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interferonA z

A vlrusbetegaégek gyógyításának prob­
lémája napjainkban is az orvostudomány megoldat­
lan kérdései közé tartozik. A virusok sejt-para­
zita voLtábói adódnak azok a nehézségek, amelyek 

korlátozzák a viruschemotherápiás szerek alkalma­
zásának lehetőségeit, mivel csak olyan anyag al­
kalmas therápiás célokra, amely specifikusan a 

virusszaporodósra hat, a gazdasejt biokémiai tör­
ténéseit pedig nem befolyásolja. Bár már néhány 

évtizede széles körben folynak Ilyen irányú ku­
tatások, mégis kevés chemotherápiás szerről mond­
hatjuk, hogy a gyakorlatban is bevált. A himlő 

ellen prophylaeticumként sikeresen alkalmazták a 

Marborant, amely tiosemicarbazon származék /Bauer 

és munkatársai 1963/, valamint kedvező hatást ér-
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tele el jód-desoxyuridinnel herpes keratitis helyi 

kezelésében /Gilkes 1963/. Ezen példák kivételé­
vel a szervezet virusfertőzésekkel szembeni vé­
delme még ma is a természetes utón, vagy vacci- 

nálások hatására képződő specifikus ellenanyago­
kon alapszik.

Ezért váltott ki nagy érdeklődést az 

interferon 1937-ben történő felfedezése. Az in­
terferon olyan antivirális protein, amelyet a 

gerincesek sejtjei termelnek vírusfertőzés hatá­
sára. Felfedezése ás elnevezése Isaacs és Lin­
denmann nevéhez fűződik /Isaacs és Lindenmann 

1957/» akik megfigyelték, hogy inaktivált influ­
enza vírussal oltott csirke-chorioallantoia hár­
tya sejtjei egy olyan anyagot termelnek, amely 

a csirkesejteket vírusfertőzéssel szemben ellen­
állóvá teszi.

Az interferon jelentős mértékben kü­
lönbözik az ellenanyagtól, amely szintén állati 

sejtok által termelt antivirális fehérje. Az el­
lenanyag a szervezet speciális sejtjeiben képző­
dik, interferont pedig úgyszólván bármely sejt 

termelhet megfelelő stimulus hatására /Isaacs 

1963/. Az ellenanyag antivirális hatása kizáró­
lagosan olyan antigén-szerkezetű virus ellen
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irányul, amely kiváltotta az ellenanyag képzést, 
ugyanakkor az interferon nem virusspecifikus, 

valamely virussal indukált interferon gyakorlati­
lag minden virus szaporodását gátolja /Isaacs 

1963/. Különböző virusok szaporodásának gátlásá­
hoz azonban különböző mennyiségű interferon szük­
séges, tehát a virusok nem egyformán érzékenyek 

az interferonnal szemben. Az ellenanyaggal ellen­
tétben, az interferon antivirális hatása species­
hez kötött, azaz egyik species sejtjeiben termelt 

interferon csak ugyanannak, vagy közeli rokonság­
ban lévő speciesnek sejtjeiben hatásos /Tyrrel 
1959, rt.erigan 1964, Baron éa munkatársai 1964/. 
Egyazon állati speciesben különböző virusok által 
indukált interferonok nem különböztethetők meg 

egymástól. ■ ásrészt különböző speciesek sejtjei 
által termelt interferonok között nemcsak speci­
es specificitásuk, hanem antigénszerkezet ük /Раис- 

kér 1965/ és hőatabilitásuk alapján /Isaacs 1963/ 
is különbség tehető. Az interferon egyéb jellem­
ző tulajdonsága az 1-10 pH értékek közötti stabi­
litás /Isaacs 1963/, valamint a gyenge antigén 

sajátság /Paucker 1965/. A csirkesejtekben képző­
dött interferon molekulasúlya 20-34 000 /Lampson 

és munkatársai 1963/, 1-2 órán át 100 000 g-vel 
történő centrifugáláseal nem szedimentálható. A
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tisztított interferon sem in vitro kísérletekben 

/Baron és munkatársai 1966a, Levy és Merigan 

1966/, sem in vivo alkalmazva /Falcoff és munka­
társai 1966/ nem bizonyult toxikusnak.

Az a megfigyelés, hogy az actinomycin 

D, amely gátolja a DNS-től függő HKS-szintézist, 
megakadályozza az interferon képződését is /Heller 

1963/t arra enged következtetni, hogy az interfe­
ron termelését irányító genetikai információt a 

sejtek represszált állapotban hordozzák /Isaacs 

1963/« Vírusfertőzés hatására derepresszló követ­
keztében megindul a gazdasejt DKS-éről másolt in­
terferon meaaenger-RNS képződése, amely azután az 

interferon fehérje molekula szintézisét irányítja. 

Az interferon a vírustól és a sejt typusátol füg­
gően az indukció után 1-30 óra múlva jelenik meg 

és gyorsan kiszabadul a sejtből /Isaacs és Linden- 

mann 1957/. A sejtek az indukciót követően 1-3 na­
pig termelnek interferont /Isaacs és Lindenmann 

1957, Burke és Buchan 1965, Wagner I960/, majd na­
pokig képtelenek lehetnek újabb interferon produk- 

cióra/Lockart 1963, Cantell ée Paucker 1963/. A 

képződött interferon mennyisége virus - aejt rend­
szerenként Igen változó. In vivo rendszerint maga­
sabb titerü interferon indukálható, mint sejtkultu- 

rákban.
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A vírussal történő fertőzés a legál­
talánosabb mód a aejtek interferon termelésének 

kiváltására. Kind BBS, mind DNS vírusok alkalma­
sak lehetnek erre. Gyakorlatilag minden virua- 

csoportban találhatók interferon-képződést sti­
muláló vírusok. Legjobb inducereknek a myxovirus 

és aroovirus csoport tagjai bizonyultak. A leg­
több interferonra vonatkozó adat ezekkel a víru­
sokkal kapcsolatos /Bürke és Skehel 1967/. Entero- 

viruaok köziil főleg attenuált törzsekkel sikerült 

interferont indukálni /iío és Ende re 1959a, b/. A 

DBS-tartalmú vaccinia vírussal, valamint herpes 

simplex vírussal indukált interferonokkal kapcso­
latban is jelentek meg közlemények /Glasgow és 

Habel 1962, Fruitstone és munkatársai 1964/. Tu­
mor vírusok a nem onkogénekhez hasonló m szinten 

kiváltanak interferon-termelést /Allison 1961, 
tiderholm 1963/. Az adenoviru30kről, amelyeket 
hosszú ideig interferon-indukcióra alkalmatlannak 

tartottak /Larke 1966/, szintén bebizonyosodott, 
hogy megfelelő körülmények között jó inducereks 

human adenovirusok különböző typueai csirkeembryo 

fibroblast sejtekben és in vivo, csirkékben jelen­
tős titeri interferont indukálnak /Bélád! és Pusz­
tai 1967, Pusztai és munkatársai 1969/. Nemcsak 

a fertőzőképes, hanem a különböző módon, hővel, 

vagy ultraibolya fénnyel inaktivált vírusok is in-
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dukálnak interferon-képződést /Isaacs 1963/.
A vírusokon kivül más ágensek speciá­

lis feltételek mellett szintén kiválthatnak inter­
feron termelést. A baktériumokkal történő fertő­
zés in vivo, vagy rickettsiás fertőzés szövetkul- 

turában interferon indukciót eredményezhet /Young- 

ner és Stinebring 1964, Michaels és munkatársai 
1965» Hopps és munkatársai 1964/. Baktérium endo- 

toxinnal oltott állatok véreben már az oltást kö­
vető 2. órában interferon jelenik meg /Stinebring 

és Youngner 1964/. A folyamat actinomycinnel nem 

gátolható, tehát nem igényel DNS-től függő RkiS 

szintézist. Ez arra utal, hogy ebben az esetben 

az interferon nem szintetizálődik, hanem a sejtek­
ben már meglévő "preformált" interferon szabadul 
ki az endotoxin hatására /Но és Kono 1965/. nem­
csak mikroorganizmusok, hanem a gombák polysaccha­
ride természetű fermentációs terméke, a statolon 

/Kleinschmidt és munkatársai 1964/, és a helenine 

/Rytel és munkatársai 1966/, továbbá a phytohernagg- 

lutinin /Wheelock 1965/ és a sejt számára faj ide­
gen nukleinsavak szintén inducerként szerepelhet­
nek /Rotem és munkatársai 1963# Jensen és munka­
társai 1963/. Polyriboinosyl- és polyribocytidylsav
komplexével /Field és munkatársai 1968/, valamint 
pyran - copolymerekkel is indukálnak interferont
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/Merigán éa Legelsőn 1967/. Újabban Lampson éa 

munkatársai /1967/ megállapították, hogy a hele- 

nine aktiv komponense kettős fonalu HNS moleku­
lával azonos. A statolonról pedig elektronmik­
roszkópos vizsgálatokkal kimutatták, hogy az in­
terferon indukcióért felelős frakciója 30 mp át­
mérőjű, virusszerii hexagonalis partikulákat tar­
talmaz. Hasonló részecskéket a statolont fermen­
táló gomba roycéliumában is találtak /Ellis és 

Kleinschmidt 1967/. Ezek alapján feltételezik, 

hogy mindkét gombából származó anyag esetében a 

látensen hordozott gomba-virus felelős az interfe­
ront indukáló képességért.

