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A human adenovirusok interferont indukalé képességének vizsgalata
soran kimutattuk, hogy a vizsgalt tipusok mindegyike képes csirkesejtekben
interferont indukalni (Béladi és Pusztai 1967), az interferonképz§dés mértéke
azonban a kiilonb6z4 tipusok esetében nem volt azonos. Legjobb induktornak a
12-es és 8-as tipus bizonyult (Pusztai és mtsai 1969). Az interferon kisérletek-
hez hasznalt egyik 12-es tipusi virustérzsben elektronmikroszképpal kisméreti
viruspartikuldkat tudtunk kimutatni, s a térzs intenziv hemagglutinaciés akti-
vitast mutatott human és tengerimalac vorosvértestekkel. Kézleményiinkben
beszamolunk azokrdl a kisérletekrél, melyeket a kis viruspartikulak izolalasara
és kozelebbi jellemzésére, valamint abbél a célbél végeztiink, hogy azok szere-
pét az interferon indukciéban bizonyitsuk vagy kizarjuk.

Anyagok és midszerek

Sejttenyészetek és virustérzsek. Az adenovirus torzsek és a , kis partikulak™
tenyésztésére és cytopathogen hatasianak vizsgalatara monolayer HEp-2 sej-
teket hasznaltunk. A tapfolyadék 59, borjisavét és 0,259, lactalbumin hydro-
lysatumot tartalmazé Gey-oldat volt, melyet 252 pg/ml argininnel egészitet-
tiink ki. Az interferon vizsgalatdhoz primer csirkeembrié fibroblast és AV, sej-
teket hasznaltunk. A human leukocyta szuszpenziét Cantell (1974) médszere
szerint készitettiik.

A 12-es tipusi adenovirus térzsek koziil a 12K jelzési (Ad12K) Dr. K.
Kéhlertgl (Max Planck Institut, Tiibingen), a 12P jelzést H. G. Pereiratél
(National Institute for Medical Research, London), a 12 Huie térzs a Karolinska
Institutbél (Stockholm) szarmazott. E torzsek koziil egyediill a 12K jelzési
tartalmazott ,kis partikulat”. A 18-as tipusi adenovirus térzset R. Wigandtél
(Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie, Homburg, Saar) kaptuk. Az inter-
feron értékméréshez challenge-ként Sindbis és vesicular stomatitis virust hasz-
naltunk.
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A 12K jeld adenovirus térzs tenyészetét 60 percen at 60 °C-on kezelve
és 12P adenovirus ellen termelt nyil immunsavéval neatralizalva az adenovi-
rust inaktivaltuk, mig a tenyészetben jelenlevd ,kis partikulak™ biolgiai akti-
vitdsa épen maradt. Az igy nyert virustorzset PVSz jelsléssel haszmaltuk a
tovabbiakban.

Embriondlt tojas oltasa. A PVSz térzs 1075 TCID;, /0,1 ml infektivitasi
tenyészetébdl 11 napos elGkeltetett tyiktojas allantois iiregébe 0,1 ml-t, am-

50

nioniiregébe pedig 0,05 ml-t oltottunk. Haromnapos inkubalas utan az allan-
tois, ill. amnion folyadékbd6l mintat vettiink és vizsgaltuk a hemagglutinaciés
aktivitast.

Immunsavék. A 12-es tipusti adenovirustérzsek, ill. a szeparalt és tisz-
titott adenovirus antigének ellen nyulakban termeltiink immunsavét a méar
ismertetett médon (Lengyel és Nasz 1970).

Hemagglutindcio (HA) és hemagglutindcio gatlasi (HAG) proba. A vizs-
galatokat Takatsy-féle mikrotitratorban, esetenként WHO lemezekben végez-
tiitk 4 °C-on, 0,75—19,-0s vordsvértest (vvt) szuszpenziéval. A HAG prébahoz
a savéohigitasokat 8 HA egységnyi (HAE) virussal éjszakan at 4 °C-on inkubal-
tuk, majd hozzaadtuk a vvt-szuszpenziét és ijabb 4 °C-on valé inkubalas utan
olvastuk le az eredményt.

Interferon vizsgalatok. Az interferon indukcié 48 6ras primer csirkeembrié
fibroblaszt kultdrdkon tértént a mar leirt médszer szerint (Béladi és Pusztai
1967). A keletkezett interferon mennyiségi meghatarozasa Sindbis virus chal-
lenge-dzsel, plakk-redukciés médszerrel tortént (Pusztai és mtsai 1969). A
PVSz virussal human leukocyta szuszpenziéban is végeztiink interferon induk-
ci6s vizsgalatot Cantell (1974) médszere szerint. A keletkezett interferon meny-
nyiségi meghatarozasa AV, sejteken tértént VSV challenge virussal, Limbro
lemezekben.

Cytologiai vizsgdlatok. A cytopathias hatas vizsgalata 0,2 TCID/sejt
PVSz virus dozissal HEp-2 sejteken tértént. A virussal oltott allatok szerveibdl
formalinos fixalassal, paraffinos bedgyazassal és haematoxylin-eozinos festéssel
készitettiink szovettani metszeteket.

