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BEVEZETES

A humdn herpeszvirus 6 (HHV-6), mely gyakran reaktivilédik a human
immundeficiencia virus 1. tipusdval (HIV-1) fertdzott betegekben, a HIV-1-gyel
kolcsonhatdsba 1épve befolydsolhatja annak szaporoddsat, ezért az AIDS progresszié igen
fontos tényezdje lehet. A két virus kapcsolatat in vitro mér tobb sejttipusban tanulmédnyoztak,
dm a HIV-1 vertikdlis 4tvitelében kulcsszerepet betoltd syncytiotrophoblast (ST) sejtekben,
illetve a macrophagokban az interakcié még nem kellden tisztazott.

Napjainkban a HIV-1 anyardl gyermekére torténd 4tvitele a virus terjedésének egyik
jelentds problémdjava valt. A méhen belilli fert6zés fontos mddja a HIV-1 vertikdlis
atvitelének (Maury et al., 1989). A méhlepény ST sejtjei barriert képeznek a magzat és az
anya kozt, hiszen ez a folyamatos, sokmagvu epithelium 4ll kdzvetlen kapcsolatban az anyai
vérrel (Enders, 1989). A virusnak ezen a rétegen kell athatolnia ahhoz, hogy elérje és
megfertézze a magzati sejteket. Azt, hogy a HIV-1 képes megfertdzni az ST-okat mér tobb
vizsgalat igazolta: egyrészt in situ HIV-1 specifikus provirdlis DNS-t mutattak ki benniik
(Backe et al., 1992; Chandwani et al., 1991; Lewis et al., 1990), masrészt in vitro siKeriilt
sejtmentes viruspartikulumokkal megfertdzni az ST sejteket (Bacsi et al., 2001; Mano and
Chermann, 1991; Zachar et al., 1991a). Ezekben az in vitro fert6zott sejtekben azonban a
HIV-1 replikiciés ciklusa 4ltaldban abortiv, fert6zOképes virionok nem vagy igen kis
mennyiségben {iriilnek (Zachar et al., 1991b). Azt, hogy a ST-ok in vivo produktiv fert6zése
meghatdrozott feltételek mellett végbemehet, klinikai vizsgdlatok is igazoljdk: a méhlepény
trophoblast sejtjeiben HIV-1-specifikus p24 antigén mutathat6 ki (Backe et al., 1992; Lewis et
al., 1990). Feltételezhetd, hogy a HIV-1 szaporodasit, igy a virus transzplacentdlis dtvitelét
szamos tényezd befolydsolhatja.

ST sejtekben a HIV-1 replikicié stimulalasanak egyik lehetséges mddja a HHV-6-tal
torténd koinfekcié. A HHV-6 rendkiviil elterjedt virus, a primer fert6zés utdn latens
allapotban a szervezetben marad, a szeropozitivitds atlagos felnott populdciéban meghaladja a
90 %-ot (Irving and Cunningham, 1990). A HHV-6 — az esetek tobbségében a virus A
varidnsa — mar a HIV-fert6z€s korai stddiumaban reaktivalodhat (Knox and Carrigan, 1996).
A terhesség alatti reaktivacié szintén igen gyakori (Dahl et al., 1999; Ohashi et al., 2002),
ekkor a virus a placentdt is megfertdzheti. Bizonyos tanulmanyok szerint a HHV-6 a CD4
gént aktivilva fokozhatja a HIV-1-gyel szemben fogékony sejtek szadmat (Furlini et al., 1996;
Lusso et al, 1991; Lusso et al., 1993). Ugyanakkor a HHV-6, részint transzaktivalo



géntermékeivel a HIV-1 LTR-re (long terminal repeat) hatva aktivdlhatja a latens HIV-1
fert6zést, fokozhatja a replikéaciét (Di Luca et al., 1991; Ensoli et al., 1989; Geng et al., 1992;
Kashanchi et al., 1994; Martin et al., 1991; Nicholas and Martin, 1994; Zhou et al., 1994). Bar
a HHV-6 transzplacentdlis atvitele nem tdl gyakori, mintegy 1-1,6 % (De Bolle et al., 2005),
HIV-pozitiv anydkban mégis fontos tényezé lehet a HIV-1 méhlepényen keresztiili
atvitelében.

Epidemioldgiai vizsgédlatok szerint a magzat fertéz8dése a terhességnek vagy a korai
vagy a késoi fazisdban torténik (Blanche et al., 1994; Dabis et al., 1993). Feltételezések
szerint azonban inkdbb az utobbinak van nagyobb szerepe a transzplacentdlis atvitelben
(Krivine et al., 1992; Luzuriaga et al., 1993). Ezért sziilésbol szdrmazé méhlepénybdl
szepardltunk cytotrophoblast sejteket, és az ezekbdl kialakitott ST sejtekben vizsgéltuk a
HIV-1 és a HHV-6A kolcsonhatdsét.

Kisérleteinkkel a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszokat: Képes-e a HHV-6A
fertézni az ST sejteket? Befolydsolja-e a virusok replikédcidjat a HIV-1-gyel, illetve HHV-6A-
val torténd koinfekcio? Ha igen, milyen médon?

A monocyta / macrophag vonal sejtjei nemcsak az aktiv HHV-6 fert6zés fontos
célsejtjei, hanem egyben a latencia fontos szinhelyei is (Kondo et al., 1991; Kondo et al.,
2002). A macrophagok a HIV-1 fert6zésben is rendkiviil fontos szerepet toltenek be, hiszen
célsejtek €s reservoirok a virus szdmadra, illetve migracids képességiik miatt igen jelentdsek a
virus szervezeten beliili disszemindcidjaban és a patogenezisben (Kedzierska and Crowe,
2002; Verani et al., 2005). Ezek a sejtek elsdsorban a HIV-1 RS varidnsaira fogékonyak,
melyek CCR5 kemokin koreceptorhoz kotddve képesek a sejtbe bejutni. A receptor
érzékenységét, sejtfelszini expresszidjat, igy a sejtek HIV-1 iranti érzékenységét szamos
tényez0 befolyasolhatja. Kulcsfontossagui szerephez jutnak ebben a kiilonb6z6 kemokinek,
melyek ezen receptorok természetes agonistdiként a receptorhoz vald kotodésért versengve
akaddlyozhatjdk a viruspartikulumok sejtbe valé bejutdsiat. Emellett a kemokin receptorok
mikodését ligandjaik kotddése szabdlyozza. A kemokin-receptor kapcsolat olyan
kaszkddrendszert kapcsol be, amely nemcsak a kolcsonhatisban résztvevd receptor
érzékenységének elvesztéséhez és internalizdcidjahoz, de heterolég médon mas kemokin
receptorok miikodésének, expresszidjdnak megvéltozasdhoz is vezethet. Kiilonb6z6
sejttipusokban (CD4+ T-lymphocytdkban, periférids vér mononuclearis sejteiben, dendritikus
sejtekben és ex vivo lymphoid szovetekben) mar kimutattak, hogy a HHV-6 képes a HIV-1
replikécidjat szuppresszalni, és ebben feltételezések szerint kiilonb6zd szolubilis anyagoknak

lehet szerepe.



Annak ellenére, hogy a macrophagok mind a HHV-6, mind a HIV-1 fert6zésben
kulcsfontossdguiak, a két virus kdlcsonhatdsat ezekben a sejtekben még nem tanulményoztak
részletesen. Kisérleteinkkel tisztdzni kivantuk, hogy a macrophagok kettds fertézése hogyan
befolydsolja a HHV-6A és a HIV-1 szaporoddsat. A fertdzések hatdsara megvéltozik-e ezen
sejtek kemokintermelése, és ha igen, befolydsoljdk-e ezek a sejtek HIV-1 irdnti

érzékenységét?



IRODALMI ATTEKINTES

Koreceptorok szerepe a kiilonbozo HIV-1 varidnsok fertozésében

A Retroviridae csalad Lentivirus genusaba tartozé HIV-1 szaporodasanak elso 1€pése a
virus kotédése a célsejthez. Az adszorpcid sordn a gpl20 elészor hozzakapcsolodik a sejt
felszinén taldlhatd féreceptorhoz, majd egy koreceptorhoz. Ez olyan konformécids véltozast
eredményez, ami lehet6vé teszi a virus felszinén 1év6 gp4l molekula kotodését egy
sejtfelszini fuzids molekuldhoz. A szaporodas kovetkezd 1épéseként a virion burka a
citoplazma-membrdnnal Osszeolvad, a szabaddd val6 viruskapszid pedig bejut a sejtbe. A
HIV-1 {6 felszini receptora a CD4 molekula, &m CD4-negativ sejtekbe mann6z receptorok
(Ezekowitz et al.,, 1989), galaktozilceramid receptorok (Fantini et al., 1993) vagy a
sejtmembranban 1€vd gpl20-at kotd fehérjék révén is bejuthat (Curtis et al., 1992). Bar
kiilonb6z6é kemokin receptorok (CCR2b, CCR3, CCRS8, CCR9, CX3CR1, CXCRO), illetve
ugynevezett ,,orphan” kemokinreceptorszeri molekuldk (GPR1, GPR15, V28, APJ) is
lehetnek a virus koreceptorai (ezek in vivo szerepér6l ma még nem sokat tudunk), mégis
elsésorban CCR5 vagy CXCR4 kemokin receptort haszndl a HIV-1 (Princen and Schols,
2005). Ezek a receptorok G-fehérjéhez kotott, hét transzmembrin doménnel rendelkezd
molekuldk, melyek N-termindlis része az extracelluldris térben taldlhatd, és a ligandkotésben
jatszik szerepet, mig C-terminalis, citoplazmatikus része a G-fehérje aktivdlasban, illetve a
receptor miikodésének szabdlyozasaban nélkiilozhetetlen. Ezek a molekuldk a fehérvérsejtek
kemotaxisdnak szabdlyozdsdban szerepet jatszd kemotaktikus citokinek, a kemokinek
receptorai. A CCRS5 természetes ligandja a RANTES (regulated upon activation, normal T-
cell expressed and secreted), mig a CXCR4-¢é az SDF-1 (stromal-cell derived factor). A ligand
bekotodése a receptor foszforilacidjat, homolég deszenzitizicidjat, majd internalizcidjat
eredményezi.

A RANTES CCRS receptorhoz kotddése foszfolipdz aktivacidjét, inozitol-1,4,5-
trifoszfét és diacilglicerol keletkezését, illetve intracelluldris Ca®* mobilizdciét okoz. A G-
fehérjéhez kotott receptorkindzok aktivdlddnak, amelyek a CCRS karboxitermindlis végét
foszforildlva a receptor homoldg deszenzitizacidjat eredményezik, vagyis a receptor elvesziti
ligandjdval szembeni érzékenységét. A foszforildldsnak koszonhetéen a CCRS igy mar
kotddhet a P-arrestinhez, amit a receptor igen gyors internalizdcidja kovet (Oppermann,

2004).



Ugyanakkor a CCRS5 receptor miikodését heterolég moédon mas kemokin receptorok,
igy azok ligandjai is befolydsolhatjdk. Richardson és munkatirsai a CXCRI1-rdl, az
interleukin-8 (IL-8) receptordrél mdar kimutattdk, hogy képes a CCRS érzékenységét és
sejtfelszini jelenlétét befolydsolni (Richardson et al., 2003).

Miar a koreceptorok jelentdségének felfedezése eldtt ismert tény volt, hogy a
HIV-1-nek két eltérd tulajdonsdggal rendelkezd varidnsa létezik. Kordbban a kiilonbz6
izolatumokat aszerint csoportositottdk, hogy mennyire képesek szaporodni az MT-2
sejtekben, T-sejteket vagy macrophagokat fertoznek-e elsGsorban, illetve citopatids hatasként
alakulnak-e ki syncytiumok. fgy a virusokat két csoportba soroltak: a syncytiumképzd
(syncytium-inducing, SI) vagy T-sejttrép, illetve a nem syncytiumképzd (non-syncytium-
inducing, NSI) vagy macrophagtrép varidnsok kozé. A késobbi felfedezések hatdsara a
nevezéktan megvaltozott. Ma mar tudjuk, hogy a kordbban SI varidansnak nevezett virusok
elsddlegesen CXCR4-et haszndlnak kemokin koreceptorként, igy ezek elnevezése ma mar X4
varidnsok. A multban NSI-nek nevezett varidnsok fé koreceptora a CCRS5, igy ezek neve ma
RS varidns. Azok az ugynevezett dudltrop virusok, melyek képesek mindkét kemokin
receptort haszndlni az R5X4 varidnsok.

