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1. Περίληψη 

 

Οι πολιοϊοί είναι µέλη της οικογένειας των Εντεροϊών, οι οποίοι µε τη σειρά τους είναι µέλη 

της υπεροικογένειας των Picornaviridae. Φυσικός ξενιστής των πολιοϊών είναι ο ανθρώπινος 

οργανισµός. 

Οι πολιοϊοί αποτελούνται από τρεις οροτύπους, τους PV1, PV2 και PV3 βάσει αντιγονικών 

καθοριστών που φέρουν. Το καψίδιο των πολιοϊών αποτελείται από τις τέσσερις δοµικές 

πρωτεΐνες:VP1, VP2, VP3 και VP4, οι οποίες παρατίθενται σε εικοσαεδρική συµµετρία. Το καψίδιο 

αυτό προστατεύει το γενετικό υλικό του ιού, το οποίο εµφανίζεται ως µονόκλωνο RNA θετικής 

πολικότητας. Το RNA τους έχει µια 5΄αµετάφραστη περιοχή, το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης ORF, 

το οποίο κωδικοποιεί για τις δοµικές και ρυθµιστικές πρωτεΐνες και την 3΄αµετάφραστη περιοχή. Οι 

πολιοϊοί φέρουν πολύ υψηλό βαθµό σφαλµάτων κατά την επιµήκυνση της αλυσίδας, λόγω λαθών 

στην ενσωµάτωση νουκλεοτιδίων και λόγω έλλειψης διορθωτικής ικανότητας της RNA 

πολυµεράσης. Επίσης ενδοτυπικοί ανασυνδυασµοί πραγµατοποιούνται ανάµεσα στους τρείς 

οροτύπους των Sabin πολιοϊικών εµβολιακών στελεχών.  

Βασικό στοιχείο της παθογένειας των πολιοϊών είναι η πολιοµυελίτιδα, στην οποία 

εµφανίζεται νευροτοξικότητα περιφερειακών και κρανιακών νεύρων, καθώς και του νωτιαίου 

µυελού έχοντας ως τελικό στάδιο την παράλυση.  

Για την παρεµπόδιση πρόκλησης της παραλυτικής πολιοµυελίτιδας, έχουν κατασκευαστεί 

δύο εµβόλια. Αρχικά κατασκευάστηκε το ενδοµυϊκό απενεργοποιηµένο εµβολίου του Salk (ΙPV) 

και στη συνέχεια το στοµατικό εξασθενηµένο εµβόλιο Sabin (OPV), αποτελούµενο από τα τρία 

εξασθενηµένα στελέχη PV1, PV2 και PV3. Λόγω της εµφάνισης της εµβόλιο-συνδεόµενης 

παραλυτικής πολιοµυελίτιδας (VAPP) και των εµβολιακά σχετιζόµενων στελεχών (VDPV), που 

προκαλούν παραλυτική πολιοµυελίτιδα,  πραγµατοποιήθηκε µια αλλαγή προς χρήση του εµβολίου 

του Salk (ΙPV). Οι περιπτώσεις VAPP προκαλούνται εξαιτίας της συσσώρευσης των µεταλλάξεων 

και των γενετικών ανασυνδυασµών που πραγµατοποιούνται µεταξύ των εµβολιακών στελεχών. 

Πλέον έχουν σχεδόν εξαλειφθεί τα άγρια στελέχη πολιοϊού και έχουν παραµείνει µόνο επικίνδυνα 

εµβολιοσυνδεόµενα στελέχη που µπορούν να προκαλέσουν πολιοµυελίτιδα. Ο παγκόσµιος 

οργανισµός υγείας έχει εγκαθιδρύσει έναν µελλοντικό στόχο διακοπής του εµβολιασµού από το 

OPV όταν δεν θα κυκλοφορούν πλέον τα άγρια στελέχη του πολιοϊού σε παγκόσµια κλίµακα. 

 Μεταλλάξεις και ανασυνδυασµοί που εµφανίζονται µεταξύ των εµβολιοσυνδεόµενων 

στελεχών µπορούν να επηρεάσουν την κινητική ανάπτυξης, όπως επίσης και τον θερµοευαίσθητο 

φαινότυπο των στελεχών, επιφέροντας επιβλαβή φαινότυπο. Για την εύρεση τέτοιου είδους 

µεταλλάξεων και ανασυνδυασµών, καθώς και συσχέτισή τους µε την κινητική ανάπτυξης και τον 

θερµοευαίσθητο φαινότυπο των στελεχών αυτών, στην παρούσα εργασία, χρησιµοποιήθηκαν τα 
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προγράµµατα BLAST και ClustalW, καθώς και η RCT δοκιµή. Βάση της RCT δοκιµής, 

κατασκευάστηκαν οι καµπύλες ανάπτυξης ενός σταδίου στα οκτώ προς µελέτη στελέχη: ΙΙ, 742, 

ΕΡΑ, ΕΡΒ, LK3, LK6, LK10 και 729, καθώς και στα δύο πρότυπα στελέχη Sabin 1 και Sabin 3, 

βάση των οποίων εξήχθησαν τα ανάλογα αποτελέσµατα και συµπεράσµατα. 
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2. Εισαγωγή 

 

 2.1. Εντεροϊοί 

 

 Οι ανθρώπινοι εντεροϊοί είναι µέλη της οικογένειας Picornaviridae (Pallansh et al., 2007). 

Τα µέλη της οικογένειας αυτής είναι απλοί RNA ιοί χωρίς λιπιδικό φάκελο. Εξωτερικά καλύπτονται 

από ένα υψηλά δοµηµένο πρωτεϊνικό καψίδιο και στο εσωτερικό τους περιέχουν µονόκλωνο RNA 

θετικής πολικότητας. Το όνοµα των Picorna ιών προδίδει το µικρό µέγεθός τους και τον τύπο του 

νουκλεϊκού οξέος που αποτελεί το ιικό γένωµα, δηλαδή το RNA (Racaniello, 2007). Η εξέλιξη 

στους Picorna ιούς αποτέλεσε στον άµεσο διαχωρισµό των µελών σε διάφορους οροτύπους. Έτσι οι  

Picorna ιοί διαχωρίζονται σε εννέα γένη: Enterovirus, Rhinovirus, Hepatovirus, Parechovirus, 

Cardiovirus, Aphthovirus, Erbovirus, Kobuvirus και Teschovirus (Li et al., 2001). 

Το γένος των Εντεροϊοών µε τη σειρά του διαχωρίζεται σε πολιοϊούς, coxsackie A και Β 

ιούς, echo ιούς κι έναν αριθµό άλλων µη κατηγοριοποιηµένων ανθρωπίνων και µη εντεροϊών. Ο 

διαχωρισµός στους οροτύπους αυτούς γίνεται βάσει της βιολογικής δραστηριότητας τους και της 

ασθένειας που προκαλούν (Racaniello, 2007, Li et al., 2001). Καθένας από τους παραπάνω 

οροτύπους σχετίζεται µε την ανοσολογική απόκριση του ξενιστή. (Pallansch et al.,2007). 

 Οι εντεροϊοί διαχωρίζονται από τους υπόλοιπους Picorna ιούς κατά βάση σε φυσικά 

χαρακτηριστικά, όπως χαµηλή πυκνότητα σε χλωριούχο καίσιο και σταθερότητα σε διάλυµα 

ασθενούς οξέος. Ο µολυσµατικός ιός είναι σχετικά σταθερός σε πολλά κοινά εργαστηριακά 

απολυµαντικά καθώς και σε απολυµαντικά σε θερµό περιβάλλον, ενώ δεν επηρεάζεται από 

λιποδιαλύτες. ∆ιαλύµατα που απενεργοποιούν τον ιό είναι η φορµαλδεΰδη, η γλυκεραλδεΰδη, 

ισχυρά οξέα, υποχλωρίδιο του νατρίου και αδέσµευτη υπολειµµατική χλωρίνη. Η συγκέντρωση, το 

pΗ, εξωκυτταρικά οργανικά υλικά καθώς και ο χρόνος επαφής επιδρούν στον βαθµό 

απενεργοποίησης του ιού από τα παραπάνω µείγµατα. Γενικά τα περισσότερα αντιδραστήρια που 

απενεργοποιούν τους εντεροϊούς, βασίζονται στην ενεργό χηµική τροποποίηση του ιού. 

 Οι εντεροϊοί είναι σχετικά θερµοσταθεροί. Οι περισσότεροι απενεργοποιούνται άµεσα 

στους 42οC αν και κάποια σουλφυδρυλικά αναγωγικά µέσα και τα κατιόντα µαγνησίου µπορούν να 

σταθεροποιήσουν τον ιό και να αυξήσουν το όριο θερµοκρασίας στους 50οC. Απενεργοποίηση των 

εντεροϊών µπορεί να επιφέρει και η χρήση υπεριώδους ακτινοβολίας καθώς και η ξήρανση 

(Pallansh et al., 2007). 

 Η εισαγωγή µοριακών µεθόδων εµπλουτίζει το διαχωρισµό των µελών της γενιάς των 

εντεροϊών σε διάφορα είδη, βάσει της οργάνωσης του γενώµατος και της αλληλουχικής 

οµοιότητας, εκτός από τις βιολογικές ιδιότητες τους.  Βασικές γενωµικές περιοχές για τον 

διαχωρισµό των διαφόρων ειδών των εντοροϊών είναι η VP1 κωδική περιοχή που περιέχει µια 
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αξιόπιστη συσχέτιση µεταξύ της γενωµικής αλληλουχίας και του ορισµού του οροτύπου. Η 

οµοιότητα της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της VP1 γενωµικής περιοχής, το λιγότερο κατά 75%, 

µεταξύ ενός αποµονωµένου δείγµατος και ενός προτύπου οροτύπου, προτείνει ότι το αποµονωµένο 

δείγµα είναι οροτυπικά όµοιο µε το πρότυπο. Όσο µεγαλύτερο είναι το ποσοστό τόσο µεγαλύτερη 

είναι η συγγένεια µεταξύ των δειγµάτων. Εκτός της γενετικής συγγένειας µεταξύ διαφορετικών 

οροτύπων εντεροϊών, πολλοί εµφανίζουν επίσης κοινή αντιγονικότητα. Ο άνθρωπος εµφανίζεται ως 

ο φυσικός ξενιστής όλων των ανθρώπινων εντεροϊών. Οι διάφοροι τύποι εντεροϊών σχετίζονται 

τόσο µε σποραδικά όσο και µε επιδηµικά περιστατικά ασθενειών (Pallansh et al., 2007).  

 

 2.2. Πολιοϊοί 

 

 2.2.α. Γενικά για τους πολιοϊούς 

  

 Πολλά απ τα ορόσηµα των πολιοϊών είναι ορόσηµα και για τους εντεροϊούς και στην 

πραγµατικότητα και για την γενικότερη έννοια της ιολογίας. Οι πολιοϊοί ανακαλύφθηκαν και 

αποµονώθηκαν λόγω της ανάγκης επίλυσης της επιδηµικής πολιοµυελίτιδας στον 20ο αιώνα. Πιο 

συγκεκριµένα, ο πολιοϊός ανακαλύφθηκε ως ο αιτιολογικός παράγοντας από τους Landsteiner και 

Popper το 1908 (Pallansh et al., 2007, Racaniello, 2007, Blondel et al., 1998). 

 Ο πολιοϊός ήταν ο πρώτος ιός των ζώων που πλήρως κλωνοποιήθηκε και αλληλουχήθηκε. 

Επίσης ήταν ο πρώτος RNA ιός των ζώων για τον οποίο κατασκευάστηκε ένας µολυσµατικός 

κλώνος και τέλος ο πρώτος ανθρώπινος ιός για τον οποίο είχαµε την τρισδιάστατη δοµή του, µε τη 

βοήθεια της κρυσταλλογραφίας µέσω ακτίνων χ. Ακόµα η πρωτεϊνοσύνθεση της αρχικής 

πολυπρωτεΐνης απ' την οποία έχουµε την παραγωγή των ιικών πρωτεϊνών έπειτα από πρωτεόλυση, 

αρχικά αναγνωρίστηκε σε µολυσµένα κύτταρα από πολιοϊό. Το RNA των πολιοϊών ήταν το πρώτο 

αγγελιοφόρο RNA χωρίς 5' καλύπτρα, γεγονός που εξηγείται από τις ενδείξεις ότι το γένωµα του 

ιού µεταφράζεται από εσωτερικές ριβοσωµικές δοµές (Pallansh et al., 2007, Racaniello, 2007). 

 Οι πολιοϊοί αναπτύσσονται σε καλλιέργειες κυττάρων διαφόρων ιστών και τα κύτταρα in 

vitro παρουσιάζουν µια χαρακτηριστική κυτταροπαθογόνο δράση. Για πολλά έτη, οι πολιοϊοί ήταν 

οι πρωτότυποι οργανισµοί για την λυτική ιική µόλυνση σε καλλιέργεια κυττάρων. Τέλος η µόλυνση 

των κυττάρων στόχων, εξαρτάται στη σύνδεση των ιικών µορίων σε ειδικούς υποδοχείς στην 

κυτταρική επιφάνεια. Λόγω του ότι τα ιικά σωµατίδια αναγνωρίζονται από συγκεκριµένους 

υποδοχείς, µπορούν να µολύνουν µόνο κυτταρικές σειρές που φέρουν τους υποδοχείς αυτούς 

(Pallansh et al., 2007). 

 Ορολογικά τεστ επιβεβαίωσαν ότι τα περισσότερα µολυσµένα άτοµα δεν παρουσιάζουν την 

κλινική ασθένεια. Στη συνέχεια δοκιµές οροεξουδετέρωσης έναντι βασικών αντιγονικών θέσεων, 
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αποκάλυψαν ότι ο πολιοϊός έχει τρείς oροτύπους, τους PV1, PV2 και PV3. Οι τρείς ορότυποι 

αναπαράγονται στον ανθρώπινο πεπτικό σωλήνα και µπορούν να προκαλέσουν παράλυση 

µολύνοντας και καταστρέφοντας κινητήριους νευρώνες. Παραταύτα ο πολιοϊός προκαλεί 

νευρολογική ασθένεια µόνο στην τάξη του 10-2 για τον ορότυπο 1 και 10-3 για τους οροτύπους 2 και 

3. Αυτό συµβάινει καθώς η τάση του πολιοϊού να εισβάλλει στο κεντρικό νευρικό σύστηµα και 

ιδιαίτερα σε στοχευµένους κινητήριους νευρώνες είναι σπάνια, τυχαία και κυρίως εξαρτάται από 

την ηλικία, το φύλο ή την κοινωνικοοικονοµική θέση που βρίσκεται το µολυσµένο άτοµο (Pallansh 

et al., 2007, Georgescou et al., 1995, Mueller et al., 2005). 

 

 

 
 

 Εικόνα 1. Απεικόνιση της δοµής του πολιοϊικού οροτύπου 1 προσδεδεµένου στον 

υποδοχέα CD155. Οι αριθµοί 5, 3 και 2 προδίδουν τη θέση του πενταπλού, τριπλού 

και διπλού άξονα αντίστοιχα. Το µόριο του υποδοχέα είναι ένα µακρύ µόριο, το οποίο 

προεξέχει από την επιφάνεια του κυττάρου και προσδένεται στην επιφάνεια του ιικού 

σωµατιδίου (http://cmbi.bjmu.edu.cn/www-learn/micro-ac-

uk/335/Picornaviruses.html ) 
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2.2.β. Η δοµή του καψιδίου των πολιοϊών 

 

 Τα ιικά σωµατίδια είναι σφαιρικά µε διάµετρο περίπου 30nm. Αποτελούνται από ένα 

πρωτεϊνικό κέλυφος, το οποίο περιβάλλει το RNA γένωµα. Το πρωτεϊνικό αυτό κέλυφος συντίθεται 

από τις τέσσερις δοµικές πρωτεΐνες:VP1, VP2, VP3 και VP4. 

Η βασική δοµική µορφή του καψιδίου των πολιοιών είναι το πρωτοµερές. Το πρωτοµερές 

περιέχει ένα αντίγραφο καθεµιάς από τις τέσσερις δοµικές πρωτεΐνες:VP1, VP2, VP3 και VP4. Οι 

πρωτεΐνες αυτές είναι προϊόντα της πρωτεόλυσης µιας πρώιµης ιικής πολυπρωτεΐνης. Κατά τη 

σειριακή πρωτεόλυση, η πρωταρχική Ρ1 καψιδιακή πρωτεΐνη τεµαχίζεται στα τρία πολυπεπτίδια 

VP0, VP3 και VP1. Τα πολυπεπτίδια αυτά παραµένουν σαν πρωτοµερή, όµως άµεσα 

συναθροίζονται προς το σχηµατισµό των πενταµερών (VP0,VP3,VP1)5. Έπειτα τα πενταµερή 

διαδοχικά συναρµολογούνται ώστε να διαµορφωθεί το τελικό προκαψίδιο [(VP0,VP3,VP1)5]12. Το 

πακετάρισµα του RNA τότε οδηγεί στον αυθόρµητο τεµαχισµό ωρίµανσης, κατά τον οποίο η 

πρωτεΐνη  VP0 αποκόπτεται στις πρωτεΐνες VP4 και VP2. Το ώριµο ιικό καψίδιο φέρει πενταπλό, 

τριπλό και διπλό άξονα συµµετρίας όπως παρουσιάστηκε και στην Εικόνα 1 (Racaniello, 2007, 

Wimmer et al., 1993, Jesus et al., 2007). 

 

  

Εικόνα 2. Απεικόνιση α) της τριτοταγούς δοµής των τριών πρωτεϊνών της επιφάνειας του 

πρωτεϊνικού καψιδίου, β) της θέσης τους στον τριπλό και πενταπλό άξονα συµµετρίας και γ) 

τη θέση των τεσσάρων δοµικών πολυπεπτιδίων του ιικού καψιδίου, το οποίο περικλείει το 

RNA γένωµα.  (http://www.biol.vt.edu/faculty/lederman/biol4664/text/text78.html, 

http://expasy.org/viralzone/all_by_species/97.html )                                                                                     

(β) 

(α) 
(γ) Πρωτεϊνικές υποµονάδες 
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 Τελικά εξήντα δοµικές πρωτεΐνες παρατίθενται σε εικοσαεδρική συµµετρία και σχηµατίζουν 

ένα εικοσαεδρικό πλέγµα. Το πλέγµα αυτό αποτελεί µια σταθερή δοµή, συντιθέµενη από είκοσι 

τριγωνικές επιφάνειες και δώδεκα κορυφές. Το κέλυφος αποτελείται από τις  VP1, VP2 και VP3, οι 

οποίες έχουν κοινή διαµόρφωση, όχι όµως αλληλουχική οµολογία και τέλος από την VP4 που 

βρίσκεται στην εσωτερική επιφάνεια της δοµής. Το κοινό µοτίβο που παρουσιάζουν οι VP1, VP2 

και VP3 είναι ένα αντιπαράλληλο β-βαρέλι 8 κλώνων, µε δύο πλευρικές α-έλικες να συνδέονται 

µαζί µέσω ανόµοιων θηλιών. Η µορφή αυτή διευκολύνει στο πακετάρισµα των δοµικών µονάδων, 

ώστε να σχηµατιστεί ένα πυκνό και άκαµπτο πρωτεϊνικό περίβληµα (Racaniello, 2007, Blondel et 

al., 1998). 

 Το πακετάρισµα των δοµικών µονάδων, ενδυναµώνεται από ένα δίκτυο αµινοξικών 

αλληλεπιδράσεων στο εσωτερικό του καψιδίου. Το δίκτυο αυτό σχηµατίζεται από τα Ν-τελικά 

άκρα των πρωτεϊνών VP1, VP2 και VP3, καθώς και τη VP4 πρωτεΐνη, η οποία είναι απαραίτητη για 

τη σταθερότητα του ιικού σωµατιδίου. Η πρωτεΐνη VP4 διαφέρει από τις τρείς υπόλοιπες πρωτεΐνες  

στο ότι έχει µια εκτεταµένη διαµόρφωση των αµινοξέων της. Η πρωτεΐνη αυτή είναι ίδια σε θέση 

και διαµόρφωση µε τα ΝΗ2-τελικά άκρα των VP1 και VP3 πρωτεϊνών και λειτουργεί ως «ένα 

διαχωρισµένο ΝΗ2-τελικό άκρο της VP2», παρά σαν µια ανεξάρτητη καψιδική πρωτεΐνη. 

Οι βασικές δοµικές διαφορές µεταξύ των VP1, VP2 και VP3 πρωτεϊνών στηρίζονται στις 

θηλιές που συνδέουν τους β-κλώνους και στις Ν- και C- τελικές αλληλουχίες που εξέρχονται από 

τη δοµή β-βαρελιού. Οι αµινοξικές αλληλουχίες αυτές δίνουν στους διαφορετικούς οροτύπους την 

µοναδική µορφολογία και αντιγονικότητά τους. Οι C-τελικές αλληλουχίες τοποθετούνται στην 

επιφάνεια του ιικού σωµατιδίου και οι Ν-τελικές αλληλουχίες στο εσωτερικό του, γεγονός που 

φανερώνει µια σηµαντική επαναδιευθέτηση των παραγόµενών πρωτεϊνών έπειτα από την 

πρωτεολυτική διάσπαση της πρόδροµης Ρ1 πρωτεΐνης (Racaniello, 2007). 

 

 Η επιφάνεια του καψιδίου 

 

  Η επιφάνεια του καψιδίου των πολιοϊών περιέχει µια αύλακα. Φέρει µια χαρακτηριστική 

δοµή που προεξέχει. Η δοµή αυτή έχει σχήµα αστεριού και βρίσκεται συγκεκριµένα στον πενταπλό 

άξονα συµµετρίας. Πέντε µόρια της πρωτεΐνης VP1 πλαισιώνουν τον πενταπλό άξονα συµµετρίας, 

ενώ οι πρωτεΐνες VP2 και VP3 εναλλάσσονται γύρω από τον τριπλό άξονα συµµετρίας, στον οποίο 

υπάρχει επίσης µια προεξοχή. Η προεξέχουσα δοµή περιβάλλεται από ένα βαθύ κοίλωµα, το οποίο 

ονοµάζεται αύλακα (canyon). Έχει αποδειχθεί ότι η αύλακα είναι η περιοχή πρόσδεσης µε τον 

υποδοχέα των κυττάρων του ξενιστή (Racaniello, 2007, Blondel et al., 1998).  

Μέσα στον πυρήνα της πρωτεΐνης VP1, ακριβώς κάτω από την επιφάνεια της αύλακας 
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βρίσκεται µια υδρόφοβη κοιλότητα. Η κοιλότητα αυτή καταλαµβάνεται από ένα µυριστικό οξύ, το 

οποίο προσδένεται οµοιοπολικά σε µια γλυκίνη του άκρου της πρωτεΐνης VP4. Το κατάλοιπο αυτό 

είναι αναπόσπαστο κοµµάτι του ιικού καψιδίου. Τα Ν-τελικά τµήµατα της πρωτεΐνης VP3 

πλέκονται γύρω από τον πενταπλό άξονα, ώστε να σχηµατίσουν έναν πόρο παράλληλης β-δοµής. 

Οι πέντε µυριστικές οµάδες εκτείνονται από τα Ν-τελικά άκρα της πρωτεΐνης VP4 και πλαισιώνουν 

τον σχηµατιζόµενο πόρο. Έχει βρεθεί πως η τροποποίηση των µυριστικών οξέων επηρεάζει την 

ιική συναρµολόγηση, όπως επίσης και την σταθερότητα του καψιδίου. Η υδρόφοβη αυτή κοιλότητα 

θεωρείται σηµαντικός ρυθµιστής των προκαλούµενών από τον υποδοχέα δοµικών µεταβολών του 

πολιοϊού και ενάντια της στοχεύουν πολλά αντιικά σκευάσµατα (Racaniello, 2007). 

 
Εικόνα 3. Παρουσίαση της υδρόφοβης κοιλότητας του καψιδίου και συγκεκριµένα α) του 

πρωτοµερούς. Το RNA βρίσκεται στην κάτω πλευρά και ο πενταπλός άξονας στην πάνω 

δεξιά πλευρά. Οι σφαίρες αναπαριστούν τα µόρια σφιγγοσίνης της υδρόφοβης κοιλότητας. 

Το λιπίδιο βρίσκεται ακριβώς κάτω από την επιφάνεια της αύλακας, β) πρόσδεση του 

WIN52084 στην υδρόφοβη κοιλότητα και αποµάκρυνση του λιπιδίου, οδηγώντας σε 

απώλεια της µολυσµατικότητας και γ) πρόσδεση όµοιου µε WIN σκευάσµατος, το οποίο 

είναι το µικρό λευκό µόριο στη βάση της αύλακας. Τα άτοµα που βρίσκονται κοντά στο 

κέντρο του ιού είναι µαύρα και όσο αποµακρύνονται είναι πιο άσπρα (Racaniello, 2007). 

 

 

 

 

 

 

Αύλακα 

(α) 
(β) 

(γ) 
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 Το εσωτερικό του καψιδίου 

 

 Στο εσωτερικό του καψιδίου σχηµατίζεται ένα δίκτυο από τις Ν-τελικές περιοχές των 

πρωτεϊνών, το οποίο συµβάλλει στην σταθερότητα του ιικού σωµατιδίου. Στον πενταπλό άξονα 

συµµετρίας, οι Ν-τελικές περιοχές πέντε πρωτεϊνών VP3, σχηµατίζουν ένα κυλινδρικό παράλληλο 

β-έλασµα. Η δοµή αυτή περικλείεται από πέντε β-ελάσµατα των τριών κλώνων, που σχηµατίζονται 

από τις Ν-τελικές αλληλουχίες των πρωτεϊνών VP1 και VP4. Η οµάδα των µυριστικών οξέων 

προσδένεται στο Ν-τελικό άκρο της πρωτεΐνης VP4, διαµεσολαβώντας στην αλληλεπίδραση των 

δύο αυτών δοµών. Οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των πενταµερών σταθεροποιούνται από ένα β-

έλασµα των επτά κλώνων. Από τους κλώνους αυτούς, τέσσερις είναι του β-βαρελιού των 

πρωτεϊνών VP3 και ένας από το Ν-τελικό άκρο της VP1, το οποίο περιβάλλει ένα β-έλασµα των 

δύο τελευταίων κλώνων, προερχόµενο από τις Ν-τελικές περιοχές των πρωτεϊνών VP2, από ένα 

γειτονικό πενταµερές (Racaniello, 2007). 

Οι β-κλώνοι των καψιδικών πρωτεϊνών, που σχηµατίζουν τα β-βαρέλια, συνδέονται µε 

αµινοξικές θηλιές. Οι θηλιές αυτές είναι χαρακτηριστικές για καθεµιά από τις τρείς καψιδικές 

πρωτεΐνες και παρατίθενται στο εξωτερικό τµήµα της επιφάνειας του ιικού σωµατιδίου. Οι περιοχές 

αυτές αποτελούν βασικά συστατικά αντιγονικών θέσεων εξουδετέρωσης του ιού (Ν-Αgs), καθώς 

αντισώµατα ικανά να εξουδετερώσουν την ιική µολυσµατικότητα κατευθύνονται κατά αυτών των 

αλληλουχιών των θηλιών. Ο πολιοϊός έχει τέσσερις µεγάλες Ν-Αgs. (Wimmer et al., 1993). 

Παραταύτα υπάρχουν µόνο τρείς µοναδικές τάξεις των τεσσάρων αυτών θέσεων και έτσι 

τρείς µόνο ορότυποι του πολιοϊού. Η VP1 είναι η πιο εκτεθειµένη πρωτεΐνη της επιφάνειας του 

καψιδίου και παίζει ακρογωνιαίο ρόλο στην επαγωγή  αντισωµάτων ουδετεροποίησης και για τους 

τρεις οροτύπους του πολιοϊού. Η αντιγονική θέση 1 της πρωτεΐνης αυτής συντίθεται από τα 

αµινοξέα 89 έως και 100 και είναι µια θεµελιώδης αντιγονική θέση για τους οροτύπους 2 και 3 του 

πολιοϊού. Η θέση αυτή είναι συνήθως υπολειπόµενη στον ορότυπο 1 του πολιοϊού. Η αντιγονική 

θέση 2 είναι µια σύνθετη θέση αποτελούµενη από τα αµινοξέα 220 έως 222 (θέση 2α) της 

πρωτεΐνης VP1 όπως και από τα κατάλοιπα 169 και 170 (θέση 2β) της πρωτεΐνης VP2. Αµφότερες 

οι θέσεις 2α και 2β έχουν βρεθεί στον ορότυπο 1, αντιθέτως µε τον ορότυπο 3 όπου έχει βρεθεί 

µόνο η θέση 2β. Η θέση 3 είναι επίσης µια σύνθετη θέση, η οποία περιλαµβάνει τα κατάλοιπα 286 

έως 290 της VP1 πρωτεΐνης (θέση 3α) όπως και τα αµινοξέα 58,59 και άλλα της VP3 πρωτεΐνης 

(θέση 3β). Οι θέσεις 3α και 3β έχουν και οι δύο βρεθεί στον ορότυπο 3 του πολιοϊού, ενώ στον 

ορότυπο 1 έχει παρατηρηθεί η παραγωγή αντισωµάτων µόνο για τη θέση 3β (Wimmer et al., 1993, 

Herremans et al., 2000). 

 Η θέση των αµινοξέων αυτών σε συνδυασµό µε την τριτοταγή δοµή του ιικού σωµατιδίου, 

προδίδουν πως η πλειοψηφία των καταλοίπων αυτών είναι υψηλά εκτεθειµένα και τοποθετούνται 
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στις προεξέχουσες χαρακτηριστικές  δοµές της ιικής επιφάνειας (Herremans et al., 2000). 

