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Közlésre é rkeze t t : 1976. I X . 29. 

Az adenoví rusok tu l a jdonsága inak v izsgála ta során Perei ra és mtsa i í r t á k 
le először (Klemperer és Pereira 1959, Pere i ra és mtsai 1959; Pereira M. S. és 
mtsai 1959), hogy a v í rus tenyésze tében h á r o m különböző antigén t a l á l h a t ó , 
melyeket А, В és С jelöléssel l á t t a k el. A t o v á b b i a k b a n t i sz táz ták ezen an t igé -
nek b izonyos jellegzetes tu l a jdonsága i t , a b e n n ü k t a lá lha tó an t igén-de te rminán-
sokat , később pedig morfo lógiá juka t is (Valent ine és Pere i ra 1965). A h á r o m 
komponens elnevezése — a velük foglalkozó v í r u s k u t a t ó k j avas la t á ra — 1966 
óta l iexon, pen ton és f iber (Ginsberg és mt sa i 1966). 

A pen ton elnevezésű ant igén k o m p o n e n s az ikozahedral is s z immet r i á jú 
virion csúcsain helyezkedik el. Morfológiailag há rom részből áll. Bázisát a v i r ion 
csúcsát a lkotó -— megközelí tőleg gömb a lakú — ver tex kapszomer képvisel i , 
melyhez egy hosszúkás, fonal- , vagy pálc ika a l akú n y ú l v á n y kapcsolódik, végén 
egy k i sebb gömbbel . Ez u tóbb i két rész ö n m a g á b a n az adenovi rus f iber k o m p o -
nense, mely a virion csúcsaiból radiál isan nyúl ik ki és melynek hossza a kü lön -
böző a lcsopor tba t a r tozó t ípusokná l más és más . A 252 kapszomerből álló ade-
novirus kapszid összesen 12 pen ton t t a r t a l m a z egy-egy v i r ionban , mivel az iko-
zaédernek 12 csúcsa van . A többi 240 kapszomer t , melyek az ikozaéder élein és 
lapja in he lyezkednek el, hexonnak nevezik . Egyes szerot ípusok t enyésze tében 
e lőfordulnak 12 pen tonbó l álló szabályos képle tek , ún. dodekonok is ( N o r r b y 
1966a). 

A pen ton a legtöbb adenovi rus t í pusná l hő- és t r ipszinérzékeny, e b e h a t á -
sok ugyan i s a csúcsi kapszomer bomlásá t okozzák és i lyenkor az izolált p e n t o -
nok v a g y dodekonok elvesztik a pen ton báz is t és csak a f ibe rnek megfelelő rész 
marad épen . E m i a t t , v a l a m i n t a s t r u k t ú r á v a l m a g y a r á z h a t ó fragil i tás k ö v e t -
kez tében a pen ton a leglabil isabb k o m p o n e n s az adenovi rus kapszid összetevői 
közöt t . E labil i tás, v a l a m i n t a már eml í t e t t re lat íve kis mennyisége m i a t t a 
pen ton t a n u l m á n y o z á s a igen nehéz, s egyes t ípusok esetében nem is s ike rü l t 
eddig a t öbb i v í rus komponens tő l szepará l t an , t i sz t í to t t f o r m á b a n előál l í tani . 

Az adenoví rusok p e n t o n j a nemcsak s t r u k t ú r á j á b a n t é r el a k a p s z i d o t 
a lkotó t öbb i morfológiai egységtől, h a n e m ant igén tu l a jdonságok t e k i n t e t é b e n 
is, t o v á b b á számos fon tos és speciális funkc ióva l bír. A p e n t o n ant igénről isme-
retes, hogy legalább há rom ant igén-de te rminássa l rendelkezik. Ezek közü l a y 
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t ípusspeci f ikus és feltételezik, hogy a p e n t o n végén levő kis gömbben t a l á lha tó , 
a ô pedig az egyenes pálca részben helyezkedik el, s ezek e g y ü t t a lko t j ák a f iber 
ant igént . A p e n t o n bázisban, t e h á t a csúcsi kapszomerben t a lá lha tó ß an t igén 
de te rmináns t pedig csopor tspeci f ikusnak t a r t j á k . A ő de t e rmináns a különböző 
a lcsopor tokba ta r tozó t í p u s o k n á l különböző, egyeseknél a lcsoportspecif ikus , 
másoknál e t t ő l eltérő r e a k t i v i t á s ú (Nor rby 1968a). 

Az adenoví rusok pen ton j a számos funkc ióva l rendelkezik. Fel té te lezik , 
hogy a vírus a pen ton ja i r évén kapcsolódik a sej thez ví rusfer tőzéskor , s a v í rus 
hemagglu t inác ióban is ezek t a p a d n a k a f i b e r gömbjével a megfelelő vörösvér-
tes tekre (vv t ) . E n n e k a l ap ján ér thető , h o g y a virion, v a g y a több pen tonbó l 
álló polimer (pl . dodekon és p e n t o n dimer) t ö b b tapadás i p o n t t a l rendelkezvén 
tel jes , k o m p l e t t agglut inációt t u d lé t rehozni (Nász 1975). Az egyes p e n t o n o k 
azonban csak egy ponton t u d n a k a vvt-liez kapcsolódni , így agglut inációt csak 
akkor t u d n a k létrehozni , ha m á s i k végüket (azaz a csúcsi kapszomereket ) vala-
milyen l ie terot ípusos, adenov i rus elleni immunglobu l in molekulával összekap-
csoljuk. E z é r t a penton m o n o m e r t i n k o m p l e t t hemagglu t in innek nevezik . 
Hasonló i n k o m p l e t t hemagglu t in in a f iber is, ennek agglut inációjához azonban 
n e m alkalmas bá rmely he te ro t ípusos e l l enanyag molekula, h a n e m csak alcso-
por ton belüli, m e r t ennek a ô de te rminánssa l kell kapcsolódnia , mely — m i n t 
eml í te t tük — szűkebb r eak t iv i t á sú . 

