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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Το περιβάλλον παίζει σημαντικό ρόλο στην κυκλοφορία των εντερικών ιών. 

Ένας μεγάλος αριθμός ιών που εγκλείονται στα κόπρανα μπορούν να ανιχνευτούν σε 

υδάτινες μάζες τέτοιοι είναι οι νοροϊοί , οι ρεοϊοί , οι αδενοϊοί . οι ροταϊοί και οι 

εντεροϊοί. Τα επεξεργασμένα αστικά λύματα με την απόρριψη τους τόσο σε ποτάμια 

και λίμνες όσο και στη θάλασσα και η χρησιμοποίηση τους σε άρδευση και λίπανση, 

όταν δεν έχει γίνει σωστά η επεξεργασία τους, μπορούν να αποτελέσουν κίνδυνο για 

τη δημόσια υγεία με τη διασπορά τους στο περιβάλλον και την είσοδο στην τροφική 

αλυσίδα. Έτσι είναι σπουδαίο να ελέγχουμε περιβαλλοντικά δείγματα γιατί αυτά 

μπορούν να μας δείξουν το μέγεθος και τη διάρκεια της κυκλοφορίας των εντεροϊών 

μέσα σε ένα συγκεκριμένο πληθυσμό.Το γένος των εντεροϊών είναι το πιο σημαντικό 

της οικογένειας των Picomaviridae, ως προς την παθογένεια των μελών του στον 

άνθρωπο. Αποτελείται από τουλάχιστον 65 οροτύπους οι οποίοι ταξινομούνται σε 

πέντε υποομάδες. Το καψίδιο των εντεροϊών δεν περιβάλλεται από λιπιδικό έλυτρο 

και εσωκλείει ένα μόριο RNA θετικής πολικότητας. Στο 5'άκρο του γονιδιώματος 

είναι προσδεδεμένη η VPg πρωτεΐνη. Το γένωμα των εντεροϊών περιλαμβάνει τρεις 

κύριες περιοχές: την 5' μη κωδική περιοχή (5 untranslated region-5 UTR), το ανοιχτό 

πλαίσιο ανάγνωσης (open reading frame-ORF) και την 3'μη κωδική περιοχή 

(3 untranslated region-3 'UTR). Η κωδική περιοχή του RNA (ORF) μεταφράζεται σε 

μια πολυπρωτεΐνη, η οποία περιέχει πληροφορίες για τις τέσσερις δομικές (VP1-VP4) 

και τις εφτά λειτουργικές (2A-2C και 3 A-3D) πρωτεΐνες του ιού.

Η ανάπτυξη της τεχνικής της Αντίστροφης Μεταγραφής-Αλυσιδωτής 

Αντίδρασης Πολυμεράσης (RT-PCR) παρέχει ένα άμεσο και ευαίσθητο μέσο για την 

ανίχνευση γενετικού υλικού των εντεροϊών και χρησιμοποιείται επιτυχώς για να 

ανιχνεύσει ακόμη και αυτούς τους οροτύπους που δεν μπορούν να αναπτυχθούν σε 

κυτταρικές σειρές, όπως επίσης και για τα μη ταυτοποιήσιμα με τις συμβατικές 

μεθόδους στελέχη.

Ο σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η ανίχνευση και ο χαρακτηρισμός 

εντεροϊών από περιβαλλοντικά δείγματα Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε 

αλληλούχηση της καψιδιακής περιοχής και η επεξεργασία των αλληλουχιών με 

προγράμματα βιοπληροφορικής (BLAST, MEGA, SimPlot) για τη νουκλεοτιδική και 

φυλογενετική μελέτη της προαναφερθείσας περιοχής, με στόχο την διερεύνηση 

πιθανών ανασυδυασμών και την επιδημιολογική μελέτη αυτών των στελεχών
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1

ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1 ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΚΑΙ ΔΟΜΗ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΪΩΝ

1.1 ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΪΩΝ

Η οικογένεια των Picoma ιών περιλαμβάνει 230 οροτύπους, οι οποίοι 

ομαδοποιούνται σε εννέα γένη ιών (Pringle, 1999).Η διαφοροποίηση αυτή οφείλεται 

τόσο στα αντιγονικά τους χαρακτηριστικά όσο και στους ξενιστές και τα όργανα τα 

οποία προσβάλουν καθώς και στις φυσικοχημικές ιδιότητες τους. Σύμφωνα, λοιπόν, 

με αυτές τις διαφοροποιήσεις, διακρίνονται τα γένη των Εντεροϊών (Enterovirus), των 

Ρινοϊών (Rhinovirus - ιοί του απλού κρυολογήματος), των ιών της Ηπατίτιδας A 

(Hepatovirus), των Καρδιοϊών (Cardiovirus), των Παρεκοϊών (Parechovirus) και των 

Κομπουιών (Kobuvirus), τα οποία παρουσιάζουν ανθρώπινη παθογένεια καθώς και 

τα τρία γένη των Ερμποϊών (Erbovirus), των Αφθοϊών (Aphthovirus) και των 

Τεσκοϊών (Teschovirus), τα οποία δεν παρουσιάζουν ανθρώπινη παθογένεια. Επίσης 

σε ξεχωριστή κατηγορία κατατάσσονται τα γένη των μη ταξινομημένων Picorna ιών 

και των περιβαλλοντικών δειγμάτων (King et al., 2000).

Αρχικά, το γένος των εντεροϊών χωρίστηκε σε τέσσερα είδη: το είδος των 

Πολιοϊών, των Coxsackie Α και Β ιών και το είδος των Echo ιών (Committee on the 

Enteroviruses, 1957), αυτό έγινε με βάση την παθογένειά των μελών του στον 

άνθρωπο και σε πειραματόζωα ζώα,. Στη συνέχεια, αυτά τα είδη χωρίστηκαν 

επιπρόσθετα σε 64 αντιγονικά διακριτούς οροτύπους (Πολιοϊοί 1-3, Coxsackie Α ιοί 

1-24, Coxsackie Β ιοί 1-6 και Echo ιοί 1-33) («Fields Virology», Melnick J.L., 1996). 

Οι Echo 22 και 23 ταξινομήθηκαν ως ένα νέο γένος, αυτό των Parecho ιών 1 και 2 

αντίστοιχα και αυτό έγινε διότι σε αναλύσεις της πρωτοταγούς δομής που 

πραγματοποιήθηκαν παρατηρήθηκε ότι αυτοί οι δυο ιοί έχουν χαρακτηριστικά που 

τους διαχωρίζουν από τους υπόλοιπους που εντάσσονται στο γένος των εντεροϊών. Οι 

διαφοροποιήσεις αυτές παρατηρούνται κυρίως στις καψιδιακές τους πρωτεΐνες . 

(Joki-Korpela and Hyypia, 2001).
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ΐ Νουκλεοτιδική ομοοιότητα

Εικόνα 1. Φυλογενετικό δένδρο της οικογένειας των Picoma ιών βασισμένο στη νουκλεοτιδική ομοιότητα των 
μελών των διαφορετικών γενών. Ανατύπωση από την ιστοσελίδα www.vadscomer.com/outbreak.html

Με την ανάπτυξη μοριακών τεχνικών, η γενωμική ανάλυση διαδέχτηκε την 

οροταυτοποίηση, ως μέσο ανίχνευσης και ταξινόμησης των εντεροϊών. Το 1999, η 

αναταξινόμηση των εντεροϊών με βάση την πρωτοταγή τους οργάνωση 

(νουκλεοτιδική και αμινοξική) έγινε αποδεκτή από την Διεθνή Επιτροπή 

Ταξινόμησης Ιών (International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV). 

Σύμφωνα, λοιπόν, με τα σύγχρονα μοριακά δεδομένα, το γένος των εντεροϊών 

χωρίζεται σήμερα σε 8 είδη (King et al., 2000). Από αυτά, τα πέντε (Poliovirus, και 

Human Enterovirus A - D) παρουσιάζουν ανθρώπινη παθογένεια. Βάσει αναλύσεων 

της πρωτοταγούς τους δομής και της VP1 περιοχής τους οι 65 ορότυποι, που 

αποτελούν το σύνολο των ανθρώπινων εντεροϊών, κατανέμονται στα είδη που 

προαναφέρθηκαν ως εξής. Το είδος A (HEVA) αποτελείται από τους Coxsackie ιούς 

Α2-Α8, Α10, Α12, Α14, Α16 και από τον εντεροϊό 71. Το είδος Β (HEVB) 

περιλαμβάνει όλους τους Coxsackie Β ιούς (CBV1-6), όλους τους Echo ιούς (Ε1-Ε9, 

Ε11-Ε21, Ε24-Ε27, Ε29-Ε33), τον Coxsackie Α9 και τους Εντεροϊούς 69 και 73 

(EV69, EV73) (Oberste et al., 2001). Το είδος C (HEVC) αποτελείται αποκλειστικά 

από Coxsackie Α ιούς και συγκεκριμένα από τους Al, All, Α13, Α15, A17-22 και 

Α24. Τέλος, το είδος D περιλαμβάνει τους πρόσφατα ταυτοποιημένους ιούς EV68 και 

EV70, ενώ το είδος των πολιοϊών περιλαμβάνει τους πολιοϊούς Polio 1-3.
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Γενικότερα η ταξινόμηση των εντεροϊών συνεχώς αναβαθμίζεται εξαιτίας της 

συνεχούς εύρεσης νέων οροτύπων (Enterovirus 74-75 - Oberste et al., 2004a και 

Enterovirus 77-78 - Norder et al., 2003), ενώ ακόμη και σήμερα, υπάρχει ένας 

αριθμός στελεχών, τα οποία φέρουν τον τίτλο «μη ταυτοποιημένα».

ΕΝΤΕΡΟΪΟΙ
Ομάδα I Εντεροϊούς A (HEVA) CAV2 έως CAV8 

CAV10, CAV12, CAV14, 
CAV16 και EV 71

Ομάδα II Εντεροϊούς Β (HEVB) CAV9, CBV1 έως CBV6 
Ε1 έως Ε7, Ε9, El 1 έως Ε21, Ε24 
έως Ε27, Ε29 έως Ε33, EV69, 
EV73

Ομάδα III Εντεροϊούς C (HEVC) CAV1, CAV11, CAV13, CAV15, 
CAV17 έως CAV22, CAV24

Ομάδα IV Εντεροϊούς D (HEVD) EV68 και EV70
Ομάδα V Πολιοϊούς PV 1-3

Πίνακα; 1 Ταξινόμηση του γένους των εντεροϊών
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1.2 ΔΟΜΗ ΚΑΙ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΙΩΝ

Οι εντεροϊοί, όπως και όλοι οι Picoma ιοί είναι, RNA ιοί θετικής πολικότητας 

ιοί, οι οποίοι περιβάλλονται από ένα μη ελυτροφόρο καψίδιο εικοσαεδρικής 

συμμετρίας (Rueckert, 1985). Οι Picona ιοί έχουν ένα σχετικά μικρό γενετικό υλικό 

και επομένως μπορούν να μελετηθούν άμεσα σε μοριακό επίπεδο. Η δυνατότητα 

κρυσταλλοποίσης και η εφαρμογή της κρυσταλλογραφίας με ακτίνες X οδήγησε στην 

μεγαλύτερη κατανόηση της δομής τους. Μέχρι στιγμής έχει ανακαλυφθεί μέσω 

κρυσταλλογραφίας με ακτίνες X η τρισδιάστατη δομή 5 οροτύπων εντεροίων που 

προσβάλουν τον άνθρωπο (PV1, PV3, CBV3, CAV9, EV1,).

Εικόνα 2, Κρυσταλλογραφική δομή με ακτίνες X διαφόρων Picoma ιών. Α) Ρινοϊός 16, Β) Mengovirus, Γ) Ιός 
FMDV (γένος Αφθοϊών), Δ) Μοριακή επιφάνεια του Ρινοϊού 14. Ανατύπωση από την ιστοσελίδα
WWW·virology.net/Big Virologv/BVRNApicorna.html
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1.2.1 ΔΟΜΗ ΚΑΨΙΔΙΟΥ ΕΝΤΕΡΟΙΩΝ

Η θεμελιώδης δομή του καψιδίου είναι η ίδια για όλα τα μέλη της οικογένειας 

Picornaviridae. Το καψίδιο των εντεροϊών έχει διάμετρο 25 - 35nm και αποτελείται 

από 60 αντίγραφα 4 πρωτεϊνών VP1- VP2- VP3-VP4 (Rueckert, 1985). Η βασική 

δομική μονάδα του εικοσαεδρικού καψιδίου είναι ένα πενταμερές, το οποίο 

αποτελείται από πέντε αντίγραφα των VP1, VP3 και μιας πρόδρομης πρωτεΐνης VP0. 

Κατά την συγκρότηση του καψιδίου, δώδεκα τέτοια πενταμερή ενώνονται για να 

σχηματίσουν το ώριμο εικοσαεδρικό καψίδιο πενταμερούς συμμετρίας, το οποίο 

σταθεροποιείται, καθώς ταυτόχρονα πραγματοποιείται η πρωτεόλυση της VP0 (στις 

VP2 και VP4) και ο εγκλεισμός του γενετικού υλικού στο νεοσχηματιζόμενο ιϊκό 

σωμάτιο. Ένα με δύο μόρια VP0 παραμένουν μη διασπασμένα σε κάθε καψίδιο με τη 

λειτουργική σημασία αυτής της λειτουργίας να παραμένει ακόμα άγνωστη.

ΠΙ II la lb Λ !5 ί

Εικόνα 3. Το καψίδιο των Picoma ιών. Διακρίνεται η δομή πενταμερούς συμμετρίας και η τοπολογική συσχέτιση 

τωνδομικώνπρωτεϊνώννΡ 1, VP2, νΡ3και W4. Ανατύ7κοσηα7ΐότη\αστοσελίδα 

httpi/^'www. brown.edu/Courses/Bio 160/Proiects2000/Polio/PoliovirusPathogenesis.htm

Οι VP1, VP2 και VP3 εντοπίζονται στην εξωτερική επιφάνεια του καψιδίου 

του ιού, ενώ η VP4 στην εσωτερική. Συγκεκριμένα, οι αναλύσεις δείχνουν, ότι στην 

επιφάνεια, η VP1 συγκεντρώνεται εξωτερικά σε μία περιοχή, η οποία περιβάλλει τον 

άξονα πενταμερούς συμμετρίας, ενώ οι VP2 και VP3 είναι τοποθετημένες η μία 

δίπλα στην άλλη σε μεγαλύτερη απόσταση από τον άξονα.
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H VP4 διαμορφώνει μία εκτεταμένη δομή, η οποία εντοπίζεται εσωτερικά 

κάτω από τις υπόλοιπες πρωτεΐνες έχοντας το Ν-τελικό της άκρο κοντά στον 

πενταμερή άξονα και το C-τελικό, κοντά στον άξονα τριμερούς συμμετρίας . Τα 

πενταμερή σταθεροποιούνται μέσω αλληλεπιδράσεων του Ν-τελικού και του C- 

τελικού άκρου των VP1, VP3 και VP4. Τα γειτονικά πενταμερή, συνδέονται μέσω 

δεσμών υδρογόνου μεταξύ τμημάτων των VP2 και VP3 πρωτεϊνών και πιστεύεται, 

ότι αυτή η χαλαρή σύνδεση διευκολύνει την αποδιάταξη του καψιδίου για την 

απελευθέρωση του ιϊκού RNA κατά την είσοδο στο κύτταρο ξενιστή (Stanway, 

1990).

1.2.2 ΔΟΜΙΚΕΣ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ

Οι καψιδικές πρωτεΐνες κωδικοποιούνται προς το 5' άκρο του γονιδιώματος 

των εντεροϊών και το μέγεθος τους ποικίλει στα διάφορα γένη των Picoma ιών. Η 

πρωτεΐνη VP1 αποτελείται από 209 έως 302 αμινοξέα, η VP2 από 218-272, η VP3 

από 221-246, ενώ, τέλος, η VP4 είναι αρκετά μικρότερη, με μήκος που ποικίλλει 

αρκετά, από 68 έως 85 αμινοξέα (Palmenberg et al., 1989).

Εικόνα 4. Τρισδιάστατη απεικόνιση των πρωτεϊνών του καψιδίου VP1, VP2, VP3 KaiVP4. Διακρίνεται η μεγάλη 
συμμετοχή των β- φύλλων στη διαμόρφωση της δευτεροταγούς οργάνωσης και των τεσσάρων δομικών πρωτεϊνών 
καθώς και η παρουσία μικρού ποσοστού α-ελίκων. Ανατύπωση από την ιστοσελίδα 
www.swbic.org/.../envirusat/module6/module6.html
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Η κατανόηση της δομής των πρωτεϊνών του καψιδίου και του ρόλου, τον 

οποίο παίζουν κατά τον πολλαπλασιασμό των εντεροϊών βελτιώθηκε σημαντικά μετά 

από τον καθορισμό της τρισδιάστατατης οργάνωσης του πολιοϊού τύπου 1 (PV1) και 

του ρινοϊού 14 (HRV14) (Arnold and Rossmann, 1990, Rossmann et al., 1985). 

Φαίνεται, λοιπόν, ότι μεταξύ των εντεροϊών, και γενικότερα των Picorna ιών, οι 

πρωτεΐνες του καψιδίου παρουσιάζουν δομικές ομοιότητες. Οι VP1, VP2 και VP3, 

είναι δομικά όμοιες και διαθέτουν οκτάκλωνη οργάνωση β-βαρελιού. Ο πυρήνας 

αυτής της δομής συγκροτείται από αντιπαράλληλα β-φύλλα, τα οποία συνδέονται 

μεταξύ τους μέσω θηλειών. Οι ίδιες μελέτες έδειξαν ότι το αμινοτελικό άκρο των 

VP1 και VP3 δεν έχει καθορισμένη δομή, ενώ η VP4 φαίνεται να αποτελεί 

προέκταση του αμινοτερματικού άκρου της VP2.

