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Η δράση της Σινεφουνγίνης στις αλληλεπιδράσεις του πρωτόζωου 
Λεϊσμάνια και του ξενιστή κυττάρου in vitro 

Α.Τζώρα1, F. Lawrence2, Μ. Robert-Gero2 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ. Στην παρούσα ερευνητική εργασία μελετή­
θηκε η δράση του αντιβιοτικού σινεφουνγίνη στην προ­
σκόλληση επτά στελεχών Leishmania των ειδών L. 
infantum, L. tropica και L. major στα μακροφάγα της κυτ­
ταρικής σειράς J774G8. Αναστολή της προσκόλλησης 
αρχικού σταδίου της φαγοκυττάρωσης παρατηρήθηκε 
μόνο για ευαίσθητα στελέχη έναντι της σινεφουνγίνη ς 
των ειδών L. tropica και L. major. Η ύπαρξη συσχέτισης 
της συμπεριφοράς του πρωτόζωου έναντι της σινεφουνγί-
νης στις καλλιέργειες των προμαστιγωτών μορφών και 
των αλληλεπιδράσεων τους με τα μακροφάγα της κυττα­
ρικής σειράς J774G8 διαπιστώθηκε μόνο όταν η σινε­
φουνγίνη προστέθηκε στις καλλιέργειες των προμαστιγω­
τών μορφών (72 ώρες με συγκεντρώσεις σινεφουνγίνης 
2,6 και 26 μΜ). Μετά από επώαση 2 ωρών των προμαστι­
γωτών μορφών του ευαίσθητου στελέχους L. tropica η 
αναστολή βρέθηκε 17 και 37% σε συγκεντρώσεις 2,6 και 
26 μΜ του αντιβιοτικού αντίστοιχα. Μετά από επώαση 24 
ωρών των προμαστιγωτών με τα μακροφάγα η αναστολή 
προσκόλλησης για το ευαίσθητο στέλεχος L. tropica βρέ­
θηκε 52 και 77% και για το ευαίσθητο στέλεχος L. major 
73 και 86% σε συγκεντρώσεις 2,6 και 26 μΜ του αντιβιοτι­
κού αντίστοιχα. Αποδείχθηκε η απουσία τοξικότητας της 
σινεφουνγίνη ς για τα μακροφάγα κύτταρα στα οποία δεν 
επέφερε μορφολογικές αλλοιώσεις και διαταραχή της 
ανάπτυξης τους. Η σινεφουνγίνη παρεμβαίνει αποτελε­
σματικά στην προσκόλληση προμαστιγωτών-μακροφάγων 
και η δράση της αυτή συσχετίζεται με την έκφραση ευαι­
σθησίας ή ανθεκτικότητας του πρωτόζωου. 
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ABSTRACT. TzoraA. 1, Lawrence F.2, Robert-Gero M2. 
Effect of Sinefungin on the attachment of the parasite 
Leishmania to the macrophages cell line J774G8. Bulletin of 
the Hellenic Veterinary Medical Society 49(l):59-65. The 
effect of Sinefungin on the attachment of the Leishmania 
strains L. infantum, L. tropica and L. major to the 
macrophages cell line J774G8 was studied. Inhibition of 
the attachment to the surface of macrophages was 
observed to the Sinefungin sensitive strains L. tropica and 
L. major. This inhibition was obtained only for Sinefungin 
pretreated promastigotes (72 hours with 2.6 and 26 μΜ 
Sinefungin) when incubated with macrophages for 2 and 
24 hours. After 2 h incubation period of the promastigote 
forms of the sensitive L. tropica with macrophages, the 
inhibition of the attachment was 100%, whereas for the 
sensitive L. major strain the inhibition was 17 and 36% at 
a concentration of Sinefungin 2.6 and 26 μΜ respectively. 
The percentage of the inhibition 24 h post infection was in 
the range of 52 to 77% for the L. tropica strain and from 
73 to 86% for the L. major strain for promastigote 
pretreated with 2.6 and 26 μΜ Sinefungin respectively. 
Controls showed that Sinefungin was not toxic for the 
macrophages when used for 3 days at the above 
mentioned concentrations. Inhibition of the protozoa -
macrophage cell line J774G8 adherence was a common 
finding leading us to the conclusion that Sinefungin is 
involved actively into that process. 

Αέξεις ευρετηρίασης: Σινεφουνγίνη, λεϊσμάνια, μακροφά­
γα J774G8. 

