v/v). Για το πείραμα χρησιμοποιήθηκαν 

δύο μάρτυρες (υλικό κυτταροκαλλιέργειας με DMSO χωρίς κύτταρα και μακροφάγα παρουσία 

DMSO). Κατόπιν παρέλευσης 72 ωρών προστέθηκε Alamar blue. Αφαιρέθηκε από την οπτική πυ-

κνότητα των δειγμάτων η οπτική πυκνότητα των φρεατίων που είχαν μονον υλικό κυτταροκαλ-

λιέργειας. Τα αποτελέσματα αναλύθηκαν με graphpad, το οποίο ανέδειξε ότι στη συγκέντρωση 5 

μΜ και 10μΜ δεν υπάρχει αναστολή της ανάπτυξης των μακροφάγων. Χρησιμοποιώντας υψηλές 

συγκεντρώσεις, μέχρι 50 μΜ, η μέση συγκέντρωση αναστολής ήταν περίπου 20 μΜ. 

 

Εικόνα 1. Μελέτη τοξικότητας της χαρμίνης. Γράφημα του ποσοστό βιωσιμότητας των μακροφά-

γων J774.1 σε συνάρτηση με το λογαριθμική  συγκέντρωσης της χαρμίνης. Οι στήλες σφάλματος δείχνουν 

τη τυπική απόκλιση. 

7.2. Aνάπτυξη παρασίτων μορφών L. infantum στην κυτταροκαλλιέργεια 

Για να υπολογιστεί η ακριβής φάση κυτταροκαλλιέργειας, έγινε καμπύλη ανάπτυξης των παρασί-

των σε υλικό RPMI με 10% ορό, με καθημερινές μετρήσεις (Εικόνα 2). Η μέτρηση έγινε ύστερα από 

αρχικό ενοφθαλμισμό της καλλιέργειας με πυκνότητα παρασίτων 106/ml. Τα αποτελέσματα 
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έδειξαν ότι μετά την 5η ημέρα καλλιέργειας, με αυτές τις συνθήκες, τα παράσιτα βρίσκονται στη 

στατική φάση ανάπτυξης. Παρόμοια αποτελέσματα ελήφθησαν στη μελέτη των παρασίτων L.do-

novani (χωρίς καταγραφή δεδομένων). Πραγματοποιήθηκαν τουλάχιστον τρεις ανεξάρτητες με-

τρήσεις. 

 
Εικόνα 2: Γράφημα προμαστιγωτών μορφών L. infantum σε καλλιέργεια. Στο γράφημα φαίνεται η συγκέ-
ντρωση των παρασίτων σε μονάδες 106/ml σε συνάρτηση με τον αριθμό ημερών στην κυτταροκαλλιέργεια. 

7.3. Έλεγχος συγκέντρωσης της χαρμίνης στη βιωσιμότητα των προμαστιγωτών μορ-

φών L. infantum 

Έγινε δοκιμασία βιωσιμότητας σε προμαστιγωτές μορφές L. infantum, για να ελεγχθεί η τοξικότητα 

της χαρμίνης (Εικόνα 3). Ο έλεγχος της τοξικότητας της χαρμίνης πραγματοποιήθηκε εις τριπλούν 

σε συγκεντρώσεις χαρμίνης από 0 εως 15 μΜ με τη δοκιμασία Alamar blue.  Για το πείραμα αυτό 

ο ενοφθαλμισμός έγινε με παράσιτα στατικής φάσης. Διάλυμα χαρμίνης σε DMSO χρησιμοποιή-

θηκε σε κάθε φρεάτιο σε συγκέντρωση τελικού όγκου DMS0, μικρότερου του 0.5% (v/v). Στο πεί-

ραμα αυτό χρησιμοποιήθηκαν δύο μάρτυρες (υλικό κυτταροκαλλιέργειας με DMSO χωρίς κύτταρα 

