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Az adenovírusok emberben elsősorban kü­
lönböző légúti és szemészeti betegségeket 
okoznak és a tápcsatorna bizonyos megbetege­
déseiért felelősek (I. táblázat). Szerepük lehet 
azonban több eddig nem tisztázott etiológiájú 
megbetegedésben és feltehetően a rosszindu­
latú daganatok kóroktanában is (1 —8). Egyes 
szerológiai típusok ugyanis — elsősorban a 
12-es, 18-as és 31-es típusok — újszülött kísér­
leti állatokban daganatot hoznak létre. Az akut

I. táblázat: Az adenovírusok által okozott betegségek

Kórkép Vírustípus Leggyakoribb
előfordulás

Akut lázas pharyn­
gitis

Pharyngoconjunc- 
tivális láz

Akut légúti beteg­
ség

Pneumonia

Keratoconjuncti­
vitis epidemica

Pertussis synd- 
roma

Akut haemorr- 
hagiás cystitis

Gastroenteritis

1, 2, 3 ,5 , 
6,7

3 .4 , 7,
14

3 .4 , 7, 14, 
21

I ,  2, 3 ,4 ,
7

8, 11, 19, 
37 

5

I I , 21 

40 ,41

csecsemők, kisgyer­
mekek

iskolás gyermekek

katonai újoncok

csecsemők

minden korosz­
tály

csecsemők, kisgyer­
mekek

csecsemők, kisgyer­
mekek

csecsemők, kisgyer­
mekek

5



megbetegedéssel járó fertőzések mellett isme­
retes, hogy bizonyos típusok, így az 1-es, 2-es, 
5-ös és 6-os szerotípusok, látszólag egészséges 
egyének szervezetében jelen lehetnek hosszú 
ideig latens módon anélkül, hogy betegséget 
okoznának. Megfelelő körülmények között 
azonban ezek a latens, vagy endogén vírusok 
aktiválódhatnak és akut betegséget okozhat­
nak, ill. jelentősen súlyosbíthatják, fatálissá 
tehetik az egyéb kórképeket. Rendkívüli ér­
deklődésre tett szert ilyen vonatkozásban az 
utóbbi néhány évben egy eddig kevésbé ismert 
és aüg tanulmányozott latens típus, a 35-ös 
szerotípus. Ezt ugyanis sikerült kitenyészte­
ni AIDS-ben szenvedőkből, továbbá immun- 
szuppresszív kezelésben részesültekből, csont­
velő- és vesetranszplantáltak vizeletéből (9—10). 
Az ilyen betegek egy részénél bizonyítható 
volt az adenovirus okozta vesekárosodás, ade­
novirus hepatitis, ill. pneumonia, mint közvet­
len halálok. Más betegeknél közvetlen kóroki 
szerep nem volt bizonyítható, az AIDS-ben 
sincs kóroki szerepük, de egyedülálló predilec- 
tios jelenlétük az immunhiányos vagy immun- 
szuppresszált gazdákban és aktiválódásuk az 
urogenitális rendszer területén feltétlenül ma­
gyarázatra, tisztázásra vár. Ezért az utóbbi 
években mi is vizsgálat tárgyává tettük több 
irányból a 35-ös típus különböző tulajdonsá­
gait.

Az adenovírusok szerkezetére jellemző, hogy 
ikozaéder alakúak (1., 2. ábra), átmérőjük kb.
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1. ábra. Adenovirus modell az élközéppont (a) a lapközép­
pont (b ) és a csúcs (e) felől nézve

80 nm és 252 morfológiai egységből, kap- 
szomerből van felépítve fehérjeköpenyük, a 
vírus kapszid. Ezek közül 12 helyezkedik el az 
ikozaéder 12 csúcsának megfelelően, 120—120 
pedig annak élein és lapjain. A csúcsi kapszo- 
merek és a belőlük radiálisán kiálló nyúlvá­
nyok, végükön kis gömbszerű képződménnyel 
a pentonok, külön a nyúlványok neve: fiber. 
A lapokon és az éleken elhelyezkedő kapszo- 
merek pedig a hexonok, melyek tulajdonkép­
pen a vírus belsejében elhelyezkedő DNS mel­
lett a jelen előadás főszereplői. Minden hexon
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2. ábra. Az adenovirus elektronmikroszkópos képe. Egy 
háromszögű lapon a hexonokat körök jelzik

molekula három, kémiailag azonos polipeptid 
alegységből épül fel. A hexon fehérjét sikerült 
nagyfokban tisztítanunk és két- és háromdi­
menziós kristályos formában előállítanunk. 
Ezeket elektronmikroszkóppal tanulmányozva 
finom összekötő elemek létezését mutattuk ki, 
meghatároztuk a hexonok egymáshoz való kö­
tődési módját a kristályban és a vírusrészecs­
kékben egyaránt, és megállapítottuk az össze­
kötő elemek és a polipeptid alegységek köl­
csönös orientációját. Ezzel sikerült meghatá­
roznunk a vírus fehérjeburkának finomszerke­
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zetét az ikozaéder alakú vírus 2-szeres, 3-szoros 
és 5-szörös szimmetriatengelyének megfele­
lően, amint azt a vírusmodell is szemlélteti (1. 
ábra). Megítélhető, hogy itt igen bonyolult tér­
beli, síkbeli és rotációs szimmetriaviszonyok 
meghatározásáról van szó (4, 11-17).

A3, ábrán, az adenovirus DNS géntérképén, 
a különböző strukturfehérjék és polipeptidek,

3. ábra. Az adenovirus DNS gén térképe

továbbá a vírusszaporodási ciklus elején kép­
ződő, de vírus alkotórészként nem szereplő ún. 
korai fehérjéket kódoló gének helye látható. 
A két vízszintes párhuzamos vonal a duplaszálú 
lineáris DNS-t jelenti. Az onkogén, azaz a da­
ganatkeltésért felelős génszakasz (a bal olda­
lon) továbbá a penton, a hexon és fiber gén 
helye jelölve van. Az arab és római számok az 
azonos jelű polipeptidek génjének a helyét jel­
zik azon a DNS-szálon, amelyen elhelyezked­
nek. A pontozás a korai, a ,,sima” kihúzás pe­
dig a késői fehérjéket jelöli.

A II. táblázat az emberi adenovírusok cso­
portosítását szemlélteti. Az adenovirus család-
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II. táblázat: Humán adenovirus szubgenuszok tulajdonságai

Szub-
genusz

Onkogenitás DNS
Fiberek
hossza

HA
csoportSzerotípus

állatban sejttenyészeten Homológja
%

GIC tart.
%

A 12, 18, 31 magas transzformál 48 -69
(8 -20)

47 -49 18-31 IV.

B 3, 7, 11, 14, 
16 ,21 ,34 , 35

közepes transzformál 89-94
(9 -20)

50 -52 9 -1 1 I.

C 1,2 , 5 ,6 alacsony
nincs

transzformál 99-100
(10-16)

57 -59 23-31 III.

D 8, 9, 10, 13, 15,
17,19, 20, 22 -30  
32, 33, 36, 37, 38, 
39

alacsony
nincs

transzformál 95-99
(4 -17 )

5 7 -6 0 12-13 II.

E 4 alacsony transzformál 57 17 III.

F
G

40
41

III.
III.



ban jelenleg 112-féle szerológiai típus ismeretes. 
Ezek közül 41 típus emberi eredetű, a többi­
nek pedig különböző emlősök és madarak a 
természetes gazdái. Az emberi adenovírusok 
az emlős adenovirus genuszba (Mastadeno- 
vírus) tartoznak és az ábécé nagybetűivel jel­
zett szubgenuszokba sorolhatók. Az A szub- 
genuszba tartozó három típus a legerősebben 
onkogén, a B-be tartozók kevésbé onkogének, 
a többi szubgenuszba tartozók pedig alig, vagy 
egyáltalán nem onkogének in vivo, de daganat- 
keltő génekkel rendelkeznek és malignusan 
transzformálják a sejttenyészeteket in vitro. A 
különböző szubgenuszokba tartozó típusok 
között jelentős különbségek vannak a táblázat­
ban feltüntetett paraméterekben, mint pl. a 
DNS-homológia, G/C tartalom stb. és termé­
szetesen a hexonok antigénszerkezetében is, 
amelyről később lesz szó.