A p e n t o n rendelkezik t o x i k u s ha tássa l , mely a se j tek ún . „kora i cyto-
pathogen (CP) ha tá sáva l " m u t a t h a t ó ki. N a g y o b b mennyiségű penton h a t á s á r a 
a sejtek le is v á l n a k az üvegfa l ró l , ezért kora i se j t leválasztó f a k t o r n a k is nevezik 
(Nász és m t s a i 1967). 

A p e n t o n t összefüggésbe lehet hozni az adenovírusok in te r fe ron- indukáló 
ha tá sáva l is (Pusz t a i és m t s a i 1974). Az u t ó b b i években nukleáz ak t iv i t á s t is 
k i m u t a t t a k az adenovírussal kapcso la tban (Bur l ingham és mtsa i 1971). 

Jelen k ö z l e m é n y ü n k b e n a penton egyes funkciói ra , ak t iv i t á sá ra és i m m u -
nológiai t u l a jdonsága i r a v o n a t k o z ó több m i n t 10 éve folyó vizsgála ta ink ered-
ménye i t f og l a l j uk össze. 

Anyagok és módszerek 

Vírustörzsek, sejttenyészetek. Az 1-, 5-, 9-es pro to t ípus , va lamin t a P inck-
n e y jelölésű onkogén 7-es és a betegből izolált 8-as (Nász és mtsa i 1963) t í p u s ú 
h u m á n adenov i rus törzseket monolayer H e L a , HEp-2 ,AV 3 és primer ember i 
amnion , t o v á b b á szuszpenziós HEp-2 s e j t k u l t ú r á k b a n t e n y é s z t e t t ü k a m á r 
i smer te te t t m ó d o n (Nász és mtsai 1963, Medveczky és mtsai 1976). 
A vírussal f e r t ő z ö t t sej tekből többször i f a g y a s z t á s és o lvasztás és homogenizá-
lás u tán nyer t k i v o n a t o t h a s z n á l t u k fel k ísér le te inkben, megfelelő t isz t í tás i el já-
r á sok u tán . 

Immunsavók. A fenti s e j t k ivona tokka l , ill. az azokból t i sz t í tás i és szepará-
lást eljárások u t á n nyert szolubilis komponensekke l n y u l a k a t és tenger imalaco-
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k a t i m m u n i z á l t u n k a m á r i smer te te t t m ó d o n (Nász és Pereira 1965, Lengye l és 
mtsa i 1965, Lengyel és Nász 1970a, Medveczky és mt sa i 1975). 

Penton preparátum előállítása. Anioncserés kromatográfia. D E A E cellulóz, 
D E A E S e p h a d e x A-25 és A-50 oszlopokról emelkedő koncen t rác ió jú NaCl olda-
tokka l , f o l y a m a t o s g rád iens vagy lépcsőze tes elució a lka lmazásáva l n y e r t ü k a 
szeparál t adenovi rus komponenseke t , a m á r i smer t e t e t t módon (Nász és Pereira 
1965, Lengye l és Nász 1970a, Nász és m t s a i 1968, Nász és mtsai 1971). 

Gélfiitráció. Az adenovirus k o m p o n e n s e k t i sz t í tásához S e p h a d e x G-200 
oszlopot h a s z n á l t u n k a m á r leírt m ó d o n (Nász és m t s a i 1971). 

Ultracentrifugálás. A virionok t i sz t í tásához equil ibrium cen t r i fugá lás t 
a l k a l m a z t u n k , melyet egyes esetekben egy CsCl p á r n á n való 1 órás előzetes tisz-
t í tás i u l t r acen t r i fugá lá s előzött meg (Nász és Pere i ra 1965, Lengye l és Nász 
1970b, Nász és mtsa i 1971, Medveczky és mtsai 1975). A szolubilis komponen-
sek v izsgála tához (Lengyel és Nász 1970b,) va lamin t a DNS szedimentációs pro-
f i l j ának megha tá rozásához (Medveczky és mtsai 1975) szaharóz g rad iensen való 
zóna-cent r i fugá lás t a lka lmaz tunk . 

Komplementkötési reakciót ( K K R ) , hemagglutinációt (HA) és hemagglutiná-
ciógátlást, va lamin t , ,hemagglu t ina t ion enhancement^' t e sz te t az i n k o m p l e t t hem-
agglut ináció k i m u t a t á s á r a Taká t sy féle mik ro t i t r á to rban , v a g y ese tenként 
csövekben végez tünk (Nász és Pere i ra 1965, Lengyel és Nász 1970b, N o r r b y és 
mtsa i 1967). 

Géldiffúziós precipitációt, immunelektroforézist, immunozmoforézist és ún. 
rakéta elektroforézist a m á r i smer te te t t módon (Nász és Pereira 1965, Nász 1967, 
Nász és m t s a i 1968, 1971, Renn és E v a n s 1976, Á d á m és mtsai közlés alatt) 
Difco Noble agar ill. SeaKem a g a r ó z fe lhaszná lásáva l végez tünk . 

Enzimkezelések. Tripszinkezelést 5x k r i s t á lyos í to t t tr ipszin (Serva) fel-
haszná lásáva l 37 C°-on végeztünk, m a j d equivalens mennyiségű szó ja inhibi-
t o r t (Serva) a d t u n k a reakcióelegyhez. Receptor des t ruá ló enzim ( R D E ) kezelés-
hez cholera f i l t r á t u m o t (Phi l ips-Roxane) haszná l tunk . Lizozim, p r o n á z és ribo-
nukleáz kezelést a P 3 2 je lze t t E.coli D N S izolálására a már leírt m ó d o n (Med-
veczky és mtsa i 1975) végeztünk. 

