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και το φιλικό περιβάλλον. 

Ζνα «ευχαριςτϊ» είναι λίγο για τουσ γονείσ μου, Διονφςθ και ΢οφλα, και τον 

αδερφό μου Διμο. Με ςτιριξαν ςε κάκε μου απόφαςθ και κάκε δυςκολία. Σουσ 

ευχαριςτϊ για τθν υπομονι τουσ και τισ κυςίεσ που ζχουν κάνει ςε όλο αυτό το 
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ΠΕΡΙΛΘΨΘ 

Οι Echo ιοί, οι οποίοι είναι ςυνθκιςμζνοι παράγοντεσ πακογζνειασ, κυρίωσ ςε 

παιδιά, είναι τυπικά μζλθ του γζνουσ των Εντεροϊϊν τθσ οικογζνειασ των Picorna 

ιϊν. Είναι μικροί μθ ελυτροφόροι ιοί, το καψίδιο  των οποίων  αποτελείται από 60 

αντίγραφα τεςςάρων μθ γλυκοςυλιωμζνων πρωτεϊνϊν, που οργανϊνονται ςε ζνα 

εικοςάεδρo (VP1, VP2, VP3 και VP 4). Σο γονιδίωμα τουσ είναι ζνα μονόκλωνο μόριο 

RNA κετικισ πολικότθτασ, το οποίο κωδικοποιεί μια πολυπρωτεΐνθ, από τθν 

πρωτεόλυςθ τθσ οποίασ προκφπτουν οι δομικζσ και λειτουργικζσ πρωτεΐνεσ. Θ 

γριγορθ ανίχνευςθ και ταυτοποίθςι τουσ, όπωσ και των υπόλοιπων Εντεροϊϊν, 

επιτυγχάνεται πλζον με τθν εφαρμογι των ςφγχρονων μοριακϊν μεκόδων RT-PCR, 

ςτοχεφοντασ και ενιςχφοντασ τμιματα ςε διάφορεσ περιοχζσ του γονιδιϊματοσ. 

΢κοπόσ τθσ παροφςασ εργαςίασ είναι θ εφρεςθ μιασ ομάδασ εκκινθτικϊν μορίων τα 

οποία ςτοχεφουν ςε διάςπαρτεσ περιοχζσ και καλφπτουν μεγάλο μζροσ του 

γονιδιϊματοσ, με ςκοπό τθ γριγορθ ανίχνευςθ των Echo ιϊν και τον προςδιοριςμό 

τθσ αλλθλουχίασ τουσ γονιδιϊματοσ οποιουδιποτε ςτελζχουσ, με ςθμαντικζσ 

εφαρμογζσ ςτθ διάγνωςθ των Echo ιϊν. Σα ζξθ ηεφγθ εκκινθτϊν που προζκυψαν 

ςτοχεφουν ςτισ περιοχζσ 5’UTR, VP4, VP1, 2A, 2B, 2C, 3A και 3D. Ελζγχκθκαν για τθν 

καταλλθλότθτα και τθν ειδικότθτά τουσ ςε όλα τα πρότυπα ςτελζχθ Echo και ςε 

πζντε κλινικά ςτελζχθ, με αρκετά ικανοποιθτικά αποτελζςματα. Με τθν 

ςυνδυαςμζνθ εφαρμογι τουσ, ενιςχφεται ζνα μεγάλο μζροσ  του γονιδιϊματοσ ςε 

διάφορεσ περιοχζσ, θ αλλθλοφχιςθ των οποίων μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για τον 

ςχεδιαςμό νζων εκκινθτϊν με ςκοπό τθν ενίςχυςθ, ανίχνευςθ, και αλλθλοφχιςθ 

ολόκλθρου ςχεδόν του γονιδιϊματοσ οποιουδιποτε ςτελζχουσ Echo ιοφ. 
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1. ΕΙ΢ΑΓΩΓΗ 

 

1.1 Ιςτορία  

Οι Echo ιοί ανακαλφφκθκαν τυχαία κατά τθ διάρκεια επιδθμιολογικϊν μελετϊν 

πολιομυελίτιδασ. Σο 1951 ζγινε θ πρϊτθ καταγραφι απομόνωςθσ Echo ιϊν, από 

κόπρανα αςυμπτωματικϊν αςκενϊν.  Κακορίςτθκαν αρχικά ςαν μια ομάδα picorna 

ιϊν οι οποίοι προκαλοφςαν κυτταροπακογόνο δράςθ (CPE) ςε κυτταροκαλλιζργειεσ 

αλλά ιταν γενικά μθ πακογόνοι ςε νεογνά ποντικϊν. Διακρίκθκαν ζτςι από τουσ 

Coxsackie ιοφσ, μια άλλθ υποομάδα εντεροϊϊν που είναι πακογόνοι ςε νεογζννθτα 

ποντίκια, και από τουσ polio ιοφσ λόγω τθσ διαφορετικισ τουσ αντιγονικότθτασ. 

Ονομάςτθκαν αρχικά «ορφανοί ιοί» (echo: enteric cytopathogenic human orphan), 

λόγω του ότι δεν ςχετίηονταν με κάποια γνωςτι ανκρϊπινθ αςκζνεια. Αν και 

αποτελοφν τουσ πιο ςυχνά απομονωμζνουσ εντεροϊοφσ, παραμζνουν θ λιγότερο 

γνωςτι και χαρακτθριςμζνθ υποομάδα (Yin-Murphy M, Almond JW, 1996, Kopecka 

Helena, 1999). 

 

1.2 Σαξινόμθςθ 

Οι Echo ιοί ανικουν ςτο γζνοσ των εντεροϊϊν, τθσ οικογζνειασ των picorna ιϊν, θ 

οποία αποτελείται από ζνα μεγάλο αρικμό μικρϊν, μθ ελυτροφόρων RNA-ιϊν 

κετικισ πολικότθτασ και περιλαμβάνει αρκετά πακογόνα ςτελζχθ για τον άνκρωπο 

και για άλλα ιδθ κθλαςτικϊν.  

Θ οικογζνεια των Picorna ιϊν περιλαμβάνει 230 οροτφπουσ, οι οποίοι 

διακρίνονται ςε 9 γζνθ: τουσ εντεροϊοφσ (enteroviruses), τουσ ρινοϊοφσ 

(rhinoviruses), τουσ καρδιοϊοφσ (cardioviruses), τουσ αφκοϊοφσ (aphthoviruses), τουσ 

ιοφσ τθσ Θπατίτιδασ Α (hepatoviruses), τουσ parecho-ιοφσ (parechoviruses), τουσ 

ιοφσ Β τθσ ρινίτιδασ των ιπποειδϊν (equine rhinitis B viruses – erboviruses), τουσ 

kobuviruses και τουσ teschoviruses (King et al., 2000). Θ ομαδοποίθςθ τουσ γίνεται 

με βάςθ τθ διαφοροποίθςθ που  παρουςιάηουν ςτα αντιγονικά χαρακτθριςτικά 

τουσ, τα όργανα τα οποία προςβάλλουν, τθν ποικιλία των ξενιςτϊν τουσ, κακϊσ 

επίςθσ και ςτισ διάφορεσ φυςικοχθμικζσ τουσ ιδιότθτεσ , όπωσ θ ιδανικι 

κερμοκραςία πολλαπλαςιαςμοφ και θ επιτρεπτι οξφτθτα του περιβάλλοντόσ τουσ 

(pH).  
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Σο γζνοσ των εντεροϊϊν αποτελείται από 80 αντιγονικά διακριτοφσ ορότυπουσ, οι 

οποίοι με βάςθ τθν πακογζνειά τουσ κατθγοριοποιοφνται ςε 8 είδθ, 4 από τα οποία 

παρουςιάηουν πακογζνεια ςτον άνκρωπο: οι Πολιοϊοί (PV, ορότυποι 1-3), οι 

Coxsackie A (CAV, ορότυποι 1-24), οι  Coxsackie B (CBV, ορότυποι 1-6) και οι Echo ιοί 

(Ε, ορότυποι 1-33). Αυτό το ςφςτθμα ταξινόμθςθσ όμωσ καταργικθκε όταν άρχιςαν 

να ανακαλφπτονται ιοί αντιγονικά όμοιοι με τουσ Echo, οι οποίοι όμωσ 

προκαλοφςαν αςκζνειεσ ςε ποντίκια και ανκρϊπουσ. Θ αρίκμθςθ των νζων 

εντεροϊϊν που απομονϊνονταν ξεκινοφςε από τον Εντεροϊό 68 (EV68). Παρά τθ 

ςθμαντικότθτα των αντιγονικϊν ιδιοτιτων, θ ανάπτυξθ των μοριακϊν μεκόδων 

ταυτοποίθςθσ οδιγθςε ςτθν επανεκτίμθςθ του παλιοφ ςυςτιματοσ ταξινόμθςθσ και 

τθν ανάπτυξθ ενόσ νζου ςυςτιματοσ, ςφμφωνα με το οποίο οι Εντεροϊοί χωρίηονται 

ςε 8 είδθ (King et al., 2000), πζντε από τα οποία παρουςιάηουν ανκρϊπινθ 

πακογζνεια. Οι Πολιοϊοί και οι Ανκρϊπινοι Εντεροϊοί A-D. Μετά από μελζτεσ που 

απζδειξαν τθ ςτενι φυλογενετικι ςχζςθ των Πολιοϊϊν με τουσ εντεροϊοφσ τθσ 

ομάδασ C (Brown et al., 2003) οι Πολιοϊοί εντάχκθκαν ςτθν ομάδα αυτι. Οι 

Ανκρϊπινοι Εντεροϊοί (Human enteroviruses, HEV) ταξινομοφνται πλζον ςε τζςςερισ 

ομάδεσ:  i) HEV-A, ii) HEV-B, iii) HEV-C, iv) HEV-D (Πίνακασ 1.1) (Frauquet et al., 2005, 

King et al., 2000). Θ ταξινόμθςθ των εντεροϊϊν ςυνεχϊσ τροποποιείται λόγω τθσ 

ςυνεχοφσ εφρεςθσ νζων οροτφπων. 

Οι Echo ιοί αποτελοφν τθν μεγαλφτερθ υποομάδα των εντεροϊϊν και είναι οι πιο 

ςυχνά απομονωμζνοι ιοί από κλινικά δείγματα. Ανικουν ςτθν ομάδα Β των 

ανκρϊπινων εντεροϊϊν και ζχουν αναγνωριςτεί 28 ανοςολογικά διακριτοί ορότυποι 

Echo [1-7, 9-11, 24, 29-33]  (Pallansch and Roos, 2007, Frauquet et al., 2005).  

 

Πίνακασ 1.1. Σαξινόμθςθ του γζνουσ των εντεροϊϊν. 

 

Είδη Ορότυποι 

Human Enterovirus A 
Coxsackieviruses A2-A8, A10, A12, A14, A16, 
Enterovirus 71, 76, 89-92 

Human Enterovirus B 
Coxsackieviruses A9, B1-B6, 
Echoviruses 1-7, 9, 11-21, 24-27, 29-33 
Enterovirus 69, 73-75, 77-88, 93, 97, 98, 100, 101 

Human Enterovirus C 
Coxsackieviruses A1, A11, A13, A15, A17-22, A24, 
Enterovirus 95, 96, 99, 102 
Poliovirus 1-3 

Human Enterovirus D Enteroviruses 68, 70, 94 
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Εικόνα 1.1  Δενδρόγραμμα του γζνουσ των Εντεροϊϊν (Pallansch and Roos, 2007) 

 

 

1.3 Δομι και οργάνωςθ του γονιδιϊματοσ  

Σο γονιδίωμα των Εντεροϊϊν ιϊν, είναι ζνα μονοκιςτρονικό μονόκλωνο μόριο 

RNA κετικισ πολικότθτασ μικουσ περίπου 7500 νουκλεοτιδίων, το οποίο είναι 

ομοιοπολικά ςυνδεμζνο ςτο 5' άκρο του με μια μικρι, ιικι πρωτεΐνθ 22 αμινοξζων, 

τθν VPg, θ οποία φαίνεται να ςυμμετζχει ςτον πολλαπλαςιαςμό του γενϊματοσ και 

ςτθν ςυγκρότθςθ των ιϊκϊν ςωματιδίων. Σο 3' άκρο φζρει μια πολυ(A) ουρά μικουσ 

60 νουκλεοτιδίων θ οποία διαδραματίηει ζναν ρόλο ςτθν ςτακερότθτα του RNA και 

τθν μολυςματικότθτα του ιοφ. Ζχει μια μακριά μθ μεταφραηόμενθ αλλθλουχία ςτθν 

5' περιοχι με υψθλά διατθρθμζνεσ δομζσ ςθμαντικζσ για τθν ζναρξθ τθσ 

αντιγραφισ και τθσ μετάφραςθσ.  Σο μεγάλο ενιαίο ανοικτό πλαίςιο ανάγνωςθσ, 

κωδικοποιεί μια πολυπρωτεΐνθ περίπου 250 kDa, θ οποία υφίςταται πρωτεολυτικι 

επεξεργαςία από ιικζσ πρωτεάςεσ για τθν παραγωγι δομικϊν και μθ- δομικϊν 

πρωτεϊνϊν. ΢το 3' άκρο υπάρχει μια μικρι (70-100 νουκλεοτιδίων) μθ 

μεταφραηόμενθ περιοχι (UTR), ςτθν οποία ςχθματίηεται μια δομι ψευδοκόμβου 

(Kopecka 1999). 

Θ επιλογι του RNA αντί του DNA ωσ μόριο αποκικευςθσ τθσ γενετικισ 

πλθροφορίασ, ζχει αρκετά μειονεκτιματα. Σο RNA είναι χθμικά αςτακζςτερο από 

το DNA, ακόμα και ςε φυςιολογικό PH και κατά τθν είςοδο του ςτο κφτταρο, είναι 
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πιο ευαίςκθτο προσ αποικοδόμθςθ ι τροποποίθςθ από τα διάφορα κυτταρικά 

ζνηυμα. Επιπλζον, τα λάκθ που ςυμβαίνουν τυχαία κατά τθν αντιγραφι του 

γενϊματοσ με ρυκμό 10-4 ανά προςτικζμενο νουκλεοτίδιο, δεν μποροφν να 

επιδιορκωκοφν, κακϊσ οι RNA ιοί δεν μποροφν να χρθςιμοποιιςουν τουσ 

μθχανιςμοφσ επιδιόρκωςθσ  του κυττάρου. ΢υνεπϊσ, οι RNA ιοί πρζπει να 

επιβιϊνουν με υψθλοφσ ρυκμοφσ μεταλλαξιγζνεςθσ. Θ επιβίωςθ όλων των RNA ιϊν, 

ςε τζτοιεσ ςυνκικεσ, επιτυγχάνεται με τον περιοριςμό του μεγζκουσ του γενϊματόσ 

τουσ, το οποίο ςε ςυνδυαςμό με τον υψθλό ρυκμό μεταλλαξιγζνεςθσ, δίνει το 

πλεονζκτθμα τθσ γριγορθσ αντιγραφισ και προςαρμογισ του ιοφ ςε ζνα νζο 

περιβάλλον (πχ ανκεκτικότθτα ςε ζνα φάρμακο). Σο μειονζκτθμα που προκφπτει, 

είναι ότι πρζπει να ηουν κάτω από ςυνκικεσ μεγάλθσ γενετικισ αυςτθρότθτασ, 

ζχουν δθλαδι περιοριςμζνθ ικανότθτα κωδικοποίθςθσ πρωτεϊνϊν (Pfister et al. 

1999). 

΢ιμερα, θ αλλθλουχία του γονιδιϊματοσ των Echo ιϊν, όπωσ και όλων των 

Eντεροϊϊν, είναι γνωςτι και διατίκεται ελεφκερα ςτο διαδίκτυο από τισ διεκνείσ 

τράπεηεσ δεδομζνων (Obestre et al., 2004). 

Σο γονιδίωμα των Εντεροϊϊν είναι οργανωμζνο ςε τρεισ κφριεσ περιοχζσ: τθν 5’ 

μθ μεταφραηόμενθ περιοχι (5ϋ untranslated region-5ϋUTR, 750nt), το ανοιχτό 

πλαίςιο ανάγνωςθσ (open reading frame-ORF) και τθν 3’ μθ μεταφραηόμενθ 

περιοχι (3ϋ untranslated region-3ϋUTR, 70nt). ΢το 5’ άκρο είναι ομοιοπολικά 

ςυνδεδεμζνθ θ πρωτεΐνθ VPg (Virion Protein, genome linked) και ςτο 3’ άκρο 

βρίςκεται θ  πολυ(A) ουρά (Εικόνα 1.2 ). 

 

 

 

 

 

 

  Εικόνα 1.2. Οργάνωςθ του γονιδιϊματοσ των εντεροϊϊν. ΢το 5ϋάκρο τθσ 5ϋUTR είναι προςδεμζνθ 

θ VPg πρωτεΐνθ, κωδικοποιοφμενθ από τον ίδιο τον ιό και ςτο 3ϋάκρο τθσ 3ϋUTR βρίςκεται θ 

πολυΑ ουρά. Θ  κωδικι περιοχι χωρίηεται ςε τρία τμιματα, τα P1, P2 και P3. Θ Ρ1 περιοχι 

κωδικοποιεί τισ δομικζσ πρωτεΐνεσ ενϊ οι Ρ2 και  Ρ3 περιοχζσ κωδικοποιοφν τισ λειτουργικζσ 

πρωτεΐνεσ του ιοφ.  

 

VVVPPP444                      VVVPPP222                           VVVPPP333                            

VVVPPP111   

 

222AAA         222BBB               222CCC   333AAA                                                333CCC                           333DDD   -AAAAA(A)n VPg 

5’ UTR 3’ UTR 

P1                                          P2                                      P3 

ΔΟΜΙΚΘ ΠΕΡΙΟΧΘ                                          ΛΕΙΣΟΤΡΓΙΚΘ ΠΕΡΙΟΧΘ 

3B/VPg 
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1.3.1 5’ μθ μεταφραηόμενθ περιοχι - 5’ UTR 

Θ 5’UTR είναι μια περιοχι περίπου 750 νουκλεοτιδίων (8-12% του γενϊματοσ) θ 

οποία διαδραματίηει πολφ ςθμαντικό ρόλο, γεγονόσ που φαίνεται από τθν υψθλά 

διατθρθμζνθ δομι τθσ, μεταξφ των διαφόρων οροτφπων των Εντεροϊϊν. Ο ρόλοσ 

τθσ ςυνδζεται άμεςα με τθν αλλθλουχία τθσ. Θ μεγάλθ περιεκτικότθτα ςε 

νουκλεοτίδια G-C, ςυγκριτικά με το υπόλοιπο γονιδίωμα, υποδθλϊνει τθν φπαρξθ 

δευτεροταγοφσ δομισ (Stanway et al., 1984). Σα ςυντθρθμζνα ςτοιχεία 

δευτεροταγϊν RNA δομϊν που περιζχει διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτισ 

λειτουργίεσ τθσ μετάφραςθσ και αντιγραφισ του ιοφ. Περιλαμβάνει 7 ξεχωριςτά 

δομικά ςτοιχεία RNA (I-VII) και χωρίηεται ςε 3 περιοχζσ: ςτο cloverleaf (Ι) και ςτο 

IRES (Internal ribosome entry site) που περιλαμβάνει τα δομικά ςτοιχεία ΙΙ-VI και μια 

λιγότερο διατθρθμζνθ αλλθλουχία 154 νουκλεοτιδίων θ οποία βρίςκεται μεταξφ τθσ 

δομισ IRES και του ανοιχτοφ αναγνωςτικοφ πλαιςίου (Wimmer et al., 1993). (Εικόνα 

1.3) 

 

 

Εικόνα 1.3. Δευτεροταγισ δομι τθσ 5’UTR περιοχισ του γενϊματοσ των εντεροϊϊν. Θ δομι Ι 

αντιςτοιχεί ςτο cloverleaf ενϊ οι δομζσ ΙΙ-VI αποτελοφν το IRES. Ζξω από το ςτοιχείο IRES προ το 3ϋ 

άκρο τθσ 5ϋUTR βρίςκεται το κωδικόνιο ζναρξθσ τθσ μετάφραςθσ. 
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To cloverleaf είναι ζνα cis-acting γενετικό ςτοιχείο 88 νουκλεοτιδίων, με δομι 

τριφυλλιοφ, το οποίο ςχθματίηεται από 4 δομζσ μίςχου-κθλιάσ (Εικόνα 1.4). Σο 

cloverleaf διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςε αρκετζσ λειτουργίεσ του ιοφ 

ςχθματίηοντασ ριβονουκλεοπρωτεϊνικά ςφμπλοκα είτε με κυτταρικζσ, είτε με ιικζσ 

πρωτεΐνεσ, με αποτζλεςμα τθν ςτακεροποίθςθ του ιικοφ RNA, κακϊσ και τθν 

κυκλοποίθςθ του, που είναι απαραίτθτθ για τθ μετάφραςθ και τθν αντιγραφι του 

ιοφ.  Σο cloverleaf δρα επίςθσ και ςαν μοριακόσ διακόπτθσ ςυντονίηοντασ τθ 

μετάβαςθ από τθ μετάφραςθ του ιικοφ γενϊματοσ ςτθν αντιγραφι (Semler and 

Ertel, 2008, Melchers et al., 2006).   

Σα 5 δομικά RNA ςτοιχεία (ΙΙ-VI) τθσ 5’-UTR περιοχισ αποτελοφν το IRES, μια 

δομι 400 νουκλεοτιδίων θ οποία περιλαμβάνει, μια περιοχι πλοφςια ςε 

πυριμιδίνεσ. Σο IRES είναι απαραίτθτο ςτοιχείο για τθν ζναρξθ τθσ μετάφραςθσ, 

κακϊσ προςδζνονται ςτο εςωτερικό του τα ριβοςϊματα, οι μεταφραςτικοί 

παράγοντεσ και άλλεσ κυτταρικζσ πρωτεΐνεσ οι οποίεσ διεγείρουν τθν ιικι 

μετάφραςθ (Sharma et al., 2004, Semler and Ertel, 2008). Αποτελεί επίςθσ τον κφριο 

παράγοντα για τον τροπιςμό και τθν πακογζνεια των ιϊν (Kauder and Racanielo, 

2004) H υπερμεταβλθτι περιοχι θ οποία ακολουκεί tο IRES, φζρει πολλά κωδικόνια 

AUG και το κωδικόνιο ζναρξθσ τθσ μετάφραςθσ (Witwer et al., 2001) 

 

 

 

  

Εικόνα 1.4: Δομι του cis-acting γενετικοφ ςτοιχείου cloverleaf 
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1.3.2 Ανοιχτό πλαίςιο ανάγνωςθσ  

Σο γονιδίωμα των Εντεροίϊν, όπωσ και όλων των ιϊν RNA κετικισ πολικότθτασ, 

είναι από μόνο του μολυςματικό μόλισ μπει ςτο κφτταρο ξενιςτι, κακϊσ 

μεταφράηεται απευκείασ για τθν παραγωγι των ιικϊν πρωτεϊνϊν που είναι 

απαραίτθτεσ για τθν αντιγραφι του. Σο μονοκιςτρονικό ιικό RNA,  κωδικοποιεί μια 

πολυπρωτεΐνθ περίπου 250 kDa, θ οποία αποτελείται από 2 περιοχζσ, τθ δομικι και 

τθ λειτουργικι.  Μετά από πρωτεολυτικι διάςπαςθ τθσ πολυπρωτεΐνθσ προκφπτουν 

οι ϊριμεσ δομικζσ (VP1, VP2, VP3, VP4) και λειτουργικζσ(2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C, 3D)  

πρωτεΐνεσ του ιοφ κακϊσ και ενδιάμεςεσ ιικζσ πρωτεΐνεσ όπωσ οι VP0, 2BC, 3AB και 

3CD (Racaniello 2007). 

1.3.2.1 Δομικι περιοχι 

 Δομι καψιδίου και ιδιότθτεσ  δομικϊν πρωτεϊνϊν 

Σο γονιδίωμα των Echo ιϊν περιβάλλεται από ζνα ςχετικά μικρό (24-28nm), μθ-

ελυτροφόρο εικοςαεδρικισ ςυμμετρίασ πρωτεϊνικό καψίδιο, το οποίο αποτελείται 

από 60 αςφμμετρα πρωτομερι. Κάκε πρωτομερζσ αποτελείται από ζνα αντίγραφο 

των καψιδιακϊν πρωτεϊνϊν VP1, VP2, VP3 και VP4, οι οποίεσ προκφπτουν  από 

πρωτεόλυςθ τθσ ιϊκισ πολυπρωτεΐνθσ. Θ P1 πρόδρομθ πρωτεΐνθ του καψιδίου 

πρωτεολφεται και δθμιουργοφνται τα τρία πολυπεπτίδια VP0, VP3 και VP1 τα οποία 

αλλθλεπιδροφν μεταξφ τουσ και ςχθματίηουν τα πρωτομερι (VP0, VP3,VP1). Από τθν 

ςυςςωμάτωςθ των πρωτομερϊν ςχθματίηονται τα πενταμερι *(VP0, VP3,VP1)5], 

δϊδεκα από τα οποία ςυναρμολογοφνται ϊςτε να ςχθματίςουν το «προκαψίδιο» 

[(VP0,VP3,VP1)5]12. Κατά το ςτάδιο τθσ καψιδίωςθσ όπου το RNA «πακετάρεται» 

ςτα ιικά ςωματίδια, πραγματοποιείται θ «αντίδραςθ ωρίμανςθσ» ςτθν οποία θ 

πρόδρομθ πρωτεΐνθ VP0 τεμαχίηεται ςτισ VP4 και VP2. (Εικόνα 1.5) 

Σο ϊριμο ιικό ςωμάτιο χαρακτθρίηεται από μεγάλθ ςτακερότθτα. Εμφανίηει 

ανκεκτικότθτα ςε ιςχυρά απορρυπαντικά όπωσ το SDS, ςε πρωτεολυτικά ζνηυμα και 

ςε όξινο pH (~3), ιδιότθτα που επιτρζπει τον πολλαπλαςιαςμό του ιοφ ςτο ζντερο 

όπου κυριαρχεί το όξινο περιβάλλον. (Pfister et al. 1999). 
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To καψίδιο χαρακτθρίηεται από τθν φπαρξθ τριϊν αξόνων ςυμμετρίασ. Σα 

πρωτομερή ςυνδζονται μεταξφ τουσ γφρω από τον πενταμερι άξονα ςυμμετρίασ 

και δθμιουργοφν τα πενταμερή ενϊ μεταξφ των πενταμερϊν βρίςκονται ο τριμερισ 

και ο διμερισ άξονασ ςυμμετρίασ. ΢υγκεκριμζνα, πζντε μόρια τθσ VP1 περιβάλλουν 

τον πενταμερι άξονα ςυμμετρίασ, ενϊ οι  VP2 και VP3 εναλλάςςονται γφρω από τον 

τριμερι άξονα ςυμμετρίασ (Blondel et al. 1998, Pfister et al., 1999) (Εικόνα 1.6) .  Οι 

VP1, VP2 και VP3 πρωτεΐνεσ βρίςκονται ςτθν εξωτερικι επιφάνεια του καψιδίου, 

ενϊ θ VP4, που είναι θ μικρότερθ από τισ καψιδιακζσ πρωτεΐνεσ, βρίςκεται εξ 

ολοκλιρου ςτο εςωτερικό του καψιδίου, κάτω από τισ υπόλοιπεσ πρωτεΐνεσ. 

(Racaniello 2007).  

Εικόνα 1.5: Αναπαράςταςθ τθσ δομισ του ιικοφ καψιδίου. ΢το εςωτερικό φαίνεται το ιικό RNA με 

τθν πολφ-Α ουρά ςτο 3’ άκρο και τθν πρωτεΐνθ VPg ςτο 5’ άκρο. 

