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1. BEVEZETES

Els8ként Bernhard /1960/ szé&molt be intracellulérisan
eléforduld virus-szerl partikulumokrdl, amelyeket elsdsor-
ban tumoros sejtek citoplazmdjdban figyelt meg és A-parti-
kulumoknak nevezte el S8ket. Ezek a partikulumok kb. 70 nm
dtmérdjliek és két koncentrikus membrdnburokbdl, valamint
egy kdzépen elhelyezkeds, elég nagy, elektrondenz "mag"-
részbdl dllnak. Sejten belili elhelyezkedésiik alapjdn két
tipusdt lehetett elklildniteni. Az egyik tipus az intra-
ciszterndlis térben helyezkedett el, mig a mdsik a cisz-
terndkon kivil, a citoplazma-matrixba 4gyazva, intra-
citoplazmatikusan. Az intracitoplazmatikus A-partilulu-
mokat Bernhard a B-tipusu, onkogén emlé-tumorvirus pre-
kurzor alakjdnak tartja, hasonldan Kuff és mtsai vélemé-
nyéhez /1968/, akik MOPC 104LE plazmasejt tumort vizsgdl-
tak, és nem tartjdk kizdrtnak 8k sem ezt a lehet8séget

Az intraciszterndlis A-partikulumok esetében kimutat-
hatdé szoros 8sszefliggést az onkogén B- és C-tipusu parti-
kulumokkal eddig még nem sikerillt bizonyitani. Ugyanakkor
Calarco és Szollosi /1973/ beszdmolt arrdél is, hogy int-
raciszterndlis A-partikulumokat nemcsak tumorsejtekbdl
tudnak kimutatni, hanem egér embriondlis sejtekben /egé-
szen korai, mdr 2-3 sejtes stddiumban/, sét normdl se]tek-
ben is /Wivel és Smith, 1971/. Nagyobb mennyiségben azon-
ban f&leg neoplasztikus sejtekben fordulnak eld és kiildn-
bdz8 tumoros sejtvonalakbdél szdmos szerzd izoldlta /MOPC

460 - Robertson és mtsai., 1975; MOPC 104E - Kuff és



mtsai., 1968; N18 neuroblastoma - Wong-Staal és mtsai.,
1975; FLOPC-1 - Krueger, 1976/.

Az izoldlt A-partikulumok biokémiai tulajdonsédgai, flg-
getleniil attél, hogy milyen tumorsejtb8l izoldltédk, elég-
gé megegyeznek. Nem tul nagy mennyiségben, de mindegyikben
megtaldlhatdk a nagy molekulasulyu 60-70 S, illetve 32-
-35 S RNS /Krueger, 1976; Wong-Staal, 1975/, de z&mmel in-
kdbb kisebb molekulasulynak /5-15 S, Robertson, 1975/.

A nagy molekulasulyu RNS-ek poly At véget tartalmaznak
/3’/, ezek hossza 180-220 nukleotidnyi. A partikulum RNS-e
RNase érzékeny, luggal degraddlhaté, prondzra rezisztens
/Krueger, 1976/ . Ugyancsak kimutathatdé a partikulumban
reverz transzkriptdz aktivitds /RNS-fliggd, DNS polimeraz
mind endogén, mind exogén templdt jelenlétében /Krueger,
1976; Robertson, 1975; Wong-Staal, 1975/.

A keletkezd DNS produktum nem tul nagy, 4-10 S, és ha
hibridizdljdk A-partikulum RNS-sel, mintegy 90% a homoldg
szekvencia bennilk. Viszont, ha ugyanezt a DNS-t C-tipusu
:2E§§E@gipus 70 S RNS-sel /egér szarkdéma, leukémia/ hib-
ridizdljdk, akkor a fenti hibridizdcidnak csak mintegy a
felét kapjdk /Krueger, 1976; Robertson, 1975/.

A partikulumokbél izold&lhaté fehérjék néhdny f6 kompo-
nenst és t3bb minor fehérjét tartalmaznak. A fé struktur-
fehérjéje 70-73 ezer dalton molekulasulyu /Marciani és
Kuff, 1973; Kuff és mtsai., 1972; Lueders és Kuff, 1975/,
amely a bels6 membran f& komponense. A kiilsé membrdn fé
fehérjekomponense 80 000 dalton molekulasulyu. A minor

proteinek z&mmel 100 000, 46 000 és 30 000 daltonosak



/Lueders és Kuff, 1975/.

