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BEVEZETES

A humdn herpeszvirus 6 (HHV-6), mely gyakran reaktivdlédik a humdin
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 atvitelében kulcsszerepet betoltd syncytiotrophoblast (ST) sejtekben,
illetve a macrohagokban az interakcié még nem kellden tisztazott.

Napjainkban a HIV-1 anyardl gyermekére torténd 4tvitele a virus terjedésének egyik
jelentés problémdjava valt. A méhen belilli fert6zés fontos méddja a HIV-1 vertikalis
atvitelének. A méhlepény ST sejtjei barriert képeznek a magzat és az anya kozt, hiszen ez a
folyamatos, sokmagvi epithelium all kézvetlen kapcsolatban az anyai vérrel. A virusnak ezen
a rétegen kell athatolnia ahhoz, hogy elérje és megfertézze a magzati sejteket. Azt, hogy a
HIV-1 képes megfertézni az ST-okat mar tobb vizsgdlat igazolta: egyrészt in sitru HIV-1
specifikus provirdlis DNS-t mutattak ki benniik, masrészt in vitro sikeriilt sejtmentes
viruspartikulumokkal megfertdzni az ST sejteket. Ezekben az in vitro fertdzott sejtekben
azonban a HIV-1 replikécids ciklusa altaldban abortiv, fertézoképes virionok nem vagy igen
kis mennyiségben iiriilnek. Azt, hogy a ST-ok in vivo produktiv fertdzése meghatdrozott
feltételek mellett végbemehet, klinikai vizsgélatok is igazoljdk: a méhlepény trophoblast
sejtjeiben HIV-1-specifikus p24 antigén mutathaté ki. Feltételezhetd, hogy a HIV-1
szaporoddsat, igy a virus transzplacentélis dtvitelét szdmos tényezd befolydsolhatja.

ST sejtekben a HIV-1 replikicié stimulalasanak egyik lehetséges mdodja a HHV-6-tal
torténd koinfekci6. A HHV-6 rendkiviil elterjedt virus, a primer fert6zés utdn latens
allapotban a szervezetben marad, a szeropozitivitds atlagos felnott populidciéban meghaladja a
90 %-ot. A HHV-6 — az esetek tobbségében a virus A varidnsa (HHV-6A) — mar a
HIV-1-fert6zés korai stidiumdban reaktivalédhat. A terhesség alatti reaktivacié szintén igen
gyakori, ekkor a virus a placentét is megfertdzheti. Bizonyos tanulmanyok szerint a HHV-6 a
CD4 gént aktivalva, fokozhatja a HIV-1-gyel szemben fogékony sejtek szdmat. Ugyanakkor a
HHV-6, részint transzaktivalo géntermékeivel a HIV-1 LTR-re (long terminal repeat) hatva
aktivalhatja a latens HIV-1 fert6zést, fokozhatja a replikaciét. Bar a HHV-6 transzplacentalis
atvitele nem tdl gyakori, mintegy 1-1,6 %, HIV-pozitiv anydkban mégis fontos tényezd lehet
a HIV-1 méhlepényen keresztiili atvitelében.

Epidemioldgiai vizsgélatok szerint a magzat fertéz6dése a terhességnek vagy a korai,

vagy a késOi fazisdban torténik. Feltételezések szerint azonban inkdbb az utébbinak van



nagyobb szerepe a transzplacentdlis atvitelben. Ezért sziilésbol szarmazé méhlepénybdl
szepardltunk cytotrophoblast sejteket, és az ezekbdl kialakitott ST sejtekben vizsgéltuk a
HIV-1 és a HHV-6A kolcsonhatdsat.