και μακροφάγα σε υλικό κυτταροκαλλιέργειας και DMSO). Μετα παρέλευση επώασης 72 ωρών 

προστέθηκε Alamar blue. Υπολογίσθηκαν οι οπτικές πυκνότητες των δειγμάτων με τις εξεταζόμε-

νες συγκεντρώσεις  κατόπιν αφαίρεσης της οπτικής πυκνότητας των δειγμάτων των φρεατίων που 

είχαν μονον υλικό κυτταροκαλλιέργειας. Τα αποτελέσματα αναλύθηκαν με graphpad, το οποίο α-

νέδειξε  ότι οι προμαστιγωτές μορφές αναστέλλονται κατά το ήμισυ με την προσθήκη 4,8μΜ χαρ-

μίνης. Η συγκέντρωση αυτή είναι πιο χαμηλή από την συγκέντρωση που αναστέλλει τα μακρο-

φάγα.  
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IC50= 20,9μΜ.  R2= 0,97 

Εικόνα 3. Γράφημα που δείχνει το ποσοστό βιωσιμότητας προμαστιγωτών L. infantum σε συνάρτηση με το 
λογάριθμο της συγκέντρωσης της  χαρμίνης. Οι στήλες σφάλματος δείχνουν τη τυπική απόκλιση. 

 

7.4. Έλεγχος του παρασιτικού φορτίου σε μακροφάγα που έχουν επωαστεί με χαρμίνη  

Για να μελετηθεί η επίδραση της χαρμίνης σε μακροφάγα μόλις πριν τη μόλυνση τους με παράσιτα, 

μακροφάγα J774.1 επωάσθηκαν με 10μΜ χαρμίνη ή με ίσο όγκο διαλύτη DMSO για τρείς ημέρες. 

Το υλικό καλλιέργειας αντικαταστάθηκε με υλικό χωρίς χαρμίνη και ακολούθως πραγματοποιή-

θηκε η μόλυνση των μακροφαγων με παράσιτα L.donovani που εκφράζουν τη φθορίζουσα πρωτε-

ΐνη GFP (1μακροφάγο/10 παράσιτα) για έξι ώρες. Εφαρμόστηκε κυτταρομετρια ροής για να μετρη-

θεί η αναλογία των επωασμένων με χαρμίνη μακροφάγων τα οποία είχαν προσλάβει φθορίζοντα 

παράσιτα. Τα αποτελέσματα των μετρήσεων αμέσως μετά την μόλυνση δείχνουν ότι τα μακρο-

φάγα που έχουν επωασθεί με χαρμίνη προσλαβάνουν L.donovani GFP προμαστιγωτές μορφές σε 

ποσοστό 25% μεγαλύτερο από τα μακροφάγα χωρίς χαρμίνη (Εικόνα 4).  
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Εικόνα 4. Ιστογράμματα που δείχνουν το ποσοστό μακροφάγων προεξεπεργασμένων με χαρμίνη η χωρίς 24 
ώρες μετά τη μόλυνση με  προμαστιγωτές μορφές L. donovani στατικής φάσης που εκφράζουν GFP. Θετικά 
παράσιτα θεωρούνται αυτά που έχουν υψηλό φθορισμό FL1-h (FL-1Hhi). Α) Εναλλασσόμενα ιστογράμματα 
και Β) Αλληλεπικαλυμμένα ιστογράμματα. 

7.5. Πειράματα ελέγχου κυτταρικού θανάτου J774.1 μακροφάγων ενεργοποιημένων 

με LPS  και προσθήκη χαρμίνης  

Για να αποκλειστεί ότι οποιοσδήποτε φαινότυπος της επαγωγής μακροφάγων με παράλληλη επώ-

αση χαρμίνης οφείλεται στον κυτταρικό θάνατο, μακροφάγα επωάστηκαν με 50 μg/ml ιωδιούχου 

προπιδίου σε PBS και έγινε ανάλυση με κυτταρομετρία ροής. Τα μακροφάγα είχαν επωαστεί είτε 