Επίσης , παρατηρήθηκε, από τη μελέτη του HRV-14, η παρουσία μιας βαθιάς 

αυλάκωσης (canyon), η οποία σχηματίζεται από γειτονικά κατάλοιπα των VP1 και 

VP3 πρωτεϊνών και εντοπίζεται σε σταθερή ακτίνα, περιμετρικά του άξονα 

πενταπλής συμμετρίας (Rossmann et al., 1985) των εντεροϊών. Αυτό το εύρημα 

φαίνεται να σχετίζεται με την πρόσδεση των Picorna ιών στους κυτταρικούς 

υποδοχείς αλλά και με την αποφυγή της ανοσοαπόκρισης μέσω αντισωμάτων. Στο 

εσωτερικό της αυλάκωσης βρίσκονται πρωτεϊνικά τμήματα, τα οποία έχουν την 

ικανότητα να αλληλεπιδρούν με συμπληρωματικές περιοχές των υποδοχέων των 

ξενιστικών κυττάρων. Η τοποθέτηση όμως αυτών των καταλοίπων σε μία περιοχή, η 

οποία, λόγω μεγέθους (πλάτος 1,5 nm και βάθος 1,2 nm), δεν είναι προσιτή στα 

ογκώδη αντισώματα του ανοσοποιητικού συστήματος, εξασφαλίζει την προστασία 

των ιών από τον ξενιστή αλλά και την προσκόλληση στους υποδοχείς του. Κάτω από 

την αυλάκωση εντοπίζεται μία εσοχή (hydrophobic pocket), ευθυγραμμισμένη με τα 

υδρόφοβα κατάλοιπα των πρωτεϊνών της επιφάνειας. Στους εντεροϊούς και ρινοϊούς, 

αυτή η κοιλότητα (cavity or pocket) περιέχεται στη VP1 πρωτεΐνη (Hendry et al., 

1999, Rossmann et al., 1985) και σχετίζεται με την προσκόλληση στον υποδοχέα 

(Smith et al., 1986), ενώ ταυτόχρονα άλλες μελέτες (Filman et al., 1989) προτείνουν 

την συμμετοχή της στη ρύθμιση των δομικών αλλαγών του καψιδίου κατά την 

ελευθέρωση του ιϊκού γονιδιώματος στο κύτταρο ξενιστή.
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αυλάκωση

Εικόνα 5. Η χαρακτηριστική δομή αύλακας των εντεροϊών. Ανατύπωση από την ιστοσελίδα www. 
ratsteachmicro.com/Picorna notes/HCOE CAI...

Τα τμήματα αυτά συγκεντρώνονται σε πολυποικιλόμορφα τμήματα των 

θηλειών των καψιδικών πρωτεϊνών, προσδίδουν τον αντιγονικό χαρακτήρα των 

διαφόρων στελεχών εντεροϊών και παρέχουν έναν επιπρόσθετο προστατευτικό ρόλο 

στους εντεροϊούς, (αντιγονική ποικιλία), που είναι απαραίτητος για την αποφυγή της 

πρόσδεσης των αντισωμάτων του ανοσοποιητικού συστήματος και για την προστασία 

των υψηλά συντηρημένων τμημάτων του καψιδίου, τα οποία είναι αναγκαία για την 

προσκόλληση των κυττάρων. Ορισμένες από τις αντιγονικές θέσεις των εντεροϊών 

είχαν ήδη μελετηθεί πριν από τη ανακάλυψη της τρισδιάστατης δομής των εντεροϊών, 

αφού ήταν ήδη γνωστό, ότι οι δομικές πρωτεΐνες παρουσιάζουν μεγάλη 

ποικιλομορφία μεταξύ διαφορετικών οροτύπων, με διαφοροποιήσεις, οι οποίες 

συγκεντρώνονται σε συγκεκριμένες θέσεις, και κυρίως στις υδρόφιλες περιοχές των 

VP1, VP2 και VP3 πρωτεϊνών.

Μια επίσης ποικιλόμορφη περιοχή, με υδρόφοβο, ωστόσο, χαρακτήρα είχε 

εντοπισθεί στο αμινοτερματικό άκρο της VP 1. Αναλύσεις έδειξαν, ότι αυτή η περιοχή 

μπορεί να αλληλεπιδρά με ενδοσωμικές μεμβράνες του κυττάρου ξενιστή, 

διευκολύνοντας έτσι την είσοδο του ιού (Fricks and Hogle, 1990). Σήμερα, η δομική 

ποικιλομορφία και η λειτουργική σημασία πολλών αντιγονικών θέσεων των 

εντεροϊών έχουν ήδη διαλευκανθεί (Stanway, 1990), ενώ ολοένα και περισσότερα 

στοιχεία αποκαλύπτονται γι’ αυτές, μέσω των τεχνικών του προσδιορισμού της 

πρωτοταγούς διάταξης και της πρόβλεψης της δευτεροταγούς δομής.
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Ειδικά για τους Coxsackie Α ιούς, η μελέτη των VP1 αλληλουχιών 

διαφορετικών μελών έχει δείξει, ότι στις προβλεπόμενες αντιγονικές περιοχές υπάρχει 

αξιοσημείωτη ποικιλία. Η στοίχιση, μάλιστα, των VP1 αλληλουχιών όλων των 

Coxsackie Α προτύπων στελεχών υποδεικνύει, ότι δεν υπάρχουν χαρακτηριστικά που 

να επιτρέπουν την ταξινόμηση όλων των Coxsackie Α σε μία κοινή αντιγονική 

ομάδα. Αυτό πιθανώς συμβαίνει εξαιτίας του ότι υπάρχει αξιοσημείωτη μοριακή 

απόκλιση μεταξύ των τριών τύπων Coxsackie Α ιών (εκείνων των ειδών HEV-A, 

HEV-B και HEV-C), με αποτέλεσμα αυτή η ολική ετερογένεια πιθανώς να 

υπερκαλύπτει την ομοιότητα, που υπάρχει σε έναν μικρό αριθμό καταλοίπων υψίστης 

σημασίας. Αυτή η ποικιλία δεν παρατηρείται ούτε στην ομάδα των πολιοϊών ούτε 

στους εντεροϊούς του είδους Β, τα οποία αποτελούνται από μέλη με μεγάλη 

συγγένεια (Hyypia and Stanway, 1993).

Ένα από τα πιο εντυπωσιακά χαρακτηριστικά της στοίχισης των VP1 

αλληλουχιών των Coxsackie Α ιών εντοπίζεται στο καρβοξυτελικό άκρο της 

πρωτεΐνης αυτής, και στην οποία οι ιοί CAV9 παρουσιάζουν μία εμφανή προέκταση 

σε σχέση με τους υπόλοιπους εντεροϊούς. Μέσα σε αυτή την προέκταση, εντοπίζεται 

ένα μοτίβο RGD (τριπεπτίδιο αργινίνης-γλυκίνης-ασπαρτικού οξέος), το οποίο 

πιστεύεται, ότι εμπλέκεται σε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις σε μία μεγάλη ποικιλία 

συστημάτων (Ruoslahti and Pierschbacher, 1987). Το συγκεκριμένο τμήμα είναι 

υδρόφιλο, βρίσκεται στην επιφάνεια του καψιδίου των CAV9 ιών και η λειτουργική 

του σημασία αφορά στην προσκόλληση στους κυτταρικούς υποδοχείς (Hyypia and 

Stanway, 1993).Παρότι οι ακριβείς θέσεις αντιγονικών επιτόπων στους CAV ιούς δεν 

έχουν ακόμη καθοριστεί πλήρως, οι πολιοϊοί έχουν μελετηθεί εκτεταμένα ως προς 

αυτές και έχουν προκόψει αρκετά ενδιαφέροντα στοιχεία μέσω της χρήσης 

νουκλεοτιδικών στοιχίσεων.

Συμπερασματικά, ο πρωταρχικός ρόλος των καψιδικών πρωτεϊνών έγκειται 

στο να προσδίδουν στους εντεροϊούς τις αντιγονικές αλλά και άλλες ιδιότητές τους, 

όπως π.χ. ιδιότητες, που αφορούν στον τρόπο προσκόλλησης στους υποδοχείς των 

κυττάρων ξενιστών (Stanway, 1990). Πιστεύεται, ότι η VP4, μέσω λειτουργικής 

τροποποίησης, που περιλαμβάνει σύνδεση με μυριστικό οξύ στο αμινοτελικό της 

άκρο (Chow et al., 1987) και δυνατότητα φωσφορυλίωσης από κινάσες (Ratka et al., 

1989), συμβάλλει στην προσκόλληση του ιού στο κύτταρο ξενιστή, στην αποδιάταξη 

του καψιδίου και στην απελευθέρωση του ιού στο κυτταρόπλασμα του ξενιστή.

11

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 05:50:48 EEST - 18.227.114.6



Επίσης πιστεύεται, ότι η VP4 παίζει λειτουργικό ρόλο και κατά τη 

συγκρότηση του καψιδίου των νεοσχηματισθέντων ιών (Chow et al., 1987). Τέλος, 

στην αποδιάταξη του καψιδίου για την απελευθέρωση του ιϊκού RNA στο 

κυτταρόπλασμα του ξενιστή, πιστεύεται ότι συμμετέχει και η VP2, η οποία επίσης 

παρουσιάζει δυνατότητα φωσφορυλίωσης από κυτταρικές κινάσες (Ratka et al., 

1989).

1.2.3 ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΕΣ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ

Οι λειτουργικές πρωτεΐνες των Picoma ιών κωδικοποιούνται από το 3' μισό 

του γονιδιώματός τους. Το αρχικό αποτέλεσμα της μετάφρασης παράγει μία 

πολυπρωτεΐνη, η οποία μέσω μιας αρχικής πρωτεολυτικής διάσπασης, που 

πραγματοποιείται μέσω της δράσης της 2Α, χωρίζεται σε δύο τμήματα, εκείνα των 

δομικών και λειτουργικών πρωτεϊνών. Η υπόλοιπη επεξεργασία της αρχικής 

πολυπρωτεΐνης πραγματοποιείται από την 3C.

Οι λειτουργικές πρωτεΐνες συνολικά είναι επτά, οι 2Α, 2Β, 2C, 3Α, 3Β, 3C και 

3D, αν και σε μερικές περιπτώσεις, φαίνεται ότι και κάποια πρόδρομα μόρια αυτών 

είναι λειτουργικά. Έτσι, έχει δειχθεί ότι στους πολιοϊούς η πρόδρομος πρωτεΐνη 3 

CDpro συμμετέχει στην επεξεργασία των πρόδρομων μορίων των πρωτεϊνών του 

καψιδίου (Ypma-Wong et al., 1988a). Οι λειτουργικές πρωτεΐνες διαφόρων εντεροϊών 

είναι πιο συντηρημένες σε σχέση με τις δομικές πρωτεΐνες, γεγονός που εκφράζει, 

πιθανότατα, έλλειψη ανοσολογικής πίεσης και ανάγκη διατήρησης αμετάβλητων 

ορισμένων τμημάτων με σημαντική λειτουργία, όπως είναι τα ενεργά κέντρα των 

ενζύμων.

Ειδικότερα για τους Coxsackie Α ιούς, όπως συμβαίνει και με τις δομικές τους 

πρωτεΐνες, η στοίχιση των αλληλουχιών των λειτουργικών περιοχών του 

γονιδιώματος δεν μπορεί να υποδείξει την μοριακή βάση του φαινοτύπου «CAV» κι 

αυτό συμβαίνει, επειδή υπάρχει τόση ετερογένεια μέσα στην ίδια την ομάδα των 

Coxsackie Α ιών, όση και μεταξύ των Coxsackie Α ιών με άλλες ομάδες εντεροϊών. 

Αντίθετα, στους Coxsackie Β ιούς, η ομολογία των νουκλεοτιδικών και αμινοξικών 

αλληλουχιών του γονιδιώματος, που κωδικοποιεί για τις λειτουργικές πρωτεΐνες, 

είναι υψηλή (Stanway, 1990).
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Οι λειτουργικές πρωτεΐνες είναι υπεύθυνες για τον πολλαπλασιασμό του ιϊκού 

RNA, σχετίζονται με διάφορες μεταβολές στον μεταβολικό κύκλο και στην 

μορφολογία του κυττάρου ξενιστή (Porter, 1993). Ανάμεσα σε αυτές 

περιλαμβάνονται η αναστολή της μεταγραφής και της μετάφρασης, που εξαρτάται 

από το σύμπλοκο cap (cap-dependent translation), η διαταραχή της επικοινωνίας 

μεταξύ πυρήνα και κυτταροπλάσματος και η αναστολή - αναδιαμόρφωση του 

κυστιδιακού συστήματος μεταφοράς (vesicular transport system). Οι παραπάνω 

αλλαγές εξυπηρετούν την δημιουργία κατάλληλων συνθηκών για την 

πραγματοποίηση του ιϊκού πολλαπλασιασμού

1.2.4 ΟΡΓΑΝΩΣΗ ΓΟΝΙΑΙΩΜΑΤΟΣ

Οι Picoma ιοί ανήκουν στους μικρότερους RNA ιούς θηλαστικών, που είναι 

μέχρι σήμερα γνωστοί. Το γονιδίωμα όλων των Picoma ιών είναι ένα μονόκλωνο 

RNA μόριο, θετικής πολικότητας, το οποίο έχει μήκος 7200 - 8500 νουκλεοτίδια, 

είναι μεταγραφικά ενεργό και κωδικοποιεί για όλες τις πρωτεΐνες των ιών. Στους 

εντεροϊούς, διακρίνονται, από το 5' άκρο προς το 3' άκρο, η 5' μη μεταφραζόμενη 

περιοχή (5' UTR), στην οποία βρίσκεται ομοιοπολικά συνδεδεμένη η πρωτεΐνη VPg, 

ένα ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (open reading frame - ORF), μήκους περίπου 2100 

κωδικονίων, από το οποίο κωδικοποιούνται όλες οι (δομικές και λειτουργικές) 

πρωτεΐνες των ιών και, τέλος, μία 3' μη μεταφραζόμενη περιοχή (3' UTR), η οποία 

καταλήγει σε μία πολυαδενυλιωμένη ουρά - περιοχή (poly-A tract).

To ORF διαχωρίζεται επιπλέον στα γονιδιακά τμήματα ΙΑ, IB, 1C και 1D, τα 

οποία κωδικοποιούν για τις δομικές πρωτεΐνες VP4, VP2, VP3 και VP 1 αντίστοιχα, 

ενώ ακολουθούν τα 2Α, 2Β, 2C, 3Α, 3Β, 3C και 3D, που κωδικοποιούν για τις 

ομώνυμες λειτουργικές πρωτεΐνες (Stanway, 1990).Οι περισσότερες πληροφορίες, 

σχετικά με την οργάνωση και πιθανή λειτουργία του γονιδιώματος των εντεροϊών 

προέρχονται από μελέτες, οι οποίες έγιναν εφικτές μετά τον καθορισμό της 

πρωτοδιάταξης κάποιων μελών, με πρώτο το στέλεχος Mahoney του πολιοϊού τύπου 

1 (Kitamura et al., 1981). Σήμερα, ολόκληρο το γονιδίωμα όλων των προτύπων ιών 

Εντεροϊών έχει προσδιοριστεί και διατίθεται ελεύθερα στο διαδίκτυο, μέσω των 

διεθνών τραπεζών δεδομένων, ενώ επιπρόσθετα, διατίθεται η πλήρης ή μερική 

αλληλουχία πολλών κλινικών στελεχών.
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5’ NTR 3B
_________ ^ (VPg)

..........' ' '' ’ -.................... r
VPq IRES VP4 VP2 VP3 VP! 2A ?8 2G 3A! 3c 1 3D

Pi .I. P2 1 P3

ΔΟΜΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ ΜΗ ΔΟΜΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΉ

Εικόνα 6. Το γονιδίωμα των εντεροΐών. Διακρίνονται από το 5' προς το 3' άκρο η 5 αμετάφραστη περιοχή (5' 
UTR), το δομικό (Ρ1) και το λειτουργικό (Ρ2) γονιδίωμα και η 3 αμετάφραστη περιοχή (35’ UTR), με την πολύ - 
Α απόληξη.

1.2.5 Η 5 ΜΗ ΚΩΔΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ (5' UTR)

Η 5' αμετάφραστη περιοχή των Picoma ιών είναι ασυνήθιστα μεγάλη σε 

σχέση με αντίστοιχες περιοχές πολλών άλλων ίίκών RNA γονιδιωμάτων, 

συνιστώντας το 8% - 12% της ολικής γενετικής πληροφορίας που περιέχουν. Μεταξύ 

στενά συγγενικών ιών, η 5' UTR αποτελεί, γενικά, το πιο ομόλογο τμήμα του 

γονιδιώματός τους και περιέχει ορισμένες ομάδες νουκλεοτιδίων, τα οποία είναι 

μερικώς ή ακόμη και πλήρως συντηρημένα (Stanway et al., 1984) από είδος σε είδος. 

Οι συγκεκριμένες ομάδες νουκλεοτιδίων διαθέτουν, πιθανότατα, συγκεκριμένο και 

σημαντικό ρόλο στην αντιγραφή των ιών. Μάλιστα συντηρημένες αλληλουχίες αυτού 

του τύπου χρησιμοποιούνται σήμερα ως θέσεις υβριδοποίησης μέσω της αλυσιδωτής 

αντίδρασης της πολυμεράσης (PCR) για την επίτευξη στόχων ανίχνευσης μεγάλου 

εύρους ιών αυτής της οικογένειας (Hyypia et al., 1989, Siafakas et al., 2000, 

Torgersen et al., 1989).

Στους στενά συγγενικούς εντεροϊούς και ρινοϊούς, η στοίχιση των 5' UTR 

αλληλουχιών τους δείχνει ένα ποσοστό ομολογίας της τάξης του 60% στα πρώτα 600 

νουκλεοτίδια, ενώ, στη συνέχεια, παρατηρείται μία εισαγωγή 100 - 140 

νουκλεοτιδίων στο γονιδίωμα των εντεροΐών. Αυτό αποτελεί και ένα από τα λίγα 

χαρακτηριστικά, που διαφοροποιούν τους εντεροϊούς από τους ρινοϊούς σε μοριακό 

επίπεδο, όμως η λειτουργική του σημασία παραμένει αδιευκρίνιστη (Stanway, 1990). 

Αυτή η συντηρημένη εικόνα που παρουσιάζεται στις 5' UTR αλληλουχίες στενά 

συγγενικών ειδών υποδεικνύει την σημαντική τους λειτουργία ενώ πειράματα 

μεταλλαξογένεσης συστήνουν, ότι οι τροποποιήσεις, που μπορούν να 

πραγματοποιηθούν στις 5' UTR θέσεις χωρίς να επηρεαστούν, σε κάποιο βαθμό, τα 

χαρακτηριστικά ανάπτυξης των ιών, είναι λίγες (Kuge and Nomoto, 1987, Trono et 

al., 1988).
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Σε όλους τους Picoma ιούς, η 5' UTR παρουσιάζει κάπως διαφορετική 

νουκλεοτιδική σύνθεση από το υπόλοιπο γένωμα (Stanway et al., 1984, Palmenberg, 

1987). Συγκεκριμένα, παρατηρείται μία μειωμένη περιεκτικότητα σε κατάλοιπα 

αδενίνης (Α) και αντιστοίχως μία αυξημένη περιεκτικότητα σε κυτοσίνη (C). Το 

αυξημένο ποσοστό βάσεων G και C μπορεί να αντανακλά το γεγονός, ότι η 

δευτεροταγής οργάνωση παίζει σημαντικό ρόλο στη λειτουργικότητα της 5' UTR. 

