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ΔΕΛΤΙΟΝ ΕΛΛ. ΚΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ 1998, 49(2): 137-142 

Η δράση της Σινεφουνγίνης στη βιοσύνθεση των μεγαλομορίων του πρω­
τόζωου Λεϊσμάνια 

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

ΠΕΡΙΛΗΨΗ. Χρησιμοποιήθηκαν τρία στελέχη του πρωτό­
ζωου λεϊσμάνια, δηλαδή ένα ευαίσθητο στη σινεφουνγίνη 
του είδους L. tropica και δυο φυσικώς ανθεκτικά των ειδών L. 
tropica και L. infantum. Η μελέτη έγινε με τη βοήθεια ρα-
διοσεσημασμένων ουσιών που ήταν η τριτιωμένη θυμιδίνη, 
η ουριδίνη και η λευκίνη. Τα μεγαλομορια του παρασίτου 
που είχαν σημανθεί με τα ως άνω ραδιενεργά στοιχεία βρί­
σκονταν σε δυο διαφορετικές φάσεις, στερεά και υγρή, και 
αναλύονταν με τη μέθοδο του Schneider. Οι μετρήσεις διε­
νεργούνταν σε μετρητή υγροΰ σπινθηρισμοΰ (Beckman) και 
η ενσωμάτωση των ραδιοϊσοτόπων εκφραζόταν σε κρούσεις 
ανά λεπτό (cpm). Η συγκέντρωση των πρωτεϊνών των πα­
ρασίτων καθορίστηκε με τη μέθοδο Lowry. Η ενσωμάτωση 
των ραδιενεργών στοιχείων στα μεγαλομορια εκφράζεται σε 
cmp/mg πρωτεϊνών του πρωτόζωου. Παρατηρήθηκε σημα­
ντικού βαθμού αναστολή της ενσωμάτωσης της θυμιδίνης 
που ήταν ανάλογη της συγκέντρωσης της σινεφουνγίνης και 
του χρόνου έκθεσης των καλλιεργειών των προμαστιγωτών 
μορφών του ευαίσθητου στελέχους L. tropica στο αντιβιοτι­
κό. Η αναστολή της βιοσύνθεσης του DNA που επέφερε η 
σινεφουνγίνη σε συγκέντρωση 2,6 μΜ (υπερδεκαπλάσια της 
λεϊσμανιοστατικής και υποδεκαπλάσια της λεϊσμανιοκτό-
νου) στο ευαίσθητο στέλεχος L. tropica κυμάνθηκε από 25% 
έως 64% σε χρόνους δράσης της μιας και είκοσι τεσσάρων 
ωρών αντίστοιχα. Δε σημειώθηκε αναστολή της βιοσύνθε­
σης του RNA στο πρωτόζωο. Σχετικά με την ενσωμάτωση 
της λευκίνης παρατηρήθηκε μικρότερου βαθμού αναστολή 
στο ίδιο στέλεχος σε σχέση με την αντίστοιχη της θυμιδί­
νης που κυμάνθηκε από 10% έως 24%. Αντίθετα, η σύνθεση 
του DNA των ανθεκτικών στελεχών δεν επηρεάστηκε ακό­
μα και όταν οι χρησιμοποιούμενες συγκεντρώσεις της σινε-
φουνγίνης για έξι ώρες ήταν η λεϊσμανιοκτόνος 26 μΜ και 
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πολλαπλάσιες αυτής. Η δράση του αντιβιοτικού σινεφουν­
γίνη στις βιοσυνθετικές λειτουργίες του πρωτόζωου λεϊ­
σμάνια είναι ανεξάρτητη του είδους και συσχετίζεται με την 
έκφραση της ευαισθησίας ή ανθεκτικότητας του στελέχους. 
Η σινεφουνγίνη παρεμβαίνει στη σύνθεση του DNA των 
πρωτόζωων που έχουν υψηλό βαθμό ευαισθησίας σ' αυτήν. 

