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Bevezetés

A magzat méhen beliili fert6zédése fontos modja a human cytomegalovirus (HCMV)
¢s a human immundeficiencia virus 1. tipusa (HIV-1) vertikalis terjedésének. A virusok
placentan valo6 atjutdsdnak mechanizmusa jorészt ismeretlen.

A placenta syncytiotrophoblast sejtjei (ST) - melyek folytonos, sokmagvu hamréteget
alkotnak - kozvetleniil érintkeznek az anyai vérrel €s szelektiv barriert képeznek az anya és a
magzat kozott. A virusoknak 4t kell jutniuk a syncytiotrophoblast rétegen ahhoz, hogy elérjék
a mélyebben fekvl cytotrophoblast sejteket, placenta macrophagokat (Hofbauer sejtek),
fibroblastokat, illetve a magzati kapillarisokat szegélyezo endothel sejteket.

Bar a syncytiotrophoblast rétegben HIV-1-specifikus proviralis DNS-t in situ tobben is
kimutattak, nem tisztazott, hogy a trophoblastok fert6zése sejtmentes viruspartikuldkkal
(virion) megtorténhet-e. Tobb in vitro vizsgalat azt igazolta, hogy a syncytiotrophoblast sejtek
megfertdzhetok laboratoriumi HIV-1 torzsekkel. Mdés kutatok nem tudtdk bizonyitani a
trophoblastok virionokkal valé fertdzhetdségét. Véleményliik szerint a syncytiotrophoblastok
HIV-1 fertdzése csak sejt-sejt kolcsonhatas révén valosulhat meg.

Az egymasnak ellentmondd eredmények oka lehet, hogy a kisérletekben mas-mas
HIV-1 torzseket hasznaltak, illetve, hogy eltéré modszereket alkalmaztak a virusfertzés
kimutatasara. Kisérleteink sordn a syncytiotrophoblast sejtek szabad HIV-1 virionokkal
torténd fertdzésének lehetdségét a vesicularis stomatitis virus (VSV) pszeudotipusaival
kivantuk tisztdzni. Ha a HIV-vel kronikusan fertézott sejteket VSV-vel feliilfertézziik,
létrejonnek olyan VSV(HIV-1) pszeudotipusok is, melyek burka retroviralis glikoproteineket
hordoz, és igy rezisztensek az anti-VSV szérum neutralizadlo hatidsdval szemben. Ezek a
virusok csak olyan sejtekbe képesek bejutni, melyek rendelkeznek HIV-1-specifikus
receptorokkal. A penetracid utdn a replikacio tovabbi szakaszai is végbemennek, és 0j, nem
pszeudotipus (a HIV-1 burokantigének ugyanis nem genetikailag kodoltak a pszeudotipus
esetén) VSV virionok jonnek létre. Ezek jol lathato citopatias elvaltozast okoznak: a sejtek
lekerekednek és elpusztulnak. fgy a HIV-1 buroknak a penetracidban betdltott szerepére
egyszertien a VSV altal okozott citopatias hatas alapjan kovetkeztethetiink.

In situ immunhisztokémiai és in vitro vizsgélatok is kimutattak, hogy a HCMV képes
megfertézni az ST sejteket. Nem tisztdzott azonban, hogyan tud a virus atjutni a

syncytiotrophoblast rétegen. Ezekben a sejtekben ugyanis HCMV replikaciés ciklusa — a



legtobb megfigyelés szerint — abortiv. A fert6zott ST sejtekben altalaban csak nagyon korai
virusfehérjék mutathatok ki.

Az in vitro HCMV-vel, illetve HIV-vel fertdzott syncytiotrophoblast kultirdkban
virustirités altaldban nem figyelheté meg, vagy annak mértéke a legjobb esetben is csak igen
csekély. A trophoblastok in vivo produktiv fertdzése valdsziniileg csak meghatarozott
feltételek mellett mehet végbe, és kiilonbozd kofaktorok befolyasolhatjak.

A placenta macrophagok és a syncytiotrophoblastok kozotti kozvetlen sejt-sejt
kolcsonhatasok szerepét a HCMV ¢és a HIV-1 vertikalis atvitelében még nem tanulmanyoztak.
Ezeknek a kolcsonhatasoknak kiemelt jelentdsége lehet, mivel a Hofbauer sejtek a placenta
kotészoveti allomanyaban nagyszamban jelenlévé és mobilis elemek. In vivo és in vitro
vizsgalatok is igazoljak, hogy a HCMV ¢és a HIV-1 is képes megfertézni ezeket a sejteket,
amelyek tehat vektorai lehetnek a virusok anyardl magzatra vald terjedésének.