Εικόνα 1.6: Ατομικό μοντζλο τθσ δομισ του καψιδίου των εντεροϊϊν (αριςτερά). 
Αναπαράςταςθ ενόσ πρωτομεροφσ  (δεξιά).  Φαίνονται οι πρωτεΐνεσ VP1 (μπλε), VP2 (κίτρινο), 
VP3 (κόκκινο), και VP4 (πράςινο) που ςχθματίηουν το εικοςάεδρο. Οι άξονεσ ςυμμετρίασ,  
πενταμερισ, τριμερισ και διμερισ,  επιςθμαίνονται με αρικμοφσ. (Bubeck  et al., 2005) 
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Οι  πρωτεΐνεσ του καψιδίου διαφζρουν μεταξφ τουσ ωσ προσ το μζγεκοσ και τθν 

αμινοξικι τουσ αλλθλουχία. Ωςτόςο, οι πρωτεΐνεσ VP1, VP2 και VP3 ζχουν 

παρόμοια τριτοταγι διαμόρφωςθ. Παρουςιάηουν ζνα κοινό δομικό μοτίβο, το 

οποίο είναι ζνα αντιπαράλλθλο β-βαρζλι 8 κλϊνων. Αντίκετα, θ VP4 φαίνεται να 

ζχει μια λιγότερο αυςτθρά κακοριςμζνθ διαμόρφωςθ (Hogle, 2002). 

Οι κλϊνοι των β-βαρελιϊν ςυνδζονται μεταξφ τουσ με αμινοξικζσ κθλιζσ οι 

οποίεσ είναι χαρακτθριςτικζσ για κάκε πρωτεΐνθ και προεξζχουν από τθν επιφάνεια 

του καψιδίου. Αυτζσ οι αμινοξικζσ κθλιζσ αποτελοφν τισ κφριεσ δομζσ των 

αντιγονικϊν κζςεων του ιοφ (N- Ags). Γφρω από τον πενταμερι άξονα ςυμμετρίασ, 

ςτο εξωτερικό του καψιδίου, βρίςκεται μια διαμόρφωςθ αφλακασ γνωςτι και ωσ 

canyon που ςχθματίηεται από αμινοξζα των VP1, VP2 και VP3 καψιδιακϊν 

πρωτεϊνϊν. Θ αφλακα πιςτεφεται πωσ αποτελεί τθ κζςθ πρόςδεςθσ των υποδοχζων 

των κυττάρων ξενιςτϊν (Colston & Racaniello 1994, Belnap et al., 2000, He et al., 

2000, Minor 2000). 

΢το εςωτερικό τθσ, φζρει κατάλλθλεσ περιοχζσ οι οποίεσ ςυνδζονται με 

ςυγκεκριμζνα τμιματα του κυτταρικοφ υποδοχζα, επιτρζποντασ ζτςι τθν 

προςκόλλθςθ του ιοφ ςτο κφτταρο. Ο πολφ ςθμαντικόσ ρόλοσ των ςθμείων 

προςκόλλθςθσ κακϊσ και θ εξειδικευμζνθ αλλθλεπίδραςι τουσ με τουσ 

κυτταρικοφσ υποδοχείσ δικαιολογοφν τθν εξελικτικι τουσ ςτακερότθτα, θ οποία 

όμωσ τα κακιςτά ευπακι ςτα αντιςϊματα. Ωςτόςο, προςτατεφονται από τθν άμυνα 

του οργανιςμοφ ξενιςτι, λόγω τθσ κζςθσ τουσ ςτο εςωτερικό τθσ αφλακασ (Stanway 

G., 1990). Αντίκετα, περιοχζσ του ιικοφ καψιδίου που ζχουν μικρι λειτουργικι 

ςθμαςία για τον ιό, παραμζνουν ςτερεοδομικά απροςτάτευτεσ ςτθν περιφζρεια τθσ 

αφλακασ και λειτουργοφν ωσ επίτοποι. Θ αποφυγι τθσ ανοςολογικισ απάντθςθσ 

επιτυγχάνεται με τθν υπερμεταβλθτότθτα των περιοχϊν αυτϊν, με αποτζλεςμα τθν 

εξζλιξθ νζων οροτφπων.  

΢τθ βάςθ τθσ αφλακασ, ςτο εςωτερικό του β-βαρελιοφ τθσ VP1 υπάρχει μια 

υδρόφοβθ περιοχι ςτθν οποία υπάρχει ζνα λιπιδικό μόριο ςφιγγοςίνθσ, το οποίο 

πιςτεφεται ότι ελζγχει τθν ικανότθτα του καψιδίου να πραγματοποιεί δομικζσ 

μεταβολζσ κατά τθν προςκόλλθςθ του ιοφ ςτο κφτταρο ξενιςτι, με ςκοπό τθν 

απελευκζρωςθ του ιικοφ γονιδιϊματοσ ςτο κυτταρικό περιβάλλον και 

διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ ςτακερότθτα του καψιδίου (Filman et al., 1989). 

Σθν ιδιότθτα αυτι εκμεταλλεφονται πολλζσ αντι-ιικζσ φαρμακευτικζσ ουςίεσ οι 

οποίεσ προκαλοφν μια αλλαγι ςτθν ςτερεοδιάταξθ τθσ κζςθσ αυτισ με ςκοπό τθν 

παρεμπόδιςθ τθσ δζςμευςθσ του ιοφ ςτον κυτταρικό υποδοχζα.   
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Οι ςθμαντικότερεσ αλλθλεπιδράςεισ που είναι υπεφκυνεσ για τθ ςτακερότθτα 

του καψιδίου ςθμειϊνονται μεταξφ των αμινοτελικϊν άκρων των καψιδιακϊν 

πρωτεϊνϊν. Ειδικότερα, γφρω από τον πενταμερι άξονα ςυμμετρίασ τα αμινοτελικά 

άκρα 5 μορίων τθσ VP3 δθμιουργοφν ζνα ςχθματιςμό β-κυλίνδρου. Θ ςυγκεκριμζνθ 

δομι περιβάλλεται από 5 β-πτυχωτά φφλλα τριϊν κλϊνων το κακζνα, που 

ςχθματίηονται από τα αμινοτελικά άκρα των VP4 και VP1. Οι αλλθλεπιδράςεισ 

μεταξφ των δφο αυτϊν δομϊν ςυντονίηονται μζςω του μυριςτικοφ οξζοσ που 

βρίςκεται προςδεδεμζνο ςτθν VP4 (Chow et al., 1987). Θ λειτουργικι αυτι 

διαφοροποίθςθ του αμινοτελικοφ άκρου τθσ VP4 ςυμβάλλει επίςθσ ςτθν 

προςκόλλθςθ του ιοφ ςτουσ υποδοχείσ του ξενιςτι και ςτθν απελευκζρωςθ του 

γενετικοφ υλικοφ ςτο κυτταρικό περιβάλλον. ΢θμαντικό ρόλο ςτθν απελευκζρωςθ 

του νουκλεϊκοφ οξζοσ ςτον ξενιςτι παίηει επίςθσ θ δυνατότθτα φωςφορυλίωςθσ 

των πρωτεϊνϊν VP2 και VP4 από κυτταρικζσ κινάςεσ, με τθν αποςτακεροποίθςθ του 

καψιδίου. Οι αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των πενταμερϊν ςτακεροποιοφνται μζςω τθσ 

δομισ ενόσ β –βαρελιοφ 7 κλϊνων το οποίο ςυντίκεται από 4 β-κλϊνουσ τθσ δομισ 

β-βαρελιοφ τθσ VP3 και 1 β-κλϊνο που προζρχεται από το αμινοτελικό άκρο τθσ 

VP1, ο οποίοσ εςωκλείει 2 β-κλϊνουσ που προζρχονται από το αμινοτελικό άκρο τθσ 

VP2 πρωτεΐνθσ του γειτονικοφ πενταμεροφσ (Colston & Racaniello 1994). Σζλοσ, 

πιςτεφεται ότι το αμινοτελικό άκρο τθσ VP1 ςυμμετζχει ςτθν καψιδίωςθ του ιικοφ 

RNA (Kirkegaard, 1990).  

 

1.3.2.2 Λειτουργικι περιοχι 

΢το 3ϋάκρο του γονιδιϊματοσ των εντεροϊϊν, βρίςκονται οι γενετικζσ 

πλθροφορίεσ για τθν παραγωγι των λειτουργικϊν πρωτεϊνϊν (2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 

3C, 3D)  κακϊσ και των λειτουργικϊν πρόδρομων μορίων των πρωτεϊνϊν αυτϊν 

(2BC, 3AB, 3CD), που διαδραματίηουν ςθμαντικοφσ ρόλουσ ςε πολλζσ λειτουργίεσ 

του ιοφ. ΢υγκεκριμζνα, εμπλζκονται ςτθν ιικι αντιγραφι, ςτθν επεξεργαςία τθσ 

ιικισ πολυπρωτεΐνθσ, ςτο ςταμάτθμα των κυτταρικϊν λειτουργιϊν, ςτθν αλλαγι 

διαμόρφωςθσ των κυτταρικϊν μεμβρανϊν και ςτθ δθμιουργία κυςτιδίων. 

Ιδιότθτεσ των λειτουργικϊν πρωτεϊνϊν 

Θ πρωτεΐνθ 2Α είναι μια πρωτεάςθ κυςτεΐνθσ θ οποία υδρολφει πεπτιδικοφσ 

δεςμοφσ μεταξφ τυροςίνθσ (Tyr) και γλυκίνθσ (Gly). Καταλφει το πρωτεολυτικό 

κόψιμο μεταξφ των περιοχϊν P1 και P2 τθσ ιϊκισ πολφπρωτεΐνθσ, διαχωρίηοντασ 

ζτςι τισ δομικζσ πρωτεΐνεσ του καψιδίου από τισ λειτουργικζσ πρωτεϊνεσ 

(Sommergruber et al., 1989, Toyoda et al., 1986). Επίςθσ, ευκφνεται για τθν 
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αναςτολι τθσ πρωτεϊνοςφνκεςθσ του κυττάρου ξενιςτι, προκαλϊντασ τθ διάςπαςθ 

του αμινοτελικοφ άκρου των παραγόντων eIF4GI και eIF4GII, κακϊσ και του 

καρβοξυτελικοφ άκρου τθσ PABP (Ventoso et al., 1998). Θ αναςτολι τθσ παραγωγισ 

πρωτεϊνϊν απαραίτθτων  για τθ βιωςιμότθτα του κυττάρου, οδθγεί ςτθν 

ενεργοποίθςθ του μονοπατιοφ τθσ απόπτωςθσ μζςω τθσ καςπάςθσ 3 (Calandria et 

al., 2004). Μια ακόμθ λειτουργία τθσ 2Α είναι θ ςτακεροποίθςθ του ιικοφ RNA, 

μζςω πρωτεολυτικισ τροποποίθςθσ κάποιασ κυτταρικισ πρωτεΐνθσ, θ οποία 

προςδζνεται απευκείασ ςτο cloverleaf του ιικοφ RNA αποτρζποντασ τθν αποδόμθςθ 

του από τισ ριβονουκλεάςεσ. Με αυτόν τον τρόπο διεγείρεται περαιτζρω θ ιικι 

μετάφραςθ (Jurgens et al., 2006).  

Θ πρωτεΐνθ 2Β Εντοπίηεται ςτο ενδοπλαςματικό δίκτυο και ςτο ςφμπλεγμα Golgi 

και δρα ςαν πολυμερζσ, μορφι απαραίτθτθ για τθν ιικι αντιγραφι (Cuconati et al., 

1998). Αυξάνει τθν διαπερατότθτα των μεμβρανϊν, με αποτζλεςμα, τθν 

παρεμπόδιςθ τθσ μεταφοράσ γλυκοπρωτεϊνϊν από το ςφμπλεγμα Golgi ςτθν 

κυτταρικι επιφάνεια, τθν αλλαγι ςτθ διαμόρφωςθ των ενδοκυττάριων μεμβρανϊν 

και τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ, τθν αφξθςθ τθσ ενδοκυττάριασ ςυγκζντρωςθ Ca2+ 

και τθν επαγωγι τθσ απόπτωςθσ (Madan et al., 2008). 

Θ πρόδρομθ πρωτεΐνθ 2BC παρουςιάηει μεγαλφτερθ ικανότθτα αφξθςθσ τθσ 

διαπερατότθτασ των μεμβρανϊν ςε ςχζςθ με τθν πρωτεΐνθ 2Β. Θ 2BC εντοπίηεται 

ςτισ μεμβράνεσ του ενδοπλαςματικοφ δικτφου και θ ςθμαντικότερι ιδιότθτα τθσ 

είναι ότι προκαλεί τθν αναδιάταξθ των μεμβρανϊν και τθ δθμιουργία κυςτιδίων τα 

οποία ςυςςωρεφονται ςτο κυτταρόπλαςμα και αποτελοφν κζςεισ όπου επιτελείται 

θ ιικι αντιγραφι.  (Rust et al., 2001, Doedens & Kirkegaard 1995). 

Θ πρωτεΐνθ 2C είναι ςε υψθλό βακμό ςυντθρθμζνθ ςτθν οικογζνεια των Picorna 

ιϊν. Παρουςιάηει δραςτικότθτα ATPάςθσ που είναι απαραίτθτθ για τον 

πολλαπλαςιαςμό του ιϊκοφ γενϊματοσ (Phister et al., 1999, Wimmer et al., 1999). 

Είναι προςδεδεμζνθ ςε μεμβράνεσ του ενδοπλαςματικοφ δικτφου και ςυμβάλει ςτθ 

δθμιουργία του ςυμπλόκου αντιγραφισ (Bienz et al., 1990). Επίςθσ, παίηει 

ςθμαντικό ρόλο ςτθν καψιδίωςθ του ιϊκοφ RNA και αναςτζλλει τθν πρωτεολυτικι 

ικανότθτα των 3C και 3CD πρωτεαςϊν. Σζλοσ θ 2C παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν 

ζναρξθ τθσ ςφνκεςθσ του αρνθτικοφ κλϊνου ενϊ θ πρόςδεςι τθσ ςτο 3’ cloverleaf 

του αρνθτικισ πολικότθτασ κλϊνου προάγει τθν εκκίνθςθ τθσ ςφνκεςθσ του κετικισ 

πολικότθτασ κλϊνου (Banerjee et al., 2001). 

Θ πρωτεΐνθ 3Α αποτελεί μζροσ του ςυμπλόκου αντιγραφισ. Προςδζνεται ςτισ 

μεμβράνεσ του ενδοπλαςματικοφ δικτφου και ςτρατολογεί το ςφμπλεγμα 

πρωτεϊνϊν GBF1/Arf1, το οποίο επάγει αλλαγζσ ςτισ μεμβράνεσ και τον ςχθματιςμό 
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κυςτιδίων αντιγραφισ του ιοφ (Belov et al., 2007, Strauss et al., 2003). Θ 3Α 

ςταματάει τθν πρωτεϊνικι κυκλοφορία από το ενδοπλαςματικό δίκτυο ςτο 

ςφμπλεγμα Golgi κακθλϊνοντάσ τα ςφμπλοκα μεταφοράσ πρωτεϊνϊν ςτισ 

μεμβράνεσ του ενδοπλαςματικοφ δικτφου. Ζτςι δρα και κατά τθσ απόπτωςθσ του 

κυττάρου κακϊσ πρωτεϊνικά μόρια που ςχετίηονται με τθν απόπτωςθ, δεν φτάνουν 

ποτζ ςτθν κυτταρικι επιφάνεια (Kondratova et al., 2005). Εκτόσ από τον ρόλο ςτθν 

πρόςδεςθ ςε μεμβράνεσ, θ αμινοτελικι περιοχι τθσ 3Α είναι παίηει ςθμαντικό ρόλο 

και ςτθ ςφνκεςθ του κετικισ πολικότθτασ κλϊνου κακϊσ και ςτθ ςωςτι 

επεξεργαςία τθσ ιϊκισ πολυπρωτεϊνθσ (Towner et al., 2003). 

Θ πρόδρομθ πρωτεΐνθ 3ΑB είναι και αυτι μζλοσ του ςυμπλόκου αντιγραφισ. 

Διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ ςυναρμολόγθςθ του ςυμπλόκου αντιγραφισ του 

ιοφ και προςδζνει τθν ιικι 3D πολυμεράςθ, διεγείροντασ ζτςι τθ δραςτικότθτα 

επιμικυνςθσ τθσ αλυςίδασ του RNA (Fujita et al., 2007). Επίςθσ προςδζνει το 

λειτουργικό ενδιάμεςο 3CD και διεγείρει τθν αυτοκατάλυςι του ςε 3C και 3D. Μια 

ακόμθ ςθμαντικι ιδιότθτα τθσ 3ΑΒ είναι ότι παίηει το ρόλο μορίου ςυνοδοφ 

(chaperon). ΢υγκεκριμζνα, διπλϊνει το ιικό RNA ςτθν ευνοικότερθ κερμοδυναμικά 

διαμόρφωςθ, «ξεδιπλϊνει» ςφνκετεσ δευτεροταγείσ RNA δομζσ προκειμζνου να 

προςδεκεί θ ιικι πολυμεράςθ και διαχωρίηει τουσ κλϊνουσ κετικισ και αρνθτικισ 

πολικότθτασ κατά τθ δθμιουργία του αντιγραφικοφ ενδιαμζςου. Επίςθσ προάγει και 

τον αναςυνδυαςμό τοποκετϊντασ ατελϊσ νεοςυντικζμενα μόρια ςε διαφορετικό 

καλοφπι προκειμζνου να ολοκλθρωκεί θ ςφνκεςι τουσ (DeStefano et al., 2006). 

Θ πρωτεΐνθ 3Β (VPg) είναι μια μικρι πρωτεΐνθ 22 αμινοξζων και βρίςκεται 

προςδεδεμζνθ ςτο 5’ άκρο του ιϊκοφ γενϊματοσ, μζςω ενόσ φωςφοδιεςτερικοφ 

δεςμοφ μεταξφ του υδροξυλίου του καταλοίπου τυροςίνθσ ςτθ κζςθ 3 και τθσ 

φωςφορικισ ομάδασ τθσ ουρακίλθσ του ιϊκοφ γενϊματοσ. ΢το κυτταρόπλαςμα των 

μολυςμζνων κυττάρων, θ VPg ςυναντάται με τθν μορφι VPgpUpU. Θ ουριδιλιωμζνθ 

αυτι μορφι χρθςιμεφει ςαν εκκινθτικό μόριο κατά τθν ιικι αντιγραφι (Lyle et al., 

2002). Σα αμινοξζα 14, 17 και 20 τθσ VPg παίηουν ςθμαντικό ρόλο κατά τθν 

ουριδιλίωςι τθσ από τθν 3D ιικι πολυμεράςθ (Schein et al., 2006).  

Θ πρωτεΐνθ 3C, είναι μια πρωτεάςθ κυςτεϊνθσ και υδρολφει δεςμοφσ μεταξφ 

γλουταμίνθσ και γλυκίνθσ. Θ 3C μαηί με το πρόδρομό τθσ μόριο 3CD, είναι 

υπεφκυνεσ για τθν πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ ιϊκισ πολυπρωτεΐνθσ (Marcotte 

et al., 2007). Θ 3C ςτα αρχικά ςτάδια τθσ μόλυνςθσ διεγείρει τθν ιικι μετάφραςθ με 

2 διαφορετικζσ δράςεισ. Αποκόπτει το καρβοξυτελικό άκρο τθσ κυτταρικισ 

πρωτεΐνθσ La, το οποίο περιζχει αλλθλουχία τοποκζτθςθσ τθσ La ςτον πυρινα, με 

αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ La ςτο κυτταρόπλαςμα, θ οποία 
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διεγείρει τθν ιικι μετάφραςθ, προςδενόμενθ ςτο IRES. Επίςθσ, θ 3C αποκόπτει τθν 

πρωτεΐνθ PABP μπλοκάροντασ με αυτόν τον τρόπο τθν κυτταρικι μετάφραςθ 

(Kuyumcu-Martinez et al., 2004). Σζλοσ, θ 3C αποκόπτει τθν PTB (Polypyrimidine 

Tract Binding Protein) θ οποία προάγει τθν ιικι μετάφραςθ, ανοίγοντασ ζτςι τον 

δρόμο για τθν εκκίνθςθ τθσ ιϊκισ αντιγραφισ (Back et al., 2002). Και οι δφο 

πρωτεάςεσ 3C και 2Α αναςτζλλουν τθν κυτταρικι μεταγραφι και μετάφραςθ. 

(Κuyumcu-Martinez et al., 2004). 

Θ πρωτεΐνθ 3CD παρουςιάηει ιςχυρότερθ δραςτικότθτα πρωτεάςθσ από τθν 3C, 

αλλά δεν παρουςιάηει δραςτικότθτα πολυμεράςθσ (Marcotte et al., 2007). Θ 3CD 

διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν ιικι αντιγραφι. Ειδικότερα, ςυμβάλλει ςτθ 

δθμιουργία κυςτιδίων αντιγραφισ «ςτρατολογϊντασ» το ςφμπλοκο πρωτεϊνϊν 

BIG1,BIG2/Arf ςτισ μεμβράνεσ του ενδοπλαςματικοφ δικτφου (Belov et al., 2007). 

Επίςθσ, μζςω του κοψίματοσ του καρβοξυτελικοφ άκρου τθσ PCBP2 προκαλεί το 

τζλοσ τθσ ιϊκισ μετάφραςθσ και ςθματοδοτεί τθν εκκίνθςθ τθσ ιϊκισ αντιγραφισ 

(Perera et al., 2007). H 3CD διακζτει ικανότθτεσ πρόςδεςθσ RNA με ςυνζπεια θ 

πρόςδεςι τθσ ςτο cloverleaf και ςτο Cis Response Element (CRE) να διεγείρει τθν 

αντιγραφι και τθν ουριδιλίωςθ τθσ VPg αντίςτοιχα (Paul et al., 2000). Σζλοσ, θ 3CD 

εξαιτίασ μιασ αλλθλουχίασ πυρθνικισ τοποκζτθςθσ (Nuclear Localisation Signal) που 

υπάρχει ςτο 3D τμιμα τθσ, ειςζρχεται ςτον πυρινα του κυττάρου όπου και 

αυτοκαταλφεται ςε 3C και 3D. ΢το εςωτερικό του πυρινα θ 3C πλζον, πρωτεολφει 

μια ςειρά μεταγραφικϊν παραγόντων, ςταματϊντασ με αυτόν τον τρόπο τθ 

μεταγραφικι μθχανι του κυττάρου (Weidmann et al., 2003). 

Θ πρωτεΐνθ 3D αποτελεί τθν RNA πολυμεράςθ των picorna ιϊν. Ζχει τθ δομι 

χεριοφ και αποτελείται από τισ περιοχζσ του αντίχειρα, τθσ παλάμθσ και των 

τεςςάρων δακτφλων. Θ αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των καταλοίπων φαινυλαλανινϊν 30 

και 34 του δείκτθ και των υδροφοβικϊν περιοχϊν του αντίχειρα, ςτακεροποιοφν τθ 

3D (Hansen et al., 1997). Σο ενεργό κζντρο τθσ 3D βρίςκεται ςτθν περιοχι τθσ 

παλάμθσ και αποτελείται από τα αμινοξζα γλυκινθ 327, αςπαραγινικό 328 και 

αςπαραγινικό 329. H 3Dpol είναι το κφριο ζνηυμο που χρθςιμοποιεί ο ιόσ κατά τθν 

αντιγραφι του. Ζχει όμωσ 4 διαφορετικζσ δράςεισ: μπορεί να ςυνκζτει RNA 

χρθςιμοποιϊντασ ςαν εκκινθτικό μόριο τθν VPg πρωτεΐνθ, ζχει τθν ικανότθτα να 

παράγει κετικισ και αρνθτικισ πολικότθτασ RNA, ζχει δραςτθριότθτα ελικάςθσ που 

ξεδιπλϊνει τα ςθμεία όπου το RNA ζχει δθμιουργιςει διπλι ζλικα κατά το ςτάδιο 

επιμικυνςθσ τθσ αντιγραφισ και τζλοσ, είναι ικανι να προςκζτει τθν αδενυλιωμζνθ 

ουρά ςτο 3ϋάκρο του RNA και να ςυμβάλει ζτςι ςτθν ολοκλιρωςθ τθσ ςφνκεςθσ του 

κετικισ πολικότθτασ ιϊκοφ RNA (Pfister et al., 1999).  
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1.3.3 3’-μθ μεταφραηόμενθ περιοχι – 3’-UTR 

Θ 3’ μθ μεταφραηόμενθ περιοχι (3’-UTR) αποτελείται από περίπου 70 

νουκλεοτίδια και ςχθματίηει μια δομι ψευδοκόμβου. ΢το τζλοσ τθσ θ 3ϋ-UTR φζρει 

μια πολυ(A) ουρά, θ οποία ςε αντίκεςθ με τα ευκαρυωτικά mRNA, κωδικοποιείται 

γενετικά από τον ίδιο τον ιό. Θ περιοχι αυτι φαίνεται να παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ 

ςτακερότθτα του ιικοφ RNA, ςτθν αντιγραφι του ιοφ και τθ μολυςματικότθτα (Rohll 

et al., 1995, Kopecka 1999).   

Θ αλλθλεπίδραςθ τθσ 3’ UTR με το IRES διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ 

ρφκμιςθ τθσ ιικισ μετάφραςθσ. Ζχει αποδειχκεί ότι θ 3CD ςε ςφμπλοκο με τθν 3ΑΒ 

κακϊσ και μια πρωτεΐνθ του κυττάρου ξενιςτι μεγζκουσ 34-36 kDa, αλλθλεπιδροφν 

με τθν 3’UTR (Todd et al. 1995). Θ πρόςδεςθ κυτταρικϊν παραγόντων ςτθν 3’ UTR 

φζρνει τθν πολυ(A)ουρά κοντά ςτθν 3D διεγείροντασ με αυτόν τον τρόπο τθν 

εκκίνθςθ του κλϊνου αρνθτικισ πολικότθτασ κατά τθν ιικι αντιγραφι. Μεταλλάξεισ 

οι οποίεσ κακιςτοφν αςκενζςτερθ τθν πρόςδεςθ τθσ 3’ UTR με τον κυτταρικό 

παράγοντα, ζχουν επιβλαβι αποτελζςματα ςτον ιικό πολλαπλαςιαςμό. ΢υνεπϊσ, θ 

αλλθλεπίδραςθ αυτι φαίνεται να είναι απαραίτθτθ για τθν αντιγραφι του ιοφ, 

πικανότατα ςτο επίπεδο ςφνκεςθσ του RNA κλϊνου αρνθτικισ πολικότθτασ (Herold 

and Andino, 2001). Ωςτόςο, θ 3’ UTR δεν είναι απαραίτθτθ για τθ ςφνκεςθ του 

αρνθτικοφ κλϊνου (Dobrikova et al., 2003).  

Θ πολυ(A) ουρά των Echo ιϊν ζχει μικοσ περίπου 60 νουκλεοτίδια και 

ςυμμετζχει ςτισ διαδικαςίεσ τθσ αντιγραφισ, μζςω μιασ RNA δευτεροταγοφσ δομισ 

κθλιάσ (Jacobson et al., 1993), και τθσ μετάφραςθσ του ιικοφ γενϊματοσ (Racaniello 

2007). ΢υγκεκριμζνα, θ πρόςδεςθ τθσ PABP ςτθν πολυ(A) ουρά ζχει ςαν 

αποτζλεςμα τθν κυκλοποίθςθ του ιικοφ γενϊματοσ που είναι απαραίτθτθ για τθ 

ςφνκεςθ του αρνθτικισ πολικότθτασ κλϊνου (Silvestri et al., 2006).   
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1.4 Κφκλοσ ηωισ των εντεροϊϊν 

Ο κφκλοσ ηωισ των Echo ιϊν είναι όμοιοσ με τον κφκλο ηωισ όλων των εντεροϊϊν 

και αρχίηει με τθν προςκόλλθςθ του ιοφ ςτον υποδοχζα που βρίςκεται ςτθν 

επιφάνεια του κυττάρου ξενιςτι και τθν είςοδο του ιικοφ γενϊματοσ ςτο εςωτερικό 

του κυττάρου. ΢το κυτταρόπλαςμα, θ  VPg πρωτεΐνθ που είναι ςυνδεδεμζνθ ςτθν 5’-

UTR περιοχι του ιικοφ γενϊματοσ αποκόπτεται από μια φωςφοδιεςτεράςθ του 

κυττάρου ξενιςτι.   

