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Περίλθψθ 
 

Οι εντεροϊοί ανικουν ςτθν οικογζνεια Picornaviridae. Σο γονιδίωμα τουσ 

είναι μονόκλωνο RNA κετικισ πολικότθτασ (+)ssRNA μικουσ περίπου 7.500 βάςεων 

και περικλείεται ςε ζνα πρωτεϊνικό καψίδιο εικοςαεδρικισ ςυμμετρίασ. Σο 

γονιδίωμα των εντεροϊϊν αποτελείται από μία υψθλά ςυντθρθμζνθ 

5ϋαμετάφραςτθ περιοχι, ζνα ανοιχτό πλαίςιο ανάγνωςθσ και μία 3ϋαμετάφραςτθ 

περιοχι που καταλιγει ςε πολφ(Α)-ουρά. Οι εντεροϊοί που προςβάλλουν τον 

άνκρωπο ταξινομοφνται ςε τζςςερισ ομάδεσ: EV-A, EV-B, EV-C και EV-D. Οι πολιοϊοί, 

το ςθμαντικότερο μζλοσ τθσ ομάδασ C, διακρίνονται ςε τρεισ ορότυπουσ με τα 

αντίςτοιχα εμβολιακά ςτελζχθ ςε παρζνκεςθ: PV1 (SABIN1), PV2 (SABIN2), PV3 

(SABIN3) και είναι οι αιτιολογικοί παράγοντεσ τθσ παραλυτικισ πολιομυελίτιδασ. 

Οι περιςςότερεσ μολφνςεισ με εντεροϊοφσ είναι αςυμπτωματικζσ, αλλά ςε 

ζνα ποςοςτό οδθγοφν ςτθν εμφάνιςθ πιο ςοβαρϊν αςκενειϊν όπωσ θ άςθπτθ 

μθνιγγίτιδα και θ παραλυτικι πολιομυελίτιδα. Η εμφάνιςθ κλινικϊν ςυμπτωμάτων 

αποτελεί τον κφριο αιτιολογικό παράγοντα για τθ διάγνωςθ των εντεροϊϊν. Ωςτόςο, 

λόγω του ότι οι εντεροϊοί ςυνικωσ προκαλοφν αςυμπτωματικζσ μολφνςεισ μποροφν 

να κυκλοφοροφν ακόρυβα μζςα ςε ζναν πλθκυςμό με αποτζλεςμα να υπάρχει o 

κίνδυνοσ για πικανζσ εξάρςεισ.  

Η ανίχνευςθ απλά τθσ παρουςίασ του γονιδιϊματοσ ενόσ εντεροϊοφ δεν 

ςθμαίνει απαραίτθτα και τθν ενεργότθτά του, για αυτό κρίνεται απαραίτθτθ και θ 

διάκριςθ των αντιγραφικά ενεργϊν εντεροϊϊν από τουσ μθ αντιγραφικά ενεργοφσ 

εντεροϊοφσ ςτον πλθκυςμό ϊςτε να κατανοιςουμε πικανζσ δυςμενείσ επιπτϊςεισ 

που μποροφν να προκλθκοφν ςτον πλθκυςμό φςτερα από προςβολι με εντεροϊοφσ. 

΢τθν παροφςα εργαςία, ζγινε παρακολοφκθςθ τθσ αποτελεςματικότθτασ 

κερμικισ αδρανοποίθςθσ του εμβολιακοφ ςτελζχουσ Sabin1 μζςω 

κυτταροκαλλιζργειασ και μιασ ςφγχρονθσ αντίςτροφθσ μεταγραφισ (RT)-Loop 

Mediated Isothermal Amplification. ΢το πρϊτο μζροσ τθσ εργαςίασ 

πραγματοποιικθκε κερμικι αδρανοποίθςθ του εμβολιακοφ ςτελζχουσ Sabin1 ςε 

διαδοχικζσ κερμοκραςίεσ με ςκοπό τον εντοπιςμό τθσ βζλτιςτθσ κερμοκραςίασ 

αδρανοποίθςθσ. ΢το δεφτερο μζροσ τθσ εργαςίασ πραγματοποιικθκε μόλυνςθ των 

κυτταροκαλλιεργειϊν με τα αδρανοποιθμζνα δείγματα Sabin1 και παρακολοφκθςθ 

τουσ για τθν εμφάνιςθ CPE. ΢το τρίτο μζροσ τθσ εργαςίασ ακολοφκθςε απομόνωςθ 

του γονιδιϊματοσ του ιοφ από τισ κυτταροκαλλιζργειεσ, μετατροπι του RNA ςε DNA 

μζςω αντίςτροφθσ μεταγραφισ και ζλεγχοσ για τθν παρουςία αντιγραφικά ενεργϊν 

εντεροϊϊν μζςω Real Time PCR. ΢το τζταρτο και τελευταίο μζροσ τθσ εργαςίασ ζγινε 

επαλικευςθ των προθγοφμενων αποτελεςμάτων αδρανοποίθςθσ του ςτελζχουσ 

Sabin1 ςε κάκε κερμοκραςία, μζςω μιασ γριγορθσ και ευαίςκθτθσ τεχνικισ 

αντίςτροφθσ μεταγραφισ (RT)-Loop Mediated Isothermal Amplification. 
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΢φμφωνα με τα αποτελζςματα που προζκυψαν από τθν εφαρμογι τθσ 

μοριακισ αυτισ τεχνικισ, επαλθκεφονται τα αποτελζςματα των Real Time PCR που 

ζχουν προθγθκεί και καταλιγουμε ςτισ βζλτιςτεσ κερμοκραςίεσ αδρανοποίθςθσ 

του ςτελζχουσ Sabin1 ανάλογα με τθ ςυγκζντρωςθ του. Πιο ςυγκεκριμζνα για το 

ςτζλεχοσ Sabin1 [106] TCID50 παρατθρείται πλιρθσ αδρανοποίθςθ τουσ 78 και 80οC 

ενϊ για τον Sabin1 [10] TCID50 θ πλιρθσ αδρανοποίθςθ επιτυγχάνεται ςτουσ 60οC. Η 

επιτυχία επαλικευςθσ των αποτελεςμάτων με τθν τεχνικι αυτι τθν κακιςτά 

προτιμότερθ ςε ςχζςθ με τισ ςυμβατικζσ μεκόδουσ PCR κακϊσ είναι πολφ πιο 

γριγορθ, ςε μόλισ 45min μποροφμε να ζχουμε αξιόπιςτα αποτελζςματα , είναι 

απλι ςτθ διεξαγωγι τθσ και  ειδικι ωσ προσ το ςτόχο τον οποίο ανιχνεφει.     
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Abstract 

Enteroviruses belong to Picornaviridae family. Their genome is a positive 

sense, single strand RNA molecule (+ssRNA), of 7.500 nucleotides in length, 

surrounded by a viral icosahedral protein capsid. Their genome is consisted of a 

highly conserved 5’ untranslated region, an open reading frame and a 3’ 

untranslated region ending in a poly (A)-tract. Enteroviruses that infect humans are 

classified into four species: EV-A, EV-B, EV-C and EV-D. Polioviruses, the most 

significant member of EV-C species, are the causal agents of paralytic poliomyelitis 

and exist as three distinct serotypes (PV1, PV2 and PV3).  

Most infections with enteroviruses are asymptomatic; but in some instances 

Enteroviruses can cause different clinical symptoms ranging from aseptic meningitis 

to paralytic poliomyelitis. The emergence of clinical symptoms is the main causal 

factor for the diagnosis of enteroviruses. However, due to the fact that enteroviruses 

usually cause asymptomatic infections, can move accidentally into a population 

resulting in a risk of possible outbreaks. 

Simply detecting the presence of the enteroviruses genome does not 

necessarily indicates its replicating activity. For this reason it is necessary to 

distinguish the replicating active enteroviruses from the non-replicating active 

enteroviruses in the population in order to understand the possible adverse effects 

that can be caused to the population due to active enteroviruses. 

In the present study, the thermal inactivation efficiency of the Sabin1 vaccine 

strain was monitored using an integrated cell culture system reverse transcription 

(RT)-Loop Mediated Isothermal Amplification. In the first part of the study  thermal 

inactivation of the Sabin1 vaccine strain was performed at successive increased 

temperatures in order to establish the optimum inactivation temperature. In the 

second part of the study, cell cultures were infected with the inactivated Sabin1 

samples and monitored for CPE appearance. The third part of the study was followed 

by isolation of the genome of the virus from cell cultures, conversion of RNA to DNA 

by reverse transcription, and assayed for the presence of replicative active 

enteroviruses by Real Time PCR. In the fourth and final part of the study, the 

previous Sabin1 strain inactivation results at each temperature were verified by a 

fast and sensitive (RT) Loop Mediated Isothermal Amplification technique. 

According to our results obtained from the application of these molecular 

techniques (Real Time PCR and (RT) Loop Mediated Isothermal Amplification) we 

determined the optimum inactivation temperatures of the Sabin1 strain which were 

related to its initial TCID50. In particular, Sabin1 [106] TCID50 was completely 

inactivated at 78 and 80°C while for Sabin1 *10+ TCID50 complete inactivation was 

achieved at 60°C. The application of this  technique is preferable to conventional PCR 
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methods as it is much faster, in just 45 minutes, simple to carry out and highly  

reliable. 
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Α) Ειςαγωγι 

1.Βιολογία των εντεροϊϊν 

Οι εντεροϊοί ανικουν ςτθν οικογζνεια ιϊν Picornaviridae και ςτο γζνοσ 

Enterovirus.Είναι ιοί χωρίσ ζλυτρο και το γονιδίωμα τουσ αποτελείται από 

μονόκλωνο RNA (ssRNA) κετικισ πολικότθτασ μικουσ περίπου 7.500 βάςεων. Η 

οικογζνεια Picornaviridae περιλαμβάνει κι άλλουσ πακογόνουσ ιοφσ των ανκρϊπων 

και των κθλαςτικϊν όπωσ π.χ. ιόσ τθσ θπατίτιδασ Α και FMDV (foot and mouth 

disease virus). Σο όνομα τθσ οικογζνειασ αυτισ των ιϊν είναι ςφνκετο κακϊσ 

περιγράφει το μικρό μζγεκοσ των ιϊν (pico) και τον τφπο του νουκλεϊκοφ οξζοσ που 

αποτελεί το ιικό γονιδίωμα (RNA) (Knipe D. M. et all, (2007)). 

1.1 Σαξινόμθςθ των εντεροϊϊν 

Η  οικογζνεια Picornaviridae αποτελείται από 35 γζνθ και 80 είδθ, ςφμφωνα 

με τθ Διεκνι Επιτροπι Σαξινόμθςθσ των Ιϊν (International Committee of Taxonomy 

of Viruses, ICTV), ζωσ και τον Ιανουάριο του 2019 (Zell R. et all and ICTV Report 

Consortium, (2017)). 

Ampivirus Dicipivirus Kobuvirus Parechovirus Salivirus 

Aphthovirus Enterovirus Kunsagivirus Pasivirus Sapelovirus 

Aquamavirus Erbovirus Limnipivirus Passerivirus Senecavirus 

Avihepatovirus Gallivirus Megrivirus Potamipivirus Sicinivirus 

Avisivirus Harkavirus Mischivirus Rabovirus Teschovirus 

Cardiovirus Hepatovirus Mosavirus Rosavirus Torchivirus 

Cosavirus Hunnivirus Oscivirus Sakobuvirus Tremovirus 
          Πίνακασ 1: Σα 35 γζνθ των Picornaviridae. 

Κάκε γζνοσ αποτελείται από διακριτά αντιγονικά ςτελζχθ, τα οποία 

διαχωρίηονται ανάλογα με τισ ομοιότθτεσ που εμφανίηουν ωσ προσ τισ 

φυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ του ιοςωματίου, τθ γενωμικι αλλθλουχία και τθν 

οργάνωςθ του γονιδιϊματοσ (Knipe D. M. et all, (2007)). 

Σο πιο ςθμαντικό γζνοσ ωσ προσ τθν πρόκλθςθ αςκενειϊν ςτον άνκρωπο 

είναι το γζνοσ των εντεροϊϊν. Οι εντεροϊοί, αποτελοφνταν από μζλθ που 

κατατάςςονται ςε τζςςερισ κατθγορίεσ: τουσ Πολιοϊοιοφσ (PV, ορότυποι 1-3), τουσ 

ιοφσ Coxsackie A (CAV, ορότυποι 1-24), τουσ ιοφσ Coxsackie Β (CΒV, ορότυποι 1-6) 

και τουσ ιοφσ Echo (Ε, ορότυποι 1-33) (Knipe D. M. et all, (2007)). 

 Με τθν εξζλιξθ του ταξινομικοφ ςυςτιματοσ οι εντεροϊοί χωρίςτθκαν ςε 12 

διακριτά είδθ με πολλαπλοφσ οροτφπουσ ο κακζνασ. 
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https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/675/genus-ampivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/680/genus-dicipivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/686/genus-kobuvirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/693/genus-parechovirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/700/genus-salivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/707/genus-aphthovirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/681/genus-enterovirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/687/genus-kunsagivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/694/genus-pasivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/701/genus-sapelovirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/676/genus-aquamavirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/682/genus-erbovirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/688/genus-limnipivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/695/genus-passerivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/702/genus-senecavirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/677/genus-avihepatovirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/683/genus-gallivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/689/genus-megrivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/696/genus-potamipivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/703/genus-sicinivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/708/genus-avisivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/684/genus-harkavirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/690/genus-mischivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/697/genus-rabovirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/704/genus-teschovirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/678/genus-cardiovirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/709/genus-hepatovirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/691/genus-mosavirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/698/genus-rosavirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/705/genus-torchivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/679/genus-cosavirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/685/genus-hunnivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/692/genus-oscivirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/699/genus-sakobuvirus
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/picornavirales/w/picornaviridae/706/genus-tremovirus
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Κάκε ορότυποσ ςυςχετίηεται με τθν ανοςολογικι απόκριςθ του ανκρϊπου 

ξενιςτι, τθν προςταςία από τθν αςκζνεια, τθ χριςθ των υποδοχζων και ςε 

μικρότερθ κλίμακα, το φάςμα τθσ κλινικισ νόςου. Οι ςυςχετιςμοί αυτοί με βάςθ τισ 

αςκζνειεσ, ζχουν μόνο μερικι ςχζςθ με τθν αρχικι ταξινόμθςθ των εντεροϊϊν ςε 

πολιοϊοφσ, ιοφσ Coxsackie A ι Β και ιοφσ Echo, θ οποία ζγινε βαςιςμζνθ ςτθν 

βιολογικι ενεργότθτα και νόςο: ανκρϊπινθ νόςοσ του ΚΝ΢ με χαλαρι παράλυςθ 

(πολιοϊοί)-χαλαρι παράλυςθ ςε νεογνά ποντίκια, ανκρϊπινθ νόςοσ του ΚΝ΢ και 

ςτοματικζσ φλφκταινεσ (ιοί Coxsackie A)-ςπαςτικι παράλυςθ ςε νεογνά ποντίκια και 

ανκρϊπινθ καρδιακι νόςοσ και νόςοσ του ΚΝ΢ (ιοί Coxsackie B). Μεταξφ αυτϊν των 

ομάδων, οι ιοί μποροφν να ξεχωρίςουν ανάλογα με τθν αντιγονικότθτα τουσ, όπωσ 

αυτι προςδιορίηεται με τθν βοικεια αντί-ορϊν (Pallansch M. et all (2013)). 

Οι ομαδοποιιςεισ βάςει τθσ αντιγονικότθτασ, που προςδιορίηουν τον 

ορότυπο, ζγιναν περιςςότερο πολφπλοκεσ κακϊσ αυξάνονταν ο αρικμόσ των 

διαφορετικϊν ιϊν. Η διάκριςθ μεταξφ οροτφπων άρχιςε να περιπλζκεται κακϊσ 

ανακαλφπτονταν ιοί που ςχετίηονταν ελάχιςτα αντιγονικά με γνωςτοφσ οροτφπουσ. 

Ωςτόςο, παρά τουσ περιοριςμοφσ αυτοφσ, ο ορότυποσ παραμζνει μια ανοςολογικι 

ιδιότθτα που διαχωρίηει τουσ διαφορετικοφσ εντεροϊοφσ (Racaniello, V. R. (2013)).  

 

 

 

 

 

Γζνοσ εντεροϊϊν Ορότυποι 

Enterovirus A 25 

Enterovirus B 61 

Enterovirus C 23 

Enterovirus D 5 

Enterovirus E 4 

Enterovirus F 6 

Enterovirus G 11 

Enterovirus H 1 

Enterovirus J 6 

Rhinovirus A 80 

Rhinovirus B 32 

Rhinovirus C 54 
 

Πίνακασ 2: Σα γζνθ των εντεροϊϊν και ο  αντίςτοιχοσ αρικμόσ οροτφπων τουσ. 
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1.2 Εντεροϊοί τθσ ομάδασ C 

 Σο είδοσ των εντεροϊϊν τθσ ομάδασ C αποτελείται από 23 διαφορετικοφσ 

ορότυπουσ, οι οποίοι χωρίηονται ςε τρεισ διακριτζσ υποομάδεσ: 

1) Σουσ Πολιοϊοφσ, με τα αντίςτοιχα εμβολιακά ςτελζχθ ςε παρζνκεςθ: PV-1 

(Sabin 1), PV-2 (Sabin 2), PV-3 (Sabin 3) 

2) Σουσ ιοφσ Coxsackie A: CAV1, CAV11, CAV13, CAV17, CAV19, CAV20, CAV21, 

CAV22, CAV24 

3) Και τουσ νζουσ εντεροϊοφσ που ζχουν ταυτοποιθκεί και ταξινομθκεί με βάςθ 

το νζο ςφςτθμα ταξινόμθςθσ: EV 95, EV 96, EV 99, EV 102, EV 104, EV 105, EV 

109, EV 113, EV 116, EV 117, EV 118 

Οι πολιοϊοί εμφανίηουν μεγάλθ ςυγγζνεια με τουσ ιοφσ Coxsackie A τθσ ομάδασ 

C. Αυτι θ αυξθμζνθ ςυγγζνεια μεταφράηεται και ωσ αυξθμζνθ πικανότθτα για 

εμφάνιςθ ετεροτυπικϊν αναςυνδυαςμϊν μεταξφ των δυο ιϊν (Combelas N., 

(2011)). 

1.3 Δομι και αντιγονικότθτα των ιοςωματίων 

 

Εικόνα 1: Δομι ιοςωματίου εντεροϊοφ. 

Σα ιοςωμάτια των εντεροϊϊν είναι ςφαιρικά με διάμετρο περίπου 30 nm. 

Είναι απλά κακϊσ αποτελοφνται αποκλειςτικά από πρωτεϊνικό περίβλθμα, το οποίο 

περιβάλλει το γυμνό RNA, δεν διακζτουν λιπιδικό ζλυτρο και ζχουν μικρι 

μολυςματικότθτα ςε οργανικοφσ διαλφτεσ. 

Σα καψίδια των εντεροϊϊν ςχθματίηονται από 60 αντίγραφα τεςςάρων 

πρωτεϊνϊν: VP1, VP2, VP3 και VP4. Ο καλφτεροσ τρόποσ ςυναρμολόγθςθσ ενόσ 

κελφφουσ με μθ ταυτόςθμεσ υπομονάδεσ είναι να διαταχκοφν οι πρωτεΐνεσ με 

εικοςαεδρικι ςυμμετρία (Caspar D. L., et all (1962)). Ζνα εικοςάεδρο είναι ζνα 

ςτερεό ςϊμα που αποτελείται από είκοςι τριγωνικζσ πλευρζσ και δϊδεκα κορυφζσ. 

Ο μικρότεροσ αρικμόσ υπομονάδων που μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για τθ 

δθμιουργία μίασ τζτοιασ δομισ, είναι 60. ΢το καψίδιο εντοπίηονται 3 άξονεσ 

ςυμμετρίασ. ΢το κζντρο των πενταμερϊν βρίςκεται ο πενταμερισ (5Χ) άξονασ 

ςυμμετρίασ, ενϊ μεταξφ των πενταμερϊν βρίςκονται ο τριμερισ (3Χ) και ο διμερισ 

(2Χ) άξονασ ςυμμετρίασ.  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:45:25 EEST - 18.223.205.66



 
13 

 

 

 

 

 

 

 

Σα αποτελζςματα μελετϊν περίκλαςθσ ακτίνων Χ θλεκτρονικοφ 

μικροςκοπίου και βιοχθμικϊν μελετϊν ςτα ιοςωμάτια και τα προϊόντα διαχωριςμοφ 

τουσ, οδιγθςαν ςτθν υπόκεςθ ότι τα καψίδια των εντεροϊϊν αποτελοφνται από 60 

δομικζσ πρωτεΐνεσ διατεταγμζνεσ ςε εικοςαεδρικι κατανομι (Rueckert R. R. et all 

(1969)). Βαςικό δομικό ςτοιχείο του καψιδίου των εντεροϊϊν είναι το πρωτομερζσ 

(P1), το οποίο περιζχει ζνα αντίγραφο από κάκε δομικι πρωτεΐνθ VP1, VP2, VP3 και 

VP4. Η  βαςικι μονάδα του εικοςαεδρικοφ καψιδίου είναι ζνα πενταμερζσ το οποίο 

αποτελείται από πζντε αντίγραφα των VP1, VP3 και μιασ πρόδρομθσ πρωτεΐνθσ VP0, 

ςτθν οποία ςυνδζονται ομοιοπολικά οι VP2 και VP4. Δϊδεκα τζτοια πενταμερι 

ενϊνονται κατά τθ ςυναρμολόγθςθ του καψιδίου, ϊςτε να ςχθματιςτεί το 

προκαψίδιο.  

Κατά τθν καψιδίωςθ του RNA του ιοφ, πραγματοποιείται θ αντίδραςθ 

ωρίμανςθσ, κατά τθν οποία θ πρόδρομθ πρωτεΐνθ VP0 διαςπάται ςτισ VP2 και VP4 

δομικζσ πρωτεΐνεσ του ιοφ, με ςκοπό τθ ςτακεροποίθςθ του ϊριμου πλζον ιοφ. Σο 

εξωτερικό ςτρϊμα του καψιδίου ςχθματίηεται από τισ VP1, VP2 και VP3, ενϊ θ VP4 

βρίςκεται εξολοκλιρου εςωτερικά του καψιδίου (Stanway G., (1990)). Η VP1, VP2 

και VP3 δεν ζχουν καμία ομολογία όςον αφορά τθν αλλθλουχία τουσ, ωςτόςο και οι 

τρείσ πρωτεΐνεσ ζχουν τθν ίδια τοπολογία: ςχθματίηουν ζνα αντιπαράλλθλο 

οκταπλό πλζγμα β’-βαρελιοφ, το οποίο διευκολφνει το πακετάριςμα των δομικϊν 

μονάδων για τον ςχθματιςμό ενόσ πυκνοφ και άκαμπτου πρωτεϊνικοφ 

περιβλιματοσ. 

Σα καρβοξυτελικά άκρα των τριϊν πρωτεϊνϊν VP1, VP2 και VP3 κακϊσ και οι 

περιςςότερεσ από τισ κθλιζσ τουσ εκτίκενται ςτθν εξωτερικι επιφάνεια του 

καψιδίου και περιζχουν τισ κφριεσ αντιγονικζσ κζςεισ (N-Ags) του ιοφ. Τπάρχουν 

τζςςερισ αντιγονικζσ κζςεισ , οι N-AgI, N-AgII, N-AgIIIA και N-AgIIIB (Pfister T. et all, 

(1999)): 

Εικόνα 2: Άξονεσ ςυμμετρίασ εικοςαεδρικοφ καψιδίου. (Rueckert, R. R., et all (1969)) 
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i. Η N-AgI είναι ςυνεχόμενθ και αποτελείται από τα αμινοξζα 97, 99-101 τθσ 

VP1 

ii. Η N-AgII είναι διακοπτόμενθ και αποτελείται από τα αμινοξζα 221-224 τθσ 

VP1 και τα αμινοξζα 164-172, 270 τθσ VP2. 

iii. Η  N-AgIIIA αποτελείται από τα αμινοξζα 58-60, 66, 70 και73 τθσ VP3 κακϊσ 

και 236 τθσ VP2 και 286-290 τθσ VP1. 

iv. H N-AgIIIB από τα αμινοξζα 75-79 και 144 τθσ VP3 και το αμινοξφ 72 τθσ VP2. 

Αντικζτωσ τα αμινοτελικά άκρα των VP1, VP2 και VP3 βρίςκονται ςτο 

εςωτερικό του καψιδίου και ςχθματίηουν ζνα περίπλοκο δίκτυο με τθν VP4 θ οποία 

είναι ςυνδεδεμζνθ ςτο αμινοτελικό άκρο τθσ με το μυριςτικό οξφ.  