A fehérjék antigenitdsi vizsgdlatdval az A-partikulu-
mok és a C-tipusu partikulumok k&z6tt kapcsolatot nem
taldltak /Lueders és Kuff, 1975/.

Mind morfolégiai, mind biokémiai jellemzdik alapjén
az intraciszterndlis A-partikulumok és a C-tipusu onko-
gén RNS virusok szdmos k&z8s tulajdonsdggal rendelkeznek,
ugyanakkor kiilénbségek is Qannak, amelyek koziil igen 1é-
nyeges, hogy az intraciszterndlis A-partikulum transzfor-
m&lé hatdssal nem rendelkezik. Terjedése tehdt csak ver-
tikdlis lehet.

Yang és Wivel /1973/ feltételezik, hogy a tumorsejtek-
ben kisérdként szinte mindig megjelend A-partikulumok
vagy valamilyen rendellenes sejtalkotd vagy egy bioldgiai-
lag defektiv virus. Ez utdébbit t&bb kisérleti adat is ala-
tdmasztja. Igy példdul a reverz transzkriptdz jelenléte,
hiszen ez tipikus RNS-virus sajdtsdg. Ugyanakkor az iro-
dalombdl ismert, hogy létezik olyan RSV /Hanafusa, 1971/
C-tipusu RNS-virus mutdns, amelynek reverz transzkriptdz
deficiencidja van.

Az A-partikulum 70 S RNS-ét cDNS-be &tirva és vizsgalva
annak reasszociéciés.kinetikéjét normdl sejtvonal genom
DNS-sel, azt az eredményt kaptdk, hogy a 70 S 3HS-t kdédold
szekvencia Jelen van és igen magas ismétldédést mutat a
normédl genomban /Masao Ono és mtsai., 1980/. Hasonld
eredményekrdl szdmol be Lueders és Kuff /1977/.

Ez magyardzattal szolgdlhat arra, hogy bdr az izoldlt

intraciszterndlis A-partikulumokkal transzformdcidét eddig



még nem sikeriilt elérni, mégis, a tumoros sejtvonalakban
szinte kivétel nélkiil, az embriondlis fejl&dés soran kii-
18nb8z8 mértékben, de szintén megtaldlhatdk, &s - nem tul
gyakran ugyan -, de normdl sejtekben is eléfordulnak.
Ennek alapjan feltételezik, hogy az A-partikulum genetika
informdcidéja egy nagyon régi virusfertSz&€s sordn integra-
lédott a genomba.

Az eddig 6sszegylilt kisérleti adatok alapjdn - a szé-
mos k&z8s sajatsdg a C-tipusu onkogén RNS virus és az
A-partikulum k&zb6tt - ha nem is bizonyitott, de nem zér-
haté ki az A-partikulum és a tumor keletkezés kdzti kap-
csolat. Hogy ezen feltételezést kisérletesen bizonyitsuk,
szikség van ezen A-tipusu partikulumok tulajdonsdgainak
pontosabb, részletesebb megismerésére, és az ehhez meg-
feleld izoldldsi mdédszerek kidolgozdsédra.

Ezért a jelen doktori értekezés célja megfeleld mddszer
kidolgozdsa az A-partikulum izoldldsdra, Ehrlich ascites
carcinoma sejtekbSl, és az izoldlt partikulum Jjellemzése.
Ami lehetdvé teszi a tovébbiakban az A-partikulumok és a

tumor-keletkezés k&zti kapcsolat vizsgalatdt.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. A virusszerl A-részecskék i1zoldlésa

Mindkét nembéli, 30-40 g sulyu BALB/C egereket kb. lO8

szdmu, friss ascitesfolyadékbdél szdrmazd Ehrlich carci-
nomasejttel oltottunk intraperitonedlisan. Az &dllatokban
kb.: egy hét alatt 5-6 ml ascites alakult ki, s hasiliri be-
vérzés csak ritkdn volt tapasztalhatdé. Véres ascitest
nem haszndltunk fel. Kisérletenként 4-6 &1llatbdél szar-
mazé ascitesfolyadékot dolgoztunk fel. Az ascitest ste-
rilen bocsdjtottuk le, az &llat hasliregét kétszer Atmos-
tuk 10 mM TRIS-HC1 /pH 7,4/ buffert tartalmazé fiziold-
gids sdoldattal. A sejteket 4°C-on 5 percig 550 x g-vel
centrifugdltuk, a felliluszdt eldntbttik. A sejteket
évatos keveréssel a fenti sdoldatban szuszpenddltuk,
majd a centrifugdldst megismételtik. Egy tovdbbi, hason-
16 mosas utdn a sejteket 1izdld buffer Stszdrds térfo-
gatnyl mennyiségében kevertik el /0,25 M szahardz,