A monocyta/macrophag vonal sejtjei nemcsak az aktiv HHV-6 fert6zés fontos
célsejtjei, hanem egyben a litencia egyik fontos szinhelyei is. A macrophagok a HIV-1
fertézésben is rendkiviil fontos szerepet toltenek be, hiszen célsejtek és reservoirok a virus
szdmdra, illetve migrdcids képességiik miatt igen jelentdsek a virus szervezeten beliili
disszeminacidjaban és a patogenezisben. Klinikai vizsgélatok szerint a fertdz€s leggyakrabban
RS varidnsokkal torténik, ezek domindlnak a HIV-1-fert6z€és kezdeti, tiinetmentes fazisaban,
ugyanakkor a betegség egész ideje alatt jelen vannak a fertézott egyén szervezetében. A
betegség eldrehaladtaval azonban a HIV-1-fertézottekben megjelennek az X4 varidnsok, és
ezek dominancidja mindenképpen a betegség rossz progndzisat jelenti. A macrophagok
elsésorban a HIV-1 RS varidnsaira fogékonyak, melyek CCRS5 kemokin koreceptorhoz
kotddve képesek a sejtbe bejutni. A receptor érzékenységét, sejtfelszini expresszidjat, igy a
sejtek HIV-1 irdnti érzékenységét szamos tényezd befolyasolhatja. Kulcsfontossiagu szerephez
jutnak ebben a kiilonb6z6 kemokinek, melyek ezen receptorok természetes agonistdiként a
receptorhoz valé kotddésért versengve akaddlyozhatjdk a viruspartikulumok sejtbe vald
bejutdsat. Emellett a kemokinreceptorok miikodését ligandjaik kotddése szabdlyozza. A
kemokin-receptor kapcsolat olyan kaszkddrendszert kapcsol be, amely nemcsak a
kolcsonhatdsban résztvevd receptor érzékenységének elvesztéséhez €s internalizacidjahoz, de
heterol6g médon mds kemokin receptorok miikodésének, expresszidjdnak megvaltozasihoz is
vezethet. Kiilonb6z6 sejttipusokban (CD4+ T-lymphocytdkban, periférids vér mononuclearis
sejteiben, dendritikus sejtekben és ex vivo lymphoid szovetekben) mar kimutattdk, hogy a
HHV-6 képes a HIV-1 replikacidjat szuppresszalni, és ebben feltételezések szerint kiillonbozo
szolubilis anyagoknak lehet szerepe.

Annak ellenére, hogy a macrophagok mind a HHV-6, mind a HIV-1 fert6zésben
kulcsfontossaguiak, a két virus kolcsonhatasat ezekben a sejtekben még nem tanulményoztak

részletesen.



CELKITUZESEK

Kisérleteink sordn a kdvetkezd kérdésekre kerestiink vélaszokat:

1. Fertézhetéek-e az ST sejtek HHV-6A-val?

2. A HHV-6A-val és HIV-1-gyel torténd kettds fertzés befolydsolja-e a két virus
replikécidjat ST sejtekben?
Amennyiben igen, milyen médon?

4. HHV-6A-val és HIV-1-gyel tortén6 kettds fert6zés befolydsolja-e a két virus
szaporodasat macrophagokban?

5. Haigen, milyen m6édon?

6. A fert6zések hatdsdra megvaltozik-e a macropagok kemokintermelése?

7. Amennyiben igen, milyen hatdssal van ez a virusok szaporoddséara?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Cytotrophoblast sejtek szepardldsa és tenyésztése

Kisérleteinkhez a cytotrophoblast sejteket immunmégneses technikdval normaél
sziilésbol szdrmazé placentdkbdl szepardltunk A sejteket 2 mM glutaminnal és 15 % magzati
borjusavéval (FBS) komplettalt KGM (keratinocyte growth medium) tépfolyadékban
tenyésztettik. Mivel a KGM tdpfolyadék olyan komponenseket (epidermélis novekedési
faktort, agyalapi mirigy kivonatot) is tartalmazott, melyek a cytotrophoblastok
differencidlodasat indukaljak, a kultdrdkban sejtfiizids folyamatok zajlottak le, a sejtek
kiszélesztését kovetd 5. napon a tenyészeteket sokmagvu dridssejtek (syncytiotrophoblastok)

alkottak. A kisérletek sordn ezeket az 5 napos ST kultdrdkat hasznaltuk.

A monocyta/macrophagok szepardldsa és tenyésztése
A virusok szaporitdsdhoz a monocytdk szepardldsa periférids vérbdl adherencidval

tortént. Egészséges véradok periférids vérének mononukledris sejtjeit (PBMC) Ficoll-
Hypaque stiriséggradiens centrifugdldssal nyertik ki ,,buffy coat” preparditumokbdl. A
sejteket 2 mM glutamint, 20 % FBS-t és antibiotikumokat tartalmazé RPMI tapfolyadékban
vettiik fel és tenyésztGpalackba szélesztettiik. Egy 6rds inkubdldst (37 °C) kovetéen
eltdvolitottuk a le nem tapadt sejteket. A letapadt sejtekre friss tdpfolyadékot adtunk.

