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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 Οι πρωτεΐνες prion θεωρείται ότι αποτελούν το βασικό αιτιολογικό 

παράγοντα μιας ομάδας θανατηφόρων νευροεκφυλιστικών νόσων του ανθρώπου και 

των ζώων, που ονομάζονται Μεταδοτικές Σπογγώδεις Εγκεφαλοπάθειες ή νοσήματα 

prion. Η Τρομώδης Νόσος (Scrapie) είναι το παλαιότερο από τα νόσηματα prion και 

χαρακτηρίζεται από την εναπόθεση της παθολογικής πρωτεΐνης prion (PrPSc) κυρίως 

στο κεντρικό νευρικό σύστημα των μικρών μηρυκαστικών. 

 H συστηματική μελέτη της Τρομώδους Νόσου άρχισε τη δεκαετία του 1990, 

όταν συνδέθηκε αιτιολογικά με τη Σπογγώδη Εγκεφαλοπάθεια των Βοοειδών, η 

οποία με τη σειρά της ενοχοποιήθηκε για την εμφάνιση της παραλλαγμένης μορφής 

της νευροεκφυλιστικής νόσου Creutzfeldt-Jacob του ανθρώπου (variant Creutzfeldt-

Jacob-vCJD). Η διατροφική κρίση που προκλήθηκε οδήγησε σε συστηματικούς και 

εκτεταμένους ελέγχους ιδιαίτερα στις χώρες της Ευρωπαϊκής Ένωσης, όπου και 

διαγνώστηκαν τα περισσότερα περιστατικά της νόσου vCJD. Ο αυξανόμενος 

αριθμός των εξεταζόμενων προβάτων και αιγών και η αυξημένη ευαισθησία των 

διαγνωστικών τεχνικών που χρησιμοποιήθηκαν τα τελευταία πέντε χρόνια 

επέτρεψαν επιπλέον την ανίχνευση των υποκλινικών περιστατικών και την 

αναγνώριση ενός νέου «άτυπου» στελέχους της Τρομώδους Νόσου. Το 2004 η 

εμφάνιση Σπογγώδους Εγκεφαλοπάθειας των Βοοειδών σε μια αίγα οδήγησε την 

Ευρωπαϊκή Ένωση στην υιοθέτηση περαιτέρω εντατικών μέτρων με στόχο τον 

«αποκλεισμό της εισόδου του αιτιολογικού παράγοντα της Σπογγώδους 

Εγκεφαλοπάθειας των Βοοειδών στη διατροφική αλυσίδα του ανθρώπου και των 

ζώων» (Ευρωπαϊκός Κανονισμός -ΕΚ 999/2001 και τροποποιήσεις του).  

 Τα σύγχρονα μέτρα πρόληψης για την Τρομώδη Νόσο του προβάτου, με 

βάση τον ΕΚ 999/2001, βασίζονται στη σύνδεση συγκεκριμένων πολυμορφισμών 

του γονιδίου της πρωτεΐνης prion με την εμφάνιση της νόσου. Η παραδοχή αυτή 

αποτελεί τη βάση για την εφαρμογή προγραμμάτων επιλογής σε εκτροφές προβάτων 

σε όλες τις χώρες της Ευρωπαϊκής Ένωσης. Οι αίγες εξαιρούνται από την παραπάνω 

στρατηγική καθώς δεν έχουν συνδεθεί ακόμη συγκεκριμένοι πολυμορφισμοί του 

γονιδίου της πρωτεΐνης prion με την εμφάνιση της Τρομώδους Νόσου σε αυτές. 

 Στην Ελλάδα, όπου εκτρέφονται 4,9 εκατομμύρια αιγών, σύμφωνα με 

στοιχεία του Εθνικού Εργαστηρίου Αναφοράς των Μεταδοτικών Σπογγωδών 



6 

 

Εγκεφαλοπαθειών, ο επιπολασμός της Τρομώδους Νόσου ανέρχεται σε 0,46% στις 

αίγες και σε 1,61% στα πρόβατα Από το 2002 έως σήμερα, τα βιβλιογραφικά 

δεδομένα για την Τρομώδη Νόσο στις αίγες στον Ελλαδικό χώρο προέρχονται από 

την αλληλούχηση συνολικά 52 αιγών με Κλασική Τρομώδη Νόσο και 19 

περιστατικών με άτυπη εντόπιση της PrPSc. Σημειώνεται ότι τα περιστατικά αυτά δεν 

πρόερχονται από το Εθνικό Εργαστήριο Αναφοράς των Μεταδοτικών Σπογγωδών 

Εγκεφαλοπαθειών. Παρόμοιες διεθνείς μελέτες συσχέτισης πολυμορφισμών με την 

Τρομώδη Νόσο στις αίγες είναι περιορισμένες τόσο σε αριθμό όσο και σε στατιστική 

σπουδαιότητα εξαιτίας του μικρού αριθμού των προσβεβλημένων ζώων που 

περιέχονται σε αυτές.  

 Στην Ελλάδα, κατά το διάστημα 2002-2007, το Εθνικό Εργαστήριο 

Αναφοράς των Μεταδοτικών Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών κατέγραψε 168 

περιστατικά Τρομώδους Νόσου στις αίγες. Από αυτή τη συλλογή, μας 

παραχωρήθηκαν ιστοτεμάχια εγκεφάλου από 89 αίγες με Τρομώδη Νόσο, τα οποία 

αποτέλεσαν πολύτιμο ερευνητικό υλικό, ικανό να συνεισφέρει στην καλύτερη 

κατανόηση του νοσήματος. 

 Σκοπός της παρούσας έρευνας ήταν η μελέτη των επίσημα ταυτοποιημένων 

περιστατικών Τρομώδους Νόσου στις αίγες για την ανεύρεση πιθανών 

πολυμορφισμών της πρωτεΐνης prion που συσχετίζονται με την εμφάνιση ή μη της 

νόσου. Για το λόγο αυτό, μελετήθηκε το ανοιχτό αναγνωστικό πλαίσιο (Open 

Reading Frame-ORF) του γονιδίου της πρωτεΐνης prion σε αίγες υγιείς και με 

Τρομώδη Νόσο. Στόχος ήταν επίσης: α) η ανάλυση και περιγραφή των 

πολυμορφισμών της πρωτεΐνης prion σε αίγες των Ελληνικών φυλών, εγχώριας και 

Σκοπέλου, β) η πιθανή δημιουργία ενός αξιόπιστου και αποτελεσματικού 

διαγνωστικού πρωτοκόλλου για την ανεύρεση «ανθεκτικών» ατόμων και γ) η 

μοριακή ταυτοποίηση απομονώσεων της παθολογικής πρωτεΐνης prion από αίγες 

που εκτρέφονταν στην Ελλάδα και η σύγκριση τους με αντίστοιχες πρωτεϊνικές 

απομονώσεις από αίγες άλλων χωρών. 

 Στο γενικό μέρος της παρούσας διδακτορικής διατριβής γίνεται 

βιβλιογραφική ανασκόπηση του προτύπου διαμόρφωσης της πρωτεΐνης prion, της 

Τρομώδους Νόσου των μικρών μηρυκαστικών, των πολυμορφισμών της πρωτεΐνης 

prion και της σύνδεσής τους με την Τρομώδη Νόσο στις αίγες. Παραθέτονται 

στοιχεία για τις σημαντικότερες μεθόδους γονοτυπικής ανάλυσης και δίνεται έμφαση 
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στην ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές (capillary electrophoresis) και στην 

ηλεκτροφόρηση πηκτής με διαβαθμισμένη αποδιατακτική σύσταση (Denaturing 

Gradient Gel Electrophoresis-DGGE), οι οποίες χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα 

έρευνα. 

 Στο ειδικό μέρος περιγράφεται ο σκοπός της έρευνας, τα υλικά και οι 

μέθοδοι που χρησιμοποιήθηκαν, τα αποτελέσματα που προέκυψαν και ακολουθεί ο 

σχολιασμός των αποτελεσμάτων. Τέλος παρουσιάζονται τα συμπεράσματα στα 

οποία καταλήγει η παρούσα εργασία. 

 Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε στο Ινστιτούτο Κτηνιατρικών 

Ερευνών Θεσσαλονίκης (Ι.Κ.Ε.Θ.), του Εθνικού Ιδρύματος Αγροτικής Έρευνας 

(ΕΘ.Ι.ΑΓ.Ε.) σε συνεργασία με το Εργαστήριο Γενικής και Ειδικής Ζωοτεχνίας, του 

Τμήματος Επιστήμης Ζωικής Παραγωγής και Υδατοκαλλιεργειών, του Γεωπονικού 

Πανεπιστημίου Αθηνών (ΓΠΑ). Η εργαστηριακή έρευνα χρηματοδοτήθηκε από 

πόρους του ΕΘ.Ι.ΑΓ.Ε. και από το πρόγραμμα 05ΜΟΧΛΟΣ05 με τίτλο 

«Αναβάθμιση εξοπλισμού και παρεχόμενων υπηρεσιών στον αγροτικό τομέα-

Βελτίωση και αναβάθμιση ερευνητικών μονάδων του ΕΘ.Ι.ΑΓ.Ε.». Η παραχώρηση 

των ιστοτεμαχίων εγκεφάλου από νοσούσες και υγιείς αίγες έγινε από το Εθνικό 

Εργαστήριο Αναφοράς Μεταδοτικών Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών (ΕΕΑ-ΜΣΕ), 

του Κτηνιατρικού Εργαστηρίου Λάρισας του Υπουργείου Αγροτικής Ανάπτυξης και 

Τροφίμων. Η δοκιμή της ανοσοκαθήλωσης και η γονοτυπική ανάλυση με τη χρήση 

ηλεκτροφόρησης σε τριχοειδές έγινε στο Dipartimento di Sanità Pubblica Veterinaria 

e Sicurezza Alimentare, Istituto Superiore di Sanità της Ρώμης. Ενώ, γενική 

εκπαίδευση πάνω στις τεχνικές ηλεκτροφόρησης πραγματοποιήθηκε στο Piattaforma 

Molecolare Diagnostica, του Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, στο 

Legnaro Ιταλίας στο πλαίσιο του προγράμματος SOCRATES/ERASMUS μεταξύ 

του ΓΠΑ και του Dipartimento di Scienze Animali, Università degli Studi di Padova, 

Ιταλίας. 
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καθήκον του επιβλέποντα καθηγητή για τη διενέργεια της παρούσας διδακτορικής 

έρευνας. Η παρότρυνση και η κατανόησή του καθόλη τη διάρκεια εκπόνησης της 

διατριβής στάθηκε καταλυτική για την ολοκλήρωσή της. 
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επιστημονική στήριξη, την απρόσκοπτη συμπαράσταση και αμέριστη αρωγή σε όλη 

τη διάρκεια της εκπόνησης και συγγραφής της διατριβής. 

 Θερμές ευχαριστίες εκφράζω στον Επίκουρο Καθηγητή του ΓΠΑ κ. Α. 

Κομινάκη για την καταλυτική συμβολή του στην στατιστική και γενετική ανάλυση-

ερμηνεία των αποτελεσμάτων και τη διόρθωση της διατριβής. 

 Ιδιαίτερη μνεία οφείλω στα υπόλοιπα μέλη της επταμελούς εξεταστικής 

επιτροπής, για την συνέπεια και την πολύτιμη συμβολή τους στη διόρθωση της 

παρούσας διδακτορικής διατριβής. Συγκεκριμένα, εκφράζω την ευγνωμοσύνη και τις 

ειλικρινές ευχαριστίες μου στον αξιότιμο Καθηγητή και Πρύτανη του ΓΠΑ κ. Γ. 

Ζέρβα, καθώς και στους αξιότιμους Καθηγητές κ. Σ. Παπουτσόγλου και κ. Ι. 

Μενεγάτο. Επίσης, θερμά ευχαριστώ τη Λέκτορα κα Π. Κουτσούλη για τις εύστοχες 

παρατηρήσεις της σε θέματα πολυμορφισμών και Πληθυσμιακής Γενετικής. 

 Ιδιαίτερα ευχαριστώ τη Δρ. Ε. Κουτσούκου-Χαρτώνα, Προϊσταμένη του 

Εθνικού Εργαστηρίου Αναφοράς των Μεταδοτικών Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών 

(ΕΕΑ-ΜΣΕ), του Κτηνιατρικού Εργαστηρίου Λάρισας του Υπουργείου Αγροτικής 

Ανάπτυξης και Τροφίμων για την ευγενική παραχώρηση του πολύτιμου ζωικού 

υλικού και τη συνολική προσφορά της στη διενέργεια της έρευνας. Καθώς επίσης 

και τον υποψήφιο διδάκτορα, κτηνίατρο κ. Β. Ντάφη για τη συλλογή των δειγμάτων 

από τις βιολογικές εκτροφές αιγών. 

 Θερμές ευχαριστίες οφείλω στον Dr U. Agrimi, Προϊστάμενο Ερευνητή του 

Dipartimento di Sanità Pubblica Veterinaria e Sicurezza Alimentare, Istituto 

Superiore di Sanità (ISS) της Ρώμης και τους ερευνητές Dr G. Vaccari, Dr R. Nonno 

και Dr M. Di Bari για τη συνεργασία τους και τη δυνατότητα που μου παρείχαν για 

τη διενέργεια εξειδικευμένων αναλύσεων. Ευχαριστώ επίσης τους κ.κ. M. Conte, S. 
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Marcon, B. Chiappini, Dr C. D'Agostino, E. Esposito, Dr GM. Cosseddu, P. Fazzi, L. 

Morelli, C. Parisi καθώς και τους υποψήφιους διδάκτορες κα C. Bucalossi και κα L. 

Pirisinu και τέλος τον κ. S. Migliore. Ευχαριστώ τον Dr F. Mutinelli και τη βιολόγο 

A. Granato (Istopatologia και Piattaforma Molecolare Diagnostica, Istituto 

Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Legnaro, Ιταλία) για την εκπαίδευση 

μου κατά τη διάρκεια του προγράμμματος ERASMUS/SOCRATES και τον Dr P. 

Acutis και την ερευνήτρια S. Colussi (Centro Encefalopatie Animali, Istituto 

Zooprofilattico Sperimentale del Piemonte, Liguria e Valle d' Aosta, Torino, Ιταλία) 

για την ευγενική παραχώρηση δείγματος-μάρτυρα που χρησιμοποίησα στην 

παρούσα έρευνα. 

 Θα ήταν μεγάλη παράλειψη να μην αναγνωρίσω την πολύτιμη επιστημονική 

βοήθεια της Δρ. Ρ. Παπή, του Τμήματος Χημείας του Αριστοτελείου Πανεπιστημίου 

Θεσσαλονίκης (ΑΠΘ) σε όλα τα φαινομενικά ‘άλυτα’ θέματα βιοχημείας που με 

απασχόλησαν, όπως και τη Δρ. Μ. Θεοδώρου, του ίδιου Τμήματος. 

 Επίσης ευχαριστώ θερμά τον Δρ Ν. Γιαδίνη, Επίκουρο καθηγητή της 

Παθολογίας μικρών μηρυκαστικών της Κτηνιατρικής Σχολής, του ΑΠΘ για την 

πολύτιμη βοήθειά του στην κλινική διάγνωση της Τρομώδους Νόσου στις αίγες και 

τη συμβολή του στην παρακολούθηση εκτροφών με κλινικά περιστατικά της νόσου. 

Ευχαριστίες οφείλω επίσης στον κτηνίατρο κ. Ε. Παπαγεωργίου, σε όλους τους 

κτηνοτρόφους που συνεργάστηκαν και ιδιαίτερα στον κ. Σ. Γαζέτη. 

 Επιπλέον ευχαριστώ τη Διευθύντρια του Ι.Κ.Ε.Θ. Δρ. Σ. Μπελιμπασάκη για 

τη χρηματοδότηση της παρούσας έρευνας αλλά και όλο το προσωπικό του ΙΚΕΘ, 

Θέρμης, Θεσσαλονίκης που διευκόλυνε την εργαστηριακή έρευνα μου. 

 Τέλος, ευχαριστώ θερμά το Ίδρυμα Κρατικών Υποτροφιών (Ι.Κ.Υ.), του 

οποίου υπήρξα υπότροφος. 

 Ευχαριστώ ολόψυχα όλους τους φίλους μου που με βοήθησαν ποικιλοτρόπως 

και διευκόλυναν την παραμονή μου στη Θεσσαλονίκη και ιδιαίτερα τους γονείς μου 

για την αγάπη, τη συμπαράσταση και την πίστη που δείχνουν τόσα χρόνια σε μένα. 
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ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 
Ι. Πρότυπο διαμόρφωσης της πρωτεΐνης prion (prion model) 
 

Ι.1. Ορισμός και ιστορική αναδρομή  

 Οι πρωτεΐνες prion θεωρείται ότι αποτελούν το βασικό αιτιολογικό 

παράγοντα μιας ομάδας θανατηφόρων νευροεκφυλιστικών νόσων του ανθρώπου και 

των ζώων. Η ονομασία πρωτεΐνη prion, προτάθηκε το 1982 από τον βραβευθέντα με 

Nobel καθηγητή Stanley Prusiner και είναι συντομογραφία του όρου “proteinaceous 

infectious particles” δηλαδή “πρωτεϊνικά λοιμογόνα σωματίδια’’. Ο ίδιος διατύπωσε 

την ‘πρωτεϊνική θεωρία’, αποδίδοντας μολυσματικές ιδιότητες σε πρωτεϊνικά μόρια. 

Στηρίχτηκε στο γεγονός ότι η Τρομώδης Νόσος (Scrapie) των μικρών 

μηρυκαστικών, που εμφάνιζε κοινά γνωρίσματα με τη νευροεκφυλιστική νόσο kuru 

του ανθρώπου (Hadlow, 1959; Gajdusek et al., 1966), ήταν δυνατόν να μεταδοθεί 

πειραματικά σε υγιή ζώα μετά από ενοφθαλμισμό μολυσμένου εγκεφαλικού ιστού 

(Cuillé and Chelle, 1936) και άρα αποτελούσε λοιμώδες νόσημα. 

 Αρχικά η εμφάνιση των νοσημάτων prion αποδόθηκε στην ύπαρξη ιών. 

Χρησιμοποιήθηκε μάλιστα ο όρος ‘αργός ιός’ (slow virus) για να ερμηνεύσει τις 

παρατηρούμενες μεγάλες περιόδους επώασης αυτών των νοσημάτων (Sigurdsson, 

1954). Άλλοι ερευνητές δέχονται την ύπαρξη ενός ‘ασυνήθιστου ιού’ 

(‘unconventional virus’), που ονομάζουν ‘nemavirus’ (Carp et al., 1985; Narang et 

al., 1988; Czub et al., 1988; Manuelidis et al., 1988). Δομές που θεωρούνται 

σωματίδια του παραπάνω ιού έχουν παρατηρηθεί σε εγκεφάλους ασθενών της 

παραλλαγμένης μορφής της νόσου Creutzfeldt-Jacob (variant Creutzfeldt-Jacob ή 

vCJD), της Σπογγώδους Εγκεφαλοπάθειας των Βοοειδών και της Τρομώδους Νόσου 

των μικρών μηρυκαστικών (Narang, 1994). Σύμφωνα με τον τελευταίο ερευνητή, ο 

nemavirus αποτελείται από ένα εξωτερικό πρωτεϊνικό περίβλημα, μια ενδιάμεση 

στοιβάδα από μονόκλωνο DNA και μια εσωτερική στοιβάδα που περιλαμβάνει 

ινίδια της παθολογικής πρωτεΐνης prion (Narang, 1998). Ο ίδιος ερευνητής 

απομόνωσε μονόκλωνο DNA μεγέθους 490kDa από εγκεφάλους πειραματόζωων με 

Τρομώδη Νόσο (Narang, 1998). 

 Παράλληλα με τη θεωρία του αργού ιού, από άλλους ερευνητές αναπτύχθηκε 

η θεωρία του virino (Dickinson and Outram, 1979; Kimberlin, 1982; Manuelidis, 
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2006). Σύμφωνα με αυτήν, η πρωτεΐνη prion αποτελεί απλά το πρωτεϊνικό 

περίβλημα ενός μικρού, μη κωδικευμένου από τον ξενιστή, νουκλεϊνικού οξέος που 

συγκροτεί ένα virino, μεγέθους 25nm (Manuelidis, 2006). 

 Η ανθεκτικότητα που εμφάνισε ο μολυσματικός παράγοντας της Τρομώδους 

Νόσου στην επεξεργασία με φορμαλίνη και θέρμανση (διαδικασίες που 

χρησιμοποιούνταν για την παρασκευή εμβολίων), συνέβαλε στη διατύπωση 

υποθέσεων σχετικά με την απουσία νουκλεϊνικών οξέων σε αυτόν. Συγκεκριμένα η 

χρήση εμβολίου σε 18.000 πρόβατα ενάντια στη νόσο ‘Louping-ill’, το οποίο είχε 

παρασκευαστεί από επεξεργασμένους με φορμαλίνη εγκεφάλους προβάτων, οδήγησε 

στην εμφάνιση Τρομώδους Νόσου στο 7% των εμβολιασμένων προβάτων (Liberski 

and Jaskólski, 2002). Παλαιότερες μελέτες είχαν ήδη καταδείξει ότι ο αιτιολογικός 

παράγοντας παρουσίαζε αντοχή σε διάλυμα φορμαλίνης 0,35% για περισσότερους 

από τρεις μήνες (Gordon et al., 1939; Gordon, 1946) και επίσης ήταν ανθεκτικός 

στην ιονίζουσα και στην υπεριώδη ακτινοβολία (Alper et al., 1966; Alper, 1992). 

 Το 1967 υποστηρίχτηκε ότι μια πρωτεΐνη της κυτταρικής μεμβράνης πιθανά 

ευθύνεται για τη μετάδοση της Τρομώδους Νόσου (Griffith, 1967; Gibbons and 

Hunter, 1967) και η ‘πρωτεϊνική θεωρία’ άρχισε να ενισχύεται (Bolton et al., 1982).  

 Το 1985, η συνδυασμένη έρευνα τριών εργαστηρίων με ερευνητές τους S. 

Prusiner, C. Weissmann και L. Hood (Hörnlimann et al., 2006) αποκάλυψε την 

αλληλουχία αυτής της πρωτεΐνης που χαρακτηρίζεται ως Prion Protein (PrP) (Oesch 

et al., 1985) και κωδικεύεται από το γονίδιο του ξενιστή που καλείται PRioN Protein 

ή PRNP γονίδιο στον άνθρωπο και Prion protein ή Prnp γονίδιο στα ζώα. Στη 

συνέχεια, βρέθηκαν δύο ισομορφές της πρωτεΐνης prion με διαφορετικά 

φυσικοχημικά χαρακτηριστικά – η κυτταρική PrP ή PrPc (cell PrP) και η παθολογική  

ισομορφή της PrP ή PrPSc (Scrapie PrP). Σχετικά πρόσφατα επιτεύχθηκε η τεχνητή 

σύνθεση της πρωτεΐνης prion (Legname et al., 2004) και η in vitro μετατροπή της 

PrPc σε PrPSc (Saborio et al., 2001; Castilla et al., 2005) με την τεχνική της Protein 

Misfolding Cyclic Amplification (PMCA), που έχει ως αποτέλεσμα τoν απεριόριστο 

πολλαπλασιασμό της PrPSc. 

 Σήμερα, η πρωτεϊνική θεωρία ή ‘protein only hypothesis’ είναι ευρέως 

αποδεκτή και ερμηνεύει την αιτιολογία των Μεταδοτικών Σπογγωδών 

Εγκεφαλοπαθειών ή νόσων prion όπου η PrPSc αποτελεί τη βασική αλλά ίσως όχι και 

τη μοναδική φύση του μολυσματικού παράγοντά τους. 
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Ι.2. O μολυσματικός παράγοντας των Μεταδοτικών Σπογγωδών 

Εγκεφαλοπαθειών  

 Το σημαντικότερο μειονέκτημα της πρωτεϊνικής θεωρίας συνίσταται στην 

αδυναμία συσχέτισης της μολυσματικότητας με την παρουσία της παθολογικής 

πρωτεΐνης prion, ως το μόνο και αποκλειστικό αίτιο της.  

 Είναι ευρύτερα αποδεκτό ότι σε μια μολυσματική μονάδα περιέχονται 

περίπου 105-106 μόρια PrPSc, ενώ απαιτούνται μόνο 5x102-5x103 μόρια PrPSc για τη 

πρόκληση λοίμωξης (Safar et al., 2005). Παράλληλα έχει παρατηρηθεί ότι ο 

ενοφθαλμισμός παθογόνου υλικού στο οποίο δεν ανιχνεύεται PrPSc μπορεί να 

προκαλέσει νόσημα prion και αντίστροφα η περίσσεια PrPSc σε υλικό 

ενοφθαλμισμού συνεπάγεται εξασθένηση ή και απουσία μολυσματικότητας 

(Lasmezas et al., 1997; Somerville et al., 1991; Soto and Castilla, 2004; May et al., 

2004; Legname et al., 2004; Silveira et al., 2005). Μελέτες του παθογόνου υλικού 

από ασθενείς με νόσο CJD αναφέρουν ότι, μετά το διαχωρισμό των συστατικών του 

στοιχείων, η μολυσματικότητα του υλικού σχετίζονταν περισσότερο με τα 

συγκατακρημνιζόμενα νουκλεϊνικά οξέα που υπήρχαν σε αυτό παρά με την PrP 

(Sklaviadis et al., 1989). Ωστόσο, στην ίδια μελέτη αναφέρεται ότι πιθανά αυτή η 

μικρή ποσότητα της PrP που κατακρημνιζόταν στο μολυσματικό υλικό, να περιείχε 

το κλάσμα της κρίσιμης PrPSc που απαιτούνταν για τη λοιμογόνο του δράση.  

 Σήμερα η επικρατούσα άποψη είναι ότι ο παράγοντας prion αποτελείται 

κύρια από PrPSc, χωρίς όμως να ταυτίζεται αποκλειστικά η μολυσματική του 

ικανότητα με την πρωτεΐνη (Aguzzi et al., 2007). Συνεπώς ο μολυσματικός 

παράγοντας των νοσημάτων prion δυνητικά αποτελείται από τη PrPSc, από 

ενδιάμεσες μορφές της πρωτεΐνης prion (πιθανά με τη μορφή ολιγομερών) 

(Weissmann, 1991; Silveira et al., 2005), από άλλες πρωτεΐνες του ξενιστή (Telling 

et al., 1995) ή από μη πρωτεϊνικά μόρια όπως γλυκοζαμινογλυκάνες ή μικρά 

νουκλεϊνικά οξέα (Priola et al., 2003; Safar et al., 2003).  

 Το μόνο σίγουρο είναι ότι η παρουσία της φυσιολογικής PrPc αποτελεί 

απαραίτητη και αναγκαία συνθήκη για τη δράση του παράγοντα prion. Αυτό 

αποδείχτηκε με την αδυναμία μετάδοσης νοσημάτων prion σε διαγονιδιακά ποντίκια, 

στα οποία είχε κατασταλεί το Prnp γονίδιο και άρα δεν συνέθεταν τη PrPc (ποντίκια 

Prnp0/0) (Büeler et al., 1993). Για τον παραπάνω λόγο, η μελέτη της βιοχημικής 
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συμπεριφοράς και της βιολογικής δράσης της κυτταρικής PrPc παραμένουν πάντα 

θεμελειώδεις και επίκαιρες. 

 

 

Ι.3. Φυσιολογική (PrPc) και παθολογική πρωτεΐνη prion (PrPSc) 

 Η κυτταρική πρωτεΐνη prion (PrPc) είναι μια γλυκοπρωτεΐνη μεγέθους 33-

35kDa η οποία βρίσκεται στην εξωτερική επιφάνεια της κυτταρικής μεμβράνης. Σε 

αυτήν συνδέεται με τη βοήθεια της Γλυκοζυλ-Φωσφατιδυλ-Ινοσιτολικής (ΓΦΙ)-

‘άγκυρας’ (Glycol-PhosphatidylInositol- anchor ή GPI-anchor) που φέρει στο 

καρβοξυλιοτελικό άκρο της (Stahl et al., 1990). H PrPc είναι διαλυτή, ιδιαίτερα 

ευαίσθητη στη δράση των πρωτεασών και βρίσκεται στους ιστούς ως μονομερές 

μόριο. Αρχικά η PrPc ή πρώιμη PrPc αποτελείται από περίπου 250 αμινοξέα 

(ανάλογα με το είδος του οργανισμού) και προκειμένου να ασκήσει τη βιολογική της 

δράση ωριμάζει με την αποκοπή των πρώτων περίπου είκοσι αμινοξέων του αμινο-

τελικού και κάποιων του καρβοξυλιο-τελικό άκρο της. Η ώριμη  PrPP

c βρίσκεται 

κυρίως στο κεντρικό νευρικό σύστημα αλλά και στο αίμα, στα λεμφοκύτταρα, στα 

επιθηλιακά κύτταρα του στομάχου, στην καρδιά, στους νεφρούς και στους μύες 

(Pammer et al., 2000; Bendheim et al., 1992; Horiuchi et al., 1995; Fournier et al., 

1998). Στον εγκέφαλο η PrPc εντοπίζεται κυρίως στα αστροκύτταρα (Moser et al., 

1995) και στις συναπτικές μεμβράνες των νευρώνων και ιδιαίτερα στη προσυναπτική 

επιφάνειά τους (Herms et al., 1999) όπου οργανώνεται σε δεσμάτια (Fournier et al., 

2000). Όλες οι γνωστές PrPc αλληλουχίες στα θηλαστικά παρουσιάζουν εξαιρετική 

ομοιότητα σε ποσοστό που αγγίζει το 90%, ενώ όλες έχουν την ίδια τριτοταγή δομή 

(υψηλός βαθμός συντήρησης).  

 H PrPc αποτελείται από δύο τμήματα: α) ένα σφαιρικό τμήμα που 

περιλαμβάνει τρεις α-έλικες και δυο μικρά αντιπαράλληλα β-ελάσματα και β) από 

μια μακριά και ευέλικτη ‘ουρά’ της οποίας η διαμόρφωση εξαρτάται από τις 

βιοχημικές παραμέτρους του περιβάλλοντος (εικόνα 1). Το σφαιρικό τμήμα 

βρίσκεται στο καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης, ενώ η ‘ουρά’ αντιστοιχεί στο 

αμινοτελικό της άκρο (Riek et al., 1996). Το αμινοτελικό άκρο περιέχει ένα 

οκταπεπτιδικό επαναλαμβανόμενο τμήμα, ικανό να δεσμεύει ιόντα χαλκού (Brown 

et al., 1997), ενώ το καρβοξυτελικό άκρο της αναδιπλώνεται ελικοειδώς 
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λαμβάνοντας μια σφαιρική μορφή, που περιέχει μια δισουλφιδική γέφυρα, δύο 

θέσεις γλυκοσυλίωσης και τη ΓΦΙ-‘άγκυρα’. Η δεύτερη και η τρίτη α-έλικα 

ενώνονται μεταξύ τους και σταθεροποιούνται με ένα δισουλφικό δεσμό, αποκτώντας 

ειδική τριτοταγή δομή. 

 

 
Εικόνα 1. Δομή της PrPc όπως καθορίζεται φασματοσκοπικά μέσω του φαινομένου του πυρηνικού 
μαγνητικού συντονισμού (Nuclear Magnetic Resonance-NMR spectroscopy). Με κόκκινο χρώμα 
απεικονίζονται οι τρεις α-έλικες, με κυανό φαίνονται τα δύο β-ελάσματα και η ‘ουρά’ απεικονίζεται 
ως κομπολόγι με κίτρινες χάντρες. (Τροποποιημένη από Liberski and Jaskólski, 2002). 
 

 

 Ο βιολογικός ρόλος της PrPc εξακολουθεί να παραμένει αδιευκρίνιστος. 

Σύμφωνα με τα πορίσματα του πρόσφατου ειδικού συνεδρίου PRION2008, η 

έκφραση και η αλληλεπίδραση της PrPc με διάφορα μόρια εκτιμάται ότι ρυθμίζει 

αρκετές φυσιολογικές λειτουργίες που είναι ιδιαίτερα κρίσιμες για το νευρικό και το 

ανοσοποιητικό σύστημα όπως:  

(1) η μνήμη, η διασυναπτική μετάδοση σήματος, ο έλεγχος της διακυτταρικής 

μεταφοράς ιόντων χαλκού και οι αντιφλεγμονώδεις αντιδράσεις,  

(2) η κυτταρική προσκόλληση, η μετανάστευση, ο πολλαπλασιασμός, η κυτταρική 

διαφοροποίηση και η δημιουργία των νευρώνων,  

(3) η κυτταρική άμυνα έναντι οξειδωτικών και αποπτωτικών διεργασιών,  

(4) η δραστηριότητα ποικίλων μηχανισμών μεταγωγής σήματος  

(5) η διακυτταρική μεταφορά της ίδιας της PrPc, τόσο μεταξύ τμημάτων της 

κυτταρικής μεμβράνης όσο και μέσω ενδοκυτταρικών διόδων για τη διατήρηση της 

διαρκούς και ταχείας ανακύκλωσής της (Bailly, 2008). 
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 Η παθολογική PrP ή PrPSc έχει ακριβώς την ίδια αλληλουχία αμινοξέων, δύο 

θέσεις γλυκοσυλίωσης και τη ΓΦΙ-‘άγκυρα’ όπως η PrPc αλλά έχει διαφορετική 

τριτοταγή δομή. Πρόκειται για ισομορφή της PrPc όπου διατηρούνται η δεύτερη και 

η τρίτη α-έλικα και υπάρχουν τέσσερα β-ελάσματα. Ειδικό χαρακτηριστικό 

γνώρισμα της PrPSc είναι η μερική ανθεκτικότητά της στη δράση των πρωτεασών 

και ειδικά της πρωτεϊνάσης-Κ, ιδιότητα που χρησιμοποιείται ευρέως στις ταχείες 

μεθόδους διάγνωσης των Μεταδοτικών Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών. Η 

πρωτεϊνάση-Κ αποκόπτει σε συγκεκριμένη θέση (θέση αποκοπής ή cleavage site) 

αμινοξέα κυρίως από το αμινοτελικό άκρο της PrPSc και μερικά από το 

καρβοξυτελικό άκρο της. Το τμήμα της PrPSc που προκύπτει έχει μοριακή μάζα 27-

30 kDa, συμβολίζεται ως PrP27-30, είναι ανθεκτικό στη δράση της πρωτεϊνάσης-Κ 

και αποτελεί το απλούστερο αλλά και πληρέστερο μολυσματικό μόριο της PrPSc 

(Hörnlimann et al., 2006; Legname et al., 2004). 

 Η ικανότητα της PrPSc να παραμένει αδιάλυτη ακόμα και σε ήπια 

απορρυπαντικά και η έντονη τάση της να σχηματίζει ινίδια (Scrapie Associated 

Fibrils-SAF), ραβδόμορφους σχηματισμούς και μάλλον άμορφα συσσωματώματα 

(Govaerts et al., 2004) καθιστά αδύνατη τη μελέτη της PrPSc με τις κλασικές 

μεθόδους δομικού προσδιορισμού σε αντίθεση με τη PrPc.  

 Έχουν διατυπωθεί διάφορα πρότυπα για το μηχανισμό μετατροπής της PrPc 

σε PrPSc τα οποία όμως είναι όλα υποθετικά καθώς η μεταβολή της τριτοταγούς της 

δομής γίνεται ελεύθερα σε διάλυμα και όχι πάνω στην κυτταρική μεμβράνη, όπου 

εντοπίζεται η PrPc (Hörnlimann et al., 2006). Τα κυριότερα από αυτά τα πρότυπα 

είναι: α) ο σχηματισμός ετεροδιμερούς και η μεσολάβηση της πρωτεΐνης Χ ή 

πρότυπο της αναδίπλωσης που κατευθύνεται από εκμαγείο (Cohen et al., 1994), β) 

το αλλοστερικό ή συνεργικό πρότυπο του Prusiner (Eigen, 1996) και γ) το πρότυπο 

της γραμμικής κρυσταλλοποίησης ή σχηματισμού πυρήνα (Come et al., 1993). 