Ακολουκεί θ μετάφραςθ του ιικοφ γενϊματοσ ςε μία πολυπρωτεΐνθ, από τα 

ριβοςϊματα του κυττάρου. Θ πολυπρωτεΐνθ υφίςταται πρωτεολυτικι διάςπαςθ 

από τρεισ ιικζσ πρωτεάςεσ (2Apro, 3Cpro και 3CDpro) ϊςτε να παραχκοφν οι 

λειτουργικζσ ιικζσ πρωτεΐνεσ. Θ ζναρξθ τθσ μετάφραςθσ ελζγχεται από το IRES 

γενετικό ςτοιχείο ενϊ θ διαδικαςία τθσ πρωτεόλυςθσ από εξειδικευμζνεσ 

αμινοξικζσ αλλθλουχίεσ που είναι δίπλα ςτα ςθμεία διάςπαςθσ. Θ 

πρωτεϊνοςφνκεςθ του κυττάρου ξενιςτι αναςτζλλεται από τθ δράςθ τθσ 2Apro που 

επάγει τθ διάςπαςθ του παράγοντα eIF-4G, ενϊ αναςτζλλεται και θ μεταγραφι του 

κυττάρου ξενιςτι από τθν 3Cpro.  

Θ αντιγραφι του RNA λαμβάνει χϊρα ςε μεμβρανικά κυςτίδια, ο ςχθματιςμόσ 

των οποίων προάγεται από τισ 2BC και 3C ιικζσ πρωτεΐνεσ. H ζναρξθ τθσ ςφνκεςθσ 

του RNA από τθν 3Dpol απαιτεί τθν ουριδυλιωμζνθ VPg ιικι πρωτεΐνθ ωσ εκκινθτι. 

Σο κετικισ πολικότθτασ RNA λειτουργεί ςαν εκμαγείο για τθ ςφνκεςθ του 

ςυμπλθρωματικοφ αρνθτικισ πολικότθτασ κλϊνου, παράγοντασ ζνα δίκλωνο μόριο 

RNA (replicative form, RF). Από τον αρνθτικισ πολικότθτασ κλϊνο, ςυντίκενται 

πολλοί κλϊνοι κετικισ πολικότθτασ παράγοντασ ζνα αντιγραφικό ενδιάμεςο 

(replicative intermediate, RI).  

Σα νεοςυντικζμενα κετικισ πολικότθτασ μόρια RNA μποροφν να 

χρθςιμοποιθκοφν ςαν εκμαγείο για i) τθν αντιγραφι και παραγωγι νζων μορίων 

RNA κετικισ πολικότθτασ,  ii) τθν πρωτεϊνοςφνκεςθ και iii) τθν καψιδίωςθ για τθν 

παραγωγι μολυςματικϊν ιικϊν ςωματιδίων, αφοφ ςυνδεκεί ςτο 5’άκρο του θ 

πρωτεΐνθ VPg.  

Σθν καψιδίωςθ του RNA ακολουκεί θ αντίδραςθ ωρίμανςθσ του καψιδίου θ 

οποία ςυμβαίνει με τθν αυτοκαταλυτικι διάςπαςθ τθσ πρωτεΐνθσ VP0 ςε VP2 και 

VP4 και ζχει ςαν αποτζλεςμα τθ μετατροπι του προ-ιοφ ςε ζνα ϊριμο μολυςματικό 

ιικό ςωμάτιο. Σα ϊριμα μολυςματικά ςωμάτια απελευκερϊνονται με τθ λφςθ του 

κυττάρου (Εικονα 1.7) (Pfister et al., 1999, De Jesus NH, 2007). 
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Εικόνα 1.7 : Ο κφκλοσ ηωισ των εντεροϊϊν. (1) Ο ιόσ προςδζνεται ςτθν κυτταρικι επιφάνεια, μζςω του 

υποδοχζα του. (2) Ο υποδοχζασ μεςολαβεί ςτθν αποςτακεροποίθςθ του ιικοφ καψιδίου και το ιικό RNA 

εξζρχεται από το καψίδιο και ειςζρχεται ςτο κυτταρόπλαςμα. (3)  Θ ιικι πρωτεΐνθ VPg αποκόπτεται από 

μια φωςφοδιεςτεράςθ του κυττάρου και ακολουκεί θ μετάφραςθ του ιικοφ RNA από τα ριβοςϊματα 

του κυττάρου. (4) Θ πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ πολυπρωτεΐνθσ αποδίδει τισ ϊριμεσ δομικζσ και μθ 

δομικζσ πρωτεΐνεσ του ιοφ. (5) Σο κετικισ πολικότθτασ RNA λειτουργεί ςαν εκμαγείο για τθ ςφνκεςθ του 

ςυμπλθρωματικοφ αρνθτικισ πολικότθτασ κλϊνου, παράγοντασ ζνα δίκλωνο μόριο RNA (replicative 

form, RF). (6) Θ ζναρξθ τθσ ςφνκεςθσ πολλϊν κλϊνων κετικισ πολικότθτασ από ζναν αρνθτικισ 

πολικότθτασ κλϊνο παράγει το αντιγραφικό ενδιάμεςο (RI). (7) Σα νεοςυντικζμενα κετικισ πολικότθτασ 

μόρια RNA μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ςαν  εκμαγείο για τθ μετάφραςθ, για τθν αντιγραφι ι (8) για 

να υποςτοφν καψιδίωςθ και να προκαλζςουν τθ διάςπαςθ ωρίμανςθσ τθσ VP0, μζςω τθσ οποίασ 

παράγονται νζα ιικά ςωμάτια. (9) Με τθ λφςθ του κυττάρου απελευκερϊνονται τα μολυςματικά ιικά 

ςωμάτια. (De Jesus NH, 2007) 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 00:20:08 EEST - 167.114.118.212



[17] 
 

1.4.1 Τποδοχείσ των Echo ιϊν 

Οι ςθμαντικότεροι κακοριςτικοί παράγοντεσ τθσ ζναρξθσ τθσ μόλυνςθσ από 

κάποιον ιό, είναι διάφορα μόρια τθσ επιφάνειασ των κυττάρων που λειτουργοφν ωσ 

υποδοχείσ. Τπάρχει μεγάλθ ποικιλία υποδοχζων ςτουσ Picorna ιοφσ αλλά και 

ανάμεςα ςτα μζλθ του γζνουσ των εντεροϊϊν. Ζχουν βρεκεί δφο τφποι υποδοχζων 

για τουσ Echo ιοφσ, θ ιντεγκρίνθ VLA-2  και ο παράγοντασ επιτάχυνςθσ τθσ 

αλλοίωςθσ,  DAF ( Human Decay Accelerating Factor), CD55. 

Θ ιντεγκρίνθ VLA-2 (Very Late Antigen, CD49b/CD29), είναι μια ετεροδιμερισ 

γλυκοπρωτεΐνθ τθσ κυτταρικισ επιφάνειασ, θ οποία ςυντίκεται από μια α2 

υπομονάδα 150kDa και μια β1 υπομονάδα 130kDa (Εικόνα 1.8). Θ λειτουργία τθσ 

είναι θ προςκόλλθςθ των κυττάρων ςτθν εξωκυττάρια κεμζλια ουςία. Μεςολαβεί 

ςτθν αλλθλεπίδραςθ του κυττάρου με τισ πρωτεΐνεσ τθσ κεμζλιασ ουςίασ, 

κολλαγόνο και λαμινίνθ, οι οποίεσ είναι οι φυςικοί προςδζτεσ τθσ (Hemler 1990). 

Σαυτόχρονα ςυμβάλλει ςτθν ενδοκυτταρικι επικοινωνία με ςτοιχεία του 

κυτταροςκελετοφ (Hynes, 1987), με ενδοκυττάριουσ ςυνδζτεσ τθν ταλίνθ, τθ 

βινκουλίνθ και τθν α-ακτίνθ (Elices et al., 1989). 

Θ VLA-2 ιντεγκρίνθ, ζχει επίςθσ ταυτοποιθκεί ωσ ο υποδοχζασ του Echo ιοφ 

τφπου 1, μζςω του οποίου προςκολλάται ςτο κφτταρο ξενιςτι και αρχίηει τθ 

μόλυνςθ του (Bergelson et al., 1992, Bergelson 

et al., 1993). ΢τθν α2 υπομονάδα, υπάρχει μια 

δομι Ι (inserted) 200 αμινοξζων, πάνω ςτθν 

οποία προςδζνονται τόςο το κολλαγόνο, όςο 

και ο Echo1 ιόσ (Bergelson et al., 1994, Kamata 

et al., 1994). Ωςτόςο, οι κζςεισ πρόςδεςθσ 

είναι διαφορετικζσ και οι αλλθλεπιδράςεισ με 

το κολλαγόνο και τον Echo1 ιό ρυκμίηονται με 

διαφορετικοφσ μθχανιςμοφσ (Bergelson et al., 

1993). Ο Echo1 ιόσ, για τθν είςοδό του ςτο 

κφτταρο βαςίηεται ςτθν ενεργοποίθςθ των 

ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν τα οποία 

εξαρτϊνται από τθν ςυναρμολόγθςθ τθσ α2β1, 

αλλά, αντίκετα με άλλουσ προςδζτεσ, δεν 

απαιτεί τθν ενεργοποιθμζνθ διαμόρφωςθ τθσ 

ιντεγκρίνθσ (Jokinen et al., 2010).   

  

Εικόνα 1.8: Ιντεγκρίνθ VLA2 – Τποδοχζασ του 

Echo ιοφ τφπου 1. 
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Εικόνα 1.9: Διαγραμματικι απεικόνιςθ τθσ δομισ του DAF. (He et al., 2002) 

 

Πολλοί ορότυποι των Echo ιϊν (3, 6, 7, 11, 12, 13, 19, 21, 24, 25, 29, 30, 33) 

χρθςιμοποιοφν τον DAF (CD55) ωσ κυτταρικό υποδοχζα (Bergelson et al., 1994, 

Ward et al., 1994, Powell et al., 1998). Είναι μια γλυκοπρωτεΐνθ ςυνδεδεμζνθ ςτθν 

κυτταρικι μεμβράνθ μζςω γλυκοςυλιωμζνθσ φωςφατίδιλο-ινοςιτόλθσ και 

βρίςκεται ςτθν επιφάνεια των περιςςότερων κυττάρων, προςτατεφοντασ τα από τθν 

επίκεςθ από το ίδιο το ανοςοποιθτικό ςφςτθμα του ξενιςτι. Ο DAF είναι μζλοσ τθσ 

οικογζνειασ των πρωτεϊνϊν που ρυκμίηουν τθν ενεργοποίθςθ του ςυμπλθρϊματοσ 

με τθν πρόςδεςθ και τθν επιτάχυνςθ τθσ αποικοδόμθςθσ των κονβερταςϊν, των 

κεντρικϊν ενηφμων ενίςχυςθσ του καταρράκτθ του ςυμπλθρϊματοσ (Brodbeck et 

al., 1996, Kuttner-Kondo et al., 2007, Kuttner-Kondo et al., 2001, Medof et al., 1987, 

Lublin et al., 1989).  

Θ λειτουργικι, εξωκυτταρικι περιοχι του  DAF αποτελείται από τζςςερισ μικρζσ  

επαναλλαμβανόμενεσ αλλθλουχίεσ (short consensus repeats, SCR1, -2, -3, και -4), 

60aa θ κάκε μια, ακολουκοφμενεσ από μια περιοχι 97aa O-γλυκοςυλιωμζνθ, 

πλοφςια ςε ςερίνθ και κρεονίνθ, το οποίο είναι ςυνδεδεμζνο ςτθν πλαςματικι 

μεμβράνθ μζςω μιασ άγκυρασ γλυκοςυλιωμζνθσ φωςφατίδιλο-ινοςιτόλθσ (Εικόνα 

1.9) (Lublin et al., 1989, Kuttner-Kondo, et al., 1996). Ολόκλθρο το μόριο DAF είναι 

ςχετικά άκαμπτο, και ζχει τθ διαμόρφωςθ μιασ εκτεταμζνθσ ράβδου με τισ 

διαςτάςεισ 160 x 50 x 30 Å (Lukacik et al., 2004). 
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Κάκε SCR περιοχι είναι διπλωμζνθ  ςε μια β δομι  που ςτακεροποιείται από 

διςουλφιδικζσ γζφυρεσ. Οι δομζσ των SCR2 και -3 περιοχϊν και οι κρυςταλλικζσ 

δομζσ των SCR3 και -4 περιοχϊν όπωσ και τον ολόκλθροσ ο ανκρϊπινοσ DAF ζχουν 

κακοριςτεί (Lukacik et al., 2004, Uhrinova et al., 2003, Williams et al., 2003). 

Οι Echo ιοί που χρθςιμοποιοφν τον DAF ωσ υποδοχζα, προςδζνονται ςτθν SCR3 

περιοχι και κάποιοι από αυτοφσ αλλθλεπιδροφν επιπρόςκετα με τθν SCR2 ι/και τθν 

SCR4. Από μόνθ τθσ όμωσ θ πρόςδεςθ ςτον DAF δεν είναι αρκετι για τθν ζναρξθ 

ενόσ παραγωγικοφ για τον ιό μολυςματικοφ κφκλου (Shafren et al., 1997). 

Θ δομι του ςυμπλζγματοσ Echo7 με τον DAF κακορίςτθκε με ανάλυςθ 

κρυομικροςκοπίασ, θ οποία ζδειξε ότι οι περιοχζσ ςφνδεςθσ τοποκετοφνται κοντά 

ςτον 2x άξονα ςυμμετρίασ του εικοςάεδρου, ςτθν υπερμεταβλθτι περιοχι τθσ VP2 

ακριβϊσ ζξω από το «νότιο» άκρο τθσ αφλακασ, κακϊσ επίςθσ και ςε 

υπερμεταβλθτι περιοχι τθσ VP3, ςε αντίκεςθ με άλλα ςυμπλζγματα εντεροϊϊν 

όπου θ αφλακα είναι θ κζςθ πρόςδεςθσ του υποδοχζα.  

Αυτι θ κζςθ πρόςδεςθσ δείχνει ότι ο DAF ζχει διαφορετικό ρόλο ςτθν είςοδο του 

ιοφ ςτο κφτταρο ςε ςχζςθ με τουσ υποδοχείσ ανοςοςφαιρίνθσ.  Είναι ςθμαντικόσ για 

τθν πρόςδεςθ των ιικϊν ςωματιδίων ςτο κφτταρο ξενιςτι, αλλά πικανόν όχι για τθν 

ζναρξθ αποςυναρμολόγθςθ, όπωσ ςτουσ υποδοχείσ που ςυνδζονται ςτθν αφλακα. 

Ζτςι ο μθχανιςμόσ ειςόδου ςτο κφτταρο διαφζρει για τουσ εντεροϊοφσ που 

προςδζνονται ςτον DAF (He et al., 2002). 

Επιπλζον, ο DAF δεν μπορεί να μετατρζψει τα ιικά ςωμάτια ςε ςωμάτια Α και θ 

πρόςδεςθ του ιοφ ςτον υποδοχζα είναι αντιςτρεπτι (Powel et al., 1998). Επομζνωσ, 

ζνασ δεφτεροσ υποδοχζασ ίςωσ είναι απαραίτθτοσ  για τθν αλλθλεπίδραςθ με τθν 

αφλακα και αποςυναρμολόγθςθ του ιικοφ καψιδίου (He et al., 2002). 
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1.4.2 Μετάφραςθ του ιικοφ RNA 

Όταν το κετικισ πολικότθτασ ιικό RNA ειςζλκει ςτο κυτταρόπλαςμα , δεν μπορεί 

να αντιγραφεί απ’ ευκείασ, κακϊσ κανζνα ιικό ζνηυμο δεν μεταφζρεται ςτο κφτταρο 

και δεν υπάρχει κάποια κυτταρικι RNA πολυμεράςθ. Επομζνωσ πρζπει να 

προθγθκεί θ μετάφραςθ των ιικϊν γονιδίων. Αρχικά, θ πρωτεΐνθ VPg, θ οποία είναι 

ςυνδεδεμζνθ ςτο ιικό RNA απομακρφνεται από μια κυτταρικι φωςφοδιεςτεράςθ 

(VPg-Unlinkase) και το RNA μεταφράηεται απευκείασ από τα ριβοςϊματα του 

κυττάρου ςε μια πολυπρωτεϊνθ (Gulevich et al., 2001, Ambros et al., 1980). 

΢τθ μετάφραςθ του ιικοφ RNA ςυμμετζχει ζνα γενετικό ςτοιχείο τθσ 5ϋUTR 

περιοχισ του ιικοφ γενϊματοσ, γνωςτό ωσ IRES (internal ribosome entry site) το 

οποίο φαίνεται να είναι απαραίτθτο για τθν ςωςτι πρόςδεςθ των ριβοςωμάτων. Σο 

ςτοιχείο IRES αποτελείται από υψθλά διατθρθμζνεσ δευτεροταγείσ δομζσ RNA και 

περιζχει μια χαρακτθριςτικι περιοχι ολιγοπυριμιδίνθσ θ οποία ακολουκείται από 

ζνα πολφ ςυντθρθμζνο ςιωπθλό κωδικόνιο AUG ςτο 3ϋάκρο (μοτίβο Τn-Χm-AUG,  

Τ=πυριμιδίνθ, n=6-8, X=οποιοδιποτε νουκλεοτίδιο και m=18-20 νουκλεοτίδια) 

(Pfister et al. 1999, Ehrenfeld E. και Semler B. L. 1995). Σο ενεργό κωδικόνιο ζναρξθσ 

βρίςκεται περίπου 100nt κακοδικά του IRES (Wimmer et al.1993).  

Κατά τθν ζναρξθ τθσ μετάφραςθσ, θ μικρι ριβοςωμικι υπομονάδα 40S 

κατευκφνεται ςτθν περιοχι του IRES που περιζχει το ςιωπθλό κωδικόνιο AUG, 

πικανόν μζςω τθσ δράςθσ παραγόντων ζναρξθσ. Για τθ μετάφραςθ του ιϊκοφ RNΑ 

είναι απαραίτθτοι ςχεδόν όλοι οι παράγοντεσ ζναρξθσ τθσ μετάφραςθσ (elFs) των 

ευκαρυωτικϊν κυττάρων, με εξαίρεςθ τον elF4Ε ο οποίοσ προςδζνεται ςτθν 

καλφπτρα cap των ευκαρυωτικϊν mRNAs (Ochs K. et al., 2002). (Εικόνα 1.10).  

΢τθν cap- εξαρτϊμενθ μετάφραςθ των κυτταρικϊν mRNA οι παράγοντεσ elFG1, 

elF4E και ο elFA ςυναρμολογοφν το ςφμπλοκο elF4F το οποίο αλλθλεπιδρά με τθ 

μικρι ριβοςωμικι υπομονάδα 40S μζςω του elF3 για να ςχθματίςει το ςφμπλοκο 

43S. ΢τθ ςυνζχεια το ςφμπλοκο 43S προςδζνεται ςτο 5ϋcap του mRNA και 

δθμιουργείται το ςφμπλοκο 48S το οποίο κινείται με κατεφκυνςθ 53 μζχρι να 

ςυναντιςει το εναρκτιριο κωδικόνιο. Κατά τθ μετάφραςθ του ιϊκοφ RNA ο 

παράγοντασ elF4G αλλθλεπιδρά απευκείασ με το RNA και ςυνδζεται με τον elF4A 

προάγοντασ τθν δθμιουργία του 48S ςυμπλόκου. Αφοφ ςυνδεκεί θ μικρι 

υπομονάδα ςτο RNA κινείται με κατεφκυνςθ 5ϋ3ϋμζχρι να ςυναντιςει το 

εναρκτιριο κωδικόνιο (Prevot et al., 2003).  

΢το ςτοιχείο IRES, εκτόσ από τουσ παράγοντεσ ζναρξθσ τθσ μετάφραςθσ, 

προςδζνονται  και άλλεσ  πρωτείνεσ του κυττάρου ξενιςτι,  οι οποίεσ ενιςχφουν τθ 
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μετάφραςθ, ι διαμορφϊνουν τθν ιςορροπία μεταξφ τθσ μετάφραςθσ και τθσ 

αντιγραφισ του ιϊκοφ RNA. Ζχουν ταυτοποιθκεί πζντε κυτταρικοί παράγοντεσ ITAFs 

ειδικοί για τα ςτοιχεία IRES, τζςςερισ από τουσ οποίουσ είναι πρωτεΐνεσ πρόςδεςθσ 

ςτο RNA:  θ πρωτεΐνθ PTB (polypyrimidine tract-binding protein) των 57kDa θ οποία 

προςδζνεται ςτθν πολυπυριμιδινικι περιοχι, θ poly(rC) πρωτείνθ PCBP2 [poly(rC)-

binding protein2] 39 kDa, το αυτοαντιγόνο La 52kDa και θ Unr (Upstream of N-Ras). 

Ο πζμπτοσ παράγοντασ είναι ο ITAF45 μια πρωτεΐνθ που ςχετίηεται με τον κυτταρικό 

κφκλο (Kerstin Ochs et al.2002,  Murray et al, 2001, Costa-Mattioli et al, 2004, 

Boussadia et al., 2003).Οι πρωτεΐνεσ αυτζσ φαίνεται να είναι απαραίτθτεσ αλλά όχι 

επαρκείσ από μόνεσ τουσ για τθν ζναρξθ τθσ μετάφραςθσ (Hunt S.L., 1999), εκτόσ 

από τθν Unr θ οποία είναι πράγματι αναγκαία ς’ αυτι τθ διαδικαςία (Boussadia et 

al., 2003). 

Σο ανοιχτό πλαίςιο ανάγνωςθσ μεταφράηεται τελικά ςε μια πολυπρωτεΐνθ, θ 

οποία ςτθ ςυνζχεια τεμαχίηεται από τισ ιικζσ πρωτεάςεσ 2Αpro ,3C και 3CD, 

προκειμζνου να δθμιουργθκοφν οι λειτουργικζσ ιικζσ πρωτεΐνεσ. 

 

 

Εικόνα 1.10: Ιικοί και κυτταρικοί παράγοντεσ που ςυμμετζχουν ςτθν cap-ανεξάρτθτθ RNA μετάφραςθ των 
Εντεροϊϊν. (Semler and Ertel, 2008) 
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1.4.3 Πρωτεόλυςθ τθσ πολυπρωτεΐνθσ 

Σο ςφνολο των ιικϊν πρωτεΐνϊν, προκφπτουν από τθν πρωτεόλυςθ τθσ αςτακοφσ 

πολυπρωτεΐνθσ 250kDa, θ οποία κωδικοποιείται από το μονοκιςτρονικό γονιδίωμα 

των εντεροϊϊν. Θ πρωτεόλυςθ επιτελείται από πρωτεάςεσ που κωδικοποιοφνται 

από το ίδιο το ιικό RNA. Θ πολυπρωτεΐνθ αποτελείται από τρία πρόδρομα 

πολυπεπτίδια, P1, P2, P3. Σα προϊόντα του πρόδρομου πολυπεπτιδίου P1 είναι οι 

δομικζσ πρωτεΐνεσ VP1, VP2, VP3 και VP4, του P2 οι πρωτεΐνεσ 2Αpro (πρωτεάςθ) 2Β 

και 2CATPase, και του P3 οι πρωτεΐνεσ 3A, 3BVPg και θ 3DPol (RNA πολυμεράςθ). ΢ε 

ενδιάμεςα ςτάδια δθμιουργοφνται πρόδρομα μόρια των παραπάνω μθ δομικϊν 

πρωτεϊνϊν, όπωσ τα 2BC, 3AB και 3CDpro, τα οποία ζχουν διαφορετικζσ λειτουργίεσ 

από τισ αντίςτοιχεσ ϊριμεσ πρωτεΐνεσ (Agol et al., 1999, Wimmer et al., 1993). Θ 

διάςπαςθ τθσ ιικισ πολυπρωτεΐνθσ ολοκλθρϊνεται ςε τρία ςτάδια (Εικόνα 1.11) 

Σο αρχικό ςτάδιο τθσ πρωτεόλυςθσ περιλαμβάνει τθ cis-διάςπαςθ του δεςμοφ 

Εικόνα 1.11: Επεξεργαςία τθσ ιικισ πολυπρωτεΐνθσ. Κακϊσ θ πολυπρωτεΐνθ μεταφράηεται, θ αυτοκατάλυςθ από τισ 
ιικζσ πρωτεάςεσ 2A ι 3C/3CD ζχει ςαν αποτζλεςμα τα πρόδρομα μόρια P1, P2, P3, από τα οποία προκφπτουν οι 
δομικζσ (P1) και μθ δομικζσ ( P2 και P3) πρωτεΐνεσ. Σα τρίγωνα αντιςτοιχοφν ςτισ κζςεισ πρωτεόλυςθσ από τισ ιικζσ 
πρωτεάςεσ (2A: Μαφρο,  3C/3CD: Κόκκινο) (Semler and Ertel, 2008) 
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(Thr-Gly) ι Phe-Gly) ςτο Ν-τελικό άκρο τθσ πολυπρωτεΐνθσ από τθν 2Apro με 

αποτζλεςμα τθν αποκοπι τθσ πρόδρομθσ πρωτεΐνθσ P1, διαχωρίηοντασ με αυτόν 

τον τρόπο τισ δομικζσ από τισ μθ δομικζσ πρωτεΐνεσ. ΢το δεφτερο ςτάδιο, μζςω cis-

διάςπαςθσ από τθν 3CDpro, απελευκερϊνεται θ P3 από το πρόδρομο πολυπεπτίδιο 

P2-P3. Ακολουκεί μια ςειρά αντιδράςεων trans-διάςπαςθσ από τθν 3CDpro και 

απελευκερϊνονται, από τισ πρόδρομεσ μορφζσ τουσ, οι μθ δομικζσ πρωτεΐνεσ 2A, 

2BC, 3AB, 2B, 2C, 3A, 3B (VPg), 3Cpro, 3DPol και οι πρωτεΐνεσ του καψιδίου VP0, VP1 

και VP3. Θ τελευταία αντίδραςθ πρωτεόλυςθσ, είναι θ διάςπαςθ τθσ VP0 ςτισ VP2 

και VP4 μζςω ενόσ αυτοκαταλυτικοφ μθχανιςμοφ. Αποτελεί και το τελευταίο ςτάδιο 

ωρίμανςθσ του καψιδίου και πραγματοποιείται κατά τθ ςυναρμολόγθςθ των ιικϊν 

ςωματιδίων. (Pfister et al., 1999, Agol et al., 1999, Semler and Ertel, 2008)  

 

1.4.4 Αντιγραφι του ιικοφ RNA 

Όπωσ όλοι οι RNA ιοί, οι εντεροϊοί κωδικοποιοφν μια RNA εξαρτόμενθ RNA 

πολυμεράςθ θ οποία ςυνκζτει ειδικά RNA με εκμαγείο ζνα ιικό RNA, το οποίο 

απελευκερϊνεται από το καψίδιο ςτο κυτταρόπλαςμα χωρίσ ιικζσ πρωτεΐνεσ. Για το 

λόγο αυτό, θ μεταγραφι τθσ κωδικισ περιοχισ πρζπει να προθγθκεί τθσ 

αντιγραφισ, ζτςι ϊςτε να παραχκεί θ 3D πολυμεράςθ και οι άλλεσ ιικζσ πρωτεΐνεσ 

τθσ αντιγραφισ (Semler and Ertel, 2008) 

Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ μετάφραςθσ του ιικοφ γενϊματοσ και τθν ζκφραςθ 

των ιικϊν γονιδίων, το κετικισ πολικότθτασ RNA των εντεροϊϊν χρθςιμοποιείται για 

τον αυτοδιπλαςιαςμό του, δθλαδι για τθν δθμιουργία νζων μορίων RNA με τθν ίδια 

πολικότθτα. Απαραίτθτθ είναι θ παρεμβολι ενόσ ενδιάμεςου μορίου RNA με 

αντίκετθ πολικότθτα, το οποίο χρθςιμοποιείται ςαν εκμαγείο για τθ ςφνκεςθ 

πολλϊν νζων κλϊνων RNA κετικισ πολικότθτασ τθσ κυγατρικισ γενιάσ. (Kirkegaard 

et al 1999, D.J. Barton 2003). 