Tobb tanulméany szamol be arrdl, hogy kiilonbozé sejtek kozotti adheziv kdlesonhatas
fokozhatja mind a HCMV, mind a HIV-1 replikédciojat. Kisérleteink soran arra voltunk
kivancsiak, hogy a Hofbauer sejtek képesek-e stimuldlni a két virus szaporodasat az
elézetesen megfertdzott ST sejtekben, illetve a fertdzott syncytiotrophoblastok atadjak-e a
virust a szomszédos macrophagoknak. Mivel a kozvetlen sejt-sejt kdlcsonhatas kiilonbdzo
citokinek képzdédését indukalja, azt feltételeztiik, hogy a kokultivalt sejtek altal termelt
citokineknek kulcsszerepe lehet a HCMV ¢és HIV-1 génexpresszidjanak fokozasaban. Ezért
megvizsgaltuk, hogy hatassal van-e a kokultivacid a syncytiotrophoblastok ¢és a placenta
macrophagok citokintermelésére. Amennyiben igen, befolydsoljak-e ezek a HCMV ¢és a HIV
replikacigjat.

Az epidemioldgiai vizsgalatok alapjan a HIV-1 atjutdsa a magzatba a terhességnek
vagy a korai, vagy a kés6i fazisdban torténik meg. Szamos tanulméany kozvetett bizonyitékot
szolgaltatott arra vonatkozdan, hogy a késdi intrauterin fert6zddésnek van nagyobb szerepe a
HIV-1 transzplacentalis atvitelében. A HCMV anyar6l magzatra vald terjedésének
valoszinliségét nem befolyasolja, hogy a terhesség soran mikor fertézodik meg az anya.

Ezekbdl a megfigyelésekbdl kiindulva a HCMV, és a HIV transzplacentalis atvitelét
modellez6 kisérleteinkhez sziilésbdl szarmazd placentabol szepardltunk trophoblast ¢€s

Hofbauer sejteket.



Modszerek

Virusok

A HCMV AD169 torzsét human embriondlis fibroblast sejtkultaran termeltiik. A feliiluszot
ultracentrifugaltuk, majd a virust az eredeti térfogat harmincad részét képezd tapfolyadékban
vettiik fel. A VSV Indiana torzsét WISH sejtekben szaporitottuk, és a titralasra is ezt a
sejtvonalat hasznaltuk. Az infektiv virionok mennyiségének meghatarozasa plakk-képzo
madszerrel tortént, a VSV titerét PFU (plaque forming unit)/ml egységben adtuk meg.

A HIV-1 IIIB, RF és MN torzseit H9 sejtekben szaporitottuk, a Ba-L és Ada-M torzseket
pedig monocyta eredeti macrophagokban. Koncentralt HIV-1 Ba-L preparatumot

ultracentrifugéléassal allitottunk eld.

HCMYV titraldsa

A HCMV-t humén embriondlis fibroblast kultirakban titraltuk plakk-képzé modszerrel. A
HCMV titerét a kiillonbozo higitdsokban megfigyelhetd plakkok szama alapjan allapitottuk
meg, és azt PFU/ml-ben fejeztiik ki.

HIV titrdaldsa

A HIV titralasa a kisérletek jellegétdl fliggden harom kiilonbozé modszerrel tortént: a
virionok reverz transzkriptdz aktivitasanak mérésével, a virusspecifikus p24 antigén ELISA
moddszerrel vald mennyiségi meghatarozasaval és az infektiv virionok titerének

syncytiumképzés alapjan torténd meghatarozéasaval.

Cytotrophoblastok és macrophagok (Hofbauer sejtek) szepardlasa, tenyésztése
Kisérleteinkhez a cytotrophoblast sejteket, valamint a Hofbauer sejteket normal sziilésbdl
szarmazo placentakbol szeparaltuk. A cytotrophoblastokat immunmagneses technikaval
nyertiik ki. A tenyésztés 2 mM glutaminnal, antibiotikumokkal és 15 % magzati borjusavédval
(FCS) komplettalt KGM (keratinocyte growth medium) tapfolyadékban tortént. A
kultirdkban sejtfuzios folyamatok zajlottak le és a sejtek kiszélesztését kovetd 5. napon a
tenyészeteket sokmagvi oOriassejtek (syncytiotrophoblastok) alkottak. A kisérletek soran
ezeket az 5 napos syncytiotrophoblast kultirakat hasznaltuk.



A placenta macrophagok szeparalasdhoz elészor Ficoll-Hypaque, majd ezt kovetéen Percoll
stirliség-gradiens centrifugélast végeztiink. A sejteket 2 mM glutamint, 10 % humén szérumot
(HuSe) és antibiotikumokat tartalmazé RPMI-1640 tapfolyadékban tenyésztettiik.

A kokultivacios vizsgéalatokhoz a cytotrophoblastokat és a macrophagokat ugyanabbdl a

placentabol parhuzamosan nyertiik ki.