Nukleáz aktivitás kimutatására P 3 2 je lze t t E.coli DNS- t h a s z n á l t u n k s meg-
h a t á r o z t u k a reakcióelegy savoldékony nukleot id t a r t a l m á t és a D N S szedimen-
tációs p rof i l j á t vagy e lektrofore t ikus mobi l i t ásá t a m á r i smer te te t t m ó d o n (Med-
veczky és mtsa i 1975, Medveczky és m t s a i 1976). 

A radioaktivitás mérése P a c k a r d Tr i -carb t í p u s ú liquid scinti l lációs spekt-
romé te rben t ö r t é n t (Medveczky és m t s a i 1975), а fehérje meghatározás Lowry és 
mtsai módszere szer int (1951), a DNS mennyiségi meghatározása 260 nm-en 
mér t abszorpció a l a p j á n P Y E - U n i c a m S P 800 ill. Spek t ronom 204 spekt rofo to-
mé te rben . 

A DNS elektroforetikus mobilitását agaróz gél elektroforézissel (Medveczky 
és mt sa i 1976) v izsgá l tuk . 
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Az aminosav összetételt J L C - 5 A H (Jeol) a u t o m a t a aminosav anal izá tor 
segítségével a m á r i smer te te t t m ó d o n (Ádám és m t s a i közlés a l a t t ) ha t á roz tuk 
meg . 

Az izoelekt romos pont megha tá rozás 100 ml-es (LKB 8100 Amphol ine 
Electrofocusing E q u i p m e n t ) készülékben t ö r t é n t (Ádám és mtsa i közlés a l a t t ) . 

Eredmények 

Kísérletek a penton és dodekon szeparálására. Ultracentrifugálás. 

E kísérletek so rán CsCl equi l ibr ium cent r i fugálássa l szepará l tuk a te l jes 
v a g y részben előzőleg Arcton 113-mal t i sz t í to t t v í r u s t a r t a l m ú se j tk ivona tbó l a 
szolubilis komponenseke t . Miután ismeretes, hogy az adenovirus hemagglu t iná -
ciós t u l a jdonságáé r t a penton felelős valamilyen f o r m á b a n , így a p e n t o n t , v a g y 
a n n a k aggregá tumai t t a r t a lmazó f rakc iók megfele lő species vv t - je ive l komple t t 
v a g y inkomple t t agglut inációt m u t a t n a k (Nor rby 1968a). A 7-es (7P) t í pusú 
onkogén adenovi rus törzs, mely a Rosen szer int i (1960) I. hemagglu t inác iós 
c sopor tba t a r toz ik , s ennek megfelelően m a j o m v v t - k e t agglut inál , az equilib-
r i u m centr i fugálási kísérletben egy jól m e g h a t á r o z o t t , éles hemagglu t inác iós 
csúcsot m u t a t o t t a 9—10. f rakc ióban (1. ábra) . E z a szolubilis k o m p l e t t hemagg-
lu t in in jóval a l a c s o n y a b b denzi tású , mint az i n f e k t í v vírus, így a t t ó l jól elvá-
l a sz tha tó ezzel a szeparálás i módszerrel , viszont u g y a n i t t más szolubilis kompo-
nensek , hexon és f i b e r is t a l á lha tók , amit az azonos t ípusú és m á s adenovirus 
t í p u s ellen te rmel t immt insavókka l végzet t pozi t ív K K R reakcióval b izonyí tot -
t u n k . Miután ez a hemagglu t in in k o m p l e t t hemagglu t inác ió t a d o t t , s t i te ré t he-
te ro t ípusos adenov i rus immunsavó hozzáadása n e m befolyásolta , ez a szolubilis 
komponens minden valószínűség szer in t több p e n t o n aggregá tuma, valószínűleg 
t e h á t dodekonnak felel meg. 

A Rosen szer in t i (1960) I I . hemagglu t inác iós a lcsoportba t a r t o z ó t ípusok 
közül , melyek a p a t k á n y vv t -ekke l adnak te l jes agglut inációt , a 8-as és 9-es 
t í p u s t vizsgáltuk centr i fugálás i módszerekkel . A k é t t ípus equi l ibr ium centr i fu-
gálással kapot t e r edménye i igen hasonlóak, így a 2. á b r á n a 8-as t ípussa l k a p o t t 
hemagglut inációs e redményeke t m u t a t j u k be. A h á r o m komplet t hemagglu t iná -
ciót m u t a t ó csúcs közü l az első az 1,34 g/ml d e n n i t á s ú adenovir ionnak felel meg. 
A második , 1,295 g /ml denzitás körü l i a dodekoznak , míg az a lacsonyabb denzi-
t á s ú f rakciókban k o m p l e t t és i n k o m p l e t t hemagglu t in inek egyarán t t a l á lha tók . 
U t ó b b i a k k i m u t a t á s á r a a hemagglut inációt he te ro t ípusos adenovi rus immun-
savó jelenlétében kel l elvégezni. Az i t t t a l á l ha tó komple t t hemagglu t in inek 
p e n t o n dimereknek fele lhetnek meg , míg az i n k o m p l e t t hemagglut in inek mono-
m e r pen tonnak és f i be rnek . 

E t ípusok kü lönböző komponense i t előzetes k romatográ f i á s szeparálás 
u t á n (1. később) szaha róz grádiensen való zóna-centr i fugálással is v izsgál tuk. 
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hemagg-
lutinin i szolubilis 

1 antigének 

1. ábra: 7-es t í pusú a d e n o v i r u s CsCl e q u i l i b r i u m cen t r i fugá lása s o r á n n y e r t sű rűsödés i cs íkok. 
A v í r u s k o m p o n e n s e k e lhelyezkedése 

CsCl 
denzitás 

1,256-

1,270-

1,295-

1,338-

hemaaglutinin 

> inkomplett 

> egyéb 
komplett 

> dodekon 

> virion 

2. ábra: 8 -as t í pusú a d e n o v i r u s h e m a g g l u t i n i n j e i n e k e lhe lyezkedése CsCl equ i l ib r ium c e n t r i f u g a . 
lás u t á n 

