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Abstract 

 

Human enteroviruses belong to genus enterovirus of Picornaviridae family. 

Their genome is a positive sense single-strand RNA, which consists of a highly 

conserved 5’- UTR, an Open Reading Frame (ORF), a 3’-UTR and a poly(A)- tract. 

The members of this genus are characterized by their non-enveloped icosahedral 

capsid of two-, three- and five-fold symmetry, which is made up of 60 copies of 

pentameric intermediates of 4 proteins: VP1, VP2, VP3 and VP4. Most enterovirus 

infections are asymptomatic and occur  more frequently in men than in women. On 

the other hand, these viruses can cause a range of distinct clinical syndromes leading 

to diseases. 

 The most well-studied enterovirus is poliovirus, because of  poliomyelitis and 

the need for its urgent  eradication. 

 In the present study, a specific stem-loop mediated reverse transcription was 

developed, which allowed the detection of the negative strand (replicative strand) of 

Sabin 1 virus. The structure of RT-primer provides high sensitivity and specificity to 

this molecular technique, whereas it is no time-consumming compared to cell 

cultures. 

 According to our results, the detection of the negative strand was achieved  2 

hours post infection in all tested concentrations of Sabin 1 virus. The follow up of  

cell cultures was carried out, in order to confirm the reliability of this molecular 

technique by the appearance of characteristic CPE in Rd cells. Development of this 

approach in combination with molecular techniques, can find applications in vaccine 

development, making this specific RT-PCR a useful tool. 
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Περίληψη 

 

Οι ανθρώπινοι εντεροϊοί ανήκουν στο γένος των εντεροϊών της οικογένειας 

Picornaviridae. Τo γένωμα τους είναι μονόκλωνο RNA θετικής πολικότητας και 

αποτελείται από μία υψηλά συντηρημένη 5΄-αμετάφραστη περιοχή, ένα ανοικτό 

πλαίσιο ανάγνωσης, μία 3΄-αμετάφραστη περιοχή και μία πολύ(Α)-ουρά. Τα μέλη του 

γένους αυτού χαρακτηρίζονται από το μη-ελυτροφόρο εικοσαεδρικό καψίδιο που 

αποτελείται από 60 αντίγραφα πενταμερών 4 πρωτεινών. Οι περισσότερες λοιμώξεις 

των εντεροϊών είναι ασυμπτωματικές, και εμφανίζονται πιο συχνά σε άνδρες από ότι 

σε γυναίκες.  Από την άλλη πλευρά, αυτοί οι ιοί μπορούν να προκαλέσουν ένα φάσμα 

από διακριτά κλινικά σύνδρομα  οδηγώντας σε ασθένειες.   

Ο καλύτερα μελετημένος εντεροιός, είναι ο πολιοιός, εξαιτίας της εμφάνισης 

της πολυμυελίτιδας και της ανάγκης για την εξάλειψή της. 

Στην παρούσα εργασία αναπτύχθηκε μία ειδική stem-loop αντίστροφη 

μεταγραφή, η οποία επέτρεψε την ανίχνευση του κλώνου αρνητικής πολικότητας 

(αντιγραφόμενος κλώνος) του στελέχους Sabin 1. Η τεχνική αυτή χάρη στη 

χαρακτηριστική δομή του εκκινητή που χρησιμοποιείται για την διαδικασία της RT, 

παρουσιάζει μεγάλη ευαισθησία και εξειδίκευση, ενώ παράλληλα δεν είναι καθόλου 

χρονοβόρα συγκριτικά με τις κυτταροκαλλιέργειες. 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της μοριακής αυτής τεχνικής, ήταν δυνατή η 

ανίχνευση του κλώνου αρνητικής πολικότητας σε όλες τις υπό εξέταση 

συγκεντρώσεις του στελέχους, 2 ώρες μετά την μόλυνση της κυτταροκαλλιέργειας. Η 

επιβεβαίωση των αξιόπιστων αποτελεσμάτων της τεχνικής αυτής πραγματοποιήθηκε 

μέσω της μελέτης της κυτταροκαλλιέργειας. Η ανάπτυξη της παραπάνω προσέγγισης 

σε συνδυασμό με  μοριακές τεχνικές που έχουν αναπτυχθεί τα τελευταία χρόνια έχουν 

βρει εφαρμογές  σε μελέτες ανάπτυξης εμβολίων, καθιστώντας την ειδική αυτή RT-

PCR ένα χρήσιμο εργαλείο. 
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1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

   

1.1 ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΪΩΝ 

 

 Οι εντεροϊοί, όπως οι Echoviruses αλλά και οι Coxsackieviruses Α και Β,  

ανήκουν στην οικογένεια ιών Picornaviridae. Είναι ιοί χωρίς πρωτεϊνικό έλυτρο και 

το γένωμά τους είναι ένα μονόκλωνο RNA (ssRNA) θετικής πολικότητας, το οποίο 

αποτελείται από μία υψηλά συντηρημένη 5΄-αμετάφραστη περιοχή, ένα ανοικτό 

πλαίσιο ανάγνωσης, μία 3΄-αμετάφραστη περιοχή και μία πολύ(Α)-ουρά. Η 

οικογένεια αυτή των ιών περιλαμβάνει κι άλλους παθογόνους ιούς των ανθρώπων και 

των θηλαστικών όπως ο ιός της ηπατίτιδας Α, ο πολιοϊός, ο ρινοϊός και ο FMDV (foot 

and mouth disease virus). Το όνομα της οικογένειας αυτής των ιών είναι σύνθετο, 

καθώς αναφέρεται στο μικρό μέγεθος των ιών (pico), και τον τύπο του νουκλεϊκού 

οξέος που απαρτίζει το ιικό γένωμα (RNA)[Adams M.J. et al (2013)].  

 

1.1.1 Ταξινόμηση των εντεροϊών 

 

 Η οικογένεια των ιών Picorna αποτελείται από 31 γένη: 

Aphthovirus, Aquamavirus, Avihepatovirus, Avisivirus, Cardiovirus, Cosavirus, 

Dicipivirus, Enterovirus, Erbovirus, Gallivirus, Hepatovirus, Hunnivirus, Kobuvirus, 

Κunsagivirus, Limnipivirus, Megrivirus, Mischivirus, Mosavirus, Oscivirus, 

Parechovirus, Pasivirus, Passerivirus, Potamipivirus Rosavirus, Sakobuvirus, 

Salivirus, Sapelovirus, Senecavirus, Sicinivirus, Teschovirus and Tremovirus [Adams 

M.J. et al. (2015), Knowles N.J. et al. (2012)]. Όσον αφορά τους εντεροϊούς, 

υπάρχουν δώδεκα διακριτά γένη με διάφορους ορότυπους ο καθένας (πίνακας 1.1.1.2) 

            Το γένος των εντεροϊών είναι το πιο σημαντικό ως προς τις ασθένειες που 

προκαλούν τα μέλη του στον άνθρωπο και απαρτίζεται από τους πολιοϊούς (3 

oρότυποι), αλλά και από μη-πολιοϊοιούς: τους ιούς Coxsackie A (24 oρότυποι) και  Β 

(6 oρότυποι), τους Echo ιούς (33 oρότυποι) [Knipe and Howley, 2007], αλλά και 

άλλους εντεροϊούς που δεν έχουν ταξινομηθεί σε αυτές τις κατηγορίες, αλλά έχουν 

αριθμηθεί με βάση τη σειρά αναγνώρισής τους (εντεροϊοί 68-71). Με την εξέλιξη του 

ταξινομικού συστήματος οι εντεροϊοί χωρίστηκαν σε 12 διακριτά είδη, με διάφορους  
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οροτύπους ο καθένας. Οι εντεροϊοί πολλαπλασιάζονται στον πεπτικό σωλήνα, και 

είναι ανθεκτικοί στο χαμηλό pH. 

Οι ιοί picorna είναι από τους πιο απλούς RNA ιούς, έχοντας ένα ισχυρά 

δομημένο καψίδιο. Άσχετα από το μικρό και περιορισμένο τους μέγεθος, η εξέλιξη 

στους ιούς picorna οδηγεί στη δημιουργία ενός μεγάλου αριθμού εύκολα διακριτών 

μελών, των επονομαζόμενων αντιγονικών οροτύπων. 

Κάθε ορότυπος συσχετίζεται με την ανοσολογική απόκριση του ανθρώπου 

ξενιστή , την προστασία από την ασθένεια, τη χρήση των υποδοχέων, αλλά και σε 

μικρότερο βαθμό με το φάσμα της νόσου. Ο ορότυπος προσδιορίζεται από τις 

συνδετικές θηλιές και τα C-τελικά άκρα των καψιδιακών πρωτεϊνών που περιβάλλουν 

την εξωτερική επιφάνεια του ιοσωμάτιου. Αυτά περιλαμβάνουν τις κύριες 

αντιγονικές θέσεις του ιού. Οι συσχετισμοί αυτοί με βάση τις ασθένειες, έχουν μόνο 

μερική σχέση με την αρχική ταξινόμηση των εντεροϊών σε πολιοϊούς, ιούς coxsackie 

A ή Β και ιούς echo, η οποία έγινε αρχικά βασισμένη στην βιολογική ενεργότητα και 

νόσο: ανθρώπινη νόσος του ΚΝΣ με χαλαρή παράλυση (πολιοϊοί) - χαλαρή παράλυση 

σε νεογνά ποντίκια, ανθρώπινη νόσος του ΚΝΣ και στοματικές φλύκταινες (ιοί 

coxsackie A) – σπαστική παράλυση σε νεογνά ποντίκια και ανθρώπινη καρδιακή 

νόσος και νόσος του ΚΝΣ (ιοί coxsackie B). Ανάμεσα στις ομάδες αυτές, οι ιοί 

μπορούν να ξεχωρίσουν βάσει της αντιγονικότητας  τους όπως αυτή προσδιορίζεται 

με την βοήθεια αντι-ορών. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Γένος Εντεροϊών Αριθμός Οροτύπων 

Enterovirus A 25 

Enterovirus B 61 

Enterovirus C 23 

Enterovirus D 5 

Enterovirus E 4 

Enterovirus F 6 

Enterovirus G 11 

Enterovirus H 1 

Enterovirus J 6 

Rhinovirus A 80 

Rhinovirus B 32 

Rhinovirus C 54 

Πίνακας 1.1.1.2: Νέα ταξινόμηση 

των εντεροϊών και οι αντίστοιχοι 

ορότυποί τους (Πηγή: ICTV-2013) 
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Αυτές οι αντιγονικές ομαδοποιήσεις, που προσδιορίζουν τον ορότυπο, έγιναν 

περισσότερο πολύπλοκες καθώς αυξάνονταν ο αριθμός των διαφορετικών ιών. Η 

διάκριση μεταξύ οροτύπων άρχισε να περιπλέκεται καθώς ανακαλύπτονταν ιοί που 

σχετίζονταν ελάχιστα αντιγονικά με γνωστούς ορότυπους. Παρά τους περιορισμούς 

αυτούς, ο ορότυπος παραμένει μια ιδιότητα που διακρίνει τους διαφορετικούς 

εντεροϊούς [Flanengan et al., (1977), Racaniello V (2007)]. 

 

1.1.2 Δομή και αντιγονικότητα των ιικών σωματιδίων 

 

 Τα ιοσωμάτια του εντεροϊού είναι σφαιρικά με διάμετρο περίπου 30 nm. Τα 

σωμάτια είναι απλά και αποτελούνται από πρωτεϊνικό περίβλημα που περιβάλει το 

γυμνό RNA. Τα ιωσομάτια δεν διαθέτουν λιπιδικό έλυτρο και η μολυσματικότητά 

τους είναι μικρή σε οργανικούς διαλύτες [Melnick JL (1990)]. Οι εντεροϊοί είναι 

σταθεροί σε όξινο περιβάλλον και διατηρούν τη μολυσματικότητά τους σε τιμές pH 3 

και μικρότερες.  

Τα καψίδια των εντεροϊών αποτελούνται 

από τέσσερις δομικές πρωτεΐνες: VP1, VP2, VP3 

και VP4. Σύμφωνα με μελέτες των Caspar και  

Klug πάνω στις αρχές δόμησης των ιών [Caspar 

DL, Klug A. (1962)], ο καλύτερος τρόπος για να 

συναρμολογηθεί ένα κέλυφος με μη ταυτόσημες 

υπομονάδες είναι να διαταχθούν οι πρωτεΐνες με 

εικοσαεδρική συμμετρία. Ο μικρότερος αριθμός 

υπομονάδων που μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

είναι 60. Το καψίδιο χαρακτηρίζεται από την 

ύπαρξη τριών αξόνων συμμετρίας. Στο κέντρο των 

πενταμερών βρίσκεται ο πενταμερής (5Χ) άξονας 

συμμετρίας, ενώ μεταξύ των πενταμερών 

βρίσκονται ο τριμερής (3Χ) και ο διμερής (2Χ) άξονας συμμετρίας. Τα αποτελέσματα 

μελετών περίθλασης ακτίνων Χ, ηλεκτρονικού μικροσκοπίου και βιοχημικών 

μελετών στα ιοσωμάτια και τα προϊόντα διαχωρισμού τους οδήγησε στην υπόθεση 

ότι τα καψίδια των εντεροϊών αποτελούνται από 60 δομικές πρωτεΐνες διατεταγμένες 

σε εικοσαεδρική κατανομή [Rueckert RR (1969)]. Η αντίληψή μας για την δομή των 

Εικόνα 1.1.2.1: Απεικόνιση 

αξόνων συμμετρίας για το 

σχηματισμό εικοσαεδρικού 

καψιδίου στους Picorna ιούς 

[Ruecker (1996)] 
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πολιοϊών έκανε ένα μεγάλο άλμα το 1985 όταν οι ατομικές δομές του πολιοϊού τύπου 

1 καθορίστηκαν μέσω κρυσταλλογραφίας ακτινών Χ [Hogle JM et al (1985)]. 

 Ο βασικός λίθος του καψιδίου των εντεροϊών είναι το πρωτομερές (P1), το 

οποίο περιέχει ένα αντίγραφο από κάθε δομική πρωτεΐνη VP1, VP2, VP3 και VP4. Το 

κέλυφος σχηματίζεται από την VP1 έως τη VP3 και η VP4 υπάρχει στην εσωτερική 

επιφάνεια [Stanway G. 1990]. Η VP1, VP2 και VP3 δεν έχουν καμία αλληλουχική 

ομολογία, ωστόσο και οι τρείς πρωτεΐνες έχουν την ίδια τοπολογία: σχηματίζουν ένα 

αντιπαράλληλο οκταπλό πλέγμα β’-βαρελιού. Η περιοχή αυτή είναι μια γωνιακή δομή 

που σχηματίζεται από δύο αντιπαράλληλα β’-φύλλα. Το ένα β’-φύλλο σχηματίζει τον 

«τοίχο» της γωνίας και το δεύτερο, που έχει μια κάμψη στο κέντρο, σχηματίζει τόσο 

τον «τοίχο» όσο και το «πάτωμα» της γωνίας. Το σχήμα αυτό διευκολύνει το 

πακετάρισμα των δομικών μονάδων για να σχηματίσουν ένα πυκνό και άκαμπτο 

πρωτεϊνικό περίβλημα. Το πακετάρισμα των περιοχών των β’-βαρελιών ενισχύεται 

από ένα δίκτυο επαφών πρωτεΐνης-πρωτεΐνης στο εσωτερικό του καψιδίου, 

συγκεκριμένα γύρω από τον πενταπλό άξονα. Το δίκτυο αυτό, που σχηματίζεται από 

τις Ν-τελικές προεκτάσεις των VP1, VP2, VP3 και VP4, είναι απαραίτητο για την 

σταθερότητα του ιοσωματίου. Η VP4 διαφέρει σημαντικά από τις άλλες τρεις 

πρωτεΐνες στο ότι παρουσιάζει μια εκτεταμένη διαμόρφωση. Η πρωτεΐνη αυτή είναι 

παρόμοια στη θέση και τη διαμόρφωση με τις Ν-τελικές αλληλουχίες των VP1 και 

VP3 και λειτουργεί σαν μια αποσπώμενη Ν-τελική επέκταση της VP2 παρά σαν μια 

ανεξάρτητη πρωτεΐνη του καψιδίου. Περαιτέρω τροποποίηση του Ν-τελικού άκρου 

της VP4, έχει προταθεί  στην συμβολή στην προσκόλληση του ιού σε κυτταρικούς 

υποδοχείς, στην αποδιάταξη του καψιδίου, την απελευθέρωση του γενετικού υλικού 

στο κυτταρικό περιβάλλον αλλά και στη δημιουργία του καψιδίου, κατά τη 

συγκρότηση του ώριμου πλέον ιού (εικόνα 1.1.2.2). 

 Οι κύριες δομικές διαφορές μεταξύ των VP1, VP2 και VP3 οφείλονται στους 

βρόγχους που συνδέουν τα β’-strands και τις Ν- και C-τελικές αλληλουχίες που 

εξέχουν της περιοχής του β’-βαρελιού. Αυτές οι αμινοξικές αλληλουχίες δίνουν σε 

κάθε picorna ιό την ξεχωριστή μορφολογία και αντιγονικότητα. Τα C-τελικά άκρα 

βρίσκονται στην επιφάνεια του ιοσωματίου και τα N-τελικά στο εσωτερικό του, 

δείχνοντας ότι προκύπτουν σημαντικές αναδιατάξεις του P1 προδρόμου κατά τον 

πρωτεολυτικό τεμαχισμό. Τα καρβοξυτελικά άκρα των τριών πρωτεϊνών VP1, VP2 

και VP3 καθώς και οι περισσότερες από τις θηλιές τους περιέχουν τις κύριες 

αντιγονικές θέσεις (N-Ags) του ιού. Στους πολιοιούς έχουν αναγνωριστεί τέσσερις 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/06/2024 17:23:18 EEST - 3.142.124.227



5 

 

αντιγονικές θέσεις , οι N-AgI, N-AgII, N-AgIIIA και N-AgIIIB, [Σφάλμα! Το αρχείο 

προέλευσης της αναφοράς δεν βρέθηκε. (1999)]. 

