Az adenovirus (AV) virion fehérjéi sokféle funkcidoval rendelkeznek,
tobbek kozott szerepet jadtszanak a megfertézendd sejtbe vald bejutas
eldsegitésével. Az AV-k replikécidja sordn a legkevésbé ismert folyamat a
sejtbe vald bejutds, ¢és ennek kapcsan az endoszomalis rendszer
kolcsonhatasa a virussal, illetve annak kapszidjaval. Az AV valdszinlileg
receptor-medidlt endocitézissal jut be a megferté6zendd sejtbe, majd az
endoszomalis rendszerbdl a citoplazméaba, végiil belép a sejtmagba ¢és
megkezdi replikdciojat. Mivel ez a folyamat igen hatékony, az AV
replikacios tulajdonsdgainak pontos feltardsa ¢és az azt befolydsolod
tényezdknek a megismerése felbecsiilhetetlen ¢értéki a génterdpias
prébalkozasokban.

Régebbrél mar ismert volt a chloroquine gatlé hatdsa a virion
internalizdcidjara, azonban hatdsmechanizmusa nem bizonyitott (gatolja az
endoszomalis rendszer acidifikaciojat, és feltételezhetéen a pH valtozés
elmaradésa jelenti az effektor mechanizmust).

A kutatdsi tdmogatds elsé periddusaban megvizsgaltunk néhany az
irodalombd6l ismert (epszilon-COP, rab5 GTPaz, IP3 kinaz), az
endoszomalis rendszerben fontos funkcidkkal rendelkezé vivéfehérjét,
annak kideritésére, hogy ezek befolyasoljak-e (eldsegitik, vagy gatoljak) a
virus bejutasanak hatékonysagat, ¢és vizsgaltunk néhdny, az adenovirus
viropexisére hatd anyagot (chloroquine, bafilomycin Al, wortmannin) is.
Az epszilon-COP fehérje, illetve az endoszomaval torténd fuzidra hato
bafilomycin A1l hatidsdnak vizsgalata, és a kapott eredmények alapjan Ugy
latszik, hogy tobb, még nem ismert parhuzamos mechanizmus is
befolyasolhatja a virus internalizalédasat és ezek egyike involvalja az
epszilon-COP fehérjét, mig a pH regulacidonak valdészinlileg nincs jelentds
szerepe. Ennek a felismerésnek az alapjan kezdtik meg azokat a
kisérleteinket, amelyek soran eddig nem - vagy nem eléggé - ismert
folyamatokban résztvevd fehérjék nyoméara bukkantunk. Kidolgoztunk egy
egyszerlii szurOrendszert (széles gazdaspektrumu retroviralis vektor HelLa
cDNS konyvtar altal fertédzo6tt Hela vagy 293 sejtek, amelyeket vad tipusu
¢s rekombindans adenovirusokkal feliilfertézve, a produktiv infekcid
elimindlja azokat a retrovirdlis klénokat, melyek nem tudjak

megakadalyozni a virus produktiv infekcidjat, mig az ¢életben maradt



sejtekbdl a retroviralis klon visszanyerhetd ¢és karakterizalhatd). Ennek a
rendszernek a segitségével azonositottunk olyan sejtfehérjéket, melyek
tulexpresszidoja negativan befolydsolja a virus bejutdasadt sejtekbe. A
klé6nokbol PCR moédszerrel kiemeltiik a bevitt ¢cDNS szekvenciakat, és
megkezdtik ezek szekvenalasat.

Igen érdekes a rab5 proteinek szerepe az internalizdciéban. Ezek a
proteinek ugyancsak a korai endoszoma és az ECV kozo6tti anyagforgalom
elengedhetetlen résztvevdi ¢és hidnyukban wugyancsak blokkolodik az
anyagforgalom. Kisérleti eredményeink szerint a rab5 dominans negativ
mutansa nem hogy gatolna, hanem fokozza a virionok internalizaci6jat, ami
felveti a lehetdségét, hogy a virion szempontjabol az ECV kompartmentnek
nincs jelentésége és az eddigi eredményekkel egybevetve egy chloroquine -
bafilomycin Al - epszilon-COP — rab5 hatéssort valdészintsit.

