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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Το νέυος των εντεροϊών περιλαμβάνει μικρούς RNA ιούς θετικής πολικότητας. 

Προκαλούν μια ευρεία ποικιλία οξέων συμπτωμάτων ως αποτέλεσμα προσβολής 

του κεντρικού νευρικού συστήματος, του μυοκαρδίου και των σκελετικών μυών, του 

παγκρέατος, του δέρματος και των βλεννογόνων. Οι μέθοδοι ανίχνευσης και 

ταυτοποίησής τους περιλαμβάνουν συχνά χρονοβόρα και με μεγάλο φόρτο 

εργασίας πρωτόκολλα. Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν ο σχεδιασμός ενός 

πρωτόκολλου το οποίο θα έχει την δυνατότητα ανίχνευσης και ταυτοποίησης των 

εντεροϊών. Για την ανίχνευση των ιών αυτών ενισχύθηκε, μέσω της τεχνικής της 

PCR, ένα τμήμα της 5'-NTR, χρησιμοποιώντας εκκινητικά μόρια ειδικά για όλα τα 

στελέχη του γένους αυτού. Η πραγματοποίηση της RT-PCR έδωσε ένα προϊόν 492 

ζευγών βάσεων (bp), το οποίο εν συνεχεία υποβλήθηκε σε ανάλυση RFLP με το 

περιοριστικό ένζυμον. Τα πειραματικά αποτελέσματα έδειξαν ένα ικανοποιητικό 

διαχωρισμό των πρότυπων στελεχών των εντεροϊών σε ομάδες.
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1 Εισαγωγή

1.1 Ταξινόμηση

Οι εντεροϊοί είναι το σημαντικότερο γένος της οικογένειας των Picornaviridae ιών. 

Στην ίδια οικογένεια ανήκουν και οι ρινιιοί (rhinoviruses), οι καρδιοϊοί 

(cardioviruses), οι αφθοϊοί (aphthoviruses), οι ιοί της Ηπατίτιδας Α και οι parecho- 

ιοί. Συγκρίνοντας τις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των εντεροϊών και την βιολογία 

τους, προκύπτει ένα σύστημα ταξινόμησης, με βάση το οποίο οι εντεροϊοί, που 

προσβάλουν τον άνθρωπο, διαχωρίζονται σε πέντε ομάδες: (ϊ) στους πολιοϊούς που 

περιλαμβάνουν τους PV1-3, (Μ) στους ανθρώπινους εντεροϊούς A (HEV-A), στους 

οποίους ανήκουν οι CAV2-8, CAV10, CAV12, CAV14, CAV16, EV71, (iii) στους 

ανθρώπινους εντεροϊούς Β (HEV-B), που ανήκουν οι CAV9, CBV1-6, El-7, Ε9, Ε11-21, 

Ε24-27, Ε29-33, EV69, EV73, (ΐν) στους ανθρώπινους εντεροϊούς C (HEV-C), που 

ανήκουν οι CAV1, CAV11, CAV13, CAV15, CAV17-22, CAV24, (ν) και στους 

ανθρώπινους εντεροϊούς D (HEV-D), όπου ανήκουν οι EV68 και EV70 (King et al.,

2000) . Πρόσφατες μελέτες προτείνουν την ταξινόμηση των πολιοϊών μαζί με τους 

εντεροϊούς της ομάδας HEVC, επειδή παρουσιάζουν μεγάλη ομοιότητα στην δομή 

του γενώματος και την νουκλεοτιδική σύστασή του (Brown et al., 2003).

Στη συνέχεια ανακαλύφθηκαν και νέοι εντεροϊοί όπως ο EV73 (Oberste et al.,

2001) , ο οποίος ομαδοποιείται στους HEVB (Norder et al., 2003), οι EV74, EV75 που 

ομαδοποιούνται στους Human Enterovirus B(Oberste et al., 2004a), oi EV77, EV78 

που κατατάσσονται στους Human Enterovirus B(Norder et al., 2003), oi EV76, EV89, 

EV90, EV91 (Obester et al., 2005) που κατατάσσονται στους HEVA και τέλος οι 

EV79-88, EV97, EV100-101, οι οποίοι και ομαδοποιούνται στους Human Enterovirus 

Β (Oberste et al., 2007).

Γενικά, οι λοιμώξεις που προκαλούνται από τα μέλη της ομάδας των εντεροϊών, 

ακόμα και τα πιο παθογόνα στελέχη, χαρακτηρίζονται από ένα υψηλό ποσοστό 

υποκλινικών ενδείξεων (Muir et al., 1998). Οι περισσότερες είναι ασυμπτωματικές 

και ως εκ τούτου, οι εντεροϊοί θεωρούνται από πολλούς ως μη σημαντικοί για να 

βρεθούν στο επίκεντρο συστηματικής και εμπεριστατωμένης έρευνας. Παρόλα αυτά

4



όμως, οι εντεροϊοί είναι υπεύθυνοι για σοβαρές, ή ακόμα και θανατηφόρες 

ασθένειες. Προκαλούν μια ευρεία ποικιλία οξέων συμπτωμάτων ως αποτέλεσμα 

προσβολής του κεντρικού νευρικού συστήματος, του μυοκαρδίου και των 

σκελετικών μυών, του παγκρέατος, του δέρματος και των βλεννωδών μεμβρανών. 

Πιο συγκεκριμένα, οι ασθένειες που οφείλονται σε εντεροϊούς είναι η μηνιγγίτιδα, η 

καρδιομυοπάθεια, ασθένειες του αναπνευστικού, σακχαρώδης διαβήτης τύπου I 

και η Hand Foot and Mouth Disease καθώς επίσης και η παραλυτική πολιομυελίτιδα 

που σχετίζεται με τα στελέχη των πολιοϊών (Brown Ε. Η., 1972).

1.2 Φυσιολογία των εντεροϊών

1.2.1 Δομή

1.2.1.1 Καψίδιο

Οι εντεροϊοί δεν περιβάλλονται από λιπιδικό έλυτρο και το καψίδιό τους είναι 

εικοσαεδρικής συμμετρίας, διαμέτρου περίπου 30nm, σχηματιζόμενο από 60 

αντίγραφα 4 πρωτεϊνών, των VP1, VP2, VP3 και VP4 (Rueckert R.R., 1985) Η 

συγκρότηση του ώριμου καψιδίου γίνεται μέσω των ονομαζόμενων πρωτομερών, 

τα οποία απαρτίζονται από αντίγραφα των VP1, VP3 και μιας προδρόμου πρωτεΐνης 

VP0 η διάσπαση της οποίας δίνει τις VP4 και VP2 και όλες μαζί αποτελούν τη βασική 

δομική μονάδα του καψιδίου. Πέντε πρωτομερή ενώνονται για να σχηματίσουν ένα 

πετναμερές και 12 πενταμερή ενώνονται για τον σχηματισμό του ώριμου πλέον 

καψιδίου (σχήμα 1). Οι VP1, VP2 και VP3 σχηματίζουν το εξωτερικό στρώμα του 

καψιδίου, ενώ η VP4 βρίσκεται στο εσωτερικό του καψιδίου. Το κάθε πενταμερές 

φαίνεται να σταθεροποιείται από ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ του 

καρβοξυτελικού και αμινοτελικού άκρου των VP1 και VP3 μαζί με την VP4 (Stanway 

G., 1990). Γειτονικά πενταμερή συγκρατούνται μεταξύ τους με δεσμούς υδρογόνου 

μεταξύ των τμημάτων των VP2 και VP3 και η σχετική αδυναμία αυτών των 

αλληλεπιδράσεων ίσως είναι σημαντική για την αποδιάταξη του καψιδίου των ιών 

και την απελευθέρωση του γενετικού υλικού.

Σε σταθερή ακτίνα από τον άξονα πενταπλούς συμμετρίας βρίσκεται μια βαθιά 

«αύλακα» και στα πλάγιά της βρίσκονται τμήματα των VP1 και VP3. Έχει προταθεί
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ότι αυτή η αυλάκωση εμπλέκεται στην προσκόλληση του ιού σε υποδοχείς των 

κυττάρων-ξενιστών (Stanway G., 1990). Η λογική πίσω από το ρόλο της αυλάκωσης 

αυτής πιστεύεται ότι βρίσκεται στο ότι είναι αρκετά μικρή ώστε να αποφύγει την 

προσκόλληση στο εσωτερικό της των αρκετά ογκοδών, γι' αυτή, αντισωμάτων. Στο 

εσωτερικό της, όμως, βρίσκονται οι κατάλληλες περιοχές που μπορούν να ενωθούν 

με μικρά τμήματα συγκεκριμένων υποδοχέων, επιτρέποντας την προσκόλληση του 

ιού στον ξενιστή.

Σχήμα 1 Δομή καψιδίου των Picorna ιών. Αποτελείται από 12 πενταμερή όπου το κάθε 

πενταμερές περιλαμβάνει 5 πρωτομερή των πρωτεϊνών VP1, VP3 και VPO (VP2-VP4)

1.2.1.2 Γονιδίωμα

Το καψίδιο των picorna ιών εσωκλείει ένα μονοκλωνικό RNA θετικής πολικότητας 

που στους εντεροϊούς έχει μήκος περίπου 7500 νουκλεοτίδια (Melnick J.L., 1990). 

Το νουκλεοτίδιο στο 5'-άκρο του γενετικού υλικού συνδέεται ομοιοπολικά με μια 

μικρή κωδικοποιούμενη από τον ιό πρωτεΐνη, την VPg (Nomoto et.al., 1977).

Το τμήμα του γενετικού υλικού προς το 5'-άκρο περιλαμβάνει την 5'-μη 

μεταφραζόμενη περιοχή (5'-NTR, ή 5'-UTR, ή 5'-μη κωδική περιοχή 5'-NCR).

6



Ακολουθεί το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (ORF) το οποίο περιέχει τις πληροφορίες 

για τις δομικές και λειτουργικές πρωτεΐνες του ιού και στο άκρο του γενώματος, 

υπάρχει μια 3'-μη μεταφραζόμενη περιοχή που καταλήγει σε μια 

πολυαδενυλιωμένη ουρά.

1.2.1.3 5'-NTR

Μεταξύ κοντινών φυλογενετικά ιών παρουσιάζεται μεγάλη ομοιότητα στη 

νουκλεοτιδική αλληλουχία της 5'-μη κωδικής περιοχής, ενώ μεγάλα τμήματα 

νουκλεοτιδικών αλληλουχιών διατηρούνται μεταξύ των εντεροϊών (Stanway et al., 

1984). Ένα άλλο χαρακτηριστικό των εντεροϊών και όλων των picorna ιών είναι ότι η 

σύνθεση της 5'-μη μεταφραζόμενης περιοχής περιέχει ένα σημαντικά υψηλότερο 

ποσοστό σε αζωτούχες βάσεις όπως τη γουανίνη και κυτοσίνη σε σύγκριση με το 

υπόλοιπο γένωμα. Η μεγαλύτερη αυτή περιεκτικότητα στις συγκεκριμένες 

αζωτούχες βάσεις αντικατοπτρίζει την ύπαρξη δευτεροταγών δομών (Palmenberg 

A.C., 1987).

Έχει βρεθεί ότι διάφορα είδη δευτεροταγών και τεταρτοταγών δομών του RNA, 

όπως βρόγχοι (loops) και εξογκώματα (bulges), συμμετέχουν στην τελική 

αναδίπλωση του RNA, λειτουργώντας έτσι σαν θέσεις αναγνώρισης σε 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ RNA και πρωτεϊνών (Bhattacharyya, 2006).

Η 5'-μη κωδική περιοχή των εντεροϊών περιέχει σημαντικά στοιχεία τα οποία 

συμμετέχουν στην αντιγραφή, μετάφραση και μολυσματικότητα των ιών αυτών. Το 

μέγεθος της είναι περίπου 750 νουκλεοτίδια. Τα πρώτα 88 νουκλεοτίδια 

σχηματίζουν μια δομή σχήματος τριφυλλιού (cloverleaf), ενώ τα νουκλεοτίδια 127 

έως 608 αναδιπλώνονται σχηματίζοντας ένα στοιχείο IRES (Internal Ribosome Entry 

Site) το οποίο είναι υπεύθυνο για την μετάφραση του γενώματος του ιού όπως και 

για την μολυσματικότητά του (Wimmer et al., 1993).

Συνδυάζοντας τις βιοχημικές μελέτες την αρχή ελάχιστης ενέργειας και 

συγκρίνοντας με άλλες αναλύσεις αλληλουχιών, μπορούν να προκύψουν μοντέλα 

που να παρουσιάζουν τον τρόπο αναδίπλωσης της 5' μη κωδικής περιοχής (Skinner 

et al., 1989). Όπως φαίνεται στην εικόνα 1 (δευτεροταγή δομή του CBV3), το

7



μοντέλο yia τον CBV3 παρουσιάζει εφτά δομικές περιοχές (domain I-VII) που 

χαρακτηρίζονται από αλληλεπιδράσεις μεταξύ συμπληρωματικών βάσεων (Zell et 

al., 1997). Μεταξύ αυτών των περιοχών υπάρχουν συνδετικά τμήματα που 

ποικίλουν σε μήκος, από 2 μέχρι 25 νουκλεοτίδια. Είναι γενικά αποδεκτό ότι οι 

δομικές περιοχές II μέχρι VI, αποτελούν το στοιχείο IRES των εντεροϊών, ενώ οι 

ελάχιστες απαιτήσεις για την λειτουργία του στοιχείου αυτού είναι οι δομικές 

περιοχές II, IV και V (Haller et al., 1993).
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Εικόνα 1: Δευτεροταγής δομή της 5’-NTR του CBV3

Η δομική περιοχή I αποτελεί μια δομή σχήματος τριφυλλιού η οποία είναι 

σημαντική για τη σταθερότητα του RNA και για την έναρξη της αντιγραφής του 

θετικής πολικότητας κλώνου (Melchers et. al, 2006). Αυτή η δομή είναι πολύ 

συντηρημένη μεταξύ την εντεροϊών και των ρινοϊών ενώ περιέχει τέσσερεις 

περιοχές: τις A, Β, C και D (εικόνα 2). Στην περιοχή Β συνδέονται οι κυτταρικές 

πρωτεΐνες PCBP (poly (rC)-binding proteins), ενώ η περιοχή D, αναγνωρίζεται από 

την ιϊκή πρωτεΐνη 3C που είναι μια πρωτεάση ή πιο πιθανά από την πρόδρομη
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πρωτεΐνη 3CD. Το σύμπλεγμα μεταξύ του 5'-dKpou-PCBP-3CD θεωρείται ότι 

περιλαμβάνει έναν διακόπτη για το αν το ιικό αυτό RNA θα χρησιμοποιηθεί σαν 

mRNA κατά την μετάφρασή ή αν θα χρησιμοποιηθεί για την αντιγραφή του ιού.
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Εικόνα 2: Μοντέλο αναδίπλωσης της δομικής περιοχής I του εντεροϊού CBV3

Ανάλογα με την θέση του κωδικονίου έναρξης σε σχέση με τα στοιχεία IRES (Internal 

Ribosome Entry Site), τα στοιχεία αυτά μπορούν να διαχωριστούν σε τρία είδη: στο 

είδος I που περιλαμβάνει του εντεροϊούς και ρινοϊούς, στο είδος II που 

περιλαμβάνει τους καρδιο- και αφθοϊούς και στο είδος III του ιού της ηπατίτιδας A 

(Sunnie et al., 2003). Τα στοιχεία IRES τύπου II και III περιέχουν το κωδικόνιο 

έναρξης (AUG), ενώ για την μετάφραση των RNA των ιών που περιέχουν στοιχείο 

IRES τύπου I, τα ριβοσώματα χρησιμοποιούν ένα κωδικόνιο έναρξης που βρίσκεται 

σε απόσταση 30-150 νουκλεοτίδιο μετά από το στοιχείο IRES. Γι' αυτόν το λόγο, η 

έναρξη της μεταγραφής στους ιούς που περιέχουν στοιχείο IRES τύπου I 

περιλαμβάνει σύνδεση της μικρής ριβοσωμικής υπομονάδας στο στοιχείο IRES και 

σάρωσης μέχρι να αναγνωριστεί το κωδικόνιο έναρξης.

