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BEVEZETES

A magzat méhen beliili fert6z6dése 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 [Enders, 1989]. A virusoknak 4t kell jutniuk a syncytiotrophoblast rétegen
ahhoz, hogy elérjék a mélyebben fekvd cytotrophoblast sejteket, placenta macrophagokat
(Hofbauer sejtek), fibroblastokat, illetve a magzati kapillarisokat szegélyezé endothel sejteket.

Bar a syncytiotrophoblast rétegben HIV-1-specifikus proviralis DNS-t in situ tobben is
kimutattak [Lewis et al., 1990; Chandwani et al., 1991; Backé et al., 1992], nem tisztazott,
hogy a trophoblastok fertézése sejtmentes viruspartikuldkkal megtorténhet-e. Tobb in vitro
vizsgalat azt igazolta, hogy a syncytiotrophoblast sejtek megfertézhetdk laboratériumi HIV-1
torzsekkel [Mano és Chermann, 1991; Zachar et al., 1991a; To6th et al., 1995]. Mas kutatok
[Bourinbaiar és Nagorny, 1993; Kilani et al., 1997] nem tudtadk bizonyitani a trophoblastok
sejtmentes virussal valo fertézhetdségét. Vélemeényiik szerint a syncytiotrophoblastok HIV-1
fertdzése csak sejt-sejt kdlcsonhatas révén valosulhat meg.

Az egymasnak ellentmond6 eredmények oka lehet, hogy a kisérletekben mas-mas
HIV-1 torzseket hasznaltak, illetve, hogy eltér6 modszereket alkalmaztak a virusfert6zés
kimutatasara. Kisérleteink sordn a syncytiotrophoblast sejtek szabad HIV-1 virionokkal
torténd fertézésének lehetdségét a vesicularis stomatitis virus (VSV) pszeudotipusaival
kivantuk tisztdzni. Ha a HIV-vel kronikusan fert6zott sejteket VSV-vel feliilfertézziik,
l1étrejonnek olyan VSV(HIV-1) pszeudotipusok is, melyek burka retroviralis glikoproteineket
hordoz, és igy rezisztensek az anti-VSV szérum neutralizal6 hatasaval szemben [Dalgleish et
al., 1984]. Ezek a virusok csak olyan sejtekbe képesek bejutni, melyek rendelkeznek HIV-1-
specifikus receptorokkal. A penetracio utan a replikacio tovabbi szakaszai is végbemennek, és
uj, 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 penetricidban
betoltott szerepére egyszertien a VSV altal okozott citopatias hatas alapjan kovetkeztethetlink.

In situ immunhisztokémiai [Sinzger et al., 1993] és in vitro vizsgalatok is kimutattak

[Téth et al., 1995], hogy a HCMV képes megfertézni az ST sejteket. Nem tisztazott azonban,



hogyan tud a virus atjutni a syncytiotrophoblast rétegen. Ezekben a sejtekben ugyanis HCMV
replikacios ciklusa — a legtobb megfigyelés szerint — abortiv. A fertézott ST sejtekben
altaldban csak nagyon korai virusfehérjék mutathatok ki.

Az in vitro HCMV-vel, illetve HIV-vel fertdzott syncytiotrophoblast kultirdkban
virusiirités altalaban nem figyelhetdé meg, vagy annak mértéke a legjobb esetben is csak igen
csekély [Hemmings et al., 1998; Téth et al., 1995; Zachar et al., 1991b; Fazely et al., 1995]. A
trophoblastok in vivo produktiv fertézése valosziniileg csak meghatarozott feltételek mellett
mehet végbe, és kiilonb6z6 kofaktorok befolyéasolhatjak.

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 [Goldstein et al., 1988].
In vivo és in vitro vizsgalatok is igazoljak, hogy a HCMV és a HIV-1 is képes megfertdzni
ezeket a sejteket [Schwartz et al., 1992; Lewis et al., 1990; Kesson et al., 1993], amelyek
tehat vektorai lehetnek a virus anyarol magzatra valo terjedésének.

Tobb tanulméany szamol be arrol, hogy kiilonbozd sejtek kozotti adheziv kdlesonhatas
fokozhatja mind a HCMV, mind a HIV-1 replikacigjat [Waldman et al., 1995; Guetta et al.,
1997; Schrier et al., 1993; Rothe et al., 1998]. Kisérleteink soran arra voltunk kivancsiak,
hogy a Hofbauer sejtek képesek-e stimulalni a két virus szaporodasat az eldzetesen
megfertdzott ST sejtekben, illetve a fertdzott syncytiotrophoblastok atadjdk-e a virust a
szomszédos macrophagoknak. Mivel a kozvetlen sejt-sejt kolcsonhatds kiilonbozd citokinek
képzodését indukalja [Takahashi et al., 1996; Parry et al., 1997; Vey et al., 1997], azt
feltételeztiik, hogy a kokultivalt sejtek altal termelt citokineknek kulcsszerepe lehet a HCMV
¢s HIV-1 génexpresszidjanak fokozasaban. Ezért megvizsgaltuk, hogy hatassal van-e a
kokultivacio a syncytiotrophoblastok ¢és a placenta macrophagok citokintermelésére.
Amennyiben igen, befolyéasoljak-e ezek a HCMYV ¢és a HIV replikaciojat.

Az epidemioldgiai vizsgalatok alapjan a HIV-1 atjutdsa a magzatba a terhességnek
vagy a korai, vagy a késoi fazisaban torténik meg [Blanche et al., 1994; Dabis et al., 1993].
Szamos tanulméany kozvetett bizonyitékot szolgaltatott arra vonatkozodan, hogy a késoi
intrauterin fert6z6désnek van nagyobb szerepe a HIV-1 transzplacentalis atvitelében [Krivine
et al.,, 1992; Luzuriaga et al., 1993]. A HCMV anyar6l magzatra valo terjedésének
valdszinliségét nem befolyasolja, hogy a terhesség sordn mikor fert6z6dik meg az anya

[Stagno et al., 1986].