Στην περίπτωση των εντεροϊών και ρινοϊών, διάφορες εργασίες πρόβλεψης 

δευτεροταγούς δομής με συστήματα ηλεκτρονικών υπολογιστών, έχουν παράγει ένα 

μοντέλο δευτεροταγούς διαμόρφωσης, το οποίο είναι εφαρμόσιμο σε όλα τα στελέχη 

που έχουν μελετηθεί, αλλά διαφέρει από το προβλεπόμενο μοντέλο αναδίπλωσης των 

καρδιοϊών και αφθοϊών (Pilipenko et al., 1989, Rivera et al., 1988, Skinner et al., 

1989).

1.2.6 H3 MH ΚΩΔΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ (3' UTR)

H 3' αμετάφραστη περιοχή (3 TJTR) του γονιδιώματος των Picorna ιών έχει 

μήκος, που ποικίλλει μεταξύ διαφορετικών μελών της οικογένειας (από 40 

νουκλεοτίδια στους ρινοϊούς έως 126 νουκλεοτίδια στους καρδιοϊούς). Στους 

ρινοϊούς, η συγκεκριμένη περιοχή είναι πλούσια σε κατάλοιπα αδενίνης (Α) και 

ουρακίλης (U), ενώ τα κατάλοιπα κυτοσίνης σπανίζουν, με αποτέλεσμα (λόγω του ότι 

η αδενίνη με την ουρακίλη σχηματίζουν διπλό δεσμό υδρογόνου) να μην προβλέπεται 

κάποια σταθερή δευτεροταγής δομή στην 3' UTR των ιών αυτών. Όσον αφορά στα 

λοιπά μέλη της οικογένειας των Picoma ιών, παρόμοιες, σταθερές δευτεροταγείς 

δομές είναι δυνατό να προβλεφθούν, ενώ η συντηρημένη παρουσία και η 

συμμεταβλητότητα, που παρουσιάζουν, συστήνει, ότι ίσως, αυτές οι περιοχές, 

διαθέτουν και κάποια λειτουργική σημασία (Auvinen et al., 1989, Inoue et al., 1989).

Με βάση την οργάνωση της 3' UTR οι εντεροϊοί μπορούν να χωριστούν σε 

δύο ομάδες, εκείνη των πολιοϊών (η οποία περιλαμβάνει επιπρόσθετα τον εντεροϊό 

Coxsackie Α21 και τους εντεροίούς των βοοειδών) και εκείνη των Coxsackie Β ιών 

(η οποία περιλαμβάνει επίσης τους εντεροίούς των χοιροειδών, τον Coxsackie Α9 και 

τους Echo ιούς 6 και 11).
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Η διαφορά μεταξύ των δύο ομάδων έγκειται στο γεγονός, ότι η ομάδα των 

Coxsackie Β ιών παρουσιάζει, στην 3' UTR, μία πλήρη διάταξη θηλειάς (Stem 

Loop), η οποία απουσιάζει από την ομάδα των πολιοϊών (Auvinen et al., 1989). 

Αντίθετα, στους πολιοϊούς, παρουσιάζονται, στην περιοχή αυτή του γονιδιώματος, 

δύο θηλιές (X και Ψ), οι οποίες αλληλεπιδρούν μεταξύ τους με δεσμούς υδρογόνου, 

δημιουργώντας έτσι ένα μοτίβο τριτοταγούς δομής.

1.3 ΥΠΟΔΟΧΕΙΣ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΪΩΝ

Η είσοδος ενός ιού σε έναν οργανισμό αρχίζει με την προσκόλληση του ιού σε 

έναν οι περισσότερους υποδοχείς στην επιφάνεια του κυττάρου ξενιστή. Σε αυτή τη 

διαδικασία εμπλέκονται διάφορες πρωτεΐνες της επιφάνειας του ιού και του 

κυττάρου-στόχου. Γνωστοί κυτταρικοί υποδοχείς των εντεροϊών που προσβάλουν τον 

άνθρωπο παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα. (Πίνακας 2).

Ιός Υποδοχέας Τύπος υποδοχέα Συνυποδοχέας
Foot-and-mouth disease virus Heparan sulfate Glycosaminoglycan
Foot-and-mouth disease virus θνβ3 (Vitronectin receptor) Integrin
Encephalomyocarditis virus Vcam-1 Ig-like

Polioviruses 1-3 Pvr Ig-like
Coxsackievirus A13, A18, A21 Icam-1 Ig-like

Coxsackievirus A21 Decay-accelerating factor 
(CD55)

SCR-like (complement 
cascade)

Icam-1

Coxsackievirus B1-B6 Car Ig-like
Coxsackievirus Bl, B3, B5 CD55 SCR-like (complement 

cascade)
θνβ6-Integrin

Echoviruses 1, 8 a2pi-Integrin(Vla-2) Integrin p2-Microglobulin
Echoviruses 3, 6, 7, 11-13, 20,21, 

24, 29, 33
Decay-accelerating factor 

(CD55)
SCR-like (complement 

cascade)
p2-Microglobulin

Parechovirus 1 Ονβι, θνβ3 (Vitronectin 
receptor)

Integrin

Enterovirus 70 Decay-accelerating factor 
(CD55)

SCR-like (complement 
cascade)

Bovine enterovirus Sialic acid Carbohydrate
Hepatitis A virus HAVcr-1

Major group rhinoviruses (91 
serotypes)

Icam-1 Ig-like

Minor group rhinoviruses (10 
serotypes)

Low density lipoprotein 
receptor protein family

Signaling receptor

Rhinoviruse 87 Sialic acid Carbohydrate
Ig, immunoglobulin; SCR, short consensus repeat

Πίνακας 2. Οι κυτταρικοί υποδοχείς των picoma-ιών. Ανατύπωση από Melnick, 1996.
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Η φύση των υποδοχέων των picoma-ubv, παρέμενε αδιασάφητη έως το 1989, 

όταν οι υποδοχείς για τους πολιοϊούς και τους ρινοϊούς ταυτοποιήθηκαν (Greve et al., 

1989, Mendelsohn et al., 1989, Staunton et al., 1989). Χρησιμοποιώντας βιοχημικά 

εργαλεία, βρέθηκε ότι οι υποδοχείς των πολιοϊών είναι πρωτεϊνικά μόρια. Η 

επεξεργασία κυττάρων καλλιέργειας με θρυψίνη εμπόδισε την είσοδο των πολιοϊών 

όχι όμως των Coxsackie Β ιών.

Ο υποδοχέας PVR (Poliovirus Receptor) χρησιμοποιείται από όλους τους 

τύπους των πολιοϊών. Περιγράφηκε για πρώτη φορά με τη χρησιμοποίηση 

μονοκλωνικών αντισωμάτων τα οποία εμπόδιζαν ειδικά την προσκόλληση και των 

τριών οροτύπων πολιοϊών, αλλά όχι αυτή των άλλων Picoma-ιών (Minor et al., 1984, 

Nobis et al., 1985). Με την επίτευξη της κλωνοποίησης του γονιδίου για τον PVR, η 

εύρεση της αλληλουχίας του γονίδιου, έδειξε ότι η πρωτεΐνη αυτή είναι μέλος της 

υπεροικογένειας των ανοσοσφαιρινών (Mendelsohn et al., 1989). Ο PVR αποτελείται 

από ένα εξωτερικό τμήμα που περιέχει τρεις περιοχές που μοιάζουν με 

ανοσοσφαιρίνες, ένα διαμεμβρανικό τμήμα και μια κυτταροπλασματική απόληξη. Η 

κυτταρική λειτουργία του PVR πιθανόν να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην 

αναγνώριση και τη συγκόλληση κυττάρων μεταξύ τους, όπως συμβαίνει και με άλλα 

μέλη της υπεροικογένειας των ανοσοσφαιρινών.

Ο υποδοχέας της κυτταρικής επιφάνειας για τη μείζονα ομάδα των 

ανθρώπινων ρινοϊών (περίπου 91 ομότυποι), ταυτοποιήθηκε χρησιμοποιώντας 

μονοκλωνικά αντισώματα και η αμινοξική αλληλουχία αποκάλυψε μια δομική 

πρωτεΐνη 95kDa, μέλος επίσης της υπεροικογένειας των ανοσοσφαιρινών που 

ονομάζεται ICAM-1 (Greve et al., 1989). Το μόριο ICAM-1 συμμετέχει σε 

κυτταρικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ διαφόρων τύπων ιστών καθώς και σε 

ανοσολογικές λειτουργίες (Springer, 1990, White and Littman 1989). Οι μελέτες με 

ηλεκτρονική μικροσκοπία έδειξαν ότι ο ICAM-1 έχει μήκος περίπου 19 nm (Staunton 

et al., 1990) και αποτελείται από πέντε εξωκυττάρια τμήματα τύπου ανοσοσφαιρίνης 

(Greve et al., 1989, Staunton et al., 1990, Tomassini et al., 1989). Εκτός από τους 

ρινοϊούς αποτελεί υποδοχέα και για τους ιούς Coxsackie Α13, Α18 και Α21 (Colonno 

et al., 1989).
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Τα πειράματα για την ταυτοποίηση του κυτταρικού υποδοχέα της ομάδας των 

ιών Coxsackie Β είχαν ως αποτέλεσμα την απομόνωση και το χαρακτηρισμό μιας 

πρωτεΐνης περίπου 46 kDa από κύτταρα HeLa (Bergelson et al., 1997, Carson et al., 

1997, Tomko et al., 1997) που είναι γνωστή ως CAR (Coxsackievirus and Adenovirus 

Receptor) και αποτελείται από 365 αμινοξέα. Πρόκειται για μέλος της 

υπεροικογένειας των ανοσοσφαιρινών και περιέχει στο εξωκυττάριο τμήμα της μια 

αμινοτελική V-like και μια C2-like υπομονάδα. Το κυτταροπλασματικό τμήμα της 

πρωτεΐνης διαχωρίζεται από τη C2-like υπομονάδα με μια απλή διαμεμβρανική 

αλληλουχία. Έχει αναφερθεί ότι όταν το κυτταροπλασματικό και διαμεμβρανικό 

τμήμα της πρωτεΐνης απομακρύνθηκε (Wang and Bergelson 1999) η είσοδος των 

CBV σε κύτταρα Rd εξακολουθούσε να είναι εφικτή.

Επιπλέον οι ιοί Coxsackie Β αλληλεπιδρούν με τον DAF/CD55 (Shafren et 

al., 1995). Οι αλληλεπιδράσεις των ιών Coxsackie Β με τους CAR και DAF είναι 

αρκετά ετερογενείς ακόμα και μεταξύ στελεχών του ίδιου οροτύπου (Selinka et al., 

2004). Στο παρελθόν είχε περιγράφει άλλη μια πρωτεΐνη της κυτταρικής επιφάνειας 

(nucleolin) στενά σχετιζόμενη με την ακτίνη του κυτταροσκελετού (Hovanessian et 

al., 2000) ως μέσο πρόσδεσης του ιού στο κύτταρο. Το πρωτεινικό αυτό μόριο της 

κυτταρικής επιφάνειας παρουσιάζει υψηλότερη συνάφεια με το 125S Coxsackie Β 

προ-ιόσωμα παρά με το μολυσματικό 160S ιόσωμα γεγονός που αποτελεί ένδειξη για 

τη μη συμμετοχή του στην έναρξη ενός παραγωγικού για τον ιό μολυσματικού 

κύκλου.

Οι υποδοχείς CAR και DAF εκφράζονται αμφότεροι στην ανθρώπινη καρδιά. 

Υψηλά επίπεδα της πρωτεΐνης CAR απαντούν στους παρεμβαλλόμενους δίσκους 

(intercalated discs), περιοχές μέγιστης σημασίας για τη λειτουργική ακεραιότητα της 

καρδιάς. Σε αντίθεση με την αλληλεπίδραση των ιών Coxsackie Β με τις πρωτεΐνες 

CAR όπου αρχίζει το «ξεδίπλωμα» του ιοσώματος, η πρόσδεση στις πρωτεΐνες DAF 

δεν οδηγεί σε δομικές αλλαγές στο ιικό καψίδιο (Pasch et al., 1999, Shafren et al., 

1995). Έτσι ο ρόλος του DAF φαίνεται να περιορίζεται σε αυτόν του συν-υποδοχέα, 

καθώς διευκολύνει την παρουσίαση των ιοσωμάτων στις πρωτεΐνες CAR.
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Μονοκλωνικά αντισώματα που εμποδίζουν τη μόλυνση HeLa κυττάρων από 

echo ιό τύπου 1, χρησιμοποιήθηκαν για την ανοσοκατακρήμνιση πρωτεϊνών 

υποδοχέων από τα HeLa κύτταρα. Οι δύο υπομονάδες της ιντεγκρίνης VLA-2 (Very 

Late Antigen-2), β\ (130kDa) και α2 (125kDa), βρέθηκε να είναι τα μόρια που 

συνδέονται με τα μονοκλωνικά αντισώματα και εμποδίζουν την είσοδο του ιού στο 

κύτταρο (Bergelson et al., 1992). Η κυτταρική λειτουργία αυτής της ιντεγκρίνης είναι 

η προσκόλληση των κυττάρων στην εξωκυττάρια θεμέλια ουσία ενώ ταυτόχρονα 

συμβάλλει στην ενδοκυτταρική επικοινωνία με στοιχεία του κυτταροσκελετού 

(Hynes, 1987). Οι κανονικοί εξωκυττάριοι συνδέτες του VLA-2 είναι το κολλαγόνο 

και η λαμινίνη ενώ οι ενδοκυττάριοι συνδέτες είναι η ταλίνη, η βινκουλίνη και η α- 

ακτίνη (Elices et al., 1989). Μελέτες έχουν δείξει ότι ο echo ιός τύπου 1 

προσκολλάται στο τμήμα I (Inserted) εντός της υπομονάδας α2 (King et al., 1995) 

ενώ ο μηχανισμός πρόσδεσης του ιού στον υποδοχέα είναι διαφορετικός από αυτόν 

που χρησιμοποιεί ο υποδοχέας για την αλληλεπίδρασή του με μόρια της 

εξωκυττάριας θεμέλιας ουσίας.

Πολλοί εντεροϊοί προσδένονται στον παράγοντα επιτάχυνσης της αλλοίωσης 

(decay-accelerating factor) (DAF, CD55), που είναι μέλος της οικογένειας των 

πρωτεϊνών ρύθμισης της ενεργότητας του συμπληρώματος (Bergelson et al., 1994, 

Karnauchow et al., 1996, Shafren et al.,1997. Ward et al., 1998) O DAF είναι μια 

γλυκοπρωτεΐνη συνδεδεμένη στην κυτταρική μεμβράνη μέσω γλυκοσυλιωμένης 

φοισφοίνοσιτόλης, που απαντά στη επιφάνεια της πλειοψηφίας των ορο-εκτιθέμενων 

κυττάρων και τα προστατεύει από τη λύση που προκαλεί το συμπλήρωμα, καθώς 

επιταχύνει την αποικοδόμηση των μετατροπασών του κλασσικού C3 και C5 

μονοπατιού (Lublin and Atkinson 1989). Ο DAF αποτελείται από 4 μικρές 

επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες (Short Consensus Repeats-SCR) και από ένα τμήμα 

πλούσιο σε σερίνη και θρεονίνη, το οποίο συνδέεται με φωσφοϊνοσιτόλη (Lublin and 

Atkinson 1989).
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1.4 ΚΥΚΛΟΣ ΖΩΗΣ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΙΩΝ

1.4.1 ΠΡΟΣΔΕΣΗ ΣΤΟΥΣ ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥΣ ΥΠΟΔΟΧΕΙΣ ΚΑΙ Η 
ΕΙΣΟΔΟΣ ΣΤΑ ΚΥΤΤΑΡΑ

Όπως έχει ήδη αναφερθεί το καψίδιο των picoma-ιών είναι συγκροτημένο από 

αντίγραφα τεσσάρων πρωτεϊνών σχηματίζοντας εικοσαεδρική συμμετρία. Μεταξύ 

των μελών της οικογένειας, οι καψιδικές πρωτεΐνες είναι τοποθετημένες με παρόμοιο 

τρόπο, η αρχιτεκτονική της επιφάνειας όμως διαφέρει. Αυτή η διαφορά δεν σχετίζεται 

μόνο με τον ομότυπο, αλλά και με τον διαφορετικό τρόπο αλληλεπίδρασης με τους 

υποδοχείς. Έχει δειχθεί ότι οι αύλακες είναι οι θέσεις αλληλεπίδρασης του ιού με 

τους κυτταρικούς υποδοχείς (Belnap et al., 2000, He et al., 2001, He et al., 2003, 

Kolatkar et al., 1999, Xiao et al., 2001). Μεταλλαγές σε αμινοξέα της αύλακας των 

πολιοϊών και των ρινοϊών μπορεί να επηρεάσουν τη συγγένεια πρόσδεσης με τους 

υποδοχείς (Colston et al., 1994, Colston et al., 1995, Harber et al., 1995, Liao et al., 

1997). Αρχικά υπήρχε η θεώρηση ότι οι αύλακες είναι στενές και βαθιές προκειμένου 

να αποφεύγεται η προσκόλληση ογκωδών αντισωμάτων στο εσωτερικό της 

(Rossmann et al., 1989). Με αυτό το φυσικό εμπόδιο πιστευόταν ότι αμινοξέα βασικά 

για την πρόσδεση με τον υποδοχέα προφυλάσσονται από το ανοσοποιητικό σύστημα. 

Δομικές μελέτες ενός συμπλέγματος ρινοϊού-αντισώματος, έδειξαν ότι το αντίσωμα 

μπορεί να διεισδύσει στην αύλακα όπως ακριβώς και ο υποδοχέας 1CAM-1 (Smith et 

al., 1996) προτείνοντας έτσι ότι οι αύλακες δεν παίζουν ρόλο στην αποφυγή της 

ανοσολογικής αντίδρασης εναντίον του ιού.

Η πρόσδεση των ιών σε διαλυτό μονομερή πρωτείνικό υποδοχέα in vitro 

προκαλεί μια αμετάκλητη δομική αλλαγή στο ιικό σωμάτιο η οποία εκδηλώνεται ως 

αλλαγή στα χαρακτηριστικά καθίζησης του ιού (από 160 S στο ώριμο ιόσωμα σε 135 

S στο Α-σωμάτιο) (Hoover-Litty and Greve, 1993). Παρόμοιες αλλαγές στο 

συντελεστή καθίζησης, έχουν παρατηρηθεί όταν ο ιός αλληλεπιδρά με τον υποδοχέα 

στην κυτταρική επιφάνεια, και τέτοιοι μετασχηματισμοί θεωρείται ότι είναι βασικοί 

για την επιτυχή είσοδο του ιού και τη μόλυνση (Fenwick and Cooper, 1962).

