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NCLSZ István—Ádám Éva 

Az adenovírus-kutatás hármas 
jelentősége 

Az adenovírusok je lentősége az o rvos tudományban ér te lemszerűen e lsősorban 
kórokozó képességükben nyilvánul meg. Az adenovirus csa ládba jelenleg 128 sze-
rológiai t ípus tartozik. Ezek közül 51 t ípus az emberi eredetű, 77-nek pedig kü-
lönböző emlősállatok, illetve madarak a te rmésze tes gazdái. Feltehetően az adeno-
vírusok képesek előidézni emberben a legváltozatosabb kórképeket a vírusok között. 
Ál ta lában légúti, szemészeti , gasztrointesztinális és urogenitális fertőzéseket okoznak 
(1, 2). Sok más betegség előidézésére és sok belső szerv fertőzésére is képesek a 
népesség szinte minden korosztályában. A la tens fertőzések patogenezisében és a 
rossz indula tú dagana tképzésben játszot t szerepük felismerése és t anu lmányozása 
so rán az is kiderült, hogy a fertőzések pa tomechan izmusa komplikált és máig sem 
tisztázott teljesen. Az utóbbi mintegy 10—15 év folyamán rendkívüli je lentőségre 
tett szert az a felismerés, hogy az adenovírusok immunhiányos vagy immunszupp -
resszál t betegekben, illetve AIDS-ben szenvedőkben igen súlyos, nagy letal i tással 
j á ró fertőzéseket képesek előidézni. Az AIDS és az adenovirus fertőzések között 
különleges összefüggés, egymásra h a t á s létezésére utaló adatok is napfényre ke-
rül tek, aminek magyaráza ta jelenleg még nem ismert, de a probléma feltétlenül 
t i sz tázásra vár. Az adenovi rus valamilyen módon súlyosbítja, gyorsítja a betegség 
lefolyását. AIDS-esekből viszont számos új , eddig ismeretlen adenovirus szerot ípus 
és intermedier an t igéntu la jdonságú t ípus volt izolálható. Többek között ezek a prob-
lémák indokolják és teszik szükségessé és időszerűvé az adenovirus fertőzések pa-
t o m e c h a n i z m u s á n a k molekulár is szintű vizsgálatát (2, 3). 

A kórokozó képességgel látszólagos el lentétben van az adenoví rusokban rejlő 
m á s i k két, nagy reményekkel kecsegtető lehetőség, nevezetesen az adenovírusok 
fe lhaszná lása a különböző betegségek gyógyításában, illetve a fertőző betegségek 
megelőzésében, azaz az adenovírusok gyógyítást segítő, illetve a prevenciót segítő 
v í ruskén t való a lka lmazása . Mindkét lehetőség világszerte széles körű kísérletes 
kidolgozás alatt áll és az képezi az alapját , hogy az adenovírusok DNS-ébe idegen 
gének építhetők be és az így létrehozott r ekombináns adenovírusok. mint vektorok 
képesek behatolni a szervezet sokféle sej t jébe és képesek bevinni azokba a kívánt 
géneket , amelyek ott kifejezésre ju tnak , expresszá lódnak és kifejtik h a t á s u k a t . Az 
utóbbi években a r ekombináns adenovírusok széles körű kísérletes a lka lmazásra 
ke rü l t ek gyógyító és preventív célokra egyaránt . A kísérletes gén te ráp iában világszerte 
a lka lmazzák az adenovi rus vektorokat az örökletes génhiányos és m á s komplex 
betegségek gyógyítását, a különböző rákféleségek immunte ráp iá já t és molekulár is 
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te rápiá já t célzó kísérletekben. ígéretesnek látszik a r ekombináns adenovirus technika 
és a gyógyszeres kezelés kombinációja is, továbbá a dagana tse j tek specif ikus el-
pusz t í tása módosított , nem rekombináns adenovírussal . Ha pedig a bevitt gén exp-
ressziós t e rméke valamely fertőző betegséget okozó mikroba megfelelő ant igénjének 
felel meg és az expresszálódás u t á n ellene a szervezet ellenanyagot termel, akkor 
az ilyen „rekombináns védőoltással" a fertőző betegségek je lentős része is megelőz-
hetövé válhat. A rekombináns adenovirus vakcinák kísérletes a lka lmazása is széles 
körben folyik a különböző fertőző, e lsősorban vírusok okozta betegségek megelőzése 
céljából, n e m c s a k emberben, h a n e m nagyon fontos állatgyógyászati vonatkozása is 
van az e l já rásnak. A rekombináns adenovírusok a lka lmazásának mezőgazdasági, 
ál lat tenyésztési területen pedig szinte be lá tha ta t lan horderejű gazdasági jelentősége 
ts lehet (2—5). 