A monocyta eredetii macrophagok szeparaldsa és tenyésztése

A periférids vér mononukledris sejtjeit (PBMC) Ficoll-Hypaque sliriiség-gradiens
centrifugaldssal nyertiik ki ,,buffy coat” preparatumokbol. A sejteket 2 mM glutamint, 10 %
HuSe-t ¢és antibiotikumokat tartalmazé6 RPMI-1640 tépfolyadékban tenyésztettiik.

Kisérleteinkben 7 napos, monocyta eredetli macrophag kultirakat fert6ztiink

Sejtvonalak

A ham eredetii WISH és MDBK sejteket 10 % FCS-t tartalmaz6 Eagle MEM tapfolyadékban
tenyésztettiik. A lymphoid H9, Sup-T1 és CEM-SS sejteket, valamint a promonocyta U937
sejteket 10 % FCS-t tartalmazd RPMI-1640 tapfolyadékban tartottuk fenn. A tapfolyadékok
2mM glutamint, 100 U/ml penicillint és 100 pg/ml streptomycint is tartalmaztak. A
kisérleteinkhez hasznalt viruskoncentratumok, viruspreparatumok és sejtkulturak midegyike

az elvégzett tesztek alapjan Mycoplasma fert6z€éstdl mentes volt.

Syncytiotrophoblastok fertozése HCMV-vel
Az 5 napos ST kultuirdk HCMV fertézésekor a multiplicitdisa 1 PFU/sejt volt, amit a
kiszélesztett cytotrophoblastok szamanak megfelelden allapitottunk meg. A sejteket a

virusszuszpenzioval 37 °C-on 2 6ran at inkubaltuk.

A pszeudotipus virusok elodllitasa

A pszeudotipusok eldallitasa két 1€pésben tortént: elészor HIV-vel fertéztiink sejteket, majd
feliilfertéztilk VSV-vel. Abbol a célbol, hogy HIV-1-et folyamatosan iiritd sejteket allitsunk
eld, U937 sejteket a HIV-1 IIIB, RF vagy MN torzseivel, a Sup-T1 sejteket pedig Ba-L illetve
Ada-M torzsekkel fertéztiikk. A HIV-vel kronikusan fertézott U937 és Sup-T1 sejteket VSV-
vel feliilfertoztiik, 10 PFU/sejt multiplicitassal. A kultarakat 12-18 6ra mulva lecentrifugaltuk,

a feliiluszokat szétosztottuk és lefagyasztottuk -70°C-ra.



A pszeudotipus virusok titraldsa

A vizsgalandd mintdkat 1 ordn at, 37 °C-on inkubaltuk hdvel inaktivalt, nyl anti-VSV
szérum tizszeres feleslegével, amikor a pszeudotipusok mennyiségét akartuk meghatdrozni,
illetve antiszérum nélkiil, amikor az 0sszes VSV-t titraltuk. A pszeudotipusok kialakuldsat
VSV(HIV-1y5), VSV(HIV-1gF) €és VSV (HIV-1un) pszeudotipusok esetén HIV neutralizald
szérum, VSV(HIV-1p,1) ¢és VSV(HIV-1a4am) pszeudotipusoknal HIV-specifikus
immunglobulin blokkold hatdsaval ellendriztiik. A pszeudotipusok titerét a HIV-1 torzsek
tropizmusanak megfeleld sejtkultarakon, I1IB, RF és MN HIV-1 torzzsel pszeudotipizalt VSV
esetén poli-L-lizinnel letapasztott CEM-SS sejteken, mig Ada-M és Ba-L HIV-1 torzzsel
pszeudotipizalt VSV esetén macrophag kultarakon hataroztuk meg. A 7 napos macrophagokat
és 1 nappal a szélesztés utan a CEM-SS sejteket azokkal a virusmintakkal fertdztiik meg,
amelyeket eldzetesen vagy anti-VSV szérummal, vagy anti-VSV ¢és anti-HIV-1 szérumokkal
egylittesen blokkoltunk. A virusadszorpcid utan a sejteket mostuk és feleslegben adott MDBK
sejtekkel fedtiik le. Az MDBK sejtek plakk-indikatorként szerepeltek az Gjonnan képzédott
VSV partikuldk kimutatasara. Két 6ra mulva, amikor az MDBK sejtek mar letapadtak, a
sejtkultardkra agart tartalmazé tdpfolyadékot ontottiink. A keletkezett plakkok szamat 1-2 nap
mulva olvastuk le, é¢s PFU/ml egységben adtuk meg.

