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Az adenovirusok tulajdonsagainak vizsgalata soran Pereira és mtsai irtak
le elgszor (Klemperer és Pereira 1959, Pereira és mtsai 1959; Pereira M. S. és
mtsai 1959), hogy a virus tenyészetében harom kiilonb6z6 antigén talalhaté,
melyeket A, B és C jeloléssel lattak el. A tovabbiakban tisztaztdk ezen antigé-
nek bizonyos jellegzetes tulajdonsagait, a benniik talalhaté antigén-determinan-
sokat, késébb pedig morfolégiajukat is (Valentine és Pereira 1965). A harom
komponens elnevezése — a veliik foglalkozé viruskutaték javaslatara — 1966
6ta hexon, penton és fiber (Ginsberg és mtsai 1966).

A penton elnevezésli antigén komponens az ikozahedralis szimmetriaja
virion csticsain helyezkedik el. Morfolégiailag harom részbdl all. Bazisat a virion
cstcsat alkoté — megkozelitéleg gomb alakid — vertex kapszomer képviseli,
melyhez egy hosszikas, fonal-, vagy palcika alaki nyidlvany kapesolédik, végén
egy kisebb gémbbel. Ez utobbi két rész 6nmagéaban az adenovirus fiber kompo-
nense, mely a virion esticsaibél radialisan nyulik ki és melynek hossza a kiilon-
b6z6 alesoportba tartozé tipusoknal més és mas. A 252 kapszomerbdl all6 ade-
novirus kapszid 6sszesen 12 pentont tartalmaz egy-egy virionban, mivel az iko-
zaédernek 12 csticsa van. A t6bbi 240 kapszomert, melyek az ikozaéder élein és
lapjain helyezkednek el, hexonnak nevezik. Egyes szerotipusok tenyészetében
el6fordulnak 12 pentonbél allé szabalyos képletek, in. dodekonok is (Norrby
1966a).

A penton a legtobb adenovirus tipusnal hé- és tripszinérzékeny, e behata-
sok ugyanis a csicsi kapszomer bomlasat okozzak és ilyenkor az izolalt pento-
nok vagy dodekonok elvesztik a penton bazist és csak a fibernek megfelels rész
marad épen. Emiatt, valamint a struktiraval magyarazhaté fragilitas kovet-
keztében a penton a leglabilisabb komponens az adenovirus kapszid 6sszetevéi
kozott. E labilitas, valamint a mar emlitett relative kis mennyisége miatt a
penton tanulményozéasa igen nehéz, s egyes tipusok esetében nem is sikeriilt
eddig a tébbi virus komponenstédl szeparaltan, tisztitott formaban elGallitani.

Az adenovirusok pentonja nemcsak struktirajaban tér el a kapszidot
alkoté tobbi morfolégiai egységtl, hanem antigén tulajdonsagok tekintetében
is, tovabba szamos fontos és specialis funkciéval bir. A penton antigénrgl isme-
retes, hogy legalabb harom antigén-determinassal rendelkezik. Ezek kéziil a y
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tipusspecifikus és feltételezik, hogy a penton végén levg kis gombben talalhatsé,
a d pedig az egyenes palca részben helyezkedik el, s ezek egyiitt alkotjak a fiber
antigént. A penton bazishan, tehat a csicsi kapszomerben talalhaté 5 antigén
determinanst pedig csoportspecifikusnak tartjak. A 6 determinans a kiilonb6z8
alcsoportokba tartozé tipusoknal kiilonb6zd, egyeseknél alesoportspecifikus,
masoknal ettdl eltérd reaktivitasi (Norrby 1968a).

Az adenovirusok pentonja szamos funkciéval rendelkezik. Feltételezik,
hogy a virus a pentonjai révén kapcsolodik a sejthez virusfertzéskor, s a virus
hemagglutinaciéban is ezek tapadnak a fiber gombjével a megfelel§ vorosvér-
testekre (vvt). Ennek alapjan érthetd, hogy a virion, vagy a tébb pentonbél
allé polimer (pl. dodekon és penton dimer) tobb tapadasi ponttal rendelkezvén
teljes, komplett agglutinaciét tud létrehozni (Nasz 1975). Az egyes pentonok
azonban csak egy ponton tudnak a vvt-hez kapesolédni, igy agglutinaciét esak
akkor tudnak létrehozni, ha masik végiiket (azaz a csicsi kapszomereket) vala-
milyen heterotipusos, adenovirus elleni immunglobulin molekulaval ésszekap-
csoljuk. Ezért a penton monomert inkomplett hemagglutininnek nevezik.
Hasonlé inkomplett hemagglutinin a fiber is, ennek agglutinaciéjahoz azonban
nem alkalmas barmely heterotipusos ellenanyag molekula, hanem csak aleso-
porton beliili, mert ennek a 6 determinanssal kell kapcesolédnia, mely — mint
emlitettik — sziikebb reaktivitasu.