Kisérleteinkhez a monocytdk szepardldsa Monocyta Negativ Izoldl6 Kittel tortént a
gyartd utasitdsai alapjdn. A monocytdkat 2 mM glutamint, 20 % FBS-t, illetve
antibiotikumokat tartalmazé RPMI tapfolyadékban vettiik fel.

Virustermeléshez és a kisérletekhez 7 napos, monocyta eredetli macrophag kultirdkat

hasznaltunk.

Virusok

A HHV-6A GS torzsét HSB-2 sejtekben szaporitottuk. A sejteket 2 mM glutamint,
10 % FBS-t, illetve antibiotikumokat tartalmazé6 RPMI médiumban tartottuk fenn. A
feliiliszokat a sejttormelékektdl megtisztitottuk és ultracentrifugdltuk. Az iiledéket friss
tapfolyadékban vettiik fel a kiinduldsi térfogathoz képest 20-szorosra koncentrdlva. A
virusprepardtumokat felhasznaldsig -70 °C-on tartottuk.

A HIV-1 RS varidnsanak Ada-M és Ba-L torzsét macrophagokban szaporitottuk. Az

X4 varidns IIIB torzset H9 sejtekben szaporitottuk. A virusokat -70 °C-on taroltuk.



Virusok titraldsa

A HHV-6A infektiv titerét HSB-2 monolayereket haszndlva hatdroztuk meg. 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. Virusspecifikus p24 antigén
mennyiségi meghatdrozdsa ELISA Kkittel, a gyartd utasitdsai alapjan tortént. A Ba-L torzs
infektiv titerét monocyta eredetli macrophag kultiran, mig a IIIB torzsét CEM-SS sejteken
hatdroztuk meg. A HIV-1 titerét syncytium-képz6 egységek (SFU) szdma alapjdn 1 ml
virusszuszpenziora vonatkoztatva adtuk meg. Az Ada-M torzset pedig a virionok reverz

transzkriptaz (RT) aktivitdsdnak mértéke alapjan titraltuk.

Syncytiotrophoblastok fertizése HIV-1-gyel, illetve HHV-6A-val

Kisérleteinkhez 5 napos ST kultdrdkat fertoztiink. A fertdzés multiplicitisa HIV-1
esetén 1 SFU/sejt, mig HHV-6A esetén 1 FFU/ml volt, melyet a kiszélesztett
cytotrophoblastok szdmanak megfelelden éllapitottunk meg. A virusszuszpenzidval a sejteket
1 6ran 4t inkubdltuk 37 °C-on. Kettds fertdz€és sordn az 5 napos ST sejteket vagy szimultdn
fertdztiik HIV-1-gyel és HHV-6-tal, vagy az egyik virussal torténd fert6zést a masikkal valé

infekcid 3 nap milva kovette. A fert6zést az el6zéekben leirtak szerint végeztiik.

A macrophagkultirdk fertozése

A kisérletekhez 7 napos, monocyta eredetli macrophagkultirakat fertdztiink. A fert6zés
multiplicitisa a HHV-6A esetében 1 FFU/sejt volt, mig HIV-1-b6l 15000 cpm/100 pl virust
adtunk a kultirdkhoz. A virusokkal 2 6rdn keresztiil 37 °C-on inkubdltuk a sejteket.

A kettOs fertd6zések szimultan médon torténtek az el0bbiekben leirtak szerint.

Immunszérumok és konjugdtumok

A HHV-6A 37-kDa korai (early, E) és p135, illetve p150 késoi (late, L) antigének
ellen, a macrophagokon expresszalodo CCRS ellen, a monocyta-specifikus sejtfelszini CD14
marker ellen egér monoklondlis ellenanyagokat (MAb) haszndltunk. A HIV-1 Tat és p24
antigénekre specifikus poliklondlis ellenanyagokat, nyilban termelték. Az anti-CD4, anti-
CXCR4, anti-CCRS és anti-CCR3 MAb-ok szintén egérbdl szarmaztak.

ST sejtek esetén fluoreszcein-izotiociandttal (FITC) jelzett, nydlban termelt, anti-egér

és sertésben termelt, anti-nydl immunglobulint (Ig), illetve TRITC-cel (tetrametilrodamin-



izotiocianat) jelzett, kecske, anti-egér Ig konjugatumot haszndltunk. Macrophagok esetében
szekunder ellenanyagként FITC-cel konjugalt, Fc specifikus, kecskében termelt, anti-egér Ig-t

alkalmaztunk.