Az interferon hatásmechanizmusának ta­
nulmányozásában nagy jelentőség! volt annak fel­
ismerése, hogy az interferon antivirális hatásá­
nak létrejöttéhez a gazdasejt KK3 és protein 

szintézise szükséges /Taylor 1964, Lockart 1964# 

Friedman és Sonnabend 1964# Levine 1964/. Felté­
telezik, hogy az interferon - sejt egymásrahatása 

egy uj antiviráli3 fehérje képződését eredményezi, 
amelyre vonatkozó információ a sejt DJíU-ében gá­
tolt formában van jelen. Az interferon de-represz- 

sziót idéz elő és ezzel indul meg a m-HNS képződés, 
amely az uj antivirális fehérjének a szintézisét 

irányítja /Sonnabend és Friedman 1966/. Az inter-
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feronnal kezelt sejtekben a virusszaporodás gát­
lásának pontos mechanizmusa nem Ismert. Annyi bi­
zonyos, hogy az interferon kezelés nem gátolja 

sem a virusads2orpciót, penetrációt és wuncoating*’-ot 

/a virus-nukleinsav kiszabadulását/, sem pedig a 

partikulák nukleinsav és fehérje egységekből tör­
ténő Összeépülásét. Mivel az interferon mind JiííS-, 
mind DKS- vírusok replikációját gátolja, ezért az 

interferon-hatásnak minden virus szaporodási folya­
matában közös eseményen kell alapulnia. Marcus és 

Salb sejtmentes rendszerben vizsgálták az interfe­
ron hatásmechanizmusát. Kísérleteik alapján felté­
telezték, hogy az interferon hatására termelődött 

antivirális fehérje a rlbosoraákhoz kapcsolódva sze- 

lektive a virus m-RNS viruo-fehérjévé történő át­
írását gátolja /iarcus és Salb 1966/.

Az interferon feltehetően fontos szere­
pet játszik a szervezet virusfertőzésekkel szembe­
ni nem specifikus védekezési mechanizmusában. Ki­
mutatták, hogy a különböző vírusok i.v. oltását kö­
vetően már egy óra múlva interferon jelenik meg az 

egerek vérében /Baron és Buckler 1963/. Később más 

állati speciesek savójában is találtak interferont 

i.v. fertőzés után kialakult viraemia folyamán /Ba­
ron és munkatársai 1966b/. Wheelocknak és Slbleynek 

/1964/ virus-etiológiáju légúti betegségben szenvedő

\
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paciensek akut szakban vett savójából sikerült 

interferont kimutatnia, Petralli és munkatársai 
/1965/ élő kanyaróvirus vaccinával s.c. oltott 

gyermekek savójában aa oltás után 7-11 nap múlva 

interferont találtak. Ezek az adatok arra utalnak, 

bogy az állati szervezetek interferon-termelése 

általános jelenségnek tartható, amely a szervezet 
virusfertőzésre adott egyik válaszaként jön létre. 

Igen valószínű, hogy a keringésben lévő interfe­
ron a további virusszaporodásnak gátat vet és 

ezzel a specifikus ellenanyagok megjelenése előtt 

védelmet nyújt a szervezetnek.
Az interferon széles antivirális spect- 

rumát és nem toxikus voltát tekintve ideális anti­
virális anyagnak látszik. Ennek ellenére széles­
körű therápiás alkalmazása még nem valósult meg, 
mivel az ember-kisérletek nem jártak a várt ered­
ménnyel. Ezideig főleg a virusfértőzás helyén tör­
ténő alkalmazásával értek el sikert. Vaccinia ví­
russal intradermálisan oltott Önkéntesekben helyi­
leg adott interferon prophylactikus hatását figyel­
ték meg /Scientific Committee of Interferon 1962/.
A vaccinia keratitis lefolyását szintén enyhítette 

néhány beteg esetében /Jones és munkatársai 1962/. 
Állatkísérletek tanulsága szerint nagy mennyiségű 

interferon többszöri adása szükséges megfelelő hatás
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eléréséhez, mivel a kívülről bevitt interferon 

mennyisége rövid idő alatt kis hányadára csökken 

a szervezetben /Baron és munkatársai 1966a/. Amíg 

megfelelően tisztított és nagy mennyiségben elér­
hető human interferon nem áll rendelkezésre, addig 

alkalmasabbnak látszik az a megoldás, hogy a szer­
vezetet nem virus természetű inducerek segítségé­
vel endogén interferon termelésére késztessék 

/Merigán 1967/.
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Adenovirusok

Az adenovirusok a legjobban tanulmá­
nyozott vírusok közé tartoznak. Széleskörű elter­
jedtségük, különböző betegségekben betöltött eti- 

ológiai szerepük, valamint különleges morfológiai 
és antigénszerkezeti sajátságaik miatt számos ku­
tató érdeklődésének középpontjában állnak. Jelen­
tőségüket fokozta az a megfigyelés, hogy a human 

adenovirusok több typusa kísérleti állatban rossz­
indulatú daganat képződését idézi elő. felfedezé­
sük óta /Kowe és munkatársai 1953/ a human adeno­
virusok 31 typusát mutatták ki. Kzen kivüi számos 

állatfajról is bebizonyosodott, hogy saját adeno- 

virusai vannak. így ismerünk simian, bovin, canln, 
porcin, murin és avian adenovirusokat.

Az adenovirusok DM3 tartalmú vírusok.
A nukleinsavat magábazáró fehérjeburok, a capsid 

az adenovirusok esetében 252 morfológiai egységből,

A
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capsomerből áll, amelyek bt vagy hat szerkezeti 
egységből /fehérje molekula/ épÜlnek fel. A cap- 

somerek ieosaeder ala.vU testet alkotnak oly módon, 
hogy az ieosaeder 12 csúcsán található capsomere- 

ket bt capsomer veszi körül, s az összes többi, 

amely az éleken és a lapokon helyezkedik el, hat 
szomszéddal rendelkezik. Valentine és Pereira 

/1965/ vizsgálataiból ismert, hogy a csúcsokon el­
helyezkedő capsomerek /В antigének/ morfológiájuk 

és antigénszorkezetiik tekintetében különböznek a 

többitől. Ugyanis három komponensből épülnek feli 
egy kb. 30 A átmérőjű feji részből /penton antigén/, 

amelyhez egy 200 Ä hosszú, a végén 40 A átmérőjű 

gömbben végződő farki rész /0, vagy fiber antigén/ 

kapcsolódik. A nem csúcsokon elhelyezkedő többi 
capsomer az A antigénnek /hexon antigén/ felel meg, 
amelynek morfológiája és nagysága azonos a penton 

antigénnel. Az egész virion átmérője kb. 700 Á 

/Tousimis és üilleman 1957/.
Az adenovirusok egyes typusai neutrali- 

zációs próbával különíthetők el egymástól, rdekes 

jellemzője az adenovirus csoportnak, hogy tagjai 
közös csoportspecifikus komplementkötő antigénnel 
rendelkeznek, amely alól csak az avian adenovirusok 

képeznek kivételt. UgyezóIván minden typus aggluti­
nálja egy vagy több állatfaj vörösvértestjelt. A
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hemag^lutlnáció gátlás a legtöbb typus esetében 

a neutralizációs próbával egyenértékű szerológiai 
reakció.