Θ διαδικαςία τθσ αντιγραφισ, ξεκινά, με τθν ολοκλιρωςθ τθσ μετάφραςθσ, μετά 

τθν απομάκρυνςθ των ριβοςωμάτων από το  RNA. Λαμβάνει χϊρα ςτα αντιγραφικά 

κυςτίδια που αποτελοφνται από τμιματα του ενδοπλαςματικοφ δικτφου, του 

ςυμπλζγματοσ Golgi και των λυςοςωμάτων του κυττάρου. Απαραίτθτθ είναι θ 

δθμιουργία ενόσ ςυμπλόκου αντιγραφισ ςτθν κυτταροπλαςματικι επιφάνεια των 

κυςτιδίων, το οποίο αποτελείται 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. Επίςθσ μζροσ του ςυμπλόκου 

αντιγραφισ αποτελεί και το ιiκό RNA, το οποίο περιζχει cis-acting γενετικά ςτοιχεία 
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απαραίτθτα για τθν ςφνκεςθ του (-)RNA, όπωσ θ δομι “cloverleaf” που βρίςκεται 

ςτθν 5’-UTR και θ δομι CRE θ οποία εντοπίηεται ςτθν 2C κωδικι περιοχι (Εgger et 

al., 2000, Egger et al., 2002,  Semler and Ertel, 2008). 

Θ ζναρξθ τθσ ςφνκεςθσ του αρνθτικοφ κλϊνου RNA, απαιτεί τθν κυκλοποίθςθ 

του γενϊματοσ, θ οποία επιτυγχάνεται μζςω αλλθλεπιδράςεων ιικϊν και 

κυτταρικϊν παραγόντων. ΢χθματίηεται μια «γζφυρα πρωτεϊνϊν» μεταξφ των PCBP2 

και 3CD που είναι ςυνδεδεμζνεσ ςτο cloverleaf και των PABP και 3CD που είναι 

ςυνδεδεμζνεσ ςτθν πολυ(A)ουρά και τθν 3’UTR αντίςτοιχα (Lyons et al., 2001, 

Semler and Ertel, 2008) .  

Θ μετάφραςθ και θ αντιγραφι, δεν μποροφν να ςυμβαίνουν ταυτόχρονα ςε ζνα 

μόριο RNA. Με τθν κυκλοποίθςθ του, εμποδίηεται θ πρόςβαςθ των κυτταρικϊν 

ριβοςωμάτων ςτο RNA, επάγοντασ ζτςι τθν μετάβαςθ από τθν μετάφραςθ ςτθν 

αντιγραφι (Andino et al. 1993, Semler and Ertel, 2008). Επιπλζον, αυτόσ ο 

μθχανιςμόσ αντιγραφισ εξαςφαλίηει ότι μόνο τα πλιρουσ μικουσ RNA κα 

αποτελζςουν εκμαγεία για τθν 3Dpol . 

Θ δομι cloverleaf τθσ 5’UTR παίηει ςθμαντικό ρόλο κακϊσ ςτθ κθλιά D 

ςχθματίηεται ζνα ριβονουκλεοπρωτεϊνικό ςφμπλοκο που αποτελείται από τθ ιικι 

πρωτεΐνθ 3CD κακϊσ και τθν κυτταρικι πρωτεΐνθ PCBP, το οποίο είναι απαραίτθτο 

για τθ ςφνκεςθ κετικϊν και αρνθτικϊν αλυςίδων RNA. Σο ςφμπλοκο αυτό 

αλλθλεπιδρά με τθν πρωτεΐνθ 3ΑΒ, θ οποία περιζχει υδρόφοβεσ περιοχζσ μζςω των 

οποίων ςυνδζεται ςε κυτταροπλαςματικζσ μεμβράνεσ του κυττάρου ξενιςτι 

(Towner et al., 2006).    

΢τθ ςυνζχεια, θ 3CD πρωτεάςθ, καταλφει τθν πρωτεόλυςθ τθσ 3ΑΒ, ςε 3Α και VPg 

κακϊσ και τθν διάςπαςι τθσ ςε 3Cpro και 3Dpol (Murray & Barton 2003). ΢τθν 

επιφάνεια τθσ 3D, θ VPg, θ πολυ(A) ουρά και UTP-Mg2+ προςδζνονται ςε κατάλλθλθ 

διαμόρφωςθ, τζτοια ϊςτε να καταλφεται θ ουριδιλίωςι τθσ VPg ςε VPgpUpU, με 

εκμαγείο τθν πολυ(A) ουρά (Schein et al., 2006).  

Σο ουριδιλιομζνθ VPg (VPgpUpU) προςδζνεται ςτθν 3’ πολφ(A) ουρά και 

χρθςιμοποιείται από τθν 3Dpol  ςαν εκκινθτιριο μόριο για τθ ςφνκεςθ του αρνθτικισ 

πολικότθτασ κλϊνου. Μετά το τζλοσ τθσ ςφνκεςθσ του αρνθτικοφ κλϊνου 

δθμιουργείται ζνα δίκλωνο μόριο RNA γνωςτό ωσ αντιγραφικό ενδιάμεςο RF 

(replicative form). (Semler and Ertel, 2008). 

Εκτόσ από τθ δομι cloverleaf και τθν πολφ(A) ουρά, μια εςωτερικι RNA 

αλλθλουχία, γνωςτι ωσ CRE, είναι επίςθσ απαραίτθτθ για τον κφκλο αντιγραφισ. 

Είναι ζνα cis-acting δομiκό ςτοιχείο το οποίο βρίςκεται ςτθν 2C γενωμικι περιοχι 
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και ςχθματίηει μια μικρι (50-100nt) δομι φουρκζτασ, με μια διατθρθμζνθ AAACAC 

αλλθλουχία.    

Κατά τθ διάρκεια ςφνκεςθσ του αρνθτικισ πολικότθτασ κλϊνου, θ VPg  

ουριδιλιϊνεται ςε VPgpUpU, μζςω τθσ πρόςδεςθ 2 μορίων 3CD ςτθν περιοχι 

μίςχου του CRE και τθν πρόςδεςθ ςτο ςφμπλοκο τθσ VPg και τθσ 3D. Σο CRE 

χρθςιμοποιείται από  τθν  3D πολυμεράςθ ςαν εκμαγείο για τθν ουριδιλίωςθ τθ VPg 

ςε VPgpUpU. Κατόπιν, θ VPgpUpU χρθςιμοποιείται ςαν εκκινθτισ για τθν ςφνκεςθ 

πολλϊν νζων κλϊνων RNA  κετικισ πολικότθτασ από τθν 3D πολυμεράςθ με 

εκμαγείο το RNA(-). 

 Εχει βρεκεί ότι παράγονται 20 με 50 αντίγραφα κετικισ πολικότθτασ ανά ζνα 

μόριο αρνθτικισ πολικότθτασ. Αυτό είναι αποτζλεςμα τθσ αςφμμετρθσ αντιγραφισ 

κατά τθν οποία είναι εφικτι θ ταυτόχρονθ ςφνκεςθ πολλαπλϊν κλϊνων RNA(+) από 

ζναν μόνο κλϊνο RNA(-). Αυτό το μερικϊσ δίκλωνο RNA ςφμπλεγμα, λζγεται 

αντιγραφικό ενδιάμεςο RI (Murray & Barton, 2003, Semler and Ertel, 2008) (Εικόνα 

1.12).  

 
Εικόνα 1.12  Μοντζλο του μθχανιςμοφ αντιγραφισ του RNA γενϊματοσ των Εντεροϊϊν.  (Semler and 

Ertel, 2008).  
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1.4.5 Καψιδίωςθ – ΢χθματιςμόσ των ιικϊν ςωματιδίων 

Ο ςχθματιςμόσ του καψιδίου ζχει μελετθκεί εκτενϊσ, κακϊσ είναι ςχετικά απλό 

και τα ενδιάμεςα μόρια μποροφν εφκολα να ανιχνευτοφν ςτα μολυςμζνα κφτταρα. 

Κατά τθ διάρκεια τθσ ςφνκεςθσ τθσ P1 πρωτεΐνθσ, ςχθματίηονται οι δομζσ β-

βαρελιοφ, και ενδομοριακζσ αλλθλεπιδράςεισ τθσ επιφάνειασ των δομϊν αυτϊν 

οδθγοφν ςτο ςχθματιςμό των δομικϊν μονάδων (Racaniello R. Vincent, 2007) 

Μετά τον πολλαπλαςιαςμό του ιικοφ γενϊματοσ ςτο κφτταρο, δθμιουργοφνται 

τα ιικά ςωμάτια. Θ αντιγραφι του RNA και θ καψιδίωςθ φαίνεται να είναι 

ςυηευγμζνεσ διαδικαςίεσ κακϊσ επιτελοφνται και οι δυο πάνω ςτα ίδια επαγόμενα 

από τον ιό μεμβρανικά κυςτίδια (Ansardi et al., 1996). 

΢το πρϊτο ςτάδιο  δθμιουργίασ του ιικοφ καψιδίου, το μυριςτιλιωμζνο P1 

πολυπεπτίδιο διαςπάται από τθν 3CDpro  ςτισ  VP0, VP1 και VP3 δομικζσ πρωτεΐνεσ 

οι οποίεσ αλλθλεπιδροφν μεταξφ τουσ και δθμιουργοφν το καψιδιακό 5S 

πρωτομερζσ. Σα 5S πρωτομερι, ςυναρμολογοφνται ςε  14S πενταμερι (VP0-3-1)5, θ 

παρουςία των οποίων απαιτείται για τθν καψιδίωςθ του ιικοφ RNA (Verliden et al., 

2000). ΢τθ ςυνζχεια δϊδεκα πενταμερι ενϊνονται και δθμιουργοφν το 75S 

προκαψίδιο, το οποίο με τθν είςοδο του RNA μετατρζπεται ςε προϊικό ςωματίδιο 

(Ansardi et al., 1994, Racaniello R. Vincent, 2007).  

΢φμφωνα με ζνα από τα μοντζλα ςχθματιςμοφ του καψιδίου, το νεοςυντικζμενο 

ιικό RNA ειςζρχεται μζςω ενόσ πόρου ςτα άδεια καψίδια για τον ςχθματιςμό του 

προϊοςϊματοσ 150s, ςτο οποίο θ καψιδιακι πρωτεΐνθ VP0 δεν ζχει διαχωριςτεί 

(Jacobson et el., 1968) . ΢φμφωνα με ζνα άλλο μοντζλο, τα πενταμερι 

ςυναρμολογοφνται γφρω από το ιικό RNA για να ςχθματίςουν το προ-ιόςωμα 

(Nugent and Kirkegaard, 1995 ) 

Αυτό το πρϊιμο ιικό ςωματίδιο δεν είναι ςτακερόσ ςχθματιςμόσ εξαιτίασ τθσ 

ζλλειψθσ των αλλθλεπιδράςεων μεταξφ των αμινοτελικϊν άκρων των καψιδιακϊν 

πρωτεϊνϊν ςτο εςωτερικό του καψιδίου. Κατά τθ διάρκεια του τελευταίου ςταδίου 

τθσ καψιδίωςθσ, πραγματοποιείται αυτοκαταλυτικά θ αντίδραςθ ωρίμανςθσ, θ 

οποία είναι απαραίτθτθ για τθ ςτακερότθτα και τθ μολυςματικότθτα του ιοφ (Curry 

et al., 1997).  Σο κατάλοιπο τθσ ιςτιδίνθσ 195 τθσ VP2 πρωτεΐνθσ πιςτεφεται ότι 

καταλφει τθν υδρόλυςθ τθσ VP0 ςε VP2 και VP4 (maturation cleavage) οδθγϊντασ 

με αυτόν τον τρόπο ςτθν δθμιουργία των ςτακερϊν, ϊριμων ιικϊν ςωματιδίων 

(Hindiyeh et al., 1999).  
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1.5 Εξζλιξθ των εντεροϊϊν 

Οι Echo ιοί, όπωσ και όλοι οι εντεροϊοί, μποροφν να εξελιχκοφν εκτενϊσ κατά τθν 

αντιγραφι τουσ ςτο ανκρϊπινο ζντερο, όπωσ απεικονίηεται ςτθ γριγορθ εξζλιξι 

τουσ κατά τθ διάρκεια των επιδθμιϊν ςε ανκρϊπινουσ πλθκυςμοφσ. Αυτοί ίςωσ 

είναι οι πιο μεταβλθτοί εντεροϊοί, με 28 διαφορετικοφσ οροτφπουσ. Σο γονιδίωμα 

τουσ χαρακτθρίηεται από μεγάλθ προςαρμοςτικότθτα και γριγορθ εξζλιξθ. Εκτόσ 

από τθ ςταδιακι εξζλιξθ λόγω τθσ ςυςςϊρευςθσ ςθμειακϊν μεταλλάξεων, ο RNA 

αναςυνδυαςμόσ μεταξφ διαφορετικϊν ιϊν μπορεί επίςθσ να ςυμβάλει ςτθν 

ποικιλότθτα. (Kopecka Helena, 1999) 

 

1.5.1 Μεταλλάξεισ 

Ο υψθλόσ ρυκμόσ ςυςςϊρευςθσ  μεταλλάξεων (4,5Χ 10-4 μεταλλάξεισ ανά βάςθ 

ανά κφκλο αντιγραφισ ) είναι ζνα πολφ ςυνθκιςμζνο φαινόμενο ςτουσ εντεροϊοφσ 

το οποίο αποτελεί χαρακτθριςτικό όλων των λυτικϊν RNA ιϊν (Wimmer et al. 1993). 

Οφείλεται ςτο υψθλό ποςοςτό λάκουσ τθσ ιικισ RNA πολυμεράςθσ (3Dpol) και τθν 

ζλλειψθ επιδιορκωτικισ ικανότθτασ τθσ, θ οποία υπολογίηεται ότι ενςωματϊνει 

4,5x10-4  νουκλεοτιδικζσ υποκαταςτάςεισ ανά βάςθ ανά κφκλο αντιγραφισ, δθλαδι 

1 λάκοσ νουκλεοτίδιο ανά 2222 βάςεισ,  λόγω τθσ απουςίασ μθχανιςμϊν ελζγχου 

τθσ πιςτότθτασ τθσ αντιγραφισ και επιδιόρκωςθσ (Ward et al., 1992, Rodriguez-

Wells et al., 2001). Αυτό ζχει ωσ ςυνζπεια τθν εξζλιξθ των εντεροϊϊν ϊςτε να ζχουν 

μικρό γζνωμα και να αντιγράφονται κοντά ςτο όριο τθσ καταςτροφισ λόγω πολλϊν 

μεταλλάξεων. Τπάρχουν ωσ πλθκυςμοί πολλϊν διαφορετικϊν γενοτφπων και γι’ 

αυτό χαρακτθρίηονται ωσ ‘quasi-species’ (περίπου είδθ). Ζνα άγριο ςτζλεχοσ 

ορίηεται ςαν quasi-species όταν ο πλθκυςμόσ του δεν ζχει μια μοναδικι αλλθλουχία 

αλλά ζχει μια κοινι αλλθλουχία νουκλεοτιδίων (Domingo et al., 1985). Αυτι θ 

γενετικι ετερογζνεια επιτρζπει ςτουσ εντεροϊοφσ να προςαρμόηονται γριγορα ςε 

ζνα νζο περιβάλλον. Τπάρχουν κυρίωσ δυο μθχανιςμοί για τθν επικράτθςθ των 

μεταλλάξεων και επομζνωσ των quasi-species, θ εξελικτικι  πίεςθ και θ φυςικι 

επιλογι (Garvilin et al., 2000).  

Ζνα ενδιαφζρον χαρακτθριςτικό τθσ εξζλιξθσ του γενϊματοσ των εντεροϊϊν είναι 

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, με τθν μεγαλφτερθ ποικιλομορφία να εμφανίηεται ςτισ περιοχζσ 

οι οποίεσ βρίςκονται ςτο εξωτερικό του ιικοφ καψιδίου και δζχονται αντιγονικι 

πίεςθ. Από τισ δομικζσ πρωτεΐνεσ θ VP1 ςυγκεντρϊνει τισ περιςςότερεσ μεταλλάξεισ 
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πικανόν  γιατί ςυμμετζχει ςτθ δθμιουργία των περιςςότερων αντιγονικϊν κζςεων, 

γι’ αυτό δζχεται τθν μεγαλφτερθ εξελικτικι πίεςθ από το ανοςοποιθτικό ςφςτθμα 

του οργανιςμοφ-ξενιςτι, με αποτζλεςμα τθν τάςθ δθμιουργίασ ποικιλόμορφων 

οροτφπων και τθν ικανότθτα του ιοφ να διαφφγει τθν αναγνϊριςθ από το 

ανοςοποιθτικό ςφςτθμα του οργανιςμοφ. Ωςτόςο, υπάρχουν κάποιοι περιοριςμοί 

όςον αφορά ςτισ μεταλλάξεισ που εντοπίηονται ςε ςυγκεκριμζνεσ περιοχζσ των 

δομικϊν πρωτεϊνϊν.  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 ιικϊν ενηφμων.  

Ιδιαίτερα μεταβλθτι είναι επίςθσ θ 5ϋUTR περιοχι με εξαίρεςθ τα cis δραςτικά 

γενετικά ςτοιχεία που εμπλζκονται ςτθν ιικι αντιγραφι, το cloverleaf και CRE, και 

ςτθν ιικι μετάφραςθ, το IRES . ΢ε αυτά τα γενετικά ςτοιχεία είναι ςυχνό το 

φαινόμενο τθσ ςυν-μεταβλθτότθτασ (covariance) κατά το οποίο οι μεταλλάξεισ 

εμπλζκουν βάςεισ που επιτρζπουν τθν διατιρθςθ τθσ δευτεροταγοφσ δομισ τουσ ( 

Georgescu et al 1997, Friedrich 2000, Martin and Minor 2002). 

Θ αλλθλουχία, που κωδικοποιεί για τισ μθ δομικζσ πρωτεΐνεσ φαίνεται να είναι 

πιο ςυντθρθμζνθ (Muir et al., 1998). Μελζτεσ που ζχουν γίνει ςε εντεροϊοφσ 

οδθγοφν ςτο ςυμπζραςμα ότι το γονιδίωμά τουσ αποτελεί μια ςυμβίωςθ γονιδίων 

όπου το κακζνα απ’ αυτά εξελίςςεται ανεξάρτθτα από τα άλλα (μονάδα εξζλιξθσ), 

δθλαδι φαίνεται ότι οι καψιδικζσ πρωτεΐνεσ, οι μθ δομικζσ πρωτεΐνεσ και οι μθ 

κωδικζσ περιοχζσ εξελίςςονται ανεξάρτθτα (Lukashev et al., 2003).   

  

1.5.2 Αναςυνδυαςμοί 

Οι αναςυνδυαςμοί μαηί με τισ μεταλλάξεισ κατευκφνουν τθν εξζλιξθ των ιϊν. Ο 

γενετικόσ αναςυνδυαςμόσ όμωσ, αποτελεί ζνα πιο ιςχυρό μθχανιςμό εξζλιξθσ από 

τισ μεταλλάξεισ, γιατί μπορεί να μεταφζρει ζναν οριςμζνο αρικμό ιδιοτιτων ςε ζναν 

ιό με ζνα και μόνο γεγονόσ (Guillot et al., 2000).  

Θ ανταλλαγι γενετικϊν ςτοιχείων ςυμβαίνει με ςυχνότθτα ιςότιμθ με αυτι τθσ 

ενςωμάτωςθσ μεταλλάξεων κατά τθν αντιγραφι. Επίςθσ, θ ςυχνότθτα του 

αναςυνδυαςμοφ εξαρτάται από το βακμό τθσ ομολογίασ μεταξφ των πατρικϊν RNA 

κλϊνων και από τθν απόςταςθ μεταξφ των γενετικϊν δεικτϊν. Ο King το 1988 

υπολόγιςε ότι το 10-20% των ιικϊν γενωμάτων υφίςτανται γενετικό αναςυνδυαςμό 

κατά τθ διάρκεια ενόσ μόνο κφκλου αναδιπλαςιαςμοφ (Duggal et al. 1997). 
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Μζχρι πρόςφατα, το ερευνθτικό ενδιαφζρον ιταν επικεντρωμζνο ςτουσ 

Πολιοϊοφσ, με αποτζλεςμα να ζχουν γίνει λίγεσ μελζτεσ που αφοροφν ςτθν 

επιδθμιολογία και τθ γενετικι των υπόλοιπων εντεροϊϊν. Με τθν εξάλειψθ τθσ 

πολιομυελίτιδασ το ενδιαφζρον ςτράφθκε προσ τουσ εντεροϊοφσ. 

Ο προςδιοριςμόσ τθσ αλλθλουχίασ και θ μελζτθ των γονιδιωμάτων πρότυπων 

ςτελεχϊν εντεροϊϊν, ζδειξε γεγονότα αναςυνδυαςμοφ ςτισ μθ καψιδιακζσ περιοχζσ 

του γονιδιϊματοσ. Μελζτθ ολόκλθρου του γονιδιϊματοσ 24 πρότυπων ςτελεχϊν 

εντεροϊϊν (Santti et al., 1999),  ζδειξε ότι o αναςυνδυαςμόσ ζπαιξε ςθμαντικό ρόλο 

ςτθν μακροεξελικτικι ιςτορία του γζνουσ των εντεροϊϊν.  Όςον αφορά τουσ Echo 

ιοφσ,  υποςτθρίχτθκε ότι το πρότυπο ςτζλεχοσ Echo 9 Hill, προιλκε από τον 

αναςυνδυαςμό των πρότυπων ςτελεχϊν Echo 18 Metcalf και Echo 9 Barty 

(Andersson et al., 2002). Θ πλιρθσ γενωμικι ανάλυςθ όλων των πρότυπων 

ςτελεχϊν του είδουσ HEV-B (Oberste et al., 2004), παρζχει αρκετζσ αποδείξεισ 

τυχαίου αναςυνδυαςμοφ μεταξφ των διαφορετικϊν μελϊν. Γεγονότα 

αναςυνδυαςμοφ ζχουν επίςθσ βρεκεί και ςε κυκλοφοροφντα ςτελζχθ εντεροϊϊν 

(Santti et al., 2000, Lukashev et al., 2004, Chua et al., 2001). Πιο πρόςφατεσ μελζτεσ 

ζχουν δείξει ότι γεγονότα αναςυνδυαςμοφ ςυμβαίνουν και μεταξφ ςτελεχϊν που 

κυκλοφοροφν ςε ζναν πλθκυςμό τθν ίδια χρονικι περίοδο (Bolanaki et al., 2007, 

Kottaridi et al., 2007, Mirand et al., 2007). 

1.5.2.1 Μθχανιςμοί αναςυνδυαςμοφ  

Ζχουν προτακεί 2 μθχανιςμοί γενετικοφ αναςυνδυαςμοφ : i) ο αντιγραφικόσ 

μθχανιςμόσ ι μθχανιςμόσ αλλαγισ μιτρασ (Kirkegaard & Baltimore 1986) και ii) ο 

μθχανιςμόσ ριξθσ και επανζνωςθσ (Gmyl et al., 1999). 

Μηχανιςμόσ αλλαγήσ μήτρασ: Κατά τθν ιικι αντιγραφι, θ ιικι πολυμεράςθ 3D 

χρθςιμοποιεί ςαν καλοφπι για τθ ςφνκεςθ του κλϊνου αρνθτικισ πολικότθτασ, τον 

κλϊνο κετικισ πολικότθτασ του ιοφ επάγοντασ τθ δθμιουργία με αυτόν τον τρόπο 

ενόσ δίκλωνου μορίου RNA, γνωςτοφ ωσ αντιγραφικό ενδιάμεςο. Ωςτόςο κατά τθ 

ςφνκεςθ του αρνθτικοφ κλϊνου θ ιικι πολυμεράςθ μπορεί να ςυναντιςει κάποιο 

«εμπόδιο», με αποτζλεςμα τθν αποδζςμευςι τθσ ίδιασ, κακϊσ και του 

νεοςυντικζμενου RNA κλϊνου αρνθτικισ πολικότθτασ, από τον κετικισ πολικότθτασ 

κλϊνο που χρθςιμοποιείται ςαν καλοφπι (Kirkegaard & Baltimore, 1986). Ζχει 

προτακεί ότι το ςυγκεκριμζνο εμπόδιο μπορεί να είναι είτε μια ςτακερι 

δευτεροταγισ RNA δομι (Romanova et al., 1986) είτε θ προςκικθ λάκουσ 

νουκλεοτιδίου από τθν ιικι πολυμεράςθ ςτον νεοςυντικζμενο RNA κλϊνο 

(Pilipenko et al., 1995). Θ αποδζςμευςθ τθσ ιικισ πολυμεράςθσ ςε ςφμπλοκο με τον 

νεοςυντικζμενο αρνθτικό κλϊνο οδθγεί ςτθν δζςμευςι τθσ ιικισ πολυμεράςθσ, 
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κακϊσ και του θμιτελοφσ αρνθτικοφ κλϊνου, ςε περιοχι υψθλισ ομολογίασ ενόσ 

διαφορετικοφ κλϊνου κετικισ πολικότθτασ που κα λειτουργιςει τϊρα ςαν καλοφπι 

για τθν ολοκλιρωςθ τθσ ςφνκεςθσ του αρνθτικοφ κλϊνου. Αν θ  μετάβαςθ από τον 

ζνα κλϊνο ςτον άλλο είναι ακριβισ τότε ο αναςυνδυαςμόσ είναι ομόλογοσ αν όμωσ 

δεν είναι ακριβισ ο αναςυνδυαςμόσ είναι μη ομόλογοσ και ζχει αντίκτυπο ςτθ 

βιωςιμότθτα των νζων ςτελεχϊν (Kirkegaard and Baltimore 1986). Ο μθχανιςμόσ 

αλλαγισ μιτρασ κεωρείται ο επικρατζςτεροσ μθχανιςμόσ RNA αναςυνδυαςμοφ 

(Εικόνα 1.13) (Romanova et al., 1986, King et al., 1988).   

 

 

 

Μηχανιςμόσ ρήξησ και επανζνωςησ: Ο μθχανιςμόσ αυτόσ είναι μθ αντιγραφικόσ 

και προχποκζτει τθ διάςπαςθ των δφο αναςυνδυαηόμενων RNA μορίων ςε κάποια 

ςθμεία και τθν ζνωςθ του 5’ άκρου του ενόσ, με το 3’ άκρο του άλλου μορίου. 

Τπάρχουν δφο προτεινόμενοι χθμικοί μθχανιςμοί για το ςυγκεκριμζνο τφπο 

αναδιάταξθσ. ΢φμφωνα με τον πρϊτο, οι φωςφοδιεςτερικοί δεςμοί των δφο 

διαφορετικϊν μορίων δζχονται επίκεςθ από ζνα εξωτερικό νουκλεόφιλο μόριο H2O 

με αποτζλεςμα τθ διάςπαςι τουσ και τθν ζκκεςθ των 5’ και 3’ άκρων τουσ. ΢τθ 

ςυνζχεια τα 5’ και 3’ άκρα από τα διαφορετικά μόρια RNA ενϊνονται μζςω 

Εικόνα 1.13: Μθχανιςμόσ αλλαγισ μιτρασ κατά τον αναςυνδυαςμό μεταξφ RNA 

γενωμάτων 
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ενεργοποίθςθσ τθσ 5’ φωςφορικισ ομάδασ. ΢το δεφτερο χθμικό μθχανιςμό, ζνασ 

φωςφοδιεςτερικόσ δεςμόσ ςε κάκε αναςυνδυαηόμενο μόριο δζχεται επίκεςθ από 

το παρακείμενο 2’ ΟΘ, το οποίο παίηει το ρόλο του εςωτερικοφ νουκλεόφιλου. Σο 

αποτζλεςμα ςε κάκε μόριο είναι θ παραγωγι ενόσ άκρου που περιζχει ζνα κυκλικό 

2’, 3’ φωςφορικό ενδιάμεςο και ενόσ 5’ άκρου που φζρει ΟΘ. ΢τθ ςυνζχεια τα 5’ και 

3’ άκρα από τα διαφορετικά μόρια RNA ενϊνονται μζςω αντίδραςθσ 

τρανςεςτεροποίθςθσ (Εικόνα 1.14) (Gmyl et al., 1999). 