 Η μελέτη της PrPc σε διάφορα είδη οργανισμών (Lysek et al., 2005) και η 

σύγκριση των αμινοξέων στις διάφορες θέσεις της πολυπεπτιδικής αλυσίδας 

αποκάλυψε τη σημασία της κατανομής του ηλεκτρικού φορτίου στην επιφάνεια της 

πρωτεΐνης και το ρόλο του στο φραγμό του είδους για τη μετατροπή της σε PrPSc 

(Billeter et al., 1997). Συγκεκριμένα, ειδικές αντικαταστάσεις αμινοξέων, που 

αλλάζουν το φορτίο στη λειτουργική εύκαμπτη περιοχή μεταξύ του δεύτερου β-

ελάσματος και της δεύτερης α-έλικας, όπου βρίσκεται θεωρητικά η θέση πρόσδεσης 
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της πρωτεΐνης Χ (Kaneko et al., 1997), φαίνεται ότι σχετίζονται με την εμφάνιση 

των νοσημάτων prion. Από την άλλη πλευρά, μια σημαντική παρατήρηση είναι ότι 

οι μεταλλάξεις της PrPc που σχετίζονται με την παθογένεια των νοσημάτων prion, 

στην πλειοψηφία τους, βρίσκονται στο εσωτερικό της δομής της πρωτεΐνης και 

ελάχιστες βρίσκονται επιφανειακά. Επομένως, η αποσταθεροποίηση του σφαιρικού 

τμήματος της PrPc δεν μπορεί να ερμηνευτεί μόνο από την παρουσία αυτών των 

μεταλλάξεων (Liemann et Glockshuber, 1999).  

 

 

 
Ι.4. Φραγμός μετάδοσης των Μεταδοτικών Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών 

μεταξύ των ειδών 

 Σήμερα είναι γνωστό ότι στις Μεταδοτικές Σπογγώδεις Εγκεφαλοπάθειες η 

αποτελεσματικότητα του φραγμού μετάδοσης μεταξύ των ειδών (species barrier) 

εξαρτάται, εν μέρει τουλάχιστον, από την αλληλεπίδραση μεταξύ της εισερχόμενης 

PrPSc και της PrPc του προσβαλλόμενου είδους, δηλαδή από το βαθμό ομολογίας 

στην αλληλουχία του Prnp γονιδίου μεταξύ του δέκτη και του δότη (Prusiner et al., 

1990). Όσο πιο κοινή είναι η αλληλουχία των αμινοξέων της PrP μεταξύ των δύο 

ειδών τόσο πιο εύκολο είναι η εισερχόμενη PrPSc να μετατρέψει την PrPc του 

προσβαλλόμενου είδους στην παθολογική ισομορφή PrPSc. Το γεγονός αυτό 

διευκολύνει για παράδειγμα τη μετάδοση της νόσου prion από τα βοοειδή στον 

άνθρωπο ή στα μικρά μηρυκαστικά, με τα οποία έχουν 92-93% ομολογία στην 

αλληλουχία των αμινοξέων της PrP (Wopfner et al., 1999; Prusiner, 1997), σε 

αντίθεση με τα τρωκτικά, όπου παρατηρείται 85% ομολογία (Westaway et al., 1994). 

Συνεπώς, η φυλογενετική σχέση των ζωικών ειδών, ως προς την ομολογία του Prnp 

γονιδίου, πιθανά επηρεάζει τη μετάδοση των Μεταδοτικών Σπογγωδών 

Εγκεφαλοπαθειών μεταξύ των ειδών (Kraukauer et al., 1996). 

 Έως σήμερα παραμένει άγνωστο το ακριβές τμήμα της πολυπεπτιδικής 

αλληλουχίας της PrP που επιδρά στο φραγμό μετάδοσης μεταξύ των ειδών ενώ 

εκτιμάται ότι πιθανά εμπλέκονται και άλλοι άγνωστοι παράγοντες (Prusiner, 1995). 

Για παράδειγμα, όταν διαγονιδιακά ποντίκια που υπερέκφραζαν την ανθρώπινη PrPc 

ενοφθαλμίστηκαν με παθογόνο υλικό της νόσου vCJD, εκδήλωσαν τη νόσο μόνο 
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όταν απουσίαζε η ενδογενής PrPc του ξενιστή, δηλαδή η PrPc του ποντικού (Scott et 

al., 1989; 1993). Βάσει αυτού, διατυπώθηκε ότι απαιτείται η λεγόμενη ‘πρωτεΐνη Χ’ 

ή ‘παράγοντας Χ’ που θα λειτουργεί ως μια συνοδευτική πρωτεΐνη (chaperone) για 

την καθαυτή μετατροπή της PrP (Kaneko et al., 1997). Συγκεκριμένα, σε 

διαγονιδιακά ποντίκια όπου θα συνεκφράζονται τόσο η PrPc του ποντικού όσο και η 

ένθετη-διαγονιδιακή πρωτεΐνη (πχ η PrPc του προβάτου), η πρωτεΐνη Χ υποθετικά 

συνδέεται εκλεκτικά με τη φυσική PrPc του ποντικού και δεν θα είναι δυνατή η 

μετατροπή της στην ένθετη-διαγονιδιακή PrPSc. 

 

 

 

Ι.5. Στέλεχος prion 

 Σημαντική αδυναμία της πρωτεϊνικής θεωρίας των νοσημάτων prion 

αποτελεί και η ανακάλυψη διαφορετικών στελεχών του μολυσματικού παράγοντα 

prion, τα οποία καλούνται στελέχη prion και είναι προσαρμοσμένα στο είδος του 

ξενιστή (Dickinson, 1976; Kimberlin et al., 1987; 1989). 

 Ως στελέχος prion χαρακτηρίζεται το σύνολο των απομονώσεων του 

μολυσματικού παράγοντα prion, που όταν ενοφθαλμιστεί σε γενετικά όμοιους 

ξενιστές, τότε προκαλεί νόσημα με όμοια και σταθερά φαινοτυπικά χαρακτηριστικά 

εκδήλωσης του. Τα χαρακτηριστικά αυτά αφορούν:  

− την περίοδο επώασης,  

− την κλινική εικόνα του νοσήματος,  

− τις ιστοπαθολογικές αλλοιώσεις, 

− την τοπογραφική εναπόθεση της PrPSc στον εγκέφαλο,  

− την ευχέρεια μετάδοσης του μεταξύ των ζωικών ειδών και  

− τις ιδιότητες της PrPSc όπως η ανθεκτικότητα στη θερμότητα, η χημική 

αδρανοποίησή της, η αντοχή της στην πρωτεϊνάση- Κ και η θέση αποκοπής 

(cleavage site) των αμινοξέων της από την πρωτεολυτική επίδραση, καθώς και η 

κατανομή των γλυκοζυλιωμένων τμημάτων της (γλυκοτύπος).  

 Μέχρι σήμερα έχουν ταυποποιηθεί 24 διαφορετικά στελέχη prion μετά από 

διόδους τους σε ποντίκια (Bruce et al., 1991; Hörnlimann et al., 2006). Σε 

περιπτώσεις φυσικής λοίμωξης, είναι δυνατόν να παρατηρηθούν περισσότερα από 
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ένα στελέχη prion στον ίδιο πληθυσμό ζώων, ή στην ίδια χώρα αλλά ακόμη και στο 

ίδιο ζώο (Fraser, 1993).  

 Καθώς η πολυπεπτιδική αλληλουχία της PrPc σε κάθε είδος ξενιστή 

παραμένει σταθερή, η ύπαρξη στελεχών prion με πολύ διαφορετικά χαρακτηριστικά 

υποδηλώνει ότι ο παθογόνος παράγοντας αποτελείται και από άλλο συστατικό εκτός 

της PrPSc, γεγονός που δε συμβαδίζει με την ‘protein only hypothesis’. Σήμερα, οι 

θεωρίες για την εμφάνιση των στελεχών prion βασίζονται στην ύπαρξη 

διαφορετικών τριτοταγών δομών της PrPSc, οι οποίες είτε μετατρέπουν ταχύτερα την 

PrPc στην παθολογική ισομορφή και προκαλούν νόσημα με βραχύτερο χρόνο 

επώασης, είτε εμφανίζουν τροπισμό σε διαφορετικές περιοχές του εγκεφάλου και 

άρα προσδίδουν διαφορετική ιστοπαθολογική κατανομή και συμπτωματολογία κατά 

την εκδήλωση του νοσήματος (Liberski and Jaskόlski, 2002; Hörnlimann et al., 

2006). Ωστόσο, μέχρι σήμερα δεν έχουν βρεθεί τριτοταγείς δομές της πρωτεΐνης 

τόσες ώστε να αντιστοιχούν στα γνωστά στελέχη prion και καμιά θεωρία δεν έχει 

αποδειχτεί (Aguzzi et al., 2007). 

 

 

 

ΙΙ. Μεταδοτικές Σπογγώδεις Εγκεφαλοπάθειες   

 Οι Μεταδοτικές Σπογγώδεις Εγκεφαλοπάθειες ή νόσοι prion είναι μια ομάδα 

θανατηφόρων λοιμωδών νοσημάτων με μακρά περίοδο επώασης που προσβάλλουν 

τόσο τον άνθρωπο όσο και τα ζώα (Πίνακας 1). Χαρακτηρίζονται από 

νευροεκφυλιστικές κενοτοπιώδεις αλλοιώσεις του κεντρικού νευρικού συστήματος, 

οι οποίες αποδίδονται με τον όρο ‘σπογγώδεις’. 

 Η πρώτη αναφορά των Μεταδοτικών Σπογωδών Εγκεφαλοπαθειών στον 

άνθρωπο έγινε για το σύνδρομο Gerstmann-Sträussler-Scheinker το 1913 και 

αντίστοιχα στα ζώα για την Τρομώδη Νόσο το 1732. Για πρώτη φορά το 1959, ο 

Hadlow παρατήρησε ομοιότητες μεταξύ της Τρομώδους Νόσου των μικρών 

μηρυκαστικών και της Κuru του ανθρώπου και η έρευνα των νοσημάτων prion στα 

ζώα και στον άνθρωπο ενοποιήθηκε. Το 1985-1986, στη Μεγάλη Βρετανία, 

διαπιστώθηκε η Σπογγώδης Εγκεφαλοπάθεια των Βοοειδών (Wells et al., 1987) και 

την άνοιξη του 1996 αναγνωρίστηκε η παραλλαγμένη μορφή της νόσου Creutzfeldt-
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Jakob (vCJD), ενώ το 1997 υπήρξαν διάφορες πειραματικές ενδείξεις ότι η νόσος 

vCJD προκαλείται από παράγοντα prion της Σπογγώδους Εγκεφαλοπάθειας των 

Βοοειδών. Μέχρι το Μάιο του 2006, 161 περιστατικά της νόσου vCJD είχαν 

καταγραφεί στη Μεγάλη Βρετανία και μόνο 30 σε άλλες χώρες. Σε όλες τις 

περιπτώσεις είχε παρατηρηθεί ότι οι ασθενείς με νόσο vCJD έφεραν σε ομοζυγωτία 

το αλληλόμορφο της μεθειονίνης στο κωδικόνιο 129 του PRNP γονιδίου και 

υπήρχαν επιδημιολογικές ενδείξεις ότι είχαν εκτεθεί στο μολυσματικό παράγοντα 

prion της Σπογγώδους Εγκεφαλοπάθεια των Βοοειδών μέσω της πεπτικής οδού.  

 Η Σπογγώδης Εγκεφαλοπάθεια των Βοοειδών εκτιμάται ότι πιθανά 

μεταδόθηκε από τα πρόβατα με Τρομώδη Νόσο στα βοοειδή και από αυτά στον 

άνθρωπο, ξεπερνώντας το φραγμό μετάδοσης μεταξύ των ειδών (Dickinson, 1976). 

Οι παράγοντες επικινδυνότητας που σχετίστηκαν με τον κύκλο μετάδοσης των 

νοσημάτων prion μεταξύ προβάτων και βοοειδών ήταν α) η ενζωοτική ύπαρξη της 

Τρομώδους Νόσου στον πληθυσμό των προβάτων (πηγή της μόλυνσης) και β) η 

χορήγηση οστεοκρεατάλευρων, που περιείχαν μολυσμένους ιστούς προβάτων, στα 

βοοειδή όλων των ηλικιών (μολυσματικό φορτίο). Επίσης, εκτιμάται ότι 

καθοριστικής σημασίας ήταν οι τροποποιήσεις στην τεχνική επεξεργασίας των 

παραπροϊόντων σφαγείου που προορίζονταν για την παρασκευή 

οστεοκρεαταλεύρων. Οι τροποποιήσεις αφορούσαν στη σημαντική μείωση της 

θερμοκρασίας επεξεργασίας και στην κατάργηση της χρήσης διαλυτών για την 

εκχύλιση του ζωικού λίπους από τα παραπροϊόντα σφαγείου και οδηγούσαν στην 

ελλιπή αδρανοποίηση του μολυσματικού παράγοντα prion (Hörnlimann et al., 2006). 

 Τελικά, η Σπογγώδης Εγκεφαλοπάθεια των Βοοειδών κρίθηκε επικίνδυνη για 

τη δημόσια υγεία και λήφθηκαν μέτρα για την εκρίζωσή της (Ευρωπαϊκός 

Κανονισμός αρ. 999/2001 και τροποποιήσεις του). 
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Πίνακας 1. Μεταδοτικές Σπογγώδεις Εγκεφαλοπάθειες των ζώων και του ανθρώπου 

(τροποποιημένος από Hörnlimann et al., 2006). 

Ξενιστής Νόσημα/παραλλαγή 
Διεθνής           

συντομογραφία 

Πρώτη περιγραφή         

(βιβλιογρ. αναφορά) 

Κλασική Τρομώδης Νόσος του προβάτου 

και της αίγας 
Scrapie (Sc) 1732 (McGowan, 1922) 

Άτυπη Τρομώδης Νόσος του προβάτου 

και της αίγας 
Nor98 1998 (Benestad et al, 2003) 

Μεταδοτική Εγκεφαλοπάθεια των Μινκ 

(Transmissible Mink Encephalopathy) 
ΤΜΕ 1965 (Hartsough; Burger, 1965) 

Χρόνια Καχεξιογόνος Νόσος των 

Ελαφοειδών CWD 1980 (Williams et Young, 1980) 

(Chronic Wasting Disease) 

Σπογγώδης Εγκεφαλοπάθεια των 

Βοοειδών 

(Bovine Spongiform Encephalopathy) 

BSE 1987 (Wells et al., 1987) 

Σπογγώδης Εγκεφαλοπάθεια των 

Βοοειδών στα είδη Tragelaphus oryx  

και T. strepsiceros 

(BSE of nyala and greater kudu) 

TSE/BSE 1988 (Jeffrey and Wells, 1988) 

Ζώα 

Σπογγώδης Εγκεφαλοπάθεια των 

Αιλουροειδών 

(Feline Spongiform Encephalopathy) 
FSE 1990 (Wyat et al., 1990) 

Σποραδική νόσος Creutzfeldt-Jakob 

(sporadic Creutzfeldt-Jakob) 
sCJD 1920/21 (Creutzfeldt, 1920) 

Οικογενής νόσος Creutzfeldt-Jakob 

(familial Creutzfeldt-Jakob) 
fCJD  1930 (Meggendorfer, 1930) 

Ιατρογενής νόσος Creutzfeldt-Jakob 
iCJD  1974 (Duffy et al., 1974) 

(iatrogenic Creutzfeldt-Jakob) 

Παραλλαγμένη μορφή της νόσου 

Creutzfeldt-Jakob 

(variant Creutzfeldt-Jakob) 

vCJD 1996 (Will et al., 1996) 

Σύνδρομο Gerstmann-Sträussler- 

Scheinker 
GSS 1913/36 (Gerstmann et al., 1936) 

'Ανθρωπος 

Kuru 
Kuru 1957 (Zigas et Gajdusek, 1957) 

Θανατηφόρα Οικογενής Αϋπνία  FFI 1986 (Lugaresi et al., 1986) 
(Fatal Familial Insomnia)  

Σποραδική Οικογενής Αϋπνία 
SFI  1999 (Parchi et al., 1999) 

(Sporadic Familial Insomnia) 
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ΙΙΙ. Τρομώδης Νόσος των μικρών μηρυκαστικών με έμφαση στην αίγα  

 

ΙΙΙ.1. Ορισμός, γεωγραφική εξάπλωση  

 Η Τρομώδης Νόσος (Scrapie) προσβάλλει πρόβατα και αίγες και είναι 

γνωστή στην Ευρώπη ήδη από το δέκατο όγδοο αιώνα, με διάφορες ονομασίες (όπως 

‘rubbers’, ‘rickets’, ‘goggles’, ‘trotting disease’, ‘le tremblante’ κ.ά. (Hörnlimann et 

al., 2006). Η πρώτη αναφορά για τη νόσο στα πρόβατα έγινε το 1732 (McGowan, 

1922) στη Μεγάλη Βρετανία, ενώ στην Ελλάδα διαγνώστηκε πρώτη φορά το 1986 

(Leontides et al. 2000). 

 Αναφορές στον Ευρωπαϊκό χώρο για την Τρομώδη Νόσο στις αίγες 

υπάρχουν από το 1941 (Chelle, 1942) ενώ η πρώτη σχετική αναφορά στην Ελλάδα 

έγινε το 1997 (Leontides et al, 1999). Οι περισσότερες πειραματικές μολύνσεις με 

σκοπό τη μελέτη του νοσήματος έχουν γίνει στα πρόβατα ενώ οι αίγες 

χρησιμοποιήθηκαν σε αντίστοιχες μελέτες από τη δεκαετία του 1950. 

Ενοφθαλμισμός των αιγών με εγκέφαλο προβάτου προσβεβλημένου από Τρομώδη 

Νόσο περιγράφηκε πρώτη φορά από την ομάδα του Pattison (Pattison et al., 1959) 

ενώ κλινικά περιστατικά φυσικής νόσησης έχουν καταγραφεί στην Ευρώπη και σε 

άλλες περιοχές της Γης (Hourrigan et al., 1969; Harcourt and Anderson, 1974; 

Stemshorn, 1975; Toumazos and Alley, 1989; Wood et al., 1992a; 1992b; Capucchio 

et al., 1998; Αgrimi et al., 1999; Leontides et al., 2000; Onodera and Saeki, 2000; 

Seuberlich et al., 2007). Παρόλο που η Τρομώδης Νόσος του προβάτου έχει 

παρατηρηθεί στην Ινδία (Zlotnik and Katyar, 1961), στις αίγες των ασιατικών και 

αφρικανικών χωρών το νόσημα δεν έχει καταγραφεί (σχήμα 1, 2), όπως επίσης στην 

Αυστραλία και στη Νέα Ζηλανδία, οι οποίες είναι απαλλαγμένες από τη νόσο. Στη 

Βόρεια Αμερική ωστόσο, όπως στον Καναδά και στις Ηνωμένες Πολιτείες (ΗΠΑ) 

έχουν αναφερθεί μεμονωμένα περιστατικά Τρομώδους Νόσου σε αίγες από τότε που 

σημειώθηκαν τα πρώτα περιστατικά στα πρόβατα (Hourrigan et al., 1969; 

Stemshorn, 1975).  
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Σχήμα 1. Γεωγραφική κατανομή της εμφάνισης της Τρομώδους Νόσου των μικρών μηρυκαστικών 

κατά το 2008 (OIE, WAHID, 2008). Kόκκινο: περιοχές με γενικευμένη παρουσία της νόσου, μπλε: 

περιοχές όπου το νόσημα περιορίζεται σε μία ή περισσότερες ζώνες, ροζ: περιοχές με κλινικά 

περιστατικά. καφέ: μολυσμένες περιοχές, σκούρο πράσινο: περιοχές όπου δεν υπάρχει σχετική 

αναφορά για το 2008, ανοιχτό πράσινο: περιοχές όπου ποτέ δεν έχει καταγραφεί περιστατικό της 

νόσου, γκρίζο: περιοχές για τις οποίες δεν υπάρχει καμία πληροφορία σχετικά με την Τρομώδη Νόσο 

των μικρών μηρυκαστικών. 

 

 

 
Σχήμα 2. Γεωγραφικές εστίες εμφάνισης Τρομώδους Νόσου στις αίγες κατά το 2008 (OIE, WAHID, 

2008). Με κόκκινο σημαίνεται η εστία όπου τα κλινικά περιστατικά συνεχίζονται ενώ με μπλε χρώμα 

φαίνονται οι εστίες στις οποίες το νόσημα έχει περιοριστεί. 
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ΙΙΙ.2. Επιζωοτιολογικά στοιχεία  

 Γενικά, η εμφάνιση της Τρομώδους Νόσου στις αίγες περιορίζεται 

σημαντικά σε σχέση με τα πρόβατα. Από το 2002, βάσει του Ευρωπαϊκού 

Κανονισμού αρ. 999/2001 για τη «θέσπιση κανόνων πρόληψης, καταπολέμησης και 

εξάλειψης ορισμένων Μεταδοτικών Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών» και των 

τροποποιήσεων του από τους Ευρωπαϊκούς Κανονισμούς αρ. 727/2007, αρ. 

722/2007, αρ. 1428/2007, αρ. 21/2008, αποφασίστηκε η εφαρμογή μονοετών ή 

πολυετών εθνικών προγραμμάτων αντιμετώπισης της Τρομώδους Νόσου. Στην 

Ελλάδα εφαρμόζονται μονοετή προγράμματα. Το ετήσιο ‘Πρόγραμμα  Επιτήρησης, 

Ελέγχου και Εξάλειψης των Μεταδοτικών Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών (ΜΣΕ) 

στα μικρά μηρυκαστικά’ του Υπουργείου Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίμων 

(ΥΠΑΑΤ), για την περίοδο 2008-2009 επέβαλε, για ολόκληρη την ελληνική 

επικράτεια, τον εργαστηριακό έλεγχο 12.200 αιγών που προορίζονται για ανθρώπινη 

κατανάλωση και 10.000 αιγών που δεν προορίζονται για ανθρώπινη κατανάλωση 

(Ελληνική Δημοκρατία,ΥΠΑΑΤ, 2008).  

 Ο αυξανόμενος αριθμός των εξεταζόμενων αιγών και η αυξημένη ευαισθησία 

των διαγνωστικών τεχνικών που χρησιμοποιήθηκαν τα τελευταία πέντε χρόνια 

επέτρεψαν την ανίχνευση των υποκλινικών περιστατικών της Κλασικής Τρομώδους 

Νόσου. Επιπλέον οδήγησαν στην αναγνώριση της «άτυπης» PrPSc (στέλεχος Nor98) 

που είναι υπεύθυνη για τη νέα μορφή της νόσου που καλείται Άτυπη Τρομώδης 

Νόσος (Benestad et al., 2003). Το 2004 επιβεβαιώθηκε το πρώτο περιστατικό 

φυσικής Σπογγώδους Εγκεφαλοπάθειας των Βοοειδών (Εloit et al., 2005) σε μια 

αίγα στη Γαλλία. Ενώ στο Ηνωμένο Βασίλειο, μια αναδρομική εξέταση όλων των 

περιστατικών Μεταδοτικών Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών χρησιμοποιώντας πιο 

ευαίσθητες διαγνωστικές τεχνικές, αποκάλυψε ένα δεύτερο πιθανό κρούσμα της 

νόσου σε αίγα (Jeffrey et al., 2006; CRL_STEG, 2008).  

 Σήμερα υπάρχουν τρεις μορφές των φυσικών νοσημάτων prion που 

προσβάλλουν τις αίγες. Πρόκειται για μορφές που διακρίνονται με βάση τα 

ανοσοβιοχημικά χαρακτηριστικά της PrPSc και αφορούν στην Κλασική Τρομώδη 

Νόσο, στην Άτυπη Τρομώδη Νόσο και στη Σπογγώδη Εγκεφαλοπάθεια των 

Βοοειδών που παρατηρείται στις αίγες (EFSA, 2005).  
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 Κατά την περίοδο 2002-2007, συνολικά σε όλα τα κράτη-μέλη της 

Ευρωπαϊκής Ένωσης αναφέρθηκαν 3.228 περιπτώσεις Μεταδοτικών Σπογγωδών 

Εγκεφαλοπαθειών σε αίγες από περίπου ένα εκατομμύριο ελέγχους, συγκριτικά με 

14.215 περιστατικά στα πρόβατα από συνολικά 3.411.199 ελέγχους (Ευρωπαϊκή 

Επιτροπή, 2008a; 2008b). Οι μισές περίπου αναλύσεις αφορούσαν σε αίγες που 

εκτρέφονταν στη Γαλλία ενώ πάνω από το 85% των περιστατικών προέρχονται από 

την Κύπρο (Gravenor et al., 2004; Ευρωπαϊκή Επιτροπή, 2008b), όπου η Κλασική 

Τρομώδης Νόσος ενζωοτεί στις αίγες (Toumazos and Alley, 1989). Από τα 3.228 

περιστατικά, 661 ( ποσοστό 20% ) αφορούν σε ζώα με υποκλινική νόσηση που 

ανιχνεύθηκαν στο σφαγείο και προορίζονταν για ανθρώπινη κατανάλωση (ενεργή 

επιτήρηση), ενώ σε 33 περιστατικά ( ποσοστό 1% των ζώων ) διαγνώστηκε η Άτυπη 

Τρομώδης Νόσος και  προέρχονταν από την Ελβετία (Seuberlich et al., 2007), τη 

Γαλλία, την Ισπανία (Ευρωπαϊκή Επιτροπή, 2008b) και την Ιταλία (Colussi et al., 

2008). Στις ΗΠΑ, όπου ο πληθυσμός των αιγών εκτιμάται στα 3 εκατομμύρια, από 

το 1990 μέχρι σήμερα έχουν διαγνωστεί 25 αίγες με Κλασική Τρομώδη Νόσο. 

 Στην Ελλάδα, σύμφωνα με στοιχεία του Εθνικού Εργαστηρίου Αναφοράς 

των Μεταδοτικών Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών (ΕΕΑ-ΜΣΕ), από το 2002 έως το 

2007 έχουν εξεταστεί εργαστηριακά συνολικά 35.926 αίγες και έχουν διαγνωστεί 

168 περιστατικά Κλασικής Τρομώδους Νόσου, κανένα περιστατικό Άτυπης 

Τρομώδους Νόσου και κανένα περιστατικό Σπογγώδους Εγκεφαλοπάθειας των 

Βοοειδών σε αίγες (Κουτσούκου-Χαρτώνα, 2008; Κουτσούκου-Χαρτώνα et al., 

2006). Ωστόσο, άλλες πηγές αναφέρουν την ιστοπαθολογική μελέτη 16 αιγών από 

ποίμνια του ελλαδικού χώρου με άτυπη εντόπιση της PrPSc (Sofianidis et al., 2008) 

και την επιβεβαίωση Άτυπης Τρομώδους Νόσου με χρήση ανοσοκαθήλωσης σε 

επιπλέον 3 αίγες ελληνικής εκτροφής (Bouzalas et al., 2008). 

 Σύμφωνα με το ΕΕΑ-ΜΣΕ για την περίοδο 2002-2007, ο επιπολασμός της 

Κλασικής Τρομώδους Νόσου στις αίγες είναι 0,46% και ο αντίστοιχος στα πρόβατα 

φτάνει το 1,61%, ενώ έχουν καταγραφεί και 3 περιστατικά Άτυπης Τρομώδους 

Νόσου σε πρόβατα.  
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ΙΙΙ.3. Συμπτωματολογία 

 Η περίοδος επώασης της φυσικής Κλασικής Τρομώδους Νόσου στα μικρά 

μηρυκαστικά κυμαίνεται από 2 έως 5 χρόνια και η αγγλική ονομασία της ‘Scrapie’ 

οφείλεται στο χαρακτηριστικό έντονο κνησμό (scraping) που εμφανίζεται ως 

σύμπτωμα. Αναφέρεται ότι η εξέλιξη της κλινικής νόσου είναι ταχύτερη στις αίγες 

σε σύγκριση με τα πρόβατα (Andrews et al., 1992), ενώ η διάρκεια της κλινικής 

νόσησης ποικίλει από δύο έως 24 εβδομάδες, με μέσο όρο τις 8 εβδομάδες (Wood et 

al., 1992; Capucchio et al., 1998; Sofianidis et al., 2006).  

 Στα αρχικά στάδια της νόσου, οι αίγες των γαλακτοπαραγωγών φυλών 

αντιστέκονται κατά την άμελξη λυγίζοντας τα πίσω άκρα και λαμβάνοντας εδραία 

θέση (Capucchio et al., 1998; Sofianidis et al., 2006). Παρατηρείται σιαλόρροια και 

αναγωγή του περιεχομένου της μεγάλης κοιλίας. Με την εξέλιξη της νόσου, τα ζώα 

εκδηλώνουν υπερευαισθησία σε φυσιολογικά εξωτερικά ερεθίσματα, μυϊκό τρόμο, 

υπερμετρία κινήσεων, αταξία και νευρικότητα. Επίσης, μπορεί να παρατηρηθεί 

επιθετικότητα, απάθεια, αλλοτριοφαγία (Cappuchio et al., 1998), τριγμός των 

δοντιών, μειωμένη όρεξη, προοδευτική απώλεια βάρους, τρόμος κεφαλής, 

λιποθυμικά επεισόδια και ήπιος κνησμός στη βραχιόνια και αμφίπλευρα στην 

κοιλιακή χώρα λόγω της παραισθησίας, που έχει ως συνέπεια την εμφάνιση 

δερματικών αλλοιώσεων και αλωπεκίας (Harcourt, 1974; Wood et al., 1992; 

Sofianidis et al., 2006). Στο τελικό στάδιο της νόσου, τα ζώα είναι απισχνασμένα και 

βρίσκονται σε μόνιμη κατάκλιση. 

 

 

 

ΙΙΙ.4. Τρόπος μετάδοσης  

 Η κύρια οδός μόλυνσης είναι μέσω του στόματος (per os) με την κατάποση 

μολυσματικού υλικού. Σύμφωνα με πειραματικές μελέτες, άλλες πιθανές οδοί είναι 

μέσω των δερματικών αλλοιώσεων και των εκδορών (Stamp et al., 1959) ή μέσω του 

επιπεφυκότα. Η άμεση οριζόντια μετάδοση γίνεται κυρίως με την επαφή υγιών και 

ευπαθών ζώων με μολυσμένο βιολογικό υλικό. Στα πρόβατα έχει παρατηρηθεί 
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απέκκριση της PrPSc με τα ούρα (Gregori et al., 2008; Gonzalez-Romero et al., 

2008), τα κόπρανα (Safar et al., 2008) και πιθανά με τη σίελο (Vascellari et al., 

2007), αλλά η σημασία τους στην οριζόντια μετάδοση της Τρομώδους Νόσου μένει 

αδιευκρίνιστη. Ιδιαίτερα στις αίγες, έχει διαπιστωθεί ότι ο πλακούντας μολυσμένων 

ζώων αποτελεί βασικό μολυσματικό υλικό κατά τη διάρκεια του τοκετού (Hadlow et 

al., 1982; Onodera et al., 1993; Τουμάζος, 2000). Αντιθέτως, στα πρόβατα, κατά τη 

διάρκεια επόμενης κύησης, ο πλακούντας της ίδιας προβατίνας μπορεί να μην 

αποτελεί πηγή μόλυνσης. Αυτό συμβαίνει όταν ο κυοφορούμενος αμνός φέρει 

γονότυπο που συνδέεται με ανθεκτικότητα στην Τρομώδη Νόσο, οπότε σε αυτήν την 

περίπτωση ο πλακούντας και τα λόχεια δεν είναι μολυσματικά (Andréoletti et al., 

2002). Κάτι ανάλογο δεν έχει επιβεβαιωθεί στις αίγες, καθώς δεν έχουν 

αποσαφηνιστεί πλήρως οι γονότυποι που συνδέονται με ανθεκτικότητα στη νόσο. 

 Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι αίγες, με γονότυπους όμοιους με 

εκείνους των προβάτων, εμφάνισαν ελαφρά μακρότερες περιόδους επώασης της 

πειραματικής Σπογγώδους Εγκεφαλοπάθειας των Βοοειδών (Foster et al., 1993). 

Τόσο στις αίγες όσο και στα πρόβατα, παρατηρήθηκε ότι οι Μεταδοτικές 

Σπογγώδεις Εγκεφαλοπάθειες δεν μεταδίδονται μέσω της μεταφοράς εμβρύων ή με 

την εφαρμογή τεχνητής σπερματέγχυσης (Foster et al., 1999; Wrathall et al., 2008). 

Αντιθέτως έχει παρατηρηθεί η ιατρογενής μετάδοση της Τρομώδους Νόσου μετά 

από την εφαρμογή εμβολιασμών (Gordon, 1946; Robinson, 1996; Caramelli et al., 

2001; Zanusso et al., 2003).  

 Η εισαγωγή της Τρομώδους Νόσου σε μια περιοχή συνδέεται άμεσα με το 

εμπόριο ζωντανών μικρών μηρυκαστικών από περιοχές όπου το νόσημα ενζωοτεί 

(Detwiler, 1992; Hadlow et al., 1982). Η έμμεση οριζόντια μετάδοση της Τρομώδους 

Νόσου μπορεί να γίνει μέσω του μολυσμένου ζωοτεχνικού εξοπλισμού, μέσω 

γεωργικών μηχανημάτων και οχημάτων και μέσω των μολυσμένων κοινών 

βοσκοτόπων. Στους μολυσμένους βοσκότοπους διατηρείται η μολυσματικότητα του 

παθογόνου παράγοντα για τουλάχιστον 15 χρόνια, ανάλογα και με τη χημική 

σύσταση του εδάφους (όπως το υψηλό pH και η αυξημένη συγκέντρωση ολικού 

οργανικού άνθρακα, η μειωμένη περιεκτικότητα σε ιώδιο και πιθανά η υψηλή 

συγκέντρωση σε χαλκό, ψευδάργυρο και μαγγάνιο) (Parry, 1983; Brown and 

Gajdusek, 1991; Johnson et al., 2006; Georgsson et al., 2006; Imrie et al., 2008). Ενώ 

η βιοδιαθεσιμότητα του παράγοντα prion ενισχύεται σημαντικά όταν αυτός 
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δεσμεύεται σε συστατικά του εδάφους οπότε μπορεί να μεταδόσει per os το νόσημα 

πιο αποτελεσματικά (Johnson et al., 2007). Τέλος, άλλες πηγές αναφέρουν ότι η 

μετάδοση του νοσήματος μπορεί να γίνει πειραματικά και μέσω σαρκοφάγων-

αιματοφάγων, δερματικών και νηματωδών παρασίτων (Wisniewski 1996; Post et al., 

1999; Gruner et al., 2004). 

 Ιδιαίτερης σημασίας είναι πρόσφατες μελέτες που αναδεικνύουν το γάλα και 

το πρωτόγαλα των μολυσμένων προβατίνων ως μέσο μετάδοσης της Κλασικής 

Τρομώδους Νόσου (Konold et al., 2008; Ligios et al., 2008). Σύμφωνα με τους 

Konold et al., 2008 το γάλα μολυσμένων προβατίνων μπορεί να μεταδώσει την 

Κλασική Τρομώδη Νόσο σε πολύ ευαίσθητα αρνιά του VRQ/VRQ γονοτύπου. Ενώ 

Γάλλοι ερευνητές επιβεβαίωσαν την παρουσία μολυσματικότητας στο γάλα 

προβατίνων που βρίσκονταν στο προκλινικό στάδιο της Κλασικής Τρομώδους 

Νόσου (Lacroux et al., 2008). Τα παραπάνω ευρήματα προβληματίζουν την 

επιστημονική κοινότητα για το αν θα πρέπει να ληφθούν ειδικά μέτρα στις 

μολυσμένες εκτροφές (EFSA, 22 Οκτωβρίου 2008). Η έρευνα συνεχίζεται στα 

πλαίσια δύο μεγάλων ερευνητικών προγραμμάτων (‘Genetics and pathogenesis of 

Scrapie in goats’-INRA/AFSSA και ‘Goat BSE’ -FOOD-CT-2006-3635, βλέπε 

Παράρτημα, Πίνακας 2), τα αποτελέσματα της οποίας δεν αναμένονται νωρίτερα 

από το 2010 (EFSA, 22 Οκτωβρίου 2008).  