0,05 M NaCl, 2 mM MgClz, 1 mM ditiotreitol, 20 mM
TRIS-HC1l, pH 7,4/, majd lassan Triton X-100-at adtunk
hozzd, 0,5% végsd koncentrdcidig /Kuff és mtsai., 13968,
Wong-Staal és mtsai., 1975/.

Az anyagot Dounce-homogenizdtorban homogenizdltuk,
mig faziskontraszt mikroszképban ép sejtek t8bbé nem
voltak megfigyelhetdk /15-20 huzds/. A homogendtumot
ezutdn 2,5-szeresen higitottuk 1izdlé bufferrel és EDTA-
val, 0,2% Triton X-100 és 10 mM EDTA koncentrdcidig. A

szuszpenziébdl 30 perces 2 500 x g-vel tOrténd centrifu-



gdlassal a sejtmagokat lelilepitjik. A fellluszét 10 ml-
es 40% /1,17 g/cm3 stirlségli/ szahardz "parndra" rétegez-
tik, s Beckman SW 28 rotorban 16 6rdig, 110 000 x g-vel
centrifugdltuk 4°C-on.

A kapott liledéket szahardz bufferben oldottuk /10 mM
TRIS-HC1l, pH 7,4, 10 mM EDTA, 1 mM ditiotreitol/, majd
a benne 1évé kromatin degraddcidja céljédbdél Btszdr &t-
préseltiik vékony, 23-as injekcidés tiin. A mechanikus fel-
tdrds sordn virusszerid részecskék levdlnak a membrén-
térmelékrdl /Krueger, 1976/.

A kapott anyagot 33-68%-os / s/tf / szahardz gridiens-
re rétegeztik, s Beckman SW 28°1 rotorban 16 érdig cent-
rifugdltuk, HOC-on, 25 000 ford/perc sebességgel /Yang
és Wivel, 1973/. A csdvek tartalmé&bdl kb.: 24 frakcidt
gylijtéttink, s mértlik a frakcidk abszorbancidjit 260 nm-
en, s tdrésmutatdjdt, a silirliség meghatdrozdsa céljébdl.

A részecskék a szahardézgrddiens 1,20 - 1,24 g/cm3
slriiségi zdéndjéban helyezkedtek el. A tovadbbi feldolgo-
zdsra kerlild részecskéket az O8sszegyiijtdtt frakcidk
anyagabdl 100 0C0 x g, 1 érds centrifugdlédssal Ulepitet-
tik ki, miutdn szaharéz-bufferrel 2-3-szorosdra higitat-
tuk azokat. A kapott liledéket tovdbbi felhaszndldsig fo-

lyékony nitrogénben tiroltuk.

2.2. A részecskék RNS tartalmidnak kivondsa

A szaharéz grddiensen tisztitott részecskékbdl az

RNS-t SDS-fenol extrakcidval v . A részecskékbdbl

<9
4116 Uledéket NET-bufferben /.Qlaﬁgﬁagé, 0,01 M TRIS-HC1
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pH 7,4, 1 mM EDTA/ oldottuk, s SDS-t adtunk hozzd 1%
végsd koncentracidéig. Az oldathoz azonos térfogatu,
NET-bufferrel telitett, pH 8,0-as fenolt adtunk, 10 per-
cig rdztuk, s a fazisokat centrifugdldssal vdlasztottuk
szét. Az extrakcidét megismételtilk, ezutdn 1l:1 ardnyu
fenol-kloroform eleggyel, majd kloroformmal ujabb extrak-
cidkat végeztiink. Az utolsd extrakcid utdn a viées fa-
zishoz 0,1 tf 2,0 M Na-acetdtot /pH 5,0/ adtunk, s az
RNS-t 2,5 tf jéghideg abszolut etanol hozzdadisdval csap-
tuk ki. Az elegyet éjszakdn &t -20°C-on tartottuk, majd
SE 28 rotorban 25 000 ford/perc sebességgel 45 percig
centrifugdltuk. Az {iledéket ismét NET-ben oldottuk, s a
kicsapast megismételtiik. Tovdbbi feldolgozds eldtt

az RNS-liledéket feloldds nélkiil ismételten alkohollal

mostuk és centrifugdltuk.