Allatoltdsok. 22 db djsziilstt és 13 db 3 hénapos horesogot oltottunk sub-
cutan, intracerebralisan, ill. intrapulmonalisan, 23 db ujsziilott CFLP egeret
subcutan és intrapulmonalisan, 15 db 2 hénapos CFLP egeret subcutan és
intraperitonealisan, tovabba 6 db tengerimalacot subcutan és intraperitoneali-
san PVSz virussal. A virusdézis intrapulmonalis és intracerebralis oltas esetén
5.10%5, a tobbi oltas esetén 107 TCID,, volt.

Ultracentrifugalas. A virussal fertgzott sejtkultirakbél a sejteket ala-
csony fordulatszami centrifugalassal elvalasztottuk, majd 6tszori fagyasztas-
olvasztas utan a sejttérmeléket eltavolitva a feliilisz6t arctonnal kezeltiik. A
vizes fazist 1,5 g/em? denzitasi CsCl parnan 90 percen at 100 000x g-vel centri-
fugéltuk Janetzky VAC 60 ultracentrifugdban. A virustartalmi frakciokat
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Osszegytjtottiik és vagy kristalyos CsCl-dal 1,38 g/em?® denzitasra beallitva 48
6ran at, vagy preformalt CsCl gradiensre rétegezve 24—36 6ran at 120 000x g-
vel centrifugaltuk MSE Superspeed 50 ultracentrifugiban. Egyes esetekben
Matsunaga és mtsai (1977) eljarasat alkalmaztuk. A frakciékat a csovek alja-
nak kiszirasaval nyertiik, és éjszakan at 0,01M pH 8,1 Tris-pufferrel szemben
dializaltuk.

Anioncserés kromatogrdfia. DEAE Sephadex A-25 (Pharmacia) oszlopot
hasznaltunk 0,04 M pH 8 Tris-pufferes kozeghen, lépcsézetes eliciét alkal-
mazva a mar leirt médszer szerint (Lengyel és Nasz 1970). Az adenovirus anti-
gének jelenlétét a frakciokban 5-6s tipusii antihexon és 12 Huie viruspool elleni
immunsavékkal, géldiffiziés precipitaciéval, a parvovirus tartalmat HA-val
mutattuk ki. A frakcick extinkciés értékeit az UV tartomanyban Unicam
SP800 spektrofotométerben hataroztuk meg.

Gélszlirés. A kisérletekhez Sephadex G-200 és Sepharose 2B oszlopokat
hasznéltunk. Az eluens 0,5 M NaCl-ot és 0,029, Na-azidot tartalmazé pH
7,0 0,01 M foszfat-puffer volt. A frakciokat LKB Ultrorac frakciékollektorral
gydjtottiik és UV adszorpciéjukat Uvicord II. kizbeiktatasaval regisztraltuk.
Az oszlop kalibralasara Blue Dextran-t (Pharmacia), bovin serum albumint,
kristalyos RINase-t és fenolvorost hasznaltunk.

Elektronmikroszképos vizsgalatok. A vizsgalatokat a SZOTE Kézponti La-
boratériumaban JEOLCO 100B tipusi elektronmikroszképpal Dr. Molnar
Jozsef és Dr. Nagy Erzsébet végeste, amiért eziiton is kifejezziik koszonetiin-
ket. A tisztitott virus szuszpenziébél készitett preparatumokat 19;-0s uranila-
cetattal végzett negativ kontraszt festéssel, a virussal fertézott HEp-2 sejte-
ket beagyazas utan készitett ultravékony metszethen ozmiumtetroxidos festés
utan vizsgaltuk.

Eredmények

A huméan 12-es tipusi K jelzésii torzs siiridségi gradiens centrifugalasakor
az 1,32—1,34 g/em® denzitasi frakciGkban az adenovirionnal joval kisebb
méretii, kb. 27 nm atmérdjd, ikozahedralisnak latszé virusrészecskéket figyel-
tiink meg elektronmikroszképos vizsgalattal (1. abra). E viruspartikulak a
12 K torzzsel fertézott HEp-2 sejtek ultravékony metszetében is megfigyel-
hetéek voltak. A 2. abran egy ilyen sejt magjanak egy részletét mutatjuk be,
melyben az adenovirusok mellett a kis virusrészecskék egy csoportja lathaté.

A 12 K virustorzs tenyészete igen kifejezett hemagglutinaciés aktivitast
mutatott -4 °C-on emberi és tengerimalac vvt-ekkel és kevésbbé kifejezettet
sertés vvt-ekkel. Mas speciesek vvt-jeivel nem kaptunk hemagglutinaciét. Négy
ilyen kisérlet eredményeit foglalja ssze a 1. tablazat. A HA szobahémérsékle-
ten és 37 °C-on nem kovetkezett be és a 4 °C-on agglutinalt vvt-ekrél is eluals-
dott a hemagglutinin, ha magasabb h&mérsékletre keriiltek. Ujra 4 °C-ra
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1. dbra Ad12K virustorzs siirtiségi grdadiens centrifugdldssal nyert 1,34 g/em3 denzitdsa frakeié-
jénak elektronmikroszképos kepe negativ kontraszt festéssel. A nyl] az adenoviriont, a kettds
nyil a ..kis partikulat” jelzi

