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Az adenovirus-kutatas harmas
jelentdsége

Az adenovirusok jelentésége az orvostudomanyban értelemszertien elsésorban
koérokozd képességitkben nyilvanul meg. Az adenovirus csaladba jelenleg 128 sze-
rolégiai tipus tartozik. Ezek koéziil 51 tipus az emberi eredetii, 77-nek pedig kii-
16nb6z6 emldsallatok. illetve madarak a természetes gazdai. Feltehetéen az adeno-
virusok képesek eléidézni emberben a legvaltozatosabb kérképeket a virusok kozott.
Altalaban légati, szemészeti, gasztrointesztinalis és urogenitalis fertézéseket okoznak
(I, 2). Sok mas betegség eloidézésére és sok belsd szerv fertozésére is képesek a
népesség szinte minden korosztalyaban. A latens fertézések patogenezisében és a
rosszindulatii daganatképzésben jatszott szerepiik felismerése és tanulmanyozasa
soran az is kiderult, hogy a fert6zések patomechanizmusa komplikalt és maig sem
tisztazott teljesen. Az utébbi mintegy 10—15 év folyaman rendkiviili jelentéségre
tett szert az a felismerés, hogy az adenovirusok immunhianyos vagy immunszupp-
resszalt betegekben, illetve AIDS-ben szenvedékben igen sulyos, nagy letalitassal
jaro fertozéseket képesek el6idézni. Az AIDS és az adenovirus fertézések kozott
kiilénleges Osszefliggés, egymasra hatas létezésére utalé adatok is napfényre ke-
riltek, aminek magyarazata jelenleg még nem ismert, de a probléma feltétleniil
tisztazasra var. Az adenovirus valamilyen médon sulyosbitja, gyorsitja a betegség
lefolyasat. AIDS-esekbol viszont szamos 10j, eddig ismeretlen adenovirus szerotipus
és intermedier antigéntulajdonsagn tipus volt izolalhaté. Tébbek kozott ezek a prob-
lémak indokoljak és teszik sziikségessé és idoszertivé az adenovirus fertézések pa-
tomechanizmusanak molekularis szint vizsgalatat (2, 3).

A korokozd képességgel latszdlagos ellentétben van az adenovirusokban rejlé
masik két. nagy reményekkel kecsegtetd lehetéség, nevezetesen az adenovirusok
felhasznalasa a kulonbozé betegségek gyogyitasaban, illetve a fert6zo betegségek
megel6zésében, azaz az adenovirusok gyogyitast segitd, illetve a prevenciot segito
virusként val6é alkalmazasa. Mindkét lehetéség vilagszerte széles koéru kisérletes
kidolgozas alatt all és az képezi az alapjat, hogy az adenovirusok DNS-ébe idegen
gének épitheték be és az igy létrehozott rekombinans adenovirusok, mint vektorok
képesek behatolni a szervezet sokféle sejtjébe és képesek bevinni azokba a kivant
géneket, amelyek ott kifejezésre jutnak, expresszalédnak és kifejtik hatasukat. Az
utébbi években a rekombinans adenovirusok széles koéru kisérletes alkalmazasra
kertltek gyogyité és preventiv célokra egyarant. A kisérletes génterapiaban vilagszerte
alkalmazzak az adenovirus vektorokat az orokletes génhianyos és mas komplex
betegségek gyogyitasat, a kiilonbozo rakféleségek immunterapidjat és molekularis
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terapiajat célzo kisérletekben. Igéretesnek latszik a rekombinans adenovirus technika
és a gyogyszeres kezelés kombinacidja is, tovabba a daganatsejtek specifikus el-
pusztitasa modositott, nem rekombinans adenovirussal. Ha pedig a bevitt gén exp-
resszios terméke valamely fert6z6 betegséget okozo mikroba megfelel6 antigénjének
felel meg és az expresszalodas utan ellene a szervezet ellenanyagot termel, akkor
az ilyen ,rekombinans védéoltassal” a fert6z6 betegségek jelentés része is megeloz-
hetové valhat. A rekombinans adenovirus vakcinak kisérletes alkalmazasa is széles
koérben folyik a kulonbozo fert6zo, elsésorban virusok okozta betegségek megelozése
céljabol, nemcsak emberben, hanem nagyon fontos allatgyégyaszati vonatkozasa is
van az eljarasnak. A rekombinans adenovirusok alkalmazasanak mezégazdasagi,
allattenyésztési tertileten pedig szinte belathatatlan horderejii gazdasagi jelentésége
is lehet (2—5).