2.3. A részecskékbd1l kivont RNS vizsgdlata agardz gél

elektroforézissel

A 2.2. pontban leirtak szerint prepardlt RNS-t aga-
réz gél elektroforézissel vizsgdltuk /Rosen és mtsai.,
1975; Lehrach és mtsai., 1977/.

170 x 150 x 3 mm-es, 6 M uredt tartalmazdé, 1,5%-0s
agardéz /Agarose, Sigma Type V/ lemezen végeztik a fut-
tatdst. Horizontdlis rendszerben, 10 V/cm lépcséfeszilt-
séggel, 4,5 - 5 6rat futtattunk szobahdmérsékleten. Az
elektréddpuffer 25 mM-os citrdt-puffer volt /pH 3,5/, de

urea nélkiil. Az RNS-t 50°C-o0s 6 M urea, 50% formamid



oldatban oldottuk fel. A minta alapos denaturdcidja cél-
jadbdl 10 percig 50°C-on tartottuk, majd a renaturdcid
elkeriilésére hirtelen hiutdttik le, jeges vizben. A fel-
vitel elétt még jelz8festékként brdémfenolkéket adtunk a
mintdkhoz /6 M urea, 50% formamid oldatban oldva/. Marker-
ként patkdnymdjbél izoldlt citoplazmatikus RNS keveréket
haszndltunk /28 S, 18 S, 5,8 S, 5§ S, 4 S/.

A futtatds utédn a gélt 0,1 M amménium-acetdtban mos-
tuk 2 x 5 percig, majd 10 pg/ml etidium-bromid oldatban
festettiik 20 percig. Festés utdn a szinezék feleslegét
desztilldlt vizzel kimostuk és a géleket ultraibolya
/254 nm/ fénnyel megvildgitva fényképeztik. Az elektro-

ferogramok tovadbbi értékelése a fénykép alapjén tdrtént.

2.4. A részecskék fehérjéinek elektroforetikus vizsgdlata

A virusszeri részecskéket tartalmazd, szahardz gradi-
ensbdl nyert frakcidét 10% trikldérecetsavval kicsaptuk.
Az ebb&1l kapott csapadékot alacsony fordulattal lecentrifu-
gdltuk, mostuk hidegen 70, majd 96%-os etanollal, vikuum-
exszikkdtorban kiszdritottuk. A szdritott fehérjeport fel-
oldottuk és a Laemmli és Favre /1973/ 4ltal leirt mdédszer-
rel SDS-poliakrilamid géllemezen elektroforetizdltuk. A
gél 9% akrilamidot, 0,2% metilén-bisz-akrilamidot tartal-
mazott. Futtatds utdn 25% izo-propanol, 10% ecetsav,
0,05% Coomassie Brillant Blue R 250 keverékben festettiink
éjszakdn 4t, 10% izo-propanol, 10% ecetsav oldatban diffe-
rencidltunk. A géleket nedves dllapotban sdrga sziirével

fényképeztiik.



2.5. A részecskékhez ko6tdtt RNS-fliggd DNS polimerdz

aktivitds mérése

Az endogén reverz transzkriptdz aktivitds mérésére hasz-

ndlt reakcidelegy az egér myeloma sejtek A-részecskéire
leirt médszernek feleltek meg /Robertson és mtsai.,
1975/. Az in vitro DNS szintetizdld rendszer 50 pl
végtérfogatban 50 mM TRIS-HC1l pH 8,3, 12 mM Mg-acetat,
200 mM KC1, © mM 2-merkaptoetanol, 350 pg/ml marhaszé-
rum albumin, 0,2% Triton X-100, 19 tf% glicerin, 0,3 mM

3H dTTP /500 cpm-perc~l~pmol_l

/5y 0,5 mM - 0,5 mM dATP,
dCTP, dGTP tartalmu volt, amelyhez 20 upul-nyit adtunk a
grédiens egyes frakcidibdl.

