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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Οι Εντεροϊοί είναι μέλη της οικογένειας των ricorna ιών. Οι Εντεροϊοί είναι 

ένα γένος ιών που φέρει θετικής πολικότητας μονόκλωνο RNA [(+)ssRNA] και 

συνδέονται με διάφορες ασθένειες του ανθρώπου και των θηλαστικών. Το 

γένος των εντεροϊών περιλαμβάνει τα ακόλουθα είδη: ροϋο-ιούς.

ανθρώπινους εντεροϊούς A, HEV-A, ανθρώπινους εντεροϊούς Β, HEV-B, 

ανθρώπινους εντεροϊούς C, HEV-C, ανθρώπινους εντεροϊούς D, HEV-D, και 

τουλάχιστον τρία ζωικά είδη (εντεροϊούς βοοειδών, πιθηκόμορφων, και 

χοίρων). Συνολικά διακρίνονται 64 ορότυποι. Όλοι περιέχουν ένα γονιδίωμα 

RNA περίπου 7.500 βάσεων θετικής πολικότητας. Μετά από τη μόλυνση του 

κυττάρου ξενιστή, το γονιδίωμα μεταφράζεται σε μια ενιαία πολυπρωτεΐνη, η 

οποία υποβάλλεται σε επεξεργασία από τις ιικές πρωτεάσες και μετατρέπεται 

στις δομικές πρωτεΐνες του καψιδίου και τις μη δομικές πρωτεΐνες, οι οποίες 

εμπλέκονται κυρίως στην αντιγραφή του ιού.

Προκαλούν μια ευρεία ποικιλία οξέων συμπτωμάτων προσβάλλοντας το 

κεντρικό νευρικό σύστημα, το μυοκάρδιο, τους σκελετικούς μύες, το 

πάγκρεας, το δέρμα και τις βλεννώδεις μεμβράνες και είναι υπεύθυνοι για την 

παραλυτική πολιομυελίτιδα, κρούσματα της οποίας απαντώνται ακόμη σε 

αρκετές υποβαθμισμένες περιοχές του πλανήτη μας. Από αυτή τη σκοπιά η 

διάγνωση και η καταπολέμησή τους είναι ιδιαίτερης σημασίας. Οι μέθοδοι 

ανίχνευσης και ταυτοποίησής τους περιλαμβάνουν συχνά χρονοβόρα 

πρωτόκολλα.

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν να καταρτιστεί ένα πρωτόκολλο 

κατηγοριοποίησης των 64 οροτύπων των εντεροϊών σε 12 κατηγορίες με 

βάση την 5’-UTR περιοχή έτσι ώστε να είναι ευκολότερη η προσεγγιστική 

διάγνωσή τους σε ασθενείς. Η πραγματοποίηση της RT-PCR έδωσε ένα 

προϊόν ~500 ζεύγη βάσεων το οποίο υποβλήθηκε σε ανάλυση RFLP με το 

περιοριστικό ένζυμο Hhal. Αντίστοιχη μελέτη έχει ήδη γίνει όσον αφορά τα 

πρότυπα στελέχη με ιδιαίτερα ενθαρρυντικά αποτελέσματα και στην παρούσα 

εργασία επιχειρήθηκε η κατηγοριοποίηση άγνωστων κλινικών στελεχών.
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1. Εισαγωγή

1.1 Ταξινόμηση

Οι εντεροϊοί ανήκουν στην οικογένεια των Picomaviridae και με βάση τις 

ασθένειες που προκαλούν στον άνθρωπο είναι το πιο σημαντικό γένος. Στην 

ίδια οικογένεια ανήκουν και οι ρινοϊοί (rhinoviruses), οι καρδιοϊοί 

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

parecho-ioi. Συγκρίνοντας τις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των εντεροίων και 

την βιολογία τους, προκύπτει ένα σύστημα ταξινόμησης, με βάση το οποίο οι 

εντεροϊοί, που προσβάλουν τον άνθρωπο, διαχωρίζονται σε πέντε ομάδες: α) 
στους πολιοϊούς που περιλαμβάνουν τους PV1-3, β) ανθρώπινους εντεροϊούς 

A, HEV-A, (coxackie ιοί Α και enterovirus 71) γ) ανθρώπινους εντεροϊούς Β, 

HEV-B, (coxsackie ιοί Β, echo-ιοί, coxsackie Α9 ιός, και εντεροϊοί 69 και 73) 

δ) ανθρώπινους εντεροϊούς C, HEV-C, (coxsackie ιοί Α-1, 11, 13, 15, 17-22, 

24), ε) και 

ανθρώπινους 

εντεροϊούς D,

HEV-D, (εντεροϊοί 

68 και 70).

Πρόσφατες μελέτες 

προτείνουν την 

ταξινόμηση των 

πολιοϊών μαζί με 

τους εντεροϊούς 

της ομάδας HEVC, 

επειδή

παρουσιάζουν 

μεγάλη ομοιότητα 

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

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

εντεροϊών, ακόμα και τα πιο παθογόνα στελέχη, χαρακτηρίζονται από ένα 

υψηλό ποσοστό υποκλινικών ενδείξεων (Muir et al., 1998). Οι περισσότερες 

είναι ασυμπτωματικές και ως εκ τούτου, οι εντεροϊοί εθεωρούντο από

% Nucleotide Identity
Εικόνα 1. Φυλογενετική Ταξινόμηση των Picorna- 
ιών._Από_ό ttp://www.stanford.edu/group/virus/picorna/2000/ 
Picornadendro.gif
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πολλούς ως μη σημαντικοί για να βρεθούν στο επίκεντρο συστηματικής και 

εμπεριστατωμένη έρευνας. Παρόλα αυτά όμως, οι εντεροϊοί είναι υπεύθυνοι 

για σοβαρές, ή ακόμα και θανατηφόρες ασθένειες. Προκαλούν μια ευρεία 

ποικιλία οξέων συμπτωμάτων ως αποτέλεσμα προσβολής του κεντρικού 

νευρικού συστήματος, του μυοκαρδίου και των σκελετικών μυών, του 

παγκρέατος, του δέρματος και των βλεννωδών μεμβρανών. Πιο 

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

η καρδιομυοπάθεια, ασθένειες του αναπνευστικού, σακχαρώδης διαβήτης 

τύπου I και η νόσος ποδιών και στόματος καθώς επίσης και η παραλυτική 

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

1972).

1.2 Βιολογία των εντεροϊών

1.2.1 Δομή

1.2.1.1 Καψίδιο

Οι εντεροϊοί, όπως και όλοι οι picorna ιοί, δεν περιβάλλονται από λιπιδικο 

ελυτρο περικλείουν το γένωμά τους σε ένα πρωτεϊνικό καψίδιο εικοσαεδρικής 

συμμετρίας. Έχουν προσδιορισθεί αρκετές απεικονίσεις της δομής των 

καψιδίων με ακρίβεια -3.5Α. Τα καψίδια έχουν διάμετρο περίπου 30nm και 

χαρακτηρίζονται από τρεις άξονες συμμετρίας, τον πενταμερή , τον τριμερή 

και τον διμερή που αποτελούνται από 60 αντίγραφα τεσσάρων δομικών 

πρωτεϊνών που καλούνται VP1, VP2, VP3 και VP4 (Rueckert R.R., 1985).



Fivefold axis

a) Protomer b) Pentamer c) Capsid
Εικόνα 2. Δομική Οργάνωση ενός εντεροϊού. (από Rueckert R.R., 1996) 
α) Κάθε πρωτομερές σχηματίζεται από τα προϊόντα πρωτεολυτικής διάσπασης της Ρ1 
πολυπρωτεϊνης, τις καψιδιακές πρωτεΐνες VP1 έως VP4. Η επιφάνεια του ιικού σωματίου 
σχηματίζεται από τις VP1, VP2 και ΥΡ3,ενώ η ΥΡ4ετναι εσωτερική.
b) Πέντε πρωτομερή συνενώνονται σε ένα πενταμερές. Φαίνεται ο πελταεδρικής συμμετρίας 
άξονας.
c) Ένα εικοσαεδρικό καψίδιο σχηματίζεται από δώδεκα πενταμερή. Ένας από τους είκοσι 
άξονες τριεδρικής συμμετρίας φαίνετο,ι στο δεξιό άκρο της εικόνας.

Το γένωμα του ιού, RNA θετικής πολικότητας, μεταφράζεται σε μια μεγάλη 

πολυπρωτεΐνη και έπειτα με πρωτεόλυση η Ρ1 πρόδρομη πρωτεΐνη του 

καψιδίου τεμαχίζεται στα πολυπεπτίδια VPO, VP1 και VP3 τα οποία μεταξύ 

τους σχηματίζουν τα πρωτομερή του καψιδίου. Στη συνέχεια κάθε μια τέτοια 

τριάδα αλληλεπιδρά με τις υπόλοιπες και σχηματίζονται πενταμερή 

πρωτομερών [(VPO, VP1, VP3)5]. Ακολουθεί η συνένωση των πενταμερών 

στη δομή [(VPO, VP1, VP3)5]i2 (Stanway G., 1990). Τελικό στάδιο αποτελεί το 

πακετάρισμα των μορίων RNA του ιού στο καψίδιο κατά το οποίο λαμβάνει 

χώρα η «αντίδραση ωρίμανσης» όπου η πρωτεΐνη VP0 τεμαχίζεται στις 

πρωτεΐνες VP2 και VP4. Η πρωτεΐνη VP4 βρίσκεται εξ ολοκλήρου στο 

εσωτερικό του καψιδίου και καθοδηγεί τη συναρμολόγηση των πενταμερών.

Τα καρβοξυτελικά άκρα των VP1, VP2 και VP3 καθώς και οι περισσότερες 

θηλιές τους εκτίθενται στην εξωτερική επιφάνεια του καψιδίου και περιέχουν 

τις κύριες αντιγονικές θέσεις του ιού. Οι αντιγονικές θέσεις είναι οι εξής:



1. N-Agl είναι συνεχόμενη και αποτελείται από τα αμινοξέα 90-105 της 

VP1

2. N-AglI είναι διακοπτόμενη και αποτελείται από τα αμινοξέα 221-226 

της VP1 και τα αμινοξέα 164-172, 270 της VP2.

3. N-AglllA αποτελείται από τα αμινοξέα 58-60 και 71-73 της VP3

4. N-AglllB αποτελείται από τα αμινοξέα 76-79 της VP3 και το αμινοξύ 

72 της VP2

Τα αμινοτελικά άκρα των VP1, VP2 και VP3 αλληλεπιδρούν με την VP4 

στο εσωτερικό του καψιδίου. Στο τέλος κάθε πενταμερούς άξονα μια βαθειά 

επιφανειακή κοιλότητα, αύλακα, περιβάλει μια προεξοχή σχήματος αστεριού 

και αποτελεί τη θέση πρόσδεσης του ιού στον κυτταρικό υποδοχέα.

Εικόνα 3. Τρισδιάστατη Δομή των καψιόίων των εντεροϊών. Από Swiss Institute of 
Bioinformatics

1.2.1.2 Γονιδίωμα

To γένωμα των εντεροϊών είναι ένα μόριο RNA μονόκλωνο θετικής 

πολικότητας (+ssRNA). Το μέγεθος του είναι περίπου 7.500 νουκλεοτιδικές 

βάσεις και μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως mRNA κατευθείαν μετά την είσοδο 

του ιού στο κύτταρο ξενιστή. Στο 5’-άκρο το ιικό mRNA είναι ομοιοπολικά 

συνδεδεμένο με μια βασική πρωτεΐνη 23 αμινοξέων, την VPg, η οποία
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συμβάλει στον εγκλεισμό του γενώματος στο καψίδιο και φαίνεται να παίζει 

και ένα ρόλο εκκινητή για την έναρξη της αντιγραφής του γενώματος.