Sajat vizsgalataink, amelyek jelenleg ismertetésre kertilnek, elsdsorban az ade-
novirus hexon fehérje antigénszerkezetére vonatkoznak. Az ikozaéder alaku virus-
részecske (virion) fehérjeburkat alkoté 252 morfologiai egység (kapszomer) kozul
240 a hexon, melyek koziil 120 helyezkedik el az éleken és 120 a haromszodgletu
lapokon. Minden komplett hexon harom, kémiailag azonos alegységbol all (1. abra).
A hexonok felszinén szamos kiilonbo6z6 specificitast antigéndeterminans, epitop
talalhato, melyek pontos ismerete rendkiviil fontos szerepet jatszik a génterapias
és rekombinans vakcinalasi kisérletek hatékonysaga szempontjabol (6—10).

S Miel6tt azonban ratérnék az emlitett te-
A 054 makorben végzett vizsgalataink néhany rész-
letének ismertetésére, szeretnénk koszonetet
mondani munkatarsainknak aldozatos mun-
kajukeért. Kutatocsoportunk és Intézetiink tag-
jai kozul az eléadasra keruil6 munkak egy-egy
részében a felsorolt munkatarsak vettek részt:
Dobay Orsolya, Jeney Csaba és Lengyel Anna.
A kisérletek egy-egy része egyuttmiikédésben
folyt tobb hazai és kiilf6ldi intézet munkatar-
saival, akiknek szintén szeretnénk koészone-
tinket kifejezni.

Nagyfokban tisztitott és részben kris-
talyositott hexon készitmények segitségével el6-
allitott nagyszamu monoklonalis ellenanyag és
tobb, mint 20 szerolégiai tipusba tartozo he-
xonpreparatum vizsgalata alapjan kimutat-
Adenovirus-modell. Szemiélteti az ikozaéder tUK: hogy a kiilonboz6 hexontipusokon az ade-
alaku virusrészecske élein és lapjain szaba- NOVIrus genusra és a szerologiai tipusra spe-
lyosan elhelyezkedé hexon kapszomereket, Cifikus epitopokon kiviil nagyszamu, un. in-
az ezeket alkotd harom strukturélis alegy- tertipus specifikus (IT) epitop is létezik. Ezek
séget és a szomszédos hexonokat dssze- az IT epitopok egymastol is kulénboéznek és
kot6 finomszerkezeti elemeket, tovabba a az adott szerotipustol fiiggéen kiilénbézé kom-
csucsokon levé kapszomereknek (pentonok) pinaciokban vannak jelen a hexon felszinén
r?d'a!.'san k'a"? n'yul\‘/’any{ilt (fiber), végiikon (9, 11). A monoklonalis ellenanyagok specifi-
i3 BOmbaZaIs KepaeUmeayRkie, citasat, azaz epitop elkilénité képességet szi-
goru kritériumok alapjan hataroztuk meg, az ellenanyagok hexontipusok kézotti
keresztreagalasi képességének, titerének, mértékének és korrelacios koefficiensének
segitségével. Ilyen modon Osszesen 18 kulonbozé IT specifikus epitopot sikeriilt
elkiiloniteni. Kimutattuk, hogy egy adott IT epitop a megfelel6 specifikus monok-
lonalis ellenanyaggal azonosithato, de azzal a két hexontipus csoporttal jellemezhet6
(definialhato6), melyek tagjain az adott monoklonalis ellenanyaggal kimutathato a
jelenléte, illetve amelyeken nem (7—9, 11 ).
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Mind a 18 IT specifikus epitopot sorrendbe rakva, a kiilénb6z¢ adenovirus he-
xontipusokon valé jelenlétiik vagy hianyuk alapjan kidertuilt, hogy szinte linearisan,
fokrol fokra csokken azoknak a szerotipusoknak a szama, amelyeken jelen van az
adott epitop és ezzel parhuzamosan novekszik azon szerotipusoknak a szama, ame-
lyeken hianyzik. Vilagosan utal ez a kép az antigénrokonsag fokara, mértékére az
egyes hexontipusok kozott és az egymasbol valo kifejlodés lehetoségére is. Kis tul-
zassal azt lehetne mondani, hogy ez a jelenség az evolucio egy kis mozzanatat
engedi sejteni, de annyi mindenesetre biztos, hogy 0j taxonoémiai és diagnosztikai
lehetéségeket tar fel. Igazi jelentésége azonban a rekombinans adenovirusok alkal-
mazasa tertletén van. Ugyanis a rekombinans adenovirusok alkalmazasanak egyik
nehézsége a recipiens szervezet immunvalasza, ellenanyag-termelése a rekombinans
vektorvirus sajat fehérje antigénjei ellen, amelyek csokkentik, masodik vagy tébbszori
kezelés esetén pedig teljesen megakadalyozhatjak a kezelés hatasat, hiszen az 6sszes
IT epitop ellen képzédott ellenanyag érezteti karos hatasat, amely az alkalmazott
rekombinans adenovirus tipus hexonjan jelen van. Ez pedig hexontipusonként val-
tozo, egyiken tobb, masikon kevesebb és masféle IT epitéop van jelen (7—9, 12, 13).