Az adenovirusok jellegzetes cytopathias 

/СР/ hatást okoznak, amely az érintett aejtek le- 

kereketiésében és ösazecsapódásában, végső stádium­
ban a sejteknek az üveg faláról való leválásában 

nyilvánul meg. Először az u.n, "korai” CP hatás 

jelentkezik, amelyért a toxikus tulajdonságú pen- 

ton antigén felelős /Pereira 1953/. A "késői" CP 

hatás a virusszaporodás következménye.
Az adenovirusok a fogékony sejt к mag­

jában szaporodnak, ahol jellegzetes zárványokat 
hoznak létre. Általánosságban az epithel sejtek 

sokkal érzékenyebbek irántuk, mint a fibroblastok 

/Rowe és Hartley 1962/. Szaporodási ciklusuk idő­
tartama viszonylag hosszú, az 1-4 typus esetében 

23-2b óra. A képződött virionok nehezen szabadul­
nak ki a sejtből, teljes CP hatás esetén is több 

virus található a sejteken belül, mint az extra- 

celluláris folyadékban /Ginsberg 1950/.
Fizikai és kémiai behatásokkal szemben 

viszonylag ellenállónk. Evekig tltercsökkenés nél­
kül eltarthatók -20 - -70°C-on és +4°C- valamint 
37°C-on is aránylag stabilak, azonban 5б°С-оп per­
cek alatt elveszítik fertőzőképességüket. Ultra-



- 14 -

ibolya sugárzás hutására infectivitásuk gyorsan 

csökken, toxikus hatásuk azonban változatlan marad. 
Az adenovlrusok éterrel éa chloroformmal szemben 

reziaztensek /Ginaberg 1962, Feldman és Wang 1961/ 
Ó3 6-9 közötti pH tartományban stabilak /Ginsberg 

1956/. .era csökkenti infectivitásukat a trypsinnel 
történő kezelés sem /Pereira 1958/. Trypsin hatásá­
ra a penton antigén tönkremegy, a hexon és fiber 

antigének nem károsodnak /Valentine és Pereira 

1965/.

Az avian a cl eno vírusok 

két legismertebb képviselője a CELO /chicken embryo 

lethal orphan/ és a GAG /galluo adeno-like/ virus.
A GELO-virust Yates és Fry esirkeembryo- 

ból izolálta /Yates és Fry 1957/. Később csirke 

szövetekből és különböző csirke-virusok /laryngo- 

tracheitis, avian encephalomyelitis/ kontaminánsa- 

ként más laboratóriumokban is kimutatták /Chomiak 

és munkatársai 1961, Hwang ée munkatársai I960/. 

Semrégen Angliában is látszólag egészséges tyúkok 

tojásából izoláltak СЕШ-vIrus törzseket /Gook 1963/. 

Az USA-ban és Japánban végzett szerológiai vizsgá­
latok alapján ismert* hogy csirkék között igen gya­
kori a CELO-virus fertőzés /Yates és Fry 1957* Kawa-
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mura és munkatársai 1963/.
A GAL-virus izolálása egy KPL^ jelű, 

csirkék lymphomatozisát okozó virustörzs anyagá- 

ból törtónt /Burmester és munkatársai 1960/. A 

csirkékben látens módon jelenlévő GAL-virus va- 

lósziniileg a sorozatos csirke-passzázsok során ju­
tott a lymphomatozia virusanyagba. A CELO-virushoz 

hasonlóan több országban kimutatták jelenlétét 

látszólag egészséges csirkékben, fagy számban izo­
láltak adenovirust a csirkék béltraktusából, trache­
ájából és egyéb szerveiből /Sharplesa 1962/. Az 

eddig izolált avian adenovirusok nemzetközileg el­
fogadott typizálása még nem történt meg, csak egyes 

laboratóriumok próbálkozásai ismertek, amelyek sa­
ját izolátumaik szerológiai cooportositására vonat­
koznak. így Japánban Kawa.nura és munkatársai /1964/ 

csirkékből izolált több mint száz, tulajdonságai 
alapján adenovirusnak mutatkozó ágenst neutralizá- 

ciós próba segítségével 8 csoportba osztottak. Ezek 

közül egyik csoport a GAL-, másik pedig a CELO-vi- 

russal volt azonos. Hazánkban is történt hasonló 

vizsgálat Kharma részéről /1965Л aki 6 serotypust 

különített el. Az általa izolált avian adenovirusok 

fele GELG-virusnak bizonyult.
A CELO és GAL-virus közötti szerológiai 

rokonságot vizsgálva Kawamura és Tsubahara /1963/
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azt találta, hogy a kát virus komplementkötési 
éa agar gél precipitációs próbában kérésztreak- 

ciót ad egymással. üeutralizációs próbában azon­
ban egyoldalú a kapcsolat, mivel csak a csirkében 

termelt CELO immuneavó neutralizálja -kis mérték­
ben- a GAL-virust.

Az avian adenoviruaok morfológiájukban 

és legtöbb tulajdonságukban megegyeznek a többi 
adenoviruBsal. IDU gátolja szaporodásukat, ami 
DBS tartalmukra utal. Virionjaik 252 capsoraerből 
épülnek fel icoaahedralis szimmetria szerint. Ke- 

zisztensek éterrel, trypsinnel szemben. Laborató­
riumi állatokra nem patogének. A CELO-virusrél 
kimutatták, hogy az onkogén human typuookhoz ha­
sonlóan újszülött hörcsögben tumor-képzódést in­
dukál /üarma és munkatársai 1965/. Egyes CELO tör­
zsek hemagglutinációs tulajdonsággal rendelkeznek.

Hóvei szembeni ellenállásuk azonban 

nagyobb, mint a többi adenovirueé. Ezenkívül az 

adenovirus csoportra jellemző közös csoportspeci­
fikus komplementkötő antigén hiánya jelent különb­
séget.
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/

KÍSÉRLETI RÉSZ

é в módszerekAnyagok

Virágok A GAL-virust dr. Szent Iványi Tamás /Ál­
latorvos tudományi Egyetem Járványtani Tanszéke, 
Budapest/ bocsátotta rendelkezésünkre. Szaporí­
tása csirkevese szővetkultúrában történt. Amikor 

a cytopathias /СР/ elváltozás a kultúrák minden 

sejtjét érintette, háromszori olvasztással, fa­
gyasztással feltártuk a sejteket, majd percenként 
2500 fordulattal 15 percig centrifugáltuk azokat.
A felüluszót -20°0-on tároltuk.

Az interferon értékmérésére használt 

Sindbis virust dr. I. Gresoerfcől /Boston/ kaptuk, 

a vesicular stomatitis virus /V3V/ a Csehszlovák 

Akadémia Viruskutató Intézetéből /Bratislava/, a 

vaccinia virus az Országos Közegészségügyi Inté­
zetből /Budapest/ származik. Mindhárom virust cslr-
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keembryo fibroblast sejtekben szaporítottuk. A 

teljes CP hatás jelentkezésekor a tenyészetek 

tápfolyadékát összeőntöttűk, majd centrifugáltuk 

és felhasználásig -20°C-on tartottuk.

A vírusok infectiv titerének meghatározása
A GAl-virus titrálását csirkevese kém- 

csotenyészetekben végeztük. A vírus 10-es léptékű 

hígításainak 0,1 ral-ével 3-3 kultúrát fertőztünk, 

s a 7-8. napon állapítottuk meg az infectiv titert, 

amelyet a Eeed-Muench formula segítségével TCD^Q- 

ben /50 %-os szővetkultúra infectiv dózis/ fejez­
tük ki /Feed és Muench 1938/.

A Sindbis, V3V és vaccinia virus érték- 

mérésére plaque módszert alkal aztunk. A vírusok 

10-es léptékű hígításainak 0,1 ml-ével cairke- 

embryo fibroblast egysejtrétegü kultúrákat fertőz­
tünk, majd az adszorpció után agar-tartalmu táp­
folyadékkal fedtük és 48 óra múlva plaque számlá­
lás alapján PFE-ben /plaque formáló egység/ adtuk 

meg a virus titert.

Szővetkultúrák és tápfolvadékok
Az emberi gégerákból származó H.Ep-2 

sejtvonalat a debreceni Orvostudományi Egyetem 

Mikrobiológiai Intézetéből kaptuk 1962-ben. Te-
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nyésztése 10 % inaktivált borjusavót tartalmazó 

Eagle-féle tápfolyadékban történt. A plaque mód­
szerhez trypaines emésztéssel nyert 3 millió sejt­
tel indítottuk a tenyészeteket 60 mm 0 Petri csé­
székben 5 % GOg tensioban. A kialakult egyeejt- 

rétegü kultúrák fedéséhez a következő tápfolya­
dékot használtuk*

2x-es koncentrícióju Hanks-féle oldat 41,5 ml 
borjusavó
5 %-Oí3 lactalbumin hydrolysatum 

25 %-oa éleaztőkivonat 
2,2 %-os vizes agar-agar 

5 fc-oa NaHCO^
A tápfolyadék 1*10 000 hígításban neutrálvöröst 

tartalmazott.