Παρατηρώντας κανείς το γένωμα από το 5’-άκρο προς το 3’-άκρο μπορεί 

να παρατηρήσει την 5’-μη κωδική περιοχή (5’-UTR) για να ακολουθήσει 

έπειτα το κύριο τμήμα του γενετικού υλικού γνωστό ως ανοιχτό πλάισιο 

ανάγνωσης, Open Reading Frame (ORF). To τμήμα αυτό είναι υπεύθυνο για 

την κωδικοποίηση όλων των ιικών πρωτεϊνών δομικών και μη δομικών. Τέλος 

ακολουθεί ακόμα μια αμετάφραστη περιοχή στο 3’-άκρο (3’-UTR) η οποία 

καταλήγει σε μια πολυαδενυλιωμένη ουρά.

Εικόνα 4. Οι 3 βασικές περιοχές του -γενώματος των εντεροϊών.

1.2.1.3 Η 5MJTR περιοχή

Η 5-UTR περιοχή αποτελείται από 750 περίπου νουκλεοτιδικές βάσεις 

δηλαδή το 10% του συνολικού γενώματος. Η περιοχή αυτή δεν μεταφράζεται 

σε πρωτεΐνη και μεταξύ κοντινών φυλογενετικά ιών παρουσιάζει πολύ μεγάλη 

ομοιότητα ως προς την αλληλουχία των βάσεων (Stanway et al., 1984). 

Περιέχει μεγάλα τμήματα νουκλεοτιδίων τα οποία διατηρούνται πλήρως ή 

σχεδόν από είδος σε είδος. Είναι πιθανό ότι το μήκος και η γενικότερη φύση 

της περιοχής είναι σημαντικά για τον καθορισμό των χαρακτηριστικών του ιού 

εντός του κυττάρου ξενιστή.

Οι βάσεις της 5’-UTR έχει βρεθεί ότι σχηματίζουν ένα πλέγμα 

δευτεροταγών δομών με την ονομασία IRES (Internal Ribosome Entry Site) 

λειτουργώντας έτσι σαν θέσεις αναγνώρισης σε αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

RNA-πρωτεϊνών-ριβοσωμάτων οι οποίες είναι υπεύθυνες για την μετάφραση 

του γενώματος του ιού αλλά και για την μολυσματικότητά του.

Π



Λαμβάνοντας υπόψη τις βιοχημικές μελέτες, την αρχή ελάχιστης ενέργειας 

και συγκρίνοντας με άλλες αναλύσεις αλληλουχιών, μπορούν να προκύψουν 

μοντέλα που να παρουσιάζουν τον τρόπο αναδίπλωσης της 5’-μη κωδικής 

περιοχής (Skinner et al., 1989).

Στην παραπάνω εικόνα διακρίνεται η δομή τριφυλλιού της περιοχής ί η 

οποία είναι σημαντική για τη σταθερότητα του RNA και για την έναρξη της 

αντιγραφής του θετικής πολικότητας κλώνου. Έχει βρεθεί ότι μια σειρά από 

κυτταρικές πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν με αυτή τη δομή και υποβοηθούν την 

πρόσδεση ιικών πρωτεϊνών. Οι περιοχές από Π εώς VI αποτελούν τα 

προαναφερθέντα στοιχεία IRES.

Η δομή του τριφυλλιού είναι ιδιαίτερα συντηρημένη μεταξύ την εντεροϊών 

και των ρινοϊών ενώ περιέχει τέσσερις περιοχές: τις A, Β, C και D (εικόνα 5). 

Στην περιοχή Β συνδέονται οι κυτταρικές πρωτεΐνες PCBP (poly (rC)-binding

ί η



proteins), ενώ η περιοχή D, αναγνωρίζεται από την ιϊκή πρωτεΐνη 3C που 

είναι μια πρωτεάση ή πιο πιθανά από την πρόδρομη πρωτεΐνη 3CD Το 

σύμπλεγμα μεταξύ του 5’-άκρου-Ρ0ΒΡ-30ϋ θεωρείται ότι περιλαμβάνει έναν 

διακόπτη για το αν το ιικό αυτό RNA θα χρησιμοποιηθεί σαν πιίΡΝΑ κατά την 

μετάφρασή ή αν θα χρησιμοποιηθεί για την αντιγραφή του ιού (Murray et al., 

2001; Parsley et al., 1997; Silvera et al., 1999).

1.2.1.4 H ORF περιοχή

Η περιοχή ORF κωδικοποιεί μια μόνο πολυπρωτέίνη με μήκος 2100-2400 

αμινοξέων. Στη συνέχεια η πολυπρωτέίνη διασπάται σε τρεις πολυπεπτιδικές 

αλυσίδες PI, Ρ2 και Ρ3. Οι πρωτεΐνες 2Α, 3C και 3CD είναι πρωτεάσες. 

Το πρώτο βήμα καταλύεται από την πρωτεάση 2Α η οποία κόβει την 

πολυπεπτιδική αλυσίδα μεταξύ του καρβοξυτελικού άκρου της VP1 και του 

δικού της αμινοτελικού άκρου διαχωρίζοντας έτσι τις δομικές (Ρ1) από τις μη 

δομικές πρωτεΐνες (Ρ2 και Ρ3). Η υπόλοιπη επεξεργασία της πολυπρωτεΐνης 

πραγματοποιείται από την πρωτεάση 3C.

ΡΙ Ρ2 Ρ3
Λ

2Α 2Β 2C

Εικόνα 6. Το γένωμα των εντεροϊών. Οι PI, Ρ2 και Ρ3 είναι προϊίοντα της αρχικής 

πρωτεολυτικής διάσπασΐ]ς τγς ιικής πολυπρωτεΐνης. Από Vance et al. 1997

Οι τέσσερεις καψιδιακές πρωτεΐνες VP1, VP2, VP3 και VP4 

κωδικοποιούνται από το 5’-άκρο της περιοχής ORF. Οι VP1, VP2 και VP3 

έχουν παρόμοιο μέγεθος μεταξύ των διαφορετικών picorna ιών. Η VP1



κυμαίνεται από 209-302 αμινοξέα, η VP2 από 218-272 και η VP3 από 221- 

246. Η VP4 είναι μικρότερη σε μέγεθος και κυμαίνεται μεταξύ 68 και 85 

αμινοξέων (Stanway G., 1990).

Όσον αφορά τις μη-δομικές πρωτεΐνες του ιού αυτές 

κωδικοποιούνται από αλληλουχίες που βρίσκονται προς το 3’-άκρο της 

περιοχής ORF. Συνολικά υπάρχουν 7 λειτουργικές πρωτεΐνες οι: 2Α, 

2Β, 2C, 3Α, 3Β, 3C και 3D. Όπως έχει παρατηρηθεί οι πρωτεΐνες αυτές 

είναι περισσότερο συντηρημένες φυλλογενετικά σε σχέση με αυτές του 

καψιδίου γεγονός που υποδεικνύει την έλλειψη εξελικτικής πίεσης από 

το ανοσοποιητικό σύστημα του ανθρώπου αλλά και την ανάγκη να 

παραμένει αμετάβλητη η ενζυμική τους λειτουργία. Η λειτουργία των 

πρωτεϊνών αυτών παρατίθεται συνοπτικά στον πίνακα που ακολουθεί. 

Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η 3D πρωτεΐνη η οποία μεταξύ 

ορισμένων οροτύπων διατηρείται μέχρι και 95%.

Μη-δομική
πρωτεΐνη

Λειτουργία

2Α Πρωτεάση: Υπεύθυνη για το πρώτο ρήγμα στην αρχική πολυρωτεΐνη 

που χωρίζει τις δομικές από τις μη-δομικές πρωτεΐνες.

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

το ενδοπλασματικό δίκτυο προς το σύστημα Golgi και αυξάνει την 

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

2C Ελικάση

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

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

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

3C Πρωτεάση κυστε'ίνης: Διεξάγει την πλειοφηφία των πρωτεολυτικών 

διασπάσεων
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3D Ιική RNA πολυμεράση: Αντιγράφει το γένωμα του ιού

Πίνακας 1. Λειτουργία των μη δομικών πρωτεϊνών που κωδικοποιουνται από το γένωμα
των εντεροϊών.

1.2.1.5 Η 3’-UTR περιοχή

Η 3'-UTR περιοχή είναι σημαντική για την αναγνώριση του RNA από την 

πολυμεράση κατά την έναρξη της σύνθεσης του (-) κλώνου RNA. Ο όμοιος 

διαχωρισμός της 3'-UTR στις ίδιες ομάδες, ψυλογενετικά, με αυτές που έχουν 

να κάνουν με την περιοχή κωδικοποίησης πρωτεϊνών δείχνει ότι η εξέλιξη της 

3'-UTR συνδέεται στενά με αυτήν των ιικών πρωτεϊνών. Είναι αρκετά 

μικρότερη της 5’-UTR με μήκος περίπου 100 νουκλεοτιδίων. Το 

πολυαδενυλιωμένο τμήμα του γενώματος του ιού δεν ανήκει στην περιοχή 

αυτή καθώς κωδικοποιείται γενετικά και έχει διαφορετικό μήκος στα διάφορα 

γένη των picorna ιών.

Η μελέτη της 3'-UTR αλληλουχίας δείχνει ότι οι εντεροϊοί μπορούν να 

κατηγοριοποιηθούν σε τέσσερις ομάδες αλλά η δευτεροταγής δομή της 

παρουσιάζει μόνο δύο διακριτούς πλυθησμούς. Οι δευτεροταγείς αυτές δομές 

ουσιαστικά είναι τρεις θηλιές που ονομάζονται X, Υ και Ζ. Φαίνεται ότι αυτές οι 

δομές είναι οι λειτουργικές μονάδες που συνδέονται με ιικές και κυτταρικές 

πρωτεΐνες και εμπλέκονται στην αντιγραφή.

13
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Εικόνα 7. Δευτεροταγής δομή της 3 ’-UTR περιοχής των εντεροιών

1.2.2 Κύκλος Ζωής

Προκειμένου να αρχίσει ένας μολυσματικός κύκλος, ο ιός πρέπει να 

συνδεθεί με έναν υποδοχέα της κυτταρικής επιφάνειας ενός ευαίσθητου 

κυττάρου. Με τη δέσμευση στον υποδοχέα, ο εντεροιός υποβάλλεται σε 

δομικές αναδιοργανώσεις με συνέπεια τη μετατροπή σε ένα σωματίδιο που 

έχει χάσει την πλειοψηφία της εσωτερικής καψιδιακής πρωτεΐνης VP4, έχει 

εξωτερικεύσει το Ν-τελικό άκρο της VP1, και έχει έναν διαφορετικό 

συντελεστή καταβύθισης (135S αντί 160S του εγγενούς καψιδίου), 

αλλαγμένες αντιγονικές ιδιότητες και αυξημένη ευαισθησία σε πρωτεάσες. 