Ezek alapjan az a javaslatunk, hogy rekombinans adenovirus kezelésre a gén-
terapia soran mas-mas szerotipusbol készitett vektor kertiljon alkalmazasra masodik
vagy tobbszori kezelésre egy adott beteg esetében. Mégpedig olyan adenovirus ti-
pusokbol, amelyek antigénszerkezete epitop 6sszetételben a lehet6 legtavolabb allnak
egymastol. Ennek meghatarozasara pedig egy rendszert dolgoztunk ki az adenovi-
rusok IT specifikus epitopjainak, antigénrokonsagi fokanak két-két tipusonként tor-
téno paros 6sszehasonlitasa alapjan. Ezt mutatjuk be a tablazaton. A felso vizszintes

1. tablazat

Epitépok szama 17 18 “ “ 12 1 1" 1" ° ] [ 7 7
Adenovirus 4, 8,9, 12
tipus szub- | .o 913, o S16 18 26 13 12 36 41 27 B2

genusz 100 -
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14 | 1,2,58 c [143 134

14 7 B [135[13/4 ] 108

12 s16 SAdv [ 1255 [11/6 | 958 8/10

1 18 A [116]107 89 711 [1111

1 26 D [1156] 107 [105] 8o [ 95 | &6

1 13 p [11e)107 97 711 87 86 86

9 12 A [98 o7 er11f[os |77 68 68 [510

3 36 B |8&10 &9 [513[87 [85 &4 6. |510] 66

8 4 F |89 710 8@ |sn2]|8s |75 75 58| 49 | 49

7 27 D [710 en1 69 (35|75 | 714 | 66 [ 774 | 310| 48 | 55

7 B2 BAdV | 7110 6/11 511|315 | 75 | 774 | 410 6/6 [ 3110 | 48 | 47 5/4

1 B3 BAdV 1/16]1/15 015 | 113 [ 111 | 110|012 | 110 | 1/8 | 1/8 0/9‘0/8 | 1/6

és a fuggoleges oszlopokban a vizsgalt hexon tipusok lathatok. A talalkozasi pon-
tokban talalhato keretekben az elsé szam az azonos, a masodik szam pedig az
eltéré epitopok szamat mutatja két-két adott adenovirus tipus esetében. A vastag
keretek altal meghatarozott tipusok nagyfoku rokonsagot mutatnak, a vékony ke-
retek altal meghatarozott tipusparok esetén pedig, mint lathato kétszer-haromszor
tobb az eltér6 epitopok szama, mint az azonosaké. Tehat ezekb6l a tipusokbol
érdemes rekombinans adenovirus parokat késziteni a recipiens szervezet immun-
valasza karos hatasanak csdkkentése vagy elkertilése céljabol (2, 3, 9).
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zasara Hudecz Ferenccel (MTA Peptidkémiai Kutatécsoport, ELTE) egyuttmukodés-
ben szamitogépes epitop predikcios eljarasokat végeztiink a 2-es és 41-es tipusu
human adenovirus hexonfehérje aminosav szekvenciajan a -kanyar képzo készség
és a hidrofilitasi profil altal meghatarozott potencialis epitop szekvenciak kivalasz-