A dezoxitrifoszfdtokat nem tartalmazé, kétszeresen
koncentrdlt reakcidelegyet a frakcidkhoz adtuk, Vortexen
alaposan Osszekeverve, jégben 10 percig eldinkubdltuk a
kotdtt revertdz felszabaditdsa céljabél. Ezt kdvetden a
hideg, véglil a jelzett nukleozid-trifoszfdtot hozzdadva
a reakciét elinditottuk. 37°C-on 90 perces inkubdcid u-
tdn aliquotokat szdritottunk Whatman GF/C boroszilikdt
sziir8korongokra, mostuk Sket 5%-os hideg trikldérecet-
savval és 96%-os alkohollal. A szdraz filterekhez k&tott

radioaktivitdst toluol-alapu szcintilldcids keverékben

LKB szcintilldcids szdmldldban mértiik.

2.6. A részecskék elektronmikroszkdépos vizsgdlata

A szaharéz grddiensben tisztitott A-partikulumokat
a felhigitott frakcidkbdél lecentrifugdltuk /100 000 x g,

45 perc, uOC/, s az lledéket in situ rdgzitettik 100 mM-



os kakcdildttal /pH 7,2/ pufferolt 2,5%-os glutdralde-
hiddel. Az utdnfixdlds 2%-os OsOu-dal, a bedgyazas
Epon-Araldit keverékbe t8rtént. A metszést LKB ultra-
mikrotommal végeztiik. A metszetek kontrasztositédsa
uranilacetdttal és Slomcitrdttal tdrtént. A metszete-
ket JEOL 100~-C tipusu elektronmikroszkdéppal 80 kV gyor-
sité feszliltségnél vizsgdltuk.

Az ascites-sejtek eldkészitése a leirtakhoz hasonlé-
an tértént, kiméletesen centrifugdlt ascites-sejt Ule-

dékbsl.



3. EREDMENYEK

3.1. Az A-partikulumok in situ kimutatdsa és morfold-

giai jellemzése Ehrlich ascites sejtekbdl

Irodalmi adatok szerint az A-partikulumok megjeienése
tumor-sejtek citoplazmdjdban szémos, kiilénbbz8 egér
sejtvonalban is megfigyelhetd.

Ehrlich ascites carcinoma sejtekben A-tipusu virus-
szerli részecskéknek megfeleld képzddmények szintén a
sejtek citoplazmdjdban figyelhetS8k meg. TSbbnyire az
endoplazmatikus hdlézat kiszélesedett ciszterndiban
helyezkednek el.

Az 1/a elektronmikroszképos felvételen e képletek
lathaték. Nagyobb nagyitdsban /80 000 x/ jél1 megfigyel-
heté a nagy elektronszérdsu mag és az azt koérilvevd
kettds membrant tartalmazdé, 70 - 100 nm dtmérdjli par-
tikulum /1/b &bra/. Mas, A-virusrészecskét tartalmazd
sejtekhez /MOPC, neuroblastoma; Kuff és mtsai., 1968;
Calarco és Szollosi, 1973/ képest jéval kevesebb virus-
szerl részecske figyelheté meg Ehrlich sejtekben.

A felvételeken az intraciszterndlis A-partikulumok
t&bbnyire egyesével helyezkednek el /l/a; 1/b &bra/,
csoportok el&Sfordulds ritkdbban figyelheté meg /1/c ab-

ra/.



1. &bra
Ehrlich ascites carcinomasejtekben taldlhatd virus-

szerl partikulumok in situ elektronmikroszképos képe

1/a : Intraciszterndlis A-partikulumok

39 000-szeres nagyitdés



1/b : Intraciszterndlis A-partikulum

60 000-szeres nagyités

1/c : Csoportosan elhelyezkedd intraciszterndlis
A-partikulumok

80 000-szeres nagyités



Az intraciszterndlis A-partikulumok az un. "budding"
sordn jutnak be a ciszterndba. Ennek sordn a '"core'"-
-partikulum a sejt endoplazmatikus membrdnjdnak segit-

ségével lefliz6dik az intraciszterndlis tér feld /2. &bra/.

2. abra
A-partikulumok lefliz6dése és az intraciszterndlis térbe

jutdsa un. "budding" mechanizmussal

: 100 nm



Hasonlé partikulumok igen ritkdn extraciszterndlisan

is megfigyelhetdk. Ennél viszonylag gyakrabban megfigyel-
hetd jelenség a részecskék kijutdsa az extracelluldris

térbe, szintén "budding" mechanizmussal /3/a; 3/b; 3/c

adbra/.