20
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
24/04/2024 05:50:48 EEST - 18.227.114.6



Οι δομικές ανακατατάξεις που οδηγούν σε αλλαγές στην καθίζηση 

περιλαμβάνουν απώλεια της VP4 και εξωτερίκευση του Ν άκρου της VP1, που υπό 

κανονικές συνθήκες εδράζει εσωτερικά στο καψίδιο περιβάλλοντας τις πενταμερείς 

κορυφές του ώριμου ιοσώματος. Το προεξέχον άκρο της VP1, το οποίο είναι 

υδρόφοβο, ενώνεται με τη μεμβράνη και σχηματίζει μια δίοδο μέσω της οποίας το 

γένωμα του ιού εισέρχεται στο κυτταρόπλασμα (Guttman and Baltimore, 1990).

Μετά την πρόσδεση στους κυτταρικούς υποδοχείς, το ιικό καψίδιο πρέπει να 

αποδομηθεί προκειμένου να απελευθερώσει το RNA το οποίο στη συνέχεια θα 

εισέλθει στο κυτταρόπλασμα, όπου θα ακολουθήσει ο πολλαπλασιασμός του ιού. Για 

κάποιους picorna-ιούς, η αλληλεπίδραση με τον κυτταρικό υποδοχέα εξυπηρετεί 

μόνο τη συγκέντρωση του ιού στην κυτταρική επιφάνεια. Η απελευθέρωση του 

γενώματος του ιού είναι αποτέλεσμα του χαμηλού pH ή της δράσης κάποιου 

συνυποδοχέα. Για άλλους picoma-ιούς, ο κυτταρικός υποδοχέας επάγει την έναρξη 

δομικών αλλαγών προκειμένου να απελευθερωθεί το γένωμα του ιού.

Η αλληλεπίδραση των πολιοϊών με τον υποδοχέα τους, PVR, οδηγεί το 

καψίδιο σε δομικές αλλαγές. Σχηματίζονται τα Α σωμάτια τα οποία περιέχουν το ιϊκό 

RNA, έχουν όμως χάσει την εσωτερική καψιδική πραπεΐνη VP4. Επιπρόσθετα, το Ν- 

τελικό άκρο της VP1 που κανονικά βρίσκεται στο εσωτερικό του καψιδίου, έρχεται 

στην επιφάνεια του Α σωματίου (Fricks et al.,1990). Αυτή η αλληλουχία της VP1 

είναι υδρόφοβη και έτσι τα Α σωμάτια έχουν αυξημένη συγγένεια με τις μεμβράνες 

σε σύγκριση με το φυσιολογικό ιϊκό σωμάτιο. Έτσι σύμφωνα με μια υπόθεση εισόδου 

των πολιοϊών στο κύτταρο, η πρόσδεση στον υποδοχέα οδηγεί στις παραπάνω 

δομικές αλλαγές: το εκτεθειμένο λιπόφιλο Ν-τελικό άκρο της VP1 εισέρχεται στην 

κυτταρική μεμβράνη, σχηματίζοντας έναν πόρο διαμέσου του οποίου το RNA 

ταξιδεύει προς το κυτταρόπλασμα (Εικόνα 7). Τα ευρήματα σύμφωνα με τα οποία Α 

σωμάτια όταν προστεθούν σε λιπιδική διπλοστιβάδα, επάγουν τη δημιουργία ιοντικών 

καναλιών, ενισχύουν την παραπάνω υπόθεση (Tosteson et al., 1997). Αν και 

πιστεύεται ότι το RNA των πολιοϊών διαπερνά την κυτταρική μεμβράνη, δεν είναι 

γνωστό αν αυτό συμβαίνει μέσω της πλασματικής ή της ενδοσωματικής μεμβράνης.

Φάρμακα όπως το bafilomycin Α1, που εμποδίζουν την οξίνιση των ενδοσωμάτων 

μέσω αναστολής της μεταφοράς πρωτονίων στα κυστίδια, δεν ανέστειλαν τη μόλυνση 

με πολιοϊούς (Perez and Carrasco 1993).
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Ιόσωμα 160S

Εικόνα 7. Το ιόσωμα προσδένεται στον κυτταρικό υποδοχέα και υφίσταται τις αλλαγές στη διαμόρφωση που 
προκαλούν την παραγωγή των Α σωματίων τα οποία είναι υδρόφοβα και έχουν χάσει τη VP4 καψιδική πρωτεΐνη. 
Το Ν-τελικό άκρο της VP1 έχει μεταφερθεί στην επιφάνεια και το ιικό RNA (καμπυλοειδής γραμμή), εξέρχεται 
από το σωμάτιο είτε από την πλασματική μεμβράνη, είτε διαμέσου των ενδοσωμάτων. Ανατύπωση από Belnap et 
al. 2000.

1.4.2 ΞΕΔΙΠΛΩΜΑ ΤΩΝ ΙΩΝ

Οι Picoma-ioi, απαιτούν τη διαδικασία της ενδοκύτωσης προκειμένου να 

εισέλθουν στο κύτταρο γεγονός το οποίο έχει δειχθεί τόσο μορφολογικά όσο και 

βιοχημικά. Η έναρξη για το ξεδίπλωμα του ιού γίνεται με την πτώση του pH στο 

ενδόσωμα. Όταν το pH είναι περίπου 6.5, το ιικό καψίδιο διαχωρίζεται στα 

πενταμερή, απελευθερώνοντας το ιικό RNA (van Vlijmen et al., 1998). Τα αμινοξικά 

αυτά κατάλοιπα προσφέρουν σταθερότητα στο καψίδιο. Καθώς το pKa της ιστιδίνης 

είναι 6.8, κοντά στο pH όπου ο ιός αποδομείται η προσθήκη πρωτονίων στις 

πλευρικές αλυσίδες της ιστιδίνης πιθανόν να προκαλεί ηλεκτροστατική απώθηση που 

οδηγεί σε αποδιοργάνωση του ιοσώματος (Curry et al., 1995). Πειράματα 

μεταλλαξιγένεσης κατά τα οποία ένα κατάλοιπο ιστιδίνης στη θέση 142 της 

πρωτεΐνης VP3 αλλάχθηκε σε αργινίνη οδήγησαν σε καψίδια περισσότερο σταθερά 

σε χαμηλά pH ενισχύοντας τον πιθανό ρόλο της ιστιδίνης στην αποδιοργάνωση του 

ιικού καψιδίου (Ellard et al., 1999).
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Η υδρόφοβη κοιλότητα (hydrophobic pocket) που βρίσκεται κάτω από την 

επιφάνεια κάθε πρωτομερούς φαίνεται πως είναι βασικός ρυθμιστής των δομικών 

μεταβολών που επάγονται από τον υποδοχέα του ιού. Η εικοσαεδρική συμμετρία του 

καψιδίου επιτρέπει στην κοιλότητα αυτή να περιέχει έως 60 λιπιδικά μόρια. Τα 

λιπίδια πιστεύεται ότι συμβάλλουν στη σταθερότητα του ιού, και ελέγχουν την 

ικανότητα του καψιδίου να πραγματοποιεί δομικές αλλαγές κατά την προσκόλληση 

του σε κυτταρικούς υποδοχείς για την απελευθέρωση του ιικού γενώματος στο 

κυτταρικό περιβάλλον. Την παραπάνω υπόθεση ενισχύουν μελέτες κατά τις οποίες 

αντιικά φάρμακα όπως το παρασκεύσμα WIN, εκτοπίζουν τα λιπίδια, προσδένονται 

σταθερά στην υδρόφοβη κοιλότητα, και έτσι εμποδίζουν τη μολυσματικότητα του 

ιού, καθώς η αλλοίωση της χωροδιάταξης του κατώτερου τμήματος της αύλακας, δεν 

επιτρέπει την προσκόλληση του ιού στους κυτταρικούς υποδοχείς (Lewis et al., 

1998).

1.4.3 ΜΕΤΑΦΡΑΣΗ

Κατά την είσοδο του στο κυτταρόπλασμα του ξενιστή, το ιϊκό RNA 

συπεριφέρεται όπως τα mRNA του ξενιστή λόγω της θετικής πολικότητας. Μετά την 

είσοδο του γενωμικού RNA στο κυτταρόπλασμα, αυτό πρέπει να μεταφραστεί αφού 

δεν μπορεί να αντιγράφει από κάποια κυταρική RNA πολυμεράση και κανένα ιικό 

ένζυμο δεν μεταφέρεται στο κύτταρο. Το θετικής πολικότητας RNA γένωμα, δεν 

είναι μεθυλιωμένο και απουσιάζει η 5’ καλύπτρα (cap).To RNA του ιοσώματος είναι 

συνδεδεμένο με την πρωτεΐνη VPg, η οποία απομακρύνεται από το κυτταρικό ένζυμο, 

την VPg-Unlinkase κατά την είσοδο του RNA στο κύτταρο προκειμένου να αρχίσει η 

πρωτεϊνοσύνθεση (Ambros et al., 1980).

Ο προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του γενώματος των 

πολιοϊών, αποκάλυψε μια μη-μεταφραζόμενη περιοχή 741 νουλεοτιδίων που περιέχει 

επτά AUG κωδικόνια (Kitamura et al., 1981, Racaniello and Baltimore, 1981) και τις 

αλληλουχίες IRES, που υποβοηθούν την έναρξη της μετάφρασης του ιικού 

γενώματος με την προσκόλληση των ριβοσωμάτων σε αυτές.
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Η έναρξη της μετάφρασης απαιτεί μια ομάδα κυτταρικών πρωτεϊνών έναρξης 

που θα την ενεργοποιήσουν. Σύμφωνα με ένα μοντέλο για το μηχανισμό πρόσδεσης 

στο ριβόσωμα, η 40S ριβοσωμική υπομονάδα προσδένεται στο IRES μέσω της 

αλληλεπίδρασης αυτής με τον eIF3 ο οποίος έχει σχηματίσει σύμπλοκο με το C- 

τελικό τμήμα του eIF4G (Εικόνα 8).

IKES

Εικόνα 8. Στην 5' εξαρτώμενη έναρξη της μετάφρασης, η 40S ριβοσωμική υπομονάδα αλληλεπιδρά με το mRNA 
μέσω του eIF3, ο οποίος σχηματίζει σύμπλοκο με τους eIF4G, eIF4A (ελικάση απαραίτητη για το ξεδίπλωμα 
δευτεροταγών δομών του RNA) και eIF4E (πρόσδεση στη δομή cap). Στην IRES εξαρτώμενη έναρξη της 
μετάφρασης, το σύμπλοκο eIF3-40S προσδένεται στο RNA μέσω της αλληλεπίδρασης του eIF4G με κυτταρικές 
πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν με το IRES. Ανατύπωση από Melnick, 1996

Μια άλλη πρωτεΐνη που συμμετέχει στην έναρξη της μετάφρασης και 

δημιουργεί σύμπλοκο με το IRES είναι αυτή που προσδένεται στην πολυπυριμιδική 

περιοχή ΡΤΒ (Polypyrimidine Tract-Binding protein) και ρυθμίζει το splicing του 

πρόδρομου m-RNA (Hellen et al., 1993). Άλλες πρωτεΐνες του κυττάρου ξενιστή 

απαραίτητες για την έναρξη της μετάφρασης είναι η Unr (Upstream of N-Ras) 

(Boussadia et al., 2003, Costa-Mattioli et al., 2004, Murray et al., 2001,) και η poly r 

(C) πρωτεΐνη PCBP (Poly r (C) Binding Protein). Η τελευταία έχει βρεθεί ότι 

προσδένεται στο stem-loop IV του IRES τύπου I καθώς και στη δομή cloverleaf 

(Blyn et al., 1996, Parsley et al., 1997).
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1.4.4 ΠΡΩΤΕΟΛΥΣΗ ΤΗΣ ΙΪΚΗΣ ΠΟΛΥΠΡΩΤΕΪΝΗΣ

Από τη μετάφραση του γενετικού υλικού του ιού δημιουργείται η ιϊκή 

πολυπρωτεΐνη, η οποία στη συνέχεια θα υποστεί προτεόλυση ώστε να προκύψουν 

όλες οι ίϊκές πρωτεΐνες που είναι απαραίτητες για τον πολλαπλασιασμό του ιού και τη 

βιωσιμότητα του. Οι πρωτεΐνες των picoma-ιών συντίθενται από τη μετάφραση ενός 

επιμήκους ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης του θετικής πολικότητας μονόκλωνου 

RNA, η οποία ακολουθείται από την πρωτεόλυση της πολυπρωτεΐνης από τις ιικές 

πρωτεάσες (Εικόνα 14). Αυτή τη πρωτεολυτική διαδικασία μπορούμε να τη 

διαχωρίσουμε σε τρία στάδια. Στο πρώτο στάδιο έχουμε τη διάσπαση της 

πολυπρωτεΐνης στην περιοχή της Ρ1 και στις περιοχές Ρ2 και Ρ3 όπου γίνεται με τη 

δράση της ιϊκής πρωτεάσης 2ΑρΓ0. Στο δεύτερο στάδιο έχουμε την πρωτεόλυση όλων 

των περιοχών από τις ιϊκές πρωτεάσες 3 Cpro και 3CDpro, παίρνοντας ως προϊόντα τις 

δομικές πρωτεΐνες VPO, VP1 και νΡ3καθως και όλες τις λειτουργικές πρωτεΐνες και 

τις ενδιάμεσες μορφές αυτών. Όλοι οι picoma-ioi κωδικοποιούν την 3Cpro η οποία 

είναι υπεύθυνη για τη διάσπαση της 2C από την 3Α πρωτεΐνη. Η 3Cpro των πολιοϊών 

αναγνωρίζει μόνο θέσεις όπου απαντά το διπεπτίδιο Gln-Gly, ενώ η 3Cpro των 

υπόλοιπων picoma-ιών, είναι δραστική σε άλλες θέσεις που περιλαμβάνουν Gln-Ser, 

Gln-Ile, Gln-Asn, Gin-Ala, Gln-Thr, και Gln-Val. (Melnick, 1996).To τρίτο στάδιο 

περιλαμβάνει κυρίως τη διάσπαση της VP0 στις δομικές πρωτεΐνες VP4 και VP2. 

Τέλος κατά τη διάρκεια της πρωτεόλυσης σε όλα τα στάδια παρατηρείται η σύνδεση 

του μυριστικού οξέος με το αμινοτελικό άκρο όλων των πολυπεπτιδίων. (Petersen et 

al., 1999, Sommergruber et al., 1994, Voss et al., 1995, Wimmer et al 1999, Agol et 

al„ 1999).
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Εικόνα 9. Πρωτεόλυση της ιϊκής πολυπρωτεΐνης. Ανατύπωση από Agol et al., 1999.
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1.4.5 ΑΝΤΙΓΡΑΦΗ ΚΑΙ ΣΥΝΘΕΣΗ ΤΟΥ ΝΈΟΥ ΙΙΚΟΥ mRNA

Η διαδικασία της αντιγραφής λαμβάνει χώρα στο ενδοπλασματικό δίκτυο 

(ΕΔ) του ξενιστή, όπου συμμετέχουν όλες οι ιϊκές πρωτεΐνες καθώς και οι κυτταρικές 

πρωτεΐνες του ξενιστή. Το σημείο κατά το οποίο διαχωρίζεται το στάδιο της 

μετάφρασης από το στάδιο της αντιγραφής επιτυγχάνεται από τη δομή cloverleaf 

(88nt) που είναι στο 5’-ακρο καθώς και από τη δράση ιϊκών πρωτεϊνών. 

Συγκεκριμένα πιστεύεται ότι το 5’ - cloverleaf είναι ο γενικός ρυθμιστής αυτών των 

διεργασιών .(D.J. Barton et al 2001).

Στους εντεροϊούς το θετικής πολικότητας RNA γένωμα πολλαπλασιάζεται 

μέσω ενός ενδιάμεσου αρνητικής πολικότητας μορίου. Στη φάση του 

πολλαπλασιασμού τρεις μορφές RNA απαντούν στο κύτταρο: μονόκλωνα RNA, 

replicative intermediate (RI) και replicative form (RF). To μονόκλωνο RNA απαντά 

ως η πιο άφθονη μορφή και είναι αποκλειστικά θετικής πολικότητας. Στην RI μορφή 

απαντούν συνδεδεμένες στο αντιγραφόμενο μόριο 6-8 αναπτυσσόμενες αλυσίδες 

αρνητικής πολικότητας. Η RF μορφή είναι μια δίκλωνη δομή που απαρτίζεται από 

ολόκληρο το ιικό RNA συνδεδεμένο με το συμπληρωματικό του αντίγραφο. Η 

αναπαραγωγή του ιικού RNA είναι ασύμμετρη, καθώς η σύνθεση του +RNA είναι 25 

έως 65 φορές μεγαλύτερη από αυτή των -RNA (Giachetti and Semler, 1991, Novak et 

al., 1991).

Προκειμένου να ξεκινήσει η διαδικασία της αντιγραφής του RNA, 

απαραίτητος είναι ο σχηματισμός ενός συμπλόκου αντιγραφής αποτελούμενου από 

ιϊκές πρωτεΐνες, όπως η RNA εξαρτώμενη RNA πολυμεράση 3Dpoi, η 2CATPase, η 3 A 

η 3Β και οι πρόδρομες αυτών 2BC και 3ΑΒ κυτταρικές πρωτεΐνες όπως η PCBP2 

καθώς και ιϊκό RNA, το οποίο περιέχει cis-acting στοιχεία απαραίτητα για την 

σύνθεση του αρνητικής πολικότητας RNA (Egger et al., 2000). Η δομή cloverleaf της 

5TJTR παίζει σημαντικό ρόλο καθώς στο stem-loop D αυτής σχηματίζεται το 

ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύμπλοκο που απαρτίζεται από την ιϊκή πρωτεΐνη 3CDpr0 

καθώς και την κυτταρική πρωτεΐνη PCBP και απαιτείται για τη σύνθεση θετικής και 

αρνητικής πολικότητας αλυσίδων RNA.
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Το σύμπλοκο αυτό αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη 3ΑΒ, η οποία περιέχει 

υδρόφοβες περιοχές μέσω των οποίων έρχεται σε επαφή με κυτταροπλασματικές 

μεμβράνες του κυττάρου ξενιστή (Towner et al., 1996). Η πρωτεΐνη 3ΑΒ στη 

συνέχεια ουριδιλιώνεται παρουσία UTPs, ΐίκού RNA, και Mg2" και διαχωρίζεται με 

τη βοήθεια της 3CD προκειμένου να απελευθερώσει τη VPg-pUpU (Paul et al., 

1998). Η πρόδρομη 3CD διαχωρίζεται στις 30*° και 3Dpo1, εκ των οποίων η 

τελευταία χρησιμοποιεί τη VPg-pUpU ως εκκινητικό μόριο που φαίνεται να 

προσδένεται στην poly(Α) ουρά του 3 UTR του γενώματος του ιού στο 3 ’ άκρο του 

για τη σύνθεση του -RNA και +RNA (Herold and Andino, 2000, Paul et al., 1998).