Η εξωτερικι επιφάνεια του ιοφ χαρακτθρίηεται τόςο από προεξοχζσ όςο και 

από αυλακϊςεισ. ΢θμαντικότερθ είναι μια βακιά αυλάκωςθ (canyon), θ οποία 

διαμορφϊνεται ςτθ ςφνδεςθ τθσ VP1 με τθ VP3 και εντοπίηεται περιμετρικά του 

άξονα πενταπλοφσ ςυμμετρίασ, θ οποία αποτελεί τθ κζςθ πρόςδεςθσ του ιοφ ςτον 

κυτταρικό του υποδοχζα (Pfister T. et all, (1999)). 

1.4 Οργάνωςθ του ιικοφ γενϊματοσ 

Σο γονιδίωμα των εντεροϊϊν είναι ζνα μονόκλωνο RNA κετικισ πολικότθτασ 

(+ssRNA), μικουσ περίπου 7.500 βάςεων. Μετά τθν είςοδο των ιϊν ςτο κφτταρο 

ξενιςτι, το γονιδίωμα των εντεροϊϊν λειτουργεί απευκείασ ωσ mRNA και 

μεταφράηεται ςτο κυτταρόπλαςμα με ςκοπό να παραχκοφν όλεσ οι ιικζσ πρωτεΐνεσ 

που απαιτοφνται για τθν αναπαραγωγι του ιοφ. Σο γονιδίωμα των εντεροϊϊν 

αποτελείται από τα επιμζρουσ τμιματα: τθν 5’ μθ κωδικι περιοχι (5’UTR), ζνα 

ανοιχτό πλαίςιο ανάγνωςθσ (ORF), τθν 3’ μθ κωδικι περιοχι (3’UTR) και τθν poly (A) 

ουρά, μία πολυαδενυλιωμζνθ περιοχι.  

Σο γενωμικό RNA των πολιοϊϊν είναι ομοιοπολικά ςυνδεδεμζνο ςτο 5’ άκρο 

με μια πρωτεΐνθ που ονομάηεται VPg (Virion Protein, genome linked) (Flanegan et 

all, (1977) & Lee Y. F., (1977)). Η VPg βρίςκεται ςτισ νεοςυντικζμενεσ RNA αλυςίδεσ 

του αντιγραφικοφ ενδιάμεςου RNA και ςτα αρνθτικισ πολικότθτασ RNAs, γεγονόσ 

που οδιγθςε ςτθν ανακάλυψθ ότι θ VPg είναι ζνασ εκκινθτισ για τθ ςφνκεςθ του 

RNA (Nomoto, Detjen et all.& (1977), & Pettersson et all., (1978)). 
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Εικόνα 3: Σο γονιδίωμα των Εντεροϊϊν (Ehrenfeld E. et all, (2010)). 

Με τθ βοικεια ανάλυςθσ τθσ νουκλεοτιδικισ αλλθλουχίασ αποκαλφφκθκε 

ότι οι 5’ μθ-κωδικζσ περιοχζσ των εντεροϊϊν είναι μεγάλεσ, περίπου 750 

νουκλεοτίδια και υψθλά ςυντθρθμζνεσ. ΢ε αυτι τθν περιοχι του γονιδιϊματοσ 

περιζχονται αλλθλουχίεσ που ελζγχουν τθν αντιγραφι και τθ μετάφραςθ του 

γενϊματοσ. Πιο ςυγκεκριμζνα, περιζχεται θ εςωτερικι ριβοςωμικι κζςθ ειςόδου 

(IRES-Internal Ribosome Entry Site) που κατευκφνει τθ μετάφραςθ των mRNAs με 

εςωτερικι ςφνδεςθ ςτα ριβοςϊματα (Racaniello, V. R., (2013)). 

Βιοχθμικζσ μελζτεσ ςε μολυςμζνα κφτταρα από πολιοϊοφσ, προζβλεψαν τθν 

παρουςία ενόσ μοναδικοφ και μεγάλου ανοιχτοφ πλαιςίου ανάγνωςθσ (ORF) ςτο 

ιικό RNA, το οποίο μετά από επεξεργαςία χρθςιμοποιείται για τον ςχθματιςμό 

μεμονωμζνων ιικϊν πρωτεϊνϊν (Summers & Maizel, (1968)). Η υπόκεςθ αυτι 

επαλθκεφτθκε όταν κακορίςτθκε θ νουκλεοτιδικι αλλθλουχία του γενϊματοσ των 

πολιοϊϊν, κάτι που αποκάλυψε ότι το ιικό RNA κωδικοποιεί για ζνα μοναδικό 

ανοιχτό αναγωςτικό πλαίςιο ORF (Kitamura N. et all, (1981)). 

΢ε αντίκεςθ με τθν 5’ μθ-κωδικι περιοχι θ 3’ μθ-κωδικι περιοχι των 

εντεροϊϊν είναι αρκετά μικρι, περίπου 72-100 νουκλεοτίδια και φζρει επίςθσ μια 

δευτεροταγι δομι, που εμπλζκεται ςτον ζλεγχο τθσ ςφνκεςθσ του ιικοφ RNA 

(Jacobson S. J. et all, (1993)). Αυτι θ νουκλεοτιδικι περιοχι αποτελεί το ςθμείο 

ζναρξθσ για τθ ςφνκεςθ του κλϊνου αρνθτικισ πολικότθτασ και είναι απαραίτθτθ 

για τθ φυςιολογικι αντιγραφι του ιικοφ RNA (Oberste M. S. et all, (2006)). Παρόλα 

αυτά, δεν απαιτείται ολόκλθρθ θ 3’ μθ-κωδικι περιοχι των εντεροϊϊν για τθ 

μόλυνςθ των κυττάρων του ξενιςτι (Brown D. M. et all, (2005) & Todd S. et all, 

(1997)). Σόςο το ιικό RNA όςο και το mRNA των εντεροϊϊν φζρουν μια πολφ(Α) 

ουρά (Yogo Y. et all, (1974)). 
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1.5 Ο κφκλοσ ηωισ των εντεροϊϊν 

Οι εντεροϊοί ολοκλθρϊνουν τον κφκλο ηωισ τουσ ςτο κυτταρόπλαςμα.  Σο 

πρϊτο βιμα ςτθν ιικι μόλυνςθ είναι θ προςκόλλθςθ του ιικοφ ςωματίου ςτον 

υποδοχζα του κυττάρου ξενιςτι. Η παρουςία ι θ απουςία των υποδοχζων παίηει 

κακοριςτικό ρόλο ςτθν πακογζνεια του ιοφ (Brooks F. G. et all, (2013)). Μετά τθ 

πρόςδεςθ ςτον υποδοχζα του κυττάρου ξενιςτι, το ιοςωμάτιο ειςζρχεται ςτο 

εςωτερικό του κυττάρου μζςω ενδοκφτωςθσ και πραγματοποιείται θ απζκδυςθ του 

ιοφ. Η διαδικαςία τθσ απζκδυςθσ είναι ο φυςικόσ διαχωριςμόσ του ιικοφ 

νουκλεϊκοφ οξζοσ RNA από τα εξωτερικά δομικά ςυςτατικά του ιοςϊματοσ ςτο 

κυτταρόπλαςμα ζπειτα από δομικζσ αλλαγζσ ςτο καψίδιο του ιοφ. Σο γονιδίωμα 

των εντεροϊϊν ωσ μονόκλωνο RNA κετικισ πολικότθτασ, λειτουργεί απευκείασ ωσ 

mRNA, το οποίο μεταφράηεται αμζςωσ μετά τθ μόλυνςθ του κυττάρου ξενιςτι 

χρθςιμοποιϊντασ τα κυτταρικά ριβοςϊματα. Από τθν μετάφραςθ προκφπτει μία 

πολυπρωτεΐνθ, θ οποία τεμαχίηεται ςτισ δομικζσ (VP1-VP4) και ςτισ λειτουργικζσ 

πρωτεΐνεσ (2 πρωτεάςεσ, 1 ελικάςθ, RNA-εξαρτϊμενθ RNA πολυμεράςθ) του ιοφ. 

Μία από τισ λειτουργικζσ πρωτεΐνεσ που παράγονται είναι θ 3D ιικι RNA-

εξαρτϊμενθ RNA πολυμεράςθ, θ οποία καταλφει τθν αντιγραφι. Η αντιγραφι του 

ιοφ πραγματοποιείται ςε ςφμπλοκα, τα οποία αποτελοφνται από ιικζσ και 

κυτταρικζσ πρωτεΐνεσ και ιικό RNA. Αυτά τα αντιγραφικά ςφμπλοκα περικλείονται 

ςε κυςτίδια τα οποία προζρχονται κυρίωσ από το ενδοπλαςματικό δίκτυο. Για να 

μπορζςει να αντιγραφεί ο ιόσ, πρζπει αρχικά το γονιδίωμα του να μετατραπεί ςε 

μονόκλωνο RNA αρνθτικισ πολικότθτασ το οποίο κα αποτελζςει μιτρα για τθ 

ςφνκεςθ πολλϊν κλϊνων RNA κετικισ πολικότθτασ. Ζνα μζροσ των (+) RNA κλϊνων 

κα χρθςιμοποιθκεί  ωσ mRNA  και ζνα μζροσ κα αποτελζςει το γζνωμα των ϊριμων 

πλζον ιικϊν ςωματιδίων. Αφοφ λοιπόν γίνει θ ςφνκεςθ του καψιδίου από τισ 

δομικζσ πρωτεΐνεσ, ακολουκεί θ καψιδίωςθ του ιοφ και θ ζξοδοσ του από το 

κφτταρο ξενιςτι μζςω λφςθσ του κυττάρου (Knipe D. M. et all, (2007)). 

Ο χρόνοσ που απαιτείται για ζναν πλιρθ κφκλο ενόσ εντεροϊοφ, ποικίλλει 

από 5 ζωσ 10 ϊρεσ και εξαρτάται από πολλοφσ παράγοντεσ, όπωσ θ κερμοκραςία, 

το pH, το κφτταρο ξενιςτισ και θ πολυπλοκότθτα τθσ μόλυνςθσ (Racaniello V. 

(2007)). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:45:25 EEST - 18.223.205.66



 
17 

 

                Εικόνα 4: Κφκλοσ ηωισ των Εντεροϊϊν (Brooks F. G. et all, (2013)). 

1.5.1 Προςκόλλθςθ ςτον κυτταρικό υποδοχζα και είςοδοσ του ιοφ ςτο κφτταρο  

Όπωσ προαναφζρκθκε οι εντεροϊοί ξεκινοφν τθ μόλυνςθ των κυττάρων με τθ 

ςφνδεςι τουσ ςε ζναν υποδοχζα τθσ μεμβράνθσ του κυττάρου ξενιςτι. Μια μεγάλθ 

ποικιλία από μόρια όπωσ πρωτεΐνεσ, υδρογονάνκρακεσ και γλυκολιπίδια 

χρθςιμοποιοφνται από τουσ εντερϊοφσ ωσ υποδοχείσ. Η φφςθ των υποδοχζων αυτϊν 

παρζμενε άγνωςτθ μζχρι το 1989 που ταυτοποιικθκε ο υποδοχζασ των πολιοϊϊν 

(ΡVR) (Mendelsohn C. L. et all, (1989)). ΢τουσ περιςςότερουσ εντεροϊοφσ, οι 

υποδοχείσ ςυνδζονται με τα ςυντθρθμζνα αμινοξζα των πρωτεϊνϊν VP1 και VP3, 

ςτθ ςχθματιηόμενθ αφλακα (canyon) και προκαλοφν τθν αναδιάταξθ του ιικοφ 

καψιδίου (Rossmann M. G. et all, (2002)). 

H εξειδίκευςθ και ζκφραςθ του υποδοχζα κακορίηει ποια κφτταρα μπορεί να 

μολφνει κάκε ιόσ, δθλαδι τον τροπιςμό του και εν μζρει, τθν πακογόνο δράςθ του, 

κακϊσ και τθ φφςθ τθσ αςκζνειασ που προκαλεί. 

 

Εικόνα 5: Δομι του υποδοχζα PVR (Shaukat K. et all, (2008)). 

΢υγκεκριμζνα για τουσ ευρζωσ μελετθμζνουσ πολιοϊοφσ, ο κυτταρικόσ 

υποδοχζασ είναι ο CD155 ι PVR (poliovirus receptor). Η κλωνοποίθςθ του γονιδίου 

του υποδοχζα των πολιοϊϊν αποκάλυψε ότι ο υποδοχζασ είναι μια διαμεμβρανικι 

πρωτεΐνθ και μζλοσ τθσ υπεροικογζνειασ των ανοςοςφαιρινϊν, με τρείσ 

εξωκυτταρικζσ Ig-like περιοχζσ: μια ακραία μεμβρανικι τφπου-V περιοχι 

ακολουκοφμενθ από δφο τφπου C2 περιοχζσ. Αποτελζςματα τριϊν διαφορετικϊν 
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πειραμάτων ζδειξαν ότι θ πρϊτθ  Ig-like περιοχι είναι θ περιοχι που φζρει τθ κζςθ 

ςφνδεςθσ των πολιοϊϊν (Koike S. et all, (1991) & Racaniello V. R. et all, (1981)). 

Κάποια μζλθ των εντεροϊϊν τθσ ομάδασ C, όπωσ για παράδειγμα οι ιοί 

Coxsackie A (CAV 13,17,20,21,24), χρθςιμοποιοφν τον υποδοχζα ICAM-1 ι αλλιϊσ 

CD54 για τθν είςοδό τουσ ςτο κφτταρο ξενιςτι (Racaniello V. R. et all, (1981)). Ο 

CD54 είναι μία διαμεμβρανικι πρωτεΐνθ, μζλοσ τθσ υπεροικογζνειασ των 

ανοςοςφαιρινϊν, που βρίςκεται ςτθν επιφάνεια ενδοκθλιακϊν κυττάρων και ςτα 

κφτταρα του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ. 

Οι περιςςότεροι εντεροϊοί τθσ ομάδασ Β χρθςιμοποιοφν τα ευρζωσ 

διακζςιμα μόρια DAF (decay-accelerating factor) και CAR (Coxsackie and adenovirus 

receptor) προκειμζνου να ειςζλκουν ςτα κφτταρα ξενιςτζσ τουσ (Marjomäki V. et all, 

(2015)). Οριςμζνα μζλθ των εντεροϊϊν τθσ ομάδασ Β, όπωσ για παράδειγμα οι ιοί 

Coxsackie Β (Β1-Β6) χρθςιμοποιοφν τον υποδοχζα CAR ενϊ οριςμζνοι Echo ιοί όπωσ 

(Ε6,Ε7,Ε11,Ε12,Ε13,Ε20,Ε21,Ε29,Ε33) χρθςιμοποιοφν τον υποδοχζα DAF. Σον 

υποδοχζα DAF μποροφν να χρθςιμοποιιςουν επίςθσ οι ιοί Coxsackie B1, B3 και B5. 

Η αλλθλεπίδραςθ του εντεροϊοφ με τον υποδοχζα του, οδθγεί ςε ςθμαντικζσ 

δομικζσ αλλαγζσ ςτον ιό. Σα ςωματίδια που προκφπτουν, τα οποία καλοφνται 

altered ι Α ςωματίδια, περιζχουν το ιικό RNA αλλά ζχουν χάςει τθν εςωτερικι 

καψιδιακι πρωτεΐνθ VP4. Επιπρόςκετα, θ Ν-τελικι περιοχι τθσ VP1, θ οποία 

φυςιολογικά βρίςκεται ςτο εςωτερικό του καψιδίου, βρίςκεται ςτθν επιφάνεια των 

ςωματιδίων Α (Fricks C. E. et all, (1990)). Η αλλθλουχία αυτι τθσ VP1 είναι 

υδροφοβικι και τα ςωμάτια Α ζχουν μια αυξθμζνθ ςυγγζνεια προσ τισ μεμβράνεσ 

ςε ςχζςθ με τα ιοςωμάτια. Σο λιπόφιλο Ν-άκρο τθσ VP1 ειςζρχεται ςτθ ςυνζχεια 

ςτθν κυτταρικι μεμβράνθ, ςχθματίηοντασ ζναν πόρο μζςω του οποίου το ιικό RNA 

μπορεί να μεταφερκεί ςτο κυτταρόπλαςμα. Σο RNA δεν είναι γνωςτό εάν ειςζρχεται 

ςτο κυτταρόπλαςμα από τθν κυτταρικι μεμβράνθ ι από τθν μεμβράνθ των 

ενδοςωμάτων (ενδοκφτωςθ). Είναι όμωσ ςίγουρο ότι θ ενδοκφτωςθ από μόνθ τθσ 

δεν μπορεί να οδθγιςει ςτθν απζκδυςθ του ιοφ, κακϊσ οι αλλαγζσ ςτθν 

ςτερεοδιαμόρφωςθ είναι αυτζσ που οδθγοφν ςτθν απζκδυςι του (Racaniello V. 

(2007)). 

1.5.2 Μετάφραςθ του ιικοφ RNA και επεξεργαςία τθσ πολυπρωτεΐνθσ 

Κατά τθν είςοδό του ςτο κυτταρόπλαςμα το κετικισ πολικότθτασ RNA 

πρζπει να μεταφραςτεί κακϊσ δεν μπορεί να αντιγραφεί από κάποια κυτταρικι 

RNA πολυμεράςθ και δεν ζχει ειςζλκει ςτο κφτταρο κανζνα ιικό ζνηυμο του 

καψιδίου. Σο κετικισ πολικότθτασ RNA δεν φζρει δομζσ 5’-καλφπτρασ, είναι όμωσ 

ςυνδεδεμζνο με τθν VPg πρωτεΐνθ, θ οποία αφαιρείται κατά τθν είςοδο του RNA 

ςτο κφτταρο (Ambros V. et all, (1980)). Νουκλεοτιδικι  αλλθλοφχθςθ του κετικοφ 

κλϊνου του πολιοϊοφ, ο οποίοσ αποτελεί και το καλφτερα μελετθμζνο μοντζλο των 
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εντεροϊϊν, αποκάλυψε μια αμετάφραςτθ περιοχι 741 νουκλεοτιδίων ςτο 5’ άκρο, 

που περιζχει εφτά AUG κωδικόνια (Kitamura et all., (1981) & Racaniello & Baltimore, 

(1981)). Ζτςι διαπιςτϊκθκε ότι τα ριβοςϊματα δεςμεφονται ςε μια εςωτερικι 

αλλθλουχία. Η αλλθλουχία αυτι που προάγει τθ ςφνδεςθ με τθν 40S ριβοςωμικι 

υπομονάδα ονομάςτθκε εςωτερικι κζςθ ειςόδου του ριβοςϊματοσ IRES (Internal 

Ribosome Entry Site). 

 

 

 

 

 

 

Οι πρωτεΐνεσ των πολιοϊϊν ςυντίκενται από τθ μετάφραςθ του ORF που 

κωδικοποιείται από το κετικισ πολικότθτασ ιικό RNA γζνωμα και ακολουκεί 

τεμαχιςμόσ τθσ πολυπρωτεΐνθσ από πρωτεϊνάςεσ που κωδικοποιοφνται από τον ιό. 

Η ςτρατθγικι αυτι επιτρζπει τθ ςφνκεςθ πολλαπλϊν πρωτεϊνικϊν προϊόντων από 

ζνα μοναδικό RNA. Η πολυπρωτεΐνθ δεν είναι εμφανισ ςτα μολυςμζνα κφτταρα 

κακϊσ επεξεργάηεται κατά τθ ςφνκεςι τθσ. Η πρόδρομθ πολυπρωτεΐνθ 

επεξεργάηεται ςυμμεταφραςτικά από ενδομοριακζσ αντιδράςεισ (in cis) που 

ονομάηονται αρχικοί τεμαχιςμοί, ακολουκοφμενοι από δευτερεφουςεσ 

επεξεργαςίεσ in cis ι in trans (διαμοριακζσ). Σο γζνωμα των εντεροϊϊν κωδικοποιεί 

για δυο πρωτεϊνάςεσ: τθν 2Αpro και τθν 3Cpro ι 3CDpro (Racaniello V. (2007)). 

 

Εικόνα 7: Πρωτεόλυςθ τθσ πολυπρωτεΐνθσ για παραγωγι των επιμζρουσ πρωτεϊνϊν των 
εντεροϊϊν. 

Εικόνα6: Περιοχι IRES Blondel B. et all, (2009)). 
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Η 3Cpro και θ 2Apro είναι ενεργζσ ςτο πολυπεπτίδιο κατά τθ ςφνκεςι του 

και απελευκερϊνονται από αυτό με αυτό-τεμαχιςμό. Μόλισ ελευκερωκοφν οι 

πρωτεϊνάςεσ, τεμαχίηουν τθν πολυπρωτεΐνθ in trans. ΢ε κφτταρα μολυςμζνα με 

εντεροϊοφσ, το αρχικό γεγονόσ αποτελεί θ απελευκζρωςθ του Ρ1 πρόδρομου από 

τθν ςυντικζμενθ Ρ2-Ρ3 μζςω τθσ 2Αpro. ΢τθ ςυνζχεια θ 3CDpro απελευκερϊνεται 

από το Ρ3 πρόδρομο με αυτοκαταλυτικό τεμαχιςμό. Αυτι θ πρωτεϊνάςθ, που 

περιζχει ολόκλθρθ τθν αλλθλουχία τθσ ιικισ  RNA πολυμεράςθσ, πραγματοποιεί 

δευτερεφοντεσ τεμαχιςμοφσ ςτα διπεπτίδια γλουταμινικοφ-γλυκίνθσ ςτον πολιοϊό 

τφπου 1 πιο αποτελεςματικά ςε ςχζςθ με τθν 3Cpro. Σόςο θ 3Cpro όςο και θ 

3CDpro επεξεργάηονται τισ πρωτεΐνεσ των Ρ2 και Ρ3 περιοχϊν με παρόμοια 

δραςτικότθτα. ΢ε μία αλλθλουχία γεγονότων διάςπαςθσ in-trans από τθν 3CDpro, οι 

μθ-δομικζσ πρωτεΐνεσ 2A, 2BC, 3AB, 2B, 2C, 3A, 3B (VPg), 3Cpro , 3Dpol και οι 

πρωτεΐνεσ του καψιδίου VP0, VP1 και VP3 απελευκερϊνονται από τισ πρόδρομεσ 

μορφζσ τουσ. Η 3Dpol αλλθλουχία μζςα ςτθν 3CDpro απαιτείται για τθν 

αναγνϊριςθ δομικϊν μοτίβων ςτθν κατάλλθλα διαμορφωμζνθ Ρ1, επιτρζποντασ 

δραςτικι επεξεργαςία από το 3Cpro μζροσ του ενηφμου. ΢το τελευταίο ςτάδιο τθσ 

πρωτεόλυςθσ, που ςυμβαίνει κατά τθν ςυναρμολόγθςθ των ιικϊν ςωματιδίων, θ  

VP0 τεμαχίηεται, πικανόν μζςω ενόσ αυτοκαταλυτικοφ μθχανιςμοφ, ϊςτε να 

παράγει τισ VP4 και VP2. Ζνα πλεονζκτθμα τθσ ςτρατθγικισ αυτισ είναι ότι θ 

ζκφραςθ μπορεί να ελεγχκεί από το ρυκμό και τθν ζκταςθ τθν πρωτεολυτικισ 

διαδικαςίασ. Εναλλακτικι χριςθ των κζςεων πρωτεόλυςθσ μπορεί να οδθγιςει 

ςτθν παραγωγι πρωτεϊνϊν με διαφορετικζσ δραςτικότθτεσ (Racaniello V. (2007)). 

1.5.3 Αντιγραφι του ιικοφ γενϊματοσ 

Η αντιγραφι του ιοφ ξεκινάει μετά τθν είςοδό του ςτο κφτταρο ξενιςτι και 

πραγματοποιείται ςτα αντιγραφικά ςφμπλοκα, τα οποία αποτελοφνται από ιικζσ και 

κυτταρικζσ πρωτεΐνεσ και ιικό RNA. Πιο ςυγκεκριμζνα, τα ςφμπλοκα αυτά 

αποτελοφνται από ιικζσ πρωτεΐνεσ, όπωσ θ RNA εξαρτϊμενθ RNA πολυμεράςθ 3Dpol, 

θ 2CATPase, θ 3Α, θ 3Β, οι πρόδρομεσ πρωτεΐνεσ 2BC και 3AB κακϊσ και κυτταρικζσ 

πρωτεΐνεσ όπωσ θ PCBP2. Μζροσ του ςυμπλόκου αυτοφ αποτελεί και το ιικό RNA, 

που περιζχει cis-acting όπωσ θ δομι “cloverleaf” που βρίςκεται ςτθν 5’-UTR και θ 

δομι CRE θ οποία εντοπίηεται ςτθν 2C κωδικι περιοχι. Αυτά τα αντιγραφικά 

ςφμπλοκα περικλείονται ςε κυςτίδια τα οποία προζρχονται κυρίωσ από το 

ενδοπλαςματικό δίκτυο (Egger D. et all, (2000) & Egger D. et all, (2002) & Bienz K. et 

all, (1987) & Cho M. W. et all, (1994)). Οι ιικζσ πρωτεΐνεσ 2C και 3AB, φζρουν το 

ςφμπλοκο τθσ αντιγραφισ ςτα μεμβρανικά κυςτίδια. Η 3ΑΒ είναι μια υδρόφοβθ 

πρωτεΐνθ που αγκυροβολεί τον πρωτεϊνικό εκκινθτι VPg ςτθν μεμβράνθ για τθ 

ςφνκεςθ του RNA. Η 3AB δεςμεφει τθν 3Dpol και τθν 3CDpro, κατευκφνοντασ ζτςι 

το ςφμπλοκο τθσ αντιγραφισ ςτισ μεμβράνεσ. Η πρωτεΐνθ 2C φζρει μια RNA-

δεςμευτικι περιοχι, θ οποία επίςθσ κα μποροφςε να αγκυροβολιςει το ιικό RNA 

ςτισ μεμβράνεσ και ςτο ςφμπλοκο τθσ αντιγραφισ (Echeverri A. C. et all, (1995)). 
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Προκειμζνου να αντιγραφεί ο ιόσ, πρζπει αρχικά το γονιδίωμα του να 

μετατραπεί ςε μονόκλωνο RNA αρνθτικισ πολικότθτασ το οποίο κα αποτελζςει 

μιτρα για τθ ςφνκεςθ πολλϊν κλϊνων RNA κετικισ πολικότθτασ (Murray K. E. et all, 

(2003)). 