3. abra

A-partikulumok extracelluldris formdi

tumorsejtekben

: 200 nm




3.2. Az Ehrlich-sejtek A-virusszerl részecskéinek rész-

leges tisztitdsa és biockémiai jellemzése

Az A-partikulum RNS-ének Jeldlésére a daganat dtoltdsat
kdvetd hatodik és hetedik napon 7,4 - 7,4 MBq 3H—Na-
-orotdtot adtunk intraperitonedlisan, s a daganatsejte-
ket a nyolcadik napon bocsdjtottuk le. Az A-partikulu-
mokat a tumor sejtekb8l az Anyagok és Mddszerek cimi fe-
jezetben leirtak szerint izoldltuk /ldsd: alabb/.

Az iz0l4lés sordn a sejteket redukdld kdzegben és de-
tergens jelenlétében homogenizdlva /lasd: 2.1. fejeze-
tet/ nemcsak a sejtmembrdnok degraddldéddnak, hanem a sejt
belsdé membrdnrendszere is. Mint ismeretes, 1ilyenkor a
klUlsé magmembran is tdnkremegy, s hogy a sejtmagok
ilyenkor még egészében lelilepithetdk, az a magok ellen-
4116 matrixszerkezetének kdszbnhetd. A kiinduldsi anyag-
ként szo0lgdld, a magok lelilepitése utdn kapott feliiluszé
igy f6leg citoplazma-térmeléket tartalmazott. A hozzd-
adott EDTA hatdsédra szétestek a riboszémék is, s az
alacsony ionerdsség mellett a legtdbb nukleoproteid erd-
sen duzzadt &llapotban van. A citoplazma extraktumot az
1,17 g/cm3 slriiségli szahardzrétegen dtilepitve, eleve
csak a legkevésbé duzzadt, kompakt képzddmények jutnak
dt: a virus-részecskék mellett kevés kromatin /nyilvén
kiléndsen kompakt szerkezetl heterokromatin-tdrmelék/
és riboszém&lis eredetii anyag. A virusszerid partikulu-

mokat a hozzdjuk k&tve maradt membrdntdrmeléktdl és



kromatin szennyezéstdl hidrodinamikus zuzdssal megsza-
baditottuk /injekcids tin vald &atpréseléssel/. Az A-
-partikulum tovébbi tisztitdsdt 33 - 68%-os izopiknikus
szacharéz gradiensben tdrténd centrifugdlassal végeztik.
A partkulum a grddiens 1,22 g/cm3 zéndjdban /SW 55 ro-
torban 45 000 ford/perc sebességgel centrifugdlva 18

éra alatt/ jut egyensulyba /4. dbra/.

A fent emlitett centrifugdldsi koérilmények kozdtt az
A-partikulumokkal nagy mennyiségli riboszéma 1is koszedi-
mentdl. Valdban a grddiens 1,22 g/cm3 z6éndjat kille-
pitve és elektronmikroszkdéposan vizsgdlva /lasd: Anya-
gok és Mbédszerek cimi fejezet 2.6. pontja/ a virusparti-
kulumok mellett nagy mennyiségli riboszdédma-szennyezddés

ldthatdé /5. &bra/.

Kés8bb, amikor a futtatds sebességét 25 000 ford/perc-
re csdkkentettilkk, a virusszeri részecskék vdltozatlan he-
lyen jelentkeztek, de a riboszdma eredetld frakcid alig
mozdult el, a grddiens tetején maradt. Ilyen futtatds
szedimentogramjdt mutatja a késSbb ismertetett 8. dbra

is.
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4. abra

3H-orotsavval jeldlt Ehrlich ascites A-partikulumok
szedimentdcidja 33-68%-os izopiknikus cukorgrddiens-
ben. SW ‘55 rotor; 45 000 ford/perc; 18 ora.

