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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
   Στην συγκεκριµένη εργασία µελετήθηκαν 11 κλινικά δείγµατα Sabin που προέρχονταν από 

ασθενείς που είχαν εµβολιαστεί µε το OPV. Συγκεκριµένα τα δείγµατα µελετήθηκαν για τον 

εντοπισµό µεταλλάξεων στις  VP2, VP3 και VP4 γενωµικές περιοχές του ιικού γενώµατος. Η µελέτη 

πραγµατοποιήθηκε βασιζόµενη στην εξής πειραµατική διαδικασία: εκχύλιση του ιικού RNA, 

αντίστροφη µεταγραφή του ιικού RNA και µετατροπή σε cDNA, αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης (PCR) µε τη χρήση ειδικών εκκινητικών µορίων για την ενίσχυση της κάθε περιοχής 

και αλληλούχιση των προϊόντων της PCR. Στη συνέχεια ακολούθησε επεξεργασία των αλληλουχιών 

των δειγµάτων µε ειδικά προγράµµατα βιοπληροφορικής για τον εντοπισµό νουκλεοτιδικών 

µεταλλάξεων και τυχόν αµινοξικών αλλαγών. Τέλος, µετά τον εντοπισµό των αµινοξικών αλλαγών, 

επιτεύχθηκε απεικόνιση των θέσεων των αµινοξικών αλλαγών των VP2, VP3 και VP4, µε τη χρήση 

κατατεθειµένων τρισδιάστατων δοµών προτύπων στελεχών ώστε να εντοπιστεί η θέση τους στο ιικό 

καψίδιο και να προβλεφθεί η επίδρασή τους στην αρµοστικότητα των ιικών στελεχών.  

      Το µεγαλύτερο ποσοστό των µεταλλάξεων ήταν συνώνυµες γεγονός  το οποίο συµφωνεί µε το 

γενικό πρότυπο των µεταλλάξεων των πολιοϊών. Η πλειοψηφία των αµινοξικών αλλαγών 

(Αla59Glu, Lys60Thr, Asp80Asn, Asp56Glu Ile52Val,  His97Tyr,  Ile231Leu, Ser232Gln, 

Leu215Met και Ser209Asn) εντοπίζεται στο εξωτερικό του καψιδίου (αντιγονικές θέσεις και θέση 

πρόσδεσης του ιού στον κυτταρικό υποδοχέα) λόγω της υψηλής αντιγονικής πίεσης ενώ µόνο µια 

(Val4Ile) εντοπίζεται στο εσωτερικό του .  
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ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

2. ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΩΝ ΠΟΛΙΟΪΩΝ 

      2.1 Ταξινόµηση  

      2.2 ∆οµή και αντιγονικότητα των ιικών σωµατιδίων 

      2.3 Οργάνωση του ιικού γενώµατος  

3. ΚΥΚΛΟΣ ΖΩΗΣ ΤΩΝ ΠΟΛΙΟΪΩΝ 

      3.1 Υποδοχέας και είσοδος του ιού στο κύτταρο ξενιστή 

      3.2 Μετάφραση του ιικού RNA και πρωτεολυτική επεξεργασία 

      3.3 Αντιγραφή 

      3.4 Καψιδίωση και απελευθέρωση νέων ιικών σωµατιδίων 

4. ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ -ΚΛΙΝΙΚΑ ΣΥΜΠΤΩΜΑΤΑ  

5. ΕΠΙ∆ΗΜΙΟΛΟΓΙΑ 

6. .  ΕΜΒΟΛΙΑ ΚΑΤΑ ΤΩΝ ΠΟΛΙΟΪΩΝ  

      - IPV (inactivated poliovirus vaccine) 

      - OPV (oral poliovirus vaccine) 

     - OPV ΚΑΙ VAPP (vaccine-associated paralytic poliomyelitis) 

7. ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΕΞΕΛΙΞΗΣ ΤΩΝ ΠΟΛΙΟΪΩΝ  

      7.1 Μεταλλάξεις  

      7.2 Ανασυνδυασµός 

 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

1. ΚΛΙΝΙΚΑ ∆ΕΙΓΜΑΤΑ 

2. ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΤΩΝ ΙΩΝ  

3. ΕΚΧΥΛΙΣΗ RNA 

4. ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ (RT) 

5. ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ  ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR) 

6. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΤΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ  PCR 

7. ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΠΡΟΙΟΝΤΩΝ  PCR  

8. ΕΥΡΕΣΗ ΤΗΣ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙ∆ΙΚΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ ΤΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ PCR 



 6

9. ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙ∆ΙΚΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ ΜΕ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΑ 

ΒΙΟΠΛΗΡΟΦΟΡΙΚΗΣ  

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

1. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ PCR 

2. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΑΠΟ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙ∆ΙΚΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ 

3. ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΜΕ RASMOL 

4. ΕΝΤΟΠΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΣΤΙΣ VP4, VP3 ΚΑΙ VP2  ΠΕΡΙΟΧΕΣ ΤΟΥ 

ΙΙΚΟΥ ΓΕΝΩΜΑΤΟΣ  

 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

 

Οι πολιοϊοί αποτελούν µέλη της οικογένειας των πικο-RNA-ιών  (Picornaviridae). Οι ιοί αυτοί 

ονοµάζονται έτσι (πικο-RNA-ιοί ) γιατί είναι πολύ µικροί και περιέχουν µονόκλωνο  RNA. Το 

σωµάτιο των πολιοϊών έχει απλή εικοσαεδρική δοµή µε 60 µορφολογικές µονάδες ανά ιόσωµα, κάθε 

µία αποτελούµενη από 4 διακριτές πρωτεΐνες. Το RNA τους είναι µονόκλωνο µε µήκος περίπου 

7500 βάσεις. Οι πολιοϊοί διακρίνονται σε 3 οροτύπους και είναι οι αιτιολογικοί παράγοντες της 

παραλυτικής πολιοµυελίτιδας. 

 

 

2. ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΩΝ ΠΟΛΙΟΪΩΝ 

2.1 Ταξινόµηση 

   Οι πολιοϊοί αποτελούν µέλη της οικογένειας Picornaviridae  που περιλαµβάνει 9 γένη  και  

ανήκουν στο γένος των Εντεροϊών (πίνακας 2.1.1) , (Nidia H De Jesus july 2007). Λόγω της 

έκφρασης 4 διαφορετικών αντιγονικών καθοριστών που βρίσκονται στην επιφάνεια του ιού και 

αναφέρονται ως Ν-Αg1, 2, 3a και 3b, ο ιός χωρίζεται σε 3 oροτύπους (1,2 και 3) και τα ονόµατα 

Mahoney, Lansing, και Leon είναι τα  αντίστοιχα του κάθε oροτύπου.  

 

ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ  ΤΩΝ  Picornaviridae 

ΓΕΝΟΣ   ΕΙ∆Η  ΟΡΟΤΥΠΟΙ 

Enterovirus   

 Human enterovirus A 17 

 Human enterovirus B 56 

 Human enterovirus C (+ Poliovirus) 13 (+3) 

 Human enterovirus D 3 

 Simian enterovirus A 1 

 Bovine enterovirus 2 

 Porcine enterovirus B 2 

Rhinovirus Human rhinovirus A 74 

 Human rhinovirus B 25 

Cardiovirus Encephalomyocarditis virus 1 

 Theilovirus 3 

Aphtovirus Foot-and-mouth disease virus 7 

 Equine rhinitis A virus 1 
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Hepatovirus Hepatitis A virus 1 

 Avian encephalomyelitis-like virus 1 

Parechovirus Human parechovirus 3 

 Ljungan virus 2 

Erbovirus Equine rhinitis B virus 2 

Kobuvirus Aichi virus 1 

Teschovirus Bovine kobuvirus 1 

 Porcine teschovirus 11 

 

Πίνακας 2.1.1: Ταξινόµηση των ιών της οικογένειας Picornaviridae.  

 

   Οι Εντεροϊοί υποδιαιρούνται σε 7 κατηγορίες (Human enterovirus A, Human enterovirus B, 

Human enterovirus C, Human enterovirus D, Simian enterovirus A, Bovine enterovirus, and Porcine 

enterovirus B). Αρχικά είχαν ταξινοµηθεί στις ακόλουθες τέσσερις κατηγορίες µε βάση τις ασθένειες 

που προκαλούσαν στους ανθρώπους και την µολυσµατικότητα/παθογένεσή τους σε ενδοκρανιακώς 

εµβολιασµένα ποντίκια: i) πολιοϊοί (PV: υπεύθυνοι για την πολιοµυελίτιδα στους ανθρώπους και 

γενικά µη παθογόνοι στα ποντίκια), ii) coxsackie A ιοί (CAV: υπεύθυνοι για ασθένειες του 

κεντρικού νευρικού συστήµατος των ανθρώπων και για παράλυση στα ποντίκια), iii) coxsackie Β ιοί 

(CΒV: υπεύθυνοι για ασθένειες του κεντρικού νευρικού συστήµατος των ανθρώπων και ασθένειες 

της καρδιάς, καθώς και της σπαστικής παράλυσης στα ποντίκια) και iv) echoviruses (Ε: µη 

παθογόνοι στα ποντίκια και γενικά δεν σχετίζονται µε ασθένειες στους ανθρώπους). Ωστόσο, µε την 

ανάπτυξη της µοριακής βιολογίας το ταξινοµικό σχήµα εξελίχθηκε. (πίνακας 2.1.2)  

 

 ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ  ΤΟΥ ΓΕΝΟΥΣ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΙΩΝ  

Clusters ΟΡΟΤΥΠΟΙ  ΥΠΟ∆ΟΧΕΙΣ  

  CD155 [122] 

Human 
enterovirus A 

coxsackievirus A2(CV-A2) - CV-A8, CV-A10, CV-A12, 
CV-A14, CV-A16 

 

 enterovirus 71 (EV-71), EV-76, EV-89 - EV-92  

Human 
enterovirus B 

coxsackievirus B1 (CV-B1) - CV-B6 CAR,[13] DAF[12] 

 CV-A9 αvβ3 integrin[169] 

 
echovirus 1 (E-1) - E-7, E-9, E-11 - E-21, E-24 - E-27, E-29 
- E-33 
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EV-69, EV-73 - EV-75, EV-77 - EV-88, EV-93, EV-97, 
EV-98, EV-100, EV-101 

 

Human 
enterovirus C 

CV-A1, CV-A11, CV-A13, CV-A17, CV-A19, CV-A22, 
CV-A24, 

ICAM-1 (CV-
A21[176]) 

 
EV-95, EV-96, EV-99, EV-102 poliovirus 1 (PV1), PV2, 
PV3 

 

Human 
enterovirus D 

EV-68, EV-70, EV-94  

Simian 
enterovirus A 

simian enterovirus A1 (SEV-A1)  

Bovine 
enterovirus 

bovine enterovirus 1 (BEV-1), BEV-2  

Porcine 
enterovirus B 

porcine enterovirus 9 (PEV-9), PEV-10  

 

Πίνακας 2.1.2: Ταξινόµηση των εντεροϊών µε βάση βιολογικά και µοριακά χαρακτηριστικά τους. 

 

Ακολούθως φαίνεται ένα δέντρο βασισµένο στις 2C+3CD περιοχές, φαίνεται η γενετική συγγένεια 

µεταξύ των αντιπροσώπων του κάθε είδους των εντεροιών.  
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2.2 ∆οµή του καψιδίου και αντιγονικότητα  

 

   Οι πολιοϊοί έχουν ένα πρωτεϊνικό καψίδιο εικοσαεδρικής συµµετρίας µε διάµετρο 28nm. Το 

καψίδιο τους δεν περιβάλλεται από έλυτρο λιπιδικής στοιβάδας. Η τρισδιάστατη δοµή του ιικού 

σωµατιδίου και των τριών οροτύπων των πολιοϊών έχει προσδιοριστεί µε κρυσταλλογραφία 

ακτίνων-Χ (εικόνα 2.2.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.2.1: Η ατοµική δοµή του πολιοϊού τύπου 1 ύστερα από ανάλυση µε κρυσταλλογραφία 

ακτίνων-Χ. Είναι εµφανείς οι αυλακώσεις (canyons) που περιβάλλουν τις επιφανειακές προεξοχές 

(star-like) στο κέντρο του κάθε πενταµερούς άξονα συµµετρίας. (Hogle, Clow and Filman, Science 

229:1358) 

   

 Το καψίδιο των πολιοϊών αποτελείται από 60 πανοµοιότυπες υποµονάδες (καψοµερίδια) που 

συντίθενται από ισοµοριακά ποσά τεσσάρων πολυπεπτιδικών ιικών αλυσίδων, VP1 ,  VP2, VP3 και 

VP4, που όλες προέρχονται µε πρωτεόλυσης της ιικής πολυπρωτεΐνης. Κατά την πρωτεόλυση, η P1 

πρόδροµη πρωτεΐνη του καψιδίου τεµαχίζεται στα τρία πολυπεπτίδια VP0, VP3 και VP1 τα οποία 

αλληλεπιδρούν µεταξύ τους και σχηµατίζουν τα πρωτοµερή (VP0, VP3,VP1). Κατόπιν τα 

πρωτοµερή συσσωµατώνονται γρήγορα και δίνουν τα πενταµερή [(VP0, VP3,VP1)5]. Τέλος τα 

πενταµερή συναρµολογούνται ώστε να σχηµατίσουν το προκαψίδιο [(VP0, VP3,VP1)5]12. Κατά το 

στάδιο της καψιδίωσης όπου το RNA ΄΄πακετάρεται’’ στα ιικά σωµατίδια, πραγµατοποιείται η 

«αντίδραση ωρίµανσης» στην οποία η πρόδροµη πρωτεΐνη VP0 τεµαχίζεται στις VP4 και VP2.  
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To καψίδιο χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη τριών αξόνων 

συµµετρίας. Στο κέντρο των πενταµερών βρίσκεται ο πενταµερής 

(5Χ) άξονας συµµετρίας ενώ µεταξύ των πενταµερών βρίσκονται ο 

τριµερής (3Χ) και ο διµερής (2Χ) άξονας συµµετρίας. (εικόνα 2.2.2) 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.2.2 :  οι 3 άξονες συµµετρίας σε ένα εικοσαεδρικό καψίδιο  

(virology: principles and applications, 2007) 

 

Πιο συγκεκριµένα, πέντε µόρια της VP1 περιβάλλουν τον πενταµερή άξονα συµµετρίας, ενώ 

οι  VP2 και VP3 εναλλάσσονται γύρω από τον τριµερή άξονα συµµετρίας. Η VP4 πρωτεΐνη 

βρίσκεται εξ ολοκλήρου στο εσωτερικό του καψιδίου (εικόνα 2.2.3)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.2.3: Σχηµατική αναπαράσταση ενός πρωτοµερούς και πενταµερούς του καψιδίου των 

πολιοϊών. Αριστερά είναι εµφανείς οι 2Χ, 3Χ και 5Χ άξονες συµµετρίας.   
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Οι πρωτεΐνες VP1, VP2 και VP3 εµφανίζουν κοινή τριτοταγή δοµή η οποία συνίσταται σε ένα 8-

κλωνο αντιπαράλληλο β-βαρέλι το οποίο  πλαισιώνεται από δύο α-έλικες συνδεόµενες µε 

διαφορετικές θηλιές . Τα καρβοξυτελικά άκρα των τριών πρωτεϊνών VP1, VP2 και VP3 καθώς και 

οι περισσότερες από τις θηλιές τους εκτίθενται στην εξωτερική επιφάνεια του καψιδίου και 

περιέχουν τις κύριες αντιγονικές θέσεις (N-Ags) του ιού. Υπάρχουν τέσσερις αντιγονικές θέσεις , οι 

N-AgI, N-AgII, N-AgIIIA και N-AgIIIB , (Diamond et al., 1985;  Minor et al., 1986; Page et al., 

1988; Wiegers and Dernic, 1992). 