A penton rendelkezik toxikus hatédssal, mely a sejtek un. , korai cyto-
pathogen (CP) hatasaval “"mutathaté ki. Nagyobb mennyiségili penton hatasara
a sejtek le is valnak az ivegfalrdl, ezért korai sejtlevalaszt6 faktornak is nevezik
(Nasz és mtsai 1967).

A pentont 6sszefiiggésbe lehet hozni az adenovirusok interferon-indukalé
hatasaval is (Pusztai és mtsai 1974). Az utébbi években nukleaz aktivitast is
kimutattak az adenovirussal kapcsolatban (Burlingham és mtsai 1971).

Jelen kézleményiinkben a penton egyes funkcidira, aktivitasara és immu-
nolégiai tulajdonsagaira vonatkozé t6bb mint 10 éve foly6 vizsgalataink ered-
ményeit foglaljuk dssze.

Anyagok és modszerek

Virustorzsek, sejitenyészetek. Az 1-, 5-, 9-es prototipus, valamint a Pinck-
ney jelslésti onkogén T-es és a beteghdl izolalt 8-as (Nasz és mtsai 1963) tipusu
human adenovirus torzseket monolayer HelLLa, HEp-2,AV, és primer emberi
amnion, tovabba szuszpenziés HEp-2 sejtkultirakban tenyésztettilk a mar
ismertetett moédon (Néasz és mtsai 1963, Medveczky és mtsai 1976).
A virussal fert8zott sejtekbél t6bbszori fagyasztés és olvasztas és homogeniza-
las utan nyert kivonatot hasznaltuk fel kisérleteinkben, megfelel§ tisztitasi elja-
rasok utéan.

Immunsavdk. A fenti sejtkivonatokkal, ill. az azokbdl tisztitasi és szepara-
lasi eljarasok utan nyert szolubilis komponensekkel nyulakat és tengerimalaco-
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kat immunizaltunk a mar ismertetett médon (Nasz és Pereira 1965, Lengyel és
mtsai 1965, Lengyel és Nasz 1970a, Medveczky és mtsai 1975).

Penton prepardatum eléallitisa. Anioncserés kromatogrdfia. DEAE celluléz,
DEAE Sephadex A-25 és A-50 oszlopokrél emelkedd koncentraciéji NaCl olda-
tokkal, folyamatos gradiens vagy lépcsdzetes elucié alkalmazasaval nyertiik a
szeparalt adenovirus komponenseket, a mar ismertetett médon (Nész és Pereira
1965, Lengyel és Nasz 1970a, Néasz és mtsai 1968, Nasz és mtsai 1971).

Gélfiliracio. Az adenovirus komponensek tisztitdsahoz Sephadex G-200
oszlopot hasznéltunk a mar leirt médon (Nasz és mtsai 1971).

Uliracentrifugdlds. A virionok tisztitasahoz equilibrium centrifugalast
alkalmaztunk, melyet egyes esetekben egy CsCl parnan valo 1 6ras elézetes tisz-
titasi ultracentrifugalas el§zott meg (Nasz és Pereira 1965, Lengyel és Nasz
1970b, Nasz és mtsai 1971, Medveczky és mtsai 1975). A szolubilis komponen-
sek vizsgalatahoz (Lengyel és Nasz 1970b,) valamint a DNS szedimentaciés pro-
filjanak meghatarozasahoz (Medveczky és mtsai 1975) szaharéz gradiensen valé
zéna-centrifugalast alkalmaztunk.

Komplementkitési reakcit (KKR), hemagglutindciot (HA) és hemagglutind-
cid gatlast, valamint ,,hemagglutination enhancement’ tesztet az inkomplett hem-
agglutinacié kimutatasara Takatsy féle mikrotitratorban, vagy esetenként
csdvekben végeztiink (Nasz és Pereira 1965, Lengyel és Nasz 1970b, Norrby és
mtsai 1967).

Géldiffuzios precipitdaciot, immunelektroforézist, immunozmoforézist és un.
rakéta elektroforézist a mar ismertetett médon (Nasz és Pereira 1965, Nasz 1967,
Nasz és mtsai 1968, 1971, Renn és Evans 1976, Adam és mtsai kozlés alatt)
Difco Noble agar ill. SeaKem™ agar6z felhasznalasaval végeztiink.