Klinikai vizsgédlatok szerint a fert6zés leggyakrabban R5 varidnsokkal torténik, ezek
domindlnak a HIV-1-fertéz€s kezdeti, tiinetmentes fazisdban, ugyanakkor a betegség egész
ideje alatt jelen vannak a fertdzott egyén szervezetében (Verani et al., 2005). A virus egyik
leggyakoribb terjedési modja a szexudlis kontaktus sordn torténd atvitel. A genitalis és rectalis
ham alatti régiéban dendritkus sejtek, macrophagok és olyan CD4+ T-sejtek taldlhatdak,
melyek els6sorban CCRS felszini molekuldt expresszdlnak, €s felsziniikon joval kevesebb
CXCR4 receptor taldlhat6 (Miller and Shattock, 2003; Patterson et al., 1998). Mind a
dendritikus sejtek, mind pedig a macrophagok felszinén a CCRS receptorok domindlnak. A
szexudlis uton torténd atvitelben szinte legfontosabb Langerhans-sejtek felszinén CXCR4
nem taldlhatd, a sejtek egy részén azonban, ha kis mennyiségben is, de CCRS igen. A
bélhdmsejtek felszinén is az RS varidnsok koreceptora domindl. Emellett a genitalis
traktusban és a béllumenben az igen nagymennyiségii SDF-1 az X4 varidnsok fertdzését
hatékonyan tudja akadalyozni. Igy tehét a szexudlis 4tvitel sordn a virussal elséként talalkozé
védelmi vonalat €s egyben a virus szamadra célsejteket olyan sejtek alkotjak, melyek a HIV-1
RS varidnsaira fogékonyak. A betegség elOrehaladtival azonban a HIV-1-fert6zottekben
megjelennek az X4 variansok, és ezek dominancidja mindenképpen a betegség rossz
prognoézisat jelenti (Jekle et al., 2002). Az intravénds kdbitoszert hasznalok, illetve a vérrel

fertdzottek korében az X4 varidnssal torténd infekcid valdsziniisége joval nagyobb. Abban az



esetben, ha a fertdzés kezdetétdl az X4 vagy az R5X4 varidnsok domindlnak, a betegség
rendkiviil gyors lefolydsd. Epidemiolégiai vizsgélatok alapjan azonban az ily mddon fertézott
egyének és a szexudlis tton fertdzottek kozt nincs jelentds kiilonbség a betegség lefutdsaban.
Ez az ellentmondds azzal magyardzhatd, hogy a fertdz€s utdn a virusok a dendritikus sejtek és
a macrophagok kozvetitésével jutnak el a nyirokcsomodkba, lymphoid szovetekbe, ahol
elsésorban a CD4+ CCR5+ T-lymphocytdk domindlnak.

Feltehetéen szdmos tényezOnek van szerepe abban, hogy HIV-fertdzott betegekben
kialakulnak az X4 varidnsok, s6t tobbségbe keriilnek az RS varidnsokkal szemben. A
burokban taldlhatd, env gén altal kodolt felszini glikoproteinekben bekovetkezd mutdcidk
eredményezhetik azt a shiftet, melynek sordn az RS varidnsokbdl X4 varidnsok lesznek.
Megfigyelések szerint ez a véltds akdr egy koztes allapoton keresztiil is megtorténhet, amikor
a virus elészor R5X4 varidnssd valik, vagyis olyan dudltrop virussd, mely akar mindkét
leggyakrabban hasznélatos koreceptorhoz képes kétddni (Princen and Schols, 2005). Emellett

szelekcids hajtéerd lehet az is, ha a CCRS receptorok szdma drasztikusan lecsokken.

Macrophagok jelentosége a HIV-1 fertozésben

A HIV-1 szaméara a monocyta/macrophag sejtvonal in vivo elsddleges célsejtként,
illetve reservoirként szolgal. Igy ezek a sejtek igen fontos szerepet jitszanak a virus
szervezeten beliili disszemindcidjdban €s a fert6z€s patogenezisében (Balestra et al., 2001;
Meltzer et al., 1990; Verani et al., 2005). A macrophagok a konstitutiv immunvédelmi
mechanizmusok egyik igen fontos karmesterei, emellett jelentds szerepiik van az adaptiv
immunvdlaszok beinditdsdban. Kulcsfontossdgiak a fertdzéssel szemben folytatott harcban, a
fertézés felszdmoldsdban. Egyrészt azdltal, hogy kozvetlen moédon képesek a koérokozot
elpusztitani, madasrészt azzal, hogy olyan citokineket, kemokineket {iiritenek, amelyek
aktivdljdk mind a konstitutiv, mind pedig az adaptiv immunvélaszt. Azok a kérokozok,
amelyek képesek ezeket a sejteket megfertdzni, és benniik tilélni (mint példaul a HIV-1),
megvaltoztathatjadk milkodésiiket, citokin- és kemokintermelésiiket, aminek jelentOs szerepe
lehet az adott fertdzéssel szemben folytatott harcban, illetve a kérokozé szervezeten beliili
disszeminacidjaban, az altala okozott betegség patogenezisében.

A macrophagokat elsdsorban a HIV-1 RS varidnsai képesek megfertozni. Bar a
monocytdk felszinén jelen van a CXCR4 molekula, a macrophagga torténd differencicio
soran a CXCR4 koreceptorok szdma a CCRS5-hoz viszonyitva jelentosen lecsokken (Fear et

al., 1998). Bizonyos kutatok szerint a macrophagok X4 torzsekkel in vitro nem fert6zhetdk



(Yi et al., 1998). Mas tanulméanyok szerint ez megtorténhet, a replikacié akar produktiv is
lehet (Simmons et al., 1998; Verani et al., 2002), mig mésok szerint a bejutds megvaldsulhat,
de a szaporodds egy korai 1épésnél blokkolt (Schmidtmayerova et al., 1998). A periférids
vérbdl izolalt monocytdk felszinén a CCRS5 receptorok szdma alacsony, igy, legaldbbis in
vitro, kevésbé fogékonyak az RS varidnsokra (Kedzierska et al., 2003). A macrophaggi
torténd differencidcié sordn azonban a CCRS expresszidja novekszik (Di Marzio et al., 1998),
igy az érett macrophagok mar jol fertdzhetk RS varidns HIV-1 torzsekkel.

A HIV-1 nem oszt6d6 sejtekben, igy a macrophagokban is képes szaporodni annak
ellenére, hogy a virus RNS genomjardl reverz transzkripcidval 1étrejott provirdlis DNS-nek be
kell jutnia a sejtmagba, és integrdlodnia kell a gazdasejt genomjaba. Rdadasul a proviralis
DNS-nek az integracidhoz sziikséges virdlis és celluldris fehérjékkel egyiitt egy igen nagy és
komplex (kozelitéleg 60 nm-es) nukleoprotein formajaban kell a maghdartya pdérusain atjutnia.
Mindez aktiv, energiaigényes transzporttal, igy teljesen ép maghartyan keresztiil valésul meg.
Macrophagokban a produktiv HIV-1 fert6zés fiiggetlen a celluldris DNS szintézist6l
(Weinberg et al., 1991).

A HIV-1 vertikdlis terjedése

A mér emlitett fert6zési médok mellett a HIV-1 terjedésében a vertikdlis atvitelnek is
nagy szerepe van. A gyerek fertozédhet a méhen beliil (Maury et al., 1989), a sziilés sordn
vérrel, illetve hiivelyi vdladékkal torténd érintkezéskor (Ehrnst et al., 1991) vagy a szoptatds
alatt (Dunn et al., 1992). Epidemioldgiai vizsgélatok alapjan annak valdszintisége, hogy egy
HIV-pozitiv terhes nd gyermekét megfertézi, mintegy 20 % (Peckham, 1994), azonban
megfeleld, hatékony antivirdlis terdpidval (Lallemant et al., 2000), illetve azzal, hogy az anya
nem szoptatja gyermekét ez a vesz€ly jelent6sen, akar harmadédra csokkenthetd. Abban az
esetben, ha a magzat fertéz€se a méhen belill torténik, a sziiletés utdn nagyon hamar igen
sulyos tiinetek alakulnak ki. Ezek elsOsorban kiilonb6zé opportunista kérokozokkal torténd
fertdzések, a fizikai és szellemi fejlodés megallasa, illetve silyos idegrendszeri tiinetek. Ezek
a gyerekek daltalaban nem élik meg a 3 éves kort. A sziilés sordn vagy szoptatassal
fertézottekben a betegség tiinetei csak 1-2 év miilva jelentkeznek, és az igen silyos, haldlhoz
vezeto tiinetek is lassabban alakulnak ki. Az igy fert6zott gyerekek tobbsége S éves kor elott
meghal.

A méhen beliili fertézést bizonyitja, hogy koldokzsindrvérben, ujsziilottek periférids

vérében (Laure et al., 1988; Rogers et al., 1989), illetve magzati szdvetekben (Courgnaud et
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al., 1991) kozvetlenill a sziilés utdn virusspecifikus nukleinsavat mutattak ki. A placenta
syncytiotrophoblast sejtjei — melyek kozvetlenill érintkeznek az anyai vérrel — szelektiv
barriert képeznek az anya és a magzat kozott (Enders, 1989). A HIV-1 virusnak at kell jutnia
a folyamatos ST rétegen ahhoz, hogy elérje a mélyebben fekvd cytotrophoblast sejteket,
placenta macrophagokat (Hofbauer sejtek), fibroblastokat, illetve a magzati kapilldrisokat
szegélyezd endothel sejteket. A virus bejutdsa ugy valésulhat meg, hogy vagy fertézott anyai
sejtek (monocytdk, macrophagok, T-lymphocytdk) hatolnak 4t a barrieren, vagy a virus
ellenanyagokkal képzett komplexek segitségével jut at, vagy a HIV-1 megfertézi a ST
sejteket. Az ST rétegben HIV-1-specifikus provirdlis DNS-t in situ tobben is kimutattak
(Backe et al., 1992; Chandwani et al., 1991; Lewis et al., 1990), és tobb in vitro vizsgalat
igazolta, hogy az ST sejtek laboratériumi HIV-1 torzsekkel megfertézhetok (Mano and
Chermann, 1991; Zachar et al, 1991a). Ez egyes szerzOk szerint sejtmentes
virusparikulumokkal is megtorténhet, mig masok szerint az ST sejtek fertézése csak specidlis
sejt-sejt kolcsonhatdsok révén valdésulhat meg (Bourinbaiar and Nagorny, 1993; Kilani et al.,
1997). Az in vitro HIV-1-gyel fert6zott trophoblast kultirdkban virusiirités dltaldban nem
figyelheté meg, vagy annak mértéke a legjobb esetben is csak igen csekély (Fazely et al.,
1995; Zachar et al., 1991b). A trophoblastok in vivo produktiv fertézése valdszinlileg csak
meghatdrozott feltételek mellett mehet végbe, és kiillonbozo kofaktorok befolydsolhatjak.

Az elsé barriert tehdt az ST sejtek képezik. Ismeretes, hogy a placentdn szinte
kizardlag csak RS varidns HIV-1 torzsek jutnak at (Ometto et al., 1995; van't Wout et al.,
1994). Ennek az lehet a magyardzata, hogy az ST sejtek kornyezetében lymphocytdk
nincsenek, tehat a CXCR4-et haszndlé torzsek transzplacentdlis atvitele gyakorlatilag
lehetetlen. Ugy tiinik azonban, hogy még az RS varidnsok transzplacentdlis 4tjutdsa sem
abszolut érvényl. Erre utal az a tény, hogy a HIV-1-gyel fert6zott terhes nok méhlepényében
70 %-os gyakorisaggal lehet provirdlis DNS-t kimutatni (Chouquet et al., 1997; De Andreis et
al., 1996), a vertikdlis atvitel gyakorisdga viszont maximum 20 % (Peckham, 1994). Az
atvitel gyakorisagat csokkentd két tovabbi tényez6 az ST réteg folyamatos cseréje, és az NK
sejt (természetes 0l6sejt; natural killer) aktivitds lehet. Az ST réteg idénként levilik, és az
alatta elhelyezkedd cytotrophoblastokbdl képzddik djra. Ez a fert6zott sejtek szamdnak
csokkenését eredményezheti. Az NK sejtek képesek a virussal fertdzott ST sejtek
felismerésére és elpusztitisira (Zdravkovic et al, 1994). Ezéltal csokken annak
valdszinlisége, hogy a placenta-macrophagok ,,atveszik” a virust. A HIV-1 transzplacentilis

atvitele tehat egy olyan kaszkad folyamat, melyet szimos tényezd befolyasolhat.
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A HHYV-6 célsejtjei, szaporoddsa és patogenezise

A human herpeszvirusok és a HIV-1 kozétti kolcsonhatdasnak fontos szerepe van a
HIV-1-fert6zéshez tarsul6 opportunista infekcidok patogenezisében és az alapbetegség
lefolyésédban.

A Herpesviridae csalad, Betaherpesvirinae alcsaladjanak Roseolovirus genusiba
tartoz6 HHV-6-ot 1986-ban izoléltdk el@szor lymphoproliferativ betegségben szenveddk
vérébol (Salahuddin et al., 1986), akik koziil ketten AIDS-esek voltak. Az ezt kovetd
vizsgélatok bizonyitottdk, hogy a virus rendkiviil elterjedt, a felndtt populicié
szeropozitivitisa meghaladja a 90 %-ot, a foldrajzi eltérések jelentéktelenek (Irving and
Cunningham, 1990). A virusnak A (HHV-6A), illetve B (HHV-6B) varidnsa ismert (Ablashi
et al., 1991). A két varidns kozti genetikai kiilonbség mintegy 12 %, eltér6 immunoldgiai és
bioldgiai sajatsagokkal rendelkeznek.

In vivo a HHV-6 {6 célsejtjei a CD4+ T-lymphocytdk, emellett a periférias vér
monocytdit is képes megfertdzni, st a rekonvaleszcencia idészakdban mar csak ezekbdl a
sejtekbol mutathaté ki virusspecifikus DNS. In vitro kisérletek szerint a virus szdmos
sejttipust képes megfertdzni: folyamatos T-sejtvonalakat, fibroblastot, NK sejteket,
immortalizalt ma4jsejteket, epithel sejteket, endothel sejteket, magzati astrocytit,
oligodentrocytdt és microglidt, bar a T-lymhocytdkhoz képest ezekben a sejtekben a
virusreplikaci6 joval kisebb mértékii. Mindemellett a HHV-6 szovettropizmusa in vivo is igen
sz€les: agyban, mdjban, manduldban, nydlmirigyben és endotheliumban is kimutathaté a virus
(De Bolle et al., 2005). Ez els6sorban annak k&szonhetd, hogy a virus receptora, a CD46
molekula, valamennyi sejtmaggal rendelkezd sejt felszinén megtaldlhatd. Ez a C3b/C4b-kotd
glikoprotein akaddlyozza meg a komplementaktivélést a gazdasejteken.