Ezekbdl a megfigyelésekbdl kiindulva a HCMV, valamint a HIV transzplacentalis
atvitelét modellez6 kisérleteinkhez sziilésbol szdrmazod placentabol szeparaltunk trophoblast

¢s Hofbauer sejteket.



IRODALMI ATTEKINTES

A HCMYV virion szerkezete

A humin cytomegalovirus a Herpesviridae csalad Betaherpesvirinae alcsaladjaba
tartozik. A virion atmérdje atlagosan 230 nm. A virusgenom linedris, kettésszala DNS, melyet
162 kapszomerbdl felépiil6 ikozahedralis kapszid vesz koriil. A virus burokkal is rendelkezik.
A burok és a kapszid kozott foglal helyet az amorf szerkezetli tegument vagy mas néven
matrix. A viruspartikulaban tobb mint 30 fehérje taldlhatd. A kapszidot 4 féle protein alkotja
(major capsid protein /MCP/, minor capsid protein /mCP/, mCP-binding protein /mC-PB/, és
smallest capsid protein /SCP/). A tegument a virion fehérjetomegének 40 %-at tartalmazza.
Az itt talalhat6 proteinek tobbsége foszforilalt (pp), kivételt jelent a HMWP (high-molecular-
weight protein) és a hmw-BP (HMWP-binding protein). Ezeknek a fehérjéknek a
dekapszidacioban és a DNS becsomagolasaban lehet szerepe. A tegument fékomponensei a
pp65 (lower matrix protein /LM/) és a pp150 (basic phosphoprotein /BPP/), melyek szerepet
jatszhatnak a viralis gének szabalyozasaban, és befolyasolhatjak a gazdasejt anyagcseréjét. A
pp71 (upper matrix protein /UM/) is hat a viralis gének expressziojara, transzaktivator
funkcidval rendelkezik. A felsoroltakon kiviil egyéb matrix proteinek 1étezésérdl is tudunk, de
ezek csak kis mennyiségben vannak jelen a virionban, ¢s miikodésiik sem ismert. A burokban
legalabb 8 glikoproteint (gp) mutattak ki, melyek komplexeket alkotnak. A tiiskeszer(
nyulvanyokban elhelyezkedd glikoproteineknek a fogékony célsejtekbe vald penetracioban

van szerepe [Gibson, 1996].

A HCMYV szaporodasi ciklusa

A HCMYV nagyon jol szaporodik human fibroblastokban, tobbnyire ezeket a sejteket
szoktak haszndlni a virus tenyésztésére. In vivo koriilmények kozott a nydlmirigyek és a vese
hamsejtjei, valamint az endothel sejtek is fontos célsejtek. A vér alakos elemei koziil a
cytomegalovirus a polymorphonuclearis leukocytdkat, a monocytakat és a lymphocytakat
képes megfertdzni. A virion a sejtfelszini receptorhoz tortént kotddés utan fuzioval jut be a
sejtbe. A kapszid a citoplazman keresztiil a sejtmaghoz transzportalédik. A dekapszidacid
utan a kiszabadulé DNS genom cirkularis format vesz fel és bekeriil a sejtmagba. A virus
gének expresszidja egy pontosan meghatarozott kaszkadrendszerben megy végbe. Az idébeli
lefolyas szerint nagyon korai (immediate-early; IE), korai (early; E) és késdi (late; L)

torténéseket kiillonboztetiink meg. Az IE gének alpha, az E gének béta, az L gének pedig



gamma fehérjéket kodolnak. Az alpha és béta proteinek zommel enzimek vagy DNS-kotd
fehérjék, a gamma proteinek szinte kivétel nélkiil struktur komponensek. A késdi ciklus
tovabbi két részre oszthatd aszerint, hogy a génexpresszid a DNS replikacid eldtt vagy utan
megy végbe [Mocarski, 1996].

A viralis DNS transzkripciojat a cellularis RNS polimerdz Il enzim végzi. A HCMV
tobb olyan enzimet is kodol, melyeknek a DNS szintézisében van szerepe. A DNS a
sejtmagban épiil be az iires kapszidba. A maturacié a maghartyarol vald lefliz6dés kozben
torténik. A burokkal rendelkezd viruspartikuldk tubularis struktirdkon vagy vakuoldkon
keresztiil jutnak ki a sejtbol.

A nagyon korai géntermékek koziil az IE1 és IE2 fehérjék kulcsfontossaguak. Az IE1
protein autoregulatorikus hatast fejt ki. A korai gének expresszidjanak indukalasaban féleg az
IE2 proteinnek van szerepe, ezt a hatast az IE1 fehérje altalaban fokozza. Az IE2 protein
heterolog promoterek transzaktivalasara is képes. Az ie2 génrdl egy olyan révidebb fehérje is
atirédik, mely a szaporodasi ciklus kés6i fazisaban jatszik szerepet. Az emlitetteken kiviil
még legalabb 5 tovabbi nagyon korai gént irtak le, ezek produktumainak szerepe még nem
kelléen ismert.

A korai génproduktumok szerepe leginkdbb a virus DNS replikdciojaban és
metabolizmusaban ismert. A DNS replikaciojaban a DNS polimerdz, a DNS folyamatos
szintézisét biztosito DNS-kotd fehérjék, valamint a helikaz-primaz jatszanak szerepet. Vannak
még olyan proteinek is, melyek a nukleotid metabolizmusban és a DNS repair-ben fontosak.

A késdi struktar fehérjéket kodold gének egy részének transzkripcidja mar a DNS
replikacidja elott megkezdddik (gamma, proteinek), mas késdi fehérjék megjelenése viszont a

DNS replikécio fiiggvénye (gamma, proteinek) [Mocarski, 1996].