Για τη σωστή λειτουργία του στοιχείου IRES, έχει βρεθεί ότι χρησιμοποιούνται εκτός 

από τις δομικές περιοχές II μέχρι VI και τα συνδετικά τμήματα μεταξύ των δομικών 

περιοχών Ι-ΙΙ και μεταξύ των δομικών περιοχών V-VI (Bailey et al., 2007). Το τμήμα 

που συνδέει τις δομικές περιοχές I και II, είναι πλούσιο σε πυριμιδίνες και 

παράλληλα περιέχει αρκετά συντηρημένα νουκλεοτίδια, με αποτέλεσμα να
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υποπτευόμαστε ότι αυτή η περιοχή συμμετέχει σε κάποιου είδους 

αλληλεπιδράσεις.

Τα νουκλεοτίδια στην βάση της δομής II (100-130), πιθανόν να συνδέονται με την 

πολυπυριμιδική περιοχή στο 3' άκρο του IRES (δηλαδή στην περιοχή μεταξύ των 

δομών V και VI) και να μην σχηματίζουν τη δομή έλικας που φαίνεται στην 

δευτεροταγή δομή, όπως προκύπτει άλλωστε και από την σύγκριση των 

αλληλουχιών αρκετών εντεροϊών (Bailey et al., 2007). Αυτή η υπόθεση φέρνει 

κοντά τις δομές II και V και στηρίζεται και από τα πειραματικά δεδομένα που 

περιγράφουν τις δομές αυτές σαν πολύ σημαντικές για την μολυσματικότητα των 

ιών.

Η δομική περιοχή III είναι σχετικά πολυμορφική μεταξύ των IRES τύπου I και 

πιθανών σε αυτήν την περιοχή να οφείλεται η βιολογική διαφορά των ιών με IRES 

τύπου I (Bailey et al., 2007). Περιέχει τουλάχιστον ένα μοτίβο loop Ε και σε πολλές 

περιπτώσεις υπάρχουν δύο μοτίβα αυτού του είδους. Το μοτίβο loop Ε είναι ένα 

ελικοειδές στοιχείο που αποτελείται από τρία μη κανονικά ζευγαρώματα βάσεων, 

οι οποίες περικλείουν μια αζευγάρωτη πουρίνη. Αυτό το μοτίβο είχε βρεθεί αρχικά 

στην loop Ε περιοχή του 5S RNA και από τότε έχει εντοπισθεί σε πολλά μόρια RNA, 

όπου παρέχει ένα στοιχείο αναγνώρισης για την αλληλεπίδραση μεταξύ πρωτεϊνών 

και RNA. Τα ζεύγη βάσεων που σχηματίζονται είναι διαφορετικά από αυτά που 

πρότειναν οι Watson και Crick με αποτέλεσμα, σε αυτό το μοτίβο να σχηματίζεται 

μια χαρακτηριστική τεταρτοταγής δομή που περιέχει ένα σημαντικό στοιχείο 

αναγνώρισης (recognization feature) γνωστό ως S στροφή (S turn). Στα rRNA, το 

μοτίβο loop Ε παρέχει μια βασική δομή για σύνθετες αλληλεπιδράσεις με 

μεταγραφικούς παράγοντες και πρωτεΐνες που φέρουν δακτύλους Zn. Η loop Ε 

δομή στην δομική περιοχή III των εντεροϊών στην 5'-NTR πιθανόν να παίζει κάποιον 

παρόμοιο ρόλο.
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1 A e G

3 AU,A L°°PE
4 A · A

Εικόνα 3: To μοτίβο Loop E (Bailey et al., 2007)

Τρία στοιχεία στην δομική περιοχή IV: η θηλιά που είναι πλούσια σε κυτοσίνη στον 

βρόγχο Α, το εξόγκωμα που δημιουργείται στον βρόγχο Β και το εξόγκωμα στην 

θέση 370, αναγνωρίζονται από την πρωτεΐνη PCBP (Gamarnik et al., 2000). Αυτή 

είναι μια βασική αλληλεπίδραση στο στοιχείο IRES για τη ρύθμιση του αν θα 

πραγματοποιηθεί αντιγραφή ή μετάφραση.
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Εικόνα 4: Δομική περιοχή IV της 5’-NTR του εντεροϊού CBV3 (Bailey et al., 2007)

Στην δομική περιοχή V έχει δοθεί πολύ προσοχή λόγω του ότι σε αυτήν την περιοχή 

οφείλεται η εξασθένηση των εμβολιακών στελεχών των πολιοϊών. Η δομή που 

υπάρχει κοντά στην θέση 520 είναι συντηρημένη και από αυτήν εξαρτάται η 

μολυσματικότητα των πολιοϊών ενώ περιέχει και δυο μοτίβα GNRA. Τα μοτίβα αυτά 

περιλαμβάνουν δομικά στοιχεία τα οποία οργανώνουν την δομή του RNA, ενώ 

είναι γνωστό ότι κρατάνε αυτήν την χαρακτηρηστική δομή ακόμη και αν βρίσκονται 

σε μεγαλύτερες θηλιές (Bhattacharyya et al., 2006).
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Εικόνα 5: Δομική περιοχή V της 5’-NTR του εντεροϊού CBV3 (Bailey et al., 2007)

Τέλος το συνδετικό τμήμα μεταξύ των περιοχών V και VI περιλαμβάνει περιοχές οι 

οποίες είναι σημαντικές για την έναρξη της μετάφρασης. Μια σημαντική περιοχή 

(Box Α), είναι μια εκτεταμένη αλληλουχία πλούσια σε πυριμιδίνες, η οποία είναι 

συμπληρωματική με το 18S rRNA και εμπλέκεται σε αλληλεπιδράσεις τύπου Shine- 

Dalgarno (Yang et al., 2003). Επίσης έχει προταθεί ότι αυτή η πλούσια σε 

πυριμιδίνες περιοχή πιθανόν να αλληλεπιδρά με τα νουκλεοτίδια της δομικής 

περιοχής II, φέρνοντας κοντά, με αυτόν τον τρόπο τις δομικές περιοχές II και V
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(Bailey et al., 2007). Η δεύτερη είναι το κωδικόνιο έναρξης AUG (Box Β), το οποίο 

υπολογίζεται να είναι μέρος μιας δομής στην δομική περιοχή VI.

domain VI

AUG 
Box Β

570 580
If I I
uGtUUUCAUUUUAUUCCUjAUACUGGC

pyrimidine rich 
Box A

domain VH

Εικόνα 6: Συνδετική περιοχή μεταξύ των δομικών περιοχών V και VI και η δομική περιοχή VI 

της 5’-NTR του CBV3 (Bailey et al., 2007)

1.2.1.4 ORF

To ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης(ΟΗΡ) μεταφράζεται σε μια μεγάλη πολυπρωτεΐνη η 

οποία διασπάται αυτοκαταλιτικά από δύο κύριες ιικές πρωτεϊνάσες. Η 2Apro κόβει 

μεταξύ του καρβοξιτελικού άκρου της VP1 και του δικού της αμινοτελικού άκρου, 

ξεχωρίζοντας έτσι τις δομικές από τις μη δομικές πρωτεΐνες. Η υπόλοιπη 

επεξεργασία της πολυπρωτεΐνης πραγματοποιείται από την πρωτεάση 3C ή από την 

πρόδρομη πρωτεΐνη 3CD (Baxter et al., 2006).

Δομικές πρωτεΐνες αποτελούν οι VP1, VP2, VP3 και VP4 οι οποίες κωδικοποιούνται 

από το 5' άκρου του ORF (σχήμα 2). Οι 3 από αυτές (VP1, VP2, VP3) έχουν παρόμοιο 

μέγεθος (200-300 αμινοξέα) σε διαφορετικούς picorna ιούς ενώ η VP4 είναι 

σημαντικά μικρότερη σε μήκος (68-85 αμινοξέα σε όλα τα γένη των picorna ιών
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εκτός από αυτή των ιών της ηπατίτιδας A) (Stanway G., 1990). Οι καψιδικές 

πρωτεΐνες είναι ποικιλόμορφες και οι διαφορές μεταξύ των διαφορετικών 

ορότυπων είναι ως επί το πλείστον συγκεντρωμένες σε συγκεκριμένα σημεία των 

τριών κυρίων πρωτεϊνών, συχνά σε υδρόφιλες περιοχές.

5’ NTR 38
(VPg)

IRES )-] VP4 VP2 VP3 VP1 2Α 2Β 2C 3Α 3C 3D

-______ pi______- Ρ2 -_______ —_______

3' NTR A A A„

Structural region Non-stmcturai region

Σχήμα 2: Γενετικός χάρτης των εντεροϊών. Παρουσιάζονται οι θέσεις των γονιδίων των 

δομικών και μη δομικών πρωτεϊνών (Baxter et al., 2006)

Ένα όμως από τα πιο ενδιαφέροντα χαρακτηριστικά των εντεροϊών είναι η ύπαρξη 

μιας βαθειάς «αυλάκωσης» που βρίσκεται σε σταθερή ακτίνα γύρω από τον άξονα 

πενταπλούς συμμετρίας και στα πλάγια της βρίσκονται τμήματα των VP1 και VP3 

(Rossmann et al., 1985). Έχει προταθεί ότι αυτή η αυλάκωση εμπλέκεται στην 

προσκόλληση του ιού σε υποδοχείς των κυττάρων-ξενιστών. Η λογική πίσω από το 

ρόλο της αυλάκωσης αυτής πιστεύεται ότι βρίσκεται στο ότι είναι αρκετά μικρή 

ώστε να αποφύγει την προσκόλληση στο εσωτερικό της των αρκετά ογκωδών για 

αυτή αντισωμάτων. Παράλληλα όμως, στο εσωτερικό της υπάρχουν οι κατάλληλες 

περιοχές που μπορούν να ενωθούν με μικρά, συγκεκριμένα τμήματα που 

προεξέχουν από τους κυτταρικούς υποδοχείς, επιτρέπονται την προσκόλληση του 

ιού στο κύτταρο ξενιστή.

Οι γενετικές πληροφορίες για την παραγωγή των μη-δομικών πρωτεϊνών των 

εντεροϊών βρίσκονται προς το 3' άκρο του γενετικού υλικού (Stanway G., 1990). 

Υπάρχουν βασικά 7 λειτουργικές πρωτεΐνες, οι 2Α, 2Β, 2C, 3Α, 3Β, 3C και η 3D ενώ 

σε πολλές περιπτώσεις απαιτούνται πρόδρομα μόρια αυτών (όπως για παράδειγμα 

η πρόδρομη πρωτεΐνη 3CD). Συγκριτικές μελέτες μεταξύ των μη-δομικών 

πρωτεϊνών από διάφορους picorna ιούς δείχνουν ότι οι πρωτεΐνες αυτές 

διατηρούνται φυλογενετικά περισσότερο από ότι οι καψιδικές πρωτεΐνες.
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Πίνακας 1: μη-δομικές πρωτεΐνες εντεροϊών

2Α Πρωτεάση: Πραγματοποιεί το πρωταρχικό πρωτεολυτικό ρήγμα στην 

πολυπρωτείνη

2Β Όπως και η πρόδρομη 2BC εμποδίζουν την μεταφορά πρωτεϊνών από 

το ενδοπλασματικό δίκτυο προς το σύστημα Golgi και αυξάνει την 

διαπερατότητα της κυτταρικής μεμβράνης (Barco et al., 1995)

2C Ελικάση

3Α Αναστέλλει την μεταφορά πρωτεϊνών από το ΕΔ στο Golgi, με 

αποτέλεσμα να μειώνει τις εκκρίσεις (Wessels et al., 2005)

3Β VPg: Συμμετέχει στην έναρξη της αντιγραφής του γενώματοςτου ιού

3C Πρωτεάση κυστεΐνης: Διεξάγει την πλειοψηφία των πρωτεολυηκών 

διασπάσεων

3D Ιική RNA πολυμεράση: Αντιγράφει το γένωματου ιού

1.2.1.5 3'-NTR

Η 3'-μη κωδική περιοχή των εντεροϊών, αποτελεί το σημείο της έναρξης για τη 

σύνθεση του αρνητικής πολικότητας κλώνου, είναι απαραίτητη για την αντιγραφή 

του ιικού RNA (Oberste et al., 2006). Ενώ η αλληλουχία της 3'-NTR ποικίλει μεταξύ 

των διαφόρων στελεχών των εντεροϊών, η ύπαρξη πολύ συντηρημένων 

δευτεροταγών δομών υποδηλώνει ότι αυτές οι δομές είναι οι λειτουργικές μονάδες 

που εμπλέκονται στην αντιγραφή. Οι προβλεπόμενες δευτεροταγής δομές 

περιλαμβάνουν τρις θηλιές που ονομάζονται X, Υ, Ζ στα στελέχη που ανήκουν στους 

HEV-A kol HEV-B και δύο θηλιές (X και Υ) στους HEV-C και HEV-D. Οι X και Υ 

σχηματίζουν μια τεταρτοταγή δομή όπου υπάρχει αλληλεπίδραση μεταξύ των 

νουκλεοτιδίων που βρίσκονται στις θηλιές αυτές. Η δομική περιοχή Ζ είναι 

προφανώς διαθέσιμη για την αντιγραφή σε καλλιέργειες αλλά μπορεί να παίζει 

κάποιο ρόλο στην παθογένεια του ιού in vivo. Αυτές οι δομές στην 3'-NTR θεωρείται 

ότι συνδέονται με ιικές και κυτταρικές πρωτεΐνες που είναι απαραίτητες για την
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αντιγραφή του ιού. Τέλος, η διατήρησή τους φυλογενετικά μεταξύ των ειδών 

στηρίζει τον ρόλο που διαδραματίζουν στον κύκλο ζωής των ιών αυτών.