Az adenovírusokkal végzett kutatásaink há­
rom fő témakörhöz tartoznak (4. ábra). Ezek 
a következők: 1. A vírusok kóroktani, patho- 
lógiai szerepének vizsgálata a különböző sejtek 
és a szervezet szintjén, beleértve a pathomecha- 
nizmus tisztázására és a diagnosztika elősegí­
tésére irányuló törekvéseket is (2, 18—29); 2. 
Az adenovírusok fehéijeburkát -  kapszidját — 
felépítő különböző strukturfehéijék, apenton, 
a fiber és a hexon többirányú vizsgálata (11, 
20, 22—24, 30-34); 3. Az adenovirus DNS 
szeparálása és összehasonlító vizsgálata, külön­
böző restrikciós enzimekkel való emésztése, és
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4. ábra. Adenovirus kutatási témakörök

a megfelelő restrikciós, illetve fizikális térkép 
meghatározása, a fragmentumok klónozása 
baktériumokban és expressziójának kiváltása 
(4, 35-42).

Szeretném hangsúlyozni, hogy az adenoví- 
rus-problémakör e három különbözőnek tűnő 
kutatási területe a valóságban szorosan össze­
függ, és várható, hogy a jövőben még inkább 
összefonódó, közös témakört fog jelenteni. 
Az alapkutatás jellegű DNS-manipulációs és 
vírusfehéije-kutatások, valamint a hibridoma- 
technika alkalmazása alapján ugyanis elvileg 
megnyílt a lehetőség olyan jó antigén tulajdon­
ságú, tiszta fehérje komponensek mesterséges 
előállítására baktérium sejtekben, vagy szinte­
tikus úton, valamint ezek ellenőrzésére mono- 
klonális ellenanyagokkal, melyek az adenoví- 
rusok által okozott pathológiás állapotok pre­
vencióját, diagnosztikáját, illetve therápiáját 
segíthetik a gyakorlatban, a klinikumban és 
az állatgyógyászatban egyaránt. Ez utóbbi
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terület fontos gazdasági vonatkozásai miatt 
érdemel különös figyelmet. A másik közös 
jellemvonás mindhárom területen a kutatások 
szintjének molekuláris jellege. A különböző 
vírus-specifikus fehérjék és a vírus DNS-mole- 
kulák különböző részei szerepének, funkció­
jának a meghatározása is fontossá vált apatho- 
mechanizmus kérdéseinek a kutatásában, a 
molekulárbiológiai és biotechnológiai mód­
szerek alkalmazásával együtt.

A különböző mikrobák biotechnológiai al­
kalmazása már több területen gyakorlati hasz­
not hajt, vagy a közvetlen gyakorlati felhaszná­
lás megvalósítása folyamatban van, esetleg több 
vagy sokféle variációban. A biotechnológiai 
eljárások óriási gyakorlati jelentősége tehát 
nyilvánvaló. Nyomatékosan szeretném azon­
ban hangsúlyozni, hogy semmivel sem kevésbé 
jelentősek a laboratóriumi — vagy mondhatni, 
hogy molekuláris — szintű biotechnológiai el­
járások alkalmazásával nyert elméleti ismere­
tek (43). E módszerek révén annyi új tudo­
mányos ismeretanyag gyűlt össze (és ez nap­
ról napra tovább gyarapszik) az eukariota és 
prokariota sejtek, valamint a vírusok génjeinek 
szerkezetéről és működéséről, az általuk kó­
dolt fehéijék, peptidek antigénszerkezetéről, 
a különböző immunológiai történésekről, hogy 
ezek az ismeretek szinte új fejezetet nyitottak 
a molekuláris biológiában, ill. a molekuláris 
virológiában. Előadásomban közvetve ezt is 
szeretném szemléltetni.
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Mielőtt rátérnék az említett három témakör­
ben végzett saját vizsgálataink néhány részle­
tének ismertetésére, szeretnék köszönetét 
mondani munkatársaimnak áldozatos munká­
jukért. Intézetünk tagjai közül az előadásra 
kerülő munkák egy-egy részében a felsorolt 
munkatársak vettek részt: Ascher Zoltán, Ádám 
Éva, Berencsi György, Dán Pál, Dam Viet 
Coung, Farkas Judit, Geck Péter, Kang Wi 
Gyű, Kulcsár Gizella, Lengyel Anna, Ongrádi 
József, Takács Mária. A kísérletek egy-egy 
része együttműködésben folyt több hazai és 
külföldi intézet munkatársaival, akiknek szin­
tén szeretném köszönetemet kifejezni.

Az adenovírus-fertőzések bonyolult patho- 
mechanizmusa a modem molekuláris biológiai 
és biotechnológiai módszerek felhasználásával 
kapott eredmények tükrében új megvilágítás­
ba került és nagy fontosságra te tt szert. A to ­
vábbhaladáshoz azonban a problémák új típusú 
tanulmányozására van szükség. A legtöbb eset­
ben ugyanis nem egyszerűen arról van szó, 
hogy az adenovírus-fertőzés okoz-e vagy nem 
egy bizonyos betegséget. A kérdés ennél sok­
kal összetettebb. Mint az 5. ábrán látható, az 
adenovírus-fertőzés egyik következménye lehet 
a fertőzött sejt pusztulása és ennek eredménye­
képpen akut betegség létrejötte, lefolyhat a 
fertőzés inapparens formában, tünetmentesen 
is, azonban mindkét esetben létrejön a szerve­
zetben az ellenanyag-termelődés. A fertőzés 
másik lehetséges következménye a vírus DNS
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beépülése a sejtnukleinsavba, és az adenovírus- 
sal fertőzött sejt malignus transzformációja és 
rosszindulatú daganat képződése a szervezet­
ben. A harmadik lehetőség pedig a tartós latens 
fertőzés kialakulása, főleg a lymphoid sejtek­
ben, majd aktiváló tényezők hatására késői 
vírusszaporodás és akut betegség létrejötte, 
ill. egyéb betegség súlyosbítása. Mindez eddig 
viszonylag egyszerű, a probléma azonban rend­
kívül bonyolult, mert ezekért a különböző tör-

akiA  betegség
1 a fertőzött sejt p u s z tu lá s a i^  ellenarryogképződés

'V napparens fertőzés-^"

2 a fertőzött sejt malignus transzformációja — »- daganat

3. tartós latens fertőzés a lymphoid sejtekben----- »-késéi aktrvólódós
betegség

5. ábra. Az adenovirus fertőzés lehetséges következményei

ténésekért más-más vírusfehéije vagy polipep- 
tid, ill. a vírus DNS más-más szakasza, génje 
a felelős és más-más mechanizmusokon keresz­
tül, meghatározott molekuláris genetikai, mo­
lekuláris immunológiai szabályozás útján hat, 
amelyeket csak részben ismerünk; mindezeket 
még jelentősen befolyásolja a fertőzött gazda­
sejt, ill. a gazdaszervezet pillanatnyi állapota is, 
egészséges vagy legyengült volta, immunis vagy 
immunhiányos állapota.