Εισαγωγή 

Οι λεϊσμανιώσεις είναι ζωοανθρωπονόσοι με ευρεία 

εξάπλωση σε περιοχές με εύκρατα και τροπικά κλίμα­

τα. Αίτιο είναι τα πρωτόζωα του γένους Leishmania, 

που μολύνουν τον ξενιστή με τις μαστιγοφόρες εξωκυτ-

ταρικές μορφές του παράσιτου (προμαστιγωτές) μέσω 

των νυγμάτων των αιματοφάγων εντόμων του γένους 

Phlebotomus1. Οι προμαστιγωτές μορφές φαγοκυτταρώ-

νονται γρήγορα και μετατρέπονται σε αμαστιγοφόρες-

ενδοκυτταρικές μορφές (αμαστιγωτές) στα μακροφάγα 

του ξενιστή. Η μόλυνση των ευαίσθητων ξενιστών αρχί­

ζει με την αλληλεπίδραση των μακροφάγων τους με το 
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πρωτόζωο Leishmania μέσα στα οποία τα παράσιτα 
αναπτύσσονται αποκλειστικά.2 

Το πρώτο στάδιο στη διαδικασία της μόλυνσης απο­
τελεί η προσκόλληση του πρωτόζωου στην επιφάνεια 
του ξενιστή κυττάρου. Η διαφοροποίηση του παράσιτου 
σε αμαστιγωτή μορφή συμβαίνει μετά την προσκόλληση 
και την είσοδο των προμαστιγωτών μέσα στα μακροφά-
γα. Οι αλληλεπιδράσεις παράσιτου-μακροφάγου έχουν 
αποτελέσει αντικείμενο εκτεταμένων ερευνών.3 

Η σινεφουνγινη είναι μια φυσική νουκλεοσίδη, που 
απομονώθηκε το 1971 στα εργαστήρια "Eli Lilly" των 
ΗΠΑ από καλλιέργειες των μυκήτων Streptomyces 
grìseolus και το 1973 στα εργαστήρια "Rhone Poulenc" 
της Γαλλίας από καλλιέργειες των μυκήτων Streptomyces 
incamatus. Η σινεφουνγινη είναι ένα μόριο με μεγάλο 
φάσμα χημειοθεραπευτικής δράσης. Η δράση του αντι­
βιοτικού αυτοΰ αναφέρεται κατά μυκήτων και παράσι­
των με συγκεκριμένη δράση κατά των προμαστιγωτών 
και αμαστιγωτών μορφών Leishmania.4 

Σκοπός της εργασίας αυτής ήταν να καθοριστεί η 
πιθανή δράση της σινεφουνγινης στη διαδικασία της 
προσκόλλησης των προμαστιγωτών μορφών του παρά­
σιτου Leishmania στα μακροφάγα κύτταρα της συνε­
χούς κυτταρικής σειράς J774G8, όπως και η συσχέτιση 
της δράσης αυτής με την εκφρασμένη ευαισθησία ή 
ανθεκτικότητα στελεχών του πρωτόζωου. 

ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΣ 

Παράσιτα: Χρησιμοποιήθηκαν επτά στελέχη του 
γένους Leishmania που είχαν απομονωθεί στο τμήμα 
Παρασιτολογίας του Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ και 
στην Παθολογική Κλινική του Τμήματος Κτηνιατρικής 
του Α.Π.Θ. κατά τη χρονική περίοδο 1978-1987, από 
αλλοιώσεις νοσοΰντων ανθρώπων και σκύλων, που υπέ­
φεραν από τη δερματική και σπλαχνική μορφή της 
νόσου.5'6 

Τα στελέχη ταυτοποιήθηκαν ως L. tropica (LA27, 
LA35 και LA256) και ως L. infantum (L2273, L2275 και 
LA4) στα εργαστήρια παρασιτολογίας της Ιατρικής Σχο­
λής του πανεπιστήμιου της Ιερουσαλήμ και του Ελληνι­
κού Ινστιτούτου Παστέρ. Το στέλεχος LA549 ταυτοποιή-
θηκε στο κέντρο ταυτοποίησης λεϊσμανιών στη Γαλλία 
ως L. major. 

Η ταυτοποίηση των στελεχών έγινε με βάση τη μελέ­
τη βιοχημικών, ανοσολογικών και ορολογικών χαρακτη­
ριστικών του παράσιτου, δηλαδή ηλεκτροφόρηση και 
ενζΰμων-ισοενζΰμων και τον προσδιορισμό του εκκρί­
ναμε νου παράγοντα.7 

Για την απομόνωση των παράσιτων χρησιμοποιήθη­
κε το κλασικό διφασικό υπόστρωμα ΝΝΝ8. Η διατήρη­
ση των στελεχών επιτυγχανόταν με συνέχεις ανακαλ-
λιέργειες στο υγρό μονοφασικό υλικό 199, την αποθή­

κευση στους -180°C (υγρό άζωτο) και τον ενδοφθαλμι-
σμό ποντικών balb/c. 

