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IRODALMI ATTEKINTES

A2z interferon

A virusbetegsdégek gydgyitdsdnak prob-
lémdja napjainkban is az orvostudomdny megoldat-
lan kérdései kidzé tartozik. A virusok sejt-para-
zita voltdbsl adddnak azok a nehézségek, amelyek
korldtozzdk a viruschemotherdpids sgerek alkalma-
zd8sdnak lehetlségeit, mivel esak olyan anyag ale-
kalmas therdpids célokra, amely specifikusan a
virusszaporoddsra hat, a gazdasejt biokémiai tir-
ténéseit pedig nem befolydsolja. Bdr mdr néhdny
dvtizede szdles kirben folynak ilyen irdnyu ku-
tatdsok, mégis kevds chemotherdpide szerrdl mond-
hatjuk, hogy a gyakorlatban is bevdlt. A himld
ellen prbphylacticumként sikeresen alkalmaztik a
Warborant, amely tiosemicarbazon szdrmazdk /Bauer

és munkatdrsai 1963/, valamint kedvezd hatdet ¢ér-



tek el jéd-desoxyuridinnel herpes keratitis helyi
kezeléaében /Gilkes 1963/. Ezen példdk kivételéd-
vel a szervezet virusfertdzdsekkel szembeni vi-
delme még ma is a természetes uton, vagy vacci-
ndldsok hatdsdra képz8dl§ specifikus ellenanyago-
kon alapszik.

Ezért vAltott ki nagy érdeklfdést az
interferon 1957-ben tirténd felfedezdse. Az in-
terferon olyan antivirdilis protein, amelyet a
gerincesek sejtjei termelnek virusfertdzés hatd-
sdra, Felfedezése és elneveziése Isaacs és Lin-
denmann nevéhez fiizddik /Isaacs és Lindenmann
1957/, akik megfigyelték, hogy inaktivdlt influ-
enza virussal oltott csirke-choriocallantois hdr-
tya sejtjel egy olyan anyagot termelnek, amely
a csirkesejteket virusfertfzéssel szemben ellen-
d116vd teszi.

Az interferon jelentls mértdékben kii-
1onbdzik az ellenanyagtél, amely szintén dllati
sejtek dltal termelt antivirdlis feh'rje. Az el-
lenanyag a szervezet specidlis sejtjeiben képzl-
dik, interferont pedig ugyezdlvédn bdrmely sejt
termelhet megfeleld stimulus hatdsdra /Isaacs
1963/. Az ellenanyag antivirdlis hatdsa kizdrd-

lagosan olyan antigdén-szerkezetil virus ellen



irdnyul, amely kivdltotta az ellenanyag képzést,
ugyanakkor az interferon nem virusspecifikus,
valamely virussal indukdlt interferon gyakorlati-
lag minden virus szaporoddsdt gdtolja /Isaacs |
1963/, Kiill8nbdz8 virusok szaporoddsdnak gdtldsd-
hoz azonban kiil¥nbdzd mennyisdgil 1ntorferon sziik-
séges, tehdt a virusok nem egyformin érzdkenyek
az interferonnal szemben. Az ellenanyaggal ellen-
tétben, az interferon antivirdlis hatdsa species-
hez kitdtt, azaz egyik species sejtjeiben termelt
interferon csak ugyanannak, vagy k8zeli rokonsdg-
ban 14v8 speciesnek sejtjeiben hatdsos /Tyrrel
1959, derigan 1964, haronAés munkatdrsal 1964/.
Lgyazon dllati speciesben kiilénbbzd virusok dltal
indukdlt interferonok nem kiilonbbztethetlk meg
egymdstdl., Mdsrdszt kilSnbdzd speciesek sejtjei
dltal termelt interferonok kHzbtt nemcsak speci-
es specificitdsuk, hanem antigénszerkezetik /Pauc-
ker 1965/ és héstabilitdsuk alapjdn /Isaacs 1963/
is kiilldnbség tehetd. Az interferon egydétk jellem-
28 tulajdonsdga az 1-10 pH dértdékek k8zbtti stabi-
litds /Isaacs 1963/, valamint a gyenge antigén
sajdtedg /Paucker 1965/. A csirkesejtekben képzl-
dstt interferon molekulasulya 20-34 000 /Lampson
és munkatdrsai 1963/, 1-2 6rdn 4t 100 000 g-vel
torténd centrifugdldssal nem szedimentdlhatéd. A
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tisztitott interferon sem in vitro kisérletekben
/Baron és munkatdrsali 1966a, Levy és lNerigan
1966/, sem in vivo alkalmazva /Falcoff és munka-
tdrsai 1966/ nem bizonyult toxikusnak.

Az a megfigyelés, hogy az actinomyecin
D, amely gdtolja a DNS-t8l fiiggd RNS-szintézist,
megakaddlyozza az interferon képzSdését is /Heller
1963/, arra enged kBvetkeztetni, hogy az interfe-
ron termelését irdnyitdé genetikai informdcidt a
sejtek represszdlt dllapotban hordozzdk /Isaacs
1963/. VirusfertSzés hatdsdra derepresszid kidvet-
keztében megindul a gazdasejt DNS-8rll mdsolt in-
terferon messenger-RNS képzddése, amely azutdn az
-interferon fehérje molekula szintézisét irdnyitja.
Az interferon a virustél és a sejt typusdtél fug-
gben az indukeid utdn 1-3C 6ra mulva jelenik meg
és gyorsan kiszabadul a sejtb8l /Isaacs és Linden-
mann 1957/. A sejtek az indukeidt kBvetSen 1-3 na-
pig termelnek interferont /Isaacs ¢és Lindenmann
1957, Burke és Buchan 1965, Wagner 1960/, majd na-
pokig képtelenek lehetnek ujabb interferon produk-
cidéra/Lockart 1963, Cantell és Paucker 1963/. A
képzGdstt interferon mennyisége virus - sejt rend-
szerenként igen vdltozd. In vivo rendszerint maga-
sabb titeri interferon indukdlhatd, mint sejtkultu-
rdkban,
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A virussal t8rténd fertlzés a legdl-
taldnosabb méd a sejtek interferon termelésének
kivdltdsdra. ¥ind KNS, mind DNS virusok alkalma-
sak lehetnek erre. Gyakorlatilag minden virus-
csoportban taldlhaték interferon-képzdddst sti-
muldlé virusok. Legjobb inducereknek a myxovirus
és avpovirus csoport tagjal bizonyultak., A leg-
tsbb interferonra vonatkozdé adat ezekkel a viru-
sokkal kapcsolatos /Burke ds Skehel 1967/. Entero-
virusok k8ziil flleg attenudlt tirzsekkel sikerilt
interferont indukdlni /Ho és Inders 1959%a,b/. A
DNS-tartalmu vaceinia virussal, valamint herpes
simplex virussal indukdlt interferonokkal kapecso-
lathan is jelentek meg k¥zlemények /Glasgow és
Habel 1962, Fruitstone és munkatdrsai 1964/. Tu-
mor virusok a nem onkogdénekhez hasonldan szintén
kivdltanak interferon-termeldst /Allison 1961,
Uiderholm 1963/. Az adenovirusokrdél, amelyeket
hosszu ideig interferon-indukcidra alkalmatlannak
tartottak. /Larke 1966/, szintén bebizonyosodott,
hogy megfeleld kirilmények k&zdtt jé inducerek:
human adenovirusok kil8nbtzd typusai csirkeembryo
fibroblast sejtekben és in vivo, csirkékben jelen-
t0s titeri interferont indukdlnak /Bél4di és Pusz-
tai 1967, Pusztai ds munkatdrsal 1969/. Nemecsak
a fertfzdkdpes, hanem a kiilBnb83z8 mdédon, hdvel,

vagy ultraibolya fénnyel inaktivdlt virusok is in-
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dukdlnak interferon-képzldést /Isaacs 1963/,

A virusokon kivil méds dgensek specid-
lis feltételek mellett szintén kivdlthatnak inter-
feron termelést. A baktériumokkal t8rténd fertd-
zés in vivo, vagy rickettsids fertlzés szivetkul-
turdban interferon indukcidt eredményezhet /Young-
ner és Stinebring 1964, lichaels és munkatdrsai
1965, Hopps és8 munkatdrsai 1964/. Baktérium endo-
toxinnal oltott dllatok vérdban mdr az oltdst ki-
vetd 2., Srdban interferon jelenik meg /Stinebring
éa Youngner 1964/. A folyamat actinomycinnel nem
gétolhaté, tehdt nem igényel DNS-t51 flggd RNS
szintézist. Ez arra utal, hogy ebben az esetben
az interferon nem szintetizdldédik, hanem a sejtek-
ben mir meglévd "preformdlt” interferon szabadul
ki az endotoxin hatdsdra /Ho és Kono 1965/. lem=-
esak mikroorganizmusok, hanem a gombdk polysaccha-
rida természetii fermentdicids terméke, a statolon
/Kleinschmidt és munkatdrsai 1964/, és a helenine
/Rytel és munkatdrsai 1966/, tovdbbd a phytohemagg-
lutinin /Wheelock 1965/ és a sejt szdméra fajide-
gen nukleinsavak szintén inducerként szerepelhet-
nek /Rotem és munkatdrsal 1963, Jensen és munka-
tdrsai 1963/. Polyriboinosyl- és polyribocytidylsav

komplexdével /Field és munkatdrsai 1968/, valamint
pyran - copolymerekkel is indukdlnak interferont
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/Merigan és Regelson 1967/. Ujabban Lampson ds
munkatdrsai /1967/ megdllapitottdk, hogy a hele-
nine aktiv komponense kettds fonalu KNS moleku-
ldval azonos. A statolonrdl pedig elektronmik-
roszkopos vizsgdlatokkal kimutattdik, hogy az in-
terferon indukciéért felells frakcidja 30 mp dt-
mérdji, virusszerii hexagonalis partikuldkat tar-
talmaz. lHasonld részecskdéket a statolont fermen-
t416 gomba mycéliunébﬁn is taldltak /Ellis és
Kleinschmidt 1967/. bzek alapjdn feltételezik,
hogy mindkét gombdbdl szdrmazd anyag esetében a
ldtensen hordozott gomba-virus felells az interfe-
ront indukdlé képességért.