A citokinek hatasa a HCMV replikaciojara

A HCMV szaporodasat befolyasold igen fontos tényezok a kiilonbozd citokinek. Az
interferon a (IFN-a), interferon-p (IFN-B) és a bazikus fibroblast ndvekedési faktor (bFGF)
gatolja a virus szaporodasat [Cockley és Rapp, 1986; Nakamura et al., 1988; Alcami et al.,
1993]. Az interleukin-8 (IL-8) stimulativ hatasat fibroblastokban [Murayama et al., 1994] és
monocytdkban [Capobianchi et al., 1997], a transzformalé novekedési faktor f1 (TGF-B1)
stimulativ hatdsat pedig fibroblastokban [Alcami et al., 1993] figyelték meg. Vannak olyan
citokinek is, melyeknek a HCMV-re kifejtett hatdsa sejttipustol, illetve a sejtek
differencialtsagi allapotatol fliggden valtozik. Az interferon-y (IFN-y) fibroblastokban gatolja
a HCMV szaporodasat [Yamamoto et al., 1987]. A monocytakban differencidlédasuk



elosegitésével stimulalja a replikacids ciklust, mig differencidlt macrophagokban egyaltalan
nem hat a virus szaporodasara [Soderberg-Nauclér et al., 1997]. A tumor necrosis factor a
(TNF-0) szintén eldsegiti a monocytdk macrophaggd torténd differencialédasat, igy
serkentheti a cytomegalovirus szaporoddsat, de a macrophagokban végbemend HCMV
replikdciora nincs hatassal [Soderberg-Nauclér et al., 1997]. A stimulativ hatasu citokinek
koziil az IL-8-at ¢s a TGF-B1-et a syncytiotrophoblastok [Shimoya et al., 1992; Lysiak et al.,
1995] és a macrophagok [Assoian et al., 1987; Ishikawa et al., 1995] is képesek termelni.

A HCMV vertikalis atvitele

A human cytomegalovirus transzplacentalis atvitele a leggyakoribb kongenitalis
virusfertdzés. Az USA-ban és Eurdopaban az Ujsziilottek 0,2 — 2 %-a fertézott HCMV-vel,
azaz virus tenyészthetd ki a vériikkbdl, vizeletiikbdl és torokvaladékukbol. A csecsemdk
tovabbi 8 — 60 %-a valik fert6zotté életének elsd 6 honapjaban, ugyanis a vertikalis atvitel
nemcsak a terhesség alatt, hanem a sziilés soran és a szoptatds idején is bekovetkezhet. A
fejlett orszagokban, jo higiénés €s gazdasagi korilmények kozott €16 felndttek kozott a
szeropozitivitds aranya 40 — 80 %, ugyanez a mutatd a fejletlen orszdgokban és a rossz

koriilmények kozott €16k korében 90 — 100 %. [Britt és Alford, 1996].

Kongenitalis HCMYV fertozések

Ha egy szeronegativ nét terhessége alatt HCMV infekcio ér, koriilbeliil 40 %-os
valdszinliséggel a magzat is megfert6zodik. Szeropozitiv terhes anydk egy részében —
valdsziniileg hormonalis hatisra — reaktivalodhat a HCMV, az ilyen esetekben azonban a
virus 0,5 %-ndl kisebb gyakorisaggal jut 4t a placentan [Stagno et al., 1986; Yow et al.,1988].
Maradand6 karosodas a fert6zott magzatok kortilbeliil 10 %-aban alakul ki, és els@sorban
azokban az esetekben, amikor a virus az anya primer infekcidja utan jut at a placentan.
Reaktivalt fertdzés esetén a magzati karosodasok vagy hianyoznak, vagy enyhék. A fertézés a
legsulyosabb esetben a magzat elhalasat okozza. A nem halalos kimenetelii, de sulyos klinikai
tiinetekkel jar6 cytomegalids zarvanybetegségre a hepatitis, hepatosplenomegalia, icterus,
borvérzések, kdzponti idegrendszeri tiinetek (szellemi retardacid, microcephalia, encephalitis,
intracranialis meszesedés, siiketség, vaksag), anaemia és pneumonia jellemzdek. El6fordulhat,
hogy az intrauterin fert6zés tiinetei nem kozvetleniil a sziiletés utan lathatok, hanem 4-5 éves
korra alakulnak ki, és szellemi visszamaradottsdgban, sulyos hallaskérosodasban,

lataszavarokban nyilvanulnak meg [Marddi, 1998a].



A kongenitalis fertozéseket befolydsolo tényezok

A tiinetekkel jar6 kongenitalis cytomegalovirus fert6zések legnagyobb kockazati
tényezdje a terhesség alatt bekdvetkezd primer infekcid. A vertikalis atvitel valosziniliségét
nem befolyasolja, hogy a terhesség melyik szakaszaban fert6zédik meg az anya. A magzati
karosodas azonban stilyosabb lehet, ha a méhen beliili fejlodés egy korabbi stddiumaban jut at
a virus a placentan [Stagno et al., 1986]. A méhlepényen athatold virus mennyisége és
virulencidja is hat természetesen a fert6zés kimenetelére. A primer fertdzést kdvetd anyai
ellenanyagvalasz és virus transzplacentdlis atvitele kozott szoros Osszefliggés van. Azokban
az anyakban, akik megfertézik magzatukat, magasabb a HCMV-specifikus ellenanyagok
szintje. Ez nem meglepd, ha az ellenanyagvalaszt ugy tekintjiik, mint a virus replikécidjanak
egy indirekt mérdeszkozét. Ha az anya szervezetében a virus intenziven szaporodik, a magzat
megfertdzddésének kockazata is nagyobb. Epidemiologiai vizsgalatok szerint a vertikalis
atvitel veszélyét noveli a fiatal anyai életkor, a rossz szocidlis-gazdasagi életkoriillmény, és ha
az anyanak volt korabban valamilyen nemi betegsége [Britt és Alford, 1996].

Nem tisztazott, hogyan tud a HCMV atjutni a syncytiotrophoblast rétegen. Fertdzott
anyai sejtek bejuthatnak a placenta stromdjaba akar az ST barrier sériilésein at, akar az ép
syncytiotrophoblastokon keresztiil (transzcitozis). In situ immunhisztokémiai [Sinzger et al.,
1993] és in vitro vizsgalatok is igazoltak [Téth et al., 1995], hogy a cytomegalovirus képes
megfertdzni az ST sejteket, de a replikacios ciklusa abortiv. A fert6zott sejtekben csak nagyon
korai és korai virusfehérjék mutathatok ki. Bizonyos tényezdk, példaul tarsfert6zd virusok
hat4séara azonban a szaporodasi ciklus permisszivvé vélhat. Egy in vitro kisérlet szerint, ha az
ST sejteket el6szor HIV-vel, majd azutan HCMV-vel fertézziik meg, a sejtkultarak
feliiliszojaban infektiv HCMV virionok jelennek meg [Toth et al., 1995]. Ez az eredmény
Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy HIV-fert6zott ndkben nagyobb a kongenitélis
HCMV fert6zés valdszinlisége, mind a primer, mind a reaktivalodo HCMV infekcid esetén

[Cooper et al., 1992].