ABSTRACT. Α. Tzora, F. Lawrence, Μ. Robert-Gero. The 
effect of sinefungin on the macromolecular biosynthesis of 
Leishmania species. Bulletin of the Hellenic Veterinary Medical 
Society 1998, 49(2): 137-142. The aim of the work presented 
here was the in vitro study of the action of the antibiotic 
sinefungin on the macromolecules DNA, RNA and the 
proteins of different isolates of Leismannia spp. in relation 
to the resistance or to the sensitivity of the strains examined. 
The mode of action of sinefungin of the Leishmania strains 
was detected by incorporating radiolabeled thymidine, 
uridine and leucine into promastigote forms, to study the 
synthesis of DNA, RNA and proteins respectively. In the 
sensitive strain L. tropica a statistically significant reduction 
of the rate of incorporation of thymidine to the DNA of the 
parasite, resulted to a 64% inhibition of leishmanial DNA 
synthesis by sinefungin at a concentration of 2.6 mM, when 
the time of action of the drug was 24 hours. In the sensitive 
strain L. tropica the reduction of the rate of incorporation of 
thymidine was depended on the concentration and the time of 
action of the drug. No inhibition of leishmanial RNA syntesis 
was observed. Our research showed that the action of the 
antibiotic sinefungin to the macromolecular biosynthesis of 
the protozoan Leishmania is independent of the strain and 
is strongly related with the expression of the sensitivity and 
the resistance of the strain. The main target of the antibiotic 
examined was the DNA of the Leishmania strains sensitive 
to the drug. 

Αέξεις ευρετηρίασης: Σινεφουνγίνη, λεϊσμάνια, μεγαλο­

μορια. 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η σινεφουνγίνη είναι μια φυσική νουκλεοσίδη, που α-

πομονουθηκε από καλλιέργειες του Streptomyces incarnants 

και S. griseolus, με αντιμυκητικές και αντιπαρασιτικές ι­

διότητες in vitro και in vivoU2\ 
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Αποκαλύφθηκε ότι το μόριο της σινεφουνγίνης ήταν 
ανάλογο των μορίων της S-αδενοσυλομεθειονίνης (SAM) 
και της S-αδενοσυλομοκυστεΐνης (SAH), υποστρώματος 
και αναστολέα των μεθυλοτρανσφερασών αντίστοιχα4. Η 
αναλογία δομής κατέστησε τις μεθυλοτρανσφεράσες πι­
θανό δυναμικό στόχο της σινεφουνγίνη ς. Πράγματι απο­
δείχτηκε ισχυρή η ανασταλτική δράση της σινεφουγίνης 
για τα ένζυμα αυτά σε διάφορα ευκαρυωτικά κύτταρα"Λ 
Σε αντίθεση με ό,τι αναμενόταν, η σινεφουνγίνη επέδειξε 
ελάχιστη ανασταλτική δράση για τις πρωτεϊνικές μεθυλο­
τρανσφεράσες Ι και III του παρασίτου λεισμάνια in vitro 
και in vivou, 

Δεδομένης της ανασταλτικής δράσης της σινεφουνγί-
νης στην ανάπτυξη των προμαστιγωτών μορφών του πα­
ρασίτου λεϊσμάνια',διερευνήσαμε το αποτέλεσμα του α­
ντιβιοτικού σε άλλα κυτταρικά επίπεδα. Σκοπός της ερ­
γασίας ήταν να επισημανθούν οι πιθανοί στόχοι της σινε­
φουνγίνη ς στο πρωτόζωο λεισμάνια με τη μελέτη της δρά­
σης της στη σύνθεση των μ ε γάλο μορίων DNA, RNA και 
των πρωτεϊνών των eiÒcóv Leishmania infantum και 
Leishmania tropica, καθώς και η σχέση αυτών με την έκ­
φραση ευαισθησίας ή ανθεκτικότητας του πρωτόζωου. 

ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΣ 

Παράσιτα: Χρησιμοποιήθηκαν τρία στελέχη του γένους 
Leishmania που είχαν απομονωθεί και ταυτοποιηθεί στο 
τμήμα Παρασιτολογίας του Ελληνικού Ινστιτούτου Πα-
στέρ10". Ένα στέλεχος ευαίσθητο στη σινεφουνγίνη του εί­
δους L. tropica (MHOM/Gr/81/LA35) και δύο στελέχη φυ­
σικώς ανθεκτικά στη σινεφουνγίνη των ειδών L. tropica 
(MHOM/GR/81/LA27) και L infantum (MHOM/Gr/ 78/ 
LA4)l). 