1.2.2 Κύκλος Ζωής

Ο κύκλος ζωής των εντεροϊών αρχίζει με την προσκόλληση του καψιδίου στους 

κατάλληλους υποδοχείς στην επιφάνεια του κυττάρου-ξενιστή. Η προσκόλληση 

αυτή δίνει τα ερεθίσματα για αλλαγές στη χωροδιάταξη του καψιδίου, οδηγώντας 

στο σχηματισμό των σωματιδίων Α (προέρχονται από το καψίδιο έχοντας χάσει την 

πρωτεΐνη VP4). Το γενετικό υλικό των εντεροϊών δρα ως mRNA και η μετάφρασή 

του οδηγεί στη δημιουργία της πολυπρωτεΐνης, η οποία διασπάται πρωτεολυτικά 

δίνοντας τις δομικές και τις μη-δομικές πρωτεΐνες του ιού (Hellen et al., 1991).

Μετά την μετάφραση του ιικού γενώματος ξεκινάει η αντιγραφή του. Το πρώτο 

στάδιο της αντιγραφής είναι η δημιουργία του αρνητικού κλώνου ο οποίος 

χρησιμοποιείται σαν εκμαγείο για την σύνθεση του θετικού κλώνου. Στη συνέχεια 

ακολουθεί ο εγκλεισμός του γενετικού υλικού σε πρώιμη μορφή ιϊκού σωματιδίου 

το οποίο αποτελείται από τις πρωτεΐνες VPO, VP1 και VP3. Όταν πραγματοποιηθεί ο 

εγκλεισμός αυτός του γενώματος, η VP0 διασπάται στις VP2 και VP4 δίνοντας πλέον 

ένα ώριμο ιϊκό σωματίδιο. Λόγω της αναστολής της πρωτεϊνοσύνθεσης από την 

μόλυνση του ιού, τελικά το κύτταρο ξενιστής λύεται, επιτρέποντας την 

απελευθέρωση των ιών.

1.2.2.1 Υποδοχείς εντεροϊών

Οι εντεροϊοί χρησιμοποιούν μια μεγάλη ποικιλία από μόρια ως υποδοχείς, όπως 

πρωτεΐνες, υδρογονάνθρακες και γλυκολιπίδια. Πολλές φορές, οι ιοί εισέρχονται 

στο κύτταρο ξενιστή, μέσω της σύνδεσής τους σε κάποιο μόριο υποδοχέα, αλλά 

αποτυγχάνουν να ξεκινήσουν τον κύκλο ζωής τους (Evans et al., 1998). Επιτυχημένη 

μόλυνση προκύπτει μόνο όταν ένας υποδοχέας μπορεί να ξεκινήσει τον κύκλο του 

ιού, από την αναγνώρισή του μέχρι την απελευθέρωση του ιικού γενώματος στο 

κυτταρόπλασμα. Ένα μόνο μόριο υποδοχέα μπορεί να συμμετέχει σε αυτή τη 

διαδικασία ή μπορεί να χρειάζονται και άλλα βοηθητικά μόρια για τα διάφορα 

στάδια.
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Συνήθως, στους εντεροϊούς, οι υποδοχείς συνδέονται με τα συντηρημένα αμινοξέα 

των πρωτεϊνών VP1 και VP3, στην σχηματιζόμενη αυλάκωση (Rossmann et al., 

1985). Οι υποδοχείς αυτοί έχουν παρόμοια δομή και περιέχουν μια σειρά από 

περιοχές όμοιες των ανοσοσφαιρινών (IgSF). Πιο συγκεκριμένα, υποδοχείς οι οποίοι 

περιέχουν δομές όμοιες των ανοσοσφαιρινών και χρησιμοποιούνται από τους 

εντεροϊούς είναι οι: ICAM-I (intracellular adhesion molecule-1), ο οποίος έχει βρεθεί 

ότι συνδέεται με τον CAV21 (Xiao et al., 2001), ο υποδοχέας CAR (Coxsackie- 

Adenovirus Receptor) ο οποίος συμμετέχει στην είσοδο των Coxsackie Β ιών στον 

ξενιστή και στην έναρξη του κύκλου ζωής του ιού (Yongning et al., 2001) και ο PVR 

(Poliovirus Receptor) ο οποίος συνδέεται με τους πολιοϊούς. Το βασικό πλεονέκτημα 

από την χρήση της αυλάκωσης για την σύνδεση του ιού στον υποδοχέα, είναι ότι με 

αυτόν τον τρόπο εξουδετερώνονται τα ογκώδη για το μέγεθος της αύλακας, 

αντισώματα του οργανισμού, ξεφεύγοντας έτσι από το ανοσοποιητικό σύστημα 

(Stanway G., 1990). Εκτός όμως από την σύνδεση με το ιικό καψίδιο, οι υποδοχείς οι 

οποίοι συνδέονται στην περιοχή της αύλακας, οδηγούν στην αναδιάταξη του ιικού 

καψιδίου και απελευθέρωση του ιικού γενώματος στο κύτταρο ξενιστή (Rossmann 

Μ. G., 1994).

Υπάρχουν, παρόλα αυτά, υποδοχείς οι οποίοι συνδέονται εξωτερικά της αυλάκωσης 

όπως για παράδειγμα ο DAF (decay-acceleration factor, CD55), ο οποίος 

αναγνωρίζει ορισμένους echo- και coxsackie Β ιούς (Bergelson et al., 1994). Αυτοί οι 

υποδοχείς, δεν έχουν περιοχές όμοιες με αυτές της υπεροικογένειας των 

ανοσοσφαιρινών και αντίθετα με τους υποδοχείς που συνδέονται στην περιοχή της 

αύλακας δεν αποσταθεροποιούν το ιικό καφίδιο.

Τα διάφορα μόρια της υπεροικογένειας των ανοσοσφαιρινών που δρουν σαν 

υποδοχείς για τους picorna ιούς, είναι διαμεμβρανικές γλυκοπρωτεΐνες των οποίων 

η εξωκυτταρική πλευρά περιέχει δύο με πέντε δομές όμοιες των ανοσοσφαιρινών. 

Σε όλους αυτούς τους υποδοχείς, η αμινοτελική περιοχή, D1, περιέχει την θέση 

αναγνώρισης του ιού. FI φύση αυτών των μακριών μορίων και η σημαντικότητα της 

αμινοτελικής τους περιοχής αντικατοπτρίζει τον φυσιολογικό τους ρόλο στην 

προσκόλληση των κυττάρων (Sharpiro et al., 2002).
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Η είσοδος του ιού στο κύτταρο και η απελευθέρωση του γενετικού υλικού ξεκινάει 

όταν ο κατάλληλος υποδοχέας συνδεθεί με τον αντίστοιχο ιό. Σε πολλές 

περιπτώσεις, οι υποδοχείς μετατρέπουν τα μολυσματικά καψίδια σε σωμάτια Ά' , 

τα οποία έχουν χάσει την πρωτεΐνη VP4 και το αμινοτελικό άκρο της VP1 βρίσκεται 

εξωτερικά (Huang et al., 2000).

1.2.2.2 Αντιγραφή

Όταν το RNA του ιού ελευθερωθεί από τα ριβοσώματα, ξεκινάει η αντιγραφή του 

γενώματος αρχίζοντας πρώτα από την σύνθεση του κλώνου αρνητικής πολικότητας. 

Αυτή η διαδικασία απαιτεί ένα σύμπλεγμα πρωτεϊνών τόσο του κυττάρου όσο και 

του ιού καθώς και ρυθμιστικά στοιχεία επάνω στο RNA τα οποία δρουν in cis 

ρυθμίζοντας την αντιγραφή.

Cis-δραστικά στοιχεία που ρυθμίζουν την αντιγραφή αποτελούν:

1. Η 3' NTR και η πολυαδενυλιωμένη ουρά, μιας και είναι γνωστό ότι το 

μέγεθος της πολυαδενυλιωμένης ουράς αποτελεί έναν σημαντικό 

παράγοντα για την αντιγραφή του ιού (Barton et al., 2001)

2. Η δομή τριφυλλιού που βρίσκεται στο 5' άκρο της 5'-NTR επηρεάζει την 

σταθερότητα την μεταγραφή και την αντιγραφή των εντεροϊών. Θεωρείται 

ότι αυτή η δομή αλληλεπιδρά με την 3'-NTR μέσω πρωτεϊνών σχηματίζοντας 

ένα ριβονουκλεοπρωτεϊνικό (RNP) σύμπλοκο, το οποίο είναι απαραίτητο για 

την έναρξη της αντιγραφής του κλώνου αρνητικής πολικότητας (Gamarnik et 

al., 1998).

3. Μια δομή φουρκέτας που βρίσκεται στην περιοχή 2C του γενώματος είναι 

απαραίτητη για την σύνθεση της VPgpUpU η οποία χρησιμοποιείται κατά 

την αντιγραφή του κλώνου θετικής πολικότητας. Με αυτόν τον τρόπο 

χρησιμοποιείται διαφορετικός μηχανισμός ουριδιλίωσης της πρωτεΐνης VPg, 

για την έναρξη της αντιγραφής των κλώνων θετικής και αρνητικής 

πολικότητας. (Goodfellow et al., 2000/Morasco et al., 2003)

Ένα από τα πρώτα βήματα κατά την έναρξη της αντιγραφής, είναι ο σχηματισμός 

της ουριδιλιωμένης VPg, η οποία στη συνέχεια χρησιμοποιείται σαν εκκινιτής από
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την ιική πολυμεράση. Υπάρχουν δύο μοντέλα που περιγράφουν τον σχηματισμό της 

ουριδιλιωμένη VPg. Σύμφωνα με το πρώτο, η VPg ουριδιλιώνεται στην 

πολυαδενυλιωμένη ουρά όπου και δρα σαν εκκινιτής για την έναρξη της 

αντιγραφής του αρνητικού κλώνου. Σύμφωνα με το δεύτερο μοντέλο, η VPg 

ουρυδιλιώνεται στην φουρκέτα cre(2C), με αποτέλεσμα να παράγονται αρκετά 

μόρια VPgpUpU τα οποία και χρησιμοποιούνται σαν εκκινητικά μόρια για την 

έναρξη της αντιγραφής του κλώνου θετικής πολικότητας, αναγωνρίζοντας τις δύο 

αδενίνες που βρίσκονται στο 3' άκρο του αρνητικής πολικότητας κλώνου (Sharma et 

al., 2005).

Κατά την αντιγραφή του ιικού γενώματος, υπάρχει μια ασυμμετρία όσον αφορά την 

αντιγραφή του κλώνου θετικής πολικότητας σε σχέση με τον κλώνο αρνητικής 

πολικότητας. Η ύπαρξη δύο διαφορετικών μηχανισμών για την δημιουργία των 

εκκινητικών μορίων (ουριδιλίωση της VPg στην 3' πολυαδενυλιωμένη ουρά και στην 

φρουρκέτα cre(2C)), μπορεί να εξηγήσει τον λόγο για τον οποίο παρατηρείται 

απότομη αύξηση των κλώνων θετικής πολικότητας (Morasco et al., 2003).

1.2.2.3 Μετάφραση

Τυπικά για την μετάφραση ενός ευκαριωτικού mRNA, σχηματίζεται ένα 

ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύμπλοκο, γνωστό ως 43S προεναρκτήριο σύμπλοκο (Wells 

et al., 1998). Σε αυτήν τη δομή αλληλεπιδρά το 5'-άκρο, το οποίο, κατά κανόνα, 

περιέχει μια δομή καλύματος, με την πολυαδενυλιωμένη ουρά στο 3'-άκρο. Σε αυτό 

το ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύμπλοκο συμμετέχουν διάφοροι παράγοντες έναρξης 

της αντιγραφής. Πιο συγκεκριμένα, ο παράγοντας elF4E αλληλεπιδρά με το 5'- 

κάλυμα του mRNA και με τον παράγοντα elF4G, ο οποίος με τη σειρά του συνδέεται 

με την πρωτεΐνη ΡΑΒΡ (poly(A)-binding protein) (Gallie D. R., 1991). Ο παράγοντας 

elF4G συνδέεται και με μια ελικάση, το παράγοντα elF4A και μέσω του παράγοντα 

elF3 με την μικρή υπομονάδα του ριβοσώματος, έχοντας ένα ρόλο «πρωτεΐνης 

σκαλωσιάς» ("scaffold protein").

Η έναρξη της μετάφρασης του ιιού γενώματος, σηματοδοτεί και μια σειρά αλλαγών 

μέσα στο κύτταρο ξενιστή, όπως για παράδειγμα τροποποίηση των κανονικών 

μεταφραστικών παραγόντων (Lloyd, 1988). Μετά από μόλυνση από εντεροϊό.
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παρατηρείται κόψιμο των παραγόντων elF4GI και elF4G11, παράγοντας έτσι ένα 

αμινοτελικό και ένα καρβοξυτελικό τμήμα. Από αυτά τα δύο τμήματα, το ένα 

αλληλεπιδρά με τον παράγοντα elF4E και κατά συνέπεια με το 5'-κάλυμα ενώ το 

άλλο τμήμα, με την ελικάση (elF4A), την ΡΑΒΡ και τον παράγοντα elF3 μέσω του 

οποίου γίνεται η σύνδεση με την μικρή ριβοσωμική υπομονάδα (Lamphear et al., 

1995). Αντίθετα με τον παράγοντα elF4G, η ΡΑΒΡ κόβεται κατά τη διάρκεια τη 

μόλυνσης. Είναι φανερό ότι αυτές οι αλλαγές στο μολυσμένο κύτταρο εμποδίζουν 

την εξαρτώμενη από το 5'-κάλυμα μετάφραση των mRNA, ευνοώντας την 

μετάφραση μέσω στοιχείων IRES.

Κατά την μετάφραση του γενώματος των εντεροϊών, ο παράγοντας elF4G συνδέεται 

στο στοιχείο IRES μέσω του παράγοντα elF4B, οδηγώντας με αυτόν τον τρόπο το 

ιικό mRNA στο ριβόσωμα (Ochs et al., 1999). Η σύνδεση του παράγοντα elF4B στο 

στοιχείο IRES πραγματοποιείται στην δομική περιοχή V, ενώ αλληλουχίες της 

δομικής περιοχής VI συμβάλλουν στην σύνδεση αυτή του παράγοντα, χωρίς όμως 

να είναι απολύτως απαραίτητες για την μετάφραση του ιικού γενώματος. Εκτός 

όμως από τους παράγοντες έναρξης της μετάφρασης, υπάρχουν και άλλοι 

παράγοντες οι οποίοι συνδέονται στο στοιχείο IRES και προάγουν την μετάφραση ή 

διαμορφώνουν την ισορροπία μεταξύ μετάφρασης και αντιγραφής του ιϊκού RNA, 

όπως είναι η πρωτεΐνη των 57kDa που προσδένεται στην πολυπιριμιδική περιοχή 

ΡΤΒ (Polypyrimidine Tract-Binding protein), η πρωτεΐνη La των 52kDa (La auto 

antigen) και η poly(rC) πρωτεΐνη PCBP(Poly(rC) Binding Protein) (Ochs et al., 2002). 