2. abra Ad12K torzzsel fertdzott HFp 2 sejt mag]anak elektronmikroszképos képe. Jelzések:
. 1. dbra

lehtitve a virussal kezelt vvt-eket, az agglutinacié Gjra bekdvetkezett. A virus-
torzs hemagglutinals képessége 60 percig tarté 60 °C-os hékezelés és 10 mg/ml
trypsin-kezelés utan is valtozatlanul megmaradt. A HA-t a 12 K térzs ellen
termelt nytlsavék 1 :2560, ill. 5120 titerben gatoltak, mig més 12-es tipusi
torzsek elleni nyil immunsavék 1 : 10 higitadsban sem adtak pozitiv HAG reak-
ciot.
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1. tablazat

Az Ad12K virus hemagglutindciés spektruma

Kisérlet szama
Vi‘}r'cisvértcst fﬂja — i R =i = Y e TR 5 e = e T SR
1, 2. 3s 4.

4°C=37°C 4.°C =387°C | 4°C=>37°C ' 49C =31°C
Humén 512 <4 1024 4 | 1024 <4 | 2048 <4
Tengerimalac 512 <4 1024 <4 | 1024 <4 | me
Sertés nt nt : nt ’ 256 <4
Csirke nt <20 <20 <20 <20 ; nt
Patkdny <20 <20 <20 <20 nt ‘ nt
Majom nt | nt ; <20 <20 | nt
Birka nt | <20 <20 <20 <20 nt

]

! hemagglutindcids titer reciproka
2 nt = nem tortént vizsgalat

Kisérletek a ,.kis partikulak™ elvalasztasdra.

Miutan a ,,kis partikulak™ tszéstrisége CsCl siiriiségi gradiens centrifuga-
las soran azonosnak bizonyult az adenoviruséval, igy ez a médszer nem volt
alkalmas az adenovirustél valé elvalasztasra.

Membransziirési kisérletekben 0,45, 0,22, 0,1 és 0,05 u pérusnagysagui
Millipore sziirGsorozatot alkalmazva, a legutébbival sikeriilt az adenovirustél
elvalasztani a ,.kis partikuldkat”, de csak igen nagy virusveszteséggel. [gy ezt
a médszert nem talaltuk alkalmasnak arra, hogy a tovabbi kisérletekhez ele-
gendd mennyiségii virust allitsunk eld.

Hemadszorpcio — eliicio médszerével el tudtuk valasztani a hemaggluti-
nalé ,.kis partikulakat’ az adenovirustél. A 12 K virus tenyészetét 2 éran at
human vvt-ekkel inkubaltuk 4 °C-on, majd a feliilisz6t centrifugilas utan
eltavolitottuk. A vvt-eket PBS oldatban resuspendalva és 37 °C-ra téve a
hemagglutinalé virusrészecskék elualédtak és centrifugalas utan a feliildszéhol
visszanyerhet8k voltak.

Az elicié mértékét a 37 °C-os inkubalas kiilonb6z6 idépontjaiban vizs-
galva (3. abra) azt talaltuk, hogy a hemagglutinin maximalis, 1009, -0s vissza-
nyerése csak a 15. perchen érhetd el, tovabba névelve az inkubaciés id6t az
eluatum HA titere csokken. Két 6ran at 37 °C-on inkubalt vvt-ek feliildszéja-
val HAG prébat végezve azt talaltuk, hogy a feliilisz6 1 : 64 —1 :128-as
titerben gatolta a 12 K térzs agglutinaciéjat, 8 HA egységnyi virust hasznalva
a kisérletben. A vvt feliilisz6jaban komplement-kotési reakciéval vvt-antigéne-
ket tudtunk kimutatni MN vvt-antigén elleni immunsavéval. A feliiliszét
nagy fordulatszamd centrifugalassal (10 000 g 30 percig) meg tudtuk szabadi-
tani a HA gatlé vvt-membrantéredékektdl.
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A, kis partikuldkkal™ reagalé vvt-receptorok tulajdonsagait vizsgalva
megallapitottuk, hogy azok érzékenyek trypsinnel és receptorbonté enzimmel
szemben. Human vvt 209,-0s suspensigjat 20—30 mg/ml tripszinnel vagy 400
E/ml Vibrio comma neuraminidaseval kezelve 37 °C-on 1 6ran at, a vvt-ek
agglutinabilitasa a 12 K torzzsel megsziint.

s 8
ex %
£+
DE

[9)]

g8
g4

S o
\:C
g3 50
L_E
52

MO
8%\%
486

>

30 60 90 120 150
inkubdcids idd (perc)

3. abra Az Ad12K virustorzs 4 °C-on humdn vvt-re adszorbedlt hemagglutininjének eluciéja a
vvt-rél 37 °C-on

Ezek alapjan a hemadszorpciés-eliciés médszert tripszinkezeléssel kom-
binaltuk, s ezzel jobb eredményt tudtunk elérni (2. tablazat). Az 1 6ras eliciés
id8 utén a feliiliszot egy tovabbi 6ran at 5 mg/ml tripszinnel kezelve az eredeti
virustitert kaptuk vissza.