Enzimkezelések. Tripszinkezelést 5x kristalyositott tripszin (Serva) fel-
hasznalasaval 37 C°-on végeztiink, majd equivalens mennyiségii széja inhibi-
tort (Serva) adtunk a reakciéelegyhez. Receptor destrualé enzim (RDE) kezelés-
hez cholera filtratumot (Philips-Roxane) hasznaltunk. Lizozim, pronaz és ribo-
nukleaz kezelést a P32 jelzett E.coli DNS izolalasara a mar leirt médon (Med-
veczky és mtsai 1975) végexztiink.

Nukleaz aktivitas kimutatdsara P3? jelzett E.coli DNS-t hasznaltunk s meg-
hataroztuk a reakciéelegy savoldékony nukleotid tartalmat és a DNS szedimen-
taciés profiljat vagy elektroforetikus mobilitasat a mar ismertetett médon (Med-
veczky és mtsai 1975, Medveczky és mtsai 1976).

A radioaktivitas mérése Packard Tri-carb tipusi liquid scintillaciés spekt-
rométerben tortént (Medveczky és mtsai 1975), a fehérje meghatdrozds Lowry és
mtsai médszere szerint (1951), a DINS mennyiségi meghatirozdsa 260 nm-en
mért abszorpcié alapjan PYE-Unicam SP 800 ill. Spektronom 204 spektrofoto-
méterben.

A DNS elektroforetikus mobilitasat agaréz gél elektroforézissel (Medveczky
és mtsai 1976) vizsgaltuk.
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Az aminosav dsszetételt JLC-5 AH (Jeol) automata aminosav analizator
segitségével a mar ismertetett médon (Adam és mtsai kozlés alatt) hataroztuk
meg.

Az izoelektromos pont meghatarozas 100 ml-es (LKB 8100 Ampholine
Electrofocusing Equipment) késziilékben tortént (Adam és mtsai kozlés alatt).

Eredmények
Kisérletek a penton és dodekon szepardldsdra. Ultracentrifugdlds.

E kisérletek soran CsCl equilibrium centrifugalassal szeparaltuk a teljes
vagy részben elgzbleg Arcton 113-mal tisztitott virustartalmd sejtkivonatbél a
szolubilis komponenseket. Miutan ismeretes, hogy az adenovirus hemagglutina-
ciés tulajdonsagéért a penton felel§s valamilyen formaban, igy a pentont, vagy
annak aggregdtumait tartalmazé frakcick megfelel§ species vvt-jeivel komplett
vagy inkomplett agglutinaciét mutatnak (Norrby 1968a). A 7-es (7P) tipusd
onkogén adenovirus térzs, mely a Rosen szerinti (1960) I. hemagglutinaciés
csoportba tartozik, s ennek megfelelgen majom vvt-ket agglutinal, az equilib-
rium centrifugalasi kisérletben egy jol meghatarozott, éles hemagglutinaciés
csticsot mutatott a 9—10. frakciéban (1. dbra). Ez a szolubilis kompletthemagg-
lutinin jéval alacsonyabb denzitasd, mint az infektiv virus, igy attél jol elva-
laszthato ezzel a szeparalasi médszerrel, viszont ugyanitt mas szolubilis kompo-
nensek, hexon és fiber is taldlhat6k, amit az azonos tipusd és mas adenovirus
tipus ellen termelt immunsavéokkal végzett pozitiv KKR reakciéval bizonyitot-
tunk. Miutén ez a hemagglutinin komplett hemagglutinaciét adott, s titerét he-
terotipusos adenovirus immunsavé hozzaadasa nem befolyasolta, ez a szolubilis
komponens minden valészintiség szerint tobb penton aggregatuma, valészintileg
tehat dodekonnak felel meg.

A Rosen szerinti (1960) II. hemagglutinaciés alcsoportba tartozé tipusok
koziil, melyek a patkany vvt-ekkel adnak teljes agglutinciét, a 8-as és 9-es
tipust vizsgaltuk centrifugalasi médszerekkel. A két tipus equilibrium centrifu-
galassal kapott eredményei igen hasonléak, igy a 2. abran a 8-as tipussal kapott
hemagglutinaciés eredményeket mutatjuk be. A harom komplett hemagglutina-
ciét mutaté csics koziil az els§ az 1,34 g/ml dennitasu adenovirionnak felel meg.
A masodik, 1,295 g/ml denzitas kériili a dodekoznak, mig az alacsonyabb denzi-
tasi frakcickban komplett és inkomplett hemagglutininek egyarant talalhaték.
Utébbiak kimutatasara a hemagglutinaciét heterotipusos adenovirus immun-
savé jelenlétében kell elvégezni. Az itt talalhaté komplett hemagglutininek
penton dimereknek felelhetnek meg, mig az inkomplett hemagglutininek mono-
mer pentonnak és fibernek.