Τέλος, το κωδικόνιο έναρξης που χρησιμοποιείται βρίσκεται σε απόσταση 30-150 

νουκλεοτίδια μετά από το στοιχείο IRES και αναγνωρίζεται μέσω της διαδικασίας 

της σάρωσης.

1.3 Επιδημιολογία

Οι μολύνσεις από τους εντεροϊούς είναι αρκετά συχνές. Στις Η.Π.Α. υπολογίζεται ότι 

10-15 εκατομμύρια άτομα μολύνονταιτο χρόνο (CDC, Oct 2000). Πιο επιρρεπείς στις 

μολύνσεις από εντεροϊούς είναι τα μικρά παιδιά και γενικά τα άτομα μικρής ηλικίας 

τα οποία είναι λιγότερο πιθανό να έχουν αντισώματα από προηγούμενες
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μολύνσεις. Ενήλικες μπορούν και αυτοί να μολυνθούν και να νοσήσουν, αν δεν 

παρουσιάζουν ανοσία για κάποιο συγκεκριμένο ορότυπο.

Εντεροϊοί μπορούν να βρεθούν σε εκκρίσεις του αναπνευστικού (σάλιο, πτύελα ή 

ρινική βλέννα) με αποτέλεσμα να μολύνουν τα άτομα που θα έρθουν σε επαφή με 

αυτά. Εντεροϊοί μπορούν να εντοπισθούν και στα κόπρανα ενός μολυσμένου 

ατόμου (CDC, June 1998). Γι' αυτό το λόγο καλές συνθήκες υγειινής μπορούν να 

μειώσουν την μετάδοση των ιών αυτών, ενώ η εποχή που μεταδίδονται συνήθως οι 

εντεροϊοί είναι το καλοκαίρι και το φθινόπωρο.

1.4 Παθογένεια

Συνήθως οι λοιμώξεις που προκαλούν οι εντεροϊοί, ακόμα και τα πιο παθογόνα 

στελέχη αυτών, είναι ασυμπτωματικές και γι' αυτό το λόγο από πολλούς 

θεωρούνται ως μη σημαντικοί για να βρεθούν στο επίκεντρο εμπεριστατωμένης 

έρευνας (Muir et al., 1998). Παρόλα αυτά, όμως, τα μέλη της οικογένειας αυτής 

μπορούν να προκαλέσουν πολύ σοβαρές ασθένειες.

Όταν μέλη της οικογένειας των εντεροϊών προσβάλουν το νευρικό σύστημα 

μπορούν να προκαλέσουν ασθένειες όπως: παράλυση που να οφείλετε σε πολιοϊό ή 

άλλο εντεροϊό διαφορετικό από τους πολιοϊούς, μη παραλυτική πολιομυελίτιδα και 

μηνιγγίτιδα. Έχουν παρατηρηθεί και φαινόμενα παραλυτικής ασθένειας, τα οποία 

δεν οφείλονται σε πολιοϊούς. Σε αυτές τις περιπτώσεις υπάρχει καταστροφή των 

κινητικών νευρώνων από διάφορους Coxsackie και Ehco ιούς (Brown et al., 1972, 

Grimwood et al., 2003). Στην παραλυτική πολιομυελίτιδα εμφανίζονται πρώτα τα 

συμπτώματα της μηνιγγίτιδας, όπως ακαμψία της πλάτης και του λαιμού, ενώ 

παρατηρείται μικρή παράλυση μέσα σε 24-48 ώρες. Το πλήρες μέγεθος της 

παράλυσης παρατηρείται μέσα σε 48-72 ώρες. Κατά την μη παραλυτική 

πολιομυελίτιδα (ασηπτική μηνιγγίτιδα) η μόλυνση από τον μη-παραλυτικό πολιοϊό 

είναι ραγδαία προκαλώντας πονοκέφαλο, τάση προς εμετό, πυρετό και 

συμπτώματα μηνιγγίτιδας. Τα συμπτώματα συνήθως υποχωρούν σε λιγότερο από 

μία εβδομάδα και η ανάρρωση γίνεται χωρίς επιπλοκές. Η μηνιγγίτιδα εκτός από 

τους πολιοϊούς μπορεί να οφείλεται και σε ορισμένα στελέχη Coxsackie και Echo 

ιών, τα οποία προσβάλουν συνήθως άτομα μικρής ηλικίας (Brown et al., 1972).
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Μια άλλη ασθένεια που οφείλεται σε εντεροϊούς είναι η HFMD (Hand Foot Mouth 

Disease) (Chan et al., 2003). Αυτή είναι συνήθως μια ήπια και αυτοπεριοριζόμενη 

(self-limiting), παιδική ασθένεια, που χαρακτηρίζεται από απότομο σχηματισμό 

πληγών στο στόμα (ulcerating vesicles) και βλάβες, συνήθως αγγειακές, στα χέρια 

και στα πόδια. Η ασθένεια οφείλεται σε ορισμένους ομότυπους των εντεροϊών, 

συνήθως στους Coxsackie Α16 και EV71. Άλλα στελέχη τα οποία σχετίζονται με την 

ασθένεια είναι οι ιοί Coxsackie Α4, 5, 9, 10, Coxsackie Β2 και 5. Το πρώτο κρούσμα 

της ασθένειας αναφέρθηκε στην Σιγκαπούρη το 1970.

Ασθένειες του αναπνευστικού έχουν, επίσης, συσχετισθεί με διάφορα στελέχη των 

εντεροϊών, όπως για παράδειγμα το EV68 (Oberste et al., 2004b), ενώ ιοί της 

οικογένειας των ρινοϊών και των εντεροϊών έχουν ανιχνευθεί σε μολύνσεις του 

αναπνευστικού σε παιδιά και θεωρούνται σαν ο βασικότερος αιτιολογικός 

παράγοντας της βρογχιολίτιδας σε άτομα νεαρής ηλικίας (Jacques et al., 2006). 

Μολύνσεις του αναπνευστικού συστήματος από ιούς έχουν παρατηρηθεί σε πολλές 

περιπτώσεις σε ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς, ιδιαίτερα κατά την μεταμόσχευση 

εμβρυϊκών αιμοποιητικών κυττάρων (HSCT, Hematopoietic Stem Cell 

Transplantation) (Chakrabarti et al., 2004). Παρά το γεγονός ότι ο συνήθης τρόπος 

μετάδοσης των εντεροϊών είναι μέσω του πεπτικού συστήματος, η μετάδοση μέσω 

του αναπνευστικού συστήματος είναι αρκετά συνήθης (Khetsuriani et al., 2006). 

Υπάρχουν δε περιπτώσεις όπου εντεροϊοί οδήγησαν στο θάνατο ασθενών μετά από 

μεταμόσχευση εμβρυϊκών αιμοποιητικών κυττάρων (Parody, 2007).

Η μόλυνση των μυϊκών κυττάρων της καρδιάς από τους ιούς Coxsackie Β είναι ένας 

σημαντικός αιτιολογικός παράγοντας της ανθρώπινης καρδιομυοπάθειας, όπου 

έχουν ανιχνευθεί στο 30% των περιπτώσεων (Baboonian et al., 1997). Η ασθένεια 

χαρακτηρίζεται από διόγκωση της καρδιάς και καρδιακή ανεπάρκεια, ενώ ο 

μηχανισμός στον οποίον οφείλεται περιλαμβάνει πρωτεολυτικό κόψιμο της 

δυστροφίνης, από την ιική πρωτεάση 2Α (2Apro), οδηγώντας σε καταστροφή του 

κυτταροσκελετού και απώλεια της ικανότητας μετάδοσης της μηχανικής δύναμης 

κατά τη συστολή. Παρόμοια συμπτώματα παρουσιάζουν και τα άτομα τα οποία 

φέρουν μεταλλάξεις στο γονίδιο της δυστροφίνης (Baxter et al., 2006).
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Οι Coxcackie Β ιοί, έχει βρεθεί ότι εκτός των άλλων μπορούν να προσβάλλουν τα β 

κύτταρα του παγκρέατος και να προκαλέσουν τελικά σακχαρώδη διαβήτη τύπου I. 

Η μόλυνση των κυττάρων από τον ιό, δεν οδηγεί αυτόματα στην εμφάνιση των 

συμπτωμάτων της ασθένειας. Αντίθετα το προφίλ των κυτοκινών είναι αυτό που θα 

καθορίσει αν τα Τ λεμφοκύτταρα θα στραφούν εναντίων των εαυτών κυττάρων ή 

όχι (Dotta et al., 2007).

1.5 Διάγνωση

Υπάρχουν πολλοί λόγοι για τους οποίους η ταυτοποίηση των εντεροϊών είναι 

απαραίτητη (Caro et al., 2001):

•S Κατά την προσπάθεια του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας (World Health 

Organization) για την εξάλειψη της πολιομυελίτιδας, είναι απαραίτητος ο 

διαχωρισμός των πολιοιών από τους μη-πολιο- εντεροϊούς.

ν' Για να βρεθεί η ακριβής σχέση μεταξύ των διαφόρων εντεροϊών και των 

κλινικών συμπτωμάτων θα έπρεπε να υπάρχει ένας αξιόπιστος τρόπος 

οροτυπικής ταυτοποίησης.

ν' Τα νεογνά και οι ανοσοκατεσταλμένοι ασθενείς παρουσιάζουν μεγαλύτερη 

ευαισθησία σε μολύνσεις από ιούς και η δυνατότητα ταυτοποίησης των 

εντεροϊών αποτελεί ένα σημαντικό εργαλείο για να καθοριστεί η 

θεραπευτική στρατηγική που θα ακολουθηθεί.

ν' Τέλος, για την πραγματοποίηση επιδημιολογικών και φυλογενετικών 

μελετών, έπρεπε να αναπτυχθούν μέθοδοι ταυτοποίησης που να μπορούν 

να χρησιμοποιηθούν για ένα μεγάλο αριθμό εντεροϊών.

Η χρήση αντισωμάτων για την ταυτοποίηση των εντεροϊών, υπήρξε για πολύ καιρό 

η βασική μέθοδος ταυτοποίησης. Είναι γενικά αξιόπιστη, αλλά μειονεκτεί σε σχέση 

με τις σύγχρονες μεθόδους στο ότι απαιτεί πολλή εργασία, πολύ χρόνο ενώ μπορεί 

να αποτύχει να αναγνωρίσει κάποιον απομονωμένο ιό λόγο συσσωμάτωσης των 

σωματιδίων (particles), αντιγονικής μετατόπισης (antigenic drift), ανασυνδιασμών 

στις καψιδικές πρωτεΐνες ή παρουσίας περισσότερων του ενός είδους ιών στο 

δείγμα. Προφανώς, ιοί οι οποίοι δεν ήταν ήδη χαρακτηρισμένοι σαν εντεροϊοί θα
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παρουσίαζαν δυσκολίες στην ταυτοποίηση τους με αντισώματα, καθώς η μέθοδος 

αυτή χρησιμοποιεί αντισώματα ειδικά για κάθε ορότυπο. Επιπλέον, δεν υπάρχουν 

διαθέσιμοι αντιοροί για όλους τους ομότυπους των εντεροϊών (υπάρχουν για 40 

ομότυπους), με αποτέλεσμα να υπάρχουν σημαντικοί περιορισμοί στην χρήση της 

μεθόδου αυτής (Oberste et al., 2000). Ακόμη πολλά από τα στελέχη των εντεροϊών 

δεν πολλαπλασιάζονται σε κυτταροκαλλιέργιες. Γι' αυτό το λόγο, οι μοριακές 

τεχνικές διάγνωσης που βασίζονται στην αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης 

(PCR), παρουσιάζουν μεγαλύτερη ευαισθησία από τις παραδοσιακές μεθόδους 

(Vuorinen et al., 2003).

Η ανάπτυξη της τεχνικής της αντίστροφης μεταγραφής και της αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυμεράσης (RT-PCR), παρέχει έναν εναλλακτικό τρόπο ανίχνευσης 

του γενετικού υλικού των εντεροϊών. Επίσης, οι δημοσιευμένες αλληλουχίες των 

εντεροϊών επιτρέπουν την δημιουργία πρωτοκόλλων τα οποία αναγνωρίζουν όλα τα 

γνωστά στελέχη των εντεροϊών. Έτσι τα πρωτόκολλα που χρησιμοποιούν την τεχνική 

της RT-PCR για την ανίχνευση των εντεροϊών παρουσιάζουν μεγάλη ευαισθησία, 

απαιτούν λιγότερη εργασία και λιγότερο χρόνο για την ολοκλήρωσή τους, μπορούν 

να ανιχνεύσουν όλους τους γνωστούς εντεροϊούς, ενώ κάποια από αυτά 

παρουσιάζουν και δυνατότητα οροτυπικής ταυτοποίησης. Συνήθως, οι περιοχές που 

χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση και ταυτοποίηση των εντεροϊών είναι η 5'-NTR 

και η περιοχή του γονιδίου της VP1 καψιδικής πρωτεΐνης.

Στις περισσότερες περιπτώσεις, οι μοριακές μέθοδοι που χρησιμοποιούνται για την 

ανίχνευση των εντεροϊών, στοχεύουν σε συντηρημένες περιοχές της 5'-NTR, 

επιτρέποντας με αυτόν τον τρόπο την ανίχνευση όλων των μελών του γένους 

(Romero J. R., 1999). Υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός από πρωτόκολλα τα οποία 

έχουν την ικανότητα ανίχνευσης των εντεροϊών χρησιμοποιώντας τη τεχνική της RT- 

PCR ή παραλλαγές της μεθόδου όπως nested RT-PCR (Puiq et al., 1994), Real-Time 

RT-PCR (Nijhuis et al., 2002, Landry et al., 2005) ή συνδυασμός με άλλες τεχνικές 

όπως RT-PCR και microarrays (Laassri et al., 2005) ή RT-PCR και υβριδοποίηση κατά 

Southern (Zoll et al., 1992). Έχει δειχθεί ότι η ενδο-οροτυπική ποικιλότητα στην 5'- 

NTR είναι τόσο μεγάλη που δεν μπορεί να υπάρξει σαφής αντιστοίχηση μεταξύ της 

5'-NTR και του ομότυπου (Oberste et al., 1999, Mulders et al., 2000). Παρ' όλα αυτά
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όμως, πραγματοποιώντας ανάλυση RFLP στην 5'-NTR θα μπορούσε να γίνει μια 

ομαδοποίηση μεταξύ των εντεροϊών (Siafakas et al., 2002, Siafakas et al., 2003).

Επειδή όμως η αλληλουχία του γονιδίου της VP1 καψιδικής πρωτεΐνης σχετίζεται με 

τον ομότυπο, με βάση τις αντιγονικές μεθόδους, μοριακές μέθοδοι οι οποίες θα 

στόχευαν το γονίδιο αυτό, θεωρείται ότι εκτός από την δυνατότητα ανίχνευσης θα 

μπορούσαν να χαρακτηρίσουν και οροτυπικά τους εντεροϊούς (Oberste et al., 1999). 