 

Εικόνα 1.14 : Μθχανιςμόσ αναςυνδυαςμοφ μζςω ριξθσ και επανζνωςθσ, που περιλαμβάνει τθ 

ςυμμετοχι μιασ hammerhead-like ριβοενηυμικισ δραςτικότθτασ. Σα περιγεγραμμζνα νουκλεοτίδια 

αποτελοφν ςυντθρθμζνεσ κζςεισ. Θ κζςθ τομισ φαίνεται με βζλοσ (Gmyl et al., 1999).  
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1.6 Ορολογικζσ ςχζςεισ και μεταβλθτότθτα  

Ο προςδιοριςμόσ των οροτφπων των Echo ιϊν βαςίηεται ςτθν οροεξουδετζρωςθ  με  

μονοκλωνικά αντιςϊματα που αναπτφχκθκαν ενάντια ςτα πρωτότυπα ςτελζχθ των 

ιϊν, ςυνικωσ ςε αυτά που απομονϊκθκαν πρϊτα. Γενικά, υπάρχει μεγάλθ 

αντιγονικι ποικιλότθτα ςτουσ Εντεροϊοφσ.  Φαίνεται όμωσ ότι ο αντίκτυποσ των 

παραλλαγϊν ςτουσ Echo ιοφσ είναι μεγαλφτεροσ ςε ςχζςθ με άλλουσ εντεροϊοφσ. 

Μια πικανι εξιγθςθ μπορεί να είναι ότι οι Echo ιοί εμφανίηονται ευρζωσ ςτουσ 

ανκρϊπινουσ πλθκυςμοφσ και παραμζνουν ςτο περιβάλλον, αν και θ παρουςία 

τουσ υποτιμάται πικανϊσ επειδι προκαλοφν ζνα ευρφ φάςμα κλινικϊν 

ςυμπτωμάτων και ςτθν πλειοψθφία τουσ οι μολφνςεισ είναι αςυμπτωματικζσ. Σο 

ςθμαντικότερο πρόβλθμα που αντιμετωπίηεται με τουσ ανκρϊπινουσ οροφσ ςυχνά 

αφορά ςτισ διαςταυροφμενεσ αντιδράςεισ με άλλουσ οροτφπουσ. Λόγω τθσ 

αντιγονικισ ποικιλότθτασ που παρατθρείται ςε ζναν ορότυπο, θ επιλογι ενόσ 

προτφπου ςτελζχουσ για τθν παραγωγι αντιοροφ για διαγνωςτικοφσ ςκοποφσ είναι 

ανεπαρκισ κακϊσ ςυχνά απομονϊνονται πολλζσ αντιγονικζσ παραλλαγζσ του ίδιου 

οροτφπου από κλινικά δείγματα.  Περίπου το 10% δεν μπορεί να προςδιοριςτεί με 

οροφσ που παράγονται  ζναντι των πρότυπων ςτελεχϊν. (Kopecka Helena, 1999) 

 

 

1.7 Επιδθμιολογία 

1.7.1 Γεωγραφικι και εποχιακι κατανομι  

Οι Echo ιοί κυκλοφοροφν παγκοςμίωσ ςε όλεσ τισ γεωγραφικζσ περιοχζσ. ΢ε 

περιοχζσ με εφκρατο κλίμα, απομονϊνονται κυρίωσ κατά τθ διάρκεια του 

καλοκαιριοφ και των πρϊτων φκινοπωρινϊν μθνϊν, ςυνικωσ ςαν κυκλικζσ 

επιδθμίεσ με ςυγκριτικά μικρζσ διάρκεια. ΢ε τροπικζσ και θμιτροπικζσ περιοχζσ, θ 

κυκλοφορία τείνει να είναι ενδθμικι, κακϊσ θ μετάδοςθ και θ μόλυνςθ 

ςυμβαίνουν κακ' όλθ τθ διάρκεια του ζτουσ, με μεγαλφτερθ ςυχνότθτα κατά τθν 

περίοδο βροχοπτϊςεων. 

΢φμφωνα με ςτοιχεία που δθμοςιεφτθκαν από τον Παγκόςμιο Οργανιςμό Τγείασ 

(WHO) για τθν περίοδο 1975 ζωσ 1983, από τισ  ςχεδόν 60000 αναφορζσ που ζγιναν 

για μθ-πολιο εντεροϊοφσ, οι  Echo ιοί αποτελοφςαν το 64%. Οι Echo ιοί ςυνεχίηουν 

ςαφϊσ να είναι μια ςθμαντικι αιτία ςοβαρισ νοςθρότθτασ και κνθςιμότθτασ 

παγκοςμίωσ. Οι κυρίαρχοι ορότυποι ζχουν αλλάξει από το 1983; Διάφορεσ 

επιδθμίεσ Echo30 ζχουν αναφερκεί ςτισ ΘΠΑ, τον Καναδά και τθν Ιαπωνία μεταξφ 
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του 1990  και του 1992. Με τθν επιδθμία Echo3 ςτθν Κίνα το 1985, μολφνκθκε το 

20% του πλθκυςμοφ ςτθν επαρχία Guizhon, με ποςοςτό κνθτότθτασ 12%. Πιο 

πρόςφατα, ζχουν αναφερκεί επιδθμίεσ Echo13 και Echo30 ςτθ Γερμανία το 1995 

(Hauri et al., 2005)και Echo13 ςτθ Λικουανία και το Ιςραιλ (Narkeviciute et al., 

2004, Somekh et al., 2003). Μια επιδθμία Echo11 αναφζρκθκε επίςθσ ςε νεογνά 

ςτθν Taiwan (Chen et al., 2005). 

O λόγοσ που ςυγκεκριμζνοι ορότυποι εμφανίηονται και εξαφανίηονται και οι 

παράγοντεσ που υπαγορεφουν ενδθμικι ι επιδθμικι ςυμπεριφορά δεν είναι 

κατανοθτοί. Μια υπόκεςθ  είναι ότι κάποια επιδθμικά ςτελζχθ, όπωσ ο Echo9, 

μποροφν να εξαπλϊνονται γριγορα ςε ζναν κρίςιμο αρικμό ευαίςκθτων ατόμων 

ςτον πλθκυςμό, και ζτςι θ μετάδοςθ είναι ςυνεχισ, ενϊ εκείνα τα ενδθμικά 

ςτελζχθ που εμφανίηονται κατά τθ διάρκεια αρκετϊν ετϊν ίςωσ είναι λιγότερο 

μεταδοτικά. 

Θ μελζτθ τθσ επιδθμιολογίασ των εντεροϊϊν ζχει ενιςχυκεί πρόςφατα με τθν 

εφαρμογι των μοριακϊν μεκόδων γενετικισ, μζςω των οποίων μπορεί να γίνει 

άμεςθ ταυτοποίθςθ των ςτελεχϊν Εντεροϊϊν που ςχετίηονται με ςυγκεκριμζνεσ 

επιδθμικζσ εξάρςεισ (Kopecka 1999,  Quinonez 2008). 

 

1.7.2 Μετάδοςθ  

Ο άνκρωποσ είναι ο μόνοσ γνωςτόσ ξενιςτισ των Echo ιϊν και επομζνωσ θ ςτενι 

ανκρϊπινθ επαφι φαίνεται να είναι ο κφριοσ τρόποσ διάδοςθσ. Θ περίοδοσ 

επϊαςθσ είναι δφςκολο να προςδιοριςτεί λόγω του ότι τόςο τα υγιι όςο και τα 

άτομα που ζχουν ςυμπτϊματα,  μεταδίδουν τον ιό.  Θ επϊαςθ πιςτεφεται ότι 

κυμαίνεται μεταξφ 2 θμερϊν και 2 εβδομάδων. Ο ιόσ μπορεί να διαςπείρεται από 

τθν ανϊτερθ αναπνευςτικι οδό για 1-3 εβδομάδεσ και από τα κόπρανα για 

περιςςότερο από  8  εβδομάδεσ μετά από τθν αρχικι μόλυνςθ. ΢ε ςπάνιεσ 

περιπτϊςεισ επίμονθσ μόλυνςθσ, οι ιοί μποροφν να διαςπείρονται για αρκετά ζτθ.  

Εκτόσ από τθν κοπρο-ςτοματικι οδό μετάδοςθσ, άλλοι τρόποι είναι το νερό, τα 

τρόφιμα, ο εμβολιαςμόσ, το αίμα και θ κάκετθ μετάδοςθ από τθ μθτζρα ςτο 

ζμβρυο. Θ μετάδοςθ από το νερό μπορεί να κεωρθκεί ωσ επζκταςθ τθσ κοπρο-

ςτοματικισ μετάδοςθσ όπου ο ενδιάμεςοσ φορζασ είναι το νερό. Όπωσ όλοι οι 

εντεροϊοί, οι Echo είναι ανκεκτικοί ςτισ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ και ςε υγρά του 

γαςτρικοφ ςωλινα. Αν λοιπόν βρεκοφν ςε  ευνοϊκζσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ 

(χαμθλι κερμοκραςία,  ουδζτερο pH,  παρουςία οργανικισ ουςίασ) μποροφν να 

επιηιςουν για πολφ μεγάλεσ περιόδουσ. Οι Echo ιοί ςυναντϊνται ςε επιφανειακά 
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και τα υπόγεια νερά, και ςε πιςίνεσ, ακόμα και μετά από τθ χλωρίωςθ. Μποροφν να 

απομονωκοφν από ακατζργαςτα ι εν μζρει μαγειρευμζνα μαλάκια. Αν και οι 

περιςςότερεσ νεογνικζσ μολφνςεισ με Echo ιοφσ προζρχονται άμεςα από τθ μθτζρα, 

μερικζσ μολφνςεισ μεταδίδονται ενδονοςοκομειακά. Θ αερομεταφερόμενθ 

μετάδοςθ δεν είναι ςθμαντικι ςε μολφνςεισ με Echo ιοφσ (Kopecka Helena, 1999). 

 

1.8 Πακογζνεια και τροπιςμόσ ςτουσ ιςτοφσ 

Οι Echo ιοί, όπωσ και οι άλλοι εντεροϊοί, πολλαπλαςιάηονται ςε όλο το 

γαςτρεντερικό ςωλινα, όπου γίνεται θ αρχικι αποίκιςθ. Ο ιόσ μεταφζρεται από τθν 

ςτοματοφαρυγγικι κοιλότθτα και από το ζντερο ςε άλλα όργανα (Εικόνα 1.15).   

Περιοριςμζνθ αντιγραφι του ιοφ  πραγματοποιείται αρχικά ςτθν ςτοματο-

φαρυγγικι κοιλότθτα, με εξάπλωςθ ςτουσ περιφερικοφσ λεμφαδζνεσ. Ακολουκεί θ 

διζλευςθ μζςω του ςτομάχου και θ εγκακίδρυςθ ςτο κατϊτερο τμιμα του 

γαςτρεντερικοφ ςωλινα, όπου ο ιόσ δεςμεφεται ςε ςυγκεκριμζνουσ υποδοχείσ των 

κυττάρων του εντζρου. Ο ιόσ διαπερνά το εντερικό επικιλιο, όπου γίνεται 

εκτενζςτεροσ πολλαπλαςιαςμόσ, χωρίσ όμωσ τθν πρόκλθςθ κυτταρικϊν βλαβϊν και 

φτάνει ςτισ πλάκεσ του Peyer. Θ αντιγραφι, ςτον λεμφοειδι ιςτό είναι ανιχνεφςιμθ  

1-3  θμζρεσ μετά από τθν κατάποςθ του ιοφ. Μια πρωτογενισ ιαιμία, αναπτφςςεται  

τθν τρίτθ θμζρα, ακολουκοφμενθ από τθ διάδοςθ ςε πολλζσ δευτερογενείσ κζςεισ 

μόλυνςθσ , ςυμπεριλαμβανομζνου του ΚΝ΢, το ςυκϊτι, τον ςπλινα, τον μυελό των 

οςτϊν, τθν καρδιά και τουσ πνεφμονεσ. Επιπρόςκετοσ πολλαπλαςιαςμόσ ς’ αυτζσ 

τισ κζςεισ προκαλεί τθν κφρια ιαιμία, θ οποία ζχει ςαν αποτελζςματα ςτθ διάδοςθ 

ςτα όργανα ςτόχουσ, όπωσ τα μθνίγγια, τθν καρδιά και το δζρμα. ΢ε αυτοφσ τουσ 

ιςτοφσ, παρατθρείται νζκρωςθ και φλεγμονϊδεισ βλάβεσ, ενϊ ιςτοπακολογικά 

τραφματα γενικά δεν παρατθροφνται ςτο ζντερο και ςτουσ λεμφοειδείσ ιςτοφσ κατά 

τθ διάρκεια των πρϊιμων αντιγραφικϊν γεγονότων. Θ κφρια ιαιμία ςυμπίπτει με 

τθν ζναρξθ τθσ κλινικισ αςκζνειασ, ςυνικωσ 4-6  θμζρεσ μετά τθν ζκκεςθ. Θ 

κακυςτερθμζνθ εμφάνιςθ ςυμπτωμάτων αςκζνειασ του ΚΝ΢ υποδθλϊνει ότι θ ιικι 

εξάπλωςθ μπορεί να ςυμβεί κατά τθ διάρκεια τόςο τθσ δευτερογενοφσ όςο και τθσ 

κφριασ ιαιμίασ. 

Οι περιςςότερεσ μολφνςεισ με εντεροϊοφσ είναι αςυμπτωματικζσ. Εντοφτοισ, 

μποροφν να προκαλζςουν ζνα ευρφ φάςμα διάφορων κλινικϊν αςκενειϊν, που 

περιλαμβάνουν άςθπτθ μθνιγγίτιδα, εγκεφαλίτιδα, χαλαρι παράλυςθ, εξάνκθμα, 

ςτοματικά ζλκθ, μυοκαρδίτιδα, πλευροδυνία, θπατίτιδα, ςυμπτϊματα του 

ανϊτερου αναπνευςτικοφ, κ.α. 
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Λόγω τθσ γενετικισ ετερογζνειασ του ιικοφ πλθκυςμοφ και τθσ εξελικτικισ 

πίεςθσ μπορεί να δθμιουργθκοφν ιικά ςτελζχθ με αλλαγμζνεσ πακογόνεσ ιδιότθτεσ 

όπωσ θ μολυςματικότθτα, θ ιςτο-ειδικότθτα και το εφροσ του ξενιςτι, οι οποίεσ 

μπορεί να αυξιςουν τθν μολυςματικότθτα και να προκαλζςουν ςφνδρομα που 

ςυνικωσ δεν ςυνδζονται με τα πρότυπα ςτελζχθ των ιϊν. Εναλλακτικά, μποροφν να 

προκφψουν εξαςκενθμζνα ιικά μεταλλάγματα.  

Οι περιςςότεροι Echo ιοί ςτεροφνται τθσ ιδιότθτασ να παρουςιάηουν πακογζνεια 

ςε ποντίκια. Εντοφτοισ, από διάφορα ςτελζχθ μποροφν να δθμιουργθκοφν 

μεταλλάγματα τα οποία παρουςιάηουν παράλυςθ ςε νεογζννθτα ποντίκια (Kopecka 

Helena, 1999, Quinonez 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.15: Πακογζνεια των Echo ιϊν 

  

Είςοδοσ μζςω του ςτόματοσ 

ι των αεραγωγϊν 

Πολλαπλαςιαςμόσ ςτο 

βλεννϊδεσ επικιλιο τθσ 

ςτοματοφαρυγγικισ και 

εντερικισ  κοιλότθτασ 

 

Απζκκριςθ του 

ιοφ ςτα κόπρανα 

Πρωτογενισ ιαιμία 

Δευτερογενισ  ιαιμία 

Μθνίγγια  
 

Δζρμα  Μφεσ 

Μθνιγγίτιδα HFMD, 

εξάνκθμα, 

ςτοματικά ζλκθ 

Μυοκαρδίτιδα, 

περικαρδίτιδα, 

πλευροδυνία  
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1.9 Κλινικζσ εκδθλϊςεισ από τθ μόλυνςθ με Echo  

Θ πλειοψθφία των μολφνςεων από Echo ιοφσ είναι αςυμπτωματικζσ ι ζχουν ςαν 

αποτζλεςμα μια αδιαφοροποίθτθ πυρετϊδθ αςκζνεια. Όταν θ αςκζνεια 

εμφανίηεται, το φάςμα και θ δριμφτθτα των κλινικϊν εκδθλϊςεων ποικίλλουν 

ανάλογα με τθν θλικία και τθν ανοςολογικι κατάςταςθ του ξενιςτι, τον ορότυπο, 

ακόμα και το ενδοτυπικό ιικό ςτζλεχοσ. Ενϊ ποικίλα ευδιάκριτα κλινικά ςφνδρομα 

προκαλοφνται από τθ μόλυνςθ με Echo ιοφσ, μερικζσ εκδθλϊςεισ ςυνδζονται με 

πολλοφσ οροτφπουσ (Πίνακασ 1.2). 

Οι Echo ιοί μαηί με τουσ Coxsackie ιοφσ προκαλοφν περιςςότερο από το 90% των 

περιπτϊςεων άςθπτθσ μθνιγγίτιδασ. Νιπια θλικίασ κάτω των 3 μθνϊν ζχουν τα 

υψθλότερα ποςοςτά άςθπτθσ μθνιγγίτιδασ. Φαρυγγίτιδα και άλλα ςυμπτϊματα 

μόλυνςθσ τθσ ανϊτερθσ αναπνευςτικισ οδοφ παρουςιάηονται ςυχνά κατά τθ 

διάρκεια τθσ μθνιγγίτιδασ. ΢υμπτϊματα εγκεφαλίτιδασ περιπλζκουν μερικζσ φορζσ 

τθν πορεία τθσ άςθπτθσ μθνιγγίτιδασ. ΢ε μόλυνςθ από Echo ιό που αποκτικθκε 

κατά τθ γζννθςθ, θ εγκεφαλίτιδα μπορεί να είναι μια εκδιλωςθ γενικευμζνθσ ιικισ 

μόλυνςθσ. Οι περιςςότεροι αςκενείσ με εγκεφαλίτιδα, προερχόμενθ από Echo ιό, 

μετά τθ νεογνικι περίοδο αναρρϊνουν πλιρωσ.  

Ωςτόςο, ζχει αναφερκεί μια περίπτωςθ κανάτου από εγκεφαλίτιδα από Echo ιό 

τφπου 9.  ΢ποραδικζσ περιπτϊςεισ χαλαρισ παράλυςθσ ζχουν ςυνδεκεί με 

διάφορουσ τφπουσ Echo ιϊν, ςυχνότερα τφπου 2, 6, 7, 9, 11 και 16. Θ αςκζνεια 

είναι γενικά θπιότερθ από τθν πολιομυελίτιδα και θ παράλυςθ ςυνικωσ δεν είναι 

μόνιμθ. Σο ςφνδρομο Guillain—Barre ζχει αναφερκεί ςε ζναν μικρό αρικμό 

αςκενϊν που μολφνονται με Εcho τφπου 6. 

Οι Echo ιοί προκαλοφν επίςθσ  ποικίλα εξανκιματα.  Ζχουν μικρι νοςθρότθτα, 

αλλά ςυμβάλουν ςτθν επικράτθςθ των Echo ιϊν ςτθν κοινότθτα. Καλοκαιρινζσ 

εξάρςεισ με ςτοματικά ζλκθ ζχουν ςυνδεκεί με μόλυνςθ από Echo ιοφσ τφπου 3, 6, 

9, 16, 17, 25 και 30, αλλά και άλλουσ τφπουσ. Οι Echo ιοί τφπου 1, 6, 9,16 και 19 

εμπλζκονται μερικζσ φορζσ ςτθν πλευροδυνία. Κατά τθ διάρκεια του καλοκαιριοφ, 

θ νόςοσ του ανϊτερου αναπνευςτικοφ ςυνδζεται ςυχνά με μόλυνςθ με Echo ιό 

τφπου 11. O Echo 9 ζχει ςυνδεκεί με μυοπερικαρδίτιδα λόγω τθσ παρουςίασ 

μολυςματικϊν ιϊν ι ιικϊν αντιγόνων ςτο μυοκάρδιο ι το περικαρδιακό υγρό.  

Σα  νεογνά είναι ιδιαίτερα επιρρεπι ςε αςκζνειεσ που προκαλοφνται από Echo 

και Coxsackie ιοφσ. Ο Echo 11 ςυνδζεται πολφ ςυχνά με ςοβαρι, ςυςτθμικι 

νεογνικι μόλυνςθ. Θ γενικευμζνθ αςκζνεια από εντεροϊοφσ ςε νεογζννθτα 

εμφανίηεται ςυνικωσ με μυοκαρδίτιδα ι οξεία ηπατική ανεπάρκεια. Ο ορότυποσ 11 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 00:20:08 EEST - 167.114.118.212



[37] 
 

είναι υπεφκυνοσ για τισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ οξείασ ηπατικήσ ανεπάρκειασ 

αλλά και άλλοι ορότυποι (4, 6, 7, 9, 12, 14, 19, 21 and 31) είναι επίςθσ υπεφκυνοι 

για ςοβαρζσ μορφζσ θπατίτιδασ ςε νεογνά. Τπάρχουν διάφορεσ αναφορζσ 

περιπτϊςεων κανατθφόρασ πνευμονίασ ςτισ πρϊτεσ θμζρεσ τθσ ηωισ ςε 

νεογζννθτα, προκαλοφμενθσ από Echo ιοφσ τφπου 6, 9 και  11. Οι περιςςότερεσ 

περιπτϊςεισ επίμονθσ, και μερικζσ φορζσ κανατθφόρασ, μόλυνςθσ του κεντρικοφ 

νευρικοφ ςυςτιματοσ ςε παιδιά με κλθρονομικι ι επίκτθτθ αγαμαςφαιριναιμία 

ςυνδζεται κυρίωσ με τον Echo11 (Kopecka Helena, 1999). 

 

Κλινικά ςυμπτώματα μόλυνςησ με Echo ιούσ 

Αςυπτωματική μόλυνςη Οι περιςςότεροι Echo ιοί 

Άςηπτη μηνιγγίτιδα Όλοι οι τφποι (εκτόσ από 24, 26, 29, 32)  

Εγκεφαλίτιδα Σφποι 2, 3, 4, 6, 7, 9, 11, 14, 17, 18, 19, 25 

Παράλυςη Σφποι 2, 4, 6, 7, 9, 11, 14, 16, 30 

Εξάνθημα Κυρίωσ οι τφποι 9 και 16 αλλά και άλλοι τφποι 

Μυοπερικαρδίτιδα Σφποσ 9 

Γενικευμένη αςθένεια ςε νεογέννητα Σφποι  4, 6, 7, 9, 11, 12, 14, 19, 21, 25, 31 

Νεογνική διάρροια Σφποι 11, 14, 18 

Διάρροια  Διάφοροι τφποι 

Αιμολυτικό-ουραιμικό ςύνδρομο Σφποσ 22 

Μυοςίτιδα Σφποσ 9, 11 

΢ύνδρομο Guillain–Barré Σφποσ 6 

Φρόνια μηνιγγοεγκεφαλίτιδα ςε 

Αγαμαςφαιριναιμία 
Σφποι 2, 3, 5, 9, 11, 19, 24, 25, 30, 33 

Μολυςματική λεμφοκυττάρωςη Σφποσ 25 

 

Πίνακασ 1.2: Κλινικά ςυμπτϊματα μόλυνςθσ με Echo ιοφσ (Modlin JF 1990)   
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1.10 Ανοςοαπόκριςθ 

΢αν ςυνεπεία τθσ μόλυνςθσ με Echo ιοφσ εμφανίηονται αντιςϊματα ειδικά για 

κάκε ορότυπο. Αναπτφςςονται αμζςωσ μετά από τθ μόλυνςθ και παραμζνουν για 

πολλοφσ μινεσ ι ζτθ, ανάλογα με τθ δριμφτθτα τθσ μόλυνςθσ. Θ ανοςία ςτθ 

μόλυνςθ είναι ειδικι για κάκε ορότυπο και θ πρόκλθςθ αςκζνειασ εξαρτάται όχι 

μόνο από τθν παρουςία, αλλά και από τθ ςυγκζντρωςθ, των ειδικϊν αντιςωμάτων. 

΢τον ορό, τόςο τα IgM όςο και τα IgG αντιςϊματα παράγονται από 1-3 θμζρεσ 

μετά τθ μόλυνςθ με Echo ιό. Σα IgM αντιςϊματα υπεριςχφουν κατά τθ διάρκεια του 

πρϊτου μινα και εξαφανίηονται ςταδιακά. Σα IgG αντιςϊματα παραμζνουν ςτον 

ορό εφόρου ηωισ μετά από φυςικι μόλυνςθ με αυτοφσ τουσ ιοφσ. Τπάρχουν 

ενδείξεισ ότι θ λειτουργία των μακροφάγων μπορεί επίςθσ να είναι ζνα κρίςιμο 

ςυςτατικό ςτθν ανοςοαπόκριςθ ςε μόλυνςθ με εντεροϊοφσ. Ανοςολογικοί 

μθχανιςμοί οι οποίοι περιλαμβάνουν και τα αντιςϊματα λειτουργοφν τόςο ςτο 

πεπτικό ςφςτθμα για να αποτρζψουν τθν εγκακίδρυςθ τθσ λοίμωξθσ του ιοφ όςο 

και ςτο αίμα για να αποτρζψουν τθ διάδοςθ ςτα όργανα ςτόχουσ. Ενϊ τα 

αντιςϊματα, μποροφν να διαμορφϊςουν τθν πορεία τθσ μόλυνςθσ, μπορεί να μθν 

προλάβουν τθ μόλυνςθ πριν αυτι διαδοκεί. Θ ορολογικι διαςταυροφμενθ 

αντίδραςθ ανάμεςα ςτουσ Echo ι άλλα μζλθ των ανκρϊπινων εντεροϊϊν μποροφν 

να αποτελζςουν πρόβλθμα ςτον ζλεγχο τθσ μόλυνςθσ. 

Οι μολφνςεισ με Echo ιοφσ είναι αρκετά επικίνδυνεσ ςε άτομα με ανεπάρκεια ςτθ 

χυμικι ι κυτταρικι ανοςία. Ζχουν αναφερκεί κάποιεσ επίμονεσ ι κανατθφόρεσ 

μολφνςεισ από Echo ιοφσ ςε άτομα με ανοςοανεπάρκεια. ΢τουσ περιςςότερουσ από 

τουσ αςκενείσ θ κφρια ανεπάρκεια αφοροφςε τθ λειτουργία των Β κυττάρων που 

ςχετίηονται με τθ χυμικι ανοςία. ΢τθν πλειοψθφία των περιπτϊςεων δεν ιταν 

δυνατι θ εξάλειψθ του ιοφ από το κεντρικό νευρικό ςφςτθμά. (Kopecka Helena, 1999) 
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1.11 Πρόλθψθ και ζλεγχοσ  

Οι Echo ιοί είναι οι ςυχνότερα αντιπροςωπευόμενοι εντεροϊοί ςε ςοβαρζσ ι 

ιπιεσ αςκζνειεσ ςε μικρά παιδιά. Παρά τθ ςυχνότθτα και τθ δριμφτθτα τθσ 

μόλυνςισ τουσ, αυτοί οι ιοί είναι οι λιγότερο κατανοθτοί ανάμεςα ςτουσ picorna 

ιοφσ. Σα μόνα διακζςιμα εμβόλια για Εντεροϊοφσ αυτι τθ ςτιγμι είναι ενάντια 

ςτουσ τρεισ ορότυπουσ των πολιοϊϊν. Θ εφαρμογι τουσ για ςχεδόν 40 χρόνια ζχει 

οδθγιςει ςτθν επίτευξθ του ςτόχου τθσ παγκόςμιασ εκρίηωςθσ τθσ 

πολιομυελίτιδασ. Εντοφτοισ, δεν υπάρχουν εμβόλια ενάντια ςε άλλουσ εντεροϊοφσ. 