Ιοί οι οποίοι περιέχουν μεταλλαγή στην 3ΑΒ η οποία προκαλεί μείωση της 

υδροφοβικότητάς της, είναι ελαττωματικοί στην έναρξη της σύνθεσης του RNA, στην 

in vitro ουριδιλίωση της VPg και στην in vivo σύνθεση θετικής πολικότητας κλώνων 

RNA (Giachetti et al., 1990, Giachetti et al., 1992) (Εικόνα 10). Εκτός από την δομή 

cloverleaf και την poly(A) ουρά, μια άλλη δομή του RNA του ιού συμβάλλει στην 

έναρξη της αντιγραφής και την δημιουργία του εκκινητικού μορίου. Η δομή αυτή 

βρίσκεται στην περιοχή της 2C του γενώματος έχει μορφή θηλιάς και είναι γνωστή 

ως στοιχείο CRE (Goodfellow et al., 2000a).
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A

Stem-loop O . * Stem-toof» Ά

a

Εικόνα 10. Μοντέλο για τη σύνθεση του -RNA των εντεροϊών.
Α. Το ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύμπλοκο απαραίτητο για τη σύνθεση των - και + αλυσίδων, σχηματίζεται στη 
δομή cloverleaf, στα πρώτα 108 nt του ιικού RNA. Η πρόσδεση της poly r(C) στο stem-loop Β απαιτείται για την 
αλληλεπίδραση της ιικής 3CD στο stem-loop D.
Β. Μοντέλο για την έναρξη της σύνθεσης της - αλυσίδας. Το ριβονουκλεοπρωτεϊνικό σύμπλοκο αλληλεπιδρά με 
την προοδεμένη στη μεμβράνη 3ΑΒ. Η 3ΑΒ ουριδιλιώνεται και διασπάται για να απελευθερώσει την VPg-pUpU, 
ενώ η 3CD διασπάται στις 3Cpro και λίγ*’1. Η 3Dpd χρησιμοποιεί την VPg-pUpU ως εκκινητή στο 3' άκρο της + 
αλυσίδας για την έναρξη της σύνθεσης του -RNA. Ανατύπωση από Melnick, 1996.

1.4.6 ΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΤΟΥ ΚΑΨΙΑΙΟΥ

Η καψιδίωση του RNA πρέπει να είναι συνυφασμένη με τη διαδικασία της 

αντιγραφής, λόγω του ότι και οι δυο διεργασίες γίνονται πάνω στα ίδια, επαγόμενα 

από τον ιό, μεμβρανικά κυστίδα. Αρχικά έχουμε τη δημιουργία του προκαψιδίου, το 

οποίο αποτελείται από 12 πενταμερή Το κάθε πενταμερές αποτελείται από τα 

πρωτομερή VPO, VP3 και VP1, οι δεσμοί μεταξύ VP0-VP3 και VP3-VP1 τέμνονται 

με τη δράση της 3CDpro .
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Η διαδικασία αυτή παράγει το πρώτο μορφογενετικό ενδιάμεσο, το 5S 

πρωτομερές, μια άωρη δομική μονάδα που αποτελείται από ένα αντίγραφο της VP0, 

VP3 και VP1. Πέντε πρωτομερή συναρμολογούνται για να δημιουργήσουν το 

πενταμερές 14S (Palmenberg, 1982). Τα πενταμερή είναι σημαντικά ενδιάμεσα στη 

μορφογένεση όλων των picoma-ιών (Boege et al., 1986, Rombaut et al., 1990). Με 

αυτή την αλληλεπίδραση πιστεύεται ότι το γενετικό υλικό εσωκλείεται από 12 

πενταμερή δημιουργώντας το πρώιμο ιϊκό στέλεχος (provirion).

Το τελευταίο μορφογενετικό βήμα περιλαμβάνει το πρωτεολυτικό ρήγμα της 

VP0 σε VP2 και VP4. Η πρωτεάση που επιτελεί αυτό το ρήγμα παραμένει άγνωστη. 

Πρόκειται για μια αυτοκαταλυτική διαδικασία, για την οποία έχει προταθεί ότι ένα 

συντηρημένο κατάλοιπο ιστιδίνης στη VP2 εμπλέκεται στην κατάλυση της 

αντίδρασης (Curry et al., 1997), ο μηχανισμός όμως παραμένει άγνωστος.

Ρ1

Εικόνα 11. Μορφογένεση των picoma-ιών. Ανατύπωση από Melnick, 1996
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1.5 ΕΞΕΛΙΞΗ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΪΩΝ

Κατά την εξέλιξη τους οι εντεροϊοί παρουσιάζουν μεγάλη ποικίλο μορφία και 

προσαρμοστικότητα, λόγω των υψηλών ρυθμών ανάπτυξης τους. Αυτή η 

ποικιλομορφία οφείλεται σε δυο μηχανισμούς, τη μεταλλαξιγένεση και τον γενετικό 

ανασυνδιασμό (Domingo Ε and Holland J.J. 1997).

1.5.1. ΜΕΤΑΛΛΑΞΙΓΕΝΕΣΗ ΠΟΛΙΟΪΩΝ

Η δημιουργία μεγάλου αριθμού σημειακών μεταλλάξεων στο γενετικό υλικό 

των πολιοϊών οφείλεται στο υψηλό ποσοστό λαθών της ίίκής RNA πολυμεράσης 

(3Dpo1) και στην απουσία μηχανισμού ελέγχου της πιστότητας της αντιγραφής. Οι πιο 

ευμετάβλητες περιοχές του ιϊκού γενώματος είναι εκείνες, που κωδικοποιούν για τις 

καψιδικές πρωτεΐνες VP1, VP2 και VP3, και κυρίως τα τμήματα αυτών που 

εκτίθενται στην ιϊκή επιφάνεια. Το γονίδιο, που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη VP1, 

περιέχει, όπως προαναφέρθηκε, τις κυριότερες αντιγονικές θέσεις και κατά συνέπεια 

δέχεται την μεγαλύτερη εξελικτική πίεση από το ανοσοποιητικό σύστημα του 

ξενιστή.

Η μεγάλη συχνότητα μεταλλάξεων έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία των 

λεγάμενων «quasi-spesies» (σχεδόν είδος) δηλαδή μεγάλων πληθυσμών ιών που 

περιλαμβάνουν διαφορετικούς γονοτύπους. Κύριο χαρακτηριστικό ενός «quasi- 

species» αποτελεί το γεγονός, ότι τα μέλη που το αποτελούν, δεν διαθέτουν μία 

μοναδική αλλά μία κοινή αλληλουχία νουκλεοτιδίων (Domingo et al., 1985). 

Υπάρχουν κυρίως δυο μηχανισμοί για την επικράτηση των μεταλλάξεων και 

επομένως των quasi-species, η εξελικτική πίεση και η φυσική επιλογή (Gavrilin et al., 

2000).

1.5.2 ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΑΝΛΣΥΝΛΥΑΣΜΟΣ ΠΟΛΙΟΪΩΝ

Ο γενετικός ανασυνδυασμός είναι το κυριότερο εργαλείο του εξελικτικού 

μηχανισμού των πολιοϊών και γενικά των εντεροϊων. Αν ο ανασυνδυασμός γίνεται 

μεταξύ στελεχών του ίδιου ορότυπου τότε αναφέρεται ως ενδο-τυπικός 

ανασυνδυασμός, ενώ αν συμβεί μεταξύ στελεχών διαφορετικού ορότυπου, ως δια- 

τυπικόςς ανασυνδυασμός (Mulders et al. 1999, Hovi et al. 2004)
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Οι ανασυνδυασμοί κυρίως παρουσιάζονται στις περιοχές των λειτουργικών 

πρωτεϊνών, και πιο συχνά στις κώδικές περιοχές 2C και 3D (Georgopoulou, A.and 

Markoulatos, P. 2001). Στις κώδικές περιοχές των δομικών περιοχών δεν έχουν 

παρατηρηθεί ποτέ ανασυνδυασμοί, παρά μόνο στο τέλος της πρωτεΐνης VP1, αν και 

είναι σπάνιοι. ( Blomqvist et al 2003, Martin et al 2002).

Για τον γενετικό ανασυνδυασμό έχουν προταθεί δυο μηχανισμοί: 1) ο 

μηχανισμός σπασίματος - επανένωσης και 2) ο μηχανισμός αλλαγής μήτρας ο 

πρώτος μηχανισμός είναι ένας μη αντιγραφικός μηχανισμός και σύμφωνα με αυτόν, 

τα μόρια του ιϊκού RNA κόβονται σε κάποιες θέσεις και τα εκτιθέμενα άκρα τους 

ενώνονται. Ο ευρύτερα αποδεκτός μηχανισμός για τον ανασυνδυασμό του RNA των 

πολιοϊών είναι ο μηχανισμός αλλαγής μήτρας (template switch mechanism) από την 

3D πολυμεράση κατά την διάρκεια της (-) σύνθεσης νέου RNA (Jarvis and 

Kirkegaard, 1992, Kirkegaard and Baltimore, 1986). Σύμφωνα με τη θεωρία αυτή, ο 

ανασυνδυασμός λαμβάνει χώρα κατά την διαδικασία της επιμήκυνσης ενός 

νεοσυντιθέμενου μορίου RNA (γι’ αυτό αναφέρεται και ως ανασυνδυασμός 

αντιγραφικού τύπου). Σύμφωνα με το μοντέλο των Romanova et al. (Romanova et al., 

1986), η 3D πολυμεράση, κατά την σύνθεση του RNA, συναντά κάποιο εμπόδιο, με 

αποτέλεσμα να σταματά η διαδικασία της επιμήκυνσης. Στο σημείο αυτό το ένζυμο 

αλλάζει υπόστρωμα και συνεχίζει την αντιγραφή, χρησιμοποιώντας, ως μήτρα, ένα 

εναλλακτικό ιϊκό RNA, παρόμοιας δευτεροταγούς δομής.

Έχει προταθεί, ότι το εμπόδιο, που συναντά η ιϊκή πολυμεράση, μπορεί να 

είναι μια δευτεροταγής δομή φουρκέτας, η οποία σχηματίζεται από την παρουσία 

αλληλουχιών με αντίστροφη συμπληρωματικότητα (Romanova et al., 1986). To 

αποτέλεσμα είναι να μεταπηδά η 3D πολυμεράση από το ένα μόριο στο άλλο. Η 

άποψη αυτή ενισχύθηκε από την παρατήρηση, ότι ο ανασυνδυασμός προάγεται στα 

πλαίσια των μεικτών συμπλοκών αντιγραφής, τα οποία είναι πολύπλοκα συστήματα 

αντιγραφής με περισσότερα από ένα μόρια RNA (Egger and Bienz, 2002).
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Εικόνα 12: Ο μηχανισμός ανασυνδυασμού κατά Romanova et al. Οι συνεχείς γραμμές αναπαριστούν τα δυο 
μόρια RNA που, χρησιμεύουν ως μήτρες ανασυνδυασμού. Οι δυο αντίστοφες επαναλήψεις είναι οι α και α', ενώ 
οι συμπαγείς παύλες αποτελούν τις θέσεις, όπου πραγματοποιείται ο ανασυνδυασμός. Η διακεκομμένη γραμμή 
απεικονίζει το παραγόμενο ανασυνδυασμένο RNA. Ανατύπωση από Romanova et al., 1986.

1.5.3 Ο ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ ΣΤΟΥΣ ΜΗ - ΠΟΑΙΟ - 
ΕΝΤΕΡΟΪΟΥΣ

Σήμερα, εξαιτίας του γεγονότος, ότν η εξάλειψη των πολιοϊών φαίνεται 

εφικτή, ένα μεγάλο μέρος των επιστημονικών ερευνών έχει στραφεί προς τους 

εντεροϊούς. Οι πρώτες ενδείξεις ανασυνδυασμού στους ιούς αυτούς προέρχονται από 

μελέτες, οι οποίες πραγματοποιήθηκαν γύρω από την πλήρη αλληλουχία ενός μέλους 

του είδους HEV-C των εντεροϊών, του στελέχους Coxsackie Α21, το οποίο 

παρουσίαζε, στο μη δομικό γονιδίωμα, μεγάλη ομολογία με τους πολιοϊούς (Hughes 

et al., 1989). Στη συγκεκριμένη μελέτη η πρωταρχική θέση ανασυνδυασμού 

εντοπίστηκε μεταξύ των 2C και 3C γενετικών περιοχών, χωρίς, ωστόσο, να 

ακολουθήσει κάποια φυλογενετική ανάλυση του στελέχους, η οποία θα ήταν ικανή να
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αποδείξει την υπόθεση αυτή. Κατά όμοιο τρόπο, υποστηρίχθηκε, ότι το πρότυπο 

στέλεχος Hill (Echo 9) είναι ανασυνδυασμένο στέλεχος των προτύπων στελεχών 

Metcalf (Echo 18) και Barty (Echo 9) (Andersson et al., 2002).

Μία πρώτη προσπάθεια εκτίμησης του ανασυνδυασμού σε ολόκληρο το 

γονιδίωμα των εντεροϊών πραγματοποιήθηκε το 1999 (Santti et al., 1999). Η ανάλυση 

όλων των διαθέσιμων, μέχρι τότε, αλληλουχιών (34 αλληλουχίες, οι οποίες 

αντιπροσώπευαν 24 οροτύπους εντεροϊών) απέδειξε, ότι έχει πραγματοποιηθεί 

ανασυνδυασμός κατά την μακροεξελικτική ιστορία του γένους. Ως αποτέλεσμα αυτού 

του ανασυνδυασμού, τα μέλη των ειδών HEV-A και HEV-B των εντεροϊών 

διαθέτουν 5' μη κωδική περιοχή τύπου II, ενώ τα μέλη των ειδών HEV-C και HEV-D 

μοιράζονται παρόμοια 5' NTR, τύπου I, η οποία είναι διαφορετική από την 

προαναφερόμενη .

Τέλος, η πλήρης γενωμική ανάλυση όλων των προτύπων στελεχών του είδους 

HEV-B, η οποία παρουσιάστηκε πρόσφατα (Oberste et al., 2004c), παρέχει αρκετές 

αποδείξεις και παραδείγματα τυχαίου ανασυνδυασμού μεταξύ διαφορετικών μελών 

ενός συγκεκριμένου είδους εντεροϊών, ενώ ταυτόχρονα, παρουσιάζονται ποικίλα 

πρότυπα ανασυνδυασμού στα στελέχη που μελετήθηκαν. Έτσι, ενώ πολλά στελέχη 

περιείχαν πρόσφατα «ίχνη» ανασυνδυασμού στη μη καψιδική περιοχή του 

γονιδιώματός τους, αποτελώντας έτσι, ένα σημαντικό κομμάτι της «παγκόσμιας 

δεξαμενής ανταλλαγής γονιδίων» στους εντεροϊούς, άλλα έμεναν «απάντα» από την 

εξέλιξη τοιν εντεροϊών, παρουσιάζοντας σπάνια ανασυνδυασμούς. Το πιο επικρατές 

παράδειγμα της τελευταίας «μη εξελιγμένης» ομάδας ιών υπήρξε το στέλεχος 

Bastianni (Echo 30), το οποίο παρουσιαζόταν φυλογενετικά απομακρυσμένο από τα 

λοιπά πρότυπα στελέχη. Πρόσφατα, ωστόσο, αποδείχθηκε, ότι η μη καψιδική περιοχή 

του συγκεκριμένου στελέχους έχει διαδοθεί τμηματικά, μέσω ανασυνδυασμού, σε 

πολλά άλλα πρότυπα στελέχη, τα οποία έχουν απομονωθεί πιο πρόσφατα (προς το 

τέλος της δεκαετίας του ’90) (Lukashev et al., 2003a).
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1.5.4 ΕΞΕΛΙΞΗ ΣΤΗ ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΪΩΝ

Υπάρχουν πρόσφατες μελέτες, οι οποίες προτείνουν, ότι τα είδη των 

εντεροϊών υφίστανται ως ένα πεδίο από καψιδικά γονίδια και μία δεξαμενή από 

λειτουργικά γονίδια και 5' μη κώδικές περιοχές (Lukashev et al., 2003a, Oberste et 

al., 2004c, Santti et al., 1999). Αυτά τα τμήματα γενετικής πληροφορίας εξελίσσονται 

ανεξάρτητα το ένα από το άλλο, ακόμη και σε μικροεξελικτικό επίπεδο, και 

ανασυνδυάζονται ελεύθερα, παρέχοντας, έτσι, τη δυνατότητα παραγωγής ποικιλιών 

μιας αρχικής δομής, με μη προβλέψιμες ιδιότητες..

Πολλές μελέτες υποστηρίζουν ένα μοντέλο μοριακής επιδημιολογίας των 

εντεροϊών, το οποίο παρουσιάζει μία προσαρμοστικότητα με χαρακτήρα παγκοσμίου 

εμβέλειας, μιας και έχει πολλές φορές παρατηρηθεί, ότι υπότυποι ή γενότυποι 

εντεροϊών προκαλούν επιδημίες, εξαπλώνονται διεθνώς εντός μερικών χρόνων, 

κυκλοφορούν για κάποια επιπρόσθετα χρόνια και στη συνέχεια εξαφανίζονται, 

δίνοντας τη θέση τους σε νέες ποικιλίες. Κατά συνέπεια, μπορεί να υποστηριχθεί, ότι 

το γένος των εντεροϊών υφίσταται ως μία παγκόσμια δεξαμενή γενετικού υλικού, η 

οποία εξελίσσεται χρησιμοποιώντας ως μέσα τις μεταλλάξεις και τους 

ανασυνδυασμούς (Lukashev et al., 2005a).
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2

2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΙΚΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν καλλιέργειες στελεχών εντεροϊών 

που είχαν απομονωθεί από αντίστοιχα περιβαλλοντικά δείγματα. Η αρχική 

απομόνωση και αναγνώριση των στελεχών έγινε μεταξύ 14/7/2006 και 18/9/2006. Για 

την απομόνωση και την καλλιέργεια των ιών χρησιμοποιήθηκαν Rd κύτταρα. Τα Rd 

κύτταρα αποτελούν ανθρώπινη κυτταρική σειρά ραβδομυοσαρκώματος. Είναι 

κύτταρα προσκολλούμενα και έχουν ατρακτοειδή μορφή. Οι κυτταροκαλλιέργειες 

που χρησιμοποιήθηκαν ήταν συντηρημένες στους -80 °C.