 Παρόλα αυτά, η Γενική Διεύθυνση Τροφίμων του αρμόδιου Υπουργείου 

Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίμων της Γαλλίας (Direction Générale de l' 

Alimentation -DGAL), βασισμένη στα επιστημονικά δεδομένα και για προληπτικούς 

λόγους, εξέδωσε διάταγμα ώστε να τεθεί υπό απαγορευτικούς όρους η εμπορία 

γάλακτος και γαλακτοκομικών προϊόντων που προέρχονται από μολυσμένες με 

Τρομώδη Νόσο εκτροφές προβάτων και αιγών. Ταυτόχρονα η Γαλλική κυβέρνηση 

ασκεί πιέσεις στην Ευρωπαϊκή Ένωση (Ε.Ε.) για την απαγόρευση όλων των 

εισαγωγών γάλακτος από μολυσμένες εκτροφές τόσο από χώρες της Ε.Ε. όσο και 

εκτός αυτής (παρουσίαση ομάδας Γάλλων εμπειρογνωμόνων στον Ελληνικό 

Οργανισμό Γάλακτος- ΕΛΟΓ, Θεσσαλονίκη, 1η Δεκεμβρίου 2008). 
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ΙΙΙ.5. Παθογένεια 

 Η PrPSc ανιχνεύεται αρχικά στις πλάκες του Peyer και στο λεμφικό ιστό του 

γαστρεντερικού σωλήνα, για μεγάλο χρονικό διάστημα (έως χρόνια) πριν από την 

κλινική εκδήλωση της Τρομώδους Νόσου (Andréoletti et al., 2000; Heggebø et al., 

2000). H PrPSc παρατηρείται στο εσωτερικό των μακροφάγων και των δενδριτικών 

κυττάρων των λεμφοζιδίων και στη συνέχεια εκτιμάται ότι μέσω των εντερικών 

νευρικών γαγγλίων ή του πνευμονογαστρικού και των σπλαχνικών νεύρων 

μεταφέρεται στο κεντρικό νευρικό σύστημα (Mabbott and Bruce, 2001). Η 

εναπόθεση της PrPSc στο κεντρικό νευρικό σύστημα αποτελεί παθογνωμονικό 

γνώρισμα των Μεταδοτικών Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών, αλλά μπορεί να 

εντοπιστεί και στα λεμφικά όργανα, ανάλογα με τον τροπισμό του στελέχους prion.  

 Η σύγκριση των ιστοπαθολογικών αλλοιώσεων της Κλασικής Τρομώδους 

Νόσου τόσο στα πρόβατα όσο και στις αίγες δείχνει ομοιότητα μεταξύ των δύο 

ειδών (Zlotnik, 1961, 1962; Wood et al., 1992a; 1997). Η παρουσία της PrPSc στο 

νωτιαίο κινητικό πυρήνα του πνευμονογαστρικού νεύρου αποτελεί κριτήριο για την 

κατάταξη της Κλασικής Τρομώδους Νόσου στα δύο είδη μικρών μηρυκαστικών 

(EFSA, 2005). Οι αλλοιώσεις εντοπίζονται κύρια στο στέλεχος του εγκεφάλου, στην 

παρεγκεφαλίδα και στο θάλαμο. Περιλαμβάνουν κενοτοπίωση της φαιάς ουσίας του 

κεντρικού νευρικού συστήματος, γλοίωση, ατροφία των νευρώνων και εναπόθεση 

της PrPSc (Hadlow et al., 1980; Wood et al., 1992a; 1997; Valdez et al., 2003; 

Sofianidis et al., 2006; Dustan et al., 2008), ενώ η κατανομή των αλλοιώσεων 

επηρεάζεται από την ηλικία και το γονότυπο του ζώου (Sofianidis et al., 2006). 

 Η ιστοπαθολογική εικόνα της Σπογγώδους Εγκεφαλοπάθειας των Βοοειδών 

στα μικρά μηρυκαστικά άρχισε να μελετάται ενδελεχώς μετά την εμφάνισή της σε 

μια αίγα στη Γαλλία. Οι Foster et al., 2001a περιέγραψαν κενοτοπίωση και 

εκτεταμένες σπογγώδεις αλλοιώσεις στο μεσεγκέφαλο, στο θάλαμο και στα βασικά 

γάγγλια, αλλά όχι στα γάγγλια του φλοιού του εγκεφάλου των αιγών που 

ενοφθαλμίστηκαν ενδοκρανιακά με τον παράγοντα της Σπογγώδους 

Εγκεφαλοπάθειας των Βοοειδών. 

 Στην Άτυπη Τρομώδη Νόσο, η κενοτοπίωση και η εναπόθεση της PrPSc 

παρατηρείται στην παρεγκεφαλίδα και στο φλοιό των ημισφαιρίων των αιγών, σε 

αντίθεση με την Κλασική Τρομώδη Νόσο όπου οι αλλοιώσεις εντοπίζονται στο ύψος 
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του μοχλού πάνω από τον προμήκη μυελό (Seuberlich et al., 2007; Nentwig et al., 

2007; Sofianidis et al., 2008; Bouzalas et al., 2008). 

 

 

 

ΙΙI.6. Διάγνωση 

 Ο εντοπισμός της PrPSc στο κεντρικό νευρικό σύστημα συνιστά την οριστική 

διάγνωση των Μεταδοτικών Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών, ανεξάρτητα από την 

εμφάνιση κλινικών συμπτωμάτων στο ζώο (ΕΚ αρ. 999/2001 και τροποποιήσεις 

του). Για το λόγο αυτό, η διάγνωση της Τρομώδους Νόσου των μικρών 

μηρυκαστικών γίνεται μεταθανάτια μετά από εργαστηριακή εξέταση εγκεφαλικού 

ιστού από την περιοχή του μοχλού (obex). Οι διαγνωστικές μέθοδοι που 

χρησιμοποιούνται είναι η ιστοπαθολογική εξέταση, η παρατήρηση των 

χαρακτηριστικών ινιδίων (Scrapie Associated Fibrils –SAF) και η εντόπιση της 

PrPSc. Η τελευταία γίνεται με τη χρήση ανοσοϊστοχημείας, ανοσοκαθήλωσης 

(Western blot) ή ανοσοενζυμικής δοκιμής (ELISA) για την ανίχνευση της PrP27-30. 

Για την πρώτη ταχεία διάγνωση των Μεταδοτικών Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών 

χρησιμοποιείται η ELISA και στη συνέχεια τα ύποπτα δείγματα επιβεβαιώνονται με 

μία από τις άλλες μεθόδους (Ελληνική Δημοκρατία, ΥΠΑΑΤ, 2008).  

 Η προθανάτια εξέταση βιοπτικού λεμφικού ιστού (π.χ από τις αμυγδαλές, το 

τρίτο βλέφαρο ή από το απευθυσμένο) δεν εφαρμόζεται εκτενώς στις αίγες, ενώ στα 

πρόβατα εφαρμόζεται κυρίως ερευνητικά για ορισμένους γονοτύπους (Gonzalez et 

al., 2008). Η ανίχνευση της PrPSc στο αίμα νοσούντων προβάτων έχει επιτευχθεί με 

τη βοήθεια ανοσοδοκιμασίας με ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές (Schmerr et al., 

1999), ενώ έχει καταγραφεί και στο αίμα και στη σίελο νοσούντων ελαφιών με 

χρόνια καχεξιογόνο νόσο (Mathiason et al., 2008; Haley et al., 2009). 

 Οι Μεταδοτικές Σπογγώδεις Εγκεφαλοπάθειες δεν προκαλούν ανοσολογική 

απάντηση στον ξενιστή και για αυτό δεν υπάρχουν ανάλογες διαγνωστικές 

ορολογικές δοκιμές.  
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ΙΙΙ.7. Πρόληψη –Θεραπεία 

 Η νόσος είναι πάντοτε θανατηφόρος και δεν υπάρχει θεραπεία ή πρόληψη 

μέσω εμβολιασμού. Η χορήγηση ουσιών όπως τα πολυανιοντικά σουλφίδια, τα 

πολυενικά αντιβιοτικά (όπως η αμφοτερικίνη Β) και βενζυλιδενικά παράγωγα της 

αμφοτερικίνης Β (MS-8209) φαίνεται να επιμηκύνει το χρόνο επιβίωσης 

πειραματοζώων ενοφθαλμισμένων με PrPSc (Soler et al., 2008). Όμως, η ισχυρή 

τοξικότητα και η αμφίβολη αντι-prion δράση τους δεν επιτρέπει την ευρεία 

εφαρμογή τους στα ζώα ή στον άνθρωπο. 

 Τα προληπτικά μέτρα περιγράφονται αναλυτικά για όλες τις χώρες-μέλη της 

Ευρωπαϊκής Ένωσης, συμπεριλαμβανομένης και της Ελλάδας, στον Ευρωπαϊκό 

Κανονισμό αρ. 999/2001 και στις τροποποιήσεις του. Το κυριότερο μέτρο πρόληψης 

βασίζεται στη γενετική προδιάθεση της Τρομώδους Νόσου του προβάτου και 

συνίσταται στην εφαρμογή προγραμμάτων επιλογής στις εκτροφές με βάση τα 

αλληλόμορφα στα κωδικόνια 136, 154 και 171 της PrP (Dawson et al., 2008). Στα 

πρόβατα οι παρακάτω συνδυασμένοι γονότυποι για τα κωδικόνια 136, 154 και 171 

αντίστοιχα σχετίζονται με την Τρομώδη Νόσο ως εξής: o ARR/ARR με υψηλή 

ανθεκτικότητα, o VRQ/VRQ με υψηλή ευαισθησία, ενώ οι γονότυποι ARQ/ARQ, 

AHQ/ARQ, ΑRH/ARQ και οι συνδυασμοί τους σχετίζονται με μέτρια 

ανθεκτικότητα/ευαισθησία στην Κλασική Τρομώδη Νόσο. Τέλος, η αντικατάσταση 

της φαινυλαλανίνης (F) από λευκίνη (L) στο κωδικόνιο 141 εκτιμάται ότι προσδίδει 

αυξημένη προστασία έναντι της Άτυπης Τρομώδους Νόσου του προβάτου. Για αυτό 

το λόγο, πρόβατα ομοζυγωτά στη λευκίνη για το κωδικόνιο 141 (L141L) επιλέγονται 

για τη δημιουργία ανθεκτικών ποιμνίων. Οι αίγες εξαιρούνται από αυτή τη 

στρατηγική καθώς δεν έχουν αποσαφηνιστεί οι γονότυποι οι οποίοι συνδέονται με 

ανθεκτικότητα ή ευαισθησία στην Τρομώδη Νόσο. 

 

 

ΙΙΙ.8. Σχέση με τη δημόσια υγεία 

 Παρόλο που η Τρομώδης Νόσος είναι γνωστή για περισσότερο από 250 

χρόνια, δεν υπάρχουν ενδείξεις μετάδοσής της στον άνθρωπο. Αντιθέτως, η 

ενδεχόμενη ανάμειξη της στον κύκλο μετάδοσης της Σπογγώδους Εγκεφαλοπάθειας 
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των Βοοειδών και η πρόσφατη εμφάνιση της τελευταίας σε αίγα προκάλεσαν 

ανησυχία στη διεθνή επιστημονική κοινότητα. Η Σπογγώδης Εγκεφαλοπάθεια των 

Βοοειδών συνιστά αποδεδειγμένα κίνδυνο για τον άνθρωπο, ενώ ο κίνδυνος της 

παρουσίας της στις αίγες αξιολογείται δύσκολα, καθώς η γνώση των Μεταδοτικών 

Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών σε αυτό το ζωικό είδος είναι περιορισμένη. 

 

 

 
IV. Πολυμορφισμοί της πρωτεΐνης prion στα πρόβατα και στις αίγες 

 Τα αποτελέσματα επιζωοτιολογικών μελετών στην Τρομώδη Νόσο των 

μικρών μηρυκαστικών κατέδειξαν διαφοροποιήσεις στην εμφάνιση της νόσου 

μεταξύ των φυλών προβάτων όπως και μεταξύ ομάδων συγγενών ατόμων (Hunter et 

al., 1989). Τα ευρήματα αυτά ενίσχυσαν την άποψη ότι η εκδήλωση της νόσου 

μπορεί να ελέγχεται και από γενετικούς παράγοντες. Το 1962, ο Parry υποστήριξε 

ότι η φυσική Τρομώδης Νόσος ελέγχεται από αυτοσωμικό υποτελές γονίδιο και 

μπορεί να μεταδίδεται και πειραματικά (Parry, 1962). Σήμερα εκτιμάται ότι η 

Τρομώδης Νόσος αποτελεί λοιμώδες νόσημα, το οποίο ελέγχεται από γενετικούς 

παράγοντες που προκαλούν προδιάθεση (Baylis and Goldmann, 2004; Goldmann, 

2008; Agrimi et al., 2003) και η μελέτη του Prnp γονιδίου έχει προχωρήσει αρκετά. 

 Το Prnp γονίδιο, είναι ταυτόσημο με το γονίδιο Sip (Scrapie incubation 

period) και βρίσκεται στο 13ο χρωμόσωμα του προβάτου και της αίγας. Στο 5΄ άκρο 

του βρίσκονται δύο εξόνια τα οποία ακολουθούνται από ένα ιντρόνιο (περίπου 

10kbp) και από το τρίτο εξόνιο που εντοπίζεται στο 3΄ άκρο του γονιδίου. Το τρίτο 

εξόνιο περιέχει ολόκληρο το ανοιχτό αναγνωστικό πλαίσιο (Open Reading Frame ή 

ORF) που κωδικεύει την πρωτεΐνη prion. Η σύγκριση της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας στην περιοχή του υποκινητή και των εξονίων της PrP τόσο στα 

πρόβατα όσο και στις αίγες, κατέδειξε ομολογία σε ποσοστό άνω του 99% 

(Goldmann et al., 1996). 

 Η πρώιμη PrPc στις αίγες και στα πρόβατα αποτελείται από 256 αμινοξέα και 

φέρει δύο θέσεις γλυκοσυλίωσης στα κωδικόνια 189 και 200 (Goldmann et al., 

1996), ενώ η ώριμη πρωτεΐνη αποτελείται από 210 αμινοξέα. Πέρα από τον υψηλό 

αυτό βαθμό ομολογίας των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών δεν φαίνεται να υπάρχουν 
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κοινοί γονότυποι ανάμεσα στα δύο είδη οι οποίοι σχετίζονται με την ανθεκτικότητα 

ή την ευαισθησία στην Τρομώδη Νόσο. 

 Στα πρόβατα, πολλοί πολυμορφισμοί της πρωτεΐνης prion έχουν συσχετιστεί 

με την περίοδο επώασης της νόσου, την παθογένεια και την ένταση των κλινικών 

συμπτωμάτων. Σημειακές μεταλλάξεις οδηγούν σε αντικατάσταση αμινοξέος με 

αποτέλεσμα να παρατηρούνται οι παρακάτω πρωτεϊνικοί διμορφισμοί στα 

κωδικόνια: 1M112T, Α136V, Μ137Τ, S138N, L141F, R151C, R154H, Q171H ή 

Q171R ή Q171K, N176K και R211Q (Thorgeirsdottir et al., 1999; Bossers et al., 

1996; Tranulis et al., 1999; Hunter et al., 1989, 1994; Laplanche et al., 1993; 

Westaway et al., 1994; Belt et al., 1995; Vaccari et al., 2001; Lühken et al., 2007; 

Foster et al., 2001b). Στο ίδιο είδος έχουν βρεθεί και σιωπηλές μεταλλάξεις που δεν 

συνεπάγονται αλλαγή αμινοξέος (Hunter and Bossers, 2006). Αρκετοί από τους 

παραπάνω πολυμορφισμούς έχουν βρεθεί και στις ελληνικές φυλές προβάτων 

(Ekateriniadou et al., 2007b), τόσο συμβατικών (Ekateriniadou et al., 2007a) όσο και 

βιολογικών εκτροφών (Αικατερινιάδου, 2005).  

 Παρόλο που το Prnp γονίδιο έχει μελετηθεί στις αίγες λιγότερο από ό,τι στα 

πρόβατα, τα τελευταία χρόνια έχουν βρεθεί αρκετοί πολυμορφισμοί και σε αυτό το 

είδος. Συγκεκριμένα, σε διάφορες Ευρωπαϊκές φυλές αιγών έχουν περιγραφεί 

σημειακές μεταλλάξεις που οδηγούν στις παρακάτω αντικαταστάσεις αμινοξέων: 
2W18R, V21A, L23P, G37V, G49S, T110P, G127S, L133Q, M137I, I142M, I142T, 

H143R, N146S, N146D, R151H, R154H, P168Q, T194P, R211Q, T219I, Q220H, 

Q222K, G232W και S240P (πίνακας 2, σχήμα 3). Εκτός Ευρώπης και ΗΠΑ όπου 

έχουν βρεθεί παρόμοιοι πολυμορφισμοί (White et al., 2008), έχουν παρατηρηθεί και 

οι πολυμορφισμοί W102G, R211G, I218L στην Κίνα (Zhang et al., 2004; Zhou et 

al., 2008), στην Ιαπωνία (Kurosaki et al., 2005) και στο Πακιστάν (Babar et al., 

2009). Επίσης, έχουν ανευρεθεί σιωπηλές μεταλλάξεις που δεν συνεπάγονται 

 
1 Τα αμινοξέα συμβολίζονται με το λατινικό αλφάβητο όπως αναφέρονται στον πίνακα 1, στα 
Παραρτήματα.  Η γραφή π.χ. του πολυμορφισμού Μ112Τ συμβολίζει ότι στο κωδικόνιο 112 
της PrP πρωτεΐνης το αμινοξύ Μ (μεθειονίνη) που παρατηρείται κανονικά στον άγριο τύπο 
(GenBank accession number M31313) έχει αντικατασταθεί από το αμινοξύ Τ (θρεονίνη). 
Ομοίως αναγράφονται και οι  υπόλοιποι πολυμορφισμοί στα πρόβατα. 
2 Τα αμινοξέα συμβολίζονται με το λατινικό αλφάβητο όπως αναφέρονται στον πίνακα 1, στα 
Παραρτήματα. Η γραφή π.χ. του πολυμορφισμού W12R συμβολίζει ότι στο κωδικόνιο 12 της 
PrP πρωτεΐνης το αμινοξύ W (τρυπτοφάνη) που παρατηρείται κανονικά στον άγριο τύπο 
(GenBank accession number AJ000739) έχει αντικατασταθεί από το αμινοξύ R (αργινίνη). 
Ομοίως αναγράφονται και οι υπόλοιποι πολυμορφισμοί στις αίγες. 
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αντικατάσταση αμινοξέος στα κωδικόνια 342 (ccg→cca) (Goldmann et al., 1996), 

107 (aag→aaa) (Billinis et al., 2002), 125 (gta→gtg) (Zhou et al., 2008), 138 

(agc→agt) (Goldmann et al., 1996), 179 (gtg→gtt) (Papasavva-Stylianou et al., 

2007), 181 (gac→gat) (Papasavva-Stylianou et al., 2007), 202 (acc→act) (Acutis et 

al., 2006), 207 (aag→aaa) (Billinis et al., 2002), 219 (acc→act) (Vaccari et al., 

2006), 231 (agg→cgg) (Zhou et al., 2008) και 232 (ggg→gga) (Vaccari et al., 2006).  

 Εκτός από τις σημειακές μεταλλάξεις, έχει παρατηρηθεί και μια άλλη 

παραλλαγή στο Prnp γονίδιο που αφορά σε μια οκταπεπτιδική επαναλαμβανόμενη 

αλληλουχία πλούσια σε γλυκίνες στο αμινοτελικό άκρο του γονιδίου από το 

κωδικόνιο 54 έως το 102. Πρόκειται για διαφοροποίηση που έχει παρατηρηθεί στον 

άνθρωπο, στα βοοειδή, στα πρόβατα και στις αίγες. Στις τελευταίες έχει περιγραφεί 

σε υγιή ζώα η παρουσία τριών οκταπεπτιδικών (PHGGGWGQ) επαναλήψεων, από 

το κωδικόνιο 63-78, σε συνδυασμό με τη γλυκίνη στο κωδικόνιο 102 και με δύο μη 

οκταπεπτιδικές (P[Q/H]GGGGWGQ) επαναλήψεις εκατέρωθέν τους (Goldmann et 

al., 1998). Η σημασία αυτής της οκταπεπτιδικής επαναλαμβανόμενης περιοχής στο 

Prnp γονίδιο δεν έχει αποσαφηνιστεί, αλλά φαίνεται ότι ρυθμίζει την ομοιόσταση 

του χαλκού μετέχοντας στην ικανότητα δέσμευσης των ιόντων του από την 

πρωτεΐνη. 

 Οι κοινοί διμορφισμοί της PrP που παρατηρούνται μεταξύ των προβάτων και 

των αιγών παρατηρούνται στα ακόλουθα κωδικόνια: Q101R, G127S, H143R, 

N146S, R151H, R154H, R211Q, T219I και Q220H. Η εμφάνιση όμοιων 

πολυμορφισμών της PrP στα πρόβατα και στις αίγες είναι σημαντική και θα 

αναμενόταν η σύνδεσή τους με την ανθεκτικότητα/ευαισθησία στις Μεταδοτικές 

Σπογγώδεις Εγκεφαλοπάθειες να ήταν παρόμοια στα δύο είδη (Foster et al., 2001b), 

γεγονός που δεν επαληθεύεται. 

 

 

 

 

 
 

3 Η γραφή των σιωπηλών μεταλλάξεων π.χ. του 42(ccg→cca) σημαίνει ότι στο κωδικόνιο 42 
αντί για την αλληλουχία ccg που παρατηρείται κανονικά στον άγριο τύπο (GenBank 
accession number AJ000739) ανευρίσκεται η cca. Ομοίως αναγράφονται και οι υπόλοιπες 
σιωπηλές μεταλλάξεις. 
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Πίνακας 2. Πολυμορφισμοί της PrP σε διάφορους πληθυσμούς αιγών παγκοσμίως.  

Πολυμορφισμός ανά 
κωδικόνιο Ευρώπη Υπόλοιπος κόσμος Πρώτη βιβλιογραφική 

αναφορά 

R18 Ισπανία - Acin et al., 2004 

A21 Ελλάδα - Billinis et al., 2002 

P23 Ελλάδα - Billinis et al., 2002 

V37 Ιταλία - Agrimi et al., 2003 

S49 Ελλάδα - Billinis et al., 2002 

G102 Μ. Βρετανία Κίνα, Ιαπωνία Goldmann et al., 1998 

P110 Ιταλία - Agrimi et al., 2003 

V125 - Κίνα Zhou et al., 2008 

S127 Ιταλία, Μ. Βρετανία, 
Ισπανία 

ΗΠΑ, Κίνα, 
Ιαπωνία Zhang et al., 2004 

Q133 Ιταλία - Acutis et al., 2006 

I137 Ιταλία - Acutis et al., 2006 

M142 Μ. Βρετανία, Γαλλία, 
Ισπανία ΗΠΑ, Ιαπωνία Goldmann et al., 1996 

T142 Ιταλία - Acutis et al., 2008 

R143 Μ. Βρετανία, Ιταλία, 
Ελλάδα 

ΗΠA, Κίνα, 
Ιαπωνία Goldmann et al., 1996 

D146 Κύπρος _ Papasavva-Stylianou et al., 
2007 

S146 Κύπρος ΗΠΑ, Κίνα, 
Ιαπωνία Kurosaki et al., 2005 

H151 Κύπρος _ Papasavva-Stylianou et al., 
2007 

H154 Ελλάδα, Ιταλία, 
Ισπανία, Κύπρος ΗΠΑ, Κίνα Billinis et al., 2002 

Q168 Ιταλία, Ελλάδα, 
Κύπρος _ Billinis et al., 2002 

P194 Ιταλία - Acutis et al., 2008 

Q211 Μ. Βρετανία, Γαλλία, 
Ισπανία 

ΗΠΑ, Κίνα, 
Ιαπωνία Wopfner  et al., 1999 

G211 - Κίνα Zhou et al., 2008 

L218 - Κίνα Zhang et al., 2004 

I219 Ισπανία Κίνα Zhou et al., 2008 

H220 Ελλάδα, Γαλλία, Μ. 
Βρετανία, Kύπρος _ Billinis et al., 2002 
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Πολυμορφισμός ανά 
κωδικόνιο 

Πρώτη βιβλιογραφική 
αναφορά Ευρώπη Υπόλοιπος κόσμος 

Iταλία, Γαλλία, Μ. 
Βρετανία, Ισπανία ΗΠΑ, Κίνα Agrimi et al., 2003 K222 

W232 Ισπανία - Acin et al., 2004 

Ιταλία, Γαλλία, Μ. 
Βρετανία,             

Ελλάδα, Ισπανία, 
Κύπρος 

ΗΠΑ, Κίνα, 
Ιαπωνία, Πακιστάν Goldmann et al., 1996 P240 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Σχήμα 3. Απεικόνιση των πολυμορφικών κωδικονίων του Prnp γονιδίου στην αίγα και των 

πέντε οκταπεπτιδικών επαναλήψεων μεταξύ των κωδικονίων 54 και 102. Με κίτρινο χρώμα 

συμβολίζονται τα κωδικόνια του ανοιχτού αναγνωστικού πλαισίου που αποκόπτονται κατά 

την ωρίμαση της πρωτεΐνης prion. 
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V. Πολυμορφισμοί της PrP στην αίγα και σύνδεση τους με την 

ανθεκτικότητα/ευαισθησία στην Τρομώδη Νόσο  

 Τα στοιχεία για τη γενετική προδιάθεση της Τρομώδους Νόσου αντλούνται 

κυρίως από έρευνες στα πρόβατα. Συγκεκριμένα, ο ιδιαίτερα μεγάλος αριθμός 

δειγμάτων και φυλών προβάτων που έχουν αναλυθεί οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι 

η εμφάνιση της Τρομώδους Νόσου στο πρόβατο συνδέεται με συγκεκριμένους 

γονοτύπους και οι φυλές εμφανίζουν διαφοροποιήσεις σε ότι αφορά στην κατανομή 

των γονοτύπων και το βαθμό ευαισθησίας τους. Η ευαισθησία/ανθεκτικότητα στην 

Τρομώδη Νόσο του προβάτου είναι απόλυτη μόνο σε δύο γονότυπους, στον 

VV136RR154QQ171 που συνδέεται αποκλειστικά με την ευαισθησία και στον 

AA136RR154RR171 που συνδέεται αποκλειστικά με την ανθεκτικότητα. Οι υπόλοιποι 

γονότυποι παρουσιάζουν διακύμανση στη συσχέτισή τους με την Τρομώδη Νόσο 

που ποικίλει από υψηλή ανθεκτικότητα έως υψηλή ευαισθησία, ενώ η 

πολυπληθέστερη ομάδα AA136RR154QQ171 χαρακτηρίζεται ως ενδιάμεσης 

ανθεκτικότητας. Ο γονότυπος VV136RR154QQ171, που συνδέεται αποκλειστικά με την 

ευαισθησία στη νόσο, σε πολλές φυλές προβάτων βρίσκεται σε πολύ μικρό ποσοστό 

ατόμων ή απουσιάζει τελείως. Στην περίπτωση αυτή η ευαισθησία στη νόσο 

συνδέεται με το γονότυπο AA136RR154QQ171 του προβάτου, όπως για παράδειγμα 

στα πρόβατα της ελληνικής φυλή Χίου στα οποία το αλληλόμορφο της βαλίνης (V) 

στο κωδικόνιο 136 απουσιάζει και τα νοσούντα ζώα φέρουν κυρίως τον απλότυπο 

A136R154Q171/-και A136H154Q171/- (Hunter et al., 1994; Baylis and Goldmann, 2004; 

Ευρωπαϊκή Επιτροπή, 2008b). 

 Στις αίγες, οι μελέτες συσχέτισης γενετικών πολυμορφισμών με την 

Τρομώδη Νόσο είναι περιορισμένες τόσο σε αριθμό όσο και σε στατιστική 

σπουδαιότητα, κυρίως λόγω του μικρού αριθμού των νοσούντων ζώων (Billinis et 

al., 2002; Papasavva-Stylianou et al., 2007; Vaccari et al., 2006; Goldmann, 2008).  

 Παρόλα αυτά έχουν αναφερθεί κάποια αλληλόμορφα του Prnp γονιδίου της 

αίγας τα οποία σχετίζονται με αυξημένη ανθεκτικότητα στην Κλασική Τρομώδη 

Νόσο, ενώ σε κανένα ζώο δεν έχουν παρατηρηθεί οι τρεις οκταπεπτιδικές 

(PHGGGWGQ) επαναλήψεις που ανέφεραν οι Goldmann et al., 1998. 

Συγκεκριμένα, οι Acutis et al., 2006 σε 25 αίγες με Κλασική Τρομώδη Νόσο 

παρατήρησαν ότι η αντικατάσταση της γλουταμίνης (Q) από λυσίνη (Κ) στο 



37 

 

κωδικόνιο 222 προσδίδει ανθεκτικότητα στην Τρομώδη Νόσο στις φυλές αιγών 

Maltese, Camosciata και σε διασταυρώσεις αυτών. Οι Vaccari et al., 2006 σε αίγες 

της φυλής Ionica επιβεβαίωσαν την παραπάνω παρατήρηση σε 20 δείγματα αιγών με 

εναπόθεση PrPSc τόσο στο κεντρικό νευρικό σύστημα όσο και σε περιφερικά 

λεμφικά όργανα και σε 19 δείγματα αιγών με εντόπιση της PrPSc μόνο στα 

τελευταία. Οι Papasavva-Stylianou et al., 2007 μελετώντας 164 νοσούσες αίγες 

παρατήρησαν ότι η παρουσία της σερίνης (S) και του ασπαρτικού οξέος (D) στο 

κωδικόνιο 146 προσδίδει ανθεκτικότητα στην Τρομώδη Νόσο σε αίγες της φυλής 

Δαμασκού και διασταυρώσεις αυτών με εγχώριες αίγες της Κύπρου. Επιπλέον, 

παρόλο που έχουν παρατηρηθεί νοσούσες αίγες με ιστιδίνη (H) στο κωδικόνιο 154, 

αυτός ο πολυμορφισμός έχει συσχετιστεί με μερική ανθεκτικότητα στην Κλασική 

Τρομώδη Νόσο (Billinis et al., 2002; Papasavva-Stylianou et al., 2007; Vaccari et al., 

2006). Τέλος, μια από τις πρώτες μελέτες, αναφέρει τον προστατευτικό ρόλο της 

μεθειονίνης (M) έναντι της ισολευκίνης (I) στο κωδικόνιο 142 έναντι της φυσικής 

νόσου, καθώς σχετίζεται με την παράταση της περιόδου επώασης τόσο της 

πειραματικής Τρομώδους Νόσου όσο και της πειραματικής Σπογγώδους 

Εγκεφαλοπάθειας των Βοοειδών στις αίγες (Goldmann et al., 1996). 

 Στην περίπτωση της Άτυπης Τρομώδους Νόσου, στις αίγες δεν έχει 

επιβεβαιωθεί η σημασία του διμορφισμού L141F που βρέθηκε στα πρόβατα (Moum 

et al., 2005; Saunders et al., 2006; Moreno et al., 2007; Lühken et al., 2007; Benestad 

et al., 2008). Πρόσφατη ερευνητική εργασία σχετίζει την παρουσία της ιστιδίνης στο 

κωδικόνιο 154 με ευαισθησία στη Άτυπη Τρομώδη Νόσο των αιγών και 

συγκεκριμένα τον συνδυασμένο γονότυπο ΑΗQ (ή Α136Η154Q171), ανεξάρτητα από 

τους πολυμορφισμούς που μπορεί να υπάρχουν στα κωδικόνια 222 και 240 (Colussi 

et al., 2008). 

 Τα δεδομένα για την Τρομώδη Νόσο στις αίγες στον Ελλαδικό χώρο, 

αφορούν τη γονοτυπική ανάλυση συνολικά 52 αιγών με Κλασική Τρομώδη Νόσο 

(Billinis et al., 2002; Sofianidis et al., 2006; 2008) και 19 αιγών με άτυπη εντόπιση 

της PrPSc (Sofianidis et al., 2008; Bouzalas et al., 2008). Η πρώτη μελέτη των 

πολυμορφισμών του Prnp γονιδίου σε αίγες μιας μολυσμένης εκτροφής αποκάλυψε 

13 διαφορετικούς γονότυπους της PrPc, που κωδικεύουν τουλάχιστον 5 υποθετικά 

διαφορετικές ώριμες πρωτεΐνες prion (Billinis et al., 2002). Δύο μόνο αίγες με 

Τρομώδη Νόσο, από τις συνολικά 15, έφεραν τον άγριο-τύπου συνδυασμένο 
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γονότυπο HH143-RR154, ενώ η παρουσία των αλληλομόρφων R143 και Η154 

εκτιμήθηκε ότι προσδίδει μερική προστασία έναντι της Τρομώδους Νόσου στις αίγες 

της Εγχώριας Ελληνικής φυλής (Zygoyiannis and Katsaounis, 1989) και σε 

διασταρώσεις αυτών. Στις ερευνητικές εργασίες της ομάδας των Sofianidis et al., 

2006; 2008, η γονοτυπική ανάλυση συνολικά 37 νοσούσων αιγών με Κλασική 

Τρομώδη Νόσο ανέδειξε την παρουσία του συνδυασμένου γονότυπου ΗΗ143-RR154 

σε 22 ζώα, ενώ σε 5 ζώα παρατηρήθηκε ο διμορφισμός H143R. 

 Όσον αφορά την άτυπη κατανομή της PrPSc στις αίγες του Ελλαδικού χώρου, 

η ίδια ομάδα αναφέρει την εμφάνιση του συνδυασμένου γονότυπου ΗΗ143-RR154 σε 

12 νοσούσες αίγες και του αντίστοιχου HR143-RR154 σε 4 αίγες (Sofianidis et al., 

2008). Σε συμφωνία με Ιταλούς ερευνητές φαίνεται να είναι τα αποτελέσματα των 

Bouzalas et al., 2008, όπου σε 3 αίγες με ‘Ατυπη Τρομώδη Νόσο βρέθηκε ο 

γονότυπος ΑΑ136-ΗΗ154-QQ171 ενώ η παρουσία της λυσίνης στο κωδικόνιο 222 

σχετίστηκε με ανθεκτικότητα τόσο για την Κλασική όσο και για την Άτυπη 

Τρομώδη Νόσο. 

 

 

VI. Μέθοδοι γονοτυπικής ανάλυσης του Prnp γονιδίου  

 

VI.1. Γενικά 

 Οι τεχνικές γονοτύπησης του Prnp γονιδίου στα πρόβατα διακρίνονται σε δύο 

κατηγορίες: (α) σε εκείνες που χρησιμοποιούνται για την ανάλυση μεμονωμένων 

νουκλεοτιδικών πολυμορφισμών (Single Nucleotide Polymorphisms- SNPs) στα 

τέσσερα κωδικόνια (136, 141, 154 και 171) και (β) στην ανάλυση αλληλουχίας όλων 

των νουκλεοτιδίων του Prnp γονιδίου. Τα βασικά βήματα και στις δύο κατηγορίες, 

είναι η απομόνωση του γονιδιωματικού DNA από ζωικό ιστό, η ενίσχυση 

ολόκληρου ή μέρους του ανοιχτού αναγνωστικού πλαισίου του Prnp με τη χρήση της 

Αλυσιδωτής Αντίδρασης της Πολυμεράσης (AAΠ) (Polymerase Chain Reaction-

PCR), η ανίχνευση των πολυμορφικών κωδικονίων και ο καθορισμός του γονοτύπου 

της PrPc (Hunter and Bossers, 2006).  
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 Οι μέθοδοι ανίχνευσης των SNPs περιλαμβάνουν δύο στάδια:  

1) Τη διάκριση των αλληλομόρφων ενός νουκλεοτιδίου, με μια σειρά μοριακών, 

βιοχημικών και χημικών διαδικασιών, οι οποίες καταλήγουν στη δημιουργία 

ειδικών για κάθε αλληλόμορφο προϊόντων όπως οι τεχνικές της ΑΑΠ-

Πολυμορφισμών μήκους τεμαχίων περιορισμού (Restriction Fragment 

Length Polymorphism-RFLP ή PCR-RFLP) και οι τεχνικές της Real Time 

PCR (TaqMan, SNIP-it, FRET, Ligase chain reaction) (Vaccari et al., 2004; 

Sbaiz et al., 2004; Acutis et al., 2006b; Ψηφίδη et al., 2008) 

2)  Την ανάλυση ή μέτρηση των προϊόντων αυτών (σχήμα 4) (Gut, 2001).  