10,0 ml 
2,0 ml 
0,5 ml 

41,5 ml 
4f0 ml

A csirkevese kultúrákat 3-7 napos csir­
kék veséjéből készítettük Buthala ёз Mathews mód­
szerének Khanna szerinti módosításával /Khanna 

1965/. A veséket 2-3 mra-es darabkákra vágtuk, 

ílanks-féle oldattal mostuk, majd 0,2 %-os trypsin 

oldattal mágneses keverő segítségével 35°C-on 15 

percig trypsineztük. Ekkor a szuszpenzióban lévő 

sejteket leöntöttük és a szövetdarabokat további 
5 percig Hanks-féle oldatban forgattuk a fellazult 

sejtek leválasztása céljából. Az Így nyert sejteket 

az előbbi sejt-szuszpenzióval együtt jeges vizfiir-
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dőben tároltuk. A trypsinezést háromszor megismé­
teltük friss trypsin alkalmazásával majd az össze­
gyűjtött szuszpenziót 10 percig 1500 percenkénti 
fordulattal centrifugáltuk. Az Üledéket Hanke-féle 

oldattal mostuk, majd tenyésztő tápfolyadékban 

ezuszpendáltuk és 1 ml-enként kémcsövekbe osztot­
tuk. Egy pár csirkevese sejtjeiből 30-35 tenyésze­
tet készitettunk. Rendszerint már 72 óra múlva 

összefüggő sejtréteget nyertünk. Vírusfertőzéskor 

fenntartó tápfolyadékot mértünk a tenyészetekre.
Calrkeembryo fibroblast egysejtrétegll 

kultúrákat használtunk az interferon termeléséhez 

és értékeléséhez. A tenyészeteket 11 napos embryok 

trypsinezéaével nyert sejtekből 60 mm 0 Petri csé­
székben Béládi /1962/ leírása alapján készítettük. 

Tenyészetenként 2,5 x 10^ sejtet alkalmaztunk.
A hörcsög /sziriai aranyhörcsög/ ás 

emberi embryo fibroblast kultúrák készítése a
csirkeveséhez hasonlóan történt, azzal a különb­
séggel, hogy Buerker kamrában meghatároztuk a

c
sejtszámot és a kémcsőtenyészeteket 5 x 10 sejt­
tel cslrkeembryo sejtekhez használatos tápfolya­
dékban indítottuk.

A csirkevese sejtek tenyésztő tápiolya- 

déka 04,5 % lianks-féle oldatból, 0,5 % lactalbumin 

hydrolyaatumból és 15 % inaktivált borjusavóból
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állt. A fenntartó tápfolyadék Gey-féle oldat volt 

amely csupán 0,25 % lactaibumin hydrolysatumot 
tartalmazott.

A csirke-, hörcsög- és emberi embryo 

fibroblast sejtekhez 0,25 * lactaibumin hydrolysa- 

tumot, 4 % pH 7,5-08 triaz puffert és 5 % borjusa- 

vót tartalmazó Gey-féle oldatot használtunk.
A plaque módszer esetében a tápfolyadék 

kétszeres koncentrációjú Gey-féle oldatból, 0,5 % 

lactaibumin hydrolysatumból, valamint 10-10 % pH 

7,6-os trlsz pufferból és borjasavóból állt, ame­
lyet használat előtt egyenlő arányban kevertünk 

2,7 %-oо agarral. Az agar oldása 20 % pH 7,6-os 

trisszel pufferolt desztillált vizben történt. Az 

agar tápfolyadék 1:10000 hígításban neutralvöröst 

tartalmazott. Amikor Sindbis viru3 értékelésére 

használtuk a plaque módszert, ml-enként 100 ^ug 

protamin8zulfátot is adtunk a tápfolyadékhoz.
minden tápfolyadók 100 E penicillint, 

100 ,ug atreptomycint, valamint 25 E mycostatint 

tartalmazott ml-enként.

:

Immunsavó készítés Két nyulat oltottunk intra­
vénásán csirkeveee eejtelcben termelt GAL-virus-

vírust tartalmazott. 

Az oltást 5 naponként megismételtük. A hatodik

7sál. Az inoculum 10 TCD
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gitásonként kőt tenyészetet használtunk. A kont­
roll tenyészetekre tápfolyadékot adtunk. A sej­
teket 4 órán át 35°C-on inkubdltuk, majd a táp- 

folyadék leszívása után 100-150 PFE vírussal /chal­
lenge virus/ fertőztük. Két óra adszorpció után 

a tenyészeteket agar tartalmú tápfolyadékkal fed­
tük és légmentesen záró dobozban megfelelő pára- 

tartalom biztosítása mellett 35°C-os termosztát­
ban tartottuk. A plaque-ок számlálása 43 óra múl­
va történt. Az interferon titereket a két parallel 
tenyészet plaque számának átlagából számítottuk. 

Interferon ti térnék az interferon azon hígítását 

vettük, amely 50 %~oo redukciót Okozott a virus 

plaque számában a kontrolihoz viszonyítva.

frypain-kezelés A virus, vagy interferon trypsin- 

kezelése 1-2 rag illetve 500 jug/ml kristályos tryp- 

sinnel történt. 37°C!-o8 vízfürdőben 1 órán át tar­
tó kezelés után trypaininhibitorral hatástalaní­
tottuk az enzymet.

Ultraibolya besugárzás 60 mm átmérőjű Petri csé­
szében 1 ml virusanyagot állandó mozgatás közben 

17 erg/sec/mm energiájú ultraibolya fénnyel külön­
böző ideig kezeltünk.

Hóinaktlválás A higitatlan vírust ml-enként 5
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ml-es ampullákba mértük, majd a leforrasztott 

ampullákat vízszintes helyzetben perforált fém­
lapra rögzítve 5б°С-ов vízfürdőbe merítettük éa 

az inaktiválás! idő befejeztével azonnal jeges 

vízben hütöttük.

ültracentrlfugálás Az interferon centrifugálása 

PHYWE 131 typusu ultracentrifugában 2 órán át 

105 000 g-vel történt.
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Eredmények

iután laboratóriumunkban végzett vizs­
gálatok során ismertté vált, hogy a human adeno- 

viruaok csirkeembryo fibroblast sejtekben interfe­
ront indukálnak /Béládi éo Pusztai 1967/, felve­
tődött a kérdéa, hogy az avian adenovirusok képe- 

sek-e omberi eredetű sejtekben interferon-termelés 

kiváltására. A kérdés eldöntése céljából H.Ep-2 

egysejtrétegil tenyészeteket fertőztünk GAL-virus- 

sal, majd megfelelő inkubáció után a tenyészetek 

tápfolyadékát összegyűjtöttük, és esetleges inter­
feron aktivitásukat íi.Ep-2 sejteken plaque mód­
szerrel challenge vírusként VSV-t alkalmazva érté­
keltük. Az előbbi kísérlettel párhuzamosan csirke­
embryo fibroblast egysejtrétegi kultúrákat is ol­
tottunk GAL-virussal, és a tápfolyadékok antivirá- 

lis aktivitását szintén plaque módszerrel, azonban 

csirke fibroblast sejteken öindbis vírussal szemben
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határoztuk meg. Az eredményeket az 1« táblázat 

mutatja, Látható, hogy a Il.Ep-2 eejtek tápfolya­
déka egyik vizsgált időpontban sem mutatott anti­
virális aktivitást, ugyanakkor a csirkesejtek már 

24 éra múlva jelentős mennyiségű antivirális anya­
got termeltek. Ezután nem rákos eredetű emberi 
sejtekben, primer human embryo fibroblast tenyé­
szetben vizsgáltuk, hogy indukál-e a GAL-virus 

interferont. Azonban ez a kísérlet is negativ ered­
ménnyel zárult.

A továbbiakban vizsgáltuk a csirkesej­
tekben termelt antiviralis anyag egyes biológiai 
és fiziko-kémiai tulajdonságait.

