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ADAM EVA és NASZ ISTVAN, az MTA levelezs tagja
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Korabbi vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az 1-es tipusd adenovirussal
fertGzott sejtekbdl kivont, nagyfokban tisztitott és koncentralt hexon kap-
szomerek megfeleld eljarassal kristalyosithaték (Nasz és Adam 1977). A kris-
talyosodas soran tetraéder alakd haromdimenziés és egyrétegt, de kiilonbozd
felépitésti — tomor, vagy lyukacsos — kétdimenziés kristalylemezek jonnek
létre (Adam és Nasz 1979a, Nasz és Adam 1978). A témor, kétdimenziés kris-
talylemezekben a hexonok hexagonalis rendszert alkotnak, hasonléan a virus-
részecske fehérjeburkat alkoté hexon kapszomerekhez (Horne és mtsai 1959,
Caspar és Klug 1962). Arra is ramutattunk, hogy a kétdimenziés kristaly-
lemezben az egyes hexonokat a hat legkozelebbi szomszédos hexonnal hid-
szertien finom strukturélis elemek kapcsoljak ossze. Jelen kozleményiinkben
ezekre a tobb komplett hexon kozotti osszekotd elemekre vonatkozé vizsga-
latainkat ismertetjiik és beszamolunk azokrél az 6sszekotd elemekrdl, amelye-

ket a komplett hexonokat felépité harom polypeptid alegység kozott mutat-
tunk ki.

Anyagok és mdédszerek

A hexon fehérjék tisztitasa

l-es tipusi adenovirussal fertézott HEp-2 sejtekbdl kivont szolubilis
fehérje komponenseket ultracentrifugalassal valasztottuk el a virionoktdl.
A hexon kapszomereket ismételt anioncserés kromatografiaval és gélsziiréssel
szeparaltuk és tisztitottuk (Lengyel és Nasz 1970, Nasz és mtsai 1972,
Medveczky és mtsai 1976). A fehérje koncentraciot Lowry és mtsai eljarasa
szerint hataroztuk meg (1951).

Kristalyositds

A nagyfokban tisztitott és koncentralt hexon készitményeket 0,5 M-os
acetatpufferrel szemben (pH 4,5) dializaltuk +4 °C-on 72 éran at, majd iiveg-
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csovekben taroltuk 44 °C-on. Az anyagokat folyamatosan vizsgaltuk fény-,
és elektronmikroszkoppal. A fénymikroszképpal tetraéder alakd haromdimen-
zi6s kristalyok képzddését figyeltiik meg, a koncentraciotol figgden néhany
6ra, vagy néhany nap alatt. Ezzel parhuzamosan megjelentek az elektron-
mikroszképpal kimutathaté kétdimenziés, egyrétegd hexon kristalylemezek

(Adém és Nasz 1979a, b, 1980, Nasz és Adam 1977, 1978).

Elektronmikroszkipos vizsgdlatok

A vizsgalati anyagokat Formwarral bevont és szenezett mikrostélyra
adszorbeéltattuk, majd 19,-0s uranylacetattal negativ kontrasztfestést végez-
tink. A vizsgalatok 60 kV fesziiltség mellett JEM 100 B elektronmikroszkép-
pal torténtek, 100 000-szeres alapnagyitassal. A fényképek nagyitasa az elek-
tronmikroszképos negativréol késziilt, 300 000-szeres és 700 000-szeres vég-
nagyitassal. Egyes esetekben ezeket a nagyitott képeket lefényképeztiitk és
nagyobb nagyitassal vizsgaltuk fénykép vagy diapozitiv formajaban. Az elek-
tronmikroszképos negativ filmrél éles fokuszalassal direkt készitett képeken a
hattér szemcsézettség gyakran zavarta a finom szerkezet részletes megfigye-
lését. Ezért a nagyitasokat enyhén alulfékuszolt pozicioban készitettiik el
(Horne és mtsai 1975, Yabe és mtsai 1979). Igy a hattér szemesézettség lénye-
gesen gyengiilt és a finom struktiirelemek jobban elkiilonithet§vé valtak.