A virus replikici6ja a tobbi herpeszvirushoz hasonlé médon zajlik. A receptorhoz valé
kotddést a virus burkdnak a citoplazmdval torténd Osszeolvaddsa kiséri. A kapszid a
citoplazma mikrotubulusainak segitségével jut el a sejtmaghoz, ahol megtorténik a
dekapszidacio. A génexpresszio idoben nagyon korai (immediate early; IE), korai (early, E) és
késoi (late; L) szakaszra oszthatd. A fert6zés utdn par 6éraval mar megjelend IE géntermékek
amellett, hogy a virus tovabbi génexpresszidjat szabdlyozzdk, nem sajat gének (igy mads
virusok) transzkripcios transzaktivatorai lehetnek. A pDR7-r6l, a pU3-16l, az IE-B régié U16-
Ul19 génjeirdl, az U27-r6l, az IE-A régi6 U86 és U89 génjeirdl, illetve az U94-rdl
bizonyosodott be, hogy transzaktivator hatasuak (De Bolle et al., 2005). Az 4j kapszid az

Osszeépiilés utdn a sejtmagbdl a citoplazmadba jut. Itt veszi fel a tegumentumfehérjéket, illetve
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a burkot, ami rendszerint a Golgi-apparatusb6l szarmazik. Az Gj virionok exocitdzissal
hagyjak el a sejteket.

A primer fertdz€s szinte kizdrélag a B varidnssal torténik 6 és 15 honapos kor kozt
(Dewhurst et al., 1993), 1azzal és kiiitéssel jaro, dltaldban enyhe lefolydsti megbetegedést, az
exanthema subitumot okozza (Yamanishi et al., 1988). Ma még nem pontosan tisztdzott, hogy
a HHV-6A fert6zés mikor torténik. Feltételezhetoen a HHV-6B fertozés utan, €és nem okoz
klinikai tiineteket. Ugyanakkor az A varidns gyakrabban mutathaté ki immunszuppresszalt
betegekbol, igy HIV-pozitiv egyénekbdl (Knox and Carrigan, 1994). A reinfekci6
bizonyitéka, hogy egy egyedbdl (gyerekbdl és felndttbdl is) akdr tobb HHV-6 torzs is
kimutathaté (Cone et al., 1996; Kusuhara et al., 1991; van Loon et al., 1995).

HHYV-6 latencia, reaktivdcio

A primer HHV-6 fert6zést kdvetden perzisztens, aktiv fertdzés vagy valddi latencia
alakulhat ki. A kismértékil virustermelés a nyalmirigyben és az agyban mutathaté ki (Chan et
al., 2001; Donati et al., 2003; Fox et al., 1990). A tobbi herpeszvirushoz hasonléan a HHV-6 a
primer fert6z€s lezajlasa utan latensen a szervezetben marad. A valddi latencia 6 célsejtjei a
monocyta/macrophag vonal sejtjei (Kondo et al., 1991), illetve a csontvel6i dssejtek (Luppi et
al., 1995). Mind in vivo, mind pedig in vitro megfigyelések szerint, bar igen kis szdzalékban,
de a HHV-6 genomja integralodhat a gazdasejt genomjdba, az 1., 17. és 22. kromoszoma
végére (De Bolle et al., 2005). A latencia sordn az U94 gén expresszalodik, bar az atirédott
RNS ebben az esetben nagyobb, mint a litikus ciklus sordn (Rapp et al., 2000; Reardon and
Spector, 1989).

A latens HHV-6 fert6zés elsdésorban immunszuppresszélt betegekben, AIDS-esekben,
csontveld- vagy szervtranszplantaltakban (Caserta et al., 2001) és terhes nokben reaktivalodik.
Emellett més virusok éltal okozott suilyos, szisztémds fertézések is a latencia megsziinéséhez,

aktiv virustermeléshez vezethetnek.

A HHYV-6 vertikdlis terjedése

A leggyakrabban nyéllal torténd horizontdlis terjedés mellett a HHV-6 vertikélisan,
azaz anyéar6l magzatra is terjedhet. Mindezt aldtdmasztjdk azok a megfigyelések, miszerint a
virus kimutathaté a terhes ndk egy részének genitalis traktusaban, placentdjaban, illetve

periférids vérében (Dahl et al., 1999; De Bolle et al., 2005). Minthogy a sziil6képes korban
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1évé ndk igen nagy szdzaléka mar atesett a primer HHV-6 fert6zésen, igy a human
cytomegalovirussal (HCMV) ellentétben a transzplacentdlis fert6zés nem az anya primer
HHV-6 fert6z6dése miatt torténik meg, hanem a latens fertdézés reaktivalodasa, reinfekcio
vagy a fenndllé krénikus fert6zés miatt. A terhesség sordn a HHV-6 elleni ellenanyagok
szintje altaldban megnd, nagyobb szdzalékban mutathat ki virusspecifikus DNS a periférids
vérbdl, ami a terhesség alatti reaktivicié nagyobb gyakorisdgara utal (Ohashi et al., 2002). A
kongenitalis HHV-6 fert6zés gyakorisdga mintegy 1-1,6 % (De Bolle et al., 2005). A fert6zés
altalaban transzplacentdlisan torténik. HHV-6 esetében az anyatejjel torténd fert6zés nem
jatszik szerepet. Klinkai vizsgilatok szerint a legtobb kongenitdlis HHV-6-fert6zott gyermek
tiilnetmentes, bar a virus hosszi ideig perzisztél, virusspecifikus DNS PCR-rel kimutathat6,
infektiv virustermelés nem torténik (Hall et al., 2004). Az esetek mintegy 30 %-dban a virus
A varidnsa okozza a kongenitdlis infekciét. HCMV esetében, amikor a magzati fert6zés oka
az anyai virusreaktivacid, vagyis amikor a transzplacentdlis fert6zés a HHV-6-hoz igen
hasonlé6 moédon anyai ellenanyagok jelenléte mellett torténik, a csecsemd kezdetben
tiinetmentes. Evekkel késobb azonban silyos idegrendszeri tiinetek, szellemi
visszamaradottsdg, hallds- és lataskarosodas alakulhat ki (Boppana et al., 1996; Hall et al.,
2004). Az irodalomban taldlunk esetet egy HHV-6 fertdzéssel sziiletett csecsemOrdl, akinek
liquorjaban PCR-rel kimutathaté volt a HHV-6 és silyos idegrendszeri tiinetei voltak (Lanari
et al., 2003). Minthogy a HHV-6 képes az idegrendszer tobb sejtjét is megfertdzni, igy nem
meglepd, hogy a kongenitdlis HHV-6 fert6zés az idegrendszer karosodasdval jarhat.
Sajndlatos médon azonban, alig taldlunk olyan publikdciét, mely a transzplacentélisan
HHV-6-tal fert6zott gyerekek évekig tartdé megfigyelését kozolné. Mikdzben ezen
tanulmanyok az évekkel késobb jelentkezd, a HHV-6 fert6zéssel Osszefiiggésbe hozhatd

idegrendszeri szovédményekrdl nydjtandnak fontos informaciot.

A HHV-6 és a HIV-1 kolcsonhatdsa

A HHV-6 és a HIV-1 kolcsonhatdsat mar tobb sejttipusban tanulmanyoztdk. Bizonyos
kozlemények szerint a HHV-6 a f6 célsejtjeinek tartott CD4+ T-lymphocytidkban képes
fokozni a HIV-1 szaporodasat (Lusso et al., 1989), mig masok szerint éppen ellenkezdleg,
szuppressziv hatasi (Levy et al, 1990). A stimuldciéo egyrészt a HHV-6 kiilonb6zo
génproduktumainak a HIV LTR régidjara kifejtett hatdsdval, a transzkripcié fokozasaval

(Ensoli et al., 1989; Martin et al., 1991; Zhou et al., 1994) magyarazhat6. Masrészt a HHV-6
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képes CD4 receptor megjelenését indukdlni a CD4- sejtek felszinén, ezaltal novelni a HIV-1-
gyel szemben fogékony sejtek szamdt (Lusso et al., 1991; Lusso et al., 1993).

Dendritikus sejteken végzett koinfekcios kisérletekben (Asada et al., 1999) a HHV-6
jelentésen szuppresszalta a HIV-1 replikaciéjat (mind az X4, mind az RS varidnsok esetében).
Ugyanakkor a cikk szerz6i minimdlis gatlé hatést tapasztaltak macrophagok koinfekcidja
sordn, és csak a Ba-L torzsnél. A gitld hatds mar rendkiviil alacsony fertézési multiplicitds
(<0,001) esetén is megfigyelhetd volt. Ugyanakkor hdvel inaktivadlt vagy neutralizilé
ellenanyaggal kezelt HHV-6 esetén nem tapasztaltak szuppresszidt, illetve nem figyeltek meg
véltozadst a CD4 receptor expresszidjdban vagy funkcidjdban. Feltételezésiik szerint a hatds
vagy a HIV transzkripcidjanak és transzlaciéjanak gétldsan keresztiill, vagy a HIV-1
szaprodasat gatolni képes faktorok szekrécidjan keresztiil valosul meg.

Tonsillabdl szarmazd lymphoid szdveteken végzett kisérletekben (Grivel et al., 2001)
azt tapasztaltdk, hogy a HHV-6 jelent6sen szuppresszalja a CCR5-trép HIV-1 szaporodasat,
ugyanakkor az X4 varidnsokét nem. Ezen vizsgdlatok alapjan a gitl6 hatds a HHV-6 hatdsara
bekovetkezd6 RANTES szekrécidjanak novekedésére vezethetd vissza.

CD4+ T-lymphocytidkban a HIV nem stimuldlja a HHV-6 szaporoddsat (Levy et al.,
1990; Pietroboni et al., 1988). Dendritikus sejtek esetében nem taldltak eltérést a csak
HHV-6-tal és a kettosen fertézott kultirdk HHV-6 termelésében (Asada et al., 1999). A
lymphoid szoveten végzett kisérletek mar nem ilyen egyértelmiiek (Grivel et al., 2001). A
szerzOk szerint nem volt szignifikdins a HHV-6 szaporodasdnak stimuldldsa a kettdsen
fertozott szovetekben. Am az RS HIV-1 varidnssal végzett kisérletek sordn tapasztaltak
fokozott HHV-6 replikaciét (6tbol két esetben). Az X4 varidnssal torténd kettds fert6zés
esetében vagy csokkenést, vagy enyhe novekedést, illetve semmilyen véltozast nem figyeltek
meg.

Mindezek alapjain a HHV-6 és a HIV-1 befolydsolhatja egymds szaporoddsat, ami

azonban egyrészt a fert0zott sejt tipusatol, masrészt az in vitro kisérlet koriilményeitdl fiigg.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

L 1. Sejtek

L 1. 1. Cytotrophoblast sejtek szepardldsa és tenyésztése

Kisérleteinkhez normadl sziilésbol szarmazd placentakbol szepardltunk cytotrophoblast
sejteket, Douglas és King (Douglas and King, 1989) mddszere alapjdn. A placenta magzati
részEt apré darabokra vagtuk, €s izotonids foszfatpufferben (phosphate buffered saline; PBS)
tobbszor mostuk. A szovetdarabokat DNase I enzimet (Roche, Svdjc) tartalmazd, 0,25 %-os
tripszinben 37 °C-on emésztettiik. A hdromszor 30 perces emésztésbdl nyert sejtfrakcidkat
egyesitettilk. A vorosvértestek és egyéb kontaminans sejtek zomét Percoll (Pharmacia,
Svédorszag) gradiens centrifugdldssal tdvolitottuk el. A centrifugdldst 20 percig végeztiik,
800 g sebességgel. A kovetkezd 1épésben a cytotrophoblastokat a még megmaradt
kontamindns sejtektdl immunmégneses technikdval tdvolitottuk el. A sejtekhez anti-HLA
ABC monoklondlis ellenanyagot adtunk (egér anti-humén HLA-ABC, DAKO, Dénia), majd
30 percig razattuk tort, olvadd jégen. PBS-sel torténd egyszeri mosds utdn hozzdadtuk a
szekunder ellenanyagot. A szekunder ellenanyag olyan birkdban termelt anti-egér
immunglobulin volt, melyet vas partikulumokkal konjugaltak (Dynabead M-450, birka, anti-
egér IgG, Dynal, Norvégia). A Dynabead hozzdaddsa utin a szuszpenzidt ismét tort jégen
razattuk 30 percig. Ezutan magnessel eltavolitottuk azokat a sejteket, melyek HLA A, B vagy
C antigéneket hordoznak a felsziniikén. Mivel a cytotrophoblastok ilyen antigénekkel nem
rendelkeznek, a szuszpenziéban maradtak. A cytotrophoblast sejteket 25 cm’-es
tenyésztopalackba (Greiner, Ausztria), illetve tirgylemez alapu tenyészpalackba (Nunc,
Dinia) szélesztettik (2,5x10°/cm?). A tenyésztés 2 mM glutaminnal és 15 % magzati
borjusavoval (fetal bovine serum; FBS) kiegészitett KGM (keratinocyte growth medium,
Clonetics, USA) tapfolyadékban tortént. A  sejtpopuldcié tisztasdgiat indirekt
immunfluoreszcencids mddszerrel ellendriztiik, cytokeratin-, vimentin-, CD3-, CD14-, CD31-
, és CD68-specifikus monoklonélis IgG ellenanyagok felhaszndldsdval. A szepardlt sejtek
>99 % ardnyban cytokeratin-pozitivak voltak, gyakorlatilag tiszta cytotrophoblast
tenyészeteket kaptunk. Mivel a KGM tipfolyadék olyan komponenseket (epidermalis
novekedési faktort, agyalapi mirigy kivonatot) is tartalmazott, melyek a cytotrophoblastok

differencialodasat indukaljak, a kultdrdkban sejtfiizids folyamatok zajlottak le, a sejtek
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kiszélesztését kovetd 5. napon a tenyészeteket sokmagvu dridssejtek (syncytiotrophoblastok)

alkottdk. A kisérletek sordn ezeket az 5 napos ST kultdrdkat hasznéaltuk.