- e - optikai denzitds 260 nm-en

=0 3H—savval kicsaphaté radioaktivitéds



5. &bra

Izoldlt cukorgrédiensben tisztitott A-partikulumck

ultravékony elektronmikroszképos metszete

: 100 nm



3.3. Az Ehrlich ascites carcinoma sejtek A-partikulumai-

nak ribonukleinsavai

A szahardzgrddiensben tisztitott részecské&kbdl az Anya-
gok és Mdédszerek cimi fejezet 2.2. pontjdban leirt médon
&llitottunk eld RNS-t és analizdltuk agarézgél elektro-
forézissel. A 6. &bran lathatd, hogy a meglehetds hetero-
gén eloszldsu RNS-ek a gradiens mentén végig, minden frak-
cidban megtaldlhatdk, de emellett a peaknek megfelelden
megjelenik egy 60-70 S és egy kisebb, 32-35 S komponens.
A 28 S-nél kisebb RNS populdcid, részben a partikulum sa-
jJj&t nagy molekulasulyu RNS-einek degraddcidés termékei, és
kis molekulasulyu RNS-ei, valamint riboszémdlis RNS-ektdl
szdrmazé szennyezddés. A grddiens k&énnyebb 2zdn&djédbsél /ri-
boszéma csucs/ 1zoldlt RNS profilja megegyezik a markeré-
vel /6. dbra/. A jellemzést igen megneheziti, hogy ebben
a tartomdnyban /32-60 S/ nehéz megfelelS RNS markert ta-
141ni, s a bomlékony RNS teljes denaturdcidéja sem érhe-
t6 el biztosan annak veszélye nélkiil, hogy az RNS k&zben
ne degraddlédna. Egyes frakcidkban megfigyelhetd, hogy a
start-zéndban '"beragadt", el nem mozdult anyag van, ami

feltehet8en DNS természetii.
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Intraciszterndlis A-partikulumokbél izoldlt RNS elektro-

forézise 6 M uredt tartalmazé 1,5%-os agaréz gélben

/10 V/em - 5,4 - 5 éra/

Festés: 10 upg/ml Etidiumbromid 20°

A :1-5=-9-12: patkdnymdj citoplazmatikus RNS marker
el =8 o o .
2 = 8 : a gradiens 1,22 g-cm z6najaboél 1zo-
141t RNS két kiil6nb&z8 kisérletbsl;

3 - 7 : ugyanaz, mint a 2-8, csak nagyobb
mennyiségli RNS keriilt felvitelre;

L : a gréddiens kdnnyebb zéndjadbédl izoldlt
RNS.

B:1-2-3-14: Az A 1-2-3-4 hosszabb ideig expondl-

va, nagyobb nagyitdsban.



3.4. A részecske fehérjéi

A szahardzgradiensen tisztitott részecskék fehérjéi-
nek elektroforetikus képe jéval egyértelmilbb, mint az
RNS~-eké. Denaturédld kérilmények kdzdtt, 9%-os SDS-poli-
akrilamid gélben futtatva /ldsd: Anyagok és Mddszerek
cimli fejezet, 2.4%4. pontja/ kilenc kifejezett frakcid
ismerhetd fel, ezek molekulasulya csdkkend sorrendben:
176, 151,97, 94, 82, 60, 45, 36 és 31 kilodalton. A t&bbi,
egérb8l izo0ldlt ismert A-részecskéban jellemzd egy
73 000 molekula témegi f& fehérjekomponens /Lueders és
Kuff, 1975; Kuff és mtsai., 1972/, ezt Ehrlich sejtek-
b&1l kimutatni nem lehetett. A 7. dbrdn lathatd elek-
troferogramok szerint legnagyobb mennyiségben a 45, 60
é€s 97 kd tomegi fehérjekomponensek figyelhetd8k meg /7.
dbra/.

Kisérleteink alapjdn nem itélhetd meg e fehérjék &-
lettani szerepe, csupdn annyi, hogy az RNS-filiggd DNS

polimerdz a nehéz frakcidk valamelyike lehet.



7. &bra
Ehrlich ascites tumor sejtekbdl izoldlt A-partikulumok

fehérjéinek SDS-poliakrilamid gélelektroforézise
/9%-0os 1 mm vastag slab gél; 120 V - 5 dra/
Festés : 0,05%-os Comassie Brillant Blue R 250

1. Marker - ovalbumin /43000/

3e=5. Marker - foszforildz "b" /94000/, albumin /67000/.
ovalbumin /43000/, karbonanhydréiz
/ 30000/

2. Gradiens /8. Abra/ cstics fehérjéi /11 fr/

4. Gradiens /8. 4bra/ 10-12-13 fr. fehérjéi



3.5. A részecskékhez kOtdtt RNS-fliggd DNS polimerdz

A gradiers kilénbdzé frakciéit dezoxi-ribonukleozid
trifoszfidtokkal /dTTP, tricidlt volt/, oligo /dT/8_12
primer jelenlétében inkubdlva az A-partikulumokat tartal-
mazd zéna poli-dezoxiribonukleotid lédncot szintetizdlt
/1dsd: Anyagok és Modszerek ciml fejezet, 2.5. pontja/.
Mivel a virusszeri partikulumok DNS-t nem tartalmaznak,
igy templdatként csak a partikulum sajdt RNS-e jdhet szdba.