Eredmények
Az interhexonalis 6sszekoto elemek mérete

A tomor kétdimenziés hexagonalis elrendez§désii kristalylemezben az
egyes hexonok kozitt rések lathatok. Ezek atlagos mérete — a harom nem
parhuzamos hexonsor irdnyaban tobbszaz méréssel valé meghatarozas alapjan
— mintegy 15—30 A kozott valtakozott. A kiilonb5z§ prepardtumokban az
értékek némileg kiilonboztek egymastol (Adam és Nasz 1980, Nasz és Adam
1978). Az 1. abran bemutatott kétdimenziés kristalyban példaul a fiiggéleges
iranyd hexonsorban 17,34-2,1 A volt a réstavolsagok atlaga, ezzel a hexon-
sorral balrél 60 fokos széget bezaré hexonsorban 27,54-4,4 A, a jobbrél 60
fokos szoget bezaré hexonsorban pedig 15--2,7 A. A hirom nem parhuzamos,
tehat kiilonb6z6 irdnyd hexonsorban minden preparatumban enyhe eltérés
mutatkozott a hexonok kozti rések atlagos nagysagdban. Nagyfeloldasi
elektronmikroszképos felvételek megfelelé technikaval (I. Anyagok és mod-
szerek) készitett nagyitasain a hexonok kozotti réseken keresztiil a szomszédos
hexonokhoz hidszerten hiz6dé finom 6sszekots elemeket talaltunk. Ezeknek
az 0sszekots elemeknek a hossza a réstavolsagoknak megfelels volt, vastagsaga
pedig atlagosan 5—15 A kozott valtakozott. Osszekots elemek a virus kap-
szidban is kimutathaték a hexonok kézott (Nasz 1980, Horne és mtsai 1975).
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1. dbra Kétdimenziés hexonkristdly készitmény elektronmikroszképos képe. Uranylacetdtos
festés. A hexonok kozétt finom, radidlisan futé osszekotd elemek ldthaték, melyek dtlagos
mérete megkozelitsleg 15—30 A x5—15 A.

Az osszekoto elemek alakja

Az bsszekots elemek valtozatos formaban fordulnak els. Altalaban egye-
nes hidként kotik 6ssze a szomszédos hexonokat, kozépsd résziik, vagy egyik
végiik azonban gyakran elvékonyodik (1. 4bra). Gyakran talalhaték a hexonok
kozott az atlag vastagsagtél eltérd, 20—30 A szélességii dsszekottetések is (2.
abra), ezek feltehetden két, hossztengelyiik mentén ésszekapesolédott dssze-
kot elemnek felelnek meg.

Az osszekoto elemek szama és elhelyezkedése

Az egy adott, komplett hexontél, annak kiilonb6z6 pontjain eredve, al-
talaban a hexon kézéppontjahoz viszonyitva radialisan hizédnak az ossze-
koté elemek a hat legkézelebbi szomszédos hexonhoz gy, hogy egymassal bi-

2. Gbra A nyil két hexon kozotti, az atlagosnél szélesebb 6sszekits elemet mutat (30 A). Ezek
valésziniileg olyan parhuzamosan futé kettds osszekotd elemek, melyek hossztengelyiik mentén
osszekapcesolodtak.
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3. @bra Parhuzamosan futé hdaromszor két 6sszekotd elem (jobb oldali képen megjeldlve).

A hdrom egymas melletti hexon kozotti teriiletet négy részre osztjak, melyek koziil a kozépss

haromszog alakt. Két-két parhuzamos 6sszekotd elem egymadssal mintegy 60 fokos sziget
zar be.

zonyos szdget zarnak be (1. abra). Szamos esetben azonban tgy latszik, hogy
a két szomszédos hexont két-két, egymassal megkézelitéleg parhuzamosan
futé 6sszekots elem kapesol dssze, harom legkozelebbi hexont pedig hat. Ez a
hat 6sszekot8 elem a harom hexon kozotti tires teriiletet négy részre osztja fel.
A harom szomszédos hexon kozott a centralisan elhelyezked§ 6sszekots elemek
megkozelitéleg haromszog alakd rést zarnak be, amely mellett mindharom
oldalrél egy-egy négyzet, vagy téglalap alaki rés képzddik a parhuzamosan
futé elemek kozott. A kézépen levs haromszog alaki rés vigy jon létre, hogy a
harom legkézelebbi hexon kéziil barmelyiktsl a masik két hexonhoz futd,
centralisan elhelyezkedd 0Osszekotd elemek V alakban hizédnak, egymassal
megkozelitéleg 60 fokos szdget zarva be (3. abra). Harom szomszédos hexon
kozott gyakran talalhatok Y alaki 6sszekotd elemek, amelyeknek barmely két
szomszédos szara 120 fokos szoget zar be egymassal. Ez az alakzat felteheten
ugy jon létre, hogy a haromszogi rést bezaré osszekots elemek a kozéprésziikig
behizédva osszekapesolédnak egymassal. Vastagsaguk gyakran nagyobb az