Az interferon hatdsmechanizmusdnak ta-
nulminyozdsdban nagy jelentdségi volt annak fel=-
ismerése, hogy az interferon antivirdlis hatdsd-
nak létrejdttéhez a gazdasejt RKS és protein
szintézise szikséges /Taylor 1964, Lockart 1964,
Friedman és Sonnabend 1964, lLevine 1964/. Pelté~
telezik, hogy az interferon - sejt egymdsrahatdsa
egy uj antivirdlis fehérje képz8dését eredményezi,
amelyre vonatkozd informdeid a sejt DNS-ében gd-
tolt formdban van jelen. Az interferon de-represz-
szidt 1idéz eld és ezzel indul meg a m-RNS képzdidés,
amely az uj antivirdlies fehérjének a szintézisét
irdnyitja /Sonnabend és Friedman 1966/. Az inter-



feronnal kezelt sejtekben a virusszaporodds gdt-
ldsdnak pontos mechanizmusa nem ismert. Aunyi bi-
zonyos, hogy az interferon kezelés nem gdtolja

sem a virusadszorpeidt, penetrdcidt és "uncoating"-ot
/a virus-nukleinsav kiszabaduldsdt/, sem pedig a
partikuldk nukleinsav és fehérje egységekbll tor-
ténd Ysszedpiildsét, Mivel az interferon mind RNS-,
mind DES- virusok replikdcidjdt gdtolja, ezért az
interferon~hatdsnak minden virus szaporoddsi folya-
matdban kdzbs eseményen kell alapulnia. Marcus és
Salb sejtmentes rendszerben vizsgdltdk az interfe-
ron hatdsmechanizmusdt, Kisdrleteik alapjén felté-
telezték, hogy az interferon hatdsdra termelldstt
antivirdlis fehérje a ribosomdikhoz kapcsolédva sze-~
lektive a virus m-RNS virus-fehérjévé tirténd 4t-
irdsdt gdtolja /Marcus és Salb 1966/,

Az interferon feltehetden fontos szere-
pet jdtszik a szervezet virusfertlzdsekkel szembe-
ni nem specifikus védekezdsi mechanizmusdban, Ki-
mutattdk, hogy a kiilldnb¥z8 virusok i.v. oltdsdt ki-
vetden mdr egy Sra mulva intarferon jelenik meg az
egerek véréven /Baron és Duckler 1963/. Kéadbb mds
dllati speciesek savdjdban is taldltak interferont
i.v. fertSzés utdn kialakult viraemia folyamén /Ba-

ron és munkatdrsai 1966b/., Wheelocknak és Sibleynek
/1964/ virus-etioldgidju léguti betegsdgben szenvedS
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paciensek akut szakban vett.savéjébdl sikeriilt
interferont kimutatnia, Petralli és munkatdrsai
/1965/ é18 kanyarévirus vaccindval s.c. oltott
cyermekek savéjdban az oltds utdn 7-11 nap mulva
interferont taldltak. Izek az adatok arra utalnak,
hogy nz d4llati szervezetek interferon-termeldése
dltaldnos jelensdégnek tarthaté, amely a szervezet
virusfertSzdsre adott egyik vdlaszaként jon létre.
Igen valészinii, hogy a keringésben 1év§ interfe-
ron a tovdbbi virusszaporoddsnak gdtat vet és
ezzel a specifikus ellenanyagok megjelenése eldtt
védelmet nyujt a szervezetnek,

Az interferon széles antivirdlis spect-
rumit és nem toxikus voltdt tekintve idedlis anti-
virdlis anyagnak l4tszik. Ennek ellendére széles-
k3ri therdpids alkalmazdsa mdég nem valdsult meg,
mivel az ember-kisérletei nem jdrtak a vdrt ered-
ménnyel, Ezideig fdleg a virusfertdzés helyén tor-
ténd alkalmazdsdval értek el sikert, Vaccinia vi-
russal intradermidlisan oltott Ynkéntesekben helyi-
leg adott interferon prophylactikus hatdsdt figyel-
ték meg /Scientific Committee of Interferon 1962/.
A vaccinia keratitis lefolydsdt szintén enyhitette
néhdny beteg esetdében /Jones és munkatdrsai 1962/,
Allatkisérletek tanulsdga szerint nagy mennyiségi
interferon tébbsziri addsa sziikedges megfeleld hatds
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elérédséhez, mivel a kivilrll bevitt interferon
mennyisége rbvid 1idd alatt kis hdnyaddra csBkken

a szervezetben /Baron ¢és munkatdrsai 1966a/. Amig
megfelelden tisztitott és nagy mennylségben elér-
hetd human interferon nem 411 rendelkezdésre, addig
alkalrmasabbnak ldtszik az a megoldds, hogy‘a szer-
vezetet nem virus termédszeti inducerek segitségé-
vel endogén interferon termeldsére késztessdk

/Merigan 1967/.
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Adenovirusok

Az adenovirusok a legjobban tanulméd-
nyozott virusok k#zé tartoznak, Széleskdrii elter-
Jedtadgik, kildnbdzd betegségekben betiltitt eti-
oldégial szerepik, valamint kiildnleges morfoldgiai
és antigénszerkezeti sajditsdgaik miatt szdmos ku-
taté érdekl8ddésének kidzéppontjdban dllnak. Jelen-
tosdgilket fokozta az a megfigyelds, hogy a human
adenovirusok t¥bb typusa kisérleti dllatban rossz-
indulatu daganat képzddését 1dézi eld., relfedezd-
slk Sta /Rowe és munkatdrsai 1953/ a humaen adeno-
virusok 31 typusdt mutattdk ki, Ezen kivil szdmos
dllatfajrél is bebizonyosodott, hogy sajdt adeno-
virusal vannak. Igy ismeriuk simian, bovin, canin,
porcin, murin és avian adenovirusokat.

Az adenovirusok DNS tartalmu virusok,

A nukleinsavat magdbazdré fehérjeburok, a capsid
az adenovirusok esetében 252 morfolégiai egységbél,



capsomerb8l 411, amelyek 3t vagy hat szerkezeti
egysdégbdl /fehdérje molekula/ épililnek fel. A cap-
somerek icosaeder alaku testet alkotnak oly mdédon,
hogy az icosaeder 12 csucsédn taldlhaté capsomere-
ket 8t capsomer veszi kirill, s az Usszes tibbi,
amely az éleken és a lapokon helyezkedik el, hat
szomszéddal rendelkezik. Valentine és Pereira
/1965/ vizsgdlataibdl ismert, hogy a csucsokon el=-
helyezkedd capsomerek /B antigdnek/ morfoldgidjuk
és antigénszerkezetilk tekintetében kiildnbbznek a
t6bbit8l, Ugyanis hdrom komponensb8l épiilnek fel:
egy kb. 80 A 4tmérdju feji részb8l /penton antigén/,
amelyhez egy 200 A hosszu, a végén 40 A dtmérdju
gombben végzlddd farki rész /C, vagy fiber antigén/
kapesolddik. A nem csucsokon elhelyezkedd tobbi
capsomer az A antigdnnek /hexon antigén/ felel meg,
amelynek morfoldgidja és nagysdga azonos a penton
antigénnel., Az egdsz virion dtmérdje kb. 700 A
/Tousimis és iHilleman 1957/.

Az adenovirusok egyes typusali neutrali-
zdcids prdébdval kilBnithetdk el egymistél., Lrdekes
Jjellemz6je az adenovirus csoportnak, hogy tagjai
kzids csoportspecifikus komplementkdtd antigénnel
rendelkeznek, amely aldl csak az avian adenovirusok
képeznek kivételt. Ugyszdlvdn minden typus aggluti-
ndlja egy vagy tibb dllatfaj virdsvértestjeit, A
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hemagglutindeid gdtlds a legtébb typus esetében
a neutralizdcidés prébdval egyendrtékil szeroldgiai
reakeid,

Az adenovirusok jellegzetes cytopathias
/CP/ hatést okoznak, amely az drintett sejtek le-
kerekedésében és Bsszecsapdddsdban, végsd stddium-
ban a sejteknek az liveg faldrdl valdé levdldedban
nyilvdnul meg. Eldszbr az u.n. "korai” CP hatds
Jelentkezik, amelyért a toxikus tulajdonsdgu pen-
ton antigén felelds /Pereira 1958/. A "kéadi" CP
hatds a virusszaporodds kidvetkezménye.