Immunfluoreszcens technikdk
A virdlis fehérjék expresszidjat indirekt citoplazma immunfluoreszcencidval (IFA)
mutattuk ki. Ehhez el6szor a virusfehérjékre specifikus MAb-ot adtuk a sejtekhez, majd a

megfeleld szekunder ellenanyagot.

A HHV-6 E antigén és HIV-1 p24 antigén koexpresszidjanak vizsgalatahoz kett0s,
indirekt immunfluoreszcencids vizsgalatot végeztiink. Ennek kivitelezése sordn kétféle
szekunder konjugatumot hasznaltunk.

A transzfektalt ST sejtekben a HHV-6A nagyon korai (IE) fehérjéinek jelenlétét hovel
inaktivalt (56 °C, 30 perc) és tengerimalac komplementtel telitett human szérummal, illetve
FITC-cel konjugélt masodlagos ellenanyaggal vizsgaltuk.

A monocyta-specifikus sejtfelszini marker, a CD14 expresszidjat indirekt, membran

IFA-val mutattuk ki.

Polimeradz ldncreakcio (PCR)
A virdlis DNS izoldlasa a sejtekbdl és a kultdrak tisztitott feliiliszojabol High Pure Viral
Nucleic Acid Kittel tortént a gyarté utasitdsai szerint. Virusspecifikus primerekkel nested

PCR-t végeztiink.

Kemokinek mennyiségének meghatdrozdsa
Az interleukin-8 (IL-8) és a RANTES iirités mérése a fertdzott és a fertdzetlen

tenyészetek feliiltiszoibol ELISA kittel tortént a gyartd altal meghatarozott irdnyelvek szerint.

Transzfekcio

Az ST sejteket a HHV-6A IE régidjanak nyitott leolvasasi kereteit (ORF) kodold
plazmidokkal, lipofectin médszerrel transzfektaltuk. A plazmidok az U16-U17, az U18-U19,
az UB6, illetve az U89 ORF-et hordoztak.



Intracelluldris kalcium mérése

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

Egyedi, fura-2AM-mel feltoltott sejteken a RANTES hatdsira bekovetkezd
intracelluldris kalcium koncentricié ([Ca®*];) véltozdsit inverz fluoreszcens mikroszképpal
mértiik. Az excitdciés hulldamhosszt 340 és 380 nm kozt valtoztattuk egy kettds
monokromdtor és egy online kapcsolt mikrokomputer segitségével. A fluoreszcens emissziot
510 nm-en detektaltuk 10 Hz/hanyados adatvételi gyakorisaggal egy fotoelektron-sokszorozé
segitségével. Majd szdmoltuk a [Ca**];-t.

A RANTES altal okozott [Ca2+]i novekedést fertozetlen és HHV-6A-val fertozott,
fura-2AM-mel feltoltott macrophag-populéacidkban kiivettaban FluroMax
Spectrofluorimeterrel mértilk. A 340 és 380 nm-es gerjesztésen mért fluoreszcencia

intenzitasok aranyat (R340/380) hasonlitottuk ossze.

Fluorocytometrids vizsgdlatok

Fertdzetlen és HHV-6A-val fert6zott macrophagok CCRS receptor-expresszidjat
fluorocytometridval vizsgaltuk. Ehhez a sejtek felszinén taldlhaté CCRS5 molekuldt membran
IFA-val megjeloltik. A jelolt sejteket 4 % paraformaldehidben fixdltuk. A méréseket

FACScan analizétorral és CellQuest Software-rel végeztiik.

Statisztikai elemzés
Az adatokat SPSS statisztikai programcsomaggal, t-proba segitségével hasonlitottuk

Ossze.