Οι προμαστιγωτές μορφές καλλιεργούνταν σε θρε­
πτικό υλικό 199 (Seromed), το οποίο περιείχε 2 mM L-
γλουταμινης (C5H10N2O3-Merck), 25 mM ρυθμιστικού 
διαλύματος Hepes (Ν-2-υδροξυ-αιθυλ-πιπεραζινο-Ν-2-
αιθανο-σουλφονικό οξΰ, Seromed), 5 μg mlΛ στρεπτομυ­
κίνης, 5 μg mlΛ καναμυκινης, 5 UI ml"1 πενικιλλινης και 
10% οροΰ εμβρύου μοσχαριών (FCS, Gibco), αδρανο­
ποιημένου στους 56°C για 30 min. Το pH του διαλύμα­
τος ρυθμιζόταν στο 7.4. 

Τα πρωτόζωα ενοφθλαμίζονταν στο καλλιεργητικό 
υλικό σε αναλογία 0.5xl06/ml, ενώ η εκτίμηση του αριθ­
μού των ζωντανών προμαστιγωτών γινόταν σε αιμοκυτ-
ταρόμετρο τΰπου Mallassez. Οι καλλιέργειες επωάζο­
νταν στους 25°C. Είκοσι τέσσερις ώρες αργότερα προ­
σθέτονταν σινεφουνγινη σε συγκεντρώσεις 2.6 και 26 
μΜ και η επώαση διαρκούσε επιπλέον τρεις μέρες9. 
Παράλληλα τα ίδια στελέχη καλλιεργήθηκαν χωρίς την 
παρουσία του αντιβιοτικού ως μάρτυρες. 

Προηγούμενες μελέτες είχαν δείξει, ότι τα στελέχη 
των πρωτόζωων που μελετήθηκαν, παρουσίασαν ευρεία 
διακύμανση ευαισθησίας στο αντιβιοτικό σινεφουνγινη, 
με τα LA35 (L. tropica) και LA549 (L. major) ως πλέον 
ευαίσθητα στη σινεφουνγινη, ενώ τα στελέχη LA4 
(L.infantum) και LA27 (L. tropica) ως πλέον ανθεκτικά9. 

Η προμήθεια της σινεφουνγινης σε λυοφιλοποιημένη 
μορφή έγινε από το Institute de Chimie des Substances 
Naturelles του Centre National de la Recherce 
Scientifique της Γαλλίας. H σινεφουνγινη διαλυόταν σε 
ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών αλάτων (PBS) και 
αποστειρωνόταν με διήθηση σε φίλτρα με πόρους 0.22 
μιτι (Fluka). Τα διαλύματα του αντιβιοτικού αποθηκεύο­
νταν σε θερμοκρασία -20°C μέχρι τη χρήση τους. 

Μακροφάγα: Μακροφάγα της συνεχούς κυτταρικής 
σειράς J774G8 παραχωρήθηκαν από το Δρ. Chang 
(Rockefeller University, New York). 

Τα μακροφάγα καλλιεργούνταν σε πλαστικά φιαλί­
δια ιστοκαλλιεργειών (Sterilin L.t.d.) χωρητικότητας 
75 ml και ανακαλλιεργοΰνταν κάθ 48 ώρες10. Ως υλικό 
καλλιέργειας χρησιμοποιήθηκε το RPMI 1640 (Gibco), 
του οποίου η σύσταση σε γλουταμινη, Hepes και αντι­
βιοτικά ήταν παρόμοια με εκείνη του υλικού καλλιέρ­
γειας των πρωτόζωων. 

Η επιφάνεια των φιαλιδίων ιστοκαλλιεργειών χωρη­
τικότητας 100 ml επικαλΰφθηκε με 10 ml υλικού, το 
οποίο περιείχε 5χ106 μακροφάγα. Δυο ώρες μετά την 
ανακαλλιέργεια απορρίφθηκαν τα 10 ml μαζί με τα 
νεκρά κύτταρα και στα μακροφάγα που είχαν προσκολ­
ληθεί στην επιφάνεια των φιαλιδίων προστέθηκαν 60 ml 
υλικού καλλιέργειας που περιείχε σινεφουνγινη σε 
συγκεντρώσεις 2.6 και 26 μΜ. Ταυτόχρονα τα μακρο-
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φάγα αναπτύσσονταν σε φιαλίδια κατά τον ίδιο τρόπο, 
χωρίς σινεφουνγινη, αλλά με την προσθήκη ίσου όγκου 
με αυτή αποστειρωμένου PBS (μάρτυρες). Τα κύτταρα 
επωάζονταν στους 37°C σε ατμόσφαιρα C 0 2 5%10. Η 
συλλογή των μακροφάγων γινόταν μετά την αποκόλλη­
ση τους από την επιφάνεια του φιαλιδίου τρεις μέρες 
μετά την προσθήκη της σινεφουνγίνης. 