Οι προμασπγωτές μορφές καλλιεργούνταν και ανα­
πτύσσονταν σε υγρό θρεπτικό υλικό 199 (Seromed), το ο­
ποίο περιείχε 2 mM L-γλουταμίνης (C5H1QN2O3, Merck), 
25 mM ρυθμιστικού διαλύματος Hepes (Ν-2-υδροξυ-αι-
θυλ-πιπεραζινο-Ν-2-αιθανοσουλφονικό οξύ, Seromed), 5 
μg ml"1 στρεπτομυκίνης, 5 μg ml'1 καναμυπίνης, 5 Ul ml"1 πε-
νικιλλίνης και 10% ορού εμβρύου μόσχων (FCS, Gibco), 
αδρανοποιημένου στους 56Χγια 30 min. Το pH του δια­
λύματος ρυθμιζόταν στο 7,4. 

Τα παράσιτα καλλιεργούνταν σε πλαστικά φιαλίδια ι-
στοκαλλιεργειατν (Sterilir! L.t.d) που περιείχαν 5 ml θρε­
πτικού υλικού 199. Ο αριθμός των πρωτοζο5ο^ν που ενο-
φθαλμίζονταν ήταν καθορισμένος για κάθε στέλεχος, έ­
τσι ώστε ο αριθμός των πρωτοζίύων στο καλλιεργητικό υ­
λικό μετά από 24 ώρες να ήταν τουλάχιστον 25 xlO"ι:. Η ε­
πώαση των καλλιεργειών των προμαστιγωτιον μορφών γι­
νόταν στους 25 ° C και η εκτίμηση του αριθμού των ζωντα­
νών προμαστιγωτ<ών γινόταν σε αιμοκυτταρόμετρο τύπου 
Mallassez". 

Η προμήθεια της σινεφουνγίνης έγινε σε λυοφιλοποιη-

μένη μορφή από το Institute de Chimie des Substances 
Naturelles του Centre National de la Recherche Scientifique 
της Γαλλίας. H σινεφουνγίνη διαλυόταν σε ρυθμιστικό διά­
λυμα φωσφορικών αλάπυν (PBS) και αποστειρωνόταν με 
διήθηση σε φίλτρα με πόρους 0,22 μιτι (Fluka). Τα διαλύ­
ματα του αντιβιοτικού αποθηκεύονταν σε θερμοκρασία -
20 °C μέχρι τη χρήση τους. 

Ραόιοσεσημασμενες ουσίες: Η χρήση των ραδιοσεση-
μασμένων ουσιών στο πείραμα αποσκοπούσε στη σήμαν­
ση τιυν κυττάρων στόχων. Η μέθοδος σήμανσης των ευκα-
ρυωτικών κυττάρων με ραδιοϊσότοπα έχει ευρύτατο πεδίο 
εφαρμογής. Ως γνωστό, τα πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα 
ενσωματώνουν τη θυμιδίνη κατά τη σύνθεση του DNA. Η 
πρόσληψη του ραδιενεργού στοιχείου συντελείται κατά τη 
S-φάση, στάδιο σύνθεσης και διπλασιασμού της ποσότη­
τας του DNA το)ν ευκαρυωτικών κυττάριον, που αποτελεί 
ένα μεγάλο τμήμα του κυτταρικού τους κύκλου14. 

Η χρησιμοποίηση της θυμιδίνη ς από τα πρωτόζωα του 
γένους Leishmania διενεργείται από αντιδράσεις περί­
σωσης, κατά τις οποίες τα κύτταρα κάνουν χρήση εξωγε­
νώς χρησιμοποιούμενης θυμιδίνης1'. 

Οι ραδιοσεσημασμένες ουσίες που επιλέχθηκαν για 
μελέτη της δράσης της σινεφουνγίνης στη σύνθεση του 
DNA, RNA και πρωτεϊνο5ν κατά σειρά αντιστοιχίας ήταν: 

- Η σεσημασμένη με ραδιενεργό τρίτιο θυμιδίνη, 
[methyl-3H] Thimidine, με ειδική δραστικότητα (specific 
activity) 41 ci/mmol και ολική δραστικότητα (total activity) 
5,4 mci/5 ml. 

- Η σεσημασμένη με ραδιενεργό τρίτιο ουριδίνη, [5-
3Η] Uridine, με ειδική δραστικότητα 30 ci/mmol και ολι­
κή δραστικότητα 1 mci/0,5 ml και 

- Η σεσημασμένη με ραδιενεργό τρίτιο λευκίνη L-[4,5-
3Η] Leucine, με ειδική δραστικότητα 30 ci/mmol και ολι­
κή 1 mci/0,5 ml (Amersham, USA). 