E tipusok kiilonboz6 komponenseit elézetes kromatografias szeparilas
utan (l. késdbb) szaharéz gradiensen valé zéna-centrifugalassal is vizsgaltuk.
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1. dbra: 7-es tipust adenovirus CsCl equilibrium centrifugaldsa sordn nyert siirtisodési csikok.
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2. dbra: 8-as tipust adenovirus hemagglutininjeinek elhelyezkedése CsCl equilibrium centrifugé.
lds utan

A penton a centrifugacsd fels§ harmadaban helyezkedett el (3. abra), legna-
gyobb mennyiséghen a felszinhez kozel, a 22—26. frakciéban. A két tipus dode-
konjanak vizsgalatakor az eredmények mar nem voltak ennyireegybehangzéak.
A 9-es tipus dodekonjanak zéna-centrifugalasakor egy hatéarozott csiccsal ren-
delkezd, nagyobb iilepedési sebességli komplett hemagglutinint taldltunk a csé
alsé felében (4. abra) és egy kisebb iilepedési sebességili inkomplett hemaggluti-
nint a cs6 fels§ harmadaban (5. abra). A 8-as tipus dodekonja sokkal labilisabb-
nak bizonyult és a ¢s8 aljan és kozepén is talaltunk a komplett hemagglutinin
mellett (4. dbra), azt meghaladé mennyiségi inkomplett hemagglutinineket (5.
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abra), jelezve, hogy a centrifugalasi folyamat végére mar a dodekon elbomlott
kisebb szami pentonbdl all6 poli- vagy dimerekre, illetve monomerekre. Elgb-
biek még komplett hemagglutininekként mutathaték ki, utébbiak mar csak
heterolég adenovirus immunsavé jelenlétében agglutinalnak, tehat inkomplett
hemagglutininek.

HA titer
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5. dbra: 8-as és 9-es tipust adenovirus szolubilis komplett hemagglutininjének zéna-centrifuga-
ldsa sordn kimutathaté inkomplett hemagglutininek. Jelek: 1. 3. dbra.

Anioncserés kromatogrifia

A T-es tipusi adenovirus DEAE cellul6zon valé kromatografidja soran
(6. abra) a szolubilis komplett hemagglutinin (dodekon) 0,2M koncentraciéji
NaCl oldattal elualédott az oszloprél, a tébbi szolubilis komponens koziil a
hexon ennél elébb, 0,1M koncentraciénal, a fiber pedig jéval hatrabb, 0,4M
NaCl-dal. DEAE Sephadex A-50 oszlop hasznalata esetén a dodekon eluciéja
zommel 0,25—0,35M NaCl oldatnal kévetkezett be.

A TII. hemagglutinéciés alcsoportba tartozé tipusok anioncserés kroma-
tografiajakor a DEAE Sephadex A-25 oszlop biztositotta a legjobb szeparalast
(Lengyel és Nasz 1970b, Nasz és mtsai 1971), bar a komponensek eluciéjanak
sorrendje mindkét DEAE Sephadex készitménynél azonos volt: fiber, penton,
hexon, dodekon. Ezt illusztralja a 7. abra, melyen a 8-as tipusi adenovirus szo-
lubilis komponenseinek eluciés sorrendjét mutatjuk be. Az azonos alesoportba
tartozé 9-es, 10-es és 13-as tipus anioncserés kromatografiaja hasonlé sorrendet
mutatott, sGt a II1. alesoportba tartozé 1-es és 5-6s tipusé is. Utébbiak azonban
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dodekonnal nem rendelkeznek, igy ezeknél sorrendben csak fibert, pentont és
hexont mutattunk ki (8. abra).

A kisérletek soran a penton és dodekon tartalmi frakcidk sejttenyészete-
ken kifejezett toxikus hatast mutattak. E , korai CP hatéas”, valamint a trip-
szinérzékenységi vizsgalatok bizonyitottdk, hogy a hemagglutinacié alapjan
identifikalt komponens valéban pentont tartalmaz.
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6. dbra: T-es tipusi adenovirus szolubilis komponenseinek eluciés sorrendje DEAE celluléz
oszlopon végzett anioncserés kromatografidban
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7. dbra: 8-as tipusi adenovirus szolubilis komponenseinek eluciés sorrendje DEAE Sephadex
A-25 oszlopon végzett anioncserés kromatografidban