Egy ml higifeatlan anyagot 500 jug kris­
tályos trypsinnel 1 órán át 37°C-oa vízfürdőben 

inkubáltunk, majd 500 Mg trypsininhibitort adtunk 

hozzá. A 2. táblázat mutatja, hogy a trypsinezés 

kb. 98,5 %-os redukciót okozott az antivirális 

anyag aktivitásában.
Vizsgáltuk 105 000 g-vel 2 órán át tör­

ténő centrifugálás hatását készítményünkre. Аг 

ülepités PilYWE 131 typusu ultracentrifugában tör­
tént. A ezupernatáns antivirális titere közel azo­
nos volt a nem centrifugált anyagéval, ami az ak­
tiv komponens alacsony molekulasúlyára utal.

Fontos jellemzője az interferonnak az
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1. táblázat.

GAL-virussal fertőzött csirke és H.Ep-2 

sejtek interferon termelése.

A vizsgálat 

időpontja 

a fertőzés 

utón 

(óra)

sejt Interferontiter

ik 12Q

Cs irkeembryo 

fibroblast
Vő 15 6

72 256

<22¥

<2VŐH.Ep-2

72 <2
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2. táblázat.

A GAL-vírussal indukált interferon 

trypsin érzékenysége.

Kezelés
módja

interferon- 

ti tér

5OOjjq/ml trypsin 

1h 37 °C

ih 37 °C 2 5Г6
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alacsony pJI-val és hővel szembeni ellenállása. Ez 

a GAL-viruseai indukált antivirális anyagunk ese­
tében a következőképpen alakult /3. táblázat/.
Amint a táblázatból kitűnik, a 80°C-on történő 5 

perces hőkezelés részben hatástalanitotta az anya­
got, 60°C-on, valamint 2-es pH-nál stabilnak mu­
tatkozott. Ezek a vizsgálatok igazolták, hogy a 

GAL-virueeal fertőzött csirkesejtekben általunk 

kimutatott antivirális anyag azonos az interferonnal.
A továbbiakban részletesen tanulmányoz­

tuk a GAL-virusaal fertőzött csirke fibroblaet 

sejtek interferon termelését. Először azt vizsgál­
tuk, hogy a csirke fibroblast sejtek interferon 

termelését befolyásolja-e az inoculum eltávolítá­
sa az adszorpciós idő után. 10^*'^ TCD GAL-virus-
sal fertőzött egysejtrétegíi kultúrákat 3 órán át 

35°C-on tartottunk, majd egy részükre tápfolyadé­
kot mértünk, a többi lemezről a tápfolyadék adása 

előtt leszívtuk az inoculumot és a sejteket Hanka- 

féle oldattal kétszer mostuk. A tápfolyadékok in­
terferon aktivitását 48 óra múlva vizsgáltuk. Két 
különböző alkalommal végzett kísérlet eredményét 
a 4. táblázatban összegeztük.

Látható, hogy az inoculum eltávolítá­
sa nem csökkentette az interferon hozamot. Az ezt 

követően végzett kísérletekben mindig az utóbbi
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3. táblázat.

pH és hő hatása a GAL-vírus- 

sal indukált csirke interferonra.

kezelés
módja

interferon-
titer

15b

60 °C ih >118 <256

80 °C 5 6k

pH 2 Vt" 

V°C -ОП 256
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V. táblázat.

A fertőzés után Különböző módon 

kezelt csirkesejtek interferon ter­
melése .

Interferontiter
A kísérlet 

száma
mosott

sejtekben
nem mosott 

sejtekben

1. 512 512

2. 2 5 6 2 5G
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eljárást alkalmaztuk az interferon indukciónál.
Meghatároztuk, hogy milyen multipli- 

citáau fertőzés szükséges mérhető mennyiségű in­
terferon indukciójához. A GAL-virus különböző 

TCD^-ével oltottunk csirkéséjteket, majd a 48 

óra múlva összegyűjtött tápfolyadékok interferon 

aktivitását vizsgáltuk. Az eredményt az 5. táb­
lázat mutatja.

Látható, hogy 3 x 1G3 TCD50 

történő fertőzés -amely 0,0ü02-e multiplicitásnak
vírussal

felel meg- сзак igen kis mennyiségű interferont 

eredményez. A képződő interferon-mennyiség a 

multiplicitástól függ, nagyobb multiplicitása 

fertőzés több interferon termeléséhez vezet.
Annak igazolására, hogy az interferon 

indukcióért valóban a GAL-virus felelős, a követ­
kező kísérletet végeztük. A GAL-virus 10^*3 

TCD^-ét homológ immunsavóval kezeltük /2 óra 

35°C/t majd a virus-savó keverékkel csirkefibro- 

blast tenyészeteket oltottunk. Kontrollként nyul- 

savóval hasonló módon kezelt virust alkalmaztunk. 

Egyidejűleg csirkevese kultúrákban megállapítottuk 

a virus-savó keverékek infectlvitását. Az eredmé­
nyeket a 6. táblázatban tüntettük fel. Látható, 
hogy a homológ immunsavóval neutralizált virus 

nem képes arra, hogy interferont Indukáljon.
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S.táblázat.

Csirke fibroblast sejtek interferon 

termelése különböző multiplicitású 

fertőzés hatására.

X

a fertőzés 

multiplicitása
Vírusmennyiséq 

íTCDso)
interferon- 

titer

3 10* 0, oz 25b

3 • 10* 0,001 bk

3 • fO3 0,0001 4

3 • 10z 0,00001 <v

x fertőzéskor a tenyészetek kb. 1,5• 107 sejtet 

Tartalmaztak.
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6. táblázat.

Interferon indukció homoloq immun­
savóval kezelt GÁL-vírussal.

az inoculum 

infectiv ti tere 

íTCDso)
interferon- 

titerinoculum

GAL-virus + 

homolog 

immunsavó
40°

GAL-vírus + 

Kontroll savó io“sne
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A továbbiakban vizsgáltuk az interfe­
ron termelődésének kinetikáját. A csirke fibroblast 

sejteket 2 x IO5»5 TCD GAL-virussal fertőztük, 

majd különböző időpontokban 2-2 lemezről öseze-
gyijWtfcdk a tápfolyadékot és meghatároztuk inter­
feron-aktivitását, valamint infectivitását. Ugyan­
akkor mikroazkoposan vizsgáltuk a tenyészetek sejt­
jeit. A vizsgálat 90-szeres nagyítással, nativ álla­
potban történt. A vírussal oltott tenyészetekben 

cytopathiás elváltozás egyik vizsgált időpontban 

sem volt látható, a sejtek a kontroll sejtekével 
azonos morfológiát mutattak. Ennek ellenére, amint 
az 1. ábrából kitűnik, kis mértékű virusszaporo- 

dás is bekövetkezett az interferon képződése mel­
lett. Az interferon a fertőzés utáni G. órában je­
lenik meg, mennyisége fokozatosan növekszik, és 

24 óra múlva őri el a maximumát.
Ismert, hogy a jód-desoxyurldin /IDU/ 

gátolja a DNS vírusok szaporodását /Herrmann 1961/* 

Vizsgáltuk, hogy a GAL-virus - csirke fibroblast 

rendszerben hogyan alakul az interferon termelés, 

ha IDU-t tartalmazó tápfolyadékot alkalmazunk az 

indukciónál. A virusadszorpciót követően a sejte­
ket Hanke-féle oldattal mostuk, majd ml-enként 
1000, 100,, illetve 10 yug IDíJ-t tartalmazó tápfo­
lyadékot adtunk azokhoz. Kontroll tenyészetekre

/^Át\

%• <
'3

■ г-
■ 'i



I.ábra.

GAL-vírussol oltott csirke fibroblast sejtek interferon­
ás vírushozama a fertőzés után különböző időpontokban
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írü-ffientea tápfolyadékot mértünk. A tápfolyadékok 

interferon-tartalmát, valamint infectivitását 48 

éra inkubáció után vizsgáltuk. A 7. táblázat mu­
tatja az eredményeket.