A HIV-1 virion felépitése

A human immundeficiencia virus a Retroviridae viruscsalad Lentivirus genusaba
tartozik. A sejtmentes virus (virion) atlagosan 100 nm atmérdjii, gdmb alaka partikula, melyet
kettds lipidrétegbdl allé burok vesz koriil. Az RNS genomot tartalmazd kozponti rész
(nukleoid) a lentivirusokra jellemzé modon kup vagy henger alaki. Minden virion két
genomialis RNS molekulat tartalmaz (duplovirus). A virionban hat struktarfehérje, harom

enzim ¢és harom regulator fehérje talalhat6. A burkon beliilli kapszid tartalmazza a
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nukleinsavat és a polipeptid természetii fehérjéket. A nukleokapszid fehérje (p7, NC), a reverz
transzkriptaz (p66/p51, RT) és az integraz enzim (p32, IN) a genomialis RNS-hez kotodik.
Ezzel a belsé maggal allnak Osszefliggésben a Vif (p23) és Nef (p27) regulator fehérjék, de
pontos lokalizacidjuk egyeldre ismeretlen. A szintén regulator funkcidju Vpr (pl5) protein
valdsziniileg a belsé komplexen kiviil taldlhatok. A Vpr a p6 struktarfehérjéhez kotodik. Az
RNS-nukleokapszid komplexet a p24 kapszid (CA) protein veszi koriil, ez a polipeptid a HIV
6 strukturkomponense. A CA fehérjén kiviil talalhato a proteaz enzim (p10, PR). A kapszid
¢és a burok kozott helyezkedik el a matrix (p17, MA) protein. A virion felszinét 72 nyualvany
alkotja. A felszini glikoprotein (gp120, SU) fogantyu alakd, melyet a transzmembran (gp41,
TM) glikoprotein régzit a virion burkahoz [Luciw, 1996; Freed, 1998].

A HIV-1 replikacios ciklusa

A HIV-1 szaporodésanak elsé 1épéseként a virion adszorpcidja és penetracidja megy
végbe. A HIV f6 célsejtiei a CD4" T-lymphocytdk és macrophagok, ezekbe a virus
membranfazidoval jut be. A gpl20 felszini glikoprotein eldszér a sejtfelszini CD4
molekuldhoz, majd egy koreceptorhoz koétddik. Ez a folyamat olyan konformacios valtozast
okoz a burok glikoproteinek szerkezetében, hogy most mar a gp41l TM protein is képes
kapcsolatba 1épni egy, a sejtmembranra lokalizalédé fuzios molekulaval. Ezt kdvetden a
virion burka és a sejtmembran Osszeolvad €s a szabadda valo HIV nukleokapszid bekeriil a
sejt citoplazmdjdba. A dekapszidacio soran a p24 kapszid fehérje eltdvolitasa torténik meg. A
virus RNS ¢és a reverz transzkriptdz enzim szabadda valasaval kezdetét veszi a reverz
transzkripcid. Ennek sordn a genomialis RNS DNS-re irodik at. Az enzim mellett a p7
nukleokapszid fehérje és a Vif regulator protein is fontos szerepet jatszik a reverz
transzkripcidban azzal, hogy biztositjak a nukleinsav-enzim komplex stabilitasat és védik a
nukleinsavakat a cellularis nukledzok emészté hatasaval szemben. A virusgenom DNS
eredményeként a terminalisan jelenlevé U5 és U3 szekvencidk megduplazodnak. Igy a
proviralis DNS mindkét végén jelen lesznek az U3-R-US szekvencidk. Az U3, R és US
szekvencidkat tartalmaz6 régidé neve long terminal repeat (LTR). A HIV szaporodasidhoz
feltétleniil sziikséges, hogy a proviralis DNS beépiiljon a sejtgenomba. A proviralis DNS egy
preintegraciés komplex transzportja révén jut el a gazdasejt DNS-¢hez. A preintegracios
komplex komponensei a virdlis nukleinsavak, a reverz transzkriptaz, az integrdz, a p17 matrix
fehérje és a Vpr/Vpx regulator protein. A HIV egyik fontos specifikuma, hogy a proviralis

DNS beépiiléséhez nem sziikséges a maghartya eltlinése, ezért ez a virus a nem o0szt6dod
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macrophagokban is képes szaporodni. A preintegracios komplexnek a maghartyan at torténd
nukledris importjat a matrix fehérje és regulator Vpr protein teszik lehetévé. A sejtmagba
transzkripcidjat a cellularis RNS polimeraz II enzim végzi. Ennek sordn a teljes virus
genommal megegyezd hosszusagt mRNS keletkezik, melybdl az atszabas (splicing) soran
kiilonb6zé hosszisagu fragmentumok keletkeznek. A kétszeresen vagott fragmentumok a
korai, mig az egyszeresen vagott fragmentumok és a vagatlan RNS a késoéi fehérjék
fehérjék. Ezek koziil a Tat a transzkripcid, a Rev pedig a transzlacio szabalyozasaban jatszik
esszencialis szerepet. A késoi transzlacid sordn az egyszeresen vagott mRNS-ek a Vif, Vpr és
Vpu regulator fehérjék, valamint a gpl160 prekurzor glikoprotein szintézisében jatszanak
szerepet. A vagatlan RNS szerepe kettds. Egyrészt errdl egy pSS5 Gag és egy p160 Gag-Pol
prekurzor fehérje szintetizalodik, masrészt a vagatlan RNS fog genomiélis nukleinsavként
beépiilni az 0j virionokba. A tovabbi 1épések a virion dsszeépiilésével kezdddnek, ezt kovetik
a lefiiz0dés és maturaci6 egymadssal szorosan Osszefliggd folyamatai. Az Gsszeépiilés soran
kialakul a genomialis RNS-bdl és a prekurzor polipeptidekbdl 4ll6 éretlen nukleokapszid. A
nukleokapszid a citoplazma membran belsd felszinéhez vandorol és kezdeményezi annak
kitiremkedését (budding). A lefliz0dés és maturdcid6 sordn a citoplazma membran
kitiiremkedésében megjelennek az Env fehérjék (gp41, gp120), a virus protedz enzime pedig
megkezdi a prekurzor polipeptidek felvagasat. Az Env prekurzor glikoprotein hasitdsat nem a
viralis, hanem egy celluléris protedz végzi. A prekurzor polipeptidekbdl 1étrejonnek a virionba
beépiilé enzimek, valamint az MA, CA, p6 és NC strukturfehérjék. A maturacio és a virion
burkénak kialakuldsa a lefliz6dés sordan tovabb folytatodik €s a replikacids ciklus a virion