Πειραματικός σχεδιασμός: Η μεθολογία ραδιοσήμαν-
σης στελεχιόν του πρωτόζωου Leishmania περιγράφεται 
από τους Paolantonacci και συν.ι: 

Για κάθε στέλεχος και για κάθε ραδίοσεσημασμένη 
ουσία χρησιμοποιούνταν δέκα φιαλίδια. Είκοσι τέσσερις 
οόρες μετά τον ενδοφθαλμισό των πρωτόζωων και αφού 
μετριόταν ο αριθμός τους στα δέκα φιαλίδια, προσθετό­
ταν σινεφουνγίνη στα πέντε σε τελική συγκέντρωση 2,6 
μΜ ( 1 μ^ιηΐ) (50 ml διαλύματος σινεφουνγίνης). Οι καλ­
λιέργειες επωάζονταν στους 25°C για χρόνο που διέφερε 
ανά δύο φιαλίδια: μια οόρα, τρεις ώρες, έξι ώρες, δέκα πέ­
ντε οορες και είκοσι τέσσερις ιυρες. Στο τέλος του χρόνου ε­
πώασης προσθέτονταν οι ραδιοσεσημασμένες ουσίες σε 
συγκέντροκτη 5,4 μςί/ίηΐ, 

Οι καλλιέργειες 30 min μετά την προσθήκη του ραδιε­
νεργού στοιχείου φυγοκέντρουνταν σε 420 g για 10 min. 
Ακολουθούσε έκπλυση με διάλυμα PBS. Η προσθήκη δια-
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Πίνακας 1. Επίδραση της σινεφουνγίνης (συγκέντρωση 2,6 μΜ) στην ενσωμάτωση προδρόμων ουσιών μεγαλομορίων προμαστιγωτών 
μορφών των στελεχών: MHOM/Gr/81/LA27 (L. tropica), MHOM/Gr81/LA35 (L. tropica), MHOM/Gr78/LA4 (L. infantum). 

Π Ο 

Θ 

Ο 

A 

Τ 

1 
3 
6 
15 
24 

1 
3 
6 
15 
24 

1 
3 
6 
15 
24 

TCA-διαλυτή 
φάση 

%Ε 

125 
120 
103 
99 
104 

95 
120 
111 
102 
107 

116 
126 
108 
109 
94 

MHOM/Gr/81/LA27 

TCA-αδιάλυτη 
φάση 

%Ε 

99 
98 Ρ<0,1 
96 
107 
104 

107 
115 Ρ>0,1 
105 
99 
95 

105 
98 
106 Ρ>0,1 
97 
134 

MHOM/Gr81/LA35 

TCA-διαλυτή 
φάση 

%Ε 

141 
136 
133 
120 
128 

90 
140 
142 
98 
90 

122 
105 
107 
114 
103 

TCA-αδιάλυτη 
φάση 

%Ε 

79 
66 Ρ < 0,01 
50 
46 
36 

126 
113 Ρ>0,1 
119 
114 
72 

89 
90 Ρ<0,01 
85 
87 
76 

MHOM/Gr78/LA4 

TCA-διαλυτή 
φάση 

%Ε 

120 
109 
120 
120 
90 

102 
105 
114 
95 
97 

101 
89 
108 
109 
94 

TCA-αδιάλυτη 
φάση 

%Ε 

90 
90 Ρ>0,1 
140 
142 
100 

89 
95 Ρ>0,1 
105 
90 
87 

94 
102 Ρ>0,1 
106 
97 
134 

Υπόμνημα: 77.0.: πρόορομη ουσία, Θ: Θυμιοίνη, Ο: ονριοίνη, Λ: λευκίνη, Τ: Χρόνος επώασης σε ώρες 
%Ε: % ποσοστιαία ενσωμάτωση πρόδρομης ουσίας σε καλλιέργεια με σινεφοννγίνη (συγκέντρωση 2,6 μΜ) σε σχέση με το μάρτυρα της. 