Στην κατηγορία ανάλυσης της αλληλουχίας όλου του Prnp γονιδίου 

περιλαμβάνονται οι διάφορες παραλλαγές της ενζυμικής μεθόδου 

αλληλούχησης του DNA κατά Sanger και ηλεκτροφορητικές τεχνικές 

έμμεσης αλληλούχησης του DNA, όπως είναι η ηλεκτροφόρηση πηκτής με 

διαβαθμισμένη αποδιατακτική σύσταση (Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis-DGGE). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Υβριδισμός 
[molecular 

beacons,FRET] 

Επιμήκυνση 
εκκινητών 
[SNP-IT] 

Σύνδεση 
Ολιγονουκλεοτιδίων 

παρουσία DNA λιγάσης      

Κατεργασία με 

νουκλεάση 

Διαχωρισμός σε 
πηκτή [RFLP-PCR] 

Συστοιχία Φασματογραφία Μάζας Μέτρηση φθορισμού 

Σχήμα 4. Σχηματική παράσταση των κυριότερων μεθόδων γονοτύπισης των SNPs. Στην επάνω σειρά 

διακρίνονται οι μέθοδοι σύνθεσης του ειδικού για κάθε αλληλόμορφο προϊόντος και στην κάτω σειρά 

οι μέθοδοι ανάλυσης των προϊόντων τους. Οι περισσότερες μέθοδοι ανίχνευσης SNPs είναι 

αποτέλεσμα συνδυασμού μιας μεθόδου επεξεργασίας και μιας μεθόδου ανάλυσης των δειγμάτων 

(προσαρμοσμένο σχήμα από Gut, 2001). 
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VI.2. Ανάλυση αλληλουχίας DNA (sequencing) κατά Sanger 

 Η ανάλυση αλληλουχίας DNA (sequencing) κατά Sanger, χαρακτηρίζεται 

ενζυμική επειδή χρησιμοποιεί τη DNA πολυμεράση για την αλληλούχηση του DNA. 

Έχει επικρατήσει της χημικής μεθόδου Maxam και Gilbert (Maxam and Gilbert, 

1977), καθώς χρησιμοποιούνται λιγότερα τοξικά αντιδραστήρια και ραδιενέργεια. 

 Η βασική της αρχή στηρίζεται στη δράση των τριφωσφορικών 

διδεοξυνουκλεοτιδίων (dideoxynucleotides triphosphates-ddNTPs). Τα αντίγραφα 

που παράγονται από τη δράση της DNA πολυμεράσης, εκκινούν όλα από την αρχή 

της αλληλουχίας-στόχου και καταλήγουν σε διαφορετικά σημεία κατά μήκος της 

αλυσίδας του DNA που αντιγράφεται. Για αυτό ευθύνονται τα ddNTPs τα οποία 

καθώς δεν φέρουν υδροξύλιο (-ΟΗ) στη 3’ θέση της ριβόζης τους, εμποδίζουν τη 

DNA πολυμεράση να συνδέσει κάθε νεοεισερχόμενο δεοξυνουκλεοτίδιο (dNTP) στη 

συντιθέμενη αλυσίδα. Για αυτό το λόγο τα ddNTPs καλούνται και τερματιστές της 

αλυσίδας του DNA (DNA chain terminators). Τα αντίγραφα αυτά διαχωρίζονται με 

βάση το μήκος τους σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου και η αλληλουχία των 

νουκλεοτιδίων της αρχικής αλληλουχίας-στόχου καθορίζεται από τη σειρά των 

αντιγράφων στην πηκτή (Αγγελοπούλου, 2004). 

 Υπάρχουν διάφορες παραλλαγές της μεθόδου με ραδιοσημασμένα 

νουκλεοτίδια ή φθορίζοντες εκκινητές, σε κάθε περίπτωση όμως απαιτούνται 

τέσσερις αντιδράσεις, μια για κάθε ddNTP (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP). 

Βελτιωμένη παραλλαγή της παραπάνω μεθόδου αποτελεί η λεγόμενη Dye-chain 

terminator sequencing, η οποία χρησιμοποιεί σημασμένα ddNTPs που επιτρέπουν 

την αλληλούχηση του DNA σε μία μόνο αντίδραση. Η μέθοδος που εφαρμόστηκε 

στην παρούσα εργασία για την αλληλούχηση ολόκληρου του ORF του Prnp γονιδίου 

στις αίγες βασίζεται στο Dye-chain terminator sequencing. Τα ddNTPs σημαίνονται 

με φθορίζουσες χρωστικές και εκπέμπουν φως σε διαφορετικά μήκη κύματος (Σχήμα 

4). Μετά την ενσωμάτωση τους στην αλληλουχία του DNA, ακολουθεί 

ηλεκτροφόρηση του προϊόντος σε τριχοειδές (capillary electrophoresis). Ο 

εκπεμπόμενος φθορισμός καταγράφεται από ανιχνευτή και προκύπτει ένα 

χρωματογράφημα, βάσει του οποίου καθορίζεται η εξεταζόμενη νουκλεοτιδική 

αλληλουχία (σχήμα 5). 

http://en.wikipedia.org/wiki/Dideoxynucleotides
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Σχήμα 5. Σχηματική απεικόνιση του Dye-chain terminator sequencing με ηλεκτροφόρηση σε 

τριχοειδές (capillary electrophoresis) (αριστερά). Χρωματογράφημα της αναφερόμενης μεθόδου και 

συγκριτική αντιστοίχιση του ραδιογραφήματος σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (δεξιά). (Τροποποιημένο 

από BIO-RAD Laboratories, http://www.BIO-RAD.com/). 

 

 

 

VI.3. Ηλεκτροφόρηση πηκτής με διαβαθμισμένη αποδιατακτική σύσταση 

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis-DGGE) 

 Η μέθοδος DGGE επινοήθηκε το 1979 από τους Fischer και Lerman και 

επιτρέπει την ανίχνευση μεμονωμένων αντικαταστάσεων νουκλεοτιδίων και μικρών 

ελλείψεων (deletions) ή προσθηκών (insertions) μήκους μερικών δεκάδων ζευγών 

βάσεων στο μόριο του DNA. Η μέθοδος στηρίχτηκε στην επίδραση που ασκεί το 

σημείο τήξεως του μορίου του DNA στην ικανότητα μετακίνησής του κατά την 

ηλεκτροφόρηση (Fischer and Lerman, 1983). 

 Το σημείο τήξεως (Tm) του μορίου του DNA εξαρτάται από τον αριθμό των 

νουκλεοτιδίων που περιέχουν αδενίνη (Α) ή θυμίνη (Τ) και γουανίνη (G) ή κυτοσίνη 

(C). Δύο όμοια τμήματα DΝΑ που διαφέρουν έστω και σε ένα μόνο νουκλεοτίδιο θα 

έχουν διαφορετικό σημείο τήξεως. 

 Όταν δίκλωνα μόρια DNA κινούνται μέσα σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου, που 

αποτελείται από αυξανόμενα διαβαθμισμένο μετουσιωτή (όπως ουρία και 

φορμαμίδιο), υφίστανται μερική αποδιάταξη της έλικάς τους σε κάποιες περιοχές οι 

http://www.bio-rad.com/
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οποίες καλούνται περιοχές τήξεως (domains). Αυτά τα μερικώς αποδιαταγμένα 

μονόκλωνα μόρια εμφανίζουν μειωμένη ηλεκτροφορητική κινητικότητα στην πηκτή 

και σταματούν σε κάποιο σημείο της. Καθώς τα δίκλωνα μόρια του DNA συνεχίζουν 

να κινούνται αργά προς υψηλότερες συγκεντρώσεις μετουσιωτή μέσα στην πηκτή, 

και άλλα πεδία τήξεως υφίστανται αποδιάταξη της δίκλωνης έλικάς τους. Όταν το 

τελικό ή πιο σταθερό πεδίο του μορίου τηχθεί τότε το αρχικό μόριο του DNA έχει 

υποστεί πλήρη αποδιάταξη και η αναλυτική ικανότητα της πηκτής χάνεται (Myers et 

al.,1985b; Sheffield et al., 1989). 

 Η μείωση της ηλεκτροφορητικής κινητικότητας του μορίου του DNA όσο η 

δίκλωνη έλικα του ‘ξεδιπλώνεται’ παρέχει ενδείξεις για τη σύσταση του. Η θέση του 

μορίου DNA στην πηκτή με διαβαθμισμένο μετουσιωτή καθορίζεται από το 

λιγότερο σταθερό τμήμα του μορίου (πεδίο με χαμηλότερη θερμοκρασία τήξεως ή 

πρώτο πεδίο ή first domain), ενώ είναι σχετικά μη ειδική ή απούσα στα υπόλοιπα 

τμήματα της αλληλουχίας ή στο υπόλοιπο μήκος του μορίου (Fischer and Lerman, 

1983). Το πεδίο με χαμηλότερη θερμοκρασία τήξεως είναι ουσιαστικά το τμήμα του 

DNA που αναλύεται. Τεμάχια DNA με το ίδιο μέγεθος, αλλά με διαφορετική 

νουκλεοτιδική αλληλουχία διαχωρίζονται με αυτή τη μέθοδο στην πηκτή με 

διαβαθμισμένη αποδιατακτική σύσταση. Τόσο αντιμεταθέσεις όσο και διπλές 

αντικαταστάσεις βάσεων -οι οποίες αφήνουν αναλλοίωτη την πραγματική σύνθεση 

του μορίου- δίνουν σημαντικές μεταβολές στην τελική θέση του μορίου στην ειδική 

αυτή πηκτή. Με αυτόν τον τρόπο προκύπτουν θέσεις και πρότυπα τα οποία 

μεταβάλλονται ελάχιστα κατά μήκος της πηκτής, όταν το ηλεκτρικό πεδίο είναι 

συνεχές. Αντικαταστάσεις νουκλεοτιδίων στα πεδία με υψηλές θερμοκρασίες τήξεως 

του μορίου DNA δεν μπορούν να ανιχνευθούν με την DGGE (Myers et al., 1985b). 

 Το πρόβλημα αυτό αντιμετωπίζεται με την προσθήκη μιας αλληλουχίας 

πλούσιας σε G-C (περιεκτικότητας 80%) που καλείται G-C clamp και αυξάνει το 

σημείο τήξεως της υπό ανάλυση ακολουθίας. Με αυτόν τον τρόπο, προκύπτουν 

μόρια DNA με μια κατανομή δίκλωνων και αποδιαταγμένων περιοχών που επιτρέπει 

τμήμα του μορίου να παραμένει δίκλωνο μέσα στην ειδική πηκτή έως ότου η 

αλληλουχία-στόχος τηχθεί και δώσει ανάλογο πρότυπο. Η προσθήκη του GC-clamp 

σε μια αλληλουχία-στόχο επιτρέπει τη διάκριση αντικαταστάσεων ακόμη και ενός 

νουκλεοτιδίου, όταν αυτές εντοπίζονται ακόμα και σε όλα τα πεδία τήξεως του 

μορίου DNA (Myers et al., 1985a). 
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 Στην DGGE αναλύονται προϊόντα της Αλυσιδωτής Αντίδρασης της 

Πολυμεράσης. Κατά την Αλυσιδωτή Αντίδραση της Πολυμεράσης (ΑΑΠ) τα 

δίκλωνα μόρια του DNA αποχωρίζονται και στη συνέχεια αναδιατάσσονται κατά τη 

διάρκεια των κύκλων της αντίδρασης, επιτρέποντας τη σύνθεση δίκλωνων μορίων 

από όμοια (ομοδιμερή) αλλά και από διαφορετικά αλληλόμορφα (ετεροδιμερή) 

(Mullis, 1987; Sheffield et al., 1989). Τα ετεροδιμερή έχουν πάντα χαμηλότερο 

σημείο τήξεως από οποιοδήποτε ομοδιμερές, επειδή έχουν μεγαλύτερη χημική 

αστάθεια. 

 Συνεπώς μετά τον πολλαπλασιασμό του αρχικού μορίου DNA με την ΑΑΠ, 

τα πρότυπα της DGGE που προκύπτουν σε περίπτωση ομοζυγωτίας είναι δύο είδη 

ομοδιμερών, τα οποία απεικονίζονται ως μια ζώνη ανά διαδρομή της ειδικής πηκτής. 

Όταν το ομοζυγωτό δείγμα περιέχει γουανίνη ή κυτοσίνη (Ομ1-σχήμα 6) τότε 

παρατηρείται μια ζώνη χαμηλότερα από εκείνη που αντιστοιχεί σε ομοζυγωτό 

δείγμα που περιέχει αδενίνη ή θυμίνη (Ομ2-σχήμα 6). Ενώ σε περίπτωση 

ετεροζυγωτίας, προκύπτουν τέσσερις ζώνες ανά διαδρομή της ειδικής πηκτής που 

αντιστοιχούν στα ανασχηματισμένα ετεροδιμερή και στα δύο ομοδιμερή μόρια που 

παράγονται κατά την ΑΑΠ (σχήμα 6). 

 
Σχήμα 6. Απεικόνιση των σχετικών θέσεων των προϊόντων ΑΑΠ ενός μορίου DNA. Σε ομοζύγωτη 

κατάσταση προκύπτουν οι θέσεις  Ομ1 (ομοδιμερές με νουκλεοτίδια G-C) ή Ομ 2 (ομοδιμερές με 

νουκλεοτίδια Α-Τ). Σε ετεροζυγωτία προκύπτει η Ετ εικόνα (συνύπαρξη των Ομ1 και Ομ 2 και δύο 

ετεροδιμερών μορίων). 

 

 

 Η μέθοδος DGGE εφαρμόζεται ευρέως σε φυλογενετικές μελέτες 

μικροοργανισμών (Diez et al., 2001; Regensbogenova et al., 2004; Zijnge et al., 

2006) και γενικότερα για τον ακριβή διαχωρισμό πολυμορφισμών ιδιαίτερα σε 
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τμήματα DNA μεγέθους μέχρι 500bp. Πρόκειται για την κύρια τεχνική που 

χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα έρευνα και αποσκοπούσε στη βελτιστοποίησή της 

(Muyzer et al., 1985a;1985b; Hayes et al., 1999) για την ανίχνευση σημειακών 

μεταλλάξεων στο Prnp γονίδιο στις αίγες. 

 Η DGGE χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά το 1991 στην έρευνα των 

νοσημάτων prion του ανθρώπου για την ανίχνευση μεταλλάξεων στο πολυμορφικό 

κωδικόνιο 178 του PRNP γονιδίου και τη συσχέτιση του με την Οικογενή νόσο CJD 

(Fink et al., 1991). Αργότερα, οι ίδιοι ερευνητές βελτίωσαν την τεχνική και η μελέτη 

των μεταλλάξεων επεκτάθηκε σε όλο το γονίδιο της πρωτεΐνης prion, με κατάλληλο 

σχεδιασμό εκκινητών, ενώ ταυτόχρονα η ομάδα του Laplanche et al.,1993 

χρησιμοποίησε την DGGE για τη μελέτη του Prnp γονιδίου στα πρόβατα. Από τότε, 

η DGGE έχει χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη των μεμονωμένων νουκλεοτιδικών 

πολυμορφισμών του Prnp κυρίως στα πρόβατα (Laplanche et al., 1993; Belt et al., 

1995; Thorgeirsdottir et al., 1999; Παπασάββα-Στυλιανού, 2003), ενώ υπάρχει μόνο 

μια δημοσίευση για την εφαρμογή της στις αίγες (Papasavva-Stylianou et al., 2007). 

Πρόκειται για μέθοδο με ελάχιστο οικονομικό κόστος η οποία επιτρέπει την εύκολη 

ανίχνευση μεταλλάξεων στα κωδικόνια του Prnp υπό τη μορφή πρότυπων ζωνών 

(patterns) στην πηκτή του πολυακρυλαμιδίου. Στη συνέχεια τα ειδικά αυτά πρότυπα 

ζωνών προσδιορίζονται με μια μέθοδο ανάλυσης αλληλουχιών DNA ακριβείας 

συνδέοντας το πρότυπο με συγκεκριμένους πολυμορφισμούς. Ως προκαταρκτική 

μέθοδος, η DGGE βοηθά τον ερευνητή στην επιλογή από το πλήθος των δειγμάτων, 

μόνο εκείνων με ειδική απεικόνιση, δηλωτική παρουσίας μεταλλάξεων, για 

περαιτέρω λεπτομερή ανάλυση της αλληλουχίας τους. 

 

 

 
VII. Ανοσοβιοχημική ανάλυση της PrPSc με ανοσοκαθήλωση (Western blot)  

 Όπως αναφέρθηκε, η μέθοδος εκλογής για τη διάγνωση των Μεταδοτικών 

Σπογγωδών Εγκεφαλοπαθειών είναι η ανίχνευση της PrPSc στους ιστούς. Η 

προκαταρκτική εξέταση για την ανίχνευση της μπορεί να γίνει με διάφορες ταχείες 

ανοσοενζυμικές μεθόδους χημειοφωταύγειας. Όμως η επιβεβαίωση και ο 

διαχωρισμός μεταξύ των τριών μορφών των Μεταδοτικών Σπογγωδών 
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Εγκεφαλοπαθειών στα μικρά μηρυκαστικά (Κλασική και Άτυπη Τρομώδης Νόσος 

και Σπογγώδης Εγκεφαλοπάθεια των Βοοειδών) γίνεται μόνο με χρήση της τεχνικής 

της ανοσοκαθήλωσης ή ανοσοαποτύπωσης ή Western blot (ΕΚ 991/2001 και 

τροποποίηση 36/2005; EFSA, 2007). 

 Η δοκιμή της ανοσοκαθήλωσης περιλαμβάνει αρχικά την ομογενοποίηση του 

δείγματος και την επεξεργασία του με διάφορες αποδιατακτικές-απορρυπαντικές 

ουσίες ώστε να λυθούν τα κύτταρα και να απελευθερωθεί η πρωτεΐνη (σχήμα 7, 

στάδιο 1). Σε αυτήν τη φάση, γίνεται επώαση του ύποπτου ιστού με πρωτεϊνάση-Κ, 

ώστε να εκδηλωθεί η βιοχημική διακριτική ιδιότητα της PrSc σε σύγκριση με την 

PrPc. 

 Ακολουθεί κάθετη ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου, μετά από 

φυγοκέντρηση του υλικού ώστε να απομακρυνθούν τυχόν κυτταρικά υπολείμματα 

(σχήμα 7, στάδιο 2). 

 Στη συνέχεια οι πρωτεΐνες για να γίνουν ευκολότερα προσβάσιμες στα ειδικά 

αντισώματα, μεταφέρονται από την πηκτή πολυακρυλαμιδίου σε ειδική μεμβράνη 

(νιτροκυτταρίνης ή PVDF) που τις δεσμεύει π.χ. με την επίδραση ηλεκτρικού 

ρεύματος (σχήμα 7, στάδιο 3-4).  

 Σε επόμενο στάδιο γίνεται επώαση της μεμβράνης σε άπαχο γάλα ή σε βόεια 

αλβουμίνη (bovine serum albumin-BSA) ώστε να αποκλειστούν οι μη ειδικές θέσεις 

της μεμβράνης, όπου θα μπορούσαν να συνδεθούν τα αντισώματα έναντι των 

ειδικών επιτόπων της υπό ανίχνευσης πρωτεΐνης (σχήμα 7, στάδιο 5).  

 Μετά το στάδιο του ‘αποκλεισμού’, ακολουθεί επώαση της μεμβράνης με το 

ειδικό πρωτεύον αντίσωμα, το οποίο συνδέεται με τον ειδικό επίτοπο της υπό 

ανίχνευση πρωτεΐνης. Στην περίπτωση της PrP υπάρχουν πολλά μονοκλωνικά 

αντισώματα που έχουν παραχθεί έναντι διαφόρων επιτόπων της (πίνακας 3). Η 

μεμβράνη ξεπλένεται και ακολουθεί επώαση με το δευτερεύον αντίσωμα που 

προσδένεται πάνω στο πρωτεύον. Το δευτερεύον αντίσωμα φέρει έναν υποδοχέα 

φθοροφόρου παράγοντα όπως βιοτίνη ή υπεροξειδάση (σχήμα 7, στάδιο 6). 

 Όταν ο παράγοντας αυτός διασπάται παράγεται φθορισμός, που ανιχνεύεται 

π.χ. με φωτογράφηση. Έτσι στην περίπτωση της Κλασικής Τρομώδους Νόσου των 

μικρών μηρυκαστικών, λαμβάνεται η εικόνα του σταδίου 7, όπου απεικονίζονται 

στις διαδρομές 4 και 5, η μη γλυκοσυλιωμένη και οι δύο ειδικές γλυκοσυλιωμένες 
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ζώνες μοριακού βάρους περίπου 27 και 30 kDa, από όπου πήρε το όνομα της η 

παθολογική PrP27-30. 

Σχήμα 7. Απεικόνιση των σταδίων της ανοσοκαθήλωσης (Western blot). 

 

 

Πίνακας 3. Τα πιο διαδεδομένα μονοκλωνικά αντισώματα έναντι επιτόπων της PrP 

που χρησιμοποιούνται στην ανοσοκαθήλωση. 

 

Όνομασία 
μονοκλωνικού       
αντισώματος 

Επίτοπος 
(κωδικόνια PrP 
του προβάτου) 

Αλληλουχία αμινοξέων του 
επιτόπου 

Είδη ζώων στα οποία έχει 
ειδική σύνδεση με την PrP 

F99 220-225 QYQRES Πρόβατο, αίγα 

SAF84 163-173  QVYYRPVDQYS Πρόβατο, αίγα, βοοειδή, 
τρωκτικά 

2G11 153-158 YRENMY Πρόβατα, αίγα 

L42 145-163 
 

GNDYEDRYYRENMYRYPNQ Πρόβατο, αίγα, βοοειδή, 
τρωκτικά, άνθρωπο  

Πρόβατο, αίγα, βοοειδή, 
τρωκτικά, άνθρωπο 6H4 147-155 DYEDRYYRE 

P4 89-104 GGGGWGQGGSHSQWNK Πρόβατο, αίγα 

12B2 93-97 WGQGG Όλα τα είδη 
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ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

Ι. ΣΚΟΠΟΣ 

 Σκοπός της παρούσας έρευνας ήταν η μελέτη των επίσημα ταυτοποιημένων 

περιστατικών Τρομώδους Νόσου στις αίγες για την ανεύρεση πιθανών 

πολυμορφισμών της πρωτεΐνης prion και η σύνδεσή τους με την εμφάνιση ή μη της 

νόσου. Για το λόγο αυτό μελετήθηκε το ανοιχτό αναγνωστικό πλαίσιο (ORF) του 

γονιδίου της πρωτεΐνης prion (PrP) σε υγιείς αίγες και σε αίγες με Τρομώδη Νόσο.  

 Η παρούσα έρευνα είχε ως στόχους επίσης: 

 -  Την ανάλυση και περιγραφή των πολυμορφισμών της πρωτεΐνης prion (Prnp) σε 

αίγες των Ελληνικών φυλών, εγχώριας και Σκοπέλου,  

- Την πιθανή δημιουργία ενός αξιόπιστου και αποτελεσματικού διαγνωστικού 

πρωτοκόλλου, βασισμένου στην ηλεκτροφόρηση πηκτής με διαβαθμισμένη 

αποδιατακτική σύσταση (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis-DGGE), για την 

ανεύρεση των σημαντικότερων μεμονωμένων νουκλεοτιδικών πολυμορφισμών που 

χαρακτηρίζουν τα «ανθεκτικά» άτομα και τέλος 

- Τη μοριακή ταυτοποίηση των απομονώσεων της παθολoγικής πρωτεΐνης prion από 

αίγες που εκτρέφονταν στην Ελλάδα και η σύγκριση τους με αντίστοιχες πρωτεϊνικές 

απομονώσεις από αίγες της Ιταλίας. 
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ΙI. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

ΙI.1. Ζωικό υλικό  

 Στην παρούσα έρευνα υπήρξε η δυνατότητα μελέτης των 89 διαθέσιμων 

δειγμάτων αιγών με Τρομώδη Νόσο από τα 168 περιστατικά που έχουν καταγραφεί 

από το 2002 έως το 2007 σε ολόκληρη την ελληνική επικράτεια από το ΕΕΑ-ΜΣΕ 

(Κουτσούκου-Χαρτώνα, Θεσσαλονίκη 2008). Το ζωικό υλικό που ευγενικά μας 

παραχωρήθηκε από το ΕΕΑ-ΜΣΕ είχε εξεταστεί όπως ορίζει το πρόγραμμα του 

ΥΠΑΑΤ και είχε χαρακτηριστεί «θετικό ή αρνητικό στην Τρομώδη Νόσο» 

(Ελληνική Δημοκρατία, YΠΑΑΤ, 2008). Οι υγιείς αίγες και οι αίγες με Τρομώδη 

Νόσο που μελετήθηκαν εκτιμάται ότι ανήκαν κυρίως στην εγχώρια φυλή και σε 

διασταυρώσεις της με εισαγόμενες βελτιωμένες γαλακτοπαραγωγές φυλές (Saanen, 

Alpine). Όμως καθώς δεν υπήρχαν επαρκείς διαθέσιμες πληροφορίες για τη φυλή 

του ζώου από το ΕΕΑ-ΜΣΕ, η παράμετρος αυτή δεν λήφθηκε υπόψη κατά τη 

στατιστική ανάλυση των δεδομένων.  

 Στην Ελλάδα εκτρέφονται περίπου 4,9 εκατομμύρια αίγες (Εθνική 

Στατιστική Υπηρεσία; Eurostat; 2008), από τις οποίες το 70% ανήκει στην εγχώρια 

ελληνική φυλή, το 10% στη φυλή Σκοπέλου, 0,1% σε εισαγόμενες 

γαλακτοπαραγωγές φυλές και το υπόλοιπο σε διασταυρώσεις αυτών (Ζυγογιάννης 

και Κατσαούνης, 1992; Γκουργκούλης, 1999). Για τη μελέτη της επίδρασης της 

φυλής στο γονότυπο της αίγας συλλέχθηκαν δείγματα ολικού αίματος από άτομα 

των δύο ελληνικών φυλών εγχώριας και Σκοπέλου. Η διάκριση των δύο φυλών έγινε 

με βάση τα διακριτικά μορφολογικά χαρακτηριστικά τους, σε σύγκριση με εκείνα 

των εισαγόμενων φυλών αιγών (Ζυγογιάννης και Κατσαούνης, 1992). Στην 

περίπτωση της εγχώριας φυλής, επιλέχτηκε η συλλογή δειγμάτων αίματος από 3 

βιολογικές εκτροφές (Κανονισμός ΕΟΚ αριθ. 2092/91) αιγών της Πελοποννήσου, 

όπου διατηρούνται αμιγείς πληθυσμοί της φυλής σε κλειστές εκτροφές, στις οποίες 

σημειώνεται ότι δεν είχε καταγραφεί ποτέ κρούσμα της Τρομώδους Νόσου. 

 Για την παρούσα έρευνα χρησιμοποιήθηκαν ιστοτεμάχια εγκεφάλου από 124 

αίγες και πλήρες αίμα από 228 αίγες. Το Εθνικό Κέντρο Αναφοράς για τις 

Μεταδοτικές Σπογγώδεις Εγκεφαλοπάθειες (ΕΕΑ-ΜΣΕ), Λάρισας παραχώρησε 

συνολικά 121 ιστοτεμάχια εγκεφάλου από αίγες που είχαν εξεταστεί για την 

Τρομώδη Νόσο με ταχεία μέθοδο διάγνωσης (ELISA-BSE Platelia, BIO-RAD) και 
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σε κάποιες η νόσος είχε επιβεβαιωθεί και ιστοπαθολογικά. Από τα δείγματα αυτά, 89 

ανήκαν σε αίγες με Κλασική Τρομώδη Νόσο και 32 σε υγιείς αίγες (πίνακας 4).  

 Οι νοσούσες αίγες προέρχονταν από 30 μικτές εκτροφές προβάτων και αιγών 

που εδράζουν σε 13 νομούς κυρίως της Βόρειας Ελλάδας. Οι περισσότερες εκτροφές 

είχαν άπαξ 1 με 2 θετικές αίγες, ενώ από τους νομούς Λάρισας, Σερρών και Κοζάνης 

όπου η νόσος ενζωοτεί, ο ρυθμός των προσκομιζόμενων δειγμάτων ήταν συνεχής 

από το 2004 έως σήμερα (πίνακας 4, σχήμα 8). Από τις 89 αίγες με Τρομώδη Νόσο 

μόνο οι 4 εκδήλωναν κλινικά συμπτώματα, ενώ σε ποσοστό 95,5% η διάγνωση της 

Τρομώδους Νόσου στις αίγες ήταν συνέπεια της ενεργούς επιτήρησης που γίνεται σε 

όλα τα μικρά μηρυκαστικά ηλικίας άνω των 18 μηνών, που προορίζονται για 

ανθρώπινη κατανάλωση. Η ηλικία των θετικών αιγών κυμαινόταν μεταξύ 12 και 86 

μηνών, με μέσο όρο τους 38 μήνες (τυπική απόκλιση±8 μήνες), τόσο για την ομάδα 

των υποκλινικών όσο και για τα 4 κλινικά περιστατικά που μελετήθηκαν.  

 Οι 32 υγιείς αίγες, που παραχωρήθηκαν από το ΕΕΑ-ΜΣΕ, προέρχονταν από 

μεμονωμένες εκτροφές του νομού Λάρισας, Έβρου και Ιωαννίνων και από 3 

εκτροφές της Κοζάνης. 

 Επίσης σε συνεργασία με τη Διεύθυνση Κτηνιατρικής της Νομαρχιακής 

Αυτοδιοίκησης Λάρισας είχαν εξασφαλιστεί αναδρομικά 95 δείγματα ολικού 

αίματος από υγιείς αίγες. Τα δείγματα προέρχονταν από 2 μικτές εκτροφές του 

νομού Λάρισας, στις οποίες είχαν επιβληθεί περιοριστικά μέτρα εξυγίανσης από την 

Τρομώδη Νόσο κατά το έτος 2004.  

 Στο σύνολο των 121 ιστοτεμαχίων προστέθηκαν 3 δείγματα εγκεφάλου από 

αίγες με κλινικά συμπτώματα, που προέρχονταν από δύο μικτές εκτροφές, του νομού 

Πιερίας (1 ζώο) και του νομού Λάρισας (2 ζώα) και σε αυτά η διάγνωση της 

Τρομώδους Νόσου έγινε με ανοσοκαθήλωση. Επίσης, έγιναν 133 αιματοληψίες που 

αφορούσαν 33 κλινικά υγιείς αίγες της φυλής Σκοπέλου και 100 βιολογικά 

εκτρεφόμενες εγχώριες αίγες από την περιοχή της Πελοποννήσου. 

 Από τα ιστοτεμάχια εγκεφάλου όσο και από το πλήρες αίμα έγινε 

απομόνωση του γονιδιωματικού DNA, ενώ 15 ιστοτεμάχια εγκεφάλου υποβλήθηκαν 

στη δοκιμή της ανοσοκαθήλωσης για τη μελέτη της PrPSc (πίνακας 5, σχήμα 8). 
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Πίνακας 4. Συγκεντρωτικός πίνακας του ζωικού υλικού που παραχωρήθηκε από το ΕΕΑ-ΜΣΕ. 

 

  Αριθμός δειγμάτων  

Γεωγρ. Νομός 
Έτος 

προσκόμισης 
δειγμάτων 

Κλινικά 
περιστατικά 

Υποκλινικά 
περιστατικά 

Αριθμός 
μολυσμένων 
εκτροφών  

Υγιείς 
αίγες  

Αριθμός 
υγιών 

εκτροφών  

ΔΡΑΜΑΣ 2007 0 1 1 - - 
ΠΕΛΛΑΣ 2005 0 1 1 - - 
ΕΒΡΟΥ 2006 2 1 2 1 1 
ΑΤΤΙΚΗΣ 2007 0 1 1 - - 
ΑΙΤΩΛ/ΝΙΑΣ 2007 0 1 1 - - 
ΞΑΝΘΗΣ 2007 0 1 1 - - 
ΛΑΡΙΣΑΣ 2004-2007 2 40 11 96 3 
ΚΙΛΚΙΣ 2007 0 1 1 - - 
ΣΕΡΡΩΝ 2004, 2007 0 11 3 - - 

ΚΟΖΑΝΗΣ 2003, 2004, 
2007 0 19 5 29 3 

ΘΕΣ/ΝΙΚΗΣ 2004, 2006 0 7 2 - - 
ΤΡΙΚΑΛΩΝ 2004 0 1 1 - - 
ΙΩΑΝ/ΝΩΝ 2005 0 0 0 1 1 

Σύνολο 4 85 30 127 8 

  

 

 
 
Πίνακας 5. Αναλυτικός πίνακας προέλευσης των δειγμάτων-απομονώσεων των αιγών, που 

υποβλήθηκαν σε μοριακή ταυτοποίηση της PrPSc. Εκτός από τις αίγες που συμβολίζονται με 

αστερίσκο, όλες οι υπόλοιπες παραχωρήθηκαν από το ΕΕΑ-ΜΣΕ. 

 

 Αριθμός ιστοτεμαχίων προς ανοσοκαθήλωση 

Γεωγρ. Νομός Κλινικά 
περιστατικά 

Υποκλινικά 
περιστατικά 

Αριθμός μολυσμένων 
εκτροφών  

ΛΑΡΙΣΑΣ 2* 6 3 
ΑΤΤΙΚΗΣ 0 1 1 

ΑΙΤΩΛ/ΝΙΑΣ 0 1 1 
ΣΕΡΡΩΝ 0 1 1 
ΚΟΖΑΝΗΣ 0 1 1 
ΞΑΝΘΗΣ 0 1 1 
ΚΙΛΚΙΣ 0 1 1 
ΠΙΕΡΙΑΣ 1* 0 1 
Σύνολο 3 12 10 
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Σχήμα 8. Απεικόνιση των 13 γεωγραφικών νομών προέλευσης των αιγών με Τρομώδη Νόσο 

(πορτοκαλόχρωμες περιοχές). Με αστερίσκο συμβολίζονται οι 8 νομοί προέλευσης των δειγμάτων-

απομονώσεων που υποβλήθηκαν σε μοριακή ταυτοποίηση της PrPSc. 
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ΙΙ.2. Απομόνωση γονιδιωματικού DNA από ιστοτεμάχιο εγκέφαλου και πλήρες 

αίμα 

  Υλικά 

 

- Ιστοτεμάχιο εγκεφάλου 

 Για την απομόνωση του γονιδιωματικού DNA του ζώου χρησιμοποιήθηκαν 8-

10mg ιστοτεμαχίου εγκεφάλου, μετά από απόψυξη και ομογενοποίηση του, σύφωνα 

με τυποποιημένη συσκευασία αντιδραστηρίων (PUREGENETM, DNA Purification 

system, Cell & Tissue Kit, D-5500A, GENTRA systems). Όλα τα ιστοτεμάχια 

εγκέφαλου συντηρούνταν στους -80oC και είχαν σημανθεί με τρόπο που προσδιόριζε 

τον αύξοντα αριθμό του δείγματος, τον αριθμό ενωτίου του ζώου, το γεωγραφικό 

νομό όπου έδραζε η εκτροφή, τον τόπο και την ημερομηνία δειγματοληψίας από 

τους εξουσιοδοτημένους κτηνιάτρους των τοπικών Αγροτικών Κτηνιατρείων, την 

παρουσία ή όχι κλινικών συμπτωμάτων και την ηλικία του ζώου.  

 

 

− Πλήρες αίμα 

 Για την απομόνωση του γονιδιωματικού DNA του ζώου απαιτούνταν 200μl 

πλήρους αίματος/ζώο που λαμβάνονταν μετά από τη συλλογή 2-3ml πλήρους 

αίματος σε φιαλίδια κενού (τύπου vacutainer) των 3ml επαλειμμένα με το 

αντιπηκτικό K3-EDTA. Η αιματοληψία γινόταν με παρακέντηση της σφαγίτιδας 

φλέβας με αποστειρωμένη ατομική βελόνα. Μετά την αιματοληψία, τα φιαλίδια 

τοποθετούνταν μέσα σε ισοθερμικά κιβώτια με κατεψυγμένες παγοκύστεις, ώστε να 

βρίσκονται σε άμεση επαφή με αυτές. Τα υλικά παρέμεναν στα κιβώτια το πολύ για 

6 ώρες, μέχρι να προσκομιστούν στο εργαστήριο και να συντηρηθούν στους +4 oC 

για 18 ώρες. Στη συνέχεια ακολουθούσε απομόνωση του γονιδιωματικού DNA με 

χρήση τυποποιημένης συσκευασίας αντιδραστηρίων (NucleoSpin® Blood Quick-

Pure, Macherey- Nagel) και τα δείγματα του DNA αποθηκεύονταν στους -20 oC.  
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II.3. Εκτίμηση της ποσότητας και ποιότητας δείγματος DNA με χρήση 

οριζόντιας ηλεκτροφόρησης 

 

Παρασκευή πηκτής αγαρόζης 

 Υλικά 

− 10Χ ΤΒΕ (Tris-Boric EDTA) [BIO-RAD], 1Χ ΤΒΕ διάλυμα ηλεκτροφόρησης 

− Διάλυμα φόρτωσης (10Χ BlueJuiceTM Gel Loading Buffer, Invitrogen) 

− Βρωμιούχο αιθίδιο (10 mg/ml, Invitrogen) 

− Αγαρόζη (Agarose electrophoresis grade, Invitrogen) 

− Τμήματα DNA γνωστού μοριακού βάρους (1 Kbp ladder, Ιnvitrogen) 

 

 

 Μεθοδολογία 

Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1% χρησιμοποιήθηκε ως μέσο 

εκτίμησης της ποιότητας και της ποσότητας όλων των δειγμάτων DNA. Ποσότητα 

9μl από κάθε δείγμα DNA αναμίχθηκε με 1μl διαλύματος φόρτωσης και 

εμβυθίστηκε στις ειδικές θέσεις (πηγάδια) της πηκτής αγαρόζης. Εφαρμόστηκε τάση 

100Volt για 60 λεπτά, ώστε το DNA να διατρέξει σε αρκετό μήκος την πηκτή της 

αγαρόζης.  