kiszabadulasaval fejezddik be [Luciw, 1996; Tang et al., 1999].

A citokinek hatasa a HIV-1 szaporodasara

A citokinek stimulalhatjdk vagy gatolhatjak a HIV szaporodésat. Sét, olyan citokinek
is vannak, melyek induktiv és szuppressziv hatdst egyarant kifejthetnek. A stimulativ hatast
citokinek koziil a granulocyta-macrophag kolonia stimuldlo faktor (GM-CSF) [Perno et al.,
1989], macrophag kolénia stimulalo faktor (M-CSF) [Gendelman et al., 1988], interleukin-1
(IL-1) [Osborn et al., 1989], interleukin-2 (IL-2) [Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al.,
1983], interleukin-6 (IL-6) [Poli et al., 1990], tumor nekrozis faktor-o és tumor nekrézis
faktor-p (TNF-B) a legfontosabbak [Folks et al., 1989]. Ezeket a citokineket — az IL-2
kivételével — a syncytiotrophoblast sejtek [Paulesu et al., 1991; Kameda et al., 1990; Jokhi et
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al., 1994; Saito et al., 1993; Chen et al., 1991] és macrophagok [Dinarello et al., 1988; Horii
et al., 1988; Sullivan et al., 1983; Rambaldi et al., 1987; Burchett et al., 1988] is képesek
termelni. A GM-CSF és az M-CSF a reverz transzkripcid6 mértékét fokozza a
macrophagokban. Az IL-1, a TNF-a és a TNF-B az NF-kB celluléris transzkripcios faktor
aktivalasan keresztiil fejti ki hatasat. A HIV-1 az LTR enhancer régiojaban két NF-xB
kotohellyel rendelkezik. Az NF-kB jelentdsen fokozza a provirdlis DNS transzkripciojat.
Szerepének fontossagat jol bizonyitja, hogy a latens HIV-et indukalni képes faktorok zome az
NF-kB aktivalasan keresztiil fejti ki a stimulativ hatisat. Az IL-6 ugy serkenti a HIV
szaporodasat, hogy a C/EBP transzkripcios faktor révén fokozza a virdlis gének expressziojat,
valamint hat a transzlaciora is. Fontos koriilmény, hogy maga a HIV fert6zés is indukal IL-1,
IL-6, GM-CSF és TNF-a szintézist a macrophagokban [Clouse et al., 1991]. Az IL-2 a CD4"
T-lymphocytakban és a periférias vér mononuklearis sejtjeiben fejt ki stimulativ hatast a HIV
szaporodasara. Egyes adatok szerint gyulladast kelt6 citokinek (IL-1, IL-6, TNF) indukalasara
vezetheto vissza [Todd et al., 1991; Kinter et al., 1995] ez a hatas.

Gatlé hatasu citokinek az interferon-a, interferon-f [Yamamoto et al., 1986] és
interleukin-13 (IL-13) [Montaner et al., 1993]. Az interferonok t6bb ponton képesek
blokkolni a HIV szaporodasat. A géatlo hatas fOleg a transzkripcid és a lefliz6dés szintjén
érvényesiil, de kiterjed a reverz transzkripciora és a virionok Osszeépiilésére is. Az 1L-13
valoszintlileg a transzlaciora hat.

Bifunkciondlis hat4st az interferon-y [Hartshorn et al., 1987; Koyanagi et al., 1988;
Biswas et al., 1992] és az interleukin-4 (IL-4) [Kazazi et al., 1992; Schuitemaker et al., 1992].
Az interferon-y ellentétes hatdsat macrophag tenyészeteken figyelték meg. A citokint HIV
fert6zés elott adva stimulativ, a fertézés utan alkalmazva gatlo hatas volt kimutathat6. Ez
azzal magyarazhato, hogy az IFN-y fokozni képes a fiatal macrophagok differencialodasat. Ez
olyan mértékben noveli a transzkripcid hatasfokat, hogy hozza képest a gatlo hatas alarendelt
jelentoséggel bir. A HIV fertézést kovetden viszont csak a gatld hatds jut érvényre. Az
interleukin-4 hatasat monocyta-macrophag rendszerben vizsgalva kideriilt, hogy az 1L-4 a
monocytak differencialodasanak stimuldlasa révén fokozza a HIV szaporodasat, differencialt

macrophagokban azonban gatlé hatast fejt ki.