λύματος TCA (Trichloroacetic acid) 5%, θερμοκρασίας 
4°C, στο ίζημα αποσκοπούσε στην αποφυγή της υδρόλυ­
σης των μεγαλομορίων. Το διάλυμα περνούσε από φίλτρο 
(GF/C) σε πλαστικούς σωλήνες με τη βοήθεια κενού αέρα 
και στη συνέχεια το φίλτρο ξεπλενόταν με 3 ml διαλύμα­
τος TCA 5%, θερμοκρασίας 4° C. 

Τα μεγαλομόρια που είχαν σημανθεί με ραδιενεργά 
στοιχεία βρίσκονταν σε δύο διαφορετικές φάσεις στερεά 
και υγρή και αναλύονταν με τη μέθοδο του Schneider16. 
Ακολουθούσε αλκαλική υδρόλυση των πρωτεϊνών της στε­
ρεάς φάσης με διάλυμα NaOH IN σε θερμοκρασία 80 °C 
για μια ώρα. Οι μετρήσεις των ενσωματωμένων ραδιενερ­
γών στοιχείων από κάθε φάση ήταν δύο και γίνονταν σε 
πλαστικούς σωλήνες υγρού σπινθηρισμού (FIOLLE) μαζί 
με 5 ml υγρού σπινθηρισμού (ACS, Amersham, USA). 

Οι μετρήσεις διενεργούνταν σε μετρητή υγρού σπιν­
θηρισμού (Beckman) και η ενσωμάτωση των ραδιοϊσοτό­
πων εκφραζόταν σε κρούσεις ανά λεπτό (cpm/min). 

Η συγκέντρωση των πρωτεϊνών των παρασίτων καθο­
ρίστηκε με τη μέθοδο των Lowry και συν.17 

Σε ένα δεύτερο πειραματικό σχεδιασμό τρεις διαφο­
ρετικές συγκεντρώσεις της σινεφουνγίνης προστέθηκαν 
στα ίδια στελέχη του παρασίτου με κοινό χρόνο επώασης 
έξι ωρών. Οι δοκιμαζόμενες συγκεντρώσεις του υπό με­
λέτη αντιβιοτικού ήταν: 26 μΜ (10 μg/ml), 130 μΜ (50 

μ^πιΐ) και 260 μΜ (100 μ^πιΐ). Η πειραματική διαδικασία 
ήταν ανάλογη της προηγούμενης. 

Στατιστική ανάλυση. Στατιστική ανάλυση και σύγκριση 
των αποτελεσμάτων ενσωμάτωσης κάθε ραδιοσεσημασμέ-
νης ουσίας στην TCA-αδιάλυτη φάση κάθε στελέχους έγι­
νε με τη μέθοδο της ανάλυσης της διακύμανσης18. 

Για τη σύγκριση του ποσοστού ενσωμάτωσης προδρό­
μων ουσιών μεγαλομορίων προμαστιγωτών μορφών με 
διάφορες συγκεντρώσεις σινεφουνγίνης χρησιμοποιήθηκε 
η μέθοδος Student's t-test''\ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Η σύνθεση των μεγαλομορίων DNA, RNA και πρωτε­
ϊνών ενός ευαίσθητου στελέχους (L. tropica) και δύο φυ­
σικώς ανθεκτικών (L. tropica ytaiL. infantum) μελετήθη­
κε με διαφορετικούς χρόνους επώασης κατά την παρου­
σία ή μη σινεφουνγίνης σε συγκέντρωση 2,6 μΜ (1 μ^ιτιΐ), 
που ήταν δεκαπλάσια της λεϊσμανιοστατικής και υποδε-
καπλάσια της λεϊσμανιοκτόνου. 

Οι ραδιενεργές ουσίες ενσωματώθηκαν στα μεγαλο­
μόρια δύο διαφορετικών φάσεων, της TCA-διαλυτής φά­
σης και της TCA-αδιάλυτης φάσης. Η TCA-διαλυτή φάση 
αντιπροσωπεύει τις ραδιοσεσημασμένες TMP, TDM και 
ΤΤΡ (μονοφωσφορική, διφωσφορική και τριφωσφορική 
θυμιδίνη), καθώς και τις UMP, UDP και UTP (μονοφω-
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Πίνακας 2. Επίδραση της σινεφουνγίνης στην ενσωμάτωση προδρόμων ουσιών μεγαλομορίων προμαστιγωτών 

μορφών μετά την επώαση τους επί έξι ώρες, των στελεχών: MHOM/Gr/81/LA27 (L. tropica), MHOM/Gr81/LA35 (L. tropica), 

MHOM/Gr78/LA4 (L. infantum). 
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Υπόμνημα: Π.Ο.: πρόδρομη ουσία, Θ: Θυμιδίνη, Ο: ουριόίνη, Λ: λενκίνη, C: συγκέντρωση σινεφουνγίνης (μΜ) 

%Ε: % ποσοστιαία ενσωμάτωση πρόδρομης ουσίας σε καλλιέργεια με σινεφουνγίνη (συγκεντρώσεις 26, 130 και 260μΜ) σε σχέση 

με το μάρτυρα της. 