• Η N-AgI είναι συνεχόµενη και αποτελείται από τα αµινοξέα 97, 99-101 της VP1.  

• Η N-AgII είναι διακοπτόµενη και αποτελείται από τα αµινοξέα 221-224 της VP1 και τα 

αµινοξέα 164-172, 270 της VP2. 

•  Η  N-AgIIIA αποτελείται από τα αµινοξέα 58-60, 66, 70 και73 της VP3 καθώς και 236 της 

VP2 και 286-290 της VP1. 

• H N-AgIIIB από τα αµινοξέα 75-79 και 144 της VP3 και το αµινοξύ 72 της VP2. 

 

Οι συνδιασµοί µε τους οποίους συναντώνται στους οροτύπους είναι 3. Κατά συνέπεια οι πολιοϊοί 

χωρίζονται σε τρεις οµάδες.  

    Τα αµινοτελικά άκρα των VP1, VP2 και VP3 βρίσκονται στο εσωτερικό του καψιδίου και 

σχηµατίζουν ένα περίπλοκο δίκτυο µε την VP4 η οποία είναι συνδεδεµένη στο αµινοτελικό άκρο της 

µε το µυριστικό οξύ (στην Ν-τελική γλυκίνη) , (Pfister et al. 1999).   Το µυριστικό οξύ πιστεύεται 

ότι σταθεροποιεί τη σύνδεση µεταξύ VP4 και VP3.  

 

Μία βαθιά επιφανειακή κοιλότητα που είναι γνωστή ως αύλακα (canyon) περιβάλει µία 

προεξοχή σχήµατος αστεριού στο κέντρο του κάθε πενταµερούς άξονα συµµετρίας, (Blondel et al. 

1998). Έχει βάθος 1,2nm και πλάτος 1,5nm και αποτελεί τη θέση δέσµευσης του ιού στον κυτταρικό 

υποδοχέα. Οι  πολύ µικρές διαστάσεις που έχει η αύλακα δυσκολεύουν την αναγνώριση της από τα 

αντισώµατα του οργανισµού-ξενιστή και η διαµόρφωση αυτή επιτρέπει την πιο εύκολη 

προσκόλληση του ιού στον υποδοχέα του ξενιστή χωρίς επακόλουθη ανοσολογική απόκριση του 

οργανισµού. Εσωτερικά της αύλακας συναντούµε το µόριο της σφιγγοσίνης που πιθανόν ελέγχει την 

πλαστικότητα του ιού κατά την προσκόλληση του στη µεµβράνη του κυττάρου ξενιστή, ώστε να 

είναι πιο εύκολη η απελευθέρωση του γονιδιώµατος του ιού στο ενδοκυττάριο περιβάλλον του 

κυττάρου ξενιστή. (Filman et al. 1989) . 
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    2.3 Οργάνωση του ιικού γενώµατος 

 

   Το γένωµα των πολιοϊών αποτελείται από ένα µονόκλωνο µόριο RNA θετικής πολικότητας 

µεγέθους περίπου 7.500 νουκλεοτιδίων, (για PV1 είναι 7440nt , για PV2 είναι 7439nt και για PV3 

είναι 7434nt). Το RNA των πολιοϊών χωρίζεται σε 3 λειτουργικά τµήµατα.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.3.1: Οργάνωση του ιικού γενώµατος. Επίσης φαίνεται η VPg ιική 

πρωτεΐνη (δοµή και αλληλουχία στην αριστερή πλευρά) η οποία είναι 

οµοιοπολικώς συνδεδεµένη στο 5́  άκρο του ιικού RNA. 

 

Τα 3 αυτά τµήµατα είναι : 

A) Στο 5’ άκρο είναι µια µη µεταφραζόµενη περιοχή ( 5’-utr : untranslated region, ή 5’-ncr : non 

coding region) µεγέθους 742 nt και πλούσια σε περίπλοκες δευτεροταγές δοµές. Τα πρώτα 88 

nt σχηµατίζουν µία δοµή που είναι γνωστή ως cloverleaf και η οποία αποτελεί ένα 

απαραίτητο cis-acting γενετικό στοιχείο που εµπλέκεται στην έναρξη της αντιγραφής του 

κλώνου θετικής πολικότητας (η δοµή αυτή ακολουθείται από µια poly C περιοχή η οποία 

αποτελεί θέση δέσµευσης της πρωτείνης PCBP (poly C Binding Protein) του ξενιστή και η 

οποία είναι απαραίτητη στην αντιγραφή (Gamarnik A.,2000). Αυτή η δοµή ακολουθείται από 

ένα δεύτερο cis-acting γενετικό στοιχείο γνωστό ως IRES (internal ribosomal entry site) 

µεγέθους περίπου 400 nt το οποίο είναι απαραίτητο για την έναρξη της µετάφρασης του 

RNA (εικόνα 2.3.2.) και ακολουθείται από άλλα 154 nt. Η 5’-µη κωδική περιοχή είναι 

σχετικά  συντηρηµένη και πλούσια σε περιεκτικότητα αζωτούχων βάσεων GC (γουανίνη και 

κυτοσίνη) .  
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Ένα σηµαντικό στοιχείο που σχετίζεται µε την περιοχή αυτή είναι η σύνδεση του 5’ 

ελεύθερου άκρου µε µια µικρή ιικής προέλευση πρωτεΐνη την Vpg.  Συγκεκριµένα, η 5΄-

τελική µονοφωσφορική οµάδα του ιικού γενώµατος σχηµατίζει έναν φωσφοδιεστερικό δεσµό 

µεταξύ του τελικού νουκλεοτιδίου ουρακίλης του RNA και ενός καταλοίπου τυροσίνης της 

ιικής πρωτεΐνης VPg (VPg-Tyr-O4-pUUAAA…) , (εικόνα 2.3.1) , (Wimmer et al. 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.3.2: ∆ιάγραµµα της δευτεροταγούς δοµής της 5 -́NCR περιοχής του γενώµατος του 

στελέχους PV-1/Mahoney.Οι έξι δοµές φουρκετών αριθµούνται από Ι έως VI. Η δοµή Ι αντιστοιχεί 

στο cloverleaf ενώ οι δοµές ΙΙ-VI αποτελούν  το IRES , (από B. Blondel et al 1998).     

 

 

Β) Μετά ακολουθεί το δεύτερο τµήµα, η κωδική περιοχή (ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης- open reading 

frame, ORF), που αποτελεί το µεταφραζόµενο τµήµα του γενώµατος του πολιοιού. Το τµήµα αυτό 

µεταφράζεται σε ένα πρόδροµο πολυπεπτίδιο µεγέθους 247kDa. Αυτό το πρόδροµο µόριο διασπάται 

σε 3 περιοχές: Την Ρ1 η οποία περιέχει τις δοµικές πρωτείνες, την Ρ2 η οποία αποτελεί τις µη 

δοµικές πρωτείνες 2Α, 2Β, 2C  και την Ρ3 η οποία κωδικοποιεί για τα πολυπεπτίδια 3Α, 3Β, 3C, και 

3D (σχήµα 2.3.1).  

 

Γ) Η τρίτη περιοχή :    Η 3΄- NCR περιοχή αποτελείται από 65 nt και εµπλέκεται στην έναρξη της 

αντιγραφής του κλώνου αρνητικής πολικότητας. Στην περιοχή αυτή του γονιδιώµατος 

παρουσιάζονται 2 θηλιές οι οποίες αλληλεπιδρούν µεταξύ τους µε δεσµούς υδρογόνου, 

δηµιουργώντας έτσι ένα µοτίβο τριτοταγούς δοµής ‘δοµή ψευδοκόµβου’. Η δοµή αυτή αποτελείται 

από επιµέρους δοµές φουρκέτας. (Wimmer et al. 1993).  

  Στο τέλος της 3΄- NCR περιοχής ξεκινά η πολυαδενυλιοµένη επέκτασή της (ουρά πολυαδενοσίνης). 

Η πολύ-Α ουρά του γενώµατος των πολιοϊών κωδικοποιείται από το ίδιο το γένωµα του ιού. Έτσι 
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στο RNA (-) η πολύ-Α ουρά προκύπτει από µία αλληλουχία πολύ-U που βρίσκεται στο 5 -́άκρο του 

RNA (+).Το µέσο µήκος της πολύ-Α ουράς των πολιοϊών είναι 60 nt (µεγαλύτερο ή µικρότερο 

µήκος είναι µη-ιδανικό),  (Wimmer et al. 1993).      

      

3. ΚΥΚΛΟΣ ΖΩΗΣ ΤΩΝ ΠΟΛΙΟΪΩΝ 

 

Ο κύκλος ζωής των πολιοϊών µπορεί να συνοψιστεί στα ακόλουθα στάδια (εικόνα 3) : 

1. Ο ιός προσδένεται και αποσταθεροποιείται από τον κυτταρικό υποδοχέα CD155 και 

εισέρχεται στο κύτταρο ξενιστή µε ενδοκύττωση. 

2. Η κυτταρική φωσφοδιεστεράση αποδεσµεύει την VPg πρωτεΐνη από το ιικό RNA και ξεκινά 

η µετάφραση του ιικού RNA η οποία ελέγχεται από το γενετικό στοιχείο IRES.  

3. Το ιικό RNA αµέσως µεταφράζεται σε µία πολυπρωτεΐνη η οποία υφίσταται πρωτεολυτική 

διάσπαση από τρεις ιικές πρωτεάσες (2Apro, 3Cpro και 3CDpro) ώστε να παραχθούν οι δοµικές 

και  λειτουργικές ιικές πρωτεΐνες.  

4. Το RNA θετικής πολικότητας χρησιµοποιείται ως µήτρα για την παραγωγή του RNA 

αρνητικής πολικότητας, δίνοντας έτσι ένα δίκλωνο µόριο RNA (replicative form, RF). 

5.  H έναρξη της RNA σύνθεσης από την 3Dpol απαιτεί την VPg ιική πρωτεΐνη ως εκκινητή . Η 

αντιγραφή του RNA ακολουθεί το κοινό µονοπάτι  

RNA (+)→ RNA(-)→RNA (+).  

6. Τα νεοσυντιθέµενα µόρια RNA (+) µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε µία από τις εξής τρεις 

διαδικασίες: i) αντιγραφή για την παραγωγή νέων µορίων RNA (+)  ii) πρωτεϊνοσύνθεση και  

7.  iii) καψιδίωση  για την παραγωγή µολυσµατικών ιικών σωµατιδίων.  

8. Τέλος, πραγµατοποιείται η συναρµολόγηση των νέων ιικών σωµατιδίων  

9. Τα νέα ιικά σωµάτια ελευθερώνονται για να µολύνουν νέα κύτταρα. 

 

 

 

Εικόνα 3: Κύκλος ζωής 

των πολιοϊών (από De 

Jesus NH , 2007).    
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3.1 Υποδοχέας CD155 των πολιοϊών και είσοδος στο κύτταρο ξενιστή.  

  Για να µπορέσει ο ιός να ξεκινήσει τον παθογόνο κύκλο του θα πρέπει αρχικά να προσδεθεί σε 

κάποιο υποδοχέα του κυττάρου ξενιστή.  Στη συγκεκριµένη περίπτωση ο υποδοχέας των πολιοιών 

(hPVR : human Polio Virus Receptor) είναι ο CD155 (Mendelsohn et al, 1989). O CD155 είναι ένα 

µέλος της υπεροικογένειας των ανοσοσφαιρινών και είναι µία γλυκοσυλιωµένη πρωτεΐνη µοριακού 

βάρους 80 KDa, αποτελείται από τρεις εξωκυττάριες περιοχές (V-C2-C2) που έχουν τη δοµή 

αντισώµατος, µία διαµεµβρανική περιοχή και µία κυτταροπλασµατική ουρά (εικόνα 3.1.1.Α). Η Ν-

τελική V περιοχή του είναι απαραίτητη για την µόλυνση των κυττάρων από τους πολιοϊούς και 

συνεπώς για την πρόσδεση του ιού στο κύτταρο ξενιστή. Το γονίδιο του έχει χαρτογραφηθεί στο 

χρωµόσωµα 19q 13.1-13.2 και περιέχει οκτώ εξόνια. Εκφράζεται ως ένα µίγµα τεσσάρων 

ισοµορφών οι οποίες προκύπτουν µε εναλλακτικό µάτισµα του γονιδίου του. 

   O hPVR έχει µία διπλή λειτουργία κατά την µόλυνση των πολιοϊών: είναι υπεύθυνος τόσο για την 

πρόσδεση του ιού στην κυτταρική επιφάνεια όσο και για την αποσταθεροποίηση του ιικού 

σωµατιδίου η οποία επιτυγχάνεται µέσω µεταβολών της διαµόρφωσης του καψιδίου απαραίτητων 

για την απελευθέρωση του ιικού γενώµατος στο κύτταρο. Όσο οι πολιοιοί είναι ελεύθεροι ο 

συντελεστής καθίζησης τους είναι 160S (ανενεργός). Όταν ο ιός προσδεθεί στον υποδοχέα αλλάζει η 

στερεοδιάταξη του καψιδίου και τα ιοσωµάτια καλούνται ως Α σωµάτια µε συντελεστή καθίζησης 

135S (ενεργοποιηµένος).  Τα 135S ιικά σωµατίδια είναι ικανά να µολύνουν κύτταρα µε τρόπο 

ανεξάρτητο υποδοχέα όταν είναι παρόν σε υψηλές συγκεντρώσεις και πιστεύετε ότι αποτελούν ένα 

απαραίτητο ενδιάµεσο στην διαδικασία εισόδου του ιού στο κύτταρο. Επίσης, θεωρείται πιθανό ότι 

η ικανότητα του καψιδίου να υφίσταται αυτές τις µεσολαβούµενες από τον υποδοχέα δοµικές 

µεταβολές ρυθµίζεται από ένα υδρόφοβο λιπιδικό µόριο σφιγγοσίνης  γνωστό και ως <pocket 

factor> το οποίο προσδένεται στη βάση της αύλακας (canyon) και συγκεκριµένα στον πυρήνα του β-

βαρελιού της VP1.Τα ιικά σωµατίδια εισέρχονται στο κύτταρο, είτε απευθείας µέσω της 

πλασµατικής µεµβράνης µετά την πρόσδεση στον υποδοχέα είτε µε ενδοκύττωση µεσολαβούµενη 

από τον υποδοχέα., (Blondel et al. 1998, Hogle 2002).  

Παρόλο όµως που ο CD155 εκφράζεται από όλους τους κυτταρικούς τύπους, οι πολιοϊοί δεν 

µπορούν να µολύνουν όλους τους ιστούς. Αυτή η ικανότητα αναφέρεται ως τροπισµός του ιού. 

 

 

 

 

Εικόνα: Ο υποδοχέας CD155 σε σύνδεση µε τις ιικές 

πρωτεΐνες VP1, VP2, VP3 και VP4 
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3.2 Μετάφραση του ιικού RNA και πρωτεολυτική επεξεργασία 

 

   Οι µονόκλωνοι RNA ιοί θετικής πολικότητας χρησιµοποιύν το RNA τους  άµεσα για τη 

µετάφραση µετά την είσοδο τους στο κύτταρο. Αρχικά µία κυτταρική πρωτεάση (ηVPg-Unlinkase) 

αποµακρύνει την VPg από το 5  ́άκρο του ιικού γενώµατος για να µπορέσει να πραγµατοποιηθεί η 

µετάφραση από τα ριβοσώµατα του κυττάρου. H µετάφραση ξεκινά µε την πρόσδεση της 

αλληλουχίας IRES του ιικού RNA (η οποία βρίσκεται 100 nt upstream του κωδικονίου έναρξης  

AUG) στην ριβοσωµική υποµονάδα 40S µε τη βοήθεια των παραγόντων εκκίνησης της µεταγραφής 

(eIF4). 