Ζνα μοντζλο αντιγραφισ του RNA κα μποροφςε να είναι το εξισ:  

ιικό RNA(+) → ςφνκεςθ RNA(-) → RF → ςφνκεςθ RNA(+) → RI → RNA(+) 

Όπου RF (replicative form) δίκλωνο RNA πλιρουσ μικουσ και RI (replicative 

intermediate) κλϊνοσ RNA(-) μερικά υβριδιςμζνοσ ςε πολλαπλοφσ 

αναπτυςςόμενουσ κλϊνουσ RNA(+). Η ςφνκεςθ του ιικοφ RNA είναι αςφμμετρθ 

κακϊσ, θ ςφνκεςθ των κετικϊν κλϊνων είναι 30 με 50 φορζσ μεγαλφτερθ ςε ςχζςθ 

με τθν ςφνκεςθ των αρνθτικϊν (Novak J. E. et all, (1991)). 

Η αντιγραφι του γονιδιϊματοσ του ιοφ καταλφεται από το ζνηυμο RNA 

εξαρτϊμενθ RNA πολυμεράςθ, θ οποία είναι πολυμεράςθ του ιοφ (3Dpol) και 

παράγεται μετά από τεμαχιςμό τθσ πρόδρομθσ πρωτεΐνθσ 3CDpro, θ οποία είναι 

άκρωσ δραςτικι ωσ πρωτεϊνάςθ αλλά δεν ζχει δράςθ πολυμεράςθσ. Η 3Dpol είναι 

ζνα ζνηυμο που εξαρτάται από εκκινθτι. ΢ε πειράματα in vitro θ 3Dpol δεν 

αντιγράφει το RNA των ιϊν χωρίσ ζναν ολίγο(U) εκκινθτι. Σον ρόλο του εκκινθτι 

ςτουσ εντεροϊοφσ ζχει θ πρωτεΐνθ VPg, θ οποία είναι ςυνδεδεμζνθ ςτο ιικό RNA, 

αλλά επίςθσ και ςτο 5’-άκρο των νεοςυντικζμενων κετικϊν και αρνθτικϊν κλϊνων. 

Η VPg αρχικά ουριδιλιϊνεται και ςτθ ςυνζχεια επεκτείνεται ζτςι ϊςτε να ςχθματίςει 

πολφ(U). Σο εκμαγείο για τθν ουριδιλίωςθ τθσ VPg είναι μια δομι φουρκζτασ του 

RNA, το cre (cis-acting replication element), που βρίςκεται ςτθν κωδικι περιοχι των 

εντεροϊϊν (Rieder E. et all, (2000) & Paul A.V. et all, (2000)) & Yin J. et all, (2003)). 

Σο γενωμικό RNA των ιϊν δεν λειτουργεί μόνο ωσ mRNA, αλλά και ωσ μιτρα 

για τθ ςφνκεςθ του κλϊνου RNA αρνθτικισ πολικότθτασ. Πιςτεφεται ότι υπάρχει 

ζνασ μθχανιςμόσ που αποτρζπει τθν ταυτόχρονθ διεξαγωγι τθσ μετάφραςθσ του 

mRNA και τθσ ςφνκεςθσ των αρνθτικϊν κλϊνων RNA. Ωσ τζτοιοσ μθχανιςμόσ 

προτάκθκε θ δομι cloverleaf (τριφυλλιοφ) ςτο 5’ άκρο τθσ μθ κωδικισ περιοχισ του 

(+)RNA, θ οποία ρυκμίηει πότε το RNA αντιγράφεται και πότε μεταφράηεται. 

΢φμφωνα με αυτόν τον μθχανιςμό, ςτα αρχικά ςτάδια τθσ μόλυνςθσ, θ ςφνδεςθ τθσ 

πολφ-r(C)-δεςμευτικισ πρωτεΐνθσ (PCBP) ςτθν δομι αυτι, επάγει τθ μετάφραςθ. 

Όταν θ 3CDpro ςυντεκεί, δεςμεφεται ςτθ δομι cloverleaf, καταςτζλλει τθ 

μετάφραςθ και επάγει τθ ςφνκεςθ του RNA. Ωςτόςο, από  πειραματικά ςτοιχεία, 

προκφπτει ότι οριςμζνεσ φορζσ οι δυο αυτζσ διαδικαςίεσ ςυμβαίνουν ταυτόχρονα, 

με αποτζλεςμα τθ ςφγκρουςθ τθσ RNA πολυμεράςθσ με το ριβόςωμα (Gamarnik A. 

V. et all, (1998)). 
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1.5.4 Καψιδίωςθ και απελευκζρωςθ των νεοςυντικζμενων ιοςωματίων   

Κατά τθ ςφνκεςθ τθσ πρόδρομθσ καψιδιακισ πρωτεΐνθσ Ρ1, 

πραγματοποιείται ο ςχθματιςμόσ των κεντρικϊν περιοχϊν β-βαρελιοφ και των 

διαμοριακϊν αλλθλεπιδράςεων μεταξφ των επιφανειϊν των περιοχϊν αυτϊν όπου 

οδθγοφν ςτο ςχθματιςμό των δομικϊν μονάδων. Μόλισ θ Ρ1 πρωτεΐνθ ελευκερωκεί  

από τθ 2Α πρωτεΐνθ, οι δεςμοί VP0-VP3 και VP3-VP1 πζπτονται από τθν πρωτεϊνάςθ 

3CDpro. Οι κζςεισ κοπισ βρίςκονται ςε ευζλικτεσ περιοχζσ μεταξφ των β-βαρελιϊν. 

΢το ϊριμο καψίδιο, το καρβοξυτελικό άκρο των VP1, VP2 και VP3 βρίςκεται ςτθν 

εξωτερικι επιφάνεια του καψιδίου, ενϊ το αμινοτελικό άκρο ςτο εςωτερικό, όπου 

ςυμμετζχουν ςε ζνα εκτεταμζνο δίκτυο αλλθλεπιδράςεων μεταξφ των πρωτομερϊν. 

Μζςω αυτισ τθσ επεξεργαςίασ παράγεται το πρϊτο ςυγκροτθμζνο ενδιάμεςο, το 5S 

πρωτομερζσ, θ ανϊριμθ δομικι μονάδα που αποτελείται από ζνα αντίγραφο τθσ 

VP0, VP3 και VP1. Ζπειτα, πζντε πρωτομερι ςυγκροτοφνται για το ςχθματιςμό ενόσ 

πενταμεροφσ. Σο τελευταίο μορφογενετικό βιμα περιλαμβάνει τθν πζψθ των 

περιςςότερων VP0 μορίων ςε VP4 και VP2, ωςτόςο θ πρωτεϊνάςθ που 

πραγματοποιεί τον τελευταίο αυτό τεμαχιςμό ωρίμανςθσ  δεν ζχει ταυτοποιθκεί. Ο 

δεςμόσ τθσ VP0 που πζπτεται, βρίςκεται ςτο εςωτερικό των καψιδίων και ςτα 

ϊριμα ιικά ςωματίδια και δεν είναι προςιτόσ από ιικζσ και κυτταρικζσ πρωτεϊνάςεσ 

(Nomoto A. et all, (1977) & Novak J. E. et all, (1991)). 

Η καψιδίωςθ των picorna ιϊν είναι εξαιρετικά ειδικι και οδθγεί ςτο 

πακετάριςμα μόνο των κετικϊν κλϊνων RNA και όχι του ιικοφ mRNA, του αρνθτικοφ 

κλϊνου RNA ι οποιουδιποτε άλλο κυτταρικοφ RNA (Nomoto A. et all, (1977) & 

Novak J. E. et all, (1991)). 

Η VPg δεν αποτελεί ςιμα καψιδίωςθσ, κακϊσ ο αρνθτικόσ κλϊνοσ RNA που 

περιζχει τθν VPg δεν πακετάρεται. Η ςφνδεςθ τθσ καψιδίωςθσ με τθ ςφνκεςθ του 

ιικοφ RNA μπορεί να εξθγιςει τθν εκλεκτικότθτα του πακεταρίςματοσ με τον ιικό 

κετικό κλϊνο RNA. ΢ε ότι αφορά τθν απελευκζρωςθ των νεοςυντικζμενων ιικϊν 

ςωματιδίων, είναι ευρζωσ αποδεκτό ότι οι εντεροϊοί εξζρχονται από το κφτταρο 

ξενιςτι μζςω λφςθσ (Tucker S. P. et all, (1993)). 
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1.6 Επιπτϊςεισ ςτο κφτταρο ξενιςτι 

 Η μόλυνςθ του κυττάρου ξενιςτι από κάποιον εντερϊό οδθγεί ςτθν 

αναςτολι οριςμζνων φυςιολογικϊν κυτταρικϊν λειτουργιϊν. Σο γεγονόσ αυτό είναι 

απόρροια τθσ δράςθσ οριςμζνων ιικϊν πρωτεϊνϊν που προκφπτουν ζπειτα από το 

τεμαχιςμό τθσ πολυπρωτεΐνθσ, θ οποία παράγεται φςτερα από τθ μετάφραςθ του 

κετικισ πολικότθτασ RNA του εντεροϊοφ.  

Η 2Α πρωτεάςθ διαςπά τον παράγοντα p220 του ςυμπλόκου eIF-4F, που 

απαιτείται για τθ μετάφραςθ των κυτταρικϊν mRNAs που εξαρτάται από τθν 5ϋ 

καλφπτρα. Σο RNA των εντεροϊϊν δε φζρει μεκυλιωμζνθ καλφπτρα ςτο  5’ άκρο του, 

αλλά είναι τροποποιθμζνο από τθν προςκικθ τθσ VPg πρωτεϊνθσ, γεγονόσ που του 

επιτρζπει να ςυνεχίςει να μεταφράηεται. ΢υνεπϊσ με τον τρόπο αυτό ο ιόσ 

καταςτζλλει τθν μετάφραςθ του κυττάρου ξενιςτι ενϊ δεν επθρεάηεται  θ 

μετάφραςθ του δικοφ του RNA (Whitton J. L. et all, (2005)). 

Εκτόσ από τθ μετάφραςθ, ζχει δειχκεί ότι αναςτζλλεται και θ μεταγραφι του 

κυττάρου-ξενιςτι ζπειτα από λοίμωξθ με κάποιον ιό picorna. Μετά τθ μόλυνςθ ενόσ 

κυττάρου ξενιςτι με κάποιον πολιοϊό, αναςτζλλεται θ μεταγραφι που επιτελείται 

και από τα τρία είδθ RNA πολυμεραςϊν που υπάρχουν ςτα κφτταρα μζςω τθσ 

μεςολάβθςθσ τθσ 3C πρωτεάςθσ, θ οποία διαςπά πλικοσ κυτταρικϊν 

μεταγραφικϊν παραγόντων ςε κατάλοιπα Gln-Gly (Whitton J. L. et all, (2005) & 

Sharma R. et all, (2004)). 

Όπωσ ζχει προαναφερκεί ο κφκλοσ ηωισ των εντεροϊϊν ολοκλθρϊνεται ςτο 

κυτταρόπλαςμα και θ μεταγραφι του κυττάρου πραγματοποιείται ςτον πυρινα. 

Πϊσ λοιπόν θ 3C πρωτεάςθ αποκτά πρόςβαςθ ςτον πυρινα; Μία ςχετικά πρόςφατθ 

μελζτθ ζδειξε  πωσ λόγω του ότι  θ 3C πρωτεάςθ ςτερείται ςιμα εντοπιςμοφ για τον 

πυρινα (NLS), ειςζρχεται ςτον πυρινα με τθν πρόδρομθ μορφι 3CD, κακϊσ θ 3D 

φαίνεται να διακζτει ζνα NLS. Η πρόδρομθ μορφι3CD ακολοφκωσ  παράγει τθν 3C 

με αυτοκατάλυςθ, οδθγϊντασ τελικά ςτθ διάςπαςθ των μεταγραφικϊν παραγόντων 

ςτον πυρινα (Sharma, R. et all, (2004)). 

Επιπροςκζτωσ, ζχει φανεί ότι μετά τθ μόλυνςθ του κυττάρου ξενιςτι από 

ζναν ιό picorna ζχουμε τόςο προ-αποπτωτικζσ όςο και αντι-αποπτωτικζσ επιδράςεισ 

ςτο κφτταρο. Ζχει προτακεί ότι ενϊ αρχικά οι ιοί picorna προάγουν τθν απόπτωςθ, 

λίγο πριν επιτευχκεί ο κυτταρικόσ κάνατοσ ενεργοποιοφν ζνα εναλλακτικό μονοπάτι 

ϊςτε να προλάβουν να ολοκλθρϊςουν τθν αντιγραφι τουσ (Whitton J. L. et all, 

(2005)). 
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1.7 Πακογζνεια 

Η είςοδοσ του εντεροϊοφ γίνεται κυρίωσ 

από το ςτόμα και θ μόλυνςθ με εντεροϊοφσ ξεκινά 

από το πεπτικό ςφςτθμα. Η μόλυνςθ ςυμβαίνει 

ςτισ βλεννϊδεισ επιφάνειεσ του φάρυγγα και του 

εντζρου και ςτθ ςυνζχεια των τοπικϊν 

λεμφαδζνων και ακολουκεί ο πολλαπλαςιαςμόσ 

του ιοφ. Ζπειτα γίνεται είςοδοσ του ιοφ ςτθν 

κυκλοφορία του αίματοσ (ιαιμία), όπου γίνεται 

εντονότεροσ ο πολλαπλαςιαςμόσ του ιοφ και 

τελικά πραγματοποιείται θ μεταφορά ςτο όργανο-

ςτόχο.  

Ο χρόνοσ από τθν είςοδο του ιοφ ςτο ςϊμα 

ζωσ τθν ζναρξθ τθσ αντίςτοιχθσ αςκζνειασ, είναι 

ςυνικωσ 7-14 θμζρεσ, αλλά μπορεί να κυμαίνεται 

από 2-35 θμζρεσ, ςε ακραίεσ περιπτϊςεισ. Μετά 

τθ μόλυνςθ με εντεροϊό, ο ιόσ εκκρίνεται ςτα 

κόπρανα για 8 εβδομάδεσ και είναι παρϊν ςτο 

φάρυγγα για 1-2 εβδομάδεσ. Εντεροϊοί ζχουν 

απομονωκεί εκτόσ από κόπρανα και φαρυγγικά 

επιχρίςματα και από εγκεφαλονωτιαίο υγρό, από 

το νωτιαίο μυελό, από τον εγκζφαλο, τθν καρδιά, 

τον επιπεφυκότα και από πλθγζσ του δζρματοσ ι από βλεννϊδεισ μεμβράνεσ των 

αςκενϊν (Melnick J. L. et all, (1990) & Palacios G. et all, (2005)). 

Οι κλινικζσ εκδθλϊςεισ των εντεροϊϊν ποικίλουν από αςυμπτωματικζσ 

μολφνςεισ μζχρι τθν εκδιλωςθ πολφ ςοβαρϊν αςκενειϊν όπωσ μυοκαρδίτιδασ, 

εγκεφαλοπάκειασ αλλά και χαλαρισ παράλυςθσ. Η ζκβαςθ τθσ κλινικισ εικόνασ 

ζπειτα από μόλυνςθ με εντεροϊοφσ ςχετίηεται με τθν θλικία αλλά και το 

ανοςολογικό επίπεδο του αςκενοφσ ((Melnick J. L. et all, (1990) & Palacios G. et all, 

(2005)). 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8: Μοντζλο του Sabin για τθν 
πακογζνεια των πολιοϊϊν (Pallansch 
et al., 2013). 
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1.8 Μθχανιςμοί εξζλιξθσ των εντεροϊϊν 

Οι μεταλλάξεισ και ο αναςυνδυαςμόσ είναι οι δφο κφριοι μθχανιςμοί που 

ευκφνονται για τθ μεγάλθ ποικιλομορφία και τθν εξζλιξθ των εντεροϊϊν (Domingo 

E. et all, (1997)). 

1.8.1 Μεταλλάξεισ 

Ο υψθλόσ ρυκμόσ ςυςςϊρευςθσ μεταλλάξεων αποτελεί χαρακτθριςτικό 

όλων των RNA λυτικϊν ιϊν και θ μοριακι του βάςθ κατά τθν αντιγραφι του ιικοφ 

RNA εντοπίηεται i) ςτθν επιρρεπι ςε λάκθ RNA-εξαρτϊμενθ RNA πολυμεράςθ θ 

οποία υπολογίηεται ότι ζχει ςυχνότθτα λάκουσ ζνα ςτα 103 ζωσ 104 νουκλεοτίδια 

και ii) ςτθν απουςία επιδιορκωτικϊν μθχανιςμϊν (Wimmer E. et all, (1993)). 

 Οι πιο ςυχνζσ μεταλλάξεισ είναι νουκλεοτιδικζσ υποκαταςτάςεισ από τισ 

οποίεσ οι μεταπτϊςεισ (θ αντικατάςταςθ πυριμιδίνθσ από πυριμιδίνθ ι πουρίνθσ 

από πουρίνθ) αποτελοφν το 80% των μεταλλάξεων, ενϊ το υπόλοιπο 20% είναι 

μεταςτροφζσ (θ αντικατάςταςθ πυριμιδίνθσ από πουρίνθ ι το αντίκετο). Η 

μετάλλαξθ Α→G είναι θ πιο ςυχνά παρατθροφμενθ. Οι υπόλοιπεσ μεταλλάξεισ όπωσ 

ελλείψεισ και διπλαςιαςμοί είναι πιο ςπάνιεσ (Figlerowicz M. et all, (2003)). 

Χαρακτθριςτικό τθσ εξζλιξθσ του γενϊματοσ των εντεροϊϊν  αποτελεί ο 

διαφορετικόσ ρυκμόσ εξζλιξθσ των διαφόρων περιοχϊν του. Οι πιο ευμετάβλθτεσ 

περιοχζσ του ιικοφ γενϊματοσ είναι οι κωδικζσ περιοχζσ των δομικϊν πρωτεϊνϊν 

VP1, VP2 και VP3, οι οποίεσ χαρακτθρίηονται από υψθλό ρυκμό ςυςςϊρευςθσ 

νουκλεοτιδικϊν και αμινοξικϊν υποκαταςτάςεων λόγω τθσ αντιγονικισ πίεςθσ που 

υφίςτανται. Ωσ απόρροια αυτοφ ο ιόσ μπορεί να διαφφγει τθσ αναγνϊριςθσ από το 

ανοςοποιθτικό ςφςτθμα του ξενιςτι. Ωςτόςο, υπάρχουν κάποιοι περιοριςμοί όςον 

αφορά ςτισ μεταλλάξεισ που εντοπίηονται ςε ςυγκεκριμζνεσ περιοχζσ των δομικϊν 

πρωτεϊνϊν, όπωσ ότι θ δομι του καψιδίου πρζπει να διατθρείται ςτακερι, κακϊσ 

και οι περιοχζσ που ςχετίηονται με τθν αλλθλεπίδραςθ του ιοφ με τον κυτταρικό 

υποδοχζα ι τθν αλλθλεπίδραςθ με τα ενεργά κζντρα. ΢υνεπϊσ το γονιδίωμα των 

εντεροϊϊν αποτελεί μία ςυμβίωςθ γονιδίων όπου το κακζνα από αυτά εξελίςςεται 

ανεξάρτθτα από τα άλλα, δθλαδι οι καψιδιακζσ πρωτεΐνεσ, οι μθ δομικζσ πρωτεΐνεσ 

και οι μθ κωδικζσ περιοχζσ εξελίςςονται ανεξάρτθτα (Lukashev A. N. et all, (2003)). 
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1.8.2 Αναςυνδυαςμόσ 

Ο γενετικόσ αναςυνδυαςμόσ των RNA ιϊν αρχικά 

περιγράφτθκε για τουσ πολιοϊοφσ από τον Hirst το 1962. 

Ο αναςυνδυαςμόσ αποτελεί ιςχυρότερο μθχανιςμό 

εξζλιξθσ ςε ςχζςθ με τισ μεταλλάξεισ, διότι μπορεί να 

μεταφζρει ζναν οριςμζνο αρικμό ιδιοτιτων ςε ζναν ιό με 

ζνα και μόνο γεγονόσ (Guillot S. et all, (2000)). 

O αναςυνδυαςμόσ διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν 

εξζλιξθ των RNA ιϊν κακϊσ ευνοεί τθν εξάλειψθ 

δυςμενϊν μεταλλάξεων που ςυςςωρεφονται κατά τθν 

ιικι αντιγραφι οδθγϊντασ ςτθν διατιρθςθ ενόσ 

γενοτφπου αγρίου τφπου. Επιπλζον, ςυμβάλλει ςτθν 

δθμιουργία ιικϊν ςτελεχϊν καλφτερα 

προςαρμοςμζνων για επιβίωςθ όπωσ π.χ. θ 

βελτιωμζνθ ικανότθτά τουσ να αντιγράφονται ςτον 

γαςτρεντερικό ςωλινα ςε ςχζςθ με τα πατρικά ςτελζχθ. Σζλοσ, μζςω του γενετικοφ 

αναςυνδυαςμοφ επιταχφνεται θ εξζλιξθ μζςω τθσ ανταλλαγισ ολόκλθρων 

γενετικϊν μονάδων μεταξφ διαφορετικϊν ςτελεχϊν του ίδιου (homotypic) ι και 

διαφορετικϊν οροτφπων (heterotypic) (Kottaridi C. et all, (2007) & Dedepsidis E. et 

all, (2008)). 

 Ο αντιγραφικόσ μθχανιςμόσ ι αλλιϊσ μθχανιςμόσ αλλαγισ μιτρασ είναι ο 

βαςικότεροσ μθχανιςμόσ πραγματοποίθςθσ αναςυνδυαςμοφ. Κατά τθ διάρκεια 

ςφνκεςθσ του αρνθτικοφ κλϊνου RNA από τθν RNA-εξαρτϊμενθ RNA πολυμεράςθ, 

το ζνηυμο μπορεί να ςυναντιςει κάποιο εμπόδιο όπωσ μία δευτεροταγι δομι 

φουρκζτασ (Romanova L. I. et all, (1986)) ι ζνα λάκοσ ενςωματωμζνο νουκλεοτίδιο 

και να ςταματιςει τθ ςφνκεςθ του αρνθτικοφ κλϊνου (Pilipenko E. V. et all, (1995)). 

Με τον τρόπο αυτό θ ιικι 3D πολυμεράςθ αποδεςμεφεται μαηί με το 

νεοςυντικζμενο κλϊνο και μεταπθδά ςε ζναν άλλον RNA κλϊνο κετικισ 

πολικότθτασ, τον οποίο κα χρθςιμοποιιςει πλζον ςαν καλοφπι για τθν ολοκλιρωςθ 

τθσ ςφνκεςθσ του αρνθτικοφ κλϊνου. Αποτζλεςμα αυτοφ είναι θ δθμιουργία 

χιμαιρικϊν μορίων. Όταν θ μετάβαςθ από το ζνα εκμαγείο ςτο άλλο είναι ακριβισ, 

ο αναςυνδυαςμόσ είναι ομόλογοσ, αντίκετα μθ ακριβισ μετάβαςθ οδθγεί ςε μθ-

ομόλογο αναςυνδυαςμό όπωσ π.χ. ςε ελλείψεισ και διπλαςιαςμοφσ (Kirkegaard K. 

et all, (1986)). 