Látható, hogy 1000 yug/ml IDU alkalma­
zása esetén infectiv vírust nem sikerült kimutat­
nunk, ugyanakkor a tápfolyaddk interferon-titere 

érdekes módon a kontroliénál magasabb volt. Hason­
ló eredményhez jutottunk két más alkalommal vég­
zett kísérletben is. Ez a jelenség nem magyaráz­
ható az IDU-nak a challengeként haeznált Sindbis 

vírusra gyakorolt hatásával, mivel a vírussal nem 

fertőzött, 1000 ug/ml IDU jelenlétében tenyésztett 

csirkeaejtek tápfolyadéka még 1:4 hígításban sem 

mutatott antivirálie aktivitást.
Ezután GÁL inimunsavó hatását vizsgál­

tuk az interferonra. Az interferon 1 ml-ét egyen­
lő arányban kevertük 1 ml 1:2 higitásu GÁL iramun- 

aavóval, illetve normál nyulsavóval és 1 órán át 

35°C-on tartottuk, majd meghatároztuk a keveré­
kek interferon aktivitását. A 8. táblázatban lát­
ható, hogy az immunsavóval törttSnő kezelés nem 

csökkentette az interferon antlvirális hatását.
Ismert, hogy az interferon közvetlenül 

nem inaktiválja a vírusokat /Но és Enders 1959a, 
Wagner 1961/. Saját interferon készítményünknek



38 -

T táblázat.

Csirke fibroblast sejtek interferon - 

és vírushozama IDU jelenlétében.

IDU Koncentráció 

jjg/ml
vírust i tér 

(TCDso/0.1 ml]
interferon- 

ti tér

10z'50 15b

101,510 118

1005100 118

1000 511 0
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8. táblázat.

GAL immunsavó hatása az 

interferon aktivitására.

kezelés
módja

interferon - 

titer

interferon -f 

1-X hígítású 

GÁL immunsavó
1X8

interferon + 

\ 'X higításu t 
kontroll savó

116
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a Sindbis virusra gyakorolt direkt hatását az 

alábbi módon vizsgáltuk. A virus lCf2 hígításának 

0,5 ml-ót egyenlő arányban kevertük 1:64 titerü 

interferonnal. A kontroll interferon helyett táp- 

folyadékot tartalmazott. Egy órán át 35°C-os ter­
mosztátban történő inkubálás után a keverékek 

1:10 léptékű hígításainak 0,1 ml-ével 2-2 csirke 

fibroblast kultúrát oltottunk és virustartalmukat 

plaque módszerrel meghatároztuk. Az eredményt a 

9. táblázat tünteti fel. Látható, hogy az inter­
feron a legkisebb mértékben зет inaktiválta a ví­
rust.

Az interferon egyik jellemző tulajdon­
sága, hogy aktivitása eltávolítását követően is 

megnyilvánul a már előzetesen kezelt sejtekben. 

Ebből a szempontból a következőképpen vizsgáltuk 

a GAL-viruasal indukált antivirális anyagunkat.
Az interferonnal történő inkubálás után a sejteket 

kétszer mostuk ilanks-féle oldattal, s csak ezután 

történt a challenge virus hozzáadása. Kontrollként 

olyan tenyészeteket használtunk, amelyeket az in­
terferon eltávolítása után mosás nélkül fertőz­
tünk. A vizsgálat azt mutatta, hogy a kétféle mó­
don kezelt sejtekben azonos mértékű volt a gátlás, 

tehát az interferonnal kezelt sejtek vírussal szem­
beni rezisztenciája mosás hatására sem csökkent.
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9. Táblázat.

GAL-virussal indukált csirke interferon 

közvetlen hatása Sindbis vírusra.

kezelés
módja

vírustiter
PFE/ml

Sindbis vírus + 

interferon 

1H 35 °C
5- 10*

Sindbis vírus + 

tápfolyadék 

1h 35 °C
V • 10b
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Ismert, hogy az actinomycln D, amely 

gátolja a sejtek DíiS-től függő MSü-azintézisót, 
felfüggeszti az interferon an'lvirális hatását le 

/Taylor 1964/. Vizsgáltuk, hogy a GAL-virusaal 
Indukált interferon hatása hogyan érvényesül 
actinomycln D-vel kezelt sejtekben. Jsirkeombryo 

fibroblast egysejtrétegü kultúrák egyik csoportjá­
hoz 1-1 ml 1 jug actinomycln D-t tartalmazó, agy 

másik csoporthoz actinomycin mentős tápfolyadékot 

adtunk. A lemezeket 1 órán át 35°->on tartottuk, 

majd úanks-féle oldattal kétszer mostuk. Ekkor 

mind a kontroll, mind a kezelt tenyészeteket 2 

csoportra osztva, 1,5 ml interferont /1*256 titeri 
interferon 1*4 hígításából/, illetve tápfolyadé­
kot mértünk azokra és 35°3-on tovább inkubáltuk.
iségy ára múlva iámét mostuk a tenyészeteket, majd

c
üindbie virus 2x10 PFE-nyl mennyiségével fertőz­
tük. Egy óra adszorpció után a nem adozorbeálódott 

virionokat kétszeri mosással oltávolitottuk, és 

5 ml tápfolyadékot adtunk a sejtekhez. Ezután 16 

órán át 35°ű-oa termosztátban tartottuk, majd 

-2G°G-on fagyasztottuk a tenyészeteket. Felolvasz­
tás után 2-2 azonosan kezelt tenyészet tápfolyadé- 

kdt deazeüntdttűk és 15 percig 2500 fordulattal 
centrifugáltuk. A szupe mutánsok infectiv titerét 

4Q órás csirke fibroblast tenyészetekben plaque
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módszerrel határoztuk meg. A különbözőképpen ke­
zelt tenyészetek virushozamát a plaque számok át­
lagértékeiből állapítottuk meg. Az eredményeket 
a 10. táblázat tünteti fel. Megfigyelhető, hogy az 

interferonnal kezelt tenyészetek virushozama 3 ex­
ponenssel alacsonyabb, mint a nem kezeiteké. Az 

actinomycin nem befolyásolja a virusozaporodást, 

azonban az Interferon hatását teljesen felfüggesz­
ti.

A GAL-virussal Indukált interferon ha­
tását különböző csoportba tartozó vírusokkal szem­
ben is tanulmányoztuk. Az eredményeket a 11. táb­
lázat mutatja. Látható, hogy az interferon mind 

a poxvirus csoportba sorolt vaccinia, mind az arbo­
virus csoportba tartozó Sindbis, valamint vesicu­
lar stomatitis virus szaporodását gátolja. Kísér­
leteink szerint ez utóbbi virus mutatkozott leg­
érzékenyebbnek hatásával szemben.

A csirkéséjteken kívül más species 

sejtjeiben is vizsgáltuk interferonunk aktivitá­
sát. fí célra hörcsög embryo fibroblast csőkultú­
rákat alkalmaztunk. Csirkesejtekben 1:256 titert 

adó interferon 1:4 higitásának l-l ml-ében 24 órán 

át inkubáltunk hörcsög embryo fibroblast sejteket, 

majd friss tápfolyadékot adtunk a kultúrákhoz, és
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10. Táblázat.

^cfinomycin D hatása a GAL-vírus- 

sal indukált interferon antiviralis 

aktivitására csirkesejtekben.

Sindbis
vírushozam

(PFE./m1)
a tenyészetek 

kezelése

9 ■ iOT

7 • Ю7Actlnomycin D 1h

5 • ÍO4Interferon V*

Actinomycin D П 

interferon v” b.9 • Ю7
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11. táblázat.

Különböző vírusok érzékeny - 

séqe a GÁL-vírussal indukált 

interferonnal szemben.

Vírus Interferontiter

Sindbis ék

Vesicular
stomatitis ize>

Vaccinia ék



- 46 -

Gindbis virus különböző hígításainak 0,1 ml-ével 
fertőztük. Kontrollként interferonnal nem kezelt 

tenyészetek szolgáltak. Újabb 24 őrá múlva az 

azonos viruahigitással oltott tenyészetek tápfo­
lyadékát összegyűjtöttük és 24 őrás csirkeembryo 

fibroblast egysejtrétegü kultúrákon plaque módszer­
rel meghatároztuk a kontroll és kezelt sejtek vi- 

ruahozamát. Az eredményt a 12. táblázatban össze­
geztük. Látható, hogy az interferonnal történő ke­
zelés nem csökkentette a hörceögsejtek Sindbis ví­
russal szembeni fogékonyságát, mivel a virushozam 

a kontroll és kezelt sejtekben közel azonos volt.
Ez az adat a GAL-virussal indukált interferon spe­
cies specificitására utal.