α:Ρ>0,1,β:Ρ<0,1, γ:Ρ<0,05, δ:Ρ<0,02, ε:Ρ<0,01 

σφορική, δκρωσφορική καιτριφωσφορική ουριδίνη). Η 
TCA-αδιάλυτη φάση αντιπροσωπεύει τις ραδιοσεσημα-
σμένες πρωτεΐνες και πεπτίδια (>8 αμινοξέα), το RNA 
(tRNA, rRNA και mRNA), καθώς και το DNA. 

Η ενσωμάτωση των ραδιενεργών στοιχείων στα μεγα-
λομόρια εκφράζεται σε cpm/mg πρωτεϊνών του πρωτόζω­
ου. Στον πίνακα 1 παρουσιάζεται η επίδραση της σινε-
φουνγίνης (συγκέντρωση 2,6 μΜ) στην ενσωμάτωση προ­
δρόμων ουσιών μεγαλομορίων, από τα προμαστιγωτά των 
εξεταζόμενων στελεχών. 

Στο φυσικά ανθεκτικό στέλεχος L. tropica, όπως εμ­
φανίζεται στον πίνακα 1, δεν υπήρξε αναστολή της ενσω­
μάτωσης των ραδιενεργών στοιχείων παρουσία 2,6 μΜ σι-
νεφουνγίνης και σε όλους τους εξετασθέντες χρόνους ε­
πώασης σε σχέση με αυτή των μαρτύρων. 

Στο ευαίσθητο έναντι της σινεφουνγίνης στέλεχος (L. 
tropica), η ενσωμάτωση της θυμιδίνης ανεστάλη παρουσία 
της σινεφουνγίνης. Η αναστολή ήταν ανάλογη με το χρό­
νο έκθεσης του πρωτόζωου στο φάρμακο και κυμάνθηκε 
από 21% έως 64%. 

Η παρουσία της σινεφουνγίνης (2,6 μΜ) στις προμα-
στιγωτές μορφές του παραπάνω στελέχους για 24 ώρες α­
νέστειλε την ενσωμάτωση της ουριδίνης κατά 28%. Η προ­
καλούμενη αναστολή της ενσωμάτωσης της λευκίνης ήταν 
μικρή και ανάλογη του χρόνου έκθεσης του πρωτόζωου 

στο φάρμακο κυμαινόμενη από 10% έως 24% (πίνακας 1). 

Η ενσωμάτωση των ραδιενεργών στοιχείων στα μεγα-
λομόριατου στελέχους (L. infantum) δεν επηρεάστηκε α­
πό την παρουσία 2,6 μΜ σινεφουνγίνης στους εξετασθέ­
ντες χρόνους προσθήκης της στις καλλιέργειες του πρω­
τόζωου (πίνακας 1). 

Η μελέτη της δράσης της σινεφουνγίνης στο πρωτόζωο 
λεϊσμάνια επιτελέστηκε με κοινό χρόνο έκθεσης των καλ-
λιεργείίόν στη σινεφουνγίνη και για τις τρεις διαφορετι­
κές συγκεντρώσεις της. 

Ο χρόνος των έξι ωρών κρίθηκε καταλληλότερος για 
τη διεξαγωγή του πειράματος, επειδή ήταν αφ' ενός μι­
κρότερος του χρόνου διπλασιασμού των μελετώ μένων στε­
λεχών και αφ' ετέρου στο χρόνο αυτό ολοκληρωνόταν η 
σύνθεση των μεγαλομορίων του πρωτόζωου. Οι δοκιμα­
ζόμενες συγκεντρώσεις της σινεφουνγίνης ήταν η λεϊσμα-
νιοκτόνος 26 μΜ, η πενταπλάσια και η δεκαπλάσια αυτής. 