Ο αναςυνδυαςμόσ ςυμβαίνει κατά τθν ςφνκεςθ των (-)RNA κλϊνων για δφο κυρίωσ 

λόγουσ. Η ςυχνότθτα του αναςυνδυαςμοφ εξαρτάται ςθμαντικά από τθν 

διακεςιμότθτα των RNA μορίων που δρουν ωσ δζκτεσ και οι (+)RNA κλϊνοι ςε 

ςφγκριςθ με τουσ (-)RNA κλϊνουσ είναι πολφ περιςςότεροι ςτο κυτταρόπλαςμα των 

μολυςμζνων κυττάρων. Επίςθσ οι (-)RNA κλϊνοι βρίςκονται μζςα ςτο κφτταρο ςε 

Εικόνα 9: Μθχανιςμόσ αλλαγισ 
μιτρασ (Agol V. I. et all,  (1997)). 
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δίκλωνθ μορφι (replicative intermediate) και ςε αυτι τθ μορφι δεν είναι 

διακζςιμοι για να δράςουν ωσ εκμαγεία. Εκτόσ από τον αντιγραφικό μθχανιςμό, 

μπορεί να ςυμβεί αναςυνδυαςμόσ και μζςω του μθχανιςμοφ ριξθσ και 

επανζνωςθσ. Ο μθχανιςμόσ αυτόσ προχποκζτει τθ διάςπαςθ δφο 

αναςυνδυαηόμενων RNA μορίων ςε κάποια ςθμεία και τθν ζνωςθ του 5’άκρου του 

ενόσ με το 3’άκρο του άλλου μορίου. Ωςτόςο, ο μθχανιςμόσ αυτόσ είναι πιο ςπάνιοσ 

ςε ςχζςθ με τον μθχανιςμό αλλαγισ μιτρασ που περιγράφθκε προθγουμζνωσ (Agol 

V. I. et all,  (1997)). 

1.9 Επιδθμιολογία 

Χάρθ ςτθ βοικεια μελετϊν μοριακισ παραλλαγισ ιικϊν πρωτεϊνϊν ι 

νουκλεϊκϊν οξζων ζχουμε αποκτιςει ςθμαντικζσ επιδθμιολογικζσ πλθροφορίεσ για 

ιογενείσ αςκζνειεσ. 

Οι μοριακζσ επιδθμιολογικζσ μελζτεσ ζχουν βοθκιςει ςτθν κατανόθςθ των 

εντεροϊϊν κακϊσ παρζχουν τθν ευκαιρία για ταυτοποίθςθ του ςτελζχουσ, παρζχουν 

γνϊςεισ ςχετικά με τθν κατάταξθ των εντεροϊϊν και τθν ταξινόμθςι τουσ και 

διευκρινίηουν τθν προζλευςθ των κρουςμάτων. 

Η αλλθλοφχθςθ αποτελεί τθν κφρια επιδθμιολογικι μζκοδο για τθν άμεςθ 

ανάλυςθ τθσ γενετικισ παραλλαγισ των εντεροϊϊν. Η μζκοδοσ αυτι μπορεί να 

προςδιορίςει ομοιότθτεσ και μικρζσ διαφορζσ μεταξφ αρκετϊν ςτελεχϊν ιϊν. Η 

ειςαγωγι τθσ τεχνικισ αυτισ και θ εφαρμογι τθσ ςτθ μελζτθ των απομονϊςεων 

άγριων εντεροϊϊν από διαφορετικά μζρθ του κόςμου ζχει επεκτείνει ςθμαντικά τθν 

επιδθμιολογικι δφναμθ μοριακϊν μελετϊν (Rico-Hesse R. et all, (1987)). 

Αλλθλοφχθςθ ζχει εφαρμοςτεί πιο διεξοδικά ςε μελζτεσ PVs, όπου θ 

πλθροφορία ζχει αποδειχκεί πολφτιμθ, για τθν υποςτιριξθ του παγκόςμιου 

προγράμματοσ εξάλειψθσ των πολιοϊϊν (Kew O. et all, (1993) & Kew O. M. et all, 

(1995)). Από τισ μελζτεσ αυτζσ, είναι δυνατόν να προςδιοριςτεί: (α) εάν ζνα 

απομονωμζνο ςτζλεχοσ πολιοϊοφ ςχετίηεται με τον ιό του εμβολίου, (β) ομοιότθτεσ 

μεταξφ των ςτελεχϊν ςε μια επιδθμία και (γ) διαφορζσ μεταξφ των απομονωκζντων 

ςτελεχϊν από διαφορετικζσ γεωγραφικζσ περιοχζσ. ΢υγκρίνοντασ τισ αλλαγζσ που 

παρατθροφνται μεταξφ των διαφόρων ςτελεχϊν του ιοφ,  μπορεί να προςδιοριςτεί 

θ γεωγραφικι και χρονικι προζλευςθ τουσ (Lipskaya G. et all, (1995) & Mulders M. 

N. et all, (1995) & Zheng D.P. et all, (1993)). 

Μελζτεσ ςχετικά με τθ μοριακι επιδθμιολογία των μθ-πόλιο εντεροϊϊν, 

ζχουν επικεντρωκεί ςτο εξελικτικό ςυμπζραςμα που προζρχεται από τθ ςφγκριςθ 

των απομονϊςεων του ιοφ μζςα ςε ζνα ορότυπο, κακϊσ και τθ ςφγκριςθ των 

απομονϊςεων από διαφορετικοφσ οροτφπουσ και ακόμθ και μεταξφ διαφορετικϊν 

γενϊν εντόσ τθσ οικογζνειασ Picornaviridae. 
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Oι non-polio εντεροϊοί, όπωσ για παράδειγμα οι Coxsackie A και Β ιοί, 

αποτελοφν το κορυφαίο αναγνωρίςιμο αίτιο τθσ άςθπτθσ μθνιγγίτιδασ, θ οποία 

είναι θ πιο ςυχνι αςκζνεια που ςχετίηεται με λοιμϊξεισ εντεροϊϊν. ΢ε εφκρατα 

κλίματα, αυτζσ οι λοιμϊξεισ εμφανίηονται κατά τθ διάρκεια των μθνϊν του 

καλοκαιριοφ και του φκινοπϊρου. Σα μικρά παιδιά είναι τα πιο κοινά κφματα, 

επειδι ο αρικμόσ των μολφνςεων με εντεροϊοφσ είναι αντιςτρόφωσ ανάλογοσ προσ 

τθν θλικία των ευπακϊν ατόμων. Σα νεογνά είναι ςε κίνδυνο για ςοβαρι 

ςυςτθματικι νόςο όπωσ θπατικι νζκρωςθ, μυοκαρδίτιδα, και νεκρωτικι 

εντεροκολίτιδα, εκ των οποίων μθνιγγίτιδα ι μθνιγγοεγκεφαλίτιδα, είναι οι πλζον 

ςυνικεισ νόςοι. 
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Β) Τλικά και Μζκοδοι 

2.1 Πρότυπα ςτελζχθ 

 ΢τθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε το πρότυπο εμβολιακό ςτζλεχοσ 

Sabin1 που ανικει ςτουσ εντεροϊοφσ τθσ ομάδασ C, ςε ςυγκεντρϊςεισ *10+ και *106] 

TCID50. 

Δείγμα ΢τζλεχοσ 
Αρικμόσ 

γονιδιακισ 
καταχϊρθςθσ 

PV-1 Sabin (LSc, 2ab) V01150 

     Πίνακασ 3: Πρότυπο εμβολιακό ςτζλεχοσ Sabin 1. 

2.2 Ενοφκαλμιςμόσ SABIN1 ςε κυτταροκαλλιζργειεσ 

΢ε πλαςτικζσ φιάλεσ κυτταροκαλλιεργειϊν που περιείχαν κφτταρα Rd 

ενοφκαλμίςτθκαν 100μl πρότυπου ςτελζχουσ Sabin1 παρουςία κρεπτικοφ υλικοφ D-

MEM με 2% ορό. Οι πλαςτικζσ φιάλεσ κυτταροκαλλιεργειϊν παρζμειναν ςτουσ 37οC 

μζχρι τθν εμφάνιςθ CPE (εικόνα κυτταροπακογόνου δράςθσ του ιοφ) λαμβάνοντασ 

υπόψθ και τθν κατάςταςθ των μαρτφρων (κφτταρα Rd μθ μολυςμζνα ανεπτυγμζνα 

ςε κρεπτικό υλικό D-ΜΕΜ με 2% ορό). ΢τθ ςυνζχεια, ακολοφκθςαν αρκετζσ 

ανακαλλιζργειεσ του ιοφ με ςκοπό τθν αφξθςθ του ιικοφ τίτλου, ζτςι ϊςτε να 

εμφανίηεται πλιρθσ καταςτροφι των κυττάρων 24 ϊρεσ μετά τθ μόλυνςθ. Σζλοσ, οι 

πλαςτικζσ φιάλεσ κυτταροκαλλιεργειϊν διατθρικθκαν ςτουσ -20οC ζωσ ότου 

ακολοφκθςε το επόμενο ςτάδιο τθσ μζτρθςθσ του ιικοφ τίτλου του ιοφ. 

2.3 Τπολογιςμόσ του TCID50 και ςειριακζσ αραιϊςεισ 

Ο αρικμόσ των ιικϊν ςωματιδίων που περιζχονται ςε 100μl του ιικοφ 

δείγματοσ αποτελεί τον τίτλο του ιοφ. Η μζτρθςθ του ιικοφ τίτλου γίνεται με τον 

υπολογιςμό τθσ τιμισ TCID50. Σο μζγεκοσ αυτό αντιςτοιχεί ςτθν ποςότθτα του ιοφ 

που είναι απαραίτθτθ για να προκαλζςει κυτταρικζσ αλλοιϊςεισ ςτο 50% των 

κυττάρων μιασ κυτταροκαλλιζργειασ. Ο τφποσ μζςω του οποίου υπολογίςτθκε ο 

ιικόσ τίτλοσ είναι: logTCID50= L-d(S-0,5) 

Όπου:  
TCID: Cell Culture Infective Dose 
L: θ μεγαλφτερθ αραίωςθ όπου εμφανίςτθκε πλιρθσ κυτταροπακογόνοσ δράςθ 
d: θ εκκετικι διαφορά μεταξφ των αραιϊςεων  
S: το άκροιςμα των κζςεων που παρατθρικθκε πλιρθσ κυτταροπακογόνοσ δράςθ. 
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Η διαδικαςία που ακολουκικθκε είχε ωσ εξισ: ΢ε πλάκα μικροτιτλοποίθςθσ 
96 κζςεων προςτζκθκαν 100μl κυττάρων (περίπου 10.000 κφτταρα) ανά κζςθ. Σθν 
επομζνθ μζρα αφοφ τα κφτταρα προςκολλικθκαν ςτθν πλάκα, για κάκε ιικό δείγμα 
ζγιναν ςειριακζσ υποδεκαπλάςιεσ αραιϊςεισ ζωσ τθν αραίωςθ 10-8. ΢τθ ςυνζχεια, 
100μl από τθν αντίςτοιχθ αραίωςθ ενοφκαλμίςτθκαν ςτθν πλάκα και αυτι 
τοποκετικθκε για επϊαςθ ςτουσ 37οC. Η παρακολοφκθςι τθσ πλάκασ για εμφάνιςθ 
πλιρουσ κυτταροπακογόνου δράςθσ ςε κακθμερινι βάςθ διιρκθςε μζχρι τθν 
παρατιρθςθ καταςτροφισ των κυττάρων του αρνθτικοφ μάρτυρα. Ζπειτα ζγινε θ 
μζτρθςθ του TCID50 με τον τφπο που περιγράφθκε παραπάνω για το ςτζλεχοσ 
Sabin1. 

 
Εικόνα 10: Πλάκα μικροτιτλοποίθςθσ 96 κζςεων 

Μετά τον υπολογιςμό του ιικοφ τίτλου, ακολοφκθςαν ςειριακζσ αραιϊςεισ 
για τθν απόκτθςθ των επικυμθτϊν ςυγκεντρϊςεων 106, 10 και 1 TCID50 για τα 
πρότυπα ςτελζχθ που χρθςιμοποιικθκαν. 

2.4 Μζτρθςθ κυττάρων  

Η μζτρθςθ του αρικμοφ των κυττάρων πραγματοποιικθκε ζτςι ϊςτε να είναι 

δυνατόσ ο υπολογιςμόσ του MOI (Multiplicity of Infection) που κα περιγραφεί 

αναλυτικά παρακάτω. Η μζτρθςθ αφοροφςε τον αρικμό των Rd κυττάρων που 

περιζχονταν ςε ςωλινεσ κυτταροκαλλιεργειϊν, οι οποίοι χρθςιμοποιικθκαν ςτθ 

ςυνζχεια για να γίνουν οι μολφνςεισ.  

Αρχικά προςτζκθκαν 2ml εναιωριματοσ κυτταροκαλλιζργειασ ςε κρεπτικό 

υλικό D-MEM με 2% ορό και ακολοφκθςε επϊαςθ ςτουσ 37οC για 24 h για τθν 

πλιρθ κάλυψθ τθσ επιφάνειασ από τα Rd κφτταρα. ΢τθ ςυνζχεια απομακρφνκθκε το 

κρεπτικό υλικό και προςτζκθκαν 0.5ml διαλφματοσ κρυψίνθσ-EDTA εισ διπλοφν για 

τθν αποκόλλθςθ των κυττάρων. Ζπειτα, προςτζκθκαν 2ml κρεπτικοφ υλικοφ D-MEM 

απουςία οροφ με ταυτόχρονθ ανάδευςθ για τθν διάςπαςθ τυχόν 
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ςυςςωματωμάτων. Ζπειτα, τοποκετικθκαν 0.2ml εναιωριματοσ κυττάρων και 

0.2ml διαλφματοσ Trypan Blue (0.1% w/v) ςε ςωλινα eppendorf (2ml) και 

αναμείχκθκαν με πιπετάριςμα. Χρθςιμοποιϊντασ πιπζτα Pasteur μεταφζρκθκε 

αρκετι ποςότθτα του μίγματοσ ςτθν εγκοπι του αιμοκυτταρόμετρου Neubauer, 

ζτςι ϊςτε να καλφπτεται όλθ θ επιφάνεια του αιμοκυτταρόμετρου, το οποίο ςτθ 

ςυνζχεια τοποκετικθκε ςτο ανάςτροφο μικροςκόπιο για τθν παρατιρθςθ και 

καταγραφι των ηωντανϊν κυττάρων. Λόγω του διαλφματοσ Trypan Blue τα νεκρά 

κφτταρα βάφονται μπλε, οπότε μετρικθκαν μόνο τα λευκά κφτταρα και μόνο όςα 

βρίςκονταν ςτισ τζςςερισ γωνίεσ του αιμοκυτταρόμετρου. Ο υπολογιςμόσ του 

αρικμοφ των κυττάρων ανά ml ζγινε με βάςθ τον τφπο: C = tcn x df x 0.25 x 104 

Όπου: 
tcn: ο ςυνολικόσ αρικμόσ των κυττάρων 
df: ο ςυντελεςτισ αραίωςθσ του διαλφματοσ που μελετικθκε 
 

 

Εικόνα 11: Αιμοκυτταρόμετρο Neubauer Οι τζςςερισ γωνίεσ είναι οι κζςεισ ςτισ οποίεσ γίνεται θ 
καταμζτρθςθ των κυττάρων. Σα κφτταρα που βρίςκονταν ςε όλεσ τισ υπόλοιπεσ κζςεισ, κακϊσ 
επίςθσ και πάνω ςτισ γραμμζσ δεν μετροφνται. 

Τπολογιςμόσ MOI 

Σο MOI ι αλλιϊσ Multiplicity Of Infection είναι θ αναλογία μεταξφ του 

αρικμοφ των ιϊν ςε μία μόλυνςθ και των κυττάρων-ξενιςτϊν και υπολογίηεται με 

τον τφπο: 

ΜΟΙ= 
TCID50

Αρικμόσ Κυττάρων
 

 

Σο MOI ςε ςωλινα κυτταροκαλλιζργειασ για τον Sabin1 [106] TCID50 όπωσ και 

για τον Sabin1 [10] TCID50 υπολογίςκθκε ϊςτε να είναι =10. 
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2.5 Αδρανοποίθςθ ιοφ και μόλυνςθ κυττάρων  

Για τθν επίτευξθ τθσ αδρανοποίθςθσ πραγματοποιικθκε κζρμανςθ του 

ςτελζχουσ Sabin1, ςτο μθχάνθμα τθσ PCR Primus 25, για 30 min ςτισ ςυγκεντρϊςεισ 

[106], [10] TCID50, 25min ςτθν ςυγκζντρωςθ *106] TCID50 και 20 min ςτισ 

ςυγκεντρϊςεισ *106+ και [1] TCID50 ςε κερμοκραςίεσ: α) για τθ ςυγκζντρωςθ *106] 

TCID50: 50οC, 52οC, 54οC, 55οC, 56οC, 58οC, 60οC, 65οC, 70οC, 75οC, 78οC και 80οC, β) 

για τθ ςυγκζντρωςθ *10+ TCID50: 45οC, 50οC, 58οC, 60οC, 65οC και 70οC, γ) για τθ 

ςυγκζντρωςθ *1+ TCID50 : 50οC, 60οC και 70οC. 

Προκειμζνου να πραγματοποιθκεί θ μόλυνςθ, αρχικά μεταφζρκθκαν 2ml 
εναιωριματοσ κυττάρων Rd ςε ςωλινεσ καλλιζργειασ παρουςία κρεπτικοφ υλικοφ 
D-MEM με 2% ορό και οι ςωλινεσ επωάςτθκαν για 24h ςτουσ 37οC. ΢τθ ςυνζχεια, 
αφοφ παρατθρικθκαν οι ςωλινεσ ωσ προσ τθν ποιότθτα και τθν ποςότθτα των 
κυττάρων, μεταφζρκθκαν ςε διαφορετικι ςυςκευι κακζτου νθματικισ ροισ 
επιπζδου βιοαςφάλειασ 2 για τον ενοφκαλμιςμό. 

Μετά τθν αδρανοποίθςθ του ιικοφ ςτελζχουσ Sabin1 ςυγκζντρωςθσ *106] 
πραγματοποιικθκε μόλυνςθ των κυτταροκαλλιεργειϊν με τα αδρανοποιθμζνα 
ςτελζχθ με 200μl ςε κάκε ςωλινα για κάκε διαφορετικι κερμοκραςία, αφοφ πρϊτα 
είχε αντικαταςτακεί το κρεπτικό υλικό των ςωλινων με D-MEM απουςία οροφ. ΢τθ 
ςυνζχεια πραγματοποιικθκε επϊαςθ των ςωλινων ςτουσ 37οC και 2h μετά τθ 
μόλυνςθ ακολοφκθςε πλφςθ, δθλαδι απόρριψθ του κρεπτικοφ των ςωλινων και 
αντικατάςταςθ με 2ml D-MEM χωρίσ προςκικθ FBS, προκειμζνου να 
απομακρυνκοφν όςα ιοςωμάτια δεν μπόρεςαν να προςδεκοφν ςτουσ κυτταρικοφσ 
υποδοχείσ και κατ’ επζκταςθ να ειςζλκουν ςτα κφτταρα. Οι ςωλινεσ μετά τθ 
μόλυνςθ τοποκετικθκαν ςε περιςτρεφόμενο κφλινδρο υπό κλίςθ (5ο) ςτουσ 37οC. 
Ακολοφκθςε κακθμερινι παρατιρθςθ των ςωλινων ςτο ανάςτροφο μικροςκόπιο 
για τον εντοπιςμό τθσ φπαρξθσ κυτταροπακογόνου δράςθσ και τα αποτελζςματα 
καταγράφονταν. Η παρατιρθςθ των ςωλινων ολοκλθρωνόταν με τον εντοπιςμό 
αλλοίωςθσ ι νζκρωςθσ ςε μεγάλο ποςοςτό ςτα κφτταρα του αρνθτικοφ μάρτυρα 
ςυνικωσ ςτισ πζντε θμζρεσ μετά τθν μόλυνςθ. Η ίδια διαδικαςία ακολουκικθκε και 
για τθν μόλυνςθ των κυττάρων με τισ ςυγκεντρϊςεισ *10+ και *1+ TCID50. Παράλλθλα 
χρθςιμοποιικθκαν και τζςςερισ ςωλινεσ ωσ μάρτυρεσ, δφο κετικοί μάρτυρεσ για 
τθν κάκε ςυγκζντρωςθ ςτουσ οποίουσ τοποκετικθκαν 200μl Sabin1 ςτελζχουσ 
γνωςτισ ςυγκζντρωςθσ και από δφο αρνθτικοί μάρτυρεσ ςτουσ οποίουσ 
τοποκετικθκαν 200μl κρεπτικοφ μζςου D-ΜEΜ απουςία οροφ. 

Πραγματοποιικθκε δεφτερθ και τρίτθ ανακαλλιζργεια αδρανοποιθμζνων 
ιϊν για τθν αφξθςθ του ιικοφ τίτλου, όπου μετά το τζλοσ τθσ πρϊτθσ καλλιζργειασ 
ακολουκοφςε νζα μόλυνςθ κυττάρων χρθςιμοποιϊντασ 200μl από τθν πρϊτθ 
καλλιζργεια και οφτω κακεξισ. Σο υλικό μετά το τζλοσ τθσ τελευταίασ 
ανακαλλιζργειασ ςυλλζχκθκε και αποκθκεφτθκε ςτουσ -20οC για περαιτζρω 
ανάλυςθ. Οι ςωλινεσ με τισ κυτταροκαλλιζργειεσ χρθςιμοποιικθκαν για τθν 
εξακρίβωςθ τθσ αδρανοποίθςθσ ζκαςτθσ κερμοκραςίασ με μοριακζσ τεχνικζσ.  
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Η διαδικαςία που ακολοφκθςε κα περιγραφεί αναλυτικά ςτθ ςυνζχεια, 
ωςτόςο τα βιματα εν ςυντομία είναι : 1) Εκχφλιςθ RNA, 2) Αντίςτροφθ μεταγραφι, 
3) PCR, Nested PCR, Real Time PCR και LAMP 4) Ηλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ 
PCR, Nested PCR, Real Time PCR και LAMP. 

1) Εκχφλιςθ του ιικοφ RNA 

Η εκχφλιςθ του ιικοφ γενετικοφ υλικοφ (RNA) ζγινε ςφμφωνα με το 

πρωτόκολλο του Casas. ΢υγκεκριμζνα, μζςα ςε eppendorf των 2ml τοποκετικθκαν 

300μl Lysis Buffer το οποίο αποτελείται από 4M GuSCN, 0,5% N-lauroylsacrosine, 

1mM dithiotreitol και 25mM sodium citrate. Επίςθσ προςτζκθκαν 10μl γλυκογόνου 

(100 mg/ml) και τζλοσ 100μl δείγματοσ από τον ςωλινα κυτταροκαλλιζργειασ. 

Ακολοφκθςε ανάδευςθ του μείγματοσ και επϊαςθ για 20 λεπτά ςε κερμοκραςία 

δωματίου. ΢τθ ςυνζχεια προςτζκθκαν 400μl παγωμζνθσ ιςοπροπανόλθσ (-20οC) και 

πραγματοποιικθκε ξανά ανάδευςθ του μείγματοσ και επϊαςθ για 20 λεπτά ςτον 

πάγο. Μετά τθν επϊαςθ, τα δείγματα φυγοκεντρικθκαν για 10 λεπτά ςτα 14000rcf 

και το υπερκείμενο απομακρφνκθκε. ΢το ίηθμα που απζμεινε προςτζκθκαν 500μl 

αικανόλθσ 70% και ςτθ ςυνζχεια ακολοφκθςε ανάδευςθ για τθ διαλυτοποίθςθ του 

ιηιματοσ και ακόμθ μία φυγοκζντρθςθ για 10 λεπτά ςτα 14000rcf. Σζλοσ, το 

υπερκείμενο απομακρφνκθκε και το ίηθμα επαναδιαλφκθκε ςε 100μl ddH2O. Σο RNA 

των δειγμάτων φυλάχκθκε ςτουσ -20οC για μελλοντικι χριςθ. 