4. gbra Y alakt 6sszekots elem (jobb oldali képen megjelélve). A hirom egymads melletti hexon

kozotti teriiletet hdrom részre osztja. Ez feltehetden gy jon létre a 3. dbrdan bemutatott alak-

zatbél, hogy a hdaromszogii rést bezdré harom 6sszekiots elem a kozéprészéig behtzédva 6ssze-
kapcsolédik egymassal.
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5. d@bra A nyil két hexon kozé mutat, melyek ko6zott nem ldthatd oGsszekotd elem.

atlagosnal. Az ilyen 6sszekotd alakzat a harom szomszédos hexon kozotti iires
teriiletet harom ovalis jellegt résre osztja fel (4. abra). Eléfordul, hogy egy-egy
szomszédos hexon kozott nem mutathaté ki dsszekottetés (5. abra). Altalaban
azonban barmely hexon és hat legkdzelebbi szomszédja kozott 6—10 ossze-
kot6 elem mindig kimutathaté velt (6. abra).

6. dbra Centralisan elhelyezkedd hexon, melyet a hat legkozelebbi szomszédjaval 10 6sszekiotd
elem kapcsol Gssze (jobb oldali képen megjelolve). Koztiik egy Y alakt 6sszekits elem, amely
a centralis hexont két mésik hexonnal kapcsolja Gssze (ezért kettének szamithatd).

Intrahexonalis ¢sszekito elemek

A komplett hexon kapszomereket harom polypeptid alegység épiti fel a
haromszoros szimmetrianak megfelelSen (Pereira és Wrigley 1974, Nermut
1975, Nasz és mtsai 1972, Franklin és mtsai 1971, Cornick és mtsai 1971).
Az uranylacetattal, vagy mas negativ festékkel kezelt készitményben ritkan
latszik tisztan, hogy az egyes hexonok harom 8 épit6 elembdl allnak, amit a
polypeptidek egyik végének elmozdulasa, vagy elhajlasa a masik végéhez
viszonyitva, illetve a fest6dési viszonyok magyaraznak. Ennek kovetkeztében
akar hat polypeptidbél allonak is tiinhetnek a hexonok (Nermut 1975). Ennek
ellenére az uranylacetattal festett kétdimenziés kristalylemezben talalhaték
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7. abra Olyan hexon, melyben jél megkiilonbéztethets, hogy hirom f6 polypeptidbél épiil fel.
\ Jol lathatok az egyik polypeptidtdl a masik kettd felé htiz6dé intrahexonalis osszekotd elemek
| (jobb oldali képen megjelélve).

voltak olyan hexonok, amelyekben j6l megallapithaté volt, hogy harom {&

i alkotérésziik van. Sok esetben az is lathaté volt, hogy ezek kozott a £§ struk-
‘ turalis polypeptidek kozott is léteznek finom 6sszekots elemek. A 7. abran be-
1 mutatott hexonon beliili — intrahexonalis — 6sszekété hidak mintegy 7,5 A
vastagok és 10,5 A hosszdak. Az intrahexonalis 6sszekotd elemek gy kotik
Ossze a harom strukturalis polypeptidet, hogy kialakul a komplett hexon és
kozepén egy iireg vagy csatorna. Ezért negativ festéssel készitett preparatum-
ban a hexonok altalaban gytrd alaki képzddménynek latszanak. A hexont fel-
épits polypeptideket gy latszik, hogy egy-egy intrahexonalis hid kéti a szom-
szédos polypeptidekhez a hexonon beliil, azonban nem lehet kizarni, hogy ezek
is kettdsek. Sok esetben az is megitélhets, hogy az inter-, és intrahexonalis
osszekotd elemek a polypeptidek végeitdl hiizédnak a szomszédos hexon
polypeptidjeinek illetve az egy hexonon beliili polypeptidek végeihez (8. abra).
A hexonokban az egyes f6 polypeptidek téglalap vagy kissé gorbiilt téglalap

alakdnak latszanak és az osszekapesolodas kovetkeztében kivehets, hogy a
hexon alakja megkozelitéleg haromszogi és a haromszog csucsai két-két poly-
peptid talalkozasi pontjanal lehetnek, a haromszég oldalait pedig a polypepti-