Ο προσδιορισμός του DNA έγινε κατά εκτίμηση και συγκριτικά με τη  

συγκέντρωση των τμημάτων DNA γνωστού μοριακού βάρους. Η εκτίμηση της 

ποιότητας του DNA έγινε με οπτική παρατήρηση της πηκτής αγαρόζης για την 

αναζήτηση επιπλέον ζωνών μικρότερης μοριακής μάζας οι οποίες  υποδήλωναν ότι 

το DNA του εξεταζόμενου δείγματος ήταν κατακερματισμένο (Sambrook et al., 

1989). Δείγματα DNA, των οποίων η ηλεκτροφόρηση υποδήλωνε κατακερματισμό, 

απορρίφθηκαν και η απομόνωση του DNA επαναλήφθηκε από το αρχικό υλικό. 
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ΙI.4. Αλυσιδωτή Αντίδραση της Πολυμεράσης (ΑΑΠ ή PCR, Polymerase Chain 

Reaction) για την DGGE, την ανάλυση RFLP και την αλληλούχηση. 

Υλικά 

Η τυπική αντίδραση ΑΑΠ για ανάλυση με DGGE και με RFLP (όγκος αντίδρασης=50μl) 

1. 10x PCR buffer, χωρίς Μg+2: 200mM Tris-HCl (pH 8,4), 500mM KCl. 

2. 50mM MgCl2 

3. 10pmol/μl από κάθε ολιγονουκλεοτίδιο- εκκινητή  

4. 2,5mM από κάθε δεοξυνουκλεοτίδιο –dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP- Invitrogen). 

5. 1,5U Taq DNA Polymerase, recombinant (Invitrogen). 

6. 3μl (περίπου 100ng) γονιδιωματικού DNA. 

7. Νερό υγρής χρωματογραφίας (HPLC) ή αντίστοιχης ποιότητας. 

 

H τυπική αντίδραση ΑΑΠ για την αλληλούχηση (όγκος αντίδρασης=100μl) 

1. 10mM Tris/HCl (pH 8,3), 50 mM KCl,  

2. 25mM MgCl2 

3. 200mM dNTPs 

4. 0,5mM από κάθε εκκινητή 

5. 5U AmpliTaq Gold (Applied Biosystems)  

6. 10μl (περίπου 300ng) γονιδιωματικού DNA 

7. Νερό υγρής χρωματογραφίας (HPLC) ή αντίστοιχης ποιότητας. 

8. BigDye Primer Cycle Sequencing kit 

 

 

Μεθοδολογία 

Γενικά 

Η διαδικασία προετοιμασίας διαλύματος αντίδρασης ΑΑΠ (master mix) έγινε 

σε ειδικό θάλαμο κάθετης νηματικής ροής που χρησιμοποιείται αποκλειστικά για την 

προετοιμασία των αντιδράσεων της ΑΑΠ. Τα αναλώσιμα και οι πιπέττες που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν επίσης αποκλειστικής χρήσης για ΑΑΠ. Η ΑΑΠ για την 

DGGE και για την αλληλούχηση έγινε σε DNA Engine®, Peltier Thermal Cycler (MJ 
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Research) και σε DNA Thermal Cycler 9700 (Applied Biosystems) αντίστοιχα. Για 

τις αντιδράσεις της αλληλούχησης χρησιμοποιήθηκε το BigDye Primer Cycle 

Sequencing kit και η ανίχνευσή τους έγινε σε συσκευή ABI Prism 310. 

 

Επιλογή εκκινητών 

 Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν αποσκοπούσαν στη μελέτη ολόκληρου 

του ανοιχτού αναγνωστικού πλαισίου του Prnp γονιδίου. Χρησιμοποιήθηκαν 

εκκινητές που σχεδιάστηκαν στο εργαστήριο και άλλοι που αντλήθηκαν από τη 

βιβλιογραφία (Ikeda et al., 1993; Gombojav et al., 2003; Billinis et al., 2002; και 

Acutis et al., 2006) με στόχο την καλύτερη απόδοση του παραγόμενου ΑΑΠ 

προϊόντος. Το κακής ποιότητας DNA που λήφθηκε από τους αυτολυμένους 

εγκεφάλους των αιγών δεν επέτρεψε την αποτελεσματική ανάλυση του συνόλου των 

δειγμάτων που παραχωρήθηκαν από το ΕΕΑ-ΜΣΕ. Αντίστοιχο πρόβλημα δεν 

υπήρξε με τα δείγματα του ολικού αίματος, με εξαίρεση κάποια στα οποία η ύπαρξη 

αναστολέων της ΑΑΠ δεν επέτρεψε τη γονοτυπική ανάλυσή τους. Σε κάποια 

δείγματα, παρόλο που το παραγόμενο προϊόν της ΑΑΠ κρίθηκε κατάλληλο, η 

ανάλυση αλληλουχίας από δύο ανεξάρτητες εταιρείες δεν εμφάνισε ομοιότητα με τη 

νουκλεοτιδική αλληλουχία του Prnp γονιδίου, γεγονός το οποίο αποδόθηκε στη μη 

ειδική ενίσχυση της DNA αλληλουχίας-στόχου.  

 Στηριζόμενη στις παραπάνω εμπειρίες, δόθηκε προσοχή στην απομόνωση και 

τον καθαρισμό του DNA από νευρικό ιστό, στις αντιδράσεις της ΑΑΠ, στον 

καθαρισμό των προϊόντων της και στην περαιτέρω ανάλυση των αλληλουχιών τους, 

ώστε να αποφευχθούν στο μέγιστο βαθμό πιθανά λάθη στη γονοτύπηση. 

 Χρησιμοποιήθηκαν διαφορετικοί εκκινητές για την DGGE, την ανάλυση 

RFLP και την αλληλούχηση του DNA (sequencing) (πίνακας 6).  

i) Για την DGGE, επιλέχθηκαν εκκινητές για τον πολλαπλασιασμό δύο 

αλληλοκαλυπτόμενων τμημάτων του Prnp γονιδίου, του α και του β, όπως 

παριστάνονται στο παρακάτω σχεδιάγραμμα. 
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 Για τη βελτιστοποίηση της ανάλυσης των προϊόντων της ΑΑΠ στην DGGE 

χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό MELT94 των Lerman-Sauer-Dresselhaus, 1993 

(http://web.mit.edu/osp/www/melt.html). Βάσει αυτού μελετήθηκε η θερμοκρασία 

τήξεως κατά μήκος της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας (Melting map) ολόκληρου του 

ORF του Prnp γονιδίου και των τμημάτων α και β (σχήμα 10, Α). Για την 

ηλεκτροφορητική ανάλυση του β προϊόντος ΑΑΠ κρίθηκε αναγκαία η προσθήκη 

ενός τμήματος 40 bp πλούσιων σε γουανίνες και κυτοσίνες ή αλλιώς GC-clamp στο 

5΄ άκρο του forward εκκινητή, προκειμένου να ενισχυθεί το πεδίο ανάλυσης του ή η 

περιοχή με το χαμηλότερο σημείο τήξεως (first domain) (σχήμα 10, Β και Γ). 

ii) H RFLP ανάλυση χρησιμοποιήθηκε για την επιβεβαίωση του H154R σε 

ορισμένες περιπτώσεις. Για το λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές G1 και G2 

για την ενίσχυση ολόκληρου του ORF (πίνακας 6). Ποσότητα 4μl από το G1-G2 

προϊόν αναμιγνυόταν με 10U της BspHI (New England BioLabs, Inc.) 

ενδονουκλεάσης περιορισμού και 2μl NΕB4 buffer 10Χ σε τελικό όγκο αντίδρασης 

20μl και ακολουθούσε επώαση του προϊόντος της ΑΑΠ στους 37οC για 4 ώρες. 

Κατά την παρουσία του R154H, σε πηκτή αγαρόζης 1% φαινόταν εκτός από το 

ειδικό προϊόν των 771bp και δύο προϊόντα μεγέθους 308bp και 459bp, συνέπεια της 

δράσης της BspHI στο μόριο του DNA (σχήμα 9). 

 

iii) Για την αλληλούχηση του DNA χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές Ter1, Τer3 και 

Ter2, Ter4 (πίνακας 6) σε δύο ανεξάρτητες ΑΑΠ για την ανάλυση κάθε δείγματος, 

σύμφωνα με ειδικό πρωτόκολλο. Τα προϊόντα Ter1-Ter3 και Ter2-Ter4 μετά τον 

καθαρισμό τους, ελέγχονταν σε πηκτή αγαρόζης 1% με οριζόντια ηλεκτροφόρηση. 

Τα προϊόντα που κρίνονταν κατάλληλα αποτελούσαν το εκμαγείο της ΑΑΠ για την 

ανάλυση των ακολουθιών του DNA με χρήση του BigDye Primer Cycle Sequencing 

kit. Κάθε προϊόν Ter1-Ter3 αποτελούσε το εκμαγείο δύο χωριστών αντιδράσεων με 

τον εκκινητή Ter1 και τον εκκινητή Ter3 αντίστοιχα. Ανάλογα αναλυόταν το προϊόν 

http://web.mit.edu/osp/www/melt.html
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Σχήμα 9. Ηλεκτροφορητική απεικόνιση προϊόντων G1-G2 μετά από επώαση τους με το 

περιοριστικό ένζυμο BspHI. M: μάρτυρας μοριακού βάρους, διαδρομές 1, 3: προϊόντα G1-

G2 όπου υπάρχει ο πολυμορφισμός R154H, διαδρομές 2,4,5: προϊόντα G1-G2 με R151R, 

διαδρομή 6: αρνητικός μάρτυρας ΑΑΠ. 

 

 

 

Ter3-Ter4. Ακολουθούσε καθαρισμός των προϊόντων της νέας ΑΑΠ και ανάλυση 

τους στη συσκευή ABI Prism 310, που χρησιμοποιεί την ηλεκτροφόρηση σε 

τριχοειδές για την ανάλυση των ακολουθιών του DNA. Η επιλογή της διαμέτρου του 

τριχοειδούς και της σύστασης του πολυμερούς γινόταν σύμφωνα με τις υποδείξεις 

του κατασκευαστή (Applied Biosystems). Σε περιπτώσεις δυσανάγνωστων 

αλληλουχιών, οι παραπάνω παράμετροι μεταβάλλονταν για τη βελτιστοποίηση της 

ανάλυσης. 

Τελικά οι τέσσερις αναλύσεις αλληλουχίας που προέκυπταν για κάθε δείγμα 

ενσωματώνονταν σε μία, με τη βοήθεια λογισμικού της συσκευής και ακολουθούσε 

η ανάγνωσή τους. 
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Σχήμα 10. Καμπύλη τήξεως του DNA (melting map) βάσει του λογισμικού MELT94.  

Α Β Γ 

Α) Απεικόνιση της θερμοκρασίας τήξεως κατά μήκος της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας ολόκληρου του ORF του Prnp γονιδίου. Τα δύο λευκά βέλη 

αφορίζουν το πεδίο ανάλυσης (first domain) του α τμήματος. 

Β) Καμπύλη τήξεως του τεμαχίου β του Prnp γονιδίου. 

Γ) Καμπύλη τήξεως του τεμαχίου β του Prnp γονιδίου μετά από την προσθήκη του GC-clamp στο 5΄-άκρο του forward εκκινητή. Τα δύο λευκά βέλη 

αφορίζουν το πεδίο ανάλυσης (first domain) του β τμήματος.  
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Πίνακας 6. Εκκινητές και συνθήκες ΑΑΠ που χρησιμοποιήθηκαν για την DGGE, τη RFLP και την ανάλυση αλληλουχιών DNA. *O εκκινητής Μ13F σχεδιάστηκε στο 

 

ΠΡΟΙΟΝ 
AAΠ 

ΠΕΡΙΟΧΗ 
ΣΤΟΧΟΣ 
στο ORF 

ΕΚΚΙΝΗΤΕΣ (5'→3') 
ΜΕΓΕΘΟΣ 
ΠΡΟΪΟΝΤΟΣ 

(bp) 

ΒΙΒΛΙΟΓΡ. 
ΑΝΑΦΟΡΑ 

ΣΥΝΘΗΚΕΣ  ΣΤΟΝ 
ΚΥΚΛΟΠΟΙΗΤΗ ΘΕΣΗ ΣΤΟ ORF (νουκλεοτίδιο) 

M13F: 5'-tgt aaa acg acg gcc agt ccc tct tta 
ttt tgc aga gaa gtc-3' 

M13F: 
ΕΚΕΤΑ/ΙΚΕΘ* 94°C/5' -94°C/1'x30 M13F:-24 έως 1    

P60R: 5'- gatagtaacggtcctcatagtc-3' P60R: Acutis et 
al., 2006 55°C/1'x30-72°C/2,5'x30-72°C / 10’    P60R: 460 έως  441 a 1-154 

κωδικόνιο 

  

462 

       

5’P61: 5'-gcccgccgtcccggcccgac 
ccccgcgcgtccggcgcccgaaccaacatgaagcatgtgg-

3' 

P61: Acutis et al., 
2006 94°C/5'-94°C/1'x30 P61: 327 έως 346 

G2: 5'-cta tcc tac tat gag aaa aat gag-3' G2: Billinis et al., 
2002 58°C/1'x30-72°C/2,5'x30-72°C/ 10’ G2: 749 έως 771 

b 148-256 
κωδικόνιο 

  

484 

       

G1: 5’- atg gtg aaa a gccac ata gg c agt-3’ G1: Billinis et al., 
2002 

 
94°C/4' -94°C/1'x39 G1: 1 έως 24 

G2: 5'-cta tcc tac tat gag aaa aat gag-3' G2: Billinis et al., 
2002 59°C/1'x39-72°C/1’x39-72°C/5’ G2: 749 έως 771 G1-G2 1-256 

κωδικόνιο 

  

771 

 

Ter1: 5’-ggtcctcatagtcattgcc-3’   96oC/10’-96oC/30’’x30 - Ter1:  433 έως 451 

Ter3: 5’-tttacgtgggcatttgatgc-3’ Ter1, Ter3: ISS# 57oC/15’’x30-72oC/ 45’’x30-72oC/4’ Ter3: -52 έως -32 Ter1-Ter3  1-150 
κωδικόνιο 

  

504 

      

Ter2: 5’-tggtggctacatgctggg-3’ 96oC/10’-96oC/30’’x30 - Ter2: 384 έως 401 

Ter4: 5’-ggctgcaggtagacactcc-3’ 

458 
  
Ter2, Ter4: ISS#

57oC/15’’x30-72oC/ 45’’x30-72oC/4’ Ter4: 53 έως 71 (έξω από το ORF) 

          

Ter2-Ter4  128-256 
κωδικόνιο 
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εργαστήριο στα πλαίσια συνεργασίας μεταξύ των ιδρυμάτων ΙΝΑ-ΕΚΕΤΑ και ΙΚΕΘ, ΕΘΙΑΓΕ. #ISS: Istituto Superiore di Sanità.
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. Η μισμένη αποδιατακτική σύσταση 

λικά 

0% (v/v) μετουσιωτή (denaturant)  

- Ουρία (Invitrogen)                                                                      16gr 

- 40% Acrylamide/Bis 37.5:1 (BIO-RAD)                                30ml 

- 50X TAE (Tris-Acet

- 50X TAE (Tris-Acetate-EDTA buffer) (BIO-RAD)              4ml 

- Αποσταγμένο νερό                                                  μέχρι τα 200ml 

 

3. Διάλυμα Ammonium persulphate (APS) 10% 

- Ammonium persulphate (SIGMA)             1gr 

- Αποσταγμένο νερό                                     10ml 

 

4. Παρασκευή πηκτής με διαβαθμισμένη αποδιατακτική σύσταση 

         Πυκνό διάλυμα στη μια υποδοχή της συσκευής gradient

II.5 λεκτροφόρηση πηκτής με διαβαθ

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis- DGGE)  

Υ

1. Διάλυμα 2

-  Formamide (HCONH4) (Invitrogen)                                         16ml 

ate-EDTA buffer) (BIO-RAD)                4ml 

- Αποσταγμένο νερό                                                    μέχρι τα 200ml 

  

2. Διάλυμα 80% (v/v) μετουσιωτή (denaturant) 

- Ουρία (Invitrogen)                                                                  67,2gr 

-  Formamide (HCONH4) (Invitrogen)                                       64ml 

- 40% Acrylamide/Bis 37.5:1 (BIO-RAD)                              30ml 

  

- 80% δ/τος μετουσιωτή            30ml 

- APS 10% φρέσκο                   300μl  

- TEMED (Invitrogen)                30μl 

             

        Αραιό διάλυμα στην άλλη υποδοχή της συσκευής gradient 

- 20% δ/τος μετουσιωτή           30ml 

- APS 10% φρέσκο                  300μl  

- TEMED (Invitrogen)              30μl 
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. 

θ α

Καθορισμός του βέλτιστου εύρους συγκέντρωσης των διαλυμάτων μετουσιωτή 

δ

5 Βρωμιούχο αιθίδιο (10 mg/ml, Invitrogen) 

6. Διάλυμα φόρτωσης (10Χ BlueJuice TM Gel Loading Buffer, Invitrogen) 

7. Τμήματα DNA γνωστού μοριακού βάρους (100bp ladder, Ιnvitrogen) 

 

Με οδολογί  

 Ο καθορισμός του βέλτιστου εύρους συγκέντρωσης των διαλυμάτων 

μετουσιωτή (ουρίας και φορμαμιδίου) για την ανάλυση των προϊόντων α και β 

αντίστοιχα του Prnp γονιδίου, έγινε με κάθετη ηλεκτροφόρησή τους σε πηκτή με 

γραμμικά αυξανόμενη συγκέντρωση μετουσιωτή, στα 100 volts για 160 λεπτά 

(σχήμα 11). Τα ύο ΑΑΠ προϊόντα έδειξαν παρόμοια συμπεριφορά, ενώ εμφάνισαν 

την περιοχή με το χαμηλότερο σημείο τήξεως, όπου το μόριο είναι μονόκλωνο, σε 

συγκεντρώσεις διαλυμάτων μετουσιωτή που κυμάνθηκε μεταξύ 27,5% και 52,5%. 

 

Σχήμα 11. Κάθετη ηλεκτροφόρηση των προϊόντων α (πηκτή α) και β (πηκτή β) της DGGE σε πηκτή 

με γραμμικά αυξανόμενη συγκέντρωση μετουσιωτή (από 20% στα αριστερά έως το 80% στα δεξιά) 

για τον καθορισμό του βέλτιστου εύρους συγκέντρωσης των διαλυμάτων μετουσιωτή. Tα βέλη 

αφορίζουν το τμήμα της καμπύλης που αντιστοιχεί στο μονόκλωνο μόριο (first domain) του α και β 

προϊόντος αντίστοιχα, που αναλύεται καλύτερα σε εύρος διαλυμάτων μετουσιωτή που κυμαίνεται 

μεταξύ 27,5 και 52,5%. 
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 τ ς

ραν ζώνες ανάλυσης και επέτρεπε την 

λεκτροφόρηση για 19 ώρες, εξασφαλίζοντας την καλύτερη ανάλυση των μορίων. 

Συνολικά με τη μέθοδο DGGE αναλύθηκαν 207 DNA δείγματα αιγών. Η 

 κλωνοποίησης γνωστών απλοτύπων και η συνδυασμένη χρήση τους, 

 θα έδινε όλους τους πιθανούς γονότυπους (Belt et al., 1995; Fink et al., 1994; 

ε. Για αυτό το λόγο χρησιμοποιήθηκαν ως 

 δείγματα που είχαν αναλυθεί με ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές και που 

ήταν γνωστής αλληλουχίας για όλο το ORF του Prnp γονιδίου. Επίσης, 

ν 

 Weybridge, UK) και από μια αίγα γνωστού 

atie Animali, Istituto Zooprofilattico Sperimentale del 

onte, Liguria e Valle d'

α ηλεκτροφόρηση σε 

τή στη 

TM Gel 

λυακρυλαμιδίου 6,5%, 

ο οποίο είχε γραμμικά αυξανόμενη διαβάθμιση μετουσιωτή από 20% σε 80% (v/v). 

 κάθε πηκτή φορτώνονταν προϊόντα ΑΑΠ με το ίδιο ζεύγος εκκινητών, μαζί με τα  

δείγματα-μάρτυρες και στην πρώτη και τελευταία θέση της πηκτής τοποθετούνταν 

1 l 100bp DNA ladder, που χρησιμοποιούνταν ως οδηγοί για τη μετέπειτα ανάλυση 

της πηκτής. Η ηλεκτροφόρηση γινόταν σε ρυθμιστικό διάλυμα 0,5Χ ΤΑΕ, στους 

60oC, στα 84 volts για 19 ώρες. Στην ειδική συσκευή κάθετης ηλεκτροφόρησης 

(INGENYphorU-2X2, INGENY), τοποθετούνταν δύο πηκτές πολυακρυλαμιδίου, 

διαστάσεων 20εκ. Χ 25εκ.. 

 Τελικά στη συσκευή gradient, χρησιμοποιήθηκαν συγκεντρώσεις 20% και 

80% των διαλυμάτων μετουσιωτή και κατά τη μεταφορά της πηκτής προς χρώση, το 

τμήμα που αντιστοιχούσε στις συγκεντρώσεις 65%-80%, αποκόπτονταν και 

απορρίπονταν. Η τακτική αυτή διευκόλυνε το χειρισμό ης ευμεγέθου  πηκτής χωρίς 

να χαθούν τμήματά της που έφε

η

 

δυνατότητα

που

Fischer and Lerman, 1983) δεν υπήρξ

μάρτυρες

χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες DNA από 10 πρόβατα διαφόρων γονοτύπω

(Veterinary Laboratory Agencies,

γονοτύπου (Centro Encefalop

Piem  Aosta, Torino, Italy). 

 

 Ηλεκτροφόρηση και παρατήρηση των ειδικών πηκτών 

 Αρχικά, όλα τα προϊόντα ΑΑΠ ελέγχονταν με οριζόντι

πηκ αγαρόζης 1% και μόνο όσα έδιναν το ειδικό ΑΑΠ προϊόν αναλύονταν 

συνέχεια με την DGGE. 

 15μl του προϊόντος της ΑΑΠ, με την προσθήκη 3μl 10Χ BlueJuice

Loading Buffer, αναλύονταν με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πο

τ

Σε

5μ
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  πέρας της ηλεκτροφόρησης, κάθε πηκτή μεταφερόταν σε πλαστικό 

 μεταφορά της σε οριζόντια τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας, 

 και φωτογράφηση τους.  

 

 

 

II.6. Ανοσοκαθήλωση (Western blot) 

 

μούς της χώρας  

2.

3. 

η

1. Horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse immunoglobulin (1:80.000) 

12. Χημειοφθορίζουσα μέθοδος (SuperSignal Femto, Pierce). 

 Μετά το

περιέκτη με 500ml 0,5X TAE και 80μl βρωμιούχου αιθιδίου για 10 λεπτά. 

Ακολουθούσε εμβάπτιση της πηκτής σε απεσταγμένο νερό για 5 λεπτά και στη 

συνέχεια

παρατήρηση

Υλικά

1. Ιστοτεμάχια εγκεφάλου από 15 αίγες με Τρομώδη Νόσο από 8 νο

 Tris-HCl, pH 7.4. 

2% Sarcosyl (SIGMA) 

4. Πρωτεϊνάση - K (50 mg/ml) (SIGMA) 

5. Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (SIGMA)  

6. Ρυθμιστικό διάλυμα αποδιάταξης 2x (Invitrogen) 

7. Έτοιμες (precast) 12% bis-Tris polyacrylamide πηκτές (Invitrogen) 

8. Μεμβράνες polyvinylidene difluoride (PVD) (Millipore) 

9. 1X PBS με 0,05% Tween20 και 0,5% άπαχο γάλα σε σκόν  

10. Μονοκλωνικά αντισώματα: SAF84 (με επίτοπο στα αμινοξέα 163-173 της PrP)  

             και P4 (με επίτοπο στα αμινοξέα 89-104 της PrP) 

1

 

.  
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  του διαθέσιμου ιστοτεμαχίου και  

- τη γεωγραφική προέλευση του δείγματος (σχήμα 8). Επιλέχθηκαν περιοχές 

όπου η νόσος ενζωοτεί (νομός Λάρισας), περιοχές με μέτρια εμφάνιση της 

περιστατικά

 

η

 

επ

α 200 V για 60 λεπτά και 

ια τη μεταφορά χρησιμοποιούνταν PVD μεμβράνες. Οι μεμβράνες τοποθετούνταν 

σε PBS με 0,05% Tween20 και 0,5% άπαχο γάλα σε σκόνη για 1 ώρα. Η επώαση 

 μεμβρανών με τα πρωτεύοντα μονοκλωνικά αντισώματα διαρκούσε 1 ώρα σε 

Μεθοδολογία 

 Η επιλογή των δειγμάτων για το μοριακό χαρακτηρισμό των απομονώσεων 

της παθολογικής πρωτεΐνης prion από αίγες που εκτρέφονταν στην Ελλάδα έγινε με 

βάση: 

- την επαρκή ποσότητα

νόσου (Πιερία, Σέρρες) και τέλος περιοχές όπου εμφανίστηκαν μεμονωμένα 

 της Τρομώδους Νόσου σε αίγες (όλες οι υπόλοιπες) (πίνακας 4 

και 5). 

 

Η δοκιμή της ανοσοκαθήλωσης περιλάμβανε τα εξής δύο στάδια: 

− Ομογενοποίηση δείγματος 

Η ομογενοποίηση του εγκεφαλικού ιστού (20% w/v) γινόταν με τη βοήθεια 

Tris-HCl, pH 7.4. Στη συνέχεια ποσότητα του ομογενοποιημένου δείγματος 

επωαζόταν με Tris-HCl (pH 7,4) και 2% Sarcosyl για 20 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου και ακολουθούσε φυγοκέντρηση. Στο υπερκείμενο διάλυμα γινόταν 

προσθήκη της πρωτεϊνάσης- K και επώαση στους 37°C για 1 ώρα με ήπια

ανακίνηση. Η δράση τ ς πρωτεϊνάσης-Κ τερματιζόταν με τη χρήση PMSF. 

Ακολουθούσε προσθήκη ρυθμιστικού διάλυματος αποδιάταξης 2x και θέρμανση 

στους 90°C για 10 λεπτά και η ηλεκτροφόρηση του δείγματος.  

 

− Western Blot 

 10μl από κάθε δείγμα τοποθετούνταν στις ειδικές θέσεις έτοιμων (precast) 

πηκτών πολυακρυλαμιδίου. Κάθε δείγμα φορτωνόταν σε δύο πηκτές, ώστε η 

καθεμία να ωαστεί με διαφορετικό μονοκλωνικό αντίσωμα (το SAF84 ή το P4) 

αλλά υπό τις ίδιες συνθήκες.  Η ηλεκτροφόρηση γινόταν στ

γ

των

θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθούσε επώαση 1 ώρας με το δευτερεύον αντίσωμα 
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njugated anti-mouse immunoglobulin). Οι μεμβράνες 

  

φθορισμός

τη λογισμικού

 στηρίζονται στη θέση αποκοπής 

 

ρος

 

 ρ

μέτρο  μορφών

που

ην παρούσα εργασία, δείγμα PrP27-30 με  SAF84/P4 

o του 2 χαρακτηρίζεται ύποπτο για τη Σπογγώδη Εγκεφαλοπάθεια των 

Βοοειδών και αναφέρεται στο Ευρωπαϊκό Εργαστήριο Αναφοράς για τις 

εταδοτικές Σπογγώδεις Εγκεφαλοπάθειες (VLA, Weybridge, Ηνωμένο Βασίλειο).  

Παρομοίως, δείγμα με μοριακό βάρος χαμηλότερο από εκείνο του μάρτυρα 

της Τρομώδους Νόσου και με διαφορά πάνω από 0,5 kDa χαρακτηρίζεται επίσης 

ποπτο για τη Σπογγώδη Εγκεφαλοπάθειας των Βοοειδών και αναφέρεται στο 

 Εργαστήριο Αναφοράς για τις Μεταδοτικές Σπογγώδεις 

Εγκεφαλοπάθειες (VLA, Weybridge, Ηνωμένο Βασίλειο). 

 

(Horseradish peroxidase-co

εμφανίζονταν χρησιμοποιώντας μια μέθοδο χημειοφθορισμού (SuperSignal Femto, 

Pierce). Ο  ανιχνευόταν με το σύστημα απεικόνισης VersaDoc imaging 

system (BIO-RAD). Όλες οι μετρήσεις γίνονταν με  βοήθεια του  

QuantityOne (BIO-RAD).  

  

 

Λόγος SAF84/P4 

 Ο λόγος SAF84/P4 ορίζει το λόγο του φθορίζοντος σήματος που εκπέμπεται 

όταν ένα δείγμα αναλύεται χωριστά με τα μονοκλωνικά αντισώματα SAF84 και P4. 

Αυτός ο λόγος ουσιαστικά προσδιορίζεται από τον υπολογισμό του μοριακού 

βάρους, καθώς και οι δύο αυτές παράμετροι
Sc(cleavage site) της PrP  από την πρωτεϊνάση –Κ. Θα πρέπει να επισημανθεί ότι 

μόρια PrP27-30 με φαινομενικά χαμηλό μοριακό βάρος μπορεί να παραχθούν και 

μέσα από άλλους μηχανισμούς (πχ πιθανή αποκοπή στο καρβοξυτελικό άκρο και /ή  

ποικιλομορφία στη ΓΦΙ-‘άγκυρα’) σε αυτή την περίπτωση όμως το μοριακό βά  

και ο γλυκοτύπος είναι σε ασυμφωνία. Επιπλέον, καθώς, η διάκριση πρωτεϊνών με 

διαφορά μοριακού βά ους μικρότερη του 1 kDa είναι τεχνικά δύσκολη, ο λόγος 

αυτός παρέχει άλλο ένα  διάκρισης μεταξύ των διαφόρων  της PrP27-

30. Σύμφωνα με το πρωτόκολλο του Istituto Superiore di Sanita  

χρησιμοποίηθηκε στ λόγο

μεγαλύτερ

Μ

 

ύ

Ευρωπαϊκό
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τες των αλληλομόρφων για τον πληθυσμό 

νοσούσων αιγών, ανά μέθοδο γονοτύπησης (ηλεκτροφόρηση σε 

τριχοειδές, DGGE) και για τις δύο φυλές αιγών. Ακολούθησε η δοκιμασία 

πόκλι  rium)

ν συνάφειας (Goudet et 

l., 199

-Ho/He = 1 – Ho/He), της αναμενόμενης 

e) κ

IS υποδηλώνουν αντίστοιχα έλλειμμα και περίσσεια ετεροζυγωτών 

τά τη διαδικασία εκτίμησης της παραμέτρου FIS ήταν δυνατή η 

κτίμηση διαστημάτων εμπιστοσύνης (99%) με εφαρμογή της τεχνικής της 

μηδενική ή μη τιμή. 

 

 

 

 

 

 

II.7. Στατιστική ανάλυση

 Αρχικά εκτιμήθηκαν οι συχνότη

των υγιών και 

α σης από τη γενετική ισορροπία (Ηardy-Weinberg equilib  εξετάζοντας 

την υπόθεση ελλείμματος ετεροζυγωτών με εφαρμογή του score ή U test (Raymond 

and Rousset, 1995). Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε έλεγχος στατιστικών διαφορών 

στις γονοτυπικές και αλληλομορφικές συχνότητες με εφαρμογή της δοκιμασίας του 

λόγου πιθανοφάνειας (G test) κατά την ανάλυση των πινάκω

a 6). Η εκτίμηση των αλληλομορφικών συχνοτήτων, η δοκιμασία γενετικής 

ισορροπίας και η ανάλυση πινάκων συνάφειας έγινε με το πρόγραμμα Genepop v.4.0 

(Raymond and Rousset, 1995; Rousset, 2007).  

 H εκτίμηση του αριθμού των αποκλειστικών αλληλομόρφων (private alleles), 

της παραμέτρου FIS του Wright (FIS= He

(Η αι παρατηρούμενης (Ho) ετεροζυγωτίας διενεργήθηκε με το πρόγραμμα 

Genetic Data Analysis (Lewis and Zaykin, 2002). Aρνητικές και θετικές τιμές για 

την παράμετρο F

γονοτύπων. Κα

ε

επαναδειγματοληψίας (bootstrapping) επιτρέποντας το στατιστικό έλεγχο για 
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I.1. Γ

άθεια να 

αναλυθούν με την αδρή μέθοδο DGGE, ενώ τα πλήρως αναλυμένα δείγματα 

χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες για το σχεδιασμό του πρωτοκόλλου της DGGE. Με 

ο πρωτόκολλο αυτό αναλύθηκαν στη συνέχεια οι βιολογικά εκτρεφόμενες αίγες της 

 φυλής και της φυλής Σκοπέλου. 

  Συνολικά 24 ιστοτεμάχια αιγών με Τρομώδη Νόσο ήταν έντονα αυτολυμένα 

ατον να γονοτυπηθούν με κάποια από τις δύο μεθόδους 

Μ  

III. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

II ονοτύπηση του Prnp γονιδίου 

III.1.1. Γενικά 

 Η ανάλυση αλληλουχίας DNA (sequencing) με τη μέθοδο της 

ηλεκτροφόρησης σε τριχοειδές έγινε σε ολόκληρο το ανοιχτό αναγνωστικό πλαίσιο 

του Prnp γονιδίου για το σύνολο των υγιών αιγών και των αιγών με Τρομώδη Νόσο. 

Τριάντα τρεις (33) από τις 92 αίγες με Τρομώδη Νόσο και 77 από τις 127 υγιείς 

αίγες αναλύθηκαν πλήρως με αυτήν τη μέθοδο (πίνακας 7). 

 Τα υπόλοιπα δείγματα DNA ήταν ακατάλληλα και έγινε προσπ

τ

εγχώριας

και ήταν αδύν

αλληλούχησης. 

  

 

Πίνακας 7. Καταγραφή των δειγμάτων αιγών ανά μέθοδο αλληλούχησης του Prnp γονιδίου. 

 έθοδοι αλληλούχησης         
του Prnp γονιδίου   

Πληθυσμοί αιγών Ηλεκτροφόρηση 
σε τριχοειδές DGGE Δείγματα 

ακατάλληλα 

Σύνολο 
αναλυμένων 
δειγμάτων 

Με Τρομώδη Νόσο 33 35 24 68 

Υγιείς 77 49 1 126 

Εγχώριας φυλής - 90 10 90 

Φυλής Σκοπέλου - 33 0 33 
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III.1

. Στα 16 από αυτά 

παρατηρήθηκε αντκατάσταση αμινοξέος ενώ στα υπόλοιπα 3 κωδικόνια βρέθηκαν 

σιωπηλές μεταλλάξεις, χωρίς αντικατάσταση αμινοξέος. Στις 106 από τις 110 αίγες 

που αναλύθηκαν ανιχνεύθηκε η παρουσία των πέντε οκταπεπτιδικών επαναλήψεων 

μεταξύ των κωδικονίων 54 έως 102. Ενώ σε μια υγιή και τρεις αίγες με Τρομώδη 

Νόσο παρατηρήθηκε έλλειψη (deletion) νουκλεοτιδίων μεταξύ των κωδικονίων 70-

77. Πρόκειται για την ύπαρξη τεσσάρων οκταπεπτιδικών επαναλήψεων, αντί των 

πέντε ή τριών που έχουν καταγραφεί έως σήμερα (Goldmann et al., 1998). 