A penton ill. dodekon tartalmi frakciék mindharom alcsoportba tartozé
tipusok esetében h§- és tripszinérzékenynek bizonyultak. A 7-es tipus hemagg-
lutininjének titere 10 perces 56 C°-on val6 hdkezelés vagy 1 6ras 0,1%,-os trip-
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8. dgbra: l-es tipust adenovirus szolubilis komponenseinek eluciés sorrendje DEAE Sephadex
A-50 oszlopon végzett anioncserés kromatografidban

szinkezelés hatasara tizedére csokkent. Az I. tablazatban bemutatjuk a 8-as
tipus pentonjanak és komplett hemagglutininjének tripszinkezelés hatésara be-
kévetkezett valtozasat. A penton, mely sajat és mas alcsoportba tartozé hetero-
tipusos adenovirus immunsavé jelenlétében egyarant agglutinalja a patkany és
bizonyos tipusok esetében a human vvt-ket, tripszinkezelés hatasara mar csak
sajat alcsoporton beliili immunsavé jelenlétében agglutinalt, vagyis fiberré ala-
kult. A dodekon hemagglutinaciés titere is kb. huszadrészére csskkent, s trip-
szinkezelés utdn nagy mennyiségl fiber keletkezett. Mindkét anyag korai CP
hatéasa is megsziint a tripszinkezelés utan.

1. tablazat

8-as tipust adenovirus penton és dodekon tripszinérzékenységének vizsgilata

\ inkomplett HA titer
|
Vizsgalt tripszin kezelés komplett HA .anny més korai CP
hemagglutinin titer hatas
alcsoportba tartozé
immunsavé jelenlétében
penton 0 —1 322 32 -
+ = 48 4 i
dodekon 0 512 512 512 <+
+ 24 768 96 —
1<o1:4

2 reciprok érték
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Virosveértestre valo adszorpcio és elucio

A T-es tipus szolubilis hemagglutininje teljes mértékben adszorbeéalédott a
rhesus vvt-hez, 1 6ran at 37 C°-on. Mas komponensek szamottev§ adszorpciét
nem mutattak. Ejszakan at 4 C°-on a hemagglutinin legnagyobb része elualé-
dott a vvt-ekrdl, ily médon a hemagglutinin visszanyerhet§ és mas szolubilis
komponensektgl elvalaszthaté.

II. tablazat

8-as tipusi adenovirus dodekonnal és pentonnal végzett vvt adszorpciés és RDE elticiés kisérletek

inkomplett HA titer

S " azonos mas

he:agg%:ltznin kizzgtos 1;;):‘ rt’:::: ’

alcsoportba tartozé

immunsavé jelenlétében

0 321 32 32

dodekon humiédn vvt —2 16 j [

RDE a vvt-hez 256 256 256

0 — 32 32

humaéan vvt — 32 32

penton Ad-13 savé?® 24 32 32

humdn vvt 8 12 8

humaéan vvt — - —

RDE a vvt-ekhez 192 192 192

0 — 24 24

Ad-11 savé?* 12 24 24

penton humdén vvt 4 12 8
huméan vvt — 4 —

RDE a vvt-ekhez 24 48 48

1reciprok érték

S Lol

3 azonos alcsoportba tartozé heterotipusos immunsavé
4 mas alcsoportba tartozé heterotipusos immunsavé

A TI. hemagglutinaciés alcsoportba tartozé tipusok komplett hemaggluti-
ninje szintén adszorbealédik a patkany és (bizonyos tipusok esetében) human
vvt-ekhez, eluciéjuk azonban semmilyen héfokon sem kovetkezik be. Ha a 8-as
vagy 9-es tipus szolubilis komplett hemagglutininjét human vvt-ekhez adszor-
beéltuk, gy RDE kezeléssel azok elualhaték voltak a vvt-ekrél s ily médon
tisztitott formaban kvantitative visszanyertiik azokat. Monomer pentonok ese-
tében azonban, melyek inkomplett hemagglutinaciét mutatnak csak, ez az ad-
szorpcid csak alig, vagy egyaltalan nem kovetkezett be. Ha azonban az inkomp-
lett hemagglutininhez el8szér heterotipusos adenovirus immunsavét adtunk, s
igy komplett hemagglutininné alakitottuk at, igy az adszorpcié létrejstt, s ha
human vvt-eket hasznaltunk és két egymas utani vvt kezelést végeztiink, tigy a
penton legnagyobb részét tisztitott és koncentralt formaban RDE kezeléssel
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vissza tudtuk nyerni. A II. tablazat mutatja e kisérletek eredményeit. Lathat-
juk, hogy a penton el6kezelésére mind sajat, mind mas alcsoportba tartozé hete-
rolég adenovirus immunsavé alkalmas volt. Eluciét csak human vvt-ek és csak
RDE kezelés hatasara értiink el, patkany vvt-ekkel adszorpcié elérhet8 ugyan,
de eluci6 RDE-vel nem lehetséges.