tasaval (14). Mindkét tipusban talaltunk koézoésen jelenlévé, azonos vagy hasonlo
aminosav szekvenciaval rendelkez6, potencialis IT specifikus epitopokat, de talaltunk
17 nem kozos, csak egyik tipuson prediktalhato potencialis epitopot is, amely még
nagyobb szamu epitop létezésének lehetoségére hivja fel a figyelmet a hexonfehérjén,
mint ami monoklonalis ellenanyagok segitségével kimutathat6 volt. A prediktalt epi-
topok szekvencia sorszama alapjan meghataroztuk az epitopok helyzetét is a komplett
hexont alkoté harom azonos fehérje alegység haromdimenzios modelljén is.

Az antigenitas és az immunogenitas vizsgalata céljabol két prediktalt epitopnak
megfelelé peptidet szintetizaltunk és carrier-hez konjugaltunk Hudecz Ferenccel,
illetve Mezé Imrével és munkatarsaikkal valo egyuttmiikédésben (15). Az egyik szin-
tetizalt peptid csak a 2-es tipusban kertilt prediktalasra, hasonlo, vagy rokon szek-
venciak nem voltak talalhatok sem a 41-es, sem 15 mas, kiilénbdzé tipust hexonban
sem. A masik szintetizalt peptid mindkét tipusban prediktalasra kertilt és részben
teljesen homolog, részben szoros rokonsagot mutatéo szekvenciak voltak talalhatok
15 mas tipusu hexonban is. A szintetizalt peptid-carrier konjugatumokkal a tisztitott
hexonok ellen termelt egyes monoklonalis ellenanyagok reakcioba léptek és a kon-
jugatumok ellen termelt antitestek felismertek kuilonb6zo tipusu, tisztitott, nativ
hexon antigéneket ELISA reakcioban. Tehat a szintetizalt biokonjugatumok antigén
és immunogén tulajdonsagunak bizonyultak. Tovabbi hasonlé és mas jellegtu vizs-
galatok ujabb 4 szintetizalt peptiddel is folyamatban vannak az epitopok szerkeze-
tének és tulajdonsagainak tanulmanyozasa céljabol (11).

@ o 2. dabra
Fiber
@ / Receptor Y Integrin

Adenovirus

Az adenovirusok bejutasa
a gazdasejtbe. A nyulva-
nyok végén levé gémbsze-
rd képzédmény kapcsolo-
dik a sejtmembran felszi-
nén levé receptorhoz.
Citoplazma Ezutan az integrinek segit-
ségével a sejtmembran be-
tiremkedése kovetkezte-
ben bejut a citoplazmaba
egy endoszémaba zartan,
majd az endoszoma fala és
a virus fehérjeburka szét-
toredezik, kiszabadul a vi-
rus DNS és bejut a sejt
magjaba. Innen specifikus

. mRNS-molekuldk vando-
Penton E rolnak a citoplazmaba a
... B kildnbdz6 virusfehérje ,al-
) katrészek" termelésének
kédolasara, amelyek