Saját vizsgálataink, amelyek jelenleg ismertetésre kerülnek, e lsősorban az ade-
novirus hexon fehéije antigénszerkezetére vonatkoznak. Az ikozaéder a lakú vírus-
részecske (virion) fehéi jeburkát alkotó 252 morfológiai egység (kapszomer) közül 
240 a hexon, melyek közül 120 helyezkedik el az éleken és 120 a háromszögletű 
lapokon. Minden komplett hexon három, kémiailag azonos alegységből áll (1. ábra). 
A hexonok felszínén számos különböző specificitású an t igéndetermináns , epitóp 
található, melyek pontos ismerete rendkívül fontos szerepet já tszik a génterápiás 
és r ekombináns vakcinálási kísérletek ha tékonysága szempont jából (6—10). 

Mielőtt azonban rá té rnék az említett té-
makörben végzett vizsgálataink néhány rész-
letének ismertetésére, szere tnénk köszönetet 
mondan i m u n k a t á r s a i n k n a k áldozatos m u n -
kájukér t . Kuta tócsopor tunk és Intézetünk tag-
jai közül az e lőadásra kerülő m u n k á k egy-egy 
részében a felsorolt m u n k a t á r s a k vettek részt: 
Dobay Orsolya, Jeney Csaba és Lengyel Anna. 
A kísérletek egy-egy része együt tműködésben 
folyt több hazai és külföldi intézet m u n k a t á r -
saival, akiknek szintén szere tnénk köszöne-
tünke t kifejezni. 

Nagyfokban tisztított és részben kris-
tályosított hexon készítmények segítségével elő-
állított nagyszámú monoklonál is el lenanyag és 
több, mint 20 szerológiai t ípusba tartozó he-
xonprepa rá tum vizsgálata a lapján k imuta t -
tuk, hogy a különböző hexont ípusokon az ade-
novirus genusra és a szerológiai t ípusra spe-
cifikus epitópokon kívül nagyszámú, ún . in-
ter t ípus specif ikus (IT) epitóp is létezik. Ezek 
az IT epitópok egymástól is különböznek és 
az adott szerotípustól függően különböző kom-
binációkban vannak jelen a hexon felszínén 
(9, 11). A monoklonál is ellenanyagok specifi-
citását , azaz epitóp elkülönítő képességét szi-

gorú kr i tér iumok alapján ha tá roz tuk meg, az ellenanyagok hexont ípusok közötti 
keresztreagálási képességének, t i terének, mértékének és korrelációs koefficiensének 
segítségével. Ilyen módon összesen 18 különböző IT specif ikus epitópot s ikerül t 
elkülöníteni. Kimutat tuk, hogy egy adott IT epitóp a megfelelő specif ikus monok-
lonális ellenanyaggal azonosítható, de azzal a két hexont ípus csoport tal jel lemezhető 
(definiálható), melyek tagjain az adott monoklonális ellenanyaggal k imuta tha tó a 
jelenléte, illetve amelyeken nem (7—9, 1 1 ) . 