Ezeknek a kisérleteknek az eredményei hasznos informacidkat
hozhattak volna a kisérletes génterapias probalkozasokhoz, mivel a
rekombinans adenovirus vektorok (RAV) igen igéretes eszkdzei a
génterapias probalkozasoknak, azonban alkalmazéisukat nagymértékben
gatolja a virus immonogenitdsa ¢és a sejt vald bejutds mechanizmusainak
mélyebb ismeretének hidnya. Kutatécsoportunk két irdnyban igyekezett
feltarni e problémak megolddsdhoz vezetd utakat.

Ennek egyik irdnyat, a virus immunogenitdsaban rejlé nehézségeket
¢s annak esetleges elkeriilését részletesen vizsgaltuk mind a virion f0
protein alkotorésze, a hexon ellen termelt monoklondlis ellenanyagokkal,
ming pedig szintetikus peptidek ellen egérben termelt ellenanyagokkat.

Kisérleteink alapjan ajanlasokat tettiink olyan AV tipus-parok
alkalmazasara a génterdpids illetve a vakcinalédsi eljards soran, amelyek
nem tartalmaznak, vagy legaldabbis nem szdmottevd mennyiségben kozos
intertipus (IT) specifikus epitopot, ezért megfeleldek lehetnek a szervezet
immunrendszerének a vektor ellen irdnyuld hatdsanak kikiiszobolésére a
masodik, vagy tobbszori alkalmazas soran.

A masik kutatdsi irdny, a virus sejtbejutisdhoz ko6tédo viralis és
cellularis folyamatok feltérképezése lett volna. A kezdeti kisérleti
eredmények utdn azonban ez a kutatdsi teriilet sajnalatos modon

megszakadt, ugyanis a kutatdasi palydzat OTKA tamogatdsanak elnyerését



kévetéen alig 1 évvel a megkezdett kisérletes munka utdn, a kutatdsban
résztvevok szamaban jelentés - negativ értelmii - valtozas allt be. A
kutatasban résztvevoként bejelentett két fiatal kolléga koziil az egyik
kiilfoldon vallalt munkat (jelenleg is Amerikaban tartozkodik, és
mdsiranyu kutatasi elképzelései vannak), a masik idékozben kutatdsi témat
valtoztatott és a harmadik kolléga is mas kutatasi teriileten kezdett
dolgozni. A nehézségeket az is tetézte, hogy segédszemélyzet sem allt az ily
médon kiiiriilt "kutatécsoport” rendelkezésére. Igy tehdt a kutatécsoport a
temavezeton kiviil gyakorlatilag csak prof. Dr. Nasz Istvan akadémikus,
emeritus professzorbol dallt. Ezért tortént az, hogy Ndsz professzor urral
figvelmiinket az adenovirus kapszid, mint szabdalyos ikozahedrdlis test
szimmetriaviszonyainak felderitése fele, az egyes polipeptidek helyzetének
tanulmanyozdasara forditottuk. A pontos szimmetriaviszonyok
meghatdrozasa uj informdciokhoz vezethet a kapszid dsszeépiilésének, a

szerkezet és funkcio kézdotti osszefiiggés megértése teriiletén is.

Az AV virionjadban illetve a kapszidot felépitd kapszomerekben
fellelhetd szimmetriaviszonyokat, illetve a molekularis strukttra
(molekularis anatémia) tanulményozasdra direkt elektronmikroszkopos
vizsgalatokat, a Markham-féle rotdcios integrdcios eljardst és modellezést
alkalmaztunk. Kimutathaté volt, hogy a hexon kapszomereknek a virion
felszine felé¢ mutatd vége harom polipeptid alegységbdl all, és helyzetiikbdl
megallapithatdo volt egyméashoz ¢és a pentonokhoz valdo kdlcsonds
orientacidjuk 1is. Viruskapszid ¢és ikozaéder modelleken vizsgaltuk az
alapvetd szimmetriatipusok jelenlétét vagy hianyat és azt, hogy a kapszid
szimmetridjaban hogyan érvényesiil az ikozahedralis szimmetria,
mennyiben befolyasolja vagy zavarja a hasonldosdgot a kapszidot felépitd
nagyszamu, kiilonb6z6 méreti ¢és Osszetételll és kiilonbozé funkcioval
rendelkezd polipeptid molekulak jelenléte. Vizsgaltuk, hogy milyen
szimmetriarendszerek taldlhatéok a kapszid egészében ¢és hogy hogyan
illeszkednek a kapszid ¢épitd elemei az 5-sz0rds, 3-szoros ¢és 2-szeres

ikozahedralis szimmetriarendszerbe.