2. tablazat

Az Ad12K hemagglutininjének tisztitdsa hemadszorpcio-eliicié és tripszin-kezelés kombindcigjaval

[ .
Tripszin Eredeti Adi2k |  Hemadszorpcié Eludtum (1h 37 °C
kezelés virusanyag i (2hfil:iﬁ'x)slzl(§am a vérésvertestrdl )
o e e T . B
0 ; 10241 1 <4 | 256
5 mg/ml 1* 1 2048 | 64 ‘ 2048

! a hemagglutindciés titer reciproka

A tripszinkezeléssel kombinalt hemadszorpcié-eluciéval el§allitott anyag-
ban immunolégiai médszerekkel nem tudtunk adenovirus antigént kimutatni.
Az eluatumot anioncserés kromatografiaval is megvizsgaltuk, és ésszehasonlitot-
tuk az eredeti 12 K viruspoollal. A 4. abran a frakciékkal végzett HA probak
eredményeit abrazoltuk. Az abra mutatja a géldiffiziés precipitacioval ki-
mutatott csoport- és tipusspecifikus adenovirus antigének helyét is a kroma-
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togramban. Az eluatum egyaltalan nem tartalmazott adenovirus antigéneket, a
hemagglutinalé ,,kis partikulak’ viszont azonos eldciés profilt mutatnak mind-
két anyagban. Ezek eliciéja kézvetleniil a 12-es adenovirus hexonja utan ko-
vetkezik, 0,2 M NaCl koncentraciénal. A HA titerek arra mutatnak, hogy két-
féle hemagglutinin van az anyagban, egy masodik, kisebb peak talalhaté
0,3 M NaCl koncentréaciénal, és ez részben egybeesik az adenovirus tipus-speci-
fikus antigénjének eliciés pozicigjaval.

A hemadszorpcié utan visszamaradt virusanyag kromatografias frakciéi-
ban a csoport- és tipusspecifikus adenovirus antigének viltozatlanul kimutat-
hatoék voltak, s a frakciok 280 nm-en mért extinkeiéi is csupan a 0,24—0,32 M
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4. dbra Ad12K virus (e—e) és a bel6le hemadszorpcié-elucioval nyert, tisztitott hemagglu-

tinin (O-——0) anioncserés kromatografidgja DEAE Sephadex A-25 oszlopon. Lépcsézetes elucié

emelkedd koncentracioju NaCl oldatokkal, tris pufferes (0,4 M, pH 8,0) kozegben. Az Ad12K

virus frakciéiban géldiffaziés precipitdciéval kimutatott adenovirus antigének jelzése: [Jjj =
hexon antigén, [T = fiber antigén

243

1/HA titer

! / 7 /
15 20 25 30 35 40
frakciok szama

5. d@bra Ad12K virus gélsziirése Sepharose 2B oszlopon, 0,5 M NaCl tartalma 0,01 M (pH 7,0)
foszfat puffer eluenssel. V| = iires térfogat, Vy = teljes térfogat. Jelek: 1. 4. abra
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6. dbra Ad12K virus és hemadszorpeié-eluciéval tisztitott hemagglutinin gélsziirése Sephadex

G-200 oszlopon, 0.5 M NaCl tartalma 0,01 M (pH 7.0) foszfat puffer eluenssel. BSA = bovin

serum albumin eluciés maximuma RNase = kristdlyos ribonukledz eluciés maximuma. Jelek:
1. 4. és 5. 4bra

NaCl koncentraciéju frakciokban csokkentek, a tobbi frakciéban gyakorlatilag
azonosak voltak a hemadszorpei6 el6tti anyag frakciéiban mért értékekkel. Az
adszorpcié utani anyag hemagglutinintartalmi frakeiéi viszont igen alacsony
HA-titereket mutattak.

Gélsziirési kisérleteinkben a Sepharose 2B oszlop nem latszott alkalmas-
nak a parvovirus elvalasztasara, mert a hemagglutinin és a solubilis adenovirus
antigének — elsGsorban a hexon — azonos eliciés profilt mutattak (5. dbra). A
HA titerek alapjan itt is feltételezhets volt két kiilonb6z6 hemagglutinin je-
lenléte, bar ezzel a médszerrel egymashoz igen kézeli maximumokat produ-
kaltak. Sephadex G-200 oszlopon mar sokkal jobban elvalt egymastél a két
hemagglutinin (6. abra), de az adenovirustél valé szeparalasra ez sem volt

alkalmas.

A PVSz virustorzs eloallitasa, tenyésziése és jellemzése

A 12 K térzset 60 percen at tarté 60 °C-os hiékezelésnek vetettiitk ala,
majd a ,,kis partikulakat” nem tartalmaz6 12 P adenovirus torzs ellen nyidlban
termelt immunsavéval kezeltiik. Az igy nyert virusanyaggal HEp-2 sejtte-
nyészeteket oltva cytopathids hatds jelent meg a virusdézistol fiiggien a 3 —24.
napon. A tenyészetek ebben az idépontban HA aktivitast is mutattak. Ez

Orvostudomdny 30—31, 19791980



HUMAN ADENOVIRUS TORZS 427

PR

I36% oo Ng Y Lugmn
v

S
PR L OIS
wgag%:é%go;z* :

)
I RS

H
A
Bojn
K

%

A
®.

xg,i, i

7%
3
2,

Jo TNl 7%
CrI
K
<

(Y
09
I

0

A

8. dbra PVSz virussal fertézott HEp-2 sejttenyészet mikroszképos képe 4 nappal a fert$zés
utdn. Nativ felvétel, 200-szoros nagyitds

utobbi allandé kisérdje volt a sejtkarosité hatasnak olyannyira, hogy nem
kifejezett vagy kérdéses cytopathias elvaltozas esetén HA prébaval el tudtuk
donteni, hogy az adott kultiraban szaporodott-e a PVSz virus.