A p e n t o n a centr if t igacső felső h a r m a d á b a n he lyezkede t t el (3. áb ra ) , legna-
gyobb mennyiségben a felszínhez közel, a 22—26. f r a k c i ó b a n . A két t í p u s dode-
k o n j á n a k vizsgála takor az e redmények m á r nem vo l t ak ennyi re egybehangzóak. 
A 9-es t ípus d o d e k o n j á n a k zóna-centr i fugálásakor egy h a t á r o z o t t csúccsal ren-
delkező, nagyobb ülepedési sebességű komple t t hemagg lu t in in t t a l á l t u n k a cső 
alsó felében (4. ábra) és egy kisebb ülepedési sebességű inkomple t t hemagglu t i -
n in t a cső felső h a r m a d á b a n (5. ábra) . A 8-as t ípus d o d e k o n j a sokkal labil isabb-
n a k b izonyul t és a cső a l j án és közepén is t a l á l tunk a k o m p l e t t hemagglu t in in 
mel le t t (4. ábra) , az t megha ladó mennyiségű i nkomple t t hemagglu t in ineke t (5. 
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CSŐ 
alja 

20 _ 25 
frakció szám 

3. ábra: 8-as és 9-es t í pusú adenovi rus p e n t o n j á n a k zóna-cent r i fugálása szaharóz grádiensen. 
A trakciok H A ti tere he t e ro t í pusos adenovirus elleni immunsavó je lenlé tében. 

J e l e k : " 

10 15 
f r a k c i ó s z á r i 

ábra: 8-as és 9-es t í p u s ú adenovirus k o m p l e t t szolubilis hemagg ln t in in j ének zóna-centr i fugá 
lasa szaharóz grádiensen. 

J e l e k : О О 8 - a s t ípus Д Д 9-es t í p u s д -
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ábra) , jelezve, hogy a centr i fugálás i f o lyama t végére már a dodekon elbomlott 
kisebb számú pen tonból álló poli- v a g y dimerekre, i l le tve monomerekre . Előb-
biek még komple t t hemagg lu t i n inekkén t m u t a t h a t ó k ki, u t ó b b i a k már csak 
heterológ adenovirus i m m u n s a v ó je lenlétében agg lu t iná lnak , t e h á t inkomple t t 
hemagglu t in inek . 

HA 
64 

32 

titer 

16-

2 -

< 2 -

I ! 
i \ 

f~ "9 / ) 

гл \ I \ i 

\ 

cso 
alja 

10 15 
frakció szám 

5. ábra: 8 -as és 9-es t í p u s ú a d e n o v i r u s szolubi l i s k o m p l e t t h e m a g g l u t i n i n j é n e k zóna -cen t r i fugá -
lása során k i m u t a t h a t ó i n k o m p l e t t h e m a g g l u t i n i n e k . Je lek: 1. 3. á b r a . 

Anioncserés kromatográfia 

A 7-es t ípusú adenovi rus D E A E cellulózon va ló k roma tog rá f i á j a során 
(6. ábra) a szolubilis k o m p l e t t hemagglut in in (dodekon) 0,2M koncent rác ió jú 
NaCl o lda t t a l e luá lódot t az oszlopról, a többi szolubilis k o m p o n e n s közül a 
hexon ennél előbb, 0 Д М koncent rác iónál , a f i b e r pedig jóva l h á t r á b b , 0,4M 
NaCl-dal. D E A E S e p h a d e x A-50 oszlop haszná la t a esetén a dodekon eluciója 
zömmel 0,25—0,35M NaCl o lda tná l köve tkeze t t be . 

A I I . hemagglu t inác iós a lcsopor tba t a r tozó t ípusok anioncserés k roma-
tog rá f i á j ako r a D E A E Sephadex A-25 oszlop b i z to s í t o t t a a l eg jobb szeparálást 
(Lengyel és Nász 1970b, Nász és m t s a i 1971), b á r a komponensek eluciójának 
sorrendje mindké t D E A E Sephadex kész í tményné l azonos v o l t : f iber , pen ton , 
hexon, dodekon. Ez t i l lusztrál ja a 7. áb ra , melyen a 8-as t ípusú adenovirus szo-
lubilis komponense inek eluciós so r rend jé t m u t a t j u k be. Az azonos alcsoportba 
ta r tozó 9-es, 10-es és 13-as t ípus anioncserés k r o m a t o g r á f i á j a hasonló sorrendet 
m u t a t o t t , sőt a I I I . a lcsopor tba t a r t o z ó l-es és 5-ös t ípusé is. U t ó b b i a k azonban 
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dodekonna l nem rendelkeznek, így ezekné l sorrendben csak f i be r t , pen ton t és 
hexon t m u t a t t u n k ki (8. ábra). 

A kísérletek során a penton és dodekon t a r t a l m ú frakciók se j t t enyésze te -
ken k i f e j eze t t toxikus h a t á s t m u t a t t a k . E „korai C P h a t á s " , v a l a m i n t a tr ip-
szinérzékenységi v izsgá la tok b i z o n y í t o t t á k , hogy a hemagglu t inác ió a lapján 
iden t i f iká l t komponens valóban p e n t o n t t a r t a lmaz . 