Πειραματικός σχεδιασμός: Στο πρώτο πείραμα τα 
μακροφάγα μολύνονταν με πρωτόζωα, τα οποία είχαν 
καλλιεργηθεί επί τρεις μέρες με σινεφουνγινη. Κατά το 
δεύτερο πείραμα, μακροφάγα που είχαν καλλιεργηθεί 
με σινεφουνγινη επί τρεις μέρες μολύνονταν με προμα-
στιγωτες μορφές. Τα μακροφάγα επιστρώνονταν πάνω 
σε αντικειμενοφόρες πλάκες με 1 ml υλικού RPMI 1640 
που περιείχε ΙΟ6 μακροφάγα. Τα μακροφάγα επωάζο­
νταν για μισή ώρα στους 37°C σε ατμόσφαιρα C 0 2 5%, 
προκείμενου να σχηματίσουν "ταπήτιο". Ξεπλένονταν με 
υλικό καλλιέργειας και στη συνέχεια μολύνονταν με ΙΟ7 

παράσιτα που εναιωροΰνταν σε 1 ml καλλιεργητικού 
υλικού. Η αναλογία πρωτόζωων:μακροφάγων ήταν 10:1. 
Ακολουθούσε επώαση σε θερμοκρασία 34°C (L. major, 
L. tropica) και 37°C (L. infantum), ανάλογα με το είδος 
του παρασίτου και σε υγρό περιβάλλον με ατμόσφαιρα 
C 0 2 5 % . 

Ύστερα από επώαση των αντικειμενοφόρων επί 
δυο και είκοσι τέσσερις ώρες, εκπλυση με υλικό καλ­
λιέργειας, ξήρανση και παρατήρηση στο μικροσκόπιο 
μετά από χρώση κατά MayGrunwald-Giemsa, υπολογί­
στηκε το ποσοστό προσκόλλησης των προμαστιγωτών 
στην επιφάνεια των μακροφάγων κυττάρων. 

Σε κάθε πείραμα παρασκευάζονταν δυο αντικειμε-
νοφόροι για ένα δείγμα. Οι μάρτυρες και για τα δυο 
πειράματα ήταν οι ίδιοι. 

Η εκτίμηση της μόλυνσης των μακροφάγων από τις 
προμαστιγωτές μορφές έγινε με τη μέτρηση των προ­
σκολλημένων παρασίτων σε 200 μακροφάγα για κάθε 
αντικειμενοφόρο πλάκα. Καθορίστηκε επίσης ο μέσος 
όρος του αριθμού των προμαστιγωτών που προσδένο­
νταν στα μακροφάγα. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Τα αποτελέσματα της δράσης της σινεφουνγίνης 
στην προσκόλληση προμαστιγωτών - μακροφάγων, μετά 
την προσθήκη της στις καλλιέργειες των πρωτόζωων και 
στις κυτταροκαλλιέργειες των μακροφάγων, παρουσιά­
ζονται στους πίνακες 1 και 2. 

Τα μακροφάγα κύτταρα που είχαν καλλιεργηθεί επί 
τρεις μέρες με συγκεντρώσεις σινεφουνγίνης 2.6 και 26 
μΜ συμπεριφέρθηκαν όπως και οι μάρτυρες μετά την 
προσθήκη προμαστιγωτών για δυο ώρες (πίνακας 1). 
Στο ίδιο πείραμα, όταν προμαστιγωτές και μακροφάγα 
συγκαλλιεργήθηκαν για 24 ώρες, δεν υπήρξε αναστολή 

στην προσκόλληση παρασίτων-μακροφάγων σε σχέση 
με τους μάρτυρες. 

Στο χρονικό διάστημα των δυο ωρών για το ευαί­
σθητο στέλεχος LA35 (L. tropica) δεν υπήρξε πρόσδεση 
προμαστιγωτών στα μακροφάγα, όταν στις καλλιέργειες 
των πρώτων είχε προστεθεί σινεφουνγινη επί τρεις 
μέρες σε συγκεντρώσεις 2.6 και 26 μΜ. Στο ίδιο πείρα­
μα, μετά από 24 ώρες καλλιέργειας των μακροφάγων με 
τις προμαστιγωτές, η σινεφουνγινη ανέστειλε την προ­
σκόλληση των πρωτόζωων του ευαίσθητου στελέχους 
LA35 στην επιφάνεια των μακροφάγων (πίνακας 2). Η 
δράση του αντιβιοτικού ελάττωσε το ποσοστό προσκόλ­
λησης προμαστιγωτών - μακροφάγων κατά 52% σε 
σχέση με τους μάρτυρες, όταν η συγκέντρωση της ήταν 
2.6, ενώ κατά 77% όταν η συγκέντρωση της ήταν 26 μΜ. 
Επιπλέον διαπιστώθηκε ελάττωση του αριθμού των 
προμαστιγωτών που συνδέονταν ανά μακροφάγο κατά 
22% και 67% αντίστοιχα (πίνακας 2). 