Τόσο ένα σιωπηλό κωδικόνιο AUG στη θέση 586 όσο και µία περιοχή ολιγοπυριµιδίνης που 

βρίσκεται 22 nt upstream αυτού είναι απαραίτητα για την αποτελεσµατική λειτουργία του IRES 

γενετικού στοιχείου (αποτελεσµατική είσοδο των ριβοσωµάτων).  

 

 

Εικόνα 3.2.1: ∆οµή του γενετικού στοιχείου IRES του πολιοϊού τύπου 1. (Από T. Pfister et al. 

1999).   
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     Για την µετάφραση του ιικού RNA σχεδόν όλοι οι παράγοντες έναρξης της µετάφρασης των 

ευκαρυωτών (eIFs) είναι απαραίτητοι, µε µοναδική εξαίρεση τον παράγοντα eIF4E ο οποίος 

αναγνωρίζει και προσδένεται στην καλύπτρα (cap). Κατά την µετάφραση του ιικού RNA, ο 

παράγοντας eIF4GI αλληλεπιδρά απευθείας µε το mRNA στην περιοχή IRES και κατόπιν συνδέεται 

µε τον παράγοντα eIF4A προάγοντας την συναρµολόγηση του 48S συµπλόκου. Τελικά, η µικρή 

ριβοσωµική υποµονάδα αφού προσδεθεί στο mRNA κινείται µε κατεύθυνση 5΄-3΄ κατά µήκος του 

ώσπου να συναντήσει το κωδικόνιο έναρξης (Deborah Prevot et al. 2003).  

   Εκτός από τους παράγοντες eIFs, στο IRES στοιχείο των πολιοϊών προσδένονται και κάποιες 

κυτταρικές πρωτεΐνες οι οποίες ενισχύουν την µετάφραση ή ρυθµίζουν την ισορροπία µεταξύ 

µετάφρασης και αντιγραφής του ιικού RNA. Έχουν ταυτοποιηθεί πέντε κυτταρικοί trans-acting 

παράγοντες (ITAFs), εκ των οποίων οι τέσσερις είναι πρωτεΐνες πρόσδεσης στο RNA: PTB 

(polypyrimidine tract-binding protein), PCBP2 [poly(rC)-binding protein 2], το αυτοαντιγόνο La και 

η Unr η οποία κωδικοποιείται από ένα γονίδιο upstream του N-ras. Τέλος ο πέµπτος παράγοντας 

είναι ο ITAF45, µία πρωτεΐνη που σχετίζεται µε τον κυτταρικό κύκλο (Kerstin Ochs et al. 2002,). 

(εικόνα 3.2.2) 

 

 

 

Εικόνα 3.2.2 : Οι παράγοντες έναρξης της µετάφρασης και η πρόσδεση τους στο  IRES στοιχείο   

(http://www.ewa.cz/pages1/813_soubory/alternative.gif) 

Σε µολυσµένα από πολιοιούς  κύτταρα , η πρωτεΐνη  2Α του ιού η οποία είναι µια πρωτεάση  

διασπά τον παράγοντα  p220 του eIF-4F ( ένα σύµπλεγµα πρωτεϊνών οι οποίες απαιτούνται  για την 
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“cap-dependent” µετάφραση των mRNAs στα ριβοσώµατα). Καθώς το RNA των πολιοιών  δεν 

φέρει µεθυλιωµένη καλύπτρα στο  5’ (methylated cap)  αλλά είναι τροποποιηµένο από την 

προσθήκη της VPg πρωτεΐνης, το RNA του ιού συνεχίζει να µεταφράζεται. Έτσι µε αυτό τον τρόπο 

ο ιος καταστέλλει την µετάφραση του κυττάρου ξενιστή ενώ δεν επηρεάζεται  η µετάφραση του 

δικού του   RNA. 

  

  Όπως αναφέρθηκε το ανοιχτό αναγνωστικό πλαίσιο µεταφράζεται ώστε να παράγει αρχικά µία 247 

KDa πολυπρωτεΐνη η οποία στη συνέχεια τεµαχίζεται από τις ιικές πρωτεάσες (2Apro, 3Cpro και 

3CDpro) και έτσι προκύπτουν οι λειτουργικές ιικές πρωτεΐνες. Το πρώτο 1/3 της πολυπρωτεΐνης 

ονοµάζεται P1 και κωδικοποιεί τις πρωτεΐνες του καψιδίου ενώ τα υπόλοιπα 2/3 της, τα οποία 

χωρίζονται στις P2 και P3 περιοχές, κωδικοποιούν τις µη-δοµικές πρωτεΐνες (εικόνα 3.2.3) (Wimmer 

et al. 1993). 

 Η επεξεργασία της πολυπρωτεΐνης συµβαίνει σε τρία στάδια µόλις ολοκληρωθεί η 

µετάφραση. Αρχικά η 2Apro πραγµατοποιεί µία cis-διάσπαση του δεσµού Tyr-Gly στο δικό της Ν-

τελικό άκρο και οδηγεί στην απελευθέρωση της πρόδροµης πρωτεΐνης του καψιδίου P1. Το δεύτερο 

στάδιο είναι η απελευθέρωση της P3 από το πρόδροµο πολυπεπτίδιο P2- P3. Αυτό πραγµατοποιείται 

µέσω cis-διάσπασης από την 3CDpro. Σε µία αλληλουχία γεγονότων trans-διάσπασης από την 

3CDpro, οι µη-δοµικές πρωτεΐνες 2A, 2BC, 3AB, 2B, 2C, 3A, 3B (VPg), 3Cpro , 3Dpol και οι 

πρωτεΐνες του καψιδίου VP0, VP1 και VP3 απελευθερώνονται από τις πρόδροµες µορφές τους. Στο 

τελευταίο στάδιο της πρωτεόλυσης, που συµβαίνει κατά την συναρµολόγηση των ιικών σωµατιδίων, 

η  VP0 τεµαχίζεται, πιθανόν µέσω ενός αυτοκαταλυτικού µηχανισµού, ώστε να παράγει τις VP4 και 

VP2. Αυτό το τελευταίο στάδιο είναι απαραίτητο για την παραγωγή µολυσµατικών ιικών 

σωµατιδίων και γι’αυτό αναφέρεται ως διάσπαση ωρίµανσης (Pfister et al. 1999). 
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Εικόνα 3.2.3: Πρωτεόλυση της πολυπρωτεΐνης.  

 

 

3.1 Αντιγραφή του ιικού RNA 

 

   Αµέσως µετά την µετάφραση του, το ιικό RNA χρησιµεύει σαν µήτρα για την παραγωγή ενός 

συµπληρωµατικού µορίου RNA αρνητικής πολικότητας το οποίο στη συνέχεια δρα ως εκµαγείο για 

τη σύνθεση νέων κλώνων θετικής πολικότητας (D.J. Barton 2003). Η διαδικασία της αντιγραφής 

λαµβάνει χώρα στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (Ε∆) του ξενιστή, όπου συµµετέχουν όλες οι ιϊκές 

πρωτεΐνες καθώς και κυτταρικές πρωτεΐνες του ξενιστή (Pfister et al. 1999). Αρχικά απαιτείται ο 

σχηµατισµός κυστιδίων (rosette-like)  που προέρχονται από το Ε∆ µε τη βοήθεια των 2BC, 2C και 

3AΒ πρωτεϊνών του ιού οι οποίες προωθούν την αναδιάταξη των µεµβρανικών δοµών σε κυστίδια 

µε περιπυρηνική διάταξη. ( Cho et al. 1994, Μark H. Fogg et al. 2003). Μία υδρόφοβη περιοχή στην 

ιική πρωτεΐνη 3ΑΒ είναι πιθανόν να ευθύνεται για την αγκυροβόληση της πρωτεΐνης σε αυτές τις 

µεµβρανικές δοµές και συνεπώς και του συµπλόκου αντιγραφής λόγω συγγένειας της 3ΑΒ προς τις 

3Dpol και 3CDpro (John M. Lyle et al. 2002, Sunny S. Choe and Karla Kirkegaard 2004).  Η σύνθεση 

του αρνητικού κλώνου ξεκινά µε την κυκλοποίηση του γενώµατος στην οποία συµµετέχουν οι 

πρωτεΐνες 3CD, PCBB και οι δοµές 5’ cloverleaf και 3’ UTR του ιικού γενώµατος. Η 5΄ cloverleaf 

και η πολύ-Α ουρά αλληλεπιδρούν κατά την µετάβαση από την µετάφραση στην σύνθεση του 

RNA(-). Η  3CDpro µπορεί να προσδεθεί στην κυτταρική πρωτεΐνη PABP (poly(A) binding protein). 
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Το ιικό RNA(+) πιθανόν κυκλοποιείται µέσω αλληλεπίδρασης του 3ΑΒ/3CDpro/PCBP2 

ριβονουκλεοπρωτεινικού (RNP) συµπλόκου του 5΄ cloverleaf και της PABP της πολύ-Α ουράς 

,(εικόνα 3.3.2) , (Jens Herold and Raul Andino 2001). H συναρµολόγηση του RNP συµπλόκου στο 

5  ́ cloverleaf και η επακόλουθη κυκλοποίηση του ιικού RNA είναι πιθανόν ότι εµποδίζουν την 

πρόσβαση των κυτταρικών ριβοσωµάτων στο RNA, επάγοντας έτσι την µετάβαση από την 

µετάφραση στην αντιγραφή (Andino et al. 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.3.2: Μοντέλο κυκλοποίησης του ιικού RNA και ουριδιλίωση της VPg κατά την σύνθεση του RNA(-) . 

(http://www.mgm.stonybrook.edu/wimmer/images/polio2.gif) 

 

 Απαραίτητη για την αντιγραφή είναι η RNA πολυµεράση (3Dpol ). Η 3Dpol  η οποία 

εξαρτάται από την παρουσία εκκινητή  καταλύει τόσο τη σύνθεση των κλώνων RNA(-) όσο και τη 

σύνθεση των RNA(+). Επίσης, εµφανίζει δύο τύπους καταλυτικής δραστικότητας, α) επιµηκύνει 

τους RNΑ κλώνους πάνω σε ένα κατάλληλο εκµαγείο και β) ευθύνεται για την ουριδιλίωση της VPg 

( Aniko V. Paul et al. 1998). Η µικρή πρωτεΐνη VPg (3Β) λειτουργεί ως εκκινητής αφού πρώτα 

ουριδιλιωθεί σε ένα συντηρηµένο κατάλοιπο τυροσίνης ώστε να προκύψει η µορφή VPg-pU- pU, 

γεγονός το οποίο αποτελεί το πρώτο στάδιο της σύνθεσης τόσο του RNA(+) όσο και του RNA(-). 

Σηµαντική πρόοδος στην κατανόηση αυτής της διαδικασίας πραγµατοποιήθηκε µε την ανακάλυψη 
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µιας εσωτερικής δοµής φουρκέτας στο RNA γνωστή ως cre (cis-replicating element). Μετά την 

ανακάλυψη του cre γενετικού στοιχείου, αποδείχτηκε ότι µία συντηρηµένη αλληλουχία 
1GXXXAAACXXXXXXA 14 η οποία βρίσκεται στη θηλιά της φουρκέτας αντιπροσωπεύει το 

εκµαγείο για την ουριδιλίωση της VPg. Πιο συγκεκριµένα, η Α-5 χρησιµοποιείται για την προσθήκη 

και των δύο νουκλεοτιδίων ουρακίλης στο -ΟΗ της τυροσίνης της VPg από την 3Dpol  ( Aniko V. 

Paul et al. 2003). Πρόσφατα έχει προταθεί ότι η cre εξαρτώµενη ουριδιλίωση της VPg εµπλέκεται 

µόνο στην σύνθεση του RNA(+) και όχι του RNA(-) , (Β. Joan Morasco et al. 2003, Kenneth E. 

Murray et al. 2003). 

   Πολύ λίγα είναι γνωστά όσον αφορά τους µηχανισµούς που εµπλέκονται στην σύνθεση του 

RNA(+) , µε εξαίρεση ότι απαιτείται cre-εξαρτώµενη ουριδιλίωση της VPg . Στο µολυσµένο 

κύτταρο υπάρχουν 50 φορές περισσότεροι κλώνοι RNA(+) σε σύγκριση µε τους κλώνους RNA(-). 

Αυτό είναι αποτέλεσµα της ασύµµετρης αντιγραφής κατά την οποία είναι εφικτή η ταυτόχρονη 

σύνθεση πολλαπλών κλώνων RNA(+) από έναν µόνο κλώνο RNA(-). Η µοριακή βάση της 

ασύµµετρης αντιγραφής βρίσκεται στην ύπαρξη δύο διαφορετικών µηχανισµών για την ουριδιλίωση 

της VPg κατά την συνθεση του  RNA(-) (εξαρτώµενη από την πολύ(Α) ουρά) και του RNA(+) (cre-

εξαρτώµενη), (Β. Joan Morasco et al. 2003).  

 

 

 

3.1 Καψιδίωση και απελευθέρωση νέων ιικών σωµατιδίων 

 

   Η καψιδίωση του RNA πρέπει να είναι συνυφασµένη µε τη διαδικασία της αντιγραφής, αφού και 

τα δύο γεγονότα συµβαίνουν στην επιφάνεια µεµβρανικών κυστιδίων που επάγονται από τον ιό και 

βρίσκονται στο κυτταρόπλασµα , (Ansardi et al. 1996). Αρχικά, το µυριστιλιωµένο P1 πολυπεπτίδιο 

τεµαχίζεται από την 3CDpro και δίνει τις VP0, VP3 και VP1 οι οποίες τότε συσσωµατώνονται ώστε 

να σχηµατίσουν ένα πρωτοµερές. Πέντε πρωτοµερή συνδυάζονται ώστε να σχηµατίσουν ένα 

πενταµερές και τελικά 12 πενταµερή συνδέονται µεταξύ τους και δίνουν το προκαψίδιο (Pfister et al. 

1999). Κατά τη διάρκεια του τελευταίου σταδίου της καψιδίωσης, η  VP0 τεµαχίζεται στις VP2 και 

VP4 (πιθανόν αυτοκαταλυτικά) δίνοντας έτσι το ώριµο ιικό σωµατίδιο (Basavappa et al. 1994). H 

µυριστιλίωση της VP0 και συνεπώς και της VP4 είναι απαραίτητη για την µορφογένεση και την 

σταθερότητα του καψιδίου (Krausslich et al. 1990). Οι πολιοϊοί εξέρχονται από το κύτταρο ξενιστή 

µε λύση του κυττάρου  (Tucker et al. 1993).  
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4. ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ - ΚΛΙΝΙΚΑ ΣΥΜΠΤΩΜΑΤΑ 

Οι πολιοϊοί εισάγονται στον ανθρώπινο οργανισµό µέσω της στοµατικής κοιλότητας. Συχνά είναι 

αποτέλεσµα πτωχής υγιεινής των χεριών ή της βρώσης µολυσµένης τροφής ή ύδατος. Οι 

αναπνευστικές εκκρίσεις µπορεί επίσης να διασπείρουν τον ιό.  Οι µολυσµένοι ασθενείς µπορεί να 

αποβάλουν τον ιό από τα κόπρανα για πολλές εβδοµάδες.  Οι ασθενείς είναι περισσότερο 

µολυσµατικοί αµέσως πριν και αµέσως µετά την εκδήλωση των συµπτωµάτων.  