Ez azt bizonyitja, hogy a partikulumok reverz transz-
kriptdz aktivitédssal rendelkeznek /8. &bra/. Ezt aldtéa-
masztja az is, hogy az enzimaktivitds RNase érzékeny
volt. A grddiens egyéb zdéndjédban reverz transzkriptdz
aktivitéds nem volt mérhetd.

Az &ltalunk 1zo0ldlt entitdsok virusszerl jellegének
legfontosabb bizonyitéka, hogy endogén DNS polimerdz ak-
tivitdssal rendelkeznek. Mivel a részecskék DNS-t nem
tartalmaznak, nyilvdnvaldan revertdz hatéérél van szé.

Az Anyagok és Mddszerek ciml fejezet 2.5. pontjdban le-
irtak szerint megratdroztuk a részecskék végsd tiszti-
tdsdra haszndlt szahardz sirliséggrddiens frakcidinak en-
dogén DNS polimeréz aktivitdsdt /8. dbra/. Az enzimakti-
vitds RNase érzékeny volt, s maximuma egybeesett a gra-
diens 1,22 g/cm3 siiriségli szakaszdval, ahol a részecskék
egyébként is kimutathaték voltak. Az 1,22.g/cm3 peaken
kivil revertdz aktivitds nem volt mérhetd a gradiens

frakeciéiban.
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8. abra

Izopiknikus cukorgrddiensben /33-68% szaharéz SW 28°1 rotor
25 000 ford/perc; 16 6ra/ tisztitott A-partikulumok endogén

reverz transzkriptdz aktivitédsa.

- ® - 260 nm-en mért optikai denzitis
e A g e .
Bz 120 soream surlségli csucs felel meg az A-parti-
kulumoknak. A k&énnyebb zéna a riboszdémdlis szennye-

zést tartalmazza.

- 0 - Endogén reverz transzkriptdz aktivitdas
3H—TTP-bc’Sl polinukleozid ldncba beépililt savval

kicsaphaté radioaktivités.



4. KOVETKEZTETESEK

1. In situ ELMI felvételeken kimutattuk, hogy az

Ehrlich ascites tumor sejtek is tartalmaznak a cito-

plazmdjukban virusszeril A-partikulumokat. Elhelyezkedé-
stk féleg intraciszterndlis, bdr néhdny esetben extra-
celluléris lokalizicid is megfigyelhetd. Ezen részecs-
kékre, egyéb tumor sejtekbdl izoldltakéhoz hasonldan,

jellemzé az elektrondenz mag és az azt kdriilvevd kettds

membrdn. Méretiik kb. 70 nm.

2. Ezen részecskéket 33 - 68 %-o0s izopiknikus cukor-
griddiensben részlegesen tisztitottuk, slirliséglik

1422 g/cm3

w

Elektroforézissel az intraciszterndlis A-parti-
kulumokra Jjellemzé 60 - 70 S, illetve 32 - 35 S
RIiS-ek Ehrlich ascites A-partikulumaiban is kimutatha-

tdk.

L. Az A-partikulum fehérje profilja heterogénebb,
mint az irodalomban &ltaldban k&z81lt egyéb A-par-
tikulumok fehérjéi. F& fehérjéi: 45, 60 és 97 kd tdme-

glek.

5. Kimutattuk, hogy ezen partikulumok endogén

reverz transzkriptdz aktivitdssal i;/pggég&teznek.
/ ' AN




Tehdt az Ehrlich ascites carcinoma sejtekben taldlhatd
és azokbdl izoldlhatd részecskék tulajdonsdgaik alapjan
virusszeri intraciszterndlis A-partikulumoknak tekint-

hetdk.

A virusszerl intraciszterndlis A-partikulum jellem-
zése és tisztitdsdra kidolgozott médszer lehetbvé teszi,
hogy a jov8ben behatdébban vizsgdlhassuk az onkogén viru-
sok, és az A-partikulumok k&zdtti kapcsolatot, amely fel-
tehetden k&zelebb visz a virus-aetioldgidju tumorok kelet-

kezésének megismeréséhez.
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