2) Αντίςτροφθ μεταγραφι (RT) 

Επειδι το γενετικό υλικό των εντεροϊϊν είναι RNA, θ διαδικαςία τθσ 

αντίςτροφθσ μεταγραφισ κατά τθν οποία το RNA μετατρζπεται ςε cDNA είναι 

απαραίτθτθ προκειμζνου να ακολουκιςει Real Time PCR, PCR ι  Nested PCR για τθν 

ενίςχυςθ τθσ περιοχισ του γενϊματοσ που μασ ενδιαφζρει. O ςυνολικόσ όγκοσ τθσ 

κάκε αντίδραςθσ είναι 20μl. Αρχικά προετοιμάηεται μίγμα το οποίο περιζχει για 

κάκε αντίδραςθ 1μl random primers HEPTAN d(N7) (Macrogen, South Korea) (5 

pmol), 1μl dNTPs (2mM) και ddH2O (5μl/tube). ΢ε eppendorf των 500μl 

προςτζκθκαν 7μl/tube του παραπάνω μίγματοσ και 5μl από το ιικό RNA (από τθν 

εκχφλιςθ). Ακολοφκθςε φυγοκζντρθςθ και επϊαςθ των eppendorf ςτουσ 65 οC για 5 

λεπτά ςε κερμοκυκλοποιθτι Εppendorf-Mastercycler για τθν αποδιάταξθ των 

δευτεροταγϊν δομϊν του μονόκλωνου RNA. Μετά τθν επϊαςθ, τα eppendorfs 

τοποκετικθκαν αμζςωσ ςτον πάγο και προετοιμάςτθκε το δεφτερο μίγμα το οποίο 

περιείχε 1X First strand Buffer, 0.01M Dithiothreitol, 20 Units RNAse out, 100 Units 

RT M-MLV (Ιnvitrogen) και ddH2O ζωσ τα 8μl. ΢τθ ςυνζχεια προςτζκθκαν 8μl του 

δεφτερου μίγματοσ ςε κάκε eppendorf και ακολοφκθςε φυγοκζντρθςθ και επϊαςθ 

διαδοχικά ςε τρεισ διαφορετικζσ ςυνκικεσ: 10 min ςτουσ 25οC για τον υβριδιςμό 

των εκκινθτϊν, 50 min ςτουσ 37οC για τθ ςφνκεςθ του cDNA και 15 min ςτουσ 70οC 

για τθν απενεργοποίθςθ του ενηφμου. 
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Για τθν ανίχνευςθ τθσ αντιγραφικισ ενεργότθτασ του ιοφ δεν αρκεί μόνο θ 

ανίχνευςθ του κετικισ πολικότθτασ RNA κλϊνου του ιοφ, αλλά απαιτείται και θ 

ανίχνευςθ του αρνθτικισ πολικότθτασ κλϊνου. Για το λόγο αυτό πραγματοποιικθκε 

επίςθσ ςτα δείγματα εκχφλιςθσ RNA αντίςτροφθ μεταγραφι με τθ χριςθ του 

εκκινθτι EntNS4-RT ο οποίοσ διακζτει μια χαρακτθριςτικι δομι ςτελζχουσ κθλιάσ 

ςτο 5’-άκρο του και μια ειδικι ιικι αλλθλουχία ςτο 3’-άκρο, θ οποία του προςδίδει 

υψθλι εξειδίκευςθ για τθν ανίχνευςθ του αρνθτικοφ κλϊνου. Σο 3’-άκρο του 

εκκινθτι είναι ςυμπλθρωματικό ςε ςυντθρθμζνθ περιοχι τθσ 5’-UTR του αρνθτικισ 

πολικότθτασ RNA κλϊνου των εντεροϊϊν. Σο 5’-άκρο του εκκινθτι ςτθν περιοχι τθσ 

κθλιάσ φζρει μια ςυγκεκριμζνθ αλλθλουχία θ οποία δεν εντοπίηεται ςτο γονιδίωμα 

των εντεροϊϊν και δθμιουργεί μια κζςθ υβριδιςμοφ του sense εκκινθτι τθσ PCR που 

ακολουκεί.  

 

Εικόνα 12: Εκκινθτικό μόριο EntNS4-RT που χρθςιμοποιικθκε ςτθν RT για τθν ανίχνευςθ του 
αρνθτικοφ κλϊνου. ΢το 5’-άκρο υπάρχει μια δομι ςτελζχουσ κθλιάσ, ενϊ ςτο 3’-άκρο μια ειδικι 
ιικι αλλθλουχία. 

Μετά τθ διαδικαςία τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφισ ακολοφκθςε θ PCR ςτθν 

οποία χρθςιμοποιικθκε το ειδικό ηεφγοσ εκκινθτϊν EntNS2-F/UC53-Flap. Ο 

εκκινθτισ EntNS2-F είναι ςχεδιαςμζνοσ με τζτοιο τρόπο ϊςτε να ςυνδζεται πάνω ςε 

ζνα ςυγκεκριμζνο ςθμείο του εκκινθτι EntNS4 και ςυγκεκριμζνα πάνω ςτθ δομι 

ςτελζχουσ-κθλιάσ. Σο μζγεκοσ του προϊόντοσ που αναμζνεται ςτθν θλεκτροφόρθςθ 

είναι 155bp. 

 

 

Εκκινθτισ Αλλθλουχία (5’3’) Θζςθ Πολικότθτα 

Heptan NNN NNN N - - 

EntNS4-RT ACA GGG TTC CCC GCC GTC CCT GAA TGC GGC 451-469 Sense 

Πίνακασ 4: Εκκινθτικά μόρια αντίςτροφθσ μεταγραφισ. 
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3) 3.1 Αλυςιδωτι Αντίδραςθ Πολυμεράςθσ (PCR) 

Μζςω τθσ PCR ενιςχφεται ζνα τμιμα του παραγόμενου cDNA που ορίηεται 

από το ηεφγοσ των εκκινθτϊν που επιλζγονται. Ανάλογα λοιπόν με τουσ εκκινθτζσ 

που χρθςιμοποιικθκαν ςε κάκε PCR αντίδραςθ τα τμιματα που ενιςχφονταν 

χρθςίμευαν για τθν ανίχνευςθ και ταυτοποίθςθ του εντεροϊοφ Sabin1 και για τθν 

ανίχνευςθ τθσ ενεργότθτασ του ςτελζχουσ. 

3.1.1 PCR για τθν ανίχνευςθ του κετικισ πολικότθτασ RNA κλϊνου 

Χρθςιμοποιϊντασ το cDNA που προζκυψε από τθν RT, με τυχαίο εκκινθτι, 

πραγματοποιικθκε PCR με τθ χριςθ του εκκινθτικοφ ηεφγουσ UG52-Flap/UC53-Flap, 

ηεφγοσ το οποίο ενιςχφει ζνα προϊόν μικουσ 450bp. 

Εκκινθτισ Αλλθλουχία (5’ 3’) Θζςθ Πολικότθτα 

UG52-Flap AATAAATCATAACAAGCACTTCTGTTTCCCCGG 168-188 Sense 

UC53-Flap AATAAATCATAATTGTCACCATAACCAGCCA 588-606 Antisense 

   Πίνακασ 5: Εκκινθτικά μόρια. 

Η τεχνικι τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ επιτυγχάνει τον 

πολλαπλαςιαςμό μιασ γνωςτισ νουκλεοτιδικισ αλλθλουχίασ μζχρι και 

διςεκατομμφρια φορζσ μετά από 30-40 κφκλουσ. 

Αρχικά προετοιμάςτθκε ζνα μίγμα ςε μικροςωλθνάρια eppendorf (0,2ml) 

αποτελοφμενο από: 1mM dNTPs (Invitrogen, UK), 1X Dream Taq Buffer (Thermo 

Fisher scientific), 25pmol από κάκε εκκινθτι, 1U Dream Taq (Thermo Fisher 

scientific) καιd ddH2O μζχρι τα 47μl. ΢το παραπάνω μίγμα προςτζκθκαν 3μl του 

cDNA και τα μικροςωλθνάρια τοποκετικθκαν ςε κερμοκυκλοποιθτι Eppendorf-

Mastercycler ςτισ παρακάτω ςυνκικεσ: 

1 κφκλοσ 3 min ςτουσ 95οC για τθν αποδιάταξθ του cDNA 

40 κφκλοι 

-30 sec ςτουσ 95οC για τθν αποδιάταξθ του DNA 

-30 sec ςτουσ 63οC για τον υβριδιςμό των εκκινθτϊν 

-1 min ςτουσ 72οC για τθν επιμικυνςθ των κλϊνων από τθν Taq 

πολυμεράςθ 

1 κφκλοσ 5 min ςτουσ 72οC για τθν πλιρθ ςφνκεςθ των θμιτελϊν κλϊνων 

 Πίνακασ 6: ΢υνκικεσ PCR για τθν ενίςχυςθ του κετικοφ RNA κλϊνου. 
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3.1.2 PCR για τθν ανίχνευςθ του αρνθτικισ πολικότθτασ RNA κλϊνου 

Χρθςιμοποιϊντασ το cDNA που προζκυψε από τθν RT, με εκκινθτι τον ειδικό 

για τον αρνθτικισ πολικότθτασ RNA κλϊνο ENTNS4-RT, πραγματοποιικθκε PCR με 

τθ χριςθ του εκκινθτικοφ ηεφγουσ ENTNS2-F/UC53-Flap, ηεφγοσ το οποίο ενιςχφει 

ζνα προϊόν μικουσ 155bp.  

 

Αρχικά προετοιμάςτθκε ζνα μίγμα ςε μικροςωλθνάρια eppendorf (0,2ml) 

αποτελοφμενο από: 1mM dNTPs (Invitrogen, UK), 1X Invitrogen Taq Buffer 

(Invitrogen, UK), 1.25mM MgCl2 (Invitrogen, UK), 15.5 pmol από κάκε εκκινθτι, 2U 

Invitrogen Taq (Invitrogen, UK) και ddH2O μζχρι τα 47μl. ΢το παραπάνω μίγμα 

προςτζκθκαν 3μl του cDNA και τα μικροςωλθνάρια τοποκετικθκαν ςε 

κερμοκυκλοποιθτι Eppendorf-Mastercycler ςτισ παρακάτω ςυνκικεσ: 

1 κφκλοσ 3 min ςτουσ 95οC για τθν αποδιάταξθ του cDNA 

40 κφκλοι 

-30 sec ςτουσ 95οC για τθν αποδιάταξθ του DNA 

-30 sec ςτουσ 55οC για τον υβριδιςμό των εκκινθτϊν 

-30 sec ςτουσ 72οC για τθν επιμικυνςθ των κλϊνων από τθν 

Taq πολυμεράςθ 

1 κφκλοσ 
2 min ςτουσ 72οC για τθν πλιρθ ςφνκεςθ των θμιτελϊν 

κλϊνων 

Πίνακασ 8: ΢υνκικεσ PCR για τθν ενίςχυςθ του αρνθτικοφ RNA κλϊνου 

 

 

 

 

 

 

Εκκινθτισ Αλλθλουχία (5’3’) Θζςθ Πολικότθτα 

EntNS4-RT ACA GGG TTC CCC GCC GTC CCT GAA TGC GGC 451-469 Sense 

EntNS2F CGT TCC CCG CCG TCC CTG - Sense 

UC53-Flap AAT AAA TCA TAA TTG TCA CCA TAA CCA GCC A 588-606 Anti-sense 

Πίνακασ 7: Εκκινθτικά μόρια. 
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3.1.3 Nested-PCR για τθν ανίχνευςθ του αρνθτικισ πολικότθτασ RNA κλϊνου 

Η Nested-PCR είναι μία μοριακι τεχνικι που προςφζρει αυξθμζνθ 

ευαιςκθςία ςε ςχζςθ με τθν απλι PCR. Η Nested-PCR αποτελεί τον ςυνδυαςμό δυο 

διαδοχικϊν PCR αντιδράςεων κατά τισ οποίεσ τα προϊόντα τθσ πρϊτθσ PCR 

χρθςιμεφουν ωσ ςτόχοι τθσ δεφτερθσ PCR αντίδραςθσ. Κατά τθν δεφτερθ PCR 

χρθςιμοποιείται ζνα νζο εκκινθτικό ηεφγοσ το οποίο τοποκετείται εςωτερικά του 

αρχικοφ εκκινθτικοφ ηεφγουσ, αυξάνοντασ ζτςι τθν ειδικότθτα τθσ μεκόδου. Ωςτόςο 

θ μεγάλθ ενίςχυςθ που προςφζρει θ μζκοδοσ μπορεί να αποτελζςει και 

μειονζκτθμα τθσ κακϊσ αυξάνεται θ πικανότθτα εμφάνιςθσ επιμολφνςεων. Για το 

λόγο αυτό, θ πρϊτθ PCR εκτελείται ςτουσ 20 με 25 κφκλουσ, ενϊ θ δεφτερθ PCR 

ςτουσ 30 με 35 κφκλουσ, με ςκοπό τθν μείωςθ τθσ πικανότθτασ εμφάνιςθσ 

επιμολφνςεων. 

H παραπάνω διαδικαςία εφαρμόςτθκε για τθν ανίχνευςθ ςτον Sabin1 [1] 

TCID50, κακϊσ δεν ιταν δυνατόσ ο εντοπιςμόσ του ςε πολφ χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ 

του ιοφ, ενϊ επίςθσ εφαρμόςτθκε και ςε λίγεσ κερμοκραςίεσ αδρανοποίθςθσ του 

Sabin1 [106] TCID50 οι οποίεσ κα αναφερκοφν ςτθν ςυνζχεια. Για τθν Nested-PCR 

χρθςιμοποιικθκε το εκκινθτικό ηεφγοσ UG52-Flap/UC53-Flap για τθν PCR 

προενίςχυςθσ με μζγεκοσ προϊόντοσ ςτισ 450bp και ςτθ ςυνζχεια το εςωτερικό 

εκκινθτικό ηεφγοσ ENV-2/ENV-1 με αντίςτοιχο μζγεκοσ προϊόντοσ ςτισ 148bp. Η PCR 

προενίςχυςθσ πραγματοποιικθκε ςφμφωνα με τθν διαδικαςία που περιγράφθκε 

νωρίτερα για τθ PCR κετικοφ κλϊνου, με τθ μόνθ διαφορά ότι διιρκθςε 20 κφκλουσ. 

΢τθ ςυνζχεια για τθν δεφτερθ PCR προετοιμάςτθκε ζνα μίγμα το οποίο αποτελοφταν 

από: 1mM dNTPs, 1X Dream Taq Buffer, 25pmol από τον κάκε εκκινθτι, 1.5U Dream 

Taq Polymerase και ddH2O μζχρι τελικοφ όγκου 47μl. Σζλοσ ςε κάκε 

μικροςωλθνάριο προςτζκθκαν 3μl από το προϊόν τθσ πρϊτθσ PCR. Οι ςυνκικεσ 

κάτω από τισ οποίεσ πραγματοποιικθκε θ διαδικαςία ιταν οι εξισ: 

1 κφκλοσ 3 min ςτουσ 95οC για τθν αποδιάταξθ του DNA 

40 κφκλοι 

-30 sec ςτουσ 95οC για τθν αποδιάταξθ του DNA 

-30 sec ςτουσ 55οC, για τον υβριδιςμό των εκκινθτϊν 

-1 min ςτουσ 72οC για τθν επιμικυνςθ των κλϊνων από τθν 

Taq πολυμεράςθ 

1 κφκλοσ 5 min ςτουσ 72οC για τθν επιμικυνςθ των θμιτελϊν κλϊνων 

           Πίνακασ 9. ΢υνκικεσ Nested PCR (δεφτερθ PCR). 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:45:25 EEST - 18.223.205.66



 
38 

Εκκινθτισ Αλλθλουχία (5’3’) Θζςθ Πολικότθτα 

UG52-Flap AATAAATCATAACAAGCACTTCTGTTTCCCCGG 168-188 Sense 

UC53-Flap AATAAATCATAATTGTCACCATAACCAGCCA 588-606 Antisense 

ENV-2 CCCCTGAATGCGGCTAATC 451-469 Sense 

ENV-1 GATTGTCACCATAAGCAGC 580-598 Antisense 

   Πίνακασ 10: Εκκινθτικά μόρια. 

3.1.4 Real Time PCR 

Η Real-Time PCR επιτρζπει τθν ποςοτικοποίθςθ του αρχικοφ υπό μελζτθ 

δείγματοσ. Η ποςοτικοποίθςθ επιτελείται χάρθ ςε μια χρωςτικι, θ οποία ςτθν 

παροφςα διατριβι ιταν θ SYBR Green, θ οποία ζχει τθν ικανότθτα να προςδζνεται 

ςε δίκλωνο DNA φκορίηοντασ ςε ςυγκεκριμζνο μικοσ κφματοσ (520nm). Η μζτρθςθ 

του φκοριςμοφ ςε κάκε κφκλο οδθγεί ςτθν καταςκευι ενόσ ςχεδιαγράμματοσ 

(Amplification Plot), μζςω του οποίου υπολογίηεται το Ct (Cycle threshold), ο κφκλοσ 

δθλαδι ςτον οποίο υπερβαίνει τθν ουδό (threshold) θ τιμι φκοριςμοφ. ΢υγχρόνωσ, 

χρθςιμοποιϊντασ δείγματα γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων δθμιουργικθκε μια πρότυπθ 

καμπφλθ αρχικϊν αντιγράφων ςχετιηόμενα με τθν τιμι Ct, μζςω τθσ οποίασ 

υπολογίςτθκε θ ποςότθτα των αρχικϊν αντιγράφων των υπό μελζτθ δειγμάτων. Για 

τθν μελζτθ τθσ εξειδίκευςθσ τθσ μεκόδου χρθςιμοποιικθκε το Melting Curve 

Analysis ι Dissociation Curve ςτο οποίο παρουςιάηεται ζνα ςχεδιάγραμμα 

μεταβολισ φκοριςμοφ ςε ςχζςθ με τθ κερμοκραςία. Σμιματα ίςου μικουσ με ίδια 

αλλθλουχία εμφανίηουν μεταβολι ςτο φκοριςμό ςτθν ίδια κερμοκραςία, λόγω του 

Tm, ενϊ θ εμφάνιςθ μεταβολισ φκοριςμοφ ςε διαφορετικζσ κερμοκραςίεσ 

υποδθλϊνει τθν φπαρξθ παραπροϊόντων.  

Για τθν ανίχνευςθ του κετικισ πολικότθτασ RNA του ςτελζχουσ Sabin1 ςτισ 

δφο ςυγκεντρϊςεισ [106] και [10] ΣCID50 για όλεσ τισ κερμοκραςίεσ αδρανοποίθςθσ, 

εφαρμόςτθκε Real Time PCR χρθςιμοποιϊντασ τθν τεχνολογία SYBR Green. Με τον 

τρόπο αυτό δθμιουργικθκε μία κινθτικι ανίχνευςθσ τθσ παρουςίασ και των 

αντιγράφων του εντεροϊοφ που χρθςιμοποιικθκε ανάλογα με τθν ςτιγμι 

ανίχνευςθσ του κετικοφ κλϊνου. Πιο ςυγκεκριμζνα δθμιουργικθκε ζνα μίγμα που 

περιείχε 2Χ SYBR Select qPCR Master Mix (Thermo Fischer Scientif), 5pmol από τον 

κάκε εκκινθτι (ENV1/ENV2) και ddH2O μζχρι τα 17μl. Σο μίγμα αυτό προςτζκθκε ςε 

ειδικά μικροςωλθνάρια για Real-Time PCR των 0.2ml και προςτζκθκαν 3μl από κάκε 

δείγμα. Κατόπιν τα μικροςωλθνάρια τοποκετικθκαν ςτον ειδικό για Real-Time PCR 

κερμοκυκλοποιθτι Μx3005P (STRATAGENE, USA) ςτισ ςυνκικεσ: 
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1οσ κφκλοσ 
-2 min ςτουσ 50οC για τθν ενεργοποίθςθ UDG 

-2 min ςτουσ 95οC για τθν αποδιάταξθ του cDNA 

35 κφκλοι 

-15 sec ςτουσ 95οC για τθν αποδιάταξθ του DNA 

-1 min ςτουσ 60οC για τον υβριδιςμό των εκκινθτϊν και τθν 

επιμικυνςθ των κλϊνων 

1οσ κφκλοσ 
-Ramping 55oC-95oC για τθ δθμιουργία του Melting Curve 

Analysis 

 
4) Ηλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ PCR, τθσ Nested PCR, τθσ Real Time 

PCR και τθσ LAMP 

Για τθν θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων που προζκυψαν από τθν PCR, από 
τθν Nested PCR, τθν Real Time PCR και τθν LAMP χρθςιμοποιικθκε πικτωμα 
αγαρόηθσ ςυγκζντρωςθσ 2%. Σο προϊόν τθσ αντίδραςθσ τθσ απλισ PCR είναι ςτισ 
450bp, τθσ Nested PCR ςτισ 150bp και τθσ Real Time PCR ςτισ 150bp. Για τθν 
καταςκευι τθσ πθκτισ χρθςιμοποιικθκαν 0,8gr αγαρόηθσ (Ultra-Pure Gel Agarose, 
Invitrogen, UK) και 40ml ΣΒΕ (Tris-Boric acid-EDTA), τα οποία προςτζκθκαν ςε 
κωνικι φιάλθ των 250 ml. Ακολοφκθςε κζρμανςθ ςε φοφρνο μικροκυμάτων για 
περίπου 1min, ϊςτε να λιϊςει θ αγαρόηθ. Όταν το διάλυμα ζφταςε ςε κερμοκραςία 
περίπου 40°C προςτζκθκε ποςότθτα βρωμιοφχου αικιδίου (EtBr2) τζτοια ϊςτε θ 
τελικι του ςυγκζντρωςθ να είναι 1 μg/ml. Σο βρωμιοφχο αικίδιο παρεμβάλλεται 
μεταξφ των ηευγαριϊν βάςεων του δίκλωνου DNA, φκορίηοντασ ςε μικοσ κφματοσ 
290nm. ΢τθ ςυνζχεια το διάλυμα τοποκετικθκε ςε ειδικι κικθ θλεκτροφόρθςθσ 
προκειμζνου να πιξει. 

Μετά τον ςχθματιςμό τθσ πθκτισ αγαρόηθσ, 10μl από το προϊόν τθσ PCR, τθσ 
Nested PCR ι τθσ Real Time PCR και 6μl από τθ LAMP, ανάλογα τθν περίπτωςθ 
αναμίχκθκαν με 2μl 10X Gel Loading Buffer (κυανό τθσ βρωμοφαινόλθσ, ςουκρόηθ 
40%w/v και TBE) και ακολοφκθςε θ προςκικθ των δειγμάτων ςτισ ειδικζσ κζςεισ 
του πθκτϊματοσ. Για τον προςδιοριςμό του μικουσ των προϊόντων είναι 
απαραίτθτθ θ προςκικθ ςτο πικτωμα ενόσ μάρτυρα μοριακοφ βάρουσ για το λόγο 
αυτό χρθςιμοποιικθκε ο 100bp DNA Ladder (Invitrogen, UK). Η θλεκτροφόρθςθ 
πραγματοποιικθκε εφαρμόηοντασ τάςθ 120 Volts και ζνταςθ 50 mA για περίπου 30 
min. Μετά το πζρασ τθσ θλεκτροφόρθςθσ το πικτωμα αγαρόηθσ τοποκετικθκε ςε 
ςυςκευι υπεριϊδουσ φωτόσ UV Foto/Phoresis system (Fotodyne, USA) και ςτθ 
ςυνζχεια φωτογραφικθκε χρθςιμοποιϊντασ ψθφιακι φωτογραφικι μθχανι. 
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5. RT-(LAMP) Loop Mediated Isothermal Amplification 

Η LAMP είναι μία μοριακι τεχνικι ενίςχυςθσ νουκλεοτιδικοφ ςτόχου απλι, 
γριγορθ και ειδικι. ΢τθ μζκοδο αυτι γίνεται χριςθ τεςςάρων ι ζξι διαφορετικϊν 
εκκινθτϊν που ςτοχεφουν ςε ζξι ι οκτϊ αντίςτοιχα διακριτζσ περιοχζσ  του γονιδίου 
ςτόχου. Η LAMP ζχει υψθλι αποτελεςματικότθτα ενίςχυςθσ του ςτόχου, κακϊσ 
αυτόσ ενιςχφεται 109 περίπου φορζσ μζςα ςε πολφ μικρό χρονικό διάςτθμα. Η 
αντίδραςθ αυτι πραγματοποιείται ςε ςτακερι κερμοκραςία χρθςιμοποιϊντασ μία 
ειδικι πολυμεράςθ, τθν Bst 3.0 θ οποία ζχει ενεργότθτα εκτόπιςθσ κλϊνου. 

Η αντίδραςθ τθσ LAMP πραγματοποιικθκε ςε μικροςωλθνάρια των 200μl, ςε 
τελικό όγκο 25μl. Κάκε μικροςωλθνάριο περιείχε: 3μl cDNA του ςτόχου, dNTPs 
5,6mM, Isothermal Amplification Buffer II 1x, MgSO4 8mM, FIP 1,6 pmol/μl, BIP 1,6 
pmol/μl, F3 0,2 pmol/μl, B3 0,2 pmol/μl, Bst 3.0 DNA Pol 0,32 U/μl, ddH2O μζχρι τα 
25μl. 

΢τθ ςυνζχεια τα μικροςωλθνάρια τοποκετικθκαν ςε κερμικό κυκλοποιθτι 
(Primus 25/96) ςτισ εξισ ςυνκικεσ: 

 Επϊαςθ ςτουσ 65οC για 40 λεπτά 

 Επϊαςθ ςτουσ 80 οC για 5 λεπτά 

Κατά τθ διάρκεια του πρϊτου βιματοσ πραγματοποιείται θ ενίςχυςθ του 

ςτόχου και κατά τθ διάρκεια του δεφτερου βιματοσ γίνεται θ απενεργοποίθςθ του 

ενηφμου. 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:45:25 EEST - 18.223.205.66



 
41 

 

                    Εικόνα 13: Διαδικαςία παραγωγισ των προϊόντων τθσ LAMP. 