Immunoligiai vizsgdlatok

Az 5-6s adenovirus tipus géldiffiziés vizsgalatakor harom precipitéciés
csikot kaptunk, melyek koziil kett részleges azonossagot mutatott, ez a penton
és fiber antigénnek megfelel§ csikokra volt jellemzd. Elektromos térbe helyezve
a virusanyagot a harom antigén, a hexon, a penton és a fiber mas-mas elektrofo-
retikus mobilitast mutatott. Az 5-6s tipussal végzett immunelektroforézis ered-
ményét mutatja a 9. abra. A harom precipitaciés iv koziil a kozépss, amelyik

9. dbra: 5-6s tipust adenovirus immunelektroforézise homolég immunsavéval

tehat a legkisebb mobilitast mutatja, a penton. Immunozmoforézissel az anti-
gén kimutatasa mar harom oéra alatt is teljes mértékben sikeriil, a penton ennél
a moédszernél is kozépsd poziciot foglal el (10. abra). A virusanyagot tripszinnel

10. dbra: 5-6s tipusi adenovirus immunozmoforézise. A fels§ rezervoarokban balrél jobbra:
teljes virus, tripszinnel kezelt teljes virus, hexon és fiber. Az alsé rezervodr sorban 5-6s tipus
ellen termelt immunsavé

kezelve a csik elttinik és a fibernek megfeleld csik novekszik, jelezve, hogy a
penton elbomlott, s beléle fiber szabadult fel. Ezzel a médszerrel a penton preci-
pitacios csikja mar az elsé 6raban megjelenik, s harom 6ras futtatas utan pedig
egyes komponensek tobb csikot is adhatnak, melyek kozott kozépen a penton f3
determinansanak megfelel§ vattaszerd precipiticiés koteg, mely néha ivelt,
és a negativ pélus felé hajlanak a végei, jol kivehetd (11. abra).

Az 1-es tipusi adenovirus antigénjeit rakéta elektroforézis médszerével
vizsgalva a hexonnak megfelel§ precipitaciés teriilet kip alaki, az ugyancsak
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11. dbra: 5-6s tipust adenovirus immunozomoforézise. + polus felsli rezervodrban 5-6s tipus
elleni immunsavé. — pélus feldli rezervodrban 5-6s tipust adenovirus

pozitiv irdinyba vandorlé penton precipitituma homogén opalosodas formaja-
ban jelenik meg, a hexon precipitéciés teriiletén beliil. Tripszinkezelés utan ez a
precipitatum eltiinik és a fiber csikja, mely korivszerden veszi koriil az antigén
rezervoart, megndvekszik (12. abra).

12. abra: 1-es tipust adenovirus ,,rakéta’’ elektroforézise homolég immunsavét tartalmazé aga-
r6z gélben. A nyil a pentonnak megfeleld precipitacios teriiletet jeloli

A 7P tipusu adenovirus térzs tisztitott hemagglutininje KKR-ban elsésor-
ban a homolég virustérzs ellen termelt immunsavéval reagalt, kis mértékben
azonban a heterolég 2-es tipus elleni immunsavéval is. A teljes virust tartalmazé
anyag homolég immunsavéval géldiffiziés precipitiacioban, az 5-6s tipushoz
hasonléan szintén harom csikot adott, melyek kéziil a kozépsé feltehetéleg a
pentonnak felelt meg (Nasz és Pereira 1965).
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A penton nukledz aktivitdsinak vizsgdlata

Egyes adenovirus tipusokrél megallapitottak, hogy tartalmaznak olyan
endonukleazt, mely bontja az adenovirus DNS-t (Burlingham és mtsai 1971,
Burlingham és Doerfler 1972), s az enzim a virionon beliil a pentonnal hozhaté
osszefiiggésbe. Kisérleteinkben az 1-es tipusu adenovirussal fertdzott sejtek ki-
vonataval sikeriilt olyan endonukleaz aktivitast kimutatnunk, mely az izotép-

32
pcpm

2x10° 4

103 .

T frakcié szam
cs6 alja

13. dbra: Tisztitott 1-es tipusti adenovirionok endonukledz aktivitdsa anti-HEp IgG és tripszin
elokezelés utdn.
Jelek: A----- A P32 DNS -+ puffer [ ) ® P32DNS - virion
[Jeeeverneences [ P32DNS + anti-HEp IgG-vel kezelt virion o————0 P3%DNS - tripszinnel

kezelt virion

pal jelzett DNS-t savoldékony oligonukleotidokig lebontotta. A kontroll sejtki-
vonat, mely nem fert§zott sejtekbdl késziilt, nem mutatott ilyen aktivitast.
Sejtekbdl kivont, tisztitott virionokkal viszont virushoz asszocialt endonukleazt
mutattunk ki, melynek hatasara kisebb molekulasilyd DNS fragmentumok
keletkeztek, mint a kontroll sejtek kivonatanak hatasara. Az esetleges virionra
kotddott, sejteredetl enzimek lehet8ségének kizarasara anti-HEp IgG-vel
kezelt virionokkal is elvégeztiik a kisérletet, ez azonban nem tért el a kezeletlen
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virionnal kapott szedimentéciés profiltél. Tripszinnel kezelt virionokkal azon-
ban a virion nukleaz aktivitasa megszint (13. abra), ami a penton szerepére
utal a nukleaz aktivitasban.