Από την στοµατική κοιλότητα ακλουθώντας τη ροή  του πεπτικού συστήµατος φτάνουν στο 

φάρυγγα και το λεπτό έντερο, όπου εκεί πραγµατοποιείται το αρχικό στάδιο µόλυνσης του 

οργανισµού από τον ιό. Στη συνέχεια ο ιός µπορεί να µεταδοθεί από τον βλεννογόνο στους τοπικούς 

λεµφαδένες (από τους οποίους µπορεί να αποµονωθεί) και µετά  

εισέρχεται στην κυκλοφορία του αίµατος, προκαλώντας µία 

χαµηλού βαθµού ιαιµία και έτσι µπορεί πλέον να µολύνει πιο 

αποµακρυσµένους λεµφικούς ιστούς ή άλλες ευαίσθητες 

περιοχές. Η αντιγραφή του ιού σε αυτές τις δευτερογενείς 

θέσεις παράγει την δευτερογενή ή κύρια ιαιµία κατά την οποία 

ο ιός µπορεί να ανιχνευθεί στο αίµα λόγω του µεγάλου ιικού 

φορτίου και τελικά είναι πιθανόν να εισέλθει στο κεντρικό 

νευρικό σύστηµα το οποίο εξαρτάται από την κατάσταση 

ανοσίας του ατόµου. Η περίοδος επώασης του ιού είναι 

περίπου 7 - 14 ηµέρες αλλά µπορεί και να κυµαίνεται  και από 

2-35 ηµέρες. 

∆εν υπάρχει ουσιαστικά θεραπεία για την πολιοµυελίτιδα αλλά 

µόνο πρόληψη. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7. 1: Μοντέλο του Sabin για την παθογένεια των πολιοϊών     

 

Η νόσος µπορεί να είναι ασυµπτωµατική ή να εκδηλωθεί µε διαφόρου βαθµού σοβαρότητας κλινικές µορφές 

οδηγώντας µέχρι και στο θάνατο. Οι περισσότεροι ασθενείς (90-95%) δεν εµφανίζουν συµπτώµατα 

(ασυµπτωµατική νόσος). Υπάρχουν 3 συµπτωµατικές µορφές της νόσου: 
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- Ήπια νόσος (abortive disease) 

- Μη παραλυτική µορφή 

- Παραλυτική µορφή 

 

 

ΗΠΙΑ ΝΟΣΟΣ (4-8%) 

 

ΜΗ ΠΑΡΑΛΥΤΙΚΗ ΝΟΣΟΣ  

(1-2%) Άσυπτη µηνιγγίτιδα 

 

ΠΑΡΑΛΥΤΙΚΗ ΝΟΣΟΣ (<1%) 

 

• Πυρετός (έως 39.5°C) 

• Ανορεξία 

• Ναυτία και/ή έµετοι 

• Φαρυγγίτιδα 

• Κακουχία 

• ∆υσκοιλιότητα 

• Κοιλιακό άλγος                 

 

•Τα συµπτώµατα της µη 

παραλυτικής νόσου είναι παρόµοια 

µε αυτά της ήπιας νόσου, αλλά η 

κεφαλαλγία, η ναυτία και οι έµετοι 

µπορεί να είναι πολύ πιο έντονα. 

• Αρχικά µετά τα αρχικά 

συµπτώµατα που διαρκούν 2 µέρες 

το παιδί εµφανίζει βελτίωση και στη 

συνέχεια επιδεινώνεται εκ νέου 

εµφανίζοντας εικόνα µηνιγγίτιδας µε 

αυχενική  δυσκαµψία και έντονες 

µυαλγίες και άλγη στον αυχένα, τον 

κορµό και τα άκρα        

 

Τα συµπτώµατα της παραλυτικής 

µορφής είναι παρόµοια µε αυτά των 

άλλων µορφών της νόσου ενώ 

επιπλέον εµφανίζονται : 

• Γενικευµένη µυική αδυναµία 

• Σοβαρή δυσκοιλιότητα 

• ∆ύσπνοια από αδυναµία των 

αναπνευστικών µυών 

• ∆υσκαταποσία 

• Βήχας και  Βράγχος φωνής 

• Αδυναµία ελέγχου της ουροδόχου 

κύστης  

• Χαλαρή παράλυση κυρίως των κάτω 

άκρων 

 

 

Μεταπολιοµυελιτιδικό Σύνδροµο 

Μετά από την πάροδο 30-40 ετών , 25-%-40% των ατόµων που εκδήλωσαν την παραλυτική µορφή 

της νόσου σε παιδική ηλικία εµφανίζουν εκ νέου, µυικά άλγη, επιδείνωση της προϋπάρχουσας 

αδυναµίας και νέες παραλύσεις. Το µεταπολιοµυελιτιδικό σύνδροµο δεν είναι µια λοιµώδης 

διαδικασία και οι  ασθενείς δεν αποβάλουν τον ιό στα κόπρανα. 
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5. EΠΙ∆ΗΜΙΟΛΟΓΙΑ 

 

           Οι πρώτες αναφορές που υπάρχουν στη βιβλιογραφία για ξεσπάσµατα επιδηµίας 

πολιοµυελίτιδας εντοπίζονται στις αρχές του 19ου αιώνα στην Ευρώπη και στη Β. Αµερική. Το 1916, 

η επιδηµία της πολιοµυελίτιδας που ξέσπασε στις ΗΠΑ προκάλεσε το θάνατο 6,000 ανθρώπων και 

µόνιµη παράλυση σε άλλους 27,000. Στις αρχές της δεκαετίας του 1950, σηµειώνονταν περισσότερα 

από 20,000 περιστατικά πολιοµυελίτιδας ετησίως. 

 Η Παγκόσµια Πρωτοβουλία για την Εκρίζωση της Πολιοµυελίτιδας ξεκίνησε το 1988. Ο 

αριθµός των κρουσµάτων πολιοµυελίτιδας που καταγράφονται ετησίως έχει µειωθεί πάνω από 99% 

- από 350.000 το 1988 σε 1.651 το 2008. Αυτή η ραγδαία βελτίωση οφείλεται σε µια παγκόσµια 

εκστρατεία για την ανοσοποίηση κάθε παιδιού κάτω των πέντε ετών. Από το τέλος της δεκαετίας 

του 1990, το εµβόλιο κατά της νόσου έχει αποσταλεί στις ενδηµικές χώρες µέσω εκστρατειών για 

µαζική ανοσοποίηση, γνωστών ως «Εθνικές Ηµέρες Εµβολιασµών». Μόνον όταν έχει περάσει ένα 

χρονικό διάστηµα τριών χρόνων και έχει πιστοποιηθεί σ' όλες τις χώρες του κόσµου η εξάλειψη της 

πολιοµυελίτιδας, θα µπορούµε να πούµε ότι πετύχαµε την παγκόσµια εξάλειψή της.  

Πλέον η πολιοµυελίτιδα είναι ενδηµική σε τέσσερις χώρες: το Αφγανιστάν, την Ινδία, τη 

Νιγηρία και το Πακιστάν, στις οποίες σηµειώθηκαν συνολικά 1.505 κρούσµατα πολιοµυελίτιδας το 

2008, δηλαδή 91% του συνολικού αριθµού κρουσµάτων. Η διάδοση του ιού στις χώρες αυτές 

αναµένεται να περιοριστεί, κατ' αρχήν σε συγκεκριµένες γεωγραφικές περιοχές µε εξακριβωµένα 

προβλήµατα, όπως ανασφάλεια, κακό οδικό δίκτυο και διοικητικές και διαχειριστικές αδυναµίες, 

που επηρεάζουν την ποιότητα των δραστηριοτήτων σ' αυτές τις περιοχές. Για την αντιµετώπιση 

αυτών των προβληµάτων εξακολουθούν να καταβάλλονται συντονισµένες προσπάθειες, για να 

µπορούν όλα τα παιδιά να εµβολιάζονται και να σταµατήσει η διάδοση του ιού.  

 

Στη  Βόρεια Νιγηρία είχε παρατηρηθεί µια νέα επιδηµία του άγριου ιού τύπου 1 της πολιοµυελίτιδας 

(WPV1) και η οποία  πλέον  έχει  ξεκινήσει να µεταδίδεται σε διεθνές επίπεδο. 

• Έως τις 18 Ιουνίου του 2008, είχε παρατηρηθεί µια εννεαπλάσια αύξηση των κρουσµάτων 

πολιοµυελίτιδας οφειλόµενης στο συγκεκριµένο ορότυπο, σε σύγκριση µε την αντίστοιχη περίοδο 

του περασµένου έτους. 

Η νέα αυτή επιδηµία στη Νιγηρία λαµβάνει χώρα εξαιτίας της µη ανοσοποίησης των παιδιών, τα 

οποία κατοικούν σε διάφορες περιοχές στα βόρεια τµήµατα της χώρας. 
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• Την περίοδο 2003-2006, µία επιδηµία στην περιοχή της βόρειας Νιγηρίας οδήγησε σε µια εθνική 

και διεθνή µετάδοση της ασθένειας, µε αποτέλεσµα να παρατηρηθεί επανεµφάνισή της σε 20 χώρες 

στις οποίες είχε εξαλειφθεί ο ιός της πολιοµυελίτιδας. 

Ο κίνδυνος µιας νέας µετάδοσης του ιού σε διεθνές επίπεδο, από τη Νιγηρία σε άλλες περιοχές, 

ενισχύεται, εξαιτίας του µεγάλου αριθµού των κρουσµάτων στη βόρεια Νιγηρία την περίοδο των 

τροπικών βροχοπτώσεων, η οποία σχετίζεται µε αυξηµένη δυνατότητα µετάδοσης του ιού, και την 

µετακίνηση µεγάλου αριθµού προσκυνητών προς τη Μέκκα.  

 

 

Οι  προσπάθειες που έγιναν το 2009 δεν κατάφεραν να εξαλείψουν τελείως τα κρούσµατα, όµως το 

2010 καταγράφηκαν µόνο 2 κρούσµατα. 

 

 

6. ΕΜΒΟΛΙΑ ΚΑΤΑ ΤΩΝ ΠΟΛΙΟΪΩΝ 

   Από το 1960, η πολιοµυελίτιδα ελέγχεται αποτελεσµατικά µε την χρήση δύο εµβολίων (IPV και 

OPV). 

  -IPV: Το IPV ανακαλύφθηκε από τον Jonas Salk το 1955. Το απενεργοποιηµένο εµβόλιο 

(inactivated polio vaccine) προέκυψε από την µετατροπή άγριων παθογόνων στελεχών σε µη-

µολυσµατικά κατόπιν επεξεργασίας τους µε φορµαλδεύδη. Το IPV  διεγείρει την παραγωγή 

W H O  R eg io n al  O ffi ce fo r  A fr ica /  B ur e au  R e g i on al  de  l’ OM S  p our  l’A fr iq ue
7

W ild  p o l io v iru s  s p re a d , 2 0 0 3 -0 8

W i ld  v i ru s typ e  1
W il d  v ir u s ty p e 3
W il d  v ir u s ty p e 1  & 3

O n go in g ou tb r ea k  ( du e t o imp or te d  wi ld  p ol io v ir us )

E n de m ic  c ou n tr ies * *

.  D at a in  W H O  H Q a s  o f  F eb  2 00 8

C on tr ol le d o ut br ea k  ( du e  to  imp o rt ed  w i ld p ol io v ir us )

S pr e ad  of th e v i ru s

9 3  e v e n t s , 2 6  c o u nt rie s

Nu m b e r of  im p o rta tio n s  fro m  N ig e ria

V ira l  o rig in :  6 8  e v e n ts  ( 7 3 % )

N u m b e r o f  im p or ta t io ns  f ro m  In dia

V ira l  o rig in :  2 5  e v e n ts  ( 2 7 % )
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αντισωµάτων στον ορό του αίµατος (χορηγείται µε ενδοµυική ένεση), παρεµποδίζοντας έτσι τους 

πολιοιούς να φτάσουν στα νευρικά κύτταρα. Το IPV είναι ασφαλές και επάγει µία προστατευτική 

ανοσολογική απόκριση στα εµβολιασµένα άτοµα εφόσον ο εµβολιασµός επαναλαµβάνεται σε τακτά 

χρονικά διαστήµατα. ∆υστυχώς ωστόσο, το IPV επάγει  ανεπαρκή τοπική ανοσία και για αυτό δεν 

είναι αποτελεσµατικό για τον έλεγχο της µετάδοσης του ιού στον ανθρώπινο πληθυσµό (Blondel et 

al. 1998).    

  -OPV: Το OPV (oral polio vaccine) αποτελείται από εξασθενηµένα στελέχη πολιοϊών (P1/Sabin, 

P2/Sabin και P3/Sabin) σε αναλογία 10:1:6 αντίστοιχα τα οποία αναπτύχθηκαν από τον A.B Sabin 

ύστερα από το πέρασµα πολιοϊών αγρίου τύπου σε ιστούς πιθήκων in vitro και in vivo κάτω από µία 

ποικιλία συνθηκών οι οποίες διέφεραν για κάθε έναν από τους τρεις οροτύπους. Με την είσοδο τους 

στον άνθρωπο πολλαπλασιάζονται  στην περιοχή του στόµαχου επάγοντας χυµική ανοσία σε όλο το 

γαστρεντερικό σύστηµα µε συνεπακόλουθη αναστολή του πολλαπλασιασµού του ιού. Μια δόση 

εµβολίου επάγει ανοσία σε ποσοστό 50%, ενώ 3 δόσεις σε ποσοστό 95%.  

      

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα: Ο David Beckham δίνει ένα OPV εµβόλιο σε ένα νεογέννητο. 

 

 

  To OPV έχει αρκετά πλεονεκτήµατα σε σύγκριση µε το IPV. Κατ’ αρχήν το OPV χορηγείται από 

το στόµα και όχι σε ενέσιµη µορφή όπως γίνεται στην περίπτωση του IPV. Επιπλέον το OPV επάγει 

µία ισχυρή και µεγάλης διάρκειας ανοσολογική απόκριση περιλαµβανοµένης τοπικής ανοσίας στο 

έντερο. Ένα επιπλέον πλεονέκτηµα του OPV µπορεί να θεωρηθεί η διασπορά των ζωντανών 

στελεχών του εµβολίου από τα εµβολιασµένα άτοµα σε άλλα άτοµα του στενού περιβάλλοντός τους 

µε αποτέλεσµα την επίτευξη ευρύτερης ανοσοποίησης. Γι’ αυτούς τους λόγους το OPV επικράτησε 

έναντι του IPV στο µεγαλύτερο µέρος του κόσµου και βοήθησε στην εξάλειψη της πολιοµυελίτιδας 

από τις περισσότερες χώρες.   
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OPV και VAPP 

 

   Η επιτυχία του εµβολίου επισκιάζεται από το σπάνιο φαινόµενο, όπου τα στελέχη του 

µεταλλάσσονται ή µεταστρέφονται σε νευροτοξικά, µε αποτέλεσµα την νόσο της παραλυτικής 

πολιοµυελίτιδας. Η ασθένεια αυτή αναφέρεται ως εµβολιοσυνδεόµενη  παραλυτική πολιοµυελίτιδα 

(VAPP) η οποία επηρεάζει είτε άτοµα που πρόσφατα εµβολιάστηκαν µε το OPV είτε µη-

εµβολιασµένα άτοµα τα οποία όµως ζουν σε άµεση επαφή µε εµβολιασµένα άτοµα. Η VAPP 

προκαλείται από την γενετική ποικιλοµορφία των Sabin στελεχών, λόγω σηµειακών µεταλλάξεων 

και γενετικού ανασυνδυασµού.  