A pathomechanizmus tanulmányozása so­
rán kimutattuk, hogy bizonyos tisztázatlan 
etiológiájú betegségekben szenvedők, mint 
amilyen pl. a szájnyálkahártya recidiváló feké-
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lye, az asthma bronchiale, a cervix metaplasia, 
a grippe abdominalis, a colitis ulcerosa stb., 
latens adenovírus-hordozók, mert bár az ilyen 
betegekből a vírus általában nem tenyészthető 
ki, a helyi laesiók sejtjeiben vagy a perifériás 
lymphocytákban a specifikus adenovirus anti­
gének immunfluoreszcens eljárással folyamato­
san magasabb százalékban mutathatók ki, mint 
a kontroliokéban. Ugyanezen betegek lympho- 
cytái szenzibilizáltakká válnak a vírusantigé­
nekkel szemben, amit az mutat, hogy pl. a 
tisztított adenovirus hexon fehérje hatására 
magasabb arányú az ilyen betegekből szár­
mazó lymphocyták blasztos transzformációja, 
mint a kontrollokéból származóké (2, 4, 6, 
2 5 -2 8 ,4 4 -4 8 ).

Kísérleteink azonban ismételten felhívták a 
figyelmet arra is, hogy az egészségesek jelentős 
részének — mintegy 15—20%-ának — a lym- 
phocytáiban is pozitívak az adenovírusok 
latens jelenlétére utaló reakciók. Nemrégen 
DNS—DNS hibridizációval és autoradiográfiás 
eljárással azt is sikerült kimutatni, hogy egész­
séges felnőttek perifériás lymphocytáiban a 
latens adenovirus típusok DNS-e részben a 
sejtnukleinsavba integrálódott, részben pedig 
szabad vírus DNS formájában van jelen, még­
pedig sok esetben nem a teljes genom, hanem 
annak csak egy részlete. Bizonyos megfigye­
léseink pedig arra utalnak, hogy az egészsége­
seknek látszó vírushordozókból kerülhetnek 
ki később a megbetegedettek (4).
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A látencia további tanulmányozására és a 
reaktiválás lehetőségének és mechanizmusának 
vizsgálatára HEp-2 szövettenyészeteken mes­
terséges latens vírushordozást alakítottunk ki 
in vitro 5-ös típusú adenovírussal és ennek két 
hőérzékeny mutánsával, a ts 18-cal és ts 19-cel. 
Számos kémiai és természetes anyag vizsgálata 
során azt találtuk, hogy a nativ és radiodetoxi- 
kált E. coü 089 endotoxin képes reaktiválni 
mindhárom vírust permisszív hőmérsékleten, 
tehát 32 °C fokon, azaz képes vírus-replikációt 
indukálni a latens állapotból (III. táblázat).

III. táblázat: Endotoxinok hatása a latens adenovírusok 
reaktiválódására in vitro

Endotoxin 
E. coli 089

Ad h5

vad törzs 
32°C 39°C

tsl8
32°C 39°C

tsl9
32°C 39°C

Natív + + + +
Radio-detoxifikált + + + + -

Vizsgálataink szerint ezenkívül az F típusú 
prosztaglandin (PGF2a) szintén képes reak- 
tiválódást kiváltani a vad típusnál és az egyik 
ts mutánsnál, feltehetően a vírusfehérjék fosz- 
forilálásának elősegítése révén (45).

Tanulmányoztuk az adenovírusoknak az 
egészséges emberi lymphocytákra in vitro ki­
fejtett hatását is (IV. táblázat). Megállapítot­
tuk, hogy az 5-ös típusú vírusfertőzés jelentő-
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IV. táblázat: Az adenovirus fertőzés hatása a 
lymphocytákra in vitro

E-rozetta képző aktivitás csökkentése
PHA (phytohemagglutinin) stimulálhatóság csökkentése
Lymphokin termelés indukálása

sen csökkenti a lymphocyták E-rozetta képző 
aktivitását és mintegy egytizedére redukálja a 
phytohemagglutininnel való stimulálhatóságát, 
azaz a blasztos transzformációt. A vírussal fer­
tőzött lymphocyták olyan lymphokineket ter­
melnek, amelyek csökkentik a polymorpho- 
nuklearis granulocyták phagocy táló képességét 
(49-52). Az adenovírus-fertőzés tehát képes 
megváltoztatni a lymphocyták több fontos tu­
lajdonságát, ami különböző immunzavarokhoz 
vezethet, esetleg a daganatképzésben is jelen­
tőséggel bírhat, különös tekintettel arra, hogy 
onkogén vírusról, ill. ennek a szervezetben való 
latens jelenlétéről van szó. Mint említettem 
minden adenovirus DNS rendelkezik onkogén 
DNS szakasszal, ez az onkogén szakasz az ade­
novirus DNS bal oldali részén foglal helyet 
és minden adenovirus típusban kb. azonos a 
szerveződése (1. 3. ábra). Az onkogén szakasz 
két részre osztható, amit Ela és Elb résznek 
neveznek (6. ábra). Az Ela szakasz olyan sza­
bályozógéneket tartalmaz, amelyek működése 
a sejtek immortalizációjához, halhatatlansá­
gához és részlegesen transzformált fenotípus 
létrejöttéhez vezet, az Elb szakasz pedig a tel­
jes transzformált fenotípust fenntartó korai
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6. ábra. Az adenovirus DNS daganatkeltő régiójának sema­
tikus szerkezete

proteineket kódolja — a K-val jelzett számok 
ezeknek a molekulatömegét jelentik azaz 
a vírus-specifikus tumor- vagy T antigének 
megjelenéséért és a transzformált sejtek in 
vivo tumorkeltőképességéért felelős (1, 3, 5, 
53, 54). Ezek a korai antigének nem alkatré­
szei a vírusnak, de vírus-specifikusak és a tu­
mort hordozók vérében velük szemben speci­
fikus ellenanyag található.

Több mint 500, főleg urogenitális betegség­
ben szenvedő beteg vérsavóját vizsgáltuk meg 
adenovirus elleni antitestek jelenlétére. Mint 
az V. táblázatból látható, rosszindulatú húgy- 
ivarszervi daganatokban szenvedőknél az erő­
sen onkogén tulajdonságú 12-es típus korai 
antigénjei elleni antitestek 53%-ban, a nem 
daganatos urológiai betegek 18%-ában és a 
kontrollként vizsgált belgyógyászati betegek 
4%-ában voltak kimutathatók (55—57).
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V. táblázat: Vírusantigének elleni antitestek előfordulása

Vírus­
antigének

Urogenitális 
tumor 

n = 253

Urogenitális 
rendszer 

nem tumoros 
megbetegedései 

n=  193

Belgyógyászati
betegségek

n=70

Ad h 12 
korai

53% 18% 4%

Ad h 12 
Struktur 13% 6% 2%

Annak eldöntésére, hogy ezért a jelensé­
gért a tumorsejtekben folyamatosan termelődő 
vírusfehéijék lehetnek-e a felelősek, in vitro 
komplementációs kísérleteket végeztünk a már 
említett hőérzékeny hiánymutánsokkal úgy, 
hogy a szövetkultúrához a vírusfertőzéskor 
daganatkivonatot is adtunk (VI. táblázat). A 
hőérzékeny mutánsok ugyanis restriktiv hő­
mérsékleten, azaz 39 °C-on nem képesek sza­
porodni, csak abban az esetben, ha valahogyan 
megkapják azt a fehérjét, amely mutációjuk 
révén hiányzik. Szövettanilag is igazolt hólyag- 
és vese-carcinoma és egyéb urogenitális carci­
noma sejtkivonatok hozzáadása esetén közel 
60%-ban volt sikeres a komplementálás, bár 
a daganatsejtekben sohasem találtunk fertőző 
vírust. A kontrollként vizsgált nem malignus 
urogenitális betegek esetében mintegy 23%-ban 
volt pozitív a komplementálás. Ezekből az 
adatokból még korai volna kóroktani követ-
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VI. táblázat: Szövetkivonatok komplementéit) képessége 
hőérzékeny adenovirus mutánsokon

Szövetkivonat Komplementálás

Diagnózis
Eset­
szám

ts 18 + 
ts 19 ts 18 ts 19 összesen

Carcinoma
vesicae
urinae 37 15 5 6 26

Carcinoma
renis 23 7 3 4 14

Egyéb uro- 
genitális car­
cinoma 19 0 4 2 6

összesen 79 46 (58,2%)

Nem malig- 
nus urogeni- 
tális betegsé­
gek 56 1 4 8 13 (23,2%)

keztetéseket levonni, de annyi feltételezhető, 
hogy az adenovirus genom egy szakaszának 
folyamatosan működnie kell, azaz bizonyos 
vírusfehérjéket kell termelnie a megfelelő da­
ganatsejtekben. Ez magyarázhatja a sikeres 
komplementációt, a teljes genom jelenlétének 
hiánya lehet a magyarázata annak, hogy a da­
ganatos szövetekben nem képződnek fertőző 
vírusrészecskék. Ennek a kérdésnek további 
tanulmányozásához szükséges azonban — töb­
bek között — az adenovirus DNS onkogén ré-
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giójának a klónozása és termelése baktérium­
ban, valamint ezek sokirányú kutatása. Ezek­
nek a régióknak — és más DNS szakaszoknak — 
a klónozását már több típusnál el is végeztük.