 

 

 

Εικόνα 4. Αναπαράσταση α) της δοµής του πολιοϊού και της πυκνότητας των 

υποδοχέων της µεµβράνης, β) του γλυκοσυλιωµένου τµήµατος της περιοχής 2 του 

πολιοϊού που δείχνεται µε το βέλος, γ) της προεξοχής του πενταπλού άξονα και το 

κίτρινο βέλος δείχνει τη σύνδεση του υποδοχέα µε τον ιό και δ) του πενταπλού άξονα 

και της σχηµατιζόµενης αύλακας όπου συνδέεται ο υποδοχέας (Bubeck et al., 2005).  

 

 

 2.2.γ. Το γένωµα των πολιοϊών 

 

 Το ιικό RNA των πολιοϊών, όπως και όλων των Picorna ιών είναι µολόκλωνο RNA θετικής 

πολικότητας και είναι µολυσµατικό, εξαιτίας της µετάφρασής του κατά την είσοδο στο κύτταρο 

προς παραγωγή όλων των ιικών πρωτεϊνών που απαιτούνται για την ιική αντιγραφή. Νουκλεοτιδική 

ανάλυση του RNA του ιού, αποκάλυψε ένα µοτίβο για τη δοµή του γενώµατος του, το οποίο µπορεί 

να διαχωριστεί σε τρείς περιοχές. Οι περιοχές αυτές αποτελούν ένα µεγάλο ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης συνοδευόµενο από δύο πλευρικές µη κωδικές περιοχές. Στον ορότυπο PV-1, το γένωµα 

αποτελείται από 7.441 νουκλεοτίδια και είναι πολυαδενυλιωµένο στο 3΄ τελικό του άκρο. 

(Racaniello, 2007, Blondel et al., 1998). 

 

 

 

(α) (β) (γ) 

(δ) 
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 5΄αµετάφραστη περιοχή 

 

Το 5΄άκρο RNA είναι µοναδικό, λόγω του ότι συνδέεται οµοιοπολικά µε την Vpg ιική 

πρωτεΐνη. Η  Vpg πρωτεΐνη συδέεται µε το 5΄-ουριδινυλιωµένο τµήµα του RNA µέσω ενός δεσµού 

τυροσίνης. Η τυροσίνη αυτή είναι πάντα το τρίτο αµινοξύ από το Ν-τελικό άκρο της πρωτεΐνης. Το 

µέγεθος της Vpg πρωτεΐνης κυµαίνεται από 22 έως 24 αµινοξέα και κωδικοποιείται από ένα απλό 

ιικό γονίδιο. Η παρουσία της Vpg σε αναπτυσσόµενες RNA αλυσίδες του αντιγραφικού ενδιάµεσου 

RNA και σε αρνητικής πολικότητας RNA, οδήγησε στη θεώρηση της Vpg ως πρόδροµου µορίου 

για τη σύνθεση του ιικού RNA (Racaniello, 2007). 

 Κατά το βασικό µοτίβο, η 5' µη κωδική περιοχή του γενώµατος είναι µακριά, καθώς 

αριθµείται από 742 νουκλεοτίδια και υψηλά δοµηµένη. Από την περιοχή αυτή απουσιάζει η 5' 

καλύπτρα, ενώ περιέχει αλληλουχίες που ελέγχουν την αντιγραφή και µεταγραφή του γενώµατος. 

Μια σηµαντική ποσότητα σύνθετων δευτεροταγών δοµών έχει προβλεφθεί για την 5΄αµετάφραστη 

περιοχή. Τα πρώτα 100 νουκλεοτίδια σχηµατίζουν µια δοµή τριφυλλιού, η οποία εµπλέκεται στην 

έναρξη της αντιγραφής της θετικής πολικότητας αλυσίδας. Επίσης η δοµή τριφυλλιού αυτή περιέχει 

µια βασική θηλιά, η οποία είναι ιδιαιτέρως σταθερή (Blondel et al., 1998) . 

Παρακάτω στο γένωµα περιέχεται η περιοχή IRES, η οποία θεωρείται η περιοχή εισόδου 

στο εσωτερικό του ριβοσώµατος και καθοδηγεί την µετάφραση του mRNA µέσω εσωτερικού 

ριβοσωµικού δεσµού. Η περιοχή αυτή αποτελείται από 400 περίπου νουκλεοτίδια και προσφάτως 

έχει βρεθεί να εµπλέκεται στην αντιγραφή του ιικού γενώµατος. Στο ιικό RNA γένωµα, η θέση 

IRES βρίσκεται πιο κάτω από τη δοµή τριφυλλιού. Η µετάφραση µέσω της περιοχής αυτής είναι 

ένας µηχανισµός πρωτεϊνικής σύνθεσης ανεξάρτητης από καλύπτρα για τους picorna ιούς. Τέλος το 

5΄άκρο λαµβάνει χώρα και στην εξασθένιση και των τριών οροτύπων (Blondel et al., 1998, Pfister 

et al., 1999, Wimmer et al., 1993) .  

Στο 3΄άκρο της περιοχής IRES, υπάρχει ένα µοτίβο το οποίο περιλαµβάνει µια περιοχή 

πλούσια σε πυριµιδίνες η οποία διαχωρίζεται από το παρακάτω πρωταρχικό κωδικόνιο AUG µέσω 

ενός διαστήµατος 15-20 νουκλεοτιδίων. Το µοτίβο αυτό έχει τη µορφή: Yn-Xm-AUG, όπου Y είναι 

πυριµιδίνη, n=6-8, X είναι οποιοδήποτε νουκλεοτίδιο και m=18-20 νουκλεοτίδια. Στο µοτίβο αυτό 

η τριπλέτα AUG είναι το εναρκτήριο αµινοξύ στου τύπου 2 IRES στοιχεία, ενώ στου τύπου 1 IRES 

στοιχεία το εναρκτήριο αµινοξύ βρίσκεται 19-154 νουκλεοτίδια πιο κάτω, στο επόµενο κωδικόνιο 

AUG. Έτσι οκτώ AUG κωδικόνια βρίσκονται διασκορπισµένα στο 5’άκρο, όπου προηγούνται του 

εναρκτήριου AUG στο νουκλεοτίδιο 743. Τουλάχιστον ένα από τα κωδικόνια αυτά τοποθετείται σε 

ένα σωστό νουκλεοτιδικό περιβάλλον για την αποτελεσµατική µετάφραση του ιικού γενώµατος 

(Wimmer et al., 1993, Pfister et al., 1999). 
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 3΄αµετάφραστη περιοχή 

 

 Η 3' µη κωδική περιοχή είναι µικρή σε µήκος, καθώς αριθµείται από µόλις 72 νουκλεοτίδια 

και περιέχει δευτεροταγείς δοµές. Η περιοχή αυτή ωστόσο, δεν απαιτείται για τη µολυσµατικότητα 

του ιού. Αµφότερα τα RNA και mRNA του πολιοϊού περιέχουν 3' πολύ-Α επεκτάσεις και 

εµπλέκονται στην έναρξη της αντιγραφής της αρνητικής πολικότητας αλυσίδας. Το αρνητικής 

πολικότητας RNA περιέχει µια 5' πολύ-U επέκταση, η οποία κατά την αντιγραφή σχηµατίζει την 

πολύ-Α επέκταση του θετικής πολικότητας RNA. Η πολύ-Α επέκταση κατέχει σηµαντική θέση και 

στη µολυσµατικότητα του ιού. Η βιολογική λειτουργία του 3΄ άκρου στηρίζεται σε ένα 

ψευδόκοµπο, ο οποίος αποσκοπεί στον έλεγχο της σύνθεσης του ιικού RNA. Στην περιοχή αυτή 

έχουν βρεθεί αλληλεπιδράσεις ενός νέου τύπου, ο οποίος εµπλέκει µια αλληλεπίδραση «φιλί» 

µεταξύ δύο θηλιών σε σχήµα φουρκέτας στην περιοχή αυτή. (Racaniello, 2007, Blondel et al., 

1998). 

 Η 3΄αµετάφραστη περιοχή αποτελείται από 65 ετεροπολυµερικά νουκλεοτίδια που 

σχηµατίζουν µια σύνθετη διπλής βασικής θηλιάς δοµή και έπειτα ακολουθεί η πολύ-Α ουρά. Η 

πολύ-Α ουρά είναι µια έκταση που περιέχει γύρω στα 60 αδενυλικά κατάλοιπα και κωδικοποιείται 

γενετικά, καθώς αντιγράφεται από την πολύ-U ουρά των αρνητικών αλυσίδων. Η 3΄τελική 

αλληλουχία των περισσοτέρων πολιοϊών είναι ...GGAA-πολύ-Α. ∆ιαφορές στο µέγεθος των πολύ-Α 

ουρών µπορούν να εξηγηθούν πιθανότατα λόγω ολίσθησης της µήτρας που παρατηρείται  κατά τη 

σύνθεση των οµοπολυµερών. Έχει παρατηρηθεί όµως πως σε ιικά RNA µε 20 αδενυλικά κατάλοιπα 

ή λιγότερα, έχουµε µείωση της µολυσµατικότητας των ιών. Επίσης έχουν βρεθεί mRNA του ιού σε 

µολυσµένα κύτταρα µε περισσότερα των 60 αδενυλικών νουκλεοτιδίων στις πολύ-Α ουρές τους, 

γεγονός που υποδεικνύει ότι κυτταροπλασµατικές αδενυλικές τρανσφεράσες µπορούν να 

τροποποιήσουν το RNA. Παραταύτα σε ιικά RNA µε µακριές πολύ-Α ουρές ποτέ δεν παρατηρείται 

καψιδίωση (Pfister et al., 1999, Mueller et al., 2005, Wimmer et al., 1993).  
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 Ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης (ORF) 

 

 Στην ενδιάµεση περιοχή των τµηµάτων RNA των πολιοιών, περιέχεται ένα µονό, µεγάλο 

ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (ORF), το οποίο αποσκοπεί στον σχηµατισµό χαρακτηριστικών ιικών 

πρωτεϊνών. Η πρωτεϊνική κωδική περιοχή κωδικοποιεί µια µόνο πολυπρωτεΐνη, η οποία 

πρωτεολυτικά τέµνεται στις επιµέρους πρόδροµες πρωτεΐνες. Η αρχική παραγόµενη πολυπρωτεΐνη 

αποτελείται από 2209 αµινοξέα (Racaniello, 2007, Mueller et al., 2005, Airaksinen, 2000). 

Οι πρόδροµες αυτές πολυπρωτεΐνες έχουν διαχωριστεί σε τρείς περιοχές: τις P1, P2 και P3. 

Η Ρ1 περιοχή κωδικοποιεί τις δοµικές πρωτεΐνες του ιικού καψιδίου VP1-VP4. Αντιθέτως οι 

περιοχές Ρ2 και Ρ3 κωδικοποιούν τις επτά πρωτεΐνες που εµπλέκονται στην επεξεργασία πρωτεϊνών 

και στην αντιγραφή του γενώµατος. Πολλά από τα ενδιάµεσα προϊόντα τεµαχισµού είναι 

λειτουργικά. Έτσι οι πρωτεΐνες 2A, 3C και 3CD είναι πρωτεάσες, η πρωτεΐνη 3D είναι η  RNA-

εξαρτώµενη RNA  πολυµεράση και η πρωτεΐνη 2C είναι η ελικάση και παίζει ρόλο στην καψιδίωση 

του RNA. Επίσης οι πρωτεΐνες 2Β, 2BC, 3A και 3ΑΒ σχετίζονται µε πολλές λειτουργίες κατά την 

αντιγραφή του ιικού RNA (Racaniello, 2007, Airaksinen, 2000). 

Η σύνθεση ενός µόνο πολυπεπτιδίου από ένα µόνο mRNA στους πολιοϊούς έχει το 

πλεονέκτηµα ότι γενετικά στοιχεία, τα οποία καθορίζουν τη ρύθµιση της µεταγραφής του mRNA, 

είναι περιττά. Αυτό επιτρέπει τη συµπίεση του RNA γενώµατος. Επιπλέον λόγω της αστάθειας του 

γενετικού κώδικα, µια λάθος ενσωµάτωση ενός νουκλεοτιδίου στην τρίτη βάση των κωδικονίων, 

που καθορίζουν το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης, µπορεί να µην είναι τόσο καταστροφική όσο οι 

αυθόρµητες σηµειακές µεταλλάξεις σε ρυθµιστικά RNA τµήµατα. 

 Η σύνθεση  µιας πολυπρωτεΐνης έχει το µειονέκτηµα ότι πολύ συγκεκριµένες πρωτεάσες θα 

πρέπει να είναι διαθέσιµες για την πραγµατοποίηση του τεµαχισµού της. Οι πολιοϊοί κωδικοποιούν 

τις δικές τους πρωτεάσες που χρησιµοποιούνται για περισσότερες από µία λειτουργίες, όπως για 

την αντιγραφή του γενώµατος. Επιπλέον τα πρόδροµα πολυπεπτίδια µπορεί να χρησιµοποιηθούν 

για συγκεκριµένες λειτουργίες στην ιική αντιγραφή, ξεχωριστά από τη λειτουργία των προϊόντων 

τοµής τους. Έχουν ανιχνευτεί περίπου 29 πολιοϊικά εξειδικευµένα πολυπεπτίδια στα µολυσµένα 

κύτταρα. Ωστόσο, το φαινόµενο µιας συγκεκριµένης ιικής πρωτεΐνης που έχει πολλαπλές 

λειτουργίες και η χρήση των προδρόµων πολυπεπτιδίων για µοναδικές λειτουργίες αυξάνει το 

επιδραστικό γενετικό περιεχόµενο ενός ιού, ο οποίος πρέπει να επιβιώσει µε την ελάχιστη γενετική 

πληροφορία.  

Η ιική πολυπρωτεΐνη είναι ένα πολύ ενεργό µόριο. Η αναπτυσσόµενη πολυπεπτιδική 

αλυσίδα αποκόπτεται κατά τη µετάφραση στο σύνδεσµο µεταξύ των περιοχών Ρ1 και Ρ2 από την 

2Apro, την πρωτεάση που χαρτογραφείται παρακείµενα της θέσης τοµής. Από τις τρείς πρωτεάσες 

που καταλύουν την πρωτεολυτική διεργασία, η 2Apro αποκόπτει ζεύγη τυροσίνης-γλυκίνης, ενώ οι 
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3Cpro και 3CDpro αποκόπτουν ζεύγη γλουταµίνης-γλυκίνης (Wimmer et al., 1993). 

 

 

 

Εικόνα 5. Απεικόνιση της γενώµικής δοµής του γενώµατος του τύπου 1 πολιοϊού µε τις 

δυο δευτεροταγείς δοµές στο 5΄άκρο, τη δοµή τριφυλλιού και την περιοχή IRES. Επίσης 

την VΡg προσδεµένη στο 5΄άκρο πρωτεΐνη και το 3΄άκρο µε την πολυαδενυλιωµένη 

περιοχή του. Ενδιάµεσα περιέχεται το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης ORF. (H De 

Jesus,2007) 

 

 

 

 

 

 2.3. Ο κύκλος ζωής των πολιοϊών 

 

 Οι πολιοϊοί εισέρχονται στο ανθρώπινο σώµα διαµέσου της στοµατικής και σε µικρότερο 

βαθµό και της αναπνευστικής διόδου. Στη συνέχεια οδηγούνται στο στοµάχι, όπου εµφανίζουν 

ανθεκτικότητα στην οξύτητα, µετατρέποντας το λεπτό έντερο σε κατάλληλο περιβάλλον για την 

ιική αντιγραφή ακολουθούµενη από την απορρόφηση του ιού (Racaniello, 2007). Ο ιικός κύκλος 

των πολιοϊών σε κυτταροκαλλιέργειες πραγµατοποιείται εξολοκλήρου στο κυτταρόπλασµα του 

κυττάρου ξενιστή. Βρίσκεται µεταξύ των µικρότερων γνωστών ιικών κύκλων, καθώς διαρκεί 

περίπου 8 ώρες στους 37οC (Blondel et al., 1998). 

 

 

 

 

∆οµική περιοχή Μη δοµική περιοχή ∆οµή τριφυλλιού 
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 2.3.α. Πρόσδεση του ιού στο κύτταρο και απελευθέρωση του RNA 

 

Η αντιγραφή λαµβάνει χώρα στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων που εισέρχεται ο ιός. Το 

πρώτο βήµα είναι η σύνδεση του ιικού µορίου µε τον υποδοχέα στην επιφανειακή µεµβράνη του 

κυττάρου στόχου. Ο υποδοχέας των πολιοϊών είναι η πρωτεΐνη CD155 (PVR), µέλος της 

υπεροικογένειας ανοσοσφαιρινών Ig. Ο υποδοχέας hPVR είναι µια υψηλά γλυκοσυλιωµένη 

πρωτεΐνη µε ένα φαινοµενικό µοριακό βάρος των 80kDa. Το γονίδιο του υποδοχέα hPVR 

χαρτογραφείται στο χρωµόσωµα 19q 13.1-13.2 και περιέχει 8 εξώνια, τα οποία καλύπτουν 20kbps 

του χρωµοσωµικού DNA. Περιέχει τρείς εξωκυττάριες όµοιες µε δοµές ανοσοσφαιρίνης (V-C2-

C2), µια διαµεµβρανική δοµή και µια κυτταροπλασµατική ουρά. O υποδοχέας αυτός είναι επαρκής 

για την είσοδο των ιών στα κύτταρα, µε πρόσδεση του πολιοϊού σε περιοχή της πρώτης, όµοιας µε 

µεταβλητή Ig εξωκυτταρικής δοµής. Η επιπλέον επιφάνεια της σύνδεσης του υποδοχέα CD155 µε 

τον πολιοϊό περιλαµβάνει την προεξοχή της VP3 και το C-τελικό άκρο της VP1. Ο CD155 

προσδένεται στον πολιοϊό µε µια γωνιακή διαµόρφωση, παρόµοια µε ένα «λουκάνικο σε ψωµάκι» 

(Racaniello, 2007, Mueller et al., 2005, Blondel et al., 1998, Solecki et al., 1998).  

O υποδοχέας των πολιοϊών έρχεται σε επαφή µε την ιική επιφάνεια σε δύο κύριες θέσεις. Η 

πρώτη βρίσκεται σε µια σχισµή στο νότιο σύνορο της αύλακας και η δεύτερη στην πλευρά της 

αύλακας του βόρειου συνόρου (Racaniello, 2007). 

 
Εικόνα 6. Αναπαράσταση Α) των ηλεκτρονικών χαρτών πυκνότητας σύνδεσης του υποδοχέα 

των πολιοϊών (πράσινο) µε το καψιδικό πενταµερές του PV1 και Β) των επαφών της δοµής 1 

του υποδοχέα(κίτρινο)  και των καψιδικών πρωτεϊνών του ιού. Με µπλε και κυανό είναι οι 

VP1 πρωτεΐνες γειτονικών πρωτοµερών, µε πράσινο η πρωτεΐνη VP2 και µε κόκκινο η 

πρωτεΐνη VP3. (Xing et al., 2000). 
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 O υποδοχέας κατέχει διττό ρόλο στη µόλυνση. Είναι υπεύθυνος τόσο για την προσκόλληση 

του ιού στην κυτταρική επιφάνεια, όσο και για την αποσταθεροποίηση του ιικού σωµατιδίου. Η 

δεύτερη οδηγεί στις δοµικές µεταβολές του ιικού καψιδίου, απαραίτητες για την απελευθέρωση του 

γενώµατος. Οι δοµικές αυτές αλλαγές στον ιό, έχουν ως αποτέλεσµα το σχηµατισµό κάποιων 

σωµατιδίων. Τα σωµατίδια αυτά ονοµάζονται µεταβαλλόµενα ή σωµατίδια Α και περικλείουν το 

ιικό RNA, έχοντας όµως χάσει την εσωτερική πρωτεΐνη VP4 του καψιδίου. Επιπλέον το υδρόφοβο 

Ν-τελικό άκρο της VP1 από το εσωτερικό του καψιδίου µεταφέρεται στην επιφάνεια του Α 

σωµατιδίου. Έτσι αυξάνεται η συγγένεια των Α σωµατιδίων για την µεµβράνη, καθώς αυξάνεται 

αξιοσηµείωτα η υδροφοβικότητα σε σχέση µε τον αρχικό ιό. Παράλληλα µειώνεται ο συντελεστής 

ιζηµατοποίησης των σωµατιδίων αυτών σε σχέση µε τον αρχικό ιό, µεταβάλλονται οι αντιγονικές 

ιδιότητες και αυξάνεται η ευαισθησία των πρωτεασών (Blondel et al., 1998, Racaniello, 2007, 

Airaksinen, 2000). 

Εξαιτίας  των κινήσεων των καψιδικών δοµών των Α σωµατιδίων, σχηµατίζονται κενά στην 

περιοχή όπου οι VP1, VP2 και VP3 συναντιούνται. Τα κενά αυτά επιτρέπουν την εµφάνιση του 

συνδεδεµένου µε µυριστικές οµάδες Ν-τελικού άκρου της VP4 και του εκτεθειµένου λιπόφιλου Ν-

τελικού άκρου της VP1 στην επιφάνεια, τα οποία εξωθούνται στην άκρη της δοµής όµοιας µε 

προπέλα. Στη συνέχεια τακτοποιούνται στον πενταπλό άξονα συµµετρίας, όπου οι πέντε έλικες στο 

Ν-τελικό άκρο της VP1 είναι σε θέση να εισέλθουν στην κυτταρική µεµβράνη σχηµατίζοντας έναν 

πόρο. Μέσω του σχηµατιζόµενου αυτού πόρου, το γενώµικό RNA του ιού εξέρχεται από το Α 

σωµατίδιο και να απελευθερώνεται στο κυτταρόπλασµα. (Racaniello, 2007, Blondel et al., 1998, 

Mueller et al., 2005).  

Επιπλέον µετακίνηση της σφιγγοσίνης της υδρόφοβης κοιλότητας, που βρίσκεται κάτω από 

την επιφάνεια της αύλακας, είναι απαραίτητη για την παροχή της ζητούµενης ελαστικότητας στο 

καψίδιο. Η εκκίνηση της µεταφοράς των λιπιδίων αυτών, προωθείται από την αλληλεπίδραση του 

πολιοϊού µε τον υποδοχέα PVR, ακριβώς πάνω από την υδρόφοβη κοιλότητα. Αυτό διευκολύνει το 

καψίδιο να υποβληθεί στις µεταβολές που οδηγούν στην απελευθέρωση του RNA. To παραπάνω 

προέρχεται από µελέτες µε αντιικά φάρµακα, όπως τα WIN µείγµατα, τα οποία αντικαθιστούν το 

λιπίδιο και προσδένονται στην υδρόφοβη κοιλότητα. Τα ιικά σωµατίδια διαπερνούν το κύτταρο είτε 

άµεσα µέσω της πλασµατικής µεµβράνης έπειτα από πρόσδεση στον υποδοχέα του πολιοϊού, είτε 

µέσω ενδοκύττωσης διαµεσολαβούµενης από τον υποδοχέα (Racaniello, 2007, Blondel et al., 

1998). 

Στο µικροσκόπιο, η µόλυνση συνήθως γίνεται ορατή σε µια µε εφτά µέρες από την 

εµφάνιση µιας χαρακτηριστικής κυτταροπαθογόνου επίδρασης (συρρίκνωση, πυρηνική 

συµπύκνωση, διαθλαστικότητα και κυτταρικό εκφυλισµό) (Racaniello, 2007). 
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 Εικόνα 7. α) Φυσιολογική διάταξη των καψιδιακών ιικών πρωτεϊνών και β) έπειτα από 

πρόσδεση του υποδοχέα, µετακίνηση της VP4 πρωτεΐνης και του Ν-τελικού άκρου της VP1 

πρωτεΐνης στην επιφάνεια του καψιδίου, αλλαγή της διαµόρφωσης και άνοιγµα του πόρου 

προς απελευθέρωση του ιικού RNA στο κυτταρόπλασµα του κυττάρου (Hunt, 2010). 

 

 2.3.β. Μετάφραση του ιιού RNA 

  

 Σχηµατισµός του προεναρκτήριου συµπλόκου για τη µετάφραση του ιικού RNA 

 

 Αφότου το θετικής-πολικότητας RNA απελευθερώνεται στο κυτταρόπλασµα, θα πρέπει να 

µεταφραστεί. Το πολιοϊικό mRNA φανερώνει κάποια µοναδικά χαρακτηριστικά, τα οποία 

διαφέρουν από αυτά του ευκαριωτικού mRNA. Με την αποµάκρυνση της VPg πρωτεΐνης από τα 

ιικά RNA µόρια, µέσω ενός κυτταρικού ενζύµου όπως αναφέρθηκε παραπάνω, τα µόρια αυτά 

προορίζονται να οδηγηθούν στην πρωτεϊνική σύνθεση.  

Για τη µετάφραση του RNA τα ριβοσώµατα δεν σαρώνουν τις 5' µη κωδικές περιοχές του 

γενώµατος, αλλά συνδέονται στις εσωτερικές θέσεις IRES και τότε ξεκινάει η σάρωση για την 

εύρεση του αρχικού AUG κωδικονίου. Η σύνδεση στις θέσεις IRES µπορεί να είναι άµεση ή 

έµµεση µέσω αλληλεπίδρασης µε πρωτεΐνες έναρξης της µετάφρασης. Οι αλληλουχίες αυτές µε τις 

δευτεροταγείς δοµές που σχηµατίζουν, είναι απαραίτητες και επαρκείς για την άµεση εκκίνηση της 

εσωτερικής πρόσδεσης της 40S ριβοσωµικής υποµονάδας. Η ταυτοποίηση µιας µεγάλης περιοχής 

νουκλεοτιδίων, που καθορίζει τα στοιχεία IRES, συνδιαλέγεται την ύπαρξη µεγάλης έκτασης 

τριτογενών αλληλεπιδράσεων µεταξύ cis-ενεργών νουκλεοτιδικών στοιχείων και trans-ενεργών 

παραγόντων. Το µοτίβο Yn-Xm-AUG µπορεί να παίζει σηµαντικό ρόλο στη ριβοσωµική πρόσδεση.   

(α) (β) 
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Ανάλογα µε την προέλευση του στοιχείου, εξειδικευµένες οµάδες κυτταρικών trans-ενεργών 

παραγόντων έναρξης για την πρωτεϊνική σύνθεση απαιτούνται για τη λειτουργία των στοιχείων 

IRES (eIFs). Αρχικά η πρωτεάση 2Αpro τέµνει τον παράγοντα eIF4G, αδρανοποιώντας τη 

µετάφραση των περισσοτέρων κυτταρικών mRNA. Ο εναρκτήριος µεταφραστικός παράγοντας 

eIF4GΙ δρα σαν πρωτεΐνη σκαλωσιάς, προς πρόσδεση άλλων πρωτεϊνών. Το καρβοξυτελικό 

τεµάχιο του eIF4G, το οποίο περιέχει θέσεις πρόσδεσης για τους παράγοντες eIF3 και eIF4Α, 

προκαλεί τη διαµεσολαβούµενη από τα στοιχεία IRES µετάφραση. Έτσι τελικά η 40S ριβοσωµική 

υποµονάδα καθοδηγείται στην περιοχή IRES µέσω αλληλεπίδρασης µε τον παράγοντα eIF3. Έτσι 

έχουµε τον τελικό σχηµατισµό του προεναρκτήριου συµπλόκου της µετάφρασης πάνω στο µόριο 

RNA, του 48S συµπλόκου. Το σύµπλοκο αυτό είναι που σαρώνει το RNA µε κατεύθυνση 5’ µε 3’, 

ώσπου να αναγνωρίσει το εναρκτήριο κωδικόνιο. Μια περιοχή 40 αµινοξέων του παράγοντα 

eIF4GΙ, η οποία εκθέτει περιοχές πρόσδεσης στο RNA, έχει χαρακτηριστεί ως κρίσιµη για το 

ριβοσωµικό σάρωµα (Racaniello, 2007, Pfister et al.,1999, Prevot et al., 2003). 

Μια άλλη πρωτεΐνη που φαίνεται να εµπλέκεται σε πολλές αλληλεπιδράσεις κατά την 

έναρξη της µετάφρασης είναι ο παράγοντας eIF4Β. Ο παράγοντας αυτός διεγείρει την ενεργότητα 

της RNA ελικάσης, eIF4Α και αλληλεπιδρά µε τη ριβοσωµικά προσδεµένη eIF3 πρωτεΐνη. Ο 

παράγοντας αυτός προσδένεται στην περιοχή IRES  µε µια ενεργώς εξαρτώµενη διεργασία. Μόνο 

µετά την πρόσδεση του παράγοντα αυτού η µικρή ριβοσωµική υποµονάδα εισέρχεται σε αυτό το 

RNA-πρωτεϊνικό σύµπλοκο. Οι καθοριστικές περιοχές για την πρόσδεση του eIF4Β στο πολιοϊικό 

IRES στοιχείο τοποθετούνται στις περιοχές κυρίως V και λιγότερο VI και πιθανότατα και στο 

µυστικό AUG νουκλεοτίδιο στη θέση 586 της δευτερεύουσας αυτής δοµής (Ochs et al, 2002.) 