6. ábra: 7 -es t í pusú a d e n o v i r u s szolubilis k o m p o n e n s e i n e k e luc iós sor rend je D E A E cellulóz 
o sz lopon végzet t a n i o n c s e r é s k r o m a t o g r á f i á b a n 

frakció szám 

7. ábra: 8 - a s t í p u s ú a d e n o v i r u s szolubilis k o m p o n e n s e i n e k eluciós so r rend je D E A E S e p h a d e x 
A-25 o s z l o p o n végzet t a n i o n c s e r é s k r o m a t o g r á f i á b a n 

A p e n t o n ill. dodekon t a r t a lmú f r a k c i ó k m i n d h á r o m a lcsopor tba tar tozó 
t ípusok ese tében hő- és t r ipsz iné rzékenynek b izonyul tak . A 7-es t í p u s hemagg-
l u t i n i n j é n e k t i tere 10 perces 56 C°-on v a l ó hőkezelés v a g y 1 órás 0 , 1 % - o s trip-
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8. ábra: l - e s t ípusú adenov i rus szolubilis komponense inek elueiós sorrendje D E A E Sephadex 
A-50 oszlopon végze t t anioncserés k roma tog rá f i ában 

színkezelés h a t á s á r a t izedére c sökken t . Az I. t á b l á z a t b a n b e m u t a t j u k a 8-as 
t í pus p e n t o n j á n a k és komple t t hemagg lu t i n in j ének tripszinkezelés ha t á sá ra be-
k ö v e t k e z e t t vá l t ozásá t . A penton, m e l y sa já t és m á s alcsoportba t a r t o z ó hetero-
t ípusos adenovi rus immunsavó je len lé tében e g y a r á n t agglut inál ja a p a t k á n y és 
bizonyos t ípusok esetében a h u m á n vv t -ke t , tr ipszinkezelés h a t á s á r a már csak 
s a j á t a lcsoporton belül i immunsavó jelenlétében agglut inál t , v a g y i s f iberré ala-
ku l t . A dodekon hemagglut inác iós t i t e r e is kb. huszadrészére c s ö k k e n t , s t r ip-
szinkezelés u t án n a g y mennyiségű f ibe r ke le tkeze t t . Mindkét a n y a g korai CP 
h a t á s a is megszűnt a tr ipszinkezelés u t á n . 

I. táblázat 

8-as t ípusú adenovirus penton és dodekon tripszinérzékenységének vizsgála ta 

Vizsgált 
hemagglutinin 

tripszin kezelés komplett HA 
titer 

inkomplett HA t i te r 

azonos J más 

alcsoportba tartozó 
immunsavó jelenlétében 

korai CP 
hatás 

penton 0 1 322 32 + 
+ — 48 4 — 

dodekon 0 512 512 512 + 
+ 24 768 96 

1 < 1 : 4 
2 reciprok ér ték 
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Vörösvértestre való adszorpció és elució 

A 7-es t ípus szolubi l is hemagglu t in in je teljes m é r t é k b e n adszorbeá lódot t a 
rhesus vvt -hez , 1 ó r á n á t 37 C°-on. Más komponensek számottevő adszorpciót 
nem m u t a t t a k . É j s z a k á n át 4 C°-on a hemagglu t in in legnagyobb része eluáló-
dot t a vvt-ekről , ily m ó d o n a hemagglu t in in v i s szanyerhe tő és m á s szolubilis 
komponensektől e lvá lasz tha tó . 

II. táblázat 

8-as t í pusú adenovirus dodekonna l és pen tonna l végzett vvt adszorpciós és R D E elúciós kísérletek 

Vizsgált 
hemagglutinin k e z e l é s komplett 

HA titer 

inkomplett HA t i ter 

azonos J más 

alcsoportba tartozó 
immunsavó jelenlétében 

0 321 32 32 
dodekon h u m á n v v t —2 16 12 

R D E a vvt-hez 256 256 256 

0 32 32 
h u m á n v v t - 32 32 

p e n t o n Ad-13 savó3 24 32 32 
h u m á n v v t 8 12 8 
h u m á n v v t — — .— 
R D E a vvt-ekhez 192 192 192 

0 24 24 
Ad-11 savó4 12 24 24 

p e n t o n h u m á n v v t 4 12 8 
h u m á n v v t — 4 — 

R D E a w t - e k h e z 24 48 48 

1 reciprok érték 
2 < 1 : 4 
3 azonos alcsoportba t a r tozó heterot ípusos immunsavó 
4 m á s alcsoportba t a r t o z ó heterotípusos immunsavó 

A I I . hemagglu t inác iós a lcsopor tba tar tozó t í p u s o k komplet t hemagglu t i -
n in je sz intén adszorbeá lódik a p a t k á n y és (bizonyos t ípusok esetében) humán 
vv t -ekhez , eluciójuk a z o n b a n semmilyen hőfokon s e m következik be . H a a 8-as 
vagy 9-es t ípus szolubil is komplet t h e m a g g l u t i n i n j é t h u m á n vv t -ekhez adszor-
beá l tuk , úgy R D E kezeléssel azok e luá lha tók v o l t a k a vvt-ekről s i ly módon 
t i sz t í to t t fo rmában k v a n t i t a t i v e v i s szanyer tük a z o k a t . Monomer p e n t o n o k ese-
tében azonban , melyek inkomple t t hemagg lu t inác ió t m u t a t n a k csak, ez az ad-
szorpció csak alig, v a g y egyál talán n e m következe t t b e . H a azonban az inkomp-
let t hemagglu t in inhez először he tero t ípusos adenov i rus imnmnsavó t a d t u n k , s 
így k o m p l e t t hemagglu t in inné a l a k í t o t t u k át , úgy az adszorpció l é t r e j ö t t , s ha 
h u m á n vv t -eke t h a s z n á l t u n k és két e g y m á s utáni v v t kezelést végez tünk , úgy a 
pen ton legnagyobb r é s z é t t iszt í tot t és koncent rá l t f o r m á b a n R D E kezeléssel 
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vissza t u d t u k nyerni . A I I . t áb láza t m u t a t j a e kísérletek eredményei t . L á t h a t -
j uk , hogy a pen ton előkezelésére mind s a j á t , mind más a lcsopor tba t a r t o z ó hete-
rológ adenovi rus i m m u n s a v ó alkalmas v o l t . Elueiót csak h u m á n vv t - ek és csak 
R D E kezelés ha t á sá r a é r t ü n k el, p a t k á n y vv t -ekke l adszorpció elérhető u g y a n , 
de elució RDE-ve l nem lehetséges. 