Έχει βρεθεί ότι ο ανασυνδυασµός συµβαίνει κυρίως σε εκείνες τις περιοχές του ιικού 

γενώµατος που κωδικοποιούν τις µη-δοµικές πρωτεΐνες του ιού (P2 και P3 περιοχές) (Cuervo NS et 

al. 2001, Guillot et al. 2000).  Μία πιθανή ερµηνεία αυτού του φαινοµένου στηρίζεται στο γεγονός 

ότι οι αλληλουχίες που κωδικοποιούν το καψίδιο είναι οι πιο ποικιλόµορφες µεταξύ των τριών 

οροτύπων των πολιοϊών (δυσµενή συνθήκη για οµόλογο ανασυνδυασµό) και επιπλέον η 

πρωτεολυτική επεξεργασία και η αναδίπλωση των πολυπεπτιδίων του καψιδίου είναι πολύ 

ευαίσθητες σε αλλαγές στην αµινοξική αλληλουχία των προδρόµων τους (Rohit Duggal and Eckard 

Wimmer 1999). Ωστόσο, σε κάποιες πολύ σπάνιες περιπτώσεις ανασυνδυασµός έχει εντοπιστεί στα 

άκρα της περιοχής που κωδικοποιεί το καψίδιο (P1) (Blomqvist et al. 2003, Cherkasova et al. 2002, 

Martin et al. 2002). Tέλος θα πρέπει να σηµειωθεί ότι αν και η πλειονότητα των ανασυνδυασµένων 

στελεχών χαρακτηρίζονται µόνο από µία θέση ανασυνδυασµού, υπάρχουν κάποιες περιπτώσεις στις 

οποίες έχουν εντοπιστεί πολλαπλά σηµεία ανασυνδυασµού (Georgescu et al. 1995, Karakasiliotis et 

al. 2004).  

Ο συνεχής γενετικός χαρακτηρισµός στελεχών πολιοϊών που αποµονώνονται από VAPP 

περιπτώσεις και υγιή άτοµα ίσως βοηθήσει στην διαλεύκανση των περίπλοκων αλληλεπιδράσεων 

παραγόντων του ιού και του ξενιστή που είναι σηµαντικές για την εγκαθίδρυση της πολιοµυελίτιδας 

(F. Friedrich 1996).  

 

7. ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΕΞΕΛΙΞΗΣ ΤΩΝ ΠΟΛΙΟΪΩΝ             

7.1 Μεταλλάξεις 

 Η πολυµεράση των πολιοιών, η 3Dpol,  δεν έχει διορθωτικές ικανότητες  και η συχνότητα λάθους 

σε κάθε κύκλο αντιγραφής είναι περίπου 10-4 έως 10-5 νουκλεοτιδικές υποκαταστάσεις ανά βάση.  

Έτσι, οι πολιοϊοί εµφανίζουν έναν υψηλό ρυθµό συσσώρευσης µεταλλάξεων : 6,3 Χ 10-4  

µεταλλάξεις ανά βάση ανά κύκλο αντιγραφής. Οι πιο συχνές µεταλλάξεις είναι νουκλεοτιδικές 
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υποκαταστάσεις. Μεταξύ αυτών, οι µεταπτώσεις  (η αντικατάσταση πυριµιδίνης από πυριµιδίνη ή 

πουρίνης από πουρίνη) αποτελούν το 80% των µεταλλάξεων, ενώ το υπόλοιπο 20% είναι 

µεταστροφές  (η αντικατάσταση πυριµιδίνης από πουρίνη ή το αντίθετο). Η µετάλλαξη Α→G  είναι 

η πιο συχνά παρατηρούµενη. Οι υπόλοιπες µεταλλάξεις όπως ελλείψεις και διπλασιασµοί είναι πιο 

σπάνιες (Figlerowicz et al. 2003).  Οι περισσότερες µεταλλάξεις εντοπίζονται στις κωδικές περιοχές 

των δοµικών πρωτεινών VP1, VP2 και  VP4 (οι οποίες βρίσκονται στο εξωτερικό του καψιδίου και 

δέχονται αντιγονική πίεση) καθώς και στην 5’ UTR περιοχή µε εξαίρεση τις cis δραστικές περιοχές  

cloverleaf και IRES. (Martin and Minor, 2002).  

   Γενικά, µία µετάλλαξη µπορεί να µειώνει ή να αυξάνει την αρµοστικότητα του ιού για µία 

συγκεκριµένη  θέση ή να την αφήνει ανεπηρέαστη. Οι νουκλεοτιδικές υποκαταστάσεις που οδηγούν 

σε αλλαγές στο ΄΄νόηµα’’ των κωδικονίων (µη-συνώνυµες µεταλλάξεις) είναι λιγότερο πιθανό να 

είναι ουδέτερες σε σύγκριση µε τις υποκαταστάσεις που δεν επηρεάζουν το΄΄νόηµα’’ των 

κωδικονίων (συνώνυµες µεταλλάξεις). Η εγκαθίδρυση µεταλλάξεων που παρέχουν ένα επιλεκτικό 

πλεονέκτηµα είναι εύκολα κατανοητή στα πλαίσια της θετικής επιλογής του ∆αρβίνου. Αντίθετα, 

µεταλλάξεις που παρέχουν ένα επιλεκτικό µειονέκτηµα εξαλείφονται από την αρνητική επιλογή , (E. 

Domingo and J. J Holland 1997).    

 

 

7.2 Ανασυνδυασµός 

Ανασυνδυασµός είναι µια διαδικασία που οδηγεί στην παραγωγή ενός νέου γενώµατος, που 

προέρχεται από δύο γονικά γονιδιώµατα.   O ανασυνδυασµός των ιικών γενωµάτων λαµβάνει χώρα 

σε κύτταρα συν-µολυσµένα µε διάφορα ιικά στελέχη είτε του ίδιου οροτύπου  είτε διαφορετικών 

οροτύπων.  Ο καλύτερος τρόπος αναζήτησης ανασυνδεµένων πολιοϊών είναι η µελέτη των 

περιπτώσεων VAPP. Αυτό οφείλεται στο ότι το εµβόλιο OPV περιέχει και τους 3 οροτύπους µε 

αποτέλεσµα να ευνοεί την ταυτόχρονη µόλυνση ενός κυττάρου µε διάφορους συνδυασµούς 

οροτύπων. 

 Έχουν προταθεί δύο διαφορετικοί πιθανοί µηχανισµοί που οδηγούν σε γενετικό ανασυνδυασµό:  

1) ο αντιγραφικός µηχανισµός (replicative): Σύµφωνα µε το µηχανισµό αυτό το εκµαγείο αλλάζει 

κατά τη διάρκεια της αντιγραφής δηλαδή η σύνθεση του συµπληρωµατικού κλώνου ξεκινά πάνω σε 

ένα ιικό RNA και ξαφνικά σταµατά και ξανασυνεχίζεται πάνω σε ένα άλλο ιικό RNA. Γι’ αυτό το 

λόγο αυτός ο µηχανισµός είναι γνωστός και ως µηχανισµός αλλαγής µήτρας (template switch).  

2) ο µη-αντιγραφικός µηχανισµός (nonreplicative): Σύµφωνα µε το µηχανισµό αυτό, ένα 

ανασυνδυασµένο RNA γένωµα προκύπτει από την σύνδεση προσυντιθέµενων RNA τµηµάτων 

προερχόµενων από την διάσπαση διαφορετικών πατρικών RNA µορίων.  
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   O ανασυνδυασµός παίζει σηµαντικό ρόλο στην εξέλιξη των RNA ιών και επιταχύνει την εξέλιξη 

µέσω της ανταλλαγής ολόκληρων γενετικών µονάδων µεταξύ διαφορετικών στελεχών του ίδιου 

γένους ή και ακόµα µεταξύ στελεχών που ανήκουν σε διαφορετικά γένη (Wimmer et al. 1993).    

 

                                     

Εικόνα 8.2.1: Μηχανισµός αλλαγής µήτρας για τον ανασυνδυαµό µεταξύ RNA γενωµάτων. Οι 

µαύρες γραµµές αντιστοιχούν στα δύο RNA µόρια. Οι αυτο-συµπληρωµατικές περιοχές 

παριστάνονται ως a και a’. Η διακεκοµµένη γραµµή αντιστοιχεί στο νεοσυντιθέµενο RNA µόριο 

(Από V. I. Agol 1997).    
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                               ΣΤΟΧΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 

 

   Στόχος της συγκεκριµένης εργασίας είναι η ανίχνευση µεταλλάξεων στις VP4, VP2 και VP3 

περιοχές του γενώµατος εµβολιακών στελεχών πολιοϊών (Sabin) και η ερµηνεία του ρόλου τους 

στην αρµοστικότητα των Sabin στελεχών.  
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

1. Κλινικά δείγµατα  

 

   Για την συγκεκριµένη εργασία χρησιµοποιήθηκαν 11 

κλινικά δείγµατα. Στον παρακάτω πίνακα φαίνεται ο 

ορότυπος του κάθε δείγµατος ο οποίος ήταν ήδη γνωστός 

καθώς είχε προηγηθεί η διαδικασία της 

οροεξουδετέρωσης. Επίσης φαίνεται ο γενότυπος των 

δειγµάτων ο οποίος ήταν ήδη γνωστός.  

 

 

Πίνακας 1. 1: Φαίνεται ο ορότυπος και ο γενότυπος των 

κλινικών δειγµάτων. 

 

 

 

2. Καλλιέργεια των ιών  

  Αρχικά έγιναν σειριακές αραιώσεις των κλινικών δειγµάτων οι οποίες κυµάνθηκαν από 10-1 µέχρι 

10-10 της αρχικής συγκέντρωσης. Οι σειριακές αραιώσεις έγιναν σε eppendorf  τα οποία περιείχαν 

ίσα ποσά θρεπτικού υλικού MEM-D (π. χ στο πρώτο eppendorf: 180µl MEM-D και 20µl κλινικού 

δείγµατος, στο δεύτερο eppendorf: 180µl MEM-D και 20µl από το περιεχόµενο του πρώτου 

eppendorf κ.ο.κ). Κατόπιν το περιεχόµενο των eppendorf ενοφθαλµίστηκε σε πλάκες 

µικροτιτλοποίησης (εικόνα 2.1) οι οποίες περιείχαν κύτταρα Hep2 ανεπτυγµένα σε θρεπτικό υλικό 

MEM-D. Ο ενοφθαλµισµός της κάθε αραίωσης έγινε εις διπλούν ώστε να είναι αξιόπιστη η 

αξιολόγηση των αποτελεσµάτων (90µl από κάθε eppendorf µεταφέρθηκαν στην πλάκα εις διπλούν). 

Οι πλάκες παρέµειναν στους 37οC µέχρι την εµφάνιση ενός χαρακτηριστικού κυτταροπαθολογικού 

φαινοµένου (CPE: cytopathic effect) λαµβάνοντας υπόψη και την κατάσταση των µαρτύρων 

(κύτταρα Hep2 µε θρεπτικό υλικό MEM-D). Στη συνέχεια το περιεχόµενο των πηγαδιών της πλάκας 

της όσο το δυνατόν µεγαλύτερης αραίωσης µε CPE ενοφθαλµίστηκε σε πλαστικές φιάλες  που 

περιείχαν κύτταρα Hep2 ανεπτυγµένα σε θρεπτικό υλικό MEM-D µε 10% ορό. Οι πλαστικές φιάλες   

παρέµειναν στους 37οC µέχρι την εµφάνιση CPE λαµβάνοντας υπόψη και την κατάσταση των 

µαρτύρων ( µη ενοφθαλµισµένες  πλαστικές φιάλες   µε κύτταρα Hep2 ανεπτυγµένα σε θρεπτικό 

Ορότυπος  Γενότυπος  ∆είγµα 

P1 s1 742 

P1 s1 522 

P1 s1 ii 

P2 s2 i34 

P2 s2 580 

P2 s2 iD 

P2 s2 8001 

P3 s3 738 

P3 s3 584 

P3 s3 581 

P3 s3 744 
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υλικό MEM-D µε 10% ορό). Τέλος, µετά την παρατήρηση CPE οι πλαστικές φιάλες   διατηρήθηκαν 

στους -20 οC µέχρι να ακολουθήσει το επόµενο στάδιο της εκχύλισης του γενετικού υλικού του ιού. 

Σκοπός των σειριακών αραιώσεων και του ενοφθαλµισµού των πλαστικών  φιαλών  µε την όσο το 

δυνατόν µεγαλύτερη αραίωση είναι η αποφυγή µιγµάτων του ιού καθώς όπως αναφέρθηκε είναι 

χαρακτηριστικό των πολιοϊών η ύπαρξή τους ως quasi-species. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.1: Απεικονίζεται µια πλάκα µικροτιτλοποίησης στην οποία έγινε ο ενοφθαλµισµός των 

σειριακών αραιώσεων των κλινικών δειγµάτων. Η κάθε πλάκα χρησιµοποιήθηκε για τον 

ενοφθαλµισµό 4 δειγµάτων (ΑΒ: το πρώτο δείγµα, CD: το δεύτερο δείγµα, EF: το τρίτο δείγµα, GH: 

το τέταρτο δείγµα). Οι αριθµοί µέσα στα πηγαδάκια απεικονίζουν τις σειριακές αραιώσεις των 

κλινικών δειγµάτων ενώ µε το γράµµα Μ απεικονίζεται η θέση των µαρτύρων. 
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3. Εκχύλιση RNA    

 

   Η εκχύλιση του ιικού γενετικού υλικού (RNA) έγινε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του Casas (Casas 

et al. 1995). Συγκεκριµένα, µέσα σε eppendorf των 2ml τοποθετήθηκαν 300µl Lysis Buffer το οποίο 

αποτελείται από 4M GuSCN, 0,5 % N-lauroyl sacrosine, 1mM dithiotreitol και 25mM sodium 

citrate. Επίσης προστέθηκαν 10µl γλυκογόνου (4Χ103 µg/ml) (-20 οC) και τέλος 100µl δείγµατος 

από τη φλάσκα. Ακολούθησε vortex του µίγµατος και επώαση για 20 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Στη συνέχεια προστέθηκαν 400µl ισοπροπανόλης (-20 οC) και ακολούθησε ξανά vortex 

του µίγµατος και επώαση για 20 λεπτά στον πάγο. Μετά την επώαση, ακολούθησε φυγοκέντρηση 

για 10 λεπτά στα 14000g και αποµάκρυνση του υπερκείµενου. Στο ίζηµα που απέµεινε προστέθηκαν  

500µl αιθανόλης 70% και στη συνέχεια ακολούθησε vortex για την  επαναδιάλυση  του ιζήµατος και 

ξανά φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στα 14000g. Τέλος, το υπερκείµενο αποµακρύνθηκε και το ίζηµα 

επαναδιαλύθηκε σε 100µl ddH2O. Τα eppendorf παρέµειναν στους -20 οC µέχρι να ακολουθήσει το 

επόµενο στάδιο της αντίστροφης µεταγραφής.  

 

 

4. Αντίστροφη µεταγραφή (RT) 

 

   Επειδή το γενετικό υλικό των πολιοιών είναι RNA, η διαδικασία της αντίστροφης µεταγραφής 

κατά την οποία το RNA µετατρέπεται σε cDNA , είναι απαραίτητη προκειµένου να ακολουθήσει 

PCR για την ενίσχυση της περιοχής του γενώµατος που µας ενδιαφέρει.  

Αρχικά προετοιµάζεται µίγµα το οποίο περιέχει random primers d(N9) (Takara) (50nmol/ µl)  

(1µl/tube), 10mM dNTPs (1µl/tube) και ddH2O (5µl/tube). Σε eppendorf των 500µl προστέθηκαν 

7µl/tube του παραπάνω µίγµατος και 5µl RNA (από την εκχύλιση). Ακολούθησε φυγοκέντρηση και 

επώαση των eppendorf στους 65οC για 5 λεπτά σε ειδικό µηχάνηµα. Μετά την επώαση, τα eppendorf 

τοποθετούνται στον πάγο και προετοιµάζεται το δεύτερο µίγµα το οποίο περιέχει 5X first strand 

Buffer (4µl/tube), 0,1M DTT (2µl/tube) και RNAse out (20units/µl) (0,5µl/tube), ddH2O (1µl/tube) 

και RT (100units/µl) (Ιnvitrogen) (0,5µl/tube). Στη συνέχεια προστέθηκαν 8µl του δευτέρου 

µίγµατος σε κάθε eppendorf ,  ξανά φυγοκέντρηση και εν συνεχεία ακολούθησε επώαση διαδοχικά 

σε τρεις διαφορετικές συνθήκες: 12 λεπτά στους 25 οC, 50 λεπτά στους 42 οC και 15 λεπτά στους 70 

οC.  
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5. Aλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (PCR) 

Η PCR αποτελεί µια επαναστατική ανακάλυψη της Μοριακής Βιολογίας, η οποία σταδιακά 

αποκτά συνεχώς διευρυνόµενες κλινικές και διαγνωστικές εφαρµογές. Εφαρµόστηκε αρχικά από τον 

εφευρέτη Kary Mullis το 1983, ο οποίος τιµήθηκε µε το βραβείο Nobel Χηµείας το 1993. 