 

 

 

III.1.3. DGGE 

  Η διακριτική ικανότητα της DGGE, όπως προαναφέρθηκε, είναι μικρότερη 

από αυτή της αλληλούχισης και βασίζεται στα ευδιάκριτα πρότυπα ζωνών (patterns) 

ανά σημειακή μετάλλαξη εάν και εφόσον υπάρχουν. Ωστόσο η αξιοπιστία και η 

επαναληψιμότητα στην ταυτοποίηση γνωστών ευδιάκριτων πρότυπων ζωνών είναι 

λή. Στην παρούσα μελέτη, αναζητήθηκαν τέτοια ευδιάκριτα πρότυπ

μορφισμών στα 

σημαντικότερα κωδικόνια της πρωτεΐνης prion στις αίγες. Τα πρότυπα των ζωνών 

που προέκυψαν απεικονίζονται παρακάτω και βάσει αυτών έγινε η γονοτύπηση για 

περιοχή 

ανάλυσης των ακολουθιών εκτείνεται μεταξύ 320 και 462bp, δηλαδή μεταξύ των 

ητα της DGGE 

, ενώ πριν από 

το 106 κωδικόνιο δεν λαμβάνεται πληροφορία. Από την DGGE ανάλυση του α 

ροϊόντος προέκυψε ότι: 

1. Οι μεταλλάξεις στα κωδικόνια 127 και 143 δεν ανιχνεύονταν, ενώ 

.2. Ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές 

 Η αλληλούχηση με χρήση της ηλεκτροφόρησης σε τριχοειδές επέτρεψε την 

ανίχνευση σημειακών μεταλλάξεων σε 19 κωδικόνια

υψη α, 

προκειμένου να προταθούν ως αξιόπιστοι «δείκτες» των πολυ

το σύνολο των 207 δειγμάτων. 

 Συγκεκριμένα, στην καμπύλη τήξεως του α προϊόντος φαίνεται ότι η 

κωδικονίων 106 έως 154 (σχήμα 10, Α). Συνεπώς η διακριτική ικανότ

για το α ΑΑΠ προϊόν περιορίζεται μεταξύ του 106 και 154 κωδικονίου

π
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2. Η σιωπηλή μετάλλαξη στο κωδικόνιο 138 έδινε το πρότυπο 2 (cc), 3 (tt) ή 4 

(ct). Πολλές φορές στο πρότυπο 4, οι δύο κατώτερες ζώνες διακρίνονταν έντονα 

στην πηκτή ενώ οι υψηλότερες μόλις που διακρίνονταν.  

 

                             

       α DGGE απεικόνιση                                   β DGGE απεικόνιση 

πρότυπο 1: t138t, I142M                                     πρότυπο 1: P240S                                     

πρότυπο 2: A136A, R154R, t138t                            πρότυπο 2: Q222K, R211Q 

πρότυπο 3: A136A, R154R, c138c                        πρότυπο 3: Q222K, P240P 

πρότυπο 4: A136A, c138t, R151H ή R154H           πρότυπο 4: S240S 

πρότυπο 5:  A136A, R154R, N146S                     πρότυπο 5: P240P 
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ειδική

ίνακας 6) και 

 

 β

 DGGE έγινε δυνατή η 

 κωδικόνιο

Ι.2. Γ

ριχοειδές και με DGGE. Στον 

ίνακα

ληλομόρφων των 5 

3. Οι σημειακές μεταλλάξεις στο κωδικόνιο 151 και 154 δεν έδωσαν 

χαρακτηριστική απεικόνιση στην  πηκτή, καθώς συνέπιπταν με το πρότυπο 4, 

που σχετίζεται σαφέστατα με τη σιωπηλή μετάλλαξη (ct) στο 138 κωδικόνιο. Για τα 

δείγματα αυτά, έγινε ΑΑΠ με τους εκκινητές G1-G2 (π

χρησιμοποιήθηκε το περιοριστικό ενζύμο BspHI για τη διάκριση τους με τη μέθοδο 

RFLP (σχήμα 9).

 Στην καμπύλη τήξεως του β προϊόντος φαίνεται ότι το πεδίο ανάλυσης 

εκτείνεται μεταξύ 90 και 444bp, δηλαδή από το 178 έως το 256 κωδικόνιο (σχήμα 

10, Γ). Συνεπώς η διακριτική ικανότητα της DGGE για το  ΑΑΠ προϊόν δεν δίνει 

στοιχεία από το 148 έως το 178 κωδικόνιο στην ειδική πηκτή, σε αντίθεση με τα 

κωδικόνια 211, 222, 240 όπου αντλείται πληροφορία. Αντιθέτως η σιωπηλή 

μετάλλαξη στο κωδικόνιο 238 δεν ανιχνεύθηκε στην ειδική πηκτή.  

 Συμπερασματικά με τον παρόντα σχεδιασμό της

διάκριση σημειακών μεταλλάξεων που συνεπάγονται αντικατάσταση αμινοξέος στα 

κωδικόνια 142, 146, 151, 154, 211, 240 και της σιωπηλής μετάλλαξης στο  

138. 

 

 

ΙΙ ενετική ανάλυση  

III.2.1. Συχνότητες αλληλομόρφων και γονοτύπων – αποκλειστικά 

αλληλόμορφα 

 Οι συχνότητες των αλληλομόρφων και των γονοτύπων του Prnp γονιδίου για 

την ομάδα των υγιών και των προσβεβλημένων αιγών εκτιμήθηκαν χωριστά για τα 

δείγματα που γονοτυπήθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε τ

π  8 παραθέτονται οι γονότυποι και οι σχετικές συχνότητες των αλληλομόρφων 

και των 19 πολυμορφικών κωδικονίων του Prnp γονιδίου που ανιχνεύθηκαν με 

ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές στις δύο ομάδες των αιγών. Στον πίνακα 10 

παρουσιάζεται η κατανομή των γονοτύπων και των αλ

πολυμορφικών κωδικονίων του Prnp γονιδίου που ανιχνεύθηκαν με DGGE στις 

υγιείς και στις νοσούσες αίγες. Στον πίνακα 12, παραθέτονται οι γονότυποι και οι 



    72 

 

θηκαν στις υγιείς και 

τις νο

<0,10). 

ηλομορφικών 

138 

=0,011). την 

  

ουσιάζεται 

ο για 

 τις δύο 

 τόσο σε 

μεμονωμένα κωδικόνια, όσο και στο σύνολο των 5 κωδικονίων δεν υπήρξε και 

τα

 Οι γονοτυπικές συχνότητες συνέπιπταν με τις αντίστοιχες αλληλομορφικές 

ις με 

ν 

ις

μετ 2) και 138 (p=0,009). Για το σύνολο των 19 

,085) στο όριο του p<0,05. 

GE, 

ν ες. 

Ομοίως και για το σύνολο των 5 πολυμορφικών κωδικονίων και στις δύο ομάδες 

ανένα από τα 5 

συχνότητες των αλληλομόρφων για τα 5 πολυμορφικά κωδικόνια του Prnp γονιδίου 

στην εγχώρια φυλή αίγας και στη φυλή Σκοπέλου. Τέλος, στον πίνακα 14 

περιγράφονται τα αποκλειστικά αλληλόμορφα που παρατηρή

σ σούσες αίγες καθώς και στην εγχώρια ελληνική φυλή αίγας.  

 Σύμφωνα με τα στοιχεία του πίνακα 8, μεταξύ των δύο ομάδων αιγών δεν 

παρατηρήθηκαν στατιστικώς σημαντικές διαφορές των αλληλομορφικών 

συχνοτήτων τους, παρά μόνο για το κωδικόνιο 240 (p=0,020). Ενώ, μια τάση για 

γενετική διαφοροποίηση παρατηρήθηκε για τα κωδικόνια 8, 110 και 146 (p

Επίσης, στατιστικώς σημαντικές ήταν οι διαφορές των αλλ

συχνοτήτων για τις σιωπηλές μεταλλάξεις στα κωδικόνια 42 (p=0,028) και 

(p Για το σύνολο των 19 κωδικονίων που αναλύθηκαν με 

ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές και στις δύο ομάδες αιγών, δεν παρατηρήθηκε

διαφορά στις συχνότητες των αλληλομόρφων (p=0,078).  

 Στον πίνακα 10, όσον αφορά τη γονοτύπηση με DGGE, δεν παρ

στατιστικώς σημαντική διαφορά των αλληλομορφικών συχνοτήτων τόσ

μεμονωμένα κωδικόνια, όσο και για το σύνολο των 5 κωδικονίων και για

ομάδες αιγών (p=0,607).  

 Στατιστικώς σημαντική διαφορά των αλληλομορφικών συχνοτήτων

με ξύ των δύο φυλών αιγών (p=0,511), όπως φαίνεται στον πίνακα 12. 

στ  υγιείς αίγες και στις αίγες με Τρομώδη Νόσο, οι οποίες γονοτυπήθηκαν 

ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές (πίνακας 8). Σημαντικές διαφορές παρατηρήθηκα

στ  γονοτυπικές συχνότητες για το κωδικόνιο 240 (p=0,016) και για τις σιωπηλές 

αλλάξεις στα κωδικόνια 42 (p=0,02

πολυμορφικών κωδικονίων και στις δύο ομάδες αιγών, δεν παρατηρήθηκαν 

γονοτυπικές διαφορές (p=0

 Στον πίνακα 10, για τις ομάδες των αιγών που αλληλουχήθηκαν με DG

δε παρατηρήθηκαν στατιστικώς σημαντικές διαφορές στις γονοτυπικές συχνότητ

αιγών, δεν παρατηρήθηκαν γονοτυπικές διαφορές (p=0,615).  

 Στον πίνακα 12, στις γονοτυπικές συχνότητες, στατιστικώς σημαντικές 

διαφορές δεν παρατηρήθηκαν μεταξύ των δύο φυλών αιγών, σε κ
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το ν, 

επίσης δεν παρατηρήθηκαν γονοτυπικές διαφορές (p=0,543).  

 Στον πίνακα 14, οι αλληλομορφικές συχνότητες δεν διαφοροποιήθηκαν 

στατιστικώς σημαντικά μεταξύ των δύο ομάδων αιγών, όμως παρατηρήθηκαν 

 αλληλόμορφα (private 

alleles) του Prnp γονιδίου που παρατηρήθηκαν στην ομάδα των 33 αιγών με 

χνότητα

σ

α

κ  

) στο κωδικόνιο 146 (5 αίγες N146S και 1 αίγα S146S ή με 
συχνότητα

ο για: 

κ Ι ή

κωδικόνια, εκτός από μια τάση για διαφοροποίηση στο κωδικόνιο 222 (p<0,10). Για

σύνολο των 5 πολυμορφικών κωδικονίων και στις δύο ελληνικές φυλές αιγώ

αποκλειστικά αλληλόμορφα σε κάθε ομάδα. Τα αποκλειστικά

Τρομώδη Νόσο που γονοτυπήθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές είναι: 

- η αργινίνη (R) στο κωδικόνιο 8 (2 αίγες S8R ή με συχνότητα 3%) 

- η ιστιδίνη (H) στο κωδικόνιο 151 (1 αίγα R151H ή με συχνότητα 1,5%) και 

- η γλουταμίνη (Q) στο κωδικόνιο 211 (1 αίγα R211Q ή με συ  1,5%). 

 Αντίστοιχα, αποκλειστικά αλληλόμορφα που παρατηρήθηκαν στην ομάδα των 

77 υγιών αιγών που αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές είναι: 

- η μεθειονίνη (M) στο κωδικόνιο 11 (1 αίγα L11M ή με υχνότητα 0,6%) 

- η βαλίνη (V) στο κωδικόνιο 37 (4 ίγες G37V ή με συχνότητα 2,6%) 

- η προλίνη (P) στο κωδι όνιο 110 (7 αίγες T110P ή με συχνότητα 4,5%) 

- η αργινίνη (R) στο κωδικόνιο 143 (3 αίγες H143R ή με συχνότητα 2%) 

- η σερίνη (S
 4,5%) 

- η ασπαραγίνη (Ν) στο κωδικόνιο 173 (2 αίγες S173N ή με συχνότητα 1,3%)  

- η φαινυλαλανίνη (F) στο κωδικόνιο 239 (1 αίγα F239F ή με συχνότητα 1,3%) 

- η κυτοσίνη (c) αντί της θυμίνης (t) στο κωδικόνιο 238 [1 αίγα με 171 (ttt→ttc) ή 
με συχνότητα 0,6%] (πίνακας 14).  

 Στις 49 υγιείς αίγες που αναλύθηκαν με DGGE, αποκλειστικά αλληλόμορφα 

παρατηρήθηκαν μόν

- τη μεθειονίνη (M) στο ωδικόνιο 142 (2 αίγες 142M  με συχνότητα 2%) 

- τη σερίνη (S) στο κωδικόνιο 146 (3 αίγες N146S ή με συχνότητα 3,1%) και   

- τη λυσίνη (Κ) στο κωδικόνιο 222 (3 αίγες P222Κ ή με συχνότητα 3,1%) 

 Τέλος για τις δύο ελληνικές φυλές αιγών, αποκλειστικά αλληλόμορφα 

παρατηρήθηκαν μόνο στις αίγες της εγχώριας ελληνικής φυλής για: 
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ardy-Weinberg 

ια

εροζυγωτίας και της παραμέτρου FIS του Wright. Στον 

ίνακα 9 δίδεται ο βαθμός αναμενόμενης (He) και παρατηρούμενης (Ho) 

ετεροζυγωτίας, ο συντελεστής FIS του Wright και γίνεται έλεγχος ισορροπίας κατά 

einberg για τον πληθυσμό των υγιών και νοσούσων αιγών που 

ονοτυπήθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές. Ομοίως, στον πίνακα 11, 

υπολογίζονται οι ίδιες παράμετροι για τον πληθυσμό των υγιών και 

 με DGGE. Τέλος η απόκλιση από τη 

ά την ενδελεχή ανάλυση εντός εκάστου των 19 κωδικονίων 

) Για

- τη μεθειονίνη (Μ) στο κωδικόνιο 142 (1 αίγα  I142M ή με συχνότητα 0,5%) και 

τη γλουταμίνη (Q) στο κωδικόνιο 211 (3 αίγες R211Q ή με συχνότητα 1,6%). 

 

 

ΙΙΙ.2.2. Έλεγχος ισορροπίας κατά Hardy-Weinberg 

 Η δοκιμασία απόκλισης από τη γενετική ισορροπία (Η

equilibrium) έγινε για κάθε κωδικόνιο του Prnp γονιδίου σε κάθε ομάδα και φυλή 

αιγών και αντίστοιχα για το σύνολο των κωδικονίων του Prnp γονιδίου. Γ  το λόγο 

αυτό, εξετάστηκε η υπόθεση του ελλείμματος ετεροζυγωτών ατόμων με τον 

υπολογισμό του βαθμού ετ

π

Hardy-W

γ

προσβεβλημένων αιγών που γονοτυπήθηκαν

γενετική ισορροπία εκτιμήθηκε για τις δύο ελληνικές φυλές αιγών και παραθέτεται 

στον πίνακα 13. 

 Στον πίνακα 9 φαίνεται ότι στις δύο ομάδες αιγών και για όλα σχεδόν τα 

κωδικόνια, ο παρατηρούμενος (Ho) βαθμός ετεροζυγωτίας δεν διέφερε από τον 

αναμενόμενο (He), ο οποίος εκτιμάται με βάση τις συχνότητες των αλληλομόρφων 

υπό καθεστώς γενετικής ισορροπίας. Ως εκ τούτου, ο πληθυσμός των αιγών με 

Τρομώδη Νόσο (p=0,3768) και των υγιών αιγών (p=0,1994) βρέθηκε σε γενετική 

ισορροπία. Ενώ, κατ

παρατηρήθηκε ότι: 

α) στον πληθυσμό των αιγών με Τρομώδη Νόσο παρατηρήθηκε έλλειμμα 

ετεροζυγωτών ατόμων για το κωδικόνιο 240 και για τις σιωπηλές μεταλλάξεις στα 

κωδικόνια 42 και 138. Σε αντίθεση με τον πληθυσμό των υγιών αιγών που για τους 

ίδιους νουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς υπήρξε περίσσεια ετεροζυγωτών ατόμων. 

β  το κωδικόνιο 239, ο πληθυσμός των υγιών αιγών βρέθηκε σε γενετική 

ανισορροπία (p=0,0065) λόγω της απουσίας ετεροζυγωτών ατόμων, ενώ 
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. 

Τέλος, ο πίνακας 13 δείχνει ότι οι πληθυσμοί και των δύο φυλών αιγών ήταν 

σε γενετική ανισορροπία (p<0,001). Στατιστικώς σημαντικό έλλειμμα  

ετεροζυγωτών γονοτύπων παρατηρήθηκε για το κωδικόνιο 240 και το 138 (p<0,001) 

και στις δύο φυλές αιγών.  

 

 

 

III.2.3. Συνδυασμένοι γονότυποι της PrP  

 Οι συνδυασμένοι γονότυποι της πρώιμης PrP που ταυτοποιήθηκαν στις υπό 

μελέτη υγιείς και με Τρομώδη Νόσο αίγες παραθέτονται στους πίνακες 15 και 17 για 

κάθε μέθοδο γονοτύπησης. Στους πίνακες 16 και 18, παραθέτονται οι συνδυασμένοι 

γονότυποι της PrP που κωδικεύουν τις ώριμες πρωτεΐνες prion βάση του υποθετικού 

μοντέλου ωρίμανσης ή αλλιώς τις ‘ώριμες’ πρωτεΐνες prion (μετά από την αποκοπή 

ολιγοπεπτιδίων πριν το κωδικόνιο 23 και μετά το κωδικόνιο 232), οι οποίες 

υπάρχουν στην κυτταρική μεμβράνη και σχετίζονται με την παθογένεια της 

Τρομώδους Νόσου. 

 Στον πίνακα 15 παραθέτονται οι 32 συνδυασμένοι γονότυποι της πρώιμης 

PrP βάσει της ηλεκτροφόρησης σε τριχοειδές και αφορούν σε 33 αίγες με Τρομώδη 

Νόσο και 77 υγείς αίγες. Στη συνέχεια, στον πίνακα 16 φαίνονται οι 22 

συνδυασμένοι γονότυποι που κωδικεύουν ‘ώριμες’ πρωτεΐνες prion, οι οποίοι 

προκύπτουν από την απαλοιφή των πολυμορφικών κωδικονίων 8, 11, 239 και 240. 

 Αντίστοιχα, στον πίνακα 17 βάσει της DGGE δίνονται οι 8 συνδυασμένοι 

γονότυποι της πρώιμης PrP, οι οποίοι αφορούν σε 35 αίγες με Τρομώδη Νόσο και σε 

γ) αντιθέτως για το κωδικόνιο 168, ο πληθυσμός των αιγών με Τρομώδη Νόσο 

βρέθηκε σε γενετική ανισορροπία (p=0,0153) λόγω της απουσίας ετεροζυγωτών 

ατόμων

 Σύμφωνα με τα στοιχεία του πίνακα 11, ο πληθυσμός των υγιών αιγών 

βρισκόταν σε γενετική ισορροπία (p=0,0696), ενώ εκείνος των αιγών με Τρομώδη 

Νόσο ήταν σε ανισορροπία κατά Hardy-Weinberg (p=0,0009). Έλλειμμα 

ετεροζυγωτών ατόμων παρατηρήθηκε για το κωδικόνιο 240 τόσο στην ομάδα των 

υγιών (p=0,0014) όσο και των αιγών με Τρομώδη Νόσο (p=0,0003).  
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υγιείς γες. Σ  πίνακα , πό τη αίρεση  νίου 240, αυτοί οι 

συνδυασμένοι γο υποι εκτιμάται ότι ντιστοιχούν σε 4 ‘ώριμ ρωτεΐνες 

Ο  σ ό νδυασμένο νό ο ις δύο ομάδες των γών ήταν ο 

 π  στον

 γονότυποι, που να διαφοροποιούνται στατιστικώς σημαντικά, δεν 

 στις υγιείς ή στις νοσούσες αίγες, παρά μόνο αποκλειστικά 

 που  στ  αιγών. 

49 

8 

prion. 

 

γονότυπος

Συνδυασμένοι

αναδείχτηκαν

αλληλόμορφα

 

 αί

 πιο

τον  18  μετά α

ς γο

ν εξ  του κωδικο

νότ  α ες’ π

υχν

του πίνακα

ς συ τυπ

ακα 

ς στ

18 που

 αι

 ‘’ά 1  16 και του ίν  αντιστοιχεί γριο τύπο’’. 

 παρατηρήθηκαν η μία ή στην άλλη ομάδα
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Πίνακας 8 Β). Κατανομ  αλληλομόρφων (σχετικές συχνότητες σε παρένθεση) και γονοτύπων των π λυμορφικών κωδικονίων του Prnp γονιδίου σε νοσούσες και υγιείς 
αίγες (τιμέ : επίπεδο σημαντικότητας ομορφικών γονοτυπι ) (ηλεκτρ όρηση 
 

A   κωδικό ο 8   κωδικό   κωδικ ιο 37   κ 0 

 (Α, 
ς p

ή ο
οφδιαφορών αλληλ / κών συχνοτήτων σε τριχοειδές).  

νι νιο 11 όν ωδικόνιο 11
 Αλλη   R p  p 

Νοσο  64
(9

2  
3  66

1  (   
) 

λόμορφα S  L M p  G V p  T P 

ύσες  
7%) (

     
%) 

 
00%) ( 0 66 

100%) 0 66
(100% 0 Ομάδα 

αιγών Υ  15
100 0 

0,088 
 15

99,3
1  

(0,7%

1 
 15

(97,  (2,6

0,319 
 7 

4%) (4,  

0,105 

Γ   SS SR LL LM   GG GV p  TT TP 
Νοσο  31  33  33  33 

γιείς 4 
%) (

3 
%) (

 
) 

0 
4%)

4    
%) 

14
(95,

7 
6%)

 ονότυποι p  p p 
ύσες 2 0 0 0 Ομά

αιγών Υγιείς  0, 8  76  73 4 314  70 7 0,

                     
  κω  κ  κωδικ ιο 151 

 Αλληλό   G p  I   p  R H 
64 

(97%
2   

(3%  65 
(98,5

1 
(1,5%  66

(100  0  65 1 

δα 
77 0 08 1 1 0,  100 

 
δικόνιο 127 

S 
ωδικόνιο 142 

M p
κωδικόνιο 143 

H R 
 όν

μορφα P 

Νοσούσες  ) 
   

) %) ) 
 
%) (98,5%) (1,5%) Ομάδα

αιγ  1
9

1 
 1

(9

1 
 3  

(2%

0,367 
 (100

 Γονό  p  I p  p  RR 

Νο  31  32  33  32 

 
ών Υγιείς 49 

6,7%) (3(
5 

,3%) 
53 

9,3%) (0
1    

,7%) 
151 

(98%) 
     
) 

HR 

154 
%) 0 

0,300 

τυποι GG GS II M HH RH P 

σούσες 2 1 0 1 Ομάδα
αιγών Υ   76  74  77 0 

0,29

                 
  κωδικό  154  κωδικό  173  κωδικ  21 κωδικ νιο 222 

 Αλληλό   R H     R Q p  Q K P 

 62 
(94%) 

4      
(6%)  66 

(100%) 0  65 
(98,5%) 

1    
(1,5%)  65 

(98,5%) 
1    

(1,5%) 

 
γιείς 
 

72 5 
1 

1 
1 

3 
0,3639 9 

    
νιο νιο όνιο 1  ό

μορφα p S N p

Νοσούσες Ομά
αιγών Υγιείς  140 

(95,9%) 
6 

(4,1%) 

0,727 
 152 

(98,7%) 
2    

(1,3%) 

0,577 
 154 

(100%) 0 
0,300 

 151 
(98%) 

3      
(2%) 

1 

 

δα 

 Γονότυποι  RR RH p  SS SN p  RR RQ p  QQ QK P

Νοσούσες  29 4  33 0  32 1  32 1 (;) Ομ
αιγ 0  74 3 

1 

                                          

άδα 
ών Υγιείς  67 6 

0,721 
 75 2 

0,576 
 77 

0,300 

  



    78 

 

α: σιωπηλή λλαξη

                                                           

μετά

 
4  Στον υποπίνακα Β, καταγράφονται τα κωδικόνια που  3 γονότυπους (αντί των 2 γονοτύπων όπως απεικονίζονται στον υποπί ύπτουν 

τον συνδ μό των ληλομόρφω  τους καθ λές με   αν  3 κωδικόνια του Pr ου. Στ με (;) 
ταχεία μέθοδο και αρνητική στην ανοσοκαθήλωση για την Τρομώδη Νόσο. 

 

4Β   κωδικόνιο 146   κωδικόνιο 168  κωδικόνιο 239   κωδικόνιο 240 

 Αλληλόμορφα  N S p  P Q p  S F p  S P p 

Νοσούσες  66 
(100%) 0  64 

(97%) 
2       

(3%)  66 
(100%) 0  15 

(22,7%) 51 (77,3%) Ομάδα
αιγών 

 

 147 
(95,4%) 

7   
(4,6%) 

0, 6 
 145 

(94,2%
  

(5,8%) 

11 
152 

(98,7%) 
2    

(1,3%) 

78 
 60

(39%) 94 (61%) 
0,02 

 Γ ότυποι  NN NS SS p  PP PQ QQ p SS SF FF p  SS PS PP p 

ούσες 33 0  0 1 33 0 0  9 21 

Υγιείς  
10

) 
9  

0,5
 

0,5
 

ον  
Νοσ  0 32  3 Ομάδα 

αιγών ιείς 71 5 
7 

 68 9 0 
0,5 

76 0 
1 

 8 44 25 
0 

                  
                   
   ωδικόνιο 42α  ικόνιο 138α κωδικόνιο 238α        
 Αλληλόμορφα  g a p  c t p  t c p        

ούσες 51 
(77,3%) 

15 
(22,7%)  15 

(19,7%) 
 

(80,3%
66 

(100%) 0  για το σύνολο των 19 ονίων και 
για τις δύο ομάδες αιγών 

Υγ  1 
0,15

 1  

    
     

κ κωδ  

Νοσ  51
)   κωδικ

Ομάδα 
αιγών γιείς 90

(61,6
56 

(38,4%)  56 
(37,3%

 
(62, %) 

0,011 153 
(99,4%

1    
,6%)    Αλληλόμορφ Γονότυποι 

 τυποι gg ga   cc ct tt p tt tc cc p  p 0,07 0,085 

Υ   
%) 

0,028 

) 
94
7  ) (0

1 
α 

Γονό  aa p   8 

Νοσούσες 21 9  7 23 0         3 3   33 0 Ομάδα 
αιγών ιείς 24 42 7 

2 
 7 42 26 

0 
76 1 0 

1 
       

                                                        

Υγ  
0,02

 

              

εμφάνισαν και τους
ώς και οι σιωπη

νακα Α) που προκ
ον πίνακα Α, από υασ  2 αλ ν ταλλάξεις που παρατηρήθηκ  σε  np γονιδί

σημειώνεται η αίγα που βρέθηκε θετική στην 
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Πίνακας 9. Αναμενόμενος (He), παρατηρούμενος (Ho) βαθμός ετεροζυγωτίας, συντελεστής FIS του Wright και επίπεδο σημαντικότητας    
[HWE (p)] δοκιμασίας απόκλισης από τη γενετική ισορροπία ανά κωδικόνιο και  αιγών (ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές). 

 
ομάδα

μάδα 
αιγών κωδικόνιο He Ho FIS

 
HWE 

(p) 
 Ομάδα 

αιγών κωδικόνιο He Ho FIS
 HWE 

(p) 
Ο

8 0 0 0 -  8 0, -0, 1 0,059 060 016 

11 0, 3 013 -  0  
0, 1 52 -0,020  0 0 0 - 

87  1 1  0 0 
0, 3  1  1 
0,013 0 0,030 - 

8 039 013  0 - 

087 065  0,132  0 0 

151 0 0 -  151 0,030 0 - 

, 9 -0 6 0,121 -0,049 1 

0, 11 117 -0 055 1  168 0,059 0 1 0,015 

6 1  0 0 0 

0 0 -  211 030 0, 0 

8 -0,013 1  222 030 0, 0 

0, 5 0 1 0,006  239 0 0 

0, 78 571 195 0, 98  240 0,356 0,272 0,23  0,
0,476 0,575 210 0,086  42α 0,356 0,272 0, 0,
0, 1 56 190 0, 7  1 α 321 0,212 0,34 0,

  
Υγιείς 

0, 13 013 0   23 α 0 0 0 -

        

μ.ο.  0,109 0,122 
-0,121                         

[-0,179, +0,107]β 0,376  μ.ο.  0,076 0,059 
0,229                       

[-0,021,+0,399]β 0,199 

:σιωπηλή μετάλλαξη, β: διάστημα εμπιστοσύνης (99%) 

01 0, 0 11 0 0 - 
37 
110 0,

05
0

0,0
0,091

1 37 
110 -0,04

-0,02
 0 

0,060
- 

127 
142 

06 0,065
0,013 

1  
-  

127 
142 

0,059 
0,030 

-0,016 
0 

143 0,03 0, -0, 1 143 0 0 

146 0, 0, 0,258  146  0 - 

0 0,030 

1  154 0,115 

Νοσούσες 

154 0

168 

07

1

0,082 ,03

,0,

0,027 173 0,02 -0,006 173 - 

211 

222 0,

0 

03

0,

0,

030 

030 

- 

- 0,038 

0 - 239 02

240 

42α
4 0, 0 309 

308 
-0,
-0,

8
238 

138α 47
0

0,
0,

-0, 13
-

38 0, 3 077 
 238α 8

     

α
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Πίνακας 10. Κατανομή αλληλομόρφων (σχετικές συχνότητες σε παρένθεση) και γονοτύπων και των 5 πολυμορφικών κωδικονίων του Prnp 

γονιδίου σε νοσούσες και υγιείς αίγες (τιμές p: επίπεδο σημαντικότητας διαφορών αλληλομορφικών/γονοτυπικών συχνοτήτων) (DGGE). 

     κωδικόνιο 142    νιο 146    κωδικόνιο 222    κωδικόνιο 240 

 

κωδικό
      N S   p   S P 

Νοσούσες   70 
(100%) 0   70 

(100%) 0   70 
(100%) 0   19 

(27%) 
51 

(73%) 

Αλληλόμορφα   I M p p Q K  p 

Ομάδα 
αιγών  96 

(97,9%) 
2    

(2,1%) 

0,
  95 

(96,9%) 
3 

(3,1%) 

0,267 
  95 

(96,9%) 
 

(3,1%) 

0,26
  23 

(76,5%) 
75 

(23,5%) 

0, 8 

  Γ υποι II IM   NN NS p   p   SS PS p 

Νοσούσες   35 0   35 0   35 0   7 5 23 

Υγιείς  
511 3 6 71

ονότ   p QQ QK PP 

Ομάδα 
αιγών Υγιείς   47 2 

0,
  46 3   46 3 

0,26
  7 9 33 

0,774 

           
   κωδικόνιο 138α        
  Αλ μορφα c t  

για το σύνολο των 5 κωδικονίων και για τις 
δύο ομάδες ν      

Νοσούσες  24 
(34,3%) 

46 
(65,7%)   Αλληλομορφα Γονότυποι       

507 0,216 2 

        

ληλό  p  αιγώ  

Ομάδα 
αιγών 

Υγιείς 38 
(38,7

60 
61,2%) 

0,628 
p 607 0,61    %) (  0, 5     

  Γονότυποι  cc ct tt p           

           Νοσούσες  2 20 13Ομάδα 
αιγών Υγιείς  10 18 21 

1 
            

                                                        
α: σιωπηλή μετάλλαξη 
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Πίνακας 11. Αναμενόμενος (He), παρατηρούμενος (Ho) βαθμός ετεροζυγωτίας, συντελεστής FIS του Wright και επίπεδο σημαντικότητας  

[HWE (p)] δοκιμασίας απόκλισης από τη γενετική ισορροπία ανά κωδικόνιο και ομάδα αιγών (DGGE). 
 

Ομάδα 
αιγών κωδικόνιο He Ho FIS (p)  Ομάδα 

ών κωδικόνιο He Ho F  HWE 
(p) 

 HWE 
αιγ IS

142 0,0  -0,010  0 0 - 40 0,040 1 142 0 

146 0,05  -0,021  0 0 - 

222 0,059 0,061 0,021 1  222 0 0 0 - 

363 0, 0, 0,001  240 0, 0,142 7 0003 

  Υγιείς 

138α 0,479 0, 0,236 0,133  

Νοσούσες 

138 0,457 0,571 -0 254 0,255 

μ.ο. 0,200 0,
,289                    

[-0,021,  +0,476]β
 0,171 0,143 

0, 69                   
[-0,254,  +0,647]β 0009 

α:  μετά β: διάστημ μπιστ  (9

9 0,061 1 146 0 

-

240 0, 183 496 401 0,64 0,

367 α ,

 142 
0  

0,069  μ.ο. 
1  

0,

σιωπηλή λλαξη, α ε οσύνης 9%) 
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Πίνακας 12. Κατανομή αλληλομόρφων (σχετικές συχνότητες σε παρένθεση) και γονοτύπων των πολυμορφικών κωδικονίων του Prnp γονιδ

ανά φυλή αιγών (τιμές p: επίπεδο σημαντικότητας διαφορών αλληλομορφικών/γονοτυπικών σ

ίου 

υχνοτήτων). 

      κωδικόνιο 142   κωδικόνιο 211   κωδικόνιο 222   κωδικόνιο 240 

 

 Αλληλόμορφα Ι  p  R  K p S P p 

Σκοπέλου  66 
(100%) 0  66 

(100%) 0  64 
(97%) 

2 
(3%)  17 

(25,8%) 
49 

(74,2%) 

 Μ Q p Q  

Φυλή 
αίγας 

Εγχώρια  179 
(99,4%) (0,6%) 

1 

 177 
(98,3%) 

3 
(1,7%) 

0,566 

 (90%) 
18 

(10%) 

0,075 

 59 
(32,8%) 

121 
(67,2%) 

0,35 

 Γονότυποι  II IM p  RR RQ p  QQ QK p  SS PS PP p 

Σ ου 33 0 33 0  31 2 7 23 

1 162 

κοπέλ     3 Φυλή 
αίγας 

ρια 89 
1 

87 
0,563 

18 
0,064 

22 53 
0,471 

            

             

   κωδικόνιο 138α                

 Αλλη μορφα c     

 

για το σύνολο των 5 δικονίων και για 
τις δύο φυλ ς αιγών 

         

Εγχώ   1  3  72  15 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

λό   t p       

Σκοπέλου  27 
(37,8%) 

39 
(62,2%) 

κω
έ

Φυλή 
αίγας 

Εγχώρια  68 
(37,8%) 

112 
(62,2%) 

0,661 

  Αλληλόμορφα Γονότυποι          

 Γονότυποι  cc ct tt p  p 0,511 0,543          

Σκοπέλου  8 11 14              Φυλή 
αίγας Εγχώρια  17 34 39 

0,69 
               

                                            

      α: σιωπηλή μετάλλαξη 
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ητας  

[HWE (p)] δοκιμασίας απόκλισης από τη γενετική ισορροπία ανά κωδικόνιο και φυλή αιγών. 
 

Φυλή 
αίγας όνιο He FIS

 HWE 
(p) 

Φυλή 
αίγας κωδικόνιο Ho FIS

 HWE 
(p) 

Πίνακας 13. Αναμενόμενος  (Ηe), παρατηρούμενος (Ho) βαθμός ετεροζυγωτίας, συντελεστής FIS του Wright και επίπεδο σημαντικότ

κωδικ Ho   He 

142 0,011 0, 0 - 142 0 - 011  0 0 

211 0,032 0, -0,01 1 211 0 - 

222 0,181 0, -0,105 1 222 0, 0,060 -0, 1 

0,443 0, 0,625 <0,001 240 0, 0,090 0, <0,001 

Εγχώρια 

0,472 0, 0,201 0,072 

Σκοπέλου 

138α 0, 0,333 0, 0,0792 

μ.ο.  0,228 0,
0,309                    

[-0,092, 0,588]β <0,001 μ.ο.  0, 0,096 
0,48      

[-0,015,  0, 0,0002 

α: σιωπηλή μετάλλαξη, β: διάστημα εμπιστ 9%) 

033  0 0 

200  059 083 

240 166  388 768 

138α 377  490 324 

 

187 
7               
768]β

157 
 

οσύνης (9
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ν.  