 Η N-AgI είναι συνεχόμενη και αποτελείται από τα αμινοξέα 97, 99-101 της VP1 

 Η N-AgII είναι διακοπτόμενη και αποτελείται από τα αμινοξέα 221-224 της VP1 

και τα αμινοξέα 164-172, 270 της VP2. 

 Η  N-AgIIIA αποτελείται από τα αμινοξέα 58-60, 66, 70 και73 της VP3 καθώς 

και 236 της VP2 και 286-290 της VP1. 

 H N-AgIIIB από τα αμινοξέα 75-79 και 144 της VP3 και το αμινοξύ 72 της VP2. 

Σχετικά με την επιφάνεια του ιοσωματίου ανάλυση των δομών των πολιοϊών 

αποκάλυψε ότι έχουν μια συρρικνωμένη τοπογραφία. Μια προεξοχή, βρίσκεται στον 

πενταπλό άξονα συμμετρίας, περιβαλλόμενος από μία αυλάκωση (canyon) και ακόμη 

μια προεξοχή στον τριπλό άξονα συμμετρίας. Η αύλακα αυτή που βρίσκεται σε 

σταθερή ακτίνα γύρω από τον άξονα πενταπλούς συμμετρίας και στα πλάγια της 

βρίσκονται τμήματα των VP1, VP2 και VP3, αποτελεί την θέση πρόσδεσης στους 

υποδοχείς και είναι αρκετά μικρή, ώστε να αποφευχθεί η προσκόλληση των ογκωδών 

αντισωμάτων. 

Στο εσωτερικό των ιοσωμάτων, στον πενταπλό άξονα συμμετρίας, τα Ν-

τελικά άκρα πέντε μορίων της VP3 πρωτεΐνης σχηματίζουν ένα κυλινδρικό 

παράλληλο β’-φύλλο. Η δομή αυτή περιβάλλεται από πέντε τριπλά πλέγματα 

β’φύλλων σχηματισμένα από το Ν-τελικό άκρο των VP4 και VP1. Η ομάδα του 

μυριστικού οξέος συνδεδεμένη στο Ν-άκρο της VP4 επάγει την αλληλεπίδραση 

μεταξύ των δυο αυτών δομών [Chow M. et al (1987)]. Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

των πενταμερών σταθεροποιούνται από ένα πλέγμα β’-φύλλων, που συντίθεται από 

τέσσερα β’-πλέγματα του VP3 βαρελιού και ένα πλέγμα από το Ν-άκρο της VP1 που 

περιβάλλει ένα διπλό πλέγμα β’-φύλλου του Ν-άκρου της VP2 ενός γειτονικού 

πενταμερούς [Filman DJ et al (1989)]. 

Έχει προταθεί ότι τα καψίδια των Picorna ιών σταθεροποιούνται μέσω 

αλληλεπιδράσεων με το γενωμικό RNA, πρόταση βασιζόμενη σε ευρήματα με τον ιό 

bean pod, ο οποίος σχετίζεται με τους ιούς picorna [Chen ZG et al (1989)]. Ελάχιστες 

πληροφορίες είναι διαθέσιμες σχετικά με την διάταξη του RNA των ιών Picorna. 

Μελέτες που αφορούσαν την ατομική δομή του πολιοϊού P2, έδειξαν ότι οι βάσεις 

του RNA, αλληλεπιδρούν με συντηρημένα αρωματικά κατάλοιπα της VP4 [Lentz 
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KN. et al (1997)]. Η αλληλεπίδραση αυτή μπορεί να παίζει ένα ρόλο στην 

σταθερότητα του καψιδίου ή την απέκδυση. 

 

 

 

  

Εικόνα 1.1.2.2: Δομικά χαρακτηριστικά των εντεροϊών.  

Α. Η οργάνωση των δομικών πρωτεϊνών στο γένωμα του ιού.  

Β. Σχηματική αναπαράσταση του καψιδίου του πολιοϊού, όπου φαίνεται το  πακετάρισμα των 

VP1, VP2 και VP3 πρωτεϊνών. Η VP4 βρίσκεται στο εσωτερικό του καψιδίου.  

C. Τρισδιάστα μοντέλα των δομικών πρωτεϊνών VP1, VP2, VP3 και VP4.  

D. Διάγραμμα που απεικονίζει το πώς τα οχτώ β’-πλέγματα κάθε πρωτεΐνης σχηματίζουν μια 

σφηνοειδή δομή με βρόγχους που συνδέουν τα πλέγματα μεταξύ τους.  

Ε. Διάγραμμα τύπου ribbon των VP1, VP2 και VP3 όπου φαίνεται η κοινή δομή β’-βαρελιού. 
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1.1.3 Οργάνωση και δομή του ιικού γενώματος 

 

Το γένωμα των εντεροϊών είναι ένα μονόκλωνο θετικής πολικότητας RNA, 

μήκους περίπου 7.500 νουκλεοτιδίων [Melnick J.L., 1990]. Το ιικό RNA είναι 

μολυσματικό καθώς μεταφράζεται κατά την είσοδό του στο κύτταρο με σκοπό να 

παράγει όλες τις ιικές πρωτεΐνες που απαιτούνται για την αναπαραγωγή του ιού. Το 

RNA των εντεροϊών είναι ομοιοπολικά συνδεδεμένο στο 5’ άκρο( πλούσιο σε G+C) 

με μια πρωτεΐνη που ονομάζεται VPg (Virion Protein, genome linked) [Flanegan JB 

et al (1977), Lee YF et al (1977)]. 

  Η VPg διαφορετικών picorna ιών ποικίλλει σε μέγεθος από 22-24 κατάλοιπα 

αμινοξέων και κωδικοποιείται από ένα μοναδικό ιϊκό γονίδιο. Η VPg είναι 

ομοιοπολικά συνδεδεμένη με το 5’-ουριδυλιωμένο τμήμα του ιικού RNA με δεσμό 

Ο4-(5’-ουριδύλιο)-τυροσίνης. Η VPg πιστεύεται ότι συμβάλλει στον πολλαπλασιασμό 

και εγκλεισμό του γενώματος στο καψίδιο, ενώ δεν είναι απαραίτητη για την 

μόλυνση κυττάρων από τους εντεροϊούς.. Το mRNA των εντεροϊών διαφέρει από το 

ιικό RNA μόνο στην έλλειψη της VPg. Τα ιικά mRNA που αλληλεπιδρούν με τα 

κυτταρικά ριβοσώματα δεν φέρουν τη VPg πρωτεΐνη, αλλά περιέχουν μόνο ουριδινο-

5’-φωσφορικό (pU) στα 5’ άκρα τους. Η VPg βρίσκεται στις νεοσυντιθέμενες RNA 

αλυσίδες του αντιγραφικού ενδιάμεσου RNA και στα αρνητικής πολικότητας RNAs, 

κάτι που οδήγησε στην ανακάλυψη ότι η VPg είναι ένας εκκινητής για τη σύνθεση 

του RNA [Nomoto A, et al (1977), Pettersson RF. et al (1978)].  

Η ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας απεκάλυψε αρχικά ότι οι 5’ μη-

κωδικές περιοχές των εντεροϊών είναι μακριές και υψηλά δομημένες. Η περιοχή αυτή 

του γονιδιώματος περιέχει αλληλουχίες που ελέγχουν την αντιγραφή και τη 

μετάφραση του γενώματος, ενώ η ύπαρξη δευτεροταγούς δομής φαίνεται να 

επηρεάζει τη σταθερότητα του RNA. Η 5’ μη-κωδική περιοχή περιέχει την εσωτερική 

ριβοσωμική θέση εισόδου (IRES-Internal Ribosome Entry Site) που κατευθύνει τη 

μετάφραση των mRNA με εσωτερική σύνδεση στα ριβοσώματα [Racaniello V. 

(2007)].  

 Βιοχημικές μελέτες που έγιναν σε μολυσμένα κύτταρα από πολιοϊούς, 

προέβλεψαν την παρουσία ενός μοναδικού και μεγάλου ανοιχτού πλαισίου 

ανάγνωσης (ORF) στο ιικό RNA, το οποίο επεξεργάζεται στη συνέχεια για να 

σχηματίσει τις μεμονωμένες ιικές πρωτεΐνες [Summers DF, Maizel JV (1968)]. Η 

υπόθεση αυτή επαληθεύτηκε όταν καθορίστηκε η νουκλεοτιδική αλληλουχία του 
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γενώματος των πολιοϊών, κάτι που αποκάλυψε ότι το ιικό RNA κωδικοποιεί για ένα 

μοναδικό ORF [Kitamura N. et al (1981)]. Παρόμοια στρατηγική γονιδιακής 

έκφρασης πραγματοποιείται κατά την αντιγραφή όλων των picornaviruses.  Η αρχική 

πολυπρωτεΐνη τεμαχίζεται κατά την μετάφραση, έτσι ώστε το πλήρες προϊόν να μην 

εμφανίζεται. Ο τεμαχισμός γίνεται από πρωτεϊνάσες που κωδικοποιούνται από το ιικό 

γένωμα για να αποδώσουν στο τέλος 11 με 12 τελικά προϊόντα τεμαχισμού. Μερικά 

από τα πρόδρομα ατεμάχιστα μόρια έχουν επίσης ορισμένες λειτουργίες κατά την 

αντιγραφή.  

Η πολυπρωτεΐνη χωρίζεται σε τρείς περιοχές: Ρ1, Ρ2 και Ρ3. Η Ρ1 περιοχή 

κωδικοποιεί για τις πρωτεΐνες του ιικού καψιδίου, ενώ οι Ρ2 και Ρ3 περιοχές 

κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην περαιτέρω πρωτεϊνική 

επεξεργασία (2
Αpro

, 3C
pro

, 3CD
pro

) και την αντιγραφή του γενώματος (2Β, 2C, 3AB, 

3B
VPg

, 3CD
pro

, 3D
pol

), ενώ ταυτόχρονα διατηρούνται φυλογενετικά περισσότερο από 

την περιοχή που κωδικοποιεί για τις δομικές-καψιδιακές πρωτείνες. (εικόνα 1.1.3.2) 

Η 3’ μη-κωδική περιοχή των εντεροϊών είναι μικρή, περίπου 72-100 

νουκλεοτίδια, και φέρει επίσης μια δευτεροταγή δομή, που εμπλέκεται στον έλεγχο 

της σύνθεσης του ιικού RNA [Jacobson SJ et al (1993)]. Η νουκλεοτιδική αυτή 

περιοχή αποτελεί το σημείο έναρξης για τη σύνθεση του κλώνου αρνητικής 

πολικότητας και είναι απαραίτητη για τη φυσιολογική αντιγραφή του ιικού RNA 

[Oberste et al.,(2006)]. Ωστόσο, δεν απαιτείται ολόκληρη η 3’ μη-κωδική περιοχή 

των εντεροϊών για τη μόλυνση των κυττάρων [Brown DM. et al (2005), Todd S. et al 

(1997)]. Τόσο το ιικό RNA όσο και το mRNA των εντεροϊών φέρει μια πολύ(Α) ουρά 

[Yogo Y, Wimmer E. (1972)]. Το αρνητικής πολικότητας RNA φέρει μια 5’ πολύ(U) 

ουρά, η οποία αντιγράφεται για να σχηματίσει την πολύ(Α) του θετικού κλώνου 

[Yogo Y. et al (1974)]. Ιικό RNA από το οποίο έχει αφαιρεθεί η πολύ(Α) ουρά δεν 

είναι πια μολυσματικό [Spector DH, Baltimore D. (1974)]. 
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1.1.3.2: Οργάνωση του γενώματος των εντεροϊών. Διάγραμμα του ιικού RNA γενώματος, με 

την VPg πρωτεΐνη στο 5’άκρο, το 5’UTR, τα γονίδια των δομικών και μη- δομικών 

πρωτείνών, την 3’ UTR και την πολύ(Α) ουρά. Η κωδική περιοχή χωρίζεται σε τρία τμήματα 

τις περιοχές Ρ1,Ρ2 και Ρ3. Η P1 κωδικοποιεί τις δομικές περιοχές του ιού, ενώ οι P2 και P3  

τις λειτουργικές περιοχές [De Jesus, (2007)]. 
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1.2 ΚΥΚΛΟΣ ΖΩΗΣ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΪΩΝ 

 

 Η αντιγραφή των εντεροϊών πραγματοποιείται στο κυτταρόπλασμα των 

κυττάρων. Το πρώτο βήμα είναι η σύνδεση σε ένα κυτταρικό υποδοχέα. Στη 

συνέχεια, το RNA απεκδύεται, μια διαδικασία που περιλαμβάνει δομικές αλλαγές στο 

καψίδιο. Μόλις, το θετικής πολικότητας ιικό RNA (λειτουργεί απευθείας ως mRNA), 

εισέλθει στο κυτταρόπλασμα, μεταφράζεται με σκοπό να παραχθούν ιικές πρωτεΐνες 

απαραίτητες για την αντιγραφή του ιικού γενώματος και την παραγωγή νέων 

ιοσωματίων. Οι ιικές πρωτεΐνες συνθέτονται από μια πρόδρομη πολυπρωτεΐνη, η 

οποία τεμαχίζεται κατά την σύνθεσή της. Οι τεμαχισμοί γίνονται κυρίως από δύο 

ιικές πρωτεϊνάσες: την 2A
pro

 και την 3C
pro

 ή 3CD
pro

. Μεταξύ όλων των πρωτεϊνών 

που συντίθενται είναι και η ιική RNA-εξαρτώμενη RNA πολυμεράση και οι 

βοηθητικές πρωτεΐνες οι οποίες απαιτούνται για την αντιγραφή του γενώματος και τη 

σύνθεση του mRNA. Το πρώτο βήμα της αντιγραφής του γενώματος είναι η 

αντιγραφή του θετικού RNA κλώνου. Κατά την αντιγραφή η ιική πολυμεράση 

συνθέτει αρχικά ένα συμπληρωματικό αρνητικής πολικότητας RNA κλώνο 

(ενδιάμεσο μορίο). Το βήμα αυτό ακολουθείται από την παραγωγή επιπρόσθετων 

θετικών κλώνων, χρησιμοποιώντας ως μήτρα το νεοσυντιθέμενο RNA αρνητικής 

πολικότητας. Πρόκειται για ένα σημαντικό βήμα στον κύκλο ζωής του ιού, που τον 

καθιστά ικανό για περαιτέρω μόλυνση. Τα γεγονότα αυτά συμβαίνουν σε μικρά 

μεμβρανικά κυστίδια που επάγονται από αρκετές ιικές πρωτεΐνες. Όταν πλέον ο 

αριθμός των πρωτεϊνών του καψιδίου είναι αρκετός, αρχίζει η καψιδίωση. Η 

πρόδρομη πρωτεΐνη Ρ1 τεμαχίζεται ώστε να παράγει ένα ανώριμο πρωτομερές, το 

οποίο στη συνέχεια συγκροτείται σε πενταμερή, σχηματίζοντας τελικά το 

εικοσαεδρικό καψίδιο. Τα νέο-συντεθειμένα, θετικής πολικότητας RNA εισέρχονται 

στα καψίδια  με τα πενταμερή  και σχηματίζουν το μολυσματικό ιό. Τελευταίο στάδιο 

στον κύκλο ζωής του ιού έχει η έξοδος του από τον κύτταρο ξενιστή, μέσω της 

διαδικασίας της λύσης. 

 Ο χρόνος που απαιτείται για έναν πλήρη κύκλο ενός εντεροϊού ποικίλλει από 

5 έως 10 ώρες, κάτι που εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, όπως η θερμοκρασία, το 

pH, το κύτταρο ξενιστής και η πολυπλοκότητα της μόλυνσης [Racaniello V. (2007)].  

 Τα στάδια του κύκλου ζωής που περιγράφηκαν πιο πάνω αναλύονται στη 

συνέχεια (εικόνα 1.2.1.1): 
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Εικόνα 1.2.1.1: Σύνοψη του κύκλου ζωής του εντεροϊού. Σύνδεση σε κυτταρικό υποδοχέα 

(1), είσοδος και απέκδυση του ιικού γενώματος (2). Αφαιρείται η VPg από το ιικό RNA, το 

οποίο στη συνέχεια μεταφράζεται (3). Η πολυπρωτεΐνη τεμαχίζεται κατά τη σύνθεσή της και 

παράγονται οι μεμονωμένες ιικές πρωτεΐνες (4). Η σύνθεση του RNA γίνεται σε μεμβρανικά 

κυστίδια. Ο ιικός (+) RNA κλώνος αντιγράφεται από τις ιικές RNA πολυμεράσες για να 

σχηματιστούν πλήρους μήκους (-) RNA κλώνοι (5), οι οποίοι αντιγράφονται στη συνέχεια για 

να παραχθεί επιπρόσθετο (+) RNA (6). Στα αρχικά στάδια της μόλυνσης, ο νέο-

συντεθειμένος (+) RNA κλώνος μεταφράζεται για να παράγει επιπρόσθετες ιικές πρωτεΐνες 

(7). Στα τελευταία στάδια της μόλυνσης, οι (+) κλώνοι εισέρχονται στο μορφογενετικό 

μονοπάτι (8). Τα νέο-συντεθειμένα ιικά σωμάτια απελευθερώνονται από το κύτταρο με 

λύση (9) [Hober et al., (2013)].   
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1.2.1 Προσκόλληση στον κυτταρικό υποδοχέα και είσοδος του ιού στο 

κύτταρο. 