A hé- és immunsavé kezeléssel izolalt virussal oltott HEp-2 kultirakban
a virushatas el8szor a sejtek megnyiilasaban és vakuolizacigjaban nyilvanult
meg. KésGbb a sejtréteg felszakadozott (7., 8. abra), megritkult, végiil pedig az
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Infektivitas (TCID /01ml/)

—_
N

T 1 5
napok szama

o
~
@

9. dbra A PVSz virus szaporodisa HEp-2 sejtekben. Inokulum: 0,1 TCID ;o/sejt. A titerek mind
az extra-, mind az intracelluldris infektivitdst magukban fogialjak

osszes sejtlevalt a tenyésztSedény falarél. A virus szaporoddsi gorbéjét e sejt-
kultiraban meghataroztuk: 0,1 TCID;,/ sejt virusdézissal fertzve a csoveket
meghataroztuk a kiilonb6z3 idépontokhoz tartozé infektiv dézisokat (9. ab-
ra). Az abran feltiintetett értékek mind az intra-, mind az extracellularis
virusmennyiséget magukban foglaljak.

Az adenovirusok esetleges helper hatdsanak vizsgalatara azonos mennyi-
ségl (0,1 TCID; /sejt) PVSz virussal és egyidejiileg 12 P, illetve 18-as tipusi
adenovirussal fertztink HEp-2 cs6kultirakat. Hét napos inkubacié utan
meghataroztuk a PVSz torzs infektiv titerét. Mint a 3. tablazat mutatja, mind-
két virus tipus helperként viselkedett. Mar igen kis adenovirus mennyiség

3. tablazat

Adenovirusok hatdsa a PVSz virustérzs szaporoddsdra

Virus inokulum (TCID g, /sejt)
e o,

PVSz infektiv titere

5 V.'\d virus az inkubaci6 7. ja
A 2 * eI o el
5 ‘ tipus | dézis
‘ )
0l | 1047
o1 | 12P 0.5 % 10-25 1075
0.1 12P 0.5 x 10-5,5 1085
0.1 12P 0.5 % 10— 1055
0.1 18 0,5%x10-3 | 1057
01 | 18 0.5%10-4 | 105
01 | 18 | 05x10-5 | 1045
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(1 TCID;,/2 x10° sejt) is fokozta a PVSz titerét. A PVSz titere a helper virus
mennyiségének emelésével nétt, 10%5 TCID; /2 xX10° sejt Ad 12 kozel ezersze-
resére fokozta a parvovirus titerét a kontroll PVSz tenyészethez képest. Kiilon-
b62z8 mas sejttenyészetekben adenovirus helper jelenlétében sem szaporodott a
parvovirus (Hoggan, személyes kozlés). Hasonléképpen negativ eredménnyel
zarultak az embrionalt tyiktojasban valé tenyésztésre végzett kisérletek.

A PVSz izopiknikus CsCl gradiensen valé centrifugdldsakor az infektiv
virionokat tartalmazé 1,40 és 1,34 g/em® denzitasi hemagglutinin peakeken
kiviil egy harmadik, alacsonyabb, 1,26 g/cm?® kériili denzitasi hemagglutinin
peaket is talaltunk (10. abra). Az alacsony denzitasu frakcidkat dsszegytjtve
tdjabb 48 o6ras ultracentrifugalast végezve a hemagglutinin denzitasa 1,25
g/cm?® volt (11. abra).

A PVSz torzs elleni antitestek elfordulasanak vizsgalatara HAG prébat
végeztiink 18 egészséges emberbsl szarmazé vérsavoval, 8 HAE virust és
huméan 0 Rh+ vvt-et hasznalva a reakciohoz. A savék egyike sem gatolta a
PVSz torzs hemagglutinaciéjat. Tizenharom patkany és 20 db sertés kaolinnal
kezelt (Moore, 1962) vérsavéjaval kapott HAG titereket mutat a 4. tablazat.
A patkanysavok valtakozé mértéki, a sertéssavok csak elhanyagolhaté meny-
nyiségili antitestet tartalmaztak.