Έχει πάρει το όνοµά της από ένα αντιδραστήριο που λαµβάνει µέρος στην αντίδραση αυτή, την 

DNA πολυµεράση, η οποία είναι ένζυµο που χρησιµοποιείται για την ενίσχυση ενός τµήµατος DNA. 

Η PCR είναι µία in vitro µέθοδος. Οδηγεί στην αποµόνωση και στον πολλαπλασιασµό µιας γνωστής 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µέχρι και δισεκατοµµύρια φορές µετά από 30-40 κύκλους. Οι 

περισσότερες εφαρµογές της PCR χρησιµοποιούν θερµοανθεκτική DNA πολυµεράση – Taq DNA 

πολυµεράση – και θερµοκυκλοποιητή. 

                                                                                                  

   H PCR χρησιµοποιείται για την ενίσχυση µιας συγκεκριµένης 

περιοχής του γενώµατος µε τη χρήση ειδικών εκκινητικών µορίων 

(primers). Επειδή σκοπός της συγκεκριµένης εργασίας είναι η 

µελέτη τριών δοµικών περιοχών των στελεχών Sabin (VP2 , VP3 

και VP4), ήταν απαραίτητη η ενίσχυσή τους µε τη χρήση ειδικών 

εκκινητών . Στον πίνακα 5.1 δίνονται οι πληροφορίες όσον αφορά 

την θέση των αντίστοιχων γονιδίων.  

 

 

 

             Πίνακας 5.1  

 

 Στον παρακάτω πίνακα δίνονται οι πληροφορίες όσον αφορά την αλληλουχία των primers, τον τύπο 

του Sabin στελέχους που αναγνωρίζουν, το µήκος του PCR προϊόντος και το Τm τους.  

 

Στέλεχος που 

αναγνωρίζει 

Primers 

 

Αλληλουχία Mήκος  

PCR 

προϊόντος 

Τm 

sabin 1 s1 23 κ. 323-GAGTCTGGACATCCCTCACC-342 653 bp 64 

sabin 1 s1 976 α. 957-TACCCGCAAGCCTCTATGTT-976 60 

sabin 1 S182 κ.  882-CTCAAGACCCTTCCAAGTTCA-902 660bp 62 

Sabin 1 

vp4 743-949 

vp2 950-1765 

vp3 1766-2479 

sabin 2 

vp4 748-954 

vp2 955-1767 

vp3 1768-2481 

Sabin 3 

vp4 743-949 

vp2 950-1762 

vp3 1763-2476 
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sabin 1 S1542 α. 1523-ATTATCTGGTGCGGGAACAC-1542 60 

sabin 1 S1350 κ. 1350-GGGATAGCAACACCACTACCA-1370 343bp 64 

sabin 1 S1693 α. 1675-TGGAATCTCTGGGGAGGAC-1693 60 

sabin 1 S1476 κ. 1476- CGGTGGATTACCTCTTTGGA-1495 678 bp 60 

sabin 1 S1154 α. 2136-AGTTTGCCAGTTGCCATCA-2154 56 

sabin 1 S1013 κ. 2013-TCTGCCTGTCACTCTCTCCA-2032 656bp 62 

sabin 1 S1669 α. 2648-TGGTTTGCACTGTATCAGAAGG-2669 64 

sabin 2 S2397κ 396-CGTTAGATGTGAACAAGGTGTG-417 625bp 64 

sabin 2 S2021α. 1002-TCGTTGAATTGCCCAGAGTT-1021 58 

sabin 2 S2753κ. 753-CGCCCAAGTTTCATCACA-770 648bp 54 

sabin 2 S2401α 1381-TGGATTCGCATTCTCGTACTT-1401 60 

sabin 2 S2253κ. 1253-ATCTTGGGAGGGCTGGCTAC-1272 780bp 64 

sabin 2 S2033α. 2014-GGGGACAACGAGAGACACAA-2033 62 

sabin 2 S2914κ. 1914-AGACACCATGATACCCCTCAA-1934 655bp 62 

sabin 2 S2569α. 2551-GTCCAGGCAGGCTATTGGT-2569 60 

sabin 3 S3309 κ. 309-GTAGCTTGGGCCGATGAGT-327 735bp 60 

sabin 3 S3044 α. 1025-ACTGAATTTGCTGCCTCCTG-1044 60 

sabin 3 S3936 κ. 936-CTCCAGCACTCAATTCACCA-955 574bp 60 

sabin 3 S3510 α. 1491-TCCCAGTAACACCCCACATC-1510 62 

sabin 3 S378 κ. 1378-TTATGCAAATGCGAATCCAG-1397 486bp 56 

sabin 3 S3864 α. 1844-AATAGGCGGAGTGACATCAAA-1864 60 

sabin 3 S3709 κ. 1709-CCCAATGTGTAGCGAGTTCA-1728 509bp 60 

sabin 3 S3218 α. 2200-GTGCCCAACATAGCCTCCT-2218 60 

sabin 3 S340 κ. 2140-TACGGGGAAAATCCTAGTGG-2159 519bp 60 

sabin 3 S3659 α. 2640-CGTTTGAACTGTGTCGGATG-2659 60 

               

Πίνακας 5.2: Το κ. που βρίσκεται δίπλα από το όνοµα του κάθε εκκινητή υποδεικνύει  τον sense 

primer  και το α. τον antisense primer. Επίσης στα άκρα της αλληλουχίας φαίνεται η θέση 

πρόσδεσης. 

 

    Η αντίδραση της PCR έγινε σε µικροσωληνάρια των 200µl. Αρχικά προετοιµάζεται ένα µίγµα από 

το οποίο προστίθενται σε κάθε µικροσωληνάριο 47µl. Αυτά τα 47µl αποτελούνται από: 5µl 

διαλύµατος dNTPs 10mM (τελικής συγκέντρωσης 1mM), 5µl ρυθµιστικού διαλύµατος (Pac Buffer 

10x), 2µl primers (1 µl από τον sense και 1µl από τον antisense σε συγκέντρωση 50pmol/µl), 2 Units 

ενζύµου DNA πολυµεράσης (Pac5000 strategene) και ddH2O µέχρι τελικού όγκου 47µl. Τέλος σε 

κάθε µικροσωληνάριο προστέθηκαν 3µl cDNA αντίστοιχο του κάθε διαφορετικού δείγµατος.  
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   Κατόπιν τα µικροσωληνάρια τοποθετήθηκαν στον θερµικό κυκλοποιητή στις εξής συνθήκες:  

 

1 κύκλος 2 λεπτά στους 95 οC για την αποδιάταξη του cDNA 
 

40 κύκλους 
 

 -30 δευτερόλεπτα στους 95 οC για την αποδιάταξη 
του cDNA. 
 
 -30 δευτερόλεπτα στους 55 οC για τον υβριδισµό 
των primers στους κλώνους του cDNA                             
(το 55 οC είναι ενδεικτικό. Η πραγµατική 
θερµοκρασία που χρησιµοποιήθηκε σε κάθε PCR 
υπολογίστηκε µε τη σχέση Ta= Tm primer -5 
 
 -30 δευτερόλεπτα στους 72 οC για την επιµήκυνση 
των κλώνων από την Taq πολυµεράση 
                                                                                         
 

1 κύκλος 5 λεπτά στους 72 οC για την επιµήκυνση των 
ηµιτελών κλώνων 

 

Σε µια τυπική αντίδραση, πραγµατοποιείται αποδιάταξη του δίκλωνου DNA στο στάδιο έναρξης µε 

θέρµανση στους 94-96°C για 1-5 λεπτά. Το στάδιο της αποδιάταξης, που αποτελεί το πρώτο βήµα 

των κυκλικών γεγονότων θέρµανσης και ψύξης, γίνεται σε θερµοκρασία 94-98°C για 30 

δευτερόλεπτα-1 λεπτό. Στο στάδιο αυτό πραγµατοποιείται σπάσιµο των υδρογονικών δεσµών και 

κατ’ επέκταση αποδιάταξη της δίκλωνης αλυσίδας του DNA. Στη συνέχεια, στο στάδιο υβριδισµού 

εκκινητών, οι εκκινητές σε περίσσια υβριδίζονται στις συµπληρωµατικές αλληλουχίες του DNA 

εκµαγείου µε ψύξη του δείγµατος στους 50–65°C για 30 δευτερόλεπτα-1 λεπτό. Η πολυµεράση 

συνδέεται στο υβρίδιο του εκκινητή και της µονόκλωνης αλυσίδας και αρχίζει τη σύνθεση της νέας 

αλυσίδας του DNA χρησιµοποιώντας το 3’ ελεύθερο άκρο του εκκινητή. Ακολουθεί επώαση στους 

72°C για το στάδιο επιµήκυνσης των εκκινητών από µία θερµοάντοχη πολυµεράση, παρουσία των 

τεσσάρων νουκλεοτιδίων. Η πολυµεράση συνθέτει µια νέα αλυσίδα DNA, προσθέτοντας dNTPs, τα 

οποία είναι συµπληρωµατικά στη µονόκλωνη αλυσίδα του DNA, µε κατεύθυνση 5’ → 3’. Το 

επόµενο στάδιο είναι το στάδιο τελικής επιµήκυνσης, το οποίο λαµβάνει χώρα σε θερµοκρασία 

επίσης 72°C για 5-15 λεπτά και συµβαίνει µετά τον τελευταίο κύκλο της PCR, ώστε οποιαδήποτε 

µονόκλωνη αλυσίδα DNA να επεκταθεί πλήρως. Τέλος, έχουµε το τελικό στάδιο σε θερµοκρασία 

4°C για ακαθόριστο χρονικό διάστηµα, επιτρέποντας την προσωρινή αποθήκευση της αντίδρασης.  
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6. Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων των PCR  

 

Η  ηλεκτροφόρηση είναι µια µέθοδος διαχωρισµού µορίων ή σωµατιδίων µε πολλές εφαρµογές 

στην µοριακή βιολογία, βιοχηµεία, πρωτεϊνική χηµεία, φαρµακολογία, εγκληµατολογία κ.α.  

Η βασική αρχή στηρίζεται στο φαινόµενο κατά το οποίο φορτισµένα µόρια και σωµατίδια, 

µέσα σε υδάτινα διαλύµατα και κάτω από την επίδραση ενός ηλεκτρικού πεδίου, κινούνται προς την 

κατεύθυνση του ηλεκτροδίου µε το αντίθετο φορτίο. Λόγω των διαφορετικών φορτίων και µαζών, 

τα διάφορα µόρια θα κινηθούν µε διαφορετικές ταχύτητες (κινητικότητα). Η κινητικότητα αυτή 

εξαρτάται από την σταθερά pK και το µοριακό βάρος του φορτισµένου σωµατιδίου ενώ άλλοι 

παράγοντες που µπορούν να επηρεάσουν την κινητικότητα είναι το pH και η συγκέντρωση του 

ρυθµιστικού διαλύµατος (buffer), η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου, η θερµοκρασία καθώς και η 

φύση του υλικού µέσα στο οποίο γίνεται η ηλεκτροφόρηση.  

 Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης αποτελεί µια διαδικασία που ακολουθεί τις 

αντιδράσεις PCR, για ποιοτικό προσδιορισµό των συγκεκριµένων αντιδράσεων. Χρησιµοποιείται 

για επιβεβαίωση της ενίσχυσης προΐόντων  που  θα χρησιµοποιήσουµε  κατά την αλληλούχιση. 

 Η πηκτή, που περιείχε βρωµιούχο αιθίδιο, εισαγόταν σε οριζόντιες δεξαµενές. Την πηκτή, 

διαπερνούσε ηλεκτρικό ρεύµα 100Volts, το οποίο ανάγκαζε το αρνητικά φορτισµένο DNA, να 

µετακινηθεί από τον αρνητικό προς το θετικό πόλο. Η ηλεκτροφόρηση αυτή οδηγούσε σε 

διαχωρισµό των τµηµάτων του DNA ανάλογα µε το µέγεθός τους. Κοµµάτια DNA µικρότερου 

µεγέθους κινούνται γρηγορότερα από κοµµάτια µεγαλύτερου µεγέθους. Το µέγεθος των τµηµάτων 

εκτιµάται µε βάση κάποιο µάρτυρα µοριακών µεγεθών τµηµάτων DNA. 

Στη συνέχεια, µε τη χρήση συσκευής µε UV ακτινοβολία, η οποία ανιχνεύει το βρωµιούχο αιθίδιο, 

οπτικοποιούµε το DNA και φωτογραφίζουµε τα αποτελέσµατά µας. Το βρωµιούχου αιθίδιο 

συνδέεται ισχυρά µε το DNA παρεµβαίνοντας ανάµεσα στις δίκλωνες βάσεις και  απορροφά στο 

αόρατο υπεριώδες φως ενώ  εκπέµπει στο  ορατό πορτοκαλί φως. 

Για την παρατήρηση της µετακίνησης των τµηµάτων του DNA κατά την εξέλιξη της 

ηλεκτροφόρησης γίνεται ανάµιξη του προιόντος της PCR  µε το βρωµιούχου αιθίδιο πριν τη 

µεταφορά του  στα πηγαδάκια.  

 

Τα προϊόντα των προιόντων PCR ηλεκροφορήθηκαν σε πήκτωµα (gel) αγαρόζης [INVITROGEN 

AGAROSE]. Το πήκτωµα αγαρόζης ήταν συγκέντρωσης 2%, αποτελούµενο από 1,2gr αγαρόζης σε 

60ml TBE (Tris Boric EDTA). Eπίσης προστέθηκαν 100µl βρωµιούχου αιθιδίου (1µg/µl). Στα 

πηγαδάκια του πηκτώµατος φορτώνουµε 10µl από κάθε  προϊόν  PCR, αναµεµιγµένα µε κατάλληλο 
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διάλυµα χρωστικής. Επίσης στο πρώτο πηγαδάκι του πηκτώµατος φορτώνουµε 7µl µάρτυρα 

µοριακού βάρους της εταιρίας INVITROGEN (100 bp DNA Ladder). Το πήκτωµα τοποθετείται σε 

κατάλληλη συσκευή ηλεκτροφόρησης που περιέχει ρυθµιστικό διάλυµα TBE και τέλος εφαρµόζεται 

τάση 100V. Μετά την ολοκλήρωση της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα φωτογραφίζεται σε 

κατάλληλη συσκευή υπεριωδών ακτίνων. 

 

   

Εικόνα 7. 1: Ο µάρτυρας µοριακού βάρους 100 bp DNA Ladder 

 

 

7. Καθαρισµός των προϊόντων της PCR  

Ο καθαρισµός των δειγµάτων έγινε µε το  QIAQUICK GEL EXTRACTION KIT της εταιρίας 

QIAGEN 

 

8. Εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων της PCR  

  Ο όρος αλληλούχιση DNA αλληλουχιών αναφέρεται σε βιοχηµικές µεθόδους, οι οποίες 

χρησιµοποιούνται για τον καθορισµό της σειράς των νουκλεοτιδικών βάσεων σε µια αλληλουχία 

DNA.  Τα προϊόντα των PCR αντιδράσεων στάλθηκαν για αλληλούχιση στην εταιρεία Macrogen 

στην Κορέα.  
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9. Επεξεργασία των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών µε προγράµµατα 

βιοπληροφορικής  

 

-clustalw: είναι ένα πρόγραµµα που επιτρέπει την στοίχιση αλληλουχιών DNA ή πρωτεϊνών και την 

εύρεση τυχόν οµοιοτήτων ή διαφορών.  