 

Οι εντεροϊοί ξεκινούν τη μόλυνση των κυττάρων μέσω της προσκόλλησής  

τους σε έναν ή περισσότερους υποδοχείς στην επιφάνεια του κυττάρου ξενιστή. Οι ιοί 

έχουν προσαρμοστεί εξελικτικά για να χρησιμοποιούν τους υποδοχείς του κυττάρου, 

ως σημεία εισόδου στο κυτταρικό περιβάλλον. Οι εντεροϊοί χρησιμοποιούν μια 

μεγάλη ποικιλία από μόρια ως υποδοχείς, όπως πρωτεΐνες, υδρογονάνθρακες και 

γλυκολιπίδια  Η φύση των υποδοχέων αυτών παρέμενε άγνωστη μέχρι το 1989 που 

ταυτοποιήθηκε ο υποδοχέας των πολιοϊών (ΡVR) [Mendelsohn CL et al (1989)]. 

Στους περισσότερους εντεροϊούς, οι υποδοχείς συνδέονται με συντηρημένα αμινοξέα 

των VP1 και VP3, στη σχηματιζόμενη «αυλάκωση» και προκαλούν την αναδιάταξη 

του ιικού καψιδίου [Rossman et al. (2002)]. Παρόλα αυτά, η ύπαρξη και 

αλληλεπίδραση του ιού με τον υποδοχέα δεν καθιστά πάντα δυνατή την είσοδό του 

μέσα στο κύτταρο. Σε αυτή την περίπτωση απαιτείται η παρουσία ενός δεύτερου 

πρωτεϊνικού μορίου, του συνυποδοχέα. 

Πολλοί τύποι μορίων κυτταρικής επιφάνειας λειτουργούν ως κυτταρικοί 

υποδοχείς για τους picorna ιούς, όπου και μερικοί μοιράζονται μεταξύ μελών άλλων 

οικογενειών. H εξειδίκευση και έκφραση του υποδοχέα καθορίζει επίσης, εν μέρει, 

την παθογόνο δυναμική δράση ενός ιού, καθώς και τη φύση της ασθένειας που 

προκαλεί. Συγκεκριμένα για τους ευρέως μελετημένους πολιοϊούς, ο κυτταρικός 

υποδοχέας είναι ο CD155 ή PVR (poliovirus receptor). Η κλωνοποίηση του γονιδίου 

του υποδοχέα των πολιοϊών απεκάλυψε ότι ο υποδοχέας είναι μια διαμεμβρανική 

πρωτεΐνη και μέλος της υπεροικογένειας των ανασοσφαιρινών, με τρείς 

εξωκυτταρικές Ig-like περιοχές: μια ακραία μεμβρανική τύπου-V περιοχή 

ακολουθούμενη από δύο τύπου C2 περιοχές. Αποτελέσματα τριών διαφορετικών 

πειραμάτων έδειξαν ότι η πρώτη  Ig-like περιοχή είναι η περιοχή που φέρει τη θέση 

σύνδεσης των πολιοϊών [Koike S. et al (1991), Racaniello VR., Baltimore D. (1992)]. 

Μοντέλα των συμπλόκων πολιοϊών-PVR που παρήχθησαν από δεδομένα 

κρυοηλεκτρονικής μικροσκοπίας δείχνουν ότι η πρώτη περιοχή έρχεται σε επαφή με 

την επιφάνεια του ιού. 

Οι αύλακες στο καψίδιο των πολιοϊών περιλαμβάνουν τις θέσεις 

αλληλεπίδρασης με τους κυτταρικούς υποδοχείς. Οι αύλακες αυτές είναι πάρα πολύ 
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βαθιές ώστε να μην επιτρέψουν τη διείσδυση αντισωμάτων. Αυτό το φυσικό εμπόδιο 

πιστεύεται ότι κρύβει αμινοξέα, κρίσιμα για δέσμευση από το ανοσοποιητικό 

σύστημα του υποδοχέα. Μεταλλάξεις στα αμινοξέα που σχηματίζουν την αύλακα 

μπορούν να αλλάξουν την συγγένεια σύνδεσης με τους υποδοχείς [Colston E, 

Racaniello VR. (1994), Colston EM, Racaniello VR. (1995), Harber J. et al (1995), Liao 

S, Racaniello V. (1997)] 

  Η αλληλεπίδραση του εντεροϊού με τον υποδοχέα του οδηγεί σε μείζονες 

δομικές αλλαγές του ιού. Τα επακόλουθα σωματίδια που ονομάζονται altered ή 

σωμάτια Α, περιέχουν το ιικό RNA αλλά έχουν χάσει την εσωτερική πρωτεΐνη του 

καψιδίου VP4. Επιπροσθέτως, το Ν-άκρο της VP1, που συνήθως βρίσκεται στο 

εσωτερικό του καψιδίου, βρίσκεται πλέον στην επιφάνεια του σωματίου Α [Fricks 

CE, Hogle JM (1990)]. Η αλληλουχία αυτή της VP1 είναι υδροφοβική και τα 

σωμάτια Α έχουν μια αυξημένη συγγένεια προς τις μεμβράνες σε σχέση με τα 

ιοσωμάτια. Το λιπόφιλο Ν-άκρο της VP1 εισέρχεται στη συνέχεια στην κυτταρική 

μεμβράνη, σχηματίζοντας έναν πόρο μέσω του οποίου το ιικό RNA μπορεί να 

μεταφερθεί στο κυτταρόπλασμα. Το RNA δεν είναι γνωστό εάν εισέρχεται στο 

κυτταρόπλασμα από την κυτταρική μεμβράνη ή από την μεμβράνη των ενδοσωμάτων 

(ενδοκύτωση). Είναι όμως σίγουρο ότι η ενδοκύτωση από μόνη της δεν μπορεί να 

οδηγήσει στην απέκδυση του πολιοϊού, καθώς οι αλλαγές στην στερεοδιαμόρφωση 

του πολιοϊού που οδηγούν στην απέκδυσή του επάγονται από τον PVR [Racaniello V. 

(2007)]. 

 Δεν είναι γνωστό εάν η VP4 που απελευθερώνεται από το ιικό καψίδιο 

εγκαταλείπει το κύτταρο ή συμμετέχει στο σχηματισμό του πόρου. Είναι όμως 

ξεκάθαρο ότι η πρωτεΐνη αυτή απαιτείται στα αρχικά στάδια της εισόδου του ιού στο 

κύτταρο. Επιπλέον μελέτες έδειξαν, ότι η αποτελεσματικότητα της αλληλεπίδρασης 

μεταξύ των εντεροϊών και του PVR καθορίζεται, εν μέρει, από την αλληλουχία των 

αμινοξέων των αντιγονικών περιοχών και πιθανώς από την χωροταξική διαμόρφωση 

των αμινοξέων που βρίσκονται προσκείμενα σε αυτές τις περιοχές. 

Αξίζει να σημειωθεί, πως πολλοί από τους ιούς αυτούς χρησιμοποιούν 

συστήματα σηματοδότησης του κυττάρου-ξενιστή για την ενεργοποίηση σε 

συνυποδοχείς, την επαγωγή ενδοκυτταρικών αποκρίσεων αλλά και την επαγωγή 

ενδοκυτταρικών συνθηκών, ευνοϊκών για την μόλυνση. Η σηματοδότηση που ξεκινά 

στην κυτταρική μεμβράνη πιθανότατα μπορεί να συνεχίσει σε κυτταροπλασματικά 
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οργανίδια (πχ ενδοσώματα) [Kew O. et al (1993)]. Ανάλογα με τον ιό, τους υποδοχείς 

και το κύτταρο-ξενιστή, η αρχική σύνδεση στους υποδοχείς μπορεί να οδηγήσει σε 

ενεργοποίηση κινασών τυροσίνης ή άλλων κινασών, οι οποίες με τη σειρά τους, θα 

εκκινήσουν καταρράκτες αποκρίσεων στην πλασματική μεμβράνη, στο 

κυτταρόπλασμα και στον πυρήνα [Pelkmans L. et al (2004), Greber UF (2002), 

Tagawa A. et al (2005)]. Η επαγόμενη από τον ιό σηματοδότηση εξαρτάται από 

δεύτερους αγγελιαφόρους (phosphatidylinositides, διακυλογλυκεριδια, και 

ασβεστίου), και άλλους ρυθμιστές της μεταφοράς διαμέσου της κυτταρικής 

μεμβράνης. 

             Πολλοί από τους ιούς αυτής της κατηγορίας χρειάζονται μόνο την ύπαρξη 

ενός υποδοχέα για την είσοδό τους εντός της κυτταρικής μεμβράνης, ενώ παράλληλα,  

για την είσοδο άλλων απαιτείται η παρουσία ενός δεύτερου μορίου, που ονομάζεται 

συνυποδοχέας. Για παράδειγμα, μερικοί από τους Coxsackieviruses B χρησιμοποιούν 

ως συνυποδοχέα τους, τις ιντεγκρίνες, ενώ πολλοί echoviruses την μικροσφαιρίνη για 

την πιο γρήγορη είσοδό τους εντός του κυττάρου. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.2.1.2: Μοντέλο εισόδου των εντεροϊών στο κύτταρο. Το αρχικό ιοσωμάτιο 

προσδένεται στον PVR και υφίσταται μια αλλαγή στην διαμόρφωση επαγόμενη από τον 

υποδοχέα, η οποία οδηγεί στην παραγωγή των τροποποιημένων σωμάτιων Α. Το ιικό RNA 

εξέρχεται από το σωμάτιο από την πλασματική μεμβράνη ή διαμέσω  των 

ενδοσωμάτων.[Viral Zone] 
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1.2.2 Μετάφραση του ιϊκού  RNA και επεξεργασία της ιϊκής 

πολυπρωτεΐνης 

 

         Κατά την είσοδό του στο κυτταρόπλασμα το θετικής πολικότητας RNA πρέπει 

να μεταφραστεί καθώς δεν μπορεί να αντιγραφεί από κάποια κυτταρική RNA 

πολυμεράση. Το θετικής πολικότητας RNA δεν φέρει δομές 5’-καλύπτρας, είναι 

όμως συνδεδεμένο με την VPg πρωτεΐνη, η οποία αφαιρείται κατά την είσοδο του 

RNA στο κύτταρο [Ambros V, Baltimore D. (1980)]. Η αλληλούχιση του θετικού 

κλώνου του πολιοϊού αποκάλυψε μια αμετάφραστη περιοχή 741 νουκλεοτιδίων στο 

5’ άκρο που περιέχει εφτά AUG κωδικόνια [Kitamura N. et al (1981), Racaniello VR, 

Baltimore D. (1981)], κάτι που αργότερα βρέθηκε και σε άλλους picornaviruses, 

δείχνοντας και την ύπαρξη υψηλά δομημένων RNA-δομών [Rivera et al., (1988), 

Skinner et al., (1989)]. Έτσι διαπιστώθηκε ότι τα ριβοσώματα δεν ανιχνεύουν τις 5’-

αμετάφραστες περιοχές, αλλά δεσμεύονται σε μια εσωτερική αλληλουχία. Η 

αλληλουχία αυτή που προάγει τη σύνδεση με την 40S ριβοσωμική υπομονάδα 

ονομάστηκε εσωτερική θέση εισόδου του ριβοσώματος IRES (Internal Ribosome 

Entry Site). 

 Τα IRES των ιών έχουν κατηγοριοποιηθεί σε πέντε ομάδες με βάση ένα 

αριθμό κριτηρίων όπως: η αρχική αλληλουχία, η δευτεροταγής δομή, η τοποθεσία του 

κωδικονίου έναρξης και η ενεργότητα σε διάφορα κύτταρα. Μπορούμε να 

διακρίνουμε 2 τύπους IRES στους picorna ιούς. Τον τύπο Ι όπου ανήκουν οι 

εντεροϊοί και οι ρινοϊοί, τον τύπο ΙΙ στον οποίο συγκαταλέγονται οι καρδοιοί και 

αφθοϊοί . Στα τύπου Ι IRES το κωδικόνιο έναρξης βρίσκεται 50 με 100 νουκλεοτίδια 

πριν το 3’-άκρο του IRES. 

Η έναρξη της μετάφρασης μέσω του τύπου Ι IRES περιλαμβάνει τη σύνδεση 

της 40S ριβοσωμικής υπομονάδας στο IRES και την ανίχνευση του κωδικονίου 

έναρξης. Η 40S υπομονάδα μπορεί να συνδεθεί απ’ ευθείας στο RNA, ή 

στρατολογείται στο IRES μέσω αλληλεπίδρασης με μεταφραστικές πρωτεΐνες 

έναρξης. Στην δεύτερη περίπτωση, η 40S υπομονάδα στρατολογείται στο IRES μέσω 

αλληλεπίδρασης με την eIF3 συνδεδεμένη στην C- τελική περιοχή της eIF4G, που 

συνδέεται απευθείας στο IRES (εικόνα 1.2.2.1). 

Υπάρχει μία μικρή διατήρηση νουκλεοτιδικής αλληλουχίας μεταξύ των IRES. 

Τα IRES των picorna ιών περιέχουν εκτεταμένες περιοχές δευτερεύουσας 
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δευτεροταγούς δομής του RNΑ, που δεν είναι αυστηρά συντηρημένες μεταξύ των  

εντεροϊών αλλά είναι ζωτικής σημασίας για τη δέσμευση του ριβοσώματος. Ένα 

μοτίβο που είναι συντηρημένο μεταξύ των IRES των picorna ιών, είναι μία 

αλληλουχία GNRA (G, γουανίνη Ν, οποιοδήποτε νουκλεοτίδιο R, πουρίνη Α, 

αδενίνη) στη θηλεία IV του τύπου Ι. Ένα άλλο συντηρημένο στοιχείο είναι ένα 

μοτίβο ΥN-Xm-AUG, στο οποίο η Yn είναι μία περιοχή πλούσια σε πυριμιδίνη και 

το Xm είναι ένα διάστημα (spacer) 15 έως 25 νουκλεοτιδίων  που ακολουθείται από 

ένα κωδικόνιο AUG. 

Οι πρωτεΐνες των εντεροϊών συνθέτονται από τη μετάφραση ενός μοναδικού, 

μεγάλου ORF που κωδικοποιείται από το θετικής πολικότητας ιικό RNA γένωμα και 

ακολουθεί τεμαχισμός της πολυπρωτεΐνης από πρωτεϊνάσες που κωδικοποιούνται 

από τον ιό. Η στρατηγική αυτή επιτρέπει τη σύνθεση πολλαπλών πρωτεϊνικών 

προϊόντων από ένα μοναδικό RNA. Η πολυπρωτεΐνη δεν είναι εμφανής στα 

μολυσμένα κύτταρα καθώς επεξεργάζεται κατά τη σύνθεσή της. Η πρόδρομη 

πολυπρωτεΐνη επεξεργάζεται από ενδομοριακές αντιδράσεις (in cis) που ονομάζονται 

αρχικοί τεμαχισμοί, ακολουθούμενοι από δευτερεύουσες επεξεργασίες in cis ή in 

trans (διαμοριακές). Το γένωμα των εντεροϊών κωδικοποιεί για τρεις πρωτεϊνάσες: 

την Lpro, την 2Α
pro

 και την 3C
pro 

ή 3CD
pro 

[Racaniello V. (2007)]. 

Σε μολυσμένα με εντεροϊό κύτταρα ο αρχικός τεμαχισμός της πολυπρωτεΐνης 

μεταξύ Ρ1 και Ρ2 γίνεται από την 2Α
pro

. Διάφορες κυτταρικές πρωτεΐνες 

πρωτεολύονται από την 2Α
pro

, όπως οι eIF4GI, eIF4GII και Pabp. Στην πρόδρομη 

πρωτεΐνη των εντεροϊών, η θέση τεμαχισμού για την 2Α
pro

 είναι μεταξύ της τυροσίνης 

και της γλυκίνης. Η 3C
pro 

είναι η πρωτεινάση που κάνει τον αρχικό τεμαχισμό μεταξύ 

2C και 3Α περιοχής. Σε αντίθεση με την 2Α
pro

, η 3C
pro 

τεμαχίζει και σε δεύτερο 

στάδιο τα Ρ1 και Ρ2 πρόδρομα μόρια. Η 3C
pro

 των εντεροϊών τεμαχίζει μόνο 

διπεπτίδια Gln-Gly.  

 

Εικόνα 1.2.2.1: Μοντέλα σχηματισμού 

συμπλόκων έναρξης της μετάφρασης. Πάνω 

φαίνεται η 5’-καλύπτρα- εξαρτώμενη έναρξη 

ενώ κάτω φαίνεται η IRES-εξαρτώμενη έναρξη 

της μετάφρασης. Το eIF3-40S σύμπλοκο 

στρατολογείται στο RNA μέσω αλληλεπίδρασης 

του eIF4G με το IRES.[ Knipe DM, Howley PM. 