Λαμβάνοντασ υπόψθ το μεγάλο αρικμό διαφορετικϊν οροτφπων echo ιϊν, είναι 

δφςκολο να ςχεδιαςτοφν εμβόλια ενάντια ςε όλουσ. Μια καλφτερθ κατανόθςθ τθσ 

οργάνωςθσ του γονιδιϊματοσ και τθσ λειτουργίασ του, κακϊσ επίςθσ και των 

μθχανιςμϊν τθσ ταχείασ εξζλιξθσ και τθσ μεταβλθτότθτάσ τουσ, κα βοθκοφςε πολφ 

ςτο ςχεδιαςμό αντι-ιικϊν παραγόντων, όπου οι ηωτικζσ λειτουργίεσ του ιοφ κα 

αποτελοφςαν ςτόχο. Οι μελζτεσ των κυτταρικϊν υποδοχζων είναι μεγάλθσ 

ςπουδαιότθτασ για τθν κατανόθςθ των αλλθλεπιδράςεων ενόσ ιοφ με το κφτταρο 

ξενιςτι του, και ζτςι θ πικανι παρεμπόδιςθ τθσ αλλθλεπίδραςθσ ιοφ - κυττάρων. Θ 

καλφτερθ κατανόθςθ του εντοπιςμοφ τθσ δομικισ διαμόρφωςθσ των επιτόπων 

είναι απαραίτθτθ για τθν ανάπτυξθ αναςυνδυαςμζνων εμβολίων. Θ εφαρμογι 

γριγορων, ευαίςκθτων και εξειδικευμζνων διαγνωςτικϊν εργαλείων μοριακισ 

βιολογίασ για τθν ανίχνευςθ Echo ιϊν ςε κλινικά δείγματα και περιβαλλοντικά 

δείγματα είναι ςθμαντικι για τον επιδθμιολογικό ζλεγχο. Θ παρακολοφκθςθ 

πρόςφατα απομονωμζνων ςτελεχϊν είναι επίςθσ μεγάλθσ ςπουδαιότθτασ, κακϊσ 

μπορεί να προκφψουν ιοί με νζεσ πακολογικζσ ιδιότθτεσ, όπωσ ο νευροτροπιςμόσ 

και ο καρδιοτροπιςμόσ. Θ μελζτθ τθσ ανκεκτικότθτασ των Echo ιϊν ςτο περιβάλλον 

γενικά και ςτο κλινικό περιβάλλον ειδικότερα, είναι ςθμαντικι για τθν 

επιδθμιολογία και για τον κίνδυνο ςοβαρϊν επιπτϊςεων ςε ανοςοκατεςταλμζνα 

άτομα. Σα ερχόμενα ζτθ κα οδθγιςουν ςίγουρα ςε νζεσ και ςθμαντικζσ 

πλθροφορίεσ ςχετικά με τθ δυνατότθτα Echo ιϊν για να προκαλζςουν αυτό-ανοςία 

και χρόνια μόλυνςθ. 

Θ εκρίηωςθ τθσ πολιομυελίτιδασ μζςω του εμβολιαςμοφ ιταν ζνασ ςτόχοσ του 

WHO που ζχει ςχεδόν επιτευχκεί. Εντοφτοισ, διάφορεσ περιπτϊςεισ παραλυτικισ 

μθνιγγο-εγκεφαλίτιδασ οφειλόμενεσ ςε άλλουσ εντεροϊοφσ εκτόσ των πολιοϊϊν κα 

ςυνεχίςουν να υπάρχουν. Θ ακριβισ διάγνωςθ τζτοιων μολφνςεων είναι επιτακτικι 

προκειμζνου να λθφκοφν τα ςωςτά επιδθμιολογικά ςτοιχεία για να καταδείξουν το 

ρόλο των Echo ιϊν εκτόσ των πολιοϊϊν ςε αυτζσ τισ κλινικζσ εκδθλϊςεισ. (Kopecka 

Helena, 1999) 
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1.12 Εργαςτθριακι διάγνωςθ 

Θ διάγνωςθ τθσ μόλυνςθσ με εντεροϊοφσ και ο χαρακτθριςμόσ  τουσ μπορεί να 

είναι πολφπλοκθ διαδικαςία, είτε λόγω περιοριςμϊν των διαγνωςτικϊν μεκόδων 

είτε λόγω των βιολογικϊν και επιδθμιολογικϊν χαρακτθριςτικϊν των εντεροϊϊν. Θ 

δυςκολία οφείλεται ςτο γεγονόσ ότι οι εντεροϊοί μποροφν να βρίςκονται  ςτο 

αναπνευςτικό και γαςτρεντερικό ςφςτθμα τόςο υγιϊν όςο και αςκενϊν ατόμων με 

μεγάλθ ποικιλία ςτθν κλινικι εικόνα κακϊσ οι μολφνςεισ είναι ςυνικωσ 

αςυμπτωματικζσ ι παρουςιάηουν ιπια ςυμπτϊματα Λόγω τθσ ομοιότθτασ των 

ςυμπτωμάτων που προκαλοφνται από διαφορετικοφσ τφπουσ εντεροϊϊν, υπάρχει 

ανάγκθ όχι μόνο διάγνωςθσ αλλά και ταυτοποίθςθσ τουσ. Για το ςκοπό αυτό 

χρθςιμοποιοφνται τόςο παραδοςιακζσ τεχνικζσ, όπωσ θ απομόνωςθ του ιοφ, θ 

οροταυτοποίθςθ και θ ανίχνευςθ αντιςωμάτων, όςο και μοριακζσ τεχνικζσ. 

(Pallansch and Roos, 2007, Muir et al., 1998, Siafakas et al., 2001) . 

Οι παραδοςιακζσ μζκοδοι ανίχνευςθσ και ταυτοποίθςθσ των εντεροϊϊν, 

βαςίηονται ςτθν απομόνωςθ του ιοφ ςε κυτταροκαλλιζργειεσ  και τθν 

εξουδετζρωςθ τθσ κυτταροπακογόνου δράςθσ με ειδικοφσ αντι-οροφσ.    

Σα βιολογικά υλικά που χρθςιμοποιοφνται για τθν απομόνωςθ του ιοφ, 

περιλαμβάνουν το εγκεφαλονωτιαίο υγρό (ΕΝΤ), φαρυγγικά επιχρίςματα και 

δείγματα που προζρχονται από το πεπτικό ςφςτθμα όπωσ πρωκτικά επιχρίςματα ι 

δείγματα κοπράνων, τα οποία αποτελοφν το πιο αξιόπιςτο υλικό για τθν ανίχνευςθ 

εντεροϊϊν. Θ ιικι καλλιζργεια από ΕΝΤ αποτελεί ςυνθκιςμζνθ μζκοδο ςε 

περιπτϊςεισ άςθπτθσ μθνιγγίτιδασ (Minor et al., 2000). Θ απομόνωςθ των 

εντεροϊϊν από ςυςτατικά του αίματοσ είναι επίςθσ χριςιμθ και παρζχει ζνδειξθ 

ςυςτθμικισ μόλυνςθσ (Shulman et al, 1997, Dagan et al., 1985). Μποροφν επίςθσ να 

χρθςιμοποιθκοφν δάκρυα (Yin-Murphy et al., 1985), ι εκκρίματα του επιπεφυκότοσ 

χιτϊνα (Yin-Murphy et al., 1984), ςε περιπτϊςεισ οξείασ αιμορραγικισ 

επιπεφυκίτιδασ. ΢ε περιπτϊςεισ κανάτου, μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν δείγματα 

αυτοψίασ εγκεφάλου ι νωτιαίου μυελοφ. Θ απομόνωςθ από λφματα και άλλα 

περιβαλλοντικά δείγματα μπορεί να είναι χριςιμθ ςε περιβαλλοντικζσ μελζτεσ 

(Minor et al., 2000). 

Θ πιο διαδεδομζνθ μζκοδοσ για τθν απομόνωςθ εντεροϊϊν, είναι θ χριςθ 

κυτταρικϊν ςειρϊν. Θ ανάπτυξθ όλων των γνωςτϊν οροτφπων των εντεροϊϊν όμωσ, 

δεν μπορεί να γίνει ςτον ίδιο τφπο κυττάρων. Κατά ςυνζπεια, θ χριςθ  πολλαπλϊν  

κυτταρικϊν ςειρϊν αυξάνει τθν παραγωγι και ενιςχφει τθν πικανότθτα και 

ταχφτθτα τθσ ιικισ απομόνωςθσ (Chonmaitree et al., 1988, Kopecka 1999). 
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Αρχζγονα ανκρϊπινα κφτταρα, κφτταρα πικικου και καλλιζργειεσ ιςτοφ 

πρωτευόντων είναι τα πιο κατάλλθλα ςυςτιματα για τθν απομόνωςθ των echo ιϊν. 

Αυτά περιλαμβάνουν, τθν κυτταρικι ςειρά RD  από κφτταρα του ανκρϊπινου 

ραβδομυοςαρκϊματοσ, τθν κυτταρικι ςειρά Hep-2 από κφτταρα του επιδερμικοφ 

καρκινϊματοσ, τθν κυτταρικι ςειρά HEK από ινοβλάςτεσ ανκρϊπινου εμβρυϊκοφ 

νεφροφ, τθν κυτταρικι ςειρά Vero από νεφρικά κφτταρα πράςινου αφρικανικοφ 

πίκθκο. Επίςθσ μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ανκρϊπινοι διπλοειδείσ ινοβλάςτεσ 

(MRC-5), BGM (Buffalo green monkey kidney) κφτταρα, MK (rhesus monkey kidney) 

κφτταρα, ανκρϊπινα  αμνιακά  κφτταρα και άλλεσ ςυνεχείσ κυτταρικζσ ςειρζσ (HeLa, 

KB) που μπορεί να είναι λιγότερο ευαίςκθτεσ, αν και τα διαφορετικά κφτταρα 

ποικίλλουν ςτθν ευαιςκθςία τουσ διαφορετικοφσ echoviruses (Kopecka 1999). 

Κάτω από ιδανικζσ ςυνκικεσ, θ απομόνωςθ μπορεί να είναι εμφανισ μζςω τθσ 

παρατιρθςθσ κυτταροπακογόνου δράςεωσ (CPE) μζςα ςε λίγεσ μζρεσ. Σα κφτταρα 

ςτρογγυλοποιοφνται και ςυρρικνϊνονται  πριν αποκολλθκοφν από τθν επιφάνεια 

ανάπτυξθσ τθσ καλλιζργειασ. Εντοφτοισ, οι εντεροϊοί δεν μποροφν να διακρικοφν με 

τθν ανάπτυξθ ςε κυτταροκαλλιζργειεσ, κακϊσ όλοι προκαλοφν όμοια 

κυτταροπακογόνο δράςθ. (Minor et al., 2000) 

Κάποια από τα ςτελζχθ των Echo ιϊν, ζχουν τθν ικανότθτα να προκαλοφν 

ςυγκόλλθςθ ςε ερυκροκφτταρα ομάδασ Ο. Θ παρουςία αιμοςυγκολλθτικισ δράςθσ 

βοθκάει ςτθ μείωςθ του αρικμοφ των πικανοτιτων ςε μια προςπάκεια 

ταυτοποίθςθσ ςτελεχϊν εντεροϊϊν. Σζλοσ, κάποιοι από τουσ εντεροϊοφσ, μποροφν 

να απομονωκοφν ςε ποντίκια. Ωςτόςο, αυτόσ ο τρόποσ δεν είναι κατάλλθλοσ για 

τουσ Echo ιοφσ και τουσ πολιοϊοφσ. (Minor et al., 2000).  

Μετά τθν απομόνωςθ του εντεροϊοφ, ακολουκεί θ ταυτοποίθςθ του οροτφπου 

μζςω εξουδετζρωςθσ με ειδικό αντιορό για κάκε ορότυπο. Για το ςκοπό αυτό 

χρθςιμοποιοφνται ςυνδυαςμοί εξειδικευμζνων πολυκλωνικϊν αντιςωμάτων που 

επιτρζπουν τθν ταυτοποίθςθ 42 οροτφπων εντεροϊϊν. ΢υγκεκριμζνα, το προσ 

ανάλυςθ δείγμα επωάηεται με κάκε διαφορετικό μίγμα αντιοροφ και 

ενοφκαλμίηεται ςε κατάλλθλα κφτταρα. Μετά από επϊαςθ αρκετϊν θμερϊν 

διαβάηεται το πρότυπο εξουδετζρωςθσ και αξιολογοφνται τα αποτελζςματα (Melnik 

et al., 1973).  

Για τθν ταυτοποίθςθ οριςμζνων τφπων  εντεροϊϊν χρθςιμοποιοφνται και άλλεσ 

λιγότερο χρονοβόρεσ μζκοδοι όπωσ ανοςοενηυμικζσ μζκοδοι με αντιορό ειδικό για 

κάκε ορότυπο, ανοςοθλεκτρονικι μικροςκοπία με πολυδφναμο και ειδικό για κάκε 

ορότυπο αντιορό και ανίχνευςθ αντιγόνων των εντεροϊϊν ςτθν κυτταροκαλλιζργεια 

είτε με ζμμεςο ανοςοφκοριςμό είτε με ανοςοενηυμικι μζκοδο.  
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Μζςω τθσ ορολογικισ διάγνωςθσ, μποροφμε να ζχουμε ζνδειξθ πρόςφατθσ 

λοίμωξθσ από εντεροϊό, αφοφ τα IgM αντιςϊματα παράγονται κατά τθν πρϊτθ 

ανοςολογικι απόκριςθ του οργανιςμοφ (Melnick J.L., 2001). Ο ζλεγχοσ αυτόσ 

γίνεται με τθν μζκοδο ELISA, θ οποία όμωσ είναι πολφπλοκθ λόγω τθσ φπαρξθσ 

αναμνθςτικϊν ετεροτυπικϊν αντιδράςεων των αντιςωμάτων, τθσ ζλλειψθσ ενόσ 

ομοιόμορφα αντιδρϊντοσ αντιγόνου των εντεροϊϊν και του μεγάλου αρικμοφ 

οροτφπων. Σο ανκρϊπινο ανοςολογικό ςφςτθμα αντιδρά ςτθ λοίμωξθ από εντεροϊό 

με τθν δθμιουργία αντιςωμάτων τα οποία ενεργοφν ζναντι ειδικϊν και κοινϊν 

επιτόπων. H μζκοδοσ αυτι χρθςιμοποιείται ςε επιδθμιολογικζσ μελζτεσ και ζχει 

μεγάλθ ευαιςκθςία ςτθ διάγνωςθ λοίμωξθσ από εντεροϊοφσ, όμωσ δεν μπορεί να 

διακρίνει τουσ διάφορουσ οροτφπουσ. (Bell et al., 1986, Magnius et al., 1988)      

Θ εφαρμογι τθσ μοριακισ βιολογίασ ςτθν κλινικι βιολογία, ζχει αλλάξει 

ςθμαντικά και τισ μεκόδουσ διάγνωςθσ. Λόγω του πλεονεκτιματοσ τθσ ταχφτθτασ, 

πολλζσ μοριακζσ μζθοδοι ζχουν αντικαταςτιςει τισ παραδοςιακζσ μεκόδουσ 

ανίχνευςθσ και ταυτοποίθςθσ των εντεροϊϊν (Pallansch and Roos, 2007). 

Θ πρϊτθ μοριακι μζκοδοσ ανίχνευςθσ εντεροϊϊν που χρθςιμοποιικθκε ιταν θ 

in situ υβριδοποίθςθ με τθν χριςθ cDNA ανιχνευτϊν. Θ μζκοδοσ αυτι παρζχει 

χριςιμεσ πλθροφορίεσ για τθν κατανομι τθσ λοίμωξθσ από εντεροϊοφσ ςτα διάφορα 

κφτταρα, όμωσ δεν είναι αρκετά ευαίςκθτθ για τθν διάγνωςθ εντεροϊϊν από κλινικά 

δείγματα κοπράνων, εγκεφαλονωτιαίου και περικαρδικοφ υγροφ, οφτε για τθν 

ταυτοποίθςθ διαφορετικϊν οροτφπων κακϊσ οι cDNA ανιχνευτζσ μποροφν να 

ανιχνεφςουν το γενετικό υλικό μιασ ευρείασ ομάδασ εντεροϊϊν.  

Θ ανάπτυξθ τθσ τεχνικισ RT – PCR (Αντίςτροφθσ Μεταγραφισ – Αλυςιδωτισ 

Αντίδραςθσ  Πολυμεράςθσ) παρζχει ζνα άμεςο και ευαίςκθτο μζςο για τθν 

ανίχνευςθ ιικοφ RNA από κλινικά και περιβαλλοντικά δείγματα(Kessler et al., 1997, 

Olive et al., 1990, Rotbart et al. 1994). Με τθ  χριςθ κατάλλθλων εκκινθτικϊν 

μορίων που ςτοχεφουν ςτισ διατθρθμζνεσ περιοχζσ του ιικοφ γενϊματοσ (Romero 

J.R., 1999), όπωσ θ 5ϋUTR, είναι δυνατι θ  ανίχνευςθ των περιςςότερων ι όλων των 

εντεροϊϊν περιλαμβανομζνων και αυτϊν των οποίων δεν είναι εφικτι θ ανάπτυξι 

τουσ ςε κυτταροκαλλιζργεια (Rotbart H.A., 1990  , , Halonen et al., 1995, Read and 

Kurtz, 1999, Romero J.R., 1999, Siafakas et al., 2003, Thoelen et al., 2003, Zoll et al., 

1992). Θ μζκοδοσ αυτι χαρακτθρίηεται από μεγάλθ ευαιςκθςία και ταχφτθτα ςτθν  

ζκδοςθ των αποτελεςμάτων και γι’ αυτό το λόγο αποτελεί ςθμαντικι εφαρμογι 

ςτθν κλινικι διάγνωςθ. Σο  μειονζκτθμα αυτισ τθσ μεκόδου είναι θ αδυναμία 

ταυτοποίθςθσ του οροτφπου του εντεροϊοφ. ΢υνεπϊσ, για τθν ταυτοποίθςθ του ιοφ 

απαιτείται κάποια μζκοδοσ ςυμπλθρωματικι τθσ  RT-PCR. Αυτι μπορεί να είναι θ 
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ανάλυςθ πολυμορφιςμοφ τμθμάτων των προϊόντων τθσ RT-PCR από περιοριςτικζσ 

ενδονουκλεάςεσ (RFLP) (Siafakas et al., 2002 ; Siafakas et al., 2003). 

Εκτόσ από τθν διάγνωςθ των λοιμϊξεων από εντεροϊοφσ, θ RT-PCR μπορεί να 

χρθςιμοποιθκεί για τθν ταυτοποίθςθ των διαφορετικϊν ςτελεχϊν με τθν χριςθ 

ειδικϊν ηευγϊν εκκινθτικϊν μορίων που το κακζνα αναγνωρίηει ζνα ςυγκεκριμζνο 

ςτζλεχοσ. Ζχουν βρεκεί οι αλλθλουχίεσ που προςδιορίηουν τισ αντιγονικζσ ιδιότθτεσ 

των ιϊν και ζτςι ςχεδιάςτθκαν εκκινθτικά μόρια που ςτοχεφουν ςε αυτζσ. (Melnick 

J.L., 2001). 

Θ RT-PCR χρθςιμοποιείται ευρζωσ για τθ μοριακι τυποποίθςθ των εντεροϊϊν, 

ακολουκοφμενθ από τον  προςδιοριςμό  τθσ νουκλεοτιδικισ αλλθλουχίασ του ιικοφ 

γενϊματοσ. ΢υγκεκριμζνα, ενιςχφεται το γονιδίου τθσ VP1 καψιδιακισ πρωτεΐνθσ, θ 

οποία είναι θ πλζον εκτεκειμζνθ ςτθν επιφάνεια του ϊριμου ιοςϊματοσ και 

φαίνεται να αντιςτοιχεί ςτον ορότυπο του κάκε ςτελζχουσ. Με ςκοπό τθν ενίςχυςθ 

όλων των διαφορετικϊν οροτφπων των εντεροϊϊν, χρθςιμοποιοφνται ειδικά 

ςχεδιαςμζνοι εκφυλιςμζνοι εκκινθτζσ (Oberste et al., 2003). Ακολουκεί ο 

προςδιοριςμόσ τθσ αλλθλουχίασ του γονιδίου και θ ςφγκριςθ με γνωςτζσ 

αλλθλουχίεσ προτφπων και αγρίων ςτελεχϊν με ςκοπό τθν ταυτοποίθςθ του ιικοφ 

ςτελζχουσ που μασ ενδιαφζρει. Θ ανάλυςθ τθσ αλλθλουχίασ τθσ VP1 αποτελεί ζναν 

ςφγχρονο, ακριβι τρόπο μοριακισ ταυτοποίθςθσ των εντεροϊϊν (Oberste et al., 

1999,  Oberste et al., 2000, Oberste et al., 2003, Caro et al., 2001, Bolanaki et al., 

2006, Kottaridi et al., 2006). 
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1.13 ΢κοπόσ 

΢κοπόσ τθσ εργαςίασ είναι θ εφρεςθ πολλαπλϊν εκκινθτικϊν μορίων τα οποία 

ςτοχεφουν ςε διάςπαρτεσ περιοχζσ και καλφπτουν μεγάλο μζροσ του γονιδιϊματοσ 

των Echo ιϊν, με ςτόχο τθ γριγορθ ανίχνευςθ τουσ και τον προςδιοριςμό τθσ 

αλλθλουχίασ του γονιδιϊματοσ οποιουδιποτε ςτελζχουσ. 

Αρχικά ζγινε διερεφνθςθ τθσ καταλλθλότθτασ ιδθ ςχεδιαςμζνων εκκινθτϊν με 

τθ χριςθ του προγράμματοσ βιοπλθροφορικισ ClustalW, με ςκοπό τθν επιλογι των 

καταλλθλότερων ηευγϊν και ακολοφκθςε θ εφαρμογι αλυςιδωτισ αντίδραςθσ 

πολυμεράςθσ με τα επιλεγμζνα ηεφγθ εκκινθτϊν ςε πρότυπα και κλινικά ςτελζχθ 

Echo ιϊν.  
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2. ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1. Πρότυπα και κλινικά ςτελζχθ 

΢τθν παροφςα εργαςία , χρθςιμοποιικθκαν και τα 28 πρότυπα ςτελζχθ των Echo 

ιϊν, τα οποία προζρχονται από το Ινςτιτοφτο Pasteur του Παριςιοφ (IPP, 

Epidemiologie Moleculaire des Enterovirus), από τον οργανιςμό ATCC (Rockville, 

MD,USA) και από το Εκνικό Κζντρο Επιδθμιολογίασ ‘Bella Johan’ (Division of 

Virology, ‘Bela Johan’  National Center of Epidemiology, Budapest, Hungary). ΢τον 

Πίνακα 2.1 φαίνεται θ ονομαςία, θ γεωγραφικι προζλευςθ και ο αρικμόσ 

καταχϊρθςθσ (accession number) ςτθν Σράπεηα αλλθλουχιϊν (GenBank) όλων των 

πρότυπων ςτελεχϊν Echo.       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακασ 2.1: Πρότυπα ςτελζχθ Echo ιϊν  

Πρότυπα ςτελέχη Echo 

Ορότυποσ ΢τζλεχοσ Γεωγραφικι 
Προζλευςθ 

Αρικμόσ καταχϊρθςθσ 
ςτθν GenBank 

1 Farouk Egypt X89531 

2 Cornellis Connecticut X89532 

3 Morissey Connecticut X89533 

4 Pesacec Connecticut X89534 

5 Noyce Maine AF083069 

6 D’Amori Rhode Island AF405325 

7 Wallace Ohio AY036579 

9 Hill Ohio X84981 

11 Gregory Ohio X80059 

12 Travis Phillipine Islands X77708 

13 Del Carmen Phillipine Islands AF405311 

14 Tow Rhode Island AF405312 

15 CH 96-51 West Virginia AF405313 

16 Hamington Massachusetts AF295503 

17 CHHE-29 Mexico City AF081330 

18 Metcaf Ohio AF405314 

19 Burke Ohio AF405315 

20 JV-1 Washington, DC AF405316 

21 Farina Massachusetts AF405317 

24 DeCamp Ohio AF405318 

25 JV-4 Washington, DC X90722 

26 Coronel Phillipine Islands AF405319 

27 Bacon Phillipine Islands AF405320 

29 JV-10 Washington, DC AF405321 

30 Bastianni New York AFl62711 

31 Caldewll Kansas AF405322 

32 PR-10 Puero Rico AF405323 

33 Toluca-3 Mexico AF405324 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 00:20:08 EEST - 167.114.118.212



[46] 
 

Πίνακασ 2.2: ΢τελζχθ Εντεροϊϊν - μάρτυρεσ 

 

Εκτόσ από πρότυπα ςτελζχθ Echo, ελζγχκθκαν επίςθσ δφο πρότυπα ςτελζχθ 

Coxsackie, CAV1, CBV1, και τα τρία εμβολιακά ςτελζχθ των πολιοϊϊν, Sabin1, Sabin2 

και Sabin3 (Πίνακασ 2.2), ωσ μάρτυρεσ, με ςκοπό να επιβεβαιωκεί θ πικανότθτα τα 

ηεφγθ των εκκινθτϊν που επιλζχκθκαν να είναι κατάλλθλα για τθν ανίχνευςθ 

αποκλειςτικά των Echo ιϊν ι όχι.    

 

 

 

 

 

Χρθςιμοποιικθκαν επίςθσ 5 κλινικά ςτελζχθ Echo ιϊν. ΢τον Πίνακα 2.3 

φαίνονται  ο ορότυποσ ςτον οποίο αντιςτοιχεί κάκε ςτζλεχοσ, θ γεωγραφικι 

προζλευςθ, το ζτοσ, το βιολογικό υλικό απομόνωςθσ και  θ κλινικι εικόνα. 

΢τζλεχοσ Ορότυποσ Προζλευςθ Ζτοσ 
απομόνωςθσ 

Βιολογικό 
υλικό 

Κλινικι εικόνα 

156/98/1 E5 Ρουμανία 1998 Κόπρανα Χωρίσ ςυμπτϊματα 

Tsikan E6 Ελλάδα 2001 Κόπρανα Άςθπτθ μθνιγγίτιδα 

1729 E14 Ελλάδα 1980 ΕΝΤ Ψευδογριππικά 
ςυμπτϊματα 

Das 85929 E30 Ελλάδα 2001 Κόπρανα Άςθπτθ μθνιγγίτιδα 

Kar 85671 E30 Ελλάδα 2001 Κόπρανα Άςθπτθ μθνιγγίτιδα 

 

Πίνακασ 2.3: Κλινικά ςτελζχθ Echo ιϊν 

2.2. Προγράμματα βιοπλθροφορικισ 

Σο ClustalW  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) είναι ζνα πρόγραμμα 

που πραγματοποιεί ςτοίχιςθ νουκλεοτιδικϊν αλλθλουχιϊν με εξαιρετικι ακρίβεια 

και ταχφτθτα. Χρθςιμοποιικθκε με ςκοπό τθν επιλογι των καταλλθλότερων, από 

ζνα ςφνολο εκκινθτικϊν μορίων που είχαν ςχεδιαςτεί για εντεροϊοφσ, ςε 

προθγοφμενεσ εργαςίεσ (Πίνακασ 2.4). 

Ζγινε ςτοίχιςθ των αλλθλουχιϊν όλων των εκκινθτικϊν μορίων με τθν 

αλλθλουχία κάκε πρότυπου ςτελζχουσ των Echo ιϊν, που ζχει κατατεκεί ςτθν 

GenBank. Θ επιλογι ζγινε με κριτιρια τθν ταφτιςθ τθσ αλλθλουχίασ, τθν 

κερμοκραςία αποδιάταξθσ (Tm) και τθν περιοχι υβριδιςμοφ κάκε μορίου, ζτςι ϊςτε 

να επιλεχκοφν τα καταλλθλότερα ηεφγθ και να χρθςιμοποιθκοφν για τθν ενίςχυςθ 

ςυγκεκριμζνων τμθμάτων του γονιδιϊματοσ των Echo ιϊν.   