I 1. 2. A monocyta/macrophagok szepardldsa és tenyésztése

A virusok szaporitdsdhoz a monocytdk szepardldsa periférids vérbdl adherencidval
tortént.

Egészséges véradok periférids vérének mononukledris sejtjeit (peripheral blood
mononuclear cells; PBMC) Ficoll-Hypaque (Pharmacia) stiriséggradiens centrifugaldssal
nyertiik ki ,,buffy coat” (a vér alakos elemeit tartalmazd) preparditumokbdl. Ehhez a stiritett
vért steril PBS-sel kétszeresére higitottuk, majd Ficoll-Hypaque oldatra rétegeztiik. Ezt
kovetéen a gradienseket 30 percig 4 °C hémérsékleten centrifugdltuk 800 g sebességgel. A
PBMC frakciét az interfazisbol szivtuk le, majd PBS-sel kétszer mostuk. A sejteket 2 mM
glutamint, 20 % FBS-t és antibiotikumokat tartalmazé RPMI tipfolyadékban vettiik fel. A
sejteket 25 cm’ tenyésztépalackba szélesztettiik (5x10"/palack). Egy 6rds inkubaldst (37 °C)
kovetden eltavolitottuk a le nem tapadt sejteket. A letapadt sejtekre friss tdpfolyadékot
adtunk. A sejtpopuldcidk tisztasagit 72 d6ra milva a nem specifikus észterdz aktivitas
kimutatdsdval ellendriztiikk, melyhez o-naftil-acetat észterdz (Sigma-Aldrich, USA) festést
hasznédltunk. A sejtek >99 %-a észteraz-pozitiv volt. Virustermeléshez 7 napos, monocyta
eredeti macrophag kultdrdkat fertdztiink.

Kisérleteinkhez a monocytdk szepardldsa Monocyta Negativ Izoldlo Kittel tortént
(Dynal). Az el6zdekben leirtak alapjan nyert PBMC frakciét 0,1 % BSA-t tartalmaz6 PBS-
ben vettiik fel, majd blokkol6 reagenst (a monocytdk Fc receptorainak blokkoldsa végett),
illetve antitest mixet (CD2, CD7, CD16, CD19, CD56 és CD235a elleni specifikus
monoklonélis ellenanyagokat) adtunk hozza. A sejteket 4 °C-on 10 percig inkubdltuk, majd
mosds utdn 0,1 % BSA-t tartalmaz6 PBS-ben vettiik fel. A PBMC frakciét 4 °C-on 15 percig
Dynabeads reagenssel inkubaltuk, végiil az antitesttel jelolt sejteket méagnes segitségével
eltavolitottuk. A megmaradd, negativan izolalt sejtek monocytdk voltak, amit a sejtfelszini
monocyta-specifikus marker, a CD14 festésével (Chemicon, Ausztralia) allapitottunk meg. A
sejtek HHV-6 specifikus DNS-re nézve negativak voltak, amit nested polimerdz
lancreakciéval (PCR) igazoltunk.

A monocytdkat 2 mM glutamint, 20 % FBS-t, 100 U/ml penicillint és 100 pg/ml
streptomycint tartalmazé RPMI tépfolyadékban vettiik fel (10° sejt/ml). A sejteket 24 lyuku
(Greiner), illetve Sonic Seal Slide Wells (Nunc) tenyésztdedénybe 1,5x10° sejt/lyuk

koncentracioban mértiik be. Ahhoz, hogy a sejtek differencidléddsat eldsegitsiik, 24 6ran at
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olyan tidpfolyadékban inkubdltuk, amit 5 pg/ml phytohemagglutininnel (Sigma-Aldrich)
stimuldlt PBMC sejtekrdl nyertiink. A kisérletekhez 7 napos, monocyta eredetli macrophag

kultarakat hasznaltunk.

L 1. 3. Sejtvonalak

A lymphoid H9 (Popovic et al., 1984), CEM-SS (Nara et al., 1987) és HSB-2 (Adams
et al., 1968) sejteket 10 % FBS-t, 2 mM glutamint, 100 U/ml penicillint és 100 pg/ml

streptomycint tartalmazé RPMI tapfolyadékban tartottuk fenn.

L 2. Virusok

A HHV-6A GS torzsét (Salahuddin et al., 1986) HSB-2 sejtekben szaporitottuk. A
kultdrdkat 2 mM glutamint, 10 % FBS-t, 100 U/ml penicillint és 100 pg/ml streptomycint
tartalmazé RPMI médiumban tartottuk fenn. A kultirdk feliiliszéjanak Osszegylijtése akkor
tortént, amikor a sejtek tobbsége citopdtids hatdst mutatott (rendszerint a 8. napon). A
feliiliszokat 4 °C-on 10 percig 1000 g-vel centrifugdltuk, majd 0,45 pm pérusnagysagu
szlirén atszirtiik és ultracentrifugaltuk (1 o6ra, 4 °C, 142000 g). Az iiledéket friss
tapfolyadékban vettiik fel a kiinduldsi térfogathoz képest 20-szorosra koncentrdlva. A
virusprepardtumokat felhasznéldsig -70 °C-on tartottuk.

A HIV-1 R5 varidnsanak Ada-M (Gendelman et al., 1988) és Ba-L torzsét (Gartner et
al., 1986) monocyta-eredetli macrophagokban szaporitottuk. Az X4 varidns IIIB torzset (Gallo
et al., 1984) H9 sejtekben szaporitottuk. A kultirdk feliiliszdinak 0sszegytjtése a fent leirtak
szerint tortént akkor, amikor a virusok folyamatosan ellendrzott titere elérte a felhaszndlni

kivant értéket. A virusokat -70 °C-on taroltuk.

L 3. Virusok titrdaldsa

A HHV-6A infektiv titerét HSB-2 monolayereket haszndlva (Asada et al., 1989),
hatdroztuk meg. Ennek soran a 96 Iyukd tenyésztOlemezt (Greiner) 50 pg/ml-es
koncentraci6ji poli-L-lizinnel (Sigma-Aldrich) inkubdltuk 1 6rdn 4t szobahdmérsékleten
(50 pl/lyuk). Ezt kovetden a lemezt kétszer mostuk PBS-sel, majd kiszélesztettiik a HSB-2
sejteket 5x10° sejt/ml-es koncentraciéban (100 pl/lyuk). 30 perces, 37 °C-on torténd inkubalds

utdn a tapfolyadékot leszivtuk, majd az ilyen médon letapadt sejtekre mértiik az elézetesen
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nem komplettalt tapfolyadékkal higitott virusszuszpenziét (100 pl/lyuk). 1 6rds, 37 °C-on
torténd inkubdlds utdn a virus leszivasat kovetdéen 10 % FBS-t tartalmazd RPMI tapfolyadékot
adtunk a sejtekre (100 pl/lyuk). A titert fokuszképzd egységekben (FFU) adtuk meg.

A sziiretelt sejtfeliiliszéban a HIV-1 IIIB és Ba-L torzse esetén a titer meghatdrozdsdhoz
p24 antigén-ELISA és syncytiumképzd vizsgdlatot haszndltunk. Az Ada-M torzset pedig a
virionok reverz transzkriptdz (RT) aktivitisdnak mértéke alapjan titrdltuk (Hoffman et al.,
1985).

A virusspecifikus p24 antigén mennyiségi meghatiarozdsa ELISA kittel (Beckman
Coulter, USA), a gyart6 utasitdsai alapjan tortént.

A Ba-L torzs infektiv titerét monocyta eredetli macrophag kultiran (Wu et al., 1996),
mig a IIIB torzsét CEM-SS sejteken (Nara et al., 1987) hatdroztuk meg. A HIV titerét
syncytium-képzé egységek (syncytium forming unit; SFU) szdma alapjan 1 ml
virusszuszpenziora vonatkoztatva adtuk meg.

A reverz transzkriptdz (RT) aktivitisanak mérése az alabbiak szerint tortént: elsd
1épésként az 500 pl mintdkat 500 pl RPMI tépfolyadékkal egészitettiik ki, és magas
fordulatszdmmal (3500 g, 10 perc) lecentrifugiltuk. A feliiliszébol 800 pl-t kivettiink,
melyhez 400 pl polietilén-glikol-NaCl oldatot (27 % PEG, 0,3 M NaCl) adtunk. Az elegyet
egy éjszakdn at 4 °C-on inkubdltuk, majd mdsnap a fehérjékkel egyiitt kicsapott virust
lecentrifugéltuk (2000 g, 15 perc). A virionok feltdrdsa céljabol az iiledékhez 50 pl lizispuffert
adtunk, melynek Osszetétele a kovetkezd volt: 50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM ditiotreitol,
150 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0,05 % Triton X-100, 0,5 mM EDTA, 34,8 % glicerin. A
mintdkat a lizispufferrel tort jégen inkubdltuk 20 percig, majd azokbdl 10 pl-t kivettiink, és
40 pl reakcidelegyet adtunk hozzd, melynek komponensei az aldbbiak voltak: 50 mM
Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM ditiotreitol, 150 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0,05 % Triton X-100,
0,5mM EDTA, 0,3 mM glutation, 2 uM TTP, 3,75 puM SH-TTP és 20 pg/ml
poli(rA)oligo(dT);,.13 templat. A mintdk és a reakcidelegy keverékét 1 o6ran 4t 37 °C-on
inkubdltuk. Ezt kovetéen minden cs6bol 30 pl-t Whatman sziirépapir-korongra
cseppentettiink — melyet el6zetesen 10 mM Na-pirofoszfat oldatban impregnéltunk —, és a
mintdkat szobahdmérsékleten 1 6rdn at szdritottuk. Ezutdn a filtereket 5 %-os trikl6recetsav
oldatban haromszor 5 percig, majd 96 %-os etil-alkoholban 1 percig mostuk. A nedves
filtereket szdritédszekrényben 30 °C-on megszaritottuk, majd egyenként 7-7 ml szcintillicids
folyadékba (0,4 % 2,5-difeniloxazol toluolban) helyeztik. A mintdk radioaktivitasat
megmértiik, és a benniik 1év4 virus titerét cpm/ml (count per minute/ml) egységben kifejezve

adtuk meg.
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L. 4. Syncytiotrophoblastok fertozése

L 4. 1. Syncytiotrophoblastok fertozése HIV-1-gyel, illetve HHV-6A-val

Kisérleteinkhez 5 napos ST kultirdkat fert6ztiink. El0szor eltavolitottuk a sejtekrol a
tdpfolyadékot, majd haromszor mostuk nem kiegészitett KGM tdpfolyadékkal. A fert6zés
multiplicitisa HIV-1 esetén 1 SFU/sejt, mig HHV-6A esetén 1 FFU/ml volt, melyet a
kiszélesztett cytotrophoblastok szdménak megfelelden dllapitottunk meg. A virusszuszpenzid
hozzdaddsat kovetden a sejteket 1 6rdn 4t inkubdltuk 37 °C-on. Ezt kovetben a kultdrdkat
alaposan, 6tszor mostuk nem kiegészitett KGM tapfolyadékkal. Végiil fele részben friss, fele
részben lecentrifugalt (300 g, 10 perc), régi, 2 mM glutamint, 15 % FBS-t és antibiotikumokat
tartalmazé KGM tapfolyadékot adtunk a sejtekre.

L. 4. 2. Koinfekcio

Ennek sordn az 5 napos syncytiotrophoblastokat vagy szimultdn fertztiik HIV-1-gyel
és HHV-6A-val, vagy az egyik virussal torténd fert6zést a masikkal valé infekcié 3 nap milva

kovette. A fertdzést az el6z6ekben leirtak szerint végeztiik.

L 5. A macrophagkultiirdk fertdzése

A kisérletekhez 7 napos, monocyta eredetli macrophagkultirdkat fertdztiink 24 lyukd
tenyésztéedényben. A fert6zés multiplicitisa a HHV-6A esetében 1 FFU/sejt volt. HIV esetén
150000 cpm/ml titerti virusbdl minden lyukhoz 100 pl-t adtunk. A fert6zés menete a
kovetkezd volt: a virusszuszpenzié hozzdaddsat kovetden a sejteket 2 6ran keresztiil 37 °C-on
inkubdltuk, majd a kultdrdkat haromszor mostuk nem kiegészitett RPMI tapfolyadékkal.
Végiil friss, 20 % FBS-t tartalmazé RPMI tapfolyadékot adtunk a sejtekre.

A kett6s fert6zések szimultan médon torténtek. Ekkor a macrophagokat 2 6ran keresztiil
inkubaltuk HHV-6A-val, majd hiaromszori mosds utdn 2 6rdn at HIV-1-gyel, végiil djabb

haromszori mosdés utan friss, 20 % FBS-t tartalmazé RPMI tapfolyadékot adtunk a sejtekhez.

L 6. Immunszérumok és konjugdtumok

A HHV-6A 37 kDa korai (early, E) és p135, illetve p150 kés6i (late, L) antigének
elleni, valamint a macrophagokon expresszdlodd6 CCRS elleni egér monoklondlis
ellenanyagokat (MAb) a Biodesign cégtdl vasaroltuk (USA). A HIV-1 Tat és p24 antigénekre
specifikus, nyilban termelt ellenanyagokat az AIDS Research and Reference Reagent

Program (Division of AIDS Program, NIAID, NIH, USA) révén kaptuk.
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A monocyta-specifikus sejtfelszini CD14 marker elleni MAb-ot a Chemicon
(Ausztralia) cégtdl vasaroltuk.