(2007)] 
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Τόσο η 3C
pro 

όσο και η 2Α
pro

 είναι ενεργές στο πολυπεπτίδιο κατά τη σύνθεσή 

του και απελευθερώνονται από την πολυπρωτεΐνη με αυτό-τεμαχισμό. Αφού 

απελευθερωθούν οι πρωτεϊνάσες, τεμαχίζουν την πολυπρωτεΐνη in trans. Ο αρχικός 

τεμαχισμός στον καταρράκτη επεξεργασίας της πολυπρωτεΐνης ξεκινάει με την 

απελευθέρωση του Ρ1 πρόδρομου από την συντιθέμενη Ρ2-Ρ3 μέσω της 2Α
pro

. Στη 

συνέχεια η 3CD
pro 

απελευθερώνεται από το Ρ3 πρόδρομο με αυτοκαταλυτικό 

τεμαχισμό. Η πρωτεινάση αυτή, που περιέχει ολόκληρη την αλληλουχία της ιικής 

RNA πολυμεράσης, κάνει δευτερεύοντες τεμαχισμούς στα διπεπτίδια γλουταμινικού-

γλυκίνης στον πολιοϊό τύπου 1 πιο αποτελεσματικά σε σχέση με την 3C
pro

. Τόσο η 

3C
pro

 όσο και η 3CD
pro

 επεξεργάζονται τις πρωτεΐνες των Ρ2 και Ρ3 περιοχών με 

παρόμοια δραστικότητα. Σε μία αλληλουχία γεγονότων διάσπασης in-trans από την 

3CD
pro

, οι μη-δομικές πρωτεΐνες 2A, 2BC, 3AB, 2B, 2C, 3A, 3B (VPg), 3C
pro

 , 3D
pol

 

και οι πρωτεΐνες του καψιδίου VP0, VP1 και VP3 απελευθερώνονται από τις 

πρόδρομες μορφές τους. Η 3D
pol

 αλληλουχία μέσα στην 3CD
pro

 απαιτείται για την 

αναγνώριση δομικών μοτίβων στην κατάλληλα διαμορφωμένη Ρ1, επιτρέποντας 

δραστική επεξεργασία από το 3C
pro

 μέρος του ενζύμου. Στο τελευταίο στάδιο της 

πρωτεόλυσης, που συμβαίνει κατά την συναρμολόγηση των ιικών σωματιδίων, η  

VP0 τεμαχίζεται, πιθανόν μέσω ενός αυτοκαταλυτικού μηχανισμού, ώστε να παράγει 

τις VP4 και VP2. Η παρουσία πολλαπλών δράσεων σε μια μοναδική πρωτεΐνη δεν 

υπάρχει στις ευκαρυωτικές πρωτεϊνάσες και είναι ένα παράδειγμα του πως η 

χωρητικότητα των μικρών ιικών γενωμάτων μπορεί να μεγιστοποιηθεί [Racaniello V. 

(2007)].  

Εικόνα 1.2.2.2: Πρωτεόλυση της πολυπρωτεΐνης. Ο τεμαχισμός της αρχικής πολυπρωτεΐνης 

αρχικά σε τρεις περιοχές Ρ1,Ρ2 και Ρ3, στη συνέχεια στα ενδιάμεσα των ιικών πρωτεϊνών 

και τέλος στις τελικές πρωτεΐνες του ιού.[Knipe DM, Howley PM. (2007)]  
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1.2.3 Αντιγραφή του ιικού RNA 

  

 Με την ολοκλήρωση της μετάφρασης του ιικού γενώματος και την έκφραση 

των ιικών γονιδίων, το ιικό RNA χρησιμεύει σαν μήτρα για την παραγωγή ενός 

συμπληρωματικού μορίου RNA(-) πολικότητας, το οποίο χρησιμοποιείται σαν 

εκμαγείο για τη σύνθεση πολλών νέων κλώνων RNA θετικής πολικότητας της 

θυγατρικής γενιάς [Murray and Barton, (2003)]. Ένα απλό μοντέλο της αντιγραφής 

θα μπορούσε να είναι το εξής: ιικό RNA(+)→σύνθεση RNA(-)→RF→ σύνθεση 

RNA(+)→RI→ RNA(+)  όπου RF (replicative form) δίκλωνο RNA πλήρους μήκους 

και RI (replicative intermediate) κλώνος RNA(-) μερικά υβριδισμένος σε πολλαπλούς 

αναπτυσσόμενους κλώνους RNA(+). Η σύνθεση του ιικού RNA είναι ασύμμετρη. Η 

σύνθεση των θετικών κλώνων είναι σχεδόν 30 με 

50 φορές μεγαλύτερη σε σχέση με την σύνθεση 

των αρνητικών [Giachetti C, Semler BL (1991), 

Novak JE, Kirkegaard K. (1991)]. 

 Το ένζυμο που καταλύει την αντίδραση 

της αντιγραφής είναι η RNA εξαρτώμενη RNA 

πολυμεράση. Η RNA πολυμεράση του ιού (3D
pol

) 

παράγεται έπειτα από τεμαχισμό της πρόδρομης 

πρωτεΐνης 3CD
pro

, η οποία είναι άκρως δραστική 

ως πρωτεϊνάση αλλά δεν έχει δράση 

πολυμεράσης (εικόνα 1.2.3.1).  

Η 3D
pol

 είναι ένα ένζυμο που εξαρτάται από 

εκκινητή. Σε πειράματα in vitro η 3D
pol 

δεν 

αντιγράφει το RNA των ιών χωρίς έναν ολίγο(U) 

εκκινητή. Τον ρόλο του εκκινητή στους 

εντεροϊούς έχει η πρωτεΐνη VPg, η οποία είναι 

συνδεδεμένη στο ιικό RNA, αλλά επίσης και στο 

5’-άκρο τον νεοσυντιθέμενων θετικών και 

αρνητικών κλώνων. Η VPg αρχικά ουριδιλιώνεται και στη συνέχεια επεκτείνεται έτσι 

ώστε να σχηματίσει πολύ(U). Το εκμαγείο για την ουριδιλίωση της VPg είναι μια 

δομή  φουρκέτας του RNA, το cre (cis-acting replication element), που βρίσκεται 

στην κωδική περιοχή των εντεροϊών [Rieder E. et al (2000), Paul AV. et al (2000), 

Εικόνα 1.2.3.1: Ο μηχανισμός 
αντιγραφής του ιικού RNA. 
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Yin J et al. (2003)]. Υπάρχουν ενδείξεις ότι η cre-εξαρτώμενη ουριδιλίωση της VPg 

γίνεται μόνο κατά τη σύνθεση των θετικών κλώνων και όχι στη σύνθεση των 

αρνητικών [Morasco BJ. et al (2003), Murray KE, Barton DJ. (2003)].   

 Η σύνθεση  του ιικού γενώματος γίνεται  στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων 

ξενιστών. Μία μόλυνση με εντεροϊό οδηγεί σε αναδιάταξη των ενδοκυτταρικών 

μεμβρανών των μολυσμένων κυττάρων. Έτσι το ΕΔ και το σύμπλεγμα Golgi 

καταστρέφονται κατά τη διαδικασία αυτή και το       κυτταρόπλασμα γεμίζει με 

κυστίδια διπλής μεμβράνης [Schlegel A. et al (1996)]. Η ιική σύνθεση του RNA 

γίνεται στην επιφάνεια των κυστιδίων αυτών [Cho MW et al (1994), Egger D. et al 

(2000)]. Ο μεμβρανικός εντοπισμός των ιικών πρωτεϊνών αντιγραφής του RNA 

διασφαλίζει υψηλές τοπικές συγκεντρώσεις των συστατικών της αντιγραφής, 

αυξάνοντας τα επίπεδα δραστικότητας των αντιδράσεων της αντιγραφής.  

Τουλάχιστον δύο ιικές πρωτεΐνες, η 2C και 3AB, φέρουν το σύμπλοκο της 

αντιγραφής στα μεμβρανικά κυστίδια. Η 3ΑΒ είναι μια υδρόφοβη πρωτεΐνη που 

αγκυροβολεί τον πρωτεϊνικό εκκινητή VPg στην μεμβράνη για τη σύνθεση του RNA. 

Η 3AB δεσμεύει την 3D
pol 

και την 3CD
pro

, στρατολογώντας έτσι το σύμπλοκο της 

αντιγραφής στις μεμβράνες. Η πρωτεΐνη 2C φέρει μια RNA-δεσμευτική περιοχή, η 

οποία επίσης θα μπορούσε να αγκυροβολήσει το ιικό RNA στις μεμβράνες και στο 

σύμπλοκο της αντιγραφής [Echeverri AC. et al (1995)]. 

 

 

 

Εικόνα 1.2.3.2: Μοντέλο αλλαγής μεταξύ 

μετάφρασης και σύνθεσης του (-)RNA 

κλώνου. Οι ιικές πρωτεΐνες 3CDpro, VPg, 

PABP και PCBP αλληλεπιδρούν μεταξύ 

τους και με τα άκρα του RNA, 

σχηματίζοντας ένα κυκλικό RNP. Κατά την 

αναστολή της μετάφρασης, αρχικά, 

απομακρύνονται τα ριβοσώματα από το 

ιικό RNA. Στη συνέχεια, η VPg-pUpU 

αλληλεπιδρά με το 3’ άκρο του ιικού RNA 

και σχηματίζει το κυκλικό πρωταρχικό 

RNA σύμπλοκο αντιγραφής. Η σύνθεση 

του (-)RNA κλώνου ξεκινάει με την 

επιμήκυνση του VPg-pUpU από την 3Dpol. 

[ Knipe DM, Howley PM. (2007)] 
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Το γενωμικό RNA των ιών δεν λειτουργεί μόνο ως mRNA αλλά και ως μήτρα 

για τη σύνθεση του αρνητικής πολικότητας RNA. Πιστεύεται ότι υπάρχει ένας 

μηχανισμός που αποτρέπει την ταυτόχρονη διεξαγωγή και των δυο διαδικασιών, 

δηλαδή της μετάφρασης του mRNA και της σύνθεσης των αρνητικών κλώνων RNA. 

Προτάθηκε έτσι ένας μηχανισμός όπου η δομή cloverleaf (τριφυλλιού) στο 5’ άκρο 

της μη κωδικής περιοχής του (+)RNA ρυθμίζει, πότε το RNA αντιγράφεται και πότε 

μεταφράζεται. Στο μοντέλο αυτό, στις αρχές της μόλυνσης, η σύνδεση της πολύ-r(C)-

δεσμευτικής πρωτεΐνης (PCBP-βοηθητική κυτταρική πρωτεΐνη) στην δομή αυτή 

επάγει τη μετάφραση. Όταν η 3CD
pro

 συντεθεί, δεσμεύεται στη δομή cloverleaf, 

καταστέλλει την μετάφραση και επάγει τη σύνθεση του RNA. Ωστόσο, από 

πειραματικά στοιχεία, προκύπτει ότι ορισμένες φορές οι δυο αυτές διαδικασίες 

συμβαίνουν ταυτόχρονα, με αποτέλεσμα τη σύγκρουση της RNA πολυμεράσης με το 

ριβόσωμα [Gamarnik AV, Andino R. (1998)]. 

 

1.2.4 Καψιδίωση και απελευθέρωση νέων ιικών σωματιδίων 

 

Κατά τη σύνθεση της Ρ1 πρωτεΐνης, της πρόδρομης καψιδιακής πρωτεΐνης, 

σχηματίζονται οι κεντρικές περιοχές β-βαρελιού και οι διαμοριακές αλληλεπιδράσεις 

μεταξύ των επιφανειών των περιοχών αυτών οδηγούν στο σχηματισμό των δομικών 

μονάδων.  Όταν η Ρ1 απελευθερώνεται από την 2Α πρωτεΐνη, οι δεσμοί VP0-VP3 και 

VP3-VP1 τεμαχίζονται από την πρωτεϊνάση 3CDpro. Αυτές οι θέσεις τεμαχισμού 

βρίσκονται σε ευέλικτες περιοχές μεταξύ των β-βαρελιών. Στο ώριμο καψίδιο, το 

καρβοξυτελικό άκρο της VP1, VP2 και VP3 βρίσκονται στην εξωτερική επιφάνεια 

του καψιδίου, ενώ το αμινοτελικό άκρο τους βρίσκεται στο εσωτερικό, όπου 

συμμετέχουν σε ένα εκτεταμένο δίκτυο αλληλεπιδράσεων μεταξύ των πρωτομερών. 

Η επεξεργασία αυτή παράγει το πρώτο συγκροτημένο ενδιάμεσο, το 5S πρωτομερές, 

την ανώριμη δηλαδή δομική μονάδα αποτελούμενη από ένα αντίγραφο των VP0, VP3 

και VP1. Πέντε   πρωτομερή στη συνέχεια σχηματίζουν ένα πενταμερές. 
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  Το τελευταίο μορφογενετικό βήμα 

περιλαμβάνει τον τεμαχισμό των περισσότερων 

VP0 μορίων σε VP4 και VP2. Η πρωτεϊνάση 

που πραγματοποιεί αυτόν τον τελευταίο 

τεμαχισμό ωρίμανσης δεν έχει ταυτοποιηθεί 

ακόμα. Ο δεσμός της VP0 που κόβεται 

βρίσκεται στο εσωτερικό των άδειων καψιδίων 

και ώριμων ιοσωματίων και δεν είναι προσιτός 

σε ιικές ή κυτταρικές πρωτεϊνάσες [Novak JE, 

Kirkegaard K. (1991)]. 

 Η διαδικασία καψιδίωσης του εντεροϊού 

είναι πολύ ειδική, καταλήγοντας στο 

πακετάρισμα μόνο των θετικών κλώνων RNA 

και όχι των ιικών mRNA, αρνητικών ιικών 

RNA ή οποιουδήποτε κυτταρικού RNA 

[Nomoto A. et al (1977), Novak JE, Kirkegaard 

K. (1991)]. Επιπλέον μελέτες έδειξαν, ότι η 

καψιδίωση του ιικού γονιδιώματος συνδέεται με 

τη σύνθεση του RNA, και θα μπορούσε να 

εξηγήσει γιατί μόνο τα RNA που περιέχουν 

VPg καψιδιώνονται. 

 Κατά τη σύνθεσή της, η Ρ1 πρόδρομη 

καψιδιακή πρωτεΐνη, συνδέεται  με μυριστικό 

οξύ , σε ένα κατάλοιπο γλυκίνης στο 

αμινοξυτελικό άκρο της VP4 [Chow M. et 

al.,(1987)]. Οι ομάδες μυριστικού, που 

σχηματίζουν μέρος του δικτύου αλληλεπιδράσεων μεταξύ των υπομονάδων, όταν τα 

πρωτομερή συγκροτούνται σε πενταμερή, συγκεντρώνονται γύρω από τον πενταπλό 

άξονα συμμετρίας και σταθεροποιούν τον β-κύλινδρο που σχηματίζεται από τα 

αμινοξυτελικά άκρα πέντε αντιγράφων της VP3. Μεταλλάξεις υποδεικνύουν ότι οι 

ομάδες μυριστικού διαδραματίζουν ρόλο στη σταθεροποίηση των πενταμερών και 

έτσι των ιικών σωματιδίων [Ansardi DC. et al., (1994), Marc D. et al., (1989), 

Moscufo N, Chow M. (1992)] 

Εικόνα 1.2.4.1: Μορφογένεση του 

εντεροϊού. Η πρόδρομη πρωτεΐνη Ρ1 

τεμαχίζεται σε VP0+VP3+VP1 

πρωτεΐνες οι οποίες σχηματίζουν το 

πρωτομερές 5S. Τα πρωτομερή 

σχηματίζουν τα πενταμερή 14S και 

αυτά με τη σειρά τους τα άδεια ιικά 

καψίδια 80S. Τέλος, το (+)RNA 

εισέρχεται στο καψίδιο και η VP0 

τεμαχίζεται σε VP2+VP4 σχημα-

τίζοντας έτσι το μολυσματικό 160S 

ιοσωμάτιο.[Wimmer E. (1996)]  
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    Κάτω από πειραματικές συνθήκες ο κύκλος ζωής των εντεροϊών είναι πολύ 

γρήγορος, καταλήγοντας στο θάνατο του κυττάρου ξενιστή. Είναι κοινώς αποδεκτό 

ότι οι εντεροϊοί εξέρχονται από το κύτταρο ξενιστή μέσω λύσης [Tucker S.P. et al 

(1993)]. Όταν τα κύτταρα μολυνθούν παραγωγικά με εντεροϊό, αναπτύσσουν τις 

χαρακτηριστικές μορφολογικές αλλοιώσεις, γνωστές και ως κυτταροπαθογόνες 

επιδράσεις. Αυτές περιλαμβάνουν τη συμπύκνωση της χρωματίνης, τον 

πολλαπλασιασμό των μεμβρανώδων κυστιδίων, αλλαγές στη διαπερατότητα της 

μεμβράνης, διαρροή ενδοκυτταρικών συστατικών και τη σταδιακή αποικοδόμηση 

ολόκληρου του κυττάρου.  

 

1.3 ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ 

 

           Η ιική παθογένεια είναι η διαδικασία που 

λαμβάνει χώρα όταν ένας ιός μολύνει έναν ξενιστή. 

Μιλώντας για ιούς, αναφερόμαστε σε υποχρεωτικά 

ενδοκυτταρικά παράσιτα των ζωντανών κυττάρων 

και των ιστών. Τα κύτταρα που στοχεύονται από 

ιούς κατά την μόλυνση επιβιώνουν, 

διαφοροποιούνται, και λειτουργούν σε έναν ιστό 

που έχει μια περίπλοκη σχέση με άλλους ιστούς και 

φυσιολογικές διεργασίες στον ανέπαφο ξενιστή.  

           Η παθογένεση ως όρος αναφέρεται συχνά 

στην επαγωγή της ασθένειας από έναν ιό, παρά τη 

διαδικασία της μόλυνσης. 

           Η ιϊκή παθογένεια είναι το ολοκληρωμένο 

αποτέλεσμα πολλών πολύπλοκων παραγόντων που 

είναι μοναδικοί για ένα συγκεκριμένο ιό, ένα 

συγκεκριμένο είδος, και ένα συγκεκριμένο ξενιστή. 