EREDMENYEK

HHYV-6A és HIV-1 fertozoképességének vizsgdlata syncytiotrophoblast sejteken

Kisérleteink sordn eldszor azt kivantuk tisztdzni, hogy a HHV-6A képes-e produktivan
fertézni az ST sejteket. Ehhez 5 napos trophoblast kultdrdkat fertéztiink HHV-6A-val, majd
indirekt citoplazma IFA-val virusspecifikus antigének jelenlétét vizsgiltuk a fertézott
tenyészetekben. A fert6zést kovetd 24. 6rdban az ST sejtek magjdban megjelent az E antigén,
ami a 10. napig volt kimutathat6. Azonban sem kés6i fehérjéket, sem pedig infektiv viriont a
kisérlet 22 napja alatt nem észleltiink. Nem tudtunk Tat és p24 antigént, illetve fertézdképes
virust kimutatni azon ST sejtek feliiliszdjaban sem, melyeket HIV-1p,-lal vagy HIV-1yp-
vel fertéztiink. Az ST sejtek tehat fertdzhetok mind HHV-6A-val, mind pedig HIV-1-gyel, 4m

a replikécids ciklus egyik esetben sem produktiv, infektiv virionok nem iiriilnek.

HIV-1-gyel és HHV-6A-val tortént kettds fertozés hatdsa a virusok replikdciojdra
syncytiotrophoblastokban

A koinfekcios kisérletek sordn az 5 napos ST sejteket vagy szimultdn fertdztiikk HIV-1-
gyel és HHV-6A-val, vagy az egyik virussal torténd fertdzést a mésikkal vald infekcié 3 nap
mulva kovette. HHV-6A hatdsdra a HIV-1 replikdciés ciklusa produktivva 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 miilva fertdztiik feliil
HHV-6A-val, mig a legkisebbet akkor, ha az eldfertézés a HHV-6A-val tortént.
Syncytiumképz6 vizsgalataink szerint valamennyi esetben infektiv HIV-1 virionok iiriiltek.

Ha a kettOs fert6zéseket hovel inaktivalt HHV-6A—val végeztiik, sem infektiv HIV-1
virionokat, sem p24 antigént nem tudtunk kimutatni, ezért feltételezhetéen aktiv HHV-6A
expresszio sziikséges a HIV-1 szaporoddsahoz.

A szimultan fert6zott koinfekcids kultirdban indirekt IFA-val a HIV-1 Tat fehérjét
mar a fertdzést kovetd 32. 6rdban ki tudtuk mutatni, ami arra utal, hogy a HHV-6A
valdszintileg a HIV-1 replikacidjdnak korai fazisdban fejti ki stimuldlé hatdsat.

Kettés IFA-val a mindkét virussal fertézott ST sejtekben a HIV-1 p24 és a HHV-6A
korai antigén egyiittes jelenlétét észleltiik.

Ugyanakkor sem HHV-6A L antigént, sem pedig infektiv HHV-6A virionokat nem

tudtunk kimutatni ezekben a kettosen fertozott kultirakban.



Ezen kisérletek alapjan a HHV-6A val6sziniileg eldsegiti a HIV-1 transzplacentilis
atvitelét, ugyanakkor a HIV-1 nem befolydsolja a HHV-6 amugy is ritka anyar6l magzatra

torténd terjedését.

Felszini molekuldk expresszidjanak 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 replikdcidjira. Eldszor indirekt IFA-val fert6zetlen ST sejteken
vizsgaltuk a CD4, CXCR4, CCRS és CCR3 molekulék jelenlétét. Eredményeink szerint CD4
€s CCRS receptor nincs az ST sejteken, mig CXCR4 és CCR3 kimutathato.

Ezt kovetden fertozott sejteken vizsgaltuk ugyanezen molekuldk expresszidjat. Sem a
HIV-1-vel, sem a HHV-6A-val, sem pedig a kettdsen fert6zott sejteken nem tapasztaltunk
véltozast a fertézetlen sejtekhez képest.

A kovetkezo 1épésben blokkolasos kisérleteket végeztiink. Ennek sordn a HHV-6A-val
fertozott ST sejteket 3 nap mulva feliilfertéztik a HIV-1 Ba-L, illetve IIB torzsével,
mikézben anti-CXCR4, anti-CCR3 ¢és anti-CCR5 MAb-okat adtunk a kultirdkhoz
kiilon-kiilon, illetve anti-CD4 ellenanyaggal kombindlva. Egyik receptor blokkoldsa sem
gétolta a trophoblastok HIV-1-gyel torténd fert6zddését. Ez 6sszhangban van azzal a ténnyel,
hogy a trophoblastok felszinén nem taldlhat6 CD4, illetve CCRS5 receptor; valamint egy
kordbbi eredményiinkkel is, miszerint a HIV-1 IIIB és Ba-L torzsek sem CD4, sem pedig

kemokin receptorokat nem haszndlnak az ST sejtek fert6zése soran.