Μέθ ση
αλληλουχίας DN ω ρ χνότητ αιγών 

Πίνακας 14. Περιγραφή και συχνότητα αποκλειστικών αλληλομόρφων (private alleles) ανά μέθοδο ανάλυσης και ανά ομάδα αιγώ

οδος ανάλυ ς 
A Κ δικόνιο Αλληλόμο φο Συ α Ομάδα 

1 0,020   42 M Υγιείς

1 0,031   D E 

2 0,031   

0,030 Νο ύσες 

46 S ΥγιείςGG

22 K Υγιείς

*8 R σο
1 0,01 Νο ύσες 
2 0,015 Νοσ σες (;) 
* 0,006  

37 V 0,026  

1 0,045  

1 0,020  
1 0,045  
* 0,013  
* 0, 13  

Ηλεκτ όρησ
σε  

* 0, 06  

1 0, 05 Εγχώριας φυλής 

51 H 5 σο
11 Q ού
11 M Υγιείς

Υγιείς

10 P Υγιείς

43 R Υγιείς
46 S Υγιείς
173 N Υγιείς
239 F 0 Υγιείς

ροφ η  
τριχοειδές

238α c 0 Υγιείς

42 Μ 0
D E 

2 0, 16 Εγχώριας φυλής 

: σιωπηλή με λαξη : α πο έ   σ ν  μή  α ικ την οσ θή η τη ο ώδη Νόσο 

GG
11 Q 0

α τάλ , (;) ίγα υ βρ θηκε θετική τη ταχεία δοκι  και ρνητ ή σ  αν οκα λωσ για ν Τρ μ
*: πολυμορφι ί της π ν πρ φο στ γεσμο PrP ου α αφέρονται ώτη ρά ις αί ς.
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Κωδικόνια   Αριθμός αιγών ανά γονότυπο 

Πίνακας 15. Κατανομή των συνδυασμένων γονoτύπων της PrP στις νοσούσες και υγιείς αίγες (ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές).  
 

  

 
Γονότυπος 8 11 37 110 127 142 143 146 151 154 168 173 211 222 239 240   Νοσούσες Υγιείς 

1 SR LL GG TT GG ΙΙ HH RR PP SS RR QQ SS PP  2ΝΝ RR 0 
2 SS LL GG TP GG ΙΙ HH ΝΝ RR RR PP SS RR QK SS PP  0 1 
3 TP  HH Ν RR Q PS  
4 SS  TP G HH Ν RR Q RR PS  1
5 SS  G HH Ν RR QQ PS  1 0
6 SS  G HH Ν RH P RR QQ PS  2 3 
7 SS  G HH Ν RH P RR QQ SS  1 2
8 SS  G HH Ν RR P RR PP  0 1
9 SS  G HH Ν RR P SS  1 0

10 SS  TT G HH N RR P RR QK PS  0 2 
11 SS  TT G HH N RR P RR Q SS  0 1
12 SS L TT G I HH N RR P RR QQ PP  17 12 
13 SS LL TT NN PP QQ PS  5 24 
14 SS  TT G HH N RR P RR Q SS  1 3 
15 SS  TT G HH N RR Q RR QQ PP  0 1 
16 SS L TT G I HH N RR Q RR QQ PP  0 2 
17 SS LL TT NN PQ SS RR QQ  0 3 
18 SS  TT G HH N RR Q

SS LL GG GG ΙΙ Ν RR RR PP SS  Q SS 0 5 
LL
LL

GG 
GG 

G
TT G

ΙΙ 
ΙΙ 

Ν
Ν

RR 
RH 

P
RR PP 

SS 
SS 

QQ SS 
SS 

0  
 

LL GG TT G ΙΙ Ν  RR P SS SS 
LL GG TT G ΙΙ Ν  RR P SS SS  
LL
LL

GG 
GG 

TT G
TT G

ΙΙ 
ΙΙ 

Ν
Ν

RR 
 RR 

P
P

SN 
SS 

QQ SS 
SS 

 
 RQ QK (;) 

LL GG G II N RR P SS SS 
LL GG G II N RR P SS Q FF  
L GG 

GG 
G I 
GG II HH 

N RR 
RR 

P
RR 

SS 
SS 

SS 
SS RR 

LL GG G II N RR P SS Q SS  
LL GG G II N RR P SN SS  
L GG 

GG 
G I 
GG II HH 

N RR 
RR 

P
RR 

SS SS 
SS PS 

LL GG G II N RR Q SS RR QQ PP  1SS  0 
19 SS  TT G HH S RR QQ PP  0 2 
20 SS L TT G I HH S RR QQ PS 0 
21 SS LL TT RR RR PQ SS RR QQ 0 1 
22 SS  TT G HH S RR QQ PP  0 
23 SS  G HR N RH P RR QQ PS 0 
24 SS L TT G I HR N RR QQ PP 0 
25 SS LL GG HR NN SS RR QQ 0 1 
26 SS  HH N RR QQ PS  1 
27 SS  TT S HH N RR QQ PP 0 
28 SS L TT GS IM HH N RR P RR QQ PP 1 1 
29 SS  TT NN PP QQ  0 1 
30 SS  G TT  HH N RR QQ PS 0 
31 SS  G TT S HH N RR QQ SS 0 
32 SS L G TT G I HH N RR P RR QQ PS 0 1 

  Σύνο  (n) 33 77 
                                      
(;):  η  που βρ κε θετικ στην ταχε μέθοδο κ αρνητική την ανοσ αθήλωση ια την Τ ώδη Νό  

LL GG G II N RR RR PP SS SS  
L GG 

GG 
G I 
GG II HH 

N
NS 

RR RR PP SS SS 
SS 

 
PP  

2 

LL GG G II S RR RR PP SS SS  1 
LL GG TT G II N RR P SS SS   1 
L GG 

GG 
G

TT 
I 

II 
N RR 

RR 
RR PP 
RR PP 

SS SS 
SS 

 
PS  

1 

LL GG TT GS II N RR RH PP SS SS  0 
LL
L

GG 
GG 

G II N
N

RR 
RR 

RR PP 
P

SS 
SS 

SS 
SS 

  2 
 

SS LL GV GG II HH RR RR SS RR SS 
LL V GS II N RR RR PP SS SS   1 
LL
M

V 
V 

G
G

II 
I 

N
N

RR 
RR 

RR PP 
P

SS 
SS 

SS 
SS 

  1 
 

λο
  

αίγα έθη ή ία αι  σ οκ  γ ρομ σο.
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λεκτροφόρηση σε τριχοειδές) που 

 
 Κωδικόνια ν ανά 

  

Πίνακας 16. Κατανομή των συνδυασμένων γονoτύπων της PrP στις νοσούσες και υγιείς αίγες (η
κωδικεύουν διαφορετικές ‘ώριμες’ πρωτεΐνες prion.  

  Αριθμός αιγώ
γονότυπο

Γονότυπος 37 14 143 146 151 4  173 211  Νοσ Υγιείς   110 127 2 15 168 222 ούσες 

1 GG TT ΙΙ HH ΝΝ RR R  SS RR  40  GG R PP QQ 25 
2 GG T G ΙΙ HH ΝΝ RR R  SS RR QK  0 1  

3 GG T G ΙΙ HH ΝΝ RR R  SS RR  5  

4 GG T G ΙΙ HH ΝΝ RR R  SS RR  1  

5 GG TT ΙΙ HH ΝΝ RH R  SS RR   

6 GG TT ΙΙ HH ΝΝ RR H  SS RR  5  

7 GG TT ΙΙ HH ΝΝ RR R  SN RR  1  

8 GG TT GG ΙΙ HH ΝΝ RR RR PP  QK  1 (;) 0  

9 G HH RR PP SS QK  0 2  

10 GG TT GG II HH NN RR RR PQ SN RR QQ  0 1  

11 GG TT GG II HH NN RR RR PQ SS RR QQ  0 5  

P G R PP

P G R PP QQ 0 

P G R PQ QQ 0 

GG R PP QQ 1 0 

GG R PP QQ 3 

GG R PP QQ 0 

SS RQ

GG TT G II NN RR RR 

12 GG TT GG II HH NN RR RR QQ SS RR QQ  1 0  

13 GG TT GG II HH NS RR RR PP SS RR QQ  0 4  

14 GG II HH N RR PQ SS RR QQ 1  

15 GG II HH SS RR RR PP SS RR QQ  0 1  

16 II R R RH PP QQ 1  

17 II R R RR PP QQ  2  

18 GS II H RH QQ  0  

19 II H RR PP QQ  2  

20 IM H RR PP QQ  1  

21 GV T GS II HH NN RR RR PP SS Q  2  

22 GV T GG II HH  RR PP S QQ  2  

  Σύνολο (n) 33 77  

                                

(;):  η αίγα που βρέθηκε θετική στην ταχεία μέθοδο και αρνητική στην ανοσοκαθήλωση για την Τρομώδη Νόσο.  

GG TT 

GG TT 

S RR  0 

GG TT GG H NN R SS RR  0 

GG TT GG H NN R SS RR 0 

GG TT H NN RR PP SS RR 1 

GG TT GS H NN RR SS RR 0 

GG TT GS H NN RR SS RR 1 

T RR Q 0 

RR SRR NNT

   

 

 

0 
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 17. Κατανομή των συνδυασμένων γονοτύπων της PrP στις νοσούσες και υγιείς αίγες (DGGE).  

   Αριθμός αιγών ανά γ  Κωδικόνια ονότυπο   

 Γονότυπος 142 146 151 154 211  Νοσούσες 222 240 Υγιείς   
 1 ΙΙ ΝΝ RR RR RR  0 QK PP 3   
 2 ΙΙ ΝΝ RR RR RR
 3 ΙΙ ΝΝ RR RR RR
 4 ΙΙ ΝΝ RR RR RR
 5 II NS RR RR RR
 6 II NS RR RR RR
 7 IM NN RR RR RR
 8 IM NN RR RR RR
  

              

  23 
  5 
  7 
  0 
  0 
  0 
  0 

Σύνολο (n) 35 
           

QQ PP 
QQ PS 
QQ SS 
QQ PS 
QQ SS 
QQ PP 
QQ SS 

  

29   
7   
5   
2   
1   
1   
1   

49   
    

 

Πίνακας ης Pr ούσες και υγιείς αίγες (DGGE) που κωδικ ρετικές 
‘

όνια   Αριθμός αιγών ανά
γονότυπο 

 18.
ώριμες’ πρω

 Κατανομή των συνδυασμένων γονοτύπων τ
τεΐνες prion.  

   Κωδικ

Pc στις νοσ εύουν διαφο

 

 Γονότυπος 142 146 151 154 222  Νοσούσες Υγι211 είς 
 1 ΙΙ ΝΝ RR RR QQ   35 RR 41 
2 ΙΙ ΝΝ RR 
3 II NS RR 
4 IM NN RR 
  
           

RR QK  0 
RR QQ  0 
RR QQ  0 

Σύνολο (n) 35 4
              

3 
3 
2 
9 

RR 
RR 
RR 

  

   

 

 

Πίνακας
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τικό  της  (

πάνω μη

III.3. Ανοσοκαθήλωση 

  Όλα τα ομογενοποιημένα δείγματα μετά από την επώαση τους με πρωτεϊνάση-Κ 

έδωσαν το χαρακτηρισ  πρότυπο των τριών ζωνών  PrPSc γλυκοτύπος), που 

αντιστοιχούν από  προς κάτω στο διγλυκοσυλιωμένο –μονογλυκοσυλιωμένο και   

γλυκοσυλιωμένο κλάσμα της (σχήμα 13).  

 

 

Σχήμα 13 (Α, Β). Western blot της PrPSc αιγών με Κλασική Τρομώδη Νόσο με τη χρήση των μονοκλωνικών 
αντισωμάτων P4 (A) και SAF84 (B). Σε κάθε μεμβράνη αναλύονται, με τη βοήθεια δείκτη μοριακών βαρών 
(Μ), απομονώσεις από αίγες εκτρεφόμενες στην Ελλάδα (2, 3, 4), εκτρεφόμενες στην Ιταλία (6, 7, 9) και 
ένα περιστατικό πειραματικής Σπογγώδους Εγκεφαλοπάθειας των Βοοειδών σε πρόβατο (8). 

 

  Οι απομονώσεις-δείγματα της PrPSc έδειξαν μεγαλύτερη συνάφεια με το 

μονοκλωνικό αντίσωμα P4 σε σύγκριση με το SAF84 και έδωσαν εντονότερο φθορισμό 

(σχήμα 13Α-Β, διαδρομή 2,3,4). Η πρωτεΐνη της πειραματικής Σπογγώδους 

ην περίπτωση προηγήθηκε ένα στάδιο κατακρήμνισης 

ης πρωτεΐνης και συμπύκνωση της PrPSc και η δοκιμή επαναλήφθηκε. Έτσι, το 

αρακτηριστικό πρότυπο της PrPSc της Κλασικής Τρομώδους Νόσου επιβεβαιώθηκε και 

τα 15 δείγματα με τη χρήση και των δύο μονοκλωνικών αντισωμάτων. 

Οι μοριακές μάζες των ζωνών μετρήθηκαν με βάση τις κεντρικές θέσεις τού μη 

λυκοσυλιωμένου κλάσματος και του δείκτη των μοριακών μαζών. Όπως φαίνεται και 

τις φωτογραφίες, από πάνω προς τα κάτω, οι ζώνες της πρωτεΐνης αντιστοιχούν σε 

Εγκεφαλοπάθειας των Βοοειδών σε πρόβατο ανιχνεύθηκε ασθενώς με το P4, σε σύγκριση 

με το SAF84 (σχήμα 13Α-Β, διαδρομή 8), σε αντίθεση με τη φυσική Σπογγώδη 

Εγκεφαλοπάθεια των Βοοειδών, όπου το αντίσωμα P4 δεν εμφανίζει συνάφεια με την 

PrPBSE (Nonno et al., 2003). Σε δύο δείγματα, η επώαση με το αντίσωμα SAF84 έδωσε 

ασθενές σήμα φθορισμού. Σε αυτή τ

τ

χ

σ

 

γ

σ
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-19kDa για τα δείγματα της Κλασικής Τρομώδους Νόσου με τη 

 και των δύο μονοκλωνικών αντισωμάτων. Αντιθέτως, με τη χρήση του SAF84, το 

μη γλυκοσυλιωμένο κλάσμα της PrP27-30 στο μάρτυρα της Σπογγώδους 

ους Νόσου (σχήμα 13Β, διαδρομή 8) και κυμάνθηκε μεταξύ 17-

 

 περί τη μονάδα (1), ενώ στην πειραματική Σπογγώδη Εγκεφαλοπάθεια των 

Βοοειδών σε πρόβατο ήταν 5,8 (τυπική απόκλιση ±0,86). 

ό χαρακτηρισμό των ελληνικών απομονώσεων της παθολογικής 

 

περίπου 30, 27 και 18

χρήση

Εγκεφαλοπάθειας των Βοοειδών σε πρόβατο ήταν περίπου 1kDa χαμηλότερα από το 

αντίστοιχο της Τρομώδ

18kDa. 

 Η ένταση του φθορισμού μεταξύ των δειγμάτων διέφερε, αλλά σε όλες τις 

περιπτώσεις ήταν χαρακτηριστική εκείνης των τριών μαρτύρων, που προερχόταν από 

αίγες με Κλασική Τρομώδη Νόσο που εκτρέφονταν στην Ιταλία (σχήμα 13Α-Β, διαδρομή 

6,7,9). Ο λόγος της έντασης φθορισμού στις μεμβράνες με κάθε αντίσωμα ή αλλιώς ο 

λόγος SAF84/P4 στα δείγματα των αιγών με Κλασική Τρομώδη Νόσο κυμάνθηκε 

σταθερά

 Ο γλυκοτύπος καθορίστηκε από τις σχετικές εντάσεις του διγλυκοσυλιωμένου, 

μονογλυκοσυλιωμένου και μη γλυκοσυλιωμένου κλάσματος της PrP27-30, όπως 

αποκαλύπτονται με το SAF84. Αυτός αναλύθηκε με την ψηφιακή καταγραφή του 

χημειοφθορισμόυ και μετρήθηκε μετά από ανάλυση όγκου με το λογισμικό QuantityOne 

(BIO-RAD). Η αναλογία του διγλυκοσυλιωμένου και μονογλυκοσυλιωμένου κλάσματος 

της PrP27-30 για τα ελληνικά και ιταλικά δείγματα-απομονώσεις της Κλασικής 

Τρομώδους Νόσου κυμάνθηκε στα ίδια επίπεδα και συγκεκριμένα μεταξύ 57:30 και 

62:29, ενώ για την πειραματική Σπογγώδη Εγκεφαλοπάθεια των Βοοειδών σε πρόβατο 

ήταν 81:15.  

 Η αποκοπή της PrPSc μετά από την επώαση της με πρωτεϊνάση-Κ, τα μοριακά 

βάρη της PrP27-30, ο λόγος SAF84/P4 και ο καθορισμός του γλυκοτύπου επέτρεψαν τον 

πρόδρομο ανοσοβιοχημικ

πρωτεΐνης prion από αίγες με Κλασική Τρομώδη Νόσο και τη σύγκριση τους με 

αντίστοιχες ιταλικές απομονώσεις.  
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V.1. Νουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί του Prnp γονιδίου στις υπό μελέτη υγιείς και με 

ρομώδη Νόσο αίγες 

 πρωτεΐνης prion σε αυτές. Παρατηρήθηκαν πολυμορφισμοί οι οποίοι 

 στα κωδικόνια 42 και 138 

ίνακα

που

 στα κωδικόνια 8 (S8R), 11 (L11M) και 173 (S173N) του Prnp 

η

 

μεταξ

 

οξύ

 στ

 οποία η παρουσία πολυμορφισμών 

 συσχετιστεί

IV. ΣΧΟΛΙΑΣΜΟΣ 

 

Ι

Τ

 Η γενετική ανάλυση των υπό μέλετη αιγών ανέδειξε τη μεγάλη παραλλακτικότητα 

του γονιδίου της

καταγράφονται και από άλλους ερευνητές στα κωδικόνια 37, 110, 127, 142, 146, 151, 

154, 168, 211, 222, 240 καθώς και σιωπηλές μεταλλάξεις

(π ς 2). Αντιθέτως, πολυμορφισμοί στα κωδικόνια 21, 23, 49 και 220 που έχουν 

καταγραφεί σε αίγες της ελληνικής εγχώριας φυλής δεν παρατηρήθηκαν (Billinis et al., 

2002). 

 Από την παρούσα έρευνα αναδείχτηκαν νέοι πολυμορφισμοί  οδήγησαν σε 

αντικατάσταση αμινοξέος

γονιδίου της αίγας. Πρώτη φορά καταγράφηκαν άτομα που έφεραν σε ομοζυγωτία το 

αλληλόμορφο της γλουταμίνης στο κωδικόνιο 168 (Q18Q) και της φαινυλαλανίνης στο 

κωδικόνιο 239 (F239F). Επίσης, πρώτη φορά βρέθηκε η σιωπηλή μετάλλαξη στο 

κωδικόνιο 238 (ttc αντί ttt). Πρόκειται για σπάνια αλληλόμορφα που παρατηρήθηκαν σε 

μεμονωμένα ζώα και η παρουσία τους επαληθεύτηκε με την επανεξέταση των δειγμάτων, 

για την αποφυγή σφαλμάτων κατά τη γονοτύπηση. Tέλος, πρώτη φορά στις αίγες 

καταγράφηκε  παρουσία μιας έλλειψης 24bp μεταξύ των κωδικονίων 70 και 77 του Prnp 

γονιδίου, που αντιστοιχεί στην εμφάνιση τεσσάρων οκταπεπτιδικών επαναλήψεων αντί 

των τριών (Goldmann et al., 1998) ή των πέντε που έχουν καταγραφεί ύ των 

κωδικονίων 54 έως 102. 

 Η αντικατάσταση της ισολευκίνης (I) από θρεονίνη (Τ) στο κωδικόνιο 142 (Acutis 

et al., 2008), της ασπαραγίνης (Ν) από ασπαρτικό  (D) στο κωδικόνιο 146 (Papasavva 

et al., 2007) και της γλουταμίνης (Q) από γλυκίνη (G) ο κωδικόνιο 211 (Zhou et al., 

2008) δεν παρατηρήθηκαν στις αίγες της παρούσας μελέτης. Ιδιαίτερη έμφαση δόθηκε 

στα κωδικόνια 142, 146, 151, 154, 211 και 222, στα

έχει  έντονα με την ευαισθησία στην Τρομώδη Νόσο των αιγών (Goldmann et 

al., 1996; Papasavva-Stylianou et al., 2007; Billinis et al., 2002; Acutis et al., 2006; 
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ις υπό 

ελέτη

 

την α

 της βιολογικής δοκιμής (bioassay), 

Vaccari et al., 2006; Colussi et al., 2008) και που ταυτοποιήθηκαν με το πρωτόκολλο της 

DGGE που αναπτύχθηκε. 

 

 

 

IV.2. Συσχέτιση πολυμορφισμών της PrP με την Κλασική Τρομώδη Νόσο στ

μ  αίγες  

 Στην παρούσα μελέτη, αποκλειστικά αλληλόμορφα του Prnp γονιδίου βρέθηκαν 

στις αίγες με Τρομώδη Νόσο στα κωδικόνια 8, 151 και 211.  

 Από αυτά, η συχνότητα του ‘ευαίσθητου’ γονοτύπου R151H ήταν 0,030 στις υπό 

μελέτη αίγες με Τρομώδη Νόσο, ενώ στις αντίστοιχες νοσούσες Κυπριακές αίγες 

κυμάνθηκε στο 0,049 (Papasavva-Stylianou et al., 2007). Εκτιμάται λοιπόν ότι το 

πολυμορφικό κωδικόνιο 151 της PrP πιθανά να σχετίζεται με την ευαισθησία στην 

Τρομώδη Νόσο.  

 Αντιθέτως, η σημασία των αποκλειστικών αλληλομόρφων R8 και Q211 φαίνεται 

να είναι περιορισμένη. Αφενός γιατί το κωδικόνιο 8 αποκόπτεται από την πολυπεπτιδική 

αλυσίδα της πρωτεΐνης prion κατά την ωρίμαση της και άρα απουσιάζει από την 

παθολογική πρωτεΐνη prion. Αφετέρου γιατί ο γονότυπος R211Q καταγράφηκε στην 

παρούσα μελέτη- μαζί με τον Q222K- σε μόνο μία αίγα για την οποία η τελική διάγνωση 

της Τρομώδους Νόσου ήταν αμφίβολη. Η αίγα αυτή βρέθηκε θετική στην ταχεία δοκιμή 

και αρνητική στην ανοσοκαθήλωση για την Τρομώδη Νόσο. Μεσολάβησε ένα στάδιο 

κατακρήμνισης της πρωτεΐνης για τη βελτιστοποίηση της ανοσοκαθήλωσης και στην 

επανεξέταση το δείγμα χαρακτηρίστηκε πάλι ως αρνητικό. Πρόκειται για δείγμα 

εγκεφάλου από  περιοχή του προμήκους μυελού που ανήκει σε αίγα ηλικί ς 36 μηνών, 

χωρίς κλινική νόσηση. Το δείγμα σκοπίμως περιγράφεται στην παρούσα έρευνα ως 

‘θετικό’ στην Τρομώδη Νόσο (συμβολίζεται με ένα (;) στους πίνακες) και ο τελικός 

χαρακτηρισμός του εξαρτάται από τα πορίσματα

καθώς έχει ενοφθαλμιστεί σε διαγονιδιακά Tg338 ποντίκια και μένει να εκτιμηθεί η 

παρουσία ή όχι του μολυσματικού παράγοντα prion. 

  Στη γονοτύπηση με ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές, τα αποκλειστικά αλληλόμορφα 

του πληθυσμού των υγιών αιγών αφορούσαν τα κωδικόνια 11, 37, 110, 143, 146, 173, 239 

και το κωδικόνιο 238. Τα πολυμορφικά κωδικόνια 11 και 239 δύσκολα σχετίζονται με την 
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ε συχνότητα 

,020 σ

η της ασπαραγίνης (N) από ασπαρτικό οξύ (D) στο κωδικόνιο 146 

εν παρ

ατα εγκεφάλου που μας παραχωρήθηκαν.  

ανθεκτικότητα στην Τρομώδη Νόσο, καθώς αποκόπτονται κατά την ωρίμαση της PrPC, 

όπως συμβαίνει και για τα κωδικόνια 8 και 240. Επίσης, ασύνδετη με το νόσημα είναι η 

σιωπηλή μετάλλαξη στο κωδικόνιο 238, που βρέθηκε σε μία αίγα.  

 Η συχνότητα του αλληλομόρφου της βαλίνης (V) στο κωδικόνιο 37 ήταν 0,026 

στις υγιείς αίγες της παρούσας μελέτης. Αντιθέτως, οι Vaccari et al. 2006 και Acutis et al., 

2006, αναφέρουν συχνότητες του 0,056 τόσο σε υγιείς όσο και σε νοσούσες αίγες. 

 Οι γονοτυπικές συχνότητες του T110P μεταξύ των δύο ομάδων αιγών εμφάνισαν 

μια τάση γενετικής διαφοροποίησης (p=0,1058) στην παρούσα μελέτη και η συχνότητα 

του T110P ήταν 0,090 στις υγιείς αίγες. Ο διμορφισμός T110P καταγράφηκε πρώτη φορά 

στις αίγες της φυλής Ionica από τους Agrimi et al., 2003 και από τότε έχει ταυτοποιηθεί 

μόνο σε υγιή ζώα σε συχνότητες της τάξης του 0,028 (Acutis et al., 2006) και 0,065 

(Vaccari et al., 2006). Ωστόσο, πρόκειται για μικρές γονοτυπικές συχνότητες που δεν 

διαφοροποιούνται στατιστικώς σημαντικά μεταξύ των δύο ομάδων αιγών και δεν μπορεί 

να εκτιμηθεί η σχέση τους στην εμφάνιση της Τρομώδους Νόσου. 

 Το αλληλόμορφο της αργινίνης (R) στο κωδικόνιο 143 εμφανίστηκε σ

0 τον παρόντα υγιή πληθυσμό των αιγών, όπως αναφέρουν και οι Billinis et al., 

2002. Αντιθέτως, οι Acutis et al., 2006, αναφέρουν συχνότητες του 0,076 τόσο σε υγιείς 

όσο και σε νοσούσες αίγες.  

 Επίσης ο διμορφισμός N146S βρέθηκε μόνο στις υγιείς αίγες σε ποσοστό 6,5% και 

6,1%, βάσει της ανάλυσης με ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές και με DGGE αντίστοιχα. Η 

συχνότητα του N146S ήταν σημαντικά υψηλότερη στις Κυπριακές αίγες που 

υπολογίστηκε στο 15,6% των υγιών αιγών (Papasavva-Stylianou et al., 2007). Η εμφάνιση 

της σερίνης (S) στο κωδικόνιο 146, που οι Papasavva-Stylianou et al., 2007 εκτιμούν ότι 

επιδρά θετικά στην ανθεκτικότητα έναντι της Τρομώδους Νόσου στην αίγα, 

παρατηρήθηκε σε ετεροζυγωτία σε συνολικά 8 υγιείς και σε ομοζυγωτία σε 1 υγιή αίγα. 

Ενώ η αντικατάστασ

δ ατηρήθηκε στις αίγες που μελετήθηκαν. 

  Η ύπαρξη του αλληλομόρφου της ιστιδίνης (H) στο κωδικόνιο 154 παρατηρήθηκε 

και στις δύο ομάδες ζώων και δεν ήταν δυνατόν να συνδεθεί με μερική προστασία έναντι 

της νόσου όπως προτάθηκε αρχικά από τους Billinis et al., 2002. Επίσης, το αλληλόμορφο 

H154 δεν ήταν δυνατόν να συσχετιστεί με την Άτυπη Τρομώδη Νόσο στις αίγες σύμφωνα 

με τους Colussi et al., 2008; Seuberlich et al., 2007 και Bouzalas et al., 2008 μιας και δεν 

υπήρχαν ανάλογα περιστατικά στα δείγμ
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 πολυμορφισμός P168Q στην παρούσα μελέτη παρατηρήθηκε μόνο 

τις υγ

η

υ Ηνωμένου Βασιλείου (Goldmann et al., 2004). Στην 

ρούσα μελέτη ο διμορφισμός I142M δεν ήταν δυνατόν να συσχετιστεί με παρατεταμένη 

 επώασης της Τρομώδους Νόσου καθώς βρέθηκε σε 4 υγιείς αίγες και σε μία 

θετική αίγα 3 ετών. Η συγκεκριμένη αίγα δεν ήταν η γηραιότερη με Τρομώδη Νόσο ενώ η 

λικία της συνέπιπτε με το μέσο όρο που εμφάνισε το σύνολο των ασθενών αιγών της 

 μελέτης.  

 Όλες οι αίγες που γονοτυπήθηκαν στην παρούσα μελέτη βρέθηκαν ομοζύγωτες 

την αλανίνη (Α) για το κωδικόνιο 136 και στη γλουταμίνη (Q) για το κωδικόνιο 171 του 

γονιδίου. Στα πρόβατα, ο γονότυπος AA136QQ171 θεωρείται ο «άγριος» γονότυπος 

που εμφανίζεται τόσο σε υγιή όσο και σε νοσούντα ζώα, ενώ ο Q171Q σχετίζεται με 

υξημένη ευαισθησία στην Τρομώδη Νόσο. Κατά αντιστοιχία στις αίγες, όπως 

πιβεβαιώθηκε και από την παρούσα έρευνα, ο γονότυπος AA136QQ171 παρατηρήθηκε 

τόσο σε υγιή όσο και σε νοσούντα ζώα. 

 H αντικατάσταση της γλουταμίνης (Q) από λυσίνη (K) στο κωδικόνιο 222, με 

εξαίρεση την ‘ύποπτη’ αίγα που είχε και R211Q, βρέθηκε στο 3,9% και 6,1% των υγιών 

αιγών της παρούσας μελέτης, βάσει της ανάλυσης με ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές και με 

DGGE. Στις ιταλικές φυλές αιγών, ο διμορφισμός Q222K βρέθηκε στο 16,4% (Acutis et 

al., 2006) και 21,3% (Vaccari et al., 2006; Agrimi et al., 2003) των υγιών ζώων και 

εκτιμάται ότι πιθανά προσδίδει ανθεκτικότητα των αιγών στην Κλασική Τρομώδη Νόσο.

 Παρομοίως, ο

σ ιείς αίγες σε ποσοστό 11,7% και σε ομοζυγωτία Q168Q μόνο σε μία αίγα με 

Τρομώδη Νόσο. Ο πολυμορφισμός έχει παρατηρηθεί και στα πρόβατα όπου η προλίνη (P) 

αντικαθίσταται από λευκίνη (L) και σχετίζεται με επιμήκυνση της περιόδου επώασης της 

Τρομώδους Νόσου (Baylis and Goldmann, 2004). Στη διεθνή βιβλιογραφία, υπάρχουν 

αναφορές για την παρουσία του P168Q είτε μόνο σε υγιείς (Billinis et al., 2002) είτε και 

σε προσβεβλημένες αίγες (Acutis et al., 2006; Papasavva-Stylianou et al., 2007). Παρόλα 

αυτά, οι συχνότητες του P168Q και στις δύο ομάδες αιγών είναι αμελητέες και η επίδραση 

του κωδικονίου 168 στην εμφάνιση της Τρομώδους Νόσου μελετάται ακόμα. 

 Στη διεθνή βιβλιογραφία, η αντικατάσταση της ισολευκίν ς (I) από μεθειονίνη 

(M) στο κωδικόνιο 142 συνδέεται με επιμήκυνση της περιόδου επώασης της νόσου. H 

συχνότητα του αλληλόμορφου M στο κωδικόνιο 142 ήταν 0,015 στις αίγες με Τρομώδη 

Νόσο και έως 0,007 στα υγιή ζώα. Παρόμοιες συχνότητες της τάξης του 0,020 

αναφέρονται και στις Ιταλικές φυλές αιγών (Acutis et al., 2006) ενώ τα αντίστοιχα 

ποσοστά ήταν 0,284 για τις αίγες το

πα

περίοδο

η

παρούσας

σ

Prnp 

α

ε
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όσου, αναφέρεται ότι ο γονότυπος P240P παρατηρήθηκε σε ποσοστό 50% 

σε 102/201 ζώα  

 

a

καταγραφεί από

 της. 

 Επίσης για το κωδικόνιο 240, που δεν φαίνεται να συνδέεται με την εμφάνιση της 

Τρομώδους Ν

( ) των αιγών της παρούσας μελέτης. Η αντίστοιχη συχνότητα ήταν 44% 

στις αίγες του Ηνωμένου Βασιλείου (Goldmann et al., 1996;2004) και 61,2% στις 

Κυπριακές αίγες (Papasavva-Stylianou et al., 2007). Ενώ, η συχνότητα του P240P της 

παρούσας έρευνας διαφοροποιείται σημαντικά από εκείνη του 90% που αναφέρουν οι 

Billinis et al., 2002. 

 Τέλος πρώτη φορά καταγράφεται στις αίγες η έλλειψη της οκταπεπτιδικής

(PHGGGWGQ) επανάληψης από το κωδικόνιο 70 έως 77 του Prnp γονιδίου. Οι 

Goldmann et al., 1998 ανέφεραν σε υγιείς αίγες την έλλειψη δύο οκταπεπτιδικών 

επαναλήψεων μεταξύ των κωδικονίων 63 και 78, σε συνδυασμό με την εμφάνιση της 

γλυκίνης (G) στο κωδικόνιο 102, που δεν παρατηρήθηκε στην παρούσα μελέτη. 

Αντιθέτως παρατηρήθηκαν κυρίως οι πέντε οκταπεπτιδικές επαναλήψεις μεταξύ των 

κωδικονίων 52 και 102, όπως αναφέρουν άλλοι ερευνητές (Billinis et al., 2002; Acutis et 

al., 2006; Vaccari et al., 2006; Pap savva-Stylianou et al., 2007; Seuberlich et al., 2007; 

Kurosaki et al., 2005; Sofianidis et al., 2006; 2008). Η παρουσία τεσσάρων 

οκταπεπτιδικών επαναλήψεων έχει σε έναν άνθρωπο με νόσο CJD  τους 

Palmer et al., 1993 και Cervenakova et al., 1994, χωρίς να έχει μελετηθεί η σημασία της. 

Στην παρούσα μελέτη, η τετραπλή επανάληψη του οκταπεπτιδίου παρατηρήθηκε τόσο σε 

υγιείς όσο και σε νοσούσες αίγες και σε περιορισμένο αριθμό που δεν επέτρεψε 

στατιστικώς την αξιολόγηση
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 μελέτη, οι δύο ελληνικές φυλές αιγών, εγχώρια και Σκοπέλου, 

ωνικές (Kurosaki et al, 2005) φυλές 

ιγών. 

ητα για τους ομόζυγωτους 

ονότυπους (43% για το agt) όπως παρατηρήθηκε και στις ιταλικές φυλές αιγών (41,6%) 

(Acutis et al., 2008). 

  εγχώρια ελληνική φυλή αίγας σε σύγκριση με τη φυλή Σκοπέλου, φάνηκε να 

μοιάζει γενετικά περισσότερο με τις Νότιες Ιταλικές φυλές αιγών (Garganica, Ionica, 

Maltes και Mediterranea Rossa) όσο αφορά τις συχνότητες των αλληλομόρφων στο 

κωδικόνιο 222 του γονιδίου της πρωτεΐνης prion. Πιο συγκεκριμένα, στην εγχώρια 

ελληνική φυλή αίγας παρατηρήθηκε το αλληλόμορφο της λυσίνης (K) στο κωδικόνιο 222, 

που σχετίζεται με ανθεκτικότητα στην Τρομώδη Νόσο, σε συχνότητα 10% ενώ η 

αντίστοιχη συχνότητα στις Νότιες Ιταλικές φυλές αιγών ήταν 15,7%. Στη φυλή Σκοπέλου 

η συχνότητα του K222 ήταν 3%, δηλαδή παρόμοια με την αντίστοιχη στις Βόρειες 

Ιταλικέ φυλές αιγών που ήταν 2,8% (Acutis et al., 2008). Αντιθέτως για το αλληλόμορφο 

Q211,  εγχώρια ελληνική φυλή εμφάνισε συχνότητα 1,7% που παρατηρείται στις 

Βόρειες Ιταλικές φυλές αιγών (Camosciata dell’Alpi, Roccaverano, Valdostana) και στις 

IV.3. Νουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί του Prnp γονιδίου στις υπό μελέτη ελληνικές 

φυλές αιγών 

 Στην παρούσα

εμφάνισαν κατά προσέγγιση τις ίδιες συχνότητες αλληλομόρφων και ιδιαίτερα για τα 

κωδικόνια 146, 151, 154, ενώ για το 222 παρατηρήθηκε μια τάση διαφοροποίησης 

(p<0,10) (πίνακας 12). Οι δύο πληθυσμοί των αιγών βρέθηκαν σε γενετική ανισορροπία 

και παρατηρήθηκε έλλειμμα ετεροζυγωτών ατόμων, που πιθανά οφείλεται στο συνδυασμό 

της εμφάνισης ομομειξίας λόγω των μη τυχαίων συζεύξεων μεταξύ των ζώων. 