Η αλληλεπίδραση αυτών των παραγόντων 

καθορίζει την φύση της λοίμωξης, κατά πόσο 

μπορεί να οδηγήσει σε ασθένεια, αλλά και τη 

σοβαρότητα αυτής. 

Εικόνα 1.4.1: Μοντέλο του 

Sabin για την παθογένεια των 

πολιοϊών[Melnick JL (1990)] 
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Οι εντεροϊοί πολλαπλασιάζονται στον λεμφικό ιστό του φάρυγγα και στο 

λεπτό έντερο και προκαλείται ιαιμία, που οδηγεί σε περαιτέρω πολλαπλασιασμό του 

ιού σε κύτταρα του ενδοθηλιακού συστήματος και τελικά στο όργανο-στόχο. Ο 

χρόνος από την είσοδο του ιού στο σώμα έως την έναρξη της αντίστοιχης ασθένειας, 

είναι συνήθως 7 – 14 ημέρες, αλλά μπορεί να κυμαίνεται από 2 – 35 ημέρες, σε 

ακραίες περιπτώσεις. Μετά τη μόλυνση με εντεροϊό, ο ιός εκκρίνεται στα κόπρανα 

για 8 εβδομάδες και είναι παρών στο φάρυγγα για 1 – 2 εβδομάδες. Εντεροϊοί έχουν 

απομονωθεί εκτός από κόπρανα και φαρυγγικά επιχρίσματα και από 

εγκεφαλονωτιαίο υγρό, από το νωτιαίο μυελό, από τον εγκέφαλο, την καρδιά, τον 

επιπεφυκότα και από πληγές του δέρματος ή από βλεννώδεις μεμβράνες των ασθενών 

[Melnick JL. (1990)]. 

Οι κλινικές εκδηλώσεις των εντεροϊών ποικίλουν από ασυμπτωματικές 

μολύνσεις μέχρι την εκδήλωση μυοκαρδίτιδας, εγκεφαλοπάθειας αλλά και χαλαρής 

παράλυσης. Η έκβαση της κλινικής εικόνας έπειτα από μόλυνση με εντεροϊούς 

σχετίζεται  με την ηλικία αλλά και το ανοσολογικό επίπεδο του ασθενούς [G.Palacios 

and MS Oberste (2005)]. 

 

 

1.4 ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ 

 

Μελέτες της μοριακής παραλλαγής ιικών πρωτεϊνών ή νουκλεϊνικών οξέων, 

προσφέρουν σημαντικές επιδημιολογικές πληροφορίες για ιογενείς ασθένειες. 

Μοριακές επιδημιολογικές μελέτες έχουν βοηθήσει στην κατανόηση των 

εντεροϊών καθώς: 

Α. παρέχουν την ευκαιρία για αναμφισβήτητη ταυτοποίηση του στελέχους  

Β. παρέχουν γνώσεις σχετικά με την κατάταξη των εντεροϊών και την 

ταξινόμησή τους 

Γ. διευκρινίζουν την προέλευση των κρουσμάτων. 

Για τους εντεροϊούς, η κύρια επιδημιολογική μέθοδος που χρησιμοποιείται για 

την άμεση ανάλυση της γενετικής παραλλαγής  είναι η αλληλούχιση. Η μέθοδος αυτή 

μπορεί να προσδιορίσει ομοιότητες και μικρές διαφορές μόνο μεταξύ στενών 

στελεχών ιών. Η εισαγωγή της τεχνικής αυτής και η εφαρμογή της στη μελέτη των 

απομονώσεων άγριων στελεχών εντεροϊών από διαφορετικά μέρη του κόσμου έχει 
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επεκτείνει σημαντικά την επιδημιολογική δύναμη των  μοριακών μελετών [Rico-

Hesse R. et al (1987)]. 

Η τεχνολογία αλληλούχισης έχει εφαρμοστεί πιο διεξοδικά σε μελέτες PV, 

όπου η πληροφορία έχει αποδειχθεί πολύτιμη, για την υποστήριξη του παγκόσμιου 

προγράμματος εξάλειψης της πολιομυελίτιδας [Kew O. et al (1993), Kew OM et al 

(1995)]. Από τις μελέτες αυτές, είναι δυνατόν να προσδιοριστεί (α) εάν ένα 

απομονωμένο στέλεχος πολιοϊού σχετίζεται με τον ιό του εμβολίου, (β) ομοιότητες 

μεταξύ των απομονώσεων σε μια επιδημία, και (γ) διαφορές μεταξύ των προϊόντων 

απομόνωσης από διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές. Συγκρίνοντας τις αλλαγές που 

παρατηρούνται μεταξύ των στελεχών του ιού,  μπορεί να προσδιοριστεί η 

γεωγραφική και χρονική προέλευση ενός ιού  [Lipskaya G. et al (1995), Mulders MN 

et al (1995), Zheng DP. et al (1993)]. 

Μοριακές επιδημιολογικές μελέτες χρησιμοποιώντας την αλληλούχιση έχουν 

αναφερθεί για CVB1, CVB5, ΕV30, και EV71 [Brown BA et al (1999), Drebot MA 

et al (1999), Kopecka H. et al (1995), Oberste MS et al (1999)]. Οι γονότυποι του 

Echovirus 30 έχουν δείξει μία αλληλεπικαλυπτόμενη διαδοχή μεταξύ των 

απομονώσεων από τις Ηνωμένες Πολιτείες [Oberste MS et al (1999)].  

Αντίθετα στην Ελλάδα, έχουν αναφερθεί διάφορα περιστατικά ανά περιοχές. 

Πιο συγκεκριμένα, ένα από τα στελέχη που ευθύνονταν για τα περιστατικά  της 

άσηπτης μηνιγγίτιδας το 2007 ήταν το Ε6 [Logotheti Maria et al (2007), 

Z.Kyriakopoulou et al (2011)]. Το 2001 ανιχνεύθηκαν τα στελέχη ΕV30/EV13/E7, 

που προκάλεσαν άσηπτη μηνιγγίτιδα, στην περιοχή της κεντρικής Ελλάδας. 

[Christine Kottaridi et al (2005), Nikolaos Siafakas et al (2004)]. 

 

1.5  ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΕΞΕΛΙΞΗΣ ΤΩΝ ΕΝΤΕΡΟΙΩΝ 

Η γενετική αλλαγή είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την εξέλιξη. Οι 

μηχανισμοί οι οποίοι ευθύνονται για την μεγάλη γενετική ποικιλομορφία των 

εντεροϊών είναι δύο: i) οι μεταλλάξεις που συμβαίνουν κατά την αντιγραφή του ιικού 

RNA, αλλά  και ii) ο μοριακός ανασυνδυασμός [Domingo E, Holland JJ. (1997)]. 

 

1.5.1  Μεταλλάξεις 

Με τον όρο μετάλλαξη αναφερόμαστε σε μία εντοπισμένη, συχνά 

κληρονομήσιμη μεταβολή της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας ενός νουκλεϊκού οξέος. 
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Οι μεταλλάξεις μπορεί να προκύψουν είτε από χημικές βλάβες στα ϊικά γενώματα, 

είτε από διάφορα κυτταρικά ένζυμα (APOBEC), που μπορεί να εμπλέκονται σε 

κυτταρικές λειτουργίες επεξεργασίας και αποτελούν μέρος ενός έμφυτου μηχανισμού 

άμυνας έναντι των ιογενών λοιμώξεων [Sheehy AM et al (2002)]. 

 Ο υψηλός ρυθμός συσσώρευσης μεταλλάξεων (4,5Χ 10
-4 

μεταλλάξεις ανά 

βάση ανά κύκλο αντιγραφής) οφείλεται στην επιρρεπή σε λάθη RNA-εξαρτώμενη 

RNA πολυμεράση (3D
pol

) η οποία υπολογίζεται ότι έχει συχνότητα λάθους ένα στα 

10
3
 έως 10

4 
νουκλεοτίδια ανά κύκλο αντιγραφής και στην απουσία επιδιορθωτικών 

μηχανισμών. Ο υψηλός ρυθμός συσσώρευσης μεταλλάξεων αποτελεί χαρακτηριστικό 

όλων των RNA λυτικών ιών. Αυτό το χαρακτηριστικό έχει ως συνέπεια την εξέλιξη 

των εντεροϊών και οδηγεί στην αντιγραφή τους κοντά στο όριο της καταστροφής  

[Wimmer E. et al., (1993)]. Ο υψηλός ρυθμός συσσώρευσης μεταλλάξεων οδηγεί και 

στην ύπαρξη πληθυσμών πολλών διαφορετικών γενοτύπων που χαρακτηρίζονται 

ως‘quasi-species’ (περίπου είδη). Ο όρος αυτός έχει εισαχθεί για να περιγράψει το 

φαινόμενο της ύπαρξης μιας μεγάλης ομάδας συσχετιζόμενων γονιδιωμάτων, που 

έχουν γενικά μία κοινή αλληλουχία νουκλεοτιδίων, αλλά διαφέρουν μεταξύ τους σε 

μία ή περισσότερες περιοχές [Domingo et al., (1985)]. Αυτή η γενετική ετερογένεια 

επιτρέπει στους εντεροϊούς να προσαρμόζονται γρήγορα σε ένα νέο περιβάλλον.  

 Οι νουκλεοτιδικές υποκαταστάσεις αποτελούν τις συχνότερες μεταλλάξεις. 

Μεταξύ αυτών, οι μεταπτώσεις (η αντικατάσταση πυριμιδίνης από πυριμιδίνη ή 

πουρίνης από πουρίνη) αποτελούν το 80% των μεταλλάξεων, ενώ το υπόλοιπο 20% 

είναι μεταστροφές (η αντικατάσταση πυριμιδίνης από πουρίνη ή το αντίθετο). Η 

μετάλλαξη Α→G  είναι η πιο συχνά παρατηρούμενη. Οι υπόλοιπες μεταλλάξεις όπως 

ελλείψεις και διπλασιασμοί είναι πιο σπάνιες [Figlerowicz M. et al., (2003)].  

 Ένα ενδιαφέρον χαρακτηριστικό της εξέλιξης του γενώματος των εντεροϊών  

είναι ο διαφορετικός ρυθμός εξέλιξης των διαφόρων περιοχών του. Υπάρχουν 

κάποιοι περιορισμοί όσον αφορά τις αντικαταστάσεις αμινοξέων σε συγκεκριμένες 

περιοχές των δομικών πρωτεϊνών (π. χ στις περιοχές αυτές που εμπλέκονται στην 

αλληλεπίδραση με τον υποδοχέα ή στην αλληλεπίδραση με τα ενεργά κέντρα ιικών 

ενζύμων). Η διατήρηση της αλληλουχίας σε αυτές τις περιοχές οφείλεται στο γεγονός 

ότι δεν είναι εκτεθειμένες στο εξωτερικό του καψιδίου και συνεπώς ξεφεύγουν της 

αντιγονικής πίεσης. Αντίθετα, οι περιοχές των δομικών πρωτεϊνών που συμμετέχουν 

στον σχηματισμό των αντιγονικών θέσεων χαρακτηρίζονται από υψηλό ρυθμό 
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συσσώρευσης νουκλεοτιδικών και αμινοξικών υποκαταστάσεων λόγω της 

αντιγονικής πίεσης που υφίστανται. Αποτέλεσμα αυτού, είναι ότι ο ιός μπορεί να 

διαφύγει της αναγνώρισης από το ανοσοποιητικό σύστημα του οργανισμού.  Επίσης,  

υπάρχουν διάφορα cis-acting γενετικά στοιχεία που εμπλέκονται στην ιική αντιγραφή 

(cloverleaf και CRE) ή στην ιική μετάφραση (IRES) και δέχονται ακόμα πιο μικρή 

εξελικτική πίεση. Συγκεκριμένα, σε αυτά τα γενετικά στοιχεία είναι συχνό το 

φαινόμενο της συν-μεταβλητότητας  (covariance) κατά το οποίο έχουμε διατήρηση 

χαρακτηριστικών δευτεροταγούς δομής μεταξύ διαφορετικών ιών, παρά τις 

νουκλεοτιδικές διαφορές τους ( λόγω μεταλλάξεων).  

Γενικά, μία μετάλλαξη μπορεί να μειώνει ή να αυξάνει την αρμοστικότητα 

του ιού για μία συγκεκριμένη οικολογική θέση ή να την αφήνει ανεπηρέαστη. Η 

εγκαθίδρυση μεταλλάξεων που παρέχουν ένα επιλεκτικό πλεονέκτημα είναι εύκολα 

κατανοητή στα πλαίσια της θετικής επιλογής του Δαρβίνου. Αντίθετα, μεταλλάξεις 

που παρέχουν ένα επιλεκτικό μειονέκτημα εξαλείφονται μέσω της αρνητικής 

επιλογής [Domingo E., Holland J.J (1997)].    

Ένας άλλος πιθανός μηχανισμός που ερμηνεύει τον διαφορετικό ρυθμό 

εξέλιξης των διαφόρων γενωμικών περιοχών ενός εντεροϊού είναι ο ομοτυπικός 

ανασυνδυασμός μεταξύ διαφορετικών συνυπαρχόντων γενεαλογιών, ο οποίος όμως 

δεν μπορεί να αναγνωριστεί. Η ευκολία με την οποία συμβαίνει ο ετεροτυπικός 

ανασυνδυασμός δείχνει ότι ο ομοτυπικός συμβαίνει ακόμα πιο συχνά [Cherkasova et 

al., (2002)]. 

 

1.5.2 Ανασυνδυασμός 

 Ο γενετικός ανασυνδυασμός αποτελεί έναν πιο ισχυρό μηχανισμό εξέλιξης 

από τις μεταλλάξεις, καθώς μπορεί να μεταφέρει έναν ορισμένο αριθμό ιδιοτήτων σε 

έναν ιό με ένα και μόνο γεγονός [Guillot et al.,(2000)]. Με τον όρο ανασυνδυασμό 

αναφερόμαστε στον σχηματισμό νέων, ομοιοπολικά συνδεδεμένων συνδυασμών 

γενετικού υλικού προερχόμενα, είτε από δύο διαφορετικά πατρικά γενώματα, είτε 

από διαφορετικές πλευρές του ίδιου γενώματος. Πρόκειται για έναν πολύ σημαντικό 

μηχανισμό γενετικής ποικιλομορφίας, που συμβάλλει σε πολύ σημαντικές και 

κρίσιμες φυσιολογικές και αναπτυξιακές διαδικασίες των κυττάρων. Γενετικός 

ανασυνδυασμός έχει βρεθεί τόσο στους DNA όσο και στους RNA ιούς [Boehmer PE, 
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Nimonkar AV. (2003), King AMQ (1988), Nagy PD, Simon AE. (1997) , Domingo 

E. (2006) Plyusnin A. et al., (2002)]. 

Μελέτες προσδιόρισαν ότι η ανταλλαγή γενετικών στοιχείων συμβαίνει με 

συχνότητα ισότιμη με αυτή της ενσωμάτωσης μεταλλάξεων κατά την αντιγραφή, και 

επίσης ότι η συχνότητα του ανασυνδυασμού εξαρτάται από το βαθμό της ομολογίας 

μεταξύ των πατρικών RNA κλώνων και από την απόσταση μεταξύ των γενετικών 

δεικτών. Ιn vivo μελέτες έδειξαν ότι το 10-20% των ιικών γενωμάτων μπορεί να 

υφίστανται γενετικό ανασυνδυασμό κατά τη διάρκεια ενός μόνο κύκλου 

αναδιπλασιασμού [Duggal et al., (1997)]. Το ποσοστό του ανασυνδυασμού ποικίλλει 

μεταξύ των διαφόρων ιών. 

Η ικανότητα λειτουργίας της RNA-πολυμεράσης, οι αμινοξικές 

υποκαταστάσεις στο ένζυμο, η πρωτογενής ακολουθία του RNA αλλά και η ομολογία 

ακολουθίας μεταξύ του αρχικού κλώνου και του κλώνου-δέκτη επηρεάζουν την 

εμφάνιση ανασυνδυασμού στο ιικό RNA [G.Palacios and MS Oberste (2005)]. 

O ανασυνδυασμός διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην εξέλιξη των RNA ιών. 

Ευνοεί την εξάλειψη δυσμενών μεταλλάξεων που συσσωρεύονται κατά την ιική 

αντιγραφή οδηγώντας στην διατήρηση ενός γενοτύπου αγρίου τύπου. Επίσης, 

συμβάλλει στην δημιουργία ιικών στελεχών καλύτερα προσαρμοσμένων για 

επιβίωση όπως π.χ. η βελτιωμένη ικανότητά τους να αντιγράφονται στον 

γαστρεντερικό σωλήνα σε σχέση με τα πατρικά στελέχη. Τέλος, επιταχύνει την 

εξέλιξη μέσω της ανταλλαγής ολόκληρων γενετικών μονάδων μεταξύ διαφορετικών 

στελεχών του ίδιου (homotypic) ή και διαφορετικών οροτύπων (heterotypic) 

[Kyriakopoulou et al., (2010), Dedepsidis et al., (2008), Kottaridi et al., (2007)].    