A syncytiotrophoblastok fertozése VSV-vel és VSV(HIV-1) pszeudotipusokkal

Ot napos syncytiotrophoblast kultirakat fertéztink meg VSV-vel, illetve VSV(HIV-1)
pszeudotipusokkal. A virussal fertdzott és a kontrollként haszndlt fertézetlen sejtkultarak
tapfolyadékabol kiilonbozo iddpontokban mintat vettiink, és a VSV titert plakk-képzd
modszerrel WISH sejteken hataroztuk meg. A VSV ¢és a VSV(HIV-1) pszeudotipusok
fertdzoképességének vizsgalatakor a syncytiotrophoblastokat a virusadszorpcid utan mostuk
¢s MDBK sejtekkel fedtiik. Az MDBK sejtek letapadasa utan (2 6ra), a sejtkultarakra agart
tartalmazd tapfolyadékot adtunk. A keletkezett plakkok szdmat 1-2 nappal a fertézés utan
értékeltiik.

Syncytiotrophoblastok fertozése HIV-1g, ;-lal

Kisérleteinkhez 5 napos syncytiotrophoblast kulturdkat fertoztiink. A fertézés multiplicitasa
1 SFU/sejt volt, melyet a kiszélesztett cytotrophoblastok szaméanak megfeleléen allapitottunk
meg. A HIV-1 Ba-L prepardtumokat a fertdzés elétt DNaz enzimmel kezeltik. A

virusszuszpenzid hozzdadéasat kdvetden a sejteket 2 dran at inkubaltuk 37 °C-on.



Kokultivacio
A syncytiotrophoblastokat 4 nappal a fert6zés utdn 9 napos macrophagokkal kokultivaltuk.
Ehhez a Hofbauer sejteket a tenyésztOpalackrol levalasztottuk, és 1:1 ardnyban a

syncytiotrophoblastokhoz adtuk.

Immunszérumok és konjugatumok

Monoklonalis ellenanyagot (MADb) hasznaltunk a HCMYV nagyon korai (IE), valamint a korai-
késoi (pp65) proteinjének kimutatdsahoz. A CD4 receptor, CXCR4, a CCR3 és a CCRS
koreceptorok blokkolasara is monoklonalis ellenanyagot hasznaltunk. A HIV-specifikus
immunglobulin és a HIV-neutralizal6 szérum human eredeti volt. Az anti-VSV antiszérum
nyulbol szarmazott. A HIV p24 antigén detektdlasara monoklonalis, a Tat fehérje
kimutataséara poliklonalis ellenanyagot alkalmaztunk. Az IL-1p, az IL-6, az IL-8, a TGF-B1,
illetve a TNF-a citokinnel reagald ellenanyagok monoklonalisak voltak.

A macrophagok CD68 antigénjére specifikus ellenanyag fluoreszcein-izotiocianattal (FITC)
konjugalt MAb volt. Hasznaltunk még tetrametilrodamin-izotiocianattal (TRITC) jelzett, nyul
anti-egér immunglobulin (Ig) konjugatumot, TRITC-cel jeldlt, sertés anti-nyal Ig

konjugatumot, FITC-cel jelzett, nytl anti-egér- és sertés anti-nyul-immunglobulint.

Immunfluoreszcens technikak (IFA)

A virdlis antigéneket kifejezd, valamint citokineket termeld sejteket kettds
immunfluoreszcenciaval identifikéltuk. Ehhez el6szor ezekre az antigénekre specifikus
indirekt IFA-t, majd konjugalt anti-CD68 MADb felhasznalasaval direkt [FA-t végeztiink.

A pszeudotipus virusok eldallitasakor a perzisztensen fert6zott sejtekben a HIV-1 p24 fehérje
expresszi®jat, valamint a fertdzott syncytiotrophoblast tenyészetekben a VSV proteinek

megjelenését indirekt citoplazma IFA-val mutattuk ki.

Citokintermelés vizsgalata
Az IL-8 és TGF-BI1, illetve az IL-1a, IL-1pB, IL-6, GM-CSF, M-CSF és TNF-a termelés

kvantitativ kimutatasahoz szendvics ELISA mddszeren alapul6 kiteket hasznaltunk.



Eredmények

I. Az onmagukban tenyésztett és cytomegalovirussal fert6zott syncytiotrophoblastok
feliiluszojaban a fert6zést kovetd 18 napon beliil virust nem lehetett detektalni. Ezzel szemben
a fert6zott ST sejtek €s a placenta macrophagok kokultivacioja infektiv virionok termelddését
eredményezte. A HCMV sejtekbe torténd bejutdsanak és replikacidjanak bizonyitdsara, a
virus IE és pp65 fehérjéit immunfluoreszcencias moédszerrel vizsgaltuk. A sejttipusokat a
macrophagokra jellemzd CD68 antigének kimutatdsdval azonositottuk. Az Onmagukban
tenyésztett, HCMV-vel fert6zott ST sejtekben a fertdzés utan mar 1 nappal detektalhatd volt
az IE gén expresszidja, de ezekben a tenyészetekben pp65 protein egyaltalan nem volt
kimutathatd. A kokultivalt, HCMV-vel fert6zott ST sejtekben az IE fehérjék expressziojat
kovetden a kokultivacid 3. napjan a pp65 antigén megjelenését is észleltiik. A kettds
immunfluoreszcencias vizsgalatok soran kidertilt, hogy az IE antigének a kokultivacio kezdete
utan 6 nappal a macrophagokban is megjelentek, és 2 nappal késobb a pp65 antigének is
kimutathatdak voltak. Ezek a megfigyelések egyértelmiien bizonyitjak, hogy a ST sejtek altal
iiritett virionok megfertzték a kokultivalt macrophagoknak.