Το βασικότερο πρωτόκολλο που στοχεύει στο γονίδιο της VP1 καψιδικής πρωτεΐνης 

περιλαμβάνει την πραγματοποίηση nested RT-PCR, η οποία συνδυάζεται με 

αλληλούχιση (Nix et al., 2006), παρέχοντας την δυνατότητα ανίχνευσης και 

οροτυπικής ταυτοποίησης όλων των γνωστών στελεχών των εντεροϊών.
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2 Πειραματική διαδικασία

2.1 Σκοπός της μελέτης

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν ο σχεδιασμός ενός πρωτοκόλλου το οποίο θα 

μπορεί να ανιχνεύει και να ταυτοποιεί όλα τα γνωστά στελέχη των εντεροϊών. Η 

περιοχή που στοχεύει το συγκεκριμένο πρωτόκολλο είναι η 5'-NTR διότι περιέχει 

συντηρημένες περιοχές οι οποίες μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την ανίχνευση 

όλων των εντεροϊών. Παρ' όλο που η ενδο-οροτυπική ποικιλότητα στην 5'-NTR είναι 

τόσο μεγάλη που δεν μπορεί να υπάρξει σαφής αντιστοίχηση μεταξύ της 5'-NTR και 

του ομότυπου (Oberste et al., 1999, Mulders et al., 2000), πραγματοποιώντας 

ανάλυση RFLP, θα μπορούσε να γίνει μια ομαδοποίηση μεταξύ των εντεροϊών 

(Siafakas et al., 2002, Siafakas et al., 2003).

2.2 Υλικά και μέθοδοι

2.2.1 Πρότυπες Αλληλουχίες

Αρχικά χρησιμοποιήθηκαν οι υπάρχουσες αλληλουχίες των 5'-μη κωδικών περιοχών 

των πρότυπων στελεχών εντεροϊών για το σχεδίασμά των εκκινητικών μορίων και 

την επιλογή των ενζύμων περιορισμού. Οι αλληλουχίες που χρησιμοποιήθηκαν 

φαίνονται στον πίνακα 2 και βρίσκονται δημοσιευμένες σε βάσεις δεδομένων όπως 

στο PUBMED (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) και στο ευρωπαϊκό ινστιτούτο 

βιοπληροφορικής (http://www.ebi.ac.uk/)
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(West Virginia/51)
Ε16 Harrington 

(Massachusetts/51)
AY302542

Ε17 CHHE-29 (Mexico City) AY302543
Ε18 Metcalf (Ohio) AF317694, AF405314
Ε19 Burke (Ohio) AY302544
Ε19 K/542/81 AY167107
Ε20 JV-1 (Washington DC/55) AY302546, AF405316
Ε21 Farina (E26D)

(Massachusetts/50)
AY302547, AF405317

Ε24 DeCamp (Ohio/56) AY302548, AF405318
Ε25 JV-4 (Washington DC/57) AY302549
Ε26 Coronel (11-3-6)

(Philippines/53)
AY302550, AF405319

Ε27 Bacon (1-36-4)
(Philippines/53)

AY302551, AF405320

Ε29 JV-10 (Washington
DC/55)

AY302552, AF405321

Ε30 Bastianni (New York/58) AF162711, AF311938
Ε31 Caldwell (Kansas/55) AY302554, AF405322
Ε32 PR-10 (Puerto Rico) AY302555, AF405323

Ε33 Toluca-3 (Mexico/59) AY302556, AF405324
Polio 1 Mahoney (Ohio/41) J02281, VO 1148,

V01149
Polio 1 Sabin (LSc, 2ab) V01150
Polio 2 Lansing (Michagan/37) M12197
Polio 2 Sabin (P712, Ch, 2ab) X00595
Polio 3 Leon (California/37) KOI392
Polio 3 Sabin (Leon 12a-l-b) K00043
EV68 Fennon (Califomia/62) AY426531
EV69 Toluca-1 (Toluca,

Mexico/59)
AY302560

EV70 J670/71 (Japan/71) D00820, DQ201177,
EV71 Tainan/5746/98 (Taiwan 

POC)
AF304457

EV71 BrCr (California/70) U22521
EV73 CA55-1988 AF241359, AF241360
EV74 USA/CA75-10213 AY556057
EV75 USA/OK85-10362 AY556070
EV76 ??? AY697458
EV77 USA/TX97-10394 AY843302
EV79 USA/CA82-10385 AY843309
EV79 USA/CA79-10384 AY843297
EV80 USA/CA67-10387 AY843298
EV81 USA/CA68-10389 AY843299
EV82 USA/CA64-10390 AY843300
EV83 USA/CA76-10392 AY843301
EV84 CIV2003-10603 DQ902712
EV85 BAN00-10353 AY843303
EV86 BAN00-10354 AY843304
EV87 BAN01-10396 AY843305
EV88 BAN01-10398 AY843306
EV89 BANOO-10359 AY697459
EV90 CAM 1956 AB192877
EV90 BAN99-10399 AY697460
EV90 F950027 AY773285
EV91 BAN00-10406 AY697461
EV97 BAN99-10355 AY843307
EV100 BAN2000-10500 NC 009887
EV101 CIV03-10361 AY843308

Virus Strain Accession Number

CAVl T.T. (Tompkins) AF499635, AF329684
CAV2 Fleetwood AY421760, AF303036
CAV3 Olson AY421761, AF303037
CAV4 High Point AY421762, AY028214
CAV5 Swartz AY421763
CAV5 G.S. AF303044
CAV6 C.G. AY028215
CAV6 Gdula AY421764
CAV7 Parker AY421765, AF329685
CAV8 Donovan AY421766, AY028216
CAV9 P. Bozek AY028216
CAV9 Griggs D00627
CAV10 Kowalik AY421767, AF303042
CAV11 Belgium 1 (Belgium/51) AF499636, AF329686
CAV12 Texas-12 AY421768, AF303041
CAV13 Flores (Mexico/52) AF499637, AF465511, 

AF303040
CAV14 G-14 AY421769, AF329687
CAV15 G-9 (South Africa/50) AF499638, AF465512, 

AY028217
CAVl 6 G-10 (South Afhca/51) U05876
CAV16 Tainan/5079/98 (Taiwan) AF177911
CAVl 7 G-12 (South AfHca/51) AF499639, AF329688
CAVl 8 G-13 (South Africa/50) AF499640, AF465513, 

AF303038
CAVl 9 NIH-8663 (Dohi)

(Japan/5 2)
AF499641, AF329689

CAV20 IH-35 (New York/55) AF499642, AF465514, 
AF303039

CAV21 Coe (California/54) D00538
CAV21 Kuykendall

(Califomia/52)
AF546702, AF465515

CAV22 Chulman (New York/55) AF499643, AF329690
CAV24 Joseph AY028218
CAV24 EH 24/70 (Singapore/70) D90457
CBV1 Japan Ml 6560,
CBV2 Ohio-l/Oliio/US/47 AF081485, AF085363
CBV3 Nancy/Connecticut/US/49 M88483, M33854,

M16572
CBV4 JVB/New York/US/51

(Benschoten)
X05690

CBV5 F aulkner/Kentucky/US/52 AF114383,
CBV5 1954/UK/85

(Peterborough/UK/85)
X67706

CBV6 Schmitt/Philippines/53
(1-15-21)

AF039205, AF105342, 
AF114384

El Farouk/Egypt/51 AF029859
E2 Comelis/Connecticut/US/

51
AY302545, AF465518

E3 Morrisey/Connecticut/US/
51

AY302553

E4 Pesacek/Connecticut/US/5
1

AY302557, X89534

E5 Noyce/Maine/54 AF083069
E6 D'Amori (Rhode

Island/55)
AY302558, AF405325

E6 Charles (wild type, lytic) U16283
E7 Wallace (Ohio) AY036579, AY302559, 

AF465516
E9 Hill/Ohio/US/53 X84981
E9 Barty X92886
Ell Gregory (Ohio) X80059
E12 Travis (Philippines/53) 

(wildtype)
X79047

E12 Travis (Rhodanine
resistant variant)

X77708

E13 Del Carmen
(Philippines/53)

AY302539, AF405311

E14 Tow (Rhode Island/54) AY302540, AF405312
E15 | Ch 96-51 (Charleston) AY302541, AF405313

Πίνακας 2: Αλληλουχίες πρότυπων στελεχών των εντεροϊών
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2.2.2 Επιλογή Εκκινητικών μορίων

Για τον σχεδίασμά των εκκινητικών μορίων, πραγματοποιήθηκε ομοπαράθεση των 

στελεχών του πίνακα 2, με τη βοήθεια του προγράμματος ClustalW 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/). Στη συνέχεια, επάνω στις συντηρημένες 

περιοχές σχεδιάσθηκαν τα εκκινητικά μόρια που παρουσιάζονται στον πίνακα 3.

Όνομα Θέση Πολικότητα Αλληλουχία 5'-3'

TS1 66-85 Sense TACC(CT)TTGTACGCCTGTTTT

HEV-C-9 538-558 Antisense GGACACCCAAAGTAGTCGGTTC

Πίνακας 3: Εκκινητικά μόρια. Η θέση υπολογίστηκε με βάση το στέλεχος Coxsackie Β1.

2.2.3 Επιλογή ένζυμων

Για την επιλογή του περιοριστικού ένζυμου, δοκιμάσθηκαν αρκετά ένζυμα, σε 

θεωρητικό επίπεδο με το πρόγραμμα Genrunner 3.05, αναζητώντας την αλληλουχία 

αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύμου στις αλληλουχίες της 5' NTR των στελεχών 

του πίνακα 2. Κοινό χαρακτηριστικό όλων των ενζύμων που μελετήθηκαν, ήταν ότι 

αναγνώριζαν περιοχές πλούσιες σε γουανίνη και κυτοσίνη, λόγω της ύπαρξης 

μεγάλου ποσοστού αυτών των βάσεων στην 5' NTR (Stanway et al., 1984). To 

περιοριστικό ένζυμο που επιλέχθηκε τελικά ήταν το Hha I (Takara Biomedical group, 

Shiga, Japan) το οποίο αναγνωρίζει και κόβει την αλληλουχία GCG/C.

2.2.4 Πρότυπα στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν κατά την 

πειραματική διαδικασία

Στο πειραματικό τμήμα της εργασίας χρησιμοποιήθηκαν 46 πρότυπα στελέχη 

εντεροϊών, τα οποία παρουσιάζονται στον πίνακα 4. Για την καλλιέργεια των ιών 

χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα Rd και L2oB. Η επώαση έγινε στους 37°C για τρεις 

ημέρες, οπότε και παρατηρήθηκε πλήρης κυτταροπαθογόνος δράση του ιού (CPE). 

Μετά την πλήρη καταστροφή των κυττάρων από τον ιό, οι σωλήνες με τις 

κυτταροκαλλιέργειες μεταφέρθηκαν στους -80°C για συντήρηση.
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ιιβι;ι;
CAV1 Tompkins
CAV2 Fleetwood
CAV3 Olson
CAV4 High Point
CAV6 C.G.
CAV7 Parker
CAV8 Donovan
CAV10 Kowalik
CAV11 Belgium
CAV12 Texas-12
CAV13 Flores
CAV14 G-14
CAV15 G-9
CAV18 G-13
CAV20 IH-35
CAV21 Coe
CBV1 Japan
CBV2 Ohio-1
CBV5 Kentucky
CBV6 Philippines
Ε1 Farouk
Ε2 Comelis
Ε3 Morrisey
Ε4 Pesacek
Ε9 Barty

ΠεΓΓ"' Gregory
Ε12 Travis
Ε13 Del Carmen
Ε14 Tow
Ε15 Charleston
Ε16 Harrington
Ε17 CHHE-29
Ε18 Metcalf
Ε20 JV-1
Ε21 Farina
Ε24 DeCamp
Ε26 Coronel
Ε27 Bacon
Ε29 JV-10
Ε31 Caldwell
Ε32 PR-10
Ε33 Toluca-3
PV1 Sabin
PV2 Sabin
PV3 Sabin
EV70 Japan

Πίνακας 4: Στελέχη εντεροίων που χρησιμοποιήθηκαν πειραματικά
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2.2.5 Εκχύλιση ιϊκού RNA από κυτταροκαλιέργειες

Η απομόνωση του ιικού RNA έγινε με την μέθοδο της θειοκυανιούχου 

γουανιδίνης (Casas I, 1995). Από κάθε μολυσμένη κυτταροκαλλιέργεια 

χρησιμοποιήθηκαν ΙΟΟμΙ, τα οποία επωάσαμε για 20 min σε θερμοκρασία 

δωματίου με 300μΙ διαλύματος αποτελούμενου από: 4Μ GuSCN, 0.5% N-lauroyl 

sacrosine, ImM dithiotreitol, 25 mM sodium citrate και 40 μ§/ΐυόθ γλυκογόνο με 

σκοπό την λύση των κυττάρων. Στη συνέχεια, προστέθηκαν 400μΙ παγωμένης 

ισοπροπανόλης διατηρημένης στους -20°C. Μετά από καλό vortex τα δείγματα 

έμειναν στον πάγο για 20min και στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν για lOmin στις 

14.000xg στους +4°C. Η ισοπροπανόλη απομακρύνθηκε και προστέθηκε 0,5ml 

παγωμένης αιθανόλης 70%. Ακολούθησε φυγοκέντρηση, όπως περιγράφηκε 

παραπάνω. Η αιθανόλη απομακρύνθηκε πλήρως και το εκχυλισθέν RNA αφέθηκε 

να στεγνώσει σε επωαστικό κλίβανο στους 55 °C για 5 min. Μετά το τέλος της 

απομόνωσης το ολικό κυτταρικό και ιϊκό RNA επαναδιαλύθηκε σε ΙΟΟμΙ 

απεσταγμένου και αποστειρωμένου νερού, ελεύθερου νουκλεασών και φυλάχθηκε 

στους-80°C.

2.2.6 Αντίστροφη μεταγραφή - Αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης (RT-PCR)

Για την σύνθεση cDNA από το προϊόν της εκχύλισης του RNA, πραγματοποιήθηκε η 

διαδικασία της αντίστροφης μεταγραφής. Αρχικά, 5μΙ από το RNA επωάσθηκαν με 

2μΙ τυχαίων εκκινητών (random primers) d(N)9 (Takara Biomedical group, Shiga, 

Japan) στους 70 °C για 5 min. Αφού τα δείγματα μεταφέρθηκαν αμέσως στον πάγο, 

σε καθένα απ' αυτά προστέθηκε μείγμα αποτελούμενο από: 5μΙ ρυθμιστικού 

διαλύματος 5x (M-MLV reaction buffer), 5μΙ μείγματος νουκλεοτιδίων ΙΟιύίΜ 

(dNTPs), 100 μονάδες αντίστροφης μεταγραφάσης M-MLV (Promega Corporation 

Madison Wl, USA) και 20 μονάδες αναστολέα ριβονουκλεασών, RNase Inhibitor (ΗΤ 

Biotechnology, UK). Τέλος, προστέθηκε απεσταγμένο και αποστειρωμένο, ελεύθερο 

νουκλεασών νερό (Sigma Aldrich, St Louis MO), έως τελικού όγκου 20μΙ. 