Έµµεσα η σύνδεση µε τη ριβοσωµική υποµονάδα µπορεί να γίνει και µε άλλες πρωτεΐνες, 

τους IRES-εξειδικευµένους κυτταρικούς trans- ενεργούς παράγοντες (ITAFs). Ένας τέτοιος 

παράγοντας είναι η La πρωτεΐνη (p52, La αυτοαντιγόνο), η οποία προσδένεται στο 3’ άκρο του 

στοιχείου IRES. ∆ύο άλλες πρωτεΐνες είναι η προσδεµένη σε πολυπυριµιδινική περιοχή πρωτεΐνη 

(PTB, p57) και η unr (p96, άνω της N-ras), η οποία προσδένεται στο RNA και συµπλοκοποιείται µε 

την unr-αλληλεπιδρούσα πρωτεΐνη (unrip, p38). Επίσης σύνδεση της µικρής ριβοσωµικής 

υποµονάδας µπορεί να προκληθεί και από τη ριβοσωµικά συσχετιζόµενη πολύ r(C)-συνδεόµενη 

πρωτεΐνη (PCBP1, 2, p38), η οποία προσδένεται σε πολλαπλές θέσεις των περιοχών IRES. Οι 

πρωτεΐνες αυτές απαιτούνται για τη λειτουργία του τύπου Ι, αλλά όχι του τύπου ΙΙ στοιχείων IRES. 

Έχει ταυτοποιηθεί και µια δεύτερη θέση πρόσδεσης για την πολύ r(C)-συνδεόµενη πρωτεΐνη στην 

δοµή τριφυλλιού του θετικής πολικότητας RNA γενώµατος. Η θέση αυτή φαίνεται να παίζει ρόλο 

στο να ρυθµίζει το αν το θετικής πολικότητας RNA µόριο θα µεταφραστεί ή θα αντιγραφεί. Αυτών 

των τεσσάρων ειδών πρωτεΐνες µπορούν να δρουν σαν RNA συνοδευόµενα µόρια, διατηρώντας τις 

περιοχές IRES σε µια συγκεκριµένη δοµή, η οποία επιτρέπει τον σχηµατισµό πολυµερών και την 
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άµεση πρόσδεση των µορίων RNA στη µεταγραφική µηχανή. (Boussadia et al., 2002, Racaniello, 

2007, Pfister et al.,1999). 

 

 

 

 
Εικόνα 8. Απεικόνιση του εναρκτήριου συµπλόκου του ιικού RNA µε τους trans-προσδεµένους 

παράγοντες και την 40S ριβοσωµική υποµονάδα, µέσω της οποίας πραγµατοποιείται η έναρξη 

της πρωτεϊνοσύνθεσης της ιικής πολυπρωτεΐνης (Racaniello, 2009). 

 

 

Η περιοχή V του IRES στοιχείου φαίνεται να είναι σηµαντική στην πολιοϊική 

νευροµολυσµατικότητα καθώς περιέχει µια εξασθενηµένη µετάλλαξη για καθένα από τα εµβολιακά 

στελέχη του Sabin. Έτσι προτείνεται πως η ιική εξασθένηση προκαλείται από ελάττωση της 

αποτελεσµατικότητας της διαµεσολαβούµενης από IRES στοιχεία µετάφρασης. Αυτό συµβαίνει 

µέσω αποσταθεροποίησης της δοµής V του IRES. Τελική κατάληξη είναι η µείωση της 

αναγνώρισης της περιοχής αυτής από παράγοντες απαραίτητους για την έναρξη της πολιοϊικής 

µετάφρασης και µπορεί να φέρει θανάσιµους ή θερµοευαίσθητους φαινοτύπους (Malnou et al., 

2004, Ochs et al., 2002). 

Τελικό βήµα για την έναρξη της µετάφρασης είναι η συναρµολόγηση του ολοκληρωµένου 

80S ριβοσώµατος, µε την ενεργώς εξαρτώµενη πρόσδεση της µεγάλης 60S ριβοσωµικής 

υποµονάδας. Πιθανότατα εναρκτήριοι µεταγραφικοί παράγοντες παραµένουν συνεχόµενα 

προσδεµένοι στο 3’ άκρο της IRES περιοχής αφότου συναρµολογηθεί η µεγάλη ριβοσωµική 

υποµονάδα και ίσως ακόµη και κατά τη διάρκεια επαναλαµβανόµενών ριβοσωµικών εισόδων 

(Ochs et al., 2002).  
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 Πρωτεολυτική αποκοπή της παραγόµενης πολυπρωτεΐνης 

 

 Καθώς το θετικής πολικότητας ιικό RNA µεταφράζεται, συντίθεται µια πολυπρωτεϊνική 

πρόδροµη δοµή των 247kDa. Η πολυπρωτεΐνη που παράγεται από αυτό το ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης, είναι πολύ ασταθής και τέµνεται κατά τη µετάφραση, από ιικά κωδικοποιούµενες 

πρωτεϊνάσες, στα τελικά µικρότερα πρόδροµα προϊόντα της Ρ1, Ρ2 και Ρ3. Η καψιδιακή πρόδροµη 

πρωτεΐνη Ρ1 µυριστιλιώνεται. Οι πρωτεΐνες Ρ2 και Ρ3 αποκόπτονται δίνοντας επτά µη δοµικές 

πρωτεΐνες, εκτός από τις διάφορες µορφές λειτουργικών ενδιαµέσων µορίων που παράγονται. 

 Η τοµή της πρόδροµης πολυπρωτεΐνης πραγµατοποιείται αρχικά µε τις κύριες τοµές, οι 

οποίες λαµβάνουν χώρα παράλληλα µε τη µετάφραση από ενδοµοριακές in cis αντιδράσεις. Στη 

συνέχεια ακολουθούν οι δευτερεύουσες τοµές, όπου έχουµε in cis ή in trans ενδοµοριακές 

αντιδράσεις.   Κάποιες από τις πρόδροµες ακέραιες πρωτεΐνες έχουν διάφορες λειτουργίες κατά την 

αντιγραφή. Ανάµεσα στις πρωτεΐνες που συντίθενται, είναι η RNA-εξαρτώµενη RNA πολυµεράση 

και επιπλέον πρωτεΐνες που απαιτούνται για τη σύνθεση ή επεξεργασία του mRNA (Racaniello, 

2007, Airaksinen et al., 2000, Pfister et al., 1999). 

 Το πρώτο τρίτο των αρχικών συµµεταφραστικών τοµών, που τοποθετείται στο Ν-τελικό 

άκρο, ονοµάζεται Ρ1 περιοχή και κωδικοποιεί τις τέσσερις ανόµοιες καψιδιακές πρωτεΐνες κατά την 

εξής σειρά: VP4-VP2-VP3-VP1. Tα υπόλοιπα δύο τρίτα διαχωρίζονται στις περιοχές Ρ2 και Ρ3, οι 

οποίες κωδικοποιούν για µη-δοµικές πρωτεΐνες. Οι πρωτεϊνάσες που κυρίως πραγµατοποιούν τις 

πρωτεϊνικές τοµές είναι δύο ειδών: οι 2Apro και οι 3Cpro ή 3CDpro, οι οποίες αποκόπτουν την 

πολυπρωτεΐνη και έτσι παράγονται οι τελικές ιικές πρωτεΐνες. Οι τελικές αυτές πρωτεΐνες είναι 

απαραίτητες για τη γενωµική αντιγραφή όπως επίσης και την παραγωγή των νέων ιικών 

σωµατιδίων. Αµφότερα τα δύο είδη πρωτεασών είναι ενεργά στο αναπτυσσόµενο πολυπεπτίδιο και 

απελευθερώνονται από την πολυπρωτεΐνη µε αυτοκατάλυση. Έτσι στη συνέχεια τέµνουν την 

πολυπρωτεΐνη in trans σε διάφορες περιοχές (Racaniello, 2007, Blondel et al., 1998, Pfister et al., 

1999). 

Οι πρωτεΐνες 2Α, 3CD και 3C είναι ιικές πρωτεάσες, οι οποίες εµπλέκονται στην 

πολυπρωτεϊνική επεξεργασία. Η 2A πρωτεΐνη παίζει επίσης ρόλο στην RNA σύνθεση και δρα στην 

αναστολή της πρωτεϊνοσύνθεσης των κυττάρων του ξενιστή. Πρόσφατες έρευνες έδειξαν, ότι το 

µόριο αυτό δρα και ως trans-ενεργοποιητής της µετάφρασης του ιικού mRNA. Η πρωτεΐνη 3D, 

εκτός της ενεργότητας της ιικής RNA-εξαρτώµενης RNA πολυµεράσης, κατέχει επίσης 

δραστικότητα ελικάσης, τελικής αδενυλοτρανσφεράσης. Τέλος µπορεί να εµπλέκεται και στην 

ουριδινυλίωση της πρωτεΐνης Vpg (3Β) κατά την έναρξη της RNA αντιγραφής. Αµφότερες οι 

πρωτεΐνες 2Β και 2C, φαίνεται να παίζουν σηµαντικό ρόλο στην RNA σύνθεση. Συγκεκριµένα η 

πρωτεΐνη 2C προσδένει το RNA και έχει ενεργότητα ATPάσης και GTPάσης. Η πρωτεΐνη 3ΑΒ µε 



 26

τη σειρά της έχει µια διττή λειτουργία στην αντιγραφή του πολιοϊικού γενώµατος, δρώντας ως 

πρόδροµο µόριο για την παραγωγή της Vpg πρωτεΐνης, όπως επίσης και ως συµπαράγοντας της 

3Dpol. Επιπλέον η πρωτεΐνη 3ΑΒ συνδέεται ισχυρά µε τις νεοσυντιθέµενες κυτταροπλασµατικές 

µεµβράνες, έτσι ώστε να επιτραπεί η χρήση της σαν λιπόφιλη άγκυρα για τη συναρµολόγηση του 

πολιοϊικού RNA αντιγραφικού συµπλόκου (Blondel et al.,1998). 

Σε κύτταρα µολυσµένα από πολιοϊό, η πρώτη κυρίως τοµή λαµβάνει χώρα µεταξύ των 

περιοχών Ρ1 και Ρ2 διαµεσολαβείται από την 2Apro πρωτεάση. Η θέση της cis τοµής που 

πραγµατοποιείται βρίσκεται µεταξύ ενός δεσµού τυροσίνης-γλυκίνης στο Ν-τελικό άκρο του, ώστε 

να απελευθερωθεί η καψιδική πρόδροµη Ρ1 πρωτεΐνη. Η δοµή της 2Apro πρωτεάσης µοιάζει µε 

αυτήν µιας µικρής βακτηριακής πρωτεϊνάσης όµοιας µε χυµοτρυψίνη, µε τη διαφορά ότι το Ν-

τελικό άκρο είναι ένα τετράκλωνο αντιπαράλληλο β-έλασµα. Η µεγαλύτερη C-τελική περιοχή 

περιέχει ένα εξάκλωνο αντιπαράλληλο β-βαρέλι. Η 2Apro πρωτεάση κατέχει µια καταλυτική τριάδα 

αµινοξέων, η οποία περιλαµβάνει τα εξής: His-20, Asp-38 και µια ενεργή πυρηνόφιλη θέση του 

Cys-109. Τα αµινοξέα αυτά τοποθετούνται σε µια σχισµή µεταξύ των δύο δοµών. Ένα τελευταίο 

ασυνήθιστο χαρακτηριστικό του ενζύµου αυτού είναι το ισχυρά προσδεµένο ιόν ψευδαργύρου, 

απαραίτητο για τη δοµή του ενζύµου. Το ιόν αυτό βρίσκεται στην αρχή της C-τελικής δοµής 

(Racaniello, 2007, Mueller et al., 2005). 

Το δεύτερο µεγάλο βήµα τοµής είναι η αποκοπή της Ρ1 στις περαιτέρω δοµικές πρωτεΐνες 

και η απελευθέρωση της Ρ3 από τη θέση Ρ2-Ρ3. Επίσης στο σηµείο αυτό υλοποιείται και η 

απόδοση των µη δοµικών πρωτεΐνών από τα πρόδροµα αυτά πολυπεπτίδια. Η περιοχή Ρ2 αποφέρει 

τα πολυπεπτίδια: 2Α πρωτεάση, 2Β και 2C ATPάση, ενώ η περιοχή Ρ3 τα πολυπεπτίδια: 3Α, 3Β 

Vpg, 3C πρωτεάση και 3D RNAπολυµεράση. Ενδιάµεσα µόρια της διαδικασίας τοµής είναι τα 

πολυπεπτίδια 2BC, 3AB και 3CDpro, τα οποία επίσης κατέχουν σηµαντικές λειτουργίες.  

Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται από την 3CDpro πρωτεάση και ξεκινάει µέσω µιας 

κύριας cis-τοµής, όπου παροµοίως τέµνει µε αυτοκατάλυση καθώς αποµακρύνεται από την 

πρωταρχική πρωτεΐνη. Έπειτα ακολουθούν trans-τοµές, οι οποίες δίνουν τις τελικές δοµικές 

πρωτεΐνες όπως προαναφέρονται, καθώς και τις καψιδιακές πρωτεΐνες VP0, VP1 και VP3, οι οποίες 

τότε απελευθερώνονται από τα πρόδροµα µόριά τους. Η διαδικασία τοµής από την 3CDpro 

πρωτεάση ξεκινάει αφότου απελευθερώνεται η 2Apro πρωτεάση. ∆ευτερεύουσες τοµές των 

πρόδροµων Ρ1 και Ρ2 περιοχών πραγµατοποιούνται από την 3Cpro πρωτεάση, αφού αυτή 

αποκόπτεται από την 3CDpro πρωτεάση. Η 3Cpro πρωτεάση πραγµατοποιεί µια πρωταρχική τοµή 

µεταξύ των 2C και 3Α περιοχών (Racaniello, 2007, Mueller et al., 2005, Pfister et al., 1999). 

Η 3Cpro πρωτεάση τέµνει µόνο σε διπεπτίδια γλουταµίνης-γλυκίνης. Παραταύτα, 

αποτελεσµατική τοµή του πολιοϊικού αυτού ζεύγους αµινοξέων απαιτεί µια αλανίνη στη θέση Ρ4. 

Η 3Cpro πρωτεάση φέρει οµοιότητα µε τις όµοιες µε χυµοτρυψίνη πρωτεάσες σερίνης. Η 
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καταλυτική τριάδα της πρωτεάσης αυτής είναι η εξής: His-40, Glu-71 και Cys-147 ως το 

πυρηνόφιλο κατάλοιπο. Το ιικό ένζυµο αναδιπλώνεται ανάµεσα σε δύο ισοδύναµα β-βαρέλια, αλλά 

διαφέρει από τη χυµοτριψίνη σε κάποιες από τις θηλιές σύνδεσης. Το γλουταµινικό οξύ βρίσκεται 

µακριά από την ενεργό θέση της ιστιδίνης κι έτσι δεν βοηθάει στη διαδικασία της καταλυσης. 

Επίσης η 3Cpro περιέχει θέση πρόσδεσης και για ιικό RNA κατά τη διεργασία της γενωµικής 

αντιγραφής (Racaniello, 2007).  

Παρότι οι πρωτεάσες 3Cpro και 3CDpro τέµνουν το ίδιο αποδοτικά τις περιοχές Ρ2 και Ρ3, η 

3CDpro πρωτεάση πραγµατοποιεί τις δευτερεύουσες τοµές της περιοχής Ρ1 πολύ πιο 

αποτελεσµατικά από την 3Cpro πρωτεάση. Αυτό συµβαίνει λόγω του ότι η 3Dpol αλληλουχία της 

3CDpro πρωτεάσης µπορεί να απαιτείται για την αναγνώριση δοµικών µοτίβων της περιοχής Ρ1, 

επιτρέποντας µε τον τρόπο αυτό την αποτελεσµατική διαδικασία πέψης από το 3Cpro τµήµα του 

ενζύµου. Γενικότερα τα σήµατα τοµής για τις 3CDpro και 3Cpro πρωτεάσες διαφέρουν µεταξύ τους 

σε αλληλουχίες άνω και κάτω του σηµείου τοµής, έχοντας ως αποτέλεσµα τη διαφορά της 

αποτελεσµατικότητας κατά την τοµή του από τα δύο ένζυµα. Αυτό οδηγεί σε δυσανάλογες 

συγκεντρώσεις κάποιων ιικών πρωτεϊνών, καθώς και των προδρόµων µορίων τους. 

΄Ενα πλεονέκτηµα της στρατηγικής αυτής είναι ότι µέσω των πολύπλοκων σειριακών 

τοµών, επιτρέπεται στον πολιοϊό σε µεγάλο βαθµό η ύπαρξη µετα-µεταφραστικού ελέγχου της 

έκφρασης των πρωτεϊνών σε επίπεδο ρυθµού και έκτασης της πρωτεολυτικής διεργασίας. Έτσι 

µπορούν να ρυθµίζονται τα ποσά των ιικών πρωτεϊνών που παράγονται. Ακόµη εναλλακτικές 

θέσεις τοµής, µπορούν επίσης να οδηγήσουν στην παραγωγή πρωτεϊνών µε διαφορετική 

δραστικότητα κι έτσι η κωδική ικανότητα του µικρού πολιοϊικού γενώµατος µπορεί να αυξηθεί 

(Racaniello, 2007, Mueller et al., 2005).  

Λόγω του ότι η πρωτεάση 3CDpro δεν κατέχει δραστικότητα RNA πολυµεράσης, κάποιο 

τµήµα της πρέπει να αποκοπεί ώστε να αποδοθεί η τελική 3Dpol και να επιτραπεί η αντιγραφή του 

ιικού RNA. Η αντίδραση αυτή είναι πολύ αργή κι έτσι το µεγαλύτερο ποσό της 3Dpol είναι παρόν 

στην πρόδροµη µορφή 3CDpro (Racaniello, 2007). 

Το τρίτο και τελικό βήµα που πραγµατοποιείται κατά την ωρίµανση των πρωτεϊνών και τη 

συναρµολόγηση των ιικών σωµατιδίων, είναι η τοµή της VP0 προς το σχηµατισµό των VP4 και 

VP2. Η διαδικασία αυτή γίνεται πιθανότατα µέσω ενός αυτοκαταλυτικού µηχανισµού που εµπλέκει 

την καψιδίωση του RNA. Η τοµή αυτή είναι απαραίτητη για τη µολυσµατικότητα του ιού, γι αυτό 

και αναφέρεται ως η τοµή ωρίµανσης. Η πρωτεΐνη VP4 και τα πρόδροµα µόρια VP0 και Ρ1 

µυριστιλιώνονται στο Ν-τελικό άκρο τους (Mueller et al., 2005, Pfister et al., 1999).  
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Eικόνα 9. Απεικόνιση της πρωτεϊνόλυσης του πρωτεϊνικού προϊόντος του πολιοϊού. Τα 

βέλη φανερώνουν τα σηµεία τοµής των πρωτεασών (Jesus, 2007). 
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 2.3.γ. Αντιγραφή του ιιού RNA 

 

  Η αντιγραφή του ιικού RNA, πραγµατοποιείται εξολοκλήρου στο κυτταρόπλασµα και το 

ένζυµο που µεσολαβεί είναι η ιικά εξειδικευµένη RNA-εξαρτώµενη RNA πολυµεράση. Το πρώτο 

βήµα είναι η αντιγραφή του θετικής-πολικότητας RNA προς τον σχηµατισµό του αρνητικής-

πολικότητας RNA. Το αρνητικής-πολικότητας RNA χρησιµεύει ως ενδιάµεσο µόριο για την 

ακολουθούµενη παραγωγή των επιπρόσθετων θετικής-πολικότητας αλυσίδων που τελικά 

εισέρχονται στα νέα ιικά σωµάτια. Σε µολυσµένα κύτταρα από πολιοϊό το θετικής-πολικότητας 

γένωµα πολλαπλασιάζεται σε περίπου 50.000 αντίγραφα ανά κύτταρο, τα οποία χρησιµεύουν σε 

µετάφραση των ιικών πρωτεϊνών. Τα αντίγραφα αυτά τελικά καψιδιώνονται στα 

συναρµολογούµενα ιικά σωµατίδια (Racaniello, 2007,  Airaksinen, 2000). 

Στο κύτταρο κατά τη διαδικασία της αντιγραφής εκτός από το µονόκλωνο θετικής-

πολικότητας RNA, υφίσταται και το αντιγραφικό ενδιάµεσο  RNA (RΙ), το οποίο είναι  RNA 

πλήρους µεγέθους και όπου συνδέονται έξι µε οκτώ αναπτυσσόµενες αλυσίδες. Το  αντιγραφικό 

ενδιάµεσο  RNA είναι κυρίως αρνητικής-πολικότητας µε θετικής-πολικότητας αναπτυσσόµενες 

αλυσίδες. Ακόµα υπάρχει και το αντιγραφόµενης µορφής RNA (RF),  το οποίο φέρει δίκλωνη δοµή 

και περιέχει από µια πλήρη αλυσίδα αρνητικής και θετικής πολικότητας. Το δίκλωνο αυτό RNA 

φαίνεται να είναι σταθερό µέχρι τον επόµενο αντιγραφικό γύρο. Μόνο οι µορφές RF και RI 

περιλαµβάνουν αρνητικής πολικότητας αλυσίδες στα µολυσµένα κύτταρα. Η ιική RNA σύνθεση 

είναι ασύµµετρη καθώς η σύνθεση της θετικής αλυσίδας είναι τριάντα µε εβδοµήντα φορές 

µεγαλύτερη της σύνθεσης της αρνητικής αλυσίδας. Έτσι λοιπόν η RNA  αντιγραφική διαδικασία 

έχει τη µορφή του παρακάτω µονοπατιού. 

Εισερχόµενο (+)πολικότητας ιικό RNA → σύνθεση (-)πολικότητας RNA → RF →  

σύνθεση (+)πολικότητας RNA →  RI → (+)πολικότητας RNA 

( Racaniello, 2007, Mueller et al., 2005, Pfister et al., 1999). 

 Έπειτα από την είσοδο του πολιοϊού στο κύτταρο, το ενδοπλασµατικό δίκτυο και το 

σύστηµα Golgi καταστρέφονται και το κυτταρόπλασµα γεµίζει µε κυστίδια διπλής µεµβράνης, στην 

επιφάνεια των οποίων πραγµατοποιείται η ιική αντιγραφή. Μεµβρανική τοποθέτηση των ιικών 

RNA αντιγραφικών πρωτεϊνών µπορεί να αποτελέσει σε αυξηµένες συγκεντρώσεις αντιγραφικών 

συστατικών και έτσι να αυξήσει τον βαθµό ή την αποδοτικότητα των αντιδράσεων της αντιγραφής. 

Τα κυστίδια επάγονται από τις πρωτεΐνες 3Α και 2BC (Racaniello, 2007, Blondel et al, 1998).  

 Μια επιπλέον ιδιότητα των µεµβρανών είναι ότι µε την ιδιότητα της ιικής RNA 

πολυµεράσης, η οποία µπορεί να επιλέγει την αντιγραφική µήτρα, οι µεµβράνες µπορούν να 

εξυπηρετούν στο να διαχωρίσουν τα ιικά RNA από τα κυτταρικά κατά την αντιγραφή. Μια 

τελευταία ιδιότητά είναι ότι τα ιικά παραγόµενα κυστίδια µπορούν επίσης να προστατεύσουν την 
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ιική αντιγραφική µηχανή από το κυτταρικό περιβάλλον του ξενιστή (Pfister et al., 1999). 

Η ιική RNA πολυµεράση (3Dpol), είναι απαραίτητη για την RNA αντιγραφή και καταλύει τη 

σύνθεση των αρνητικής όπως και θετικής πολικότητας αλυσίδων, εξαρτώµενη από έναν εκκινητή 

και µια RNA µήτρα. Η πολυµεράση αυτή παράγεται έπειτα από την αυτοκατάλυση και αποκοπή 

της πρόδροµης πρωτεάσης 3CDpro και σχετίζεται µε ένα τµήµα της κυτταρικής µεµβράνης. Το 

τµήµα αυτό της κυτταρικής µεµβράνης διαδοχικά φαίνεται να αποτελείται από λείες καταλυτικές 

µεµβράνες και ονοµάζεται RNA αντιγραφικό σύµπλοκο. Οι διεργασίες αυτές πραγµατοποιούνται 

λοιπόν σε µικρά µεµβρανικά κυστίδια, τα οποία παρακινούνται από πολλές ιικές πρωτεΐνες, όπως 

οι 2BC, 2C, 3AB και 3Cpro . Η 3Dpol, έχει δύο ειδών καταλυτική ενεργότητα, αφού εκτός του ότι 

επιµηκύνει τις RNA αλυσίδες, επίσης ουριδυλιώνει την πρωτεΐνη VPg. Η επιµήκυνση της αλυσίδας 

οδηγεί στη σύνθεση του VPg πολύ-U τµήµατος και διαδοχικά στο σχηµατισµό του RF (Racaniello, 

2007, Mueller et al., 2005, Pfister et al., 1999). 

Για την έναρξη της αντιγραφής του ιικού γενώµατος απαραίτητη είναι η αναγνώριση ενός 

ολιγο-U εκκινητή από την ιική RNA πολυµεράση. Εκτός της ενζυµικής της δραστικότητας, η 3Dpol 

του πολιοϊού µπορεί επίσης να ξετυλίγει δίκλωνο RNA χωρίς την ανάγκη υδρόλυσης 

τριφωσφορικής αδενοσίνης. Επίσης διατηρεί το RNA µονόκλωνο µε το να αποτρέπει το ζευγάρωµα 

βάσεων µεταξύ της µήτρας και του προϊόντος, έχοντας έτσι ως αποτέλεσµα το να επιτρέπει 

πολλαπλούς κύκλους RNA σύνθεσης (Racaniello, 2007, Wimmer et al., 1993). 

 Υπάρχουν και άλλες επιπλέον πρωτεΐνες απαραίτητες για την αντιγραφή του ιικού 

γενώµατος, µια εκ των οποίων είναι η 2Αpro πρωτεΐνη. Η 2Αpro πρωτεΐνη υποκινεί την έναρξη της 

σύνθεσης της αρνητικής αλυσίδας που απαιτείται ως ενδιάµεσο για την αντιγραφή. Προ της 

κωδικής περιοχής της 2Αpro πρωτεΐνης βρίσκεται ένα δεύτερο IRES στοιχείο, το οποίο επιδραστικά 

ρυθµίζει και µετριάζει την ανάγκη της δραστηριότητας του ενζύµου (Racaniello, 2007).  

Μια δεύτερη πρωτεΐνη είναι η µικρή και σχετιζόµενη µε την υδρόφοβη µεµβράνη 2Β 

πρωτεΐνη, η οποία εµπλέκεται σε ένα πρώιµο στάδιο της ιικής RNA σύνθεσης. Η πρωτεΐνη 2Β είναι 

µερικώς υπεύθυνη για τον πολλαπλασιασµό των µεµβρανικών κυστιδίων και τον έλεγχο της 

µορφολογίας τους στα µολυσµένα κύτταρα, όπου συµβαίνει η πραγµατοποίηση της αντιγραφής. 

Επίσης υπάρχει η πρωτεΐνη 2C µε διπλή λειτουργία: δρα ως NTPάση καθώς επίσης οδηγεί και τα 

αντιγραφικά σύµπλοκα στις κυτταρικές µεµβάνες. Η πρόδροµη πρωτεΐνη 2BC είναι επίσης 

απαραίτητη κατά την έναρξη της αντιγραφής και επιµήκυνσης του RNA, αυξάνει την 

διαπερατότητα της  µεµβράνης και οδηγεί στο σχηµατισµό κυστιδίων. Τέλος η 2CATPάση εµπλέκεται 

σε λειτουργίες κατά την RNA καψιδίωση και την RNA απελευθέρωση στο κυτταρόπλασµα από το 

ιικό καψίδιο (Racaniello, 2007, Pfister et al., 1999). 

 Μια τελική ιική πρωτεΐνη απαραίτητη για την αντιγραφή είναι η πρόδροµη 3ΑΒ, από την 

οποία προέρχονται οι 3Α και η 3Β. Οι 3ΑΒ και 3Α συνδέονται µε τη µεµβράνη, µέσω µιας 
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υδρόφοβης δοµής, καθώς η γενωµική αντιγραφή πραγµατοποιείται σ’ ένα µεµβρανικό περιβάλλον. 

Έπειτα η 3ΑΒ αλληλεπιδρά µε τις 3Dpol , ενισχύοντας τη δράση της και 3CDpro στα µολυσµένα 

κύτταρα και το σύµπλοκο αυτό προσδένει το 3΄τελικό άκρο του RNA του πολιοϊού. Έτσι η 3ΑΒ 

µπορεί να είναι ένας συµπαράγοντας κατά την ιική σύνθεση. Η πρωτεΐνη 3ΑΒ, αγκυροβολεί την 

πρωτεΐνη 3Β, γνωστή και ως VPg στις µεµβράνες για το πρωταρχικό στάδιο της αντιγραφής, κατά 

το οποίο η VPg δρα ως πρωτεΐνη εκκινητής για την RNA σύνθεση. Η πρωτεΐνη 3ΑΒ άµεσα 

αποκόπτεται από την πρωτεάση 3CDpro προς το σχηµατισµό του VPg συνδεόµενου RNA 

(Racaniello, 2007, Mueller et al., 2005, Pfister et al., 1999).  

Στη θετικής-πολικότητας RNA σύνθεση, για τη µετατροπή της πρωτεΐνης VPg σε µόριο-

εκκινητή θα πρέπει να προηγηθεί η ουριδινυλίωση της (VPg-pUpU) σε ένα συντηρηµένο 

κατάλοιπο τυροσίνης, όπως προαναφέρθηκε. Αυτό γίνεται εφικτό έχοντας ως µήτρα µια εσωτερική 

RNA φουρκέτα, το cis-ενεργό αντιγραφικό στοιχείο cre, που τοποθετείται στην 2C κωδική περιοχή. 

Η περιοχή της θηλιάς της φουρκέτας cre αποτελεί την πρώιµη µήτρα για την VPg ουριδινυλίωση. Η 

αντίδραση αυτή πιθανότατα εξαρτάται από την 3CDpro, καθώς παρέχει την αναγκαία εξειδίκευση. Η 

ουριδινυλίωση της VPg εκτείνεται προς το σχηµατισµό πολύ(U), µια κατασκευή την οποία 

χρησιµοποιεί η 3Dpol για την έναρξη της RNA σύνθεσης (Racaniello, 2007, Mueller et al., 2005). 