Az adenovirusok a fogékony sejt-k mag-
jédban szaporodnak, ahol jellegzetes zdrvdnyokat
hoznak létre. Altaldnossdgban az epithel sejtek
sokkal {¢rzdkenyobbek irdntuk, mint a fibroblastok
/Rowe és Hartley 1962/, Szaporoddsi ciklusuk 1d&-
tartama viszonylag hosszu, az 1l-4 typus esetében
23-26 6ra. A képaldstt virionok nehezen szabadul-
nak ki a sejtbdl, teljes CP hatds esetén is tibb
virus taldlhaté a sejtcken beliil, mint az extra-
cellulédris folyaddkban /Ginsberg 1958/,

Fizikal és kémial behatdsokkal szemben
viszonylag ellendlldak. lvekig titercsBkkends nél-
kiil eltarthaték =20 - -70%C-on és +4°C- valamint
37%-on is ardnylag stabilak, azonban 56°C~on per=-

cek alatt elveszitik fertdzlkdépességiket. Ultra-
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ibolya sugdrzds hatdsdra infectivitdsuk gyorsan
cagbkken, toxikus hatdsuk azonban védltozatlan marad.
Az adenovirusok éterrel ¢és chloroformmal szemben
rezisztensek /Ginsberg 1962, Feldman ds Wang 1961/
és 6-9 kSzBtti pH tartominyban stabilak /Ginsberg
1956/. lem csikkenti infectivitdsukat a trypsinnel
torténd kezelés sem /Pereira 1958/. Trypsin haténéf
ra a penton antigén tdnkremegy, a hexon és fiber
antigének nem kdrosodnak /Valentine és Pereira

1965/,

Az avian adenovirusok
két legismertebd kdépviselSje a CELO /chicken embryo
lethal orphan/ és a GAL /gallus adeno-like/ virus.

A CELO-virust Yates és Fry casirkeembryo-
bdl izoldlta /Yates s Fry 1957/. Késdbb csirke
szBvetekbll és kiildnbbzd ecsirke-virusok /laryngo-
tracheitis, avian encephalomyelitis/ kontamindnsa-
ként mds laboratériumokban is kimutattdk /Chomiak
és munkatdrsai 1961, lwang és munkatdrsai 1960/.
Nemrégen Anglidban is l4tszdlag egfszsdges tyukok
tojdsdbél izoldltak CELO-virus tirzseket /Cook 1968/,
Az USA-ban és Japdnban végzett szeroldglal vizsgd-
latok alapjdn ismert, hogy csirkék kszdtt igzen gpa-
kori a CELO-virus fertdzés /Yates és Fry 1957, Kawa-
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mura és munkatdrsai 1963/,

A GAL-virus izoldldsa egy RPL12 jeld,
esirkék lymphomatozisdt okozd virustBrzs anyagd-
bél t8rtént /Burmester és munkatdrsai 1960/. A
esirkékben ldtens mdédon jelenlévd GAL-virus va-
146sziniileg a sorozatos csirke-passzdzsok sordn ju-
tott a lymphomatozis virusanyagha., A CELO-virushoz
hasonléan tibb orszdgban kimatattdk jelenlétét
ldtszdlag egészsdéges csirkdkben. Nagy szdmban izo-
141tak adenovirust a csirkék béltraktusdbdl, trache-~
4j4b8l és egysddb szerveibdl /Sharpless 1962/, Az
eddig izoldlt avian adenovirusok nemzetkizileg el-
fogadott typizdldsa még nem tSrtént meg, csak egyes
laboratériumok prébdlkozdsai ismertek, amelyek sa-
jét izoldtumaik szerolégiail csOpo:tositdséra vonat-
koznak. Igy Japdnban Kawamura ¢s munkatdrsai /1964/
esirkékbll izoldlt tubb mint szdz, tulajdonsigai
alapjdn adenovirusnak mutatkozd dgenst neutralizd-
cidés préba segitsépgével 8 csoportha osztottak, fzek
kBzlil egyik csoport a GAL-, mdsik pedig a CELO-vi=-
russal volt azonos. Hazdnkban is tSrtént hasonlé
vizsgdlat Khanna rdszérdl /1965/, aki 6 serotypust
kiilbnitett el. Az 4ltala izoldlt avian adenovirusok
fele CELO=virusnak bizonyult.

A CELO és GAL=-virus k8zbtti szeroldgiai
rokonsdgot vizsgdlva Kawamura és Tsubahara /1963/
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azt taldlta, hogy a két virus komplementkidtési

és agar gél precipitdcids prdébdban keresztreak-
ciét ad egymdssal. Weutralizdcids prébdban azon-
ban egyoldalu a kapcsolat, mivel csak a csirkében
termelt CELO immunsavé neutralizdlja -kis mérték-
ben~ a GAl-~virust,

Az avian adenovirusok morfolégidjukban
és legtiibb tulajdonsdgukban megegyeznek a tdbbi
adenovirussal. IDU gdtolja szaporoddsukat, ami
DNS tartalmukra utal. Virionjaik 252 capsomerbSl
épilnek fel icosahedralis szimmetria szerint., Re-
zisztensek éterrel, trypsinnel szemben. Laboratéd-
riumi 41latokra nem patogdének, A CELO-virusrdl
kimutattdk, hogy az onkogén human typusokhoz ha-
sonldan ujsziillétt hércstigbhen tumor~kdépzddést in-
dukdl /Sarma 4s munkatdrsai 1965/. Egyes CELO tir-
zsek hemagglutindcids tulajdonsdggal rendelkeznek,

Hével szembeni ellendlldsuk azonban
nagyobb, mint a tobbi adenovirusé., Ezenkivil az
adenovirus csoportra jellemz§ kizds csoportspeci-
fikus komplementk8td antigén hidnya jelent kiilinb-
séget.



- 17 «

KISERLETI RESZ2

Anyagok é s méddseszerek

Virusok A GAL-virust dr., Szent Ivdnyl Tamds /Al-
latorvostudomdnyi Egyetem Jdrvdnytani Tanszéke,
Budapest/ bocsdtotta rendelkezésiinkre., Szapori-
tdsa csirkevese szlvetkulturdban tdrtént., Amikor
a cytopathias /CP/ elvdltozds a kulturdk minden
sejtjét érintette, hiromszori olvasztissal, fa-
gyasztdssal feltdrtuk a sejteket, majd percenként
2500 fordulattal 15 percig centrifugdltuk azokat,
A feluluszét -20°C-on tdroltuk.

Az interferon értékmérésére haszndlt
Sindbis virust dr. I. CGressertfl /Boston/ kaptuk,
a vesicular stomatitis virus /V5V/ a Csehszlovédk
Akadémia Viruskutatdé IntézetébSl /Bratislava/, a
vaccinia virus az Orszdgos Kizegdészedgigyi Inté-
zetbS1l /Budapest/ szdrmazik. Mindhdrom virust csir-
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keembryo fibroblast sejtekben szaporitottuk, A
teljes CP hatds jelentkezdsekor a tenyészetek
tdpfolyadékdt Ssszedntittik, majd centrifugdltuk
és felhaszndldsig -20°C-on tartottuk.

A virusok infectiv titerének meghatdrozdsa

A GAl-virus titrdldsdt csirkevese kém-
csdtenyészetekben végeztik. A virus 10-es 1éptékil
higiténainak 0,1 ml=édvel 3-3 kulturdt fertlztink,
s a 7-8., napon 4dllapitottuk meg az infectiv titert,
amelyet a Heed-lMuench formula segitsdgédvel TCDSO-
ben /50 %-o0s szivetkultura infectiv ddzis/ fejez~
tik ki /Reed és Muench 1938/,

A Sindbis, VSV és vaccinia virus érték-
mérésére plaque médszert alkalmaztunk, A virusok
10-es 1éptékii higitdsainak 0,1 ml-ével csirke-
embryo fibroblast egysejtrétegl kulturdkat fertdz-
tink, majd az adszorpeidé utdn agar-tartalmu tép-
folyadékkal fedtilkk és 48 dra mulva plaque szdmlé-
lds alapjdn PFE-ben /plaque formdld egység/ adtuk

meg a virus titert.

Szdvetkulturdk és tdpfolyadékok
Az emberi gdégerdkbdl szdrmazd H,Ep=2

sejtvonalat a Yebreceni Orvostudomdnyi Egyetem
Mikrobioldgiai Intézetdbsl kaptuk 1962-ben. Te-
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nyésztése 10 % inaktivdlt borjusavét tartalmazd
Lagle-féle tdpfolyadékban tSrtént. A plaque méd-
szerhez trypsines emésztdéssel nyert 3 millidé sejt-
tel inditottuk a tenyészeteket 60 mm ¢ Petri caé-
azdékben 5 % CO2 tensioban. A kialakult egysejt-
rétegli kulturdk fedéséhez a kidvetkez§ tdpfolya- '
dékot haszndltuk:

2x-es koncentricidju Hanks-féle oldat 41,5 ml

borjusavé 10,0 ml
5 #-o08 lactalbumin hydrolysatum 2,0 ml
25 #-o0os délesztlkivonat 0,5 ml
2,2 %=-08 vizes agar-agar 41,5 ml
5 %-o08 riaﬂco3 4,0 ml

A tdpfolyadék 1:10 000 higitdsban neutrdlvirtst
tartalmazott.