Ακολούθησε επώαση στους 37 °C για ΙΓι και στην συνέχεια έγινε απενεργοποίηση 

της αντίστροφης μεταγραφάσης με επώαση στους 95°C για 5 min.
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Από τα cDNA που δημιουργήθηκαν, στη συνέχεια ενισχύθηκε ένα τμήμα που 

αντιστοιχεί σε ένα μέρος της 5' μη μεταφραζόμενης περιοχής. Το μείγμα της 

αντίδρασης αποτελούταν από 3μΙ cDNA, 5μΙ ρυθμιστικού διαλύματος lOx (Taq 

Buffer - Stratagene), 5μΙ μείγματος νουκλεοτιδίων (dNTPs) lOmM, 2μΙ εκκινητικών 

μορίων 10pm, 0,5μΙ (2,5 unit) Paq DNA πολυμεράσης (Stratagene) και αποσταγμένο 

και αποστειρωμένο, ελεύθερο νουκλεασών νερό (Sigma Aldrich, St Louis MO), έως 

τελικού όγκου 50μΙ.

Προηγήθηκε αποδιάταξη του cDNA στους 95°C για 2 λεπτά και στη συνέχεια, 

ακολούθησε η εφαρμογή των συνθηκών όπως παρουσιάζονται στον πίνακα 5.

Ζεύγη εκκινητικών 

μορίων
Συνθήκες Αλυσιδωτής Αντίδρασης της Πολυμεράσης

TS1-HEVC9

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 20sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 40°C για 20sec >40 κύκλοι 

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72°C Yia30sec-^

Πίνακας 5: Συνθήκες αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR)

Η PCR ολοκληρώθηκε με ένα τελευταίο στάδιο επώασης στους 78 °C για 15 

λεπτά.

Η επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων της RT-PCR έγινε με ηλεκτροφόρηση των 

προϊόντων της RT-PCR σε πήκτωμα αγαρόζης (Invitrogen, Life Technologies, Pairsley, 

UK) συγκέντρωσης 2% σε ρυθμιστικό διάλυμα ΤΒΕ IX (Tris-Boric acid-EDTA) που 

περιείχε βρωμιούχο αιθίδιο σε συγκέντρωση lpg/ml. Από το προϊόν της PCR 

χρησιμοποιήθηκαν ΙΟμΙ, τα οποία αφού αναμίχθηκαν με 2μΙ χρωστικής, 

μεταφέρθηκαν στο πήκτωμα αγαρόζης και αναλύθηκαν σε συσκευή 

ηλεκτροφόρησης (Scie-Plas, UK) όπου εφαρμόστηκε τάση 200V. Η οπτική 

παρατήρηση των προϊόντων της RT-PCR στο πήκτωμα αγαρόζης έγινε μέσω 

συσκευής εκπομπής υπεριώδους ακτινοβολίας (Foto UV15, Fotodyne)
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2.2.7 RFLP

Κατά την μελέτη RFLP, χρησιμοποιήθηκαν 3-6 μΙ από το προϊόν της PCR, το οποίο 

προστέθηκε σε διάλυμα που περιείχε: 2μΙ ρυθμιστικού ΙΟχ, ΙμΙ (=10unit) ένζυμου 

Hhal (Takara Biomedical group, Shiga, Japan) και απεσταγμένο και αποστειρωμένο, 

ελεύθερο νουκλεασών νερό (Sigma Aldrich, St Louis MO), έως τελικού όγκου 20μΙ. 

Ακολούθησε επώαση 2 ωρών στους 37°C. Η δράση του ενζύμου σταμάτησε με την 

προσθήκη 3μΙ Loading Buffer ΙΟχ (Takara Biomedical group, Shiga, Japan).

Τα προϊόντα της πέψης ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης (Invitrogen, Life 

Technologies, Pairley, UK) συγκέντρωσης 3% σε ρυθμιστικό διάλυμα ΤΒΕ IX (Tris- 

Boric acid-EDTA) που περιείχε βρωμιούχο αιθίδιο σε συγκέντρωσης lpg/ml. 

Ολόκληρο το προϊόν της πέψης μεταφέρθηκε στο πήκτωμα αγαρόζης και 

ηλεκτροφορήθηκε σε συσκευή ηλεκτροφόρησης (Scie-Plas, UK) όπου εφαρμόσθηκε 

τάση 70V για 2 περίπου ώρες. Για τον προσδιορισμό του μεγέθους των τμημάτων 

της πέψης χρησιμοποιήθηκε το υπολογιστικό πρόγραμμα GelPro 4.0.

2.3 Αποτελέσματα

2.3.1 PCR

Η PCR με τα εκκινητικά μόρια TS1/HEV-C-9 έδωσε θετικά αποτελέσματα σε όλα τα 

πρότυπα στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία (πίνακας 4), 

ενισχύοντας τμήμα 492 βάσεων περίπου.

2.3.2 RFLP

Αρχικά πραγματοποιήθηκε θεωρητική μελέτη με το πρόγραμμα GenRunner 3.05, 

χρησιμοποιώντας τις αλληλουχίες των προτύπων στελεχών του πίνακα 2. Σύμφωνα 

με την θεωρητική αυτή μελέτη, η πέψη με το περιοριστικό ένζυμο Hhal του 

προϊόντος της PCR με τα εκκινητικά μόρια TS1/HEV-C-9, ομαδοποιεί τα πρότυπα 

στελέχη του πίνακα 2 σε 18 ομάδες, όπως παρουσιάζεται στον πίνακα 6.
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.·-! 3Λ ικά αποτελέσματα της μελέτης RFLP 
Biomedical group, Shiga, Japan) (GCG/C

ιε το περια

Μέγεθος τμημάτων 
περιορισμού

Στελέχη

Ομάδα 1: Άκοπα CAV2, CAV4, CAV12
CBV1, CBV3, CBV5_Peterbourgh, CBV6
El, Ε7, Ε12, Ε13, E14(AF405312), Ε15, Ε17, Ε18, Ε29,
Ε30, Ε31, Ε32, Ε33
EV71_Caiifornia, EV88, EV83, EV82

Ομάδα 2: 456, 40 EV70
Ομάδα 3: 417, 69 CAV3, 10, 16_G-10, 16_Taiwan 

Ell, E19, E24, EV80, EV81*, EV89*
Ομάδα 4: 353,133 CAV20

CBV4
E9_Hill, E21, E27
EV71_Taiwan, EV101, EV79

Ομάδα 5: 377, 68, 33 EV76
Ομάδα 6: 346, 78, 62 CAV14
Ομάδα 7: 295, 72, 62, 57 E3
Ομάδα 8: 284,130, 72 CAV8* 

E2 *
Ομάδα 9: 287, 200 CAV5 

E20, E25
EV69, EV73, EV86, EV77

Ομάδα 10: 270,140, 65 EV75, EV87
Ομάδα 11: 270, 220 CAV11, CAV15, CAV17, CAV18, CAV21, CAV22

E5, E6, E16, E26
EV74, EV84, EV97, EV100

Ομάδα 12: 268, 116,113 CAV7
Ομάδα 13: 234, 220, 43 CAV1, CAV13, CAV19, CAV24 

PV1(M), PV2(L), Sabin 1, Sabin 2, EV91
Ομάδα 14: 255, 152, 45, 27 CAV6

I Ομάδα 15: 211, 203, 72 CBV2
1 E9_Barty, EV85*

Ομάδα 16:197,155, 134 CBV5_Kentucky
CAV9_Griggs

1 Ομάδα 17:198, 155, 69, 64 E4
Ομάδα 18:158,134, 86, 78 PV3(L), Sabin 3
*Τα στελέχη CAV8 και Ε2, EV81 και EV89 και o EV85 παρουσιάζουν ίδιο προφίλ |
τμημάτων περιορισμού με τα άλλα μέλη της ομάδα που είναι κατηγοριοποιημένα, 

| αλλά οι θέσεις κοπής βρίσκονται σε διαφορετικά σημεία κατά μήκος του γενώματος 
Πίνακας 6: Θεωρητικό προφίλ τμημάτων περιορισμού με το περιοριστικό ένζυμο Hhal.

34



Κατά το πειραματικό μέρος της εργασίας χρησιμοποιήθηκαν 46 πρότυπα στελέχη 

εντεροϊών (πίνακας 4). Σύμφωνα με τα πειραματικά αποτελέσματα, τα στελέχη του 

πίνακα 4 ομαδοποιούνται σε 12 ομάδες, μετά από ανάλυση RFLP. Τα αποτελέσματα 

αυτά φαίνονται στον πίνακα 7.

| fi)J 1· || 11
Μέγεθος τμημάτων
περιορισμού

Στελέχη

Ομάδα 1: Ακοπα CAV2, CAV4, CAV12 
CBV1, CBV6
El, Ε12, Ε13, Ε15, Ε17, Ε18, Ε29, Ε31, Ε32, Ε33, 
Ε11, Ε16, Ε14

Ομάδα 2: 417,69 CAV3, 10, CAV8, CAV15, CAV18 
Ε24

Ομάδα 3: 353,133 CAV14 
Ε21, 27

Ομάδα 4: 295, 72, 62, 57 Ε3
Ομάδα 5: 284, 130, 72 CAV20, CAV1

..Ε2..................................................... _............ .......... 1
Ομάδα 6: 287, 200 Ε20
Ομάδα 7: 270, 220 CAV11, 21, CAV7 

Ε26
Ομάδα 8: 234, 220, 43 CAV13 

Ε9 , Ε4
Sabinl, Sabin2

Ομάδα 9: 255,152, 45, 27 CAV6
Ομάδα 10: 211, 203, 72 EV70 j

CBV2
Ομάδα 11: 197, 155, 134 CBV5 j
Ομάδα 12: 158, 134, 86, 78 Sabin3

Πίνακας 7: Πειραματικό προφίλ τμημάτων περιορισμού με το περιοριστικό ένζυμο Hhal

Για τα μέλη της κάθε ομάδας του πίνακα 7, βρήκαμε αντιπροσωπευτικές 

δευτεροταγείς δομές της 5'-NTR στις οποίες σημειώθηκαν οι θέσεις κοπής. Οι 

δευτεροταγείς δομές που χρησιμοποιήθηκαν προέρχονταν από τον δικτυακό τόπο 

(http://uni-jena.de/~i6zero/picorna.html) και από διάφορες δημοσιεύσεις (Siafakas 

et al., 2002, Siafakas et al., 2005). Παρόλο που δεν είναι διαθέσιμες οι δευτεροταγής 

δομές από όλους τους εντεροϊοΰς, φαίνεται να υπάρχουν συντηρημένες θέσεις 

στην 5'-NTR περιοχή τους, οι οποίες αναγνωρίζονται από το ένζυμο περιορισμού 

που χρησιμοποιήσαμε (εικόνες 7 και 8). Ακόμη και στα στελέχη που είναι διαθέσιμη
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μόνο η αλληλουχία, οι θέσεις κοπής εντοπίζονται στις αντίστοιχες αποστάσεις από 

την αρχή της αλληλουχίας αυτής, μετά από μελέτη με το υπολογιστικό πρόγραμμα 

(GENRUNNER 3.05).
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Εικόνα 7: Δευτεροταγείς δομές της 5"-NTR των εντεροϊών Ε2, CAV11. Επάνω στις δομές σημειώνονται 

οι θέσεις που αναγνωρίζει το περιοριστικό ένζυμο Hhal
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Εικόνα 8: Δευτεροταγείς δομές της 5’-NTR των εντεροϊών [CAV13, PV1(S), PV3(S)]. Επάνω στις δομές 

σημειώνονται οι θέσεις που αναγνωρίζει το περιοριστικό ένζυμο. Παρατηρούμε ότι ακόμη και σε διαφορετικές 

ομάδες, ορισμένες θέσεις αναγνώρισης είναι συντηρημένες
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3 Συζήτηση

Στην παρούσα εργασία σχεδιάσθηκε ένα νέο πρωτόκολλο το οποίο έχει την 

δυνατότητα ανίχνευσης και ομαδοποίησης όλων των προτύπων στελεχών των 

εντεροϊών. Τα εκκινητικά μόρια που χρησιμοποιήθηκαν (TS1 / HEV-C-9) 

σχεδιάσθηκαν σε συντηρημένες περιοχές της 5'-NTR για όλους του εντεροϊούς. Στο 

ενισχυμένο τμήμα ακολούθησε ανάλυση RFLP με το περιοριστικό ένζυμο Hhal, 

σύμφωνα με την οποία τα 46 διαθέσιμα στο εργαστήριό μας, πρότυπα στελέχη των 

εντεροϊών διαχωρίστηκαν σε 12 διακριτές ομάδες.

Το τμήμα που ενισχύθηκε κατά την PCR περιλαμβάνει τη δομική περιοχή I και 

εκτίνεται μέχρι την δομική περιοχή V, περιέχοντας ένα μικρό τμήμα της δομής 

τριφυλλιού (cloverleaf), που βρίσκεται στο 5' άκρο της 5'NTR και σχεδόν ολόκληρο 

το στοιχείο IRES. Από το στοιχείο IRES δεν περιλαμβάνεται το συνδετικό τμήμα 

μεταξύ των δομικών περιοχών V και VI καθώς και η δομική περιοχή VI, η οποία 

θεωρείται ότι δεν παίζει πολύ σημαντικό ρόλο στη λειτουργία του στοιχείου αυτού 

(Bailey et al., 2007). Τα εκκινητικά μόρια που χρησιμοποιήθηκαν κατά την PCR 

(TS1/HEV-C-9), ενίσχυσαν με επιτυχία το συγκεκριμένο τμήμα, σε όλα τα 46 

πρότυπα στελέχη εντεροϊών που χρησιμοποιήθηκαν.