Immunológiai vizsgálatok 

Az 5-ös adenovi rus t í pus géldiffúziós v izsgála takor három precip i tác iós 
csíkot k a p t u n k , melyek közül ke t tő részleges azonosságot m u t a t o t t , ez a p e n t o n 
és f ibe r an t igénnek megfelelő csíkokra vo l t jel lemző. E lek t romos té rbe he lyezve 
a v í rusanyago t a há rom ant igén , a hexon, a pen ton és a f i be r más-más e lek t rofo-
re t ikus mobi l i tás t m u t a t o t t . Az 5-ös t í p u s s a l végzet t immunelek t roforéz i s ered-
m é n y é t m u t a t j a a 9. á b r a . A három prec ip i tác iós ív közü l a középső, amely ik 

9. ábra: 5-ös t ípusú adenovi rus immunelek t roforéz i se homológ i m m u n s a v ó v a l 

t e h á t a legkisebb mobi l i t ás t m u t a t j a , a p e n t o n . Immunozmoforézisse l az anti-
gén k i m u t a t á s a már h á r o m óra alat t is t e l j e s mér tékben sikerül, a p e n t o n ennél 
a módszernél is középső pozíciót foglal el (10. ábra). A v í rusanyagot t r ipsz inne l 

10. ábra: 5-ös t ípusú adenov i rus immunozmoforéz ise . A felső rezervoárokban ba l ró l j obbra : 
tel jes vírus , t r ipszinnel kezel t te l jes vírus, h e x o n és f iber . Az alsó rezervoár sorban 5-ös t ípus 

ellen t e rmel t i m m u n s a v ó 

kezelve a csík el tűnik és a f ibernek megfele lő csík növeksz ik , jelezve, hogy a 
pen ton e lbomlot t , s belőle f iber szabadul t fel . Ezzel a módszerrel a p e n t o n preci-
pi tációs csíkja m á r az első órában megje len ik , s há rom órás f u t t a t á s u t á n pedig 
egyes komponensek t ö b b csíkot is a d h a t n a k , melyek k ö z ö t t középen a p e n t o n ß 
d e t e r m i n á n s á n a k megfelelő va t t asze rű precipi tációs kö teg , mely n é h a ívelt, 
és a nega t ív pólus felé h a j l a n a k a végei, jó l kivehető (11. ábra). 

Az l -es t ípusú adenovirus an t i gén j e i t raké ta elektroforézis módszeréve l 
vizsgálva a hexonnak megfelelő prec ip i tác iós terüle t k ú p alakú, az u g y a n c s a k 
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11. ábra: 5-ös t í p u s ú adenovirus immunozomoforéz i se . -j- pólus felőli r eze rvoá rban 5-ös t í p u s 
elleni i m m u n s a v ó . — pólus felőli r e z e r v o á r b a n 5-ös t ípusú adenovirus 

poz i t í v i rányba v á n d o r l ó pen ton p r e c i p i t á t u m a homogén opálosodás f o r m á j á -
b a n jelenik meg, a hexon precipi tációs te rü le tén belül. Tripszinkezelés u t án ez a 
p rec ip i t á tum e l t ű n i k és a f iber c s ík j a , mely kör ívszerűen veszi körü l az an t igén 
rezervoár t , megnöveksz ik (12. á b r a ) . 

12. ábra: l-es t í pusú adenovi rus „ r a k é t a " elektroforézise homológ i m m u n s a v ó t t a r t a lmazó aga -
róz gé lben . A nyíl a p e n t o n n a k megfelelő precipi tációs t e rü l e t e t jelöli 

A 7P t í p u s ú adenovirus t ö r z s t i sz t í to t t hemagglu t in in je K K R - b a n elsősor-
b a n a homológ v í rus tö rzs ellen t e r m e l t i m m u n s a v ó v a l reagál t , kis m é r t é k b e n 
a z o n b a n a he te ro lóg 2-es típus elleni i m m u n s a v ó v a l is. A teljes v í ru s t t a r t a l m a z ó 
a n y a g homológ immunsavóva l géldiffúziós prec ip i tác ióban, az 5-ös t ípushoz 
hason lóan szintén há rom csíkot a d o t t , melyek közül a középső fel tehetőleg a 
p e n t o n n a k felelt m e g (Nász és Pe re i r a 1965). 

Orvosludomdny 27, 1976 



AZ A D E N O V Í R U S O K PENTON A N T I G É N J É N E K VIZSGÁLATA 231 

A penton nukleáz aktivitásának vizsgálata 

Egyes adenovirus t ípusokról megá l l ap í to t t ák , h o g y t a r t a l m a z n a k olyan 
endonuk leáz t , mely b o n t j a az adenovi rus DNS- t (Bur l i ngham és m t s a i 1971, 
Bur l i ngham és Doerfler 1972), s az enzim a virionon belül a pentonnal h o z h a t ó 
összefüggésbe. Kísér le te inkben az l -es t í p u s ú adenovírussal fer tőzöt t s e j t e k ki-
v o n a t á v a l sikerült olyan endonukleáz a k t i v i t á s t k i m u t a t n u n k , mely az izotóp-

РЦп, 

13. ábra: T i sz t í to t t l -es t í pusú adenovir ionok endonuk leáz ak t iv i t á sa a n t i - H E p IgG és tripszin 
előkezelés u t á n . 

J e l e k : Д Д P 3 2 D N S + puffer • • P 3 2 D N S + virion 
• • P 3 2 DNS + a n t i - H E p IgG-vel keze l t vir ion О О P 3 2DNS + t r ipszinnel 

kezel t v i r ion 

pal j e l ze t t DNS- t savo ldékony ol igonukleot idokig l e b o n t o t t a . A kontro l l sej tki-
v o n a t , me ly nem fe r tőzö t t se j tekből készü l t , nem m u t a t o t t ilyen a k t i v i t á s t . 
Se j tekből k ivont , t i sz t í to t t v i r ionokkal v i szon t vírushoz asszociált endonuk leáz t 
m u t a t t u n k ki, melynek ha t á sá r a k i sebb molekulasúlyú D N S f r a g m e n t u m o k 
ke le tkez tek , mint a kon t ro l l se j tek k i v o n a t á n a k h a t á s á r a . Az esetleges vir ionra 
k ö t ő d ö t t , se j te rede tű enz imek lehetőségének k izá rásá ra a n t i - H E p IgG-vel 
kezelt v i r ionokkal is e lvégeztük a k ísér le te t , ez azonban n e m tér t el a kezelet len 
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vir ionnal k a p o t t szedimentációs profiltól. Tr ipsz innel kezelt vir ionokkal azon-
b a n a virion n u k l e á z ak t i v i t á sa megszűnt (13. ábra), ami a pen ton szerepére 
u t a l a nukleáz ak t iv i t á sban . 