 Έχει επίσης δειχθεί ότι µερικά διαλυτά κυτταρικά συστατικά απαιτούνται για την έναρξη 

της ιικής RNA αντιγραφής.  Ένα από τα συστατικά αυτά είναι η κυτταρική πολύ r(C)-συνδεόµενη 

πρωτεΐνη, η οποία προσδένεται σε µια δευτεροταγή δοµή σε σχήµα τριφυλλιού του θετικής-

πολικότητας RNA. Η πρόσδεση αυτή είναι καταλυτική για την στρατολόγηση της ιικής πρωτεΐνης 

3CDpro στην αντίθετη µεριά του τριφυλλιού και έτσι τελικά σχηµατίζεται ένα 

ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύµπλοκο. Το σύµπλοκο αυτό αποτελείται από το 5΄τριφύλλι,  3CDpro και 

την κυτταρική πρωτεΐνη και είναι απαραίτητο για την έναρξη της RNA σύνθεσης. Ένα ακόµα 

κυτταρικό συστατικό είναι η πολύ (Α)-συνδεόµενη πρωτεΐνη 1, η οποία αλληλεπιδρά µε την πολύ 

r(C)-συνδεόµενη πρωτεΐνη, την 3CDpro και την 3΄πολύ (Α) ουρά του RNA του πολιοϊού 

κυκλοποιώντας το γένωµα. Η µορφοποίηση αυτού του κυκλικού ριβονουκλεοπρωτεϊνικού 

συµπλόκου απαιτείται για τη σύνθεση του αρνητικής-πολικότητας RNA. 

 Η RNA-προδεµένη δοµή της 3CDpro περιέχεται µέσα στο 3Cpro τµήµα της πρωτεΐνης, στην 

αντίθετη πλευρά του µορίου από την πλευρά της θέσης που εµπλέκεται στην πρωτεόλυση, που 

λαµβάνει χώρα κατά την πρωτεϊνοσύνθεση. Έτσι η 3CDpro παίζει σηµαντικό ρόλο στην ιική 

σύνθεση, συµµετέχοντας στο σχηµατισµό του ριβονουκλεοπρωτεϊνικού συµπλόκου στο 5΄ άκρο 

του RNA θετικής πολικότητας, όπου βρίσκεται η δοµή τριφυλλιού. Αναστολή της έναρξης της 

µετάφρασης απωθεί τα ριβοσώµατα από το ιικό RNA, του οποίου το 3΄ πολύ-Α άκρο αλληλεπιδρά 

µε την VPg-pUpU και σχηµατίζει το κυκλικό προεναρκτήριο RNA αντιγραφικό σύµπλοκο 

(Racaniello, 2007). 
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 Οι διαδικασίες της αντιγραφής και της µετάφρασης δεν µπορούν να λαµβάνουν χώρα 

ταυτόχρονα στην ίδια RNA ιική µήτρα. Έτσι όταν τα ριβοσώµατα είναι προσδεδεµένα στο ιικό 

RNA, τότε η αντιγραφή αναστέλλεται και όταν αυτά απελευθερώνονται από το RNA, τότε η 

διαδικασία της αντιγραφής αναπτύσσεται κανονικά. Έχει προταθεί ότι η δοµή τριφυλλιού στην 

5΄µη κωδική περιοχή του θετικής πολικότητας RNA του πολιοϊού ρυθµίζει αν το RNA θα 

µεταφραστεί ή αν θα µεταγραφεί. Αρχικά κατά τη µόλυνση υφίσταται σύνδεση της πολύ r(C)-

συνδεόµενης πρωτεΐνης στη δοµή τριφυλλιού και έτσι έναρξη της µετάφρασης. Όταν η 3CDpro 

παράγεται όµως και προσδένεται στη δοµή τριφυλλιού, προάγοντας την κυκλοποίηση του 

γενώµατος, τότε παρεµποδίζεται η προσέγγιση των ριβοσωµάτων στο RNA. Τελικά καταστέλλεται 

η µετάφραση και ενεργοποιείται η RNA σύνθεση. Ο µηχανισµός αυτός φανερώνει πως µόνο µήτρες 

πλήρους µεγέθους µπορούν να αντιγραφούν (Racaniello, 2007, Mueller et al., 2005). 

Η επιλογή του ιικού RNA έναντι του κυτταρικού mRNA ως µήτρα για την αντιγραφή 

γίνεται µε ποικίλους τρόπους, που έχουν κυρίως σχέση µε την αλληλεπίδραση των αντιγραφικών 

πρωτεϊνών µε αλληλουχικά στοιχεία του ιικού γενώµατος. Ένας αρχικός τρόπος είναι η αναγνώριση 

από την 3Dpol του VPg-pUpU εκκινητικού µορίου, το οποίο προσδένεται σε ιικά πολυαδενυλιωµένα 

RNA. Επίσης µε τον ψευδόκοµπο που σχηµατίζεται στο 3΄άκρο του ιικού RNA και την 

αλληλεπίδραση της ΑΒ πρωτεΐνης µε την 3Dpol στο άκρο αυτό, αυξάνεται η ειδικότητα της 

αντιγραφής του ιικού γενώµατος από την 3Dpol. Αυτή η εξειδίκευση λαµβάνει χώρα στα αρχικά 

στάδια της αντιγραφής, όπου έχουµε λίγα µόρια πολυµερασών και χαµηλές συγκεντρώσεις 

αντιγραφικών συστατικών.  

Εικόνα 10. Η δοµή του κυκλικού προεναρκτήριου ριβονουκλεοπρωτεΐνικού αντιγραφικού 

συµπλόκου. Κυκλοποίηση µέσω αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών 3AB/3CDpro/PCBP2, στο 5΄ακρο µε 

δοµή τριφυλλιού, και της πρωτεΐνης ΡΑΒΡ σχετιζόµενης µε την 3΄πολύ-Α ουρά (Flanegan,2004, 

http://biochem.med.ufl.edu/facultytemp.php?lastname=Flanegan&firstname=J.+Bert , Mueller et 

al., 2005). 

Επιµήκυνση της αρνητικής πολικότητας αλυσίδας 

VPg ουριδινυλίωση στην πολύ-Α ουρά 
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Τέλος στην εξειδίκευση της µήτρας παίζει ρόλο και η όµοια µε τριφυλλιού δοµή της 5΄µη 

κωδικής περιοχής του θετικής πολικότητας RNA, στην οποία προσδένεται η 3CDpro και η πολύ 

r(C)-συνδεόµενη πρωτεΐνη προς το σχηµατισµό του ιικού αντιγραφικού συµπλόκου (Racaniello, 

2007).  

Η επανέναρξη της αντιγραφής δεν µπορεί να είναι δυνατή, ούτε και αποτελεσµατική. Ακόµα 

τα γεγονότα που οδηγούν στην έναρξη της RNA σύνθεσης των θετικής και αρνητικής πολικότητας 

αλυσίδων µπορεί να διαφέρουν ή να πραγµατοποιούνται µε διαφορετική αποτελεσµατικότητα. Για 

τους παραπάνω λόγους έχουµε το σχηµατισµό των RI µορίων και την υπερσύνθεση των θετικών 

έναντι των αρνητικών κλώνων κατά τη γενωµική αντιγραφή (Pfister et al., 1999, Wimmer et al., 

1993). 

 

 2.3.δ. Καψιδίωση των τελικών ιικών σωµατιδίων 

 

 Η καψιδίωση των VPg-συνδεµένων θετικής πολικότητας RNA µορίων είναι η διαδικασία 

που αποτελεί τα τελικά βήµατα στον κυτταρικό κύκλο ζωής του πολιοϊού. Η διαδικασία αυτή 

φαίνεται να είναι συνδεδεµένη µε την RNA σύνθεση στο εσωτερικό των µεµβρανικών δοµών των 

µολυσµένων κυττάρων και πιο συγκεκριµένα στην επιφάνεια των ιικά παραγόµενων µεµβρανικών 

κυστιδίων του κυτταροπλάσµατος τους (Jesus, 2007, Blondel et al., 1998). 

 Αρχικά το πρόδροµο Ρ1 πολυπεπτίδιο µυριστιλιώνεται και πέπτεται από την 3CDpro. Η πέψη 

αυτή δίνει τις πρωτεΐνες VP0, VP1 και VP3, οι οποίες συναρµολογούνται ώστε να σχηµατίσουν ένα 

5S πρωτοµερές. Πέντε πρωτοµερή τότε συναθροίζονται παράγοντας ένα 14S πενταµερές. ∆ώδεκα 

πενταµερή τελικά συναρµολογούνται σχηµατίζοντας το 75S προκαψίδιο. Το VPg-προσδεµένο 

θετικής πολικότητας ιικό RNA µπορεί να καψιδιώνεται είτε µε συµπύκνωση των πενταµερών γύρω 

του, είτε µε ενσωµάτωσή του στα προκαψίδια. Έτσι το προτελευταίο πρόδροµο σωµατίδιο µπορεί 

να είναι ο 150S προϊός, ο οποίος περιέχει 60 αντίγραφα καθεµιάς από τις πρωτεΐνες VP0, VP3 και 

VP1, οι οποίες περικλείουν ένα αντίγραφο του γενωµικού RNA (Jesus, 2007, Wimmer et al., 1993). 

Έπειτα ακολουθεί η αποκοπή της πρωτεΐνης VP0 στους απογόνους VP2 και VP4, η οποία 

ονοµάζεται πέψη ωρίµανσης. Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται µε έναν αυτοκαταλυτικό 

µηχανισµό πιθανότατα σε σύνδεση µε το RNA, όπως προαναφέρθηκε, και σηµατοδοτεί το τέλος 

της ιικής συναρµολόγησης. Αυτό πετυχαίνεται µε σταθεροποίηση του καψιδίου και 

µετασχηµατισµό του προϊού σε ένα ώριµο, µολυσµατικό, ιικό 160S σωµατίδιο. Το τελικό βήµα για 

την ολοκλήρωση του κυτταρικού κύκλου ζωής είναι η απελευθέρωση των ώριµων, µολυσµατικών  

πολιοϊών (Jesus, 2007, Mueller et al., 2005, Airaksinen et al., 2000). 

Αφού συναρµολογηθούν τα ιικά σωµατίδια, συγκεντρώνονται στο κυτταρόπλασµα των 

µολυσµένων κυττάρων µε τη µορφή κρυσταλλικών µορίων, τα οποία τελικά απελευθερώνονται µε 
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το σπάσιµο της κυτταρικής επιφάνειας ή µε ενεργό απελευθέρωση (Blondel et al., 1998). 

Ένα µολυσµένο κύτταρο µπορεί να παράγει 104 µε 105 πολιοϊικά σωµατίδια. Τα σωµατίδια 

αυτά απελευθερώνονται µέσω εναλλακτικών µονοπατιών, ένα εκ των οποίων είναι µέσω λύσης των 

µολυσµένων κυττάρων. Η λύση των κυττάρων πραγµατοποιείται έπειτα από την αυξηµένη 

διαπερατότητα των µεµβρανών τους, η οποία προέρχεται από τις αυξηµένες συγκεντρώσεις των µη 

δοµικών πρωτεϊνών 3Α και 3ΑΒ, 2BC και 2B. Έχει προταθεί ότι η πολιοϊικά προκαλούµενη λύση 

µπορεί να πραγµατοποιείται λόγω των αλληλεπιδράσεων ιού-υποδοχέα, οι οποίες παρατηρούνται 

κατά την έναρξη του ιικού κύκλου. Η απελευθέρωση στο βαθµό του 1% των πολιοϊικών 

σωµατιδίων µπορεί διαδοχικά να εκκινήσει αποτελεσµατικές µολύνσεις των κατάλληλων κυττάρων 

του ξενιστή (Jesus, 2007, Mueller et al., 2005, Airaksinen et al., 2000, Blondel et al., 1998). 

 Κάτω από πειραµατικές συνθήκες ο κύκλος ζωής του πολιοϊού είναι εξαιρετικά γρήγορος, 

αποφέροντας τον θάνατο του κυττάρου ξενιστή σε περίπου 7-8 ώρες µετά τη µόλυνση. In vitro 

µελέτες έδειξαν ότι πολιοϊικές µολύνσεις µπορούν να προκαλέσουν και την απόπτωση των 

πολιοϊικά µολυσµένων κυττάρων. Η απόπτωση µπορεί να είναι ένας σηµαντικός παράγοντας για τα 

συµπτώµατα που αυξάνονται λόγω των συνεχών µολύνσεων του κεντρικού νευρικού συστήµατος. 

Ο πιθανός ρόλος αυτής της ενεργής διαδικασίας του κυτταρικού θανάτου είναι να περιορίσει την 

ιική εξάπλωση.  

Οι 2Apro και 3Cpro παίζουν σηµαντικό ρόλο στην ενεργοποίηση του αποπτωτικού 

προγράµµατος στα µολυσµένα κύτταρα. Συγκεκριµένα η πολιοϊική 3C πρωτεΐνη προκαλεί 

απόπτωση µε ένα µηχανισµό εξαρτώµενο από κασπάσες. Ο πολιοϊός µπορεί όµως και να αναστείλει 

την απόπτωση µέσω των πρωτεϊνών 2B/2BC, 2CATPάση και 3Α. Έτσι οι προαποπτωτικές και 

αντιαποπτωτικές λειτουργίες συνυπάρχουν στα µολυσµένα από πολιοϊό κύτταρα. Μπορεί να 

θεωρηθεί ότι µια αλλαγή στην ισορροπία µπορεί να είναι διαφορετική σε κύτταρα διαφορετικών 

ιστών, έχοντας ως αποτέλεσµα την πιθανότητα η απόπτωση να παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

πολιοϊική παθογένεια (Mueller et al., 2005, Airaksinen et al., 2000). 

 Η καψιδίωση του πολιοϊικού RNA είναι εξειδικευµένη, καθώς τα ιικά σωµατίδια περιέχουν 

µόνο θετικής πολικότητας ιικό RNA, αποκλείοντας όλους τους άλλους τύπους RNA που 

συνυπάρχουν στο κυτταρόπλασµα του κυττάρου ξενιστή. Το VPg συνδεµένο αρνητικής 

πολικότητας RNA παρ’ όλα αυτά αποκλείεται από τα ιικά σωµατίδια (Wimmer et al., 1993).   
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 Εικόνα 11. Ο κύκλος ζωής του πολιοϊού. 1) Πρόσδεση του πολιοϊού στον υποδοχέα CD155 

και απελευθέρωση του ιιού RNA στο κυτταρόπλασµα, 2) αποκοπή της ιικής πρωτεΐνης VPg 

µέσω µιας κυτταρικής φωσφοδιεστεράσης και µετάφραση του ιικού RNA, 3) Πρωτεολυτική 

διεργασία της ιικής πολυπρωτεΐνης προς απόδοση των ώριµων δοµικών και µη δοµικών 

πρωτεϊνών, 4) σύνθεση του αρνητικής πολικότητας RNA, έχοντας ως µήτρα το θετικής 

πολικότητας και παράγοντας το δίκλωνο RF, 5) Έναρξη πολλών θετικής πολικότητας 

αλυσίδων από µια µονή αρνητικής πολικότητας αλυσίδα που παράγει το µονόκλωνο RI,    

6) τα νεοσυντιθέµενα θετικής πολικότητας RNA υφίστανται µετάφραση ή 7) συνδέονται µε 

καψιδικά πρόδροµα µόρια προς καψιδίωσή τους και πρόκληση της τοµής ωρίµανσης της 

VP0, 8) παραγωγή των απογόνων ιών και 9) λύση των µολυσµένων κυττάρων και 

απελευθέρωση των µολυσµατικών απογόνων ιικών σωµατιδίων (Jesus, 2007).  

Πρόγονοι ιοί 

Ιικό RNA 

Πολυπρωτεΐνη 

Μη δοµικές πρωτεΐνες 
∆οµικές πρωτεΐνες 

Αντιγραφικό σύµλοκο 

Απόγονοι ιοί
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2.4. Κυτταρικές αποκρίσεις (CPE)  στην πολιοϊική µόλυνση 

 

Tα µολυσµένα από πολιοϊό κύτταρα υποβάλλονται σε µεταβολικές και µορφολογικές 

µεταβολές, όπως απόσπασή τους από το υπόστρωµα (Blondel et al., 1998). Επίσης παρατηρείται 

µια ταχύτατη αναστολή της πρωτεϊνοσύνθεσης τους. Περίπου 2 ώρες µετά τη µόλυνση, τα 

πολυριβοσώµατα διαταράσσονται και η µετάφραση σχεδόν όλων των κυτταρικών mRNA 

σταµατάει και αντικαθίσταται από τη µετάφραση των ιικών mRNA. Η αναστολή αυτή αποδίδεται 

κυρίως στην άµεση αποκοπή του παράγοντα eIF4GΙ και στην καθυστερηµένη αποκοπή του 

παράγοντα eIF4GΙΙ από την 2Α πολιοϊική πρωτεάση.  

Η πρωτεΐνη eIF4G (p220) είναι συστατικό του eIF4F και γενικότερα µέλος του συνδεµένου 

µε την καλύπτρα συµπλόκου eIF-4, το οποίο αναγνωρίζει το συνδεδεµένο µε καλύπτρα 5΄άκρο των 

ευκαρυωτικών mRNA κατά την έναρξη της µετάφρασης. Ο eIF4G δεν αποκόπτεται σαν ξεχωριστό 

πολυπεπτίδιο, αλλά µόνο σαν τµήµα του eIF4F συµπλόκου. Η πρόσδεση του eIF4Ε στον eIF4G 

µπορεί να του προκαλέσει αλλαγές, οι οποίες να τον µετατρέψουν σε ένα πιο αποδοτικό 

υπόστρωµα για την πρωτεάση (Prevot et al., Racaniello, 2007, 2003, Pfister et al., 1999). 

Με την πρωτεόλυση που πραγµατοποιείται στον παράγοντα αυτό, αποµονώνεται το Ν-

τελικό άκρο και 1/3 της πρωτεΐνης όπου φυσιολογικά προσδένεται ο παράγοντας  eIF4Ε, υπεύθυνος 

για τη µετάφραση των ευκαρυωτικών καλυµένων µε 5’καλύπτρα mRNA. Έτσι αναστέλλεται 

ισχυρά η µετάφρασή τους ενώ ενισχύεται η µετάφραση των ιικών IRES-οδηγούµενών mRNA από 

τα C-τελικά 2/3 της πρωτεΐνης που παραµένουν και ονοµάζονται p100, τα οποία άµεσα 

προσδένονται στα IRES στοιχεία (Prevot et al., 2003) 

Αναστολή παρατηρείται επίσης και στην κυτταρική RNA σύνθεση, η οποία καταλύεται και 

από τις τρείς τάξεις DNA-εξαρτώµενων RNA πολυµερασών Ι, ΙΙ και ΙΙΙ. Οι πολυµεράσες αυτές 

είναι ενζυµατικά ενεργές, γεγονός που φανερώνει ότι στόχος της µεταγραφικής αναστολής είναι 

άλλες πρωτεΐνες συνεργοί (Racaniello, 2007). 

Όπως η 2Αpro έτσι και η 3Cpro εµπλέκονται ενεργά και στην αναστολή λειτουργιών των 

κυττάρων του ξενιστή. Η 3Cpro µε τη σειρά της, αναστέλλει το µεταγραφικό σύστηµα της 

πολυµεράσης ΙΙΙ και ειδικότερα απενεργοποιεί το µεταγραφικό της παράγοντα TFIIIC, συνδεµένο 

µε το DNA. Στόχος της 3Cpro είναι µια υποµονάδα του TFIIIC, που αλληλεπιδρά µε τον υποκινητή 

της πολυµεράσης ΙΙΙ. Επίσης έχουµε απενεργοποίηση του παράγοντα της RNA πολυµεράσης, 

TFIID, που είναι ένα πολυπρωτεΐνικό σύµπλοκο. Η απενεργοποίηση αυτή µερικώς 

πραγµατοποιείται µε την αποκοπή από την 3Cpro µιας υποµονάδας του παράγοντα TFIID, η οποία 

είναι η προσδεµένη σε ΤΑΤΑ box πρωτεΐνη. Τα γεγονότα αυτά οδηγούν και στην αναστολή της 

κυτταρικής µετάφρασης (Mueller et al., 2005, Racaniello, 2007, Pfister et al., 1999). 

Στη συνέχεια παρατηρείται και αναστολή της µεταγραφής από την πολυµεράση τύπου Ι. 
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Αυτό συµβαίνει λόγω του ότι οι µεταγραφικοί παράγοντες SL-1 και UBF της πολυµεράσης Ι, 

αδρανοποιούνται στα µολυσµένα κύτταρα από την 3Cpro . Η αποκοπή των µεταγραφικών 

παραγόντων των τριών ειδών RNA πολυµερασών, απαιτεί την είσοδο της ιικής πρωτεάσης 3Cpro 

στον πυρήνα του µολυυσµένου κυττάρου. Από την 3Cpro  όµως απουσιάζει ένα σήµα πυρηνικής 

εντόπισης, το NLS, το οποίο περιέχεται στην πρόδροµη 3CDpro πρωτεΐνη. Έτσι η δεύτερη 

εισέρχεται στον πυρήνα µε το NLS που περιέχει η πρωτεΐνη 3Dpol. Τότε ακολουθεί η αποκοπή 

µεταγραφικών παραγόντων του πυρήνα είτε από την 3CDpro ή την 3Cpro πρωτεάση που 

απελευθερώνεται έπειτα από αυτοκατάλυση της πρώτης. 

Ακόµα η µόλυνση των κυττάρων από πολιοϊό οδηγεί και στην κυτταροπλασµατική 

συσσώρευση πυρηνικών πρωτεϊνών, όπως η La πρωτεΐνη. Επίσης στα κύτταρα αυτά παρατηρείται 

παρεµπόδιση της πυρηνικής εισόδου µε διακοπή της σύνδεσης των συµπλόκων του πυρηνικού 

υποδοχέα εισόδου. Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται στην κυτταροπλασµατική πλευρά του 

συµπλόκου του πυρηνικού πόρου. Η έλλειψη που εµφανίζεται στην πυρηνική είσοδο είναι µια 

συνέπεια της πρωτεόλυσης των δύο πρωτεϊνικών συστατικών του συµπλόκου του πυρηνικού 

πόρου. Οι πρωτεΐνες αυτές είναι οι Nup 153 και p62.  

Στη συνέχεια στα µολυσµένα κύτταρα προκαλείται µεταβολή στο στάδιο φωσφορυλίωσης 

των πρωτεϊνών 4Ε-ΒΡ1 και 4Ε-ΒΡ2 και έτσι ενεργοποίησή τους. Οι πρωτεΐνες αυτές 

προσδέονονται στον παράγοντα eIF4E και αναστέλλουν τη µετάφραση στο 5΄εξαρτώµενο σάρωµα, 

αλλά όχι στην εσωτερική ριβοσωµική είσοδο. Άλλες τροποποιήσεις εναρκτήριων παραγόντων, 

όπως η φωσφορυλίωση του eIF2α, µπορούν επίσης να συµβάλλουν στην αναστολή της κυτταρικής 

πρωτεϊνοσύνθεσης (Racaniello, 2007, Blondel et al., 1998). 

Σε αντίθεση µε την πρωτεϊνοσύνθεση και και την RNA  σύνθεση, η σύνθεση των λιπιδίων 

ερεθίζεται από την πολιοϊική µόλυνση και πολλά εκ των νεοσυντιθέµενων λιπιδίων βρίσκονται στα 

µεµβρανικά κυστίδια. Επιπλέον οι ενδοκυτταρικές συγκεντρώσεις ασβεστίου αυξάνονται 

σηµαντικά και η πλασµατική µεµβράνη εµφανίζει αυξηµένη διαπερατότητα σε µονοσθενή κατιόντα 

και σε µεταφραστικούς αναστολείς (Blondel et al., 1998). 

Επιπρόσθετες τροποποιήσεις περιλαµβάνουν το σχηµατισµό κυστιδίων, τα οποία 

εκβλαστάνουν από το ενδοπλασµατικό δίκτυο, το σύστηµα Golgi και τα λυσοσώµατα, έχει ως 

αποτέλεσµα την εξαφάνιση των µορφολογικών χαρακτηριστικών του  ενδοπλασµατικού δικτύου 

και του συστήµατος Golgi. Παρατηρείται παρεµπόδιση εκκριτικών και πλασµατικών πρωτεϊνών 

από τα δύο αυτά συστήµατα. Πιο συγκεκριµένα οι πρωτεΐνες 2Β και 2BC µπλοκάρουν την 

πρωτεϊνική έκκριση από το σύστηµα Golgi και η 3Α πρωτεΐνη µπλοκάρει την κυστοειδή 

κυκλοφορία από το ενδοπλασµατικό δίκτυο. Η 3Α επίσης διαµορφώνει τις ενδογενείς και 

προσαρµόσιµες ανοσολογικές αποκρίσεις του ξενιστή και έτσι την έκβαση της µόλυνσης. (Pfister et 

al., 1999, Racaniello, 2007). 
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 Τέλος µορφολογικές και κυτταροσκελετικές επαναδιευθετήσεις εµφανίζονται στα 

µολυσµένα κύτταρα. Μια χαρακτηριστική είναι η αποκοπή της συνδεµένης µε µικροσωληνίσκους 

πρωτεΐνης 4 (ΜΑΡ-4) από την 3C πρωτεάση. Οι επαναδιευθετήσεις αυτές µπορεί να είναι 

σηµαντικές για την ιική διασπορά, αυξάνοντας τη λύση του κυττάρου και έτσι την απελευθέρωσή 

του (Blondel et al., 1998). 

 

 2.5. Πολιοϊοί και πρόκληση παθογένειας 

 

Πολλές απόψεις της εντεροϊικής παθολογίας, µεταφοράς και γενικά επιδηµιολογίας 

σχετίζονται άµεσα στις βιοφυσικές ιδιότητες και τον κύκλο ζωής του πολιοϊού. Οι περισσότερες 

µολύνσεις εντεροϊών δεν προκαλούν σηµαντική ασθένεια, ωστόσο σε ορισµένες περιπτώσεις 

µολύνσεων, µπορεί να έχουµε σοβαρή πάθηση. Τέτοιες περιπτώσεις είναι τα βρέφη και όσοι 

βρίσκονται σε ανοσοκαταστολή. Οι εντεροϊοί εµπλέκονται τόσο σε χρόνιες, όσο και σε παροδικές 

νόσους (Pallansch et al., 2007). 

Μια εκ των παλαιότερων οφειλόµενων σε εντεροϊούς παθήσεων είναι η πολιοµυελίτιδα. Η 

ασθένεια αυτή θεωρείται ως µια πολύ παλιά ασθένεια και προκαλείται συγκεκριµένα από στελέχη 

πολιοϊών. Ο όρος πολιοµυελίτιδα αναφέρεται στο γεγονός ότι η νόσος καταλήγει στην καταστροφή 

νευρώνων της ενδιάµεσης ουσίας του νωτιαίου µυελού (Pallansch et al., 2007, Blondel et al., 1998). 

Η πρώτη κλινική περιγραφή της έγινε το 1.800 µε αναφορές παράλυσης και πυρετού ως 

συµπτώµατα της νόσου. Μια πιο πρόσφατη αναφορά περιγράφει στην κατάσταση της 

πολιοµυελίτιδας ως παθολογικές µεταβολές στα πρόσθια κινητικά νεύρα του νωτιαίου µυελού. Το 

1900 ξεκίνησε η κατανόηση της µολυσµατικής φύσης της ασθένειας, καθώς η πολιοµυελίτιδα τότε 

αναγνωρίστηκε ως µεταδοτικό νόσηµα. Επίσης κατανοήθηκε η σηµασία των ασυµπτωµατικών 

µολυσµένων ατόµων, όπως και ο ρόλος της εντερικής µόλυνσης στην παθογένεια του ιού. 

Αργότερα αναγνωρίστηκε και ο ρόλος της στοµατικής-γαστροεντερικής διόδου στην έναρξη και 

επέκταση της µόλυνσης από πολιοϊό. Επιπλέον το γεγονός ότι η ασθένεια του κεντρικού νευρικού 

συστήµατος ακολουθούσε παρουσία ιικών σωµατιδίων στο αίµα, αύξησε τις ελπίδες για 

αποτελεσµατική ανοσοποίηση (Pallansch et al., 2007). 

 Η πολιοµυελίτιδα διακρίνεται από την επιλεκτική καταστροφή των κινητήριων νευρώνων, η 

οποία οδηγεί σε παράλυση. Σε ποιο σοβαρές καταστάσεις η καταστροφή των νευρώνων µπορεί να 

οδηγήσει σε αναπνευστική παύση και σε θάνατο (Mueller et al., 2005). 

 Οι πολιοϊοί καταστρέφουν κύτταρα µε µια εξειδικευµένη κυτταροπαθογόνο δράση. Η 

παθογένεια του πολιοϊού, εκτός από την πειραµατική ασθένεια σε µη ανθρώπινα πρωτεύοντα 

θηλαστικά, µπορεί επίσης να µελετηθεί µε παρατήρηση της φυσικής ασθένειας στους ανθρώπους 

όπως και µε πειραµατικά προκαλούµενη ασθένεια σε ποντίκια που φέρουν τον υποδοχέα CD155 
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σαν διαγονίδιο. Ενδοεγκεφαλικός εµβολιασµός των διαγονιδιακών ποντικιών µε κάποιον από τους 

τρείς οροτύπους του πολιοϊού οδηγεί σε κλινικοπαθολογικό σύνδροµο όµοιο µε την ανθρώπινη 

παραλυτική πολιοµυελίτιδα. Παραταύτα µεταξύ των ανθρώπων και των ποντικών υπάρχουν 

διαφορές στον χαρακτήρα και την ανάπτυξη της παραλυτικής ασθένειας, οι οποίες οφείλονται σε 

διαφορές στην οργάνωση του κεντρικού νευρικού συστήµατος των δύο οργανισµών, όπου 

συµπεριλαµβάνονται και τα κινητικά µονοπάτια. Επίσης τα ποντίκια δεν είναι τόσο ευαίσθητα όσο 

οι άνθρωποι στην µόλυνση από πολιοϊό µέσω της στοµατικής οδού και αποτυγχάνουν στην 

ανάπτυξη µιας πιο αποτελεσµατικής γαστρεντερικής µόλυνσης ή αύξησης του ιικού τίτλου στα 

κόπρανα έπειτα από στοµατική προσβολή (Pallansch et al., 2007). 