A továbbiakban vizsgáltuk, hogy a GAL-vi- 

rua interferont indukáló képességét mennyiben be­
folyásolja hővel, ultraibolya fénnyel, illetve 

trypoinnel történő kezelése.
A hőkezelt GAL-virussal kapott eredmé­

nyeket mutatja a 2. ábra. A virus inaktiválása 

5б°С-оз vízfürdőben történt. A virus infectiv ti- 

tere és interferont indukáló képessége párhuzamo­
san csökkent a hőkezelés időtartamának növelésé­
vel. A 10 perces hőkezelés megfosztotta a viruat 

infectivitásától és ekkor már nem volt képes inter­
feron termelés kiváltására sem.
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1Z. táblázat.

GAL-vírussal indukált csirke 

interferon aktivitása hörcsög- 

embryo sejtekben.

Vírushozam (PFE/ml)
interferonnalvírus - 

hígítás kezelt nem kezelt
hörcsögsejtekben

10~3 в 9 • 1071-10

6-10T10 5 107

10's 7- 10b 7■ 10*
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Z. ábra.

Hőkezelt GÁL-vírussal oltott 

csirkesejtek interferon termelése.
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Más módon alakult az interferon induk­
ció a virus ultraibolya fénnyel történő besugár­
zása esetén. A 3. ábrából kitűnik, hogy a virus 

már 10 perces besugárzás hatására elveszíti infec- 

tivitását, de még az 30 percig kezelt virus is 

mérhető mennyiségű interferont indukál.
Ismert, hogy az adenovirusok nem tryp- 

sin-érzékeny vírusok, infectivitásuk trypsin-ke- 

zelé3 hptására változatlan marad. A human adeno- 

virusok interferon - indukciójával kapcsolatosan 

igen érdekes volt Béládi és Pusztai /1967/ azon 

megfigyelése, hogy a trypsin-kezelt virus -bár 

infectiv titere nem csökken- elveszíti interferont 

indukáló képességét csirkeaejtekben. Vizsgáltuk» 

hogy az avian adenovirusok esetében hasonló mó­
don érvénye3ul-e a trypsin-kezelés hatása. Több, 
egymástól független kísérlet eredményét mutatja a 

13. táblázat. Látható, hogy a trypsin-kezelt vi­
rus a nem kezelttel azonos, egy esetben pedig ma­
gasabb titerii interferont indukál. Még a 2 mg/ml 
koncentrációban alkalmazott trypsin sem befolyá­
solta a virus interferont indukáló képességét.



i.cíbra.

Csirkesejtek interferon termelése ultraibolya fénnyel 

besugárzott GAL-vírus hatására.
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13. táblázat.

Trypsinezett GAL-virussal oltott 

csirkesejtek interferon termelése.

az inoculum 

Kezelési 

módja
Kísérlet
száma interferont i tér

1 mq/ml trypsin 

37 °C 25 6
1.

ih 37 °C 25é

1 mq/ml trypsin 

1H 37 °C Í2Q

l.

1H 37 °C bk

2 mq/ml Trypsin 

1* 37 °C 25b

3.
1* 37°C 25h
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Megbeszél és

Ismert, hogy a vírusok interferont 

indukáló képességük tekintetében nagymértékben 

különböznek egymástól. Az interferon képződés si­
kere azonban nemcsak a vírustól, hanem az alkalma­
zott зеjtféleségtől is függ* Kimutatták ugyanis, 

hogy a Hewcastle-betegség vírusa csirkeembryo sej­
tekben nem vált ki interferon képződést /Euiz 

Gomez és Isaacs 1963/, ugyanakkor human thyroid 

sejtekben /Baron és Isaacs 1962/, egér embryo fib- 

roblastban /líenle és munkatársai 1959/ és L sejt­
ben /Cantell és Paucker 1963/ jó interferon - in- 

ducernek mutatkozik. Hasonlóan a 12. typusu human 

adenovirus csirkeembryo sejtekben magas titerii 

interferont indukál, mig egyéb sejtféleségekben. 
Így hörcsög, egér fibroblastban éa BHK2^ sejtek­
ben hatástalan /Béládi és munkatársai 1968/. Je­

len kísérleteinkben a GAL-virussal kapcsolatosan
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Is hasonló raegfigyelést tettünk. A human tumor­
ból eredő H.Kp-2 sejtvonal sejtjeiben a GAL-virus 

nem képes interferon-termelés kiváltására. Ismert, 

hogy tumorból származó folyamatosan fenntartott 

oejtvonalak kevésbé alkalmasak interferon-terme­
lésre, mint a nem tumoros eredetű sejtek /lienle 

és munkatársai 1959, Isaacs és munkatársai 1961/. 
Ezért tartottuk fontosn ;k annak a vizsgálatát, hogy 

a GAL-virueaal fertőzött primer etoberl embryo fib­
roblast sejtekben képződik-e interferon. A kapott 

negativ eredmény arra utal, hogy a GAL-virus a hu­
man acíenoviruLokhoz hasonlóan human eredetű sej­
tekben nem indukál interferont.

Infectiv virus hatására az interferon 

képződése mellett a sejtekben rendszerint virus- 

ozaporodás is bekövetkezik, amely gyakran csak 

alacsony szintet ér el. Vizsgálataink szerint a 

GAL-virussal oltott csirkeembryo sejtek is ter­
melnek infectiv vírust az interferon produkcióval 
párhuzamosan, ennek ellenére a vizsgált időpontok­
ban /1-3 пар/ a sejteken CP hatást nem észleltünk.
A főleg fibroblast typusu sejtekből álló csirke­
embryo kultúrákból származó virus titere egyet-

3len egy esetben sem haladta meg a 10 TCD^-t, 

ugyanakkor a csirkevese sejtekben szaporított vi- 

titerét 10^*5 - i05.5

4

*

TCD^c-nek találtuk, llásrus
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szerzők adataiból is ismert, hogy a GAL-virus 

infectiv titere 2-3 log-gal alacsonyabb csirke- 

erabryo fibroblast sejtekben, mint a májparenchy- 

ma sejtekből álló kultúrákban /Sharpless ós mun­
katársai 1961/. Egy másik adenovirus, a ŰELO-vi- 

гиз esetében szintén hasonló jelenséget figyeltek 

meg. A 0,01-a multiplicitásu fertőzéskor az inku­
báció 4. napján csirke fibroblast sejtekben 10^*^,

7 "5ceirkevese sejtekben pedig 10 * TCD,j0 vírust mu­
tattak ki. Ekkor a fibroblast sejtekben semmifé­
le viruohatást nem észleltek, a csirkevese sejtek 

pedig maximális CP hatást mutattak. Káeőbb a fib­
roblast sejtekben is jelentkezett a CP hatás, 
azonban a fibroblast és epithelialis sejtekben 

nyert virushozamok között még a 10. napon is 2 

log különbség mutatkozott /Oxford és Potter I960/. 

Az influenza virus суtotropizmusát tanulmányozva 

Stewart és Prickey /1966/ azt találta, hogy cair- 

keembryo tüdőből származó fibroblast sejtek ke­
vésbé alkalmasak a virus szaporítására, mint az 

ugyanolyan eredetű epithelialis jellegűek. Újabb 

vizsgálataik szerint a fibroblast sejtek kis mul­
tiplicitása influenza vírussal történő fertőzés­
kor több interferont termelnek és érzékenyebbek is
az interferon hatásával szemben, mint az epitheli­
alis typusuak /Gandhi és Stewart 1969/. Takahashi

» *
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és munkatársai /1966/ az 5. typusu human udenovi- 

russal fertőzött hörcsögvese és hörcsög embryo 

sejtekben autoradiografiáa módszerrel vizsgálták 

a iP thymidin incorporációt. A hörcsögvese 3ejtek 

90 >o-ában jellemző magzárványokat találtak, ás 

ezeken a helyeken észlelték a II thymidin incor- 

porációját is. A hörcsög erabryoból származó aej­
tek, amelyek túlnyomórészt fibroblast typusuak, 
csak 7,7 &-ban mutattak hasonló elváltozást, je­
lezvén a fibroblast eejtek vírussal szembeni ki- 

aebbfoku érzékenységét. Saját megfigyelésünk to­
vábbi adatot jelent az adenovirusok epifcheliotro- 

pizmusára vonatkozóéul. Eredményeink alapján Össze­
függést tételezünk fel a GAL-virus csirke fibro­
blast sejtekben megfigyelt csökkent virulenciája 

és az általunk 'azlelt interferon termelődés kö­
zött. Úgy gondoljuk, hogy az interferon felelős 

azért, hogy a fibroblast sejtekben az epithelia- 

lis sejtekhez képest kevesebb virus képződik. Vé­
leményünk szerint a GAL-virussal fertőzött csirke 

fibroblast sejtekben a CP hatás elmaradása szin­
tén az interferon-hatás következménye /Bakay 1969/, 

Az interferon termelődésének kineti­
káját vizsgálva azt találtuk, hogy az interferon 

a GAL-virussal fertőzött csirke fibroblast sejtek­
ben a fertőzés utáni 6. órában jelenik meg, mennyi-
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söge fokozatosan növekszik, és 24 éra malva éri 
el maximumát, majd a vizsgált periódusban ezen a 

szinten marad. Tehát a GAL-virus-csirkeaejt rend­
szerben, hasonlóan az eddig vizsgált szisztémák­
hoz /Isaacs ás Lindenmann 1957, Burke ás Buchan 

1965, Gantell ás Paucker 1963/, az interferon há­
rom szakaszos* a 6 órás lag periódust a produkci­
ós szakasz követi, majd a stacioner fázisban le­
áll az interferon termelődése. Ezideig más DNS 

virussal indukált interferon termelődésének kine­
tikájáról nem iomeretesek adatok. Eredményeink 

arra utalnak, hogy DNS virus esetében az interfe­
ron-termelés időbeni lefolyása az RNS-virusokéhoz 

hasonló.