Διαφοροποιημένα σωμάτια polio-ιών βρίσκονται στα ενδοσώματο: του

1 Λ



κυττάρου σύντομα μετά από τη μόλυνση (Fenwick & Wall 1973), αλλά η 

περιοχή εισόδου μιας παραγωγικής μόλυνσης δεν είναι ακόμα γνωστή.

Πριν συντεθούν τα συμπληρωματικά αρνητικής-πολικότητας αντίγραφα 

του γονιδιώματος, το γενωμικό RNA ενεργεί ως πρότυπο για την πρωτεϊνική 

σύνθεση. Οι προερχόμενες από ιό πρωτεΐνες πρέπει να συντεθούν πρώτα 

για να δημιουργηθεί η RNA-εξαρτώμενη RNA πολυμεράση που στερείται το 

σύστημα του ξενιστή. Η μετάφραση αρχίζει από το IRES, στην 5' UTR (Jang 

et al. 1988, Pelletier και Sonenberg 1988). H ORF περιοχή κωδικοποίησης 

μεταφράζεται ως ενιαία πολυπρωτεΐνη, η οποία διασπάται από τις ιικές 

πρωτεάσες, σε τρεις πρωτεΐνες προδρόμων Ρ1, Ρ2 και Ρ3 (Kitamura et al. 

1981). Οι Ρ2 και Ρ3 πρωτεΐνες διασπόνται σε επτά μη-δομικές πρωτεΐνες. Τα 

Ρ3 προϊόντα περιλαμβάνουν τις πρωτεάσες 3C και 3CD, οι οποίες 

απαιτούνται στο «κόψιμο» άλλων πρωτεϊνών του ιού από τα προδρόμα 

πρωτεϊνικά μόρια

Το ίδιο μόριο RNA που έχει χρησιμοποιηθεί στη μετάφραση, 

χρησιμοποιείται έπειτα ως πρότυπο για τη σύνθεση των αρνητικών κλώνων 

RNA από την ιική πολυμεράση 3D. Αυτοί οι κλώνοι χρησιμοποιούνται στη 

σύνθεση μεγάλων ποσοτήτων θετικής πολικότητας αντιγράφων τα οποία 

χρησιμοποιούνται στη μετάφραση ιικών πρωτεϊνών, καθώς επίσης και για 

εγκλεισμό στα ιικά καψίδια. ΡΙ μικρή πρωτεΐνη VPg συνδέεται με το 5'-άκρο 

όλων των αντιγράφων (Fianegan et al. 1977).

FI διαδικασία μόλυνσης ενισχύεται από την αποικοδόμηση του 

ευκαριωτικού παράγοντα έναρξης 4GII (elF4GII) (Gradi et al. 1998, Svitkin et 

al. 1999) και προφανώς και της πολύ-Α δεσμευτικής πρωτεΐνης (Kerekatte et 

al. 1999), από έναν μηχανισμό που περιλαμβάνει την πρωτεάση 2Α (Hellen 

et al. 1991, Wyckoif et al. 1992). Αυτές οι αποικοδομήσεις είναι μεταξύ των 

γνωστών αλλαγών στο κύτταρο ξενιστή, με συνέπεια τη διακοπή της 

κυτταρικής, cap-εξαρτώμενης, πρωτεϊνικής σύνθεσης από ανεπαρκώς 

κατανοητούς μηχανισμούς, οι εντεροϊοί χρησιμοποιούν μια διαφορετική, cap- 

ανεξάρτητη, μέθοδο έναρξης μετάφρασης (Jang et al. 1988, Pelletier & 

Sonenberg 1988), ώστε να διεξάγουν την πρωτεϊνική σύνθεση στο 

μολυσμένο κύτταρο.

Ο σχηματισμός ενός νέου καψιδίου αρχίζει καθώς η Ρ1 πρόδρομος 

πρωτεΐνη διασπάται στις πρωτεΐνες VPO, VP1 και VP3, και αυτές οι πρωτεΐνες



διαμορφώνουν ένα ετεροτριμερές (Korant 1973). Έκτοτε, πέντε τριμερή 

σχηματίζουν ένα πενταμερές, (Phillips et al. 1968). Δώδεκα πενταμερή 

συνδέονται μαζί για να διαμορφώσουν το προκαψίδιο το οποίο γεμίζεται με 

ένα αντίγραφο του θετικής-πολικότητας γονιδιώματος. Δεν είναι γνωστό εάν 

τα κενά προκαψίδια διαμορφώνονται αρχικά και γεμίζουν έπειτα με το μόριο 

RNA, ή αν σχηματίζονται γύρω από ένα μόριο RNA. Κατά τη διάρκεια του 

εγκλεισμού του RNA, η πλειοψηφία της καψιδιακής πρωτεΐνης VP0 διασπάται 

σε VP2 και VP4. Αυτό καλείται πρωτεόλυση ωρίμανσης, η οποία θεωρείται ότι 

«κλειδώνει» το καψίδιο σε μια ώριμη δομή. Polio-ιοί με μεταλλάξεις που τους 

καθιστούν ανίκανους σε αυτή την πρωτεόλυση, είναι ελαττωματικοί στον 

εγκλεισμό RNA (Compton et al. 1990, Ansardi & Morrow 1995), ή 

παρατηρείται συσσώρευση 150S μορίων που εμφανίζονται όπως τα 

προκαψίδια που γεμίζουν με RNA, αλλά είναι ιδιαίτερα ασταθή (Hindiyeh και 

λοιποί. 1999). Όλα τα παραπάνω ενδιάμεσα στάδια που περιγράφονται 

ανωτέρω μπορούν να καταδειχθούν σε ένα μολυσμένο κύτταρο από την 

ανάλυση καταβύθισης: το ετεροτριμερές (5S), το πενταμερές (14S), το κενό 

καψίδιο (περίπου 75S), και το ώριμο ιικό σωμάτιο (160S).

Ένα μολυσμένο κύτταρο μπορεί χαρακτηριστικά να παραγάγει 1CT έως 

ΙΟ5 ιικά σωυάτια. τα οποία απελευθεοώνονται υε τη λύση του κυττάρου. Η 

λύση ευωανίδεται ως αποτέλεσμα της αυξανόμενης διαπερατότητας των 

κυτταρικών μεμβρανών (Carrasco 1977), η οποία προκύπτει από τις 

αυξανόμενες συγκεντρώσεις των μη-δομικών πρωτεϊνών 3Α και 3ΑΒ (Lama & 

Carrasco 1992a, Lama & Carrasco 1992b), 2BC (Aldabe et al. 1997), και 2B 

(Lama & Carrasco 1992b, van Kuppeveld et al. 1997).

1.2.2.1 Υποδοχείς εντεροϊών

Η έναρξη της ιικής μόλυνσης εξαρτάται από τη σύνδεση σε ένα κυτταρικό 

^Γτοόοχέα, Η σύνδεση σε αυτά τα μόρια είναι συγκεκριμένη και κατά τη 

διάρκεια της εξέλιξης, οι ιοί έχουν προσαρμοστεί για να χρησιμοποιήσουν 

ποικίλους υποδοχείς. Διάφοροι τέτοιοι υποδοχείς είναι γνωστοί για διάφορους 

εντεροϊούς. Υπάρχουν διάφορα παραδείγματα στενά συνδεδεμένων ιών που



χρησιμοποιούν διαφορετικούς υποδοχείς για την είσοδο τους στο κύτταρο 

ξενιστή. Αφ' ενός, μερικοί εξελικτικά απόμακροι ιοί μπορούν να 

χρησιμοποιήσουν τον ίδιο υποδοχέα, όπως ο υποδοχέας CAR των coxsackie 

και αδένο-ιών, (Bergelson et al., 1997a). Επιπλέον, υπάρχουν ιοί που έχουν 

αποδειχθεί ότι μπορούν να χρησιμοποιήσουν τουλάχιστον δύο διαφορετικούς 

υποδοχείς. Ένα παράδειγμα τέτοιων ιών είναι ο CAV9 (Roivainen et al. 

1991a, Hughes et al. 1995, Roivainen et al. 1996). Εκτός από τα αρχικά 

μόρια υποδοχέων, πολλοί εάν όχι όλοι οι ιοί χρειάζονται και πρόσθετες 

πρωτεΐνες, συνήθως ονομάζονται συν-υποδοχείς, για την είσοδο. Ο CAV21 

έχει αποδειχθεί ότι απαιτεί την παρουσία και του ICAM-1 και τον παράγοντα 

επιτάχυνσης της αποικοδόμησης (DAF) για την είσοδο στο κύτταρο (Shafren 

et al. 1997), και είναι αναγκαία η μετα-σύνδεση με την μικροσφαιρίνη β2 στη 

διαδικασία εισόδου του CAV9 (Triantafilou et al. 1999).

Όταν οι rhino-ιοί βρέθηκαν να έχουν μια στενή αύλακα γύρω από τον 

άξονα πενταπλής συμμετρίας, αυτές οι αύλακες προτάθηκαν ότι είναι οι 

περιοχές αναγνώρισης υποδοχέων (Rossmann et al. 1985). Το βασικό 

πλεονέκτημα από την χρήση της αυλάκωσης για την σύνδεση του ιού στον 

υποδοχέα, είναι ότι με αυτόν τον τρόπο εξουδετερώνονται τα ογκώδη, για το 

μέγεθος της αύλακας, αντισώματα του οργανισμού, ξεφεύγοντας έτσι από το 

ανοσοποιητικό σύστημα (Stanway G., 1990).

Υπάρχουν τουλάχιστον δύο εναλλακτικοί υποδοχείς για τον CAV9, η 

ιντεγκρίνη aVb3 και ένας μη αναγνωρισμένος υποδοχέας (Hughes et al. 1995, 

Roivainen et al. 1996). Συνήθως, στους εντεροϊούς, οι υποδοχείς συνδέονται 

με τα συντηρημένα αμινοξέα των πρωτεϊνών VP1 και VP3, στην 

σχηματιζόμενη αυλάκωση (Rossmann et al., 1985).

Γενικά, φαίνεται ότι οι ιοί είναι κάπως καιροσκοπικοί στη χρήση 

υποδοχέων τους, όντας ικανοί να προσδένονται σε διαφορετικούς υποδοχείς 

κατά τη διάρκεια της εξέλιξης. Αυτή η άποψη υποστηρίζεται από τη 

διαπίστωση ότι υπάρχει παραλλαγή στην ιδιομορφία υποδοχέων σε δεδομένο 

ορότυπο CBV, ανάλογα με την ιστορία «διάβασης» μέσα από τα κύτταρα 

ξενιστές και μεταξύ των διάφορων απομονώσεων (Bergelson et al. 1997b).



Υποδοχέας Στελέχη
Υπεροικογένεια ανοσοσφαιρινών: 

PVR 
ICAM-1 
CAR

PV 1-3
CAV13, 15, 18, 20, 21 
CBV1-6

Ιντεγκρίνες:
Ιντεγκρίνη α νβ3 CAV9, EV9
Ιντεγκρίνη α 2βΐ (VLA) EV1

Άλλος:
DARCD55 CAV13, 18, 21 

CBV1, 3, 5
EV7, 13, 21, 29, 33, 70

Πίνακας 2. Κυτταρικοί υποδοχείς πρόσδεσης των εντεροϊών

1.2.2.2 Μετάφραση

Όπως είναι γνωστό τα ευκαριωτικά mRNA μεταφράζονται με ένα σύστημα 

το οποίο είναι cap-εξαρτώμενο. Δηλαδή ο παράγοντας elF4E αλληλεπιδρά με 

το 5’-κάλυμα του mRNA και με τον παράγοντα elF4G, ο οποίος με τη σειρά 

του συνδέεται με την πρωτεΐνη ΡΑΒΡ (poly(A)-binding protein) (Gallie D. R., 

1991). Ο παράγοντας elF4G συνδέεται και με μια ελικάση, τον παράγοντα 

elF4A και μέσω του παράγοντα elF3 με την μικρή υπομονάδα του 

ριβοσώματος, έχοντας ένα ρόλο «πρωτεΐνης σκαλωσιάς» (“scaffold protein”).