Több mint 200 olyan baktériumot sikerült 
klónozni, amelyekbe beépítettük a különböző 
típusú adenovirus DNS-ek egy-egy kisebb-na- 
gyobb darabját, melyeket különböző restrik­
ciós enzimekkel való emésztés segítségével 
nyertünk. Ezekben a klónozott baktériumok­
ban a vizsgált típusok összes génjei benne van­
nak. Ezeket a géneket lényegében korlátozás 
nélkül tudjuk termelni bakteriális rendszerben, 
olcsón. Folyamatban van működési mechaniz­
musuk tanulmányozása és a szükséges további 
génmanipulációs módszerekkel a vírus fehérje­
termelés megindítása a baktériumban. Megha­
tároztuk több adenovirus típus DNS-ének fizi­
kális, vagyis restrikciós térképét számos külön­
böző restrikciós enzimmel. E térképeknek a 
vírusok azonosításában, és az ún. molekuláris 
epidemiológiájának tanulmányozásában, ill. a 
vírus DNS összehasonlító vizsgálatában van 
nagy jelentősége (37, 40, 58). A 7. ábrán a 
„nevezetes” 35-ös típus DNS-ének hat külön­
böző restrikciós enzimmel meghatározott fizi­
kális térképei láthatók (59).

A különböző típusú adenovirus DNS-ek 
összehasonlító vizsgálatának már hagyományai 
vannak Intézetünkben. Összehasonlító DNS 
vizsgálatokat végeztünk az 1-es, 2-es 5-ös, 8-as 
és 12-es típusokkal, újabban pedig a 35-ös tí-
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7. ábra. A 35-ös típusú humán adenovirus DNS-ének restrik­
ciós térképei a jelölt enzimekkel

pusú adenovírusok DNS-ének vizsgálatára is 
rátértünk. DNS hibridizációs kísérletekkel 
összehasonlítottuk az 1-es, 5-ös és 35-ös típusú 
adenovírusok DNS-ét (59). A 8. ábra bal olda­
lán az 1-es típusú adenovirus DNS PstI enzim 
fragmentumai láthatóak, gél elektroforézis 
után, molekulasúly szerint lefelé csökkenő 
sorrendben; elnevezésük is eszerint történik az 
ábécé nagybetűivel. Ezeket a fragmentumokat 
nitrocellulóz filterhez kötöttük és foszforizo­
tóppal jelzett 5-ös és 35-ös DNS-sel hibridizál- 
tuk, majd autoradiográfiát végeztünk. Láthat­
juk, hogy a PstI fragmentumai közül az A -F  
fragmentum jelentős azonosságot mutat az 
5-ös és 35-ös típusok esetében az 1-es típusú­
val, a G és H fragmentumok esetén szintén 
erős a feketedés, ami a homológia magas foká­
ra utal az 1-es és 5-ös típus között, a 35-ös
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8. ábra. DNS hibridizációs kísérletek az 1-es, 5-ös és 35-ös 
típusú adenovírusokkal

esetében csak a H frakciónál van egy kismér­
tékű homológia. A G és H frakciók terminális 
fragmentumok, vagyis a DNS két végén helyez­
kednek el. A H fragmentum a 35-ös onkogén 
régiójának a bal szélén foglal helyet, tehát 
nagyjából az Ela régiónak felel meg. Az onko­
gén régió Elb részét alkotó I, O és R fragmen­
tumokra szeretném még felhívni a figyelmet: 
az autoradiográfia homológiát mutat az 5-ös 
és az 1-es típus ezen fragmentumai között, a
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35-ös esetében azonban ezeknél szabad szem­
mel nem látható homológia. Ezért az auto- 
radiográfiás vizsgálatokat még film-denzito- 
metriás vizsgálatokkal is kiegészítettük. A 9. 
ábrán a a 35-ös, b az 5-ös, c az 1-es típus frag-

9. ábra. A 35-ös (a), az 5-ös (b ) és az 1-es (c) típusú adeno­
virus DNS fragmentumainak filmdenzitometriás görbéi
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meritumainak film-denzitometriás görbéit mu­
tatja. Látható, hogy az Ela frakciónak meg­
felelő H csúcs az l-esnél és az 5-ősnél nagyjá­
ból egyforma, a 35-ösnél kisebb, az előbbieké­
nek csak mintegy 1/4— 1/5-e, ami egyezik az 
autoradiográfiás képen látottakkal, tehát mint­
egy 20%-os homológiát jelenthet a 35-ös és 
az 1-es, vagy az 5-ös típus között. Az Elb 
régióban, amit a vastag nyilak jelölnek, látha­
tó, hogy az 1-es és az 5-ös típus esetében van 
homológia, vannak az I, O és R fragmentumok­
nak megfelelő csúcsok, a 35-ös típusnál azon­
ban nincsenek, vagyis nincs homológia. Ezzel 
tehát sikerült bizonyítanunk azt, hogy a 35-ös 
típus esetében az onkogén régió, legalábbis an­
nak egyik fele, teljesen más összetételű, más 
típusú onkogén géneket tartalmaz. A teljes 
DNS-ek összehasonlítása során azt is kimu­
tattuk, hogy nemcsak az onkogén szakaszon, 
hanem a 35-ös DNS más részein sincs homo­
lógia, amit a 10. ábrán a felső vastag vonal 
folyamatosságának a hiányai jelképeznek. Ez 
azért is érdekes, mert a 35-ös típus további 
vizsgálata közelebb vihet az onkogenitás és a 
nagy fokú és különleges látencia mechanizmu-

10. ábra. DNS homológia hiányok a 35-ös, 1-es és 5-ös 
típus között
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sának megismeréséhez, ugyanis időközben a 
35-ös típus onkogén és más fragmentumait is 
sikerült baktériumban klónoznunk.