Allatkisérleteink soran ujsziilott és kéthonapos egereket, ujsziilott, és
haromhénapos horeségoket, valamint tengerimalacokat oltottunk PVSz virus-
sal. Az allatok egy csoportjanak szerveibél (maj, 1ép, tiidé, vese, agy) az oltast
kévets 10. 20. és 40. napon részben szévettani metszeteket, részben pedig
homogenizatumot készitettiink s az utébbiakat HEp-2 kultdrakra vittik. A
sejttenyészeteken 30 napi inkubaci6 utan sem észleltiink cytopathias hatast és
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11. @gbra A PVSz virus alacsony denzitdsti hemagglutininjének recentrifugdlisa Matsunaga és
mtsai (1977) médszere szerint. Jelek: 1. 10. dbra

4. tablazat

PVSz virus elleni hemagglutindcié-gatlé ellenanyagok eléfordulisa egészséges allatokban

Vizsgalt savék szama
HAG titer e el S
patkiny | sertés

1:10 240 1 l

1:5120 2 1

1:1280 2 ;

1:640 2 |

1:320 1 |

1:160 1 ?

1:80 2

1:40 — 4

1:20 2 e
=1 120 == 16

a tapfolyadékkal végzett HA préba is negativ eredményt adott. A szervek
szdvettani vizsgalata kisfokd lymphocyta beszlir6déstdl eltekintve nem muta-
tott korszovettani elvaltozast.

Az oltott allatok masik csoportjat 7 hénapon at figyeltiik meg, ezalatt
semmilyen kéros elvaltozast nem talaltunk. Ezutan az allatokbél vért vettiink,
majd ledltiik és felboncoltuk 8ket. Kérbonetani elvaltozast egyikben sem talal-
tunk. A levett szérumokkal kaolinos kezelés utan HAG prébat végestiink, en-
nek eredményeit mutatja az 5. tablazat. Az allatok kéziil a tengerimalacok és
a horesogok esetében kaptunk jelentGsebb HAG titert, egereknél csak a 2 hona-
pos korban intraperitoneélisan oltott allatok mutattak, jéval kisebb mértéki.
ellenanyagképzést.
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5. tablazat

431

PVSz virussal oltott dllatok vérsavéinak HAG ellenanyag titerei az oltdas utan 7 hénappal

Egér i Horesog Tengerimalac
SN Toea Ohfaaidl® | e [ HAG 1 allatok ’ HAG dllatok | HAG
szama titer szama | titer szama titer
. e ey S e — e =lae Bena
o 9 <20 1 | 160
et 4 20 2 320
1 napos i. pulm. 1 160
| i. p. 6 <20 1 320
‘ 4 20
| B, 2 <20 1 320 ’ 1 160
2 honapos l e — i )
va [ i. p. 1 40 1 320
idésebb i 1 80 |
| i. cer. 1 <20
1roviditések: s.c. = subeutan, i. pulm. = intrapulmonalis, i. p. = intraperitonealis, i.

cer. = intracerebralis
2 reciprok érték

Interferont indukalo képesség

A PVSz interferont indukalé képességét primer csirkeembrié fibroblast
sejtekben tobbiranyd vizsgalattal tisztaztuk.
Hemadszorpcié-eluciéval (HE) tisztitott, hokezelt (HK) 12 K adenovirus
torzzsel és PVSz virussal végzett kisérletek eredményeit mutatja a 6. tablazat.

6. tablazat

Interferon-indukciés kisérletek az Ad12K virustérzzsel csirkeembrié fibroblaszt sejtekben

Iiiﬁ:t Indukcidhoz hasznalt virusanyag
Ad12K hemadszorpeié utdni eluditum (HE)
L. Ad12P
Ad12P + HE Ad12K
Ad12K hékezelt 56 °C-on 40’ (HK)
2. Ad12P
Ad12P + HK Adl12K
PVSz
3. Ad12P

AdI2P + PVSz

|
|

L reciprok érték

Interferon
titer
4 1
4096
4096

<4
2048
2048

<2
2048
2048
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Az eluatum onmagaban csak minimalis interferon indukeciét mutatott és a
12 P térzs interferon indukciéjat sem befolyasolta szamottevéen.

Az 56 °C-on 40 percen at hikezelt (HK) 12 K adenovirus térzs 6nmagaban
nem indukalt mérhet§ mennyiségi interferont, és nem befolyasolta a 12 P
torzs interferon indukcigjat, és ugyanezt az eredményt adta a PVSz térzs is.
Hasonléképpen negativ eredményt kaptunk human leukocytakkal végzett
interferon indukeciés kisérleteinkben a PVSz virustorzzsel.

Megbeszélés

Az adenovirusok interferont indukalé képességének vizsgalata soran
egyik legjobb induktornak bizonyult 12-es tipusu térzsben kis méreti ikozahed-
ralis viruspartikuldkat mutattunk ki (1. a4bra). Hasonlé morfolégiat a picorna
és a parvovirus csalad virusspeciesei mutatnak. A PVSz virustérzs morfolégai,
biolégiai, fizikai, kémiai tulajdonsagai egyértelmiien arra mutatnak, hogy a
virus a Parvoviridae csalad Parvovirus genusaba tartozik (Bachmann és
mtsai 1979, Nasz és Lengyel 1979).