Az 1-es tipusi adenovirusbél ezért megfeleld tisztitasi lépéseken keresztiil
tisztitott pentont allitottunk els, és megvizsgaltuk annak endonukleaz aktivi-
tasat mind E. coli, mind pedig 1-es tipusi adenovirus DNS-ével. A 14. 4bra a

P&m
A
Bx10°
£4x10%
2x10%
© ®
14. dbra: l-es tipust adenovirus tisztitott pentonja endonukledz aktivitdsdnak vizsgdlata P32
jelzett E. coli DNS szubsztrdttal. A DNS elektroforetikus mobilitdsa 0 ([J———[]), 5
(g===ees 0),20(A——-—A), és 60 (@ ®) perc inkubdcié utén

kiilonb6z§ ideig pentonnal inkubalt E.coli DNS elektroforetikus mobilitasat
mutatja. Mig a 0 és 5 perces inkubdécié utan nem latszik még lényeges bomlas,
20 perc utdn mar erdsen ng az elektroforetikus mobilitas, 60 perc utan pedig a
DNS nagyrészt lebomlott gyorsan vandorlé fragmentumokra. Szubsztratként
1-es tipusi adenovirusbél kivont, tisztitott DNS-t hasznalva, hasonléképpen
kimutattuk a nukleaz aktivitast (15. abra). Tisztitott hexon és fiber készitmé-
nyek nem okoztak a DNS szubsztrat hasonlé bomlasat.

A penton aminosav ésszetételének meghatdarozdsa

Az l-es tipusid adenovirus szolubilis pentonjanak aminosav 6sszetételét
6sszehasonlitottuk a virion és a nem fertdzott kontroll sejtpreparatumok amino-
sav osszetételével (III. tablazat). A virionban a bazikus aminosavak relativ
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15. d@bra: 1-es tipusti adenovirus szeparalt DNS-e elektroforetikus mobilitasdnak valtozasa tisz-
titott 1-es tipust penton jelenlétében, agaréz gélelektroforézisben.

Jelzések: 1 = kezelés el6tt, 2 = pentonnal val6 5 perces inkubdcié utin, 3 = pentonnal
valé 60 perces inkubdcié utan

aranya magasabb, mint a pentonban (lys, arg), utébbiban viszont magasabb
aszparaginsav, treonin és szerin tartalmat talaltunk, mint akar a virionban,
akar a kontroll sejtekben.

A penton izoelektromos pontjanak meghatdrozasa

Az 1-es tipusi adenovirus szolubilis komponenseinek izoelektromos pont-
jat vizsgalva az egyes virusfehérjék a 72 6ras vizsgalati id§ alatt a nekik megfe-
lelé pH tartomanyban opaleszkalé korong formajaban gytltek 6ssze. A penton-
nak megfeleld frakciok fehérje meghatarozas és géldiffiiziés precipitiacié mod-
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III. tablazat

l-es tipust adenovirus tisztitott pentonjdnak és virionjanak aminosav osszetétele

Aminosav! Penton Virion HEp-2 AV,
Lys 5,04 6,34 14,86 17,61
His 2,03 2,11 nyom? nyom
Arg 3,80 7,99 2,35 1,50
Asp 13,19 11,14 10,68 8,39
Thr 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
Pro 7401 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 5,712 | 5,69 5,20 4,30
Met nyom nyom nyom 2,50
Ile 2,91 3,17 3,00 2,98
Leu 8,28 7,30 8,10 6,81
Tyr 2,67 3,12 2,71 2,25
Phe 3,78 3,68 3,52 2,71
Trp NH3 NH NH NH
1/2 Cys NK* NK nyom nyom

! aminosav osszetétel mol/100 mol aminosavban megadva
2 nyomokban

3nem tortént meghatdrozds

4nem kimutathaté

v

szerével vizsgalva pl 4,69 izoelektromos pontnak feleltek meg. A masik két
szolubilis komponens ett§l eltéré izoelektromos pontot mutatott (Adam és mtsai
kozlés alatt).

Megbeszélés

A pentbn antigén szeparalasara végzett kisérleteink soran tisztaztuk az
eddig ilyen szempontb6l még nem vizsgalt 7-es és 8-as tipusi human adenoviru-
sok hemagglutininjeinek természetét. Az I. hemagglutinaciés alesoport tagjai
kéziil (Rosen 1960) ugyanis elsésorban a 3-as tipust vizsgaltak behatéan (Norrby
1966a, 1966b), majd pedig a 11-est (Norrby 1968b).