Annak eldontésére, hogy citokineknek van-e szerepe a virusszaporodas indukalasaban,
az IL-8 és a TGF-P1 szekrécidjat vizsgaltuk fertézetlen, HCMV-vel fert6zott és kokultivalt
sejtkultarakban. A fertézetlen syncytiotrophoblast kultardkban kismennyiségii, folyamatos
IL-8 szekréciot tapasztaltunk (0,8 ng/ml). A fertdzetlen macrophagok is termeltek IL-8-at
kozel 2,4 ng/ml mennyiségben. A HCMV-vel fertdzott ST sejtekben az IL-8 iirités kissé
fokozédott a fertézetlen sejtekhez viszonyitva. A fertézott ST sejtek és a placenta
macrophagok egyiittes tenyésztésekor az IL-8 szekrécidjanak jelentds fokozddasat
tapasztaltuk a kulturak feliiluszdjaban. A citokintermelés a kokultivacid 3. napjan volt a
legnagyobb (17,8 ng/ml), majd fokozatosan csokkent a kdvetkezd 6 nap alatt. Meglepd volt,
hogy a fertézetlen ST sejtek és a Hofbauer sejtek kokultivacids tenyészetében is hasonlo
nagysagu ¢és kinetikaju IL-8 termelést detektaltunk. A konstitutivan termelt TGF-B1
mennyisége a syncytiotrophoblastokban 3,6 ng/ml, a macrophagokban 2,8 ng/ml volt. Az ST
sejtek TGF-B1 tritése nem novekedett szamottevben a HCMV fert6zés hatasara. Ezzel
szemben a HCMV-fert6zott ST sejtek és a placenta macrophagok kokultivacioja nagymértékii
TGF-B1 szekrécidt eredményezett. A maximalis TGF-B1 kibocsatast a kokultivacié 3. napjan
észleltik (21,8 ng/ml). A citokin iiritése a 9. napra fokozatosan lecsokkent. Lényegében

ugyanezeket az eredményeket kaptuk, amikor fertézetlen ST sejteket és Hofbauer sejteket



tenyésztettiink egylitt. Annak meghatarozasara, hogy a kokultivalt tenyészetekben milyen
sejtekben fokozodik az IL-8 ¢és a TGF-B1 termelés, kettds immunfluoreszcenciat
alkalmaztunk. Eredményeink szerint mind az IL-8, mind a TGF-B1 fokozott termeléséért az
ST sejtekhez tapadt macrophagok a feleldsek.

Az eldbbi eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a kokultivacié hatasara fokoz6do
citokintermelés indukalhatja a HCMV szaporodasat. A kérdés megvalaszolasdhoz IL-8 ¢és
TGF-B1 elleni neutralizal6 ellenanyagokat hasznaltuk hogy blokkoljuk a citokinek hatdsat. A
feleslegben adtuk a sejtekhez. A kezelés akkor kezdddott, amikor a macrophagokat
hozzaadtuk a fertdzott ST sejtekhez, €s tovabbi 10 napig folytatédott. Az anti-IL-8 kezelés
hatéséara 24-ed, az anti-TGF-B1 kezelés hatdsara 35-0d részére csokkent az infektiv HCMV
titere a sejtkultardk feliiliszojaban. A kezelések hatasara a HCMV iirités iddtartama is
rovidebb lett. Amikor az anti-IL-8 ¢és az anti-TGF-B1 kezelést kombinaltuk, nem tudtunk

infektiv viriont kimutatni a sejtek feliilusz6jaban.

IL. Kisérleteink soran a syncytiotrophoblast sejtek szabad HIV-1 virionokkal torténd
fertdzésének lehetdségét a vesicularis stomatitis virus pszeudotipusaival kivantuk tisztadzni.
Kimutattuk, hogy a VSV képes produktivan fertdzni a syncytiotrophoblast sejteket. A
sejtkulturak virust termeltek, a VSV fert6zés hatasara a syncytiotrophoblastok lekerekedtek és
elpusztultak. Indirekt citoplazma IFA-val ki tudtuk mutatni a VSV proteinek expresszidjat a
fert6zott syncytiotrophoblastokban.