Η προσθήκη της σινεφουνγίνης επί τρεις μέρες στις 
καλλιέργειες των προμαστιγωτών ελάττωσε το ποσοστό 
προσκόλλησης τους στα μακροφάγα όταν συγκαλλιερ­
γήθηκαν για δυο ώρες. Στο ευαίσθητο στέλεχος LA549 
(L. major) το ποσοστό προσκόλλησης μειώθηκε κατά 
17% και 36% σε σχέση με τους μάρτυρες σε συγκέντρω­
ση σινεφουνγίνης 2.6 και 26 μΜ αντίστοιχα. Διαπιστώ­
θηκε ελάττωση του αριθμού των προμαστιγωτών που 
προσδένονταν ανά μακροφάγο κατά 11% και 51% αντί­
στοιχα (πίνακας 2). 

Η προσθήκη σινεφουνγίνης επί τρεις μέρες στις καλ­
λιέργειες των προμαστιγωτών ελάττωσε το ποσοστό 
προσκόλλησης τους στα μακροφάγα, όταν συγκαλλιερ­
γήθηκαν για είκοσι τέσσερις ώρες. Στα στελέχη LA256, 
LA549 και LZ273 το ποσοστό προσκόλλησης μειώθηκε 
κατά 21%, 73% και 29% σε σχέση με τους μάρτυρες σε 
συγκέντρωση 2.6 μΜ και 37%, 86% και 34% σε σχέση 
με τους μάρτυρες σε συγκέντρωση 26 μΜ. Για τα ίδια 
στελέχη ο αριθμός των προμαστιγωτών που προσδένο­
νταν ανά μακροφάγο σε συγκέντρωση σινεφουνγινη ς 
2.6 μΜ ελαττωνόταν κατά 7%, 60% και 18%, ενώ σε 
συγκέντρωση 26 μΜ ελαττωνόταν κατά 38%, 78% και 
33% αντίστοιχα (πίνακας 2). 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Ο ρόλος των μακροφάγων κυττάρων του μονοπυρη-
νικοΰ-φαγοκυτταρικοΰ συστήματος στη λεϊσμανίωση 
είναι διττός* αφ' ενός αποτελούν τα κύτταρα - ξενιστές 
του πρωτόζωου και αφ' ετέρου ένα ανοσολογικό ρυθμι­
στή στην άμυνα του οργανισμού. Η διαδικασία της 
μόλυνσης εξαρτάται από την ικανότητα των προμαστι­
γωτών να φαγοκυτταρώνονται από τα μακροφάγα, να 
επιβιώνουν ως αμαστιγωτές μορφές και να πολλαπλα­
σιάζονται στα φαγολυσοσώματα των μακροφάγων11. 
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Πίνακας 1. Δράση της σινεφουνγίνης στην προσκόλληση των προμαστιγωτών στη μεμβράνη των μακροφάγων J774G8 μετά από 2 
ώρες μόλυνσης τους. 

Στελέχη πρωτόζωων Συγκέντρωση 
σινεφουνγίνης (μΜ) 

Ποσοστό μολυσμένων 
μακροφάγων (%) 

Αριθμός προμαστιγωτών 
μορφών ανά μακροφάγο 

ΜΗΟΜ Gr-87 LA 549 (L. major) 
MHOM Gr-81 LA35 (L. tropica) 
MHOM Gr-85 LA256 (L. tropica) 
MHOM Gr-81 LA27 (L. tropica) 
MCAN Gr-84 LΣ273 (L. infantum) 
MCAN Gr-86 LΣ275 (L. infantum) 
MHOM Gr-78 LA4 (L. infantum) 

69 
56 
67 
60 
73 
57 
58 

4.5 
4.5 
4.1 
4.0 
3.5 
3.3 
3.5 

MHOM Gr-87 LA 549 (L. major) 

MHOM Gr-81 LA35 (L. tropica) 

MHOM Gr-85 LA256 (L. tropica) 
MHOM Gr-81 LA27 (L. tropica) 
MCAN Gr-84 LΣ273 (L. infantum) 
MCAN Gr-86 LΣ275 (L. infantum) 
MHOM Gr-78 LA4 (L. infantum) 

2.6 
στις καλλιέργειες 

πρωτόζωων 

57 
Δεν υπήρξε προσκόλληση 
πρωτόζωων- μακροφάγων 

70 
64 
69 
56 
56 

4.0 
Αλλοίωση της μορφολογικής 

εικόνας των 
προμαστιγωτών μορφών 

4.1 
4.0 
3.5 
3.5 
3.4 

MHOM Gr-87 LA 549 (L. major) 
MHOM Gr-81 LA35 (L. tropica) 