Miutan a virustérzset adenovirus mellett taldltuk és huméan vvt-ekkel
kifejezett HA-t kaptunk, elsd feltételezésiink az volt, hogy az adeno-associated
virus (AAV) human 4. vagy bovin (Ito és Mayor 1968, Luchsinger és mtsai 1970)
tipusarol lehet sz6. Minthogy a késébbiekben a torzset sikeriilt az adenovirus-
t6l szeparaltan, dnmagéaban is szaporitani, ez a feltevés megdglt. A torzset
12-es tipusi human adenovirus térzshél izolaltuk, az adenovirust pedig perma-
nens humén sejtkultirakban (HEp-2, HeLa) tartottuk fenn. Human sejttenyé-
szetekbdl gyakran mutatnak ki parvovirus kontaminaciét (Siegl és mtsai
1971, Hallauer és mtsai 1972). A PVSz torzs hemagglutinaciés tulajdonsagai
bizonyos mértékben eltérnek mas parvovirusokéitol (Hallauer és mtsai 1972,
Tinsley és Longworth 1973, Siegl 1976), de ugyanazon vvt-receptorokhoz kap-
csolédnak, mint azok (Hallauer és mtsai 1972).

A virustorzs a vizsgalt sejtkultirak koziil csak a HEp-2 sejtvonalban
szaporodott. Szaporodasi gorbéje (9. abra) nem tér el mas parvovirusok szapo-
rodasi gorbéjétdl (Salzman és mtsai 1972, Rhode 1973). A PVSz torzs mas
virus jelenléte nélkiil, 5nmagaban képes volt szaporodni a HEp-2 kultdrakban,
igy a defektiv AAV csoportba valé tartozasa kizarhaté volt. Ugyanakkor a
12-es és 18-as tipusi adenovirussal egyiitt tenyésztve a torzset (3. tablazat)
magasabb virushozamot kaptunk. Az adenovirusok ,,helper’ hatasat mas, nem
defektiv parvovirus torzsekkel kapcsolatban is ismerik (Ledinko és Toolan
1968).

A HA tulajdonsagok alapjan (1. tablazat) az altalunk talalt virustérzs
egyik ismert ‘parvovirus speciessel sem azonosithaté (Siegl 1976). Miutan a
patkdny vvt-eket nem agglutinalja, igy a ,hamster osteolytic” csoportha
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(Kilham rat, H-1, H-3, RTV, HB, X, virus) nem tartozik (Toolan 1967, Hal-
lauer és mtsai 1972), és nem lehet az MVM, PPV, KBSH, TVX virusok egyikével
sem azonos (Bachmann 1971). A virustérzs agglutinaciéja tengerimalac vvt-ek-
kel arra utal, hogy a canin és felin parvovirusoktél is kiilonbozik. A HT és
HER;, parvovirusok viszont a huméan vvt-eket nem agglutinaljak, igy azok
sem johetnek széba. A Kirk és a HS-3 virus agglutindlja ugyan a human és
tengerimalac vvt-eket, de ez a reakcié nemcsak 4 °C-on, hanem 37 °C-on is
végbemegy (Berquist és mtsai 1972, Mircovic és mtsai 1971), igy ezekkel sem
talaltunk teljes analégiat.

A parvovirus torzset 12-es tipusi adenovirus tenyészetében talaltuk. E
tipus a Rosen (1960) szerint 3. hemagglutinaciés alcsoportba tartozik és a
patkany vvt-ek részleges agglutinaciéjat okozza. Kismértékben ezen kiviil
a human vvt-eket is agglutinalhatja (Norrby és Ankerst 1969), ez azonban ma-
gasabb hémérsékleten is véghemegy, és igen labilis a hemagglutinin 4 °C-on,
gy nem latszott valészintinek, hogy a 12 K térzs nagyfokd HA aktivitasa ade-
novirus komponenshez kitott. Erre utaltak a kiilonb6z§ 12-es tipusi adenovi-
rus torzsek elleni immunsavékkal kapott HAG eredmények is. A kérdés végle-
ges tisztazasa a kromatografias kisérletekkel sikerilt.

Az anioncserés kromatografiaban (4. dbra) az adenovirus antigének eli-
ciés sorrendje megegyezik az irodalmi adatokkal (Norrby és Ankerst 1969). A
parvovirus hemagglutinin stabil eliciés tulajdonsagokat mutatott, és a HA
eredmények arra utalnak, hogy ez nem egységes, hanem kétféle populaciohél
tevédik ossze. Erre utalnak gélsziiréssel kapott eredményeink is (5. és 6. abra).
Feltételezhetd, hogy nemcsak a viruspartikuldk, hanem annak kisebb részei,
esetleg a fehérjeburkat alkoté alegységek is rendelkeznek HA képességgel.
Hasonlé heterogenitast més parvovirus térzsekkel is kimutattak (Neurath és
mtsai 1969).

A hemadszorpciés-eliciés médszer a kromatografiaval kombinaltan alkal-
masnak latszott a parvovirusok adenovirustél valé szeparalasara. Miutan azon-
ban sikeriilt a parvovirust 6nmagaban is tenyészteni, a késébbiekben ezt a
PVSz térzset hasznaltuk kisérleteinkhez.