A HHYV-6A transzaktivdtor géntermékeinek hatdsa a HIV-1 replikdcidjdara
Az el6zo kisérlet eredményei alapjan az ST sejtekben a HHV-6A nem a HIV-1-gyel
szembeni fogékonysdgot novelve fejti ki stimulalé hatasat. Feltételezéseink szerint a HHV-6A
transzaktival6 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 odra elteltével HIV-1-gyel fertéztiikk. Ezutan harmadnaponként 22
napig vizsgéltuk a kultdrdk infektiv HIV-1 termelését. A transzfekcié hatékonysagat IFA-val
ellendriztiik.
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. Kordbbi tanulmdny szerint az U89 géntermék
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promterindukalé hatdsdhoz sziikséges a HIV-1 LTR-ben taldlhaté TATA box, illetve az
NF-kB és SP-1 kotohely, az U16-U17 transzaktivdldsdhoz pedig nélkiilozhetetlen az NF-«xB
kotdhely. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy ezek a géntermékek transzkripcids
enhancerekként hatnak a transzkripcids egységek aktivaldsa vagy felerdsitése révén. HHV-6A
esetében az U16-Ul7, illetve az U18-U19 gének nemcsak a transzkripcié nagyon korai,
hanem korai szakaszdban is 4tirédnak. Igy tehdt a HHV-6A szaporoddsinak IE és E

szakaszdban is képes a HIV-1 LTR-t stimuldlni.

A HHYV-6A szupresszdlja a HIV-1 replikdcigjat macrophagokban

A HHV-6A HIV-1 replikidciéra kifejtett hatdsit 7 napos, monocyta eredetii
macrophagokon vizsgaltuk. A kisérletek 14 napja alatt a szimultin kettdsen fertozott
macrophagok esetén a HIV-1 szaporoddsa szignifikansan (n=5, p<0,05) lecsokkent a csak
HIV-1-gyel fertozott sejtekhez képest. A kettdsen fertdzott sejtek éEletképessége a csak
Ada-M-mel fertézottekhez képest nem kiilonbozott.

Hovel inaktivalt (56°C, 1 6ra) HHV-6A-val is végeztiink koinfekcios kisérleteket. Ebben
az esetben azonban a kettdsen fertdzott tenyészetekben az inaktivalt HHV-6A nem gitolta a

HIV-1 replikacigjat.

HHYV-6A replikdcio a macrophagokban

Infektiv HHV-6A termelést sem a virussal egyszeresen, sem pedig a HIV-1-gyel és
HHV6-A-val kettdsen fertdzott macrophagok esetében nem tapasztaltunk. A vizsgdlatokat
HSB-2 monolayeren 14 napon keresztiil infektiv titrdlassal végeztiik. Kisérleteink sordn a
HHV-6A pl50 kapszid proteinjének jelenlétét nem tudtuk kimutatni. A kultdrdk
feliilliszdjaban HHV-6A genomekvivalensek megjelenését nested PCR-rel nem tapasztaltuk,
ugyanakkor HHV-6A specifikus DNS-t detektiltunk a macrophagokban, igazolva, hogy a
HHV-6A képes megfertdzni a macrophagokat.

Kisérleteink alapjan feltételezhetd, hogy a HHV-6A HIV-1 szaporodast gatlé hatdsa
nem fiigg a produktiv HHV-6A fert6zéstol.

A HHV-6A fokozza a macrophagok IL-8 és RANTES iiritését
Ezt kovetéen vizsgdlatuk, hogy a HHV-6A megviltoztathatja-e a macrophagok
kemokintermelését. Ezen kisérletek sordn fertdzetlen, egyszeresen, illetve kettdsen fertdzott

kultdrdk feliildsz6jat tanulmanyoztuk.
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A HHV-6A fertéz¢és hatdsara a macrophagok nagymennyiségii RANTES-t iiritettek. A
GS torzzsel egyszeresen, illetve GS-sel és Ada-M-mel szimultan fert6zott kultirdk esetében is
az Urités maximumdt a fertézést kovetd 2. napon tapasztaltuk. Ezutdn az iirités mértéke
csokkent, és a fertdzést kovetd 10. naptél a kemokin mennyisége nem kiilonbozott a
fertdzetlen, kontroll kultdrdkétdl. A csak HIV-1-gyel torténd fertdézés szintén fokozott
RANTES iiritést eredményezett, amit a 6. naptdl a fertdzést kovetd 14. napig tapasztaltunk.
Mig a csak HIV-1-gyel torténd fertdzés esetén 10-szeres, addig a HHV-6A-val valé fertdzés
esetén megkozelitden 100-szor magasabb kemokin iiritést tapasztaltunk a kontroll kultdrdkhoz
képest.