A HIV vertikalis terjedése
A kiilonb6zd populaciokban elvégzett vizsgalatok alapjan, a HIV-pozitiv terhes ndk
mintegy 20 %-os valdsziniiséggel fertézik meg csecsemodiket [Peckham, 1994]. A

napjainkban hasznalt profilaktikus antiviralis kezelés azonban ezt a veszélyt harmadara
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lecsokkentheti [Lallemant et al., 2000]. A gyermek megfertézédhet a méhen beliil [Maury et
al., 1989], a sziilés folyaman (vérrel, illetve hiivelyi valadékkal valo érintkezés
kovetkeztében) [Ehrnst et al., 1991] vagy a szoptatas alatt [Dunn et al., 1992]. A tiinetek
nagymértékben fliggnek a fert6zés idépontjatol. Az infekcidnak gyorsan és lassan progredidlo
formajat kiillonboztetik meg

A gyorsan progredialo forma a méhen beliili fertézés kovetkezménye. Jellemzoi a
néhdny honapos korban jelentkezd, igen sulyos, vissza-visszatérd, hagyomanyos
koérokozokkal (streptococcusok, staphylococcusok, Streptococcus pneumoniae, salmonellak
stb.), vagy pedig az opportunista agensekkel (Pneumocystis carinii, HCMV, Epstein-Barr-
virus, Herpes simplex virus, Candida, Cryptosporidium stb.) torténd infekciok. Ugyancsak
gyakori az ujsziilottkori BCG oltds nyoman jelentkez6 BCG-sepsis. Jellemzd tovabba a
sulyfejlodés megallasa, s6t az atrophiaba torkolld fogyds, a lymphadenopathia, a
parotisduzzanat és az ekzema. A psychosomaticus fejlédés is megakad és — a corticalis
atrophia és a demyelinisatio miatt — jelentds visszafejlodés észlelhetd. A halal altalaban 3 éves
kor koriil kdvetkezik be.

A lassan progredidld forma fOleg az intrapartum és a postpartum fert6zés
kovetkezménye. A lappangasi id6 1-2 év, a csecsemOkori infekciok gyakorisaga és szokatlan
sulyossaga hivjak fel ra a figyelmet. Erre a formara is jellemzo a szellemi teljesitOképesség
fokozatos romlasa, ami azonban lassabban alakul ki, mint a gyorsan progredial6 formaban.
Erre a korformara jellemz6 a lymphoid interstitialis pneumonitis (LIP), valamint a
hypergammaglobulinaemia. A betegek kb. 60%-a 5 éves kora el6tt meghal, de a talélok is
szamos idiilt szervi artalommal (pl. carditis, nephrosis) terheltek. Az opportunista
Pneumocystis carinii okozta pneumonia utan a halal rendszerint egy éven beliil bekovetkezik

[Marodi, 1998b].

A magzat méhen beliili fertézodése

Az intrauterin fertdzodés lehet0ségét bizonyitja, hogy viralis nukleinsavat mutattak ki
koldokzsinor-vérben és jsziilottek periférias vérében kozvetleniil a sziiletés utan [Lauré et al.,
1988; Rogers et al., 1989], illetve magzati szovetekben [Courgnaud et al., 1991]. A HIV a
syncytiotrophoblast rétegen keresztiil juthat el a placenta stromdjaba, majd a magzati
kapillarisokba. A barrieren valo keresztiiljutas torténhet fertdzott anyai sejteknek (monocytak,
T-lymphocytak) az ST rétegen vald athatolasaval, virus-ellenanyag komplexek révén és a

trophoblastok megfertézésével [Moussa et al.,1999].
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Az ST rétegben HIV-1-specifikus proviralis DNS-t in situ tobb vizsgalatban is
kimutattak [Lewis et al., 1990; Chandwani et al., 1991; Backé et al., 1992]. In vitro
kisérletekben kapott eredmények alapjan, egyes szerzok szerint a trophoblastok fertdzése
sejtmentes viruspartikulakkal is megtorténhet [Mano és Chermann, 1991; Zachar et al.,
1991a; Toth et al., 1995], masok szerint a syncytiotrophoblastok HIV-1 fertézése csak sejt-
sejt kolcsonhatas révén valosulhat meg [Bourinbaiar és Nagorny, 1993; Kilani et al., 1997].
Az in vitro HIV-vel fert6zott trophoblast kultirakban azonban virusiirités altaldban nem
figyelheté meg, vagy annak mértéke igen csekély [Mano és Chermann, 1991; Zachar et al.,
1991b; Fazely et al., 1995]. HIV-pozitiv terhesek placentaiban a trophoblast sejtekben HIV
p24 antigént kimutattak ki [Lewis et al., 1990; Backé et al., 1992], ami arra utal hogy a
trophoblastok in vivo produktiv fert6zése meghatdrozott, atmeneti feltételek mellett
valdsziniileg végbemehet. Ezen megfigyelések alapjan a virus transzplacentalis atvitelét
kiilonbozé kofaktorok befolydsolhatjdk. A kofaktorok fontos csoportjat képezhetik a HIV

szaporodasat stimulalé citokinek.

A vertikalis atvitelt befolyasolo tényezok

Nem ismerjiik még az 0sszes tényezot, ami befolyasolhatja a HIV-1 anyar6l magzatra
torténo terjedését. Néhany — az anya allapotara jellemz6 — laboratériumi értékrdl mar kideriilt,
hogy a méhen beliili fert6z6dés nagyobb kockdzatat jelzi. Ha a terhesség alatt a HIV
folyamatosan kitenyészthetd az anya periférias vérének mononuklearis sejtjeibdl, vagy a
vérben a fertdzOképes virionok szdma nagy, ez fokozza a veszélyét a vertikdlis atvitelnek
[Roques etal., 1993; Pitt et al., 1997]. Az anyai vérplazmaban a magasabb HIV RNS szint
fokozott kockazatot jelent, de nem egyértelmii, hogy mekkora az a kdszobérték, ami felett a
magzat fert6z6dése nagy valosziniiséggel be fog kovetkezni [Coll et al., 1997; Thea et al.,
1997].

Az anya immunoldgiai allapota szintén nagyon fontos tényezoje a vertikalis atvitelnek.
A CD4" lymphocytak kevés szama fokozott kockazati faktor [Newell és Peckham, 1993;
Mayaux et al., 1995; Landesman et al., 1996]. A CDS8" sejtek megndvekedett szima — a
viraemidval valé szoros Osszefliggés miatt — szintén jelzi a transzmisszid nagyobb
valoszinliségét [St. Louis et al., 1993].