2.2 ΕΚΧΥΛΙΣΗ RNA

Για την εκχύλιση του ιϊκού RNA, εφαρμόστηκε η μέθοδος της 

θειοκυανιούχου γουανιδίνης (Cases et al, 1995) με τις παρακάτω τροποποιήσεις: 

Αρχικά, για την λύση των κυττάριον επωάσθηκαν ΙΟΟμΙ από κάθε μολυσμένη 

κυτταροκαλλιέργεια (μετά από την απόψυξή της) με 10μ1 γλυκογόνου (100mg/ml) 

και 300μ1 διαλύματος θειοκυανιούχου γουανιδίνης. Η επώαση πραγματοποιήθηκε σε 

θερμοκρασία δωματίου (18-25 °C) για 20 λεπτά. Στη συνέχεια, προστέθηαν 400 μΐ 

ισοπροπανόλης (διατηρημένης στους -20 °C). Μετά από ανάδευση (vortex) για 1 

λεπτό, τα δείγματα διατηρήθηκαν στον πάγο για 20 λεπτά και στη συνέχεια 

φυγοκεντρήθηκαν για 10 λεπτά στις 14.000 x g (σε θερμοκρασία 4°C). Η 

ισοπροπανόλη απομακρύνθηκε από το υπερκείμενο διάλυμα και στο ίζημα 

προστέθηκαν 500 μΐ αιθανόλης 70%. Ακολούθησε ξανά φυγοκέντρηση στις 14.000 χ 

g για 10 λεπτά. Μετά την πλήρη απομάκρυνση της αιθανόλης, στο απομονωθέν RNA 

ακολούθησε επαναδιάλυση σε ΙΟΟμΙ απεσταγμένου-αποστειρωμένου νερού, 

ελεύθερου νουκλεασών. Τα RNA των δειγμάτων φυλάχθηκαν στους -20 °C.

Διαλύματα:

- Διάλυμα Θειοκυανυούχου Γουανιδίνης: 4Μ GuSCN, 0.5% N-lauroyl 

sacrosine, 1 mM dithiotreitol, 25 mM sodium citrate.
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2.3 ΕΚΚΙΝΗΤΙΚΑ ΜΟΡΙΑ
Τα ζεύγη των εκκινητικών μορίων που χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται 

στον πίνακα 3 μαζί με τις αλληλουχίες τους, το μήκος του προϊόντος και την περιοχή 

του ιϊκού γενώματος που ενισχύουν. Ο σχεδιασμός των εκκινητικών μορίων στην 

παρούσα εργασία έγινε με την βοήθεια του προγράμματος Primer3, Whitehead 

Institute (http ·λ ·.· . ) πάνω σε γνωστές αλληλουχιμένες

7ΐεριοχές. Οι εκκινητές συντέθηκαν από την Metabion (Martinsried, Germany).

Ονομα Θέση
Πολικότητα Αλληλουχία (5'-3') Γ ενωμική 

Πεοιογή
Βιβλιογραφία

"7243 7 1-20 Sense TT AA A AC AGCTCTGGGGTT G 5'UTR Mulders et al. (1999)

216616 545-565 Antisense GGAACACGGACACCCAAAGTA 5'UTR Blomqvist et al. (1999)

034OF 310 Sense TAGATCAGGCYGATGAGTCACCGC 5'UTR Lukashev et al., 2005

! 1200R 1196-1177 Antisense GGGAATTTCCACCACCACCC VP4 Lukashev et al., 2005

EUG3a 2946-2965 Sense TGGCAAACTTCCWCCAACCC VP1 Caro et al. (2001)

EUG3b 2946-2965 Sense TGGCAAACATCTTCMAATCC VP1 Caro et al. (2001)

EUG3c 2946-2965 Sense TGGCAGACTTCAACHAACCC VP1 Caro et al. (2001)

EUC2 4413-4433 Antisense TTTGCACTTGAACTGTATGTA 2C Caro et al. (2001)

222 2895-2912 Antisense CICCIGGIGGIAYRWACAT VP1 Oberste et al. (2003)

292 2554-2570 Sense MIGCIGYIGARACNGG VP1 Oberste et al. (2003)

ZL2550 2550-2570 Sense AGACGGGGC AT AC ATC AC AG VP1 Παρούσα εργασία

ZR3040 3040-3060 Antisense TACCCCATTTTGCGAGAAGT VP1 Παρούσα εργασία

AL897 897-1007 Sense GGAAGTTTACCGAGCCAGTT W4 Παρούσα εργασία

AR3091 3071-3091 Antisense TTGTTCAGAGCGTTGTAGGC VP1 Παρούσα εργασία

AL1632 1632-1652 Sense GCACCCTTGGATTACACTGC VP2 Παρούσα εργασία

AR2180 2160-2180 Antisense CATTGCCTGTTTCCTGTTCG VP3 Παρούσα εργασία

AL939 939-959 Sense TGCCTGCTCTAAACTCACCA VP4 Παρούσα εργασία

AR2751 2731-2751 Antisense GCACCATCCTTCTTGCATTT VP1 Παρούσα εργασία

BL870 870 Sense CGACAGGATTTCACACAGGA VP4 Παρούσα εργασία

BR3231 3231 Antisense GCTTTTC AC AT ACGGGCTAA VP1 Παρούσα εργασία

BL1369 1369 Sense GAGGTTGTCGCAGCTTCTCT VP2 Παρούσα εργασία

BR2580 2580 Antisense GGGAACCACTTGTGAGGTGT VP1 Παρούσα εργασία

CL995
______

995 Sense CATCACTCTCGGCAACTCAA VP2 Παρούσα εργασία

CR3152 3152 Antisense CTTGCT GGT AATCGGGCTAA VP1 Παρούσα εργασία

CL1659 1659 Sense CATCAACCTACATCCCAATAACC VP2 Παρούσα εργασία

CR2648 2648 Antisense GAAGTTTTCCACTGACGATTCC VP1 Παρούσα εργασία

Πίνακα; 3: Παρουσιάζονται τα εκκινητικά μόρια που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία 
καθώς και η θέση τους στο γονιδίωμα του ιού, η αλληλουχία τους και η πολικότητά τους.
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5' δομική πιριοχή |ii| δομική περιοχή 3'IRF.S 
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Εικόνα 13 . Σχηματική απεικόνιση των περιοχών του γονιδιώματος που πολλαπλασιάσθηκαν μέσω ειδικά 
επιλεγμένων εκκινητών

2.4 ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ - ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ 
ΤΗΣ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (RT-PCR)

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

πραγματοποιήθηκε η διαδικασία της αντίστροφης μεταγραφής. Αρχικά, 5μ1 από το 

RNA επωάσθηκαν με Ιμΐ τυχαίων εκκινητών (random primers) d(N)p (Takara 

Biomedical group, Shiga, Japan), 1 μΐ 10 mM dNTPs και 5μ1 νερό ελεύθερο από 

νουκλεάσες στους 65 °C για 5 min. Εν συνεχεία τα δείγματα μεταφέρθηκαν αμέσως 

στον πάγο, σε καθένα απ’ αυτά προστέθηκε μείγμα αποτελούμενο από: 4μ1 

ρυθμιστικού διαλύματος 5x (first strand buffer), 2μ1 μείγματος νουκλεοτιδίων 10mM 

(dNTPs), 0,5 μΐ αντίστροφης μεταγραφάσης M-MLY 200 u/pl(Promega Corporation 

Madison WI, USA) και 0,5 μΐ αναστολέα ριβονουκλεασών, RNase Inhibitor 20 u/μΐ 

(ΗΤ Biotechnology, UK). Τέλος, προστέθηκε απεσταγμένο και αποστειρωμένο, 

ελεύθερο νουκλεασών νερό (Sigma Aldrich, St Louis MO) μέχρι τελικού όγκου 20 

μΐ. Ακολούθησε επώαση στους 25 °C για 12min, στους 42 °C για 50 min και στην 

συνέχεια στους 70 °C για 15 min.

Καθορισμένα τμήματα του παραγόμενου cDNA ενισχύθηκαν με την 

διαδικασία της Αλυσιδωτής Αντίδρασης της Πολυμεράσης (PCR) με την βοήθεια των 

εκκινητικών μορίων, που περιγράφηκαν παραπάνω. Το μείγμα συνίστατο από: 3μ1 

από κάθε cDNA, 2μ1 εκκινητικών μορίων συγκέντρωσης 25pmol, 5μ1 ρυθμιστικού 

διαλύματος lOx (Taq reaction buffer), 4μ1 μείγματος νουκλεοτιδίων 10mM (dNTPs), 

MgCl2 2mM, 0.5 μΐ (2 Units)Taq DNA πολυμεράση (Herculase hotstart Stratagene) 

και απεσταγμένο και αποστειρωμένο νερό ελεύθερο νουκλεασών έως τελικού όγκου 

50μ1.
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Η αντίδραση της PCR πραγματοποιήθηκε στον θερμικό κυκλοποιητή 

Eppendorf master Cycler. Προηγήθηκε αποδιάταξη του cDNA στους 95°C για 2 

λεπτά και στη συνέχεια, ακολούθησε η εφαρμογή των συνθηκών όπως 

παρουσιάζονται στον κατωτέρω πίνακα, ανάλογα με το ζεύγος των εκκινητών:

Ζεύγη εκκινητικών 

μορίων Συνθήκες Αλυσιδωτής Αντίδρασης της Πολυμεράσης

72437-21661

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 20sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 55 °C για lOsec 

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για 20sec -ν

40 κύκλοι

0340F-1200R

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 20sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 60 °C για 20sec 

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για 40sec ->

35 κύκλοι

ZL2550-ZR3040

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 20sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 56 °C για 20sec 

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για 30sec

>~ 35 κύκλοι

EUC2-

EUG3a,EUG3b,EUG3c

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 20sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 45°C για 1 min 

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για 1 min

>“ 40 κύκλοι

AL897-AR3091 

BL870-BR3231 

CL995-CR3152

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 55°C για 30sec ν“1 0 κύκλοι

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για 2min 1 Oseev

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 55°C για 30sec L 25 κύκλοι

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για2min20sec 1
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BL1369-BR2580

Θερμοκρασία αποδιάταξης. 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 54°C για 30sec 1 10 κύκλοι
Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για 1 min

CL1659-CR2648 Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 54°C για 30sec 1 25 κύκλοι

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για2ηύη108εο J

AL1632-AR2180

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 54°C για 30sec 1 10 κύκλοι
Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για 30sec 1

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 54°C για 30sec L 20 κύκλοι
Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για 40sec

AL939-AR2751

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 30sec
Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 55°C για 30sec VI0 κύκλοι

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για lmin 50secJ

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 55°C για 30sec L.30 κύκλοι

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για 2min

222-292

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 37°C για 30sec 1 10 κύκλοι

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για 30sec J

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 30sec

Θερμοκρασία υβριδοποίησης: 37°C για 30sec L 30 κύκλοι

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για 40sec 1
Πίνακας 4: Παρουσιάζονται τα ζεύγη των εκκινητικών μορίων που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα 
εργασία καθώς και οι συνθήκες της ανάδρασης για καθένα απ’ αυτά.

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης ολοκληρώθηκε με ένα τελευταίο 

στάδιο επώασης στους 72 °C για 5 λεπτά.
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2.5 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΤΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ ΤΗΣ RT-PCR ΣΕ 
ΑΓΑΡΟΖΗ

Η αγαρόζη είναι ένα γραμμικό πολυμερές το οποίο αποτελείται από εναλλασσόμενα 

κατάλοιπα της D- και L- γαλακτόζης , τα οποία ενώνονται μέσω α-1,3 και β-1,4 

γλυκοσιδικών δεσμών. Ο ρυθμός μετακίνησης του DNA στο πήκτωμα της αγαρόζης 

επηρεάζεται από:

• Το μοριακό μέγεθος του DNA, δηλαδή τα μεγαλύτερα κομμάτια DNA 

μετακινούνται πιο αργά ενώ τα μικρότερα γρηγορότερα.

• Την συγκέντρωση της αγαρόζης

• Την στερεοδιαμόρφωση του DNA, το υπερελικωμένο κυκλικό, το κυκλικό και 

το γραμμικό DNA παρουσιάζουν διαφορετική κινητικότητα σε πήκτωμα 

αγαρόζης. Ο ρυθμός μετανάστευσης των τριών ειδών DNA εξαρτάται από το 

είδος και τη συγκέντρωση του πηκτώματος, από την ισχύ του ρεύματος που 

χρησιμοποιείται, από την ιοντική ισχύ του διαλύματος ηλεκτροφόρησης και 

από την πυκνότητα των υπερελικωμένων στροφών του DNA.

• Την παρουσία του βρωμιούχου αιθιδίου, το βρωμιούχο αιθίδιο προκαλεί 

ελάττωση της ικανότητας μετακίνησης του DNA κατά ένα ποσοστό 15%.

• Την τάση , η οποία χρησιμοποιείται.

• Το είδος της αγαρόζης, [υπάρχουν δύο κύρια είδη αγαρόζης, η κανονική 

(standard) και η χαμηλής τήξεως (low melting)]

• Το διάλυμα ηλεκτροφόρησης. Η ηλεκτροφορητική κινητικότητα του DNA 

επηρεάζεται από τη σύνθεση και την ιοντική ισχύ του διαλύματος 

ηλεκτροφόρησης . Η απώλεια ιόντων προκαλεί ελαχιστοποίηση της 

ηλεκτρικής αγωγιμότητας, με αποτέλεσμα τα τμήματα DNA να 

μεταναστεύουν ελάχιστα ή καθόλου.

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.
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Από το προϊόν της PCR χρησιμοποιήθηκαν 10μ1, τα οποία αφού αναμίχθηκαν 

με 2μ1 χρωστικής, μεταφέρθηκαν στο πήκτωμα αγαρόζης και αναλύθηκαν σε 

συσκευή ηλεκτροφόρησης όπου εφαρμόστηκε τάση 120V. Για τον προσδιορισμό και 

την πιστοποίηση των διαφόρων ζωνών που αντιστοιχούν σε δίκλωνο DNA είναι 

απαραίτητη και η ταυτόχρονη φόρτωση κατάλληλου μάρτυρα μοριακού βάρους 

(DNA ladder). Η οπτική παρατήρηση των προϊόντων της RT-PCR στο πήκτωμα 

αγαρόζης έγινε μέσω συσκευής εκπομπής υπεριώδους ακτινοβολίας (Foto/Phoresis I, 

Fotodyne).

2.6 ΕΥΡΕΣΗ ΤΗΣ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΚΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ ΤΩΝ 
ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ ΤΗΣ RT-PCR

Από τα προϊόντα της κάθε RT-PCR 40μ1 ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα 

αγαρόζης 2%, που περιείχε βρωμιούχο αιθίδιο σε συγκέντρωση lpg/ml. Οι 

αντίστοιχες στα προϊόντα της RT-PCR ζώνες στο πήκτωμα αγαρόζης κόπηκαν από 

το πήκτωμα και μεταφέρθηκαν σε αποστειρωμένα σωληνάρια Eppendorf των 1.5ml. 

Στη συνέχεια, έγινε καθαρισμός των προϊόντων της RT-PCR από το πήκτωμα 

αγαρόζης χρησιμοποιώντας το προϊόν QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), 

ακολουθώντας της οδηγίες του κατασκευαστή. Η εύρεση της αλληλουχίας και των 

δυο κλώνων του καθαρού πλέον DNA έγινε από την Macrogen Inc, ( Seoul, Korea ) 

χρησιμοποιώντας τα περιγραφέντα εκκινητικά μόρια

2.7 ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΛΙΚΉ ΚΑΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ

Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των περιβαλλοντικών στελεχών που 

προσδιορίστηκαν, μελετήθηκαν σε σχέση με την ομοιότητα και την πιθανή εξελικτική 

τους συσχέτιση συγκριτικά με τις αλληλουχίες προτύπων στελεχών εντεροϊών. 

Συγκεκριμένα πραγματοποιήθηκε: α) εξελικτική μελέτη της VP1 περιοχής των 

περιβαλλοντικών στελεχών που προσδιορίστηκαν με τα αντίστοιχα πρότυπα στελέχη 

και με όποια κλινικά στελέχη έχουν κατατεθεί στη γονιδιακή τράπεζα Genbank για 

την περιοχή αυτή και εμφανίζουν υψηλή ομοιότητα, β) Εξελικτική μελέτη των 

περιοχών VP4, VP2, VP3, VP1 των περιβαλλοντικών στελεχών που
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προσδιορίστηκαν με τα αντίστοιχα πρότυπα στελέχη, με πρότυπα στελέχη της ομάδας 

εντεροίών Β και με κλινικά στελέχη που έχουν κατατεθεί στο Genbank για ολόκληρη 

την Ρ1 περιοχή.

2.7.1 ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΚΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ - 
ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΑ ΒΙΟΠΛΗΡΟΦΟΡΙΚΗΣ

Η μελέτη και η επεξεργασία των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των προϊόντων 

έγινε με την χρησιμοποίηση προγραμμάτων βιοπληροφορικής. Τα προγράμματα που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν :

-BLAST: Είναι πρόγραμμα σύγκρισης αγνώστων νουκλεοτιδικών και αμινοξικών 

αλληλουχιών με μία πληθώρα γνωστών αλληλουχιών που είναι καταχωρημένες στις 

παγκόσμιες γονιδιακές τράπεζες δεδομένων (GenBank) και διατίθεται ελεύθερα στο 

διαδίκτυο μέσα από τη διεύθυνση \ w\\ .ncl-i nln -jib ··;■·. ΛSI .

-CLUSTALW: Αποτελεί πρόγραμμα πολλαπλής στοίχισης και σύγκρισης

αλληλουχιών νουκλεοτιδίων και αμινοξέων. Το πρόγραμμα διατίθεται προς κοινή 

χρήση στο διαδίκτυο στη σελίδα: http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ (EMBL-EBI)

-CLUSTALX: Είναι πρόγραμμα πολλαπλής στοίχισης και σύγκρισης αλληλουχιών 

νουκλεοτιδίων και αμινοξέων και δημιουργεί αρχεία για την παραγωγή 

φυλογενετικών δέντρων.

-TreeView: Το πρόγραμμα αυτό χρησιμοποιείται για την δημιουργία και την 

μορφοποίηση των φυλογενετικών δέντρων.

-Primer3 Output: Το πρόγραμμα αυτό χρησιμοποιήθηκε για τον σχεδίασμά των 

εκκινητικών μορίων με βάση γνωστή νουκλεοτιδική αλληλουχία

( . genome.νν;.ιmt edu/genornesouw arc ot )·

-SimPlot: Είναι πρόγραμμα το οποίο μπορεί να παρουσιάσει γραφικά την σύγκριση 

νουκλεοτιδικών αλληλουχιών βοηθώντας στην αναγνώριση ανασυνδυασμένων 

γονιδιωμάτων
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3

3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

3.1 ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ECHO ΙΩΝ ΜΕ ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΑ 
ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΑ RT-PCR ΚΑΙ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ECHO ΙΩΝ ΠΟΥ 
ΑΝΙΧΝΕΥΤΗΚΑΝ ΣΕ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΙΚΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ

Από τη βιβλιογραφία που υπάρχει σε σχέση με το γένος των εντεροϊών 

υπάρχουν αρκετά πρωτόκολλα τα οποία χρησιμοποιούν εκκινητές (εκφυλισμένοι 

εκκινητές) οι οποίοι περιλαμβάνουν στην αλληλουχία τους νουκλεοτιδικές θέσεις 

όπου υπάρχουν μίγματα βάσεων. Στην παρούσα μελέτη εφαρμόστηκαν δημοσιευμένα 

πρωτόκολλα RT-PCR χρησιμοποιώντας τους εκκινητές 72437-216616 , 0340F- 

1200R , EUG3a,EUG3b,EUG3c-EUC2,222-292 (πίνακας 5) για την ανίχνευση echo 

ιών στα 4 περιβαλλοντικά δείγματα τα οποία επεξεργάστηκαν.