Az l -es t í p u s ú adenov í rusbó l ezért megfelelő t isztí tási lépéseken keresz tü l 
t i s z t í t o t t p e n t o n t á l l í to t tunk elő, és megvizsgál tuk annak endonukleáz ak t iv i -
t á s á t mind E . coli, mind ped ig l - e s típusú adenovi rus DNS-éve l . A 14. á b r a a 

Pcpm 

14. ábra: l-es t í p u s ú adenovirus t i s z t í t o t t pentonja endonuk leáz a k t i v i t á s á n a k vizsgálata P 3 2 

j e l z e t t E. coli D N S szubsztrát ta l . A D N S e lek t rofore t ikus mobi l i t ása 0 ( • • ) , 5 
( o o ) , 20 ( Д Д ) , és 60 ( • • ) perc i n k u b á c i ó u tán 

kü lönböző ideig pentonnal i n k u b á l t E.coli D N S e lek t ro fore t ikus mobi l i t ásá t 
m u t a t j a . Míg a 0 és 5 perces i n k u b á c i ó u tán n e m látszik m é g lényeges bomlás , 
2 0 perc u tán m á r erősen nő az e lek t rofore t ikus mobil i tás, 60 p e r c u tán pedig a 
D N S nagyrészt lebomlot t g y o r s a n vándorló f r a g m e n t u m o k r a . Szubsz t rá tkén t 
l - e s t ípusú adenoví rusból k i v o n t , t iszt í tot t D N S - t haszná lva , hasonlóképpen 
k i m u t a t t u k a n u k l e á z ak t iv i t á s t (15. ábra). T i s z t í t o t t hexon és f iber készí tmé-
n y e k nem o k o z t á k a DNS s z u b s z t r á t hasonló bomlásá t . 

A penton aminosav összetételének meghatározása 

Az l-es t í p u s ú adenovirus szolubilis p e n t o n j á n a k a m i n o s a v összetételét 
összehason l í to t tuk a virion és a n e m fertőzött kon t ro l l s e j t p r e p a r á t u m o k amino-
s a v összetételével ( I I I . t á b l á z a t ) . A vir ionban a bázikus aminosavak r e l a t ív 
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15. ábra: l -es t í pusú adenovirus szepará l t DNS-e e lek t ro fore t ikus mob i l i t á sának vál tozása t i sz -
t í t o t t l - e s t ípusú p e n t o n jelenlétében, a g a r ó z gélelektroforézisben. 

Jelzések: 1 = kezelés e lő t t , 2 = pentonnal va ló 5 perces inkubác ió u t án , 3 = p e n t o n n a l 
va ló 60 perces inkubác ió u t án 

a r á n y a m a g a s a b b , mint a p e n t o n b a n (lys, a rg) , u tóbbiban viszont m a g a s a b b 
aszparaginsav, t r eon in és szerin t a r t a l m a t t a l á l t unk , m i n t aká r a v i r i o n b a n , 
akár a kontrol l se j tekben . 

A penton izoelektromos pontjának meghatározása 

Az l -es t í p u s ú adenovi rus szolubilis komponense inek izoelektromos p o n t -
j á t vizsgálva az egyes v í rus fehé r j ék a 72 órás vizsgálat i idő a l a t t a nekik m e g f e -
lelő p H t a r t o m á n y b a n opaleszkáló korong f o r m á j á b a n g y ű l t e k össze. A p e n t o n -
n a k megfelelő f r akc iók f e h é r j e megha tá rozás és géldiffúziós precipitáció m ó d -
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III. táblázat 

l-es t í p u s ú adenovirus t i s z t í t o t t p e n t o n j á n a k és virionjának aminosav összetétele 

Aminosav 1 P e n t o n V i r i o n HEp-2 AV, 

L y s 5,04 6,34 14,86 17,61 
His 2,03 2 ,11 nyom2 nyom 
Arg 3,80 7,99 2,35 1,50 
A s p 13,19 11,14 10,68 8,39 
T h r 8,23 6,90 5,58 4,67 
Ser 9,47 6,86 6,95 5,60 
Glu 10,11 9,86 14,70 20,00 
P r o 7,01 7,30 5,62 5,30 
Gly 7,69 7,45 7,05 6,50 
Ala 7,69 8,40 8,30 7,10 
Val 5,72 5,69 5,20 4,30 
Met n y o m n y o m nyom 2,50 
l ie 2,91 3,17 3,00 2,98 
Leu 8,28 7,30 8,10 6,81 
T y r 2,67 3,12 2,71 2,25 
P h e 3,78 3,68 3,52 2,71 
T r p N H 3 N H N H N H 
1/2 Cys NK 4 N K nyom nyom 

1 a m i n o s a v összetétel mol /100 mol aminosavban megadva 
2 n y o m o k b a n 
3 nem t ö r t é n t meghatározás 
4 nem k i m u t a t h a t ó 

szerével v izsgá lva p l 4,69 izoelektromos p o n t n a k fe le l tek meg. A m á s i k ké t 
szolubilis k o m p o n e n s ettől e l t é rő izoelektromos pontot m u t a t o t t (Ádám és m t s a i 
közlés a l a t t ) . 