A terhesség alatt az anya vérében jelen 1évé HIV-1 virionok tropizmusa is jelentos
faktor lehet. A placentan ugyanis szinte kizdrolag csak macrophagtrop torzsek jutnak at
[Van’t Wout et al.,, 1994; Ometto et al., 1995]. Ez utobbi tény motivalt minket, hogy

megvizsgaljuk a placenta macrophagok szerepét a traszplacentalis terjedésben.
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A placenta macrophagok (Hofbauer sejtek)

A placenta Hofbauer sejtjei magzati eredetliek, és a chorionbolyhokban a fibroblastok
mellett ezek képezik a kotdszoveti sejtek tobbségét. A chorion mesenchymajabol szdrmaznak,
ezért mar a csontveld kifejlodése el6tt jelen vannak a bolyhokban. Szamos morfologiai,
citokémiai és immunologiai tulajdonsaguk megegyezik a csontveld eredetli macrophagokéval.
A placenta macrophagok 10 napos tenyészetében a sejtek nemspecifikus észteraz és savanyu
foszfataz aktivitast mutattak. A felsziniikon HLA-ABC, HLA-DR, CD45, CD4 és
intracellularisan CD68 fehérjéket expresszaltak. A sejtek 80%-a volt CD14 pozitiv [Kesson et
al., 1994]. Ezek az eredmények megerdsitik, hogy a Hofbauer sejtek macrophag fenotipustak.
Vannak olyan sajatsagaik is, amelyekben eltérnek a csontveld eredetli macrophagoktol. Ezek
kozott a legjelentdsebb az, hogy a Hofbauer sejtek képesek osztodni [Castellucci et al., 1987,
Goldstein et al., 1988].

A syncytiotrophoblast rétegen atjutott HCMV, vagy a HIV konnyen tovabbterjedhet a
placenta stromdjaba, ugyanis a Hofbauer sejtek — a virusok lehetséges célsejtjei — kozvetleniil
a trophoblast réteg alatt is megtaldlhatdak. Mas fagocitald sejtekhez hasonloan a Hotfbauer
sejtek is mobilisak, igy fontos szerepiik lehet a virusok szétterjedésében a placenta szdvetei

kozott.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Virusok

A HCMV ADI169 torzsét [Rowe et al., 1956] human embriondlis fibroblast
sejtkultiran termeltiik. A tdpfolyadékot leszivtuk, amikor a citopatids elvaltozas a sejtek kozel
100 %-aban megfigyelhetd volt, majd lecentrifugaltuk (1000 g, 10 perc). A feliiliszokat
0,45 um-es  porusnagysagi  sztirdn  atszlrtik. A feliilluszokbol  egyesités utan
ultracentrifugalassal (113000 g, 1 ora, 4 °C) a virusokat Kkiiilepitettiik. Az iiledéket
tapfolyadékkal ovatosan mostuk, majd a virust az eredeti térfogat harmincad részét képezd
tapfolyadékban elszuszpendaltuk.

A VSV Indiana torzsét WISH sejtekben szaporitottuk, €s a titralasra is ezt a sejtvonalat
hasznaltuk. Az infektiv virionok mennyiségének meghatarozasa plakk-képz6é modszerrel
tortént, a VSV titerét PFU (plaque forming unit)/ml egységben adtuk meg.

A HIV-1 1IIB [Popovic et al., 1984], RF [Starcich et al., 1986] és MN [Curgo et al.,
1988] torzseit H9 sejtekben szaporitottuk, a Ba-L [Gartner et al., 1986] és Ada-M
[Gendelman et al., 1988] torzseket pedig monocyta eredetli macrophagokban.

Koncentralt HIV-1 Ba-L preparatumot ugy allitottunk eld, hogy a fertézott
macrophagok tapfolyadékat leszivtuk, majd lecentrifugaltuk (1000 g, 10 perc). A feliiluszokat
0,45 um-es porusnagysagu sziirén keresztiil szlrtiik, és ultracentrifugaltuk (100000 g, 2 ora,
4 °C). Az iiledéket ovatosan mostuk, majd a virust a kiindulési térfogat harmincad részét
képezd tapfolyadékban szuszpendaltuk el.

A viruskoncentratumokat és a viruspreparatumokat felhasznalasukig —70 °C-on

taroltuk.

HCMYV titralasa

A HCMV-t human embrionalis fibroblast kultirakban titraltuk Wentworth (1970)
mobdszere alapjan. Erre a célra 24-lyuku titrald lemezekre (Nunc, Koppenhdga, Dania)
fibroblastokat szélesztettink ugy, hogy minden lyukba 6x10* sejt kerillt. Ezt a
sejtmennyiséget 1 ml Eagle MEM tapfolyadékkal mértiik be, mely 10 % magzati borjusavot
(fetal calf serum; FCS), 2 mM glutamint, 100 U/ml penicillint, valamint 100 pg/ml
streptomycint tartalmazott. A titradlas kezdetekor a fibroblastok 80-90 %-os monolayert
képeztek. A mintdkbol tizes Iéptékli higitdsi sorozatot készitettiink. Az izotonias

foszfatpufferelt sdoldattal (phosphate buffered saline; PBS) eldzetesen kimosott lyukakba
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200-200 pl keriilt a higitasi sorozat megfelelé tagjaibdl. A lemezeket 2 6raig 37 °C-on
inkubaltuk, majd a folyadékréteget leszivtuk, a sejteket mostuk, végiil a lyukakba 5 % FCS-t
tartalmazé szemiszolid tapfolyadékot (1 rész 0,6 %-os agardz oldat és 1 rész 2x MEM)
mértiink be. A fert6zott sejteket 37 °C-on inkubaltuk és rendszeresen vizsgaltuk HCMV altal
indukalt citopatias hatas jelenlétére. Egy hét elteltével az elsé szemiszolid rétegre egy ujabb,
friss MEM/agar6z réteg keriilt. A HCMV titerét a kiilonb6z6é higitdsokban megfigyelhetd
plakkok szdma alapjan allapitottuk meg, és azt PFU/ml-ben fejeztiik ki.

HIV titralasa
A HIV titrdlasara a kisérletek jellegétdl fiiggden harom kiilonb6z6 modszert

hasznaltunk.