Az egér anti-CD4 MADb a Becton Dickinson (USA) cég, az anti-CXCR4 és anti-CCRS5
egérben termelt MAb-ok az R&D Systems (USA) termékei, mig az egér anti-CCR3 MAD a
LeukoSite (USA) terméke volt.

Az ST sejtek esetén haszndlt fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jelzett, nydlban
termelt, anti-egér és a sertésben termelt anti-nydl immunglobulin (Ig) a Dako cégtdl
szarmazott. A TRITC-cel (tetrametilrodamin-izotiocianat) jelzett, kecske, anti-egér Ig
konjugatumot, illetve a macrophagok esetében a szekunder ellenanyagként hasznalt FITC-cel

konjugalt, Fc specifikus, kecskében termelt anti-egér Ig-t a Sigma-Aldrich-tdl vasaroltuk.

L. 7. Immunfluoreszcens technikdak

A virdlis fehérjék expressziéjat indirekt citoplazma immunfluoreszcencidval (IFA)
mutattuk ki. Ezekhez a vizsgilatokhoz az ST sejteket targylemez alapd palackban, a
macrophagokat Sonic Seal Slide Wells edényen tenyésztettiik és fertdztiik. A sejtkultirakrol a
tapfolyadékot leszivtuk, haromszor mostuk PBS-sel, majd 80 %-os jéghideg acetonnal a
targylemezre fixaltuk. Ezutin haromszor PBS-sel, kétszer 1 % FBS tartalmi PBS-sel
(PBS-FBS) mostuk 5-5 percig. Az E és L antigénekre specifikus, az anti-Tat és anti-p24,
illetve az anti-CD4 és a koreceptorok elleni primer -ellenanyagokkal a sejteket
szobahdmérsékleten 30 percig inkubdltuk, majd hdromszor, 5-5 percig mostuk PBS-FBS-ben.
Ezt kovetéen a megfeleld konjugdtumot adtuk a mintdkhoz, és azokat djabb 30 percig
inkubéltuk szobahOmérsékleten. Haromszori PBS-sel torténd mosdst kovetden a
prepardtumokat ragasztd géllel (DAKO) és fed6lemezzel lezartuk, majd fluoreszcens

mikroszkdépban (Leitz Orthoplan, Németorszag) értékeltiik.

A HHV-6 E antigén és HIV-1 p24 antigén koexpresszidjanak vizsgalatdhoz kett0s,
indirekt immunfluoreszcencids vizsgalatot végeztiink. Ennek kivitelezése sordn kétféle
szekunder konjugdtumot hasznéltunk. Az E antigénre specifikus, egér MAb-hoz FITC-cel
jelolt nydl, anti-egér, mig a poliklondlis, nydl, anti-p24 ellenanyaghoz TRITC-cel konjugélt
sertés, anti-nyul Ig-t kotottiink. A FITC konjugdtumok esetén az excitdcids fény hullimhossza
495 nm, az emittdlt fényé pedig 525 nm volt. A TRITC-cel konjugilt mintdk esetén a
gerjesztO fény hulldmhossza 555 nm, mig a kibocsatotté 570 nm volt.

A transzfektdlt ST sejtekben a HHV-6A IE fehérjéinek jelenlétét Eizuru és

Minamishima (Eizuru and Minamishima, 1992) leirdsa alapjan végeztiik. A sejteket hdvel
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inaktivalt (56 °C, 30 perc) és tengerimalac komplementtel telitett human szérummal 30 percig
szobahOmérsékleten inkubaltuk, majd haromszor mostuk PBS-FBS-sel. A FITC-cel konjugalt
madasodlagos ellenanyaggal szintén 30 percig szobahdmérsékleten inkubdltuk. Haromszori
PBS-sel torténd mosast kdvetden a prepardtumokat ragasztd géllel és feddlemezzel lezartuk,
majd fluoreszcens mikroszképban értékeltiik.

A monocyta-specifikus sejtfelszini marker, a CD14 expresszidjat indirekt, membran
immunfluoreszcencidval (IFA) mutattuk ki egérbdl szdrmazd, monoklondlis ellenanyag
segitségével. Ehhez a negativan, frissen izoldlt monocytdkat haromszor mostuk PBS-FBS-sel.
A primer ellenanyaggal a sejteket 4 °C-on 30 percig inkubdltuk, majd hdromszor mostuk
PBS-FBS-ben. A FITC-cel konjugalt mdasodlagos ellenanyaggal a sejteket 30 percig
inkubaltuk 4 °C-on. Hdromszori, PBS-sel torténd mosést kovetden a sejteket cytospinnel
(Shandon, USA) targylemezre centrifugdltuk (900 rpm, 3 perc). A preparatumokat
feddlemezzel lezartuk, majd fluoreszcens mikroszképban (Axioscop, Zeiss, Németorszag)

értékeltiik.

L. 8. Transzfekcio

Az ST sejteket a HHV-6A IE régidjanak nyitott leolvasasi kereteit (open reading
frame, ORF) kddold plazmidokkal transzfektdltuk. A pHV6US86 plazmid az IE-A régié U86
ORF-ét kodolta pBluescript vektorba klénozva (Flamand et al., 1998). A pBC-ORF
expresszids plazmid az IE-A régié teljes U89 ORF-ét hordozta pBC/CMV plazmidba
klénozva (Martin et al., 1991). A HHV-6A IE-B régidjdnak ORF-eit, az U16-Ul17-et, illetve
az U18-U19-et a pUCI19 vektorba klénozva a pIEGP2-3’ és a pIEGP1-2 plazmidok kédoltdk
(Nicholas and Martin, 1994). Kontrollként az iires vektorokat hasznaltuk.

A trophoblast sejteket 3 nappal a transzfekcid elétt 35 mm atmérdjli tenyészedénybe
sz€lesztettiik. A tranziens transzfekcidt egy kordbbi tanulmdany alapjan (Felgner et al., 1987)
lipofectin moddszerrel végeztiik. A kultirdkat kétszer mostuk szérummentes OptiMEM
tapfolyadékkal (Invitrogen. USA), majd az ST sejtekhez adtuk a DNS-lipid komplexet. Ez
1 ml szérummentes OptiMEM tépfolyadék 0,5-2,5 pg plazmidot, illetve 1,2-6,0 pl lipofectin
reagenst (Invitrogen) tartalmazott. A sejteket 16 6rdn at 37 °C-on inkubdltuk. Ezutin a
tapfolyadékot leszivtuk, a sejteket szérummentes tdpfolyadékkal mostuk, végiil 4 ml

kiegészitett KGM tapfolyadékot adtunk hozzajuk.
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L. 9. Polimerdz lancreakcio (PCR)

A virélis DNS izoldlésa a sejtekbdl és a kultirak tisztitott (10 perc centrifugalas, 1000 g,
4 °C) feliilisz6jabol High Pure Viral Nucleic Acid Kittel (Roche) tortént a gyarté utasitdsai
szerint.

A nested PCR eljarast 50 pl végtérfogatban végeztiik, amely 2 pul DNS izolatumot, 25 pl
RedTaq Ready Mix-et (Sigma-Aldrich) és 25-25 pmol primert tartalmazott. A felhasznalt
primerek szekvencidja és a reakcié koriilményeinek leirdsa Yalcin és munkatirsaitol
szarmazik (Yalcin et al., 1994). A reakcié masodik korében templatként az elsé korben nyert

PCR-termék tizszeres higitdsat hasznéltuk.

L. 10. Kemokinek mennyiségének meghatdrozdsa

Az IL-8 és a RANTES iirités mérése a fertdzott és a fertdzetlen tenyészetek
feliildszoibdl ELISA Kkittel (R&D Systems) tortént a gyartd altal meghatdrozott irdnyelvek

szerint.

L 11. Intracellularis kalcium mérése

A macrophagokban a RANTES adltal kivaltott Ca®* mobilizaciét kétféle médszerrel
vizsgaltuk.

Egyedi sejteken a RANTES hatésdra bekovetkezd intracellularis kalcium koncentracio
([Ca™];) véltozasat egy kordbbi leirds alapjan mértiik (Cseri et al., 2002). A fertézetlen és
HHV-6A-val fertdzott macrophagokat fedolemezen tenyészettiik. A sejteket PBS-sel mostuk,
majd 10 pM fura-2AM-et (Molecular Probes, USA) és 0,02 % pluronic-ot (Sigma-Aldrich)
tartalmaz6 RPMI tapfolyadékkal 1 6ran 4t 37 °C-on inkubdltuk. Inkubdlds utdn a festékkel
feltoltott sejteket kétszer alaposan mostuk PBS-sel. A mérés inverz fluoreszcens
mikroszkoppal (Diaphot, Nikon, Japan) tortént. Az exciticiés hullimhosszt 340 és 380 nm
kozt valtoztattuk egy kettds monokromdtor és egy online kapcsolt mikrokomputer
segitségével (Deltascan, Photon Technology International, USA). A fluoreszcens emisszi6t
510 nm-en detektdltuk 10 Hz/hanyados adatvételi gyakorisaggal egy fotoelektron-sokszorozé
segitségével. A [Ca™*]i-t egy korabbi publikicié alapjan (Grynkiewicz et al., 1985) szdmoltuk.

A RANTES 4ltal okozott [Ca2+]i novekedést fertozetlen és HHV-6A-val fertdzott
macrophag populédcidkban FluroMax Spectrofluorimeterrel (Spex Industries, USA) mértiik.

Ebben az esetben a fura-2AM-mel feltoltott, PBS-sel mosott sejteket a tenyészedényrol
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sejtkapar6val ~ Gvatosan felkapartuk, majd PBS-ben 10° sejt/ml koncentriciGban
szuszpendéltuk. A mérést kiivettdban 2 x 10° sejten végeztik. A 340 és 380 nm-es

gerjesztésen mért fluoreszcencia intenzitdsok aranyat (R340/380) hasonlitottuk 6ssze.

L 12. Fluorocytometrids vizsgdlatok

Fertdzetlen és HHV-6A-val fert6zott macrophagok CCRS receptor-expresszidjat
fluorocytometridval vizsgaltuk. Az immunfluoreszcens festéshez a sejteket sejtkapardval
Ovatosan felvélasztottuk a tenyészedényrdl, majd haromszor hideg PBS-FBS-sel mostuk. Az
IFA-t a CDI14 jelolés esetén leirtak alapjan végeztik. A jelolt sejteket 4 %
paraformaldehidben fixaltuk. A méréseket FACScan analizatorral és CellQuest Software-rel

(Becton Dickinson, USA) végeztiik.

1. 13. Statisztikai elemzés

Az adatokat SPSS statisztikai programcsomaggal (SPSS Incorporated, USA), t-préba

segitségével hasonlitottuk dssze.
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EREDMENYEK

Vizsgélatainkat 5 kiilonbozd placentdbdl szeparalt sejteken végeztiikk el. Mivel a
kisérletek eredményei hasonléak voltak, igy ezek kozill az aldbbiakban egy reprezentativ

vizsgélatsorozat szerepel.

I. 1. HHV-6A és HIV-1 fertozoképességének vizsgdlata syncytiotrophoblast sejteken
Kisérleteink sordn el6szor azt kivantuk tisztazni, hogy a HHV-6A képes-e produktivan

fertézni az ST sejteket. Ehhez 5 napos trophoblast kultdrdkat fertéztink HHV-6A-val, majd
indirekt citoplazma IFA-val virusspecifikus antigének jelenlétét vizsgaltuk a fertézott
tenyészetekben. A fert6zést kdvetd 24. ordban az ST sejtek magjaban megjelent az E antigén,
ami a 10. napig volt kimutathat6. A fluoreszcens jel intenzitdsa a 4. napon érte el maximumat
(1. abra), ekkor a sejtek mintegy 65 %-a volt pozitiv. Azonban sem késéi fehérjéket, sem
pedig infektiv viriont a kisérlet 22 napja alatt nem észleltink. Nem tudtunk Tat és p24
antigént, illetve fert6zdképes virust kimutatni azon ST sejtek feliiliszdjdban sem, melyeket
HIV-1p,.-lal vagy HIV-1yg-vel fertoztiink. Az ST sejtek tehat fertozhetok mind HHV-6A-
val, mind pedig HIV-1-gyel, 4m a replikaciés ciklus egyik esetben sem produktiv, infektiv

virionok nem iiriilnek.

1. abra: HHV-6A korai antigén kimutatdsa indirekt inmunfluoreszcencidval a

Jertozott syncytiotrophoblastokban (400 X nagyitds)

HHV-6A-val fertozott sejtek fertozetlen sejtek
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I 2. HIV-1-gyel és HHV-6A-val tortént kettds fertozés hatdsa a virusok replikdciojdra
syncytiotrophoblastokban

A koinfekci6s kisérletek soran az 5 napos ST sejteket vagy szimultan fertéztiikk HIV-1-
gyel és HHV-6A-val, vagy az egyik virussal torténd fertdzést a mdsikkal vald infekcié 3 nap
mulva kovette. Majd ELISA mddszerrel vizsgaltuk a kultdrdk feliildszdjaban a p24 antigén
mennyiségét. A HIV-1 Ba-L torzsével és a HHV-6A-val torténd koinfekci6é eredménye a 2. A
abran lathat6. HHV-6A hatdsiara a HIV-1 replikdcids ciklusa produktivvd valt, hiszen
valamennyi esetben tudtunk p24 antigént kimutatni a kultdrdk feliillisz6jdban. A legnagyobb
titert abban az esetben értiik el, ha a HIV-1-gyel fert6zott kultdrat 3 nap milva fertdztiik feliil
HHV-6A-val, mig a legkisebbet akkor, ha az elofert6zés a HHV-6A-val tortént. Annak
eldontésére, hogy valdban infektiv virionok iiriilnek-e, syncytiumképzd vizsgalatot végeztiink
(2. B abra). A grafikonr6l leolvashatd, hogy valamennyi esetben fertézéképes HIV-1
virionok iiriiltek. Ugyanezeket tapasztaltuk a HIV-1yp esetében is (3. A és B abrak).