A gsirkevese kulturdkat 3-7 napos csir-
kék vesdjébdl készitettilk Buthala és Mathews mdéd-
szerfnek Khanna szerinti médositdsdval /Khanna
1965/. A vesdéket 2-3 mm-es darabkdkra vdgtuk,
llankg-féle oldattal mostuk, majd 0,2 %-cs trypsin
oldattal mdgneses keverd segitadgével 35°C-on 15
percig trypsineztik. Ekkor a szuszpenzidban 146vs
sejteket ledntittiik és a szbvetdarabokat tovdbbi
5 percig Hanks-féle oldatban forgattuk a fellazult
sejtek levdlasztdisa céljdbél. Az igy nyert sejteket
az elébbi oojt-.zuiﬁpenzidval ogyﬁtt jeges vizfir-



dében tdroltuk. A trypsinezdst hdromszor megismé-
teltilk friss trypsin alkalmazdsdval majd az Ussze-
gyijtott szuszpenzidét 10 percig 1500 percenkénti
fordulattal centrifugdltuk. Az lleddéket Hanks-féle
oldattal mostuk, majd tenyésztd tdpfolyadékban
szuszpendiltuk és 1 ml-enként kémcsBvekbe osztot-
tuk. Egy pdr csirkevese sejtjeibll 30-35 tenyésze-
tet készitettiink. Rendszerint mdr 72 éra mulva
tsezefliggld sejtréteget nyertink., VirusfertSzdskor
fenntartd tdpfolyaddékot mértiink a tenydszetekre,

Csirkeembryo fibroblast egysejtrétegi
kulturdkat haszndltunk az interferon termeléséhez
éa éridkeldésdhez., # tenydészeteket 11 napos embryok
trypsinezdsével nyert sejtekbdl 60 mm ¢ Petri csé-
székben BElddi /1962/ leirdsa alapjdn készitettiik,
Tenyészetenkdént 2,5 x 107 sejtet alkalmaztunk,

A hircsdg /szirial aranyhdrcsig/ és
emberi embryo fibroblast kulturdk készitdse a
csirkeveséhez hasonléan tdrtént, azzal a kiildnb-
ségeel, hogy Buerker kamrdban meghatdroztuk a
sejtszdmot és a kémecsStenydészeteket 5 x 105 gejt-
tel csirkeembryo sejtekhez haszndlatos tdpfolya-
dékban inditottuk.

A csirkevese sejtek tenyésztd tdpfolya-

déka 84,5 % lanks-féle oldatbél, 0,5 % lactalbumin
hydrolysatumbdl és 15 # inaktivdlt borjusavébél
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411t. A fenntartd tdpfolyadék Gey-féle oldat volt
amely csupdn 0,25 # lactalbumin hydrolysatumot
tartalmazott.

A csirke~, hircsiig- és emberi embryo
fibroblast sejtekhez 0,25 % lactalbumin hydrolysa-
tumot, 4 % pH 7,5-0s trisz puffert és 5 % borjusa-
vét tartalmazd Gey-féle oldatot haszndltunk.

A plaque médszer esetében a tdpfolyadék
kétszeres koncentrdcidju Gey-féle oldatbdl, 0,5 %
lactalbumin hydrolysatumbdl, valamint 10-10 % pH
7,6-08 trisz pufferhél és borjusavébsl 411t, ame-
lyet haszndlat elltt egyenld ardnyban kevertiink
2,7 %~os agarral. Az agar olddsa 20 % pH 7,6-o0s8
trisszel pufferolt desztilldlt vizben tdrtént. Az
agar tdpfolyadék 1:10000 higitdsban neutrdlvirdst
tartalmazott. Amikor Sindbis virus értékelésére
haszndltuk a plaque médszert, ml-enként 100 ug
protaminszulféitot is adtunk a tédpfolyadékhosz.

Minden tédpfolyaddék 100 E penicillint,
100 ng streptomycint, valamint 25 E mycostatint

tartalmazott ml-enként.

Immunsavé készités Két nyulat oltottunk intra-
véndsan csirkevese sejtekben termelt GAL-virus-

sal. Az inoculum 107 TCD virust tartalmazott.

50
Az oltdst 5 naponként megismételtiik. A hatodik
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oltdst kdvoetlen 3 hét mulva elvéreztettik as
dllatokat. A savékat $6°C-on 30 percig inakti-
véltuk, Mindkét savé neutralizdcids titere

100 26050 GAlevirussal ezemben 1:256-nak bigonyult.

Interferon-termelds Két napos primer csirkeemb-
ryo fibroblast egysejtrdtegli kulturdkat fertlzs-

tink 10-10° 20Dy, GAl-virust tartalmazs 0,2 ml
inoculummal. drom Srdn 4t 36%°C-on tartottuk,
majd a nem adszorbedlddott virionokat mosdssal
eltdvolitottuk, s 5 ml tdpfolyaddkot mértink a
tenydfszetekre. Ezutdn 35%°C-0on inkudbdltuk &s ki-
18nbd28 146 mulva Ysszegylijtittik a tdpfolyadé-
kokat. Percenként 2500 fordulattal t#rténd cent-
rifugdlds utdn a ssupernatdneok kis mennyisépgeit
infectivitdsi visegdlat céljdra félretettik, a
tsbbit 2 6rdn 4t 56°C-0s visfurdSben tartottuk
az infectiv virus inaktivdldsa cdljdbvdl. As igy
nyert anyagokat Srtékeldeig +4°C-on tdroltuk.

Az interferonok aktivitd vizsgdlata Az
interferon tartalmu anyagokbdél a ceirke fibro-
blast sejtek tenyfsstdisdre haszndlt tdpfolyaddik-
ban 1:2 16ptékiu higitdsl soroszatot kdészitettink,
A higitdsok 1,5-1,5 ml-dt 48 Srds csirkeembryo
fibroblast egysejtrdtegli kulturdkra mértik, Hi-
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gitdsonként két tenyéaze}et haszndltunk, A kont-
roll tenydszetekre tdpfolyadékot adtunk. A sej-
teket 4 6rdn 4t 35°C-on inkubdltuk, majd a tdp-
folyadék leszivdsa utdn 100-150 PFE virussal /chal-
lenge virus/ fertdztik., Két S6ra adszorpcid utdn

a tenyészeteket agar tartalmu tdpfolyaddkkal fed-
tik és légmentesen zdrd dobozban megfeleld pdra-
tartalom biztositédsa mellett 35°C-0s termosztédt-
ban tartottuk. A plaque-ok szdmldldsa 48 Séra mul-
va tortént., Az interferon titereket a két parallel
tenyészet plaque szdimdnak 4tlagdbdl szdmitottuk.
Interferon titernek az interferon azon higitdsdt
vettik, amely 50 %-os redukcidt okozott a virus

plaque szdmdban a kontrollhoz viszonyitva.

Irypsin-kezelés A virus, vagy interferon trypsin-
kezelése 1-2 mg illetve 500 pg/ml kristdlyos tryp-
sinnel tdrtént. 37°C-os vizflirdSben 1 érédn 4t tar-
té kezelés utdn trypsininhibitorral hatdstalani-
tottuk az enzymet.

Ultraibolya besugdrzds 60 mm dtmérdju Petri ceé-
szében 1 ml virusanyagot dllandd mozgatds k¥zben

17 erg/aec/mm2 energidju ultraibolya fénnyel kiildn-
bzl ideig kezeltiink.

H8inaktivdlds A higitatlan virust ml-enként 5



ml-es ampulldkba mértik, majd a leforrasztott
ampulldkat vizszintes helyzetben perfordlt fém-
lapra rdgzitve 56°C-o0s vizfurdﬁba.meritettuk 48
az inaktivdldsi id8 befejeztdvel azonnal jeges
vizben hiltdttik,

Ultracentrifupgdlds Az interferon centrifugdldsa
PHYWE 131 typusu ultracentrifugdban 2 érdn 4t
105 000 g-vel tirtént.
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Eredmények

¥iutdn laboratériumunkban végzett vizs-
gdlatok sordn ismertté vilt, hogy a human adeno-
virusok csirkeembryo fibroblast sejtekben interfe-
ront indukdlnak /B8l4di és Pusztail 1967/, felve-
t8dstt a kérddés, hogy az avian adenovirusok képe-
sek-e emberi eredetil sejtekben interferon-termelés
kivdltdsdra., A kérddés elddntése cé1ljdbdl H.Ep-2
egysejtritegi tenylszeteket fertlztiink GAl-virus-
sal, majd megfeleld inkubdcié utdn a tenyédszetek
tdpfolyadékdt Usszegylijtuttik, és esetleges inter-
feron aktivitdsukat H.Ep-2 sejteken plaque méd-
szerrel challenge virusként VSV-t alkalmazva érté-
keltilk, Az e18bbi kisérlettel pdrhuzamosan csirke-
embryo fibroblast egysejtrétegli kulturdkat is ol-
tottunk GAL-virussal, és a tdpfolyadékok antivird-
lis aktivitdedt szintén plaque médszerrel, azonban

csirke fibroblast sejteken Sindbis virussal szemben
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hatdroztuk meg. Az eredményeket az 1, tébldzat
matatja. L4ithaté, hogy a H.Ep-2 sejtek tdpfolya-
déka egyik vizsgdlt idSpontban sem mutatott anti-
virdlis aktivitdst, ugyanakkor a csirkesejtek mér
24 6ra mulva jelentds mennyiségi antivirdlis anya-
got termeltek. Ezutdn nem rdkos eredetii emberi
sejtekben, primer human embryo fibroblast tenyé-
szetben vizsgdliuk, hogy indukdl-e a GAL-virus
interferont. Azonban ez a kisdirlet is negativ ered-
ménnyel zirult,

A tovdbbiakban vizsgdltuk a csirkesej-
tekben termelt antiviralis anyag egyes bioldgiai
éa fiziko-kémiai tulajdonsdgait.