■j

í

A GAL-virussal csirkéséjtekben indu­
kált antivirális anyagról megállapítottuk, hogy 

alacsony molekulaaulyu fehérje, éa antigenitás 

szempontjából a vírustól merőben különbözik. Ha­
tását intracellulárisan fejti ki RNS szintézist 

igénylő folyamat révén. Kifejezett species speci- 

ficitással rendelkezik, különböző virusokkal szem­
ben aktiv, és 2-es pli-nál stabil. így minden vizs­
gált tulajdonságában megfelel az interferonnal 
szemben felállított követelményeknek /Burke és
Skehel 1967/. Hőrezisztenciája alapján a csirke 

interferonnal mutat azonosságot /Lampson és munka-
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társai 1Э65/.
Valentine és Pereira /1965/ elektron­

mikroszkópos vizsgálataiból ismert, hogy trypsin 

kezelés hatására az adenovirionnak ceak a 12 ver-
ly a ponton antigénnek felei 

meg/ károsodik, s az 56°C-oa hőkezelés is ezeket 
a capsomereket teszi tünkre /busáéi, Valentine és 

Pereira 1967/. Az ultraibolya besugárzásra elsőd­
legesen a virus DNS-e károsodik, a penton antigén 

ugyanakkor ellenállónak mutatkozik /lowe és munka­
társai 1958/.

tex capaomerje /i

A human adenovirusok interferon-induk­
ciójának tanulmányozása során üéládi és Pusztai 
/196?/ azt találták, hogy a trypain-kezelt ade­
novirus infectlvitásának megtartása 

sziti interferont indukáló képességét. A hőkezelt 

adenovirus interferont indukáló képessége infecti- 

vitásával párhuzamosan szűnik meg, az ultraibolya 

besugárzás hatására pedig a virus hamarabb veszí­
ti el infectivitását mint interferont indukáló 

képességét /Pusztai és munkatársai 1969/. Lzok 

alapján tételezték fel, hogy a human adenovirus 

- csirkesejt rendszerben a virus penton antigénje 

váltja ki az interferon-Indukciót.
Az ultraibolya fénnyel besugárzott, 

továbbá a hőkezelt GAL-virus a human typusokhoz

llett elve-
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hasonlóan viselkedik. A 10 percig uv.-kezelt vi­
rus infectiv partikulák képződését már nem tudja 

elindítani, azonban még az 50 percig besugárzott 
virus ia elegendő információt tartalmaz az inter­
feron indukcióhoz. A hőkezeléssel inaktivált GÁL 

virus nem indukál interferont. A trypsin-kezelés 

a human typusokkal ellentétben nem befolyásolja 

a GAL-virus interferon indukcióját. Ez az adat 
azonban csak látszólagos ellentmondást jelent a 

human adenoviruaok esetében megfigyeltekhez ké­
pest. A GAL-virus ugyanis, ellentétben a human 

adenevirusokkal, szaporodik a csirke fibroblast 

sejtekben, ezért valószínűnek tartjuk, hogy tryp- 

sinezett GAL-virus alkalmazásakor a replikáció 

folyamán újonnan szintetizált penton antigének 

szerepelnek inducerként. A következő táblázat szem­
lélteti a human és az avian adenovirusok interfe­
ront indukáló képességének és lnfectivitásának 

alakulását különböző kezelések hatására:
hókeselt uv.-kezelt

in fee- ináuk- infec- intiuk- 
tivi- ció tivl- ció

trypein-kezeit
infec- " índuk- 

virus tivi- ció 
tás táetáa

♦human ♦+

♦+avian ♦ ♦
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Specifikusan csak DNS szintézist gát­
ló inhibitorok alkalmazásával kimutatták, hogy 

az interferon-képződés nem igényel uj DNS szin­
tézist /Burke és Morrison 1966/, A GAL-virussal 
végzett kísérleteinkben azt találtuk, hogy IDJ 

jelenlétében a virusszaporodás 99 %-oe gátlása 

mellett az interferon titere a kontroliéval kií­
zel azonos, teljes gátlás esetében pedig megha­
ladja azt. Ezek alapján feltételezzük, hogy ID?J 

alkalmazásakor, amikor virusszaporodás nem jön 

létre, az inocuiummul bevitt penton antigének 

váltják ki az interferon képződését. Lehetséges­
nek tartjuk, hogy IDU jelenlétében azért terme­
lődik több interferon, mivel ebben az esetben 

a sejtek csak az interferon termelésével vannak 

elfoglalva.
Az interferon képződésének mechaniz­

musával foglalkozó kutatások ezideig nem tudtak 

választ adni arra a kérdésre, hogy a vírusok 

milyen komponense váltja ki az interferon kép­
ződését. Egyes adatok alapján, például, hogy 

nukleinsavval is sikeres az indukció, az a vé­
lemény alakult ki, hogy valószínűleg a virusok 

esetében is a nukleinaav felelős az indukcióért. 

Található olyan adat is, amely a vírus fehérje 

komponenséről tételezi fel, hogy inducerként
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hat /Powell és üetlov 1956/. A try ре lnnél, hő­
vel, valamint az ultraibolya fénnyel kezelt 

mind human, mind avian adenovirusokkal végzett 
indukció során kapott adatok az utóbbi felte­
vést látszanak alátámasztani.



- 61 -

■

*>

;5 a s z e f о g 1 a 1 á s

Eredményeinket összefoglalva, a követ­
kezőket állapíthatjuk meg:

1./ Л GAL-virus human sejtekben nem 

indukál interferont, csirke fibroblast sejtekben 

azonban a human adenovirusokhoz hasonlóan jó in- 

ducernek mutatkozik.
2./ A képződött interferon minden 

vizsgált tulajdonságában megegyezik a már ismert 

interferonokkal:
trypsin érzékeny
hővel és 2-es plí-val szemben ellenálló 

a vírussal szembeni specifikus immunsa­
vó nem Ínaktiválja 

species specificitással rendelkezik 

különböző vírusokkal szemben hatásos 

actinomycin D gátolja antivirális ha­
tását.
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3. / rermelődéaének kinetikája az RNS 

vírusokkal indukált interferonéhoz hasonló.
4. / A képződött interferon-mennyiség 

a fertőzés multiplicitásától függ.
5. / Az interferon-terme lés a virua- 

szaporodásának ХШ-val történő gátlása esetén is 

végbemegy.
6./ A hővel inaktivált GAL-virua nem

indukál interferont.
7. / Az ultraibolya fénnyel besugár­

zott GAL-virus hamarabb veszíti el infectivitá- 

aát, mint interferont indukáló képességét.
8. / A virus trypain-kezeláse nem be­

folyásolja annak interferon-termelést kiváltó 

képességét.
9./ A GAL-virussal oltott csirke fib­

roblast sejtekben az interferon termelés mellett 

kis mértékű virusszaporodás is bekövetkezik. Az 

általunk megfigyelt interferon képződéssel magya­
rázzuk azt, hogy csirke fibroblast sejtekben, 

szemben a vese sejtekkel, csak kevés virus ter­
melődik és a vírusra jellemző CP hatás sem alakul 
ki.

10./ Vizsgálataink szerint tehát nem­
csak a human adenovirusok, hanem az avian adeno- 

virusok is indukálnak interferont csirke fibro-
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