Στο φυσικό τους ξενιστή οι πολιοϊοί µεταβιβάζονται µέσω της κοπρώδους-στοµατικής 

διόδου (Jesus, 2007). Η πιο συχνή εκδήλωση της πολιοϊικής µόλυνσης στους ανθρώπους είναι η 

αντιγραφή στον γαστροεντερικό σωλήνα και η ακόλουθη απορροή του ιού στα κόπρανα. Κοπρώδης 

απορροή του ιού παρατηρείται για µακρά περίοδο, ορισµένες φορές µεγαλύτερη των έξι 

εβδοµάδων. Η απορροή αυτή µπορεί να διακοπεί και επηρεάζεται από την ανοσολογική κατάσταση 

του ατόµου. Η ποσότητα και η διάρκεια της ιικής αποβολής µπορεί να ελαττωθεί σηµαντικά ως 

αποτέλεσµα της ανοσίας από µια πρώιµη φυσική µόλυνση µε άγριο στέλεχος πολιοϊού, από 

εµβολιακό στέλεχος ή από συναγωνιστικές εντερικές µολύνσεις (Mueller et al., 2005, Pallansch et 

al., 2007). 

Η µεταφορά ρου ιού µέσω στοµατικής διόδου φαίνεται ως ο πιο κοινός τρόπος εξάπλωσης 

στις ανεπτυγµένες χώρες. Ο πολιοϊός αρχικά µολύνει ευπαθή κύτταρα της στοµατικής κοιλότητας, 

της µύτης και του λάρυγγα πολλαπλασιαζόµενος στους βλεννώδεις ιστούς. Η αντιγραφή του στις 

περιοχές αυτές είναι εµφανής, στις πρώτες µια µε τρείς µέρες. Η περίοδος επώασης του ιού είναι 

συνήθως 7 µε 14 µέρες, µπορεί να κυµαίνεται όµως και από 2 µέχρι και 35 µέρες. Τότε 

πολλαπλασιάζεται στους λεµφοειδείς ιστούς του στοµατοφάρυγγα και του εντέρου, οδηγώντας σε 

µια µικρή, παροδική και κλινικά σιωπηλή παρουσία των ιικών σωµατιδίων στο αίµα. Έπειτα 

ακολουθεί εισβολή του ιού στους συστηµατικούς δικτυοενδοθηλιακούς ιστούς, περιλαµβανοµένων 

των περιφερειακών λεµφικών κόµβων, του νωτιαίου µυελού, του ήπατος και της σπλήνας. Η 

διάδοση αυτή του ιού δεν εµφανίζει κλινικές εκδηλώσεις (Mueller et al., 2005, Pallansch et al., 

2007, Blondel et al., 1998). 

Ο ιός µπορεί να αποµονωθεί από λαρυγγικές εκκρίσεις και πλύσεις κατά τη διάρκεια των 

πρώιµων οξέων φάσεων της µόλυνσης, αλλά η απορροή του ιού στο σάλιο παρατηρείται για 

µικρότερο χρονικό διάστηµα από την κοπρώδη απορροή. Γενικότερα κατά την πρωταρχική 

αντιγραφή του, ο ιός µπορεί να αποµονωθεί από λεµφικούς ιστούς της γαστροεντερικής διόδου, 

όπως: οι αµυγδαλές, οι πλάκες Peyer του ειλεού και οι µεσεντερικοί λεµφικοί κόµβοι. 

Κατά τη µικρή  παρουσία των ιικών σωµατιδίων στο αίµα, η οποία παρατηρείται στο 25% 
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των µολύνσεων, τα επίπεδα του ιού είναι πολύ χαµηλά και παροδικά. Το κεντρικό νευρικό σύστηµα 

εισβάλει στο στάδιο αυτό, αλλά η προσβολή του παρατηρείται µετά την ενίσχυση των 

συστηµατικών δικτυοενδοθηκιακών ιστών που ακολουθείται από µια διαδοχική µεγάλη παρουσία 

ιικών σωµατιδίων στο αίµα. Η δεύτερη αυτή µεγάλη ιαιµία προκαλεί συµπτώµατα «ελάχιστης 

ασθένειας». Τα περισσότερα άτοµα ελέγχουν την µόλυνση από πολιοϊό πριν την  µεγάλη παρουσία 

ιικών σωµατιδίων στο αίµα, συνήθως έχοντας ως αποτέλεσµα µια ασυµπτωµατική µόλυνση. 

Επικρατούν τρείς θεωρίες για τη διάδοση του πολιοϊού στο κεντρικό νευρικό σύστηµα. 

Κατά την πρώτη ο ιός αποτελεσµατικά µπορεί να διαπεράσει τον αιµατοεγκεφαλικό φραγµό κι έτσι 

µέσω του αίµατος να προσβάλει το κεντρικό νευρικό σύστηµα, ανεξαρτήτως του υποδοχέα του. 

Βάση της δεύτερης θεωρίας µπορεί επίσης να έχουµε και προσβολή του µέσω περιφερειακών ή 

κρανιακών νεύρων, πιθανότατα µε ανάδροµη αξονική ροή, προχωρώντας από τους µύες στο 

νωτιαίο µυελό και στον εγκέφαλο. Νευρολογικά συµπτώµατα είναι σπάνιες επιπλοκές της 

πολιοϊικής µόλυνσης και της πολιοµυελίτιδας. Η τρίτη και τελευταία θεωρία είναι ο µηχανισµός 

του ∆ούρειου Ίππου, κατά τον οποίο ο ιός εισέρχεται στο κεντρικό νευρικό σύστηµα µέσω 

µολυσµένων µακροφάγων. Το γεγονός αυτό στηρίζεται στο ότι η παραλυτική πολιοµυελίτιδα 

ακολουθεί παρουσία ιικών σωµατιδίων στο αίµα και ότι τα κυκλοφορούντα εξουδετερωτικά 

αντισώµατα µπορούν να προλάβουν την πολιοµυελίτιδα (Mueller et al., 2005, Pallansch et al., 

2007, Jesus, 2007). 

Η σηµασία των περιφερειακών νεύρων ως δυναµική διόδου για την εισβολή στο κεντρικό 

νευρικό σύστηµα έχει αποδειχθεί στο περιστατικό του εµβολίου "Cutter». Κατά το περιστατικό 

Cutter ενδοµυικές ενέσεις ατελώς αδρανοποιηµένου εµβολιακού στελέχους πολιοϊών οδηγούν σε 

εστιακή παραλυτική ασθένεια, η οποία αρχικά τείνει να τοποθετείται στο άκρο που έχει 

πραγµατοποιηθεί η ένεση. Η «παρακινούµενη» πολιοµυελίτιδα φέρει αυξηµένο ρίσκο της 

παραλυτικής ασθένειας σε άτοµα που δέχονται την ενδοµυική ένεση κατά τη διάρκεια της περιόδου 

επώασης της φυσικής µόλυνσης από πολιοϊό. Κατά το φαινόµενο αυτό υπάρχει συσχέτιση µεταξύ 

µυϊκών τραυµάτων κατά τη διάρκεια της φάσης ιαιµίας της πολιοϊικής µόλυνσης και του 

αυξηµένου ρίσκου πρόκλησης πολιοµυελίτιδας (Mueller et al., 2005, Pallansch et al., 2007). 

Από τα παραπάνω αποδείχτηκε ότι η ενδοµυϊκή ένεση επιτρέπει στο εµβολιακό στέλεχος να 

εισέλθει στα άκρα των περιφερειακών νεύρων και έπειτα να επεκταθεί στο νωτιαίο µυελό µέσω  

ανάδροµης αξονικής ροής. 
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  Εικόνα 12. Α) Αναπαράσταση του µοντέλου παθογένειας του ιού από την αρχική µόλυνση και 

τον πολλαπλασιαµό του στο έντερο έως και την έκκρισή του στα κόπρανα. Β) Απεικόνιση 1) της 

εισόδου του ιού µέσω της στοµατικής διόδου, 2) της µόλυνσης της γαστρεντερικής διόδου, 3) της 

παρουσίας των ιών στο αίµα και κατ’ επέκταση της ιικής διασποράς στο νωτιαίο µυελό, στον 

εγκέφαλο, στα µηνίγγια, στην καρδιά, στο ήπαρ και στο δέρµα, 4) του πολλαπλασιασµού των πολιοϊών 

στο επιθήλιο του ρινοφάρυγγα και του περιφερειακού λεµφοειδής ιστού, στη µεµβράνη των βλεφάρων, 

στα έντερα, στους µεσεντρερικούς κόµβους και στο δικτυοενδοθηλιακό σύστηµα και τέλος 5)της 

έκκρισης του ιού στο περιβάλλον. (http://cmbi.bjmu.edu.cn/www-learn/micro-ac-

uk/335/Picornaviruses.html, Yin-Murphy et al., 1996, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=mmed&part=A2862&rendertype=figure&id=

A2881). 

Α Α Β 



 42

Οι βλάβες των νευρικών κυττάρων είναι το αποτέλεσµα της λυτικής ιικής αντιγραφής. Η 

θέση και η δριµύτητα των νευρολογικών αυτών βλαβών επηρεάζει την εντόπιση και το βαθµό της 

παράλυσης. (Blondel et al., 1998).  

Κυτταρικοί ειδικοί παράγοντες που προσδένονται στη ρυθµιστική περιοχή IRES, όπως και η 

ίδια η περιοχή IRES µπορούν να επιδράσουν στον τροπισµό και στη µολυσµατικότητα. Στη 

ρύθµιση του τροπισµού έχει βρεθεί ότι παίζει σηµαντικό ρόλο και η απόκριση στην ιντερφερόνη, η 

οποία περιορίζει την ιική αντιγραφή στα εξωνευρικά όργανα. Η δύναµη της ανοσολογικής 

απόκρισης είναι βασική για το αποτέλεσµα των ιικών µολύνσεων. (Pallansch et al., 2007). 

 

2.6. Κλινικά συµπτώµατα της πολιοϊικής µόλυνσης 

 

 Κατά τη µόλυνση από πολιοϊό έχουµε εµφάνιση της παραλυτικής πολιοµυελίτιδας µόνο σε 

ένα από τα διακόσια άτοµα που έχουν υποστεί µόλυνση από πολιοϊό. Η περίοδος επώασης από τη 

µόλυνση µέχρι την έναρξη της παράλυσης διαρκεί συνήθως τέσσερις µε δέκα µέρες. Η παράλυση 

γενικά παρατηρείται δύο µε πέντε µέρες µετά την παρατήρηση πονοκεφάλων και ένα πρόδροµο 

σύνδροµο γίνεται εµφανές µε αισθητήριους µυϊκούς πόνους (Pallansch et al., 2007). 

 Στο 4-8% των µολυσµένων ατόµων που αναπτύσσουν την πρωτογενή ιαιµία, η 

δευτερογενής µεγάλη ιαιµία που εµφανίζουν σχετίζεται µε µια µικρή, µη εξειδικευµένη ασθένεια 

που ακολουθεί.  

Οι κλινικές εκδηλώσεις περιλαµβάνουν:  

α) µόλυνση του ανώτατου αναπνευστικού, που χαρακτηρίζεται από φαρυγγίτιδα και πυρετό,  

β) γαστροεντερική νόσο, η οποία παρουσιάζεται µε ναυτία, έµµετο, γαστρικές ενοχλήσεις και 

δυσκοιλιότητα ή σπάνια διάρροια και 

γ) µια πάθηση χαρακτηρισµένη από πονοκέφαλο, µυαλγία και γενικευµένη αδιαθεσία. 

Ένα πολύ µικρό τµήµα των µολυσµένων ατόµων, τα οποία έχουν υποστεί τη µεγάλη ιαιµία, 

αναπτύσσουν συµπτώµατα που προδίδουν την πολιοϊική εισβολή του κεντρικού νευρικού 

συστήµατος. Τα συµπτώµατα αυτά χαρακτηρίζονται από τη µη παραλυτική ασηπτική µηνιγγίτιδα ή 

την παραλυτική πολιοµυελίτιδα. Η µη παραλυτική ασηπτική µηνιγγίτιδα παρατηρείται σε 1-2% της 

πολιοϊικής µόλυνσης και σχετίζεται µε ακαµψία του αυχένα, της πλάτης και των νοτιότερων 

λέµφων (Jesus, 2007). 

Η παραλυτική πολιοµυελίτιδα παρατηρείται στο 0,1-1% όλων των πολιοϊικών µολύνσεων. 

Το ποσοστό εξαρτάται από τον ορότυπο που προσβάλει το άτοµο την εκάστοτε φορά. Η κλινική 

παραλυτική πολιοµυελίτιδα µπορεί να χωριστεί σε τρείς τύπους ως: νωτιαία, βολβοειδής και 

εγκεφαλίτιδα. Η νωτιαία είναι η συχνότερη και χαρακτηρίζεται από πλαδαρή παράλυση των µυών 

που περιέχουν κινητήριους νευρώνες του νωτιαίου µυελού και επακόλουθη απονεύρωση των 
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σχετικών σκελετικών µυών. Η βολβοειδής πολιοµυελίτιδα προκαλεί καταστροφή των νευρώνων 

του δικτυωτού σχηµατισµού και των πυρήνων των κρανιακών νευρώνων στο εγκεφαλικό στέλεχος, 

όπου κατά κύριο λόγο ελέγχεται η αναπνοή. Έτσι παρουσιάζει παράλυση των µυών του 

αναπνευστικού συστήµατος. Τέλος η πολιοµυελίτιδα της εγκεφαλίτιδας που εµπλέκει νευρώνες του 

εγκεφάλου είναι σπάνια.  

Η νωτιαία και η βολβοειδής µπορούν να συνυπάρχουν και να είναι θανατηφόρες λόγω 

αναπνευστικής και καρδιακής ανεπάρκειας και επιδρούν τόσο στο εγκεφαλικό στέλεχος, όσο και 

στο νωτιαίο µυελό. Έτσι οι δύο αυτοί τύποι ανεπάρκειας οδηγούν στην καταστροφή νευρώνων του 

νωτιαίου µυελού, οι οποίοι εφοδιάζουν το διάφραγµα, τους πλευρικούς και γαστρικούς µύες και  

τους νευρώνες του αναπνευστικού και αγγειοκινητικού κέντρου του εγκεφάλου. Οι µη 

θανατηφόρες περιπτώσεις σχετίζονται µε µεγάλης ποικιλίας µορφές υπολειµµατικής 

πολιοµυελίτιδας (Blondel et al., 1998, Jesus, 2007). 

 Η παθολογία της πολιοµυελίτιδας είναι ο ερεθισµός και η καταστροφή της ενδιάµεσης 

ουσίας του κεντρικού νευρικού συστήµατος και κυρίως του νωτιαίου µυελού. Η νωτιαία µορφή 

είναι συνήθως ασυµµετρική, οριοθετείται στα άκρα και τον κορµό και ποικίλει από ήπια αδυναµία 

µέχρι τετραπληγία. Η βολβοειδής µορφή εµφανίζεται περίπου στο 10-15% των περιπτώσεων 

πολιοµυελίτιδας και εµπλέκει κινητήρια κρανιακά νεύρα ή κάποια εγκεφαλικά κέντρα. Έτσι µπορεί 

να έχουµε παράλυση φαρυγγικών και λαρυγγικών µυών, µε δυσκολία στην κατάποση και την 

οµιλία, αδυναµία του προσώπου και της γλώσσας και αναπνευστικά ή αγγειοκινητικά προβλήµατα 

(Pallansch et al., 2007). 

 

 

 

 2.7. Εµβολιακά στελέχη κατά των πολιοϊών 

 

 Το 1900 ακολουθώντας τη βιοµηχανική επανάσταση του 18ου και 19ου αιώνα, οι εφαρµογές 

βελτιστοποίησης των αποχετεύσεων οδήγησαν σε µια αύξηση της ηλικίας στην οποία τα παιδιά για 

πρώτη φορά ερχόντουσαν αντιµέτωπα µε τον ιό. Αντιθέτως στο παρελθόν τα παιδιά 

προστατεύονταν από τα µητρικά αντισώµατα. Έτσι άρχισαν να βγαίνουν στην επιφάνεια επιδηµίες 

πολιοµυελίτιδας (Jesus, 2007).  
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 Ενδοµυϊκό απενεργοποιηµένο εµβόλιο του Salk (IPV) 

 

Στα µέσα του 20ου αιώνα, προσπάθειες για την καταπολέµηση των αυξηµένων επιδηµιών 

πολιοµυελίτιδας εστίασαν στην κατασκευή εµβολίων. Το πρώτο εµβόλιο που κατασκευάστηκε ήταν 

το ανενεργό πολιοϊικό εµβόλιο, IPV, από τον Jonas Salk, 12 Απριλίου 1955. Στο παραγόµενο IPV 

εµβόλιο και τα τρία στελέχη του πολιοϊού αναπτύσσονταν in vitro σε νεφρικά κύτταρα 

Αφρικανικού πράσινου πιθήκου. Έπειτα απενεργοποιούνταν µε χρήση φορµαλδεΰδης. Έτσι το IPV 

φαινόταν να ανοσοποιεί αποδοτικά και να προστατεύει κατά της πολιοµυελίτιδας (Jesus, 2007). 

Παρ’ όλα αυτά το εµβόλιο IPV επιφέρει φτωχή τοπική ανοσοποίηση. Αυτό συνεπάγεται ότι 

δεν µπορεί να θεωρηθεί ως ένα αποδοτικό εργαλείο για τον έλεγχο της µετάδοσης του ιού στον 

ανθρώπινο πληθυσµό (Blondel et al., 1998). 

 Η χρήση του IPV εµβολίου σε τροπικές αναπτυσσόµενες χώρες παρουσιάζει ιδιαίτερες 

προκλήσεις, διότι τα επίπεδα της συνηθισµένης ανοσοποίησης είναι συνήθως ανεπαρκή, η δύναµη 

του IPV είναι αµφίβολη και επιµένουν λογικές και οικονοµικές προκλήσεις.  

 Έτσι στις αναπτυσσόµενες αυτές χώρες εντοπίζονταν ενδηµικές εστίες µετά την είσοδο των 

πολιοϊικών εµβολίων IPV, γεγονός που επέβαλε τη χρήση του εµβολίου OPV σε άτοµα των 

περιοχών αυτών (Pallansh et al., 2007). 

 

 Στοµατικό εξασθενηµένο εµβόλιο του Sabin (OPV) 

 

 Ένα δεύτερο εµβόλιο που περιγράφηκε ως ασφαλές και αποτελεσµατικό παράλληλα ήταν 

το τρισθενές στοµατικό πολιοϊικό εµβόλιο, OPV, κατασκευασµένο από τον Albert Sabin το 1963, 

για τον έλεγχο της πολιοµυελίτιδας σε πολλές χώρες. Το εµβόλιο αυτό έχοντας τη µοναδική 

ικανότητα να παράγει ασυναγώνιστη γαστροεντερική ανοσία και έτσι να προλαµβάνει τη µόλυνση 

µε άγριους τύπους ιών, γρήγορα έγινε το προτιµώµενο πολιοϊικό εµβόλιο. Το OPV συντίθεται από 

από εξασθενηµένα στελέχη και των τριών πολιοϊικών οροτύπων, PV1, PV2 και PV3, οι οποίοι 

αναπτύσσονται in vitro σε κύτταρα Vero, µε αναλογία 10:1:3 των τύπων 1:2:3 αντίστοιχα. Τα 

εξασθενηµένα πολιοϊικά στελέχη αποκτήθηκαν µε περάσµατα αγρίου τύπου αποµονωµένων 

δειγµάτων σε ιστό µαϊµούς in vivo και in vitro κάτω από µια ποικιλία συνθηκών που διαφέρει για 

καθέναν από τους τρείς ορότυπους (Jesus, 2007, Friedrich, 1996). 

Τα εξασθενηµένα στελέχη πολιοϊού παράγονται από σειριακά περάσµατα του αγρίου τύπου 

στελεχών σε υψηλό βαθµό πολλαπλότητας της µόλυνσης (ΜΟΙ) σε µια ποικιλία κυτταρικών 

σειρών του ξενιστή. Τέτοιες πηγές είναι οι όρχεις και το νεφρό του πράσινου Αφρικανικού πιθήκου.  
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Τα επιλεγόµενα χαρακτηριστικά ήταν: 

α) η ικανότητα του ιού να αντιγράφεται αποτελεσµατικά στη γαστρεντερική οδό, 

β) η αδυναµία του ιού να εισβάλει ή να αντιγράφεται στο κεντρικό νευρικό σύστηµα και  

γ) η γενετική σταθερότητα, ώστε να αντέχει τις πιέσεις της αντιγραφής στον ξενιστή χωρίς να 

αντιστρέφεται σε νευροµολυσµατικό φαινότυπο. 

 Χρόνια αργότερα σύγκριση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των εξασθενηµένων Sabin 

στελεχών και των νευροµολυσµατικών γονικών στελεχών, αποκάλυψε µια σειρά µεταλλάξεων. 

Κάποιες εκ των µεταλλάξεων αυτών έπειτα εµφανίστηκαν υπεύθυνες για τον φαινότυπο των 

εξασθενηµένων εµβολιακών στελεχών (Jesus, 2007). 

 

 Το στέλεχος Ρ1/ Sabin, προήλθε από ένα άγριο νευροµολυσµατικό στέλεχος, το 

Ρ1/Mahoney/41. Για το στέλεχος αυτό 7 µεταλλάξεις έχουν βρεθεί στην 5' αµετάφραστη περιοχή, 

21 αµινοξικές µεταβολές στην κωδική περιοχή για τις πρωτεΐνες του καψιδίου και στην περιοχή 

κωδικοποίησης της 3D πολυµεράσης και τέλος 2 νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις στην 3' µη 

κωδική περιοχή σε σχέση µε τις µεταλλάξεις του αγρίου τύπου νευροµολυσµατικoύ στελέχους. Οι 

βασικότερες από τις µεταλλάξεις αυτές παρατίθενται στον ακόλουθο Πίνακα 1 (Friedrich, 1996, 

Jesus, 2007). 

 

Θέση νουκλεοτιδίου Μετάλλαξη Θέση αµινοξέος Αλλαγή αµινοξέως 
480 της 5' NCR A->G - - 

189 της 5' NCR C->U - - 

21 της 5' NCR U->C - - 

6203 της κωδ. περ. της 
3D πολυµεράσης 

U->C Tyr->His 73 

935 της κωδ. περ. της 
VP4 

G->U Ala->Ser 65 

2438 της κωδ. περ. της 
VP3 

U->A Leu->Met 225 

2795 της κωδ. περ. της 
VP1 

G->A Ala->Thr 106 

2879 της κωδ. περ. της 
VP1 

C->U Leu->Phe 134 

7441της 3' NCR A->G - - 
 

Πίνακας 1. Στον παραπάνω πίνακα απεικονίζονται αναλυτικά οι µεταλλάξεις που 

προκαλούν την εξασθένιση του πολιοϊικού στελέχους PV1, καθώς και οι αµινοξικές 

αλλαγές που µερικές εκ των µεταλλάξεων φέρουν (Friedrich, 1996). 
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 Τo Ρ2/Sabin στέλεχος προήλθε από το αγρίου τύπου στέλεχος Ρ2/Ρ712/56. Στην 

εξασθένηση του αγρίου στελέχους συµβάλλουν κυρίως η είσοδος µιας αδενίνης στη θέση 481 της 5' 

αµετάφραστης περιοχής, καθώς και η είσοδος µιας ιντερλευκίνης στο αµινοξύ 143 της καψιδικής 

πρωτεΐνης VP1. Μικρότερη επίδραση στην εξασθένηση του στελέχους µπορούν να έχουν και οι 

µεταλλάξεις στα νουκλεοτίδια 398, όπου οδηγεί σε µεταβολή του νουκλεοτιδίου σε ουρακίλη, όπως 

επίσης και αλλαγή του νουκλεοτιδίου 437. Οι δύο τελευταίες µεταλλάξεις εγκαθιδρύουν τον 

εξασθενηµένο φαινότυπο σε πολύ µικρότερο βαθµό (Friedrich, 1996). 

 

 Τo Ρ3/Sabin στέλεχος προήλθε από το αγρίου τύπου στέλεχος Ρ3/Leon/37. Τα δύο στελέχη 

διαφέρουν σε 2 νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις στην 5' αµετάφραστη περιοχή, 4 αµινοξικές 

µεταβολές στην κωδική περιοχή για την πολυπρωτεΐνη και τέλος 1 νουκλεοτιδική διαγραφή στην 3' 

µη κωδική περιοχή από του αγρίου τύπου νευροµολυσµατικoύ στελέχους. Οι βασικότερες από τις 

µεταλλάξεις αυτές καταγράφονται στον ακόλουθο Πίνακα 2 (Friedrich, 1996, Jesus, 2007). 

 

Θέση νουκλεοτιδίου Μετάλλαξη Θέση αµινοξέως Αλλαγή αµινοξέως 

472 της 5' NCR C->U - - 

2034 της κωδ. περ. της 
VP3 

C->U 91 Ser->Phe 

2493 της κωδ. περ. της 
VP1 

U->C 6 Ile->Thr 

 

Πίνακας 2. Στον παραπάνω πίνακα απεικονίζονται αναλυτικά οι µεταλλάξεις που 

προκαλούν την εξασθένιση του πολιοϊικού στελέχους PV3, καθώς και οι αµινοξικές αλλαγές 

και µερικές εκ των µεταλλάξεων τις οποίες φέρουν  (Friedrich, 1996). 

 

Αναστροφή των παραπάνω µεταλλάξεων και για τα τρία εµβολιακά στελέχη, µπορεί να τα 

αντιστρέψει από εξασθενηµένα σε νευροµολυσµατικά ξανά. Αναστροφή µερικών από τις 

µεταλλάξεις αυτές ή και πραγµατοποίηση µονού ή διπλού ανασυνδυασµού µεταξύ των εµβολιακών 

στελεχών µπορεί να αναστρέψει τη θερµοευαισθησία των γονικών Sabin στελεχών και να αυξήσει 

τη νευροµολυσµατικότητά και αναπαραγωγή τους σε περισσότερους των 37οC. Τέτοιου είδους 

στελέχη εµφανίζουν συνήθως µεταβολές στην 5' µη κωδική και 3' µη κωδική περιοχή, καθώς 

επίσης και στο γονίδιο της 3D πολυµεράσης και σε περιοχές κωδικοποίησης καψιδικών πρωτεϊνών 

που καθορίζουν τις αντιγονικές θέσεις.  

Οι µεταβολές αυτές στο γονιδίωµα των νέων στελεχών, εµφανίζουν µια θετική 

αναπαραγωγική ικανότητα σε θερµοκρασία πάνω από το φυσιολογικό όριο των  37οC (Rct+ 

φαινότυπος). Αν και οι περιοχές αυτές συµβάλλουν στην ευαισθησία του πολιοϊού στην 
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θερµοκρασία, δεν συµβάλλουν απαραίτητα και στην εξασθένηση του ιού, αποδεικνύοντας ότι οι 

καθοριστές της εξασθένησης και της ευαισθησίας στη θερµοκρασία µπορούν να είναι γενετικά 

διαχωρισµένοι (Christodoulou et al., 1990, Bouchard et al., 1995). 

 

 Εµβόλιοσυνδεόµενη παραλυτική πολιοµυελίτιδα (VAPP) 

 

Σε ένα µικρό αριθµό περιπτώσεων, ο εµβολιασµός σχετίζεται µε την παραλυτική 

πολιοµυελίτιδα (VAPP). Οι VAPP περιπτώσεις επηρεάζουν είτε άτοµα προσφάτως εµβολιασµένα 

µε τα OPV στελέχη, είτε µη εµβολιασµένα άτοµα που διαβιώνουν σε άµεση επαφή µε υγιή 

εµβολιασµένα άτοµα. Η VAPP πιθανότατα προκαλείται από γενετική µεταβλητότητα των Sabin 

στελεχών, λόγω των σηµειακών µεταλλάξεων και των γενετικών ανασυνδυασµών. Τα VAPP 

περιστατικά σχετίζονται πιο συχνά µε τα Sabin 3 στελέχη (71% των περιπτώσεων), ακολουθούµενα 

από τα Sabin 2 στελέχη (26% των περιπτώσεων) και µια µικρή αναλογία αντιστοιχεί στα Sabin 1 

στελέχη (Blondel et al., 1998, Dedepsidis et al., 2008). 

Ο παθογόνος χαρακτήρας των στελεχών αυτών γενικά σχετίζεται µε µεταλλάξεις. Οι 

µεταλλάξεις αυτές είναι αναστροφές των γνωστών εξασθενηµένων µεταλλάξεων προς σχηµατισµό 

του γονοτύπου των αγρίων στελεχών. Επίσης οµο- ή ετερο- τυπικός ανασυνδυασµός στις θέσεις 

που ανταποκρίνονται στους καθοριστικούς παράγοντες εξασθένισης/µολυσµατικότητας, µπορεί να 

επαναφέρει τη νευροµολυσµατικότητα των εµβολιακών στελεχών (Blondel et al., Jesus, 2007). 