Egy ml higitatlan anyagot 500 ug kris-
tilyos trypsinnel 1 érén 4t 37°C-os vizfirddben
inkubdltunk, majd 500 ug trypsininhibitort adtunk
hozzd. A 2. tdbldzat mutatja, hogy a trypsinezés
kb. 98,5 %-08 redukcidét okozott az antivirdlis -
anyag aktivitdsdban,

Vizsgdltuk 105 000 g-vel 2 drdn 4t tir-
ténd centrifugdlds hatdsit készitménylinkre, Az
Ulepités PHYWE 131 typusu ultracentrifugdban tér-
tént., A szupernatdns antivirdlis titere kBzel azo-
nos volt a nem centrifugdlt anyagéval, ami az ak-

tiv komponens alacsony molekulasulydra utal.

Fontos jellemzlje az interferonnak az
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1. tablazat.

QAL-virussal fertozott csirke és H.Ep-2
sejtek interferon termelese.

A v:zsgalat
. :dopon tja .
Sejt a fertozes |Interferontiter
utan
(ora)
24 128
Csirkeembryo 48 2
fibroblast 2
T2 256
24 <2
H.Ep-2 48 <2
T2 <2




2.tablazat.

A GAL-v:’rus;ul indukalt interferon
trypsin erzekenysege.

kezeles interferon-
modja titer

500 ug/ml trypsin
" ar=c

{" 37°C 256
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alacsony pl-val és hlvel szembeni ellendllésa. Ez
a GAL-virussal indukdlt antivirdlis anyagunk ese-
tében a kBvetkez8képpen alakult /3. tdbldzat/.
Amint a tdbld4zatbél kitinik, a 30°C-on trténé 5
perces hdkezalés részben hatdstalanitotta az anya-
got, 60°c-on, valamint 2-es pH-ndl stabilnak mu-
tatkozott. Ezek a vizsgdlatok igazoltdk, hogy a
GAL-virussal fertlzitt csirkese jtekben dltalunk
kimutatott antivirdlis anyag azonos az interferonnal,

A tovdbbiakban riészletesen tanulményoz-
tuk a GAL-v1§ussal fertdzdtt csirke fibroblast
sejtek interferon termelését, Ellszdr azt vizsgdl-
tuk, hogy a csirke fibroblast sejtek interferon
termelését befolydsolja-e az inoculum eltdvolitd-
sa az adszorpeids idd utdn, 103’S TCDSO GAL-virus-
sal fertSzitt egysejtrdtegi kulturdkat 3 Srdn 4t
35%-on tartottunk, majd egy riszikre tdpfolyadé-
kot mértink, a tibbi lemezrlfl a tdpfolyadék addsa
elétt leszivtuk az inoculumot és a sejteket Hanks-
féle oldattal kétszer mostuk. A tdpfolyadékok in-
terferon aktivitdsdt 48 Sra mulva vizsgdltuk. Két
kiilonb5z8 alkalommal végzett kisérlet eredmdnyét
a 4. tdbldzatban Usszegesztik,

Ldthatd, hogy az inoculum eltdvolitd-

sa nem cslkkentette az interferon hozamot. Az ezt
kbvetSen végzett kisdérletekben mindig az utébbi

“GAAr
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3. tablazat.

pH és ho hatasa a GAL-virus-
sal indukalt csirke interferonra.

kezeles interferon-
modja titer

== 256
e0°C {" >{128 <256
80°C 5 ol
pifc-z:r: sk




4. tablazat.

A fertozes utan kilénh6zo modon
kezelt csirkesejtek interferon ter-
melese.

Interferontiter

A Kiserlet
szama
mosott nem mosott
sejtekben Sejtekben
{1, 512 512

2. 256 256
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eljdrdst alkalmaztuk az interferon indukcidndl.

Meghatdroztuk, hogy milyenu multipli-
citdsu fertdzés szilkkséges mérhetd mennyisdégi in-
terferon indukciéjdhoz. A GAL-virus kildnbdzéd
TCDg -dvel oltottunk csirkesejteket, majd a 48
éra mulva Usszegyiijtttt tdpfolyadékok interferon
aktivitdedt vizegdltuk. Az eredményt az 5, tdb-
lézat matatja.

Léthaté, hogy 3 x 107 20Dg, virussal
torténd fertdzés -amely 0,0002-8 multiplicitdenak
felel meg- csak igen kis mennyiségi interferont
eredményez., A képzidd interferon-mennyisédg a
multiplicitdstdél fligg, nagyobb multiplicitdsu
fertSzés t8bb interferon termeldésdéhez vezet.

Annak igazoldsdra, hogy az interferon
indukcidért valdban a GAL-virus felelds, a kivet-
kezd kisérletet végeztik., A GAl-virus 10443
TCDSO-ét homoldg immunsavéval kezeltik /2 éra
3500/, majd a virus-savé keverdékkel csirkefibro-
blast tenydszeteket oltottunk. Kontrollként nyul-
savéval hasonld mddon kezelt virust alkalmaztunk,
Egyidejiileg csirkevese kulturdkban megdllapitottuk
a virus-savé keverdkek infectivitdsdt. Az eredmd-
nyeket a 6. tdbldzatban tiintettilk fel., Ldthaté,
hogy a homoldg immunsavéval neutralizdlt virus

nem képes arra, hogy interferont indukdljon.
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5.tablazat.

Csirke fibroblast sejtek interferon
termelese kll6nbézo multiplicitasu
fertozes hatasara.

Virusmennyiseg| a ferté'zg's ’ interferon-
(TCDsp) multiplicitasa titer
3-10° 002 256
3-10* 0,002 ok
3-10° 00002 A
3-10? 0,00002 <k

X fertozeskor a tenyeszetek kb. 1,510’ sejtet
tartalmaztak.
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6. tablazat.

Interferon indukcio homolog immun-
savoval kezelt GAL- virussal.

_ | az inoculum
inoculum mtte'rtfee::on infectiv titere
(TCDsp)

GAL-virus +

homolog <l 10°
immunsavo
GAL-virus + 45
kontroll savo —— 0
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A tovédbbiakban vizsgdltuk az interfe-
ron termelddésének kinetikdjdt., A csirke fibroblast
sejteket 2 x 10793 T0D50 GAL-virussal fertdztik,
majd kiilsnbdzd8 iddpontokban 2-2 lemezrdl Sseze-
gylijtottik a tépfolyadékot és meghatdroztuk inter-
feron-aktivitdsdt, valamint infectivitdsdt. Ugyan-
akkor mlkroazkopouan vizsgdltuk a tenydszetek sejt-
jeit. A vizsgdlat 90-szeres nagyltdssal, nativ dlla-
potban tdrtént. A virussal oltott tenyédszetekben
cytopathids elvdltozds egyik vizsgdlt idSponthan
sem volt ldthatd, a sejtek a kontroll sejtekdvel
azonos morfoldgidt mutattak. Ennek ellenére, amint
az 1. dbrdbdl kitinik, kis mértdki virusszaporo-
dds is bekBvetkezett az interferon képzlddése mel-
lett. Az interferon a fertfzds utdnl 6, 6rdban je-
lenik meg, mennyisége fokozatosan ndvekszik, dés
24 6ra mulva éri el a maximumdt.,

Ismert, hogy a jéd-desoxyuridin /1DU/
gétolja a DNS virusok szaporcddsdt /Herrmann 1961/,
Vizsgdltuk, hogy a GAL-virus - csirke fibroblast
rendszerben hogyan aslakul az interferon termelés,
ha IDU-t tartalmazdé tdpfolyadékot alkalmazunk az
indukeidéndl., A virusadszorpcidt kdvetSen a sejte-
ket Hanks-féle oldattal mostuk, majd ml-enként

1000, 100,,illetve 10 ug IDU-t tartalmazd tdpfo-
lyadékot adtunk azokhoz. Kontroll tenyészetekre _
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1.abra.

GAL-virussal oltott csirke fibroblast sejtek interferon-
¢s virushozama a fertozés utdn kilonboéz6 iddpontokban.

256 1

1281 /
64 - ./
/ e——e interferon

32 - ® ‘
O—0 VIrus

16

Interferontiter

Co
—
r\
(@)
@)
@)
=~ P O 3

vfrusriter(loq TCDs/0.1 ml)

< —=% —1f
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IDU-mentes tédpfolyadékot mértink., A tdpfolyadékok
interferon-tartalmdt, valamint infectivitdsit 48
éra inkubdcid utdn vizsgdltuk. A 7. tdbldzat mu-
tatja az eredményeket.