MHOM Gr-85 LA256 (L. tropica) 
MHOM Gr-81 LA27 (L. tropica) 
MCAN Gr-84 LΣ273 (L. infantum) 
MCAN Gr-86 LΣ275 (L. infantum) 
MHOM Gr-78 LA4 (L. infantum) 

26 
στις καλλιέργειες 

πρωτόζωων 

44 
Δεν υπήρξε προσκόλληση 
πρωτόζωων- μακροφάγων 

63 
60 
61 
50 
50 

2.2 

3.7 
4.2 
4.0 
3.3 
3.4 

MHOM Gr-87 LA 549 (L. major) 
MHOM Gr-81 LA35 (L. tropica) 
MHOM Gr-85 LA256 (L. tropica) 
MHOM Gr-81 LA27 (L. tropica) 
MCAN Gr-84 LΣ273 (L. infantum) 
MCAN Gr-86 LΣ275 (L. infantum) 
MHOM Gr-78 LA4 (L. infantum) 

2.6 
στις καλλιέργειες 

μακροφάγων 

64 
54 
62 
65 
75 
62 
48 

4.2 
3.1 
2.5 
4.2 
3.5 
3.2 
3.9 

ΜΗΟΜ Gr-87 LA 549 (L. major) 
MHOM Gr-81 LA35 (L. tropica) 
MHOM Gr-85 LA256 (L. tropica) 
MHOM Gr-81 LA27 (L. tropica) 
MCAN Gr-84 LΣ273 (L. infantum) 
MCAN Gr-86 LΣ275 (L. infantum) 
ΜΗΟΜ Gr-78 LA4 (L. infantum) 

26 
στις καλλιέργειες 

μακροφάγων 

64 
50 
65 
65 
65 
55 
47 

4.5 
4.0 
4.0 
3.7 
3.8 
3.5 
4.2 

Η φαγοκυττάρωση είναι ουσιαστική λειτουργία των 

μακροφάγων για την άμυνα του οργανισμού και πραγ­

ματοποιείται κΰρια σε δυο στάδια: το στάδιο της προ­

σκόλλησης (attachment) και το στάδιο της εισόδου του 

παρασίτου στο κύτταρο (ingestion).12 

Προκείμενου να διαλευκανθεί ο μηχανισμός με τον 

οποίο φαγοκυτταρώνονται οι προμαστιγωτες μορφές 

από τα μακροφάγα μελετήθηκαν οι αλληλεπιδράσεις 

τους. Π α ρ ' όλα αυτά, δεν έχει διευκρινιστεί, εάν τα 

μακροφάγα παθητικά φαγοκυτταρώνουν τις προμαστι-

γωτες μορφές του πρωτόζωου ή τα πρωτόζωα ενεργά 

εισχωρούν στο κύτταρο. Παλαιότερες έρευνες αναφέ­

ρουν, ότι οι προμαστιγωτες μορφές της L. donovani 

εισέρχονται στα μακροφάγα κρικητών διεισδύοντας με 

την άκρη του μαστιγίου τους, δείχνοντας έτσι την ενερ-
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Πίνακας 2. Δράση της σινεφουνγίνης στην προσκόλληση των προμαστιγωτών στη μεμβράνη των μακροφάγων J774G8 μετά από 24 
ώρες μόλυνσης τους. 

Στελέχη πρωτόζωων Συγκέντρωση 
σινεφουνγίνης (μΜ) 

Ποσοστό μολυσμένων 
μακροφάγων (%) 

Αριθμός προμαστιγωτών 
μορφών ανά μακροφάγο 

ΜΗΟΜ Gr-87 LA 549 (L. major) 
MHOM Gr-81 LA35 (L. tropica) 
MHOM Gr-85 LA256 (L. tropica) 
MHOM Gr-81 LA27 (L. tropica) 
MCAN Gr-84 LI273 (L. infantum) 
MCAN Gr-86 LI275 (L. infantum) 
MHOM Gr-78 LA4 (L. infantum) 

50 
44 
75 
53 
83 
58 
37 

5.0 
3.2 
4.5 
3.8 
5.5 

3.75 
3.5 

MHOM Gr-87 LA 549 (L. major) 
MHOM Gr-81 LA35 (L. tropica) 
MHOM Gr-85 LA256 (L. tropica) 
MHOM Gr-81 LA27 (L. tropica) 
MCAN Gr-84 LI273 (L. infantum) 
MCAN Gr-86 LI275 (L. infantum) 
MHOM Gr-78 LA4 (L. infantum) 