I. ábra 

Adenovírus-modell. Szemlélteti az ikozaéder 
alakú vírusrészecske élein és lapjain szabá-
lyosan elhelyezkedő hexon kapszomereket, 
az ezeket alkotó három strukturális alegy-
séget és a szomszédos hexonokat össze-
kötő finomszerkezeti elemeket, továbbá a 
csúcsokon levő kapszomereknek (pentonok) 
radiálisan kiálló nyúlványait (fiber), végükön 
kis gömbszerű képződményekkel. 
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Mind a 18 IT speci f ikus epitópot so r rendbe rakva, a különböző adenovirus he-
xont ípusokon való j e len lé tük vagy h i ányuk a lapján kiderült, hogy szinte l ineárisan, 
fokról fokra csökken azoknak a szero t ípusoknak a száma, amelyeken jelen van az 
adot t epitóp és ezzel p á r h u z a m o s a n növekszik azon szerot ípusoknak a száma, ame-
lyeken hiányzik. Világosan uta l ez a kép az ant igénrokonság fokára, mértékére az 
egyes hexontípusok között és az egymásból való kifejlődés lehetőségére is. Kis túl-
zássa l azt lehetne mondan i , hogy ez a jelenség az evolúció egy kis mozzana tá t 
engedi sejteni, de annyi mindenesetre biztos, hogy új taxonómiai és diagnosztikai 
lehetőségeket tá r fel. Igazi jelentősége azonban a rekombináns adenovírusok alkal-
mazása területén van. Ugyanis a rekombináns adenovírusok a lkalmazásának egyik 
nehézsége a recipiens szervezet immunválasza, ellenanyag-termelése a rekombináns 
veklorvírus saját fehérje antigénjei ellen, amelyek csökkentik, második vagy többszöri 
kezelés esetén pedig teljesen megakadályozhatják a kezelés hatását , hiszen az összes 
IT epitóp ellen képződött ellenanyag érezteti káros ha tásá t , amely az alkalmazott 
r ekombináns adenovi rus t ípus hexonján jelen van. Ez pedig hexont ipusonként vál-
tozó, egyiken több, m á s i k o n kevesebb és másféle IT epitóp van jelen (7—9, 12, 13). 

Ezek alapján az a j avas la tunk , hogy rekombináns adenovirus kezelésre a gén-
te ráp ia során m á s - m á s szerotípusból készített vektor kerül jön a lka lmazásra második 
vagy többszöri kezelésre egy adott beteg esetében. Mégpedig olyan adenovirus tí-
pusokból , amelyek ant igénszerkezete epitóp összetételben a lehető legtávolabb állnak 
egymástól. Ennek megha tá rozásá ra pedig egy rendszert dolgoztunk ki az adenoví-
r u s o k IT specifikus epi tópjainak. ant igénrokonsági fokának két-két t ípusonként tör-
ténő páros összehasonl í tása alapján. Ezt m u t a t j u k be a táblázaton. A felső vízszintes 

1. táblázat 

E p i t ó p o k száma 17 ie 74 14 12 11 11 11 s 9 s 7 7 
A d e n o v i r u s 4, 8, 9, 1,2, 