Ldthats, hogy 1000 pg/ml IDU alkalma-
zéoe esetén infectiv virust nem slkerﬂlt'kimutat-
nunk, ugyanakkor a tdpfolyaddék interferon-titere
érdekes médon a kontrolléndl magasabb volt, Hason-
16 eredményhez jutottunk két mds alkalommal vég-
zett kisérletben is., Ez a jelenség nem magyardz-
haté az IDU-nak & challengeként haszndlt Sindbis
virusra gyakorolt hatdsdval, mivel a virussal nem
fertSzétt, 1000 ug/ml IDU jelenlétében tenyésztett
csirkesejtek tdpfolyadéka még l:4 higitdsban asem
mutatott antivirdlis aktivitédst.

Bzutdn GAL immunsavé hatdsét vizegdl-
tuk az interferonra. Az interferon 1 ml-ét egyen-
16 ardnyban kevertiik 1 ml 1:2 higitdsu GAL immun-
savdval, illetve normdl nyulsavéval és 1 6rdn 4t
35°C-on tartottuk, majd meghatdroztuk a keverd- .
kek interferon aktivitdsdt., A 8. tdbldzatban ldt-
haté, hogy az immunsavéval tUrtdné kezelds nem
castkkentette az interferon antivirdlis hatdasdt.

Ismert, hogy az interferon kizvetleniil
nem inaktivdlja a virusokat /Ho és Enders 1959%a,
Wagner 1961/. Sajdt interferon készitményiinknek
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7. tablazat.

Csirke fibroblast sejtek interferon -
es virushozama IDU jelenlétében.

IDU koncentracio| interferon- virustiter
Mg /mi titer (TCDsp /0.1 ml)
0 256 10*°
10 128 10%°
100 128 10%°
1000 512 0
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8. tablazat.

GAL immunsavo hgt‘dsa az
interferon aktivitasara.

kezeles interferon -
modja titer
interferon +
{:2 higitasu 128
GAL immunsavo
interferon +
1:2 higitasu, 128

kontroll savo




- & Sindbis virusra gyakorolt direkt hatdsdt az
aldbbi médon vizsgdltuk. A virus 10™2 higitdsdnak
0,5 ml-ét egyenld ardnyban kevertilk 1:64 titeri
interferonnal., A kontroll interferon helyett tdp-
folyadékot tartalmazott. Egy 6rdn 4t 35%°C-os ter-
mosztdtban torténd inkubdlds utdn a keverdkek
1:10 1éptéki higitdsainak 0,1 ml-ével 2-2 csirke
fibroblast kulturdt oltottunk és virustartalmukat
plagque médszerrel meghntérostuk. Az eredményt a
9. tdbldzat tinteti fel., Ldthatd, hogy az inter-
feron a legkisebb mértdékben sem inaktivdlta a vi-
rust.

Az interferon egyik jellemzd tulajdon-
sdga, hogy aktivitdsa eltdvolitdsdt kdvetden is
megnyilvdnul a mér elSzetesen kezelt sejtekben.
EbbSl a szempontbdl a kivetkezSképpen vizegdltuk
a CAL-virussal indukdlt antivirdlis anyagunkat,

Az interferonnal t6rténd inkubdlds utdn a sejteket
kétszer mostuk Hanks-féle oldattal, s csak ezutdn
t8rtént a challenge virus hozzdaddsa. Kontrollként
olyan tenydészeteket hasznéitunk, amelyeket az in-
terferon eltdvolitdsa utdn mosds nélkil fertdz-
tink. A vizsgdlat azt mutatta, hogy a kétféle mé-
don kezelt sejtekben azonos mértéki volt a gdtlds,
tehdt az interferonnal kezelt sejtek virussal szem-

beni rezisztencidja mosds hatdsdra sem csBkkent,



9.tablazat.

GAL-virussal indukalt csirke interferon
kozvetlen hatasa Sindbis virusra.

kezeles Virustiter
modja PFE/ml

Sindbis virus +
interferon 5-40°
" 35 °C

Sindbis virus + .
tapfolyadek k- 10
1% 35 *C




lsmert, hogy az actinomycin 0, amely
gdtolja a sejtek DHS-t81 flged RNS-szintdzisdt,
felflggeszti az interferon antivirdlis hatdsdt is
/Taylor 1964/. Vizsgdltuk, hogy a CAl-~virussal
indukdlt interferon hatdsa hogyan érvényesiil
actinomycin D-vel keszelt sejtekben. Csirkeembryo
fibroblast egysejtrétegl kulturdk egyik csoportjd-
hoz 1-1 ml 1 pg actinomycin D-t tartalmazé, egy
mdeik csoporthoz actinomycin mentes tdpfolyaddékot
adtunk, A lemeszeket 1 &rdn 4t 35°C-on tartottuk,
majd lianks-féle oldattal kétsser mostuk. Ikkor
mind a kontroll, mind a kezelt tenyéozeteket 2
csoportra osztva, 1,5 ml interferont /1:256 titeri
interferon 1:4 higitdsdbdl/, illetve tdpfolyadd-
kot mértink asokra s 35°C-on tovébb inkubdltuk,
Négy Sra mulva ismét mostuk a tenydszeteket, majd
Sindbis virus 2x106 PPE-nyi mennyisdgdvel fertlz-
tik. Egy 6ra adszorpeid utdn a nem adszorbedlddott
virionokat kdétssgeri moadssal eltdvolitottuk, ds
5 ml tdpfolyaddkot adtunk a sejtekhez. Ezutdn 16
érdn 4t 35°C-0s termosztdtban tartottuk, majd
«20%-on fagyasstottuk a tenyészeteket. Felolvasz-
tds utdn 2-2 azonosan kezelt tenyészet tdpfolyadé-
kdt Usszelntittik ds 195 perecig 2500 fordulattal
centrifugdltuk, A szupernatdnsok infectiv titerdt
48 érde ceirke fibroblast tenydszetekben plague

P e

N\
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médszerrel hatdroztuk meg. A killdnbdzlképpen ke~
zelt tenydszetek virushozamit a plaque szdmok dt-
lagdrtékeibSl dllapitottuk meg. Az eredményecket

a 10, tdbldzat tinteti fel. Megfigyelhetd, hogy az
interferonnal kezelt tenyészetek virushozama 3 ex-
ponenssel alacsonyabb, mint a nem kezelteké., Az
actinomycin nem befolydsolja a virusszaporoddst,
azonban &z interferon hatdsdt teljesen felfiiggesz-
ti.

A GAl-virussal indukdlt interferon ha-
tdsdt kiulvnbdzd csoportba tartozd virusokkal szem=-
ben is tanulmdnyoztuk. Az eredményeket a 11, tdb-
ldzat mutatja, Ldthaté, hogy az interferon mind
a poxvirus csoportba sorolt vaccinia, mind az arbo-
virus csoportba tartozd Sindbis, valamint vesicu-
lar stomatitis virus szaporoddsdt gdtolja. Kisér-
leteink szerint ez utébbi virus mutatkozott leg-
érzdékenyebbnek hatdsdval szemben.

A csirkesejteken kivill mds species
sejtjeiben is vizegdltuk interferonunk aktivitd-
sdt. E célra hirecstg embryo fibroblast csSkultu-
rdkat alkalmaztunk, Csirkesejtekben 1:256 titert
adé interferon 1:4 higitdsdnak 1-1 ml-dben 24 érédn
4t inkubdltunk hiresig embryo fibroblast sejteket,
majd friss tdpfolyadékot adtunk a kulturdkhoz, és
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10. tablazat.
Actinomycin D hatdasa a GAL-virus-

sal indukalt interferon antiviralis
aktivitdsara csirkesejtekben.

o tempdsmares virushozam
(PFE/m))
= 9 - 107
Actinomycin D 1" 7 107
Interferon 4" 5-40*
gl o5 107
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11. tdbldzat.
Klulénbh6zo virusok erzékeny -

sege a GAL-virussal indukalt
interferonnal szemben.

Virus Interferontiter
Sindbis 6l
Vesicular
stomatitis —

vVaccinia 64
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Sindbie virus kiilonb8z6 higitdsainak 0,1 ml-ével
fertdztiik, Kontrollként interferonnal nem kezelt
tenyészetek szolgdltak. Ujabb 24 d6ra mulva az
azonos virushigitdssal oltott tenyészetek tdpfo-
lyaddkdt Usszegyujtottik és 24 6rds csirkeembryo
fibroblast egysejtrétegii kulturdkon plaque médszer-
rel meghatdroztuk a kontroll és kezelt sejtek vi-
rushozamdt. Az eredményt a 12, tdbldzatban Ussze-
geztik, Lithaté, hogy az interferonnal t8rténd ke-
zeldés nem csBkkentette a hBrcstgsejtek Sindbis vi-
russal szembeni fogdékonysdgdit, mivel a virushogzam
a kontroll és kezelt sejtekben kBzel azonos volt;
Ez az adat a GAL-virussal indukdlt interferon spe-
cies specificitdsdra utal,

A tovdbbiakban vizegdltuk, hogy a GAL=-vi-
rus interferont indukdld képességét mennyiben be-
folydsolja hdvel, ultraibolya fénnyel, illetve
trypsinnel torténd kezelése.