Kisérleteink kdvetkezd szakaszaban a T-lymphotrop I1IB €s MN, a kettds tropizmusu
RF ¢és a macrophagtrop Ada-M ¢és Ba-L HIV-1 torzsekkel VSV pszeudotipusokat allitottunk
el6 U937 és Sup-T1 sejttenyészetekben. Osszehasonlitottuk a VSV és VSV(HIV-1)
pszeudotipusok  fertézOképességét syncytiotrophoblastokban ¢és a HIV-1  torzsek
tropizmusanak megfeleld célsejtekben (IIIB, MN ¢és RF HIV-1 torzsekkel pszeudotipizalt
VSV esetében CEM-SS sejtekben, mig Ada-M ¢és Ba-L torzsekkel pszeudotipizalt VSV
esetében macrophagokban). A VSV(HIV-1ymn), a VSV(HIV-1gr) és a VSV(HIV-144a-m) nem
bizonyultak infektivnek syncytiotrophoblastok esetében. Ugyanakkor a IIIB és Ba-L HIV-1
torzsekkel pszeudotipizalt VSV megfertdzte a syncytiotrophoblastokat.

Bebizonyitottuk, hogy e két pszeudotipusnak a syncytiotrophoblast sejtekbe valo
bejutasaért a I1IB, illetve a Ba-L HIV-1 torzsek burokantigénjei felelések. A VSV(HIV-1g,.1)
pszeudotipussal torténd fertézéskor a HIV-specifikus immunglobulin erdsen gatolta a

syncytiotrophoblastokba vald bejutast. A HIV neutralizald szérum ennek a pszeudotipusnak a



crer

valo bejutasat mindkét szérum gatolta.

A bejutas mechanizmusanak vizsgalatdhoz anti-CD4, anti-CXCR4, anti-CCRS ¢és anti-
CCR3 monoklonalis ellenanyagokat hasznaltunk kiilon-kiilon, illetve a koreceptorokat és a
CD4 receptort egylittesen is blokkolva. VSV(HIV-1yp)-vel torténd fertézés esetén azt
tapasztaltuk, hogy syncytiotrophoblast kultirdkban az anti-CD4, az anti-CXCR4 ¢és az anti-
CCR3 antitesteknek sem kiilon, sem kombinaltan nem volt blokkolo hatdsa. Ugyanakkor a
kontroll CEM-SS sejtek fertdzésénél az anti-CD4, az anti-CXCR4, az anti-CD4+anti-CXCR4
¢s az anti-CD4+anti-CCR3 is gatolta a penetraciot. Az dnmagaban alkalmazott anti-CCR3
azonban nem akadalyozta meg a sejtbe vald bejutast. VSV(HIV-1g,.1) pszeudotipussal torténd
fertdzéskor a syncytiotrophoblastokba val6 bejutdst nem gatolta az anti-CD4, az anti-CCRS és
az anti-CCR3 szérumok egyenkénti alkalmazésa, illetve a CD4 receptor ¢és a koreceptorok
egylittes blokkolasa sem. Ugyanakkor macrophagok esetében minden kezelés sikeresen

gatolta a penetraciot, kivéve a CCR3 receptor onmagaban torténd blokkolasat.

III.  Megvizsgaltuk, hogy a placenta macrophagokkal torténd kokultivacio hatdssal van-e a
HIV-1 replikéciojara a fertdzott syncytiotrophoblastokban. A vizsgalatokhoz a HIV-1 Ba-L
torzsét hasznaltuk, mivel transzplacentalisan féleg a macrophagtrép torzsek jutnak at, és a
megeldzo kisérletek szerint ez a torzs képes megfertdzni az ST sejteket. A HIV-vel fertdzott
syncytiotrophoblast sejtek feliiluszojaban virust nem tudtunk kimutatni a fert6zést kovetd 22
nap alatt. A fertézott syncytiotrophoblastok és a Hofbauer sejtek kokultivacidja azonban
HIV-1 termelést eredményezett. A feliiliszoban a kokultivacié utani 5. napon volt el6szor
kimutathaté a HIV-1 p24 antigén. Ennek a virusspecifikus fehérjének a koncentracioja a
kokultivacios tenyészet feliiliszdjaban a 16. napon volt a legnagyobb. Mivel a p24 antigén
jelenléte nem jelenti feltétleniil azt, hogy a sejtek fertézoképes virust lritenek, ezért a
feliluszok syncytiumképzd aktivitasat is vizsgaltuk. A HIV-1 p24 antigén mennyiségével
Osszhangban azt kaptuk, hogy az infektiv virionok iiritése a kokultivacidé 16. napjan volt a
legnagyobb, majd fokozatosan csokkent.