Ονομα Θέση
Πολικότητα Αλληλουχία ( 5 '-3') Γ ενωμική 

ΠεηιηΥΐί
Βιβλιογραφία

72437 1-20 Sense TT A A A AC AGCTCT GGGGTT G 5'UTR Mulders et al. (1999)

216616 545-565 Antisense GGAACACGGACACCCAAAGTA 5'UTR Blomqvist et al. (1999)

034OF 310 Sense T AGATC AGGC Y GATGAGTC ACCGC 5'UTR Lukashev et al., 2005

1200R 1196-1177 Antisense GGGAATTTCCACCACCACCC VP4 Lukashev et al., 2005

EUG3a 2946-2965 Sense TGGCAAACTTCCWCCAACCC VP1 Caro etal. (2001)

EUG3b 2946-2965 Sense TGGCAAACATCTTCMAATCC VP1 Caro etal. (2001)

EUG3c 2946-2965 Sense TGGCAGACTTCAACHAACCC VP1 Caro etal. (2001)

EUC2 4413-4433 Antisense TTTGC ACTTG A ACTGT ATGT A 2C Caro etal. (2001)

222 2895-2912 Antisense CICCIGGIGGIAYRWACAT VP1 Oberste et al. (2003)

292 2554-2570 Sense MIGCIGYIGARACNGG VP1 Oberste et al. (2003)

Πίνακας 5: Ονομασία, αλληλουχίες, πολικότητα και ακριβής θέση του γσνιδιώματος, στην οποία στοχεύουν τα 
ζεύγη των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν..
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Η ταυτοποίηση των ιών πραγματοποιήθηκε με αλληλούχιση της VP1 

γενωμικής περιοχής. Σύμφωνα με την εργασία των Oberste et al., 1999b ομοιότητα 

αλληλουχίας προερχόμενης από το γονίδιο VP1 που ξεπερνά το 75% με πρότυπο 

στέλεχος αναφοράς καταχωρημένο στην Τράπεζα Αλληλουχιών (GenBank), 

υποδηλώνει ότι το υπό μελέτη στέλεχος ανήκει στον ομόλογο ορότυπο, αρκεί ο 

επόμενος κοντινός σε επίπεδο ομοιότητας αλληλουχίας ορότυπος να έχει ποσοστό 

ομοιότητας μικρότερο από 70%.

Στα 4 περιβαλλοντικά δείγματα ,στα οποία ανιχνεύτηκαν εντεροϊοί, 

πραγματοποιήθηκε ταυτοποίηση η οποία έδειξε ότι τα δείγματα αυτά ανήκουν στους 

ομότυπους echo3, echo6 και echo 7 με ποσοστό ομοιότητας 78% , 79% και 76% με 

την αντίστοιχη περιοχή των προτύπων. Κατασκευάστηκε φυλογενετικό δέντρο 

σύμφωνα με το οποίο τα στελέχη ταξινομούνται με στελέχη του ίδιου ομότυπου , τα 

οποιία έχουν κατατεθεί, καθώς και με τα πρότυπα στελέχη echo3, echo6 και echo 7 

(εικόνα 14)παρέχοντας έτσι μια εναλλακτική μέθοδο για την μοριακή τυποποίηση 

των echo ιών (Kotaridi et al. , 2005).

UMMC ΗΕ7 
SLC HE7
15926-C1 AZERBAIJAN ΗΞ7 
LR11 f7 VP1

LR3137 VP 1 
PicoBanfc-DM 1 -E 3

-LRE1AE vpl 
"l lR61 33 VP1 
mmmm tCSS7-S5 HE5 
— tilC2-0C HE6

E Constant HE5 
Secjo HE6

oho

Εικόνα 14: Φυλσχενετικό δέντρο κατασκευασμένο από αλληλουχίες προτύπων στελεχών Echo ιών και 

στελεχών που ανήκουν στον ίδιο ορότυπο στο τμήμα του γονιδίου της VP 1.
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3.2 ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΤΗΣ ΚΑΨΙΔΙΑΚΗΣ ΠΕΡΙΟΧΗΣ ΤΩΝ 
ΑΠΟΜΟΝΩΘΕΝΤΩΝ ΣΤΕΛΕΧΩΝ-ΑΑΛΗΛΟΥΧΙΣΗ ΚΑΙ 
ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΜΕ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΑ ΒΙΟΠΑΗΡΟΦΟΡΙΚΗΣ

Στη συνεχεία αλληλουχήθηκαν και μελετήθηκαν φυλλογεννετικα οι 

γενωμικες περιοχές VP1, VP2, VP3 και VP4 των απομονωθέντων στελεχών από τον 

βιολογικό καθαρισμό της Λάρισας την περίοδο από 14/7/2005 έως 1/8/2007 και τα 

οποία αντιπροσωπεύουν 3 διαφορετικούς ορότυπους.

Για την αλληλούχιση χρησιμοποιήθηκαν αρχικά οι εκκινητές 72437-216616 , 

0340F-1200R , EUG3a,EUG3b,EUG3c-EUC2 , 222-292 (πίνακας 5) και τα 

αποτελέσματα παρουσιάζονται στον πίνακα 6..

ΔΕΙΓΜΑ 72437-216616 0340F-1200R 222/292 EUC-EUG

LR11F7 + + + +

LR31G7 + + - +

LR51A5 + + - +

LR61G3 + + - +

Πίνακας 6: Ζεύγη εκφυλισμένων εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν και PCR αποτελέσματα (+) 

θετικής ή (-) αρνητικής ανίχνευσης με το έκαστο ζεύγος εκκινητών.

Ο σχεδιασμός των εκκινητικών μορίων για την αλληλούχιση και του 

υπόλοιπου τμήματος της καψιδιακής περιοχής έγινε με την βοήθεια του 

προγράμματος Primer3, Whitehead Institute

( ioftware/other/) πάνω σε ήδη

αλληλουχημένες περιοχές (πίνακας 3).

Στη συνέχεια κατασκευάστηκαν φυλογενετικά δέντρα για ολη τη Ρ1 γενωμική 

περιοχή και ξεχωριστά για κάθε γονίδιο. Στην κατασκευή των φυλογενετικών 

δένδρων συμπεριλήφθηκαν εκτός από τα δείγματα και οι αλληλουχίες όλων των 

οροτύπων των echo ιών της Β ομάδας καθώς και του ίδιου ομότυπου τα οποία είναι 

κατατεθειμένα στο GeneBank και για τα οποία έχει αλληλουχηθεί ολόκληρη η Ρ1 

γενωμική περιοχή (εικόνες 15,16,17,18,19). Από τα δέντρα προέκυψε ότι τόσο στην 

καψιδιακή περιοχή όσο και σε κάθε γονίδιο ξεχωριστά υπήρχε ταξινόμηση με 

στελέχη του ίδιου ομότυπου.
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Στην γενωμική περιοχή Ρ1 που ενισχύθηκε και αλληλουχήθηκε το ποσοστό 

της νουκλεοτιδικής διαφοράς των απομονωθέντων echo ιών , των προτύπων και 

στελεχών ίδιου ορότυπου κυμάνθηκε από 0,10% έως 0,26% (πίνακες 7,8,9). Όλα τα 

στελέχη με ομόλογο ορότυπο ομαδοποιήθηκαν με τα πρότυπα στελέχη 

δημιουργώντας στα φυλογενετικά δέντρα τρεις ευδιάκριτους κλάδους όπου καθένας 

από αυτούς αντιστοιχεί σε μια οροτυπική ομάδα.

Σε επίπεδο αλληλουχίας αμινοξέων ,σε ολόκληρη την καψιδική περιοχή, ο 

μικρότερος αριθμός διαφορετικών αμινοξέων παρατηρήθηκε στο γονίδιο VP4 σε 

σχέση με τα υπόλοιπα γονίδια της καψιδιακής περιοχής, ενώ οι περισσότερες 

διαφορές παρουσιάστηκαν στο γονίδιο VP1. Κατά την ανάλυση της Ρ1 πρωτεϊνικής 

αλληλουχίας στα τέσσερα δείγματα σε σχέση με τα αντίστοιχα πρότυπα 

παρατηρήθηκε υψηλό ποσοστό ομοιότητας (Εικόνα 19).

LR11F7 ECH07

LR11F7

ECH07 0,25

HE7-SLC 0,21 0,25

ΗΕ7- UMMC 0,20 0,26

ΗΕ7-15936-01 AZERBAIJAN 0,20 0,26

ΠΙΝΑΚΑΣ 7: Μέση εκατοστιαία απόκλιση μεταξύ των διαφορετικών στελεχών του echo7 ορότυπου, 

στη γεννωμική περιοχή Ρ1.
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LR31gG7 ECH03

LR31G7

ECH03 0,24

PICO BANK/DM/E3 0,10 0,24

ΠΙΝΑΚΑΣ 8: Μέση εκατοστιαία απόκλιση μεταξύ των διαφορετικών στελεχών του echo3 ορότυπου, 

στη γεννωμική περιοχή Ρ1.

LR51A5/LR61G3 ECH06

LR51A5/LR61G3

ECH06 0,26

ΗΕ6-10887-99 RUSSIA 0,19 0,26

ΗΕ6-14103-00 RUSSIA 0,21 0,26

HE6-SEGO 0,21 0,26

HE6-CON STANT 0,21 0,26

ΠΙΝΑΚΑΣ 9: Μέση εκατοστιαία απόκλιση μεταξύ των διαφορετικών στελεχών του echo6 ορότυπου, 

στη γεννωμική περιοχή Ρ1.
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_1CS27-SSRu?sa HE5 
_ 14102-CORussia HE6 
- Sego HE6 
Ί Constant HE?
_ LREIAS 
l LRS133 
_E6
_ECHG21 
_ ECHC2E
_ ecncIC CE^CERi 'Eii 
_ EVcs 
_ECHG1
_ ECHC-i PESaCEK 
_ ECH024 
_ECH02C 
_ ECH033 
_ EV7E

C9V2 
CBV4 
CBV6 SCH!
CBV1
CBV3
CAV9
EV85
ECHO32
EV101
LR31S?
PiccBanW3t.'1.E3
E3
ECH012 TRAVS 
ECHO11CT
LR11F7
lE;??-C!-ierta:jan HE? 
He? SlC 
He? UMMC
ECHC2'
EVS7
EV88
ECHG2COR(IEi_lS
ECHC1E
ECH02?
EVSS
EV74
ECHOS HILL 
ECHO31 
ECH014 ”Ci·.. 
ECHQ16

tcT its- iter010

Εικόνα 15: Φυλσγενετικό δέντρο κατασκευασμένο από αλληλουχίες προτύπων στελεχών Echo ιών Β 

ομάδας και στελεχών που ανήκουν στον ίδιο ορότυπο με τα περιβαλλοντικά δείγματα στο τμήμα Ρ1 

της γενωμικής περιοχής.
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Εικόνα 16: Φυλογενετικό δέντρο κατασκευασμένο από αλληλουχίες προτύπων στελεχών Echo ιών Β 

ομάδας και στελεχών που ανήκουν στον ίδιο ορότυπο με τα περιβαλλοντικά δείγματα στο τμήμα του 

γονιδίου VP1.
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Εικόνα 17: Φυλογενετικό δέντρο κατασκευασμένο από αλληλουχίες προτύπων στελεχών Echo ιών Β 

ομάδας και στελεχών που ανήκουν στον ίδιο ορότυπο με τα περιβαλλοντικά δείγματα στο τμήμα του 

γονιδίου VP4-VP2.
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1CSB7-9SRU3S83 HES
14133-COHussa ΗΞ6 
Segc HEi 
Constant HEi 
LRS1.A5 vp3 
LHS1G3VP3 
ES
ECHG2I
ECHC2E
ECH013 DEL CARMEN
EVcS
CBV1
CBV3
CBV6 SCHMI- 
C9V2 
CBV4 
ECHO!
ECHOiPESACEK
ECHOED
ECH024
ECHOS3
EV7E
ECH032
EV101
ris7 3LC
He7 UMWC
1S336-01Ajerfcat|an HE7 
LR11F7 vp3 
E7
CAV9
EVES
ECH011
ECH012 TRAVIS 
E3
LR31G7 VPS 
PicoBank-EMI-ES

ECH027
EVES
EV97
ECH02 CORNELS 
ECHO IE 
ECH014T0W 
ECHOS!
ECHOS HILL 
ECH016 
ECH025 
EV86

olaT olr ite"0.10

Εικόνα 18: Φυλογενετικό δέντρο κατασκευασμένο από αλληλουχίες προτύπων στελεχών Echo ιών Β 

ομάδας και στελεχών που ανήκουν στον ίδιο ορότυπο με τα περιβαλλοντικά δείγματα στο τμήμα του 

γονιδίου VP3.
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—F..5 L - 5 .3......................................TD . A........................r-i . . . .
-RSCGS .3......................................ZD. A........................M . . . .

SKSESIFiLT AAETGHTSQV v PSCTIQTRR VRNFHVRSES SVENFL SRSA

E= C vYIv ΕY *\TR OTTPE*KMYX>S aIIVTKQVAQ
-R3 L AS ...................................N ....... , . v . . . R - . . .

LRRK.LEFFTY vRFOVEVTFV ITSvGpOSTK RNTDTFVLTH QIMYVPPGGP 
...............................................................................................R Q..............T. .......................................

ES IPQivDDYVA QT3TNPSVFA’ TEG\APPR?-?S IP FM SVGN-Y SNFYDGWSKF SQTGVY'GFNT LNilSMGKLYFR HVNDRTISPI

E= KSKvRIYFKP <HY.-KA%VPRp PR L C EYTHKD
-RE IAS t.................................................................................

VvUYΈFKG’vT TSRTSXTXTS STHMETH

Εικόνα 19: Στοίχιση πρωτεϊνικών ακολουθιών των τεσσάρων στελεχών της παρούσας μελέτης και των 

αντίστοιχων προτύπων. Οι τελείες υποδηλώνουν ομοιότητα με τα πρότυπα στελέχη.
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3.3 ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΩΝ ΔΕΝΤΡΩΝ ΣΕ 
ΤΜΗΜΑΤΑ ΤΗΣ VP1 ΓΕΝΩΜΙΚΗΣ ΠΕΡΙΟΧΗΣ

Έχοντας ως στόχο την επιδημιολογική μελέτη των ιών που ανιχνεύθηκαν στα 

περιβαλλοντικά δείγματα πραγματοποιήθηκαν φυλογενετικά δέντρα σε τμήματα της 

VP1 γενωμικής περιοχής για τα οποία υπάρχουν αλληλουχίες αρκετών Echo7 ,Echo3 

και Echo6 ιών κατατεθειμένες στο Gene Bank. Σύμφωνα με τα παραπάνω 

πραγματοποιήθηκαν τρία φυλογενετικά δέντρα για τους τρεις διαφορετικούς 

ορότυπους που ανιχνεύθηκαν. Για τον ορότυπο Echo 7 το τμήμα της VP1 γενωμικής 

περιοχής που χρησιμοποιήθηκε ήταν μήκους 332 βάσεων (nt 2954-3285). Το δέντρο 

αυτό μας δείχνει την ταξινόμηση του ιού μας με Echo 7 στελέχη που κυκλοφόρησαν 

και απομονώθηκαν κυρίως στην Ασία τη περίοδο 1997-2000 και όχι με στελέχη που 

απομονώθηκαν πιο πρόσφατα και μάλιστα σε περιοχές πιο κοντά στην Ελλάδα. Για 

τον ορότυπο Echo 3 το τμήμα της VP1 γενωμικής περιοχής που χρησιμοποιήθηκε 

ήταν μήκους 269 βάσεων (nt 2692-2962). Το δέντρο αυτό μας δείχνει την ταξινόμηση 

του ιού μας με Echo 3 στελέχη που κυκλοφόρησαν και απομονώθηκαν σε χώρες 

τόσο της Ασίας όσο και της Ευρώπης , παρουσιάζοντας το μεγαλύτερο ποσοστό 

ομοιότητας (98%) με δυο στελέχη που απομονώθηκαν στην Ασία. Τέλος για τον 

ορότυπο Echo 6 το τμήμα της VP1 γενωμικής περιοχής που χρησιμοποιήθηκε ήταν 

μήκους 355 βάσεων (nt 2605-2959). Το δέντρο μας δείχνει ταξινόμηση του ιού μας 

με Echo 6 στελέχη που κυκλοφόρησαν και απομονώθηκαν σε χώρες της Ευρώπης και 

κυρίως της Ρωσίας.

15S25-C1
1C42C E7VP1 
GAS2-1 Β£4 E7VP1 
G AS2-1765 E7VP1 
CF1851031 -€ 5E7VP1 
UMMC HE7VP1 
SLC ΗΕ7-/Ρ1 
PER95-2522 Ε7ΥΡ1 
MG-44351-98 HE ΤΥΡΙ 
17c-97 E7VP1 
1 27-95 E7VP1 
175-CC E7VP1 
177-CC E7VP1 
?*-98 E7VP1 
19-GC E7VP1 
172-95 E7VP1 
172-98 Η E7VP1 
LR1if? VP1 
7 95CF993E7VP1 
“1S7-AP.39c HE7VP1

HE7VP1

0Ι2 ato ate ate ate afe olio
Εικόνα 20: Φυλογενετικά δέντρο τμήματος της W1 γενωμικής περιοχής 332 βάσεων για τον ορότυπο

Echo7 (nt 2954-3285).
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Εικόνα 21: Φυλογενετικό δέντρο τμήματος της VP1 γενωμικής περιοχής, 269 βάσεων για τον ορότυπο 

Echo 3 ( nt 2692-2962).