Βασικές µεταλλάξεις για την πρόκληση της ασθένειας παρατηρούνται στην 5' αµετάφραστη 

περιοχή ή στην περιοχή που κωδικοποιεί για κάποιους ιικούς παράγοντες που αλληλεπιδρούν µε 

την περιοχή αυτή. Ακόµα µεταλλάξεις στην κωδική περιοχή της πολυπρωτεϊνης, καθώς και βασικά 

βιοχηµικά χαρακτηριστικά των παραγόντων των ξενιστών που  αλληλεπιδρούν µε την 5' 

αµετάφραστη περιοχή του ιικού RNA, επιδρούν στην πρόκληση της VAPP. Τέλος ανοσοανεπάρκεια 

του ατόµου ή ενδοµυϊκές ενέσεις µέσα σε τριάντα µέρες από την έκθεση στο OPV, µέσω εµβολίου 

ή επαφή µε εµβολιασµένο άτοµο, µπορεί επίσης να θεωρηθεί παράγοντας πρόκλησης VAPP. Το 

γεγονός ότι τα τρία εξασθενηµένα πολιοϊικά στελέχη χορηγούνται παράλληλα αυξάνει την 

πιθανότητα ανασυνδυασµού και πρόκλησης της εµβολιοσυνδεόµενης παραλυτικής πολιοµυελίτιδας 

(Oliveira et al., 2000). 

 

 Εµβολιοσυνδεόµενα στελέχη πολιοϊών (VDPV) 

 

 Εκτός της εµβολιοσυνδεόµενης παραλυτικής πολιοµυελίτιδας, το δεύτερο µεγαλύτερο 

µειονέκτηµα που ακολουθεί την χρήση του OPV εµβολίου είναι ότι οι απόγονοι των αντίστοιχων 

εξασθενηµένων στελεχών του εµβολίου αυτού µπορούν να εξελιχθούν σε µεταβιβάσιµα παθογόνα 
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στελέχη (cVDPVs), προκαλώντας ξεσπάσµατα παραλυτικής ασθένειας. Οι ανοσολογικά 

φυσιολογικοί OPV αποδέκτες συνήθως εκκρίνουν τον ιό για 3-4 εβδοµάδες. Οι αντικαταστάσεις 

των βάσεων, που οδηγούν στην εξασθένηση του εµβολίου, αντιστρέφονται εύκολα κατά τη 

διάρκεια αυτής της περιόδου της ιικής αντιγραφής στο ανθρώπινο έντερο. (Kew et al., 2004, 

Dowdle et al., 2003). 

 Ως VDPV αναφέρεται ένα εµβολιοσυνδεόµενο στέλεχος αν αποκλίνει ≥1% των 

νουκλεοτιδίων της πρωτεΐνης VP1 από τα αναφερόµενα OPV στελέχη. Το ποσοστό αυτό της 

αποκλισης συνεπάγεται ότι η αντιγραφή του εµβολιακού πολιοϊού πραγµατοποιείται για περίπου 

ένα χρόνο (Kew et al., 2004). 

 

 Τα VDPV στελέχη διαχωρίζονται στα: 

α) iVDPVs (εµβολιοσυνδεόµενοι πολιοϊοί συσχετιζόµενοι µε ανοσοανεπάρκεια), που 

αποµονώνονται από άτοµα µε βασική ανοσοανεπάρκεια των Β-λεµφοκυττάρων και τα οποία έχουν 

υποστεί παρατεταµένες VDPV µολύνσεις,  

β) cVDPVs (κυκλοφορούντες εµβολιοσυνδεόµενοι πολιοϊοί), που εκθέτουν όµοιες ιδιότητες µε 

τους αγρίου τύπου πολιοϊούς, συµπεριλαµβανόµενης της νευροµολυσµατικότητας και αναδύονται 

σε κοινωνίες µε ανεπαρκή επίπεδα OPV εµβολιασµών και τέλος 

γ) aVDPVs (αµφιλεγόµενοι εµβολιοσυνδεόµενοι πολιοϊοί), που είναι κλινικά αποµονωµένα 

στελέχη ατόµων χωρίς ανοσοανεπάρκεια και περιβαλλοντικά αποµονωµένα στελέχη των οποίων η 

τελική πηγή δεν έχει χαρακτηριστεί 

(http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/mm5540a3.htm, 2006, Jesus, 2007). 

 Όταν η χρήση των OPV εµβολίων συνεχίζεται, µπορεί να αυξηθεί η πιθανότητα διάδοσης 

των εµβολιοσυνδεόµενων στελεχών των πολιοϊών από άνθρωπο σε άνθρωπο. Τα ξεσπάσµατα αυτά 

επικρατούν σε περιοχές µε κενά στους OPV εµβολιασµούς. Η έκταση της διάδοσης αυτών των 

στελεχών εξαρτάται από το µέγεθος του κενού ανοσοποίησης ενός δεδοµένου πληθυσµού και την 

πολιοϊική κυκλοφορία (Kew et al., 2004). 

 

 Τα εµβολιακά στελέχη µπορούν ακόµα να ενεργοποιήσουν το Guillain-Barre σύνδροµο 

(GBS), την εγκάρσια πολιοµυελίτιδα (ΤΜ) και την παράλυση του προσώπου. Στις περιπτώσεις 

αυτές παρατηρείται πως η χορήγηση της τελευταίας εµβολιακής δόσης πραγµατοποιήθηκε µήνες ή 

και χρόνια πριν την εγκαθίδρυση της ασθένειας, γεγονός που φανερώνει µια επίµονη µόλυνση ή 

µετάδοση των στελεχών αυτών στους ασθενείς. Οι συνέπειες αυτές των µεταβαλλόµενών 

εξασθενηµένων εµβολιακών στελεχών προς νευροµολυσµατικά, οδήγησαν στη διακοπή της χρήσης 

των εµβολίων OPV για ανοσοποίηση και µετέπειτα χρήση του ενδοµυϊκού απενεργοποιηµένου 

εµβολίου πολιοϊών (ΙPV) (Friedrich, 1997). 
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 Αµφότερα τα δύο εµβόλια οδήγησαν στην παραγωγή αντί-πολιοϊκών αντισωµάτων µε 

σηµαντική προστασία κατά της ασθένειας. Η ανοσοποίηση µε τα εµβόλια OPV και ΙPV στις 

περισσότερες ανεπτυγµένες χώρες πέτυχε την εξάλειψη της ενδογενούς κυκλοφορίας του ιού. Ο 

παγκόσµιος οργανισµός υγείας έχει εγκαθιδρύσει έναν µελλοντικό στόχο διακοπής του 

εµβολιασµού όταν όλα τα στελέχη του ιού θα έχουν επαλειφθεί (Pallansch et al., 2007). 

 

2.8. Επιδηµιολογία 

 

Τα δηµογραφικά στοιχεία των µολύνσεων και της ασθένειας έχουν κάποια σταθερά 

χαρακτηριστικά. Η µεγαλύτερη ποσότητα και διάρκεια της ιικής αποβολής παρατηρείται στην 

πρώιµη µόλυνση µε πολιοϊό. Λόγω του ότι η µόλυνση είναι τόσο κοινή, οι περισσότερες πρώιµες 

µολύνσεις παρατηρούνται κατά την παιδική ηλικία. Η µεγαλύτερη έκθεση των παιδιών στον ιό 

κατά τη µόλυνση µπορεί να οδηγήσει στο να εµφανίζουν σηµαντικά κλινικά συµπτώµατα.  

Η επίδραση της πολιοµυελίτιδας στις αναπτυσσόµενες χώρες είναι σχετικά χαµηλή τους 

πρώτους µήνες ζωής, λόγω της συχνής παρουσίας των προστατευτικών µητρικών αντισωµάτων. 

Στη συνέχεια όµως, σε µεγαλύτερους µήνες µια αυξηµένη επίδραση παραλυτικής πολιοµυελίτιδας 

παρατηρείται, πιθανότατα σχετιζόµενη µε µια πρώιµη έκθεση στον ιό ως αποτέλεσµα φτωχών 

συνθηκών υγιεινής.  

 Οι ιικές µολύνσεις είναι περισσότερο διαδεδοµένες σε άτοµα χαµηλότερης 

κοινωνικοοικονοµικής κατάστασης και σε άτοµα που ζουν σε αστικές περιοχές. Η πολιοµυελίτιδα 

τείνει να γίνει ασθένεια της ανάπτυξης. Βελτίωση της υγιεινής και των κοινωνικοοικονοµικών 

συνθηκών µιας χώρας επιτυχώς ελαττώνει την εµφάνιση της παραλυτικής πολιοµυελίτιδας και 

οδηγεί σε µια µεταβατική περίοδο. Επίσης έχει παρατηρηθεί ότι οι µολύνσεις και ασθένειες 

προκαλούµενες από πολιοϊό παρατηρούνται συχνότερα σε αρσενικά άτοµα από τα θηλυκά, γεγονός 

που µπορεί να οφείλεται τόσο σε κοινωνικά όσο και σε βιολογικά αίτια. Κάποια από τα αίτια είναι 

η µεγαλύτερη διάρκεια έκκρισης ιού και ένας υψηλότερος τίτλος του στα κόπρανα των αρσενικών 

ατόµων. Επίσης πιθανή αιτία µπορεί να είναι η µεγαλύτερη έκθεση σε παθογόνα και επιπλέον το 

γεγονός ότι τα αρσενικά άτοµα αναπτύσσουν ευκολότερα µια σοβαρή ασθένεια από µια µόλυνση 

από πολιοϊό συγκριτικά µε τα θηλυκά άτοµα. 

 Μελέτη της µοριακής απόκλισης των ιικών πρωτεϊνών ή νουκλεϊκών οξέων, µπορεί να 

συνεισφέρει σηµαντικές επιδηµιολογικές πληροφορίες σε ιικές ασθένειες. Τέτοιου είδους µελέτες 

συµβάλλουν στην κατανόηση των πολιοϊών παρέχοντας αναµφίβολη ταυτοποίηση στελεχών, 

επίγνωση στην ταξινόµηση τους, διευκρίνηση της πηγής των εξάρσεων και τέλος επιτρέπει την 

ταυτοποίηση των στελεχών που µεταβιβάζονται µεταξύ των ξεσπασµάτων. Μέσω της 

αλληλούχισης νουκλεϊκών οξέων, γίνεται σύγκριση αλλαγών που παρατηρούνται µεταξύ ιικών 
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στελεχών, οι οποίες οδηγούν στον καθορισµό των γεωγραφικών και χρονικών πηγών προέλευσης 

του ιού. 

 Ο πολιοϊός εξαρτάται από µια σχεδόν συνεχόµενη µετάδοση από άνθρωπο σε άνθρωπο για 

την επιβίωσή του, διότι δεν έχουν βρεθεί µη ανθρώπινοι οργανισµοί-ξενιστές για την ανάπτυξή του 

και λόγω της ιδιότητας του ιού να παραµένει για ένα σχετικά µικρό χρονικό διάστηµα στο 

περιβάλλον (Pallansch et al., 2007). 

 

 2.9. Μεταλλάξεις και ανασυνδυασµοί των πολιοϊών 

 

 2.9.α. Μεταλλάξεις 

 

 Εκτιµάται ότι το γένωµα κάθε πολιοϊού έχει συντεθεί µετά από πολλαπλούς κύκλους 

αντιγραφής σε ένα µολυσµένο κύτταρο και περιέχει δύο είδη χαρακτηριστικών µεταλλαγών, τις 

µεταλλάξεις και τους ανασυνδυασµούς. Κατά την αντιγραφή τους οι πολιοϊοί εµφανίζουν πολύ 

υψηλό βαθµό σφαλµάτων. Αυτό πραγµατοποιείται λόγω λαθών στην ενσωµάτωση νουκλεοτιδίων 

κατά την επιµήκυνση της αλυσίδας και λόγω έλλειψης διορθωτικής ικανότητας της RNA 

πολυµεράσης. Με συχνότητες λάθους µιας εσφαλµένης ενσωµάτωσης στα 103 µε 104 νουκλεοτίδια, 

οι  RΝΑ ιικοί πληθυσµοί συνυπάρχουν σαν πλήθος ειδών ή µείγµα πολλών διαφορετικών 

γενωµικών αλληλουχιών (Racaniello, 2007). 

 Αυθόρµητες εισαγωγές, απαλείψεις ή νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις είναι τα είδη 

µεταλλάξεων που παρατηρούνται. Οι απαλείψεις µπορεί να εµπλέκουν διακοπή της επιµήκυνσης, 

παράληψη ενδιάµεσου σηµείου και έπειτα συνέχιση της επιµήκυνσης. Εναλλακτικά οι διαγραφές 

µπορούν να πραγµατοποιηθούν µε ένα µηχανισµό επιλογής αντιγράφου, κατά τον οποίο η 

αναπτυσσόµενη αλυσίδα συνεχίζει την επιµήκυνση σε µια άλλη µήτρα, κατώτερα της θέσης της 

παύσης. Οι αντικαταστάσεις των βάσεων µεταβάλουν το γονότυπο του αντιγραφικού γενώµατος 

και έτσι προκαλούνται µεταλλάξεις. Η επίδραση των µεταλλάξεων αυτών στο φαινότυπο 

κυµαίνεται από καµία αλλαγή έως και θνησιµότητα (Wimmer et al., 1993). 

 Έχει προταθεί ότι οι RNA ιοί υπάρχουν στο όριο της καταστροφής από λάθη ώστε να 

αυξηθεί η ποικιλία και η προσαρµοστικότητα των ιών, χωρίς όµως να καταστραφεί ο πληθυσµός 

τους. Υψηλά επίπεδα λαθών σε RNA ιούς φαίνονται απαραίτητα για την επιβίωση του ιού κάτω 

από την επιλεκτική πίεση. 

Ιοί που φέρουν RNA πολυµεράση µε µικρότερη τάση για σφάλµατα, βρίσκονται σε 

ανταγωνιστικό µειονέκτηµα σε πολύπλοκα περιβάλλοντα, όπως ένα µολυσµένο ζώο. Οι υψηλής 

πιστότητας µεταλλαγµένοι ιοί είναι αδύνατον να ανταγωνιστούν τους χαµηλής πιστότητας 

µεταλλαγµένους ιούς, γεγονός που υποδεικνύει ότι οι µεταλλάξεις ευεργετούν τους ιικούς 
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πληθυσµούς, ιδιαιτέρως σε ένα µολυσµένο ζώο (Racaniello, 2007). 

 

 2.9.β. Ανασυνδυασµοί 

 

 Ο ανασυνδυασµός, ως η ανταλλαγή νουκλεοτιδικών αλληλουχιών ανάµεσα σε διαφορετικά 

γενωµικά RNA µόρια, αρχικά ανακαλύφθηκε σε κύτταρα µολυσµένα µε πολιοϊό. Η συχνότητα του 

ανασυνδυασµού µπορεί να είναι σχετικά υψηλή. Οι ενδοτυπικοί ανασυνδυασµοί 

πραγµατοποιούνται ανάµεσα στους τρείς οροτύπους των Sabin πολιοϊικών εµβολιακών στελεχών 

και άµεσα µπορούν να αποµονωθούν από τον εντερικό σωλήνα των εµβολιασµένων ατόµων. 

Κάποια ανασυνδυασµένα στελέχη µπορούν να φέρουν αλληλουχίες και από τους τρείς Sabin 

τύπους. Έχει προταθεί ότι τέτοια ανασυνδυασµένα στελέχη επιλέγονται για τη βελτιωµένη 

ικανότητά τους να αντιγράφονται στον ανθρώπινο πεπτικό σωλήνα σε αντίθεση µε τους γονικούς 

ιούς.  

 Η πρόκληση ανασυνδυασµού µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε δύο τρόπους. Στον πρώτο 

τρόπο εµφανίζεται ο εξαρτώµενος από το ζευγάρωµα βάσεων πολιοϊικός ανασυνδυασµός. Ο 

ανασυνδυασµός αυτός κυρίως παρατηρείται ανάµεσα σε νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των δύο 

πατρικών γενωµικών RNA αλυσίδων, οι οποίες παρουσιάζουν υψηλό ποσοστό νουκλεοτιδικής 

οµοιότητας. Αυτό οδηγεί στην ρήξη των περιοχών αυτών και επανένωσή τους µε τις αντίστοιχες 

του άλλου στελέχους. Στο δεύτερο τρόπο ανασυνδυασµού, παρατηρείται αλλαγή µήτρας κατά τη 

σύνθεση της αρνητικής αλυσίδας, στην διαδικασία της γενωµικής RNA αντιγραφής. Η περιγραφή 

της περίπτωσης αυτής πρώτα έγινε σε µολυσµένα κύτταρα από πολιοϊό. Η RNA πολυµεράση 

αρχικά αντιγράφει το 3' άκρο µιας γονικής θετικής αλυσίδας και έπειτα αλλάζει µήτρες και 

συνεχίζει τη σύνθεση στην αντίστοιχη θέση σε µια δεύτερη γονική θετικής πολικότητας αλυσίδα.  

Η αλλαγή της µήτρας σε µολυσµένα κύτταρα από πολιοϊό παρατηρείται επικρατέστερα 

κατά τη σύνθεση της αρνητικής πολικότητας αλυσίδας. Ο τρόπος αυτός ανασυνδυασµού είναι 

γνωστός και ως αντιγραφική επιλογή. Στον µηχανισµό αυτό οι συχνότητες ανασυνδυασµού είναι 

χαµηλότερες µεταξύ διαφορετικών πολιοϊικών οροτύπων (Racaniello, 2007). 
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Εικόνα 13. A) Απεικόνιση του εξαρτώµενου από το ζευγάρωµα βάσεων µηχανισµού του 

πολιοϊικού ανασυνδυασµού ανάµεσα σε νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των δύο πατρικών γενωµικών 

RNA αλυσίδων. Αυτό οδηγεί στην ρήξη των περιοχών αυτών και επανένωσή τους µε τις αντίστοιχες 

του άλλου στελέχους. Β) Αναπαράσταση του µηχανισµού της  αντιγραφικής επιλογής, κατά τον οποίο 

η RNA πολυµεράση αρχικά αντιγράφει το 3' άκρο µιας γονικής θετικής αλυσίδας και έπειτα αλλάζει 

µήτρες και συνεχίζει τη σύνθεση στην αντίστοιχη θέση σε µια δεύτερη γονική θετικής πολικότητας 

αλυσίδα (Makadiya, 2007, http://pathmicro.med.sc.edu/mhunt/genet.htm, Hunt) 

 

 Η ικανότητα ανασυνδυασµού αντανακλά ένα µηχανισµό, που οι RNA ιοί έχουν αναπτύξει 

ως αντίµετρο έναντι των αυξηµένων ρυθµών µεταλλάξεων, οι οποίοι µε τη σειρά τους οφείλονται 

στην έλλειψη διορθωτικής δραστικότητας της RNA-εξαρτώµενης RNA πολυµεράσης. Έτσι ο 

ανασυνδυασµός εξαλείφει επιβλαβείς µεταλλάξεις και συµβάλλει στη γενωµική διατήρηση. Ο 

ανασυνδυασµός µπορεί επίσης να συµβάλει και στο να δηµιουργήσει διαφορετικούς ιούς 

καλύτερης διαλογής για την επιβίωσή τους. Τέλος παίζει σηµαντικό ρόλο στην εξελικτική 

διαποίκιλση των ιικών γενωµάτων επιταχύνοντάς την, µέσω ανταλλαγής ολόκληρων γενετικών 

οµάδων µεταξύ διαφορετικών στελεχών (Agol, 1997, Wimmer et al., 1993). 

 ∆ιαφορετικές µη δοµικές πρωτεϊνικές κωδικές περιοχές του γενώµατος µεταξύ πολιοϊών 

προδίδουν την προγενέστερη πραγµατοποίηση ανασυνδυασµού. Το γεγονός αυτό µπορεί να 

οδηγήσει στην εµφάνιση οροτύπων µε επιλεκτικά πλεονεκτήµατα, τα οποία επικρατούν. Η 

συχνότητα ανασυνδυασµού στη µη καψιδική περιοχή ενισχύει την πρόταση ότι ο ορότυπος 

καθορίζεται απ την καψιδική περιοχή και ότι περιορισµένη συσχέτιση υπάρχει µεταξύ του 

οροτύπου των αποµονωµένων δειγµάτων και άλλων φαινοτυπικών χαρακτηριστικών που δεν 

A B 
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σχετίζονται µε πρωτεΐνες του καψιδίου.  

 Οι ενδοοροτυπικοί ανασυνδυασµοί είναι σπάνιοι. Παρ' όλα αυτά φαίνεται να 

πραγµατοποιείται τέτοιου είδους ανασυνδυασµός, ο οποίος µπορεί να οδηγήσει και στην εµφάνιση 

ενός νέου στελέχους, από αντιγονικής άποψης. 

 

 2.10. Μέθοδοι εργαστηριακής διάγνωσης της ασθένειας 

 

 Αποµόνωση και ανίχνευση του ιικού στελέχους 

 

 Οι παραδοσιακές µέθοδοι για ανίχνευση και ταυτοποίηση του ιού βασίζονται στις 

χρονοβόρες και εργαστηριακά εντατικές διαδικασίες της ιικής αποµόνωσης σε κυτταροκαλλιέργειες 

και της εξουδετέρωσης του ιού µε αντιορούς. Η αποµόνωση από τα δείγµατα, χρησιµοποιώντας τις 

κατάλληλες κυτταρικές σειρές in vitro απαιτεί βάσει του ιικού φορτίου 3 µε 8 µέρες. Τα καλύτερα 

δέιγµατα για την ιική αποµόνωση είναι τα κοπρώδη δείγµατα ή πρωκτικά εκκρίµατα, λαρυγγικά 

εκκρίµατα ή πλύσεις και εγκεφαλονωτιαίο υγρό. Είναι κοινή πρακτική η χρήση διαφόρων τύπων 

ανθρωπίνων κυτταρικών σειρών ώστε να αυξηθεί το φάσµα των ανιχνεύσιµων ιών. Η L20B 

κυτταρική σειρά, που περιέχει διαγονιδιακά κύτταρα τρωκτικού µε έκφραση του CD155 υποδοχεά, 

χρησιµοποιείται ευρέως για την ανάπτυξη των πολιοϊών. 

 Στις διαγνωστικές δοκιµές οι ιοί που αναπτύσσονται στις κυτταροκαλλιέργειες ανιχνεύονται 

από την αντίστοιχη κυττραροπαθογόνο επίδραση και το αποµονωµένο στέλεχος τυπικά 

επικυρώνεται από την εξουδετέρωση µε αντιορό ειδικό για τον κάθε τύπο.  

 

 ∆οκιµές αντισωµάτων 

 

 Ορολογική διάγνωση της ιικής µόλυνσης µπορεί να γίνει µε σύγκριση των τίτλων 

αντισωµάτων στην οξεία και καθυστερηµένη φάση των δειγµάτων του. Η βασικότερη ορολογική 

δοκιµή είναι αυτή της εξουδετέρωσης του ιού σε κυτταροκαλλιέργεια. Ένας γνωστός ιός έχει 

αναµειχθεί µε σειριακά διαλύµατα του αντιορού από τον ασθενή. Μια τετραπλάσια ή και 

παραπάνω αύξηση του τίτλου τυποειδικών, εξουδετερωτικών αντισωµάτων θεωρείται ως 

διαγνωστικό στοιχείο για τη µόλυνση. 

 Πολλές ορολογικές δοκιµές βασίζονται στην ανίχνευση IgM αντισωµάτων, ως απόδειξη 

πρόσφατης ιικής µόλυνσης. Η ενζυµοσύνδετη, ανοσοαπορροφητική µέθοδος ELISA, για ειδικά ιικά 

IgM, εφαρµόζεται επιτυχώς τόσο σε επιδηµιολογικές έρευνες, όσο και για διαγνωστική χρήση.  

 Παραταύτα οι δοκιµές αυτές ανιχνεύουν ετεροτυπικά αντισώµατα, που προέρχονται από 

άλλες εντεροϊικές µολύνσεις και έτσι δεν µπορούν να θεωρηθούν αυστηρά οροτυπικά ειδικές. Ένα 
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θετικό αποτέλεσµα του ουδετεροποιητικού τέστ και της IgM ELISA υποδηλώνει µια πρόσφατη ιική 

µόλυνση. Ο ορότυπος που βρίσκεται µέσω της IgM µεθόδου όµως µπορεί να µην είναι ο ίδιος που 

καθορίζεται από την ουδετεροποιητική δοκιµή. 

 

 Μοριακή ανίχνευση 

 

 Η εφαρµογή µοριακών βιολογικών τεχνικών στην κλινική ιολογία έχει αλλάξει σηµαντικά 

την προσέγγιση στις διαγνωστικές µεθόδους. Λόγω των αυστηρών πλεονεκτηµάτων κυρίως σε 

επίπεδο ταχύτητας, πολλές εκ των διαδικασιών αυτών έχουν ήδη αντικαταστήσει τις παραδοσιακές 

µεθόδους ανίχνευσης και χαρακτηρισµού που προαναφέρθηκαν. Η συνεχής ανάπτυξή τους θα 

οδηγήσει σε µεγαλύτερη εφαρµογή των µεθοδολογιών αυτών, σε ένα ευρύτερο φάσµα εφαρµογών 

ιικών διαγνωστικών προβληµάτων και τελικά στη χρήση ρουτίνας.  

 Η πρώτη οµάδα δοκιµών βασίζεται στην PCR, που χρησιµοποιείται αρχικά για την 

ανίχνευση εντεροϊικού γενώµατος στις κυτταροκαλλιέργειες, τα κλινικά δείγµατα και τους ιστούς 

βιοψίας. Η δεύτερη οµάδα βασιζόµενη σε ανιχνευτές υβριδοποίησης νουκλεϊκών οξέων, 

χρησιµοποιείται επίσης για την ανίχνευση, αλλά και τον χαρακτηρισµό των στελεχών αν και φέρει 

συνήθως µικρότερη ευαισθησία από την PCR. Η τρίτη και νεότερη οµάδα αξιοποιεί τη γενωµική 

αλληλουχία για το χαρακτηρισµό των πολιοϊών, στα υψηλότερα επίπεδα εξειδίκευσης. Όλες οι 

µέθοδοι που µπορούν να ανιχνεύουν πολιοϊούς έχουν αρκετά κοινά χαρακτηριστικά. Η κυριότερη 

ιδιότητα τους είναι ότι οι εκκινητές που χρησιµοποιούνται στοχεύουν στην ενίσχυση της 

5΄αµετάφραστης περιοχής του ιικού γενώµατος.  

 Το µεγαλύτερο πλεονέκτηµα της µεθόδου PCR, της πρώτης οµάδας δοκιµών, είναι η 

ικανότητα ταχύτατης ανίχνευσης ενός στελέχους, ακόµη και σε πολύ µικρή ποσότητα κλινικού 

δείγµατος, όπως το νωτιαίο υγρό. Είναι επίσης πιθανή η ανίχνευση εντεροϊών που δεν 

αναπτύσσονται εύκολα σε κυτταροκαλλιέργειες. 

 Λόγω της θέσης της αντιγονικής ιδιότητας, που χαρακτηρίζει έναν ορότυπο, στις ιικές 

καψιδικές πρωτεΐνες, συγκεκριµένες αλληλουχίες που αντιστοιχούν στις πρωτεΐνες αυτές διατηρούν 

την αντιγονική ιδιότητα στην καψιδική κωδική περιοχή του ιού. Εκτεταµένες έρευνες της 

καψιδικής περιοχής των στελεχών οδήγησαν στην κατασκευή εκκινητών που µπορούν επιλεκτικά 

να ενισχύσουν αποµονωµένα τµήµατα ενός µόνο οροτύπου. Αυτό πραγµατοποιείται παρά τον 

υψηλό βαθµό συνώνυµων νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων µε τη χρήση της ινοσίνης στη 

σύνθεση των εκκινητών. Έτσι παρέχονται εργαλεία για τον ταχύτατο οροτυπικό χαρακτηρισµό των 

εντεροϊών, χωρίς την απαίτηση για κυτταροκαλλιέργειες. 

 Εξαιτίας των παραπάνω πλεονεκτηµάτων της η  PCR αντικατέστησε και τους 

νουκλεοτιδικούς ανιχνευτές της δεύτερης οµάδας δοκιµών, την πρώτη εφαρµογή µοριακών 
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τεχνικών για την ανίχνευση εντεροϊικών γενωµάτων. Οι ανιχνευτές αυτοί κατασκευάζονταν µέσω 

σύνθεσης cDNA, το οποίο κλωνοποιούταν σε βακτήρια, ενισχυόταν και σηµαινόταν ραδιοχηµικά 

για να παρέχει αντιδραστήριο προς ανίχνευση των εντεροϊικών γενωµάτων µέσω νουκλεοτιδικού 

υβριδισµού. Η τεχνική όµως δεν µπορούσε να χρησιµοποιηθεί για την ταυτοποίηση των 

εντεροϊικών οροτύπων σε ένα δέιγµα, λόγω της πρόσδεσης των ανιχνευτών σε συγγενικούς 

οροτύπους. Η τεχνική αυτή έχει επίσης εκτεταµένα χρησιµοποιηθεί στο πρόγραµµα πολιοϊικής 

εξάλειψης, σαν βασική τεχνική για τον καθορισµό του αν ένα στέλεχος είναι εµβολιοσυνδεόµενο ή 

αγρίου τύπου.  

 Μια επίτευξη στην ιική ταυτοποίηση είναι η γνώση της αλληλουχίας του ιικού γενώµατος 

της τρίτης οµάδας δοκιµών. Καθοριστικά στοιχεία για όλες τις βιολογικές ιδιότητες, που δίνονται 

σε έναν ιό, προέρχονται από την κωδικοποίηση της αλληλουχίας του γενώµατός τους. Έτσι η 

πληροφορία της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας ενός ιού αντιπροσωπεύει τον απόλυτο χαρακτηρισµό 

του. Είναι πιθανό να χρησιµοποιείται η αλληλουχική πληροφορία για τον προσδιορισµό ενός 

συγκεκριµένου οροτύπου.  