Megbeszélés 

A p e n t o n antigén szepará lására v é g z e t t kísérleteink során t i s z t á z t u k az 
eddig ilyen szempontból m é g n e m vizsgált 7-es és 8-as t í p u s ú humán a d e n o v í r u -
sok hemagglu t in in je inek t e rmésze té t . Az I . hemagglut inációs alcsoport t a g j a i 
közül (Rosen 1960) ugyanis elsősorban a 3 -as t ípus t v izsgál ták behatóan ( N o r r b y 
1966a, 1966b) , ma jd pedig a 11-est ( N o r r b y 1968b). 

A 7 P t ö r z s szeparálása során n y e r t szolubilis k o m p l e t t hemagg lu t i n in 
tu l a jdonsága i nagyrészt azonosak a 3-as t í p u s dodekonjáról ismertekkel ( N o r r b y 
1966a). É r d e k e s jelenség v i szon t , hogy anioncserés k r o m a t o g r á f i á b a n az igen 
nagyszámú vizsgál t adenov i rus típus közü l eddig csak ennél és a legki fe jeze t -
t ebb onkogen i t á sű 12-es t í p u s n á l fordul t elő, hogy a t ípusspeci f ikus f i b e r (mely 
egyút ta l a p e n t o n alkotórésze) a többi szolubilis k o m p o n e n s u tán , a m a g a s 
NaCl koncen t rác ió jú e luensekkel o ldódot t le az oszlopról (Huebner és m t s a i 
1964, N o r r b y és Ankerst 1969, Lengyel, N á s z , Béládi n e m közölt a d a t o k ) . 

A 8-as t í pus esetében elsőként s i k e r ü l t szolubilis p e n t o n t és szolubi l is 
komplet t hemagg lu t in in t izolá lnunk ebből a nehezen t enyész the tő és f o k o z o t t 
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labi l i tás t m u t a t ó törzsből. A kidolgozott v v t adszorpció — R D E elució m ó d -
szerével ú j és gyors szeparálási e l járást k a p t u n k e típus k u t a t á s á h o z . A módsze r 
minden valószínűség szerint az azonos a l c sopor tba tartozó, hason ló hemagglu t i -
nációs t u l a jdonságú t ípusok an t igén je inek szeparálására is alkalmas l ehe t 
(Nor rby és mt sa i 1967). 

A 8-as t ípusból ilyen módon izolált pen tonna l s ike rü l t nyu lakban a n t i -
pen ton i m m u n s a v ó t e lőál l í tanunk, mellyel gá to ln i t ud tuk a 8 -as t ípusú a d e n o -
vi rus in ter feron indukc ió já t (Puszta i és m t s a i 1974). Ezze l indirekt m ó d o n a 
p e n t o n n a k az interferon indukc ióban j á t s z o t t szerepére k a p t u n k ú jabb b izony í -
t é k o t . 

Ugyancsak hasznos k u t a t á s i módsze rnek bizonyult az immune lek t ro fo ré -
zis és — főleg gyorsasága és az adenovirus k u t a t á s b a n való újszerűsége m i a t t — 
az immunozmoforéz is . Ez u tóbb i , v a l a m i n t a raké ta e lektroforézis segítségével 
n é h á n y órán belül megha t á rozha tó egy v í rus törzs vagy el lenanyag t í p u s a . 

A pen tonhoz asszociált endonukleáz t eleinte csak a 2-es és 12-es a d e n o -
virus t ípusná l t u d t á k k i m u t a t n i (Bu r l i ngham és mtsai 1971, Bur l ingham és 
Doerf ler 1972), ú j a b b a n más t ípusokkal is sikeres kísér letekről számolnak be 
(Marusyk és mtsa i 1975). Az l -es t ípusról edd ig nem volt a d a t az endonukleáz 
je lenlé tére és első esetben s ikerül t izolált , t i s z t í t o t t p e n t o n n a l is endonukleáz 
ak t i v i t á s t k i m u t a t n u n k (Medveczky és m t s a i 1976). A tripszinkezeléssel 
és a t öbb i t i sz t í to t t szolubilis vírus komponensse l k a p o t t e redményeink a r r a 
u t a l n a k , hogy az enz imakt iv i t ásban a t r ipsz inérzékeny p e n t o n bázis j á t s z i k 
szerepet . 

Először s ikerült m e g h a t á r o z n u n k az l - e s típusú a d e n o v i r u s p e n t o n j á n a k 
aminosav összetételét és e szolubilis k o m p o n e n s izoelektromos p o n t j á t ( Á d á m és 
mtsa i közlés a la t t ) . 

összefoglalás 

A h u m á n adenoví rusok há rom kü lönböző a lcsopor t jába tar tozó 1-, 5- , 7-, 
8- és 9-es t ípusú vírustörzsek szolubilis p e n t o n antigénje f i z ika i , kémiai, i m m u -
nológiai és biológiai t u l a jdonsága i t v izsgá l tuk . A kísérletek során k o m p l e t t és 
i nkomple t t hemagglu t inác ió módszerével t a n u l m á n y o z t u k a penton mono- , di-
és pol imereket s el járást do lgoz tunk ki a I I . hemagglut inációs alcsoportba t a r -
tozó t ípusok p e n t o n j á n a k szepará lására . A pen to n antigén gyors k i m u t a t á s á r a 
immunológia i módszereket dolgoztunk ki . Megha tá roz tuk a különböző t í p u s o k 
p e n t o n j á n a k eluciós t u l a jdonsága i t an ioncserés k roma tog rá f i ában és m e g h a t á -
roz tuk az l -es t ípusú adenovi rus t i sz t í to t t pen ton j ának izoelektromos p o n t j á t 
és aminosav összetételét . K i m u t a t t u k e v í r u s t í p u s virionhoz k ö t ö t t endonukleáz 
a k t i v i t á s á t s t i sz t í to t t , szepará l t p e n t o n n a l végzett k ísér le tekkel igazo l tuk , 
hogy az enzim-akt iv i tás a pen tonna l kapcso la tos . 
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