Ορότυποσ ΢τζλεχοσ Αρικμόσ καταχϊρθςθσ ςτθν GenBank 

CAV1 Tompkins AF499635 

CBV1 Japan M16560 

S1 Sabin1 AY184219 

S2 Sabin2 AY184220 

S3 Sabin3 ΑΤ184221 
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 Εκκινθτισ Αλλθλουχία (5’-3’) Πολικότθτα Περιοχι Θζςθ Βιβλιογραφικι 

αναφορά 

1 72437 TTAAAACAGCTCTGGGGTTG Sense 5’UTR 1...20 Mulders et al. 1999 

2 TS1 TACCCTTGTACGCCTGTTTT     Sense 5 UTR 70 * 

3 HEV-A-1 CGCCTGTTTTATGTCCCTTC  Sense 5 UTR 77 * 

4 UG52 CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG Sense 5’UTR 168-188 Georgopoulou et al. 

(2000) 

5 HEV-C-8 CCCACGGTCAAAAGTGATTG       Sense 5 UTR 201 * 

6 HEV-B-4 ATGGAAGTTGCGGAGTGTTT  Sense 5 UTR 270 * 

7 0340F  TAGATCAGGCYGATGAGTCACCGC  Sense 5 UTR 310 Lukashev et al., 2005 

8 HEV-B-6 TGAATGCGGCTAATCCTAACT    Sense 5 UTR 458 * 

9 HEV-A-3 AGT TAG TAG CCG CAT TCA   Antisense 5 UTR 484 * 

10 HEV-C-10 GAG TAG GTT GTC GTA ATG CGT A    Sense 5 UTR 499 * 

11 HEV-C-9 GGA CAC CCA AAG TAG TCG GTT C  Antisense 5 UTR 553 * 

12 216616 GAA ACA CGG ACA CCC AAA GT Antisense 5’UTR 545–565 Blomqvist et al. 1999 

13 UC53 TTGTCACCATAACCAGCCA Antisense 5’UTR 588-606 Georgopoulou et al. 

(2000)  

14 TS2 GGCTGCTTATGGTGAGAA     Sense 5’UTR 603 * 

15 TS3 TTC TCA CCA TAA GCA GCC      Antisense 5’UTR 621 * 

16 HEV-A-2 ATC GTT GGG TTG AGA CTT GTG   Antisense 5’UTR 778 * 

17 294010 CACGARAATTCWAACMGAGCCTA  Sense  5’UTR  779–804 Blomqvist et al. 2003 

18 HEV-C-11 CGCTGTCTTTGTAGTAGTTGAT     Antisense 5’UTR 820 * 

19 1200R  GGGAATTTCCACCACCACCC  Antisense VP4 1196–1177 Lukashev et al., 2005 

20 1700F  GCYCCMATGTGYGCYGAGTACAAYGG  Sense  VP2 1690–1715 Lukashev et al., 2005 

21 1800R  GGYGAYTGRWARTCRTCIGAIGT  Antisense VP3  1802–1780 Lukashev et al., 2005 

22 UG24  GACACCATGATTCCCCTTAA Sense VP3  1913-1932 Guillot et al., 2000 

23 224 GCIATGYTIGGIACICAYRT  Sense VP3  1977-1996 Nix et al., 2006 

24 2100F  TTYITGTTYTGYGGITCIGCIATG  Sense VP3  2089–2112 Lukashev et al., 2005 

25 2200R  CTIGAYTGYARICCIAYRTCCCA  Antisense VP3 2225–2203 Lukashev et al., 2005 

26 2400F  TCIGCITGYAAYGAYTTYTCIGT  Sense VP3  2380–2402 Lukashev et al., 2005 

27 UG1  TTTGTGTCAGCGTGTTAATG sense VP3 2399-2419 Oberste et al., 2006    

28 UC20  TCATTACACGCTGACACAAA Antisense VP3  2402-2421 Guillot et al., 2000 

29 292 MIGCIGYIGARACNGG Sense VP1 2554-2570 Oberste et al. (2003) 

30 2600R  GAIGTRTGICCIGTYTYIRCSGC Antisense  VP1  2570–2548 Lukashev et al., 2005 

31 AN89  CCAGCACTGACAGCAGYNGARAYNGG   Sense VP1  2602-2627 Nix et al., 2006 

32 O12 ATGTAYGTICCICCIGGIGG Sense VP1 2875–2894  Oberste et al. 1999 

33 PV2S   CITAITCIMGITTYGAYATG  Sense  VP1 2847–2866 Kilpatrick et al. 

(1996) 

34 222 CICCIGGIGGIAYRWACAT Antisense VP1 2895-2912   Oberste et al.,2006   

35  UC1 (4547) GAATTCCATGTCAAATCTAGA Antisense VP1  2852–2872 Balanant et al. (1991) 

36 O40 ATGTAYRTICCIMCIGGIGC Sense VP1 2905–2924 Oberste et al. 1999 

37 PV1A    TTIAIIGCRTGICCRTTRTT  Antisense  VP1 2906–2925 Kilpatrick et al. 

(1996) 

38 EUG3a TGGCAAACTTCCWCCAACCC Sense VP1 2946-2965  Caro et al., 2001 

39 EUG3b TGGCAAACATCTTCMAATCC Sense VP1 2946-2965 Caro et al., 2001 
40 EUG3c TGGCAGACTTCAACHAACCC Sense VP1 2946-2965 Caro et al., 2001 
41 AN88  TACTGGACCACCTGGNGGNAYRWACAT Antisense  VP1  2977-2951 Nix et al., 2006  

42 AN32  GTYTGCCA  Antisense   VP1  3009-3002 Nix et al., 2006 

43 AN33  GAYTGCCA Antisense   VP1  3009-3002 Nix et al., 2006 

44 AN34  CCRTCRTA   Antisense  VP1  3111-3104 Nix et al., 2006 

45 AN35  RCTYTGCCA   Antisense  VP1  3009-3002 Nix et al., 2006 

46 3100R  AARTIIGACCASCCRTCRTARAA  Sense VP1  3047–3025 Lukashev et al., 2005 

47 O11 GCICCIGAYTGITGICCRAA Antisense 2A 3311–3292  Oberste et al. 1999 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 00:20:08 EEST - 167.114.118.212

http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=84754&rendertype=table&id=T1#TF1-a
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=84754&rendertype=table&id=T1#TF1-a


[48] 
 

 

Πίνακασ 2.4 : Εκκινθτικά μόρια που ελζγχκθκαν με το πρόγραμμα ClustalW   

* ΢χεδιάςτθκαν ςτο εργαςτιριο Μικροβιολογίασ-Ιολογίασ του τμιματοσ Βιοχθμείασ και 

Βιοτεχνολογίασ, Πανεπιςτιμιο Θεςςαλίασ 

 

  

48 71935 GTCAATGATCACAACCC Sense VP1  3206–3222 Mulders et al. (1995) 

49 Q8     AAGAGGTCTCTRTTCCACAT Antisense 2A 3476–3495 Rico-Hesse et al. 

(1987) 

50 UG23  AAGGGATTGGAGTGGGTGTC Sense  2C 4169-4188 Guillot et al., 2000 

51 CHR1 CNTCHCARAGTGAYCARGARCARYT sense 2C 4284-4308 Kottaridi et al. 2007 

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

53 EUC2a GGTTCAATACGGCATTTG Antisense 2C 4428-4448 Caro et al. 2001  

54 EUC2b GGTTCAATACGGTGTTTGCT Antisense 2C 4428-4448 Caro et al. 2001  

55 UC15  CATCTCTTGAAGTTTGCTGG Antisense  2C 4946-4965 Guillot et al., 2000 

56 CHR3 CIACYCTWGARGCRCTVTT sense  2C 5047-5065 Kyriakopoulou et al., 

2010    

57 CHR2 GTAYACYGGTGGWCCYTGRAAKA antisense  3A 5084-5061 Kottaridi et al. 2007 

58 294019 TTCCARGGACCACTSCAGTA  Sense  3A 5096–5115 Blomqvist et al. 2003 

59 294018 ACTTCCTGGGARTCAACTGC  Antisense  3A 5180–5199 Blomqvist et al. 2003 

60 CHR4 GACRTGAGIACHCCRCCRCA antisense  3C 5860-5841   Kyriakopoulou et 

al., 2010   

61 5850F CAGTGYGGIGGIGTICTCATGTC sense  3C 5837-5859 Lukashev et al., 2003 

62 UG16  GTTGGTGGGAACGGTTCACA Sense 3D  5921-5940 Guillot et al., 2000 

63 CHR5 ATCCAGYTTGAAYGAYTCIGIRG sense 3D  6485-6507 Kyriakopoulou et al., 

2010   

64 UC12  TCAATTAGTCTGGATTTTCCCTG Antisense  3D 6494-6516 Guillot et al., 2000 

65 6500R AGRTTGCCAAAYGTYTGYCTCATTGC antisense  3D 6531-6506 Lukashev et al., 2003 

66 92369 GGI GGI ATG CCM TCNGGNTG  Sense  3D 6827–6846 Blomqvist et al. 2003 

67 294022 TAT GCC CTT GTA GGT TTT CAG TA Antisense   3D 6903–6925 Blomqvist et al. 2003 

68 CHR6 GAAYTCYTCRTAYTCKTGCTCYCC antisense  3D 7250-7227 Kyriakopoulou et al., 

2010  

69 ENV-FLAP f GAAGAGYCATTGAGCTA Sense  5’UTR 418-435 Afonina 2007  

70 ENV-FLAP r GGATTRGCCGCATTC Antisense  5’UTR 459-474   Afonina 2007  

71 ENV-1 GATTGTCACCATAAGCAGC Antisense   5’UTR 580-598 Bessaud et al., 2008  

72 ENV-2 CCCCTGAATGCGGCTAATC Sense   5’UTR 451-469 Bessaud et al., 2008  

73 AMTH GCIATGYTIGSIACICAYVT Sense VP3 2204-2223 Bessaud et al.,2008b  

74 GDCL ARIABICCICCRCARTCICC Antisense 2A 3695-3714 Bessaud et al., 2008b 

75 HEV2AB.d GAIGYIATGGARCARGG Sense 2B 3809-3825 Bessaud et al., 2008b  
76 HEV2C3A.c GGICCYTGRAAIARIGCYTC Antisense 3A 5087-5106 Bessaud et al., 2008b  
77 HEV3C.d1 AAYGARAARTTYMGIGAYAT Sense 3C 5666-5685 Bessaud et al., 2008b 
78 HEV3D.c2 ACRTCRTCICCRTAIGCIAYCAT Antisense 3D 6944-6966 Bessaud et al., 2008b  
79 UG-52-FLAP CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG Sense 5’UTR  168-188 * 

80 UC-53-FLAP TTGTCACCATAACCAGCCA Antisense 5’UTR  588-606 * 
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2.3. Κυτταροκαλλιζργειεσ 

Όλα τα ιικά ςτελζχθ, τόςο τα πρότυπα όςο και τα κλινικά, υπιρχαν διακζςιμα ςε 

κυτταροκαλλιζργειεσ. Θ απομόνωςθ και θ οροταυτοποίθςθ όλων των κλινικϊν 

ςτελεχϊν προθγικθκαν τθσ παροφςασ μελζτθσ (Kottaridi et al., 2004). Επομζνωσ 

ιταν διακζςιμεσ μολυςμζνεσ κυτταροκαλλιζργειεσ με ταυτοποιθμζνα ςτελζχθ, τα 

οποία χρειάςτθκε ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ να ανακαλλιεργθκοφν με ςκοπό τθν 

αφξθςθ του ιικοφ φορτίου. Για τον ςκοπό αυτό χρθςιμοποιικθκαν δφο κυτταρικζσ 

ςειρζσ RD (human rabdomyosarcoma) και Hep2 (human epidermoid carcinoma), 

κακϊσ δεν υπάρχει μια μόνο κυτταρικι ςειρά ςτθν οποία μποροφν να 

πολλαπλαςιαςτοφν όλοι οι ορότυποι των Echo ιϊν.  

Όλεσ οι διαδικαςίεσ πραγματοποιοφνται κάτω από αςθπτικζσ ςυνκικεσ, μζςα ςε 

ειδικζσ καμπίνεσ βιολογικισ αςφαλείασ επιπζδου 2, με κάκετθ νθματικι ροι αζρα 

και με χριςθ αποςτειρωμζνων υλικϊν (υγρϊν αντιδραςτθρίων και πλαςτικϊν  

ςκευϊν). Τπάρχουν δφο ιδθ μζςων καλλιζργειασ. Για τθν ανάπτυξθ των κυττάρων 

χρθςιμοποιείται μζςο καλλιζργειασ για ανάπτυξθ (Growth Medium, GM), το οποίο 

διακζτει υψθλι περιεκτικότθτα ςε ορό (ςυνικωσ 5- 10%), επάγοντασ τθ γριγορθ 

ανάπτυξθ των κυττάρων. Για τθ διατιρθςθ των κυττάρων χρθςιμοποιείται το μζςο 

καλλιζργειασ για διατιρθςθ (Maintenance Medium, MM), το οποίο ζχει 

περιεκτικότθτα ςε ορό περίπου 2% και χρθςιμοποιείται για τθ διατιρθςθ των 

κυτταροκαλλιεργειϊν ςε μία κατάςταςθ αργισ κυτταρικισ ανάπτυξθσ κατά τθν 

διάρκεια του πολλαπλαςιαςμοφ των ιϊν. 

2.3.1 Απόψυξθ κυττάρων 

Σα κφτταρα φυλάςςονται ςτουσ -80oC παρουςία DMSO.   Για τθν απόψυξθ τουσ, 

τα κφτταρα μεταφζρονται ςε υδατόλουτρο με απεςταγμζνο νερό ςε κερμοκραςία 

δωματίου, ζωσ ότου τα κφτταρα ξεπαγϊςουν. Ακολουκεί μεταφορά των κυττάρων 

και του κρεπτικοφ μζςου ςε πλαςτικι φιάλθ κυτταροκαλλιζργειασ. Προςτίκεται 

κατάλλθλθ ποςότθτα GM (10 ml) για τθν παραγωγι κυτταρικισ μονοςτιβάδασ και 

ςτθ ςυνζχεια, θ πλαςτικι φιάλθ επωάηεται για 2-4 ϊρεσ ςε ειδικό κλίβανο 

κερμοκραςίασ 37oC.  Ακολουκεί απομάκρυνςθ του DMSO και προςκικθ 10 ml 

φρζςκου κρεπτικοφ υλικοφ GM. Θ φιάλθ επανατοποκετείται ςτουσ 37oC ϊςτε να 

πραγματοποιθκεί θ ανάπτυξθ των κυττάρων. 

2.3.2 Αναδιπλαςιαςμόσ κυττάρων 

Για τον αναδιπλαςιαςμό των κυττάρων, το κρεπτικό μζςο απομακρφνεται και 

γίνονται δφο διαδοχικζσ πλφςεισ με διάλυμα τρυψίνθσ-ΕDTA και επϊαςθ για 2 min 

ςτουσ 37οC για τθν αποκόλλθςθ των κυττάρων, θ οποία ελζγχεται ςε ανάςτροφο 
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μικροςκόπιο. Κατόπιν  τα κφτταρα αναδιαλφονται ςε 21 ml μζςου καλλιζργειασ GM 

και μοιράηονται ςε 3 πλαςτικζσ φιάλεσ κυτταροκαλλιζργειασ, οι οποίεσ 

τοποκετοφνται για ανάπτυξθ ςτουσ 37οC. Πρζπει να ςθμειωκεί ότι θ κρυψίνθ είναι 

πρωτεολυτικό ζνηυμο και χρθςιμοποιείται για τθν αποκόλλθςθ κυττάρων από 

γυάλινα ι πλαςτικά υποςτρϊματα. Επίςθσ για τθν αποκόλλθςθ κυττάρων 

χρθςιμοποιείται το ΕDTA, το οποίο αποτελεί παράγοντα δζςμευςθσ ιόντων 

(chelating agent). 

2.3.3 Κατάψυξθ κυττάρων 

Με ςκοπό τθν αποκόλλθςθ των κυττάρων, δφο πλαςτικζσ φιάλεσ 

κυτταροκαλλιζργειασ υφίςτανται τρυψινοποίθςθ. Σο περιεχόμενό τουσ διαλφεται  

ςε 1 ml μζςου καλλιζργειασ για διατιρθςθ (χωρίσ ορό) το οποίο εμπλουτίηεται με 

10% DMSO και 20% ορό (Fetal Calf Serum, Sigma, USA). Σο αιϊρθμα κυττάρων 

μεταφζρεται ςε ειδικι αμποφλα θ οποία τοποκετείται μζςα ςε ςυςκευι 

ιςοπροπανόλθσ ςτουσ -80oC, θ οποία επιτρζπει τθν ςταδιακι πτϊςθ τθσ 

κερμοκραςίασ. Μετά από 4 ϊρεσ θ αμποφλα απομακρφνεται από τθν ςυςκευι 

ιςοπροπανόλθσ και φυλάςςεται ςτουσ -80oC. 

2.3.4 Διαλφματα : 

Ερυκρό τθσ φαινόλθσ (Phenol red) : Αποτελεί δείκτθ pH. Δθμιουργία διαλφματοσ 

0,4% w/v (Merck, Germany) ςε απιονιςμζνο νερό. Αποςτείρωςθ ςε κλίβανο 10 psi 

για 15 min. 

NaHCO3 7,5% : Προςκικθ 7,5 gr NaHCO3 (Sigma, USA) ςε 50 ml απιονιςμζνο 

νερό. Προςτίκενται 0,2 ml ερυκροφ τθσ φαινόλθσ 0,4% w/v και απιονιςμζνο νερό 

μζχρι τελικό όγκο 100 ml. Αποςτείρωςθ ςε κλίβανο 10 psi για 15 min. 

Διάλυμα πενικιλίνθσ-ςτρεπτομυκίνθσ : 1x106 units πενικιλίνθσ και 1 gr 

ςτρεπτομυκίνθσ διαλφονται ςε 100 ml PBS. Αποςτείρωςθ μζςω φιλτραρίςματοσ. 

Growth Medium (Eagle’s), GM : Για 100 ml Eagle’s Growth Medium χρειάηονται 

83,3 ml Eagle’s minimum essential medium (Earl’s salts base, no bicarbonate) 

(Sigma, USA), 1 ml L-glutamine (200mM) (Gibco, USA), 10 ml Fetal Calf Serum 

(Sigma, USA): 3,5 ml διάλυμα NaHCO3 7,5%, 1 ml HEPES 1M (Merck, Germany), 1 ml 

διάλυμα πενικιλίνθσ ςτρεπτομυκίνθσ, 0,2 ml διαλφματοσ 0,4% ερυκρό τθσ φαινόλθσ. 

Maintenance Medium (Eagle’s), MM : Για 100 ml Eagle’s Maintenance Medium 

χρειάηονται 90,3 ml Eagle’s minim`um essential medium (Earl’s salts base, no 

bicarbonate), 1 ml L-glutamine (200mM), 2 ml Fetal Calf Serum, 4,5 ml, διάλυμα 
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NaHCO3 7,5%, 1 ml HEPES 1M, 1 ml, διάλυμα πενικιλίνθσ ςτρεπτομυκίνθσ, 0,2 ml 

διαλφματοσ 0,4% ερυκρό τθσ φαινόλθσ. 

Σρυψίνθ-EDTA : διάλυμα τρυψίνθσ-EDTA (10Χ, Biosera) αραιϊνεται 1/10 με 

διάλυμα Hank’s Balanced Salts (Na Bicarbonate) (Biosera). 

 

2.4 Μόλυνςθ κυτταρικϊν ςειρϊν 

΢ε πλαςτικοφσ ςωλινεσ καλλιζργειασ μεταφζρονται 2 ml αιωριματοσ κυττάρων 

ςε κρεπτικό μζςο GM  D-MEM (Dulbecco essential medium, Biosera) ι MEM 

(Biosera) για τισ RD και Hep2 κυτταρικζσ ςειρζσ αντίςτοιχα. Οι ςωλινεσ επωάηονται 

ςτουσ 37°C για 24-48 h. Αφοφ διαπιςτωκεί θ ανάπτυξθ μονοςτιβάδασ κυττάρων 

ςτουσ ςωλινεσ, το GM αντικακίςταται με 2 ml MM. Οι ςωλινεσ μεταφζρονται ςε 

άλλο κάλαμο εργαςίασ, όπου γίνεται ο  ενοφκαλμιςμόσ 200-500μl από το ιικό 

απόκεμα. Ακολουκεί επϊαςθ ςε κυκλικό επωαςτιρα ςτουσ 37oC. Ζγιναν ζνα ι δφο 

περάςματα, διάρκειασ 1-5 μζρεσ το κακζνα, μζχρι να παρατθρθκεί πλιρθσ 

κυτταροπακογόνοσ δράςθ (CPE). Οι μολυςμζνεσ κυτταροκαλλιζργειεσ διατθροφνται 

ςτουσ -80οC. 

 

2.5 Εκχφλιςθ του ιικοφ RNA 

Μετά τθν παρατιρθςθ κυτταροπακογόνου δράςθσ, εφαρμόηεται μια μζκοδοσ 

εξαγωγισ του ιικοφ RNA, με κειοκυανιοφχο γουανιδίνθ (GuSCN) (Casas et al., 1995).  

΢ε πλαςτικοφσ ςωλινεσ των 2ml , προςτίκενται 200μl από κάκε μολυςμζνθ 

κυτταροκαλλιζργεια, με 10μl γλυκογόνο (100mg/ml) και 300μl διαλφματοσ 

κειοκυανιοφχου γουανιδίνθσ. Ακολουκεί ιςχυρι ανάδευςθ και επϊαςθ ςε 

κερμοκραςία δωματίου (18-25oC) για 20 λεπτά, με ςκοπό να επιτευχκεί λφςθ των 

κυτταρικϊν μεμβρανϊν και των πρωτεϊνικϊν καψιδίων, ϊςτε να απελευκερωκεί το 

ιικό RNA. ΢τθ ςυνζχεια προςτίκενται 400μl παγωμζνθσ (-20oC) ιςοπροπανόλθσ και 

μετά από ιςχυρι ανάδευςθ, γίνεται επϊαςθ για 20 λεπτά ςτουσ -20oC. Ακολουκεί 

φυγοκζντρθςθ για 10 λεπτά ςτισ 14000xg ςτουσ 4oC. Σο υπερκείμενο 

απομακρφνεται και προςτίκενται 500μl παγωμζνθσ (-20oC) αικανόλθσ 70% και μετά 

από ιςχυρι  ανάδευςθ γίνεται ξανά φυγοκζντρθςθ για 10 λεπτά ςτισ 14000xg ςτουσ 

4οC. Σο υπερκείμενο απομακρφνεται και πάλι και το ίηθμα επαναδιαλφεται ςε 200μl 

διπλά απιονιςμζνο νερό (ddH2O) ελεφκερο από ριβονουκλεάςεσ. Σο ιικό RNA 

φυλάςςεται ςτουσ -80oC για μακροπρόκεςμθ χριςθ. 
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Εικόνα 2.1 : Σο γονιδίωμα των εντεροϊϊν και τα τμιματα που ενιςχφονται από τα ζξθ ηεφγθ 

εκκινθτικϊν μορίων 

2.6 Εκκινθτζσ 

Μετά από επεξεργαςία τθσ ςτοίχιςθσ των εκκινθτϊν με τισ αλλθλουχίεσ των 

προτφπων ςτελεχϊν Echo, προζκυψαν 6 ηεφγθ εκκινθτϊν, τα οποία καλφπτουν ζνα 

μεγάλο μζροσ του γονιδιϊματοσ (Εικόνα 2.1). Όλα τα εκκινθτικά μόρια ζχουν 

ςχεδιαςτεί ςε προθγοφμενεσ εργαςίεσ. Με ςκοπό τθν ενίςχυςθ γενωμικϊν 

περιοχϊν με μεγάλθ ποικιλότθτα, ζχουν ςχεδιαςτεί ειδικοί εκφυλιςμζνοι εκκινθτζσ, 

οι οποίοι περιλαμβάνουν ςτθν αλλθλουχία τουσ νουκλεοτιδικζσ κζςεισ όπου 

υπάρχουν μείγματα βάςεων και δεοξυινοςίνθ. Όλα τα ηεφγθ εκκινθτϊν που 

χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα μελζτθ, εκτόσ από αυτά που υβριδίηονται ςτθν 

5’UTR, αποτελοφν ηεφγθ εκφυλιςμζνων εκκινθτϊν. 

 

 

 

 

 

 

Αρχικά, όλα τα προσ μελζτθ δείγματα, ελζγχκθκαν με ζνα ηεφγοσ PCR εκκινθτϊν, 

οι οποίοι υβριδίηονται ςε ςυντθρθμζνεσ περιοχζσ ςτθν 5’UTR όλων ςχεδόν των 

οροτφπων των Εντεροϊϊν, δίνοντασ ζτςι τθ δυνατότθτα ανίχνευςθσ όλων των 

προτφπων αλλά και των κλινικϊν ςτελεχϊν. ΢υγκεκριμζνα, το ηεφγοσ UG52/UC53 

ενιςχφει ζνα τμιμα 439 βάςεων (κζςθ 168-606) ςτθν 5’UTR (Georgopoulou et al., 

2000, Georgopoulou et al., 2001, Siafakas et al., 2000, Siafakas et al., 2001, Siafakas 

et al., 2002a, Siafakas et al., 2002b). 

Ακολοφκθςε θ εφαρμογι των υπόλοιπων ηευγϊν εκκινθτϊν. Σο ηεφγοσ 

ENV2/1200R, ενιςχφει ζνα τμιμα 746 βάςεων (κζςθ 451-1196) ςτθν 5’UTR και VP4. 

Για τθν VP1 περιοχι, χρθςιμοποιικθκε το ηεφγοσ εκκινθτϊν AN89/AN898, το οποίο 

ενιςχφει ζνα τμιμα 376 βάςεων (κζςθ 2602-2977). Ζνα τμιμα 1488 βάςεων (κζςθ 

2946-4433), που καλφπτει το τζλοσ τθσ VP1 ωσ τθν αρχι τθσ 2C περιοχισ, ενιςχφεται 

από τα εκκινθτικά μόρια EUG3a,b,c/EUC2 (Caro et al., 2001). Σο ηεφγοσ CHR1/CHR2 

(Lukashev et al., 2005) ενιςχφει ζνα τμιμα 800 βάςεων (κζςθ 4284-5084) ςτθν 2C 

περιοχι και το ηεφγοσ CHR5/CHR6 (Kyriakopoulou et al., 2010 ), ζνα τμιμα 786 

βάςεων (κζςθ 6485-7250) ςτθν 3D περιοχι. 

 

VP4    VP2        VP3        VP1    2A   2B        2C         3A   VPg      3C              3Dpol AAAAA (A) 

n 

VPg 
5-UTR 3-UTR 

P

1 

P

2 

P

2 

UG52/UC53 

168-606 

ENV2/1200R 

451-1196 

AN89/AN88 

2602-2977 

EUG3a,b,c/EUC2 

2946-4433 

CHR1/CHR2 

4284-5084 

CHR5/CHR6 

6485-7250 
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Θ αλλθλουχία όλων των εκκινθτικϊν μορίων φαίνεται ςτον Πίνακα 2.5. 

 

Πίνακασ 2.5 : Αλλθλουχία, πολικότθτα και ακριβισ κζςθ ςτόχευςθσ των εκκινθτικϊν μορίων που 

χρθςιμοποιικθκαν. 

Δοκιμάςτθκαν και άλλα ηεφγθ εκκινθτϊν (72437/HEV-C-9, 1700F/2200R, 

AMTH/3100R, 2100F/AN88, O12/O11, 2400F/3100R, 2100F-222, UG1-222, Πίνακασ 

2.4), τα οποία παρόλο που ςφμφωνα με τα αποτελζςματα του προγράμματοσ 

ClustalW φαινόταν κατάλλθλα, δεν ζδωςαν τα ανάλογα αποτελζςματα.  

 

2.7 Αντίςτροφθ Μεταγραφι 

Για τθ μετατροπι του ιικοφ RNA, που απομονϊκθκε προθγουμζνωσ από τισ 

μολυςμζνεσ κυτταροκαλλιζργειεσ, ςε cDNA, εφαρμόςτθκαν δφο διαφορετικά 

πρωτόκολλα.  