 Το µοριακό σύστηµα βασίζεται στην RT-PCR και στη νουκλεοτιδική αλληλούχηση του 

3΄µισού ή ολόκληρης της γενωµικής περιοχής που κωδικοποιεί την καψιδική πρωτεΐνη VP1. Ο 

ορότυπος ενός αγνώστου στελέχους µπορεί να καθοριστεί µέσω σύγκρισης της µερικής VP1 

αλληλουχίας µε τη βάση δεδοµένων που περιέχει τις VP1 αλληλουχίες για τα πρώτυπα και διάφορα 

άλλα στελέχη και των 92 ανθρωπίνων εντεροϊικών οροτύπων (Pallansch et al., 2007). 
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ΣΚΟΠΟΣ 

 

 

 

 Σκοπός της παρούσας πτυχιακής εργασίας ήταν η συσχέτιση µεταλλάξεων και γενετικών 

ανασυνδυασµών µε την κινητική ανάπτυξης και τον θερµοευαίσθητο φαινότυπο 

εµβολιοσυνδεόµενων στελεχών πολιοϊών.  
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3.  Υλικά και µέθοδοι 

 

 

 3.1 Υλικά 

 

 Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν για την πραγµατοποίηση της πειραµατικής διαδικασίας 

είναι τα εξής: 

 

• Θρεπτικό υλικό MEM της εταιρίας Βiosera, το οποίο περιέχει: 

 w/Άλατα Earle 

 w/L-Γλουταµίνη και 

 w/25mM Hepes 

 

• Αντιβιοτικό-Αντιµυκητικό της εταιρίας Βiosera, 100x, από το οποίο προστίθενται 5ml στα 

500ml θρεπτικού υλικού ΜΕΜ  

 

• Τρυψίνη-EDTA  της εταιρίας Biosera, 10Χ, το οποίο αραιώνεται 1/10 µε διάλυµα 

εξισορροπηµένων αλάτων Hank (Na Bicarbonate) της εταιρίας Biosera  

 

• Βόειος ορός. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 58

 3.2. Μέθοδοι 

 

 Κλινικά δείγµατα 

 

 Τα πρότυπα εµβολιακά στελέχη Sabin 1 και Sabin 3 που χρησιµοποιήθηκαν ως θετικοί 

µάρτυρες κατά την πραγµατοποίηση των πειραµατικών διαδικασιών, ελήφθησαν από το NIBSC 

(National Institute for Biological Standards and Control, United Kingdom).  

 

 Στο πειραµατικό µέρος της εργασίας χρησιµοποιήθηκαν 8 δείγµατα.  

 

 

 

 

 

Πίνακας 3. Στον παραπάνω πίνακα παρατίθενται τα δείγµατα, ο γενότυπος τους, η 
πηγή αποµόνωσής τους, καθώς επίσης και ο τύπος και το σηµείο του ανασυνδυασµού 
που πραγµατοποιείται. 

 
 
 
 
 
 
 
 

∆είγµα Ορότυπος Κλινικές 
Εκδηλώσεις/ 
(Προέλευση) 

Τύπος ανασυνδιασµού/ 
Σηµείο ανασυνδιασµού 

742 Polio 1 -/(Λύµατα-

Αττική) 

2A S1/S3 3461-3465 
2C S3/S2 4511-4527 

II Polio 1 Λευχαιµία - 

EPA Polio 3 Υγιής 
εµβολιασµένος 

2C S3/S2 4643-4656,     
 3D S2/S3 6598-6605 

EPB Polio 3 Υγιής 
εµβολιασµένος 

2C S3/S2 4643-4656,     
 3D S2/S3 6598-6605 

LK3 Polio 3 - /(Λύµατα- 
Κύπρος) 

2C S3/S2 4766-4791 
2C S2/S1 4942-4958 

LK6 Polio 3 - /(Λύµατα- 
Κύπρος) 

2C S3/S2 4793-4803 
2C S2/S1 4942-4958 

LK10 Polio 3 - /(Λύµατα- 
Κύπρος) 

2C S3/S2 4793-4803 
2C S2/S1 4942-4958 

729 Polio 3 Υγιής - 
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 Κυτταροκαλλιέργειες 
 

Για την αποµόνωση των πολιοϊικών στελεχών χρησιµοποιείται η κυτταρική σειρά Hep-2 

(Human epidermoid carcinoma). Όλες οι διαδικασίες κυτταροκαλλιέργειας πραγµατοποιούνται 

κάτω από άσηπτες συνθήκες σε θάλαµο βιολογικής προστασίας επιπέδου 2. Για την ανάπτυξη των 

κυττάρων χρησιµοποιείται θρεπτικό υλικό ΜΕΜ µε περιεκτικότητα σε βόειο ορό συνήθως 10%, 

σχετικά υψηλή ώστε να επάγει την γρήγορη ανάπτυξη των κυττάρων. Από την άλλη για τη 

διατήρηση των κυττάρων χρησιµοποιείται θρεπτικό υλικό ΜΕΜ µε περιεκτικότητα σε βόειο ορό 

περίπου 2% και προστίθεται για τη διατήρηση των κυτταροκαλλιεργειών σε στάσιµη κατάσταση.  

Η ανάπτυξη των Hep-2 κυττάρων πραγµατοποιείται στους 37ºC σε ειδικό κλίβανο 

κυτταροκαλλιεργειών. Τα Hep-2 κύτταρα αναπτύσσονται προσκολλώµενα στην εσωτερική 

επιφάνεια ειδικών πλαστικών φιαλών κυτταροκαλλιέργειας (φλάσκες 25 cm2 ), επιφανείας 25 cm2.  

Όταν η πλαστική φιάλη καλλιέργειας γεµίσει, τότε πραγµατοποιείται αναδιπλασιασµός της. 

Για τον αναδιπλασιασµό των κυττάρων αρχικά πραγµατοποιούνται δύο διαδοχικές επωάσεις 

διάρκειας 30 δευτερολέπτων µε διάλυµα τρυψίνης-ΕDTA και στη συνέχεια επώαση 2 λεπτών στον 

κλίβανο των 37ºC. Αφού διαπιστωθεί, µέσω του ανάστροφου µικροσκοπίου, η αποκόλληση των 

κυττάρων από την πλαστική φιάλη προστίθενται 21 ml θρεπτικού υλικού ΜΕΜ περιεκτικότητας 

10% σε βόειο. Έπειτα ακολουθεί ισόποσα το µοίρασµα των κυττάρων σε 3 πλαστικές φιάλες 

κυτταροκαλλιέργειας, οι οποίες εισάγονται για ανάπτυξη στον κλίβανο των 37ºC. Αυτό συµβαίνει 

όταν η φιάλη είναι πλήρως γεµάτη. Όταν η φιάλη είναι µερικώς γεµάτη, τότε προστίθενται 14 ml 

θρεπτικού υλικού ΜΕΜ περιεκτικότητας 10% σε βόειο και το µοίρασµα πραγµατοποιείται σε δύο 

νέες φιάλες κυτταροκαλλιέργειας. Η προστιθέµενη τρυψίνη για την αποκόλληση των κυττάρων 

από γυάλινα ή πλαστικά υποστρώµατα είναι πρωτεολυτικό ένζυµο. Επίσης για την αποκόλληση 

κυττάρων χρησιµοποιείται το ΕDTA, το οποίο αποτελεί παράγοντα δέσµευσης ιόντων (chelating 

agent).     

Προκειµένου να διατηρηθούν κύτταρα για µελλοντική τους χρήση, µπορούν να 

καταψυχθούν. Για την κατάψυξη των κυττάρων αυτών, τα κύτταρα από δύο πλαστικές φιάλες 

κυτταροκαλλιέργειας αποκολλώνται µε τη διαδικασία της τρυψινοποίησης που προαναφέρθηκε και 

περιέχονται σε 1 ml θρεπτικού µέσου καλλιέργειας (µέσο καλλιέργειας για διατήρηση κυττάρων 

χωρίς ορό) το οποίο εµπλουτίζεται µε 10% DMSO και 20% βόειο ορό. Το αιώρηµα κυττάρων 

µεταφέρεται σε ειδική αµπούλα η οποία τοποθετείται σε συσκευή ισοπροπανόλης στους -80oC. 

Έτσι µε τον τρόπο αυτό, επιτρέπεται η σταδιακή πτώση της θερµοκρασίας, ώστε να µην έχουµε 

καταστροφή των κυττάρων. Μετά από 4 ώρες η αµπούλα αποµακρύνεται από τη συσκευή 

ισοπροπανόλης και φυλάσσεται στην κατάψυξη στους -80oC, έως ότου είναι ξανά αναγκαία στο 

µέλλον η χρήση των κυττάρων αυτών.  
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Όταν απαιτούνται κύτταρα προς καλλιέργεια για εργαστηριακή τους χρήση, τότε εξάγονται 

από την κατάψυξη όπου φυλάσσονται. Για την απόψυξη των κυττάρων, µια αµπούλα κυττάρων 

µεταφέρεται από τους -80oC σε υδατόλουτρο µε αποσταγµένο νερό στους 36oC, έως ότου τα 

κύτταρα ξεπαγώσουν. Ακολουθεί προσεκτικό άνοιγµα κάθε αµπούλας όπου το περιεχόµενο 

(κύτταρα και θρεπτικό υλικό καλλιέργειας) µεταφέρεται σε πλαστική φιάλη κυτταροκαλλιέργειας. 

Στη συνέχεια προστίθεται κατάλληλη ποσότητα θρεπτικού υλικού ΜΕΜ µε περιεκτικότητα σε 

βόειο ορό 10% για τον σχηµατισµό κυτταρικής µονοστιβάδας (αν η αµπούλα περιέχει 4 x 106 

κύτταρα/ml, τότε 1 ml αραιωµένων κυττάρων επαρκεί για την παραγωγή 1-2 πλαστικών φιαλών 

κυτταροκαλλιέργειας). Έπειτα οι πλαστικές φιάλες επωάζονται για 2 ώρες περίπου σε κλίβανο 

θερµοκρασίας 37oC για την προσκόλληση των κυττάρων και τελικά γίνεται αλλαγή του θρεπτικού 

υλικού της φιάλης των κυττάρων µε 10 ml φρέσκου θρεπτικού υλικού ΜΕΜ περιεκτικότητας 10% 

σε βόειο ορό και η φιάλη επανατοποθετείται στους 37oC ώστε να αναπτυχθούν τα κύτταρα.     

 
 Ενοφθαλµισµός πολιοϊών σε κυτταροκαλλιέργειες 

 

Περίπου 200 µl είτε από το υπερκείµενο που προέκυψε κατά την επεξεργασία των 

κοπράνων, είτε από τη συλλογή κατά την επεξεργασία των περιβαλλοντικών δειγµάτων, 

ενοφθαλµίζονται σε πλαστικές φιάλες Hep-2 κυττάρων (25 cm2) οι οποίες περιέχουν 5 ml 

θρεπτικού υλικού ΜΕΜ περιεκτικότητας 2% σε βόειο. Οι πλαστικές φιάλες εισάγονται σε κλίβανο 

µε θερµοκρασία 37ºC όπου παραµένουν για 2-3 µέρες. Οι πλαστικές φιάλες εξετάζονταν 

καθηµερινά, µέσω ανάστροφου µικροσκοπίου, για την εύρεση κυτταροπαθογόνου δράσης (CPE). 

Όταν παρατηρείται πλήρης κυτταροπαθογόνος δράση, µε πλήρη καταστροφή και αποκόλληση των 

κατεστραµµένων κυττάρων, οι πλαστικές φιάλες αποθηκεύονται στους -20ºC. Στη θερµοκρασία 

αυτή έχουµε καταστροφή και πλήρη αποκόλληση πιθανών προσκολληµένων κυττάρων που µπορεί 

να έχουν επιβιώσει από την προηγούµενη διεργασία. Η ίδια διαδικασία ακολουθείται και για τα 

πρότυπα στελέχη Sabin 1 και Sabin 3. 

Για ενίσχυση του ιϊκού τίτλου, η παραπάνω διαδικασία επαναλαµβάνεται αρκετές φορές και 

από τις φιάλες της τελικής ανακαλλιέργειας, λαµβάνεται το υλικό για περαιτέρω επεξεργασία.  
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 Σειριακές αραιώσεις πολιοϊικών στελεχών 

 

Μετά τον ενοφθαλµισµό των δειγµάτων σε κυτταροκαλλιέργειες ενδεχοµένως να υπάρχουν 

µίγµατα διαφορετικών ιϊκών γονότυπων. Προκείµενου να διαχωριστούν τα εν λόγω µίγµατα και να 

αποµονωθεί το στέλεχος που βρίσκεται σε υψηλότερη συγκέντρωση µέσα στα µίγµατα, 

ακολουθείται η διαδικασία των σειριακών αραιώσεων. 

Σε πλάκα µικροτιτλοποίησης 96 θέσεων, όπως φαίνεται στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 14) 

προστίθεται 100 µl αιώρηµα κυττάρων σε θρεπτικό υλικό ΜΕΜ µε 1% ορό (περίπου 10.000 

κύτταρα) σε κάθε θέση. Για κάθε δείγµα, σε 9 πλαστικούς σωλήνες των 2 ml (eppendorf) 

τοποθετούνται 900µl θρεπτικού υλικού ΜΕΜ. Στη συνέχεια, 100 µl από κάθε ιϊκό δείγµα 

ενοφθαλµίζονται στον πρώτο πλαστικό σωλήνα δηµιουργώντας έτσι την 10-1 αραίωση του ιικού 

δείγµατος. Έπειτα 100 µl από την 10-1 αραίωση ενοφθαλµίζονται στο δεύτερο πλαστικό σωλήνα 

δηµιουργώντας την 10-2 αραίωση του ιϊκού δείγµατος κ.ο.κ. Η διαδικασία συνεχίζεται µέχρι να 

δηµιουργηθεί η 10-10 αραίωση του ιϊκού δείγµατος. Ακολούθως, 100 µl από τους πλαστικούς 

σωλήνες που αντιπροσωπεύουν τις αραιώσεις από 10-1 µέχρι 10-10 τοποθετούνται στις θέσεις Α1 µε 

Α10 αντίστοιχα. Σε κάθε πλάκα µικροτιτλοποίησης πραγµατοποιούνται οι αραιώσεις των 

τεσσάρων στελεχών εις διπλούν. Οι στήλες 11 και 12 αποτελούν τους αρνητικούς µάρτυρες. Οι 

πλάκες τοποθετούνται στον κλίβανο των 37ºC για επώαση. Η µεγαλύτερη αραίωση κάθε δείγµατος 

στην οποία παρατηρείται κυτταροπαθογόνος δράση ενοφθαλµίζεται σε πλαστική φιάλη κυττάρων 

Hep-2. Με αυτόν τον τρόπο δηµιουργείται το απόθεµα (stock) για το κάθε ιικό στέλεχος.       

                                                 

                                  
 

Εικόνα 14. Στην παραπάνω εικόνα φαίνεται η πλάκα µικροτιτλοποίησης µε τις θέσεις 
ενοφθαλµισµού. 
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 Υπολογισµός του τίτλου των πολιοϊικών στελεχών 
 
 

 Ο τίτλος του ιού ορίζεται ως ο αριθµός των ιϊκών σωµατιδίων που περιέχονται σε 100 µl 

του ιϊκού δείγµατος. Ο ιϊκός τίτλος υπολογίζεται για όλα τα ιικά στελέχη που αποµονώνονται από 

τα κλινικά και περιβαλλοντικά δείγµατα, καθώς και για τα πρότυπα εµβολιακά στελέχη Sabin 1 και 

Sabin 3. 

Αρχικά για την εφαρµογή της διαδικασίας της τιτλοποίησης του ιού, σε πλάκα 

µικροτιτλοποίησης 96 θέσεων προστίθενται 100 µl κυττάρων (περίπου 10.000 κύτταρα) ανά θέση.  

Την εποµένη µέρα αφού τα κύτταρα έχουν προσκολληθεί στις πλάκες, για κάθε ιϊκό δείγµα 

πραγµατοποιούνται σειριακές υποδεκαπλάσιες αραιώσεις έως την αραίωση 10-6. Σε κάθε πλάκα 

µικροτιτλοποίησης υπολογίζεται ο τίτλος 2 διαφορετικών ιϊκών στελεχών. Συγκεκριµένα, για κάθε 

ιϊκό στέλεχος, σε έξι πλαστικούς σωλήνες των 2 ml (τύπου eppendorf) τοποθετούνται 900 µl 

θρεπτικού υλικού ΜΕΜ. Στη συνέχεια, 100 µl από το απόθεµα κάθε ιϊκού στελέχους 

ενοφθαλµίζονται στον πρώτο πλαστικό σωλήνα δηµιουργώντας έτσι την 10-1 αραίωση του ιϊκού 

δείγµατος. Έπειτα 100 µl από την 10-1 αραίωση ενοφθαλµίζονται στο δεύτερο πλαστικό σωλήνα 

δηµιουργώντας την 10-2 αραίωση του ιϊκού δείγµατος κ.ο.κ. Η διαδικασία αυτή συνεχίζεται µέχρι 

να αποκοµισθεί η επιθυµητή αραίωση. Στη συνέχεια, 400 µl της 10-1 αραίωσης του πρώτου ιϊκού 

στελέχους ενοφθαλµίζονται στις θέσεις Β2-Β5 (100 µl/θέση), ενώ 400 µl της 10-1 αραίωσης του 

δεύτερου ιϊκού στελέχους ενοφθαλµίζονται στις θέσεις Β6-Β9 (100 µl/θέση). Η διαδικασία 

επαναλαµβάνεται µέχρι και τον ενοφθαλµισµό της τελευταίας αραίωσης στην πλάκα. Στις στήλες 

10 και 11 δεν προστίθεται ιϊκό δείγµα καθώς αποτελούν τους αρνητικούς µάρτυρες και 

τοποθετείται σκέτο θρεπτικό υλικό ΜΕΜ. Ακολούθως η πλάκα τοποθετείται για επώαση στον 

κλίβανο των 37ºC και από την επόµενη µέρα παρακολουθείται καθηµερινά για την εµφάνιση 

πλήρους κυτταροπαθογόνου δράσης για τις επόµενες πέντε ηµέρες.  

Την τελευταία µέρα, ελέγχεται η κυτταροπαθογόνος δράση του κάθε ιιού στελέχους και 

καταγράφεται η αραίωση στην οποία εµφανίζεται πλήρης κυτταροπαθογόνος δράση και στις 

τέσσερις θέσεις της αραίωσης. Όταν εµφανίζεται πλήρης κυτταροπαθογόνος δράση και σε κάποιες 

από τις θέσεις της επόµενης αραίωσης, εισάγεται στον τύπο υπολογισµού του ιικού τίτλου ο 

αριθµός των θέσεων αυτών. Ο τύπος µέσω του οποίου υπολογίζεται ο ιϊκός τίτλος είναι: 

logTCID50= L-d(S-0,5), όπου L είναι η µεγαλύτερη αραίωση όπου εµφανίζεται πλήρης 

κυτταροπαθογόνος δράση και στις τέσσερις θέσεις, όπου d είναι η εκθετική διαφορά µεταξύ των 

αραιώσεων και όπου S είναι το άθροισµα των θέσεων που παρατηρήθηκε πλήρης 

κυτταροπαθογόνος δράση στην επόµενη αραίωση.  
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 Έλεγχος της θερµοευαισθησίας των πολιοϊών (RCT test) 

 

Η RCT δοκιµή (Reproductive Capacity at different Temperatures) αξιολογεί την ικανότητα 

αναπαραγωγής των πολιοϊικών στελεχών σε διαφορετικές θερµοκρασίες.  Έπειτα από επώαση 

πέντε ηµερών, η τιµή RCT ορίζεται ως η διαφορά ανάµεσα στο λογάριθµο  του ιϊκού τίτλου  στην 

ευνοϊκή (37οC) και στη µη ευνοϊκή (40οC) θερµοκρασία για την ιϊκή αναπαραγωγή. Ο 

προσδιορισµός του ιϊκού τίτλου, ο οποίος εκφράζεται σε  TCID50  (50% tissue culture infective 

dose) ανά ml, πραγµατοποιείται σε Hep-2 κύτταρα, σε πλάκα µικροτιτλοποίησης 96 θέσεων. 

Συνολικά προσδιορίζεται η θερµοευαισθησία οκτώ εµβολιοσυνδεόµενων πολιοϊικών στελεχών, τα 

έξι εκ των οποίων φέρουν διπλό ανασυνδυασµό και τα δύο δεν φέρουν κανέναν ανασυνδυασµό. 

Επιπλέον ως θετικοί µάρτυρες χρησιµοποιούνται τα θερµοευαίσθητα πρότυπα εµβολιακά στελέχη 

Sabin 1 και Sabin 3.  

Η δοκιµή RCT  ξεκινάει µε τη µεταφορά 100µl κυττάρων (περίπου 10.000 κύτταρα) ανά 

θέση στην πλάκα µικροτιτλοποίησης. Την εποµένη µέρα αφού τα κύτταρα έχουν προσκολληθεί στις 

πλάκες, για κάθε ιϊκό δείγµα γίνονται σειριακές υποδεκαπλάσιες αραιώσεις έως την αραίωση 10-6. 

Κατόπιν 100µl από κάθε αραίωση µεταφέρονται σε τέσσερις θέσεις σε κάθε µια από δυο πλάκες 

µικροτιτλοποίησης που αντιστοιχούν στους 37oC και στους 40oC. Οι στήλες 10 και 11 αποτελούν 

τους αρνητικούς µάρτυρες κι έτσι προστίθεται µόνο θρεπτικό υλικό ΜΕΜ. Η µια πλάκα επωάζεται 

στους 37oC και η δεύτερη στους 40oC. Μετά από επώαση 5 ηµερών προσδιορίζεται ο τίτλος για 

κάθε ιϊκό δείγµα εκφραζόµενος σε log10 50% TCID50 ανά ml. Τα ιϊκά στελέχη θεωρούνται 

θερµοευαίσθητα (temperature sensitive, ts) όταν η τιµή RCT (διαφορά ανάµεσα στους 37οC  και 

40οC) είναι µεγαλύτερη ή ίση µε 2.00 και θερµοανθεκτικά  (non ts) όταν η τιµή RCT είναι 

µικρότερη του 2.00. 

 

 Κατασκευή καµπύλης ανάπτυξης ενός σταδίου (one step growth curve) 

 

Οι καµπύλες ανάπτυξης ενός σταδίου πραγµατοποιούνται σε κύτταρα Hep-2 στους 37oC και 

σους 40oC, έπειτα από µόλυνση µε 10 ΜΟΙ (multiplicity of infection) κάθε ιϊκού δείγµατος το 

οποίο αντιστοιχεί σε 10 TCID50 ανά κύτταρο. Συνολικά κατασκευάζονται καµπύλες ανάπτυξης για 

οκτώ εµβολιοσυνδεόµενα πολιοϊικά στελέχη, εκ των οποίων έξι φέρουν διπλό ανασυνδυασµό και 

δύο δεν φέρουν ανασυνδυασµό. Η καµπύλη ανάπτυξης του κάθε εµβολιοσυνδεόµενου πολιοϊού 

συγκρίνεται µε την καµπύλη ανάπτυξης του πρότυπου εµβολιακού στελέχους Sabin 1 ή Sabin 3 του 

ίδιου γενοτύπου στην 5’-NCR περιοχή. Πραγµατοποιείται λοιπόν ένα πείραµα, στο οποίο µελετάται 

η κινητική ανάπτυξης των εµβολιοσυνδεόµενών πολιοϊών µε διπλούς ανασυνδυασµούς. Τα δυο ιϊκά 

στελέχη τα οποία δεν φέρουν ανασυνδυασµούς χρησιµοποιούνται προκειµένου να συγκριθεί η 
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κινητική ανάπτυξή τους µε τη κινητική ανάπτυξης των διπλά ανασυνδυασµένων πολιοϊών. 

Περιληπτικά, πραγµατοποιείται καταµέτρηση κυττάρων Hep-2 µε τη βοήθεια της πλάκας 

Newbauer και 100 µl κυττάρων ενοφθαλµίζονται ανά θέση σε 14 πλάκες µικροτιτλοποίησης (96 

θέσεων). Την εποµένη µέρα αφού έχει ολοκληρωθεί η προσκόλληση των κυττάρων στις πλάκες το 

κάθε ιϊκό δείγµα (10 ΜΟΙ) προστίθεται σε πέντε θέσεις σε κάθε µία από τις 14 πλάκες 

µικροτιτλοποίησης. Αφού οι πλάκες, οι οποίες συνολικά περιέχουν τα οκτώ πολιοϊικά δείγµατα και 

τα τρία πρότυπα στελέχη, ανακινηθούν για δυο ώρες στους 37oC έχουµε την επίτευξη της εισόδου 

του ιού στα κύτταρα. Έπειτα τα κύτταρα ξεπλένονται προσεκτικά δύο φορές, καθεµιά µε 300 µl 

θρεπτικού υλικού (Eagle MEM) ώστε να αποµακρυνθούν τα ιϊκά σωµατίδια που δεν εισήχθησαν 

στα κύτταρα. Στη συνέχεια σε κάθε θέση προστίθενται 100 µl Eagle MEM και οι πλάκες 

επωάζονται οι µισές στους 37oC και οι υπόλοιπες στους 40oC για 0, 2, 4, 6, 8, 10 και 12 ώρες. 

Τελικά έπειτα από την ολοκλήρωση της διαδικασίας αυτής, πραγµατοποιούνται τρεις συνεχείς 

κύκλοι ψύξης-απόψυξης ώστε να διασπαστούν οι κυτταρικές µεµβράνες και να απελευθερωθούν 

τελικά τα ιικά σωµατίδια. Έτσι ο ιϊκός τίτλος του υπερκείµενου προσδιορίζεται µε τη µέθοδο που 

περιγράφεται προηγουµένως σε Hep-2 κύτταρα σε κλίβανο των 37oC για κάθε µια από τις 

διαφορετικές ώρες µετά τη µόλυνση, ώστε να κατασκευαστούν οι τελικές καµπύλες.  

Οι καµπύλες αυτές φέρουν στον άξονα x τις ώρες επώασης, για το κάθε υπό µελέτη 

πολιοϊικό δείγµα και το αντίστοιχο εµβολιακό του πρότυπο, στους 37oC και στους 40oC και στον 

άξονα y τον λογάριθµο του TCID50 /0,1ml. Έτσι µπορεί να υπάρξει σύγκριση µεταξύ του 

εµβολιακού πολιοϊικού στελέχους και του αντίστοιχου προτύπου Sabin του ίδιου γενοτύπου στην 

5’-NCR περιοχή και να συλλεχθούν ορατά αποτελέσµατα για την απώλεια ή όχι της 

θερµοευαισθησίας στους 40oC. 

 

 Ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 

 

Στα πολιοϊικά δείγµατά µας έχει προηγηθεί αλληλούχιση του γενετικού τους υλικού. Μετά 

την απόκτηση των αποτελεσµάτων της αλληλούχισης τους χρησιµοποιείται µια σειρά από 

προγράµµατα βιοπληροφορικής για την επεξεργασία των νουκλεοτιδικών τους αλληλουχιών. 

Αρχικά χρησιµοποιείται το πρόγραµµα BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Με τη 

βοήθεια του προγράµµατος αυτού αναζητείται η κοντινότερη ή όµοια αλληλουχία και η διαδικασία 

αυτή πραγµατοποιείται µέσα από ένα σύνολο αλληλουχιών, που βρίσκονται κατατεθειµένες στις 

διεθνείς τράπεζες δεδοµένων (GenBank). Το BLAST διατίθεται ελεύθερα στο διαδίκτυο 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Ο αλγόριθµος BLAST αναζητά στη GenBank 

κατατεθειµένες αλληλουχίες ή τµήµατα αυτών, οι οποίες εµφανίζουν υψηλή οµολογία µε την υπό 

µελέτη  αλληλουχία. Η ποιότητα κάθε στοίχισης ποσοτικοποιείται σε µία κλίµακα και οι τοπικές 
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στοιχίσεις µε την υψηλότερη βαθµολογία συσχέτισης (HSPs – high scoring segment pairs) 

καταγράφονται µε µορφή πίνακα. Ο πίνακας αυτός παρουσιάζει τελικά τις πιο «συγγενικές» 

αλληλουχίες, κατά σειρά µειούµενης βαθµολογίας συσχέτισης, κι εποµένως οµολογίας µεταξύ των 

εξεταζόµενων γενωµάτων. 

Στη συνέχεια έχουµε χρήση του προγράµµατος ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw), 

µε το οποίο πραγµατοποιούνται οι στοιχίσεις των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των πολιοϊικών 

στελεχών που µελετώνται, µε τις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των πρότυπων εµβολιακών στελεχών 

Sabin 1 και Sabin 3. Μέσω των στοιχίσεων αυτών  ανιχνεύονται οι διάφορες νουκλεοτιδικές 

µεταλλάξεις και ανασυνδυασµοί στα υπό µελέτη ιϊκά στελέχη. Επίσης, πραγµατοποιούνται και 

στοιχίσεις µεταξύ των αµινοξικών αλληλουχιών των ιϊκών στελεχών που µελετώνται και των 

προτύπων στελεχών, µε αποτέλεσµα την ανίχνευση αµινοξικών µεταλλάξεων. Τέλος µε τη χρήση 

του προγράµµατος GeneRunner V. 3.05 ανακτώνται οι αµινοξικές αλληλουχίες των ιϊκών 

στελεχών. 