Ezutan a sejtek IL-8 termelését mértiik. A kisérlet 14 napja alatt a csak HHV-6A-val,
illetve a HIV-1-gyel és a HHV-6A-val szimultan fert6zott kultirdk esetében is fokozott IL-8
iritést figyeltiink meg. A fertézést kovetd 6. napig az IL-8 mennyisége a HHV-6A-val
fertézott kultirdk esetében megkozelitden 10-szeres volt a fertdzetlen kultirdkhoz képest,
majd a szekrécidé mértéke csokkent. A HIV-1 Ada-M torzsével fertdzott macrophagok

feliiliszojaban mérhetd IL-8 mennyisége szamottevden nem kiillonbozott a kontroll sejtekétol.

Exogén IL-8 és RANTES hatdsa a HIV-1 replikdcidjdira

A RANTES, a CCRS5 természetes ligandjaként, receptordhoz kotédve a HIV-1 RS
varidnsdnak kompetitora, tehit a macrophagok HIV-1-gyel torténd fertéz0désekor gatolhatja a
virus replikacigjat. Rdadasul a RANTES kotédése a CCRS-hoz a receptor foszforilacigjahoz,
homolég deszenzitizdcidjdhoz és internalizicidjdhoz vezet. A kemokin receptorok
keresztszabdlyozas 1tjan is hatnak egymadsra, igy mas kemokin receptorok ligandjai (példaul
az IL-8, a CXCRI1 ligandja) is befolyasolhatjak a CCRS receptor miikodését.

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 kultdrdk esetén mért kemokinek mennyiségével megegyezd
mennyiségli exogén RANTES-t és IL-8-at adtunk a macrophagokhoz a csak HIV-1-gyel
torténd fertdzést kovetden. Mind az exogén RANTES, mind az exogén IL-8 képes volt

szignifikansan gatolni a HIV-1 szaporodasat (p<0,05; n=3).

HHYV-6A hatdsa a CCRS5 ligandérzékenységére
A RANTES CCRS5S receptorhoz kotodése foszfolipaz aktivaciojat,
inozitol-1,4,5-trifoszfat és diacilglicerol keletkezését, illetve intracellularis Ca®* mobilizéciot

okoz. A G-fehérjéhez kotott receptorkindzok aktivdlédnak, amelyek a CCRS
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karboxitermindlis végét foszforildlva a receptor homoldg deszenzitizacidjat eredményezik,
vagyis a receptor elvesziti ligandjdval szembeni érzékenységét. A foszforildldsnak
koszonhetéen a CCRS5 igy madr kotdédhet a B-arrestinhez, amit a receptor igen gyors
internalizcidja kovet.

Ugyanakkor a CCRS receptor miikodését heterolég moédon mas kemokin receptorok, igy
azok ligandjai is befolydsolhatjdk. A CXCRI1-r6l mar kimutattdk, hogy képes a CCRS5
érzékenységét és sejtfelszini jelenlétét befolydsolni. A CXCR1 kemokin receptor
aktivaciojanak — az IL-8 kotodésének — hatdsara a CCRS kereszt-deszenzitizalodik. Legalabb
két mechanizmusnak van szerepe ebben a heterolog érzékenységvesztésben. Ezek koziil az
egyik lehetéség a CCRS keresztfoszforilacidja masodlagos hirvivok altal aktivalt protein
kindz C 1tjdn, amelyet a receptor és a G-fehérje szétvildsa kisér. A mdsik lehetdség pedig a
foszfolipaz C gatldsa. Emellett a CXCR1 aktivaciéja a CCRS keresztinternalizdcidjaval jar.

Minthogy a macrophagok felszinén a CXCR1 jelen van, feltételeztiik, hogy a HHV-6A
altal indukdlt IL-8 receptordhoz kotddve megvéltoztatja a CCRS receptor HIV-1-
fogékonysédgat. Mindemellett a nagymennyiségi RANTES szintén jelentdsen befolydsolhatja
a CCRS érzékenységét és sejtfelszini expresszidjat.