Η έναρξη της μετάφρασης του ιικού γενώματος, σηματοδοτεί μια σειρά 

αλλαγών μέσα στο κύτταρο ξενιστή, όπως για παράδειγμα τροποποίηση των 

κανονικών μεταφραστικών παραγόντων (Lloyd, 1988). Όπως αναφέρθηκε και 

πιο πάνω αποικοδομούνται παράγοντες της cap-εξαρτώμενης μετάφρασης 

όπως οι elF4GI και elF4GII. Είναι φανερό ότι αυτές οι αλλαγές στο 

μολυσμένο κύτταρο εμποδίζουν την εξαρτώμενη από το 5’-κάλυμα 

μετάφραση των mRNA, ευνοώντας την μετάφραση μέσω στοιχείων IRES.

Κατά την μετάφραση του γενώματος των εντεροϊών, ο παράγοντας elF4G 

συνδέεται στο στοιχείο IRES μέσω του παράγοντα elF4B, οδηγώντας με 

αυτόν τον τρόπο το ιικό mRNA στο ριβόσωμα (Ochs et al., 1999). Η σύνδεση 

του παράγοντα elF4B στο στοιχείο IRES πραγματοποιείται στην δομική 

περιοχή V, ενώ αλληλουχίες της δομικής περιοχής VI συμβάλλουν στην 

σύνδεση αυτή του παράγοντα, χωρίς όμως να είναι απολύτως απαραίτητες
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για την μετάφραση του ιικού γενώματος. Εκτός όμως από τους παράγοντες 

έναρξης της μετάφρασης, υπάρχουν και άλλοι παράγοντες οι οποίοι 

συνδέονται στο στοιχείο IRES και προάγουν την μετάφραση ή διαμορφώνουν 

την ισορροπία μεταξύ μετάφρασης και αντιγραφής του ιϊκού RNA, όπως είναι 

η πρωτεΐνη των 57kDa που προσδένεται στην πολυπυριμιδική περιοχή ΡΤΒ 

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

antigen) και η poly(rC) πρωτεΐνη PCBP(Poly(rC) Binding Protein) (Ochs et 

al., 2002). Τέλος, το κωδικόνιο έναρξης που χρησιμοποιείται βρίσκεται σε 

απόσταση 30-150 νουκλεοτίδια μετά από το στοιχείο IRES και αναγνωρίζεται 

μέσω της διαδικασίας της σάρωσης.

1.2.2.3 Αντιγραφή

Πριν συντεθούν τα συμπληρωματικά αρνητικής-πολικότητας αντίγραφα 

;ου γονιδιώματος, το γενωμικό RNA ενεργεί ως πρότυπο για την πρωτεϊνική 

σύνθεση. Το ίδιο μόριο RNA που έχει χρησιμοποιηθεί στη μετάφραση, 

χρησιμοποιείται έπειτα ως πρότυπο για τη σύνθεση των αρνητικών κλώνων 

RNA από την ιική πολυμεράση 3D.

Αυτή η διαδικασία απαιτεί ένα σύμπλεγμα πρωτεϊνών τόσο του κυττάρου 

όσο και του ιού καθώς και ρυθμιστικά στοιχεία επάνω στο RNA τα οποία 

δρουν in cis ρυθμίζοντας την αντιγραφή.

Cis-δραστικά στοιχεία που ρυθμίζουν την αντιγραφή αποτελούν:

1. Η 3’-UTR και η πολυαδενυλιωμένη ουρά, είναι γνωστό ότι το μέγεθος 

της πολυαδενυλιωμένης ουράς αποτελεί έναν σημαντικό παράγοντα 

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

2. Η δομή τριφυλλιού που βρίσκεται στο 5’ άκρο της 5’-UTR επηρεάζει 

την σταθερότητα την μεταγραφή και την αντιγραφή των εντεροϊών. 

Θεωρείται ότι αυτή η δομή αλληλεπιδρά με την 3’-UTR μέσω 

πρωτεϊνών σχηματίζοντας ένα ριβονουκλεοπρωτεϊνικό (RNP) 

σύμπλοκο, το οποίο είναι απαραίτητο για την έναρξη της αντιγραφής 

του κλώνου αρνητικής πολικότητας (Gamarnik et al., 1998).



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

είναι απαραίτητη για την σύνθεση της VPgpUpU η οποία 

χρησιμοποιείται κατά την αντιγραφή του κλώνου θετικής πολικότητας. 

Με αυτόν τον τρόπο χρησιμοποιείται διαφορετικός μηχανισμός 

ουριδιλίωσης της πρωτεΐνης VPg, για την έναρξη της αντιγραφής των 

κλώνων θετικής και αρνητικής πολικότητας. (Goodfellow et al., 

2000,Morasco et al., 2003)

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

σχηματισμός της ουριδιλιωμένης VPg, η οποία στη συνέχεια χρησιμοποιείται 

σαν εκινητής από την ιική πολυμεράση. Υπάρχουν δύο μοντέλα που 

περιγράφουν τον σχηματισμό της ουριδιλιωμένης VPg. Σύμφωνα με το 

πρώτο, η VPg ουριδιλιώνεται στην πολυαδενυλιωμένη ουρά όπου και δρα 

σαν εκκινιτής για την έναρξη της αντιγραφής του αρνητικού κλώνου. Σύμφωνα 

με το δεύτερο μοντέλο, η VPg ουρυδιλιώνεται στην φουρκέτα cre(2C), με 

αποτέλεσμα να παράγονται αρκετά μόρια VPgpUpU τα οποία και 

χρησιμοποιούνται σαν εκκινητικά μόρια για την έναρξη της αντιγραφής του 

κλώνου θετικής πολικότητας, αναγνωρίζοντας τις δύο αδενίνες που 

βρίσκονται στο 3’ άκρο του αρνητικής πολικότητας κλώνου (Sharma et al., 

2005).

Κατά την αντιγραφή του ιικού γενώματος, υπάρχει μια ασυμμετρία όσον 

αφορά την αντιγραφή του κλώνου θετικής πολικότητας σε σχέση με τον 

κλώνο αρνητικής πολικότητας. Η ύπαρξη δύο διαφορετικών μηχανισμών για 

την δημιουργία των εκκινητικών μορίων (ουριδιλίωση της VPg στην 3’ 

πολυαδενυλιωμένη ουρά και στην φρουρκέτα cre(2C)), μπορεί να εξηγήσει 

τον λόγο για τον οποίο παρατηρείται απότομη αύξηση των κλώνων θετικής 

πολικότητας (Morasco et al., 2003).

1.3 Επιδημιολογία

Οι εντεροϊοί μολύνουν εκατομμύρια ανθρώπων παγκοσμίως κάθε έτος, με 

ένα ευρύ φάσμα κλινικών εκβάσεων που κυμαίνονται από την ασαφή 

μόλυνση και την ήπια αναπνευστική ασθένεια (κοινό κρυολόγημα) έως την

on



ασθένεια HFM, την οξεία αιμορραγική εττιπεφυκίτιδα, την ασηπτική 

μηνιγγίτιδα, την μυοκαρδίτιδα και την οξεία χαλαρή παράλυση. Στις Ηνωμένες 

Πολιτείες οι εντεροϊοί είναι υπεύθυνοι για 30.000 έως 50.000 εισαγωγές 

μηνιγγίτιδας ετησίως.

Δεξαμενή των εντεροϊών του ανθρώπου αποτελεί μόνο ο άνθρωπος. 

Εντεροϊοί βρίσκονται στο κατώτερο και ανώτερο τμήμα του πεπτικού σωλήνα 

και γι’ αυτό μπορούν να μεταδοθούν τόσο με την κοπρανοστοματική οδό όσο 

και με τις αναπνευστικές απεκκρίσεις. Σε περιοχές με χαμηλή στάθμη υγιεινής 

η κοπρανοστοματική οδός επικρατεί. Εντεροϊοί απομονώνονται και από 

λύματα. Κατά συνέπεια είναι δυνατή η μετάδοση με την αλυσιδωτή οδό

Κόπρανα -> λύματα -> νερό -> στοματοεντερική οδός

Για τον ιό της ηπατίτιδας A (HAV) συχνή είναι η μετάδοση μέσω 

οστρακοειδών (μύδια) που αναπτύσσονται σε νερά που δέχονται κοπρανώδη 

ρύπανση.

Πιο επιρρεπείς στις μολύνσεις από εντεροϊούς, όπως και στις 

περισσότερες ασθένειες, είναι τα μικρά παιδιά και γενικά τα άτομα μικρής 

ηλικίας τα οποία συνήθως δεν έχουν αντισώματα από προηγούμενες 

μολύνσεις. Ενήλικες μπορούν και αυτοί να μολυνθούν και να νοσήσουν, αν 

δεν παρουσιάζουν ανοσία για κάποιο συγκεκριμένο ορότυπο.

Εντεροϊοί μπορούν να βρεθούν σε εκκρίσεις του αναπνευστικού (σάλιο, 

πτύελα ή ρινική βλέννα) με αποτέλεσμα να μολύνουν τα άτομα που θα 

έρθουν σε επαφή με αυτά. Εντεροϊοί εντοπίζονται συνήθως στα κόπρανα 

ενός μολυσμένου ατόμου (CDC, June 1998). Γι’ αυτό το λόγο καλές συνθήκες 

υγειινής μπορούν να μειώσουν την μετάδοση των ιών αυτών, ενώ η εποχή 

που μεταδίδονται συνήθως οι εντεροϊοί είναι το καλοκαίρι και το φθινόπωρο.

1.4 Παθογένεια

Οι εντεροϊοί αποτελούν για τον άνθρωπο συνήθεις παράγοντες 

αφανών και υποκλινικών λοιμώξεων. Οι περισσότεροι εντεροϊοί (όχι ο



HAV) μπορούν να προκαλέσουν λοίμωξη του κεντρικού νευρικού 

συστήματος. Επιπλέον μπορούν να προκαλέσουν ποικίλα κλινικά 

σύνδρομα.

Οι πολιοιοί είναι δυνατόν να προκαλέσουν παραλύσεις, ενώ οι 

υπόλοιποι εντεροϊοί σχετίζονται με την εμφάνιση μυΐτιδας, 

μυοκαρδίτιδας, μηνιγγίτιδας, επιπεφυκίτιδας, εξανθημάτων, ήπιων 

λοιμώξεων των ανωτέρων αναπνευστικών οδών και ηπατίτιδας.

Διάφοροι εντεροϊοί μπορούν να προκαλέσουν το ίδιο σύνδρομο, ενώ 

ο ίδιος εντεροϊός μπορεί να προκαλέσει ποικιλία συνδρόμων, είτε με την 

μορφή σποραδικών κρουσμάτων ή ακόμη και επιδημιών.

Οι εντεροϊοί εισέρχονται στο σώμα του ανθρώπου και των ζώων από 

τη στοματική οδό. Αρχική θέση πολλαπλασιασμού τους αποτελεί ο 

λεμφικός ιστός του πεπτικού σωλήνα, περιλαμβανομένου και του 

φάρυγγα.