Όπωσ φαίνεται και ςτθν εικόνα 3a) ςτθ LAMP ςυμμετζχουν τζςςερισ 

διαφορετικοί εκκινθτζσ που ςτοχεφουν ζξι διαφορετικζσ περιοχζσ του γονιδίου. Ο 

εςωτερικόσ εκκινθτισ (FIP) αποτελείται από μια περιοχι F2 ςτο 3’-άκρο και μια F1c 

περιοχι ςτο 5’-άκρο. Ο εξωτερικόσ εκκινθτισ (F3) αποτελείται από μια περιοχι F3 

που είναι ςυμπλθρωματικι τθσ F3c περιοχισ του εκμαγείου. Ο εςωτερικόσ 

εκκινθτισ (BIP) αποτελείται από μια Β2 περιοχι ςτο 3’-άκρο και μια Β1c περιοχι ςτο 

5’-άκρο. Ο εξωτερικόσ εκκινθτισ (Β3) αποτελείται από μια Β3 περιοχι θ οποία είναι 

ςυμπλθρωματικι τθσ Β3c περιοχισ του εκμαγείου. b) Αρχικά υβριδοποιείται θ 

περιοχι F2 FIP ςτθν F2c περιοχι του DNA και ξεκινά θ ςφνκεςθ του 

ςυμπλθρωματικοφ κλϊνου, ενϊ ςυγχρόνωσ υβριδοποιείται και ο εκκινθτισ F3 ςτθν 

F3c περιοχι του DNA ςτόχου και επεκτείνεται μετατοπίηοντασ τον ςυνδεδεμζνο FIP 

ςυμπλθρωματικό κλϊνο. Η μετατόπιςθ αυτι οδθγεί ςτθ δθμιουργία ενόσ βρόγχου 
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ςτο 5’-άκρο. Σο μονόκλωνο τμιμα DNA με τον βρόγχο ςτο 5’-άκρο χρθςιμεφει ωσ 

εκμαγείο για τον υβριδιςμό του BIP. Η B2 περιοχι του BIP υβριδοποιείται ςτθν B2c 

περιοχι του DNA και ξεκινά θ ςφνκεςθ ενόσ νζου ςυμπλθρωματικοφ κλϊνου και ο 

ςχθματιςμόσ ενόσ επιπλζον βρόγχου. ΢τθ ςυνζχεια ο B3 εκκινθτισ υβριδοποιείται 

ςτθν B3c περιοχι του DNA και επεκτείνεται μετατοπίηοντασ τον ςυνδεδεμζνο BIP 

ςυμπλθρωματικό κλϊνο, οδθγϊντασ ςτο ςχθματιςμό μιασ μορφισ ‘’αλτιρα’’ DNA. 

Σζλοσ νουκλεοτίδια προςτίκενται ςτο 3’-άκρο τθσ F1 περιοχισ από τθν Bst DNA 

πολυμεράςθ, θ οποία επίςθσ ανοίγει τον βρόγχο ςτο 5’-άκρο. Ζπειτα ςτθν 

αντίδραςθ ςυμμετζχουν μόνο οι δφο εςωτερικοί εκκινθτζσ. Οι δομζσ που 

προκφπτουν χρθςιμεφουν ωσ εκμαγεία για τθν ςφνκεςθ νζων κλϊνων. c) Με τον 

τρόπο αυτό παράγονται τα διαφορετικά ωσ προσ τθ δομι προϊόντα τθσ LAMP.  
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Γ) Αποτελζςματα 

΢κοπόσ τθσ παροφςασ εργαςίασ ιταν να γίνει παρακολοφκθςθ τθσ 

αποτελεςματικότθτασ αδρανοποίθςθσ του εμβολιακοφ ςτελζχουσ Sabin1 μζςω 

κυτταροκαλλιζργειασ και εν ςυνεχεία μζςω μιασ ςφγχρονθσ αντίςτροφθσ 

μεταγραφισ (RT)-Mediated Isothermal Amplification. ΢το πρϊτο μζροσ τθσ εργαςίασ 

πραγματοποιικθκαν αδρανοποιιςεισ του εμβολιακοφ ςτελζχουσ Sabin1 ςε 

διάφορεσ κερμοκραςίεσ και ςε ςυγκεντρϊςεισ *1+, *10+ και *106] TCID50, ςφμφωνα 

με τθν διαδικαςία αδρανοποίθςθσ που ζχει προαναφερκεί. Σα αδρανοποιθμζνα 

δείγματα χρθςιμοποιικθκαν για τθν μόλυνςθ κυτταροκαλλιεργειϊν και τθν 

παρακολοφκθςθ εμφάνιςθσ κυτταροπακογοφνου δράςθσ (CPE) του ιοφ μζςω των 

κυτταρικϊν αλλοιϊςεων που προκαλοφςε.  

6.1 Παρακολοφκθςθ (CPE) ςτισ κυτταροκαλλιζργεισ 

Κυτταρικζσ αλλοιϊςεισ CPE 

Χωρίσ καμία αλλοίωςθ - 

Καταςτροφι 20% των κυττάρων 1+ 

Καταςτροφι 50% των κυττάρων 2+ 

Καταςτροφι 75% των κυττάρων 3+ 

Καταςτροφι 100% των κυττάρων 4+ 
 

Κάκε κερμοκραςία αδρανοποίθςθσ ςε κάκε ςυγκζντρωςθ Sabin1 ελζγχκθκε εισ 

διπλοφν και ςε όλεσ τισ μολφνςεισ δεν παρατθρικθκε αλλοίωςθ των αρνθτικϊν 

μαρτφρων, οι οποίοι ιταν κφτταρα Rd μθ μολυςμζνα με ιό.   

6.1.1 Αποτελζςματα εμφάνιςθσ CPE για τον Sabin1 [1] TCID50 

Πρϊτθ καλλιζργεια (αδρανοποίθςθ για 20min) 

Δείγμα 1θ 
θμζρα 

2θ 
θμζρα 

3θ 
θμζρα 

4θ 
θμζρα 

5θ 
θμζρα 

Sabin1 [1] 50oC - - - - - 

Sabin1 [1] 60oC - - - - - 

Sabin1 [1] 70oC - - - - - 

Sabin1 [106] κετικόσ 
μάρτυρασ 

4+ 
καταψφχκθκε 

    

 

Δεφτερθ ανακαλλιζργεια 

Δείγμα 1θ θμζρα 2θ θμζρα 3θ θμζρα 4θ θμζρα 5θ θμζρα 

Sabin1 [1] 50oC - - - - -/? 

Sabin1 [1] 60oC - - - - -/? 

Sabin1 [1] 70oC - - - - -/? 
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Σρίτθ ανακαλλιζργεια 

Δείγμα 1θ θμζρα 2θ θμζρα 3θ θμζρα 4θ θμζρα 5θ θμζρα 

Sabin1 [1] 50oC - - - - ?/1+ 

Sabin1 [1] 60oC - - - - ? 

Sabin1 [1] 70oC - - - - - 
 

6.1.2 Αποτελζςματα εμφάνιςθσ CPE για τον Sabin1 [10] TCID50 

Πρϊτθ καλλιζργεια (αδρανοποίθςθ για 30min) 

Δείγμα 1θ 
θμζρα 

2θ 
θμζρα 

3θ 
θμζρα 

4θ 
θμζρα 

5θ 
θμζρα 

Sabin1 [10] κετικόσ 
μάρτυρασ 

- 3+ 4+ 
καταψφχκθκε 

  

Sabin1 [10] 45oC - - 2+ 3+ 4+ 

Sabin1 [10] 50oC - - 2+ 3+ 4+ 

Sabin1 [10] 55oC - ? 1+ 2+ 3+ 

Sabin1 [10] 58oC - - - -/1+ 1+/2+ 

Sabin1 [10] 60oC - - - - 1+ 

Sabin1 [10] 65oC - - - - 1+ 

Sabin1 [10] 70oC - - - -/? ?/1+ 
 

6.1.3 Αποτελζςματα εμφάνιςθσ CPEγια τον Sabin1 [106] TCID50 

Πρϊτθ καλλιζργεια (αδρανοποίθςθ για 20 min) 

Δείγμα 1θ θμζρα 2θ θμζρα 3θ θμζρα 4θ 
θμζρα 

5θ θμζρα 

Sabin1 [106] 50oC ? 3+ 4+ καταψφχκθκαν  

Sabin1 [106] 60oC ? 1+ 2+ 2+ 3+ 

Sabin1 [106] 70oC - - -/? ? 1+ 
 

Δεφτερθ ανακαλλιζργεια 

Δείγμα 1θ θμζρα 2θ θμζρα 3θ θμζρα 4θ θμζρα 5θ θμζρα 

Sabin1 [106] 60oC - - - - - 

Sabin1 [106] 70oC - - - - - 
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Σρίτθ ανακαλλιζργεια 

Δείγμα 1θ θμζρα 2θ 
θμζρα 

3θ 
θμζρα 

4θ 
θμζρα 

5θ 
θμζρα 

Sabin1 [106] 60oC - - -/? ? ? 

Sabin1 [106] 70oC - - - - - 

 

Πρϊτθ καλλιζργεια (αδρανοποίθςθ για 25min) 

Δείγμα 1θ 
θμζρα 

2θ 
θμζρα 

3θ 
θμζρα 

4θ 
θμζρα 

5θ 
θμζρα 

Sabin1 [106] 
κετικόσ μάρτυρασ 

3+ 4+ καταψφχκθκε   

Sabin1 [106] 52oC - 1+ 2+ 3+ 4+ 

Sabin1 [106] 54oC - 2+ 4+ καταψφχκθκε  

Sabin1 [106] 56oC - 2+ 3+ 4+ καταψφχκθκε 

Sabin1 [106] 58oC - 1+/2+ 4+ καταψφχκθκε  

Sabin1 [106] 60oC - -/? 4+ καταψφχκθκε  
 

Πρϊτθ καλλιζργεια (αδρανοποίθςθ για 30min) 

Δείγμα 1θ θμζρα 2θ θμζρα 3θ 
θμζρα 

4θ 
θμζρα 

5θ 
θμζρα 

Sabin1 [106] 
κετικόσ μάρτυρασ 

3+ 4+ καταψφχκθκε   

Sabin1 [106] 55oC - - 3+ 4+ καταψφχκθκε 

Sabin1 [106] 60oC - - - 1+ 2+ 

Sabin1 [106] 65oC - - - -/1+ 1+ 

Sabin1 [106] 70oC - - - - -/? 

Sabin1 [106] 75oC - - - - -/? 

Sabin1 [106] 78oC - - - 2+ 3+ 

Sabin1 [106] 80oC - - - 1+ 2+ 
 

΢ταδιακά ζωσ τθν πζμπτθ θμζρα παρακολοφκθςθσ των ςωλινων 

κυτταροκαλλιζργειασ αποκθκεφτθκαν όλοι ςτουσ -20οC. ΢τθ ςυνζχεια 

πραγματοποιικθκε εισ διπλοφν απόψυξθ-ψφξθ και ακολοφκθςε θ εκχφλιςθ του 

ιικοφ RNA ςφμφωνα με τθν διαδικαςία εκχφλιςθσ κατά  Casas που ζχει περιγραφεί 

για κάκε ςωλινα κυτταροκαλλιζργειασ. Μετά τθ εκχφλιςθ του ιικοφ RNA τα 

δείγματα φυλάχκθκαν ςτουσ -20 οC και ςταδιακά χρθςιμοποιικθκαν για τθν 

μετατροπι τουσ ςε cDNA μζςω τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφισ. Ζπειτα τα cDNA 

χρθςιμοποιικθκαν για περαιτζρω μοριακι ανάλυςθ με ςκοπό τθν επαλικευςθ τθσ 

ανίχνευςθσ του ιοφ ςτα δείγματα όπωσ είχε φανεί και από τισ κυτταροκαλλιζργειεσ. 

Παρακάτω παρουςιάηονται τα αποτελζςματα των μοριακϊν αναλφςεων (PCR, 
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Nested PCR, Real Time PCR και LAMP) ζπειτα από θλεκτροφόρθςθ των δειγμάτων 

ςυγκζντρωςθσ *1+, *10+, και *106] TCID50 του Sabin1. 

6.2 Αποτελζςματα RT-PCR για τον Sabin1 [1] και *106]TCID50 

 Η αντίςτροφθ μεταγραφι πραγματοποιικθκε ςφμφωνα με το πρωτόκολλο 

που ζχει περιγραφεί, με τθ χριςθ τυχαίου εκκινθτι HEPTAN (N7). Ακολοφκθςε PCR 

και θλεκτροφόρθςθ για τθν ανίχνευςθ τθσ παρουςίασ του ιοφ, με τθν χριςθ του 

εκκινθτικοφ ηεφγουσ UG52-Flap/UC53-Flap που ςτοχεφουν ςτθν 5’-αμετάφραςτθ 

περιοχι του κετικοφ κλϊνου ςτθν PCR. ΢τθν θλεκτροφόρθςθ το προϊόν αναμζνεται 

ςτισ 450bp.  

RT-PCR ςτθ πρϊτθ καλλιζργεια *106] TCID50 του Sabin1 ζπειτα από αδρανοποίθςθ 

ςτα 20min 

 

Παρατθρϊντασ τθν εικόνα τθσ θλεκτροφόρθςθσ διαπιςτϊνουμε πϊσ το 

δείγμα [106] TCID50 του Sabin1 που αδρανοποιικθκε ςτουσ 50οC εμφανίηει προϊόν 

ςτισ 450bp, δθλαδι φπαρξθ του ιοφ, ενϊ ςτα υπόλοιπα δείγματα δεν εμφανίηεται 

ςιμα ςτισ 450bp. Η εικόνα αυτι ςυμφωνεί και με τα αποτελζςματα παρατιρθςθσ 

των κυτταροκαλλιεργειϊν κακϊσ ςτουσ 50οC είχαμε εμφάνιςθ CPE εξαιτίασ του ιοφ. 

΢φμφωνα με τθν εικόνα των κυτταροκαλλιεργειϊν αναμζναμε τθν εμφάνιςθ 

ςιματοσ ςτισ 450bp και ςτο δείγμα που αδρανοποιικθκε ςτουσ 60οC, ωςτόςο δεν 

ζδωςε ειδικό προϊόν ςτθν θλεκτροφόρθςθ. Οι μπάντεσ που εμφανίηονται ςτο κάτω 

μζροσ τθσ πθκτισ προζρχονται από τουσ εκκινθτζσ τθσ αντίδραςθσ. 

 

 

 

1               2             3            4              5            6   
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RT-PCR ςτθ δεφτερθ ανακαλλιζργεια *1+ και *106] TCID50 του Sabin1 

 

Όπωσ φαίνεται ςτθν εικόνα τθσ θλεκτροφόρθςθσ τα παραπάνω δείγματα 

ςτθν δεφτερθ ανακαλλιζργεια ιταν αρνθτικά ωσ προσ τθν παρουςία του ιοφ κακϊσ 

δεν ανιχνεφεται προϊόν ςτισ 450bp όπου αναμζνεται. Σο γεγονόσ αυτό επιβεβαιϊνει 

και τα αποτελζςματα παρατιρθςθσ των αντίςτοιχων κυτταροκαλλιεργειϊν ωσ προσ 

τθν εμφάνιςθ CPE. 

RT-PCR ςτθ τρίτθ ανακαλλιζργεια *1+ και *106] TCID50 του Sabin1 

 

΢φμφωνα με τθν εικόνα τθσ θλεκτροφόρθςθσ τα παραπάνω δείγματα ςτθν 

τρίτθ ανακαλλιζργεια ιταν αρνθτικά ωσ προσ τθν παρουςία του ιοφ κακϊσ δεν 

ανιχνεφεται προϊόν ςτισ 450bp όπου αναμζνεται. Σο γεγονόσ αυτό επιβεβαιϊνει και 

τα αποτελζςματα παρατιρθςθσ των αντίςτοιχων κυτταροκαλλιεργειϊν ωσ προσ τθν 

εμφάνιςθ CPE. 

1               2       3       4      5      6      7       8 

1                     2        3        4        5        6        7         8    
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 ΢τθ ςυνζχεια τθσ πειραματικισ διαδικαςίασ πραγματοποιικθκε Nested PCR 

τόςο ςτθ δεφτερθ όςο και ςτθν τρίτθ ανακαλλιζργεια των παραπάνω δειγμάτων 

ςυγκζντρωςθσ *1+ TCID50, με ςκοπό τθν ανίχνευςθ του κετικοφ κλϊνου, ςε 

περίπτωςθ που βρίςκεται ςε πολφ χαμθλι ςυγκζντρωςθ κάτω από τα όρια 

ανίχνευςθσ τθσ απλισ PCR, ενιςχφοντασ ζτςι τθν ευαιςκθςία τθσ μεκόδου. Ζτςι 

πραγματοποιικθκε αρχικά μια απλι PCR χρθςιμοποιϊντασ ωσ πρϊτο ηεφγοσ 

εκκινθτϊν τουσ UG52-Flap/UC53-Flap και κατόπιν ακολοφκθςε μια Nested PCR 

χρθςιμοποιϊντασ ωσ δεφτερο ηεφγοσ εκκινθτϊν τουσ ENV1/ENV2 οι οποίοι 

υβριδοποιοφνται πάνω ςτα προϊόντα τθσ πρϊτθσ PCR και οδθγοφν ςτθν παραγωγι 

ενόσ δεφτερου προϊόντοσ μικρότερου μεγζκουσ ςε ςχζςθ με το πρϊτο, το οποίο και 

αναμζνεται ςτισ 150bp ςτθν θλεκτροφόρθςθ. 

Nested PCR ςτθ δεφτερθ ανακαλλιζργεια *1+ TCID50 του Sabin1 

 

Παρατθρϊντασ τθν εικόνα τθσ θλεκτροφόρθςθσ επιβεβαιϊνεται θ απουςία 

του ιοφ από τα δείγματα τθσ δεφτερθσ ανακαλλιζργειασ, όπωσ αναμενόταν και από 

τισ παρατθριςεισ μθ εμφάνιςθσ CPE ςτισ κυτταροκαλλιζρειεσ. ΢τθν θλεκτροφόρθςθ 

ζχει χρθςιμοποιθκεί ωσ κετικόσ μάρτυρασ δείγμα Sabin1 [106] αδρανοποιθμζνο 

ςτουσ 65οC για 30min, το οποίο ςε προθγοφμενθ μοριακι ανάλυςθ είχε δϊςει 

κετικό αποτζλεςμα, δθλαδι φπαρξθ του ιοφ (κζςθ 9). Επιπλζον το νερό τθσ πρϊτθσ 

PCR προενίςχυςθσ όςο και το νερό τθσ Nested PCR δεν παρουςιάηουν επιμόλυνςθ 

γεγονόσ που ςθμαίνει ότι και οι δφο διαδικαςίεσ ζχουν γίνει ςωςτά. 
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Nested PCR ςτθ τρίτθ ανακαλλιζργεια *1+ TCID50 του Sabin1 

 

Από τθν θλεκτροφόρθςθ τθσ Nested PCR για τθν τρίτθ ανακαλλιζργεια 

διαπιςτϊςαμε πωσ και ςε αυτι τθν περίπτωςθ επιβεβαιϊνεται θ απουςία του ιοφ 

όπωσ είχε φανεί και από τισ παρατθριςεισ μθ εμφάνιςθσ CPE των καλλιεργειϊν. Και 

ςε αυτι τθν περίπτωςθ ωσ κετικόσ μάρτυρασ ζχει χρθςιμοποιθκεί δείγμα Sabin1 

[106] αδρανοποιθμζνο ςτουσ 65οC για 30min το οποίο παρουςιάηει προϊόν ςτισ 

150bp και ςυνεπϊσ φπαρξθσ του ιοφ (κζςθ 9). Αντίκετα τόςο το νερό τθσ πρϊτθσ 

PCR προενίςχυςθσ όςο και το νερό τθσ Nested PCR δεν παρουςιάηουν επιμόλυνςθ 

γεγονόσ που ςθμαίνει ότι και οι δφο διαδικαςίεσ ζχουν γίνει ςωςτά. 

 ΢ε επόμενο βιμα τθσ παροφςασ εργαςίασ ελζγχκθκαν τα δείγματα Sabin1 

[106] TCID50 ζπειτα από αδρανοποίθςθ ςτα 25min για τθν παρουςία και για τθν 

αντιγραφικι ενεργότθτα του ιοφ με RT-PCR κακϊσ ςτισ αντίςτοιχεσ 

κυτταροκαλλιζργειεσ όλα τα δείγματα παρουςίαηαν εικόνα CPE. 

 Αφοφ προθγικθκε θ εκχφλιςθ του RNA από τουσ ςωλινεσ των 

κυτταροκαλλιεργειϊν ακολοφκθςε αντίςτροφθ μεταγραφι για τθν μετατροπι του 

RNA ςε cDNA με τθ χριςθ τυχαίου εκκινθτι HEPTAN (N7) για τθν ανίχνευςθ του 

κετικισ πολικότθτασ RNA κλϊνου, PCR με το ηεφγοσ εκκινθτϊν UG52-Flap/UC53-Flap 

και θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ PCR για τθν ανίχνευςθ τθσ φπαρξθσ του ιοφ 

ςτισ 450bp. 

 Για τθν ανίχνευςθ τθσ αντιγραφικισ ενεργότθτασ του ιοφ δεν αρκεί μόνο θ 

ανίχνευςθ του κετικισ πολικότθτασ RNA κλϊνου του ιοφ, αλλά απαιτείται και θ 

ανίχνευςθ του αρνθτικισ πολικότθτασ κλϊνου. Για το λόγο αυτό πραγματοποιικθκε 

επίςθσ ςτα δείγματα εκχφλιςθσ RNA αντίςτροφθ μεταγραφι με τθ χριςθ του 

εκκινθτι EntNS4-RT ο οποίοσ διακζτει μια χαρακτθριςτικι δομι ςτελζχουσ κθλιάσ 

ςτο 5’-άκρο του και μια ειδικι ιικι αλλθλουχία ςτο 3’-άκρο, θ οποία του προςδίδει 

υψθλι εξειδίκευςθ για τθν ανίχνευςθ του αρνθτικοφ κλϊνου. Σο 3’ άκρο του 
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εκκινθτι είναι ςυμπλθρωματικό ςε ςυντθρθμζνθ περιοχι τθσ 5’-UTR του αρνθτικισ 

πολικότθτασ RNA κλϊνου των εντεροϊϊν. Σο 5’ άκρο του εκκινθτι ςτθν περιοχι τθσ 

κθλιάσ φζρει μια ςυγκεκριμζνθ αλλθλουχία θ οποία δεν εντοπίηεται ςτο γονιδίωμα 

των εντεροϊϊν και δθμιουργεί μια κζςθ υβριδιςμοφ του sense εκκινθτι τθσ PCR που 

ακολουκεί. 

 Μετά τθ διαδικαςία τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφισ ακολοφκθςε θ PCR ςτθν 

οποία χρθςιμοποιικθκε το ειδικό ηεφγοσ εκκινθτϊν EntNS2-F/UC53-Flap. Σο 

μζγεκοσ του προϊόντοσ που αναμζνεται ςτθν θλεκτροφόρθςθ είναι 155bp. 

6.3 Αποτελζςματα θλεκτροφόρθςθσ δειγμάτων Sabin1 [106] TCID50 ζπειτα από RT-

PCR ςτα αδρανοποιθμζνα για 25 min δείγματα. 

Ανίχνευςθ κετικισ πολικότθτασ RNA κλϊνου 

 

Με τουσ αρικμοφσ 1. και 2. ςτο υπόμνθμα τθσ θλεκτροφόρθςθσ 

αναφζρονται οι ςωλινεσ κυτταροκαλλιζργειασ. 

Από τθν θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ PCR διαπιςτϊνουμε τθν 

εμφάνιςθ ςιματοσ ςτισ 450bp που υποδθλϊνει τθν παρουςία του κετικισ 

πολικότθτασ RNA κλϊνου, άρα τθν παρουςία του ιοφ ςτισ κυτταροκαλλιζργειεσ 

παρά τθν αδρανοποίθςθ τθν οποία υπζςτθ ςε κάκε κερμοκραςία. Σα αποτελζςματα 

τθσ θλεκτροφόρθςθσ ςυμφωνοφν απόλυτα με τισ παρατθριςεισ των 

κυτταροκαλλιεργειϊν κακϊσ είχαν παρατθρθκεί κυτταροπακογόνεσ αλλοιϊςεισ 

(CPE) εξαιτίασ τθσ παρουςίασ του ιοφ ςτισ καλλιζργειεσ. Σόςο ο αρνθτικόσ μάρτυρασ 

Rd κφτταρα χωρίσ ιό όςο και το νερό τθσ αντίδραςθσ δεν παρουςιάηουν προϊόν ςτισ 

450bp ςυνεπϊσ δεν υπάρχει επιμόλυνςθ και θ PCR ζχει πραγματοποιθκεί ςωςτά. 

Ωσ κετικόσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκε δείγμα κυτταροκαλλιζργειασ που είχε 

μολυνκεί με Sabin1 [106+ ενεργό ιό που παρουςιάηει ςιμα ςτισ 450b (κζςθ 13). 
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Ανίχνευςθ αρνθτικισ πολικότθτασ RNA κλϊνου 

 

Ζπειτα από τθν θλεκτροφόρθςθ για τθν ανίχνευςθ του αρνθτικισ 

πολικότθτασ RNA κλϊνου εμφανίςτθκε προϊόν ςτισ 155bp ςε όλα τα δείγματα, 

γεγονόσ που ςθμαίνει ότι εκτόσ του ότι ο ιόσ υπάρχει είναι και αντιγραφικά ενεργόσ. 