 Η παρουσία των αλληλομόρφων προλίνης (P) και σερίνης (S) στο κωδικόνιο 240 

στις ελληνικές φυλές αιγών παρατηρήθηκε στην παρούσα μελέτη, σύμφωνα και με την 

πρώτη αναφορά των Billinis et al., 2002, ενώ έχει παρατηρηθεί και στις Κυπριακές 

(Papasavva-Stylianou et al., 2007), στις Ιταλικές (Acutis et al., 2008), στις Κινέζικες 

(Zhou et al., 2008; Zhang et al., 2004) και στις Ιαπ

α Ο γονότυπος S240S, που αποτελεί τον ‘άγριο-τύπο’ της PrP των προβάτων, 

εμφανίστηκε και στις δύο ελληνικές φυλές αιγών σε συχνότητα περίπου 22% ενώ 

υπερίσχυσε ο γονότυπος P240P, με συχνότητα 59% για την εγχώρια και 69,7% για την 

φυλή Σκοπέλου. Τέλος στις δύο ελληνικές φυλές αιγών παρατηρήθηκε η σιωπηλή 

μετάλλαξη στο κωδικόνιο 138 (agc→agt) με την ίδια συχνότητα για τα δύο αλληλόμορφα 

(περί το 40% για το c και 60% για το t), και με την ίδια συχνότ

γ

Η

e 

ς 

η
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υ αλληλόμορφου Q211 

 μηδενική

ρχουν φυλές προβάτων 

 οποίες

01b; Goldmann, 

οποίες έχει μεγαλύτερη συχνότητα της τάξης του 11,8% (Acutis et al., 2008). Αντίστοιχα, 

στις Νότιες Ιταλικές φυλές και στη φυλή Σκοπέλου η συχνότητα το

ήταν .  

 Τέλος, η ανθεκτικότητα/ευαισθησία των δύο ελληνικών φυλών αίγας στην 

Τρομώδη Νόσο θα μπορούσε να εκτιμηθεί αν υπήρχαν νοσούντα και αντίστοιχα υγιή ζώα 

και από τις δύο φυλές αλλά και από ίδιες περιοχές, ώστε να αναφέρονται πιθανά σε κοινό 

στέλεχος του μολυσματικού παράγοντα και σε όμοιο διαχειριστικό σύστημα των ζώων. 

Αντιθέτως στα πρόβατα, οι γονότυποι που σχετίζονται με ευαισθησία στην Τρομώδη 

Νόσο δεν εμφανίστηκαν σε όλες τις φυλές στο ίδιο ποσοστό. Υπά

στις  εμφανίζονται σε πολύ μικρό ποσοστό ή δεν εμφανίζονται καθόλου, όπως στην 

Ελληνική φυλή προβάτου Χίου (Ekateriniadou et al., 2007a) και άλλες φυλές, όπως 

Cheviot, Texel, Dorset στις οποίες εμφανίστηκαν σε ποσοστά της τάξεως του 5 με 8% 

(Hunter et al., 1994; Baylis and Goldmann, 2004).   

  Μέχρι σήμερα υπάρχουν αναφορές για προσβολή από την Τρομώδη Νόσο των 

αιγών που ανήκουν στις φυλές Ιοnica, Saanen, Δαμασκού, Camosciata dell’ Alpi, Maltese, 

African dwarf, Anglo-Nubian, Toggenburg, Angora και Alpine, στην εγχώρια ελληνική 

φυλή καθώς και σε διασταυρώσεις αυτών (Agrimi et al., 2003; Acutis et al., 2006; 

Papasavva-Stylianou et al., 2007; Vaccari et al., 2006; Foster et al., 20

1996, 2008; Billinis et al., 2002; Sofianidis et al., 2006, 2008).  
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V.4. Π

ναπτύχθηκε στην παρούσα έρευνα αποσκοπούσε 

την α

 136, 137, 138, 151, 154 και 171 στα πρόβατα. 

την π

Ι ρωτόκολλο DGGE για την ανεύρεση των σημαντικότερων μεμονωμένων 

νουκλεοτιδικών πολυμορφισμών του Prnp γονιδίου στις αίγες 

 Η DGGE έχει χρησιμοποιηθεί για την ανάλυση αλληλουχίας του ORF του Prnp 

γονιδίου στον άνθρωπο (Fink et al., 1991; 1994), στα πρόβατα (Laplanche et al., 1993; 

Belt et al., 1995; Thorgeirsdottir et al., 1999; Παπασάββα-Στυλιανού, 2003) αλλά και στις 

αίγες (Papasavva-Stylianou et al., 2007). Πρόκειται για γρήγορη και αξιόπιστη μέθοδο για 

την ανίχνευση συγκεκριμένων νουκλεοτιδικών πολυμορφισμών του Prnp γονιδίου. Δεν 

απαιτείται δαπανηρός εξοπλισμός και αναλώσιμα για την εφαρμογή της, ενώ οι χρήστες 

της μεθόδου μπορούν να εκπαιδευτούν χωρίς ιδιαίτερη δυσκολία. 

 Το πρωτόκολλο της DGGE που α

σ νίχνευση όσο το δυνατόν περισσότερων νουκλεοτιδικών πολυμορφισμών του Prnp 

γονιδίου και ιδιαίτερα στα κωδικόνια 142, 146, 151, 154 και 222 τα οποία σύμφωνα με τη 

βιβλιογραφία, έχουν συσχετιστεί με την ευαισθησία των αιγών στην Τρομώδη Νόσο  

(Goldmann et al., 1996; Papasavva-Stylianou et al., 2007; Billinis et al., 2002; Acutis et 

al., 2006; Vaccari et al., 2006; Colussi et al., 2008).  

 Αρχικά, εκτιμήθηκε αν η ενίσχυση όλου του ORF σε μία ΑΑΠ και η ανάλυση του 

στη DGGE θα μπορούσε να αξιοποιηθεί στις αίγες. Σύμφωνα με τους Laplanche et al., 

1993; Belt et al., 1995 και Thorgeirsdottir et al., 1999 η αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση 

ενός προϊόντος 800bp που αντιστοιχεί σε ολόκληρο το ORF του Prnp, επέτρεπε την 

ανίχνευση των πολυμορφικών κωδικονίων

Σ ερίπτωση ωστόσο του Prnp γονιδίου της αίγας, τα κωδικόνια 136, 137, 138 και 171 

δεν παρουσιάζουν έντονο πολυμορφισμό και η παραπάνω επιλογή δεν κρίθηκε 

ικανοποιητική. Από την άλλη πλευρά, οι Papasavva-Stylianou et al., 2007 με τη μέθοδο 

DGGE στις αίγες, ανέλυσαν ένα προϊόν ΑΑΠ από το κωδικόνιο 72 έως 215 του Prnp 

γονιδίου (τροποποιημένο από Laplanche et al., 1993) και κατάφεραν να μελετήσουν τα 

πολυμορφικά κωδικόνια 146, 151, 154 και 168. Η ανάλυση αλληλουχιών DNA με 

ηλεκτροφόρηση σε τριχοειδές, που προηγήθηκε της DGGE, ανέδειξε τα πολυμορφικά 

κωδικόνια που αναμένονταν στο παρόντα πληθυσμό αιγών. Αυτά εκτείνονταν και μετά το 

κωδικόνιο 168, και συγκεκριμένα εκτιμήθηκε ότι το κωδικόνιο 211 και 222 έπρεπε να 

μελετηθούν, για αυτό το λόγο έγινε νέος σχεδιασμός των προϊόντων της ΑΑΠ που θα 

αναλύονταν με την DGGE.  
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 -24 έως 460 του ORF του Prnp γονιδίου και 

 πληροφορία

 

 

των

 θερμοκρασίες τήξεως χαμηλότερες από εκείνες των ομόδιπλων 

νουκλεοτιδικών  

 

παρατηρηθεί 

τέσσερις  ο  

 

αυ  

του Prnp γονιδίου, σε αντιπροσωπευτικά δείγματα της κάθε ομάδας. 

 Επιλέχθηκε η ανάλυση των τμημάτων α και β, με βάση την καμπύλη τήξεως τους. 

Το τμήμα α εκτείνεται από το νουκλεοτίδιο

δίνει  μέχρι και το 154 κωδικόνιο. Το πεδίο ανάλυσης του τμήματος β, 

εκτείνεται μεταξύ των νουκλεοτιδίων 327 και 771 και έδωσε ευδιάκριτα πρότυπα ζωνών 

για τα κωδικόνια 211, 222 και 240. Αυτή η δυνατότητα δεν υπήρχε με την ανάλυση 

ολόκληρου του ORF, καθώς στα περισσότερα δείγματα οι ζώνες συνέπιπταν σε μια ή τα 

πρότυπα των ζωνών δεν μπορούσαν να συσχετιστούν αξιόπιστα με κάποιο πολυμορφισμό.  

 Με τον παρόντα σχεδιασμό της DGGE έγινε δυνατή η διάκριση πολυμορφισμών 

σε περισσότερα κωδικόνια που σχετίζονται με ανθεκτικότητα/ευαισθησία στην Τρομώδη 

Νόσο της αίγας, όπως τα κωδικόνια 142, 146, 151, 154, 222 και το 211, 240 καθώς και η 

σιωπηλή μετάλλαξη στο κωδικόνιο 138. 

 Οι πολυμορφισμοί στα κωδικόνια 127, 143 και 168 δεν ανιχνεύθηκαν στην ειδική 

πηκτή, πιθανά γιατί συνέπιπταν τα ετεροδιμερή τους με εκείνα άλλων πολυμορφικών 

κωδικονίων. Στην περίπτωση αυτή εμφανίζονταν πολλαπλές ζώνες υπό τη μορφή 

επιχρίσματος (smear) που οφείλεται στην πλειονότητα  μη ειδικών ανασυνδυασμένων 

τεμαχίων που έχουν

μορίων (Sheffield et al., 1989). Οι διάκριση των  πολυμορφισμών στα 

κωδικόνια 151 και 154, που έχουν παρατηρήσει και άλλοι ερευνητές, ήταν ένα 

μειονέκτημα που δεν αντιμετωπίστηκε με το παρόν πρωτόκολλο. Η διαφοροποίησή τους 

έγινε με PCR-RFLP με το περιοριστικό ένζυμο BspHI (Laplanche et al., 1993), παρόμοια 

με το AvaII (Thorgeirsdottir et al., 1999).  

 Από την άλλη πλευρά, υπήρχαν περιπτώσεις  όπως π.χ. του προτύπου 4 (A136A, 

c138t, R151H ή R154H) για το τμήμα α, που αντί για τέσσερις ζώνες ανιχνεύονταν μόνο 

δύο στην ειδική πηκτή, ή στην περίπτωση του προτύπου 5 (A136A, R154R, N146S) του 

τμήματος α, που αντί για τις αναμενόμενες τέσσερις ζώνες λαμβάνονταν τρεις. Αυτές οι 

ιδιόμορφες απεικονίσεις, που έχουν και από τους Laplanche et al., 1993, 

αντιπροσωπεύουν τα δύο ομόδιπλα μόρια με μη αποδιαταγμένα τα ετερόδιπλα (τρεις 

ζώνες αντί για ) ή τα ελλιπώς αποδιαταγμένα τόσο ομόδιπλα όσ  και τα 

ετερόδιπλα μόρια (δύο ζώνες αντί για τέσσερις). Λόγω της παρουσίας των ιδιόμορφων 

αυτών απεικονίσεων, η χρήση μαρτύρων γνωστής αλληλουχίας ήταν απαραίτητη σε κάθε

ηλεκτροφόρηση. Με τό τον τρόπο ομαδοποιούνταν τα δείγματα βάση της απεικόνισης 

τους και για την τελική επιβεβαίωση γινόταν ανάλυση αλληλουχίας DNA για όλο το ORF 

 



    99 

 

, 

 

,   

 

 αλλοιώσεων, εξαρτώνται από την PrPc του οργανισμού 

 ενοφθαλμίζεται

 πυρήνα. Ο 

 πυρήνας θα καθορίσει το ποσοστό των διαφοροποιημένων δι-, μονo- και μη 

 κλασμάτων των μορίων της PrPSc που ενσωματώνονται στο νέο 

 ή στα συσσωματώματα. Η ανάλυση του γλυκοτύπου της PrP σε υγιή και 

ένο από νόσημα prion εγκέφαλο ανθρώπου και ποντικού, αποκάλυψε ότι τα 

 κλάσματα μπορούν να απομονωθούν από την PrPc, ενώ τα 

 γλυκοζυλιωμένα κλάσματα της PrPSc κατακρημνίζονταν όλα μαζί με 

 ανοσολογικών δοκιμών, όπως η ανοσοκαθήλωση (Khalili-Shirazi et al., 2005). 

Στο τέταρτο μέρος της παρούσας έρευνας επιδιώχθηκε για πρώτη φορά η 

 σύγκριση ελληνικών απομονώσεων της PrPSc με αντίστοιχες άλλης 

IV.5. Ανοσοβιοχημική σύγκριση απομονώσεων της PrPSc από αίγες που εκτρέφονται 

στην Ελλάδα με αντίστοιχες της Ιταλίας  

 Η ύπαρξη στελεχών prion αναφέρεται για πρώτη φορά στις αίγες (Pattison and 

Milson, 1961). Τα στελέχη prion που έχουν ταυτοποιηθεί στις αίγες είναι πολύ λιγότερα 

από τα αντίστοιχα στα προβάτα και σύμφωνα με τη μελέτη της βιβλιογραφίας είναι τα 

79Α, 79V, 22C και 80V (που όλα ανήκουν στην οικογένεια SSBP/1 όπου περιέχονται και 

στελέχη προβάτων), καθώς επίσης το 139Α και το 124Α, το οποίο δεν έχει πλήρως 

χαρακτηριστεί (Hornlimann et al., 2006). Από τον ορισμό που δόθηκε στο γενικό μέρος

γίνεται σαφές ότι η ταυτοποίηση ενός στελέχους prion μπορεί να γίνει μόνο μέσω της

βιολογικής δοκιμής κατά την οποία τα χαρακτηριστικά του στελέχους μεταδίδονται και 

εκδηλώνονται σε νέα ζωικά είδη. Παρόλα αυτά, οι βιοχημικές ιδιότητες ενός στελέχους 

prion αποτελούν σημαντικό δείκτη της βιολογικής του δράσης, όπως για παράδειγμα  η 

θέση αποκοπής της PrPSc μετά από την επώαση της με πρωτεϊνάση- Κ και ο καθορισμός 

του γλυκοτύπου. Ενώ, τα υπόλοιπα χαρακτηριστικά, όπως η περίοδος επώασης και η 

κατανομή των ιστοπαθολογικών

που . 

 Συγκεκριμένα, η αποκοπή της PrPSc από την πρωτεϊνάση-Κ, αποδίδεται στις 

ιδιαίτερες τριτοταγείς δομές του μορίου του στελέχους prion. Ενώ η σχετική αναλογία των 

ευδιάκριτων γλυκοζυλιωμένων κλασμάτων της PrPSc μπορεί να καθορίσει τη δομή του 

μολυσματικού πυρήνα prion και συνεπώς τις ιδιότητες του στελέχους prion (Collinge, 

2005). Σύμφωνα με την παραπάνω θεωρία, τα δι-, μονo- και μη γλυκοζυλιωμένα 

κλασμάτα της PrPSc μπορούν να σχηματίσουν ένα ολιγομερές μόριο ειδικού τύπου, που 

δημιουργεί μεγαλύτερα συσσωματώματα, αναπαράγοντας τη δομή του αρχικού

μολυσματικός

γλυκοζυλιωμένων

ολιγομερές

προσβεβλημ

γλυκοζυλιωμένα

διαφοροποιημένα

χρήση

 

ανοσοβιοχημική
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 περιστατικό Σπογγώδους Εγκεφαλοπάθειας των Βοοειδών σε 

πρόβατο. Μετά από την επώαση με πρωτεϊνάση-Κ τόσο οι απομονώσεις ελληνικής όσο 

μεταξύ

μονοκλωνικών

αυτής

  γονοτύπ  

να

τους

ενοφθαλμιστεί  

 πειραματόζωα για τη μελέτη των 

 

ευρωπαϊκής χώρας και με

και ιταλικής προέλευσης έδωσαν το χαρακτηριστικό πρότυπο των τριών ζωνών της PrPSc 

(γλυκοτύπος). Η αναλογία του δι- και μονογλυκοσυλιωμένου κλάσματος της PrP27-30 για 

τα ελληνικά και ιταλικά δείγματα της Τρομώδους Νόσου κυμάνθηκε στα ίδια επίπεδα και 

συγκεκριμένα  57:30 και 62:29, ενώ για την πειραματική Σπογγώδη 

Εγκεφαλοπάθεια των Βοοειδών σε πρόβατο ήταν 81:15. Πρόκειται για τιμές που 

προέκυψαν με τη χρήση των ειδικών  αντισωμάτων P4 και SAF84 και είναι 

χαρακτηριστικές της Κλασικής Τρομώδους Νόσου που παρατηρείται και στα πρόβατα.  

 Βάσει της πρόδρομης  μοριακής ταυτοποίησης, οι απομονώσεις που 

προέρχονται και από τις δύο χώρες φαίνεται ότι ανήκουν στο ίδιο στέλεχος prion, το οποίο 

εμφανίζει ομοιότητες με εκείνο των προβάτων και που διαφοροποιείται σαφώς από τη 

Σπογγώδη Εγκεφαλοπάθεια των Βοοειδών. Η επίδραση του ου της αίγας στα 

ανοσοβιοχημικά χαρακτηριστικά της PrPSc δεν μπόρεσε  εκτιμηθεί λόγω της ελάχιστης 

παραλλακτικότητας .  

 Για την τελική και αξιόπιστη ταυτοποίηση του/των ‘ελληνικών’ στελεχών prion 

στις αίγες, αναμένονται σε βάθος χρόνου τα πορίσματα της βιολογικής δοκιμής, καθώς οι 

απομονώσεις έχουν  σε διαγονιδιακά Tg338 ποντίκια και σε τρωκτικά του 

είδους Myodes glareolus, τα οποία αποτελούν ευαίσθητα

νοσημάτων prion (Nonno et al., 2006; Agrimi et al., 2008; Di Bari et al., 2009). Πρόκειται 

για ερευνητικό αντικείμενο, που ξεπερνά τoυς στόχους της παρούσας διατριβής καθώς 

διαφοροποιείται από τη μελέτη του Prnp γονιδίου στις αίγες, αλλά που ανοίγει διαύλους 

συνεργασίας στη μελέτη των νοσημάτων prion στα μικρά μηρυκαστικά. 
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 πρωτεΐνης prion σε 68 αίγες με Κλασική Τρομώδη Νόσο και σε 126 υγιείς 

 αποκάλυψε

για

και  

δύο  

 με αυξημένη ευαισθησία στη 

. Αντιθέτως

 στις συχνότητες των 

οι και

,  

φαλών

 την

και ων

μονάδες θετικές στην Τρομώδη Νόσο του προβάτου είναι μικτές 

 άρα οι αίγες είναι σε άμεση και συνεχή επαφή με το μολυσματικό παράγοντα. Τα 

V. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 Στην παρούσα έρευνα, η ανάλυση του ανοιχτού αναγνωστικού πλαισίου του 

γονιδίου της

αίγες  την παρουσία λειτουργικών σημειακών μεταλλάξεων σε συνολικά 16 

κωδικόνια και σιωπηλών μεταλλάξεων σε 3 κωδικόνια. Οι συχνότητες των 

αλληλομόρφων και των γονοτύπων μεταξύ των δύο ομάδων αιγών διαφοροποιήθηκαν 

στατιστικώς μόνο  το κωδικόνιο 240 και για τις σιωπηλές μεταλλάξεις στα κωδικόνια 

42  138. Ενώ, μια τάση για διαφοροποίηση μεταξύ των δύο ομάδων αιγών 

παρατηρήθηκε για το κωδικόνιο 110 και 146. Τέλος, παρατηρήθηκαν 32 συνδυασμένοι 

γονότυποι που εκτιμάται ότι αντιστοιχούν σε 22 ‘ώριμες’ πρωτεΐνες prion. Οι 

συνδυασμένοι γονότυποι της πρωτεΐνης prion δεν διαφοροποιήθηκαν στατιστικά μεταξύ 

των υγιών αιγών και εκείνων με Τρομώδη Νόσο 

 Σημαντικό εύρημα της παρούσας μελέτης ήταν η ανάδειξη αποκλειστικών 

αλληλομόρφων και στις  ομάδες των αιγών. Αυτά τα αποκλειστικά αλληλόμορφα, 

παρά τις μικρές συχνότητες εμφάνισης τους, αποτελούν πιθανά δείκτες προδιάθεσης στην 

Κλασική Τρομώδη Νόσο και θα μπορούσαν να σχετιστούν

νόσο  η παρουσία των αποκλειστικών αλληλομόρφων στην ομάδα των υγιών 

αιγών, κυρίως στα κωδικόνια 110, 143, 146 και 222, ίσως να προσδίδει αυξημένη 

ανθεκτικότητα στην Κλασική Τρομώδη Νόσο. 

 Ομοίως, οι δύο ελληνικές φυλές αιγών δεν διαφοροποιήθηκαν

αλληλομόρφων τους για τα κωδικόνια της πρωτεΐνης prion που μελετήθηκαν. Το γεγονός 

ότι  δύο πληθυσμοί βρέθηκαν σε γενετική ανισορροπία  παρατηρήθηκε έλλειμμα 

ετεροζυγωτών ατόμων αποδίδεται πιθανά στις μη τυχαίες συζεύξεις μέσα στα ποίμνια 

δηλαδή στον παράγοντα ομομειξίας και πιθανά στο μικρό δείγμα που εξετάστηκε. Η 

ανεύρεση γονοτύπων που να συνδέονται αποκλειστικά με ευαισθησία/ανθεκτικότητα της 

Τρομώδους Νόσου στις αίγες προϋποθέτει ένα πολύ μεγάλο αριθμό επίσημα 

ταυτοποιημένων θετικών δειγμάτων, προερχόμενων από διαφορετικές φυλές αιγών, ο 

οποίος θα επιτρέπει τη διεξαγωγή ασ  συμπερασμάτων, όπως έγινε στα πρόβατα. 

 Από  άλλη πλευρά, κάθε έτος στο ΕΕΑ-ΜΣΕ ταυτοποιούνται 6-8 θετικά 

δείγματα αιγών  αντίστοιχα 100-150 θετικά δείγματα προβάτ  (στοιχεία περιόδου 

ενώ πολλές 2003-2009), 

και
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ούν στο συμπέρασμα ότι οι αίγες στην Ελλάδα είναι αρκετά ανθεκτικά 

ζώα και οι γονότυποι τους συνδέονται περισσότερο με ανθεκτικότητα και λιγότερο με 

 Νόσου. 

 

.   

στο ς

πα  

την

, Αυστραλία). Η γενετική βελτίωση και επιλογή ανθεκτικών ζώων δεν παύει να 

 ένα από τα μέτρα αντιμετώπισης της Τρομώδους Νόσου στα πρόβατα. Στις αίγες 

 

 

στοιχεία αυτά οδηγ

ευαισθησία. 

 Η αξία της παρούσας έρευνας έγκειται στο γεγονός ότι περιέχει το δεύτερο 

μεγαλύτερο αριθμό παρατηρήσεων σε παγκόσμιο επίπεδο και μπορεί να λειτουργήσει 

«διορθωτικά» στα μέχρι τώρα συμπεράσματα. Η σημασία της επαυξάνεται με δεδομένη 

τη βούληση της Ευρωπαϊκής Ένωσης να υιοθετήσει και για τις αίγες σύστημα 

αξιολόγησης και κατάταξης γονοτύπων έναντι της Τρομώδους

 Αναφορικά με το πρωτόκολλο γονοτύπησης που αναπτύχθηκε η χρησιμοποίησή 

του ενδείκνυται για το μαζικό-προκαταρκτικό έλεγχο ενός σημαντικού αριθμού αιγών με 

οικονομικό τρόπο Το παρόν πρωτόκολλο θα πρέπει να προσαρμοστεί στους 

σημαντικότερους γονότυπους που αναδείχθηκαν και από την παρούσα έρευνα- δηλαδή για 

τα κωδικόνια 110, 143, 146 και 222, έτσι ώστε αυτά να αναλύονται με μία και μόνο 

αντίδραση. Τα δείγματα μπορούν να ομαδοποιηθούν με βάση το πρότυπο τους στην 

DGGE και η λεπτομερής αλληλούχηση ενός δείγματος ανά ομάδα επιτρέπει την αναγωγή 

της πληροφορίας  σύνολο των δειγμάτων τη . 

 Τέλος, η πρόδρομη μοριακή ταυτοποίηση και σύγκριση των απομονώσεων της 

παθολογικής πρωτεΐνης prion στις αίγες της ρούσας μελέτης ανέδειξε ανοσοβιοχημικά 

το ίδιο στέλεχος prion μεταξύ της Ελλάδας και της Ιταλίας. Ο πλήρης χαρακτηρισμός του 

αναμένεται μετά  ολοκλήρωση της βιολογικής δοκιμής. 

   Η εκρίζωση της Τρομώδους Νόσου αποτελεί εθνική υπόθεση όπως αποδεικνύεται 

και από τα προγράμματα επαγρύπνησης της νόσου σε πολλές Ευρωπαϊκές χώρες 

(Ηνωμένο Βασίλειο, Γαλλία, Γερμανία, Νορβηγία) αλλά και διεθνώς (ΗΠΑ, Νέα 

Ζηλανδία

αποτελεί

όμως η εφαρμογή της φαίνεται ακόμα αδύνατη. Ο ακρογωνιαίος λίθος για την πιθανή 

εκρίζωση της Τρομώδους Νόσου στα μικρά μηρυκαστικά φαίνεται να είναι πρωτίστως η 

διαχείριση-υγιεινή της εκτροφής και η διακοπή βόσκησης σε κοινά και άρα εν δυνάμει

μολυσμένα βοσκοτόπια. Ωστόσο κανένα μέτρο καταστολής δεν είναι απόλυτα 

αποτελεσματικό για ένα νόσημα, του οποίου ο αιτιολογικός παράγοντας δεν έχει 

αποσαφηνιστεί πλήρως. 
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του γονιδίου της πρωτεΐνης prion 

γονίδιο   ανε

   

 ανθεκτικών η

εντός

πλήρους 

 του γονιδιωματικού DNA. Τα 

θη  

φυλής

ου χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της 

συνέχεια θ

αλυσιδωτής 

 ανάλυση 

Από τις παραπάνω αναλύσεις βρέθηκαν σημειακές μεταλλάξεις, που συνεπάγονταν 

έος σε συνολικά 16 κωδικόνια και σιωπηλές μεταλλάξεις σε 3 

ωδικόνια. Από αυτές, 4 λειτουργικές και μία σιωπηλή μετάλλαξη παρατηρήθηκαν για 

 φορά στις αίγες. Επίσης ανιχνεύθηκε μια έλλειψη 24bp μεταξύ των κωδικονίων 70-

σε μία υγιή και 3 νοσούσες αίγες, η οποία στοιχειοθετεί για πρώτη φορά την ύπαρξη 

εσσάρων οκταπεπτιδικών επαναλήψεων στο Prnp γονίδιο των αιγών. Οι συχνότητες των 

 και των γονοτύπων μεταξύ των δύο ομάδων αιγών διαφοροποιήθηκαν 

στατιστικώς μόνο για το κωδικόνιο 240 και για τις σιωπηλές μεταλλάξεις στα κωδικόνια 

VI. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 Σκοπός της παρούσας έρευνας ήταν η μελέτη 

(Prnp ) στις αίγες για την ύρεση πιθανών νουκλεοτιδικών πολυμορφισμών που 

να συσχετίζονται με την εμφάνιση ή μη της Τρομώδους Νόσου. Στόχος ήταν επίσης α) η 

μελέτη του Prnp γονιδίου σε αίγες των ελληνικών φυλών β) η δημιουργία ενός αξιόπιστου 

διαγνωστικού πρωτοκόλλου για την ανεύρεση « » ατόμων και γ)  πρόδρομη 

μοριακή ταυτοποίηση και σύγκριση των απομονώσεων της παθολογικής πρωτεΐνης prion 

στις αίγες που εκτρέφονται  και εκτός Ελλάδας. 

 Στην παρούσα έρευνα χρησιμοποιήθηκαν δείγματα αίματος ή 

εγκεφαλικού ιστού από 317 αίγες για την απομόνωση

δείγματα ανήκαν σε 126 υγιείς αίγες και 68 αίγες με Τρομώδη Νόσο (που 

παραχωρή καν από το Εθνικό Εργαστήριο Αναφοράς των Μεταδοτικών Σπογγωδών 

Εγκεφαλοπαθειών), σε 90 βιολογικά εκτρεφόμενες αίγες της εγχώριας ελληνικής φυλής 

και 33 της  Σκοπέλου. Για την ανάλυση αλληλουχίας DNA ολόκληρου του ανοιχτού 

αναγνωστικού πλαισίου του Prnp γονιδί

ηλεκτροφόρησης σε τριχοειδές. Στη  αναπτύχ ηκε ένα πρωτόκολλο βασισμένο 

στην ηλεκτροφόρηση πηκτής με διαβαθμισμένη αποδιατακτική σύσταση (Denaturing 

Gradient Gel Electrophoresis- DGGE), σε συνδυασμό με τη δοκιμή της 

αντίδρασης της πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction –PCR) και την

πολυμορφισμών μήκους τεμαχίων περιορισμού (Restriction Fragment Length 

Polymorphisms-RFLP) ή PCR-RFLP. Ενώ για τη μοριακή ταυτοποίηση και σύγκριση 15 

απομονώσεων της παθολογικής πρωτεΐνης prion στις αίγες χρησιμοποιήθηκε η δοκιμή της 

ανοσοκαθήλωσης (western blot) με τη χρήση των μονοκλωνικών αντισωμάτων P4 και 

SAF84.  

 

αντικατάσταση αμινοξ

κ

πρώτη

77 

τ

αλληλομόρφων
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). Ενώ, μια τάση για διαφοροποίηση  μεταξύ των δύο ομάδων αιγών 

 εύρημα της παρούσας μελέτης ήταν η ανάδειξη αποκλειστικών 

αλληλομόρφων και στις δύο ομάδες των αιγών. Η παρουσία αποκλειστικών 

κολλο της DGGE που αναπτύχθηκε στην παρούσα 

αυτό, απαιτείται ακόμα μεγαλύτερος αριθμός 

42 και 138 (p≤0,05

παρατηρήθηκε για το κωδικόνιο 110 και 146 (p≤0,10). 

 Σημαντικό

αλληλομόρφων στην ομάδα των υγιών αιγών για τα κωδικόνια 110, 143, 146 και 222 

πιθανά προσδίδει αυξημένη ανθεκτικότητα στην Κλασική Τρομώδη Νόσο. Οι 

συνδυασμένοι γονότυποι της πρωτεΐνης prion δεν διαφοροποιήθηκαν στατιστικά μεταξύ 

των υγιών και των νοσούσων αιγών. Ομοίως, οι δύο ελληνικές φυλές αιγών δεν 

εμφάνισαν διαφορές στις συχνότητες των αλληλομόρφων τους για τα πολυμορφικά 

κωδικόνια της πρωτεΐνης prion που μελετήθηκαν. 

 Αναφορικά, στο πρωτό

διατριβή, εκτιμάται ότι μπορεί να συμβάλλει στην προκαταρκτική γονοτύπηση και 

κατηγοριοποίηση των δειγμάτων με βάση το κοινό πρότυπο τους (pattern). Στη συνέχεια, 

απαιτείται πλήρης αλληλούχηση ενός δείγματος ανά κατηγορία ώστε να αναχθεί η 

πληροφορία για το σύνολο των δειγμάτων της.  

  Τέλος, η πρόδρομη μοριακή ταυτοποίηση και σύγκριση των απομονώσεων της 

παθολογικής πρωτεΐνης prion στις αίγες της παρούσας μελέτης ανέδειξε ανοσοβιοχημικά 

το ίδιο στέλεχος prion μεταξύ της Ελλάδας και της Ιταλίας. Ο πλήρης χαρακτηρισμός του 

αναμένεται μετά την ολοκλήρωση της βιολογικής δοκιμής σε πειραματόζωα.  

 Παρά το γεγονός ότι η παρούσα έρευνα είναι η δεύτερη στη διεθνή βιβλιογραφία 

σε αριθμό νοσούσων αιγών, δεν αποσαφηνίζει τη πιθανή γενετική προδιάθεση της 

Τρομώδους Νόσου στις αίγες. Για να γίνει 

παρατηρήσεων από αίγες με Τρομώδη Νόσο, όπως έγινε στην περίπτωση των προβάτων, 

ώστε να εξαχθούν κατά το δυνατόν ασφαλή συμπεράσματα. 
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he aim of the present study was to analyze the prion protein gene (Prnp gene) 

olymo

rine natural Scrapie isolates and their comparison to Italian caprine 

ere kindly provided by the Greek Reference Laboratory of Transmissible 

n allele-specific screening protocol for 

e detection of “Scrapie-resistant” goats was based on the use of Denaturing Gradient Gel 

, combined with PCR-RFLP. Western blotting and treatment with 

4 and SAF84 monoclonal antibodies was also used for the determination of prion protein 

 natural Scrapie affected goats. 

The presence of coding-point mutations in 16 polymorphic codons and silent 

utations in 3 codons of ORF Prnp gene were identified. Among them 4 point mutations 

mino-acid substitution and one silent mutation were observed for the first time. 

s detected in one healthy and 3 Scrapie-

affected goats, recording the presence of four-octapeptide repeats in goats for the first 

time. Allelic and genotypic frequencies between healthy and Scrapie-affected goats 

differed significantly only for polymorphic codon 240 and for codons 42 and 138 where 

silent mutations were observed (p≤0,05). Between the two groups, a tendency to allelic 

frequency differentiation was observed for codons 110 and 146 (p≤0,10). 

 Important finding of the present study was the presence of private alleles in each 

group of goats. Private alleles in the population of healthy goats, referring to polymorphic 

VII. SUMMARY 

“STUDY OF PRION PROTEIN GENE IN HEALTHY AND SCRAPIE AFFECTED 

GOATS” 

 T

p rphisms in goats and their possible association to natural Scrapie. Additionaly a) 

Prnp gene polymorphisms were detected and described in goats of the indigenous greek 

and Skopelou breed, b) the establishment of an allele-specific screening protocol for the 

detection of “Scrapie-resistant” goats was attempted and c) the molecular characterization 

of 15 Greek cap

Scrapie isolates was performed. 

 Frozen brain material or EDTA-treated blood samples from 317 goats were used 

for genomic DNA extraction. Samples originated from 126 healthy and 68 Scrapie 

affected goats, w

Spongiform Encephalopathies (TSE). Also samples from 90 organically reared goats of 

the indigenous greek breed and 33 goats of Skopelou breed were used for DNA extraction. 

In most samples, the entire Open Reading Frame of Prnp gene was direct-sequenced by 

using capillary electrophoresis. Establishment of a

th

Electrophoresis- DGGE

P

profile from

 

m

leading to a

Also, a 24bp deletion between codons 70-77 wa
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nd 222, can possibly be associated to Scrapie resistance. No 

 combined prion protein genotypes between 

healthy and Scrapie-affected goats was found. Similarly, the allelic frequencies of prion 

oat 

bree

 heir 

pattern and subsequently based on their allele-specific polymorphisms, by using a relative 

 

grou  all 

grou
Sc

prof f the 

Gree ay in 

anim

 mprises the second larger number of 

date 

the  of 

obse

 

 

 

 

 

codons 110, 143, 146 a

significant difference in the distribution of

protein polymorphic codons were not significantly different between the two greek g

ds.  

DGGE protocol presented in this work allows samples grouping based on t

inexpensive and less sophisticated sequencing method. Representative samples from each

p could be further direct-sequenced by a reference method extrapolating data to

p’s samples. 

 All Greek caprine natural Scrapie isolates had the same typical PrP  western blot 

ile,, similar to Italian caprine classical Scrapie isolates. The prion strain typing o

k caprine classical Scrapie isolates remains to be clarified by the ongoing bioass

al models.  

To our knowledge, the present study co

Scrapie-affected goats presented worldwide. Nevertheless, it cannot adequately eluci

genetic susceptibility of natural classical Scrapie in goats. Larger number

rvations are needed to fully describe in detail. 
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X. ΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ Π

ATC, ATA 
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