Από το έντερο διασπείρονται προς δυο κατευθύνσεις:

1. Προς το αίμα (ιαιμία) και από εκεί προς τους ιστούς και τα όργανα

2. Κατά μήκος του εντερικού σωλήνα απεκκρινόμενοι με τα 

κόπρανα.

Ο μηχανισμός με τον οποίο οι εντεροϊοί δρουν παθογενετικά είναι η 

λυτική λοίμωξη των ξενιστών κυττάρων που απολήγει σε καταστροφή 

τους. Εκτός από την τοπική δράση στα κύτταρα του εντερικού σωλήνα 

μπορεί να υπάρξει στάδιο ιαιμίας με επακόλουθη μεταφορά του ιού στα 

όργανα στόχους (νωτιαίος μυελός, εγκέφαλος, μήνιγγες, μυοκάρδιο, 

ήπαρ, δέρμα κ.λ.π.).

Πιο αναλυτικά οι πολιοϊοί μπορούν να προσβάλλουν τα επιχώρια 

λεμφογάγγλια και ακολούθως να προκαλέσουν ιαιμία, συνήθως γύρω 

στην 6η-9η μέρα μετά τη μόλυνση. Τότε εμφανίζονται τα πρώτα μη 

ειδικά συμπτώματα όπως κακοδιαθεσία, πυρετός, κεφαλαλγία και 

έμετος. Εφόσον προσβάλλονται κύτταρα του Κ.Ν.Σ. μπορεί να 

προκύψει μη παραλυτική πολιομυελίτιδα (1-2%) ή παραλυτική 

πολιομυελίτιδα (0,1-1%).



Οι Coxsackie-ioi και οι ECHO-ιοί μπορούν να προκαλέσουν ένα 

ευρύτερο φάσμα νόσων. Αρχική θέση πολλαπλασιασμού τους είναι ο 

φάρυγγας και το λεπτό έντερο. Οι ιοί αυτοί μπορούν να προκαλέσουν 

παραλύσεις μυών, φυσαλιδώδη στοματίτιδα ή ερπητική κυνάγχη 

(Coxsackie Α), επιδημική μυαλγία και πλευροδυνία (Coxsackie Β) 

μυοκαρδίτιδα και περικαρδίτιδα (Coxsackie Β), μηνιγγοεγκεφαλίτιδα 

(Coxsackie Β και εντεροϊός 71), εξανθήματα, κ.τ.λ.. Ο ιός Coxsackie Β4 

θεωρείται υπεύθυνος για την πρόκληση διαβήτη.
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1.5 Διάγνωση

Υπάρχουν αρκετοί λόγοι που μας ωθούν να βρούμε ένα γρήγορο 

διαγνωστικό πρωτόκολλο για τους εντεροϊούς. Η απομόνωση τους σε 

κυτταροκαλλιέργεια και η αναγνώριση της κυτταροπαθογόνου δράσης τους 

χρειάζονται υψηλό επίπεδο εργαστηριακής εξειδίκευσης και είναι χρονοβόρες 

τεχνικές. Τα πράγματα γίνονται ακόμα πιο δύσκολα αν σκεφτεί κανείς ότι 

κάποιοι ορότυποι Coxsackie Α δεν αναπτύσσονται καθόλου σε 

κυτταροκαλλιέργεια (όπως οι ορότυποι 17,22,23,31,32,40,53,54).

Μια δεύτερη προσέγγιση, αυτή του ηλεκτρονικού μικροσκοπίου έχει 

ελάχιστη έως καθόλου εφαρμογή στα κλινικά εργαστήρια ενώ το μόνο δείγμα 

στο οποίο θα μπορούσαν να ανιχνευτούν είναι τα κόπρανα.

Η έλλειψη ενός ευρείας συμβατότητας αντιγόνου έχει μπλοκάρει την 

ανάπτυξη ανοσολογικών πρωτοκόλων για τους εντεροϊούς. Επιτυχία έχει 

παρατηρηθεί μόνο σε οροτυπικές υπο-ομάδες όπως για παράδειγμα η ομάδα 

των Coxsackie Β ιών η οποία διαθέτει ένα αντιγόνο κοινό για όλους. Η χρήση 

πολυκλωνικών αντισωμάτων φαίνεται πιο επιτυχημένη αλλά δεν λύνει το 

πρόβλημα.

Η χρήση ανιχνευτών cDNA δίνουν την δυνατότητα για απευθείας 

ανίχνευση του ιού στα σωματικά υγρά αλλά η ευαισθησία αυτών των 

μεθόδων πρέπει να αυξηθεί καθώς ξεκινούν από ένα κατώτατο όριο του 33%.

Η πιο πολλά υποσχόμενη μέθοδος απευθείας ανίχνευσης είναι η 

εφαρμογή της PCR. Τα πρωτόκολλα που χρησιμοποιούν την τεχνική της RT- 

PCR για την ανίχνευση των εντεροϊών παρουσιάζουν μεγάλη ευαισθησία, 

απαιτούν λιγότερη εργασία και λιγότερο χρόνο για την ολοκλήρωσή τους, 

μπορούν να ανιχνεύσουν όλους τους γνωστούς εντεροϊούς, ενώ κάποια από 

αυτά παρουσιάζουν και δυνατότητα οροτυπικής ταυτοποίησης. Συνήθως, οι 

περιοχές που χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση και ταυτοποίηση των 

εντεροϊών είναι η 5’-UTR και η περιοχή του γονιδίου της VP1 καψιδικής 

πρωτεΐνης.Τρεις γενικές στρατηγικές έχουν προταθεί. Αυτή της καθολικής 

ανίχνευσης πολλών ή όλων των οροτύπων, η ανά ομάδα ιών ειδική PCR, για 

την ανίχνευση περιορισμένου αριθμού οροτύπων, και τέλος η ορο-ειδική, για 

την ανίχνευση ενός μόνο οροτύπου.



Στις περισσότερες περιπτώσεις, οι μοριακές μέθοδοι που

χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση των εντεροϊών, στοχεύουν σε 

συντηρημένες περιοχές της 5’-UTR, επιτρέποντας με αυτόν τον τρόπο την 

ανίχνευση όλων των μελών του γένους αυτού (ΡοπίθΓΟ J. R., 1999). Η 5’-UTR 

είναι σημαντική καθώς έρχεται σε επαφή με πρωτεΐνες του ξενιστή και 

επομένως η εξέλιξη της εξαρτάται από τον ξενιστή. Για το λόγο αυτό φαίνεται 

ότι ο ρυθμός μεταλλάξεων στην 5’-UTR είναι ιδιαίτερα χαμηλός κάτι το οποίο 

μας δίνει τη δυνατότητα να σχεδιάσουμε ένα πρωτόκολλο που θα έχει 

διάρκεια στο χρόνο και ακρίβεια.

Η δεύτερη προσέγγιση ξεκινά από το γεγονός ότι η αλληλουχία του 

γονιδίου της VP1 καψιδικής πρωτεΐνης σχετίζεται με τον ορότυπο. Το 

βασικότερο πρωτόκολλο που στοχεύει στο γονίδιο της VP1 καψιδικής 

πρωτεΐνης περιλαμβάνει την πραγματοποίηση nested RT-PCR η οποία 

συνδυάζεται με αλληλούχιση (Nix et al., 2006), παρέχοντας την δυνατότητα 

ανίχνευσης και οροτυπικής ταυτοποίησης όλων των γνωστών στελεχών των 

εντεροϊών.



2. Πειραματική διαδικασία

2.1 Σκοπός της μελέτης

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν ο σχεδιασμός ενός πρωτοκόλλου το 

οποίο θα μπορεί να ανιχνεύει και να ταυτοποιεί κλινικά στελέχη εντεροίων. Η 

περιοχή στην οποία βασίζεται το συγκεκριμένο πρωτόκολλο είναι η 5’-UTR 

διότι περιέχει συντηρημένες περιοχές οι οποίες μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

για την ανίχνευση όλων των εντεροίων (Romero J. R., 1999). Παρ’ όλο που η 

ενδο-οροτυπική ποικιλότητα στην 5’-UTR είναι τόσο μεγάλη που δεν μπορεί 

να υπάρξει σαφής αντιστοίχηση μεταξύ της 5’-UTR και του ορότυπου 

(Oberste et al., 1999, Mulders et al., 2000), πραγματοποιώντας ανάλυση 

RFLP, θα μπορούσε να γίνει ομαδοποίηση μεταξύ των εντεροίών (Siafakas et 

al., 2002, Siafakas et al., 2003). Έπειτα από ενθαρρυντικά αποτελέσματα με 

τα πρότυπα στελέχη εντεροίών προχωρήσαμε στην δοκιμή του υπό μελέτη 

πρωτοκόλλου σε κλινικά δείγματα.

2.2 Υλικά και μέθοδοι 

2.2.1 Πρότυπες Αλληλουχίες

Αρχικά χρησιμοποιήθηκαν οι υπάρχουσες αλληλουχίες των 5'-μη κωδικών 

περιοχών των πρότυπων στελεχών εντεροίών για το σχεδίασμά των 

εκκινητικών μορίων και την επιλογή των ενζύμων περιορισμού. Οι 

αλληλουχίες που χρησιμοποιήθηκαν φαίνονται στον πίνακα 2 και βρίσκονται 

δημοσιευμένες σε βάσεις δεδομένων όπως στο GenBank

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

(http://www.ebi.ac.uk/)

Εντεροϊοί Στελέχη Αριθμός καταχώρησης
Coxsackie Al T.T. (Tompkins)* (Coxsackie, NY/47) AF499635, AF329684
Coxsackie Α2 Fleetwood AY421760, AF303036
Coxsackie A3 Olson AY421761, AF303037
Coxsackie A4 High Point AY421762, AY028214
Coxsackie A5 Swartz AY421763
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Coxsackie A5 G.S. AF303044
Coxsackie A6 C.G. AY028215
Coxsackie A6 Gdula AY421764
Coxsackie A7 Parker AY421765. AF329685
Coxsackie A8 Donovan AY421766, AY028216
Coxsackie A9 P. Bozek AY028216
Coxsackie A9 Griggs D00627
Coxsackie A10 Kowalik AY421767, AF303042
Coxsackie All Belgium 1* (Belgium/51) AF499636. AF329686
Coxsackie A12 Texas-12 AY421768.AF303041
Coxsackie A13 Flores* (Mexico/52) AF499637, AF465S11, AF303040
Coxsackie A14 G-14 AY421769. AF329687
Coxsackie A15 G-9* (South Africa/50) AF499638, AF465512, AY028217
Coxsackie A16 G-10* (South Africa/51) U05876
Coxsackie A16 Tainan/5079/98 (Taiwan) AF177911
Coxsackie A17 G-12* (South Africa/51) AF499639. AF329688
Coxsackie A18 G-13* (South Africa/50) AF499640, AF465513, AF303038
Coxsackie A19 NIH-8663 (Dohi)* (Japan/52) AF499641, AF329689
Coxsackie A20 IH-35* (New York/55) AF499642, AF465514, AF303039
Coxsackie A21 Coe (California/54) D00538
Coxsackie A21 Kuykendall* (California/52) AF546702, AF465515
Coxsackie A22 Chulman (New York/55) AF499643, AF329690
Caxsackie A24 Joseph AY028218
Coxsackie A24 EH 24/70 (Singapore/70) D90457
CBV1 Japan M16560,
CBV2 Ohio-l/Ohio/US/47 AF081485, AF085363
CBV3 Nancy/Connecticut/US/49* M88483. M33854, M16572
CBV4 JVB/New York/US/51 (Benschoten)* X05690
CBV5 Faulkner/Kentucky/US/52* AF114383,
CBV5 1954/UK/85 (Peterborough/UK/85) X67706
CBV6 Schmitt/Philippines/53 (1-15-21)* AF039205,AF105342, AF114384
El Farouk/Egypt/51* AF029859
E2 Cornelis/Connecticut/US/51* AY302545, AF465518
E3 Morrisey/Connecticut/US/51* AY302553
E4 Pesacek/Connecticut/US/51* AY302557, X89534
E5 Noyce/Maine/54* AF083069
E6 D'Amori* (Rhode Island/55) AY302558, AF405325
E6 Charles "wild type, lytic" U16283
E7 Wallace* (Ohio) AY036579.AY302559. AF465516
E9 Hill/Ohio/US/53* X84981
E9 Barty X92886
Ell Gregory* (Ohio) X80059
E12 Travis* (Philippines/53) (wildtype) X79047
E12 Travis (Rhodanine resistant variant) X77708
E13 Del Carmen* (Philippines/53) AY302539, AF405311
E14 Tow* (Rhode Island/54) AY302540, AF405312
E15 Ch 96-51 (Charleston)* (West