΢τθν πρϊτθ περίπτωςθ θ διαδικαςία πραγματοποιικθκε ωσ εξισ: 5 μl ιϊκοφ RNA, 

και 1 μl τυχαίων εκκινθτικϊν μορίων (100pmol/μl)(Random primers, d(N9) Takara, 

Japan), 1 μl dNTPs (10mM each) και 5 μl ddH2O ελεφκερο νουκλεαςϊν, επωάςτθκαν 

ςτουσ 65oC για 5 λεπτά ϊςτε τα μόρια του RNA να αποδιαταχκοφν και τα εκκινθτικά 

μόρια να υβριδοποιθκοφν. Μετά τθ διακοπι τθσ αντίδραςθσ και τθ μεταφορά ςε 

πάγο, προςτζκθκε ςε κάκε δείγμα, μείγμα αποτελοφμενο από 4μl 5x first strand 

Buffer, 2μl 0,1M  DTT, 0,5μl αναςτολζα ριβονουκλεαςϊν RNAse out (20 u/μl), 0,5μl 

Εκκινητήσ Αλληλουχία (5’-3’) Πολικότητα Περιοχή Θέςη Βιβλιογραφική 

αναφορά 

UG52 CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG Sense 5’UTR 168-188 Georgopoulou et al. (2000) 

UC53 TTGTCACCATAACCAGCCA  Antisense 5’UTR 588-606 Georgopoulou et al., 2000 

ENV-2 CCCCTGAATGCGGCTAATC Sense 5’UTR  451-469 Bessaud et al., 2008 

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

AN89  CCAGCACTGACAGCAGYNGARAYNGG   Sense VP1  2602-2627 Nix et al., 2006 

AN88  TACTGGACCACCTGGNGGNAYRWACAT Antisense  VP1  2977-2951 Nix et al., 2006 

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

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

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

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

EUC2a GGTTCAATACGGCATTTG Antisense 2C 4428-4448 Caro et al., 2001 

EUC2b GGTTCAATACGGTGTTTGCT Antisense 2C 4428-4448 Caro et al., 2001 

CHR1 CNTCHCARAGTGAYCARGARCARYT sense 2C 4284-4308 Kottaridi et al. 2007 

CHR2 GTAYACYGGTGGWCCYTGRAAKA antisense  3Α 5084-5061 Kottaridi et al. 2007 

CHR5 ATCCAGYTTGAAYGAYTCIGIRG Sense 3D 6485–6507 Kyriakopoulou et al., 2010 

CHR6 GAAYTCYTCRTAYTCKTGCTCYCC Antisense 3D 7250–7227 Kyriakopoulou et al., 2010 
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αντίςτροφθ μεταγραφάςθ  RT  (100u/μl)(Invitrogen Superscript II) και 1μl ddH2O 

ελεφκερο νουκλεαςϊν. Ακολουκεί επϊαςθ ςτουσ 25oC για 12 λεπτά, ςτουσ 42oC για 

50 λεπτά και ςτουσ 70oC για 15 λεπτά. Μετά το τζλοσ τθσ αντίδραςθσ το cDNA 

φυλάςςεται ςτουσ -20oC. 

΢τθν περίπτωςθ των εκκινθτϊν EUG2a,b,c/EUC2, χρειάηεται να προθγθκεί 

αντίςτροφθ μεταγραφι, όχι με τυχαίουσ εκκινθτζσ αλλά με εξειδικευμζνουσ 

εκκινθτζσ , EUC2a, EUC2b. ΢τθν αντίδραςθ χρθςιμοποιικθκαν 10pmol από κακζναν 

από τουσ δφο αντικωδικοφσ εκκινθτζσ (1μl από τον κακζνα), οι οποίοι επωάςτθκαν 

μαηί με  1 μl dNTPs (10mM each), 4 μl ddH2O ελεφκερο νουκλεαςϊν και 5 μl ιικοφ 

RNA ςτουσ 65οC για 5 λεπτά. ΢ε ςχζςθ με το προθγοφμενο πρωτόκολλο, 

παραλείπεται το ςτάδιο των 25οC. 

 

 

2.8 Αλυςιδωτι Αντίδραςθ Πολυμεράςθσ – PCR 

Μετά τθν παραγωγι του cDNA ακολουκεί θ αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ 

(PCR) θ οποία επιτρζπει τθν ενίςχυςθ in vitro ενόσ τμιματοσ cDNA, το οποίο 

οριοκετείται από τα εκκινθτικά μόρια (Πίνακασ 2.5). Θ αντίδραςθ PCR εφαρμόςτθκε 

ςε όλα τα πρότυπα ςτελζχθ Echo ιϊν (Πίνακασ 2.1), ςε πζντε ςτελζχθ που 

χρθςιμοποιικθκαν ωσ μάρτυρεσ (Πίνακασ 2.2) και ςε πζντε κλινικά ςτελζχθ 

(Πίνακασ 2.3).  

Σο μείγμα τθσ αντίδραςθσ αποτελείται από 3 μl cDNA του κάκε δείγματοσ, 2μl 

εκκινθτϊν (1μl από κάκε εκκινθτι 50pmol), 5μl 10x ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ (Paq 

reaction buffer), 5 μl μείγματοσ νουκλεοτιδίων (dNTPs 10mM, Invitrogen, UK), 2.5 

units Paq DNA πολυμεράςθσ (Paq5000 Strategene) και ddH2O μζχρι τελικό όγκο 50 

μl. 

Για κάκε αντίδραςθ PCR πραγματοποιείται ζνα αρχικό ςτάδιο αποδιάταξθσ του 

cDNA ςτουσ 95οC για 2 λεπτά και ακολουκεί θ εφαρμογι, των διαφορετικϊν για 

κάκε ηεφγοσ εκκινθτϊν, ςυνκθκϊν αποδιάταξθσ, υβριδιςμοφ και επιμικυνςθσ 

(Πίνακασ 2.6). Σο τελικό ςτάδιο ςε όλεσ τισ αντιδράςεισ περιλαμβάνει επϊαςθ για 

5min ςτουσ 72oC για πλιρθ ςφνκεςθ των μθ ολοκλθρωμζνων νεοςυντικζμενων 

προϊόντων. 
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Πίνακασ 2.6: ΢υνκικεσ τθσ αντίδραςθσ PCR για όλα τα ηεφγθ εκκινθτϊν. 

 

2.9 Θλεκτροφόρθςθ των PCR προϊόντων ςε πθκτι αγαρόηθσ 

Για τθν θλεκτροφόρθςθ των PCR προϊόντων χρθςιμοποιικθκε πθκτι αγαρόηθσ με 

ςυγκζντρωςθ 2%. ΢υγκεκριμζνα, 1,2 gr αγαρόηθσ (Invitrogen, UK) και 60ml ΣΒΕ (Tris-

Boric acid-EDTA) προςτζκθκαν ςε κωνικι φιάλθ των 250 ml. Ακολοφκθςε κζρμανςθ 

ςε φοφρνο μικροκυμάτων για περίπου 1 min, ϊςτε να λιϊςει θ αγαρόηθ. Όταν το 

διάλυμα ζφταςε ςε κερμοκραςία 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 290 nm. ΢τθ ςυνζχεια το διάλυμα τοποκετικθκε ςε 

ειδικι κικθ θλεκτροφόρθςθσ προκειμζνου να πιξει. 

Μετά τον ςχθματιςμό τθσ πθκτισ αγαρόηθσ, 10 μl PCR προϊόντοσ αναμιγνφονται 

με 2 μl χρωςτικισ κυανό τθσ βρωμοφαινόλθσ και ακολουκεί θ προςκικθ των 

Ηεφγοσ Εκκινθτϊν ΢υνκικεσ Μζγεκοσ προϊόντοσ Κφκλοι 

UG52 /UC53 

dNTPs 1mM, MgCl2 2mM 

 

Αποδιάταξθ:95
ο
C για 30sec 

Τβριδιςμόσ:45
ο
C για 30sec 

Επιμικυνςθ:72
o
C για 30sec  

439 40 

    

ENV-2/1200R 

dNTPs 1mM, MgCl2 2mM 

 

Αποδιάταξθ: 95
o
c για30 sec      

Τβριδιςμόσ: 55
ο
C για 30sec 

Επιμικυνςθ:72
ο
C για 30sec 

746 40 

    

AN89/ AN88 

dNTPs 1mM, MgCl2 2mM 

 

Αποδιάταξθ: 95
o
c για30 sec      

Τβριδιςμόσ:65
ο
C για 30sec 

Επιμικυνςθ:72
ο
C για 30sec 

376 40 

    

EUG3a,b,c/ EUC2 

dNTPs 1mM, MgCl2 2mM 

 

Αποδιάταξθ:95
ο
C για 30sec 

Τβριδιςμόσ:50
ο
C για 30sec 

Επιμικυνςθ:72
ο
C για 2 min 

1488 40 

    

CHR1/ CHR2 

dNTPs 1mM, MgCl2 2mM 

 

Αποδιάταξθ: 95
o
c για30 sec      

Τβριδιςμόσ: 55
ο
C για 30sec 

Επιμικυνςθ:72
ο
C για 30sec 

801 40 

    

CHR5/ CHR6 

dNTPs 1mM, MgCl2 2mM 

 

Αποδιάταξθ: 95
o
c για30 sec      

Τβριδιςμόσ: 50
ο
C για 30sec 

Επιμικυνςθ:72
ο
C για 30sec 

766 40 
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δειγμάτων ςτισ ειδικζσ κζςεισ τθσ πθκτισ. Για τον προςδιοριςμό του μικουσ των 

PCR προϊόντων είναι απαραίτθτθ θ προςκικθ ενόσ μάρτυρα μοριακοφ βάρουσ. ΢τθ 

ςυγκεκριμζνθ περίπτωςθ χρθςιμοποιικθκε 100 bp DNA ladder (Invitrogen Life 

Technologies, Paisley, UK). Θ θλεκτροφόρθςθ πραγματοποιικθκε ςε τάςθ 120 Volts 

και ζνταςθ 50 mA για 1 h. Σο πικτωμα αγαρόηθσ τοποκετικθκε ςε ςυςκευι 

υπεριϊδουσ φωτόσ UV Foto/Phoresis system (Fotodyne, Hartland, WI, USA) και 

φωτογραφικθκε. 

Διαλφματα : 

5x ΣΒΕ: 5,4% Tris Base, 2,75% Θ3ΒΟ3 (Merck, Germany) και 10μΜ EDTA 

διαλφονται ςε 1L απιονιςμζνο νερό. 

Κυανό τθσ βρωμοφαινόλθσ: 1mM EDTA, 0,25% κυανό τθσ βρωμοφαινόλθσ (Sigma, 

USA), 40% ςουκρόηθ. 
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3. ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 

 

3.1 Αποτελζςματα PCR – Πρότυπα ςτελζχθ 

Ζξθ διαφορετικά ηεφγθ εκκινθτϊν (Πίνακασ 2.5) εφαρμόςτθκαν ςε αντιδράςεισ 

PCR με ςκοπό τθν ενίςχυςθ του γονιδιϊματοσ όλων των προτφπων ςτελεχϊν Echo 

(Πίνακασ 2.1) αλλά και των ςτελεχϊν που χρθςιμοποιικθκαν ωσ μάρτυρεσ (CAV1, 

CBV1, S1, S2, S3) (Πίνακασ2.2). Σα αποτελζςματα φαίνονται ςτον Πίνακα 3.1.  

Αναλυτικά, το ηεφγοσ UG52/UC53, ιταν αποτελεςματικό ςτθν ενίςχυςθ όλων  

των προτφπων ςτελζχθ Echo και των ςτελεχϊν που χρθςιμοποιικθκαν ωσ 

μάρτυρεσ. Σο αποτζλεςμα αυτό ιταν αναμενόμενο, κακϊσ είναι ζνα ηεφγοσ 

εκκινθτϊν με το οποίο μπορεί να γίνει ανίχνευςθ όλων των Εντεροϊϊν. Ομοίωσ, το 

ηεφγοσ ENV2/1200R που δεν ζχει χρθςιμοποιθκεί ςτο παρελκόν, ιταν 

αποτελεςματικό ςε όλα τα πρότυπα ςτελζχθ Echo και ςτουσ μάρτυρεσ. Σο ηεφγοσ 

AN89/AN88, είχε κετικό αποτζλεςμα ςε όλα, εκτόσ από το Ε21. ΢τα ςτελζχθ E12, 

E25 και S1 θ ενίςχυςθ ιταν περιοριςμζνθ. Οι εκκινθτζσ EUG3a,b,c/EUC2 είχαν 

κετικό αποτζλεςμα ςε 24 από τα 28 πρότυπα ςτελζχθ και ςτα ςτελζχθ μάρτυρεσ 

όπου εφαρμόςτθκαν. ΢τα ςτελζχθ Ε2, Ε17, Ε20 και Ε25 δεν ζγινε ενίςχυςθ, ενϊ 

ζγινε περιοριςμζνθ ενίςχυςθ ςτα ςτελζχθ Ε3, Ε12, Ε16. Σο ηεφγοσ CHR1/CHR2 ιταν 

αποτελεςματικό ςε όλα τα πρότυπα ςτελζχθ Echo και ςτουσ μάρτυρεσ, εκτόσ από τα 

τρία ςτελζχθ S1, S2, S3. Με το ηεφγοσ CHR5/CHR6, θ ενίςχυςθ ιταν περιοριςμζνθ 

ςτα ςτελζχθ Ε1, Ε6, Ε7, Ε9 και δεν ζγινε ςτα ςτελζχθ Ε12, Ε25, Ε30, Ε33. Από τα 

ςτελζχθ μάρτυρεσ, ενιςχφκθκε το CAV1, λιγότερο το CBV1 και κακόλου τα Sabin 

ςτελζχθ.  

3..2 Αποτελζςματα PCR – Κλινικά ςτελζχθ 

Και τα ζξθ ηεφγθ εκκινθτϊν, εφαρμόςτθκαν επιλεκτικά ςε πζντε κλινικά δείγματα 

και τα αποτελζςματα φαίνονται ςτον Πίνακα 3.2. 

Σα ηεφγθ UG52/UC53 και ENV2/1200R ιταν αποτελεςματικά ςε όλα τα κλινικά 

ςτελζχθ. Με το ηεφγοσ AN89/AN88, δεν ενιςχφκθκε ζνα μόνο από τα πζντε κλινικά 

ςτελζχθ και τα δφο ενιςχφκθκαν με μικρι απόδοςθ. Με τουσ εκκινθτζσ 

EUG3a,b,c/EUC2 ζγινε επιτυχισ ενίςχυςθ όλων των κλινικϊν ςτελεχϊν, με 

περιοριςμζνθ ενίςχυςθ ενόσ μόνο ςτελζχουσ. Ζνα από τα κλινικά ςτελζχθ δεν 

ενιςχφκθκε, με τουσ εκκινθτζσ CHR1/CHR2 και ζνα ενιςχφκθκε περιοριςμζνα. Σζλοσ, 

το ηεφγοσ CHR5/CHR6 ενίςχυςε αποτελεςματικά μόνο ζνα και από τα πζντε κλινικά 

ςτελζχθ και ζνα με μικρι απόδοςθ. 
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PCR-Πρότυπα ςτελέχη Echo 

Ορότυποσ  UG52/UC53 ENV2/1200R   AN88/AN89 EUG3a,b,c/ 
EUC2  

CHR1/CHR2   CHR5/CHR6 

Ε1 + + + + + + Αχνι μπάντα 

Ε2 + + + - + + 

Ε3 + + + + Αχνι μπάντα + + 

Ε4 + + + + + + 

Ε5 + + + + + + 

Ε6 + + + + + + Αχνι μπάντα 

Ε7 + + + + + + Αχνι μπάντα 

Ε9 + + + + + Αχνι μπάντα + Αχνι μπάντα 

Ε11 + + + + + + 

Ε12 + + + Αχνι μπάντα + Αχνι μπάντα + - 

Ε13  + + + + + + 

Ε14 + + + + + + 

Ε15 + + + + + + 

Ε16  + + + + Αχνι μπάντα + + 

Ε17 + + + - + + 

Ε18 + + + + + + 

Ε19 + + + + + + 

Ε20 + + + - + + 

Ε21 + + - + + + 

Ε24 + + + + + + 

Ε25 + +  + Αχνι μπάντα - + - 

Ε26 + + + + + + 

Ε27 + + + + + + 

Ε29 + + + + + + 

Ε30 + + + + + - 

Ε31 + + + + + + 

Ε32 + + + + + + 

E33 + + + + + - 

 

CAV1 + + + + + + Αχνι μπάντα 

CΒV1 + + + + + + 

S1 + + + Αχνι μπάντα (Δεν ζγινε) - - 

S2 + + + + - - 

S3 + + + (Δεν ζγινε) - - 

 

 Πίνακασ 3.1: Αποτελζςματα PCR των προτφπων ςτελεχϊν   
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Πίνακασ 3.2: Αποτελζςματα PCR των κλινικϊν ςτελεχϊν 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

PCR-Κλινικά ςτελζχθ Echo 

 UG52/UC53 ENV2/1200R AN88/AN89 EUG3a,b,c/ 

EUC2 

CHR1/CHR2 CHR5/CHR6 

E5 156/98/1 + + + Αχνι μπάντα + - + 

E6 Tsikan + + + + + - 

E14 1729 + + + Αχνι μπάντα + + - 

E30Das 85929 + + + + Αχνι μπάντα + - 

E30 Kar 85671 + + - + + Αχνι μπάντα + Αχνι μπάντα 
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4. ΢ΤΖΗΣΗ΢Η 

Οι Echo ιοί είναι ςθμαντικοί παράγοντεσ πακογζνειασ, ιδιαίτερα ςε νιπια και οι 

πιο ςυνθκιςμζνοι από τουσ Εντεροϊοφσ. Παρόλο που θ μόλυνςθ με Echo ιοφσ είναι 

ςυνικωσ αςυμπτωματικι, είναι υπεφκυνοι για πολλά ςθμαντικά κλινικά 

ςυμπτϊματα. Για το λόγο αυτό, υπάρχει ανάγκθ για γριγορθ ανίχνευςθ και 

ταυτοποίθςι τουσ.  

Γενικά οι ςφγχρονεσ μοριακζσ μζκοδοι που βαςίηονται ςτθν RT-PCR, παίηουν 

ςθμαντικό ρόλο ςτθ διάγνωςθ των μολφνςεων με Εντεροϊοφσ. ΢τόχοσ είναι θ 

γριγορθ και με υψθλι ευαιςκθςία ανίχνευςθ όλων των μελϊν του γζνουσ των 

Εντεροϊϊν. Αυτό μπορεί να επιτευχκεί με τθ ςτόχευςθ ειδικϊν περιοχϊν του 

γονιδιϊματοσ, τθσ ενίςχυςθ και τον προςδιοριςμό τθσ αλλθλουχίασ τουσ. Για τον 

ςκοπό αυτό ζχουν ςχεδιαςτεί διαφόρων ειδϊν εκκινθτζσ, που περιλαμβάνουν 

γενικοφσ, ειδικοφσ αλλά και εκφυλιςμζνουσ εκκινθτζσ, οι οποίοι ςτοχεφουν ςε 

διάφορεσ περιοχζσ του γονιδιϊματοσ, ςχετικά ςυντθρθμζνεσ όπωσ θ 5’UTR ι ακόμα 

και ιδιαίτερα μεταβλθτζσ όπωσ θ VP1. 

΢τθν παροφςα εργαςία διερευνικθκε θ ειδικότθτα και καταλλθλότθτα κάποιων 

από τουσ ιδθ ςχεδιαςμζνουσ εκκινθτζσ που αναφζρκθκαν και φαίνονται ςτον 

Πίνακα 2.4. ΢κοπόσ τθσ εργαςίασ είναι θ εφρεςθ μιασ ομάδασ εκκινθτικϊν μορίων 

τα οποία ςτοχεφουν ςε διάςπαρτεσ περιοχζσ και καλφπτουν μεγάλο μζροσ του 

γονιδιϊματοσ των Echo ιϊν, με ςτόχο τθ γριγορθ ανίχνευςθ τουσ και τον 

προςδιοριςμό τθσ αλλθλουχίασ του γονιδιϊματοσ οποιουδιποτε ςτελζχουσ. 

Με το πρόγραμμα βιοπλθροφορικισ ClustalW, ζγινε ςτοίχιςθ όλων των 

διακζςιμων ιδθ ςχεδιαςμζνων εκκινθτικϊν μορίων, με τθν γενωμικι αλλθλουχία 

όλων των προτφπων ςτελεχϊν Echo, με ςκοπό τθν εφρεςθ των καταλλθλότερων, 

τόςο ωσ προσ τθν αλλθλουχία τουσ όςο και τθν κζςθ υβριδιςμοφ τουσ ςτο ιικό 

γονιδίωμα. Σα ηεφγθ που επιλζχκθκαν (Πίνακασ 2.5) ενίςχυςαν ςτισ περιςςότερεσ 

περιπτϊςεισ τα τμιματα ςτόχουσ. Διερευνικθκε επίςθσ το ενδεχόμενο κάποια από 

τα εκκινθτικά μόρια να είναι ειδικά μόνο για τουσ Echo ιοφσ. Ωςτόςο δεν προζκυψε 

κάποιο τζτοιο ςυμπζραςμα. 

Όπωσ φαίνεται και από προθγοφμενεσ ςυγκριτικζσ μελζτεσ (Kottaridi et al., 2004, 

Bolanaki et al., 2005) κάκε περιοχι ενδείκνυται για διαφορετικό ςκοπό. Θ 5’UTR 

είναι μια ςχετικά ςυντθρθμζνθ περιοχι ςτο γονιδίωμα των Εντεροϊϊν. Για το λόγο 

αυτό θ ενίςχυςθ τμθμάτων τθσ χρθςιμοποιείται για τθν ανίχνευςθ τουσ. Θ VP1 

περιοχι ζχει αποδειχκεί (Oberste et al., 1998,  Oberste et al., 1999, Caro et al., 2001, 

Norder et al., 2001) ότι ςχετίηεται άμεςα με τον ορότυπο. Θ VP1 καψιδιακι 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 00:20:08 EEST - 167.114.118.212



[61] 
 

πρωτεΐνθ, βρίςκεται κυρίωσ ςτθν επιφάνεια του ϊριμου ιοςϊματοσ και φζρει 

αντιγονικζσ κζςεισ (Mateu et al., 1995). Για τον λόγο αυτό είναι και θ πιο μεταβλθτι 

περιοχι του γονιδιϊματοσ και είναι κατάλλθλθ για τθν ταυτοποίθςθ των εντεροϊϊν. 

Εμπόδιο ςτον ςχεδιαςμό εκκινθτϊν ςτθ VP1 περιοχι, αποτελεί θ μεγάλθ 

ενδοτυπικι ποικιλομορφία. Σθ λφςθ δίνουν οι εκφυλιςμζνοι εκκινθτζσ οι οποίοι 

περιζχουν δεοξυινοςίνθ και μείγματα βάςεων, με αποτζλεςμα τθν επιτυχι 

ενίςχυςθ τθσ VP1 περιοχισ όλων των οροτφπων των Εντεροϊϊν (Oberste et al., 

2003).  Λόγο του μεγάλου αρικμοφ οροτφπων, θ δυςκολία ςχεδιαςμοφ εκκινθτϊν 

για τθν αποκλειςτικι ταυτοποίθςθ των Echo ιϊν, είναι ακόμα μεγαλφτερθ. 

΢τθν 5’UTR εφαρμόςτθκαν δφο ηεφγθ εκκινθτϊν. Σο ηεφγοσ UG52/UC53, ιταν 

αποτελεςματικό ςτθν ανίχνευςθ τόςο των προτφπων Echo ςτελεχϊν όςο και των 

μαρτφρων. Είναι οι καταλλθλότεροι εκκινθτζσ για τθν ανίχνευςθ προτφπων και 

κλινικϊν ςτελεχϊν. Σο δεφτερο ηεφγοσ εκκινθτϊν που ςτοχεφει ςτθν 5’UTR/VP4, 

ENV2/1200R, ιταν εξίςου αποτελεςματικό ςε όλα τα ςτελζχθ ςτα οποία 

δοκιμάςτθκε. Με περαιτζρω διερεφνθςθ, κα μποροφςε να επιβεβαιωκεί θ 

καταλλθλότθτά του για τθν ανίχνευςθ όλων των εντεροϊϊν. 

΢τθν VP1 περιοχι, εφαρμόςτθκε το ηεφγοσ εκκινθτϊν AN89/AN88, με αρκετά 

καλι απόδοςθ. Επίςθσ, οι εκκινθτζσ EUG3a,b,c/EUC2a, ενιςχφουν ζνα μεγάλο τμιμα 

του γονιδιϊματοσ που περιλαμβάνει το 3’ άκρο τθσ VP1, τισ 2Α, 2Β  και το 5’ άκρο 

τθσ 2C περιοχισ. Σα αποτελζςματα ςτα πρότυπα ςτελζχθ ιταν ςχετικά καλά. Σο 

επόμενο ηεφγοσ εκκινθτϊν που χρθςιμοποιικθκε, CHR1/CHR2, ενιςχφει ζνα τμιμα 

που περιλαμβάνει τισ 2C και 3A περιοχζσ. Ενίςχυςε αποτελεςματικά όλα τα 

πρότυπα ςτελζχθ Echo και τουσ μάρτυρεσ, εκτόσ από τα εμβολιακά ςτελζχθ S1, S2, 

S3. ΢τθν 3D περιοχι εφαρμόςτθκε το ηεφγοσ CHR5/CHR6. Δεν ενίςχυςε επιτυχϊσ τα 

4 από τα 28 πρότυπα ςτελζχθ και γενικά είχε χαμθλότερθ απόδοςθ. Όπωσ και το 

ηεφγοσ CHR1/CHR2, δεν ενίςχυςε τα εμβολιακά ςτελζχθ πολιοϊϊν, S1, S2, S3. Σα δφο 

ηεφγθ είναι επίςθσ εκφυλιςμζνα και ςχεδιάςτθκαν για τθν εφαρμογι ςε Echo 

ςτελζχθ (Kottaridi et al., 2007, Kyriakopoulou et al., 2010). 

Ακολοφκθςε θ εφαρμογι και των ζξι ηευγϊν εκκινθτϊν ςε πζντε κλινικά 

δείγματα, από τθν οποία φάνθκε ότι μόνο το ηεφγοσ CHR5/CHR6 ςτθν 3D περιοχι, 

ίςωσ δεν είναι ιδιαίτερα κατάλλθλο και χρειάηεται περαιτζρω διερεφνθςθ.  

Γενικά, τα αποτελζςματα των πειραμάτων είναι αρκετά ικανοποιθτικά. Με τθ 

χριςθ των ςυγκεκριμζνων εκκινθτικϊν μορίων, μποροφν να ενιςχυκοφν αρκετά 

μεγάλα τμιματα ςε όλο το μικοσ του γονιδιϊματοσ των Echo ιϊν. Μετά τθν 

αλλθλοφχιςθ τουσ, μποροφν να ςχεδιαςτοφν νζοι εκκινθτζσ πάνω ςτισ περιοχζσ 

αυτζσ, ζτςι ϊςτε να καλυφκεί και να ενιςχυκεί όλο ςχεδόν το γονιδίωμα 
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οποιουδιποτε ςτελζχουσ Echo ιοφ. Επιτυγχάνεται ζτςι ο γριγοροσ προςδιοριςμόσ 

τθσ αλλθλουχίασ του. Θ εφαρμογι ςε περιςςότερα κλινικά ςτελζχθ, κα 

επιβεβαιϊςει τθν ςθμαντικότθτα των αποτελεςμάτων.     

Μελλοντικά κα μποροφςε να ςχεδιαςτεί μια multiplex PCR, μζςω τθσ οποίασ κα 

είναι εφικτι θ γριγορθ ανίχνευςθ Echo ιϊν και θ ταυτόχρονθ ενίςχυςθ πολλϊν 

περιοχϊν του γονιδιϊματοσ με ςκοπό τον προςδιοριςμό τθσ αλλθλουχίασ. Θ 

ανάλυςθ του γονιδιϊματοσ όςο το δυνατόν περιςςότερων ςτελεχϊν Echo, κα 

βοθκιςει ςτθν κατανόθςθ τθσ δράςθσ τουσ και ίςωσ ςτθν ανάπτυξθ αντιικϊν 

παραγόντων.  
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