ΐΒ

rC

HES 25102 KGZVP1 
HEc 233*2 KHAB 05 VPI 
HEc 2E2*C "UMEN 05 VP1

— HE5 25555 <3205 ,PI 
L. HE6 25575 KGZ VP1 
___10S87-9S RUSSi- ESVP1
— HE5 25055 E-BUR5 05 VPI 
_ U123-E0 RUSSIA E5VP1 
_ HEc 25-55 “ABON 05 VP1

-LREImE .pi 
"TLR5133 VP1 
_ 37CF35EU E5VP1
___ 15*3-77 E5VP1
—- Constant HE5VP1 L Secc HE6VP1 
___ 3E02-3S55 HE€ VPI
_ secc-s he5 vpi

HE5 2521P-2E 05 VPI 
HEc 253*5 <H«B 05 VPI 
ΗΞ5 25532 KOMSAM 05 VPI 
HE5 25328 KOMSAM 05 VPI 
HE- 25305 3EO05 VPI 
HEc 25~S1 TUMEN 2005 VPI 
HE5 25307 3EO05 VPI 
E5

0I2 ate ofe oM ate ate aira
Εικόνα 22: Φυλογενετικό δέντρο τμήματος της VP1 γενωμικής περιοχής 355 βάσεων για τον ορότυπο

Echo 6 ( nt 2605-2959).
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3.4 ΑΝΑΖΗΤΗΣΗ ΠΙΘΑΝΩΝ ΑΝΑΣΥΝΑΥΑΣΜΩΝ ΣΤΗΝ Ρ1 
ΓΕΝΩΜΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ

Η νουκλεοτιδική σύγκριση των στελεχών που ανιχνεύθηκαν με τα υπόλοιπα 

στελέχη του ίδιου ομότυπου ,για τα οποία υπάρχει κατατεθειμένη ολόκληρη η Ρ1 

περιοχή, καθώς και με τα αντίστοιχα πρότυπα Echo ιών αναπαρίσταται γραφικά με τη 

βοήθεια του SimPlot.

Σε ολόκληρη την καψιδιακή περιοχή το στέλεχος LR11F7 φαίνεται να 

σχετίζεται φυλογενετικά με τα στελέχη He7-SLC, He7-UMMC και 15936 Azerbaijan 

ώστε να θεωρείται πιθανός ένας ανασυνδυασμός μεταξύ των παραπάνω στελεχών. 

Προκειμένου να ελεγχθεί αυτή η πιθανότητα πραγματοποιήθηκε ανάλυση των 

αλληλουχιών των γονιδίων της Ρ1 περιοχής των παραπάνω στελεχών με τη βοήθεια 

του λογισμικού SimPlot( εικόνα 23). Φαίνεται ότι στην καψιδιακή περιοχή υπάρχει 

μια ομοιότητα με Echo 7 στελέχη ενώ αυτή η ομοιότητα διακόπτεται στην 

λειτουργική περιοχή. Κάτι τέτοιο είναι πιθανό λόγο της απότομης πτώσης των 

ποσοστών ομοιότητας στο τέλος της καψιδιακής περιοχής. Επίσης παρατηρείται μια 

αύξηση της ομοιότητας του LR11F7 με το στέλεχος 15936-Azerbaijan προς το τέλος 

της καψιδιακής περιοχής (2100 bp) έως 89% γεγονός που υποδηλώνει μέσω της 

συγκεκραμένης γραφικής απεικόνισης πιθανό ανασυνδυασμό.

Παρόμοια αποτελέσματα έχουμε και για τους διαφορετικούς ομότυπους για 

τους οποίους πραγματοποιήθηκε γραφική απεικόνιση με SimPlot. Έτσι σε ολόκληρη 

την καψιδιακή περιοχή το στέλεχος LR31G7 φαίνεται να σχετίζεται φυλογενετικά με 

το στέλεχος PicoBank/DMl/E3. Επίσης παρατηρείται μια αύξηση της ομοιότητας του 

LR31G7 με το στέλεχος PicoBank/DMl/E3 έως 94% στην αρχή (520 bp), στην μέση 

(1080bp) και στο τέλος (1960ύρ)της καψιδιακής περιοχής γεγονός που υποδηλώνει 

μέσω της συγκεκριμένης γραφικής απεικόνισης πιθανούς ανασυνδυασμούς σε τρία 

γονίδια της καψιδιακής περιοχής VP2, VP3 και VP1 (εικόνα 24). Τέλος σε ολόκληρη 

την καψιδιακή περιοχή τα στελέχη LR51A5 και LR61G3 φαίνεται να σχετίζεται 

φυλογενετικά με τα στελέχη EV6-10887-99 Russia, EV6-14103-00 Russia, 

HE6_Sego και HE6 Constant.
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Εδώ δεν παρατηρείται κάποια αξιοσημείωτη μεταβολή στην ομοιότητα των 

εξεταζόμενων αλληλουχιών ,όσον αφορά την καψιδιακή περιοχή, παρά μόνο μια 

απότομη αύξηση της ομοιότητας για το στέλεχος EV6-14103-00 Russia (2300bp) στο 

τέλος της VP1 γενωμικής περιοχής έως 89% γεγονός που υποδηλώνει μέσω της 

συγκεκραμένης γραφικής απεικόνισης πιθανό ανασυνδυασμό (εικόνα 25).

SimPfct - Query: LR11F7 
Filename: C:\Users'.UsefCesktcp\smpΙοί 3 fas

-------- E7
--------He7_SLC
--------He7_UMMC
------1SS3€-01Azerfcai

Εικόνα 23: Γραφική απεικόνιση στελέχους που ανιχνεΰτηκε στην Ελλάδα και του προτύπου Echo 7 
στελέχους συγκριτικά με στελέχη του ίδιου ορότυπου που προέρχονται από περιοχές εκτός Ελλάδος.

SimPlot - Query: LR31G7 
Filename: C:\Users\U3er\Desktop\simplct 3. fas

- PicoBank/DM1/E3|

Εικόνα 24: Γραφική απεικόνιση στελέχους που ανιχνεύτηκε στην Ελλάδα και του προτύπου Echo 3 
στελέχους συγκριτικά με στέλεχος του ίδιου ορότυπου που προέρχονται από περιοχές της 
Σκανδιναβίας.
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SimPtai - Query: LR51AS 
Ftfefiame: C:\Users\UsertDesfcScp\siinplot 3.fas

-LR61G3 
-E€
~EV€-1C8S7-9SRus 
-Ενε-14103-OCRus 

HE6_Sego 
— HE8_Censtant

Εικόνα 25: Γραφική απεικόνιση στελέχους που ανιχνευτηκε στην Ελλάδα και του προτύπου Echo 6 
στελέχους συγκριτικά με στελέχη του ίδιου ορότυπου που προέρχονται από περιοχές εκτός Ελλάδος.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4

4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Το περιβάλλον παίζει σημαντικό ρόλο στην κυκλοφορία των εντερικών ιών. 

Ένας μεγάλος αριθμός ιών που εγκλείονται στα κόπρανα μπορούν να ανιχνευτουν σε 

υδάτινες μάζες, τέτοιοι είναι οι νοροϊοί , οι ρεοϊοί , οι αδενοϊοί . οι ροταϊοί και οι 

εντεροϊοί. Τα επεξεργασμένα αστικά λύματα με την απόρριψη τους τόσο σε ποτάμια 

και λίμνες όσο και στη θάλασσα και η χρησιμοποίηση τους σε άρδευση και λίπανση, 

όταν δεν έχει γίνει σωστά η επεξεργασία τους, μπορούν να αποτελόσουν κίνδυνο για 

τη δημόσια υγεία με τη διασπορά τους στο περιβάλλον και την είσοδο τους στην 

τροφική αλυσίδα. Έτσι είναι σημαντικό να ελέγχονται περιβαλλοντικά δείγματα ώστε 

να παρακολουθείται η διάρκεια της κυκλοφορίας των εντεροϊών μέσα σε ένα 

συγκεκριμένο πληθυσμό και να γίνεται εφικτή η μοριακή ανάλυση αυτών των 

στελεχών.

Το γένος των εντεροϊών είναι το πιο σημαντικό της οικογένειας 

Picornaviridae, ως προς την παθογένεια των μελών του στον άνθρωπο. Αποτελείται 

από τουλάχιστον 65 οροτύπους οι οποίοι ταξινομούνται σε πέντε υποομάδες. Η 

τυποποίηση των εντεροϊών απαιτείται : α) για τη διάκριση των πόλιο από τους μη 

πόλιο-εντεροίούς , β) για να ταυτοποιηθούν νέοι τύποι εντεροϊών ή variants αυτών, γ) 

για να διερευνηθεί η μοριακή επιδημιολογία και μοριακή φυλογένεια των εντεροϊών 

που ανιχνεύονται σε κλινικά ή περιβαλλοντικά δείγματα δ) για τον εντοπισμό 

πιθανών θέσεων ανασυνδυασμών. Η ανάπτυξη της τεχνικής της Αντίστροφης 

Μεταγραφής-Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης (RT-PCR) παρέχει ένα άμεσο 

και ευαίσθητο μέσο για την ανίχνευση γενετικού υλικού των εντεροϊών 

χρησιμοποιείται επιτυχώς ακόμη για να ανιχνεύσει και αυτούς τους οροτύπους οι 

οποίοι δεν αναπτύσονται σε κυτταρικές σειρές, όπως επίσης και για τα μη 

ταυτοποιήσιμα με τις συμβατικές μεθόδους στελέχη.

Η σύγκριση νουκλεοτιδικών όσο και αμινοξικών αλληλουχιών από το 5 άκρο 

της VP2 καψιδικής περιοχής, αποκάλυψε την ύπαρξη 4 μεγάλων φυλογενετικών 

ομάδων μέσα στο γένος των εντεροϊών (Clusters A-D) (Oberste et al.,1998b; Poyry et 

al., 1996; Pulli et al., 1995; Zell et al., 1997). Η γενωμική αυτή περιοχή θεωρήθηκε 

καταλληλότερη σε σχέση με την 5 'UTR για την ανάπτυξη μοριακής διαγνωστικής 

μεθόδου συσχετισμού του γονοτύπου με τον ορότυπο (Huttunen et al., 1996; Poyry et
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al., 1996; Pulli et al., 1995). Όμως, καταγράφηκαν περιπτώσεις όπου στελέχη τα 

οποία αν και ανήκαν στον ίδιο ορότυπο δεν ομαδοποιούνταν στενά κατά τη 

φυλογενετική ανάλυση (Arola et al., 1996 Oberste et al.,1998b). Έτσι για το τμήμα 

αυτό του γενετικού υλικού των εντεροϊών είναι πλέον αποδεκτή η μερική συσχέτιση 

του γενιοματος με τον ορότυπο.

Η αλληλούχιση ολόκληρου του γονιδίου VP1 όλων των πρότυπων στελεχών 

των εντεροϊών του ανθρώπου από τους Oberste et al (Oberste et al., 1998b), καθώς και 

η μερική αλληλούχιση του ίδιου γονιδίου όπως περιγράφεται σε άλλες εργασίες 

(Oberste et al., 1999a; Caro et al., 2001; Norder et al., 2001) έδειξε ότι υπάρχει 

συσχέτιση του γενώματος σε αυτήν την περιοχή με τον ορότυπο. Η VP1 καψιδική 

πρωτεΐνη βρίσκεται τοποθετημένη κυρίως στην επιφάνεια του ώριμου ιοσώματος των 

picorna-ιών και αποτελεί τμήμα των αντιγονικών θέσεων (Mateu, 1995).

Οπως έχει αποδειχθεί η BC-θηλειά η οποία συμμετέχει στο σχηματισμό της 

αντιγονικής θέσης 1, περιέχει ειδικές για τον ορότυπο αντιγονικές θέσεις (Minor, 

1990; Norder et al., 2001) και εντοπίζεται μεταξύ των αμινοξέων 82-93 (για τον echo 

ιό 30-AJ295172) της VP1 καψιδικής πρωτεΐνης (295αα) (Muckelbauer et al., 1995; 

Norder et al., 2001). Πολλαπλή στοίχιση αλληλουχιών του γονιδίου VP1 μεταξύ 

στελεχών διαφορετικών οροτύπων, έδειξε τη μεγαλύτερη ποικιλότητα 

συγκεντρωμένη στην περιοχή που αντιστοιχεί στη BC-θηλειά υποδηλώνοντας ότι το 

τμήμα αυτό του γενώματος αποτελεί το πλέον κατάλληλο για τη μοριακή 

τυποποποίηση των εντεροϊών (Thoelen et al., 2003).

Στην παρούσα μελέτη πραγματοποιήθηκε ανίχνευση και φυλογενετική 

ανάλυση στην Ρ1 γενωμική περιοχή εντεροϊιών από περιβαλλοντικά δείγματα. Η 

ανίχνευση πραγματοποιήθηκε αρχικά με RT-PCR σε συντηρημένο τμήμα της 5-UTR 

μη κωδική περιχης με τη χρηση εκφυλισμένων εκκινητών από τη βιβλιογραφία 

(Siafalas et al 2000,2001 ,2002,Mulders et al. (1999), Lukashev et al., 2005, Caro et 

al (2001), Oberste et al. (2003) ) Στη συνέχεια ακλούθησε η ταυτοποίηση των 

στελεχών που απομονώθηκαν με αλληλούχιση της VP1 γενωμικής περιοχής. 

Σύμφωνα με την εργασία των Oberste et al., (1999b) ομοιότητα αλληλουχίας 

προερχόμενης από το γονίδιο VP1 που ξεπερνά το 75% με πρότυπο στέλεχος 

αναφοράς καταχωρημένο στην Τράπεζα Αλληλουχιών (GenBank), υποδηλώνει ότι το 

υπό μελέτη στέλεχος ανήκει στον ομόλογο ορότυπο, αρκεί ο επόμενος κοντινός σε 

επίπεδο ομοιότητας αλληλουχίας ομότυπος να έχει ποσοστό ομοιότητας μικρότερο
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από 70%. Πρόεκυψε ότι τα στελέχη τα οποία ανιχνεύτηκαν και αλληλουχίθηκαν 

ταξινομούνται στους ομότυπους Echo 3, Echo 7 και Echo 6, γεγονος το οποίο 

επιβεβαιώθηκε και μεσω φυλογενετικής ανάλυσης με την κατασκευή φυλογενετικού 

δέντρου, προτείνοντας αυτή τη μέθοδο σαν εναλλακτική για την μοριακή τυποποίηση 

των echo ιών (Kotaridi et al. , 2005).

Στο επόμενο μέρος της μελέτης αλληλουχήθηκαν και μελετήθηκαν 

φυλογενετικά οι γενωμικες περιοχές VP1, VP2, VP3 και VP4 των απομονωθέντων 

στελεχών τα οποία αντιπροσωπεύουν 3 διαφορετικούς ομότυπους και απομονώθηκαν 

από τον βιολογικό καθαρισμό της Λάρισας την περίοδο από 14/7/2005 έως 1/8/2007.

Χρησιμοποιήθηκαν αρχικά εκκινητές γνωστοί από τη βιβλιογραφία για τη 

αλληλούχιση μέρους του γενώματος των εντεροϊών και μετά την αλληλούχιση αυτών 

των περιοχών σχεδιάσθηκαν με την βοήθεια του προγράμματος Primer3, Whitehead 

Institute (http://www,genome.wi.mit.edu/genomesoftware/other/) εκκινηχικά μόρια 

για την αλληλούχιση και του υπόλοιπου τμήματος της καψιδιακής περιοχής (πίνακας

3)·

Στη συνέχεια οι αλληλουχημένες περιοχές μελετήθηκαν φυλογενετικά για όλη 

τη Ρ1 γενωμική περιοχή και ξεχωριστά για κάθε γονίδιο. Κατασκευάσθηκαν 

φυλλογενετικά δέντρα σύμφωνα με τα οποία προέκυψε ότι τόσο στην καψιδιακή 

περιοχή όσο και σε κάθε γονίδιο ξεχωριστά υπήρχε ταξινόμηση με στελέχη του ίδιου 

ομότυπου (εικόνες 15,16,17,18,19). Όλα τα στελέχη με ομόλογο ομότυπο 

ομαδοποιήθηκαν με τα πρότυπα στελέχη δημιουργώντας στα φυλογενετικά δέντρα 

τρεις ευδιάκριτους κλάδους όπου καθένας από αυτούς αντιστοιχεί σε μια οροτυπική 

ομάδα. Ακολούθησε η κατασκευή φυλογενετικών δέντρων σε τμήματα της VP1 

γενωμικής περιοχής με σκοπό την επιδημιολογική μελέτη των ιών που ανιχνεύθηκαν 

στα περιβαλλοντικά δείγματα. Πραγματοποιήθηκαν τρία φυλογενετικά δέντρα για 

τους τρεις διαφορετικούς ομότυπους που ανιχνεύθηκαν. Σύμφωνα με αυτά 

παρατηρήθηκε ότι και τα τρία στελέχη κυκλοφόρησαν και απομονώθηκαν σε 

περιοχές εκτός Ελλάδος και μάλιστα τα στελέχη με ομότυπο Echo 3 και Echo7 σε 

περιοχές της Ασίας.

Τέλος πραγματοποιήθηκε νουκλεοτιδική σύγκριση των στελεχών που 

ανιχνεύθηκαν με τα υπόλοιπα στελέχη του ίδιου ομότυπου ,για τα οποία υπάρχει 

κατατεθειμένη ολόκληρη η Ρ1 περιοχή, καθώς και με τα αντίστοιχα πρότυπα Echo 

ιών και αναπαρίσταται γραφικά με τη βοήθεια του SimPlot. Για το στέλεχος με 

ομότυπο Echo 7 φαίνεται ότι στην καψιδιακή περιοχή υπάρχει μια ομοιότητα με Echo
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7 στελέχη ενώ είναι πιθανόν αυτή να διακόπτεται όσο περνάμε στην λειτουργική 

περιοχή. Παρατηρείται μια αύξηση της ομοιότητας με ομόλογα στελέχη γεγονός που 

υποδηλώνει μέσω της συγκεκριμένης γραφικής απεικόνισης πιθανό ανασυνδυασμό. 

Αυτό μας δείχνει ότι, παρόλο που στην καψιδιακή περιοχή το στέλεχος μας 

ταξινομείται με Echo 7, θα πρέπει να συνεχιστεί η αλληλούχιση σε ολόκληρο το 

γένωμα του ιού για να ερευνηθεί και η πιθανότητα ανασυνδυασμών στη λειτουργική 

περιοχή.

Παρόμοια αποτελέσματα έχουμε και για τους διαφορετικούς ορότυπους για 

τους οποίους πραγματοποιήθηκε γραφική απεικόνιση με SimPlot και φυσικά 

προτείνεται η συνέχιση της αλληλούχισης και στα άλλα δυο στελέχη που 

ανιχνεύθηκαν και η φυλογενετική τους ανάλυση για τον εντοπισμό πιθανών 

ανασυνδυασμών και ιδιαίτερα στη λειτουργική περιοχή του γενώματος τους. Και 

αυτό γιατί οι μεταλλάξεις και οι ανασυνδυασμοί μπορούν να οδηγήσουν σε νέους 

εντεροίούς με άγνωστες μέχρι τώρα ιδιότητες. Συμπερασματικά ο έλεγχος του 

περοβάλλοντος κρίνεται ως απαραίτητος όχι μόνο για την παρακολούθηση της 

κυκλοφορίας των εντεροϊών σε ένα δεδομένο πληθυσμό αλλά και γιατί μπορεί να 

αποτελέσει μια πηγή απομόνωσης και μοριακού χαρακτιρισμού κυκλοφορούντων 

στελεχών
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