Με βάση τη θεωρητική μελέτη που πραγματοποιήθηκε, όλα τα πρότυπα στελέχη 

των εντεροϊών διαχωρίζονται σε 18 ομάδες, μετά από ανάλυση RFLP με το 

περιοριστικό ένζυμο Hhal, όπως φαίνεται και στον πίνακα 6. Η κατανομή των 

εντεροϊών στις ομάδες αυτές είναι αρκετά ικανοποιητική για τη μερική ταυτοποίησή 

τους. Η κάθε ομάδα περιλαμβάνει στελέχη τα οποία δίνουν ίδια μήκη τμημάτων 

περιορισμού μετά από ανάλυση RFLP. Κατά κανόνα τα στελέχη αυτά κόβονται στις 

ίδιες θέσεις από το ένζυμο περιορισμού, όπως προκύπτει από την σύγκριση των 

αλληλουχιών και των δευτεροταγών δομών για τα στελέχη των οποίων οι δομές 

ήταν διαθέσιμες (εικόνες 7 και 8). Υπάρχουν όμως και περιπτώσεις όπου στελέχη 

ανήκουν στην ίδια ομάδα, δίνοντας ίδια μήκη τμημάτων περιορισμού, ενώ 

αναγνωρίζονται από το περιοριστικό ένζυμο σε διαφορετικές θέσεις, όπως τα 

στελέχη EV81, EV89 της ομάδας 3, τα CAV8, Ε2 της ομάδας 8 και ο EV85 της ομάδας 

15.
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Από το σύνολο των εντεροϊών, χρησιμοποιήθηκαν πειραματικά 46 πρότυπα 

στελέχη, όπως φαίνεται στον πίνακα 4. Σύμφωνα με τα πειραματικά αποτελέσματα, 

μετά από την μελέτη RFLP, τα 46 στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν διαχωρίζονται σε 

12 ομάδες, όπως φαίνεται στον πίνακα 7. Παρατηρούμε ότι υπάρχουν αρκετές 

ομάδες οι οποίες περιέχουν ένα ή δύο ή και τρία στελέχη, με αποτέλεσμα να μπορεί 

να γίνει ικανοποιητικός χαρακτηρισμός κάποιου άγνωστου δείγματος. Σε κάποιες 

περιπτώσεις όμως το θεωρητικό με το πειραματικό προφίλ που προκύπτει μετά από 

μελέτη μήκους τμημάτων περιορισμού, διαφέρουν. Αυτό παρατηρήθηκε στα 

στελέχη CAVl, CAV7, CAV8, CAV14, CAV15, CAV18, CAV20, Ε4, Ε9, Ell, Ε16 και 

EV70. Οι αποκλίσεις αυτές μπορεί να οφείλονται σε κάποιο πειραματικό σφάλμα ή 

σε κάποιο σφάλμα κατά την αλληλούχιση των πρότυπων στελεχών. Μια πιθανή 

εξήγηση είναι να χάθηκαν κάποιες θέσεις κοπής, λόγο σημειακών μεταλλάξεων, 

κατά τα διαδοχικά περάσματα των στελεχών αυτών σε κυτταροκαλλιέργειες.

Βλέπουμε λοιπόν ότι η μελέτη του μήκους τμημάτων περιορισμού στην 5'-μη 

κωδική περιοχή μπορεί να αποτελέσει έναν γρήγορο τρόπο μερικής ταυτοποίησης 

των εντεροϊών, παρέχοντας έτσι ένα αξιόπιστο και γρήγορο διαγνωστικό εργαλείο. 

Οι θέσεις που αναγνωρίζονται από το ένζυμο περιορισμού φαίνεται να εντοπίζονται 

σε συγκεκριμένα σημεία και δεν είναι τυχαία κατανεμημένες, για τα διάφορα 

στελέχη.

Η διαγνωστική αξία των αποτελεσμάτων της παρούσας εργασίας θα πρέπει να 

επιβεβαιωθεί και σε κλινικά δείγματα. Επίσης η ευαισθησία της μεθόδου θα 

μπορούσε να αυξηθεί πραγματοποιώντας μια nested ή seminested PCR, διότι με 

αυτόν τον τρόπο μπορεί να αποφευχθεί το πέρασμα των ιών από 

κυτταροκαλιέργειες με αποτέλεσμα να μπορεί να εφαρμοσθεί αυτή η μέθοδος 

απευθείας σε κλινικά δείγματα.

39



Βιβλιογραφία

Baboonian, C., M. J. Davies, J. C. Booth, and W. J. McKenna. 1997. Coxsackie B 

viruses and human heart disease. Curr. Top. Microbiol. Immunol. Vol.223, p.31-52

Bailey M. Jennifer and William E. Tapprich, 2007, Structure of the 5’ Nontranslated 

Region of the Coxsackievirus B3 Genome: Chemical Modifocation and Comparative 

Sequence Analysis, J Virol, Vol.81(2), p.650-668

Baird Stephen D., Marcel Turcotte, Robert G. Korneluk and Mertin Holcik, 2006, 

Searching for IRES, RNA, Vol.12, p. 1755-1785

Barco A., Carrasco L., 1995. A human virus protein, poliovirus protein 2BC, induces 

membrane proliferation and blocks the exocytic pathway in the yeast Saccharomyces 

cerevisiae. EMBO J. Vol.14, p.3349-64.

Barton J. David, Brian J. O’Donnell and James B. Flanegan, 2001, 5’ cloveleaf in 

poliovirus RNA is a cis-acting replication element required for negative-strand 

synthesis, The EMBO Journal, Vol 20(6), p.1439-1448

Baxter J. Nicola, Andreas Roetzer, Hans-Dieter Liebig, Svetlana E. Sedenikova, 

Andrea M. Hounslow, Tim Skem, and Jonathan P. Waltho, 2006, Structure and 

Dynamics of Coxsackie B4 2A Proteinase, an Enzyme Involved in the Etiology of 

Heart Disease, J Virol, Vol.80(3), p.1451-1462

Bergelson J Μ, M Chan, K R Solomon, N F St John, H Lin, and R W Finberg, Decay- 

accelerating factor (CD55), a glycosylphosphatidylinositol-anchored complement 

regulatory protein, is a receptor for several echoviruses, Proc Natl Acad Sci USA. 

1994 June 21; Vol.91(13), p.6245-6248

Bhattacharyya Sankar, Saumitra Das, 2006, An Apical GAGA loop Within 5’UTR of 

the Coxsackievirus B3 RNA maintains Structural Organization of the IRES Element 

Required for Efficient Ribosome Entry, RNA Biology, Vol.3(2), p.60-68

Brown E. H., 1972, Enterovirus Infections, British Medical Journal, Vol.2, p.169-171

Brown B, Oberste, M. S, Maher, Maher Kaija, Pallansch M. A, 2003 Complete 

Genomic Sequencing Shows that polioviruses and Members of Human Enterovirus

40



Species C are closely related in the noncapsid coding region, J. Virol. Vol.77(16) p. 

8973-8984

Caro Valerie, Sophie Guillot, Francis Delpeyroux and Radu Crainic, 2001, Molecular 

strategy for ‘serotyping’ of human enteroviruses. Journal of General Virology, 

Vol.82, p.79-91

CDC, Enterovirus outbreak in Taiwan, June 8, 1998

CDC Weekly Report, Enterovirus Surveillance — United States, 1997—1999, 

October 13, 2000 / Vol.49(40), p.913-916

CDC: Center of Disease Contro and Prevention: Respiratory and Enteric Viruses 

Branch, http://www.cdc.gov/ncidod/dvrd/revb/enterovirus/non-polio_entero.htm

Chakrabarti S, Osman H, Colllingham KE, Fegan CD, Milligan DW, 2004, 

Enterovirus infections following T-cell depleted allogeneic transplants in adults. Bone 

Marrow Transpant, Vol.33(4), p.425-430

Chan Kwai Peng, Kee Tai Goh, Chia Yin Chong, Eng Swee Teo, Gilbert Lau, and Ai 

Ee Ling, 2003, Epidemic Hand, Foot and Mouth Disease Caused by Human 

Enterovirus 71, Singapore, Emerging Infectious Diseases, Vol.9(l), p78-85

Chen Tsan-Chi, Guang-Wu Chen, Chao Agnes Hsiung, Jyh-Yuan Yang, Shin-Ru 

Shih, Yiu-Kay Lai, and Jyh-Lyh Juang, 2006, Combining Multiplex Reverse 

Transcription-PCR and a Diagnostic Microarray To Detect and Differentiate 

Enteroviru 71 and Coxsackievirus A16, Journal of Clinical Microbiology, Vol.44(6), 

p.2212-2219

Dobrikova Y. Elena, Rachel N. Grisham, Constanze Kaiser, Jennifer Lin, Matthias 

Gromeier, 2006, Competitive Translation Efficiency at the Picomavirus Type I 

Internal Ribosome Entry Site Facilitated by Viral cis and trans Factors, J Virol, 

Vol.80(7), p.3310-3321

Dotta Francesco, Stefano Censini, Astrid G. S. van Halteren, Lorella Marselli, 

Matilde Masini, Sabrina Dionisi, Franco Mosca, Ugo Boggi, Andrea Onetti Muda, 

Stefano Del Prato, John F. Elliott, Antonello Covacci, 2007, Caxsackie B4 virus

41

http://www.cdc.gov/ncidod/dvrd/revb/enterovirus/non-polio_entero.htm


infection of β cells and natural killer cell insulitis in recent-onset type 1 diabetic 

patients, PNAS, Vol.l04(12), p.2115-5120

Dowdle R. Walter, Esther De Gourville, Olen M. Kew, Mark A. Pallansch and David 

J. Wood, 2003, Polio eradication: the OPV paradox, Reviews in Medical Virology, 

Vol.13, p.277-291

Evans D.J. and J.W. Almond , 1998, Cell receptors for picomaviruses as 

determinants of cell tropism and pathogenesis. Trends Microbiol. Vol.6, p.198-202.

Gale Michael, JR., Seng-Lai Tan, and Michael G. Katze, 2000, Translational Control 

of Viral Gene Expression in Eukaryotes, Microbiology and Mollecular Biology 

Reviews, Vol.64(2), p.239-280

Gallie, D. R. 1991. The cap and poly(A) tail function synergistically to regulate 

mRNA translational efficiency. Genes Dev. Vol.5, p.2108-2116.

Gamamik A V, Andino R. 1998, Switch from translation to RNA replication in a 

positive-stranded RNA virus. Genes Dev.Vol.12, p.2293-2304

Gamamik, A. V., and R. Andino. 2000. Interactions of viral protein 3CD and poly(rC) 

binding protein with the 5' untranslated region of the poliovirus genome. J. Virol. 

Vol.74, p.2219-2226

Goodfellow, I., Chaudhry, Y ., Richardson A., Meredith J., Almond J. W., Barclay 

W. and Evans D.J., 2000, Identification of a cis-acting replication element within the 

poliovirus coding region. J. Virol., Vol.74, p.4590-4600

Grimwood Keith, Q. Sue Huang, Lynette G. Sadleir, W. Allan Nix, David R. 

Kilpatrick, M. Steven Oberste, and Mark A. Pallansch, 2003, Acute Flaccid Paralysis 

from Echovims Type 33 Infection, Journal of Clinical Microbiology, Vol.41(5), 

p.2230-2232

Hellen CU, Facke M, Krausslich HG, Lee CK, Wimmer E, 1991, Characterisation of 

poliovirus 2A proteinase by mutational analysis: residues required for autocatalytic 

activity are essential for induction of cleavage of eukaryotic initiation factor 4F 

polypeptide p220, J. Virol., Vol.65, p.4226-4231.

42



Haller, A. A., J. H. Nguyen, and B. L. Semler. 1993. Minimum internal ribosome 

entry site required for poliovirus infectivity. J. Virol. Vol.67, p.7441-7471

Huang Yan, James M. Hogle, and Marie Chow, 2000, Is the 135S Poliovirus Particle 

an Intermediate during Cell Entry?, J Virol., Vol.74(18), p.8757-8761

Jacques Jerome, Maude Bouscambert Duchamp, Helene Moret, Jocelyne Carquin, 

Veronique Brodard, Bruno Lina, Jacques Motte, Laurent Andreoletti, 2006, 

Association of respiratory picomaviruses with acute bronchiolitis in French infants, 

Journal of Clinical Virology, Vol.35, p.463-466

Johansson E. Susanne, Li Xing, R. Holland Cheng, and Darren R. Shafren, 2004, 

Enhanced Cellular Receptor Usage by a Bioselected Variant of Coxsackievirus A21, 

Journal of Virology, Vol.78(22), p. 12603-12612

King A.M.Q., Brown F., Christian P., Hovi T., Hyypia T., Knowles N.J., Lemon 

S.M., Minor P.D., Palmenberg A.C., Skem T. and Stanway G., 2000, Picomaviridae. 

In “ Virus Taxonomy, Seventh Report of International Committee for the Taxonomy 

of Viruses” (M.H.V. Van Regenmortel, C.M. Fauquet, D.H.L. Bishop, C.H. Calisher, 

E.B. Carsten, M.K Estes, S.M. Lemon, J. Malinoff, M.A Mayo, D.J. McGeoch, C.R. 

Pringle and P.B. Wickner, Eds), pp 657-673 Academic Press, New York, San Diego.

Khetsuriani N, Lamonte-Fowlkes A, Oberst S, Pallansch MA, 2006, Centers for 

Disease Control and Prevention. Enterovirus surveillance—United States, 1970-2005. 

MMWR Surveill Summ; Vol.55, p.1-20

Knepp H. Julia, Melissa A. Geahr, Michael S. Forman, and Alexandra Valsamakis, 

2003, Comparison of Automated and Manual Nucleic Acid Extraction Methods for 

Detection of Enterovirus RNA, J Clin Microbiol, Vol.41(8), p.3532-3236

Kottaridi C, Bolanaki E, Siafakas N, Markoulatos P, 2005, Evaluation of 

seroneutralization and molecular diagnostic methods for echovirus identification, 

Diagn Microbiol Infect Dis, Vol.53(2), p.l 13-119

Laassri Majid, Eugenia Dragunsky, Joan Enterline, Tatiana Eremeeva, Olga Ivanona, 

Kathlenn Lottenbach, Robert Belshe, and Konstantin Chumakov, 2005, Genomic 

Analysis of Vaccine-Derived Poliovirus Strains in Stool Speciments by Combination

43



of Full-Length PCR and Oligonucleotide Microarray Hybridization, Journal of 

Clinical Microbiology, Vol.43(6), p.2886-2894

Lai K. Kay-Yin, Linda Cook, Sharon Wendt, Lawrence Corey, and Keith R. Jerome, 

2003, Evaluation of Real-Time PCR versus PCR with Liquid-Phase Hybridization for 

Detection of Envterovirus RNA in Celebrospinal Fluid, Journal of clinical 

microbiology, Vol.41(7), p.3133-3141

Lamphear J. Barry, Regina Kirchweger, Tim Skem, and Robert E. Rhoads, 1995, 

Mapping of Funtional Domains in Eukaryotic Protein Synthesis Initiation Factor 4G 

(eIF4G) with Picomaviral Proteases, The Journal of Biological Chemistry, 

Vol.270(37), p.21975-21983

Landry L. Marie, Robin Gamer, and David Ferguson, 2005, Real-Time Nucleic Acid 

Sequence-Based Amplification Using Molecular Beacons for Detection of 

Enterovirus RNA in clinical Specimens, J Clin Microbiol, Vol.43(7), p.3136-3139

Leveque Nicolas, Idriss Lahlou Amine, Remy Tcheng, Delphine Falcon, Nathalie 

Rivat, Philippe Dussart, Jean-Jacques Muyembe, Jean-Jacques Chomel, Helene 

Norder, Maxime Eugene, Bruno Lina, 2007, Rapid diagnosis of acute hemorrhagic 

conjunctivitis due to coxsackievirus A24 variant by real-time one-step RT-PCR, J 

Virol Methods, Vol. 142, p.89-94

Lloyd, R. E., M. J. Grubman, and E. Ehrenfeld. 1988. Relationship of p220 cleavage 

during picomavirus infection to 2A proteinase sequencing. . Virol. 62:4216—4223

Melchers J.G. Willem, Jan Loll, Marco Tessari, Denis V. Bakhmutov, Anatoly P. 