2.6 
στις καλλιέργειες 

πρωτόζωων 

13 
21 
59 
55 
59 
65 
31 

2.0 
2.5 
4.2 
4.0 
4.5 
3.5 
3.5 

ΜΗΟΜ Gr-87 LA 549 (L. major) 
MHOM Gr-81 LA35 (L. tropica) 
MHOM Gr-85 LA256 (L. tropica) 
MHOM Gr-81 LA27 (L. tropica) 
MCAN Gr-84 LI273 (L. infantum) 
MCAN Gr-86 LI275 (L. infantum) 
ΜΗΟΜ Gr-78 LA4 (L. infantum) 

2.6 
στις καλλιέργειες 

πρωτόζωων 

7 
10 
47 
46 
55 
50 
35 

1.1 
1.5 
2.8 
4.5 
3.7 
3.0 
3.0 

ΜΗΟΜ Gr-87 LA 549 (L. major) 
ΜΗΟΜ Gr-81 LA35 (L. tropica) 
MHOM Gr-85 LA256 (L. tropica) 
MHOM Gr-81 LA27 (L. tropica) 
MCAN Gr-84 LΣ273 (L. infantum) 
MCAN Gr-86 LΣ275 (L. infantum) 
ΜΗΟΜ Gr-78 LA4 (L. infantum) 

2.6 
στις καλλιέργειες 

μακροφάγων 

47 
39 
64 
50 
75 
56 
36 

4.5 
3.5 
5.0 
4.5 
5.0 
3.6 
4.0 

ΜΗΟΜ Gr-87 LA 549 (L. major) 
ΜΗΟΜ Gr-81 LA35 (L. tropica) 
MHOM Gr-85 LA256 (L. tropica) 
MHOM Gr-81 LA27 (L. tropica) 
MCAN Gr-84 LΣ273 (L. nfantum) 
MCAN Gr-86 LΣ275 (L. infantum) 
ΜΗΟΜ Gr-78 LA4 (L. infantum) 

26 
στις καλλιέργειες 

μακροφάγων 

49 
37 
67 
50 
70 
52 
42 

4.6 
3.5 
4.3 
4.0 
5.0 
3.5 
3.0 

γό είσοδο τους στα μακροφάγα 1 3. Αργότερα παρόμοιες 

παρατηρήσεις αναφέρθηκαν και από άλλους ερευνητές 

για το είδος L. mexicana, οι προμαστιγωτες μορφές του 

οποίου μόλυναν κύτταρα σαρκώματος παρά την ύπαρξη 

του αντιφαγοκυτταρικοΰ παράγοντα cytochalasin Β14. 

Αντίθετα, σε άλλα πειραματικά μοντέλα ερευνητές 

έχουν περιγράψει την εμφάνιση άφθονων ψευδοποδίων 

μακροφάγων γΰρω από τις προμαστιγωτες μορφές, οι 

οποίες φαγοκυτταρώνονται χωρίς κ ά π ο ι ο ιδιαίτερο 

προσανατολισμό τους, υποστηρίζοντας έτσι την άποψη 

της ύπαρξης ενεργού μηχανισμού φαγοκυττάρωσης . 

Η παρούσα εργασία μελετά τη δράση της σινεφουνγί-

νης στο πρώτο στάδιο της φαγοκυττάρωσης, στην προ­

σκόλληση π ρ ο μ α σ τ ι γ ω τ ώ ν μ ο ρ φ ώ ν σε μ α κ ρ ο φ ά γ α 

J774G8. Η χρήση της κυτταρικής σειράς J774G8 στο πεί­

ραμα μας εξασφάλισε ομοιομορφία δειγμάτων και μεγά­

λο αριθμό κυττάρων. Τα πρωτόζωα που χρησιμοποιήσα­

με, βρίσκονταν στη αρχή της φάσης στασιμότητας, κατά 

την οποία έχουν τη μεγαλύτερη δυνατή ικανότητα μόλυν­

σης16. Στη συγκαλλιεργεια των προμαστιγωτών μορφών 

ΔΕΛΤΙΟΝ ΕΛΛ. ΚΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ 1998, 49(1) 



64 Α. ΤΖΩΡΑ1, F. LAWRENCE2, Μ. ROBERT-GERO' 

με τα μακροφάγα για δυο ώρες ήταν προφανής η προ­

σκόλληση τους στην επιφάνεια των μακροφάγων ως επί 

το πλείστον με την άκρη του μαστίγιου τους. Τα στελέχη 

που μελετήθηκαν, δεν παρουσίασαν ποσοστιαία μεταβο­

λή του βαθμού προσκόλλησης τους στην επιφάνεια των 

μακροφάγων, όταν ο χρόνος επώασης αυξήθηκε από 2 

σε 24 ώρες. Πρέπει να σημειωθεί, ότι στις 24 ώρες καλ­

λιέργειας των προμαστιγωτών μορφών με τα μακροφάγα 

τα πρωτόζωα προσκολλιόνταν στην επιφάνεια των κυττά­

ρων ξενιστών χωρίς κάποιο ιδιαίτερο προσανατολισμό 

και σε μικρότερο βαθμό με την άκρη του μαστίγιου. Επο­

μένως τα αποτελέσματα μας συνηγορούν υπέρ της άπο­

ψης, ότι το σημαντικότερο ρόλο στη δ ιαδικασία της 

φαγοκυττάρωσης διαδραματίζουν τα μακροφάγα1 7. 