Αυτό μασ οδθγεί ςτο ςυμπζραςμα πωσ παρά τισ κερμικζσ αδρανοποιιςεισ ςτα 

25min ο ιόσ καταφζρνει να ειςζλκει ςτα κφτταρα και διατθρεί τθν αντιγραφικι του 

ενεργότθτα, άρα πολλαπλαςιάηεται. ΢τθν θλεκτροφόρθςθ χρθςιμοποιικθκε ωσ 

κετικόσ μάρτυρασ δείγμα κυτταροκαλλιζργειασ που είχε μολυνκεί με Sabin1 [106] 

ενεργό ιό (κζςθ 7), το οποίο εμφανίηει ειδικό προϊόν ςτισ 155bp. ΢τθν κζςθ οκτϊ 

τθσ πθκτισ όπου ιταν το νερό τθσ αντίδραςθσ δεν εμφανίηεται προϊόν ςτισ 155bp, 

ςυνεπϊσ δεν ζχει γίνει επιμόλυνςθ κατά τθν διεξαγωγι τθσ αντίδραςθσ και θ 

αντίδραςθ ζχει εκτελεςτεί ςωςτά. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    1           2          3          4          5          6          7         8  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:45:25 EEST - 18.223.205.66



 
52 

6.4 Αποτελζςματα θλεκτροφόρθςθσ δειγμάτων Sabin1 [106] TCID50 ζπειτα από 

Nested PCR και Real Time PCR ςτα αδρανοποιθμζνα δείγματα για 30 min.  

Αποτελζςματα Nested PCR 

Για μία πρϊτθ μόλυνςθ ςωλινων κυτταροκαλλιζργειασ ζγινε αδρανοποίθςθ 

Sabin1 [106] ςτισ κερμοκραςίεσ 55οC, 60οC και 65οC. Μετά τθν εκχφλιςθ του RNA 

πραγματοποιικθκε αντίςτροφθ μεταγραφι με τυχαίο εκκινθτι HEPTAN d(N7), 

Nested PCR με τα εκκινθτικά ηεφγθ UG52-Flap/UC53-Flap και ENV1/ENV2 και 

θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ Nested PCR, περιμζνοντασ εμφάνιςθ ςιματοσ 

ςτισ 155bp. 

 

΢τθν θλεκτροφόρθςθ ζχει χρθςιμοποιθκεί ωσ κετικόσ μάρτυρασ δείγμα 

κυτταροκαλλιζργειασ που ζχει μολυνκεί με μθ αδρανοποιθμζνο ιό Sabin1 [106] 

TCID50 (κζςθ 9). Από τθν εικόνα τθσ θλεκτροφόρθςθσ βλζπουμε ότι παρουςιάηουν 

κετικό προϊόν ςυγκρίνοντασ και με τον κετικό μάρτυρα (9), το δείγμα (3) που 

προζρχεται από κυτταροκαλλιζργεια μολυςμζνθ με αδρανοποιθμζνο ιό ςτουσ 65οC, 

το δείγμα (6) που προζρχεται από κυτταροκαλλιζργεια μολυςμζνθ με 

αδρανοποιθμζνο ιό ςτουσ 60οC, κακϊσ και τα δείγματα (7) και (8) που προζρχονται 

από κυτταροκαλλιζργειεσ μολυςμζνεσ με αδρανοποιθμζνο ιό ςτουσ 55οC. Σόςο ο 

αρνθτικόσ μάρτυρασ (2) που προζρχεται από κυτταροκαλλιζργεια μθ μολυςμζνθ με 

ιό όςο και το νερό τθσ προενίςχυςθσ και τθσ Nested PCR δεν παρουςιάηουν ςιμα. 

΢υνεπϊσ δεν ζχει γίνει επιμόλυνςθ των δειγμάτων μεταξφ τουσ και θ αντίδραςθ ζχει 

πραγματοποιθκεί ορκά. Ωςτόςο παρατθρϊντασ τθν εμφάνιςθ κετικοφ ςιματοσ ςε 

ζνα από τα δείγματα των 65οC και 60οC και όχι και ςτισ δφο κυτταροκαλλιζργειεσ 

τουσ δθμιουργικθκαν αμφιβολίεσ και για το λόγο αυτό ςυνεχίςαμε με επανάλθψθ 

των αδρανοποιιςεων ςε αυτζσ τισ κερμοκραςίεσ για 30min κακϊσ και ςε νζεσ 

αδρανοποιιςεισ ςε μεγαλφτερεσ κερμοκραςίεσ. Σα νζα αδρανοποιθμζνα δείγματα 
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χρθςιμοποιικθκαν για τθν μόλυνςθ νζων κυτταροκαλλιεργειϊν και εν ςυνεχεία 

ελζχκθςαν για τθν παρουςία του ιοφ. 

 Ετοιμάςαμε νζεσ κυτταροκαλλιζγειεσ τισ οποίεσ μολφναμε με 

αδρανοποιθμζνο Sabin1 [106] TCID50 ςτισ κερμοκραςίεσ 60οC, 65οC, 70οC και 75οC 

για 30min. ΢τα δείγματα αυτά πραγματοποιικθκε εκχφλιςθ του RNA, αντίςτροφθ 

μεταγραφι με τυχαίο εκκινθτι HEPTAN d(N7), Nested PCR με τα εκκινθτικά ηεφγθ 

UG52-Flap/UC53-Flap και ENV1/ENV2 και θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ 

Nested PCR, περιμζνοντασ εμφάνιςθ ςιματοσ ςτισ 155bp. 

 

΢τθν εικόνα αυτι τθσ θλεκτροφόρθςθσ παρατθροφμε ότι ανιχνεφεται ο ιόσ 

παρά τθν αδρανοποίθςθ που ζχει υποςτεί ςτισ κερμοκραςίεσ 60οC, 65οC (ςτισ 

κζςεισ 7, 8, 9 και 10) και ςτουσ δφο ςωλινεσ κυτταροκαλλιζργειασ από τουσ 

οποίουσ προζρχεται κάκε δείγμα κακϊσ ζχουμε εμφάνιςθ προϊόντοσ ςτισ 155bp 

όμοιο με αυτό του κετικοφ μάρτυρα (προζρχεται από κυτταροκαλλιζργεια 

μολυςμζνθ με μθ αδρανοποιθμζνο ιό Sabin1 [106] TCID50). ΢τισ υπόλοιπεσ 

κερμοκραςίεσ αδρανοποίθςθσ 70οC και 75οC (κζςεισ 3, 4, 5, 6) δεν παρατθρείται 

ςιμα ςτισ 155bp ςυνεπϊσ θ αδρανοποίθςθ ζχει επιτφχει και ο ιόσ κατζςτθ ανίκανοσ 

να ειςζλκει ςτα κφτταρα. Ο αρνθτικόσ μάρτυρασ (κζςθ 2) όπωσ και τα νερά τθσ 

προενίςχυςθσ και τθσ Nested PCR (κζςεισ 12 και 13) επίςθσ δεν εμφανίηουν ςιμα 

ςτθν θλεκτροφόρθςθ που αποδεικνφει πωσ δεν ζχει υπάρξει επιμόλυνςθ μεταξφ 

των δειγμάτων και θ αντίδραςθ ζχει τελεςτεί ορκά. 
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Αποτελζςματα Real Time PCR 

 Η πρϊτθ Real Time PCR πραγματοποιικθκε ςε πλαςμίδια Sabin1 ςε 

ςειριακζσ αραιϊςεισ 10-2,10-3,10-4,10-5,10-6,10-7,10-8,10-9 και 10-10,με το εκκινθτικό 

ηεφγοσ ENV1/ENV2 με ςκοπό των προςδιοριςμό των πλαςμιδιακϊν αντιγράφων 

μζςω τθσ καταςκευισ τθσ πρότυπθσ καμπφλθσ ανάλογα με το Ct (Cycle threshold), ο 

κφκλοσ ςτον οποίο θ τιμι φκοριςμοφ υπερβαίνει τθν ουδό (threshold)). Σο 

πλαςμίδιο Sabin1 είχε καταςκευαςτεί ςτο εργαςτιριο για προθγοφμενεσ μελζτεσ.  

Οι ςειριακζσ αραιϊςεισ του πλαςμιδίου Sabin1 10-2,10-3,10-4,10-5,10-6,10-7,  

10-8,10-9 και 10-10 παρουςίαςαν με βάςθ το Amplification Plot και το Dissociation 

Curve μια καλι γραμμικότθτα και εξειδίκευςθ αντίςτοιχα. 

 Ακολοφκθςε μια δεφτερθ Real Time PCR ςτισ ςειριακζσ αραιϊςεισ των 

πλαςμιδίων Sabin1 10-1,10-2,10-3,10-4,10-5,10-6,10-7,10-8 και ςτισ ςειριακζσ αραιϊςεισ 

του ςτελζχουσ Sabin1 με ιικό τίτλο 106,105,104,103,102,10 και 1 με το εκκινθτικό 

ηεφγοσ ENV1/ENV2 που είχε ωσ ςκοπό τθν καταςκευι μιασ δεφτερθσ πρότυπθσ 

καμπφλθσ για τον προςδιοριςμό του TCID50 των ιικϊν δειγμάτων ανάλογα με τα 

πλαςμιδιακά αντίγραφα. Ζτςι ςε επόμενεσ Real Time PCR ςτα υπό μελζτθ δείγματα 

κα είναι δυνατόν να εκφραςτεί ο αρικμόσ των αντιγράφων τουσ ι το TCID50 τουσ 

ανάλογα με το Ct εμφάνιςισ τουσ.  

 

        Εικόνα 14: Aplification Plots. Αποτελζςματα τθσ Real Time για τισ πλαςμιδιακζσ Sabin1 
ςειριακζσ αραιϊςεισ. 

Από το Amplification Plots βλζπουμε πωσ το ζνα αντίγραφο αντιςτοιχεί ςτθν 

αραίωςθ 10-7. 
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         Εικόνα 15: Dissociation Curve των πλαςμιδιακϊν Sabin1 ςειριακϊν αραιϊςεων. 

 

 

       Εικόνα 16: Πρότυπθ καμπφλθ πλαςμιδιακϊν Sabin1 ςειριακϊν αραιϊςεων. 
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          Εικόνα 17:Aplification Plots. Αποτελζςματα τθσ Real Time για τισ Sabin1 ςειριακζσ αραιϊςεισ. 

 

 

          Εικόνα 18: Dissociation Curve των Sabin1 ςειριακϊν αραιϊςεων. 
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         Εικόνα 10: Πρότυπθ καμπφλθ ςυςχζτιςθσ TCID50 με το Ct. 

 

 

Εικόνα 11: Πρότυπθ καμπφλθ ςυςχετιςμοφ TCID50 με τον αρικμό αντιγράφων. 

 ΢τθ ςυνζχεια ζγινε μία τρίτθ Real Time με το εκκινθτικό ηεφγοσ ENV1/ENV2 

ςε δείγματα Sabin1 [106] τα οποία μετά τθν αδρανοποίθςι τουσ ςτισ κερμοκραςίεσ 

50οC,55οC,60οC,65οC,70οC και 75οC, ενοφκαλμίςτθκαν ςε κυτταροκαλλιζργειεσ και 

μετά το πζρασ των πζντε θμερϊν εκχυλίςτθκε το RNA τουσ και ζγινε RT με τυχαίο 

εκκινθτι HEPTAN d(N7) και ςε δείγματα Sabin1 [106+ τα οποία αδρανοποιικθκαν 
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ςτισ ίδιεσ κερμοκραςίεσ αλλά δεν ενοφκαλμίςτθκαν ςε κυτταροκαλλιζργειεσ αλλά 

ακολοφκθςαν και αυτά τθν ίδια διαδικαςία τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφισ με τα 

δείγματα από τισ κυτταροκαλλιζργειεσ. ΢το ςφνολο των δειγμάτων ζγινε ςφγκριςθ 

ανάλογα με τθν κερμοκραςία αδρανοποίθςθσ ςτα δείγματα που περάςτθκαν ςε 

κυτταροκαλλιζργειεσ και ςε εκείνα που απλά αδρανοποιικθκαν με τθν πρότυπθ 

καμπφλθ που είχε καταςκευαςτεί με ςκοπό τον υπολογιςμό του TCID50. ΢τισ εικόνεσ 

που ακολουκοφν παρουςιάηονται τα Amplification Plots για τθν κάκε κερμοκραςία 

αδρανοποίθςθσ και το Dissociation Curve για το ςφνολο των δειγμάτων όπου 

παρατθρείται ότι εμφανίηουν όλα τα δείγματα κοινι κορυφι που αντιπροςωπεφει 

τθν παρουςία του ιοφ. 

 

        Εικόνα 19: Dissociation Curve των αδρανοποιθμζνων δειγμάτων που ενοφκαλμίςτθκαν ςε 
κυτταροκαλλιζργειεσ, των αδρανοποιθμζνων δειγμάτων που δεν πζραςαν από 
κυτταροκαλλιζργεια, του κετικοφ μάρτυρα-ενεργοφ Sabin1 [10

6
+ και του νεροφ τθσ αντίδραςθσ. 
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       Εικόνα20: Amplification Plots Sabin1 [106] 75oC. B2 και B3 είναι τα δείγματα που 
αδρανοποιικθκαν και ενοφκαλμίςτθκαν ςε κυτταροκαλλιζργεια, ενϊ D5 και D6 τα δείγματα που 
αδρανοποιικθκαν αλλά δεν περάςτθκαν από κυτταροκαλλιζργεια. 

 

         
Εικόνα21: Amplification Plots Sabin1 [106] 70oC. B2 και B3 είναι τα δείγματα που 
αδρανοποιικθκαν και ενοφκαλμίςτθκαν ςε κυτταροκαλλιζργεια, ενϊ D7και D8 τα δείγματα που 
αδρανοποιικθκαν αλλά δεν περάςτθκαν από κυτταροκαλλιζργεια. 
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        Εικόνα22: Amplification Plots Sabin1 [106] 65oC. B6 και B7 είναι τα δείγματα που 
αδρανοποιικθκαν και ενοφκαλμίςτθκαν ςε κυτταροκαλλιζργεια, ενϊ D9 και D10 τα δείγματα που 
αδρανοποιικθκαν αλλά δεν περάςτθκαν από κυτταροκαλλιζργεια. 

 

 

        Εικόνα23: Amplification Plots Sabin1 [106] 60oC. B8 και B9 είναι τα δείγματα που 
αδρανοποιικθκαν και ενοφκαλμίςτθκαν ςε κυτταροκαλλιζργεια, ενϊ G2 και G3 τα δείγματα που 
αδρανοποιικθκαν αλλά δεν περάςτθκαν από κυτταροκαλλιζργεια. 
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       Εικόνα24: Amplification Plots Sabin1 [10
6
] 55

o
C. B10 και B11 είναι τα δείγματα που 

αδρανοποιικθκαν και ενοφκαλμίςτθκαν ςε κυτταροκαλλιζργεια, ενϊ G4 και G5 τα δείγματα που 
αδρανοποιικθκαν αλλά δεν περάςτθκαν από κυτταροκαλλιζργεια. 

 

 

        Εικόνα25: Amplification Plots Sabin1 [106] 50oC. D2 και D3 είναι τα δείγματα που 
αδρανοποιικθκαν και ενοφκαλμίςτθκαν ςε κυτταροκαλλιζργεια, ενϊ G6 και G7 τα δείγματα που 
αδρανοποιικθκαν αλλά δεν περάςτθκαν από κυτταροκαλλιζργεια. 
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Εικόνα 26: Γράφθμα ςυςχζτιςθσ κερμοκραςίασ αδρανοποίθςθσ με TCID50 ςε δείγματα Sabin1 [10
6
] 

μετά από κυτταροκαλλιζργεια και χωρίσ το πζραςμα από κυτταροκαλλιζργεια. 

Από το παραπάνω γράφθμα ςυμπαιρζνουμε πωσ όςο αυξάνεται θ 
κερμοκραςία αδρανοποίθςθσ μειϊνεται ο ιικόσ τίτλοσ, άρα και ο αρικμόσ των ιικϊν 
αντιγράφων και ςτα δείγματα που περάςτθκαν από κυτταροκαλλιζργεια αλλά και 
ςτα δείγματα που δεν περάςτθκαν από κυτταροκαλλιζργεια. ΢υγκρίνοντασ μεταξφ 
τουσ τα δείγματα που περάςτθκαν από κυτταροκαλλιζργεια με τα αντίςτοιχα που 
δεν περάςτθκαν διαπιςτϊνουμε μεγαλφτερθ μείωςθ του ιικοφ τίτλου ςτα δείγματα 
που ενοφκαλμίςτθκαν ςε κυτταροκαλλιζργειεσ από τα αντίςτοιχα που δεν 
ενοφκαλμίςτθκαν. ΢ε κερμοκραςίεσ αδρανοποίθςθσ μικρότερεσ των 60οC αν και 
αρχικά παρατθρείται μείωςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του ιοφ ςε ςχζςθ με τθν αρχικι 
ςυγκζντρωςθ, μετά το πζραςμα ςε κυτταροκαλλιζργεια θ ςυγκζντρωςθ του 
αυξάνεται, υποδεικνφοντασ ότι ο ιόσ δεν ζχει αδρανοποιθκεί επαρκϊσ. 

 Για τα δείγματα Sabin1 [106] πραγματοποικθκαν για μία τελευταία φορά 
αδρανοποιιςεισ ςτισ κερμοκραςίεσ 50οC, 55οC, 60οC, 65οC, 70οC, 75οC,78οC και 80οC, 
ενοφκαλμίςτθκαν ςε κυτταροκαλλιζργειεσ, ζγινε εκχφλιςθ του RNA και Real Time 
PCR με το εκκινθτικό ηεφγοσ ENV1/ENV2. Σα αποτελζςματα τθσ Real Time 
παρουςιάηονται ςτισ παρακάτω εικόνεσ μζςω του Amplification Plots και του 
Dissociation Curve. Από αυτά ςυμπεραίνουμε πωσ ςτισ υψθλζσ κερμοκραςίεσ 
αδρανοποίθςθσ 78οC και 80οC υπάρχει αδρανοποίθςθ του ιοφ κακϊσ το Ct ςε αυτζσ 
τισ κερμοκραςίεσ εμφανίηεται πολφ κοντά ςτον τριακοςτό πζμπτο κφκλο που είναι 
και το τζλοσ τθσ αντίδραςθσ. Αντίκετα ςτισ μικρότερεσ κερμοκραςίεσ όπωσ οι 50οC 
φαίνεται να μθν αδρανοποιοφν τον ιό κακϊσ το Ct τουσ είναι πολφ κοντά ςτον 
κετικό μάρτυρα (ενεργόσ ιόσ). ΢τισ ενδιάμεςεσ κερμοκραςίεσ 60οC, 65οC, 70οC και 
75οC παρατθρείται μερικι αδρανοποίθςθ του ιοφ ο οποίοσ όμωσ ςταδιακά ανάλογα 
με τθ κερμοκραςία κζρμανςθσ καταφζρνει να ανακάμψει και να διειςδφςει ςτα 
κφτταρα ϊςτε να επάγει τον πολλαπλαςιαςμό του. ΢τισ κερμοκραςίεσ αυτζσ το Ct 
τθσ αντίδραςθσ αυξάνεται εφόςον ο ιόσ ζχει χαμθλότερο ιικό τίτλο.   

Μζςω του Dissociation Curve βλζπουμε τθν ειδικότθτα του προϊόντοσ και 
ςυνεπϊσ τθν εξειδίκευςθ τθσ αντίδραςθσ.  
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      Εικόνα 27: Amplification Plots τθσ Real Time για το ςφνολο των αδρανοποιθμζνων δειγμάτων 
Sabin1 [106] TCID50, του κετικοφ μάρτυρα και των αρνθτικϊν μαρτφρων. 

 

 

          Εικόνα 28: Dissociation Curveτθσ Real Time για το ςφνολο των αδρανοποιθμζνων δειγμάτων 
Sabin1 [106] TCID50, του κετικοφ μάρτυρα και των αρνθτικϊν μαρτφρων. 
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6.5 Αποτελζςματα Real Time PCR για δείγματα Sabin1 [10] TCID50 

 Για το ςτζλεχοσ Sabin1 [10] TCID50 πραγματοποιικθκαν δφο φορζσ 

αδρανοποιιςεισ ςε διαφορετικζσ κερμοκραςίεσ. Σθν πρϊτθ φορά ζγιναν 

αδρανοποιιςεισ των δειγμάτων ςτισ κερμοκραςίεσ 45οC, 50οC και 55οC. Σα δείγματα 

ενοφκαλμίςτθκαν ςε κυτταροκαλλιζργειεσ και ςτθ ςυνζχεια υποβλικθκαν ςε 

εκχφλιςθ RNA, ςε αντίςτροφθ μεταγραφι με τυχαίο εκκινθτι HEPTAN d(N7) και 

Real Time PCR με το εκκινθτικό ηεφγοσ ENV1/ENV2. Από τα αποτελζςματα τθσ Real 

Time PCR διαπιςτϊςαμε πωσ δεν είχε γίνει εντελϊσ αδρανοποίθςθ του ιοφ αφοφ 

ακόμα και ςτουσ 55οC ο ιόσ περνοφςε ςτα κφτταρα. Για το λόγο αυτό ςυνεχίςαμε με 

αδρανοποιιςεισ δειγμάτων Sabin1 [10] TCID50 ςτισ κερμοκραςίεσ 58οC, 60οC, 65οC 

και 70οC. Σα δείγματα αυτά χρθςιμοποιικθκαν για νζα μόλυνςθ 

κυτταροκαλλιεργειϊν, υποβλικθκαν ςε εκχφλιςθ RNA, ςε αντίςτροφθ μεταγραφι 

με τυχαίο εκκινθτι HEPTAN d(N7) και Real Time PCR με το εκκινθτικό ηεφγοσ 

ENV1/ENV2. Από τα αποτελζςματα τθσ δεφτερθσ Real Time PCR διαπιςτϊςαμε πωσ 

το ςτζλεχοσ Sabin1 [10] TCID50 αδρανοποιείται μεταξφ 58οC και 60οC αφοφ εκεί 

ςταματά να εμφανίηει Ct θ αντίδραςθ.  

 

 

      Εικόνα29: Amplification Plots πρϊτθσ Real Time PCR για το ςτζλεχοσ Sabin1 [10] TCID50. 
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        Εικόνα30: Dissociation Curve πρϊτθσ Real Time PCR για το ςτζλεχοσ Sabin1 [10] TCID50. 

 

 

       Εικόνα 31: Aplification Plots τθσ δεφτερθσ Real Time PCR για το ςτζλεχοσ Sabin1 [10] TCID50. 
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         Εικόνα 32: Dissociation Curve τθσ δεφτερθσ Real Time PCR για το ςτζλεχοσ Sabin1 [10] TCID50. 
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6.6 Αποτελζςματα θλεκτροφόρθςθσ δειγμάτων Sabin1 [106]και *10+ TCID50 ζπειτα 

από LAMP ςτα αδρανοποιθμζνα δείγματα για 30 min. 

 Σα δείγματα Sabin1 [106] ςε κερμοκραςίεσ αδρανοποίθςθσ 55οC, 60οC, 65οC, 

70οC, 75οC, 78οC, 80οC και [10] TCID50 ςε κερμοκραςίεσ αδρανοποίθςθσ 55οC, 58οC, 

60οC, 65οC, 70οC για 30min υποβλικθκαν ςε εκχφλιςθ του RNA, αντίςτροφθ 

μεταγραφι με τυχαίο εκκινθτι HEPTAN d(N7) και LAMP με τα εκκινθτικά ηεφγθ 

FIP/BIB και F3/B3. Σα προϊόντα τθσ LAMP θλεκτροφορικθκαν με ςκοπό τθν 

ανίχνευςθ ηωνϊςεων ςτα κετικά δείγματα που προςομοιάηουν τθν εικόνα 

ηωνϊςεων του κετικοφ μάρτυρα τθσ αντίδραςθσ. 