2. abra: HIV-1,_, -lal és HHV-6A-val tortént kettés fertézés hatasa a HIV-1
replikacigjara syncytiotrophoblastokban

Jelmagyarazat:
@ : szimultan fert0zés

W : eléfert6zés HHV-6A-val, majd 3 nap mulva feliilfert6zés HIV-1p,. -lal
A : elofertdzés HIV-1p,-1al, majd 3 nap mdlva feliilfert6zés HHV-6A-val
® : HIV-1p,-lal fertézott, kontroll tenyészet

2. A dbra: p24 antigén titere a kultiirdk feliiliiszojaban
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Napok a HIV-1, , -lal tortént fert6zés utan

26



2. B dbra: Infektiv HIV-1 titere a kultiirdk feliiliiszojaban
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3. abra: HIV-1,;,,-vel és HHV-6A-val tortént kettos fertozés hatdsa a HIV-1 replikdcidjdara

syncytiotrophoblastokban

Jelmagyarazat:

@ : szimultan fert6zés
W : eléfert6zés HHV-6A-val, majd 3 nap milva feliilfert6zés HIV-1yp-vel
A : elofertézés HIV-1yg-vel, majd 3 nap mulva feliilfert6zés HHV-6A-val

® : HIV-1yp-vel fertézott, kontroll tenyészet

3. A dbra: p24 antigén ftitere a kultirdk feliiliiszéjaban
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3. B dbra: Infektiv HIV-1 titere a kultiurdk feliiliszéjaban
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Annak eldontésére, hogy a kettésen fertézott kultirak HIV-1 termelése az infektiv
HHV-6A virionoknak koszonhetd-e, hdvel inaktivalt (1 6éra, 56 °C) HHV-6A-val is
elvégeztiik a kettOs fertézéseket. Mivel ebben az esetben sem infektiv HIV-1 virionokat, sem
p24 antigént nem tudtunk kimutatni, feltételezhetéen aktiv HHV-6A expresszid sziikséges a
HIV-1 szaporodasédhoz.

A szimultdn fertézott koinfekcids kultdrdban a fert6zést kovetden indirekt
immunfluoreszcencids médszerrel vizsgaltuk a HIV-1 Tat fehérje jelenlétét. A virusspecifikus
antigént mar a fert6zést kovetd 32. éraban ki tudtuk mutatni (4. abra), ami arra utal, hogy a

HHV-6A val6szintileg a HIV-1 replikdcidjdnak korai fazisdban fejti ki stimuldlé hatdsat.

4. abra: Tat protein kimutatdsa indirekt immunfluoreszcencidval a kettdsen fertozott

syncytiotrophoblastokban (400 X nagyitds)

kettOsen fertdzott sejtek HIV-1-gyel fert6zott sejtek
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Ugyanakkor a HIV-1 nem befolydsolta a HHV-6A szaporoddsat, hiszen sem L
antigént, sem pedig infektiv HHV-6A virionokat nem tudtunk kimutatni ezekben a kettOsen
fertézott kultdrakban.

Ezt kovetden kettés immunfluoreszcencids vizsgalattal detektaltuk a HIV-1 p24 és a
HHV-6A korai antigén egyiittes jelenlétét a mindkét virussal fertézott ST sejtekben 7 nappal a

fert6zést kovetden (5. abra).

5. abra: HIV-1-specifikus p24 protein és HHV-6A E antigén szimultdn kimutatdsa kettds

immunfluoreszcencidval a koinfekcios tenyészetben (200 X nagyitds)

HHV-6A E antigén a kettOsen fertdzott HIV-1 p24 fehérje a kettésen fertdzott

sejtek magjaban sejtek citoplazméjaban

I. 3. Felszini molekuldk expressziojanak vizsgdlata fertozetlen és  fertozott

syncytiotrophoblast sejteken

A kisérlet kovetkezd szakaszdban azt vizsgéltuk, hogy a HHV-6A vajon a sejtfelszini
molekuldk expresszidjanak befolydsolasa révén, a HIV-1-re fogékony sejtek szamdnak
novelésével hat-e a HIV-1 replikécidjara. El6szor indirekt immunfluoreszcenciaval fertézetlen
ST sejteken vizsgaltuk a CD4, CXCR4, CCRS5 és CCR3 molekuldk jelenlétét. (6. abra). A
képeken jol latszik, hogy CD4 és CCRS5 receptor nincs az ST sejteken, mig CXCR4 és CCR3
kimutathato.

Ezt kovetden fert6zott sejteken vizsgaltuk ugyanezen molekuldk jelenlétét. Sem a
HIV-1-vel, sem a HHV-6A-val, sem pedig a kettdsen fert6zott sejteken nem tapasztaltunk

valtozast.
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6. abra: CD4, CXCR4, CCR3 és CCRS5 felszini molekuldk kimutatdsa indirekt

immunfluoreszcencidval a fertiozetlen syncytiotrophoblastokon (100 X nagyitds)

CD4 CXCR4

CCR3 CCRS

A kovetkezo 1épésben blokkolasos kisérleteket végeztiink. Ennek sordan a HHV-6A-val
fertézott ST sejteket 3 nap mulva feliilfertéztik a HIV-1 Ba-L, illetve IIIB torzsével,
mikozben anti-CXCR4, anti-CCR3 és anti-CCR5 MAb-okat adtunk a kultirdkhoz kiilon-
kiilon, illetve anti-CD4 ellenanyaggal kombinédlva. A blokkold ellenanyagokat 20 pg/ml-es
koncentraciéoban 1 6rdn at, 37 °C-on inkubdltuk a tenyészetekkel a HIV-1-gyel torténd
fert6zés elott. Kontrollként normal, egér IgG-t hasznaltunk. Ezutan vizsgaltuk a feliildszok
infektiv HIV-1 titerét (I. tablazat). A tablazatbol jol latszik, hogy egyik receptor blokkoldsa
sem gitolta a trophoblastok HIV-1-gyel torténd fert6z0dését. Ez 6sszhangban van azzal a

ténnyel, hogy a trophoblastok felszinén nem taldlhaté CD4, illetve CCRS receptor; valamint
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egy korabbi eredményiinkkel is, miszerint a HIV-1 IIIB és Ba-L torzsek sem CD4, sem pedig

kemokin receptorokat nem hasznilnak az ST sejtek fert6zése sordn.

L. tablazat: Infektiv HIV-1 titere CD4-, CXCR4-, CCR5- és CCR3-specifikus

ellenanyagokkal kezelt, kettdsen fertozott sejtek feliiliiszojaban

HIV-1 titere (SFU/ml) az alabbi virusokkal fert6zott sejtek feliiliszéjaban

HIV-15 HIV-1g,.
Ellenanyagok

nem kezelt 3x10° 1,7x103
anti-CD4 1,6x10° 3,2x10°
anti-CXCR4 1,8x10° nem végeztiik
anti-CCR5 nem végeztilk 3,3)(103
anti-CCR3 1,6x10° 3,0x10°
anti-CD4 €s anti-CXCR4 1,9)(103 nem végeztilk
anti-CD4 és anti-CCRS nem végeztilk 3,0)(103
anti-CD4 és anti-CCR3 1,6x10° 3,3x10°
normal, egér IgG 1,5x10° 3,2x10°

L. 4. A HHV-6A transzaktivdtor géntermékeinek hatdsa a HIV-1 replikdcigjdra

Az el6zo kisérlet eredményei alapjan az ST sejtekben a HHV-6A nem a HIV-1-gyel
szembeni fogékonysdgot novelve fejti ki stimuldl6 hatdsat. Feltételezéseink szerint a HHV-6A
transzaktivdl6 géntermékeinek lehet ebben szerepe. Ezért olyan kisérleteket végeztiink,
melyekben az ST sejteket a HHV-6A IE-A és IE-B régidjanak ORF-eit hordozé plazmidokkal
transzfektaltuk, majd 48 o6ra elteltével HIV-1-gyel fertdztiikk. Ezutdn harmadnaponként 22
napig vizsgaltuk a kultdrak infektiv HIV-1 termelését.

A transzfekcié hatékonysdgat 48 ora elteltével immunfluoreszcencidval ellendriztiik,
kontrollként HHV-6A-val fertdzott HSB-2 sejteket hasznaltunk. Az 1,5 pg/ml koncentracidju,

a HHV-6A génjeit kddol6 plazmidokkal transzfektélt sejtek esetében az antigénpozitiv sejtek
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aranya 44-51 % volt. A kontrollként alkalmazott ,,iires” vektorok esetén fluoreszcens jelet
nem tapasztaltunk.

A kisérletek elsé szakaszdban az ST sejteket U86 €s U89 géntermékeket expresszald
plazmidokkal kiilon-kiilon, illetve egyiittesen is transzfektaltuk. Mind a HIV-1yg-vel, mind
pedig a HIV-1p,1-lal fert6zott sejtek esetében mar 0,5 pg/ml plazmidkoncentricié esetén
jelentés mennyiségl infektiv HIV-1 virion iiriilt, aminek mennyisége mintegy tizszeresre
emelkedett a plazmidkoncentracié 1,5 pg/ml-re emelésével (7. abra). Az U89 géntermék
onmagaban kevésbé volt hatékony, ellenben az U86 géntermékkel egyiitt szinergista
hatdstinak bizonyult. A kontroll plazmidokkal transzfektdlt, majd HIV-1-gyel fert6zott sejtek
feliiliszojaban HIV-1 nem volt kimutathato.

A kisérleteket az IE-B régi6 ORF-eit tartalmazé plazmidokkal is elvégeztik. A
kultirak feliiluszéjaban mindkét HIV-1 torzs esetén infektiv virionokat tudtunk kimutatni,
melynek mennyisége 2 pg/ml-es plazmidkoncentricié esetében érte el a maximumot (8.
abra). A két plazmiddal egyiittesen transzfektalt kultirak esetében azonban nem tapasztaltunk
nagyobb mértékii HIV-1 termelést az egy-egy génterméket expresszalo sejtekhez képest. A
kontroll plazmidokkal transzfektalt, HIV-1-gyel fert6zott ST sejtek feliiliszdjabdl virust nem

tudtunk kimutatni.

7. abra: HHV-6 IE-A géntermékek hatasa a HIV-1 replikaciéjara fert6zott
syncytiotrophoblastokban

Jelmagyardzat:
B : [E-A U86 és U89 ORF-et hordoz6 plazmiddal kotranszfektilt sejtek HIV-1-gyel

fertdzve
A : IE-B U86 ORF-et hordoz6 plazmiddal transzfektalt sejtek HIV-1-gyel fert6zve
¢ : IE-B U89 ORF-et hordoz6 plazmiddal transzfektalt sejtek HIV-1-gyel fert6zve

=105 = 105
E E
E 104 ././l—H E 1041 ././|/.—.
1Z) 23
2 103 ‘%ﬁ 2 103 ﬁ
=102 210 v
“?101 101
> -
==l ] ‘ , , : : = 0 ; ; ‘ ‘ ‘
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Plazmidkoncentracié (Lg/ml) Plazmidkoncentracio (Lg/ml)
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8. abra: HHV-6 IE-B géntermékek hatasa a HIV-1 replikacigjara fertozott
syncytiotrophoblastokban

Jelmagyardzat:
B: [E-B Ul16-Ul17 és U18-U19 ORF-et hordoz6 plazmiddal kotranszfektdlt sejtek

HIV-1-gyel fertézve
A : I[E-B U18-U19 ORF-et hordozé plazmiddal transzfektalt sejtek HIV-1-gyel fertdzve
¢ : IE-B U16-U17 ORF-et hordoz6 plazmiddal transzfektalt sejtek HIV-1-gyel fertézve
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II. 1. A HHV-6A szupresszdlja a HIV-1 replikdcidjat macrophagokban
A HHV-6A HIV-1 replikidciéra kifejtett hatdsit 7 napos, monocyta eredetii

macrophagokon vizsgéltuk, az eredmények a 9. abran lathatéak.

A HIV-1 RT aktivitasat el6szor a fertdzést kovetden 6 nappal mértiik a csak HIV-1-gyel,
és a HHV-6A-val és HIV-1-gyel kettdsen fert6zott tenyészetekben. A kisérletek iddtartama
alatt a szimultdn kettdsen fert6zott macrophagok esetén a HIV-1 replikaciéja szignifikdnsan
(n=5, p<0,05) lecsokkent a csak HIV-1-gyel fertdzott sejtekhez képest. A kettdsen fert6zott
sejtek életképessége a csak Ada-M-mel fertézottekhez képest nem kiilonbozott.

Ahhoz, hogy megdllapithassuk, a szuppressziv hatds az infektiv HHV-6A virionoknak
koszonhetd-e, kontrollként hdvel inaktivalt (56°C, 1 o6ra) HHV-6A-val is végeztiink
koinfekcios kisérleteket. Ebben az esetben azonban a kettosen fert6zott tenyészetekben az

inaktivalt HHV-6A nem gétolta a HIV-1 replikdciojat (9. abra).