Τα αποτελέσματα με το φυσικώς ανθεκτικό στέλεχος 
L. tropica έδειξαν, ότι η ενσωμάτωση των ραδιενεργών 
στοιχείων στα μεγάλο μόρια του στελέχους δεν επηρεά­
στηκε παρουσία και των τριών συγκεντρώσεων της σινε-
φουνγίνης (πίνακας 2). 

Στο ευαίσθητο στέλεχος L. tropica παρατηρήθηκε ση­
μαντική αναστολή της ενσωμάτωσης της θυμιδίνης κατά 
53% έως 64%. Η ενσωμάτωση της λευκίνης ανεστάλη κα-
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τά 16% έως 22% (πίνακας 2). 

Τέλος, στο φυσικά ανθεκτικό στέλεχος L. infantum δεν 

παρατηρήθηκε αναστολή της ενσωμάτωσης των ραδιε­

νεργών στοιχείων στα μεγαλομόρια του προοτοζώου (πί­

νακας 2). 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Ο μηχανισμός σύνθεσης των βάσεων των νουκλεοτι-

δίων από τη λεϊσμάνια επιτελείται με αντιδράσεις περίσω­

σης και όχι με αντιδράσεις της de novo σύνθεσης". Τη βιο-

συνθετική αυτή λειτουργία του πρωτόζωου μπορεί να μι­

μηθεί η φυσική νουκλεοσίδη σινεφουνγίνη, που ανταγωνί­

ζεται τις νουκλεοσίδες του καλλιεργητικού μέσου για την 

είσοδο της στα κύτταρα. Οι McCammon και Parks20 μελε­

τώντας την επίδραση της σινεφουνγίνης στο μύκητα 

Saccharomyces cerevisiae απέδειξαν τη μεταφορά της από 

το καλλιεργητικό υλικό στο εσωτερικό του κυττάρου. 

Τα βιβλιογραφικά δεδομένα αναφέρονται στην ανα­

στολή της ενσωμάτωσης της θυμιδίνης στο DNA των προ-

μαστιγωτών μορφών των ειδών L. donovani, L. tropica και 

L. enrìetti από τη σινεφουνγίνη. Ερευνητικές μελέτες έδει­

ξαν, ότι η δράση της σινεφουνγίνης είχε ως αποτέλεσμα 

την αυξημένη αναστολή σύνθεσης του DNA των προμα-

στιγωτών μορφών στο στέλεχος του είδους L. donovani από 

ό,τι τα στελέχη των ειδών L. tropica και L. entietti. Συγκε­

κριμένα, η προσθήκη της σινεφουνγίνης οπς καλλιέργειες 

επί έξι ώρες σε συγκέντρωση 0,26 μΜ προκάλεσε αναστο­

λή της σύνθεσης του DNA των L. donovani και L. tropica 

κατά 9 1 % και 8 3 % αντίστοιχα1 2. Οι ίδιοι ερευνητές υπο­

στήριξαν, ότι η προσθήκη της σινεφουνγίνης σε συγκε­

ντρώσεις 0,026 μΜ και 0,26 μΜ για έξι ώρες στις καλλιέρ­

γειες του στελέχους L. donovani προκάλεσαν αναστολή της 

σύνθεσης του DNA κατά 70 και 91 % αντίστοιχα. 

Από τα αποτελέσματα μας διαπιστώνεται σημαντική 

αναστολή της ενσωμάτωσης της τριτιωμένης θυμιδίνης στο 

DNA των προμαστιγωτών μόνο στο ευαίσθητο στέλεχος 

L. tropica. Το γεγονός αυτό δηλώνει την αναστολή της σύν­

θεσης του DNA του πρωτόζωου παρουσία 2,6 μΜ σινε-

φουνγίνης, η οποία είναι ανάλογη του χρόνου έκθεσης στο 

φάρμακο, κυμαινόμενη από 25% στη μία ώρα, 50% στις έ­

ξι ώρες και 64% στις είκοσι τέσσερις ώρες. 

Η ραδιενεργός θυμιδίνη ενσοψατοίνεται στις προμα-

στιγωτές και αμαστιγωτές μορφές του παρασίτου2 1. Με τα 

αποτελέσματα μας διαπιστώνεται η αύξηση της ενσωμά­

τωσης της ραδιενεργού θυμιδίνης στην TCA-δίαλυτή φάση, 

με συνέπεια η αναστολή της ενσωμάτωσης της θυμιδίνης 

να οφείλεται μόνο στην παρουσία της σινεφουνγίνης. 