Az adenovirus genomok összehasonlító vizs­
gálata során megfigyeltük azt is, hogy bizo­
nyos restrikciós endonukleázok aránytalanul 
kisszámú, mások igen nagyszámú metszéspont­
tal rendelkeznek. A jelenség magyarázatának 
tanulmányozása céljából a l l .  ábrán bemuta­
tott GC/CG, egymáshoz viszonyított „fordított 
palindromok” előfordulását vizsgáltuk számí­
tógéppel, betáplálva a 2-es adenovirus teljes 
DNS-szekvenciáját, ami 36 ezer bázispárt je­
lent. Palindromokról, vagyis tükörképi szim­
metriáról akkor beszélünk, ha egy képzelet­
beli függőleges tengely két oldalán egymás­
sal komplementer — tehát kötődni képes — 
nukleotidok fordulnak elő, mint pl. a citozin— 
guanin. A „fordított” palindromokban ugyan­
azok a nukleotidok fordulnak elő, csak az 5’ 
vég felől nézve fordított sorrendben, és mind­
egyiket más-más enzim képes csak felismerni, 
mint a példán a Sal I és a Pvu II enzimpár. Ezek 
a fordított palindrom párok lehetőséget adnak 
annak vizsgálatára, hogy vajon vannak-e a 2-es 
típusú adenovirus DNS-ben olyan szakaszok,

11. ábra. C G -G C  palindromok csoportjai
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amelyek eukariota DNS jellegűek. Ugyanis az 
eukariota jellegű DNS-nek jellemző jegye az 
igen alacsony CG szomszéd előfordulás (60), a 
prokariota DNS-re pedig a CG és GC szomszé­
dok kb. azonos gyakorisága jellemző. A 12. áb­
rán valamennyi elméletileg lehetséges hexánuk- 
leotid kombinációban feltüntettük a GC—CG

12. ábra. „Tükörkép” nukleotid-sorrendek és fordítottjaik 
száma az Ad h 2 DNS-en

palindrom-párt úgy, hogy a G-C középpontú 
pár gyakorisága az abszcisszán, a C—G közepű 
fordított változat előfordulási gyakorisága az 
ordinátán van. Eddig úgy véltük, hogy a 2-es 
típusú adenovirus DNS-ben a GC/CG párok 
gyakorisága csaknem azonos, kissé eltolódott 
a GC szomszédok javára, de a DNS lényegé­
ben prokariota jellegű. Nem volt tehát meg­
lepő, hogy a vizsgált hexanukleotidok egy ré­
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szének előfordulási gyakorisága megközelítőleg 
azonos mindkét palindrom formában, és lefelé 
kissé eltérve, de követi a vastagabban kihúzott 
vonal (az elméletileg számított értékek) lefu­
tását, tehát 6 „fordított” enzimpár úgy visel­
kedik, mintha prokariota DNS-ben hasítana. 
Van azonban 14 olyan hexanukleotid sorrend, 
azaz 7 fordított palindrom-pár, amelyek elő­
fordulási aránya olyan, mintha eukariota 
DNS-ben helyezkednének el (az alul elhelyez­
kedő 7 pont). Vagyis pl. a GA-TC nukleotid 
sorrend GC középpel 30-szor fordul elő a 
DNS-ben, CG középpel pedig csak háromszor.

Felmerül a kérdés ezek után, hogy ezek a 
metszéspontok csoportosulnak-e a genom vala­
melyik szakaszán, vagy egyenletesen oszlanak 
meg? Ezt a fizikális térképek összehasonlításá­
val lehet eldönteni. A 13. ábrán tüntettük fel 
a 7 palindrom pár elhelyezkedését a DNS-en. 
A CG-közepűek helyét felfelé mutató vonalak, 
a GC közepűek helyét pedig lefelé mutató vo­
nalak jelzik. Az alsó téglalapba húzott vonalak 
az összesített térképet mutatják. Látható, hogy
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21 5’ CG közepű hexanukleotidra 134 5’ GC 
közepű hasítási hely esik, kisebb csoportosu­
lásoktól eltekintve, megközelítőleg homogén 
eloszlásban. Ezek az eredmények azt mutatják, 
hogy az adenovirus genom pro- és eukariota 
jellegű DNS-töredékek mozaikszerű összekap­
csolódásából alakult ki. Ez azért is érdekes, 
mert másirányú vizsgálataink során találtunk 
olyan sejteredetű — vagyis eukariota -  DNS- 
fragmentumokat, amelyek szekvencia homo­
lógiát mutattak az adenovirus DNS bizonyos 
szakaszaival.

A következőkben — egy kis kitérővel — a 
vírus DNS kutatásaink egyik „mellékterméké­
ről” , egy új restrikciós enzim felismeréséről 
szeretnék beszámolni, ugyanis egy strepto­
coccus törzsben eddig ismeretlen specifikus 
restrikciós enzimaktivitást találtunk (61). Ez­
után természetesen kidolgoztuk az előállítás, 
izolálás, tisztítás módszereit, meghatároztuk 
az optimális működési körülményeket, ame­
lyekre most nem térhetek ki. Ma már az új en­
zim előállítási technológiájának szabadalmaz­
tatása, ill. az enzim kereskedelmi forgalomba 
hozatala is folyamatban van. Csupán az új en­
zim felismerési szekvenciájának meghatározá­
sáról mondok néhány szót, amelyet számító­
géppel végeztünk, az intézetünkben kidolgo­
zott „szekvencia” elnevezésű program segít­
ségével. A felismerési hely nukleotid szekven­
cia meghatározásának elve az enzimatikus vá­
gási térkép és a számítógépes fiktív térképek
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összehasonlítása volt. SV40 vírus DNS-en meg­
határoztuk az új enzim (SmuCI) vágási helyeit 
és fizikális térképét. A 14. ábrán látható a 3

14. ábra. A SmuCI restrikciós endonukleáz vágási helyei az 
SV40 vírus DNS-én
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vágási hely és ezek jellegzetes elhelyezkedése a 
cirkuláris és a lineárissá tett DNS-en. Az SV40 
vírus teljes DNS-ének nukleotid szekvenciája 
ismert, ezt betápláltuk a számítógépbe, amely 
azt a feladatot kapta, hogy különböző adott 
hexanukleotid szekvenciákat keressen, lépésről 
lépésre haladva az SV40 DNS-en, és jelölje meg 
azok előfordulási helyét. Azt ugyanis más vizs­
gálataink alapján feltételezhettük, hogy hexa­
nukleotid felismerési hellyel kell számolnunk. 
Az a megfontolás vezetett bennünket, hogy 
csak akkor találhatunk olyan fiktív számítógé­
pes vágási helyeket, amelyek száma és elhelyez­
kedése azonos az enzimatikus vágási helyekkel, 
ha az enzim azt a hexanukleotid szekvenciát 
ismeri fel, amelyet a számítógép mutat az adott 
térképnél. Találtunk is ilyet, a 15. ábrán ez a

csillaggal megjelölt hexanukleotid. Több más 
kiegészítő vizsgálattal véglegesen sikerült bebi­
zonyítani, hogy az új enzim felismerési szek­
venciája ATGCAT, és a vágás 3’ irányban az 
5. adenin és a 6. timin között ún. ragadós vé­
gek létrehozásával történik (16. ábra). Ezzel
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16. ábra. A SmuCI enzim felismerési szekvenciája

az új enzimnek minden lényeges molekulár- 
biológiai tulajdonságát meghatároztuk, és sor 
kerülhetett az adenovirus DNS kutatásban való 
alkalmazására is. Ennek első eredménye lát­
ható a 17. ábrán, ami az 1-es típusú adenovirus 
DNS restrikciós térképének meghatározása az 
új enzimmel. Először meghatároztuk, hogy az 
új enzimnek 7 metszési pontja van az adeno­
virus DNS-en, tehát hatására nyolc fragmen­
tum keletkezik. A következő lépésekben meg 
kellett határoznunk a különböző nagyságú 
fragmentumok elhelyezkedési sorrendjét a 
DNS-en. Ez a 17. ábrán feltüntetett enzimek­
kel való emésztések, illetve keresztemésztések 
segítségével történt. A részletek az ábra felső 
részén láthatók. Amint az alsó vonalon lát­
ható, sikerült az új enzimmel, a SmuCI-gyel 
létrehozott fragmentumok fizikális térképét, 
természetes sorrendjét meghatározni a DNS- 
ben. Összegezésképpen, ezzel nemcsak egy új 
restrikciós enzim izolálása sikerült, hanem egy- 
egy teljesen új restrikciós térkép meghatáro­
zása is a két vírus DNS-en, ami a vágási szek­
venciák pontos elhelyezkedésének ismeretét 
is jelenti. Ez jelentős lépés az SV40 és adeno-
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17. ábra. Az 1-es típusú adenovirus DNS restrikciós térképe 
a SmuCI enzimmel

vírus kutatásban, mert egy új Jelenleg teljesen 
egyedülálló markert ad a kezünkbe a vírusok­
nak a DNS útján történő azonosításához. Ma 
már ugyanis egy vírus pontos identifikálásához 
két dolog szükséges; az egyik a vírus nuklein- 
sav különböző fragmentumainak és restrikciós
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térképének, a másik pedig a vírusfehéijék an­
tigénszerkezetének, epitóp térképének ismere­
te és meghatározása monoklonális ellenanya­
gok segítségével.