tipus szub- 19 9/13, 6,6 7 S16 18 26 13 12 35 41 27 B2 
qenusz 19 10 6,6 

16 8,9,9/13,10 D 16/1 

14 1,2,6,6 С 14/3 13/4 

14 7 В 1 3 « 13/4 10/8 

12 S16 SAdV 12/5 11/6 9/8 8/10 

11 18 A 11/6 10/7 8/9 7/11 11/1 

11 26 D 11/6 10/7 10/5 8/9 9/5 8/6 

11 13 D 11/6 10/7 9/7 7/11 8/7 8/6 8/6 

9 12 A 9/8 9/7 6/11 9/5 7/7 6/8 6/8 5/10 

9 36 В 8/10 8 « 5/13 8/7 8/5 8/4 6/8 5/10 6/6 

8 41 F 8/9 7/10 8/6 5/12 8/5 7/5 7/5 5/9 4/9 4/9 

7 27 D 7/10 6/11 6/9 3/15 7/5 7/4 6/6 7/4 3/10 4/8 5/5 

7 B2 BAdV 7/10 6/11 5/11 3/15 7/5 7/4 4/10 6/6 3/10 4/8 4/7 5/4 

1 B3 BAdV 1/16 1/15 0/15 1/13 1/11 1/10 0/12 1/10 1/8 1/8 0/9 0/8 1/6 

és a függőleges osz lopokban a vizsgált hexon t ípusok láthatók. A találkozási pon-
t o k b a n található kere tekben az első szám az azonos, a másod ik szám pedig az 
eltérő epitópok számá t m u t a t j a két-két adot t adenovirus t ípus esetében. A vastag 
kere tek által meghatározot t t ípusok nagyfokú rokonságot m u t a t n a k , a vékony ke-
retek által meghatározot t t ípuspárok ese tén pedig, mint lá tható ké tszer -háromszor 
több az eltérő epitópok száma, mint az azonosaké. Tehát ezekből a t ípusokból 
é rdemes rekombináns adenovirus párokat készíteni a recipiens szervezet immun-
vá lasza káros h a t á s á n a k csökkentése vagy elkerülése céljából (2, 3, 9). 
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Az IT specifikus epitópok valószínű számának és lokalizációjának a meghatáro-
zására Hudecz Ferenccel (MTA Peptidkémiai Kutatócsoport, ELTE) együt tműködés-
ben számítógépes epitóp predikciós e l járásokat végeztünk a 2-es és 4 l - e s t ípusú 
h u m á n adenovirus hexonfehéije aminosav szekvenciáján a ß -kanya r képző készség 
és a hidrofilitási profil által meghatározott potenciális epitóp szekvenciák kiválasz-
tásával (14). Mindkét t ípusban ta lá l tunk közösen jelenlévő, azonos vagy hasonló 
aminosav szekvenciával rendelkező, potenciális IT specifikus epitópokat. de ta lá l tunk 
17 nem közös, csak egyik típuson prediktálható potenciális epitópot is, amely még 
nagyobb számú epitóp létezésének lehetőségére hívja fel a figyelmet a hexonfehéi jén. 
mint ami monoklonális ellenanyagok segítségével kimutatható volt. A prediktált epi-
tópok szekvencia sorszáma alapján meghatároztuk az epitópok helyzetét is a komplett 
hexont alkotó három azonos fehéije alegység háromdimenziós modelljén is. 

Az antigenitás és az immunogenitás vizsgálata céljából két prediktált epi tópnak 
megfelelő pepiidet szintetizáltunk és carrier-hez konjugál tunk Hudecz Ferenccel, 
illetve Mező Imrével és munkatársa ikkal való együttműködésben (15). Az egyik szin-
tetizált peptid csak a 2-es t ípusban került prediktálásra, hasonló, vagy rokon szek-
venciák nem voltak találhatók sem a 4 l - e s , sem 15 más, különböző t ípusú hexonban 
sem. A másik szintetizált peptid mindkét t ípusban prediktálásra került és részben 
teljesen homológ, részben szoros rokonságot mutató szekvenciák voltak ta lá lhatók 
15 m á s t ípusú hexonban is. A szintetizált peptid-carrier konjugátumokkal a tisztított 
hexonok ellen termelt egyes monoklonális ellenanyagok reakcióba léptek és a kon-
jugá tumok ellen termelt antitestek felismertek különböző t ípusú, tisztított, natív 
hexon antigéneket ELISA reakcióban. Tehát a szintetizált b iokonjugátumok antigén 
és immunogén tu la jdonságúnak bizonyultak. További hasonló és m á s jellegű vizs-
gálatok ú jabb 4 szintetizált peptiddel is folyamatban vannak az epitópok szerkeze-

2. ábra 

Az adenovírusok bejutása 
a gazdasejtbe. A nyúlvá-
nyok végén levő gömbsze-
rű képződmény kapcsoló-
dik a sejtmembrán felszí-
nén levő receptorhoz. 
Ezután az integrinek segít-
ségével a sejtmembrán be-
türemkedése következté-
ben bejut a citoplazmába 
egy endoszómába zártan, 
majd az endoszóma fala és 
a vírus fehérjeburka szét-
töredezik, kiszabadul a ví-
rus DNS és bejut a sejt 
magjába. Innen specifikus 
mRNS-molekulák vándo-
rolnak a citoplazmába a 
különböző vírusfehérje „al-
katrészek" termelésének 
kódolására, amelyek 
visszajutva a sejtmagba ki-
alakítják a komplett fertő-
zőképes új vírusokat. 