A szenzitivitds vizsgdlatdhoz a kemokin receptor természetes ligandjat, a RANTES-t
hasznaltuk. A RANTES dltal kivaltott intracelluldris Ca>* mobilizdci6t fertézetlen és
HHV-6A-val fertdzott macrophagokon tanulméanyoztuk a fertézést kovetd 6. napon. Egyedi
sejteken tortént méréseink szerint a HHV-6A-val fertdzott macrophagok esetében a RANTES
adagolast koveto [Ca™]; novekedés kisebb mértékii volt. Macrophag-populdcidk esetén a
relativ R340/380 viltozas szignifikansan kisebb volt (p=0,032; n=6), mintegy 22 %-nyi a

fertézetlen populacidkéhoz képest.

A HHYV-6A fertizés befolydsolja a macrophagok CCRS expressziojdt

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
gitldsdhoz a receptor érzékenységvesztése nem is elegendd, a receptor internalizicidja is
sziikséges. A sejtfelszini receptorok szdma fluorocytometrids vizsgdlataink alapjan a
HHYV-6A-val fert6z6tt macrophagokon jelentdsen kevesebb, mint a fertdzetlen sejteken.

Feltételezésiink szerint a HHV-6A fert6zés hatdséra iiriild nagymennyiségti IL-8-nak és
RANTES-nek kulcsszerepe lehet ebben azéltal, hogy megvaltoztatjdk a CCRS kemokin
koreceptor érzékenységét és sejtfelszini expresszidjat, igy a HIV-1-gyel szembeni

fogékonysdgot. Emellett természetesen egyéb tényezOk is szerepet jatszhatnak, és

13



valdszintileg jatszanak is a HHV-6A szuppressziv hatdsdban, amelyek tovabbi kutatisok

témai lehetnek.
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OSSZEFOGLALAS

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 torténd koinfekcié hatdsdra 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 hatdsit nem a virusra fogékony
sejtek szdmdnak novelésén keresztiil fejti ki. A HIV-1 trophoblastok esetében a fertdzés sordn
sem CD4, sem pedig kemokin receptorokat nem hasznal.

4. A HHV-6 IE-A és IE-B gének transzaktivilo hatdsuk révén stimuldljak a HIV-1
replikaciojat a fert6zott ST sejtekben.

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

6. A HHV-6A fert6zés macrophagokban nem produktiv, a HIV-1-gyel torténd kettOs
fert6zés sem indukdlja a virus szaporodasit.

7. HHV-6A fert6zés hatdsira a macrophagok RANTES és IL-8 liiritése jelentOsen
fokozodik.

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

9. HHV-6A fertdzés hatdsira a macrophagok felszinén talalhat6 CCRS5 receptorok

ligandérzékenysége és szdma jelentOsen lecsokken.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy a HHV-6A feltételezhetGen szerepet jatszik a
HIV-1 transzplacentdlis atvitelében, mig a HIV-1 valdsziniileg nem befolyasolja a HHV-6
anyarél magzatra terjedését. Macrophagokban a HHV-6A fertéz€s hatdsara {iriild
nagymennyiségli kemokinek feltehetéen a HIV-1 RS varidnsaival szembeni fogékonysagot
csokkentve szuppresszaljak a HIV-1 szaporodasat. Bar in vitro kisérleteink szerint a HHV-6A
jelentdsen csokkenti a HIV-1 szaporodédsit a HIV-1 pathogenezisében €s disszemindcidjdban
igen fontos szerepet betolté macrophagokban, a vizsgalat targyat az RS varidnsok képezték. A
CCRS koreceptorok csokkent érzékenysége, szama jelentés mértékil szelekciés nyomads lehet
a CXCR4 kemokin koreceptort haszndlé X4 varidnsok felé, melyek megjelenése dltaldban a
betegség rossz prognézisit jelenti. Igy tehdt a HIV-1-fertdzésben igen gyakran reaktivalodo
HHV-6 nemcsak a lymphocytdk szdmdnak csokkentésével, de a HIV-1 R5 varidnsaival

szembeni fogékonysdg csokkentésével az AIDS progresszi6 igen fontos kofaktora lehet.
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