8. dbra Az interhexonilis 6sszekotd elemek a hexont alkoté hdarom f6 polypeptid végeitdl
futnak a szomszédos hexonokhoz (a jobb oldali képen megjelolve).
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9. dbra A két szomszédos hexon ,,csiics és oldal” (corner to edge) orientdciéban taldlkozik egy-
massal (jobb oldali képen megjeldlve). A polypeptidek hosszanti oldalai jelentik a hiaromszog
alakl hexonok oldaldt és a két polypeptid taldlkozdsi pontjai a hexonok csticsat

dek hosszanti oldalai jelentik. A két szomszédos hexonban a polypeptidek
orientaciéja olyan, hogy mindig egy csics és egy oldal taldlkozik egymassal

(9. abra).

Megbeszélés

Az ismertetett eredményekbél és abbél a ténybél kiindulva, hogy a
hexonok hiaromszoros szimmetriatengellyel rendelkeznek (Crowther és Franklin
1972, Pereira és Wrigley 1974, Nermut 1975), tentativ diagrammot készitet-
tiink a tomor kétdimenziés hexon kristalylemez molekularis elrendezddésérdl,

'mely a 10. abran lathaté. A diagramm ,,a’" része a hexonokat felépité harom
polypeptid kolesonés elhelyezkedését abrazolja az egyes hexonokon belil és a
hexonok kélesonds orientécigjat a kétdimenziés kristalylemezben. Ebben a szer-
kezetben minden egyes hexon orientaciéja azonos és equivalens koérnyezetben
van a hexagonalis elrendez6désnek és a haromszoros szimmetriatengelynek
megfelelden. A hexon polypeptidek oldalahoz — ez egyben a hiaromszog alaki
hexon oldalat is jelképezi — mindig a szomszédos hexon két polypeptidjének
vége keriil kozelebb. Ez megfelel a ,,corner to edge” kozelitésnek, ahogyan azt
a virus kapszidban a nonamerek kozt kimutattak (Nermut 1975, Boulanger és
mtsai 1979, Crowther és Franklin 1972, Harasawa és mtsai 1978). A kétdimen-
zi6s kristalylemezben vgy latszik, hogy ez a rendszer altalanos. Természetesen
eléfordulhatnak szabélytalansagok az egyes hexonok orientaciéjaban azaltal,
hogy néhany fokkal elfordulnak a tébbihez viszonyitva. Ez a rotéacié azonban
a haromszoros szimmetria miatt maximalisan csak 60 fok lehet. Ekkor azon-
ban a hexonok kézotti kotések jellege is sziikségszertien megvaltozik. A dia-
gramm ,,b”" részén az interhexonalis 6sszekstd elemek elhelyezkedését is fel-
tiintettiik. Eszerint, tetszés szerint kivalasztott centralis hexon barmely poly-
peptidjéhez hiizédik parhuzamosan egy-egy hid a szomszédos hexon két koze-
lebbi polypeptidjének egyik végérél a haromszoros szimmetria szerint. Ilyen
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10. dbra A hexont alkoté polypeptidek kolesonos orientdciéjat tovabbd az inter —, és intra-
hexonalis 6sszekots elemek molekuldris elrendezédését mutatd tentativ diagram (ldsd szoveg).

médon minden hexont két-két, megkozelitéleg parhuzamos — szabélyos eset-
ben 6sszesen 12 — osszekots elem kapesol a hat legkozelebbi szomszédjahoz.