A hékezelt GAL-virussal kapott eredmé-
nyeket mutatja a 2, dbra, A virus inaktivdldsa
56%°C-0s vizfiirddben tsrtént, A virus infectiv ti-
tere ¢és interferont indukdlé képessége pdrhuzamo-
san csdkkent a hdkezelds idStartamdnak nivelésd-
vel. A 10 perces hlkezelés megfosztotta a virust
infectivitdsdtél és ekkor mdr nem volt képes inter-

feron termelés kivdltdsdra sem.
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12. tablazat.

GAL-virussal indukdlt csirke
interferon aktivitasa horcsog -
embryo se)tekben.

Virushozam (PFE/mi)

Virus - interferonnal
higitas kezell nem kezelt
hércsogsejtekben
10~ 1-108 9-107
107 6-107 5.407
10°° v.40° r.40*




Interferontiter

HOkezelt GAL-virussal oltott
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2. abra.

Csirkesejtek interferon termelése.
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Mds médon alakult az interferon induk-
cid a virus ultraibolya fénnyel tdrténd besugdr-
zdsa esetén, A 3., dbrdbdl kitiinik, hogy a virus
mdr 10 perces besugdrzds hatdsdra elvesziti infec-
tivitdsdt, de még az 50 percig kezelt virus is
mérhetd mennyiségi interferont indukédl.

Ismert, hogy az adenovirusok nem tryp-
sin-érzékeny virusok, infectivitdsuk trypsin-ke-
zelés hagtdsdra vdltozatlan marad. A human adeno-
virusok interferon - indukeciéjdval kapcsolatosan
igen érdekes volt Bél4di és Prusztai /1967/ azon
megfigyelése, hogy a trypsin-kezelt virus -bdr
infectiv titere nem csikken- elvesziti interferont
indukdlé kééeaaégét csirkesejtekben, Vizsgdltuk,
hogy az avian adenovirusok esetében hasonld méb-
don érvényesiil-e a trypsin-kezelés hatdsa, Tdbb,
egymdstdl fligretlen kisdrlet eredményét mutatja a
13. tébldzat. Ldthaté, hogy a trypsin-kezelt vi-
rus a nem kezelttel azonos, egy esetben pedig ma-
gasabb titeri interferont indukdl, Még a 2 mg/ml
koncentrdciéban alkalmazott trypsin sem befolyd-
solta a virus interferont indukdlé képességét.



3.abra.

Csirkesejtek interferon termelese ultraibolya fennyel
besugdarzott GAL-virus hatdsdra.
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13'. 'tdbldzat.

Trypsinezett GAL-virussal oltott
csirkesejtek interferon termelese.

- az inoculum
’;;5?"‘3" kezelési interferontiter
ama modja
{ mg/ml trypsin
1" 3r°C 26
1.
" 37°C 256
1 mg/mi trypsin
{" 371°C 128
-
" 37 °C 64
2 mg/ml trypsin
" I*C .
2
¥ 377C 256
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Megbeszélés

Ismert, hogy a virusok interferont
induk4lé képessdgik tekintetében nagymdértékben
kiilsnbbznek egymdstél. Az interferon képzddés si-

kere azonban nemesak a virustél, hanem az alkalma-
zott sejtféleségtSl is fligg. Kimutattdk ugyanis,

hogy a Newcastle-betegsdg virusa csirkeembryo sej-
tekben nem vdlt ki interferon képzddést /Ruiz
Gomez ¢és Isaacs 1963/, ugyanakkor human thyroid
sejtekben /Baron és Isaucs 1962/, egdér embryo fib-
roblastban /Henle és munkatdrsai 1959/ és L sejt-
ben /Cantell éa Paucker 1963/ jé interferon - in-
ducernek mutatkozik, Hasonléan a 12. typusu human
adenovirus csirkeembryo sejtekben magas titeri
interferont indukdl, mig egydéb sejtfélesdgekben,
igy h8rcsig, egér fibroblastban és BHK21 sejtek-
ben hatéstalan /Bélddi és munkatdirsai 1968/. Je-

len kisérleteinkben a GAL-virussal kapcsolatosan
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is hasonlé megfigyeldst tettiink. A human tumor-
bél eredd li.Ep-2 sejtvonal sejtjeiben a GAL-virus
nem képes interferon-termelds kivdltdsdra. Ismert,
hogy tumorbél szdrmazé folyamatosan fenntartott
sejtvonalak kevésbdé alkalmasak interferon-terme-
lésre, mint a nem tumoros eredetil sejtek /Henle

és munkatdrsai 1959, Isaacs és munkatdrsai 1961/,
Ezért tartottuk fontosnak annak a vizsgdlatdt, hogy
a GAlL-virussal fertfzitt primer emberi embryo fib-
roblast sejtekben képzldik-e interferon. A kapott
negativ eredmény arra utal, hogy a GAL-virus a hu-
man adenovirucokhoz hasonldéan human eredeti sej-
tekben nem indukdl interferont.

Infectiv virus hatdsdra az interferon
képzbdése mellett a sejtekben rendszerint virus-
szaporodds is bekdvetkezik, amely gyakran csak
alacsony szintet ér el., Vizsgdlataink szerint a
CAlL~-virussal oltott csirkeembryo sejtek is ter-
melnek infectiv virust az interferon produkcidval
pdrhuzamosan, ennek ellendére a vizsgdlt idSpontok-
ban /1-3 nap/ a sejteken CP hatdst nem észleltiink.
A f8leg fibroblast typusu sejtekb8l 4116 csirke-
embryo kulturdkbdél szdrmazd virus titere egyet-
len egy esetben sem haladta meg a 103 ICDSO-t.
ugyanakkor a csirkevese sejtekben szaporitott vi-

rus titerét 10%:5 _ 10795 TCDg-nek taldltuk. ds

S Lo -
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szerz8k adataibdl is ismert, hogy a GAL-virus
infectiv titere 2-3 log-gal alacsonyabb esirke-
embryo fibroblast sejtekben, mint a mdjparenchy-
ma sejtekbll 4116 kulturdkban /Sharpless és mun-~
katdrsai 1961/, Egy mdeik adenovirus, a CELO-vi-
rus esetében ezintén hasonld jelenséget figyeltek
neg. A 0,0l-8 multiplicitdsu fertdadskor az inku-
bdeid 4. napjdn csirke fibroblast sejtekben 10793,
ceirkevese sejtekben pedig 107’5 rcnso virust mu-
tattak ki. Ekkor a fibroblast sejtekben semmifé-
le virushatdst nem dészleltek, a csirkevese sejtek
pedig maximdlis CP hatdst mutattak. Kéedbb a fib-
roblast sejtekben is jelentkezett a CP hatds,
azonban a fibroblast és epithelialis sejtekben
nyert virushozamok ki¥zttt még a 10. napon is 2
log kiuldnbség mutatkozott /Oxford és Potter 1969/.
Az influenza virus cytotropizmusdt tanulmdnyozva
Stewart és Frickey /1966/ azt taldlta, hogy csir-
keembryo tiUddbll szdrmazdé fibroblast sejtek ke-
vésbé alkalmasak a virus szaporitdsdra, mint az
ugyanolyan eredetil epithelialis jellegliek. Ujabd
vizegdlataik szerint a fibroblast sejtek kis mul-
tiplicitdsu influenza virussal térténd fertdzés-
kor tébb interferont termelnek és érzékenyebbek is

az interferon hatdsdval szemben, mint az epitheli-
alis typusuak /Gandhi és Stewart 1969/. Takahashi
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és munkatdrsai /1966/ az 5. typusu human adenovi-
russal fertfzitt hircsigvese és hirecsig embryo
sejtekben autoradiografids médszerrel vizsgdltdk
a H} thymidin incorpordcidt. A hircsigvese sejtek
90 %-dban jellemzd magzdrvdnyokat taldltak, és
ezeken a helyeken észleltdék a 33 thymidin incor-
pordcidjdt is. A hircsig embryobdl szdrmazd sej-
tek, amelyek tulnyomérészt fibroblast typusuak,
csak 7,7 %-ban mutattak hasonld elvdltozdst, je-
lezvén a fibroblast sejtek virussal szembeni ki-
sebbfoku érzdkenysépdét. Sajdt megfigyeldésiink to-
vdbbi adatot jelent az adenovirusok epitheliotro-
pizmusdra vonatkozbéan., Eredményeink alapjdin Sssze-
figgéat tdételeziink fel a GAL-virus csirke fibro-
blast sejtekben megfigyelt csBkkent virulencidja
és az dltalunk észlelt interferon termelSdés ki-
zUtt. Ugy gondoljuk, hogy az interferon felelds
azért, hogy a fibroblast sejtekben az epithelia-
lis sejtekhez képest kevesebb virus képzddik. Vé-
leményiink szerint a GAl-virusgal fertfzitt csirke
fibroblast sejtekben a CP hatds elmaraddsa szin-
tén az interferon-hatds kivetkezménye /Bakay 1969/,
Az interferon termeldddsének kineti-
kdjdt vizsgdlva azt taldltuk, hogy az interferon
a GAlL-virussal fertdzibtt csirke fibroblast sejtek-

ben a fertdzés utdni 6. Sriban jelenik meg, mennyi-
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sdge fokozatosan n8vekszik, ¢és 24 éra mulva éri
el maximumdt, majd a vizsgdlt periddusban ezen a
szinten marad. Tehdt a GAL-virus-csirkesejt rend-
szerben, hasonldan az eddig vizsgdlt szisztémdk-
hoz /Isaacs és Lindenmann 1957, Burke és Buchan
1965, Cantell és Paucker 1963/, az interferon hd-
rom szakaszos: a 6 6rds lag periddust a produkei-
6s szakasz kibveti, majd a stacioner fdzisban le-
411 az interferon termelfdése. Ezideig mds DNS
virussal indukdlt interferon termalddéaénok‘kine-
tikd jdrél nem ismeretesek adatok. Eredményeink
arra utalnak, hogy DNS virus esetében az interfe-
ron-termelés idébeni lefolydsa az KNS-virusokéhoz
hasonlé,