A 7P torzs szeparalasa sordn nyert szolubilis komplett hemagglutinin
tulajdonsagai nagyrészt azonosak a 3-as tipus dodekonjarél ismertekkel (Norrby
1966a). Erdekes jelenség viszont, hogy anioncserés kromatografiaban az igen
nagyszamu vizsgalt adenovirus tipus koziil eddig csak ennél és a legkifejezet-
tebb onkogenitasi 12-es tipusnal fordult el§, hogy a tipusspecifikus fiber (mely
egyittal a penton alkotérésze) a tobbi szolubilis komponens utan, a magas
NaC(l koncentraciéji eluensekkel oldédott le az oszloprél (Huebner és mtsai
1964, Norrby és Ankerst 1969, Lengyel, Nasz, Béladi nem kozolt adatok).

A 8-as tipus esetében els6ként sikeriilt szolubilis pentont és szolubilis
komplett hemagglutinint izolalnunk ebbdl a nehezen tenyészthetd és fokozott
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labilitast mutaté torzsbhgl. A kidolgozott vvt adszorpci6 — RDE elucié méd-
szerével 1j és gyors szeparalasi eljarast kaptunk e tipus kutatasahoz. A médszer
minden valészintdség szerint az azonos alecsoportba tartozé, hasonlé hemaggluti-
naciés tulajdonsagi tipusok antigénjeinek szeparalasira is alkalmas lehet
(Norrby és mtsai 1967).

A 8-as tipusbdl ilyen médon izolalt pentonnal sikeriilt nyulakban anti-
penton immunsavét eldallitanunk, mellyel gatolni tudtuk a 8-as tipusi adeno-
virus interferon indukciéjat (Pusztai és mtsai 1974). Ezzel indirekt médon a
pentonnak az interferon indukciéban jatszott szerepére kaptunk djabb bizonyi-
tékot.

Ugyanecsak hasznos kutatasi médszernek bizonyult az immunelektroforé-
zis és — féleg gyorsasaga és az adenovirus kutatasban valé tjszeriisége miatt —
az immunozmoforézis. Ez ut6bbi, valamint a rakéta elektroforézis segitségével
néhany 6ran belil meghatarozhaté egy virustorzs vagy ellenanyag tipusa.

A pentonhoz asszocialt endonukledzt eleinte csak a 2-es és 12-es adeno-
virus tipusnal tudtak kimutatni (Burlingham és mtsai 1971, Burlingham és
Doerfler 1972), djabban mas tipusokkal is sikeres kisérletekrél szamolnak be
(Marusyk és mtsai 1975). Az 1-es tipusrél eddig nem volt adat az endonukleaz
jelenlétére és elsd esetben sikeriilt izolalt, tisztitott pentonnal is endonukleaz
aktivitast kimutatnunk (Medveczky és mtsai 1976). A tripszinkezeléssel
és a tobbi tisztitott szolubilis virus komponenssel kapott eredményeink arra
utalnak, hogy az enzimaktivitasban a tripszinérzékeny penton bazis jatszik
szerepet.

El8szor sikeriilt meghataroznunk az 1-es tipusi adenovirus pentonjanak
aminosav dsszetételét és e szolubilis komponens izoelektromos pontjat (Adam és
mtsai kozlés alatt).

Osszefoglalds

A humaéan adenovirusok harom kiilonb6z6 alecsoportjaba tartozé 1-, 5-, 7-,
8- és 9-es tipusi virustérzsek szolubilis penton antigénje fizikai, kémiai, immu-
nolégiai és biolégiai tulajdonsagait vizsgaltuk. A kisérletek soran komplett és
inkomplett hemagglutinacié médszerével tanulmanyoztuk a penton mono-, di-
és polimereket s eljarast dolgoztunk ki a II. hemagglutinaciés alcsoportba tar-
tozé tipusok pentonjanak szeparalasara. A penton antigén gyors kimutatasara
immunolégiai médszereket dolgoztunk ki. Meghataroztuk a kiilonboz§ tipusok
pentonjanak eluciés tulajdonsagait anioncserés kromatografiaban és meghata-
roztuk az l-es tipusd adenovirus tisztitott pentonjanak izoelektromos pontjat
és aminosav dsszetételét. Kimutattuk e virustipus virionhoz kotétt endonukleaz
aktivitasat s tisztitott, szeparalt pentonnal végzett kisérletekkel igazoltuk,
hogy az enzim-aktivitds a pentonnal kapcsolatos.
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