  

Sabin1 [106]   

 

 

Sabin1 [10]   

 

    1       2     3      4      5      6      7     8      9    10  11 
 

      1       2       3       4       5        6      7       8        9     
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Από τισ δφο θλεκτροφοριςεισ των προϊόντων τθσ LAMP επιβεβαιϊνονται τα 
αποτελζςματα τθσ Real Time PCR. Για τα δείγματα του Sabin1 [106] TCID50 
παρατθροφμε ζντονθ εμφάνιςθ ηωνϊςεων ςτο δείγμα (2) που είναι 
αδρανοποιθμζνο ςτουσ 55oC αντίςτοιχθ με αυτι του κετικοφ μάρτυρα (9) που είναι 
μθ αδρανοποιθμζνοσ ιόσ Sabin1 [106] TCID50, γεγονόσ που μασ οδθγεί ςτο 
ςυμπζραςμα πωσ θ κερμοκραςία αυτι δεν είναι κατάλλθλθ για τθν πλιρθ 
αδρανοποίθςθ του ιοφ. ΢τουσ 60oC και 65oC (δείγματα (3) και (4)) παρατθροφμε 
λιγότερο ζντονεσ ηωνϊςεισ που αποδεικνφουν ότι μζςω τθσ αδρανοποίθςθσ ςε 
αυτζσ τισ κερμοκραςίεσ ο ιικόσ τίτλοσ μειϊνεται, ενϊ ςε υψθλότερεσ κερμοκραςίεσ 
70oC, 75oC, 78oC και 80oC δεν παρατθροφμε ηωνϊςεισ γεγονόσ που αποδεικνφει είτε 
ότι ο ιικόσ τίτλοσ μειϊκθκε πάρα πολφ λόγω τθσ αδρανοποίθςθσ, είτε ότι γίνεται 
πλιρθσ αδρανοποίθςθ του ιοφ ςε αυτζσ τισ κερμοκραςίεσ. Σόςο ο αρνθτικόσ 
μάρτυρασ, δείγμα (10) όςο και το νερό τθσ αντίδραςθσ, δείγμα (11) δεν εμφανίηουν 
ηωνϊςεισ, ςυνεπϊσ δεν υπάρχει επιμόλυνςθ και θ αντίδραςθ ζχει πραγματοποιθκεί 
ςωςτά. 

΢ε ότι αφορά τα δείγματα Sabin1 [10] TCID50 ςτθν εικόνα τθσ θλεκτροφόρθςθσ 
παρατθροφμε ζντονεσ ηωνϊςεισ ςτο δείγμα (2) που ζχει αδρανοποιθκεί ςτουσ 55oC 
αντίςτοιχθ με αυτι του κετικοφ μάρτυρα, μθ αδρανοποιθμζνου Sabin1 [10] TCID50 
δείγμα (7), γεγονόσ που μασ οδθγεί ςτο ςυμπζραςμα πωσ θ κερμοκραςία αυτι δεν 
είναι κατάλλθλθ για τθν πλιρθ αδρανοποίθςθ του ιοφ. ΢υνεχίηοντασ ςε υψθλότερεσ 
κερμοκραςίεσ αδρανοποίθςθσ δεν εμφανίηονται ηωνϊςεισ ςτα δείγματα (3, 4, 5, 6). 
΢υνεπϊσ από τουσ 58oC παρατθρείται αδρανοποίθςθ του ιοφ. Η αντίδραςθ ζχει 
πραγματοποιθκεί ορκά χωρίσ κάποια επιμόλυνςθ κακϊσ δεν παρατθροφνται 
ηωνϊςεισ οφτε ςτον αρνθτικό μάρτυρα, δείγμα (8) οφτε και ςτο νερό τθσ 
αντίδραςθσ, δείγμα (9). 
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Δ) ΢υηιτθςθ 

Οι εντεροϊοί ανικουν ςτθν οικογζνεια Picornaviridae και ςτο γζνοσ 

Enterovirus. Σο γονιδίωμα τουσ είναι μονόκλωνο RNA κετικισ πολικότθτασ (+)ssRNA 

μικουσ περίπου 7.500 βάςεων, το οποίο περιβάλλεται αποκλειςτικά από ζνα 

πρωτεϊνικό καψίδιο εικοςαεδρικισ ςυμμετρίασ. 

Οι εντεροϊοί, ανικουν ςτουσ πιο κοινοφσ ιοφσ που προςβάλλουν τον 

άνκρωπο παγκοςμίωσ (Khetsuriani N. et all, (2006)). ΢χετίηονται με διάφορεσ 

αςκζνειεσ ςτον άνκρωπο, οι οποίεσ προκαλοφν ζνα ευρφ φάςμα κλινικϊν 

ςυμπτωμάτων το οποίο κυμαίνεται από αςυμπτωματικζσ μολφνςεισ ζωσ και 

ςοβαρζσ αςκζνειεσ. ΢υγκεκριμζνα παραδείγματα αποτελοφν: το κοινό κρυολόγθμα, 

θ αςκζνεια των χεριϊν, των ποδιϊν και του ςτόματοσ (HFMD), οξεία χαλαρι 

παράλυςθ, άςθπτθ μθνιγγίτιδα και μυοκαρδίτιδα (Kargar M. et all, (2009) & 

Pallansch M. A. et all, (2001)). 

Η μετάδοςθ των εντεροϊϊν πραγματοποιείται κυρίωσ μζςω του ςτόματοσ 

και των κοπράνων (Rajtar B. et all, (2008)). Η επαφι με νερό, φαγθτό και χϊμα με 

μολυςμζνα κόπρανα, μπορεί να οδθγιςει ςτθ μετάδοςθ μζςω τθσ κοπρανο-

ςτοματικισ οδοφ (Lee H. K. et all, (2004) & Rajtar B. et all, (2008)). Ζνασ μεγάλοσ 

αρικμόσ εντεροϊϊν ζχει ανιχνευκεί τόςο ςε περιβαλλοντικά και κλινικά δείγματα 

κακϊσ και ςε διάφορα τρόφιμα (Nicholson F. et all, (1994) & Kopecka H. et all, 

(1993) & Iritani N. et all, (2014)). 

Για το λόγο αυτό, είναι απαραίτθτθ θ ςυνεχισ παρακολοφκθςθ των 

δειγμάτων για τυχόν φπαρξθ διαφόρων ςτελεχϊν εντεροϊϊν, αλλά και ο ζλεγχοσ τθσ 

αντιγραφικισ ενεργότθτασ τουσ, κακϊσ θ ανίχνευςθ αποκλειςτικά του 

γονιδιϊματόσ τουσ δεν είναι αρκετι για να κατανοιςουμε πικανζσ δυςμενείσ 

επιπτϊςεισ που μποροφν να προκλθκοφν. 

Κατά τον κφκλο ηωισ ενόσ εντεροϊοφ, αυτό που τον κακιςτά αντιγραφικά 

ενεργό και επομζνωσ ικανό να μολφνει το κφτταρο ξενιςτι είναι θ φπαρξθ του 

κλϊνου αρνθτικισ πολικότθτασ (Li Y. et all, (2002)). Ζνασ ςυνικθσ τρόποσ για τον 

ζλεγχο τθσ αντιγραφικισ ενεργότθτασ ςτουσ εντεροϊοφσ είναι μζςω ανάπτυξισ τουσ 

ςε κυτταροκαλλιζργειεσ και παρακολοφκθςθ για κυτταροπακογόνο δράςθ ι αλλιϊσ 

CPE. Παρά το γεγονόσ όμωσ ότι μπορεί να δϊςει μία καλι ζνδειξθ για το πϊσ ζνασ 

εντεροιόσ μπορεί να ολοκλθρϊςει τον κφκλο ηωισ του μζςα ςτο κφτταρο (μζςω τθσ 

διαδικαςίασ λφςθσ και τθν εμφάνιςθ κυτταρικϊν αλλοιϊςεων), δεν παρουςιάηει 

μεγάλθ ειδικότθτα αλλά και ευαιςκθςία. Μειονζκτθμα επίςθσ τθσ παροφςασ 

προςζγγιςθσ, αποτελεί ο χρόνοσ που χρειάηεται για να ολοκλθρωκεί θ διαδικαςία. 

Σο ςθμαντικότερο πρόβλθμα που αντιμετωπίηει όμωσ, είναι πωσ οριςμζνα ςτελζχθ 

εντεροϊϊν δεν προκαλοφν κυτταρικζσ αλλοιϊςεισ ςε υπάρχουςεσ διακζςιμεσ 

κυτταρικζσ ςειρζσ, με αποτζλεςμα να μθν μπορεί να γίνει διάκριςθ για το αν τελικά 
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ο ιόσ είναι ενεργόσ αντιγραφικά ι όχι. Για αυτό πλζον, θ ανάπτυξθ μοριακϊν 

τεχνικϊν τείνει να αντικαταςτιςει τον παραδοςιακό τρόπο χριςθσ 

κυτταροκαλλιεργειϊν και ζχει οδθγιςει ςτθν γριγορθ και ειδικι ανίχνευςθ τόςο 

του κετικισ πολικότθτασ κλϊνου όςο και του  κλϊνου αρνθτικισ πολικότθτασ 

(Bhattacharya S. S. et all, (2004)). 

΢τθν παροφςα εργαςία, ζγινε παρακολοφκθςθ τθσ αποτελεςματικότθτασ 

κερμικισ αδρανοποίθςθσ του εμβολιακοφ ςτελζχουσ Sabin1 [106+, *10+ και *1+ TCID50 

μζςω κυτταροκαλλιζργειασ και μιασ ςφγχρονθσ αντίςτροφθσ μεταγραφισ (RT)-Loop 

Mediated Isothermal Amplification. ΢το πρϊτο μζροσ τθσ εργαςίασ 

πραγματοποιικθκε κερμικι αδρανοποίθςθ του εμβολιακοφ ςτελζχουσ Sabin1 ςε 

διαδοχικζσ κερμοκραςίεσ με ςκοπό τον εντοπιςμό τθσ βζλτιςτθσ κερμοκραςίασ 

αδρανοποίθςθσ. ΢το δεφτερο μζροσ τθσ εργαςίασ πραγματοποιικθκε μόλυνςθ των 

κυτταροκαλλιεργειϊν με τα αδρανοποιθμζνα δείγματα Sabin1 και παρακολοφκθςθ 

τουσ για τθν εμφάνιςθ CPE. ΢το τρίτο μζροσ τθσ εργαςίασ ακολοφκθςε απομόνωςθ 

του γονιδιϊματοσ του ιοφ από τισ κυτταροκαλλιζργειεσ, μετατροπι του RNA ςε DNA 

μζςω αντίςτροφθσ μεταγραφισ και ζλεγχοσ για τθν παρουςία αντιγραφικά ενεργϊν 

εντεροϊϊν μζςω Real Time PCR. ΢το τζταρτο και τελευταίο μζροσ τθσ εργαςίασ ζγινε 

επαλικευςθ των προθγοφμενων αποτελεςμάτων αδρανοποίθςθσ του ςτελζχουσ 

Sabin1 ςε κάκε κερμοκραςία, μζςω μιασ γριγορθσ και ευαίςκθτθσ τεχνικισ 

αντίςτροφθσ μεταγραφισ (RT)-Loop Mediated Isothermal Amplification. 

Πιο αναλυτικά, αρχικά πραγματοποιικθκαν αδρανοποιιςεισ του 

εμβολιακοφ ςτελζχουσ Sabin1 ςε διάφορεσ κερμοκραςίεσ και ςε ςυγκεντρϊςεισ *1+, 

*10+ και *106] TCID50, ςφμφωνα με τθν διαδικαςία αδρανοποίθςθσ που ζχει 

προαναφερκεί. Σα αδρανοποιθμζνα δείγματα χρθςιμοποιικθκαν για τθν μόλυνςθ 

κυτταροκαλλιεργειϊν και τθν παρακολοφκθςθ εμφάνιςθσ κυτταροπακογόνου 

δράςθσ (CPE) του ιοφ μζςω των κυτταρικϊν αλλοιϊςεων που προκαλοφςε.  

Σο ςτζλεχοσ Sabin1 [1] TCID50, αδρανοποίθκθκε για 20min ςτισ 

κερμοκραςίεσ 50οC, 60οC και 70οC και ενοφκαλμίςτθκε ςε κυτταροκαλλιζργειεσ. 

Ακολοφκθςε δεφτερθ και τρίτθ ανακαλλιζργεια των δειγμάτων χωρίσ ωςτόςο να 

παρατθρθκοφν ςε καμία κυτταρικζσ αλλοιϊςεισ λόγω τθσ κυτταροπακογόνου 

δράςθσ του ιοφ. Η δεφτερθ και θ τρίτθ ανακαλλιζργεια ελζχκθςαν για τθν παρουςία 

του κετικισ πολικότθτασ κλϊνου με RT-PCR με τυχαίο εκκινθτι για τθν αντίςτροφθ 

μεταγραφι, HEPTAN d(N7), και το εκκινθτικό ηεφγοσ UG52-Flap/UC53-Flap που 

ςτοχεφει ςτθν 5’-αμετάφραςτθ περιοχι του κετικοφ κλϊνου ςτθν PCR. Από τθν 

θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ PCR ςτθν δεφτερθ και ςτθν τρίτθ 

ανακαλλιζργεια δεν εμφανίςτθκε προϊόν γεγονόσ που επιβεβαιϊνει τισ 

παρατθριςεισ μθ εμφάνιςθσ CPE ςτισ κυτταροκαλλιζργειεσ. ΢τθ ςυνζχεια τθσ 

πειραματικισ διαδικαςίασ πραγματοποιικθκε Nested PCR με το ηεφγοσ εκκινθτϊν 

ENV1/ENV2 τόςο ςτθ δεφτερθ όςο και ςτθν τρίτθ ανακαλλιζργεια των παραπάνω 
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δειγμάτων ςυγκζντρωςθσ *1+ TCID50, με ςκοπό τθν ανίχνευςθ του κετικοφ κλϊνου, 

ςε περίπτωςθ που βρίςκεται ςε πολφ χαμθλι ςυγκζντρωςθ κάτω από τα όρια 

ανίχνευςθσ τθσ απλισ PCR, ενιςχφοντασ ζτςι τθν ευαιςκθςία τθσ μεκόδου. Από τισ 

θλεκτροφοριςεισ των προϊόντων τθσ Nested PCR επαλθκεφτθκαν οι παρατθριςεισ 

μθ εμφάνιςθσ CPE ςτισ κυτταροκαλλιζργειεσ. Σα παραπάνω μασ οδθγοφν ςτο 

ςυμπζραςμα πωσ ο Sabin1 [1] TCID50 αδρανοποιείται ςε ςχετικά χαμθλι 

κερμοκραςία, ενϊ επίςθσ είναι γνωςτό και από προθγοφμενεσ κινθτικζσ μελζτεσ 

ςτο εργαςτιριο πωσ χρειάηεται περιςςότερο χρόνο για  να ξεκινιςει τθ μεταγραφι 

του μζςα ςτο κφτταρο ξενιςτι ςε ςχζςθ με μεγαλφτερθ ςυγκζντρωςθ όπωσ *106] 

όπου ξεκινά εντόσ τεςςάρων ωρϊν από τθ μόλυνςθ του κυττάρου. 

Σο ςτζλεχοσ Sabin1 [10] TCID50 αδρανοποιικθκε για 30min ςτισ 

κερμοκραςίεσ 45οC, 50οC, 55οC, 58οC, 60οC, 65οC και 70οC. Σα δείγματα 

χρθςιμοποιικθκαν για τθν μόλυνςθ κυτταροκαλλιεργειϊν οι οποίεσ 

παρατθρικθκαν και ςθμειϊκθκε εμφάνιςθ CPE μζχρι και τουσ 55οC ενϊ ςτισ 

υψθλότερεσ κερμοκραςίεσ τθν πζμπτθ θμζρα παρακολοφκθςθσ ςθμειϊκθκε 

εμφάνιςθ πολφ μικρισ κυτταρικισ αλλοίωςθσ. Σα παραπάνω δείγματα ςτθ ςυνζχεια 

ελζχκθςαν με RT-Real Time PCR με τυχαίο εκκινθτι για τθν αντίςτροφθ μεταγραφι, 

HEPTAN d(N7) και το εκκινθτικό ηεφγοσ ENV1/ENV2 για τθν Real Time PCR. Από τθν 

Real Time PCR διαπιςτϊκθκε πωσ δεν αδρανοποιείται ο ιόσ ςτισ κερμοκραςίεσ 45οC, 

50οC και 55οC κακϊσ εμφάνιηαν πολφ μικρό Ct ςτθν αντίδραςθ και ότι 

αδρανοποιείται μεταξφ 58οC και 60οC αφοφ εκεί ςταματά να εμφανίηει Ct θ 

αντίδραςθ. Σζλοσ τα δείγματα 55οC, 58οC, 60οC, 65οC και 70οC υποβλικθκαν και ςε 

LAMP με τα εκκινθτικά ηεφγθ FIP/BIP και F3/B3 τα αποτελζςματα τθσ οποίασ 

επιβεβαίωςαν τα αποτελζςματα τθσ Real Time PCR κακϊσ και των παρατθριςεων 

εμφάνιςθσ CPE ςτισ κυτταροκαλλιζργειεσ ςε πολφ λίγο χρόνο (45min).    

΢ε ότι αφορά το ςτζλεχοσ Sabin1 [106] TCID50 υποβλικθκε ςε τρεισ 
διαφορετικοφσ κφκλουσ αδρανοποιιςεων. ΢τον πρϊτο κφκλο πραγματοποιικθκαν 
αδρανοποιιςεισ για 20min ςτισ κερμοκραςίεσ 50οC, 60οC και 70οC. Ακολοφκθςε θ 
μόλυνςθ κυτταροκαλλιεργειϊν, δεφτερθ και τρίτθ ανακαλλιζργεια ςτισ 
κερμοκραςίεσ 60οC και 70οC . ΢τθν πρϊτθ καλλιζργεια παρατθρικθκε εμφάνιςθ CPE 
ςτα δείγματα 55οC και 60οC, ενϊ ςτθ δεφτερθ και ςτθν τρίτθ δεν παρατθρικθκαν 
κυτταρικζσ αλλοιϊςεισ. Σα δείγματα ελζγχκθκαν με RT-PCR με τυχαίο εκκινθτι για 
τθν αντίςτροφθ μεταγραφι, HEPTAN d(N7), και το εκκινθτικό ηεφγοσ UG52-
Flap/UC53-Flap που ςτοχεφει ςτθν 5’-αμετάφραςτθ περιοχι του κετικοφ κλϊνου 
ςτθν PCR. Από τα δείγματα τθσ πρϊτθσ καλλιζργειασ ςτθν PCR ανιχνεφτθκε ο 
κετικισ πολικότθτασ RNA κλϊνοσ ςτουσ 55οC που ςθμαίνει πωσ ςε αυτι τθ 
κερμοκραςία δεν αδρανοποιείται ο ιόσ. ΢τισ PCR τθσ δεφτερθσ και τθσ τρίτθσ 
ανακαλλιζργειασ δεν ανιχνεφτθκε προϊόν. ΢τον δεφτερο κφκλο πραγματοποιικθκαν 
αδρανοποιιςεισ για 25min ςτισ κερμοκραςίεσ 52οC, 54οC, 56οC, 58οC και 60οC. Με 
τα δείγματα αυτά ζγιναν μολφνςεισ κυτταροκαλλιεργειϊν ςτισ οποίεσ 
παρατθρικθκε εμφάνιςθ CPE ςε όλα τα δείγματα. Ακολοφκθςε RT-PCR με τυχαίο 
εκκινθτι για τθν αντίςτροφθ μεταγραφι, HEPTAN d(N7), και το εκκινθτικό ηεφγοσ 
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UG52-Flap/UC53-Flap που ςτοχεφει ςτθν 5’-αμετάφραςτθ περιοχι του κετικοφ 
κλϊνου ςτθν PCR. Από τα αποτελζςματα τθσ PCR επαλθκεφτθκαν οι παρατθριςεισ 
των κυτταροκαλλιεργειϊν αφοφ είχαμε εμφάνιςθ προϊόντοσ που υποδικνφει τθν 
παρουςία ιοφ ςε όλα τα δείγματα. Επιπλζον ζγινε ζλεγχοσ και για τθν φπαρξθ του 
αρνθτικισ πολικότθτασ RNA όπου εμφανίςτθκε ςε όλεσ τισ κερμοκραςίεσ 
υποδεικνφοντασ ζτςι και τθν αντιγραφικι ενεργότθτα του ιοφ. Η αντίςτροφθ 
μεταγραφι για τον αρνθτικισ πολικότθτασ κλϊνο πραγματοποιείται με τον ειδικό 
εκκινθτι EntNS4-RT και θ PCR ςτθ ςυνζχεια με το εκκινθτικό ηεφγοσ EntNS2-F/UC53-
Flap. ΢τον τρίτο κφκλο πραγματοποιικθκαν αδρανοποιιςεισ για 30min ςτισ 
κερμοκραςίεσ 55οC, 60οC, 65οC, 70οC, 75οC, 78οC και 80οC. Σα δείγματα αυτά 
ενοφκαλμίςτθκαν ςε κυτταροκαλλιζργεισ και παρατθρικθκε εμφάνιςθ CPE. 
Ακολοφκθςε Nested PCR με τα εκκινθτικά ηεφγθ UG52-Flap/UC53-Flap και 
ENV1/ENV2 και θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ Nested PCR όπου είδαμε 
εμφάνιςθ του κετικισ πολικότθτασ κλϊνου ςτα δείγματα 55οC, 60οC και 65οC. Σα 
δείγματα ελζγχκθκαν και με Real Time PCR με το εκκινθτικό ηεφγοσ ENV1/ENV2. Aπό 
τα αποτελζςματα τθσ Real Time ςυμπεραίνουμε πωσ ςτισ υψθλζσ κερμοκραςίεσ 
αδρανοποίθςθσ 78οC και 80οC υπάρχει αδρανοποίθςθ του ιοφ κακϊσ το Ct ςε αυτζσ 
τισ κερμοκραςίεσ εμφανίηεται πολφ κοντά ςτον τριακοςτό πζμπτο κφκλο που είναι 
και το τζλοσ τθσ αντίδραςθσ. Αντίκετα ςτισ μικρότερεσ κερμοκραςίεσ όπωσ οι 50οC 
φαίνεται να μθν αδρανοποιοφν τον ιό κακϊσ το Ct τουσ είναι πολφ κοντά ςτον 
κετικό μάρτυρα (ενεργόσ ιόσ). ΢τισ ενδιάμεςεσ κερμοκραςίεσ 60οC, 65οC, 70οC και 
75οC παρατθρείται μερικι αδρανοποίθςθ του ιοφ ο οποίοσ όμωσ ςταδιακά ανάλογα 
με τθ κερμοκραςία κζρμανςθσ καταφζρνει να ανακάμψει και να διειςδφςει ςτα 
κφτταρα ϊςτε να επάγει τον πολλαπλαςιαςμό του. ΢τισ κερμοκραςίεσ αυτζσ το Ct 
τθσ αντίδραςθσ αυξάνεται εφόςον ο ιόσ ζχει χαμθλότερο ιικό τίτλο. Σζλοσ 
πραγματοποιικθκε LAMP για τα παραπάνω δείγματα με τα εκκινθτικά ηεφγθ FIP/BIP 
και F3/B3. Από τθν θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ LAMP επιβεβαιϊνονται τα 
αποτελζςματα τθσ Real Time PCR. Για τα δείγματα Sabin1 [106] TCID50 παρατθροφμε 
ζντονθ εμφάνιςθ ηωνϊςεων ςτο αδρανοποιθμζνο ςτουσ 55oC δείγμα αντίςτοιχθ με 
αυτι του κετικοφ μάρτυρα που είναι μθ αδρανοποιθμζνοσ ιόσ Sabin1 [106] TCID50, 
γεγονόσ που μασ οδθγεί ςτο ςυμπζραςμα πωσ θ κερμοκραςία αυτι δεν είναι 
κατάλλθλθ για τθν πλιρθ αδρανοποίθςθ του ιοφ. ΢τουσ 60oC και 65oC παρατθροφμε 
λιγότερο ζντονεσ ηωνϊςεισ που αποδεικνφουν ότι μζςω τθσ αδρανοποίθςθσ ςε 
αυτζσ τισ κερμοκραςίεσ ο ιικόσ τίτλοσ μειϊνεται, ενϊ ςε υψθλότερεσ κερμοκραςίεσ 
70oC, 75oC, 78oC και 80oC δεν παρατθροφμε ηωνϊςεισ γεγονόσ που αποδεικνφει είτε 
ότι ο ιικόσ τίτλοσ μειϊκθκε πάρα πολφ λόγω τθσ αδρανοποίθςθσ, είτε ότι γίνεται 
πλιρθσ αδρανοποίθςθ του ιοφ ςε αυτζσ τισ κερμοκραςίεσ.  

Η επιτυχία επαλικευςθσ των αποτελεςμάτων με τθν τεχνικι αντίςτροφθσ 
μεταγραφισ (RT)-Loop Mediated Isothermal Amplification τθν κακιςτά προτιμότερθ 
ςε ςχζςθ με τισ ςυμβατικζσ μεκόδουσ PCR κακϊσ είναι πολφ πιο γριγορθ, ςε μόλισ 
45min μποροφμε να ζχουμε αξιόπιςτα αποτελζςματα, είναι απλι ςτθ διεξαγωγι 
τθσ, ειδικι ωσ προσ το ςτόχο μελζτθσ και οικονομικι. Επιπλζον θ τεχνικι αυτι 
μπορεί να βρει εφαρμογι ςε ζνα μεγάλο αρικμό μελετϊν, όπωσ για παράδειγμα ςε 
βιομθχανίεσ ανάπτυξθσ εμβολίων όπου το ενδιαφζρον τουσ επικεντρϊνεται ςτο 
κατά πόςο οι τεχνικζσ αδρανοποίθςθσ που ζχουν εφαρμοςτεί ςτα  διάφορα ςτελζχθ 
ζχουν επιτφχει. 
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