Virginia/51)
AY302541, AF405313

E16 Harrington* (Massachusetts/51) AY302542
E17 CHHE-29* (Mexico City) AY302543
E18 Metcalf* (Ohio) AF317694, AF405314
E19 Burke* (Ohio) AY302544
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Ε19 K/542/81 AY167107
Ε20 JV-1* (Washington DC/55) AY302546. AF405316
Ε21 Farina (E26D)* (Massachusetts/50) AY302547. AF405317
Ε24 DeCamp* (Ohio/56) AY302548, AF405318
Ε25 JV-4* (Washington DC/57) AY302549
Ε26 Coronel (11-3-6)* (Philippines/53) AY302550. AF405319
Ε27 Bacon (1-36-4)* (Philippines/53) AY302551. AF405320
Ε29 JV-10* (Washington DC/55) AY302552, AF405321
Ε30 Bastianni* (New York/58) AF162711, AF311938
Ε31 Caldwell* (Kansas/55) AY302554, AF405322
Ε32 PR-10* (Puerto Rico) AY302555, AF405323
Ε33 Toluca-3* (Mexico/59) AY302556, AF405324
Polio 1 Mahoney (Ohio/41) J02281, V01148, V01149
Polio 1 Sabin (LSc, 2ab) V01150
Polio 2 Lansing* (Michagan/37) M12197
Polio 2 Sabin (P712, Ch, 2ab) X00595
Polio 3 Leon* (California/37) K01392
Polio 3 Sabin (Leon 12a-l-b) K00043
EV68 Fermon* (California/62) AY426531
EV69 Toluca-1* (Toluca, Mexico/59) AY302560
EV70 J670/71* (Japan/71) D00820, DQ201177,
EV71 Tainan/5746/98 (Taiwan POC) AF304457
EV71 BrCr* (California/70) ? U22521
EV73 CA55-1988* AF241359, AF241360
EV74 USA/CA75-10213 AY556057
EV75 USA/OK85-10362 AY556070
EV76 ??? AY697458
EV77 USA/TX97-10394 AY843302
EV79 USA/CA82-10385 AY843309
EV79 USA/CA79-10384 AY843297
EV80 USA/CA67-10387 AY843298
EV81 USA/CA68-10389 AY843299
EV82 USA/CA64-10390 AY843300
EV83 USA/CA76-10392 AY843301
EV84 CIV2003-10603 DQ902712
EV85 BAN00-10353 AY843303
EV86 BAN00-10354 AY843304
EV87 BAN01-10396 AY843305
EV88 BAN01-10398 AY843306
EV89 BAN00-10359 AY697459
EV90 CAM1956 AB192877
EV90 BAN99-10399 AY697460
EV90 F950027 AY773285
EV91 BAN00-10406 AY697461
EV97 BAN99-10355 AY843307
EV100 BAN2000-10500 NC 009887
EV101 CIV03-10361 AY843308

Πίνακας 3. Πρότυπα στελέσχη εντεροϊών και αριθμός καταχώρησης στη γονιδιακή

τράπεζα GenBank των αλ>ιηλουχιών της 5 UTR.
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2.2.2 Επιλογή Εκκινητικών μορίων

Για τον σχεδίασμά των εκκινητικών μορίων, πραγματοποιήθηκε 

ομοπαράθεση των στελεχών του πίνακα 2, με τη βοήθεια του προγράμματος 

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

συντηρημένες περιοχές σχεδιάσθηκαν τα εκκινητικά μόρια που 

παρουσιάζονται στον πίνακα 3.

Όνομα Θέση Πολικότητα Αλληλουχία 5'-3'
TS1 66-85 Sense TACC(CT)TTGTACGCCTGTTTT
HEV-C-9 538-558 Antisense GGACACCCAAAGTAGTCGGTTC

Πίνακας 4. Εκκινητικά μόρια. Η θέση υπολογίστηκε με βάση το στέλεχος Coxsackie Β1

2.2.3 Επιλογή ενζύμων

Για την επιλογή του περιοριστικού ενζύμου που χρησιμοποιήθηκε κατά την 

ανάλυση RFLP, δοκιμάσθηκαν αρκετά ένζυμα, σε θεωρητικό επίπεδο, 

αναζητώντας την αλληλουχία αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύμου στις 

αλληλουχίες των στελεχών του πίνακα 2. Κοινό χαρακτηριστικό όλων των 

ενζύμων που μελετήθηκαν, ήταν ότι αναγνώριζαν περιοχές πλούσιες σε 

γουανίνη και κυτοσίνη, λόγω του ότι υπάρχει μεγαλύτερο ποσοστό αυτών των 

βάσεων στην 5’ NTR (Stanway et al., 1984). Το περιοριστικό ένζυμο που 

επιλέχθηκε τελικά ήταν το Hha I (Takara Biomedical group, Shiga, Japan) to 

οποίο αναγνωρίζει και κόβει την αλληλουχία GCG/C. Σύμφωνα με την 

θεωρητική μελέτη, εάν χρησιμοποιηθεί το συγκεκριμένο περιοριστικό ένζυμο, 

οι εντεροϊοί του πίνακα 2 διαχωρίζονται σε 18 ομάδες κατά την ανάλυση 

RFLP.

2.2.4 Στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν κατά την πειραματική 

διαδικασία

Κατά το πειραματικό μέρος της εργασίας δεν ήταν διαθέσιμα κλινικά 

δείγματα από όλα τα στελέχη των εντεροϊών που παρουσιάζονται στο 

θεωρητικό μέρος. Αυτά που χρησιμοποιήθηκαν κατά το πειραματικό μέρος 

της εργασίας παρατίθενται στον πίνακα 4.
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Εντεροϊός Δείγμα Προέλευση Έτος
απομόνωσης

CAV9 Α9 611/80/1 Cantacuzino Institute, Romania 1980
Α9 65/89/1 Cantacuzino Institute, Romania 1989
Α9 113/73/2 
Α9 115 
1 
2 
3 
5

Cantacuzino Institute, Romania 1973

CAV16 5441
CBV1 Β1 99/74/1 Cantacuzino Institute, Romania 1974

Β1 98/74/2 Cantacuzino Institute, Romania 1974
Β1 88/74/9 Cantacuzino Institute, Romania 1974

CBV2 Β2 116/95/2 Cantacuzino Institute, Romania
Β2 118/95/1 Cantacuzino Institute, Romania*
5207 Β Hellenic Pasteur Institute 1984
5211 Β Hellenic Pasteur Institute 1984

CBV3 Β3 109/85/1 Cantacuzino Institute, Romania 1978
Β3 123/95/1 Cantacuzino Institute, Romania 1985
Β3 77/78/3 Cantacuzino Institute, Romania* 1995

CBV4 Β4 169/75/1 Cantacuzino Institute, Romania
Β4 69/86/1 Cantacuzino Institute, Romania 1986

CBV5 Β5 14/76/1 Cantacuzino Institute, Romania* 1970
Β5 254/77/1 Cantacuzino Institute, Romania 1977
81020 Hellenic Pasteur Institute 2001
6451G Hellenic Pasteur Institute 1984

CBV6 Β6 86/73/1 Cantacuzino Institute, Romania 1973
Β6 7/73/19 Cantacuzino Institute, Romania 1973
ΑΒ-19 Cantacuzino Institute, Romania

Ε3 138/79/1 Romania 1979
243/97/1 Romania 1997

Ε5 156/98/1
Ε6 24/79/118

Founariotakis Greece 2001
Bledakis Greece 2001
Tsikandilakis
Fregadakis

Greece 2001

Ε7 44/73/1
Ε9 307/77/1 Romania 1977

121/82/1 Romania 1982
Ε11 257/98/1 Romania 1998
Ε13 85451 Greece 2001

86716 Greece 2001
Pleurakis Greece 2001
Papadakis Greece 2001

Ε14 1817 Greece 1980
1729 Greece 1980
1374 Greece 1980

Ε30 85671 Greece 2001
86027 Greece 2001
85929 Greece 2001

Πίνακας 5. Κλινικά στελέχη εντεροϊών που χρησιμοποιήθηκαν πειραματικά
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2.2.5 Εκχύλιση ιϊκού RNA από κυτταροκαλιέργειες

Η απομόνωση του ιικού RNA έγινε με την μέθοδο της θειοκυανιούχου 

γουανιδίνης (Casas 1,1995). Από κάθε μολυσμένη κυτταροκαλλιέργεια 

χρησιμοποιήθηκαν ΙΟΟμΙ, τα οποία επωάσαμε για 20 min σε θερμοκρασία 

δωματίου με 300μί διαλύματος αποτελούμενου από: 4Μ GuSCN, 0.5% Ν- 

lauroyl sacrosine, ImM dithiotreitol, 25 mM sodium citrate και 40 pg/tube 

γλυκογόνο με σκοπό την λύση των κυττάρων. Στη συνέχεια, προστέθηκαν 

400μΙ παγωμένης ισοπροπανόλης διατηρημένης στους -20°C. Μετά από 

καλό vortex τα δείγματα έμειναν στον πάγο για 20min και στη συνέχεια 

φυγοκεντρήθηκαν για 10min στις 14.000xg στους +4°C. Η ισοπροπανόλη 

απομακρύνθηκε και προστέθηκαν 0,5ml παγωμένης αιθανόλης 70%. 

Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 10min στις 14.000xg στους +4°C. Η αιθανόλη 

απομακρύνθηκε πλήρως και το εκχυλισθέν RNA αφέθηκε να στεγνώσει σε 

αποστειρωμένο περιβάλλον σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά το τέλος της 

απομόνωσης το ολικό κυτταρικό και ιϊκό RNA επαναδιαλύθηκε σε ΙΟΟμΙ 

απεσταγμένου και αποστειρωμένου νερού, ελεύθερου νουκλεασών και 

φυλάχθηκε στους -20°C.