tének és tulajdonságainak tanulmányozása céljából (11). 
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Az adenovírus-fer tözések pa tomechan izmusának területén a r ra vonatkozóan van-
n a k folyamatban vizsgálatok, hogy a fertőzési folyamat melyik szakaszában , melyik 
vírusfehérje , melyik sejtfehérjével lép kapcso la tba az ú j virusrészecskék termelődése 
folyamán. Először a v í rus partikula részben a receptorok és részben az integrinek 
segítségével bejut a sej tbe, ezután a v í rus DNS a fehéi jeburokból kiszabadulva 
be ju t a sej tmagba, ahol mRNS képződik róla, majd az mRNS visszakerül a cito-
p lazmába, ott i rányí t ja a különféle v í rusfehér jék termelését, amelyek az érett vi-
rus részecskék k ia lak í tásához visszajutnak a se j tmagba (2. ábra). Ez alatt a folyamat 
a la t t számos különböző vírusfehérje léphet interakcióba számos különböző sejtfe-
hérjével. Ezt a kérdés t először a hexonfehér je vona tkozásában te t tük vizsgálat tár-
gyává az ún. két-hibrid rendszer (THS, Two Hybrid System) segítségével. Ez a módszer 
azon alapszik, hogy a Saccharomyces cerevisiae Gal4-es t ranszkripciós fak tora két 
régióból áll: DNS-kötő és aktiváló régióból. A natív Gal4 aktiválja egy riporter gén 
(pl. _ß-galactosidase) expresszálódását (16). A két régió génjei egymástól szeparál-
ha tók , elválaszthatók, plazmidba építhetők és ismert vagy ismeretlen fehérjék köt-
he tők hozzájuk gén sz inten. A DNS-kötő részhez köt jük a hexon gént (első hibrid), 
az aktiváló részek egy-egy példányához pedig külön-külön sok-sok ismeretlen sejt-
fehér je gént ta r ta lmazó cDNS könyvtárból m á s - m á s sej tfehérje génje kötődik (má-
sodik hibrid). Élesztősej tben való expresszálódás u t án ebből a sej tfehérje halmazból 
a DNS-kötő rész fehér jé je maga választja ki azt az aktiváló rész és sejtfehérje hibridet, 
amelynek fehérje része képes interakcióba lépni a DNS-kötö részhez kötődött ismert 
vírusfehérjével (hexon) é s ezáltal helyreáll a Gal4-es t ranszkripciós faktor akt ivi tása 
(3. ábra). A riporter gén működése a lap ján kiválasztható az a sejt, amelyikben az 
akt ív Gal4 t ranszkr ipciós faktor van és az ismeret len sej tfehérje génje szeparálható, 
szekvenálható és ezáltal az ismeretlen fehér je meghatározható . 

Röviden összefoglalva eredményeinket: monoklonál is ellenanyagok segítségével 
k imu ta t t uk , hogy az adenovirus hexonfehér jén legalább 18 különböző in ter t ípus 

natív GAL4 3. ábra 

DNS kötő régió 

aktiváló régió 

DNS 
UASC GAL-1-lacZ 

Két-hibrid rendszer műkö-
désének elve két különbö-
ző — vírus- és sejteredetű 
— fehérje interakciójának 
kimutatása céljából. Bő-
vebb magyarázat a szö-
vegben. 

DNS 
UAS0 

GAL- l lacZ 

Y: ismeretlen fehérje 

UAS0 
GAL-1lacZ 

Fehérje-fehérje interakció helyreállítja a GAL4 aktivitását 

DNS 

AdV-hexon 

UAS0 
GALI- lacz 
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spec i f i c i tású , korábban n e m ismert epitóp létezik. A h e x o n polipeptid a l e g y s é g é n e k 
a m i n o s a v szekvenc iá ján végzett s z á m í t ó g é p e s predikc iós e l járásokkal m e g h a t á r o z t u k 
a potenc iá l i s in tert ípus s p e c i f i k u s epitópok a m i n o s a v szekvenc iá i t . Ezek egy részé t 
sz intet izá l tuk é s carr iermolekulákhoz kötött b i o k o n j u g á t u m o k formájában t a n u l 
m á n y o z v a b izonyí tot tuk ant igén é s i m m u n o g é n k é p e s s é g ü k e t . 

Eredménye ink szer int az intert ípus spec i f ikus ep i tópok fontos szerepet j á t s z a n a k 
a k ísér le tes gén teráp iában é s a r e k o m b i n á n s a d e n o v i r u s védőo l tásban , a rekombi -
n á n s vektorok saját fehérje antigénjei e l len a rec ip iens szervezetben kialakuló k á r o s 
h a t á s ú i m m u n v á l a s z b a n . Ennek e lkerülésére a m á s o d i k , vagy többszöri r e k o m b i n á n s 
kezelésre u g y a n a n n á l a betegnél m á s - m á s a d e n o v i r u s szerot ípusból készített re-
k o m b i n á n s t j a v a s l u n k a lkalmazni , amelyek ant igénszerkeze te , epitóp össze té te l e el-
térő egymástó l . Az epitóp összeté te l m e g h a t á r o z á s á r a é s a megfele lő t í p u s p á r o k 
k ivá lasz tására ö s s z e h a s o n l í t ó rendszert i s k idolgoztunk. 
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