   Στην συγκεκριµένη εργασία το πρόγραµµα αυτό χρησιµοποιήθηκε για την στοίχιση των 

κατατεθειµένων αλληλουχιών των VP4, VP3 και VP2  περιοχών των προτύπων στελεχών 

S1(AY184219), S2(AY184220) και S3(AY184221) µε τις αλληλουχίες που προέκυψαν από την 

αλλλούχιση των δειγµάτων. Η διαδικασία έγινε ως εξής: αρχικά έγινε στοίχιση χωριστά της κάθε 

αλληλουχίας µε κάθε ζεύγος εκκινητών των δειγµάτων µε ολόκληρο το γονιδίωµα του εκάστοτε 

προτύπου κατατεθηµένου στέλεχους που αντιστοιχούσε. Στη συνέχεια έγινε σύρραψη των 

αλληλουχιών των δειγµάτων µε τη βοήθεια ειδικού προγράµµατος (δες παρακάτω). Κατόπιν η κάθε 

γενωµική περιοχή (πχ. VP4) του κάθε δείγµατος στοιχήθηκε πάλι µε ολόκληρο το  γονιδίωµα του 

εκάστοτε προτύπου κατατεθειµένου στελέχους. Οι νουκλεοτιδικές διαφορές µεταξύ των 

αλληλουχιών αποτελούσαν µεταλλάξεις των εµβολιακών στελεχών που µελετήσαµε. Τέλος το 

πρόγραµµα clustalw χρησιµοποιήθηκε για την στοίχιση των αµινοξικών αλληλουχιών των VP4, VP3 

και VP2  περιοχών των δειγµάτων µας µε τις αλληλουχίες των VP4, VP3 και VP2  περιοχών των 

αντίστοιχων κατατεθειµένων προτύπων στελεχών για τον εντοπισµό τυχόν αµινοξικών διαφορών. 

-Gene Runner V. 3.05: είναι ένα πρόγραµµα µε πολλές ιδιότητες. Στην συγκεκριµένη εργασία το 

πρόγραµµα αυτό χρησιµοποιήθηκε για την µετάφραση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των VP4, 

VP3 και VP2  περιοχών των δειγµάτων µας στα 3 πιθανά πλαίσια ανάγνωσης από τα οποία 

επιλέξαµε εκείνο το πλαίσιο που δεν περιείχε κωδικόνιο λήξης. Επίσης το πρόγραµµα αυτό 

χρησιµοποιήθηκε για την σύρραψη των αλληλουχιών των δειγµάτων µας.  

-Rasmol  V. 2.7.1.1: είναι ένα πρόγραµµα που επιτρέπει την απεικόνιση τρισδιάστατων δοµών. Με 

τη βοήθεια του προγράµµατος αυτού και µε τη χρήση των κατατεθειµένων στην pdb δοµών 

1ASJ.pdb (πολιοιός αγρίου τύπου 1) και IVBE (sabin τύπου 3) απεικονίσαµε τις θέσεις των 

αµινοξικών αλλαγών ώστε να µπορούµε να προσδιορίσουµε το ρόλο τους στην αρµοστικότητα των 

ιικών στελεχών.     
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

1. Αποτελέσµατα  PCR  

   Όπως ήδη αναφέρθηκε, για την ενίσχυση των VP4, VP2 και VP3 περιοχών χρησιµοποιήθηκαν 14 

διαφορετικά ζεύγη εκκινητών .   

Στέλεχος που 

αναγνωρίζει 

Primers 

 

Αλληλουχία Mήκος  

PCR 

προϊόντος 

Τm 

sabin 1 s1 23 κ. 323-GAGTCTGGACATCCCTCACC-342 653 bp 64 

sabin 1 s1 976 α. 957-TACCCGCAAGCCTCTATGTT-976 60 

sabin 1 S182 κ.  882-CTCAAGACCCTTCCAAGTTCA-902 660bp 62 

sabin 1 S1542 α. 1523-ATTATCTGGTGCGGGAACAC-1542 60 

sabin 1 S1350 κ. 1350-GGGATAGCAACACCACTACCA-1370 343bp 64 

sabin 1 S1693 α. 1675-TGGAATCTCTGGGGAGGAC-1693 60 

sabin 1 S1476 κ. 1476- CGGTGGATTACCTCTTTGGA-1495 678 bp 60 

sabin 1 S1154 α. 2136-AGTTTGCCAGTTGCCATCA-2154 56 

sabin 1 S1013 κ. 2013-TCTGCCTGTCACTCTCTCCA-2032 656bp 62 

sabin 1 S1669 α. 2648-TGGTTTGCACTGTATCAGAAGG-2669 64 

sabin 2 S2397κ 396-CGTTAGATGTGAACAAGGTGTG-417 625bp 64 

sabin 2 S2021α. 1002-TCGTTGAATTGCCCAGAGTT-1021 58 

sabin 2 S2753κ. 753-CGCCCAAGTTTCATCACA-770 648bp 54 

sabin 2 S2401α 1381-TGGATTCGCATTCTCGTACTT-1401 60 

sabin 2 S2253κ. 1253-ATCTTGGGAGGGCTGGCTAC-1272 780bp 64 

sabin 2 S2033α. 2014-GGGGACAACGAGAGACACAA-2033 62 

sabin 2 S2914κ. 1914-AGACACCATGATACCCCTCAA-1934 655bp 62 

sabin 2 S2569α. 2551-GTCCAGGCAGGCTATTGGT-2569 60 

sabin 3 S3309 κ. 309-GTAGCTTGGGCCGATGAGT-327 735bp 60 

sabin 3 S3044 α. 1025-ACTGAATTTGCTGCCTCCTG-1044 60 

sabin 3 S3936 κ. 936-CTCCAGCACTCAATTCACCA-955 574bp 60 

sabin 3 S3510 α. 1491-TCCCAGTAACACCCCACATC-1510 62 

sabin 3 S378 κ. 1378-TTATGCAAATGCGAATCCAG-1397 486bp 56 

sabin 3 S3864 α. 1844-AATAGGCGGAGTGACATCAAA-1864 60 

sabin 3 S3709 κ. 1709-CCCAATGTGTAGCGAGTTCA-1728 509bp 60 

sabin 3 S3218 α. 2200-GTGCCCAACATAGCCTCCT-2218 60 

sabin 3 S340 κ. 2140-TACGGGGAAAATCCTAGTGG-2159 519bp 60 

sabin 3 S3659 α. 2640-CGTTTGAACTGTGTCGGATG-2659 60 
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Παρακάτω φαίνονται φωτογραφίες από PCR  µε µερικά ενδεικτικά ζεύγη εκκινητών .  

 

 

 

Ζεύγος S1350/S1693                                                         Ζεύγος S2914/S2569, 

(Lanes 1-5: PCR προϊόντα 343 bp,                           (Lanes 1-7: PCR προϊόντα 655 bp,                   

Lane 6: αρνητικός µάρτυρας).                                     Lane 8: αρνητικός µάρτυρας) .           

 

                                        

Ζεύγος S3309/S3044                                      

(Lanes 1-8: PCR προϊόντα 735 bp,                 

Lane 9: αρνητικός µάρτυρας).                    

 

 

2. Αποτελέσµατα ανάλυσης των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών  

   Όπως αναφέρθηκε, τα αποτελέσµατα της αλληλούχισης όλων των δειγµάτων χρησιµοποιήθηκαν 

για στοίχιση (µέσω του clustalw) µε τις αλληλουχίες των κατατεθειµένων πρότυπων στελεχών Sabin 

µε σκοπό την εύρεση νουκλεοτιδικών και αµινοξικών µεταλλάξεων. Παρακάτω απεικονίζεται η 
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στοίχιση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της VP2 περιοχής του δείγµατος 581 µε την αλληλουχία 

του πρότυπου στελέχους Sabin 3.  

 

581_VP2         -------------------------------------------------TCACCAAATGT 11 

Sabin3          CACCGAGCCACTAAAGGACGTGCTCATAAAAACAGCTCCAGCACTCAATTCACCAAATGT 960 

                                                                 *********** 

 

581_VP2         GGAAGCGTGTGGGTATAGTGATAGAGTGTTGCAACTCACTTTAGGCAATTCCACTATTAC 71 

Sabin3          GGAAGCGTGTGGGTATAGTGATAGAGTGTTGCAACTCACTTTAGGCAATTCCACTATTAC 1020 

                ************************************************************ 

 

581_VP2         TACACAGGAGGCAGCAAATTCAGTAGTGGCTTACGGACGTTGGCCTGAGTTTATTAGAGA 131 

Sabin3          TACACAGGAGGCAGCAAATTCAGTAGTGGCTTACGGACGTTGGCCTGAGTTTATTAGAGA 1080 

                ************************************************************ 

 

581_VP2         TGACGAAGCAAACCCGGTGGACCAACCAACTGAACCAGATGTGGCTACATGCAGATTCTA 191 

Sabin3          TGACGAAGCAAACCCGGTGGACCAACCAACTGAACCAGATGTGGCTACATGCAGATTCTA 1140 

                ************************************************************ 

 

581_VP2         CACACTAGACACTGTAATGTGGGGTAAGGAGTCGAAAGGCTGGTGGTGGAAGTTACCTGA 251 

Sabin3          CACACTAGACACTGTAATGTGGGGTAAGGAGTCGAAAGGCTGGTGGTGGAAGTTACCTGA 1200 

                ************************************************************ 

 

581_VP2         CGCACTGAGAGACATGGGTCTGTTTGGACAAAACATGTATTACCACTACCTAGGAAGATC 311 

Sabin3          CGCACTGAGAGACATGGGTCTGTTTGGACAAAACATGTATTACCACTACCTAGGAAGATC 1260 

                ************************************************************ 

 

581_VP2         CGGGTACACTGTGCACGTGCAGTGTAATGCATCCAAATTTCACCAAGGTGCACTCGGGGT 371 

Sabin3          CGGGTACACTGTGCACGTGCAGTGTAATGCATCCAAATTTCACCAAGGTGCACTCGGGGT 1320 

                ************************************************************ 

 

581_VP2         GTTTGCGATTCCTGAGTATTGTCTGGCGGGTGACAGTGACAAGCAAAGGTACACTAGTTA 431 

Sabin3          GTTTGCGATTCCTGAGTATTGTCTGGCGGGTGACAGTGACAAGCAAAGGTACACTAGTTA 1380 

                ************************************************************ 

 

581_VP2         TGCAAATGCGAATCCAGGTGAAAGAGGGGGAAAATTTTACTCCCAATTCAACAAGGATAA 491 

Sabin3          TGCAAATGCGAATCCAGGTGAAAGAGGGGGAAAATTTTACTCCCAATTCAACAAGGATAA 1440 

                ************************************************************ 
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581_VP2         CGCAGTAACATCCCCAAAAAGAGAGTTCTGCCCAGTGGATTATCTCCTGGGATGTGGGGT 551 

Sabin3          CGCAGTAACATCCCCAAAAAGAGAGTTCTGCCCAGTGGATTATCTCCTGGGATGTGGGGT 1500 

                ************************************************************ 

 

581_VP2         GTTACTGGGAAATGCCTTTGTATACCCACATCAAATCATTAATCTGAGGACCAACAACAG 611 

Sabin3          GTTACTGGGAAATGCCTTTGTATACCCACATCAAATCATTAATCTGAGGACCAACAACAG 1560 

                ************************************************************ 

 

581_VP2         CGCAACTATTGTCCTACCATATGTGAATGCTATGGCCATTGATTCAATGGTTAAACACAA 671 

Sabin3          CGCAACTATTGTCCTACCATATGTGAATGCTTTGGCCATTGATTCAATGGTTAAACACAA 1620 

                ******************************* **************************** 

 

581_VP2         CAACTGGGGCATTGCCATTCTGCCCTTATCACCGCTGGATTTTGCTCAAGATTCATCAGT 731 

Sabin3          CAACTGGGGCATTGCCATTCTGCCCTTATCACCGCTGGATTTTGCTCAAGATTCATCAGT 1680 

                ************************************************************ 

 

581_VP2         TGAAATTCCAATTACTGTGACAATTGCCCCAATGTGTAGCGAGTTCAACGGCCTTCGCAA 791 

Sabin3          TGAAATTCCAATTACTGTGACAATTGCCCCAATGTGTAGCGAGTTCAACGGCCTTCGCAA 1740 

                ************************************************************ 

 

581_VP2         CGTGACTGCACCTAAATTTCAA-------------------------------------- 813 

Sabin3          CGTGACTGCACCTAAATTTCAAGGACTACCAGTGTTGAACACTCCTGGTAGTAACCAGTA 1800 

                **********************                                       

 

 

   Τα αστεράκια που βρίσκονται κάτω από τα στοιχισµένα νουκλεοτίδια σηµαίνουν οµοιότητα ενώ 

τα κενά σηµαίνουν ότι στο συγκεκριµένο σηµείο υπάρχει µετάλλαξη.  

   Παρακάτω απεικονίζεται η στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας της VP2 του δείγµατος 581 µε 

την VP2 του πρότυπου στελέχους Sabin 3. Όπως ήδη αναφέρθηκε η αµινοξική αλληλουχία όλων 

των δειγµάτων ανακτήθηκε µέσω του προγράµµατος GeneRunner. 

 

 

581     SPNVEACGYSDRVLQLTLGNSTITTQEAANSVVAYGRWPEFIRDDEANPVDQPTEPDVAT 60 

sabin3  SPNVEACGYSDRVLQLTLGNSTITTQEAANSVVAYGRWPEFIRDDEANPVDQPTEPDVAT 60 

        ************************************************************ 

 

581      CRFYTLDTVMWGKESKGWWWKLPDALRDMGLFGQNMYYHYLGRSGYTVHVQCNASKFHQG 120 

sabin3   CRFYTLDTVMWGKESKGWWWKLPDALRDMGLFGQNMYYHYLGRSGYTVHVQCNASKFHQG 120 

         ************************************************************ 
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581       ALGVFAIPEYCLAGDSDKQRYTSYANANPGERGGKFYSQFNKDNAVTSPKREFCPVDYLL 180 

sabin3    ALGVFAIPEYCLAGDSDKQRYTSYANANPGERGGKFYSQFNKDNAVTSPKREFCPVDYLL 180 

          ************************************************************ 

 

581       GCGVLLGNAFVYPHQIINLRTNNSATIVLPYVNAMAIDSMVKHNNWGIAILPLSPLDFAQ 240 

sabin3    GCGVLLGNAFVYPHQIINLRTNNSATIVLPYVNALAIDSMVKHNNWGIAILPLSPLDFAQ 240 

   **********************************:************************* 

 

581       DSSVEIPITVTIAPMCSEFNGLRNVTAPKFQ 271 

sabin     DSSVEIPITVTIAPMCSEFNGLRNVTAPKFQ 271 

          ******************************* 

 

   Τα αστεράκια που βρίσκονται κάτω από τα στοιχισµένα αµινοξέα σηµαίνουν οµοιότητα, τα κενά 

σηµαίνουν αλλαγή αµινοξέων, το σύµβολο : σηµαίνει αλλαγή αµινοξέων µε παρόµοιες ιδιότητες και 

τέλος το σύµβολο . σηµαίνει αλλαγή αµινοξέων µε κάποιες µόνο κοινές ιδιότητες.  

   Η παραπάνω διαδικασία έγινε για όλα τα δείγµατα και επέτρεψε την ανίχνευση συνώνυµων και µη 

συνώνυµων µεταλλάξεων στις VP4, VP3 και VP2  γενωµικές περιοχές .  