2.2.6 Αντίστροφη μεταγραφή - Αλυσιδωτή αντίδραση 
πολυμεράσης (RT-PCR)

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

πραγματοποιήθηκε η διαδικασία της αντίστροφης μεταγραφής. Αρχικά, 5μΙ 

από το RNA επωάσθηκαν με 1 μί τυχαίων εκκινητών (random primers) d(N)g 

(Takara Biomedical group, Shiga, Japan), 1 μΙ dNTPs 10mM και 5μΙ 

απεσταγμένου και αποστειρωμένου νερού, ελεύθερου νουκλεασών στους 65 

°C για 5 min. Αφού τα δείγματα μεταφέρθηκαν αμέσως στον πάγο και 

υποβλήθηκαν σε σύντομη φυγοκέντρηση, σε καθένα απ’ αυτά προστέθηκε 

μείγμα αποτελούμενο από: 4μΙ ρυθμιστικού διαλύματος 5χ (first strand buffer), 

2μΙ DTT 0,1 Μ, 100 μονάδες αντίστροφης μεταγραφάσης Invitrogen 

Superscript II και 10 μονάδες αναστολέα ριβονουκλεασών, RNase Inhibitor 

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



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

έως τελικού όγκου 20μΙ. Ακολούθησε επώαση στους 25°C για 12 λεπτά, 

στους 42 °C για 50 λεπτά και στην συνέχεια έγινε απενεργοποίηση της 

αντίστροφης μεταγραφάσης με επώαση στους 70°C για 15 min.

Από τα cDNA που δημιουργήθηκαν, στη συνέχεια ενισχύθηκε ένα τμήμα 

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

της αντίδρασης αποτελούταν από 3μΙ cDNA, 5μΙ ρυθμιστικού διαλύματος ΙΟχ 

(Taq Buffer -Paq5000 Stratagene), 5μΙ μείγματος νουκλεοτιδίων (dNTPs) 

10mM, 2μΙ εκκινητικών μορίων 25pmol, 0,5μΙ (2,5 unit) Paq DNA 

πολυμεράσης (Paq5000 Stratagene) και αποσταγμένο και αποστειρωμένο, 

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

50μΙ.

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

συνέχεια, ακολούθησε η εφαρμογή των συνθηκών όπως παρουσιάζονται 

στον πίνακα 5.

Ζεύγη εκκινητικών 
μορίων Συνθήκες Αλυσιδωτής Αντίδρασης της Πολυμεράσης

TS1-HEVC9

Θερμοκρασία αποδιάταξης: 95°C για 20sec

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

Θερμοκρασία επιμήκυνσης: 72 °C για 30sec_^

Πίνακας 6. Συνθήκες αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR)

Η PCR ολοκληρώθηκε με ένα τελευταίο στάδιο επώασης στους 72°C 

για 5 λεπτά.

Η επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων της RT-PCR έγινε με 

ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της RT-PCR σε πήκτωμα αγαρόζης 

(Invitrogen, Life Technologies, Pairsley, UK) συγκέντρωσης 2% σε ρυθμιστικό 

διάλυμα ΤΒΕ IX (Tris-Boric acid-EDTA) που περιείχε βρωμιούχο αιθίδιο σε 

συγκέντρωση 1 pg/ml. Από το προϊόν της PCR χρησιμοποιήθηκαν ΙΟμΙ, τα 

οποία αφού αναμίχθηκαν με 2μΙ χρωστικής, μεταφέρθηκαν στο πήκτωμα
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αγαρόζης και αναλύθηκαν σε συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης όπου 

εφαρμόστηκε τάση -115V. Η οπτική παρατήρηση των προϊόντων της RT- 

PCR στο πήκτωμα αγαρόζης έγινε μέσω συσκευής εκπομπής υπεριώδους 

ακτινοβολίας (Foto/Phoresis I, Fotodyne)

2.2.7 RFLP

Κατά την μελέτη RFLP, χρησιμοποιήθηκε όγκος δείγματος DNA που 

αντιστοιχούσε περίπου Ipg ποσότητας DNA, το οποίο προστέθηκε σε 

διάλυμα που περιείχε: 2μΙ ρυθμιστικού 10χ, 1 μΙ (=1 Ounits) ενζύμου Hhal 

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

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

έως τελικού όγκου 20μΙ. Ακολούθησε επώαση 2 ωρών στους 37 °C και στη 

συνέχεια προστέθηκαν 3μΙ Loading Buffer 10χ (Takara Biomedical group, 

Shiga, Japan) για να τερματιστεί η αντίδραση.

Τα προϊόντα της πέψης ηλεκτροφορήθηκαν στη συνέχεια σε πήκτωμα 

αγαρόζης (Invitrogen, Life Technologies, Pairley, UK) συγκέντρωσης 3% σε 

ρυθμιστικό διάλυμα ΤΒΕ IX (Tris-Boric acid-EDTA) που περιείχε βρωμιούχο 

αιθίδιο σε συγκέντρωση 1 pg/ml. Ολόκληρο το προϊόν της πέψης μεταφέρθηκε 

στο πήκτωμα αγαρόζης και ηλεκτροφορήθηκε σε συσκευή ηλεκτροφόρησης 

όπου εφαρμόσθηκε τάση 70V για 2 περίπου ώρες. Το πήκτωμα στη συνέχεια 

φωτογραφήθηκε στην αντίστοιχη συσκευή και για τον προσδιορισμό του 

μεγέθους των τμημάτων χρησιμοποιήθηκε το υπολογιστικό πρόγραμμα 

GelPro 4.0.

2.3 Λ ποτελέσματσ της μελέτης RFLP

Αρχικά πραγματοποιήθηκε θεωρητική μελέτη, χρησιμοποιώντας τις 

αλληλουχίες των στελεχών, όπως αυτές παρουσιάζονται στον πίνακα 2. 

Σύμφωνα με την θεωρητική αυτή μελέτη, αν πραγματοποιηθεί PCR με τα 

εκκινητικά μόρια TS1/HEV-C-9 και πέψη με το περιοριστικό ένζυμο Hhal, τα 

στελέχη των εντεροϊών του πίνακα 2, ομαδοποιούνται σε 18 ομάδες, όπως 

παρουσιάζεται στον πίνακα 6. Τα εκκινητικά μόρια αυτά έχουν την ικανότητα



να αναγνωρίζουν όλα τα στελέχη του πίνακα 2 δίνοντας ένα προϊόν μεγέθους 

492 βάσεων. Ακόμη, κατά την πειραματική διαδικασία, το ζεύγος εκκινητικών 

μορίων TS1/HEV-C-9, ενίσχυσε επιτυχώς τα στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν, 

δίνοντας καθαρό προϊόν στο οποίο ακολούθησε ανάλυση RFLP.

Θεωρητικά αποτελέσματα της μελέτης RFLP με το περιοριστικό ένζυμο Hhal (Takara

Biomedical group, Shiga, Japan) (GCG/C)

Μέγεθος τμημάτων 

περιορισμού

Στελέχη

Ομάδα 1: Άκοπα CAV2, CAV4, CAV12

CBV1, CBV3, CBV5_Peterbourgh, CBV6

El, Ε7, Ε12, Ε13, Ε14, Ε15, Ε17, Ε18, Ε29, Ε30, Ε31,

Ε32, Ε33

EV71_California, EV88, EV83, EV82

Ομάδα 2: 456, 40 EV70

Ομάδα 3: 417, 69 CAV3, 10, 16_G-10, 16_Taiwan 

Ell, E19, E24, EV80, EV81*, EV89*

Ομάδα 4: 353, 133 CAV20

CBV4

E9_Hill, E21, E27

EV71_Taiwan, EV101, EV79

Ομάδα 5: 377, 68, 33 EV76

Ομάδα 6: 346, 78, 62 CAV14

Ομάδα 7: 295, 72, 62, 57 E3

Ομάδα 8: 284,130, 72 CAV8* 

E2 *

Ομάδα 9: 287, 200 CAV5 

E20, E25

EV69, EV73, EV86, EV77

Ομάδα 10: 270,140, 65 EV75, EV87

Ομάδα 11: 270, 220 CAV11, CAV15, CAV17, CAV18, CAV21, CAV22
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Ε5, Ε6, Ε16, Ε26 

EV74, EV84, EV97, EV100

Ομάδα 12: 268, 116, 113 CAV7

Ομάδα 13: 234, 220, 43 CAV1, CAV13, CAV19, CAV24

PV1(M), PV2(L), PVl(Sabin), PV2(Sabin), EV91

Ομάδα 14: 255, 152, 45, 27 CAV6

Ομάδα 15: 211, 203, 72 CBV2

E9_Barty, EV85*

Ομάδα 16:197, 155, 134 CBV5_Kentucky

CAV9_Griggs

Ομάδα 17:198, 155, 69, 64 E4

Ομάδα 18: 158, 134, 86, 78 PV3(L), PV3(Sabin)

*Τα στελέχη CAV8 και Ε2, EV81 και EV89 και ο EV85 παρουσιάζουν ίδιο προφίλ 

τμημάτων περιορισμού με τα άλλα μέλη της ομάδας με τα οποία κατηγοριοποιούνται, 

αλλά οι θέσεις κοπής βρίσκονται σε διαφορετικά σημεία κατά μήκος του γενώματος

Πίνακας 7. Θεωρητικό προφίλ τμημάτων περιορισμού με το περιοριστικό ένζυμο Hhal

Κατά το πειραματικό μέρος της εργασίας χρησιμοποιήθηκαν 53 κλινικά 

στελέχη εντεροϊών (πίνακας 4). Τα πειραματικά αποτελέσματα μετά από 

ανάλυση RFLP παρατίθενται στον πίνακα 7.

Εντεροϊός Δείγμα Μέγεθος τμημάτων 
περιορισμού (bp)

Εικόνα

CAV9 Πρότυπο 197, 153, 139 2.3.1
A9 611/80/1 287, 145, 69 2.3.1
A9 65/89/1 424, 70 2.3.1
A9 113/73/2 424, 350,85,72 2.3.1
A9 115 424,335,83,71 2.3.1
1 420, 69 2.3.1
2 350, 814, 219, 129, 77, 69 2.3.1
3 292, 189 2.3.1
5 380, 81 2.3.1

CAV16 Πρότυπο άκοπο 2.3.2
5441 Άκοπο 2.3.2

2/3
4/5 
6/7 
8/9 
10/11 
12/13 
14/15 
Β 2/3 
Β 4/5
Β12/13
Β14/15
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CBVl Πρότυπο
B1 99/74/1 
B1 98/74/2 
B1 88/74/9

άκοπο
215, 139, 80 
215, 139, 80 
215, 139, 80

CBV2 Πρότυπο 211, 203, 72
B2 116/95/2 211, 203, 72,
B2 118/95/1 211, 203, 72,
5207 B 211, 203, 72,
5211 B 211, 203, 72,

CBV3 Πρότυπο άκοπο 2.3.2 2/3
B3 109/85/1 206, 93, 79 2.3.2 4/5
B3 123/95/1
B3 77/78/3 186, 143, 85, 68 2.3.2 6/7

CBV4 Πρότυπο 415,80
B4 169/75/1 353, 133
B4 69/86/1 353, 133

CBV5 Πρότυπο άκοπο 2.3.2 Β 2/3
B5 14/76/1 285, 224 2.3.2 Β 4/5
B5 254/77/1 363, 300, 191, 153, 147 2.3.2 Β 6/7
81020 άκοπο 2.3.2 Β 8/9
6451G 449 2.3.2 Β10/11