με 1% v/v DMSO, είτε με 1μg/ml LPS (1% DMSO τελικός όγκος), είτε με 10 μΜ χαρμίνης σε DMSO 

(1% v/v τελικός όγκος), είτε με χαρμίνη 10 μΜ και 1μg/ml LPS(1% DMSO τελικός όγκος). To ιω-

διούχο προπίδιο χρωματίζει νεκρά κύτταρα, καθώς μπορεί να εισχωρήσει σε κυτταρικές μεμβρά-

νες που έχουν καταστραφεί. Τα αποτελέσματά έδειξαν ότι το LPS μειώνει τον φυσικό κυτταρικό 

θάνατο, ενώ η παρουσία της χαρμίνης με το LPS, δεν επέφερε αλλαγές στο ποσοστό των νεκρών 
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κυττάρων (Εικόνα 5). Το αποτέλεσμα αυτό δείχνει ότι η χαρμίνη δε σκοτώνει μακροφάγα που έ-

χουν ενεργοποιηθεί με τον LPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5. Ιστoγράμματα που δείχνουν το ποσοστό του κυτταρικού θανάτου σε μακροφάγα προεξεπεργασμέ-
νων με χαρμίνη ή  χωρίς, με LPS ή χωρίς και μακροφάγα που έχουν επωαστεί παρουσία  LPS και χαρμίνης. 
Τα ποσοστά κυτταρικού θανάτου αναγράφονται (Μ1). 

7.6.΄Ελεγχος της εισόδου προμαστιγωτών μορφών  L. infantum  σε μακροφάγα J774.1, 

προεπεξεργασμένα με χαρμίνη 

Στα πειράματα με κυτταρομετρία ροής δείχθηκε ότι ο φθορισμός που σχετίζεται με GFP παράσιτα 

είναι πιο υψηλός σε μακροφάγα προεπωασμένα με χαρμίνη 24ωρες μετά τη μόλυνση. Τα πειρα-

ματα επαναλήφθηκαν (εις τριπλούν) σε παράσιτα L. infantum αγρίου τύπου και ακολούθησεεφαρ-

μογή της συνεστιακής μικροσκοπία φθορισμού, αμέσως μετά την μόλυνση, η οποία διήρκησε 6 

ώρες. Τα μολυσμένα με παράσιτα μακροφάγα μονιμοποιήθηκαν σε αποστειρωμένες καλυπτρίδες 

και σημάνθηκαν με τη χρωστική Hoechst 33342 (2.5 µg/ml), που ενσωματώνεται στο δίκλωνο DNA 

των παρασίτων και των μακροφάγων. Στο πλαίσιο αυτό, μετρήθηκαν τα ενδοκυττάρια παράσιτα 

α) σε μακροφάγα που είχαν προεπωασθεί με χαρμίνη και β) σε μακροφάγα που δεν είχαν επωα-

σθεί με χαρμίνη. Τα αποτελέσματα της συνεστιακής μικροσκοπίας επιβεβαίωσαν τo αποτέλεσμα 

της κυτταρομετρίας ροής, υποδηλώνοντας ότι  αυξάνεται ο αριθμός των εισερχόμενων παρασίτων 

στα μακροφάγα τα οποία έχουν προεπωαστεί με χαρμίνη. Ενδεικτικά όταν τα μακροφάγα έχουν 
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επωαστεί με 10 μΜ χαρμίνη, 15% μεγαλύτερος πληθυσμός μακροφάγων φαγοκυτταρώνουν πα-

ράσιτα, ενώ το παρασιτικό φορτίο εντός αυτών είναι 30% υψηλότερο σε σχέση με το παρασιτικό 

φορτίο των μακροφάγων που δεν έχουν επωαστεί με χαρμίνη (Εικόνες 6-8). Η ανάλυση των απο-

τελεσμάτων έγινε σε τουλάχιστον 100 μακροφάγα και σε 3 καλυπτρίδες/δείγμα.  