A következőkben az epitóp térképezésre vo­
natkozó vizsgálatainkról szeretnék számot ad­
ni. Intézetünkben hosszú évek óta folyik az 
adenovirus fehérjeburkát — kapszidját — fel­
építő, különböző struktúrfehérjék széles körű 
vizsgálata. Vizsgálataink fő tárgyát az adeno- 
vírusok már említett hexon fehérjéi képezik, 
amelyeket sikerült kristályos formában is elő­
állítanunk (12—14). Ezek a vírus fehérjebur­
kának mintegy 95%-át teszik ki; minden egyes 
vírusrészecskében 240 ilyen hexon fehérje mo­
lekula van. Mint a 18. ábra felső részén látható 
sematikus rajz mutatja, minden hexon mole­
kula többféle antigén determinánst — epitó- 
pot — tartalmaz, amit a különböző négyzetek­
be rajzolt különböző formátumok jelképeznek 
(30, 62—64). Természetesen, a három polipep- 
tid alegységen lehetnek azonos, vagy konfor­
máció-változás következtében eltérő epitópok 
is. Ha nagy fokban tisztított — akár kristályosí­
tott — hexon ellen kísérleti állatban immunsa­
vót termelünk, akkor a megfelelő lymphocy- 
ták minden egyes epitóp ellen létrehozzák a 
megfelelő ellenanyagot, és ezek az állatból 
nyert immunsavóban, az ún. antihexon savó­
ban, jelen lesznek, azonban kevert ellenanyag 
formájában (18. ábra). Ilyen poliklonális anti­
hexon immunsavókkal végzett kísérletek alap-
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antigén

18. ábra. Az adenovirus hexon fehérje többféle antigén­
determinánsa és az egyes epitópok elleni monoklonális ellen­

anyagok készítésének sematikus ábrázolása

ján annyit tudunk a hexon antigénszerkezeté­
ről, hogy van egy olyan antigéndeterminánsa, 
epitópja, amely az emlős gazdával rendelkező 
adenovirus szerotípusok között közös, az em­
beri és állati adenovírusok egyaránt tartalmaz-
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zák, tehát genusz-specifikus, van olyan epitóp- 
ja, amely a különböző szerológiai típusoknál 
különböző, tehát típus-specifikus, és vannak 
utalások arra, hogy az egyes emberi szubgenu- 
szokba tartozó különböző hexonok között kö­
zös, szubgenusz-specifikus epitópok is létez­
nek (19. ábra). Ezekről azonban további ada­
tok nincsenek.

J  Típus (species] 

JJszubgenusz 

2 |  Genusz

19. ábra. Az adenovirus hexon molekula sematikus szerkezete 
(nm =  nanométer) és az epitópok poliklonális antihexon 

immunsavókkal meghatározott specific!tása

A hibridóma technika teszi csak lehetővé 
a finomabb epitóp különbségek vizsgálatát. E 
célból a Debreceni Orvostudományi Egye­
tem Kórélettani Intézetének munkatársaival
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együttműködve monoklonális ellenanyagokat 
készítettünk úgy, hogy Balb/c egereket immu­
nizáltunk 1-es típusú humán adenovirus kristá­
lyosított hexon preparátumával és a lépből 
nyert lymphocytákat Sp2/0 myeloma sejtek­
kel fúzionáltuk (1. 18. ábra). Az így létrejött 
hibrid myeloma, tehát a hibridoma sejtek a 
lymphocytáktól örökölték az egyféle, megha­
tározott ellenanyagtermelő képességüket, a 
myeloma sejtektől pedig a „halhatatlanságot” , 
azaz azt a tulajdonságot, hogy korlátlan ideig 
fenntarthatok és szaporíthatok. Monoklonális 
ellenanyagtermelés céljára szeparált, egyedi sej­
teket kell elszaporítani, azaz klónozni; az így 
nyert kiónok tápfolyadékában, felülúszójában 
már csak egyetlen epitópra specifikus, mono­
klonális ellenanyag található, amit a 18. ábrán 
a kémcsövekben a különböző alakzatok jelké­
peznek. Mintegy 3000 klón felülúszóját vizs­
gáltuk meg indirekt ELISA-módszerrel; ezek­
ből 60 klón bizonyult specifikus monokloná­
lis ellenanyag termelőnek, 1-es típusú hexon- 
nal vizsgálva. Ezeket az ellenanyagokat kü­
lönböző szubgenuszokba tartozó, tehát hetero- 
lóg adenovirus hexonokkal vizsgáltuk tovább, 
ELISA és passzív haemagglutinációs eljárással 
(65). Ezek összegezett eredménye alapján 39 
specifikus keresztreaktivitási típust, azaz 39 
különböző, vagy részben hasonló epitópot le­
hetett megkülönböztetmi, amint a VII. táblá­
zaton a vízszintes sorok mutatják; minden sor 
más-más reaktivitási típust jelent (66). Afeke-
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VII. táblázat: 60 monoklonális ellenanyag jellemzése

H ib ri- H u m á n  a d e n o v iru s  spec iesek  s z u b g e n u s z o k  szerin

e llen- A B ( D
an y ag o k

je le 12 7 1 2 5 6 8 9 10 13
E H EH EH E H EH EH E H E H EH EH

1 A 3
2C 2 ,6 C 5 ,

H 12 o*
5 D 1 .A 1 0 oo

5CS o*
6C 6 • o
5C1 99 oo • o

2A1.2A 6,
2D 6 o o • o
2E 3 o o oo
1B6 OO • • •  • o o
2A 4 • • oo •  • •  • •  • •  • • • • • 09 09
2A 3 • • oo OO 09
1D3 • • oo •  • •  • •  • •  • • o • • o o o o
1C1 o o o o
5C 6 o o • o •  • •  • •  • •  • • • 99 09 09
1B3 o o 09 09
IB I o o 09 •  • OO 09
1B2 o o 09 OO

1B5.2C 4,
5B1 o o o o •  • • • •  • •  • 99 99 09 09
1C2 • • 09 •  • • • • o •  • O O •  • OO OO
1D2 o o •  • OO OO

1A2.2A5,
2C3 o o o o OO 09
1C5 o o o o 09 OO

1 A 4 ,1 A6,
1D1.2B),
2B2.2B3,
2BS.2C1,

4D4 oo o o OO OO
1AS oo o o •  • •o • • •  • • • •  • OO 09
SD2 o o 99 •  • o o OO OO
2D 5 o o 99 •  • • o • • •  • 09 •  • OO OO

2C5.2C6,
2D1.2D2 oo o o OO OO

2A2 o o o o •  • • • • • •  • 90 •o o o OO
1D5, 1D6 o o o o •  • • • • • •  • 09 • • o o o o

1A1 oo 99 • • 09 •• OO 09 •• o o o o
2D 3 oo 09 o o o o
1C 4 99 09 • • 09 •• 99 OO •• o o o o
5A1 oo OO •  • O O o o o o
1B4 oo o o • • 09 09 99 09 •• 99 o o
1C6 oo o o • • 09 99 99 OO •• OO o o
6C1 oo 09 • • 99 09 99 o* 09 o o o o
5 A 6 oo 09 • • O O 09 99 oo 99 o o o o
1D 1 oo OO • • 99 09 09 oo 99 o o o o
2B 4 oo OO • • OO 09 99 oo 09 o o o o

•  p o z it ív o n egatív
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te pontok pozitív reakciót jelentenek ELISA- 
val (E), ill. haemagglutinációval (H) az ábra 
felső részén látható adott hexon típusokkal. 
Az üres körök negatív reakciót jelentenek. A 
60 hibridoma felülúszóval kapott eredmények 
azt mutatják, hogy az adenovirus hexonon 
messzemenően nagyobb számú és többféle 
specifícitású epitóp van jelen, mint eddig isme­
retes volt. Továbbá az is kiderült, hogy ezekkel 
az 1-es típusú hexon epitópokkal azonos, vagy 
hasonló epitópok egy része jelen van a külön­
böző heterológ hexontípusokon is. Ezt az bi­
zonyítja, hogy bár a monoklonális ellenanya­
gokat az 1-es hexon ellen készítettük, más 
típusokkal is reagálnak, mégpedig különböző 
ún. intertípusos kombinációkban, amelyek 
jellemzők az adott hexonra és egyben utalnak 
az 1-es típusú hexonhoz viszonyított anti­
gén rokonsági fokozatra is.