A HIV-1 génexpresszidjanak tanulmanyozasdhoz immunfluoreszcencids vizsgalatokat
végeztiink, amelyek soran a Tat és a p24 virusspecifikus fehérjék megjelenésének kinetikajat
kovettiik nyomon a kiilonbozo sejtkultirdkban. Az 6nmagukban tenyésztett, HIV-vel fert6zott
ST sejtekben sem Tat, sem p24 protein nem volt kimutathatd. A kettds immunfluoreszcencias
vizsgélatok alapjan a placenta macrophagokkal kokultivalt, fert6zott ST sejtekben a Tat

fehérje mar a kokultivaciot kdvetd 2. napon detektalhatod volt, és kifejezodése a 6 — 12. napon



volt a legnagyobb mértékii. A p24 protein a HIV-fertdzott ST sejtekben a kokultivacio 4.
napjan volt el0szor kimutathatd. A p24 antigén-pozitiv sejtek ardnya a 8. napon érte el a
maximalis értéket. A kettds immunfluoreszcenciaval azt is sikeriilt kimutatnunk, hogy a
kokultivacié 7. napjan a Tat fehérje a macrophagokban is megjelent. A Tat proteint
expresszald sejtek szama azutan gyorsan novekedett, a 12. napon a Hofbauer sejtek 81 %-a
volt Tat-pozitiv. A fertdzott ST sejtekkel kokultivalt placenta macrophagokban a p24 antigén
is detektalhaté volt. A 9. napon lehetett eldszor kimutatni, és a 14 - 16. napon volt a
legnagyobb a p24 antigén-specifikus fluoreszcenciat mutatdé sejtek aranya. Mindez azt
bizonyitja, hogy a fert6zott ST sejtekbdl {iriilé virus megfertdzte a macrophagokat.

Mivel a kozvetlen sejt-sejt kapcsolat kiilonb6z0 citokinek képzddését indukalhatja, azt
feltételeztiik, hogy a kokultivalt sejtek altal termelt citokineknek kulcsszerepe lehet a HIV-1
génexpresszidjanak fokozasaban. Ezért fertdzetlen, HIV-fertdzott, valamint kokultivalt
sejtkultarakban vizsgaltuk az IL-1a, IL-1pB, IL-6, GM-CSF, M-CSF és a TNF-a szekréciojat.
Egyetlen sejtkultiraban sem volt mérhetd szintli az IL-1a, a GM-CSF és az M-CSF szekrécio.

A fertdzetlen ST sejtek €s a placenta macrophagok folyamatosan termeltek IL-6-ot, de
annak a mennyisége kevesebb volt mint 20 pg/ml. A syncytiotrophoblastok HIV-vel vald
Hofbauer sejtekkel tenyésztettiink egyiitt, a sejtkultira feliiliszojaban jelentés IL-6 {iritést
észleltiink. A kokultivaci6 altal indukalt IL-6 termelés az els6 napon volt a maximalis (5175
pg/ml), majd meredeken csokkent. A kokultivacio 6. napjara IL-6 szekrécio visszasiillyedt az
alapszintre. A HIV-fertézott ST sejtek és a placenta macrophagok kokultivacios
tenyészetében az IL-6 termelésnek egy madasodik hullama is kialakult, mely a 4. napon
kezdddo ismételt ndvekedés utan a 10. napon 7250 pg/ml értéket ért el. Az IL-6 termelés a
kovetkezd négy napon nagyjabol azonos szinten maradt, majd lecsokkent.

A fertézetlen syncytiotrophoblastok és a Hofbauer sejtek konstitutiv TNF-a termelése
nem ¢érte el a 10 pg/ml mennyiséget. A fertdzott ST sejtek tenyészetében nem volt
szignifikansan nagyobb a TNF-a lrités. A fertézetlen ST sejtek és a placenta macrophagok
kokultivacioja azonban fokozta a TNF-o szekrécidt. A legnagyobb TNF-a koncentraciot az
1. napon mértiikk (480 pg/ml), majd a TNF-a szekrécido a 7. napra visszaallt a konstitutiv
termelés szintjére. Ha fert6zott ST sejteket és placenta macrophagokat tenyésztettiink egyiitt a
TNF-a {iritésben a kezdeti cstcs utan a 10. napon egy masodik csucsot (1250 pg/ml)
tapasztaltunk. A 10. nap utdn a TNF-a termelés jelentdsen csokkent.

A fertdzetlen és a fertdzott ST sejtek nem iiritettek spontan IL-1B-t. Az dnmagukban

tenyésztett placenta macrophagok is csak kis mértékben (8 pg/ml) termelték a citokint. A
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fertézetlen syncytiotrophoblastok és a Hofbauer sejtek kokultivacidja sem eredményezett
fokozott IL-1B kibocsatast. Ezzel szemben a HIV-fert6zott ST sejtek €s a placenta
macrophagok kokultivacidja sordn a 6-10. nap kozott megndvekedett az IL-1B termelés, a
legnagyobb koncentracio 265 pg/ml volt. A 10. napot kdvetden az IL-1B szekrécid
lecsokkent.