 
Εικόνα 6.  Είσοδος προμαστιγωτών μορφών L. infantum παρουσία και απουσία χαρμίνης. Ιστογράμματα που 
δείχνουν τον αριθμό προμασιγωτών μορφών παρασίτων L. infantum / μακροφάγο. Οι στήλες σφάλματος 
δείχνουν την τυπική απόκλιση. 

 

 
Εικόνα 7. Είσοδος προμαστιγωτών μορφών L. infantum παρουσία και απουσία χαρμίνης. Ιστογάμματα που 
δείχνουν το ποσοστό των μακροφάγων που έχουν προσλάβει προμασιγωτές μορφές L. infantum. Οι στήλες 
σφάλματος δείχνουν την τυπική απόκλιση. 
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Εικόνα 8. Συνεστιακή μικροσκοπία που δείχνει τη σήμανση DNA με Hoechst 33342 μακροφάγων J774.1 μο-
λυσμένων με προμαστιγωτές μορφές L. infantum, για τη μέτρηση ενδοκυττάριων παρασίτων, παρουσία 10 
μΜ χαρμίνης (κάτω σειρά), ή παρουσία διαλύτη (πάνω σειρά). Αριστερά φαίνεται συγχωνευμένη εικόνα που 
δείχνει τη αντίθεση φάσης (γκρι) και το σημασμένο DNA  (μπλε). Δεξιά φαίνεται ο φθορισμός DNA ενδοκυτ-
ταρικών παρασίτων και ο πυρήνας των μακροφάγων. Οι οπτικές τομές (1μ) σε κάθε κανάλι συλλέχθηκαν 
διαδοχικά και η εικόνα δείχνει την μέγιστη προβολή των οπτικών τομών. 

 



35 
 

7.7. Έλεγχος πόλωσης μακροφάγων επιμολυσμένων με L. infantum, που έχουν επωα-

στεί με χαρμίνη: έκφραση της ιντερλευκίνης  IL-12 

Η ιντερλευκίνη 12 (IL-12) που παράγεται από μακροφάγα αμέσως μετά τη μόλυνση θεωρείται α-

παραίτητη για την ενεργοποίηση μιας προστατευτικής ανοσολογικής απόκρισης έναντι ενδοκυτ-

ταρικών παθογόνων. Η κυτταροκίνη είναι μια ετεροδιμερής γλυκοπρωτεΐνη δύο διαφορετικών υ-

πομονάδων (P35 και P40). Ενώ η υπομονάδα p35 εκφράζεται  σε πολλούς τύπους κυττάρων, απαι-

τείται συνέκφραση της υποομάδας p40 για τη βιοδραστικότητα της IL-12. Για να ελεγχθεί η έκ-

φραση σε μακροφάγα χρησιμοποιήθηκε ένα αντίσωμα που αναγνωρίζει το σύμπλοκο. Τα μακρο-

φάγα επωάστηκαν για τρεις ημέρες είτε με 10 μΜ χαρμίνης ή με την ίδια ποσότητα διαλύτη 

(DMSO, όγκος <1%) είτε με LPS που επάγει IL-12 και Μ1 , είτε με ένα συνδυασμό και των δύο. 

Επίσης στο πείραμα χρησιμοποιήθηκαν μακροφάγα που είχαν μολυνθεί με παράσιτα L. infantum. 