Ezen vizsgélataink soran kimutattuk, hogy az AV kapszidot felépitd
hét kilonbdz6é tipusba tartozé tobb, mint 1500 polipeptid molekula
mindegyike (feltehetéen még az aminosavaiké is) szimmetrikus
elhelyezkedésti. Minden polipeptid féleség kiilon-kiilon is szimmetrikus
halézatot képez a kapszidban, funkcidik szerint torténd eloszladsban, a
lapok és az élek kiilsé és belsd oldalan, valamint a belsejében, de mindig
az ikozahedralis szimmetrianak megfeleléen. Az egyes, kiilonbozd
polipeptid elemek ezért altaldnos szimmetria motivumot is jelentenek a
kapszidban a sajat szimmetria hdlozatukban. Bizonyos szempontbol kivételt
jelentenek a kapszidban a hexonok. A kapszid haromszogi lapjain
kornyezeti helyzetiik és egymdshoz vald orientidcidjuk alapjan négyféle
hexontipus taldlhatd, melyek laponként, egymds mellett, mint hdrom, négy
hexonbdl 4ll6 csoport (NCs) helyezkednek el, a hdromszoros forgéasi
szimmetria szerint. Minden NCs-ben levd egy peripentondlis hexonnak két
polipeptidje orientalddik a penton felé. Az NCs-k O0sszeallitasanak kétféle
lehetdsége van, ugy hogy a hexonok egy IX jelli polipeptidet, vagy tugy,
hogy egy Illa jeld polipeptidet fognak kézre. Az NCs-k 20 lapon, 2 x 60-
szor szimmetrikusan ismétlédve, mint altalanos hexon szimmetria motivum
alkotjak a kapszidot, a tobbi polipeptidekkel egyiitt.

Az ikozahedralis AV kapszidnak hdrom kiilonb6z6é tipusu forgdsi
szimmetriatengelye van. Hat 6tfogéast, tiz haromfogasu és tizendt kétfogasu
tengelyének két-két felszini pontja van, amely Osszesen 62 forgasi polust
jelent. A tengelyek meghatdrozzdk az egybevagd forgdsi lapcsoportok
szamat ¢és helyzetét a kapszidban ¢és azt, hogy egy forgasi szakaszban,
illetve egy vagy az 0Osszes tengelyen torténd teljes korfordulat alatt a
forgasi lapcsoportok a kapszid mely mas lapjaival, milyen multiplicitassal
kerlilnek szimmetrikus fedésbe. Az 5-, 3- és 2-fogdsu forgdsi tengelyekhez
tartozd forgdsi lapcsoportok szama: 4, 6.66, illetve 10 lap. Minden
tengelyhez kétféle Osszedllitast lapcsoport tartozik. A szomszédos
egybevagd lapcsoportra valdo egyenkénti ,rahelyezéssel” az 5-fogésu
tengelyen valo atforgatds sordn 12-szer keriilnek fedésbe a forgasi elemek
lapjai, mind a 20 kapszid lappal, a 3-fogastu tengelyek esetében 20-szor, a
2-fogasu tengelyek esetében 30-szor, tigy, hogy minden lapra kiilonb6zdo

lapkombinacio (laptalalat) esik, €és szimmetriajuk nem szenved zavart.



Végeredményben ez 240, 400 illetve 600 laptalalatot, multiplicitast jelent
az 5-, 3- illetve a 2-fogdsu szimmetriatengelyek esetében, és ezek a szadmok
megegyeznek az elméletileg lehetséges varidciok szamaval. Ugyanez az
eredmény adoédik az ikozahedralis kapszidban levé valodi forgési
miveletek szamat, a 60-at megszorozva az 5-sz0rds, 3-szoros €s a 2-szeres
forgdsi szakaszokban résztvevd lapok szdmaval. A multiplicitds masik
meghatarozdsi modja az Osszes forgdsi lapcsoport egyszerre torténd
tovabbfordulasat veszi alapul minden egyes forgasi szakaszban, ami
megtobbszordzi a multiplicitasi mutatd szamértékét az 5-, 3- és a 2-fogdsu
forgéasi tipusnak megfelelden és 1200-as multiplicitasi értéket eredményez
mindhdrom tipus esetén.