Kettés immunfluoreszcenciaval hatdroztuk meg, hogy a kokultivaciés tenyészetekben
mely sejtek feleldsek a fokozott IL-1p, IL-6 és TNF-a iritésért. A fertdzetlen ST sejtek és a
Hofbauer sejtek egyiittes tenyésztése esetén, a kokultivacid kezdete utan 24 oraval vizsgaltuk
az IL-6 és a TNF-a termelést. A vizsgalat eredménye szerint a syncytiotrophoblastokhoz
tapad6 macrophagokban volt intenziv IL-6-specifikus fluoreszcencia lathat6. Az anti-TNF-a
ellenanyagok is elsdsorban a Hofbauer sejtekkel reagaltak, az ST sejtekben alig volt
fluoreszcencia. HIV-fertézott ST sejtek €s a placenta macrophagok tenyészetében a
kokultivaciéo utan 10 nappal hatdroztuk meg az IL-1B-t, IL-6-ot és a TNF-a-t szekretalo
sejteket. Az anti-IL-1B ellenanyag foleg a macrophagokkal mutatott reaktivitast, az ST
sejtekben halvany fluoreszcencia volt lathatd. Az anti-IL-6 és az anti-TNF-a ellenanyagokkal
elvégzett vizsgalatok soran lényegében ugyanezeket az eredményeket kaptuk.

Azt, hogy a citokineknek milyen szerepe lehet a HIV-1 replikaciojanak
fokozodasaban, blokkolasos kisérletekkel vizsgaltuk. Ezek soran az anti-IL-1f, az anti-IL-6 és
az anti-TNF-a neutralizal6 ellenanyagokat tizszeres feleslegben alkalmaztuk. A HIV-fertdzott
ST sejtek és a placenta macrophagok egyiittes tenyésztése soran, eldszor a kokultivacid
kezdetekor, majd 6 napig naponta adtuk az antitesteket. A kezelést kiilon-kiilon, és az
ellenanyagokat kombinalva is elvégeztiik. Az anti-TNF-a kezelés 12-ed, az anti-IL-6 kezelés
35-6d részére csokkentette a sejtek feliiluszdjaban az infektiv HIV-1 mennyiségét. A
kombindlt anti-IL-6 és anti-TNF-a kezeléskor a feliiliszoban nem lehetett infektiv virust
kimutatni a 22 napos vizsgalati periddus alatt. Az anti-IL-1p kezelés 6nmagaban alkalmazva
lényegében nem volt hatdssal a HIV-1 szaporodasidra a kokultivalt tenyészetekben. A
kombinalt kezelésekben az anti-IL-1p ellenanyag nem tudta fokozni sem az anti-IL-6, sem az

anti-TNF-a antitestek blokkolo hatasat.
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Osszefoglalas

Onmagukban tenyésztett és kokultivalt syncytiotrophoblast sejtekben vizsgaltuk a HCMV
szaporodasat. Megallapitottuk, hogy a HCMV-vel fertézott syncytiotrophoblastokban a
fertdzetlen placenta macrophagokkal torténd egyiittes tenyésztés hatdsara jelentds
mértékben fokozddott a virdlis gének expresszidja. A kultardk feliiluszojaban
nagymennyiségli infektiv HCMV volt kimutathaté. Az ST sejtekbdl {iriild virionok a
macrophagokat is megfertézték, a virusspecifikus antigének ezekben a sejtekben is
megjelentek. A placenta kiilonbozé sejtjei  kozotti  kozvetlen  kolcsonhatds  a
HCMV génexpressziojanak fokozodasa a macrophagok altal termelt interleukin-8 ¢és
transzformalo novekedési faktor-f1 hatasara kovetkezett be.

A syncytiotrophoblast sejtek HIV-1 virionokkal torténd fertézésének IlehetOségét
VSV(HIV-1) pszeudotipusokkal tisztaztuk. Vizsgéalataink eredményei szerint egyes HIV-1
torzsek képesek az ST sejtekbe bejutni. A penetracid képessége nincs Osszefiiggésben a
HIV-1 torzs T-sejtekre és macrophagokra vonatkoztatott tropizmusaval, és a bejutds mas
mechanizmussal torténik, mint T-lymphocytak vagy macrophagok esetében.

Kimutattuk, hogy az ST sejtek és a placenta macrophagok kozotti kolcsonhatas
eredményeként az syncytiotrophoblastok latens HIV fert6zése permisszivvé valt. A
kokultivacio soran az ST sejtek atadtdk a virust a macrophagoknak, melyet a viralis
antigének expressziojanak kinetikdjaval igazoltunk. Vizsgalataink szerint a kozvetlen sejt-
sejt kapcsolat hatdsara a macrophagokban termelt citokinek — az interleukin-6 és a tumor
nekrozis faktor-a — indukaltdk a HIV-1 produktiv szaporodasi ciklusat az ST sejtekben.
Eredményeink arra utalnak, hogy az ST réteg ¢és a placenta macrophagok
kolcsonhatasanak jelentds szerepe lehet mind a HCMV, mind a HIV anyardl magzatra

torténd terjedésében.
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