Έχουν προταθεί δύο διαφορετικοί πιθανοί μηχανισμοί που οδηγούν σε 

γενετικό ανασυνδυασμό:  

 

1.5.2.1 Αντιγραφικός Μηχανισμός ή Μηχανισμός Αλλαγής Μήτρας 

(replicative) 
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Σύμφωνα με το μηχανισμό αυτό το 

εκμαγείο αλλάζει κατά τη διάρκεια της 

αντιγραφής δηλαδή η σύνθεση του 

συμπληρωματικού κλώνου ξεκινά πάνω σε ένα 

ιικό RNA και ξαφνικά σταματά και συνεχίζει 

ξανά πάνω σε ένα άλλο ιικό RNA. Γι’ αυτό το 

λόγο αυτός ο μηχανισμός είναι γνωστός και ως 

μηχανισμός αλλαγής μήτρας (template switch). Η 

ιική 3D πολυμεράση χρησιμοποιεί για τη 

σύνθεση του κλώνου αρνητικής πολικότητας σαν 

καλούπι τον κλώνο θετικής πολικότητας του ιού. 

Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός 

δίκλωνου μορίου RNA, γνωστό ως αντιγραφικό 

ενδιάμεσο. Ωστόσο κατά τη σύνθεση του 

αρνητικού  κλώνου η ιική πολυμεράση μπορεί να 

συναντήσει κάποιο εμπόδιο, με αποτέλεσμα την 

αποδέσμευσή της μαζί με τον νεοσυντιθέμενο 

RNA κλώνο αρνητικής πολικότητας, από τον 

θετικής που χρησιμοποιείται σαν καλούπι, τη 

δέσμευσή τους σε περιοχές υψηλής ομολογίας 

ενός διαφορετικού κλώνου θετική πολικότητας, που θα αποτελεί το νέο καλούπι και 

την ολοκλήρωση της σύνθεσης του αρνητικού κλώνου. Το εμπόδιο μπορεί να 

αποτελεί είτε μία σταθερή δευτεροταγή RNA δομή [Romanova et al.,(1986)], είτε η 

προσθήκη λάθος νουκλεοτιδίου από την ιική πολυμεράση στον νεοσυντιθέμενο 

RNAκλώνο [Pilipenko et al.,(1995)]. Όταν η μετάβαση από το ένα στο άλλο εκμαγείο 

είναι ακριβής, ο ανασυνδυασμός είναι ομόλογος [Kirkegaard and Baltimore,(1986)]. 

Αντίθετα, μία μη ακριβής μετάβαση οδηγεί σε μη-ομόλογο ανασυνδυασμό όπως π.χ. 

σε ελλείψεις και διπλασιασμούς. Αυτού του είδους ο ανασυνδυασμός είναι πιο 

πιθανός στις μη-κωδικές περιοχές του ιικού γενώματος. Ο ανασυνδυασμός συμβαίνει 

κατά την σύνθεση των (-) RNA κλώνων για δύο κυρίως λόγους. Η συχνότητα του 

ανασυνδυασμού εξαρτάται σημαντικά από την διαθεσιμότητα των RNA μορίων που 

δρουν ως δέκτες και οι (+) RNA κλώνοι σε σύγκριση με τους (-) RNA κλώνους είναι 

πολύ περισσότεροι στο κυτταρόπλασμα των μολυσμένων κυττάρων. Επίσης οι (-

Εικόνα 1.5.2.1: Μηχανισμός αλλαγής 

μήτρας για τον ανασυνδυασμό 

μεταξύ RNA γενωμάτων. Οι μαύρες 

γραμμές αντιστοιχούν στα δύο RNA 

μόρια. Οι αυτοσυμπληρωματικές 

περιοχές παριστάνονται ως a και a’. 

Η διακεκομένη γραμμή αντιστοιχεί 

στο νεοσυντιθέμενο RNA μόριο 

[AgolV.I. (1997)]   

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/06/2024 17:23:18 EEST - 3.142.124.227



29 

 

)RNA κλώνοι βρίσκονται μέσα στο κύτταρο σε δίκλωνη μορφή (replicative 

intermediate) και σε αυτή τη  μορφή δεν είναι διαθέσιμοι για να δράσουν ως 

εκμαγεία. Όσον αφορά τον αντιγραφικό μηχανισμό, πρέπει να υπάρχουν κάποιοι 

παράγοντες που διευκολύνουν τον τερματισμό της RNA σύνθεσης πάνω στο πρώτο 

εκμαγείο, τον διαχωρισμό του αναπτυσσόμενου κλώνου (πιθανόν μαζί με την RNA 

πολυμεράση) και την αναγνώριση της σωστής θέσης σύνδεσης πάνω στο δεύτερο 

εκμαγείο. Ο πρώιμος τερματισμός της RNA σύνθεσης είναι πιθανόν ότι προκαλείται 

από κάποιες  δευτεροταγείς δομές του εκμαγείου ή/και από την ενσωμάτωση ενός μη-

συμπληρωματικού νουκλεοτιδίου. Ο εμπλουτισμός μιας RNA περιοχής με U (και 

πιθανόν Α) είναι πιθανόν ότι διευκολύνει τον διαχωρισμό του αναπτυσσόμενου RNA 

κλώνου μετά τον πρώιμο τερματισμό [Agol V.I. (2002)]. Είναι πιθανόν ότι η ακριβής 

αναγνώριση της θέσης σύνδεσης πάνω στο δεύτερο εκμαγείο εξασφαλίζεται από την 

αλληλεπίδραση μεταξύ του 3’ άκρου του αναπτυσσόμενου κλώνου και της 

συμπληρωματικής περιοχής του δεύτερου εκμαγείου. Ωστόσο, αυτή η αλληλεπίδραση 

φαίνεται πως εμπλέκει μόνο λίγα νουκλεοτίδια και έτσι η σύνδεση μπορεί εύκολα να 

είναι μη ακριβής λόγω των πολλαπλών μικρών επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών 

στο ιικό RNA. Ένας παράγοντας που ενδεχομένως μπορεί να φέρει τις κατάλληλες 

περιοχές των δύο εκμαγείων κοντά είναι ο σχηματισμός ενός ετεροδιμερούς από 

ανεστραμμένες επαναλήψεις που αντιστοιχούν σε ομόλογες περιοχές φουρκετών 

(εικόνα 1.5.2.1) [Agol V.I. (1997)].  

 

1.5.2.2  Μη-αντιγραφικός μηχανισμός (non-replicative) 

Σύμφωνα με το μηχανισμό αυτό, ένα ανασυνδυασμένο RNA γένωμα 

προκύπτει από την σύνδεση προσυντεθειμένων RNA τμημάτων προερχόμενων από 

την διάσπαση διαφορετικών πατρικών RNA μορίων. Θεωρητικά υπάρχουν τρεις 

πιθανοί τρόποι με τους οποίους μπορεί να προκύπτουν αυτά τα RNA τμήματα: i) από 

την πρώιμη λήξη της αντιγραφής, ii) από την αποικοδόμηση του ιικού RNA από 

κυτταρικές RNases, iii) από δραστικότητα ριβοενζύμου του ίδιου του ιικού RNA 

[Agol V.I. (2002)].  Κατόπιν, η σύνδεση των RNA τμημάτων είναι πιθανόν ότι 

εμπλέκει είτε μία RNA λιγάση είτε κάποια δραστικότητα ριβοενζύμου [de Quadros 

CA et al (1992), Domingo E. et al (2006), Gmyl AP et al (2003), King AMQ. et al 

(1988) , Nagy PD, Simon AE. et al (1997), Plyusnin A. et al (2002)]. 
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2 ΣΤΟΧΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ   

 

Στόχος της παρούσας μελέτης ήταν η κινητική ανίχνευσης  του αρνητικού και 

θετικού κλώνου του ιού Sabin 1, μέσω μίας ειδικής stem-loop reverse transcription 

PCR σε κύτταρα Rd  και η συσχέτιση της ανίχνευσης αυτής με τις κυτταρικές 

αλλοιώσεις που προκαλεί ο ιός Sabin 1 βάσει των  CCID50 που χρησιμοποιήθηκαν για 

τον ενοφθαλμισμό της κυτταρικής σειράς Rd. 
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3 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

3.1 ΜΟΛΥΝΣΗ ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ – ΤΙΤΛΟΠΟΙΗΣΗ ΙΟΥ 

 

Στο πειραματικό μέρος της πτυχιακής εργασίας χρησιμοποιήθηκε το 

εμβολιακό στέλεχος Sabin 1. Η κυτταρική σειρά Rd (rhabdomyosarcoma) 

χρησιμοποιήθηκε για την ανάπτυξη του στελέχους. Αρχικά, πραγματοποιήθηκαν 

διαδοχικές αραιώσεις του Sabin 1, με σκοπό την απόκτηση του στελέχους σε τρεις 

διαφορετικές συγκεντρώσεις 10
5
, 1, και 10

-2 
CCID50. Με τον όρο CCID50 

αναφερόμαστε στον τίτλο του ιού που μπορεί να προκαλέσει καταστροφή της 

κυτταροκαλλιέργειας στο 50% αυτής. Απαραίτητος ήταν ο έλεγχος ποιότητας 

κυτταρικής σειράς Rd, έτσι ώστε να είναι δυνατή η μόλυνσή της από το δείγμα ιού, 

ενώ ταυτόχρονα το δείγμα του ιού αποψύχθηκε. Για τη μόλυνση, τα κύτταρα 

αναπτύσσονται σε θρεπτικό υλικό D-MEM με 1% περιεκτικότητα σε Fetal Bovine 

Serum (FBS). Πραγματοποιήθηκε μεταφορά 100 μl  από την κυτταροκαλλιέργεια Rd 

(D-MEM 2%) σε κάθε πηγαδάκι σε μία μικροπλάκα 96-θέσεων και έπειτα από την 

μόλυνση της μικροπλάκας, ακολούθησε επώαση στους 37 
0
C. Παράλληλα, 

παρατηρούσαμε καθημερινά για εμφάνιση πλήρους κυταροπαθογόνου δράσης 

(cytopathic effects-CPE).  

         

 

3.2 ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΚΑΙ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

 

Με σκοπό την μελέτη της κινητικής της αντιγραφής του ιού, πραγματοποιήθηκαν 

9 διαφορετικές απομονώσεις (κύτταρα και υπερκείμενο) από την μικροπλάκα 

κυτταροκαλλιέργειας για κάθε μία από τις διαφορετικές συγκεντρώσεις του ιού. Πιο 

συγκεκριμένα, 100 μl του στελέχους Sabin 1, προστέθηκαν σε μικροπλάκα 96 

θέσεων. Μία ώρα μετά τη μόλυνση (p.i), πραγματοποιήθηκαν δύο πλύσεις της 

μικροπλάκας με το υλικό κυτταροκαλλιέργειας D-MEM. Tο στάδιο αυτό ήταν 

απαραίτητο, για να απομακρυνθούν όσα ιικά σωμάτια δεν μπόρεσαν να προσδεθούν 

στους κυτταρικούς υποδοχείς και επομένως να εισέλθουν μέσα στα κύτταρα. Έπειτα, 
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ακολουθήθηκε η διαδικασία των απομονώσεων  στα κύτταρα αλλά και στο 

υπερκείμενο στις παρακάτω ώρες μετά τη μόλυνση : 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h, 24h, 

48h αλλά και στους 72h p.i.  

 

 

3.3 ΕΚΧΥΛΙΣΗ ΤΟΥ ΙΙΚΟΥ RNA 

 

H εκχύλιση του ιικού γενετικού υλικού (RNA) έγινε σύμφωνα με το  

πρωτόκολλο RNeasy mini kit της QIAGEN. Συγκεκριμένα, ύστερα από φυγοκέντρηση 

του κάθε δείγματος για 5 λεπτά σε 300g, προστέθηκαν 350μl RLT και 

πραγματοποιήθηκε vortex και ομογενοποίηση για 1min. Στη συνέχεια προστέθηκαν 

350μl 70% αιθανόλης και ο συνολικός όγκος των 700ml τοποθετήθηκε σε μία στήλη 

όπου και ακολούθησε φυγοκέντρηση για 15 δευτερόλεπτα στα 8000g. Μετά την 

αφαίρεση του υλικού που προέκυψε από την φυγοκέντρηση, προστέθηκαν 700 ml 

RWI και φυγοκεντρήθηκαν για 15 δευτερόλεπτα στα 8000g. Μετά την αφαίρεση του 

υλικού, προστέθηκαν 500 ml RPE δύο φορές και φυγκεντρήθηκαν για 2 λεπτά στα 

8000g. H στήλη μεταφέρθηκε σε νέο tube 1.5 ml και το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 

50μl RNase free water. Το RNA των δειγμάτων φυλάχθηκε στους -20
 ο

C για 

μελλοντική χρήση.    

 

 

3.4 ΣΧΕΔΙΑΣΜΟΣ ΕΙΔΙΚΩΝ ΕΚΚΙΝΗΤΙΚΩΝ ΜΟΡΙΩΝ 

 

Στην παρούσα μελέτη, έξι εκκινητικά μόρια (primers) χρησιμοποιήθηκαν. Η 

αλληλουχία, πολικότητα αλλά και η θέση πρόσδεσης τους στο ιικό RNA 

απεικονίζονται στο Πίνακα 1. Για την ανίχνευση του κλώνου αρνητικής πολικότητας 

(κλειδί στην αντιγραφή του ιού) σχεδιάστηκαν δύο primers. Πιο συγκεκριμένα, ο 

EntNS3-RT είναι ένας DNA-ολιγομερής εκκινητής με μία χαρακτηριστική δομή 

stem-loop (φουρκέτας) στο 5'-άκρο. Περιέχει επίσης και μία ειδική ιική αλληλουχία 

στο 3'-άκρο του (εικόνα 3.4.1) . Μόλις ολοκληρωθεί η διαδικασία της RT, ακολουθεί 

η PCR με το εκκινητικό ζεύγος EntNS1-f/UC53-flap. Ο εκκινητής EntNS1-f 

σχεδιάστηκε με τέτοιο τρόπο ώστε να συνδέεται απόλυτα πάνω σε ένα συγκεκριμένο  
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Πίνακας 3.4.1: Εκκινητικά μόρια που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη, πληροφορίες για την 

αλληλουχία τους, τη θέση πρόσδεσής τους, και τη πολικότητά τους 

Primer Αλληλουχία   Θέση  Πολικότητα 

EntNS3-RT 5’- TGTGcgttccccgccgtcgcacTTCTGTTT -3’ 176-182 Antisense 

EntNS1-F 5’- cgttccccgccgtcgcac -3’ - Sense 

UG52-Flap 5’- aataaatcataaCAAGCACTTCTGTTTCCCCGG -3’ 168-188 Sense 

UC53-Flap 5’- aataaatcataaTTGTCACCATAACCAGCCA -3’ 588-606 Antisense 

ENV-1 5’- GATTGTCACCATAAGCAGC -3’ 580-598 Antisense  

ENV-2 5’- CCCCTGAATGCGGCTAATC -3’ 451-469 Sense  

 

σημείο του EntNS3-RT (πάνω στη δομή stem loop), καθώς παρουσιάζουν την ίδια 

νουκλεοτιδική αλληλουχία, όπως φαίνεται και στον Πίνακα 1. Οι υπόλοιποι 

εκκινητές έχουν προσχεδιαστεί από τα μέλη του Εργαστηρίου Μικροβιολογίας και 

Ιολογίας, με σκοπό την ανίχνευση όλων των εντεροιών. Το εκκινητικό ζεύγος UG52-

flap/UC53-flap, που χρησιμοποιείται για τον έλεγχο ύπαρξης εντεροιού (ανίχνευση 

θετικού κλώνου) περιέχει μία 5' αλληλουχία flap, αποτελούμενη κυρίως από ΤΑ 

επαναλήψεις. Η ιδιατερότητα αυτή βελτιώνει τη ειδικότητα της μεθόδου [Afonina I. 

et al (2007)]. Τέλος το εκκινητικό ζεύγος ENV-1/ENV-2 χρησιμοποιήθηκε για τη 

διαδικασία της Nested-PCR και την ανίχνευση μόνο του αρνητικού κλώνου, καθώς 

στις χαμηλές συγκεντρώσεις του ιού, ήταν αδύνατη η ανίχνευση του μέσω της απλής 

PCR. Όλα τα εκκινητικά μόρια που χρησιμοποιήθηκαν στόχευαν στην 5'-UTR των 

εντεροιών.  

 

 

 

 

  

Εικόνα 3.4.1: Σχηματική απεικόνιση 

του εκκινητικού μορίου που 

χρησιμοποιήθηκε στην RT για την 

ανίχνευση του αρνητικού κλώνου 

(ΕntNS3-RT). Στο 5’-άκρο ύπαρχει μία 

δομή στελέχους θηλιάς, ενώ στο 3’-

άκρο μία ειδική ιική αλληλουχία 
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3.5 ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ (RT) 

 

Επειδή το γενετικό υλικό των εντεροϊών είναι RNA, η διαδικασία της 

αντίστροφης μεταγραφής κατά την οποία το RNA μετατρέπεται σε cDNA είναι 

απαραίτητη προκειμένου να ακολουθήσει PCR για την ενίσχυση της περιοχής του 

γενώματος που μας ενδιαφέρει. Δύο διαφορετικές διαδικασίες RT 

πραγματοποιήθηκαν, μία για κάθε κλώνο ξεχωριστά. 