A GAl=~virussal csirkesejtekben indu-
kdlt antivirdlis anyagrdél megdllapitottuk, hogy
alacsony molekulasulyu fehérje, és antigenitds
szempontjdbdél a virustél merdben kildnbdzik., Ha-
tdsdt intracelluldrisan feJti ki KNS szintézist
igényld folyamat révén., Kifejezett species speci-
ficitdssal rendelkezik, killdnb8z8 virusokkal szem-
ben aktiv, és 2-es pill-ndl stabil, Igy minden vizs-
gdlt tulajdonsdgdban megfelel az interferonnal
szemben feldllitott kivetelményeknek /Burke és

Skehel 1967/. HOrezisztencidja alapjdn a esirke
interferonnal mutat azonossdgot /Lampson és munka-



térsal 1965/,

Valentine és Pereira /1965/ elektron-
mikroszkopos vizsgdlataibdl ismert, hogy trypsin
kezelés hatdsdra az adenovirionnak csak a 12 ver-
tex capsomerje /amely a pentbn antigénnek felel
meg/ kdrosodik, s az 56°C-os hékezelds is ezeket
a capsomereket teszi tinkre /Kussel, Valentine és
Pereira 1967/. Az ultraibolya besugdrzdsra elsld-
legesen a virus DNS-e kdrosodik, a penton antigén
ugyanakkor ellendllénak mutatkozik /lowe és munka-
tdrsai 1958/.

A human adenovirusok interferon-induk-
cidjdnak tanulmdnyozdea sordn BSlddi és Pusztail
/1967/ azt taldltdk, hogy a trypsin-kezelt ade-
novirus infectivitdsdnak megpartdsa mellett elve~
eziti interferont indukdlé képeesdgét. A hlkezelt
adenovirus interferont indukdlé kdpessedge infecti-
vitdsdval pdrhuzamosan sziinik meg, az ultraibolya
besugdrzds hatdsdra pedig a virus hamarabb veszi-
ti el infectivitdsdt mint interferont indukdlé
képessigét /Pusztai é; munkatdrsai 1969/. Ezek
alapjdn tételezték fel, hogy a human adenovirus
- ceirkesejt rendszerben a virus penton antigénje
vdltja ki az interferon-indukeiét.

Az ultralbolya fdénnyel besugdrzott,
tovdbbd a hékezelt GAL-virus a human typusokhoz
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hasonldan viselkedik. A 10 percig uv.-kezelt vi-
rus infectiv partikuldk képz8désdét mdr nem tudja
elinditani, azonban még az 50 percig besugdrzott
virus is elegendd informdcidét tartalmaz az inter-
feron indukcidhoz. A hOkezeldssel inaktivdlt GAL
virus nem indukdl interferont. A trypsin-kezelés

a human typusokkal ellentétben nem befolydsolja

a GAL-virus interferon indukcidjdt. Ez az adat
azonban csak ldtszdlagos ellentmonddst jelent a
human adenovirusok esetében megfigyeltekhez ké-
pest. A GAL-virus ugyanis, ellentétben a human
adenevirusokkal, szaporodik a csirke fibroblast
sejtekben, ezdért valdszininek tartjuk, hogy tryp-
sinezett GAL-virus alkalmazdsakor a replikdcid
folyamén ujonnan szintetizdlt penton antigének
szerepelnek inducerként. A kbBvetkezd tdbldzat szem-
1élteti a human ¢s az avian adenovirusok interfe-
ront indukdlé kdpességének ds infectivitdsdnak
alakuldsdt kildnbBz8 kezeldsek hatdsdra:

gin-kezel §§k°5ilt uv,-gezgit
ec- nduk- infec- nduk- infec- nauk-

virus tivi- cié tivi- ecié tivi- cié
tds tds tds

human + - - - : +

+

avian + + - -




Specifikusan esak DNS szintdzist gdt-
16 inhibitorok alkalmazdsdval kimutattdk, hogy
az interferon-képzlddés nem igényel uj DES szin-
tézist /Burke és Morrison 1966/. A GAlL-virussal
végzett kisérleteinkben azt taldltuk, hogy IDU
Jelenlétében a virusszaporodds 99 %-os gdtldsa
mellett az interferon titere a kontrollédval ki-
zel azonos, teljes gdtlds esetdében pedig megha-
ladja azt. Ezek alapjdn feltételezzilk, hogy IDU
alkalmazdsakor, amikor virussszaporodds nem jin
1étre, az inoculummal bevitt penton antigének
vdltjédk ki az interferon képzldését. Lehetsdges~
nek tartjuk, hogy IDU jelenlétében azért terme~
18dik t5bb interferon, mivel ebben az esetben
& sejtek csak az interferon termelésével vannak
elfoglalva,

Az interferon képzddésdnek mechaniz-
musdval foglalkozd kutatdsok ezideig nem tudtak
vadlaszt adni arra a kérddsre, hogy a virusok
milyen komponense vdltja ki az interferon kép-
z0déadt. Bgyes adatok alapjén, példdul, hogy
nukleinsavval is sikeres az indukeid, az a vé-
lemény alakult ki, hogy valdszinilleg a virusok
esetében is a nukleinsav felells az indukecidért.
Taldlhaté olyan adat is, amely a virus fehérje
komponensérdl tételezi fel, hogy inducerként



hat /Powell és Setlov 1956/. A trypsinnel, hé-
vel, valamint az ultraibolya fénnyel kezelt

mind human, mind avian adenovirusokkal végzett
indukcidé sordn kapott adatok az utébbi felte-

vést ldtszanak aldtdmasztani.
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Jeszefoglalds

Eredményeinket Hsszefoglalva, a kivet-
kezfket dllapithatjuk megs

1./ A GAL-virus human sejtekben nem
indukdl interferont, csirke fibroblast sejtekben
azonban a human adenovirusokhoz hasonldéan jé in-
ducernek mutatkozik.

2./ A képzadditt interferon minden
vizsgdlt tulajdonsdgdban megegyezik a mdr ismert
interferonokkal:

trypsin érzdkeny

hivel éa 2-es pli-val szemben ellendllé

a virussal szembeni specifikus immunsa-

vé nem inaktivdlja

species specificitdssal rendelkezik

kiil8nbdz8 virusokkal szemben hatdsos

actinomycin D gdtolja antivirdlis ha-
tdsdt.
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3./ Termel8désének kinetikdja az RNS
virusokkal indukdlt interferonéhoz hasonld.

4./ A képzbdttt interferon-mennyisdg
a fertdzdés multiplicitdsdtdl figgs.

5./ Az interferon-termelés a virus-
szaporoddsdnak IDU-val t8rténd gdtldsa esetén is
végbemegy.

6./ A hével inaktivdlt GAL-virus nem
indukdl interferont.

7./ Az ultraibolya fénnyel besugdr-
zott GAlL-virus hamarabb vesziti el infectivitd-
8dt, mint interferont indukdld képessdgdt.

8./ A virus trypsin-kezelése nem be-~
folydsolja annak interferon-termeldst kividlté
képességét,

9./ A GAL-virussal oltott csirke fib-
roblast sejtekben az interferon termelés mellett
kis mértdikil virusszaporodds is bekbvetkezik. Az
dltalunk megfigyelt interferon képzdddéssel magya-
rézzuk azt, hogy csirke fibroblast sejtekben,
szemben a vese sejtekkel, csak kevés virus ter-
mel6dik,é-}a virusra jellemzd CP hatds sem alakul
ki.

10./ Vizsgdlataink szerint tehdt nem-

csak a human adenovirusck, hanem az avian adeno-
virusck is indukdlnak interferont csirke fibro-
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blast sejtekben. Ez a megfigyeldsiink arra utal,
hogy az interferont indukd4lé képesség nemcsak a
human adenovirusokra, hanem az egéssz adenovirus
csoportra jellemzd tulajdonsdg.

11./ Ugy gondoljuk, hogy a GAl-virus
esetében, hasonldan a human adenovirusokhoz, szin=-
tén a penton antigén felells az interferon induke
ciddért, Véleménylnk szerint a GAlL-virus szaporo-
ddsdnak gdtldedt okosd IDU jelenldétében az inocu-
lummal bevitt penton antigének okozzdk az inter-
feron indukeiét, a trypsinezett virus esetdben :
pedig a sejtekben ujonnan képz8d8 penton antigé-
nek feleldsek az indukdidért.
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