 

Παρακάτω παρατίθενται πίνακες µε τις µεταλλάξεις που εντοπίστηκαν. 

 

Εµβολιακό 

στέλεχος 

∆είγµα Γονίδιο Νουκλεοτιδική 

µετάλλαξη 

Αµινοξική 

µετάλλαξη 

Sabin1 522 

 

 

 

 

 

522 

Vp4 - - 

VP2  C1119A  Asp56Glu 

 G1207A - 

G1479A - 

     C1695T - 

VP3 G1775T  Val4Ile 

C1941A Ala59 Glu  

G2003A  Asp 80Asn  

II VP4 - - 

Vp2 C1294T - 

Vp3 A1944C  Lys60Thr 

C2002T - 
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C2027T - 

742 Vp4 - - 

Vp2 C1441T - 

Vp3 - - 

 

 

Εµβολιακό 

στέλεχος 

∆είγµα Γονίδιο Νουκλεοτιδική 

µετάλλαξη 

Αµινοξική 

µετάλλαξη 

Sabin 2 580 Vp2 T1086C - 

8001 Vp3 G1881A Ile52Val 

A1924G - 

A1926G -  

G2067 A - 

T2226C - 

A2457C   Ile231Leu 

Vp4 T918C - 

Vp2 T1086C  

- 

 

G1185A  

G1323A 

C1749T 

I34 Vp2  A1365T -- 

  T1557C 

T1569C 

 C1695A 

Vp3 - - 

Vp4 - - 

ID Vp4 - - 

Vp2  A1365 G - 

Vp3  G2028A   

C2056T His97Tyr 

 T2448C - 

 A2458C Ile231Leu 
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A2461T  Ser232Gln 

 

Εµβολιακό 

στέλεχος 

∆είγµα Γονίδιο Νουκλεοτιδική 

µετάλλαξη 

Αµινοξική 

µετάλλαξη 

Sabin3 581 VP4 - - 

VP2 T1592A Leu215Met 

Vp3 G2358A - 

584 VP4 - - 

VP2  T1592A  Leu 215 Met 

VP3 - - 

738 VP4 - - 

VP2 A1291G - 

Vp3 G2386A Ser209Asn 

744 Vp4  T790C - 

Vp2 - - 

Vp3 - - 

 

Πίνακας 2 : Νουκλεοτιδικές µεταλλάξεις όλων των δειγµάτων. Οι αριθµοί δηλώνουν  τις θέσεις των 

µεταλλάξεων. Με µπλε χρώµα  είναι  τα νουκλεοτίδια των πρότυπων εµβολιακών στελεχών ενώ µε 

κόκκινο τα αλλαγµένα νουκλεοτίδια των στελεχών που µελετήσαµε. Με κίτρινο χρώµα είναι  τα 

αµινοξέα των πρότυπων εµβολιακών στελεχών ενώ µε πράσινο τα αλλαγµένα αµινοξέα των 

στελεχών που µελετήσαµε.  

 

3. Eπεξεργασία αποτελεσµάτων µε Rasmol V. 2.7.1.1 

   Με τη βοήθεια του παραπάνω προγράµµατος έγινε απεικόνιση των θέσεων των αµινοξέων που 

αλλάζουν στη δοµή του πρωτοµερούς του καψιδίου. Στις εικόνες που ακολουθούν τα αµινοξέα που 

αλλάζουν είναι χρωµατισµένα κόκκινα και αναπαρίστανται µε το χωροπληρωτικό µοντέλο ώστε να 

διακρίνονται από το υπόλοιπο µόριο που αναπαρίσταται σε µορφή αλύσου. Οι αµινοξικές αλλαγές 

των Sabin 1 και Sabin 2 απεικονίστηκαν στην τρισδιάστατη δοµή του στελέχους Mahoney (πολιοιός 

1 αγρίου τύπου) λόγω της έλλειψης κρυσταλλογραφικής µελέτης των δοµών των Sabin 1 και Sabin 

2.  
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Εικόνα 3.1: Οι αµινοξικές αλλαγές όλων των στελεχών Sabin 1 αναπαρίστανται στην τρισδιάστατη 

δοµή του στελέχους Mahoney (πολιοιός 1 αγρίου τύπου) 1ASJ.pdb. Η VP1 πρωτεΐνη είναι 

χρωµατισµένη µε µπλε, η  VP2 µε κυανό και η VP3 µε πράσινο. Οι αµινοξικές αλλαγές 

αναπαρίστανται µε το χωροπληρωτικό µοντέλο σε κόκκινο χρώµα στην VP2 περιοχή και κίτρινο 

στην VP3 .   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.2: Οι αµινοξικές αλλαγές όλων 

των στελεχών Sabin 2 αναπαρίστανται 

στην τρισδιάστατη δοµή του στελέχους 

Mahoney (πολιοιός 1 αγρίου τύπου) 1ASJ.pdb. Η VP1 πρωτεΐνη είναι χρωµατισµένη µε µπλε, η  
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VP2 µε κυανό, η VP3 µε πράσινο και η VP4 µε κίτρινο. Οι αµινοξικές αλλαγές αναπαρίστανται µε 

το χωροπληρωτικό µοντέλο σε κόκκινο χρώµα.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.3: Οι αµινοξικές αλλαγές των στελεχών Sabin3  αναπαρίστανται στην τρισδιαστατη δοµή 

1VBE.pdb. Η VP1 πρωτεΐνη είναι χρωµατισµένη µε µπλε, η  VP2 µε κυανό, η VP3 µε πράσινο και η 

VP4 µε κίτρινο. Οι αµινοξικές αλλαγές αναπαρίστανται µε το χωροπληρωτικό µοντέλο σε κόκκινο 

χρώµα στην VP2 και κίτρινο στην VP3.    

 

 

   Με τη βοήθεια των εικόνων 3.1 3.2 και 3.3  αλλά και µέσω άλλων φωτογραφιών που απεικονίζουν 

τη δοµή του πενταµερούς του ιού και ολόκληρου του καψιδίου ταξινοµήσαµε τις αµινοξικές αλλαγές 

σε δύο κύριες κατηγορίες: 1) σε αυτές που βρίσκονται στο εξωτερικό του καψιδίου και 2) σε αυτές 

που βρίσκονται στο εσωτερικό του καψιδίου. Εξωτερικά είναι στα  στελέχη Sabin1: οι Αla59Glu, 

Lys60Thr, Asp80Asn και Asp56Glu  ενώ  στα στελέχη  Sabin 2 και  Sabin 3 όλες.  

Εσωτερικά είναι η Val4Ile  στα  στελέχη Sabin1. 
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Συζήτηση 

 

    Από τις 40 συνολικά µεταλλάξεις που εντοπίστηκαν στα κλινικά στελέχη µόνο οι 11 ήταν 

µη-συνώνυµες ενώ οι υπόλοιπες 29 ήταν συνώνυµες. Έτσι το µεγαλύτερο ποσοστό των 

µεταλλάξεων (72,5%) ήταν συνώνυµες γεγονός το οποίο συµφωνεί και µε  προηγούµενες µελέτες 

(Cherkasova et al. 2002, Figlerowicz et al. 2003). Οι συνώνυµες µεταλλάξεις παρά το γεγονός ότι 

δεν οδηγούν σε αντικατάσταση αµινοξέων δεν σηµαίνει ότι είναι πάντα φαινοτυπικά ουδέτερες 

καθώς µπορεί να εντοπίζονται σε σηµαντικές δευτεροταγείς δοµές και έτσι να επηρεάζουν την 

βιολογία του ιού (Agol 2002). Επίσης οι περισσότερες µεταλλάξεις (28 από τις 40) είναι 

µεταπτώσεις (transitions) γεγονός το οποίο συµφωνεί µε την τάση της 3Dpol  να εισάγει κυρίως 

µεταπτώσεις  κατά την ιική αντιγραφή (Agol 2002).  

    Σε όλα τα στελέχη δεν εµφανίστηκαν µη-συνώνυµες µεταλλάξεις στην VP4 γενωµική 

περιοχή και αυτό συµβαίνει  γιατί η VP4 πρωτεΐνη βρίσκεται εξ ολοκλήρου στο εσωτερικό του 

καψιδίου και δεν δέχεται αντιγονικές εξελικτικές πιέσεις επιλογής. Αντίθετα τα καρβοξυτελικά άκρα 

των τριών πρωτεϊνών VP1, VP2 και VP3 καθώς και οι περισσότερες από τις θηλιές τους εκτίθενται 

στην εξωτερική επιφάνεια του καψιδίου και περιέχουν τις κύριες αντιγονικές θέσεις (N-Ags) του 

ιού. Υπάρχουν τέσσερις αντιγονικές θέσεις , οι N-AgI, N-AgII, N-AgIIIA και N-AgIIIB  (Diamond 

et al., 1985 , Minor et al., 1986,  Page et al., 1988,  Wiegers and Dernic, 1992). 

• Η N-AgI είναι συνεχόµενη και αποτελείται από τα αµινοξέα 97, 99-101 της VP1.  

• Η N-AgII είναι διακοπτόµενη και αποτελείται από τα αµινοξέα 221-224 της VP1 και τα 

αµινοξέα 164-172, 270 της VP2. 

•  Η  N-AgIIIA αποτελείται από τα αµινοξέα 58-60, 66, 70 και73 της VP3 καθώς και 236 της 

VP2 και 286-290 της VP1. 

• H N-AgIIIB από τα αµινοξέα 75-79 και 144 της VP3 και το αµινοξύ 72 της VP2. 

 

 

Οι µεταλλάξεις στα δείγµατα µας που σχετίζονται µε τις αντιγονικές θέσεις είναι: 

Στέλεχος ∆είγµα Γονίδιο Μετάλλαξη Αντιγονική θέση 

Sabin 1 522 VP3 Ala59 Glu N-AgIIIA 

ΙΙ VP3 Lys60Thr N-AgIIIA 

522 VP3 Asp 80Asn Κοντά στην N-AgIIIB 

Sabin 2 8001 VP3 Ile52Val Κοντά στην N-AgIIIΑ 
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Γενικά η συσσώρευση µεταλλάξεων στις αντιγονικές θέσεις του ιού είναι ένα συχνό 

φαινόµενο λόγω του γεγονότος ότι αυτές οι θέσεις είναι οι πιο εκτεθειµένες στο εξωτερικό του 

καψιδίου και συνεπώς υφίστανται υψηλή αντιγονική πίεση. Η συσσώρευση µεταλλάξεων στις θέσεις 

αυτές παρέχει στον ιό το πλεονέκτηµα ότι µπορεί να διαφεύγει της αναγνώρισης από τα αντισώµατα 

του οργανισµού και συνεπώς να πολλαπλασιάζεται πιο αποτελεσµατικά. 

    Στα στελέχη Sabin τύπου 1 (522 και IΙ) εντοπίζονται 5 µη-συνώνυµες µεταλλάξεις. Στα 

στελέχη Sabin τύπου 2 (8001 και ΙD) εντοπίζονται 5 µη-συνώνυµες µεταλλάξεις  (1 µετάλλαξη είναι 

ίδια σε 2 δείγµατα) και στα στελέχη Sabin τύπου 3 (738, 584 και 581) εντοπίζονται 2 µη-συνώνυµες 

µεταλλάξεις (1 µετάλλαξη είναι ίδια σε 2 δείγµατα). Στα δείγµατα 744, Ι34, 580 και 742 δεν 

εντοπίστηκαν µη-συνώνυµες  µεταλλάξεις. Παρακάτω ακολουθεί µια περιγραφή των µη-συνώνυµων 

µεταλλάξεων όσον αφορά τον εντοπισµό τους στο καψίδιο και τον πιθανό ρόλο τους στην 

αρµοστικότητα των στελεχών. 

Τα δείγµατα των Sabin1 συγκεντρώνουν 5 µη-συνώνυµες µεταλλάξεις από τις οποίες οι 4 

(Αla59Glu, Lys60Thr, Asp80Asn και Asp56Glu) είναι εκτεθειµένες στο εξωτερικό του καψιδίου και 

µόνο µία (Val4Ile) εντοπίζεται στο εσωτερικό του (εικόνα 3.1). Οι µεταλλάξεις Αla59Glu, Lys60Thr 

εντοπίζονται στην αντιγονική θέση  N-AgIIIA και η Asp80Asn κοντά στην αντιγονική θέση N-

AgIIIΒ. Η µετάλλαξη Asp56Glu βρίσκεται στην VP2 περιοχή ενώ οι υπόλοιπες στην VP3. Οι 

µεταλλάξεις αυτές (εκτός τις µεταλλάξεις Asp56Glu και Val4Ile που είναι αµινοξέα µε παρόµοιες 

ιδιότητες) αναµένεται να επηρεάζουν τον φαινότυπο καθώς εµπλέκουν αµινοξέα µε διαφορετικές 

ιδιότητες. Η Αλανίνη (Αla) είναι µη πολικό αµινοξύ, το Γλουταµινικό οξύ (Glu) και το Ασπαργανικό 

οξύ (Asp)  είναι όξινα, η Λυσίνη (Lys) βασικό ενώ η Θρεονίνη (thr) και Ασπαργανίνη (asn) είναι 

ουδέτερα πολικά αµινοξέα. Η µετάλλαξη Val4Ile βρίσκεται στο αµινοτελικό άκρο της VP3 το οποίο 

όπως είναι γνωστό αλληλεπιδρά µε τα αµινοτελικά άκρα των υπόλοιπων πρωτεϊνών (VP1, VP2, 

VP4) στο εσωτερικό του καψιδίου και αυτή η αλληλεπίδραση παίζει σηµαντικό ρόλο στη 

σταθερότητα του (Pfister et al. 1999).   

Τα δείγµατα των Sabin2 συγκεντρώνουν 4 µη-συνώνυµες µεταλλάξεις στην VP3 περιοχή. Οι 

µεταλλάξεις αυτές (Ile52Val,  His97Tyr,  Ile231Leu, Ser232Gln) είναι εκτεθειµένες στο εξωτερικό 

του καψιδίου, και συγκεκριµένα οι His97Tyr,  Ile231Leu, Ser232Gln βρίσκονται στην βάση της 

αύλακας (εικόνα 3.2) η οποία όπως αναφέρθηκε αποτελεί τη θέση πρόσδεσης του υποδοχέα ενώ η 

µετάλλαξη Ile52Val εντοπίζεται κοντά στην αντιγονική θέση  N-AgIIIΒ.  Οι µεταλλάξεις Ile231Leu, 

Ser232Gln και Ile52Val   πιθανόν  να  έχουν µικρότερη επίδραση στο φαινότυπο καθώς εµπλέκουν 

αµινοξέα µε παρόµοιες ιδιότητες ενώ αντίθετα η µετάλλαξη  His97Tyr αναµένεται να τον επηρεάζει 

περισσότερο καθώς το αµινοξύ Ιστιδίνη (His) είναι βασικό και το αµινοξύ Τυροσίνη (Τyr) είναι 

όξινο. 
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 Τα δείγµατα των Sabin3 συγκεντρώνουν 2 µη-συνώνυµες µεταλλάξεις. Την Leu215Met στην 

VP2 περιοχή στα δείγµατα 584 και 581 και την Ser209Asn στην VP3 περιοχή στο δείγµα 738 

(εικόνα 3.3) . Στο δείγµα 744 δεν παρουσιάστηκε καµία µη συνώνυµη µετάλλαξη. Και οι 2 

µεταλλάξεις είναι µε αµινοξέα που παρουσιάζουν παρόµοιες ιδιότητες µε τα αρχικά. Η µετάλλαξη 

Leu 215 Met βρίσκεται στην βάση της αύλακας ενώ η µετάλλαξη Ser209Asn όπως φαίνεται από το 

Rasmol εντοπίζεται στην διεπιφάνεια µεταξύ των πρωτεινών VP3 και VP2. 
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