CBV6 Πρότυπο άκοπο 2.3.2 8/9
Β6 86/73/1 291, 128, 154 2.3.2 10/11
Β6 7/73/19 291, 220 2.3.2 12/13
ΑΒ-19 341, 150 2.3.2 14/15

E3 Πρότυπο 300, 88, 62 2.3.1 Β 6/7
138/79/1 277,213 2.3.1 Β 8/9
243/97/1 217, 196, 90 2.3.1 Β10/11

E5 Πρότυπο 277,213 2.3.1 Β12/13
156/98/1 470 2.3.1 Β 14/15

E6 Πρότυπο 209,192,87 2.3.3 2/3
24/79/118 209, 192, 87 2.3.3 4/5
Founariotakis 209,192, 89 2.3.3 6/7
Bledakis 209,189,89 2.3.3 8/9
Tsikandilakis 209,196,89 2.3.3 10/11
Fregadakis 209, 192, 87 2.3.3 12/13

E7 Πρότυπο 274,150,73 2.3.3 Β 2/3
44/73/1 268,147,73 2.3.3 Β 4/5

E9 Πρότυπο 244,214 2.3.3 Β 6/7
307/77/1 209, 189, 87 2.3.3 Β 8/9
121/82/1 214, 196, 89 2.3.3 Β10/11

Ell Πρότυπο 485 2.3.3 Β12/13
257/98/1 214, 196, 87 2.3.3 Β 14/15

E13 Πρότυπο άκοπο 2.3.4 2/3
85451 234, 214, 100 2.3.4 4/5
86716 239, 219, 100 2.3.4 6/7
Pleurakis 244, 224, 102 2.3.4 8/9
Papadakis 239, 219, 100 2.3.4 10/11

E14 Πρότυπο άκοπο 2.3.4 12/13
1817 270, 239 2.3.4 14/15
1729 262, 229 2.3.4 Β 2/3
1374 262, 234 2.3.4 Β 4/5

E30 Πρότυπο άκοπο 2.3.4 Β 6/7
85671 214, 200, 90 2.3.4 Β 8/9
86027 219, 196, 87 2.3.4 Β10/11
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85929 219, 191, 85 2.3.4 Β12/13

Πίνακας 8. Πειραματικό προφίλ τμημάτων περιορισμού με το περιοριστικό ένζυμο Hhal σε 
κλινικά δείγματα. Στην τελευταία στήλη, όποτε προηγείται το γράμμα «Β» ο αναγνώστης 
παραπέμπεται στην δεύτερη σειρά μπαντών στην αντίστοιχη φωτογραφία.
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3. Συζήτηση

Η ΧΡΗΣΗ ΤΗΣ 5’-UTR ΚΑΙ ΤΟ ΖΕΥΓΟΣ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ TS1/HEVC9

Η παρούσα εργασία αποτέλεσε το τελικό στάδιο για να καταρτιστεί ένα 

πρωτόκολλο κατηγοριοποίησης των 64 οροτύπων των εντεροϊών σε 12 

κατηγορίες με βάση την 5’-UTR περιοχή έτσι ώστε να είναι ευκολότερη η 

προσεγγιστική διάγνωσή τους σε ασθενείς. Για την ανίχνευση 

χρησιμοποιήθηκε η 5’-UTR διότι περιέχει συντηρημένες περιοχές οι οποίες 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την ανίχνευση όλων των εντεροϊών 

(Romero J. R., 1999). Ακόμη, παρ’ όλο που η ενδο-οροτυπική ποικιλότητα 

στην 5’-UTR είναι τόσο μεγάλη και δεν μπορεί να υπάρξει σαφής 

αντιστοίχηση μεταξύ της 5’-UTR και του ορότυπου (Oberste et al., 1999 / 

Mulders et al., 2000), πραγματοποιώντας ανάλυση RFLP, θα μπορούσε να 

γίνει ομαδοποίηση των στελεχών των εντεροϊών (Siafakas et al., 2002 / 

Siafakas et al., 2003). Αξίζει να σημειωθεί στο σημείο αυτό μια σημαντική 

«παράπλευρη» ανακάλυψη. Φαίνεται πως η χρήση της συγκεκριμένης 

περιοχής του ιικού γενώματος μας οδήγησε στο να δημιουργήσουμε το 

ζεύγος εκκινητών TS1/HEVC9 το οποίο παρουσιάζει τη μεγαλύτερη 

εξειδίκευση συνολικά για το γένος των εντεροϊών από κάθε άλλο ζεύγος 

εκκινητών που αναφέρεται μέχρι σήμερα στην παγκόσμια βιβλιογραφία.

Η ΟΜΑΔΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΣΤΕΛΕΧΩΝ ΣΕ ΟΜΑΔΕΣ ΚΑΤΑ ΤΟ ΠΡΟΤΥΠΟ 

RFLP

Σύμφωνα με τη θεωρητική μελέτη, τα στελέχη του πίνακα 2, διαχωρίζονται 

σε 18 ομάδες, μετά από ανάλυση RFLP με το περιοριστικό ένζυμο Hhal, 

όπως φαίνεται στον πίνακα 6. Από αυτές τις ομάδες, είναι αρκετές που 

περιέχουν λίγα στελέχη (ένα ή δύο ή τρία), με αποτέλεσμα να μπορεί να 

πραγματοποιηθεί ικανοποιητικός διαχωρισμός. Η κάθε ομάδα περιλαμβάνει 

στελέχη τα οποία δίνουν ίδια μήκη τμημάτων περιορισμού μετά από ανάλυση 

RFLP.

Ωστόσο όπως φαίνεται και από τα αποτελέσματα του πίνακα 7 δεν 

υπάρχει πλήρης αντιστοιχία μεταξύ των θεωρητικώς αναμενόμενων



αποτελεσμάτων RFLP, των πρότυπων στελεχών και των κλινικών. Μόνο για 

λίγα στελέχη εντερόϊών υπάρχει συμφωνία των προτύπων κοπής μεταξύ 

θεωρητικού-προτύπου-κλινικού τα οποία παρατίθενται στον πίνακα 9. Αυτό 

σε μεγάλο βαθμό συνέβη επειδή μια σειρά από κλινικά δείγματα περιείχαν 

περισσότερα του ενός ιικού στελέχους (μόλυνση των ασθενών από 2 ή 3 

διαφορετικούς εντεροϊούς). Για να χωριστούν λοιπόν πλήρως τα 64 στελέχη 

σε 12 ομάδες απαιτείται ο καθαρισμός των δειγμάτων και η απομόνωση του 

κάθε ιικού στελέχους χωριστά.

Πειραματικά αποτελέσματα της μελέτης RFLP με το περιοριστικό ένζυμο Hhal 

(Takara Biomedical group, Shiga, Japan) (GCG/C)

Μέγεθος τμημάτων 

περιορισμού

Πρότυπα Στελέχη Κλινικά Στελέχη

Ομάδα 1: Άκοπα CAV16 5441

Ομάδα 2: 211, 203, 72 CBV2 Β2 116/95/2 
Β2 118/95/1 
5207 Β 
5211 Β

Ομάδα 3: 209,192, 87 Ε6 24/79/118
Founariotakis
Bledakis
Tsikandilakis
Fragadakis

Ομάδα 4: 274, 150, 73 Ε7 44/73/1

Πίνακας 9. Ομαδοποίηση κλινικών στελεχών που έχουν ίδιο πρότυπο με RFLP με το 
αντίστοιχο πρότυπο στέλεχος και το θεωρητικός αναμενόμενο.

Μέχρι το πέρας της διαδικασίας του καθαρισμού και επανομαδοποίησης 

των κλινικών στελεχών η πειραματική διαδικασία έφερε στο φως και άλλα 

ενδιαφέροντα αποτελέσματα. Μια σειρά στελεχών τα οποία σύμφωνα με το 

πρότυπο RFLP δεν ομαδοποιούνται μαζί με τα πρότυπα φαίνονται να 

προέρχονται από την ίδια γεωγραφική τοποθεσία ή την ίδια χρονική περίοδο. 

Τα συγκεκριμένα αποτελέσματα φαίνονται στον πίνακα 10.
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Πειραματικά αποτελέσματα της μελέτης RFLP με το περιοριστικό ένζομο 

Hhal (Takara Biomedical group, Shiga, Japan) (GCG/C)

Κλινικά Στελέχη Μέγεθος

τμημάτων

περιορισμού

Προέλευση Έτος

απομόνωσης

B1 99/74/1 215, 139,80 Cantacuzino Institute, Romania 1974
B1 98/74/2 215, 139,80 Cantacuzino Institute, Romania 1974
Bt 88/74/9 215, 139, 80 Cantacuzino Institute, Romania 1974

B4 169/75/1 353,133 Cantacuzino Institute, Romania
B4 69/86/1 353, 133 Cantacuzino Institute, Romania 1986

E9 307/77/1 209, 189,87 Romania 1977
E9 121/82/1 214, 196, 89 Romania 1982

El 385451 234,214, 100 Greece 2001
E1386716 239,219, 100 Greece 2001
El 3 Pleurakis 244, 224, 102 Greece 2001
El3 Papadakis 239,219, 100 Greece 2001

E14 1817 270, 239 Greece 1980
El 4 1729 262,229 Greece 1980
E14 1374 262,234 Greece 1980
E30 85671 214, 200, 90 Greece 2001
E30 86027 219, 196, 87 Greece 2001
E30 85929 219, 191,85 Greece 2001
Πίνακας 10. Ομαδοποίηση κλινικών στελεχών τα οποία δεν έχουν όμοιο πρότυπο 
RFLP με τα αντίστοιχα πρότυπα στελέχη και τα θεωρητικώς αναμενόμενα 
αποτελέσματα.

Αυτό πρακτικά σημαίνει ότι έχουμε τη δυνατότητα να διαπιστώσουμε ιικές 

μολύνσεις που οφείλονται στην ίδια επιδημία. Η δυνατότητα αυτή αφενός μας 

επιτρέπει αφενός να παρατηρούμε την εξέλιξη των ιών και την πρόκληση 

επιδημιών και αφετέρου να προσεγγίζουμε θεραπευτικά τους ασθενείς με 

παρόμοια φαρμακευτική αγωγή εφόσον διαπιστωθεί ότι αυτή είναι 

αποτελεσματική στη συγκεκριμένη επιδημία.

ΓΕΝΙΚΑ ΣΧΟΛΙΑ

Η μελέτη του μήκους τμημάτων περιορισμού στην 5’-μη κωδική περιοχή 

παραμένει ως ένας πιθανός γρήγορος τρόπος ομαδοποίησης και 

προσεγγιστικής ταυτοποίησης των εντεροϊών. Οι θέσεις που αναγνωρίζονται 

από τα ένζυμα περιορισμού φαίνεται να εντοπίζονται σε συγκεκριμένα σημεία 

και δεν είναι τυχαία κατανεμημένες, για τα διάφορα στελέχη. Παρόλα αυτά,



καλό θα ήταν να χρησιμοποιηθούν περισσότερα πρότυπα και κλινικά στελέχη 

για να υποστηριχθεί αυτή η άποψη. Επιπλέον, ο συνδυασμός των 

αποτελεσμάτων που προκύπτουν από την χρήση διαφορετικών ενζύμων 

περιορισμού, θα μπορούσε να αυξήσει την ειδικότητα της μεθόδου 

παρέχοντας ακόμη και ικανότητα εξειδικευμένης ταυτοποίησης αρκετών 

στελεχών.
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