Az antigénrokonság további vizsgálata során 
egérben termelt, monoklonális ellenanyagot 
tartalmazó 32 különböző hibridoma ascites 
esetében meghatároztuk, a keresztreaktivitási 
típus mellett, megfelelő képlet segítségével a 
keresztreaktivitás mértékét is, valamint ennek 
alapján a heterológ hexonok 1-es típusú hexon­
hoz viszonyított antigén rokonsági gradien­
sét, sorrendjét. A VIII. táblázatról leolvasha­
tó, hogy a 32 ascitesből 29-nek a reaktivitási 
értéke a 2-es típusú hexonnál közelítette meg 
legjobban a homológ 1-esnél kapott reaktivitási 
értéket. Második helyen a 6-os szerepel 26-os,
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VIII. táblázat: Heterológ hexonok összesített 
reaktivitási sorrendje 32 ascites vizsgálata alapján

Reaktivitási sorrend az 
1-es típusú hexonhoz viszonyítva

Szubgenusz Típus 1 . 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.

2 29 2 1
C 5 1 3 28

6 26 4 2

8 1 9 5 5

D 9 27 3 2
10 2 5 9 6
13 2 16 7 5 1

A 12 5 2 13 5 2

B 7 1 1 8 7 1 10 1
35 1 1 5 3 13

a harmadikon az 5-ös 28-as értékkel. Ebből lát­
ható, hogy az 1-es típushoz antigénrokonság 
szempontjából legközelebb a C szubgenusz 
tagjai állanak, ebbe a szubgenuszba tartozik az 
1-es típus is. Ezután viszont egyértelműen a D 
szubgenusz tagjai állnak legközelebb a C szub­
genusz tagjaihoz és csak ezután következnek 
az onkogén tulajdonságú A és B szubgenusz 
tagjai. Ezek közül is legtávolabb a 35-ös típus 
áll (67, 68).

A monoklonális ellenanyagokat géldiffúziós 
vizsgálattal tanulmányozva kimutattuk, hogy 
azok egy része önmagában is képes precipitá- 
ciós csíkot képezni a homológ és a heterológ
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hexonokkal egyaránt, más részük azonban csak 
biklonális kombinációban reagált az antigén­
nel látható precipitációs csík formájában. A 
gélprecipitációs vizsgálatok alkalmasnak bizo­
nyultak annak megállapítására, hogy az ellen­
anyagok azonos vagy eltérő epitóp ellen terme- 
lődtek-e, valamint annak igazolására is, hogy 
specificitásuk térbelileg eltérő helyzetű epi- 
tópokra jellemző. Sikerült meghatároznunk 
ugyanis, hogy a hexon antigén két precipitá­
ciós csíkot és kettős „sarkantyút” képez, ha 
két olyan monoklonális ellenanyaggal vizsgál­
juk, amelyek két különböző epitóp ellen irá­
nyulnak. A 20. ábrán jól látható a kettős „sar­
kantyú” a 2C2 és az 1D6 jelű monoklonális

1D6

20. ábra. Az 5-ös típusú adenovirus hexon (alsó, középső 
rezervoár) géldiffúziós vizsgálata három különböző m ono­

klonális ellenanyaggal

ellenanyagok között, mígaH12 és az 1D6 jelű 
monoklonális ellenanyagok összefolyó, folya­
matos precipitációs csíkokat képeznek. Ez a 
jelenség arra mutat, hogy az előbbi két ellen­
anyag két különböző, az utóbbi kettő pedig 
azonos epitópra specifikus (67, 69).
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A következő vizsgált kérdéskör annak meg­
határozása volt, hogy a komplett hexon mole­
kula tartalmaz-e azonos epitópokból több pél­
dányt vagy sem? A kérdés eldöntésére kidol­
goztunk egy ún. kettős monoklonális ellen­
anyag szendvics ELISA eljárást. Ennek az a 
lényege, hogy ugyanazt a monoklonális ellen­
anyagot használjuk elfogó és kimutató ellen­
anyagként. Mint a 21. ábrán látható, például a 
nem jelzett lA3-as ellenanyagot adszorbeáljuk 
az ELISA lemez mélyedéseihez, mint elfogó 
ellenanyagot, ehhez adjuk hozzá a megfelelő 
hexon preparátumot, amely csak ahhoz az epi- 
tóphoz képes kötődni, amelyre az adott ellen­
anyag, jelen esetben az 1A3 jelű, specifikus. 
Ezután adjuk hozzá ugyanennek a monokloná­
lis ellenanyagnak a peroxidázzal jelzett válto­
zatát. Mivel ennek a specificitása természetesen 
ugyanaz, ez a már kötődött hexonnak egy má­
sik azonos (vagy erősen rokon), de még sza-

21. ábra. Kettős monoklonális ellenanyag szendvics ELISA
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badon levő epitópjához képes csak kötődni. 
Következésképpen pozitív reakció — amit a 
hozzáadott enzim-szubsztrát színváltozása je­
lez — csak akkor jöhet létre, ha legalább két 
(vagy több) azonos epitóp található a hexon 
molekulán. Mint a IX. táblázaton látható, ilyen 
vizsgálatokat 4 monoklonális ellenanyag per- 
oxidázzal jelzett és nem jelzett formájával, va­
lamint 11 hexontípussal végeztünk — köztük 
a 35-ös típussal — úgy, hogy a pozitivitás mel­
lett meghatároztuk a legkisebb kimutatható 
hexonkoncentrációt is. Mint látható, az ellen­
anyagok keresztre aktivitási spektrumának
megfelelő pozitív eredményeket kaptunk nem­
csak a homológ 1-es, hanem -  kissé magasabb 
koncentrációban — a heterológ hexontípusok- 
kal is. Ez egyértelműen bizonyítja az azonos 
epitópoknak legalább két, esetleg több pél­
dányban való létezését, nemcsak a homológ, 
hanem a heterológ hexon molekulákon is. Mi­
vel a négy különböző monoklonális ellenanyag 
négy egymástól eltérő epitópot ismer fel, ezek 
az eredmények négy különböző epitópnak leg­
alább két példányban való jelenlétét bizonyít­
ják a homológ és a heterológ hexon molekulá­
kon egyaránt, bár természetesen nem minde­
gyik van jelen minden típuson, mert pl. a 35-ös 
típuson csak az lA3-as epitóp volt kimutat­
ható több példányban (70).