Στα μολυσμένα κύτταρα είχε αφαιρεθεί η χαρμίνη, ενώ LPS προσθέθηκε τη δεύτερη ημέρα από 

την επώαση της χαρμίνης και αφέθηκε να δράσει 24 ώρες. H επώαση  παρασίτων - μακροφάγων 

διήρκησε 16 ώρες. Παράλληλα για να ελεγχθει  η ειδικότητα της σύνδεσης του αντισώματος  χρη-

σιμοποιήθηκε ως μάρτυρας αντιισοτυπικό αντίσωμα (isotype control). Στα κύτταρα που είχαν ε-

πωαστεί με LPS,  ο μέσος φθορισμός των κυττάρων στο FL2 κανάλι, ήταν υψηλότερος όταν επωά-

σθηκαν με αντίσωμα έναντι της IL-12  (μέσος φθορισμός 4,69) από τον μάρτυρα ισοτύπου (μέσος 

φθορισμός 3,18). Επίσης τα μακροφάγα που είχαν μολυνθεί με παράσιτα και προεπωασμένα με 

χαρμίνη, δεν παρουσίασαν καθόλου επαγωγή του IL-12 ( μέσος φθορισμός 3,12), ενώ χωρίς την 

παρουσία χαρμίνης παρουσιάστηκε μία μέτρια επαγωγή (μέσος φθορισμός 3,54). Επίσης η πα-

ρουσία χαρμίνης όταν τα μακροφάγα είχαν επωαστεί με LPS μετρίασε την επαγωγή IL-12. Συνολικά 

τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι η παρουσία χαρμίνης μετριάζει την επαγωγή IL-12 (Εικόνα 9). 
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Εικόνα 9. Έκφραση της IL-12 σε μακροφάγα μολυσμένα με παράσιτα L. infantum, που είχαν επωαστεί με 
διαλύτη DMSO (solvent), προεπωασμένα με χαρμίνη. Στη πρώτη σειρά ( Α ): Μακροφάγα που έχουν επωα-
στεί με LPS και έχουν σημανθεί με μάρτυρα ισοτύπου (κόκκινο) και με αντίσωμα έναντι της IL-12 (μπλε).     (Β 
): Μακροφάγα που έχουν μολυνθεί με παράσιτα και έχουν σημανθεί με μάρτυρα ισοτύπου (κόκκινο) και με 
αντίσωμα έναντι IL-12 (μπλε).(Γ): Έκφραση IL-12 από μολυσμένα μακροφάγα με παράσιτα (μπλε), και μακρο-
φάγα που έχουν επωαστεί με LPS (κόκκινο). Στη δεύτερη σειρά φαίνονται ( Α): κύτταρα που έχουν επωαστεί 
με LPS και χαρμίνη, και έχουν σημανθεί με μάρτυρα ισοτύπου (κόκκινο) και με αντίσωμα IL-12 (μπλε), (Β): 
Mακροφάγα σημασμένα με μάρτυρα ισοτύπου (κόκκινο) και με αντίσωμα έναντι της IL-12 (μπλε) που έχουν 
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επωαστεί με χαρμίνη και έχουν μολυνθεί με παράσιτα.(Γ): Έκφραση IL-12 από μακροφάγα  που έχουν επω-
αστεί με χαρμίνη, μολυσμένα με παράσιτα (μπλε), και μακροφάγα που έχουν επωαστεί με LPS και χαρμίνη 
(κόκκινο). Στη τρίτη σειρά φαίνονται ιστογράμματα (Δ): Σύγκριση της έκφρασης της IL-12 σε κύτταρα που 
έχουν επωαστεί με LPS παρουσία και απουσία χαρμίνης. (Ε): Σύγκριση  της έκφρασης της IL-12 σε κύτταρα 
μολυσμένα με παράσιτα που έχουν επωαστεί με χαρμίνη ή DMSO. MF συμβολίζει το μέσο φθορισμό (mean 
fluorescence) φυκοερυθρίνης (PE). 