9. abra: HIV-1 szaporodasanak vizsgalata kiilonb6zo sejtkultirakban

Jelmagyardzat:
W : csak HIV-1-gyel fert6zott macrophagok

: HHV-6A-val és HIV-1-gyel fertdzott macrophagok
: hdvel inaktivalt HHV-6A-val és HIV-1-gyel fert6zott macrophagok

120 000
100 000
80 000
60 000
40 000
20 000 -

RT aktivitas (cpm/ml)

6 10 14
Napok a fertézést kovetéen
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I1. 2. HHV-6A replikdcio a macrophagokban
Korabbi tanulmannyal (Smith et al., 2003) 6sszhangban, infektiv HHV-6A termelést

sem a virussal egyszeresen, sem pedig a HIV-1-gyel és HHV6-A-val kettdsen fert6zott
macrophagok esetében nem tapasztaltunk. A vizsgilatokat HSB-2 monolayeren 14 napon
keresztiil infektiv titrdlassal végeztilk. Kisérleteink sordan a HHV-6A pl150 kapszid
proteinjének jelenlétét nem tudtuk kimutatni. A kultirdk feliilisz6jdban HHV-6A
genomekvivalensek megjelenését nested PCR-rel nem tapasztaltuk, ugyanakkor HHV-6A
specifikus DNS-t detektdltunk a macrophagokban, igazolva, hogy a HHV-6A képes
megfertzni a macrophagokat (10. abra). Az abran hat fiiggetlen kisérlet egy-egy

reprezentativ eredménye lathato.

10. abra: HHV-6A specifikus DNS kimutatasa a fert6zott macrophagokban és frissen

izolalt monocytakban

<«——HHV-6A-val fert6z6tt macrophagok
<«——HHV-6A-val ferté6z6tt macrophagok

<+—Kettdésen fert6z6tt macrophagok
<«—kettésen fert6z6tt macrophagok

<+«—fertézetlen monocytak
<+«—fertézetlen monocytak

<+— 4 kontroll
<+— - kontroll
<«——+ kontroll
<«——- kontroll

o
<
@
T

<«——Mmarker

<+«— 329 bp
<« 194 bp
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I1. 3. A HHV-6A fokozza a macrophagok IL-8 és RANTES iiritését
Ezt kovetéen vizsgalatuk, hogy a HHV-6A megviltoztathatja-e a macrophagok

kemokintermelését, a RANTES, illetve az IL-8 tiritését, amelyek befolyasolhatjak a CCRS
receptor HIV-1 iranti érzékenységét. Ezen kisérletek soran fert6zetlen, egyszeresen, illetve
kettdsen fertdzott kultirdk feliiliszojat tanulmanyoztuk.

A HHV-6A fert6z¢€s hatdsara a macrophagok nagy mennyiségii RANTES-t iiritettek (11.
abra; n=2). A GS torzzsel egyszeresen, illetve GS-sel és Ada-M-mel szimultin fertozott
kultirdk esetében is az iirités maximumat a fert6zést kdvetd 2. napon tapasztaltuk. Ezutdn az
irités mértéke csokkent, és a fert6zést kovetd 10. naptél a kemokin mennyisége nem
kiilonbozott a fertézetlen, kontroll kultirdkétol.

A csak HIV-1-gyel torténd fertdzés szintén fokozott RANTES iiritést eredményezett,
amit a fert6zést kovetd 6. naptdl a 14. napig tapasztaltunk.

Mig a csak HIV-1-gyel torténd fert6zés esetén 10-szeres, addig a HHV-6A-val val6
fert6zés esetén megkozelitden 100-szor magasabb kemokin iiritést tapasztaltunk a kontroll

kultirdakhoz képest.

11. 4bra: HHV-6A fert6zés hatasa az RANTES iiritésre
Jelmagyarizat:
B : csak HIV-1-gyel fert6zott macrophagok
B : HHV-6A-val fert6zott macrophagok
:HHV-6A-val és HIV-1-gyel szimultdn fertdzott sejtek

: fertézetlen macrophagok
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2000+
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2 6 10 14
Napok a fertiézést kovetien
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(3]
(=4
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Ezutan a sejtek IL-8 termelését mértik. Ahogy az a 12. abran (n=2) lathatd, a kisérlet
14 napja alatt a csak HHV-6A—val, illetve a HIV-1-gyel és a HHV-6A-val szimultan fertdzott
kultirdk esetében is fokozott IL-8 iiritést figyeltiink meg. A fertdézést kdvetd 6. napig az IL-8
mennyisége a HHV-6A-val fert6zott kultirdk esetében megkozelitden 10-szeres volt a
fertdzetlen kultdrdkhoz képest, majd a szekrécié mértéke csokkent. A HIV-1 Ada-M torzsével
fert6zott macrophagok feliiliszéjdban mérhetd IL-8 mennyisége szamottevéen nem

kiilonbozott a kontroll sejtekétdl.

12. 4bra: HHV-6A fert6zés hatasa az IL-8 iiritésre
Jelmagyardzat:
H : csak HIV-1-gyel fert6zott macrophagok
B : HHV-6A-val fert6zott macrophagok
:HHV-6A-val és HIV-1-gyel szimultin fertdzott sejtek

: fertézetlen macrophagok

3000
2500 -
2000 -
1500 -|

IL-8 (pg/ml)

1000

500 - l

0-

2 6 10 14
Napok a fertézést kovetéen

II. 4. Exogén IL-8 és RANTES hatdsa a HIV-1 replikdciojdara
Azt, hogy a HHV-6A fertdzés altal kivaltott RANTES és IL-8 iiritésnek milyen hatdsa

van a HIV-1 replikdcidjara, exogén kemokinek segitségével vizsgaltuk. A HHV-6A-val és
HIV-1-gyel kettdsen fertdzott kultirdk esetén mért kemokinek mennyiségével megegyezd
mennyiségli exogén RANTES-t és IL-8-at (humén, rekombindns, R&D) adtunk a

macrophagokhoz a csak HIV-1-gyel torténé fertdzést kovetéen. Amint az 13. abran lathato,
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mind az exogén RANTES, mind az exogén IL-8 képes volt szignifikansan gitolni a HIV-1
replikécidjat (p<0,05; n=3).

13. abra: Exogén RANTES és IL-8 hatasa a HIV-1 replikaciojara
Jelmagyardzat:
M : csak HIV-1-gyel fert6zott macrophagok
: csak HIV-1-gyel fertdzott sejtek IL-8-cal kezelve
M : csak HIV-1-gyel fert6zott sejtek RANTES-szel kezelve

120000
100000 -
80000 -
60000 -
40000 -
20000 -

0-

RT aktivitas (cpm/ml)

6 | 10 14
Napok a fertézést kovetoen

I1. 5. HHV-6A hatdsa a CCRS ligandérzékenységére
Eddigi eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a HHV-6A befolyasolhatja a CCRS

receptor ligandérzékenységét. A szenzitivitds vizsgalatdhoz a kemokin receptor természetes
ligandjat, a RANTES-t hasznéltuk. A RANTES dltal kivaltott intracellularis Ca®* mobilizciét
fertdzetlen és HHV-6A-val fertdzott macrophagokon tanulméanyoztuk a fert6zést kovetd 6.
napon. A 14. A 4brin az egyedi sejteken mért eredményeket lathatjuk (az dbrdn harom
fliggetlen kisérletb0l egy-egy reprezentativ adatsor lathatd). A HHV-6A-val fertézott
macrophagok esetében a RANTES adagolést koveté [Ca™]; ndvekedés kisebb mértékii volt.
Macrophag-populdcidok esetén a relativ. R340/380 véltozds szignifikdnsan kisebb volt

(p=0,032; n=6), mintegy 22 %-nyi a fertézetlen populaciékéhoz képest (14. B abra).
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14. abra: HHV-6A hatasa a CCRS ligandérzékenységére
14. A 4bra: Egyedi sejteken mért intracellularis Ca®* mobilizacié 25 nM RANTES
adagolasat kovetoen (20-140 sec)

fert6zetlen macrophag HHV-6A-val fert6zott macrophag
40 40
S 30 S 30
£ g
—= 207 = 20
& &
§ 107 é 10
0 0
0 100 200 300 0 100 200 300
Idé (sec) Idé6 (sec)

14. B dbra: RANTES adagolast kovetd intracellularis Ca** mobilizacié fertézetlen és

fert6zott macrophag populaciékban
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I1. 6. A HHV-6A fertozés befolydsolja a macrophagok CCRS expresszidjdt
A fert6zetlen kontroll és a HHV-6A-val fert6zott macrophagok CCRS expresszidjat 6

nappal a fertdzést kovetden fluorocytometridval tanulmanyoztuk. Mint ahogyan az a 15.

abran lathat, a HHV-6A-val fertézott macrophagokon a CCRS sejtfelszini expresszidja
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jelent6és mértékben kisebb volt a kontroll sejtekéhez képest (az abrak hat fiiggetlen kisérlet

egy-egy reprezentativ adatat abrazoljak).

15. abra: HHV-6A hatasa a CCRS sejtfelszini expressziojara

fertozetlen macrophagok HHYV-6A-val fertozott macrophagok
(feketével jelolt sejtek) (feketével jelolt sejtek)
B 3
& B
Es Ee)
g 2
8
=] &
B %,
1]
konjugat kontroll

HHV-6A-val fert6zott macrophagok

fert6zetlen macrophagok

Eventsfichannel

CCR5
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MEGBESZELES

Munkacsoportunk egy kordbbi vizsgilata egyértelmilen bizonyitotta, hogy egyes
HIV-1 torzsek képesek a syncytiotrophoblast sejtekbe bejutni (Bacsi et al., 2001). Az in vitro
HIV-1-gyel fertézott trophoblast kultirdkban azonban virusiirités altaldban nem figyelhetd
meg, vagy annak mértéke igen csekély (Fazely et al., 1995; Mano and Chermann, 1991;
Zachar et al., 1991b).

Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az ST sejtek megfertézhetdk HHV-6A-val, a
virusreplikdcié azonban ebben az esetben sem produktiv, a szaporodds egy korai 1épésnél
blokkolt. Késdi antigént, illetve infektiv viriont nem tudtunk ezekben a tenyészetekben
kimutatni. HHV-6A-val és HIV-1-gyel kettdsen fertdzott tenyészetekben azonban végbement
a HIV-1 teljes replikdcios ciklusa, fertdzoképes virionok iiriiltek, mig HHV-6A esetében
ekkor sem.

Eredményeink szerint — més kutatokkal 6sszhangban (Douglas et al., 2001; Lairmore
et al., 1993) — a fert6zetlen ST sejtek expresszdlnak CXCR4 és CCR3 kemokin receptorokat,
de sem CD4 , sem pedig CCRS nem mutathat6 ki a felsziniikon.

A HHV-6 bizonyos sejtekben — CD8+ T-lymphocytdban (Lusso et al., 1991), NK
sejtekben (Lusso et al., 1993), illetve egy myeloid sejtvonalban (KG-1) (Furlini et al., 1996) —
képes a CD4 gént aktivalni. Ugyanakkor erythromyeloid progenitor sejteken (TF-1) ezt nem
tapasztaltak (Vignoli et al., 2000). A CXCR4 koreceptort illetden is kiillonbozo eredményeket
taldlunk az irodalomban. CD4+ T-lymphocytdk esetében a HHV-6 hatdsira a receptorszdm
jelentés mértékli csokkenését figyeltek meg (Yasukawa et al.,, 1999), mig CXCR4+
vérsejtképzO Ossejteken a receptor expresszidja nem véltozott (Vignoli et al., 2000).
Mindebbdl az kovetkezik, hogy a HIV-1 4ltal haszndlt receptorok expresszidjat a HHV-6
kiilonbozo sejttipusokban kiilonb6z6 mdédon vagy nem befolydsolja. Kisérleteink sordn a
HHV-6A-val fert6zott trophoblastok esetében nem tapasztaltunk valtozdst az emlitett
receptorok expresszidjat illetden.

Mutans IIB és NDK HIV-1 torzsek képesek kizarélag CXCR4 receptort hasznilva
megfert6zni bizonyos sejteket (Dumonceaux et al., 1998; Hoxie et al., 1998), a legtobb X4
varidns azonban nem. Az irodalomban nem talalhat6k adatok arra vonatkozdan, hogy a HIV-1
csak CCR3 receptoron keresztiil jutna be sejtekbe. Blokkol6 kisérleteink szerint a HIV-1pyp és
a HIV-1g,1 trophoblastok esetében a CD4-tdl fiiggetlen fert6zéshez sem CXCR4-et, sem

pedig CCR3-at nem haszndl. A HHV-6 stimuldlé hatdsit tehdt nem a virussal szemben
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fogékony sejtek szdmanak novelésén keresztill fejti ki. Késobbi vizsgalatok szerint a HIV-1 az
ST sejtekbe endocitdzissal juthat be (Vidricaire et al., 2004).

Feltételezésiinket, miszerint a HHV-6A HIV-1 replikaciét stimuldlé hatdsdban a
transzaktivator géntermékeinek lehet szerepe, transzfekcids kisérleteink igazoltdk. A
HHV-6A U16-U17, U18-U19, U86 és U89 gének termékei mind képesek voltak az ST
sejtekben az abortiv HIV-1 replikaciét produktivva valtoztatni. S6t, az U86 és U89 szinergista
hatdstinak bizonyult. Egy kordbbi tanulmény szerint az U89 géntermék promoterindukald
hatdsdhoz sziikséges a HIV-1 LTR-ben taldlhat6 TATA box, illetve az NF-xB és SP-1
kotdhely (Martin et al., 1991), az U16-U17 transzaktivdldsdhoz pedig nélkiilozhetetlen az
NF-xB kotohely (Geng et al., 1992). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy ezek a géntermékek
transzkripcids enhancerekként hatnak a transzkripcids egységek aktivdldsa vagy felerdsitése
révén. HHV-6A esetében az U16-U17, illetve az U18-U19 gének a HHV-6B-tdl eltéréen nem
csak a transzkripci6 nagyon korai, hanem korai szakaszaban is 4tirédnak (Flebbe-Rehwaldt et
al., 2000; Mirandola et al., 1998). Igy tehit a HHV-6A szaporoddsinak IE és E szakaszaban is
képes a HIV-1 LTR-t stimuldlni.