Végül a különböző monoklonális ellenanya­
gaink által felismert különböző epitópok loka­
lizációjára, egymáshoz viszonyított kölcsönös
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c/1

IX. táblázat: Kettős monoklonális ellenanyag szendvics ELISA

Monoklonális
Humán adenovirus típusok szubgenuszok szerint

ellenanyagok A B c D

Elfogó Kimutató 12 7 35 1 2 5 6 8 9 10 13

1A3 1A3 0,1* 0,1 12,8 0,1 0,2 0,1 0,1 0,8 0,8 0,8 0,1

2A1 2A1 n.r. 1,6 - 0,025 0,025 0,025 0,025 3,2 3,2 6,4 0,4

2A6 2A6 n.r. 0,2 n.r. 0,006 0,0125 0,0125 0,0125 3,2 3,2 1,6 0,8

2B2 2B2 n.r. n.r. n.r. 0,05 0,2 6,4 0,1 - - - -

*kimutatható legkisebb koncentrációk: pg/ml 
n. r.: nem reagált
—: még 51,2 jug/ml koncentrációban sem reagált



elhelyezkedésére a hexon molekulán, külön­
álló vagy átfedő jellegükre vonatkozó vizsgála­
taink eddigi eredményeiről szeretnék beszá­
molni. Ezt a problémát az előbbiekben is em­
lített négy — peroxidázzal jelzett — monoklo- 
nális ellenanyag és 33 különböző, nem jelzett 
hibridoma ascites segítségével vizsgáltuk 1-es 
típusú hexonon ún. kompetitiv vagy verse­
nyeztető ELISA segítségével. Ennél az eljárás­
nál a hexont adszorbeáltatjuk először az ELISA 
lemezhez, majd a nem jelzett ascitesek külön­
böző hígításainak hozzáadása után azonnal 
hozzáadjuk a jelzett ascites kititrált hígítását 
(22. ábra). Ha a nem jelzett ellenanyag speci-

22. ábra. Kompetitiv F.LISA monoklonális ellenanyagokkal

fikus vagy részben specifikus az adott epi- 
tópra, teljesen vagy részlegesen gátolja a jelzett 
ascites kötődését. Teljes gátlás — azaz negatív 
reakció — akkor jön létre, ha a versenyben 
részt vevő monoklonális ellenanyagpár azonos
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epitópra specifikus, részleges gátlás részben át­
fedő vagy részben hasonló epitópokra utalhat. 
A 23. ábrán például az látható, hogy a nem jel­
zett lA3-as ascites (a) és a 2C2-es (b) közel 
100%-osan gátolta a jelzett lA3-as, de nem gá­
tolta a másik 3 jelzett ascites kötődését. Az 
1A3 és a 2C2 jelű ascites tehát azonos epitópra 
specifikus, de ez az epitóp biztosan eltérő a 
másik három jelzett monoklonális ellenanyag 
által felismert epitópoktól. Végeredményben 
sok hasonló kompetitiv vizsgálattal azt sikerült 
kimutatni, hogy a 33 ascites három különálló

Nem jelzett a sc itesek : lo) 1A3 . (6I2C2

Je lze tt ascitesek  : • - • 1 A 3 ;  *—*2A 1 
■ 2A6; 2B 2

23. ábra. Kompetitiv ELISA. Négy, peroxidázzal jelzett 
monoklonális ellenanyag gátlási vizsgálata két nem jelzettel
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antigén területet tud megkülönböztetni (X. 
táblázat). A II. jelű antigén-helyen — melyet 
25 ascites ismert fel — a teljes és különböző 
részleges gátlási típusok alapján öt epitóp cso­
port (cluster) volt elkülöníthető, amelyek ki-

X. táblázat: A kompetitiv ELISA eredmények összefoglalása

Nem jelzett 
monoklo- 
nális ellen­
anyagok

A jelzett ellenanyagok 
gátlása Antigén

terület
Epitóp
csoport

1A3 2A1 2A6 2B2 (site) (cluster)

1A3.2C2 + + — — i .

2A 6.2D 6, 
1B2, 1B6 _ +  + +  + +  + i

2A1 — +  + +  + +

1C5 - +  + + +  +

2B3, 2C3, 
2C5, 2C6 
1A5, 1C4, 
2D1 + + +  + i i . 2

H12, 2B5, 
2C1.2C4, 
2D2, 1A6, 
1C1 + + +

2B2 — + — +  +

1A2 - + - + 3

1D4,1D5 - - + + 4

2A2 - 4- - - 5

2A3, 2A4, 
2A5.2B1, 
1D2, 1B5 n i .

+ + ; teljes gátlás +; részleges gátlás —; nincs gátlás
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sebb vagy nagyobb mértékben átfedők lehet­
nek. Ezt szemlélteti nagyon sematikusan a 24. 
ábra, amelyen az epitóp csoportok egyik lehet­
séges ún. „operációs” térképe látható. Kétol­
dalt van az I-es és III-as antigén hely, középen 
pedig a Il-es, amelybe az öt epitóp clustert is 
berajzoltuk, szemléltetve a köztük feltételez­
hető összefüggéseket a különböző részleges 
gátlási típusoknak megfelelően. Egy-egy szám 
egy vagy két konkrét aminosavat jelképez, a 
bekeretezett részek pedig az epitóp csoporto­
kat jelölik, de ezek mérete, alakja egyáltalán 
nem mérvadó és az átfedések jelölése is csak

Antigén területek
I. II. III.

........ 11/3
------ II /A*-*-*11/5

24. ábra. Az epitóp csoportok feltételes „operációs” térképe

hozzávetőleges lehet. Folyamatban levő vizs­
gálataink során ugyanis (71) nemcsak négy, 
hanem 18 jelzett monoklonális ellenanyaggal 
dolgozunk. így 18 ellenanyaggal van módunk
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reciprok, azaz kölcsönös gátlási kísérleteket 
végezni, amelyeknek az eredménye még jelen­
tősen befolyásolhatja az epitópok kölcsönös 
lokalizációjáról, ill. a köztük lévő összefüggé­
sekről kialakult képet. Mégis az eddigi adatok 
arra utalnak, hogy ez az öt epitóp cluster rész­
legesen átfedő epitópokból áll és egy nagy 
immunodomináns régió része lehet az adeno­
virus hexon molekulán.

Az antigénszerkezetre vonatkozó vizsgálata­
ink egyértelműen azt mutatják, hogy a hexon 
antigénszerkezete sokkal bonyolultabb, mint 
eddig gondoltuk, és feltétlenül szükséges egy 
új antigénrendszer kidolgozása, amelyhez mo- 
noklonális ellenanyagokkal kapott eredmé­
nyeink megfelelő kiindulási alapot nyújtanak. 
A vírusbetegségek megelőzése, gyógyítása és 
gyors diagnosztikája terén a jövő útja a meg­
felelő vírusfehérje alkatrészek ún. protektiv 
antigénjeinek a megismerése és előállítása, 
amelyek ellen a vírus pathogén hatását semle­
gesítő ellenanyagtermelés irányul a szervezet­
ben. Ehhez hasonlóan a diagnosztikát az erre 
a célra egy-egy víruscsalád esetében legáltalá­
nosabban használható diagnosztikus antigén 
előállítása segíti elő. Ezeknek a protektiv és 
diagnosztikus antigéneknek az előállítása oltó­
anyag és diagnosztikum céljára történhet nagy 
hatásfokú tisztítási eljárásokkal vírusokból, 
de sokkal olcsóbb és a megfelelő gének isme­
retében és eljárások birtokában sokkal egysze­
rűbb a génsebészeti úton való előállítás, vagy az
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aminosav-szekvencia és -konformáció ismere­
tében a szintetikus előállítás, hiszen sok eset­
ben rövid aminosav sorrendek is elegendők. 
Ezeknek a protektiv és diagnosztikus antigén­
determinánsoknak, epitópoknak a kiválasztá­
sához, meghatározásához, feltérképezéséhez 
és előállítás utáni ellenőrzéséhez nélkülözhe­
tetlen a nagy sorozatú monoklonális ellenanya­
gokkal való vizsgálat. E vizsgálatok gyakorlati 
jelentőségét az új tudományos alapismeretek 
szerzésén túlmenően ez adja meg. További cél­
jaink között ezen a területen a monoklonális 
ellenanyagok közvetlen gyakorlati felhaszná­
lása mellett, segítségükkel a megfelelő hexon 
epitópok kiválasztása és azok aminosav-szek- 
venciájának meghatározása szerepel.
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