 

7.8. Έλεγχος πόλωσης μακροφάγων μολυσμένων με L. infantum, που έχουν επωαστεί με χαρ-
μίνη  
Eπίσης για να μελετηθεί η πόλωση των μακροφάγων είναι σημαντική η διερεύνηση της αναλογίας 

δεικτών M1 σε σχέση με γνωστούς δεικτες M2 (Μ1/Μ2). Για το σκοπό αυτό μακροφάγα που είχαν 

προεπωασθεί για 24 ώρες με χαρμίνη, μολύνθηκαν με L. infantum προμαστιγωτές μορφές στατι-

κής φάσης (10 παράσιτα/1μακροφάγο). Η διάρκεια της μόλυνσης διήρκησε 16 ώρες και στη φάση 

αυτή πραγματοποιήθηκε η απομόνωση του RNA και η σύνθεση του cDNA. Πραγματοποιήθηκε α-

νάλυση με RT-qPCR της σχετικής έκφρασης δεικτών που είναι ενδεικτικοί για την κατάσταση πό-

λωσης των μακροφάγων. Στο παρακάτω σχεδιάγραμμα φαίνεται η σχετική έκφραση του IL-1β που 

είναι δείκτης απόκρισης Μ1, της  αργινάσης, που είναι δείκτης απόκρισης Μ2 και του CD206 (υ-

ποδοχέας μαννόζης), που αποτελεί δείκτη απόκρισης Μ2. Ο υπολογισμός της σχετικής έκφρασης 

έγινε με μάρτυρα το γονίδιο της β ακτίνης. Τα μακροφάγα που χρησιμοποιήθηκαν είχαν επωαστεί 

με διαλύτη  DMSO ή με χαρμίνη (harmine) και ήταν μολυσμένα με προμαστιγωτές μορφές L. in-

fantum (i, infected) ή μη (n.i, non-infected). Tα αποτελέσματά έδειξαν ότι η έκφραση της IL-1β, της 

ιντερλευκίνης που παράγεται από Μ1 μακροφάγα μειώνεται κατά τη μόλυνσή με προμαστιγωτές 

μορφές L. infantum (Εικόνα 10). Αντίθετα σε μακροφάγα που είχαν  επωαστεί με χαρμίνη, τα επί-

πεδα της έκφρασης της IL-1β φαίνεται να αυξάνονται, ενώ δεν παρατηρούνται μεγάλες αλλαγές 

όταν μολύνονται παράλληλα με παράσιτα. Αντίθετα τα επίπεδα της αργινάσης και του CD206 αυ-

ξάνονται σε μακροφάγα που έχουν μολυνθεί με παράσιτα όπως αναμένεται, γιατί έχει δειχθεί ότι 

τα παράσιτα μετατρέπουν τα μακροφάγα σε Μ2. Η παρουσία χαρμίνης αναστέλλει την μετατροπή 

των μακροφάγων σε Μ2. Στην εικόνα 10 φαίνεται ότι η IL-1β επανακάμπτει σημαντικά παρουσία 

παρασίτων και χαρμίνης, ενώ η αργινάση των επιμολυσμένων μακροφάγων, βρίσκεται στα ίδια 

περίπου επίπεδα μετά από επώαση με χαρμίνη. Παράλληλα φαίνεται ότι τα επίπεδα του CD206 

αυξάνονται αρκετά παρουσία χαρμίνης και παρασίτων, παρόλα αυτά η αναλογία της έκφρασης 

CD206/IL-1β σε μολυσμένα μακροφάγα παρουσία DMSO είναι 2,6 ενώ η αναλογία έκφρασης μειώ-

νεται στο 1,3 σε μολυσμένα μακροφάγα επεξεργασμένα με χαρμίνη. Επίσης αναλογία της έκφρα-

σης αργινάσης/ IL-1β σε μολυσμένα μακροφάγα παρουσία DMSO είναι 1,7 ενώ με προσθήκη χαρ-

μίνης αυξάνεται σε 0,8. Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι η παρουσία χαρμίνης, αποτρέπει τα 