Η εμφάνιση των αμαστιγωτών μορφών παρατηρεί­

ται μετά από συγκαλλιεργεια των μακροφάγων J774G8 

με προμαστιγωτες μορφές μετά από επώαση 72 ωρών 

σε θερμοκρασία 37°C και παρουσία C 0 2 5%18. 

Από τα αποτελέσματα μας διαπιστώνουμε, ότι η σινε­

φουνγινη αναστέλλει την προσκόλληση των προμαστιγω­

τών μορφών των ευαίσθητων στελεχών στα μακροφάγα 

μόνο όταν τα τελευταία μολύνονται με προμαστιγωτά, 

στα οποία είχε προστεθεί το αντιβιοτικό για 72 ώρες. 

Αντίθετα, δεν παρουσιάζει καμία δράση, όταν έχει προ­

στεθεί στις καλλιέργειες των μακροφάγων, στα οποία 

δεν επιφέρει αλλαγή της μορφολογίας και δεν επιδρά 

στην ανάπτυξη τους. Το γ ε γ ο ν ό ς αυτό ενισχύει την 

άποψη, ότι η σινεφουνγινη δεν είναι τοξική για τα μα­

κροφάγα, ενώ μπορεί να είναι τοξική για τα πρωτόζωα 

και συγχρόνως συγκλίνει με τα αποτελέσματα προηγου­

μένων ερευνών με τη συνεχή κυτταρική σειρά P388D.19 

Η ανασταλτική δράση της σινεφουνγινη ς στην πρόσ­

δεση ευαίσθητων στελεχών στα μακροφάγα ερμηνεύε­

ται ως αποτέλεσμα της δράσης της σε ε π ι φ α ν ε ι α κ ά 

μόρια της μεμβράνης του πρωτόζωου που είναι υπεύθυ­

να για την προσκόλληση στα μακροφάγα ή σε κάποια 

αλλοίωση του μαστιγίου του πρωτόζωου από το αντιβιο­

τικό. Η έκφραση δυο γλυκοπρωτεϊνών στην εξωτερική 

μεμβράνη των προμαστιγωτών μορφών συνδέεται με τη 

λοιμογόνο δύναμη των πρωτόζωων 2 0 . Τα μόρια αυτά 

είναι η επιφανειακή γλυκοπρωτεϊνη gp63 και η λιπο-

σφωγλυκάνη, τα κΰρια συστατικά του εκκρινόμενου 

παράγοντα (excreted factor). Τα δυο μόρια καλύπτουν 

τη μεγαλύτερη επιφάνεια των προμαστιγωτών μορφών 

και είναι υπεύθυνα για την πρόσδεση των προμαστιγω­

τών στα μ α κ ρ ο φ ά γ α . Η γλυκοπρωτεϊνη με μοριακό 

βάρος 63 kd (gp63) περιέχει μαννόζη, Ν-ακετυλογλυκο-

ζαμίνη και Ν-ακετυλογαλακτοζαμίνη και μπορεί να 

αλληλεπιδρά με τον υποδοχέα του συμπληρώματος και 

με τον υποδοχέα της μαννόζης-φουκόζης των μακροφά­

γων, ανεξάρτητα από την παρουσία ή μη οροΰ2 1. Η απο­

δεδειγμένη ανασταλτική δράση της σινεφουνγίνης στη 

σύνθεση του D N A των πρωτόζωων που έχουν υψηλό 

βαθμό ευαισθησίας2 2, ίσως συνδέεται με την έκφραση 

των άνω γλυκοπρωτεϊνών σε μικρότερες ποσότητες στην 

εξωτερική μεμβράνη του πρωτόζωου. Σε ανθεκτικά στε­

λέχη του πρωτόζωου στη σινεφουνγινη βρέθηκε αυξημέ­

νη η γλυκοπρωτεϊνη gp63.23 Η αναστολή των αλληλεπι­

δράσεων πρωτόζωου-μακροφάγου παρουσία σινεφουν-

γίνης μπορεί να αποδοθεί στη δράση του αντιβιοτικού 

στα δυο αυτά μόρια. 
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