Ugyanakkor a HHV-6A replikéciéja az ST sejtekben a korai fazisban blokkolt, és a
HIV-1-gyel torténd kettds fertdzés hatdsara sem valt produktivva. Kordbbi vizsgilatok szerint
a HIV-1 nem stimulélta (Asada et al., 1999; Carrigan et al., 1990; Pietroboni et al., 1988)
vagy kissé gatolta (Levy et al., 1990) a HHV-6 szaporodésat kettsen fert6zott sejtekben. A
késobbiekben részletezendd, macrophagokon végzett kisérleteinkben mi sem tapasztaltuk a
HIV-1 stimulativ hatdsat a kettdsen fertdzott sejtekben.

Syncytiotrophoblastokon végzett kisérleteink szerint tehat a HHV-6A hozzajarulhat a
HIV-1 transzplacentalis atviteléhez, mig a HIV-1 nem befolydsolja az amugy is ritka
méhlepényen at torténd HHV-6A fertozést.

Macrophagokon végzett kisérleteink szerint a HHV-6A képes szignifikdnsan gatolni a
HIV-1 replikacidjat a kettosen fertdzott sejtekben. Minthogy kisérleteink sordn — egy korabbi
tanulmannyal (Smith et al., 2003) 6sszhangban — nem tapasztaltunk infektiv HHV-6A
termelést, ez a gatlé hatds nem fiigg a produktiv HHV-6A fert6zéstol.

Asada és munkatarsai kordbban leirtdk (Asada et al., 1999), hogy HHV-6 preinfekci6
esetén a virus rendelkezik némi HIV-1 replikdciot gatld hatassal a két virussal kettosen
fert6zott macrophag kultirdk esetében, bar az nem volt olyan nagyfoki, mint ahogy azt mi a
szimultdn fertézott kultirdiknal megfigyeltiik. A kiillonbség feltehetéen az eltérd kisérleti
koriilményekbdl adddik (eltérd sejtizolacid, sejtkultdrdk, virustorzsek, illetve az, hogy a

munkacsoport alacsony multiplicitdssal fert6zott).
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Ex vivo lymphoid szoveteken végzett vizsgilatokhoz hasonléan (Grivel et al., 2001)
HHV-6A fert6zés hatdsdra fokozott RANTES iiritést figyeltiink meg. Kordbbi tanulmédnyok
szerint a RANTES a HIV-1 replikéci6jat gatolhatja, de fokozhatja is a sejtkultirdk allapotéatol
és differencidltsdgitol fiiggdéen (Stantchev and Broder, 2001). A RANTES, a CCRS
természetes ligandjaként, receptordhoz kotédve a HIV-1 RS varidnsdnak kompetitora, tehat a
macrophagok HIV-1-gyel torténd fertéz6désekor gatolhatja a virus replikacidjat (Kelly et al.,
1998). Rdadasul a RANTES kotdédése a CCR5-hoz a receptor foszforilaciéjdhoz, homolog
deszenzitizacidjahoz és internalizaciéjahoz vezet (Oppermann, 2004).

Kisérleteink sordn a kettésen fert6zott monocyta-eredetli macrophagok esetében mért
RANTES-szel megegyez6 mennyiségli exogén kemokin gatolta a HIV-1 replikicigjat a
virussal egyszeresen fert6zott sejtekben. A kemokin receptorok homolég deszenzitizacidja €s
down-reguldciéja mellett ezen receptorok keresztszabdlyozds utjan is hatnak egymadsra
(Richardson et al., 2000). Ez 0sztonzott minket arra, hogy mas mechanizmusokat is keressiink
arra vonatkozéan, hogyan képes a HHV-6A gétolni a HIV-1 replikdcidjat macrophagokban.

A CXCRI1 kemokin receptor aktivacidjanak — ligandja, az IL-8 kotédésének — hatdsara a
CCRS5 kereszt-deszenzitizalodik. Legaldbb két mechanizmusnak van szerepe ebben a
heterolog  érzékenységvesztésben. Ezek kozil az egyik lehetdség a CCRS
keresztfoszforildciéja masodlagos hirvivok altal aktivdlt protein kindz C utjan, amelyet a
receptor €s a G-fehérje szétvéldsa kisér. A masik lehetdség pedig a foszfolipdz C gatlésa.
Emellett a CXCR1 aktivaciéja a CCRS keresztinternalizacidjaval jar (Richardson et al.,
2003). HHV-6 indukdlta IL-8 felszabaduldst mar két kiillonb6zd sejttipus (endothel sejtek és
egy majeredetll sejtvonal) esetén is megfigyelték (Caruso et al., 2002; Inagi et al., 1996), 4m
macrophagokkal kapcsolatban eddig még nem vizsgaltak.

Kisérleteink alapjan a csak HHV-6A-val, illetve a HIV-1-gyel és HHV-6A-val
szimultdn fert6zott macrophag kultirdk fokozott mennyiségii IL-8-at iiritenek a fert6zetlen
tenyészetekhez képest. Ugyanakkor a HIV-1 fertdzés szamottevéen nem befolyasolja az IL-8
szekréciot. A kettOsen fertdzott kulturdk esetében mért IL-8-cal megegyezd mennyiségl,
exogén IL-8 képes szignifikdnsan gitolni a HIV-1 replikdcigjat a virussal egyszeresen
fert6zott macrophag tenyészetek esetében.

Minthogy a macrophagok felszinén a CXCRI1 jelen van (Murphy et al., 2000),
feltételeztiik, hogy a HHV-6A 4ltal indukdlt IL-8 receptordhoz kotddve megviltoztatja a
CCRS receptor HIV-1-fogékonysagit. Mindemellett a nagymennyiségii RANTES szintén

jelentdsen befolydsolhatja a CCRS érzékenységét és sejtfelszini expresszidjat.
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A RANTES altal kivaltott sejten beliili kalciumkoncentracié novekedését egyedi,
HHV-6A-val fertdzott macrophagokban mérve a CCRS érzékenységének csokkenését
figyeltik meg a kontroll, fertdzetlen sejtekhez viszonyitva. Fert6zetlen populdcidkkal
Osszevetve a fertdézott macrophagpopuldciokon ugyancsak csokkent receptorérzékenységet
tapasztaltunk.

Azonban a kisebb receptorérzékenység abbdl is adédhat, hogy a deszenzitizacié mellett
a sejtfelszini receptorok szdma is kevesebb lehet. Irodalmi adatok szerint a HIV-1-fert6zés
gatlasdhoz a receptor deszenzitizicidja nem is elegendd, a receptor internalizicidja is
sziikséges (Richardson et al., 2003). A sejtfelszini receptorok szdma fluorocytometrids
vizsgélataink alapjan a HHV-6A-val fert6zott macrophagokon jelentésen kevesebb, mint a
fertdzetlen sejteken.

Eredményeink alapjan tehat a HHV-6A képes szignifikdns médon csokkenteni a HIV-1
szaporodasat a kettdsen fert6zott macrophagokban. Feltételezésiink szerint a HHV-6A
fertdzés hatdsdra iiriilé6 nagymennyiségli IL-8-nak és RANTES-nek kulcsszerepe lehet ebben
azaltal, hogy megviltoztatjdk a CCRS kemokin koreceptor érzékenységét €s sejtfelszini
expresszidjat, igy a HIV-1-gyel szembeni fogékonysdgot. Emellett természetesen egyéb
tényezOk is szerepet jatszhatnak, és valOsziniileg jatszanak is a HHV-6A szuppressziv
hatdsdban, amelyek tovabbi kutatdsok témadi lehetnek.

Bar in vitro kisérleteink szerint a HHV-6A jelent0sen csokkenti a HIV-1 szaporodasit a
HIV-1 patogenezisében €s disszemindcidjdban igen fontos szerepet betdltd macrophagokban,
a vizsgdlat targyat az RS varidnsok képezték. A Bevezetésben mar részletesen bemutatdsra
keriilt, hogy a fert6z€és rendszerint ezen varidnsokkal torténik, ezek domindlnak a kezdeti,
aszimptomatikus fazisban, illetve hogy éltaldban a betegség teljes ideje alatt jelen vannak a
szervezetben. Klinikai tapasztalatok alapjan az X4 varidnsok megjelenése rossz progndzist
jelent (Philpott, 2003). Ugyanakkor a CCRS5 koreceptorok csokkent érzékenysége, szama
jelentés mértékli szelekcids nyomds lehet a CXCR4 kemokin koreceptort hasznilé X4
varidnsok felé. Igy tehat a HIV-fertézésben igen gyakran reaktivalédé6 HHV-6 nemcsak a
lymphocytdk szdmdnak csokkentésével, de a HIV-1 RS varidnsaival szembeni fogékonysag

csokkentésével az AIDS progresszid igen fontos kofaktora lehet.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink eredményeit az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze:

1. A HHV-6A, illetve a HIV-1 bizonyos torzsei képesek az ST sejteket megfertzni, de a
replikécio egyik esetben sem produktiv, infektiv virionok nem {iriilnek.

2. A HHV-6A-val és HIV-1-gyel t6rénd koinfekcié hatdsiara ST sejtekben végbemegy a
HIV-1 teljes replikacios ciklusa, mig HHV-6A esetében ekkor sem.

3. ST sejtekben a HHV-6A nem befolyasolja a CD4, CXCR4, CCR3 és CCRS felszini
molekuldk expresszidjat, a HIV-1 szaporoddsat stimuldlé hatdsdt nem a virusra fogékony
sejtek szdmanak novelésén keresztiil fejti ki. A HIV-1 trophoblastok esetében a fertdzés soran
sem CD4, sem pedig kemokin receptorokat nem hasznal.

4. A HHV-6 IE-A és IE-B gének transzaktivilo hatasuk révén stimulaljak a HIV-1
replikéciojat a fertdzott ST sejtekben.

5. A HHV-6A képes kettésen fertdzott macrophagokban a HIV-1 szaporodasat
szignifikdnsan gatolni.

6. A HHV-6A fert6zés macrophagokban nem produktiv, a HIV-1-gyel torténd kettOs
fert6z€s sem indukalja a virus szaporodasat.

7. HHV-6A fert6zés hatdsdra a macrophagok RANTES és IL-8 liiritése jelentsen
fokozodik.

8.  Ezek a kemokinek képesek szignifikdnsan gatolni a HIV-1 szaporodasat.

9. HHV-6A fertdzés hatdsira a macrophagok felszinén taldlhat6 CCRS receptorok

ligandérzékenysége és szdma szamottevéen csokken.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy a HHV-6A feltételezhetden szerepet jatszik a
HIV-1 transzplacentdlis atvitelében, mig a HIV-1 valdsziniileg nem befolyédsolja a HHV-6
anyardl magzatra terjedését. Macrophagokon végzett kisérleteink szerint a HHV-6A fert6zés
hatdsara iiriil0 nagymennyiségli kemokinek feltehetéen a HIV-1 RS varidnsaival szembeni

fogékonysagot csokkentve gatoljak a HIV-1 ezen varidnsainak szaporoddsat.
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DISCUSSION

. ST cells in vitro could be infected with HHV-6A and certain HIV-1 strains, but the
replication of these viruses was abortive, production of infectious virus particles was
not observed.

. Coinfection of HIV-1 infected ST cells with HHV-6A turned the replication of HIV-1
from an abortive to a productive one, while HIV-1 did not influence the replication of
HHV-6A.

. HHV-6A infection did not alter the expression of CD4, CXCR4, CCR3 and CCRS5
surface receptors on ST cells. The stimulatory effect of HHV-6A on HIV-1 replication
in ST cells was not mediated by an increase uptake of HIV-1.

. Transactivator gene products of HHV-6A were able to stimulate the replication of HIV-
1 in ST cells.

.HV-6A significantly suppressed the replication of HIV-1 in dually infected
macrophages.

. The replication of HHV-6A was abortive in macrophages, coinfection with HIV-1 did
not stimulate the replication of HHV-6A.

. HHV-6A infection enhanced the IL-8 and RANTES production in macrophages.

. These chemokine were able to significantly inhibit the replication of HIV-1 in
macrophages.

. HHV-6A infection resulted in decreased sensitivity and expression level of CCRS
receptor on macrophages.

In conclusion, data presented above suggest that HHV-6A may have

importance in the vertical transmission of HIV-1, while HIV-1 may not influence the rearly

occurred transmission of HHV-6 from mother to child. We assume that IL-8 and RANTES

evoked by HHV-6A affect the sensitivity and surface expression of CCRS, hence HHV-6A

infection is able to decrease the susceptibility of macrophages to R5 variants of HIV-1. Low-

level CCRS sensitivity and expression might be a selective pressure in favour of CXCR4

utilizing X4 variants, which might result in rapid progression of AIDS. Consequently, HHV-6

can be a cofactor in AIDS progression not only by decreasing the number of lymphocytes, but

also by altering cell susceptibility to RS variants of HIV-1.
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melyet az Elettani Intézetben kaptam.

Koszonet illeti a Biofizikai és Sejtbiologiai Intézetet, mert fluorocytometrids
méréseimet ott végezhettem. A Sziilészeti €s NOgydgyaszati Klinika dolgozéit, akik nagyon
gondosan iigyeltek arra, hogy a placentdkat megfeleld 4llapotban és id6ben kapjuk meg.

Koszonettel tartozom Markovics Erika asszisztensnek, illetve az Orvosi

Mikrobiolodgiai Intézet azon dolgozédinak, akik munkam soran segitségemre voltak.

62



FUGGELEK

63