Az 5-fogast szimmetriatengelyekre merdlegesen futd, 10-10 lapbol
allo hat geodétikus szalagpaldst mentén kozépen, horizontdlisan ejtett
metszésvonallal szabdlyos dekagondalis keresztmetszet jon Iétre ¢és két
egyenld részre vaghato a kapszid, amelyeken a lapok és a polipeptidek
egymastdl 72°-os elforduldst mutatnak, de megfeleld forgatassal egybevago
helyzetbe keriilnek a polipeptidek, ami 300 illetve 600 kiilonleges
lapkombinacioét jelent. Az ikozaéderhez hasonldan, a kapszidnak is 1étezik
15 képzeletbeli tiikorsikja, amelyek két azonos modon rendezett félre
vagjak azt, a felszinen létrehozva laponként 6, Osszesen 120 kisebb,
derékszogli un. MObius-féle haromszoget. Ezek a hdromszogek a lapok
haromszoros szimmetriatengelyén két kiilon harmas csoportban 120°-kal
szimmetrikusan elfordithatok a polipeptid alegység orientacidjanak
megfelelden, ugy hogy az azonos szimmetriaelemek, a hexon ¢és mas
polipeptidek is megkozelitden fedik egymast.

A hexon trimerek felszine idedlis esetben haromszoros forgdsi és
harmas tiikr6z0dési szimmetriat mutat. Az egyes hexonok a lapokon a p3
haldézat szerint helyezkednek el és megtaldlhaté az elrendezddésben az
eltolasi, a forgdsi, a horizontalis és a vertikdlis tiikr6z6dési szimmetria és
ezek kombinacioi, tovabba a cstusztatva tikr6z6dés és az antiszimmetria is.
Minden lapnak és minden 6t lapbol allé6 csucsnak van antiszimmetrikus
parja. Minden haromszdégli lap harom cstcs létrehozdsaban vesz részt és
minden lapnak harom legkdzelebbi szomszédja van. A lapokon az NCs

hexonok polipeptid alegységei azonos, az Uramutatd jarasaval ellentétes



iranyultsaguak, de a szomszédos lapok orientacidja egymashoz viszonyitva
mindig ellentétes irdnyld. Az 6tszords szimmetriatengelyen egy adott lap a
szomszédos lapra "atfordithato", vagy az Osszes tobbire "atforgathato" és
felveszi annak a lapnak az orientacidjat, amelyre keriilt. gy minden lap a
hozzé tartoz6 polipeptidekkel egyiitt huszszoros szimmetridt mutat. A
kapszidon a hat 6tfogéast tengelyre merdlegesen halad 10-10 hdromszdgl
lapbol allé és 10x36°-ban hajlott geodétikus (egyenlitdi) szalagpalast. Egy
haromszdégl lap harom szalagpalast felépitésében vesz részt, melyek 60°-os
szogben metszik egymdast. A 12 csucs, a 20 lap és a 30 ¢l egyiittesen
megfelel 62 "billenési" pontnak és ha a test atbillen vagy egy képzeletbeli
belsé kozépponton folyamatosan adtfordul mas pontokra, 62 helyzetvaridciot
hozhat létre.

Tehat az ikozahedralis kapszidot felépitd hét kiilonb6zd tipusba
tartozo, tobb mint 1500 polipeptid molekula mindegyike részét képezi tobb
szimmetriatipusnak és —rendszernek. A polipeptid molekulak helyzete az 5,
3- és 2-fogasu szimmetriarendszereken belil szimmetrikus és a kiilonb6z6
szimmetriatipusok és —rendszerek egymast dtfedve egyszerre vannak jelen a
kapszidban. A kapszid barmely szimmetriatengelyen vald forgaséanal
szimmetriarendszereik nagy multiplicitassal egyidejiileg, péarhuzamosan
érvényesek és ,mikdodéképesek”. Az adenovirus kapszid szimmetriatipusai
¢s —rendszerei megfelelnek az ikozahedralis szimmetria szabalyainak, de a
kiilonbdzé ¢épitdelemek tobb mélységi szintben vald jelenléte ¢és
elhelyezkedési- ¢€s eloszldsi rendje nagymértékben gazdagitja, ¢és

bonyolultabba teszi azt.