 

 

 

4. Αποτελέσµατα 

 

 4.1. Αποτελέσµατα BLAST-ClustalW  

 

 Έπειτα από την χρήση των προγραµµάτων BLAST και ClustalW, βρέθηκε η τοποθεσία των  

νουκλεοτιδικών µεταλλάξεων στην 5΄-NCR και στην VP1 κωδική περιοχή των πολιοϊικών 

στελεχών. 

 Παρατηρούµε από τον παρακάτω πίνακα αποτελεσµάτων ότι όσον αφορά την 5΄-NCR, στα 

δείγµατα Sabin 1 έχουµε µια κοινή νουκλεοτιδική µετάλλαξη στη θέση  583 και στα δείγµατα  

Sabin 3 δυο κοινές νουκλεοτιδικές µεταλλάξεις στις θέσεις 472 και 586 και δύο µόνο µεταξύ των 

δειγµάτων LK3, LK6 και LK10 στις θέσεις 438 και 439. Για την κωδική περιοχή της πρωτεΐνης  

VP1, στα δείγµατα  Sabin 1 έχουµε µια κοινή νουκλεοτιδική µετάλλαξη στη θέση 2776 και στα 

δείγµατα  Sabin 3  µια κοινή νουκλεοτιδική µετάλλαξη στη θέση 2493. Επίσης µόνο µεταξύ των 

δειγµάτων LK3, LK6 και LK10, υπάρχουν τέσσερις κοινές νουκλεοτιδικές µεταλλάξεις στις θέσεις 

2637, 2790, 2855 και 2857. 



 66

 

Πίνακας 4. Στον παραπάνω πίνακα παρατίθενται οι θέσεις των νουκλεοτιδικών 

µεταλλάξεων καθώς και των αµινοξικών µεταβολών στην 5΄-NCR και στην κωδική 

περιοχή της VP1. Οι µεταλλάξεις, οι οποίες αναγνωρίζονται σε περισσότερα του ενός 

στελέχη, είναι υπογεγραµµένες. 

 Επίσης µε τη χρήση των προγραµµάτων BLAST και ClustalW, βρέθηκε η τοποθεσία των  

µεταλλάξεων στην 2C-3D γενωµική περιοχή των πολιοϊικών στελεχών 742, EPA, EPB, LK3, LK6 

και LK10 σε σχέση µε τα αντίστοιχα νουκλεοτίδια και τις αντίστοιχες αµινοξικές θέσεις στα  

πρότυπα εµβολιακά στελέχη Sabin.  

Πρότυπα Περιοχή ∆είγµα Νουκλεοτιδική 
θέση 

Sabin ∆είγµα Αµινοξική θέση Sabin ∆είγµα 

Sabin 1 5’-NCR   742 480 
583 

G 
C 

A 
G 

   

  II 525 
583 

U 
C 

C 
G 

   

Sabin 3      EPA 472 
586 

U 
C 

C 
G 

   

  EPB 472 
586 

U 
C 

C 
G 

   

  LK3 438 
439 
472 
586 

C 
A 
U 
C 

U 
G 
C 
G 

   

  LK6 438 
439 
472 
586 

C 
A 
U 
C 

U 
G 
C 
G 

   

  LK10 438 
439 
472 
586 

C 
A 
U 
C 

U 
G 
C 
G 

   

  729 248 
472  
586 

G 
U 
C 

A 
C 
G 

   

Sabin 1 VP1 742 2502 
2776 
2833 
2904 

G 
G 
A 
U 

A 
U 
G 
G 

8 
99 
- 

142 

Ser 
Lys 

 
Phe 

Asn 
Asn 

 
Cys 

  II 2605     
2765     
2776     
2795    
2917  
2982      
3138  

G 
G 
G 
A 
C 
A 
A 

A 
A 
U 
G 
U 
G 
G 

- 
96 
99 
106 

- 
168 
220 

 
Ala 
Lys 
Thr 

 
Glu 
Gln 

 
Thr 
Asn 
Ala 

 
Gly 
Arg 

Sabin 3  EPA 2493    C U 6 Thr Ile 
  EPB 2493    C U 6 Thr Ile 
  LK3 2493 

2637 
2790 
2855 
2857 

C 
C 
U 
C 
U 

U 
U 
C 
A 
A 

6 
54 
105 

- 
- 

Thr 
Ala 
Met 

Ile 
Val 
Thr 

  LK6 2493 
2637 
2790 
2855 
2857 

C 
C 
U 
C 
U 

U 
U 
C 
A 
A 

6 
54 
105 

- 
- 

Thr 
Ala 
Met 

Ile 
Val 
Thr 

  LK10 2493 
2637 
2790 
2855 
2857 

C 
C 
U 
C 
U 

U 
U 
C 
A 
A 

6 
54 
105 

- 
- 

Thr 
Ala 
Met 

Ile 
Val 
Thr 

  729 2493    
2659 
2716

C 
G 
A

U 
A 
G

6 
- 
-

Thr Ile 
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 Πίνακας 5. Στον παραπάνω πίνακα παρατίθενται οι θέσεις των µεταλλάξεων καθώς και των 

αµινοξικών µεταβολών στην 2C-3D γενωµική περιοχή. Οι µεταλλάξεις, οι οποίες 

αναγνωρίζονται σε περισσότερα του ενός στελέχη, είναι υπογεγραµµένες. 

Πρότυπα Περιοχή ∆είγµα Νουκλεοτιδική 
θέση 

Sabin ∆είγµα Αµινοξική 
θέση 

Sabin ∆είγµα 

S3/S2 2C       742 4929/S2 
5029/S2 

C 
A 

U 
G 

- 
303  

 
Ile 

 
Val 

S3/S2 
S3/S2 

 

 EPA 
EPB 

- 
4167/S3    
4171/S3 

- 
U 
A 

- 
G 
G 

- 
18 
-     

 
Leu 

 
Trp 

S3/S2/S1  LK3 4171/S3 
4213/S3 
4332/S3    
4907/S2     
5032/S1 

A 
A 
A 
U 
U 

G 
G 
U 
G 
C 

- 
- 

73 
262 

- 

 
 

Gln 
Met 

 
 

Leu 
Arg 

S3/S2/S1  LK6 - - - -   
S3/S2/S1  LK10 4316/S3     

4800/S2 
C 
G 

U 
U 

68 
- 

Pro Ser 

S2 3A 742 - - - -   
S2 
S2 
S1 

 
 

S1 
S1 
S2 

 
 
 
 
 
 
 

3B 

EPA 
EPB 
LK3 

 
 

LK6 
LK10 
742 

5214  
5214  
5269  
5270  
5272  

- 
5269 

- 

U 
U 
A 
A 
G 
- 
A 
- 

C 
C 
G 
G 
A 
- 
G 
- 

- 
- 
- 
- 

54  
- 
- 
- 

 
 
 
 

Arg 

 
 
 
 

Gly 

S2 
S2 
S1 
S1 
S1 
S2 

 
 
 
 
 

3C 

EPA 
EPB 
LK3 
LK6 
LK10 
742 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

  

S2 
S2 

 EPA 
 

EPB 

5781 
5784 

- 

C 
U 
- 

U 
C 
- 

- 
- 
- 

  

S1  LK3 5641  
5769 

C 
A 

U 
U 

- 
111  

 
Asn 

 
Ile 

S1 
 
 

S1 
S2 

S2/S3 
S2/S3 

 
 
 
 

3D 

LK6 
 
 

LK10 
742 
EPA 
EPB 

5641 
5769     
5911 
5641 
6114 

6071/S2   
-  

C 
A 
C 
C 
U 
C 
- 

U 
U 
U 
U 
A 
U 
- 

- 
111 

- 
- 
- 

29  
- 

 
Asn 

 
 
 

Ala 

 
Ile 
 
 
 

Val 

S1 
 
 
 
 
 

S1 
 
 
 
 
 
 
 
 

S1 

 LK3 
 
 
 
 
 

LK6 
 
 
 
 
 
 
 
 

LK10 

6019  
6151 
6203     
6732     
6784   
6947 
6019 
6151   
6203  
6492     
6493  
6495     
6496   
6741     
 6779       
5991    
6019 
6151   
6203    
6499  
6607 
6732   
6733 
6947 
7051 

A 
G 
C 
U 
C 
C 
A 
G 
C 
A 
G 
A 
G 
U 
A 
A 
A 
G 
C 
G 
U 
U 
A 
C 
U

G 
A 
U 
C 
U 
U 
G 
A 
U 
G 
A 
C 
A 
G 
U 
G 
G 
A 
U 
A 
G 
A 
C 
U 
C

- 
- 

73  
249  

- 
- 
- 
- 

73  
169 

- 
170  

- 
252 
265 
2  
- 
- 

73 
- 
- 

249  
- 
- 
-

 
 

His 
Leu 

 
 
 
 

His 
Glu 

 
Gln 

 
Val 
Ile 
Glu 

 
 

His 
 
 

Leu 

 
 

Tyr 
Pro 

 
 
 
 

Tyr 
Gly 

 
Pro 

 
Gly 
Phe 
Gly 

 
 

Tyr 
 
 

His 
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 Παρατηρούµε από τον παραπάνω πίνακα αποτελεσµάτων ότι όσον αφορά την 2C περιοχή, 

στα δείγµατα EPB και LK3 έχουµε µια κοινή νουκλεοτιδική µετάλλαξη στη θέση  4171. Στην 3Α 

περιοχή, έχουµε µια κοινή νουκλεοτιδική µετάλλαξη στη θέση  5214 µεταξύ των δειγµάτων ΕΡΑ 

και ΕΡΒ και µια στη θέση 5269 µεταξύ των δειγµάτων LK3 και LK10. Στη συνέχεια στην 3C 

περιοχή, έχουµε µια κοινή νουκλεοτιδική µετάλλαξη στη θέση  5641 µεταξύ των δειγµάτων LK3, 

LK6 και LK10 και µια στη θέση 5769 µεταξύ των δειγµάτων LK3 και LK6. Τέλος στην 3D 

περιοχή, έχουµε τρείς κοινές νουκλεοτιδικές µεταλλάξεις στις θέσεις 6019, 6151 και 6203 µεταξύ 

των δειγµάτων LK3, LK6 και LK10 και δύο στις θέσεις 6732 και 6947 µεταξύ  των δειγµάτων LK3 

και LK10. 

 

 4.2. Αποτελέσµατα της RCT δοκιµής 

 

Με την εξέταση των 8 δειγµάτων και των 2 προτύπων Sabin 1 και Sabin 3 στους 37oC και 

στους 40oC, παρατηρείται η διαφορά στον τίτλο µεταξύ των δύο θερµοκρασιών για το κάθε δείγµα. 

Ανάλογα µε την διαφορά λοιπόν, γίνεται φανερή η αντιγραφική ικανότητα των πολιοϊικών OPV 

στελεχών και των Sabin εµβολιακών στελεχών στις δυο διαφορετικές θερµοκρασίες. 

Από τον πίνακα αποτελεσµάτων, παρατηρείται πως τα δείγµατα ΕΡΑ, ΕΡΒ και 729 µε τιµή 

πάνω του 2, είναι θερµοευαίσθητα, τα δείγµατα 742 και ΙΙ µε τιµή ίση µε το 2 έχουν χάσει µερικώς 

τη θερµοευαισθησία τους και τέλος τα δείγµατα LK3, LK6 και LK10 µε τιµή κάτω του 2 έχουν 

χάσει ολοκληρωτικά τη θερµοευαισθησία τους. 

 

∆είγµα   

 

Τίτλος (log TCID50/0.1ml)  

 

  Rct 

       (∆ log TCID50/0.1ml) 

 37oC        40oC  

742 4.75 2.75 2.0 

II 3.5 1.5 2.0 

EPA 7.0 3.5 3.5 

EPB 6.75 3.25 3.5 

LK3 6.25 6.25 0 

LK6 6.25 6.25 0 

LK10 4.75 4.0 0.75 

729 5.0 1.5 3.5 

Sabin 1 6.0 2.5 3.5 

Sabin 3 6.0 2.5 3.5 

Πίνακας 6. Ο πίνακας αυτός περιέχει τη διαφορά στον τίτλο µεταξύ των δύο θερµοκρασιών για το κάθε δείγµα. 
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 4.3. Οι καµπύλες ανάπτυξης ενός σταδίου 

 

 

 Στο τελευταίο κοµµάτι της εργασίας ακολουθούν οι καµπύλες ανάπτυξης ενός σταδίου για 

κάθε ένα από τα πολιοϊικά στελέχη. Τα στελέχη 742 και ΙΙ προέρχονται από τον κοινό πρόγονο 

Sabin 1, µε τον οποίο φέρουν κοινή 5΄-NCR και συγκρίνονται µε το εµβολιακό στέλεχος Sabin 1.  

Τα Hep2 κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν, µολύνθηκαν µε 10ΜΟΙ και επωάστηκαν στους 37oC και 

στους 40oC. Στα παρακάτω διαγράµµατα, φαίνεται η συνολική ιική παραγωγή στις 0-12 ώρες. 
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∆ιάγραµµα 1. Στο παραπάνω διάγραµµα φαίνεται η καµπύλη ανάπτυξης του στελέχους 

742 σε σύγκριση µε το εµβολιακό στέλεχος Sabin 1, στους 37oC και στους 40oC για    

0-12 ώρες. 

 

Παρατηρώντας το ∆ιάγραµµα 1, βλέπουµε µια αύξηση του τίτλου του ιού αµφότερα για το 

δείγµα 742 και για το πρότυπο Sabin 1 µετά την τέταρτη ώρα στους 37oC, ενώ στους 40oC δεν 

εµφανίζεται κάποια σηµαντική µεταβολή του ιικού τίτλου για κανένα από τα δύο δείγµατα. Τα δύο 

ιικά στελέχη εµφανίζουν παρόµοια κινητική ανάπτυξης και στις δύο θερµοκρασίες. 
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∆ιάγραµµα 2. Στο παραπάνω διάγραµµα φαίνεται η καµπύλη ανάπτυξης του στελέχους 

ΙΙ σε σύγκριση µε το εµβολιακό στέλεχος Sabin 1, στους 37oC και στους 40oC για 0-12 

ώρες. 

 

 Στο ∆ιάγραµµα 2, αντιλαµβανόµαστε διαρκείς αυξοµειώσεις του τίτλου του ιού αµφότερα 

για το δείγµα ΙΙ και για το πρότυπο Sabin 1 µετά τη δεύτερη ώρα στους 37oC, ενώ στους 40oC δεν 

εµφανίζεται κάποια σηµαντική µεταβολή του τίτλου. Τα δύο ιικά στελέχη εµφανίζουν παρόµοια 

κινητική ανάπτυξης τόσο στους 37oC όσο και στους 40oC. 

 

Παρακάτω καταγράφονται και οι υπόλοιπες καµπύλες ανάπτυξης ενός σταδίου για τα 

πολιοϊικά στελέχη 729, ΕΡΒ, ΕΡΑ, LK3, LK6 και LΚ10. Τα στελέχη αυτά προέρχονται από τον 

κοινό πρόγονο Sabin 3, µε τον οποίο φέρουν κοινή 5΄-NCR και συγκρίνονται µε το εµβολιακό 

στέλεχος Sabin 3. Τα Hep2 κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν, µολύνθηκαν µε 10ΜΟΙ και 

επωάστηκαν στους 37oC και στους 40oC. Στα παρακάτω διαγράµµατα, φαίνεται η συνολική ιική 

παραγωγή στις 0-12 ώρες. 
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∆ιάγραµµα 3. Στο παραπάνω διάγραµµα φαίνεται η καµπύλη ανάπτυξης του στελέχους 

729 σε σύγκριση µε το εµβολιακό στέλεχος Sabin 3,  στους 37oC και στους 40oC για 0-

12 ώρες. 

 

 Στο ∆ιάγραµµα 3, είναι εµφανής µια αύξηση του τίτλου του ιού αµφότερα για το δείγµα 729 

και για το πρότυπο Sabin 3 µετά την τέταρτη ώρα στους 37oC. Αντιθέτως στους 40oC δεν 

εµφανίζεται κάποια σηµαντική µεταβολή του τίτλου. Τα δύο ιικά στελέχη εµφανίζουν παρόµοια 

κινητική ανάπτυξης τόσο στους 37oC όσο και στους 40oC. 
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∆ιάγραµµα 4. Στο παραπάνω διάγραµµα φαίνεται η καµπύλη ανάπτυξης του στελέχους ΕΡΒ 

σε σύγκριση µε το εµβολιακό στέλεχος Sabin 3,  στους 37oC και στους 40oC για 0-12 ώρες. 
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 Στο παραπάνω διάγραµµα, παρουσιάζεται µια συνεχής αύξηση του τίτλου του ιού αµφότερα 

για το δείγµα ΕΡΒ και για το πρότυπο Sabin 3 καθ’ όλη την διάρκεια του µολυσµατικού κύκλου 

στους 37oC. Επίσης στους 40oC είναι ορατή µια σηµαντική αύξηση του τίτλου για το δείγµα ΕΡΒ 

κατά τη διάρκεια της τέταρτης µε έκτης ώρας και µια σταδιακή αύξησή του για το πρότυπο Sabin 3 

µετά την τέταρτη ώρα. Τα δύο στελέχη εµφανίζουν παρόµοια κινητική ανάπτυξης τόσο στους 37oC 

όσο και στους 40oC. 
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∆ιάγραµµα 5. Στο παραπάνω διάγραµµα φαίνεται η καµπύλη ανάπτυξης του στελέχους 

ΕΡΑ σε σύγκριση µε το εµβολιακό στέλεχος Sabin 3,  στους 37oC και στους 40oC για 0-

12 ώρες. 

 

 Στο ∆ιάγραµµα 5, είναι εµφανής µια συνεχής αύξηση του τίτλου του ιού αµφότερα για το 

δείγµα ΕΡΑ και για το πρότυπο Sabin 3 καθ’ όλη την διάρκεια του χρονικού µολυσµατικού κύκλου 

στους 37oC. Στους 40oC είναι ορατή µια ελάχιστη αύξηση του τίτλου για το δείγµα ΕΡΑ µετά τη 

δέκατη ώρα και µια αύξησή του για το πρότυπο Sabin 3 µετά την τέταρτη ώρα. Τα δύο στελέχη 

εµφανίζουν παρόµοια κινητική ανάπτυξης τόσο στους 37oC όσο και στους 40oC, µε ελαφρώς 

µεγαλύτερο τίτλο του δείγµατος ΕΡΑ στους 37oC. 
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∆ιάγραµµα 6. Στο παραπάνω διάγραµµα φαίνεται η καµπύλη ανάπτυξης του στελέχους 

LK3 σε σύγκριση µε το εµβολιακό στέλεχος Sabin 3,  στους 37oC και στους 40oC για 0-

12 ώρες. 

 

 

 

Στο έκτο διάγραµµα, παρουσιάζεται µια απότοµη αύξηση του τίτλου του ιού 

για το δείγµα LK3 µεταξύ της δεύτερης και έκτης ώρας και µια συνεχής αύξηση για 

το πρότυπο Sabin 3 καθ’ όλη την διάρκεια του µολυσµατικού κύκλου στους 37oC. 

Στους 40oC δεν εµφανίζεται κάποια σηµαντική αύξηση του τίτλου για το δείγµα 

LK3, ενώ για το πρότυπο Sabin 3 παρατηρείται µια αύξησή του µετά την τέταρτη 

ώρα. Ο τίτλος του δείγµατος LK3 είναι πολύ µεγαλύτερος από αυτόν του προτύπου 

και για τις δύο θερµοκρασίες παροµοίως. 
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∆ιάγραµµα 7. Στο παραπάνω διάγραµµα φαίνεται η καµπύλη ανάπτυξης του στελέχους 

LK6 σε σύγκριση µε το εµβολιακό στέλεχος Sabin 3,  στους 37oC και στους 40oC για 0-

12 ώρες. 

 

 

 

Στο παραπάνω διάγραµµα, εµφανίζεται µια αυξοµείωση του τίτλου του ιού 

για το δείγµα LK6 µεταξύ της τέταρτης και όγδοης ώρας και µια συνεχής αύξηση για 

το πρότυπο Sabin 3 καθ’ όλη την διάρκεια του µολυσµατικού κύκλου στους 37oC. 

Στους 40oC παρατηρείται επίσης µια αυξοµείωση του τίτλου του ιού για το δείγµα 

LK6 µεταξύ της τέταρτης και δέκατης ώρας και µια συνεχής αύξηση για το πρότυπο 

Sabin 3 καθ’ όλη την διάρκεια του µολυσµατικού κύκλου στους 40oC. Ο τίτλος του 

δείγµατος LK6 είναι πολύ µεγαλύτερος από αυτόν του προτύπου και για τις δύο 

θερµοκρασίες παροµοίως. 

 

       



 75

LK10

1
10

100
1000

10000
100000

0 2 4 6 8 10 12

Ώρες

lo
g 

(T
C

ID
50

/0
,1

m
l)

LK10 (37oC)
Sabin 3 (37oC)
LK10 (40oC)
Sabin 3 (40oC)

 
 

∆ιάγραµµα 8. Στο παραπάνω διάγραµµα φαίνεται η καµπύλη ανάπτυξης του στελέχους 

LK10 σε σύγκριση µε το εµβολιακό στέλεχος Sabin 3,  στους 37oC και στους 40oC για 

0-12 ώρες. 

 

 

 

Στο δέκατο και τελευταίο διάγραµµα, παρατηρούνται συνεχώς αυξοµειώσεις 

του τίτλου του ιού για το δείγµα LK10 και µια συνεχής αύξηση για το πρότυπο Sabin 

3 καθ’ όλη την διάρκεια του µολυσµατικού κύκλου στους 37oC. Στους 40oC είναι 

ορατή µια αλλεπάλληλη αύξηση του τίτλου του ιού αµφότερα για το δείγµα LK10 

και το πρότυπο Sabin 3 καθ’ όλη την διάρκεια του µολυσµατικού κύκλου στους 

40oC. Ο τίτλος του δείγµατος LK6 είναι µεγαλύτερος από αυτόν του προτύπου και 

για τις δύο θερµοκρασίες παροµοίως. 
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5. Συζήτηση 

 

 Βάσει των αποτελεσµάτων της χρήσης των προγραµµάτων BLAST και ClustalW, της RCT 

δοκιµής και των καµπυλών ανάπτυξης ενός σταδίου, µπορούµε να συσχετίσουµε τις διάφορες 

µεταλλάξεις και τους διπλούς ανασυνδυασµούς των ιικών στελεχών µε την αντιγραφική τους 

ικανότητα και τον θερµοευαίσθητο φαινότυπο τους. 

 Για τα δείγµατα 742 και ΙΙ, τα οποία είναι γενοτύπου Sabin 1, παρατηρούνται δύο κοινές 

µεταλλάξεις στις θέσεις 583 της 5΄-NCR και 2776 της κωδικής περιοχής της VP1 πρωτεΐνης. 

Ακόµα στο δείγµα 742 έχουµε και ένα διπλό ανασυνδυασµό που εµφανίζεται στην περιοχή 2Α 

µεταξύ των προτύπων Sabin 1 και Sabin 3 στη θέση 3461-3465 και  µεταξύ των προτύπων Sabin 3 

και Sabin 2 στη θέση 4511-4527. Στα δύο στελέχη παρατηρείται µερική απώλεια θερµοευαισθησίας 

βάσει της RCT δοκιµής και µια ελάχιστη αύξηση του τίτλου του δείγµατος 742 στους 40οC βάσει 

των καµπυλών ανάπτυξης ενός σταδίου. Εποµένως οι µεταλλάξεις στις θέσεις αυτές των δύο 

στελεχών, οδηγούν στη µερική απώλεια της θερµοευαισθησίας των στελεχών και κυρίως του 

εµβολιοσυνδεόµενου πολιοϊού 742 στον οποίο εµφανίζεται και ο διπλός ανασυνδυασµός.  

Για τα εµβολιοσυνδεόµενα δείγµατα Sabin 3 γενοτύπου, παρατηρούµε κοινές µεταλλάξεις 

στην 5΄-NCR στις θέσεις 472 και 586 για όλα τα δείγµατα και στις θέσεις 438 και 439 µόνο µεταξύ 

των δειγµάτων LK3, LK6 και LK10. Κοινές µεταλλάξεις εµφανίζονται και στην περιοχή 

κωδικοποίησης της πρωτεΐνης VP1 στη θέση 2493 για όλα τα δείγµατα και στις θέσεις 2637, 2790, 

2855 και 2857 µόνο µεταξύ των δειγµάτων LK3, LK6 και LK10. Επίσης στην περιοχή 3Α 

εµφανίζεται µια κοινή µετάλλαξη στη θέση 5269 µεταξύ των δειγµάτων LK3 και LK10 και στην 

περιοχή 3C µια κοινή µεταβολή στη θέση 5641 µεταξύ των δειγµάτων LK3, LK6 και LK10 και µια 

στη θέση 5769 µόνο µεταξύ των δειγµάτων LK3 και LK6. Τέλος στην περιοχή 3D παρουσιάζονται 

κοινές µεταλλάξεις στις θέσεις 6019, 6151 και 6203 µεταξύ των δειγµάτων LK3, LK6 και LK10 

και µόνο µεταξύ των δειγµάτων LK3 και LK10 µεταβολές στις θέσεις 6732 και 6947. Οι 

µεταλλάξεις στη θέση 472 στην 5’ αµετάφραστη περιοχή, στη θέση 2493 της περιοχής 

κωδικοποίησης της πρωτεΐνης VP1 και στη θέση 6203 της περιοχής κωδικοποίησης της πρωτεΐνης 

3D, είναι από τις βασικότερες µεταλλάξεις αναστροφής της εξασθένισης των εµβολιακών στελεχών 

(Friedrich, 1996). 

 Ακόµα στα δείγµατα ΕΡΑ και ΕΡΒ έχουµε διπλό ανασυνδυασµό στις θέσεις 4643-4656 της 

περιοχής 2C µεταξύ των δειγµάτων Sabin 3 και Sabin 2 και 6598-6605 της περιοχής 3D µεταξύ των 

δειγµάτων Sabin 2 και Sabin 3.  Τέλος στο δείγµα LK3, έχουµε έναν διπλό ανασυνδυασµό στις 

θέσεις 4766-4791 της περιοχής 2C µεταξύ των δειγµάτων Sabin 3 και Sabin 2 και 4942-4958 της 

περιοχής 2C µεταξύ των δειγµάτων Sabin 2 και Sabin 1 και στα δείγµατα LK6 και LK10 στις 

θέσεις 4793-4803 της περιοχής 2C µεταξύ των δειγµάτων Sabin 3 και Sabin 2 και 4942-4958 της 
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περιοχής 2C µεταξύ των δειγµάτων Sabin 2 και Sabin 1. 

∆εν παρατηρείται απώλεια θερµοευαισθησίας βάσει της RCT δοκιµής στα δείγµατα ΕΡΒ 

και ΕΡΑ, ενώ παρατηρείται µια µικρή αύξηση του τίτλου των δειγµάτων αυτών στους 40οC βάσει 

των καµπυλών ανάπτυξης ενός σταδίου, όµως ο τίτλος δεν ξεπερνάει αυτόν του προτύπου Sabin 3. 

Τα αποτελέσµατα αυτά φανερώνουν πως οι παραπάνω µεταλλάξεις και ο διπλός ανασυνδυασµός 

δεν προκαλούν απώλεια της θερµοευαισθησίας για τα δείγµατα ΕΡΒ και ΕΡΑ ούτε και κάποια 

ιδιαίτερη αύξηση της αντιγραφικής τους ικανότητας στους 40οC. 

Τέλος όσων αφορά τα δείγµατα LK3, LK6 και LK10 παρατηρείται απώλεια της 

θερµοευαισθησίας τους βάσει της RCT δοκιµής και µια αύξηση του τίτλου των δειγµάτων αυτών 

στους 40οC βάσει των καµπυλών ανάπτυξης ενός σταδίου καθώς και ο τίτλος των δειγµάτων αυτών 

στους 40οC είναι πολύ µεγαλύτερος του προτύπου Sabin 3. Βάσει των παραπάνω αποτελεσµάτων 

αντιλαµβανόµαστε ότι οι παραπάνω κοινές µεταλλάξεις των δύο στελεχών καθώς και οι διπλοί 

ανασυνδυασµοί, οδηγούν στην απώλεια της θερµοευαισθησίας τους και στην αύξηση της κινητικής 

του ανάπτυξης στους 40οC. 

Τo πρότυπο εµβολιακό στέλεχος Sabin 1 είναι σταθερότερο γενετικά από τα Sabin 2 and 

Sabin 3, λόγω των περισσοτέρων καθοριστών εξασθένισης και θερµοευαισθησίας που φέρει. Έτσι 

τα εµβολιοσυνδεόµενα στελέχη που προέρχονται από τα πρότυπα Sabin 2 και Sabin3 

αποµονώνονται συχνότερα από τις περιπτώσεις VAPP από ότι από αυτά που προέρχονται από το 

πρότυπο Sabin 1. Η κύρια πηγή µολύνσεων από πολιοϊούς, έπειτα από τον συνεχόµενο πολυετή 

εµβολιασµό, είναι τα εµβολιοσυνδεόµενα στελέχη πολιοϊών. Έτσι µετά τον εµβολιασµό 

εµφανίζονται µεταλλάξεις σε κωδικές αλληλουχίες ή σηµαντικά ρυθµιστικά στοιχεία στις µη 

κωδικές περιοχές, οι οποίες αποτελούν αναστροφή των µεταλλάξεων που αρχικά προκάλεσαν την 

εξασθένιση των πολιοϊών των OPV. Τέλος ο ανασυνδυασµός συµβάλει στην αποτελεσµατική 

αποβολή των καθοριστών εξασθένισης των Sabin  εµβολιακών στελεχών, αυξάνοντας έτσι την ιική 

νευροµολυσµατικότητα (Bouchard et al., 1995, Kew et al., 2004, Georgescu et al., 1995). 
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