μακροφάγα να ενεργοποιηθούν εναλλακτικά σε Μ2, όταν επιμολύνονται με παράσιτα.  
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Εικόνα 10. Ιστόγραμμα  της σχετικής έκφρασης IL-1β, Αργινάσης και CD206 σε μακροφάγα που έχουν μολυν-
θεί με L. infantum. Oι στήλες μπλέ χρωματισμού δείχνουν επίπεδα σχετικής έκφρασης σε μακροφάγα που 
δεν είναι μολυσμένα, παρουσία διαλύτη, οι στήλες πορτοκαλί χρωματισμού δείχνουν μακροφάγα που είναι 
μολυσμένα με L. infantum παρουσία διαλύτη, οι στήλες γκρι χρωματισμού δείχνουν μακροφάγα που δεν 
είναι μολυσμένα παρουσία χαρμίνης και οι στήλες κίτρινου χρωματισμού δείχνουν μακροφάγα που είναι 
μολυσμένα, παρουσία χαρμίνης. Τα επίπεδα της έκφρασης έχουν κανονικοποιηθεί με τα επίπεδα έκφρασης 
β ακτίνης. Στο γράφημα φαίνονται τα τυπικά  σφάλματα. 

 
Συζήτηση 

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε ο πιθανός ρόλος των κινασών διπλής ενεργότητας (DYRK1A ή 

/και DYRK1B) στην αλληλεπίδραση μακροφάγων με προμαστιγωτές μορφές Leishmania, χρησιμο-

ποιώντας το αλκαλοειδές χαρμίνη, που είναι ειδικός αναστολέας των κινασών αυτών. Προηγού-

μενες  μελέτες από το εργαστήριο Μοριακής Παρασιτολογίας του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ, 

που έγιναν με ποσοτική πρωτεωμική σε πρωτογενή μακροφάγα που προέρχονται από τον μυελό 

των οστών, έδειξαν ότι τα επίπεδα των κινασών DYRK1A- DYRK1Β αυξάνονται ύστερα από τη μό-

λυνσή τους με παράσιτα. Οι κινάσες DYRK1A και DYRK1B έχει δειχτεί ότι εμπλέκονται σε πολλές 

διαδικασίες και μονοπάτια, ενώ οι σημαντικότερες ασθένειες που συνδέονται με τις πιο πάνω κι-

νάσες είναι νευροεκφυλιστές και το σύνδρομο Down για την DYRK1A, και το μεταβολικό σύνδρομο 

και ο καρκίνος για την DYRK1B (Aranda et al., 2011). Πρόσφατα έχει αρχίσει να αναδύεται ο ρόλος 
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τους στη φλεγμονή. Πιο συγκεκριμένα είναι γνωστό ότι η κινάση DYRK1A φωσφορυλιώνει το με-

ταγραφικό παράγοντα NFATc2, διατηρώντας τον ανενεργό στο κυτταρόπλασμα, ενώ η ίδια κινάση 

φωσφορυλιώνει και τον NFATc1 ενεργοποιώντας τον, γιατί ανατρέπει τη διαδικασία προσθήκης 

ουβικουιτίνης (Liu et al., 2017). Oι μεταγραφικοί παράγοντες NFAT, ελέγχουν την έμφυτη ανοσία 

σε μυελοειδή κύτταρα, και παίζουν ένα σημαντικό ρόλο στην ενεργοποίησή τους. Αναστολείς των 

NFAT δρουν συνήθως ανοσοκατασταλτικά (Granucci et al., 2003). Οι κινάσες DYRK1 και συγκεκρι-

μένα η κινάση DYRK1B έχει δειχτεί ότι φοσφωρυλιώνει το μεταγραφικό παράγοντα Stat3, ενεργο-

ποιώντας τον (Zhuang et al., 2022). Ο μεταγραφικός παράγοντας Stat3 παίζει σημαντικό ρόλο και 

στις περισσότερες μελέτες επάγει την εναλλακτική ενεργοποίηση των μακροφάγων σε Μ2 (Xia et 

al., 2023).  