Gmyl, Vadim I. Agol, Hans A. Heus, 2006, A GCUA tetranucleotide loop found in 

the poliovirus oriL by in vivo SELEX (un)expectedly fonns a YNMG-like structure: 

Extending the YNMG family with GYYA, RNA, Vol.12, p. 1671-1682

Melnick J.L., 1990, Enteroviruses: Polioviruses, Coxsackieviruses, Echoviruses and 

Newer Enteroviruses. Virology, Second Edition (ed. Fields B.N.) p.549-605

Merkle Ingrid, Mark J. M. van Ooij, Frank J. M. van Kuppeveld, Dirk H. R. F. 

Glaudemans, Jockem M. D. Galama, Andreas Henke, Roland Zell, and Willem J. G.

44



Melchers, 2002, Biological Signidicance of a Human Enterovirus B-Specific RNA 

Element in the 3’ Nontraslated Region, J. Virol, Vol76(19), p.9900-9909

Morasco B. Joan, Nidhi Sharma, Jessica Parilla, and James B. Flanegan, 2003, 

Poliovirus cre(2Q-Dependent Synthesis of VPgpUPU Is Required for Positive- but 

Not Negarive-Strand RNA Synthesis, J. Virol, Vol.77(9), p.5136-5144

Muir Peter, Ulrike Kammerer, Klaus Korn, Mick N. Mulders, Tuija Poyry, Benedikt 

Weissbrich, Reinhard Kandolf, Graham M. Cleator, and Anton M. van Loon for The 

European Union Concerted Action on Virus Meningitis and Encephalitis, 1998, 

Molecular Typing of Enteroviruses: Current Status and Future Requirements, Clin 

Microbiol Rev., Vol.ll(l), p.202-227

Mulders MN, Salminen M, Kalkkinen N, Hovi T., 2000, Molecular epidemiology of 

coxsackievirus B4 and disclosure of the corrent VPl/2apro cleavage site: evidence for 

high genomic diversity and long-term endeemicity of distinct genotypes. J Gen Virol 

Vol.81, p.803-12

Nijhuis Monique, Noorje van Maarseveen, Rob Schuurman, Sandra Verkuijlen, 

Machiel de Vos, Karin Hendriksen, and Anton M. van Loon, 2002, Rapid and 

Sensitive Routine Detection of All members of the Genus Enterovirus in Different 

Clinical Speciments by Real-Time PCR, Journal of Clinical Microbiology, 

Vol.40(10), p.3666-3670

Nix W. Allan, M. Steven Oberste, and Mark A. Pallansch, 2006, Sensitive, 

Seminested PCR Amplification of VP1 Sequences for Direct Identification of All 

Enterovirus Serotypes from Original Clinical Speciments, Journal of clinical 

Microbiology, Vol.44(8), p.2698-2704

Nomoto A, Detjen B.M., Pozzatti R. Et ah, 1977, Location of the polio genome 

protein in viral RNAs and its implication for RNA synthesis. Nature, p.208-213

Norder Helene, Lotte Bjerregaard, Lars Magnius, Bruno Lina, Michele Alymard, 

Jean-Jacques Chomel, 2003, Sequencing of ‘untypable’ enteroviruses reveals two new 

types, EV-77 and EV-78, within human enterovirus type B and substitutions in the

45



BC pool of the VP1 protein for known types, Journal of General Virology, Vol.84, 

p.827-836

Oberste, M. S., K. Maher, D. R. Kilpatrick, and M. A. Pallansch. 1999. Molecular 

evolution of the human enteroviruses: correlation of serotype with VP1 sequence and 

application to picomavirus classification. J. Virol.Vol.73, p. 1941—1948.

Oberste M. Steven, Kaija Meher, Mary R. Flemister, George Marchetti, David R. 

Kilpatrick, and Mark A. Pallansch, 2000, Comparison of Classic and Molecular 

Approaches for the Identification of Untypeable Enterovirruses, Journal of Clinical 

Mucrobiology, Vol. 38(3), p.1170-1174

Oberste M. Steven, David Schnurr, Kaija Maher, Suleiman al-Busaidy, Mark A. 

Pallansch, 2001, Molecular identification of new picomaviruses and characterization 

of a proposed enterovirus 73 serotype. Journal of General Virology, Vol. 82, p.409- 

416

Oberste M. Steven, Suzanne M. Michele, Kaija Maher, David Schnurr, Daniel 

Cistema, Nina Junttula, Moyez Uddin, Jean-Jacques Chomel, Chi-Shan Lau, Walid 

Ridha, Suleiman al-Busaidy, Helene Norder, Lars O. Magnius, Mark A. Pallansch, 

2004a, Molecular identification and characterization of two proposed new enterovirus 

serotypes, EV74 and EV75, Journal of General Virology, Vol.85, p.3205-3212

Oberste M. Steven, Kaija Maher, David Schnurr, Mary R. Flemister, Judith C. 

Lovchik, Heather Peters, Wendly Sessions, Carol Kirk, Nando Chatterjee, Susan 

Fuller, J. Michael Hanauer and Mark A. Pallansch, 2004b, Evnterivirus 68 is 

associated with respiratory illness and shares biological features with both the 

enterovirus and the rhiniviruses, Journal of General Virology, Vol.85, p.2577-2584

Oberste M. Steven, Kaija Maher, Suzanne M. Muchele, Gael Belliot, Moyez Uddin, 

Mark A. Pallansch, 2005, Enteroviruses 76, 89, 90, 91, represent a novel group within 

the species Human enterovirus A, Journal of General Virology, Vol.86, p.445-451

Oberste M. Steven, Kaija Maher, Alford J. Williams, Naomi Dybdahl-Sissoko, Betty 

A. Brown, Michelle S. Gookin, Silvia Panaranda, Nada Mishrik, Moyez Uddin and 

Mark A. Pallansch, 2006, Species-specific RT-PCR amplification of human

46



enteroviruses: a tool for rapid species identification of uncharacterized enteroviruses, 

Journal of General Virology, Vol.87, p.l 19-128

Oberste M. Steven, Kaija Maher, William A. Nix, Suzanne M. Michele, Moyez 

Uddin, Dabid Schnurr, Suleiman al-Busaidy, Chantal Akoua-Koffi, Mark A. 

Pallansch, 2007, Modecular identification of 13 new enterovirus types, EV79-88, 

EV97, and EV100-101, members of the species Human Enterovirus B, Virus 

Research, Vol.128, p.34-42

Ochs Kerstin, Rene C. Rust, and Michael Niermann, 1999, Translation Initiation 

Factor eIF4B Interacts with a Picomavirus Internal Ribosome Entry Site in both 48S 

and 80S Initiation Complexes Independently of Initiator AUG Location, Journal of 

Virology, Vol.73(9), p.7505-7514

Ochs Kerstin, Lanja Saleh, Gergis Bassili, Volker H. Sonntag, Amandus Zeller, 

Michael Niepmann, 2002, Interaction of Translation Initiation Factor eIF4B with the 

Poliovirus Internal Ribosome Entry Site, J Virol, Vol.76(5), p.2113-2122

Palmenberg A.C. Comparative organisation and genome structure in Picorna viruses. 

In Positive Strand RNA Viruses, UCLA Symposia on Molecular and Cellular 

Biology, New Series (eds. M.A. Brinton & R. Rueckert) 1987, Vol.54, p.25-34

Parody R. N. Rabella, R. Martino, M. Otegui, M. del Cuerpo, P. Coll, and J. Sierra, 

2007, Upper and Lower respiratory tract infections by human enterovirus and 

rhinovirus in adult patients with hematological malignancies. Am. J. Hematol., 

Vol.82, p.807-811

Polacek Charlotta and A. Michael Linberg, 2001, Genetic characterization of the 

coxsackievirus B2 3’ untranslated region, Journal of General Virology, Vol.82, 

p. 1339-1348

Puiq M, Jofre J, Lucena F, Allard A, Wadell G, Girones R., 1994, Detection of 

adenoviruses and enteroviruses in polluted waters by nested PCR amplification, Appl 

Environ Microbiol, Vol.60(8), p.2963-70

Romanenkova I. Natalia, Sophie Guillot, Nadejda R. Rozaeva, Radu Crainic, Maina 

A. Bichurina, and Francis Delpeyroux, 2006, Use of Multiple Restriction Fragmnet

47



Length Polymorphism Method for Detecting Vaccine-Derived Polioviruses in clinical 

samples, Journal of Clinical Microbiology, Vol.44(l 1), p.4077-4084

Rossmann M. G., Arnold E., Erickson J.W. et al., 1985, Structure of a human 

common cold virus (rhinovirus 14) and its functional relationship to other 

picomaviruses. Nature, Vol.317, p. 145-153

Rossmann M. G., 1994, Viral cell recognition and entry, Protein Sci. Vol.3, p.1712- 

1725

Rossmann G. Michael, Yongning He and Richard J. Kuhn, 2002, Picomavirus - 

receptor interactions, TRENDS in Microbiology Vol.l0(7), p.324-331

Rueckert R.R., 1985, Picomaviruses and their replication. In Virology, New York, 

Raven Press (ed. B.N. Fields) p.705-738

Siafakas Nikolaos, Panayotis Markoulatos, Glyn Stanway, 2002, Molecular 

Classification of Coxsackie A Viruses on the Basis of the 5’-UTR: Structural and 

Evolutionary Aspects, J Mol Evol, Vol.55, p.638-652

Siafakas Nikolaos, Panayotis Markoulatos, Constantin Vlachos, Glyn Stanway, 

Georgina Tzanakaki, Jenny Kourea-Kremastinou, 2003, Molecular sub-grouping of 

enterovirus reference and wild type strains into distinct genetic clusters using a simple 

RFLP assay, Molecular and Cellular Probes, Vol.17, p.l 13-123

Siafakas Nikolaos, Dimitrios Papaventsis, Stamatina Levidiotou-Stefanou, Nicholas 

C. Vamvakopoulos & Panayotis Markoulatos, 2005, Classification and Structure of 

Echovirus 5’-UTR Sequences, Vims Genes, Vol.31(3), p.393-306

Sharma Nidhi, Brian J. O’Donnell, and James B. Flanegan, 2005, 3’-Terminal 

Sequence in Poliovirus negative-strand templates is the primary cA-acting element 

required for VPgpUpU-primed positive-strand initiation, J. Virol., Vol 79(6), p.3565- 

3577

Shapiro Lawrence, Allison M. Fannon, Peter D. Kwong, Andrew Thompson, 

Mogens S. Lehmann, Gerhard Griibel, Jean-Franqois Legrand, Jens Als-Nielsen,

48



David R. Colman,& Wayne A. Hendrickson, 2002, Structural basis of cell-cell 

adhesion by cadherins, Nature Vol.374, p.327-337

Skinner, Μ., V. Racaniello, G. Dunn, J. Cooper, P. D. Minor, and J. W. Almond. 

1989. New model for the secondary structure of the 5' non-coding RNA of poliovirus 

is supported by biochemical and genetic data that also show that RNA secondary 

structure is important in neurovirulence. J. Mol. Biol. Vol.207, p.379-392

Stanway G., Hughes P.J., Mountford R.C., Minor P.D. and Almond J.W.,1984,. The 

complete nucleotide sequence of a common cold virus; human rhinovirus 14. Nucleic 

Acids Res. Vol.12, p.7859-7875.

Stanway G., 1990, Structure, function and evolution of picomaviruses. J. Gen. Virol., 

Vol.71, p.2483-2501

Sunnie R, Thompson and Peter Samow, 2003, “Enterovirus 71 contains a type I IRES 

element that functions when eukaryotic initiation factor eIF4G is cleaved, Virol 

Vol.315 p.259-266

Thoelen Inge, Moes Elien, Philippe Lemey, Sara Mostmans, Elke Wollants, A. 

Michael Lindberg, Anne-Mieke Vandamme, Marc Van Ranst, 2004, Analysis of the 

Serotype and genotype Correlation of VP1 and the 5’ Noncoding Region in an 

Epidiomiological Survey of the Human Enterovirus B Species, J Clin Mic Vol.42(3) 

p.963-971

Yang, D., P. Cheung, Y. Sun, J. Yuan, H. Zhang, C. M. Carthy, D. M. Anderson, L. 

Bohunek, J. E. Wilson, and B. McManus, 2003, A Shine-Dalgamo-like sequence 

mediates in vitro entry and subsequent scanning for translation initiation of 

coxsackievirus B3 RNA. Virology Vol.305, p.31-43

Wells, S. E., P. E. Hillner, R. D. Vale, and A. B. Sachs. 1998, Circularization of 

mRNA by eukaryotic translation initiation factors. Mol. Cell Vol.2, p. 135—140.

Wessels Els, Daniel Duijsing, Richard A. Notebaart, Willem J. G. Melchers and Frank 

J. M. van Kuppeveld, 2005, A Proline-Rich Region in the Coxsackievirus 3A Protein 

Is Required for the Protein To Inhibit Endoplasmic Reticulum-to-Golgi Transport, ./ 

of Virol, Vol.79(8), p.5163-5173

49



Wimmer, E., C. U. T. Hellen, and X. M. Cao. 1993, Genetics of poliovirus. Annu. 

Rev. Genet. Vol.27, p.353-436

Xiao Chuan, Carol M. Bator, Valorie D. Bowman, Elizabeth Rieder, Yongning He, 

Benoit Hebert, Jordi Bella, Timothy S. Baker, Eckard Wimmer, Richard J. Kuhn, and 

Michael G. Rossmann, 2001, Interaction of Coxsackievirus A21 with Its Cellular 

Receptor, ICAM-1, Journal of Virology, Vol. 75(5), p.2444-2451

Yongning He, Paul R. Chipman, Jason Howitt, Carol M. Bator, Michael A. Whitt, 

Timothy S. Baker, Richard J. Kuhn, Carl W. Anderson, Paul Freimuth & Michael G. 

Rossmann, 2001, Interaction of coxsackievirus B3 with the full length coxsackievirus- 

adenovirus receptor. Nature Structural Biology Vol.8, p.874-878

Zell, R., and A. Stelzner. 1997, Application of genome sequence information to the 

classification of bovine enteroviruses: the importance of 5'- and 3'-nontranslated 

regions. Virus Res. Vol.51, p.213-229

Zoll, G. J., W. J. G. Melchers, H. Kopecka, G. Jambroes, H. J. A. van der Poel, and J. 

M. D. Galama, 1992, General primer-mediated polymerase chain reaction for the 

detection of enteroviruses: application for diagnostic routine and persistent infections. 

J. Clin. Microbiol. Vol.30, p.160-165

50