Minden kettds parhuzamos 6sszekdts elem a szomszédos két parhuzamos dssze-
kots elemmel azonban mintegy 60 fokos szoget zar be. Igy jon létre az olyan
alakzat, amikor a harom legkézelebbi hexon kozotti teriiletet az interhexonalis
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kétések négy részre osztjik, melyek koziil a centralisan elhelyezkedd rés meg-
kozelitleg haromszog alaki (3. dbra). Elméletileg az tételezhetd fel a harom-
szoros szimmetria alapjan, hogy egy centralis hexonnak haromszor két gssze-
kotd elem a ,,sajatja”. Ezek haladnak tole a hat legkozelebbi szomszédja koziil
haromhoz, a méasik haromtél viszont a centralis hexon felé haladnak a szom-
szédos hexonok sajat 6sszekots elemei. Minden egyes hexon polypeptidhez négy
interhexonalis 6sszekotd elem csatlakozik, amelyek koziil ketts lehet csak a
sajatja, vagy a két szélsg, amelyek egymassal megkozelitdleg 120 fokos szoget
zarnak be, vagy a két belss, amelyek parhuzamosan futnak egymaéssal. Fel
lehet tételezni azt is, hogy minden hexon polypeptidnek négy sajat kotsdési
helye vagy nyidlvanya van, amelyek egymassal kétddve hozzak létre az inter-
hexonalis 6sszekotd elemeket, vagy azok igy jonnek létre, hogy két szomszédos
hexon egy-egy megfeleld kotddési helye kozé egy kis molekulasilyd kiilon
polypeptid épiil be. A diagramm ,,c”’ részén az intrahexonalis 6sszekotd ele-
meket is feltiintettitk a hexon polypeptidek kozé rajzolt dupla vonalkik for-
majaban, ami a valésaghan egyarant jelenthet egyszali vagy kétszali 6ssze-
kottetést is. Az elektronmikroszképos képek analizisekor altalaban egyszald
intrahexonalis 8sszekottetéseket lattunk, azonban kétségtelen, hogy az intra-
hexonalis kotések ergsebbek, mint az interhexonalisak. Ezért feltételezhetd itt
is a duplaszald kotés, mivel nem zarhaté ki, hogy ezek nem az elektronmikrosz-
kopos képek illetve a rajz sikjaban, hanem mélységében helyezkednek el egy-
mas mellett a polypeptidek kozott. Tekintettel arra, hogy az 6sszekotd elemek
egyiitt maradtak a hexonokkal a fert§zott sejtekbdl valé kivonas és a hossza-
dalmas tisztitasi és koncentralasi eljarasok folyaman, feltételezhetd, hogy vagy
integrans részei a hexon polypeptideknek, vagy azokkal parhuzamosan folyik
a sejtekben a szintézisiik és veliik erds kotéssel kapesolédnak.

Osszefoglalds

A tomdr kétdimenziés, hexagonalis elrendezdésii adenovirus hexon
kristalylemezben nagyfeloldasi elektronmikroszképos vizsgalattal finom inter-
hexonalis 6sszekits elemeket mutattunk ki. A hexonokat felépitd harom poly-
peptid kozott pedig intrahexonalis 6sszekotd elemeket talaltunk. Az inter-
hexonalis 6sszekots elemek hossza 27,3 A, szélessége 12 A volt. Az intra-
hexonalis 6sszekottetések hossza 10,5 A, szélessége pedig 7,5 A volt. Ki-
mutattuk, hogy a hexonok kiolcsonds orientaciéja a kétdimenziés kristaly-
lemezben megfelel a ,,corner to edge’ kapcsolédasnak és az egy hexont alkoté
harom polypeptid mindegyike megfelel a haromszidg alaki hexon egy-egy ol-
dalanak, két-két polypeptid taldlkozasi pontja pedig a hexon egy-egy csticsa-
nak. Elektronmikroszképos felvételek elemzése alapjan a hexon polypeptidek
és az interhexonalis 63szekotd elemek molekularis elrendez8désérsl tentativ
diagrammot készitettiink. Eszerint egy hexon mindharom polypeptidjének
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142 ADAM—NASZ

mindkét végéhez hizédik parhuzamosan egy-egy dsszekots elem a szomszédos
hexon két legkozelebbi polypeptidjének egyik-egyik végérgl a haromszoros
szimmetria szerint. Igy minden hexont hatszor két parhuzamos osszekots
elem kapcsol a hat szomszédjahoz. Két-két parhuzamos 6sszekotd elem pedig
megkozelitGleg 60 fokos széget zar be egymassal.
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