visszajutva a sejtmagba ki-
alakitiak a komplett ferto-
z6képes Uj virusokat.
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Az adenovirus-fert6zések patomechanizmusanak teriiletén arra vonatkozéan van-
nak folyamatban vizsgalatok, hogy a fertézési folyamat melyik szakaszaban, melyik
virusfehérje, melyik sejtfehérjével lép kapcsolatba az Gj virusrészecskék termelédése
folyaman. Elészor a virus partikula részben a receptorok és részben az integrinek
segitségével bejut a sejtbe, ezutan a virus DNS a fehérjeburokbol kiszabadulva
bejut a sejtmagba, ahol mRNS képzédik rola, majd az mRNS visszakerul a cito-
plazmaba, ott iranyitja a kiilonféle virusfehérjék termelését, amelyek az érett vi-
rusrészecskék kialakitasahoz visszajutnak a sejtmagba (2. abra). Ez alatt a folyamat
alatt szamos kulonb6z¢ virusfehérje léphet interakcioba szamos kulonbozé sejtfe-
hérjével. Ezt a kérdést eloszor a hexonfehérje vonatkozasaban tettiik vizsgalat tar-
gyava az un. két-hibrid rendszer (THS, Two Hybrid System) segitségével. Ez a modszer
azon alapszik, hogy a Saccharomyces cerevisiae Gal4-es transzkripcios faktora két
régiobol all: DNS-kot6 és aktivalo régiobol. A nativ Gal4 aktivalja egy riporter gén
(pl. B-galactosidase) expresszalodasat (16). A két régio génjei egymastol szeparal-
hatok, elvalaszthatok, plazmidba épithetok és ismert vagy ismeretlen fehérjék kot-
heték hozzajuk gén szinten. A DNS-kot6 részhez kotjiik a hexon gént (els6 hibrid),
az aktivalo részek egy-egy példanyahoz pedig kiilén-kiilén sok-sok ismeretlen sejt-
fehérje gént tartalmazo cDNS koényvtarb6ol mas-mas sejtfehérje génje kotodik (ma-
sodik hibrid). Elesztésejtben valo expresszalodas utan ebbél a sejtfehérje halmazbol
a DNS-ko6t6 rész fehérjéje maga valasztja ki azt az aktivalo rész és sejtfehérje hibridet,
amelynek fehérje része képes interakcioba lépni a DNS-ko6to részhez kotodott ismert
virusfehérjével (hexon) és ezaltal helyreall a Gal4-es transzkripcios faktor aktivitasa
(3. abra). A riporter gén miikoédése alapjan kivalaszthato az a sejt, amelyikben az
aktiv Gal4 transzkripcios faktor van és az ismeretlen sejtfehérje génje szeparalhato,
szekvenalhato és ezaltal az ismeretlen fehérje meghatarozhato.

Roviden Osszefoglalva eredményeinket: monoklonalis ellenanyagok segitségeével
kimutattuk, hogy az adenovirus hexonfehérjén legalabb 18 kiilénbéz6é intertipus

nativ GAL4 3. dabra
aktivalo régié
DNS koté régio
DNS =
UAS, GAL-1-lacZ
X: ismert fehérje Keét-hibrid rendszer muko-
DNS koté régié désének elve két kilonbo-
26 — virus- és sejteredetu
S GAL-1lacZ — fehérje interakcidjanak
UAS, kimutatasa céljabol. Bo6-
vebb magyarazat a sz6-
aktivalé régié vegben.
Y: ismeretlen fehérje m’
GAL-1lacZ

UAS,
Fehérje-fehérje interakcio helyredllitia a GAL4 aktivitasat

AdV-hexon ! 7 / '

DNS
GAL1-lacz

UAS,
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specificitast, korabban nem ismert epitop létezik. A hexon polipeptid alegységének
aminosav szekvenciajan végzett szamitogépes predikcios eljarasokkal meghataroztuk
a potencialis intertipus specifikus epitopok aminosav szekvenciait. Ezek egy részét
szintetizaltuk és carriermolekulakhoz kotétt biokonjugatumok formajaban tanul-
manyozva bizonyitottuk antigén és immunogén képességiiket.

Eredményeink szerint az intertipus specifikus epitopok fontos szerepet jatszanak
a kisérletes génterapiaban és a rekombinans adenovirus védéoltasban, a rekombi-
nans vektorok sajat fehérje antigénjei ellen a recipiens szervezetben kialakuld karos
hatasu immunvalaszban. Ennek elkeriilésére a masodik, vagy t6bbszoéri rekombinans
kezelésre ugyanannal a betegnél mas-mas adenovirus szerotipusbol készitett re-
kombinanst javaslunk alkalmazni, amelyek antigénszerkezete, epitop osszetétele el-
téré egymastél. Az epitdép Osszetétel meghatarozasara és a megfeleldé tipusparok
kivalasztasara dsszehasonlité rendszert is kidolgoztunk.
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