Η σύνθεση του DNA των ανθεκτικών στελεχο5ν δεν ε­

πηρεάστηκε ακόμα και όταν οι χρησιμοποιούμενες συ­

γκεντρώσεις της σινεφουνγίνης για έξι ώρες ήταν η λεϊ-

σμανιοκτόνος 26 μΜΚ και η πενταπλάσια και δεκαπλάσια 

αυτής. Αντίθετα, κάτω από τις ίδιες συνθήκες η αναστολή 

της σύνθεσης του DNA του ευαίσθητου στελέχους L. 

tropica ήταν ανάλογη της συγκέντρωσης της σινεφουνγί-

νης, παρουσιάζοντας 53% αναστολή στη συγκέντρωση 26 

μΜ, 67% στη συγκέντρωση 130 μΜ και 74% στη συγκέ­

ντρωση 260 μΜ. 

Η σινεφουνγίνη δεν επηρέασε τη σύνθεση του RNA 

και των πρωτεϊνών του πρωτόζωου. Μικρή αναστολή πα­

ρατηρήθηκε στη σύνθεση των πρωτεϊνών του ευαίσθητου 

στελέχους L. tropica. 

Η αναστολή της σύνθεσης του DNA του ευαίσθητου 

στελέχους L. tropica από τη σινεφουνγίνη με χρόνο δρά­

σης μικρότερο του χρόνου διπλασιασμού του πρωτόζωου* 

θεωρούμε πως επιτυγχάνεται από το ότι η νουκλεοσίδη 

αυτή παρεμβαίνει στη διαδικασία ανατύπωσης του DNA 

(DNA replication). 

Τα αποτελέσματα μας δηλώνουν, ότι η δράση της σι-

νεφουνγίνης στις βιοσυνθετικές λειτουργίες της λεϊσμά-

νιας είναι ανεξάρτητη του είδους του πρωτόζωου και συμ­

βαδίζει με την έκφραση της ευαισθησίας ή της ανθεκτικό­

τητας του στελέχους έναντι του αντιβιοτικού. 

Μελέτες αναφέρουν, ότι η σινεφουνγίνη έχει εκλεκτι­

κή δράση στο πρωτόζωο και όχι στα μακροφάγα κύτταρα 

του αμυντικού μηχανισμού, εφόσον η σύνθεση του DNA 

τους δεν επηρεάστηκε σε συγκεντρώσεις δεκαπλάσιες έως 

εκατονταπλάσιες από εκείνες που χρησιμοποιήθηκαν για 

τα πρωτόζωα1 2 2. Η μη επίδραση της σινεφουνγίνης στα μα­

κροφάγα κύτταρα δεν οφειλόταν στην ελλιπή πρόσληψη 

του φαρμάκου από τα κύτταρα όπου, ως γνωστόν, η σινε­

φουνγίνη εισέρχεται και αναστέλλει τον πολλαπλασιασμό 

των αμαστιγωτών μορφών1. Η διαφορετική συμπεριφορά 

της στις προμαστιγωτές μορφές και στα μακροφάγα απο­

δίδεται στην πολυμεράση του DNA. Η DNA πολυμεράση 

θα μπορούσε να αποτελέσει στόχο της σινεφουνγίνης κα­

τά της λεϊσμάνιας, εφόσον το ευκαρυωτικό αυτό ένζυμο 

αντιγραφής στις τρυπανοσωμίδες είναι βιοχημικά και α­

νοσολογικά διαφορετικό από το αντίστοιχο των κυττάρων 

των θηλαστικών23. 

Τα συμπεράσματα της έρευνας αυτής συνοψίζονται 

στα εξής: (α) Η δράση της σινεφουνγίνης στις βιοσυνθε-

τικές λειτουργίες του πρωτόζωου είναι ανεξάρτητη του εί­

δους και συνδέεται με την έκφραση της ευαισθησίας ή αν­

θεκτικότητας του στελέχους, (β) Η σινεφουνγίνη παρεμ­

βαίνει ουσιαστικά στη σύνθεση του DNA των πρωτόζω­

ων, που έχουν υψηλό βαθμό ευαισθησίας έναντι αυτής. 
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