Stirtiségi gradiens centrifugalassal az infektiv PVSz virionok 1,4 és 1,34
g/em?® koriili denzitdsiiaknak bizonyultak. A virionok hemagglutinaciés aktivi-
tassal is rendelkeztek, ami a kénnyebb partikulaknal kifejezettebb volt, mint a
nehezeknél. Kimutattunk egy harmadik, alacsony denzitasi hemagglutinint is
(10. és 11. abra) 1,25 g/cm? kériil, mely feltehetSen szolubilis komponensnek
felel meg. Ez egybevag a gélfiltraciéval kapott eredményekkel. Utébbiban az
egyik hemagglutinin az iires térfogatban jelent meg (6. abra), igy a virionok-
nak felelhet meg. A masik hemagglutinin eliciéja csak a teljes térfogatot meg-
el6z6 frakciokban kévetkezett be. Ennek magyarazata tobbféle lehet.

A kiilonbbz6 parvovirusok struktdrfehérjeinek (VP-1, VP-2, VP-3)
molekulasilya 57 000 és 85 000 d kozétt talalhaté (Bachmann és mtsai 1979,
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Pritchard és mtsai, 1978), ezeknek tehat a hemagglutinin nem felelhet meg. A
Parvoviridae csalad egyes virusairél kimutattak, hogy polipeptidjeik prekurzor
proteinekbdl alakulnak ki (Johnson és mtsai 1977), egyes esetekben a V-0-
nak nevezett, 120 000 molekulasilyd prekurzor fehérjébél, maskor a virusfe-
hérjék valamelyike a prekurzora a tébbi struktirproteinnek (Tattersall és
mtsai 1976, Lubeck és mtsai 1979). E prekurzorok lebomlasakor elképzelhetd
kis molekulasilyi fehérjék képzédése is. Kisebb molekulasiilyd virusspecifikus
polipeptideket kimutattak AAV esetében (Buller és Rose 1978), ezek azonban
nem strukturilis fehérjék, sigy a kiilonboz6 tisztitasi eljarasok utan nem valé-
szinii jelenlétiik a PVSz prepardatumokban. Mivel a struktirfehérjék kialaku-
lasaban is feltételezik egy tripszinszeri enzim szerepét (Lubeck és mtsai, 1979),
az sem zarhaté ki, hogy a tisztitasi eljarasok kozott szerepls tripszinkezelés
hozza létre a kis molekulasilyd fehérjetermékeket, melyek tartalmazzak a
hemagglutinaciéban résztvevd aktiv csoportokat. Végiil még annak a lehetd-
sége is fennall, hogy a magyarazat a PVSz torzs nagyfoki adheziés készségében
rejlik, amit a vvt membrantéredékekkel kapcsolatban kimutattunk és a he-
magglutinin eldicigjanak elnydlasa a Sephadex részecskékhez valé intenziv
kotGdés, nem pedig az alacsony molekulasily kévetkezménye. Egybevetve az
ultracentrifugalas, az anioncserés kromatografia és a gélfiltracié eredményeit,
mindenesetre arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a PVSz torzs hemaggluti-
nacigjadban mind a virion, mind pedig valamely szolubilis faktor is részt vesz.

A parvovirus térzs el6keltetett tojasban és kiilonb6z8 laboratériumi élla-
tokban nem szaporodott, allatpathogenitiassal nem rendelkezett, a beoltott
allatokban azonban nagyobbrészt HAG ellenanyagok képzddtek ellene (5. tab-
lazat). Egészséges patkanyokban PV Sz elleni HAG ellenanyagok fordulnak el
(4. tablazat), emberekben nem talaltunk ilyen antitesteket.

Minthogy célunk elsésorban a parvovirus térzs interferon indukcigjaban
jatszott esetleges szerepének vizsgalata volt, legfontosabbnak e kérdés tiszta-
zasat tartottuk. Mint eredményeinkbél kitinik (6. tablazat) a 12 K torzs
interferon indukciéjdban a parvovirus szerepe kizarhaté volt, és az izolalt,
adenovirus mentes parvovirus énmagaban nem indukalt interferont csirke-
embryo fibroblast és human leukocyta kultirakban, s nem fokozta az adenovi-
rus altal indukalt interferon mennyiségét sem.

Eredményeinket egybevetve a szerolégiai vizsgalatokban kapottakkal
(Hoggan, személyes kozlés) az altalunk huméan 12-es tipusi adenovirus torzs
tenyészetébdl izolalt PV Sz virustorzset a Kirk és a HS-3 parvovirus torzsekhez
kozelall6, nem defektiv parvovirusnak tartjuk.
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Osszefoglalds

Egyik 12-es tipusi human adenovirus torzsiinkben elektronmikroszképos
vizsgalattal kisméreti, ikozahedralis viruspartikulakat taldltunk. E virusok
intenziv hemagglutinaciés aktivitassal rendelkeztek, a fert8zott sejtek magja-
ban szaporodtak, iszéstirtiségiik 1,4 és 1,34 g/cm? volt. Megfeleld médszerekkel
sikeriilt a virust az adenovirustél elvilasztani és tisztan el8allitani. Meghata-
roztuk a torzs kiilonb6z6 fizikai, kémiai és biolégiai tulajdonsagait, s ezek alap-
jan megallapitottuk, hogy az a Parvoviridae csaladba tartozé, nem defektiv
virus, mely szerolégiai rokonsagban all a ragesalék két, a Parvovirus genusba
tartozé, virustorzsével.
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