 O συνολικός όγκος της κάθε αντίδρασης είναι 20 μl. Αρχικά προετοιμάζεται 

μίγμα το οποίο περιέχει για κάθε αντίδαση 1μl specific primer (Macrogen, North 

Korea) (50pmol) ανάλογα με τον κλώνο που θέλουμε να ανιχνεύσουμε (EntNS3-RT 

και UC53-flap για την ανίχνευση του αρνητικού και θετικού κλώνου αντίστοιχα), 1μl 

dNTPs (2mM) και ddH2O (5μl/tube). Σε eppendorf των 500μl προστέθηκαν 7μl/tube 

του παραπάνω μίγματος και 5μl από το ιικό RNA (από την εκχύλιση). Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση και επώαση των eppendorf στους  65
 ο

C για 5 λεπτά σε 

θερμοκυκλοποιητή Εppendorf. Μετά την επώαση, τα eppendorf τοποθετούνται στον 

πάγο και προετοιμάζεται το δεύτερο μίγμα το οποίο περιέχει για κάθε αντίδραση 4μl  

first strand Buffer (5X) , 2μl DTT (0,01M), 0,5μl RNAse out (20U), 0,5μl Superscript 

II (100U) (Invitrogen, Life Technologies Paisley, UK) και 1μl ddH2O. Αφού 

προστέθηκαν 8μl του δεύτερου μίγματος σε κάθε eppendorf, πραγματοποιήθηκε 

φυγοκέντρηση και εν συνεχεία ακολούθησε επώαση διαδοχικά σε δύο διαφορετικές 

συνθήκες: 50 λεπτά στους 42
 ο
C και 15 λεπτά στους 70

 ο
C. 

 

 

3.6 ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR) 

 

          Όλες οι αντιδράσεις της PCR πραγματοποιήθηκαν στο (Eppendorf-

Mastercyclerl). Η ανίχνευση και στις δύο περιπτώσεις (αρνητικός και θετικός 

κλώνος) γίνεται στην 5'-UTR γενωμική περιοχή, καθώς αποτελεί την πιο 

συντηρημένη περιοχή των εντεροϊών. Συγκεκριμένα για την ανίχνευση του αρνητικού 

κλώνου, χρησιμοποιήθηκε το ζεύγος εκκινητών EntNS1-f/UC53 flap με το μέγεθος 

του αναμενόμενου προϊόντος να είναι στις 438 bp, ενώ για την ανίχνευση του θετικού 

κλώνου χρησιμοποιήθηκε το ζεύγος UG52-flap/UC53-flap με το αντίστοιχο μέγεθος 

προϊόντος να είναι στις 450 bp. Αρχικά προετοιμάζεται ένα μίγμα από το οποίο 
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προστίθενται σε κάθε μικροσωληνάριο 47μl. Αυτά τα 47μl αποτελούνται από: 5μl 

διαλύματος dNTPs (τελικής συγκέντρωσης 1mM), 1 μl MgCl2 (τελικής 

συγκέντρωσης 2mM), 5μl ρυθμιστικού διαλύματος (Taq Buffer 1x), 0.2 μl από τον 

κάθε εκκινητή (10pmol), 0.1 μl από Taq Polymerase (ΚAPABiosystems) (0.5 Unit 

ενζύμου) και ddH2O μέχρι τελικού όγκου 47μl. Τέλος σε κάθε μικροσωληνάριο 

προστέθηκαν 3μl cDNA.  Κατόπιν τα μικροσωληνάρια τοποθετήθηκαν στον θερμικό 

κυκλοποιητή στις εξής συνθήκες:  

 

 

ΓΙΑ ΑΡΝΗΤΙΚΗΣ ΠΟΛΙΚΟΤΗΤΑΣ ΚΛΩΝΟ 

 

 

ΓΙΑ ΘΕΤΙΚΗΣ ΠΟΛΙΚΟΤΗΤΑΣ ΚΛΩΝΟ 

 

 

 

 

  

1 κύκλο 2 λεπτά στους 95 
ο
C για την αποδιάταξη του cDNA 

40 κύκλους 

 

-30 δευτερόλεπτα στους 95
 ο

C για την αποδιάταξη 

του cDNA. 

-30 δευτερόλεπτα στους 55
 ο

C, για τον υβριδισμό 

των εκκινητών 

-30 δευτερόλεπτα στους 72
 ο

C για την επιμήκυνση 

των κλώνων από την Taq πολυμεράση 

1 κύκλο 
2 λεπτά στους 72

 ο
C για την επιμήκυνση των 

ημιτελών κλώνων 

1 κύκλο 2 λεπτά στους 95 
ο
C για την αποδιάταξη του cDNA 

45 κύκλους 

 

-30 δευτερόλεπτα στους 95
 ο

C για την αποδιάταξη 

του cDNA. 

-30 δευτερόλεπτα στους 63
 ο

C, για τον υβριδισμό 

των εκκινητών 

-30 δευτερόλεπτα στους 72
 ο

C για την επιμήκυνση 

των κλώνων από την Taq πολυμεράση 

1 κύκλο 
2 λεπτά στους 72

 ο
C για την επιμήκυνση των 

ημιτελών κλώνων 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/06/2024 17:23:18 EEST - 3.142.124.227



36 

 

3.7 NESTED PCR 

 

Η Nested-PCR είναι μία διαδικασία που προσφέρει μεγαλύτερη ευαισθησία 

και ειδικότητα από την απλή PCR. Βασικό μεινέκτημα της είναι η αυξημένη 

πιθανότητα εμφάνισης επιμολύνσεων. H παραπάνω διαδικασία εφαρμόστηκε για την 

ανίχνευση μόνο του κλώνου αρνητικής πολικότητας, καθώς ήταν αδύνατος ο 

εντοπισμός του σε πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις του ιού. Χρησιμοποιήθηκε το 

εκκινητικό ζεύγος ENV-1/ENV-2 με αντίστοιχο μέγεθος προιόντος στις 148 bp. 

Αρχικά προετοιμάζεται ένα μίγμα από το οποίο προστίθενται σε κάθε 

μικροσωληνάριο 47μl. Αυτά τα 47μl αποτελούνται από: 5μl διαλύματος dNTPs 

(τελικής συγκέντρωσης 1mM), 1 μl MgCl2 (τελικής συγκέντρωσης 2mM), 5μl 

ρυθμιστικού διαλύματος (Taq Buffer 1Χ), 0.2 μl από τον κάθε εκκινητή (10pmol), 0.1 

μl από Taq Polymerase (ΚAPABiosystems) (0.5 Unit ενζύμου) και ddH2O μέχρι 

τελικού όγκου 47μl Τέλος σε κάθε μικροσωληνάριο προστέθηκαν 3μl από το προιόν 

της πρώτης PCR. Οι συνθήκες κάτω από τις οποίες πραγματοποιήθηκε η διαδικασία 

είναι οι εξής: 

 

 

 

3.8 ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ PCR ΚΑΙ NESTED-PCR 

 

Για την ηλεκτροφόρηση των PCR προϊόντων χρησιμοποιήθηκε πηκτή 

αγαρόζης σε συγκέντρωση 2%, ενώ για τα προιόντα της NESTED-PCR 

χρησιμοποιήθηκε πηκτή σε συγκέντρωση 3%. Συγκεκριμένα, 1,2 και 1,8 gr αγαρόζης 

αντίστοιχα (Invitrogen Ultra-Pure Gel Agarose) μαζί με 60ml ΤΒΕ (Tris-Boric acid-

1 κύκλο 2 λεπτά στους 95 
ο
C για την αποδιάταξη του DNA 

30 κύκλους 

 

-30 δευτερόλεπτα στους 95
 ο

C για την αποδιάταξη 

του DNA. 

-30 δευτερόλεπτα στους 55
 ο

C, για τον υβριδισμό 

των εκκινητών 

-30 δευτερόλεπτα στους 72
 ο

C για την επιμήκυνση 

των κλώνων από την Taq πολυμεράση 

1 κύκλο 
2 λεπτά στους 72

 ο
C για την επιμήκυνση των 

ημιτελών κλώνων 
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EDTA) αναμίχτηκαν, σε κωνική φιάλη των 250 ml. Ακολούθησε θέρμανση σε 

φούρνο μικροκυμάτων για περίπου 1 min, ώστε να λιώσει η αγαρόζη. Όταν το 

διάλυμα έφτασε σε θερμοκρασία περίπου 40°C προστέθηκε ποσότητα βρωμιούχου 

αιθιδίου (EtBr2) τέτοια ώστε η τελική του συγκέντρωση να είναι 1 μg/ml. Το 

βρωμιούχο αιθίδιο παρεμβάλλεται μεταξύ των ζευγαριών βάσεων του δίκλωνου 

DNA, φθορίζοντας σε μήκος κύματος 290 nm. Στη συνέχεια το διάλυμα 

τοποθετήθηκε σε ειδική θήκη ηλεκτροφόρησης προκειμένου να πήξει. 

Μετά τον σχηματισμό της πηκτής αγαρόζης, 10 μl από κάθε PCR προϊόν 

αναμιγνύονται με 2 μl χρωστικής κυανό της βρωμοφαινόλης και ακολουθεί η 

προσθήκη των δειγμάτων στις ειδικές θέσεις της πηκτής. Για τον προσδιορισμό του 

μήκους των PCR προϊόντων είναι απαραίτητη η προσθήκη ενός μάρτυρα μοριακού 

βάρους. Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε ο 50 bp και ο 100 bp DNA ladder 

(Invitrogen Life Technologies, Paisley, UK). Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε 

σε τάση 120 Volts και ένταση 50 mA για 30 min. Το πήκτωμα αγαρόζης 

τοποθετήθηκε σε συσκευή υπεριώδους φωτός UV Foto/Phoresis system (Fotodyne, 

Hartland, WI, USA) και στη συνέχεια φωτογραφήθηκε.  
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4 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Όπως αναφέρθηκε πιο πάνω, αξιολογήθηκε η κινητική του στελέχους Sabin 1, 

ώστε να διαπιστωθεί το χρονικό σημείο ανίχνευσης του κλώνου αρνητικής 

πολικότητας. Επιπλέον μέσω της ανίχνευσης του θετικού κλώνου, μπορέσαμε να 

επιβεβαιώσουμε την ύπαρξη εντεροιού στα κύτταρα αλλά και στο υπερκείμενο. 

Αξίζει να σημειωθεί πως η Νested-PCR χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση του 

κλώνου αρνητικής πολικότητας, στις συγκεντρώσεις [1] και [10
-2

] του ιού. Όπως 

μπορεί να απεικονιστεί στους Πίνακες 4.1, 4.2 και 4.3 η ανίχνευση του κλώνου 

αρνητικής και θετικής πολικότητας παρουσιάζει διαφορές ανάλογα με την 

συγκέντρωση του στελέχους.  

 

Πίνακας 4.1: Κινητική ανίχνευσης κλώνου αρνητικής και θετικής πολικότητας, σε κύτταρα και 

υπερκείμενο σε συγκέντρωση ιού 10
5
 CCID50.  

Αρνητικός 

κλώνος 
2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h 48h 72h 

κύτταρα + + + + + + + 
Δεν έγινε 

υπερκείμενο + + + + + + + 

Θετικός 

κλώνος 
2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h 48h 72h 

κύτταρα + + + + + + + 
Δεν έγινε 

υπερκείμενο + + + + + + + 

 

Πίνακας 4.2: Κινητική ανίχνευσης κλώνου αρνητικής και θετικής πολικότητας, σε κύτταρα και 

υπερκείμενο σε συγκέντρωση ιού 1 CCID50.  

Αρνητικός 

κλώνος 

2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h 48h 72h 

κύτταρα - + - + - + - + - + - + - + - +  - + 

υπερκείμενο - - - - - - - - - - - - - + - + - + 

Θετικός 

κλώνος 
2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h 48h 72h 

κύτταρα + + + + + + + + + 

υπερκείμενο - - - - - - + + + 

 

Sin Nes  Sin Nes  Sin  Nes  Sin Nes  Sin  Nes  Sin  Nes  Sin  Nes  Sin  Nes  Sin Nes 
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Πίνακας 4.3: Κινητική ανίχνευσης κλώνου αρνητικής και θετικής πολικότητας, σε κύτταρα και 

υπερκείμενο σε συγκέντρωση ιού 10
-2

 CCID50 

Αρνητικός 

κλώνος 

2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h 48h 72h 

κύτταρα - + - + - + - + - + - + - + - +  - + 

υπερκείμεν - - - - - - - - - - - - - - - + - + 

Θετικός 

κλώνος 
2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h 48h 72h 

κύτταρα - - - - - - - + + 

υπερκείμεν - - - - - - - - + 

 

Όπως φαίνεται από τους παραπάνω πίνακες, η ανίχνευση του κλώνου 

αρνητικής πολικότητας μπορεί να πραγματοποιηθεί πολύ σύντομα (2 ώρες μετά την 

μόλυνση της κυτταροκαλλιέργειας). Στην υψηλότερη συγκέντρωση του ιού ιού 10
5
 

CCID50, η ανίχνευση του αρνητικού  κλώνου γίνεται εφικτή μέσω απλής PCR έπειτα 

από 2 ώρες σε κύτταρα αλλά και υπερκείμενο. Στις χαμηλότερες συγκεντρώσεις του 

ιού, η κατάσταση διαφοροποιείται καθώς η ανίχνευση του κλώνου αρνητικής 

πολικότητας πετυχαίνεται μόνο μέσω της Nested PCR έπειτα από 2 ώρες στα 

κύτταρα αλλά και μετά από τουλάχιστον 24 ώρες στο υπερκείμενο. Ενδεικτικά, στις 

παρακάτω εικόνες απεικονίζονται αποτελέσματα, όσον αφορά την ανίχνευση του 

αρνητικού και θετικού κλώνου στις διάφορες συγκεντρώσεις του στελέχους Sabin 1: 

 

 

Εικόνα 4.1 Ανίχνευση κλώνου αρνητικής πολικότητας μέσω απλής PCR, σε κύτταρα και υπερκείμενο 
έπειτα από 2 και 4 ώρες μετά την μόλυνση της κυτταροκαλλιέργειας σε συγκεντρώσεις [10

5
 CCID50]. 

1 10
5
 2h A 

2 10
5
 2h B 

3 10
5
 2h As 

4 10
5
 2h Bs 

5 10
5
 4h A 

6 10
5
 4h B 

7 10
5
 4h As 

8 10
5
 4h Bs 

9 DdH2O 

Sin Nes  Sin Nes  Sin  Nes  Sin Nes  Sin  Nes  Sin  Nes  Sin  Nes  Sin  Nes  Sin Nes 

     1    2   3   4   5  6    7   8   9  10  11 12 13 14 15 16 17 18 19   ΜΒ   1     2     3     4     5     6     7     8      9 

446 bp 

100 bp 
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Εικόνα 4.2 Ανίχνευση κλώνου θετικής πολικότητας μέσω 
απλής PCR, σε κύτταρα και υπερκείμενο έπειτα από 2 και 4 
ώρες μετά την μόλυνση της κυτταροκαλλιέργειας. 

 

 

 
Εικόνα 4.3 Ανίχνευση κλώνου αρνητικής πολικότητας του 
στελέχους Sabin 1 (1 CCID50) μέσω Νested-PCR, σε κύτταρα 2, 
4 και 6 ώρες μετά την μόλυνση της κυτταροκαλλιέργειας. 

 

 

1 10
5
 2h A 

2 10
5
 2h B 

3 10
5
 2h As 

4 10
5
 2h Bs 

5 10
5
 4h A 

6 10
5
 4h B 

7 10
5
 4h As 

8 10
5
 4h Bs 

9 DdH2O 

1 1 2h A 

2 1 2h B 

3 1 4h A 

4 1 4h B 

5 1 6h A 

6 1 6h B 

7 DdH2O 

 

 ΜΒ      1        2        3       4        5       6        7        8      9 

458 bp 

158 bp 

100 bp 

200 bp 

100 bp 

  MB        1          2          3          4          5          6           7 
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Εικόνα 4.4 Ανίχνευση κλώνου αρνητικής πολικότητας του 
στελέχους Sabin 1 (10

-2
 CCID50) μέσω Νested-PCR, σε κύτταρα και 

υπερκείμενο 8 και 10 ώρες μετά την μόλυνση της 
κυτταροκαλλιέργειας. 

 

 

 

Τα αποτελέσματα αυτά  μέσω της stem loop RT-PCR ελέχθηκαν  ως προς την 

ειδικότητα των εκάστοτε προϊόντων τους σε κύτταρα αλλά και σε υπερκείμενο. Για 

το λόγο αυτό ο έλεγχος πραγματοποιήθηκε σε δύο επίπεδα. Αρχικά 

πραγματοποιήθηκαν δύο ξεχωριστές PCR. Στην πρώτη προσπαθήσαμε να 

ανιχνεύσουμε τον αρνητικό κλώνο μέσω του εκκινητικού ζεύγους ΕntNS1-f/UC53-f 

κατευθείαν από το υλικό εκχύλισης και χωρίς την χρήση του ειδικού εκκινητή 

EntNS3 για την διαδικασία της RT. Η δεύτερη PCR ακολούθησε την φυσιολογική 

διαδικασία κατά την οποία πραγματοποιήθηκε RT με τον ειδικό εκκινητή και στη 

συνέχεια PCR με το ζεύγος εκκινητών που προαναφέρθηκε. Όπως ήταν αναμενόμενο 

η ενίσχυση του τμήματος έγινε μόνο στη δεύτερη περίπτωση, όπου και 

παρατηρήσαμε την αναμενόμενη ζώνη στο gel ηλεκτροφόρησης. Κατά το δεύτερο 

έλεγχο  για τον κλώνο αρνητικής πολικότητας, πραγματοποιήθηκαν πάλι δύο 

αντιδράσεις PCR. Στην πρώτη, μετά την ολοκλήρωση της RT με τον EntNS3-RT, 

χρησιμοποιήθηκε το εκκινητικό ζεύγος UG52-flap/UC53-flap (ειδικό για ανίχνευση 

θετικού κλώνου), ενώ στη δεύτερη το εκκινητικό ζεύγος EntNS1-f/UC53-flap (ειδικό 

για ανίχνευση αρνητικού κλώνου). Στην περίπτωση αυτή, ενίσχυση προϊόντος 

παρατηρήθηκε μόνο στην δεύτερη PCR. Η ίδια ακριβώς διαδικασία 

πραγματοποιήθηκε και για τον έλεγχο ειδικότητας των προϊόντων για τον κλώνο 

1 10
-2

 8h A 

2 10
-2

 8h B 

3 10
-2

 8h C 

4 10
-2

  8h As 

5 10
-2

  8h Bs 

6 10
-2

  8h Cs 

7 ddH2O 

8 10
-2

 10h A 

9 10
-2

 10h B 

10 10
-2

 10h C 

11 10
-2

 10h As 

12 10
-2  

10h Bs 

13 10
-2

  10h Cs 

14 Rd 

15 ddH2O 

100 bp 

158 bp 

200 bp 
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θετικής πολικότητας. Στους παρακάτω πίνακες (4.4 και 4.5), συνοψίζονται τα 

αποτελέσματα που αφορούν τον έλεγχο ειδικότητας των προϊόντων του κλώνου 

αρνητικής πολικότητας. 