H xαρμίνη σε μακροφάγα ποντικού RAW264.7, έχει δειχτεί ότι αποτρέπει την επαγωγή 

κυτοκινών φλεγμονής με LPS. Οι So-Jung Jin et al, έδειξαν ότι αναστέλλει την πολλαπλή φλεγμο-

νώδη έκφραση που προκαλείται από TLR μέσω  της ρύθμισης του NF-κB p65, JNK και STAT1. Πιο 

συγκεκριμένα επώαση μακροφάγων με χαρμίνη και LPS έδειξε ότι η χαρμίνη αναστέλλει την επα-

γωγή της IL-12 αλλά και άλλων προφλεγμωνοδών παραγόντων όπως COX2, IL6, iNOS, IL1β (Jin et 

al., 2022). Τα αποτελέσματα αυτά έρχονται σε συμφωνία με τα αποτελέσματα της συγκεκριμένης 

εργασίας, στην οποία δείχτηκε ότι η χαρμίνη αναστέλει την επαγωγή της IL-12, παρουσία LPS.  

Η μόλυνση των μακροφάγων με παράσιτα, ανέδειξε ένα πιο πολυσύνθετο φαινότυπο. Τα μακρο-

φάγα που είχαν φαγοκυτταρώσει παράσιτα ανέστειλαν σε μικρότερο βαθμό την προφλεγμονώδη 

ιντερλευκίνη IL-1β όταν είχαν προεπωαστεί με χαρμίνη  σε σχέση με αυτά που δεν είχαν. Επίσης 

και η επαγωγή δεικτών απόκρισης μακροφαγικού τύπου Μ2 σε σχέση με δείκτες Μ1 (αναλογία 

Μ2/Μ1 ), ήταν μικρότερη παρουσία χαρμίνης. Τα αποτελέσματα αυτά δείχουν ότι η χαρμίνη μπο-

ρεί να αναστείλει είτε την Μ1 απόκριση παρουσία LPS, είτε την μετάβαση από Μο σε Μ2 όταν τα 

μακροφάγα έχουν φαγοκυτταρώσει παράσιτα. 

Μετά την επώαση με χαρμίνη τα  μακροφάγα προσλαμβάνουν μεγαλύτερο αριθμό πα-

ρασίτων. Το αποτέλεσμα αυτό μπορεί να υποδεικνύει κάποιο ρόλο των κινασών DYRK1 στη φαγο-

κυττάρωση. H κινάση DYRK1A έχει δειχτεί ότι παίζει ρόλο στην ενδοκυττάρωση και στην ανακύ-

κλωση κυστιδίων μέσω της φωσφορυλίωσης πρωτεϊνών που σχετίζονται με κυστίδια επικαλυμ-

μένα με κλαθρίνη (Kim et al., 2010). Τα παράσιτα Leishmania όμως δεν φαγοκυτταρώνονται μέσω 

κυστιδίων κλαθρίνης αλλά μέσω καλβεολινών (G. A. Kumar et al., 2019).  Τα αποτελέσματά μας 

μπορεί να σχετίζονται με άλλο μονοπάτι που να έχει σχέση με την κινάση DYRK1B.  
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Συμπέρασμα 

Συνολικά, τα αποτελέσματά δείχνουν ότι η παρουσία χαρμίνης πιθανόν μέσω της αναστολής των 

κινασών DYRK1A ή και της DYRK1B, εμποδίζει την επαγωγή απόκρισης Μ1 παρουσία  LPS και πα-

ρεμποδίζει την εγκατάσταση της απόκρισης Μ2, σε μακροφάγα που έχουν φαγοκυτταρώσει πα-

ράσιτα. Παράλληλα η παρουσία χαρμίνης, πιθανόν μέσω της αναστολής της DYRK1A  ή και της 

DYRK1B, επάγει τη πρόσληψη μεγαλύτερου αριθμού προμαστιγωτών μορφών Leishmania  από τα 

μακροφάγα. Στο μέλλον αξίζει να διερευνηθεί ο ρόλος τους ξεχωριστά σε αυτές τις διαδικασίες με 

ειδικούς αναστολείς και μέσω της αποσιώπησής τους με siRNA. 
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