 

Πίνακας 4.4: Έλεγχος ειδικότητας προϊόντων αρνητικού κλώνου χωρίς και με τη χρήση του ειδικού 

RT-εκκινητή  

εκκινητής RT Ζεύγος εκκινητών (PCR)  Αποτέλεσμα PCR 

No EntNS3 EntNS1-f/UC53-flap - 

EntNS3 EntNS1-f/UC53-flap + 

 

Πίνακας 4.5: Έλεγχος ειδικότητας προϊόντων αρνητικού κλώνου με διαφορετικό ζεύγος εκκινητικών 

μορίων  

εκκινητής RT Ζεύγος εκκινητών (PCR)  Αποτέλεσμα PCR 

EntNS3 UG52-flap/UC53-flap - 

EntNS3 EntNS1-f/UC53-flap + 

 

Παράλληλα με τις μοριακές τεχνικές που ακολουθήθηκαν για να διαπιστωθεί 

η ύπαρξη του αρνητικού κλώνου του στελέχους Sabin 1, πραγματοποιήθηκε και 

μελέτη της κυτταροκαλλιέργειας. Πιο συγκεκριμένα, μετά την μόλυνση της 

καλλιέργειας Rd με το συγκεκριμένο στέλεχος, παρατηρούνταν καθημερινά η πιθανή 

εμφάνιση κυτταροπαθογόνου δράσης (CPE) σε αυτήν. Όπως ήταν αναμενόμενο, 

υπήρχαν διαφορές ως προς την εμφάνιση κυτταροπαθογόνου δράσης για κάθε μία 

από τις διαφορετικές συγκεντρώσεις του ιού. Στην μεγαλύτερη συγκέντρωση του 

στελέχους [10
5
CCID50], παρατηρήθηκε πλήρης καταστροφή της 

κυτταροκαλλιέργειας (CPE= 4
+
), 24 ώρες μετά την μόλυνσή της. Αντίθετα την ίδια 

χρονική στιγμή, και όταν η συγκέντρωση του Sabin 1 είναι 1 CCID50 , περίπου το 

25% (CPE=1
+
) της καλλιέργειας, υφίσταται κυτταρικές αλλοιώσεις. Τέλος για την 

μικρότερη συγκέντρωση του στελέχους [10
-2

], παρατηρήθηκε καταστροφή περίπου 

του 25% της κυτταροκαλλιέργειας, 48 ώρες μετά την μόλυνση. Παρακάτω 

απεικονίζεται μία μικροπλάκα 96-θέσεων που χρησιμοποιήθηκε για την παρατήρηση 

εμφάνισης CPE.  
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Α 

 
  

Β 

 
C 

 
  

D 

 
E 

 
  

F 

 
G 

 
  

H 

 

 

                                                       4+ 
                                                       

                                                                                        4+ 

                                                          
                                                       4+  
 
                                                       1+  
 
                                                                                 1+ 

         

                                                                                        1+ 

 

                                                                                             1+  
                                                                                             
                                                                                             1+ 
                                                                                                                                                                                                                                           

 

 Εικόνα 4.5: Πλάκα μικροτιτλοποίησης 96 θέσεων. Στο πάνω μέρος της πλάκας, 

αναγράφονται οι ώρες απομόνωσης των κυττάρων και του υπερκείμενου, ενώ μέσα 

σε κάθε πηγαδάκι έχει σημειωθεί το CPE για κάθε μία από τις αντίστοιχες 

συγκεντρώσεις του ιού 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  2h         4h        6h         8h       10h      12h       24h      48h      72h       c.c        c.c 

105 

1 

10-2 
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5 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

  

 Ένας μεγάλος αριθμός εντεροϊών έχει ανιχνευθεί τόσο σε περιβαλλοντικά και 

κλινικά δείγματα καθώς και σε διάφορα τρόφιμα [Nicholson F. et al (1994), Kopecka 

H. et al (1993), Iritani N. et al (2014)]. Για αυτό το λόγο είναι απαραίτητη η συνεχής 

παρακολούθηση των δειγμάτων καθώς και ο έλεγχος της αντιγραφικής ενεργότητας 

των διαφόρων στελεχών εντεροϊών.  

Κατά τον κύκλο ζωής ενός εντεροιού, αυτό που τον καθιστά αντιγραφικά 

ενεργό και επομένως ικανό να μολύνει το κύτταρο ξενιστή είναι η ύπαρξη του 

κλώνου αρνητικής πολικότητας [Li Y. et al (2002)]. 

Μία προσέγγιση μέσω της οποίας, θα μπορούσε να ελεγχθεί η παρουσία 

αλλά και η αντιγραφή του ιού, είναι η ανάπτυξή τους σε κυτταροκαλλιέργεια. 

Παρόλα αυτά η μέθοδος αυτή αν και μπορεί να προσφέρει μία καλή εικόνα για το 

πώς ένας εντεροιός μπορεί να ολοκληρώσει τον κύκλο ζωής του μέσα στο κύτταρο 

(μέσω διαδικασίας λύσης και την εμφάνιση κυτταροπαθογόνου δράσης), δεν 

παρουσιάζει μεγάλη ειδικότητα αλλά και ευαισθησία. Ο χρόνος ανάπτυξης επίσης 

αποτελεί ένα βασικό μειονέκτημα αυτής της μεθόδου, καθώς διάφορα στελέχη 

εντεροϊών δεν προκαλούν κυτταρικές αλλοιώσεις σε σύντομο χρονικό διάστημα. 

Επιπλέον, υπάρχουν πολλά στελέχη που δεν μπορούν να αναπτυχθούν στις ήδη 

υπάρχουσες κυτταροκαλλιέργειες, καθιστώντας αυτές μία μέθοδο που δεν 

ενδείκνυται για τον έλεγχο της άμεσης αντιγραφικής ενεργότητας των εντεροϊών. 

Για τον λόγο αυτό, μη χρονοβόρες τεχνικές οι οποίες προσφέρουν μεγάλη 

εξειδίκευση αλλά και ευαισθησία έχουν αντικαταστήσει τις κυτταροκαλλιέργειες.  

Μέθοδοι υβριδισμού καθώς και μοριακές τεχνικές όπως η direct PCR, είχαν 

χρησιμοποιηθεί στο παρελθόν για τον έλεγχο της αντιγραφικής ενεργότητας 

εντεροιών. Το βασικό μειονέκτημα αυτών των μεθόδων είναι η αδυναμία διάκρισης 

μεταξύ αντιγραφικά ενεργών και μη-αντιγραφικά ενεργών στελεχών στο εκάστοτε 

δείγμα [Richards GP. (1999)]. Η παρουσία εντεροιού δεν αντανακλά αυτόματα την 

αντιγραφική ενεργότητά του και συνεπώς την ικανότητά του να μολύνει κύτταρα. Η 
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ανάπτυξη επιπλέον μοριακών τεχνικών έχει οδηγήσει στην γρήγορη και ειδική 

ανίχνευση του κλώνου αρνητικής πολικότητας [Bhattacharya SS. et al (2004)]. 

Στην παρούσα μελέτη μία ειδική stem-loop αντίστροφη μεταγραφή επέτρεψε 

την γρήγορη και ειδική ανίχνευση του αρνητικού κλώνου του στελέχους Sabin 1 σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις ύστερα από τον ενοφθαλμισμό του σε 

κυτταροκαλλιέργεια Rd.  

Στην συγκεκριμένη εργασία, σχεδιάστηκαν δύο ειδικοί εκκινητές, οι οποίοι 

χρησιμοποιήθηκαν για την ανίχνευση του κλώνου αρνητικής πολικότητας 

(αντιγραφόμενος κλώνος). Πιο συγκεκριμένα, ο εκκινητής που χρησιμοποιήθηκε για 

την διαδικασία της αντίστροφης μεταγραφής περιείχε μία ειδική ιική αλληλουχία στο 

3’- άκρο του καθώς και μία stem-loop δομή κοντά στο 5’- άκρο του. Ο σχεδιασμός 

των εκκινητών βασίστηκε σε προηγούμενη μελέτη [Anwar A. et al (2006)]. Η δομή 

που περιγράφτηκε μαζί με την θερμοδυναμική σταθερότητα του RT-εκκινητή 

καθιστά την τεχνική αυτή εξαιρετικά ευαίσθητη και ειδική [Riccelli PV. et al (2001)] 

Ο εκκινητής που χρησιμοποιήθηκε για την διαδικασία της PCR διέθετε την ίδια 

νουκλεοτιδική αλληλουχία με ένα τμήμα του RT-εκκινητή (το τμήμα αυτό κάλυπτε 

την stem-loop δομή). Αυτός ο σχεδιασμός επέτρεψε τη σύνδεση του ενός εκκινητή 

της PCR πάνω στον RT-εκκινητή και όχι πάνω στο γονιδίωμα του ιού, καθιστώντας 

την διαδικασία εξαιρετικά ειδική.  

Η ανίχνευση του κλώνου αρνητικής πολικότητας πραγματοποιήθηκε σε όλες 

τις υπό μελέτη συγκεντρώσεις του στελέχους Sabin 1. Όπως προαναφέρθηκε, ο 

αρνητικός κλώνος μπόρεσε να ανιχνευτεί μέσα σε 2 ώρες μετά την μόλυνση της 

κυτταροκαλλιέργειας, χωρίς να εμφανιστεί κάποια κυτταρική αλλοίωση. Κάτι τέτοιο 

καθιστά την συγκεκριμένη stem loop reverse transcription μία μη-χρονοβόρα τεχνική 

με αξιόπιστα αποτελέσματα. Στις χαμηλές συγκεντρώσεις του ιού, η ανίχνευση 

πραγματοποιήθηκε μέσω της Nested-PCR, καθώς ήταν αδύνατος ο εντοπισμός του 

αρνητικού κλώνου μέσω της απλής PCR (χαμηλότερη ευαισθησία από τη Nested-

PCR). 

Η εικόνα των κυτταροκαλλιεργειών βοήθησε στο να επιβεβαιωθούν τα 

αποτελέσματα της παραπάνω μοριακής τεχνικής. Συγκεκριμένα, μόνο στην 

χαμηλότερη συγκέντρωση του ιού (10
-2

 CCID50) παρατηρήθηκαν κυτταρικές 
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αλλοιώσεις τη 2
η
 ημέρα μετά την μόλυνση ενώ για τις άλλες δύο συγκεντρώσεις (10

5
 

και 1 CCID50) παρατηρήθηκε κυτταροπαθογόνος δράση από την 1
η 

ημέρα.  

H ειδική αυτή stem-loop reverse transcription μπορεί να βρει εφαρμογή σε ένα 

μεγάλο αριθμό μελετών. Πραγματοποιήθηκαν επιπλέον πειραματικές διαδικασίες, 

έτσι ώστε να μπορέσουμε να διαπιστώσουμε την χρησιμότητα και το εύρος της 

παραπάνω τεχνικής. Αρχικά, επιτεύχθηκε η ανίχνευση του κλώνου αρνητικής 

πολικότητας του Sabin 1, έπειτα από ενοφθαλμισμό του σε κυτταροκαλλιέργειες 

όπου η χρήση τους δεν ενδείκνυται για την ανάπτυξη εντεροϊών. Συγκεκριμένα 

χρησιμοποιήθηκαν οι καρκινικές κυτταρικές σειρές SiHa και Caski και 

πραγματοποιήθηκε απομόνωση από την κυτταροκαλλιέργεια 6 ώρες μετά την 

μόλυνση της. Με αυτό τον τρόπο έγινε εφικτή, η ανίχνευση του αντιγραφόμενου 

κλώνου μέσα σε λίγες ώρες, ενώ η αντίστοιχη εικόνα της καλλιέργειας μας έδωσε 

αποτέλεσμα έπειτα από 6 ημέρες.   

Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε η ανίχνευση του αντιγραφόμενου κλώνου σε 

στελέχη εντεροϊών, τα οποία παρουσιάζουν δυσκολίες ως προς την ανάπτυξή τους σε 

ήδη γνωστές κυτταροκαλλιέργειες και δεν εμφανίζουν κυτταροπαθογόνο δράση σε 

αυτές.Mερικά παραδείγματα τέτοιων στελεχών αποτελούν τα CAV στελέχη 

[Bolanaki E. et al (2005)]. Μέσω της παραπάνω μοριακής τεχνικής μπορέσαμε να 

ελέγξουμε την αντιγραφική ενεργότητα του CAV13 σε πολύ μικρό χρονικό διάστημα 

(6 ώρες μετά την μόλυνση). 

Τέλος, η συγκεκριμένη τεχνική ανίχνευσης του κλώνου αρνητικής 

πολικότητας χρησιμοποιήθηκε για τον έλεγχο της αντιγραφικής ενεργότητας του 

Sabin 1 σε κυτταροκαλλιέργεια Rd, έπειτα από αδρανοποίηση του στελέχους σε 

διαφορετικές θερμοκρασίες. Η επίδραση της θερμοκρασίας σε ένα στέλεχος  

εντεροιού  πιθανολογείται ότι επηρεάζει κατά κύριο λόγο  το καψίδιο του στελέχους 

και συγκεκριμένα την διαδικασία πρόσδεσης του ιού στον αντίστοιχο κυτταρικό 

υποδοχέα. Για τον λόγο αυτό, προσπαθήσαμε να ελέγξουμε σε ποιες θερμοκρασίες 

δεν είναι δυνατόν να ανιχνευθεί ο αντιγραφόμενος κλώνος μέσα στα κύτταρα και 

συνεπώς κατά πόσο επηρεάζει η θερμοκρασία την διαδικασία πρόσδεσης του ιού 

στον κυτταρικό υποδοχέα [Νuanualsuwan S, Cliver DO (2003) (a), Νuanualsuwan S, 

Cliver DO (2003) (b), Bertrand I et al (2012)]. Συγκεκριμένα, η αδρανοποίηση του 
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στελέχους Sabin 1 δοκιμάσθηκε σε δυο συγκεντρώσεις 10
5
 και 1 CCID50 και  σε 

πέντε διαφορετικές θερμοκρασίες (42
0
C, 52

0
C, 62

0
C, 72

0
C, 82

0
C) για 10 λεπτά. Στην 

υψηλότερη συγκέντρωση του ιού (10
5
 CCID50) ήταν δυνατή η ανίχνευση του 

αρνητικού κλώνου έπειτα από αδρανοποίηση ακόμα και στους 72
0
C, ενώ αντίθετα 

στην χαμηλότερη συγκέντρωση του ιού (1 CCID50), η ανίχνευση ήταν ακόμη εφικτή 

μετά από αδρανοποίηση του στελέχους μέχρι και στους 52
0
C. Τα παραπάνω 

αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν και με τη χρήση κυτταροκαλλιεργειών, 

επιβεβαιώνοντας ότι η τεχνική αυτή είναι μια  γρήγορη, εξειδικευμένη και ιδιαίτερα  

αξιόπιστη. 

Όπως είναι αναμενόμενο, εξαιτίας της συχνής εμφάνισης και κυκλοφορίας 

στελεχών εντεροϊών σε διάφορα δείγματα (περιβάλλον, τρόφιμα) η απαίτηση για την 

ανάπτυξη μίας σχετικά γρήγορης τεχνικής με εξαιρετικά μεγάλη ευαισθησία και 

ειδικότητα εμφανίζεται αναγκαία για τον έλεγχο της ενεργότητας των εντεροϊών στα 

δείγματα αυτά, καθώς η χρήση των κυτταροκαλλιεργειών αν και παρουσιάζει μία 

καλή ευαισθησία, υστερεί σε χρόνο ενώ χρειάζονται διάφορες επιβεβαιωτικές 

δοκιμασίες. 

Ένας μεγάλος αριθμός μοριακών τεχνικών έχει αναπτυχθεί την τελευταία 

δεκαετία, προσφέροντας εναλλακτικές μεθόδους με σκοπό την γρήγορη και 

εξειδικευμένη ανίχνευση του αντιγραφόμενου κλώνου σε περιβαλλοντικά και κλινικά 

δείγματα [Yeh HY. et al (2008), Jothikumar N. et al (2005), Jiang YJ. et al (2004)]. 

Τεχνικές όπως real-time PCR, integrated cell-culture/reverse transcription και η stem-

loop mediated reverse transcription που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα  μελέτη 

βρίσκουν σημαντικές  εφαρμογές και στις βιομηχανίες  ανάπτυξης εμβολίων, όπου το 

ενδιαφέρον τους επικεντρώνεται στο κατά πόσο οι τεχνικές αδρανοποίησης που 

έχουν εφαρμοστεί στα  διάφορα στελέχη έχουν επιτύχει, καθιστώντας τον ιό 

αντιγραφικά ανενεργό. 
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