A virionok reverz transzkriptaz aktivitasanak mérése

A reverz transzkriptaz aktivitas mérése a Hoffman (1985) altal leirt modszer szerint
tortént. Elso 1épésként az 500 pl mintdkat 500 ul RPMI-1640 tapfolyadékkal egészitettiik ki,
¢s magas fordulatszdmmal (3500 g, 10 perc) lecentrifugaltuk. A feliiliszobol 800 pl-t
kivettiink, és a sejtmentes supernatanshoz 400 pl polyethylen-glykol-NaCl oldatot (27 %
PEG, 0,3 M NaCl) adtunk. Az elegyet egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk és masnap a
fehérjékkel egyiitt kicsapott virust lecentrifugaltuk (2000 g, 15 perc). A virionok feltarasa
céljabol az iiledékhez 50 pl lizispuffert adtunk, melynek osszetétele a kdvetkezd volt: 50 mM
Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM dithiothreitol, 150 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0,05 % Triton X-100,
0,5 mM EDTA, 34,8 % glicerin. A mintékat a lizispufferrel tort jégen inkubaltuk 20 percig,
majd azokbol 10 pl-t kivettiink, és 40 pul reakcidelegyet adtunk hozzéa, melynek komponensei
az alabbiak voltak: 50 mM Tris-HCI (pH 7.8), 5 mM dithiothreitol, 150 mM KCI, 5 mM
MgCl,, 0,05 % Triton X-100, 0,5 mM EDTA, 0,3 mM glutation, 2 uM TTP, 3,75 uM SH-TTP
¢s 20 pug/ml poly(rA)olygo(dT);».1s templat. A mintak €s a reakcidelegy keverékét 1 oran at
37 °C-on inkubaltuk. Ezt kévetden minden cs6bdl 30 pl-t Whatman szlirOpapir-korongra
cseppentettiink — melyet eldzetesen 10 mM Na-pirofoszfat oldatban impregnaltunk —, és a
mintdkat szobahémérsékleten 1 oran at széritottuk. Ezutan a filtereket 5 %-os triklorecetsav
oldatban haromszor 5 percig, majd 96 %-os etil-alkoholban 1 percig mostuk. A nedves
filtereket szaritoszekrényben 30 °C-on megszaritottuk, majd egyenként 7-7 ml szcintillacios
folyadékba (0,4 % 2,5-diphenyloxazol toluolban) helyeztiik. A mintdk radioaktivitasat
megmértiik, és a benniik 1€vd virus titerét cpm/ml (count per minute/ml) egyégben kifejezve

adtuk meg.
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Virusspecifikus p24 antigén mennyisegi meghatarozasa ELISA modszerrel

Ennél a mdédszernél a sejtkultarak feliiliszojaban a HIV titerét ELISA kit segitségével
hatdroztuk meg (Beckman Coulter, Miami, FL, USA), melyben a HIV p24 antigénjére
specifikus egér MAb-ot a microplate lyukaihoz kototték. A modszer megbizhatdsagat pozitiv
¢s negativ kontroll segitségével ellendriztiik. Bemértiik a lyukakba a leiras szerint elkészitett
standardokat, a pozitiv és negativ kontrollt, valamint a vizsgalandé mintéinkat. Lizispuffer
hozzaadasa utan 1 o6ran at, 37 °C-on inkubaltuk. Hatszori mosast kdvetéen minden lyukba
bemértiik a biotin reagenst, mellyel ismét 1 o6ran at, 37 °C-on inkubaltuk. Ezutan hatszor
alaposan mostuk, és hozzaadtuk a streptavidinnel konjugalt tormaperoxidazt, mellyel 30
percen at, 37 °C-on inkubaltuk. Ujabb mosasokat kovetden bemértiik a szubsztratot, mely
tetrametil-benzidint és hidrogén-peroxidot tartalmazott. Harminc perces, szobahdmérsékleten
torténd inkubalas utan a reakciot 2 M H,SOj4-val allitottuk le. Az optikai denzitast 450 nm-en

olvastuk le, és az értékeket az 540 nm-en mért abszorbancidval korrigaltuk.

Az infektiv HIV titerének meghatdrozasa syncytiumképzés alapjan

Az infektiv virionok mennyiségének meghatarozasa a mintdkban a Wu és munkatarsai
(1996) Aaltal leirtak szerint tortént. A vizsgalat elvégzéséhez a 7 napos, monocyta eredetii
macrophagokat 1,7 mM EDTA-t tartalmazé 0,25 %-os tripszin oldat (37 °C , 10 perc) és
sejtkaparé segitségével a tenyésztOpalack aljardl levalasztottuk. A sejteket haromszor mostuk,
10 % humén szérumot (HuSe), 2mM glutamint €s antibiotikumokat tartalmaz6 RPMI-1640
tapfolyadékban felvettiik, majd 2 részre valasztottuk. A macrophagok egyik részét 96-lyuka
titralo lemezekre szélesztettiik (1,4x10° sejt/lyuk), ezeket hasznaltuk indikator sejtekként. A
masik rész macrophagjai voltak a ,target” sejtek. A vizsgalandd mintakbol 500-500 pl-t és
500 pl tapfolyadékban 3x10° macrophagot Eppendorf csébe mértiink. A sejteket a
virusinokulummal 2,5 6ran at 37 °C-on razattuk. Az inkubalas utan a sejteket centrifugaltuk
(8000 g, 1 perc), mostuk, és tapfolyadékban reszuszpendaltuk. Trypankék festéssel
meghataroztuk a viabilis sejtek szamat. Ezutan négyes 1éptékii higitasi sort készitettiink. A
higitasi sorozat megfeleld tagjaibol a fertézott macrophagokat a fertdzetlen indikator
sejtekhez adtuk. A végpont-titralast harom parhuzamos vizsgélat formdjaban végeztik. A
macrophagokat 37 °C-n inkubaltuk 3-4 hétig, a tapfolyadék felét hetente frissre cseréltiik. A
kultrdkban rendszeresen vizsgaltuk a syncytiumképzést. A HIV titerét syncytium-képzo
egységek (syncytium forming unit; SFU) szama alapjan 1 ml virusszuszpenzidra

vonatkoztatva adtuk meg.
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Cytotrophoblastok és macrophagok (Hofbauer sejtek) szeparalasa, tenyésztése
Kisérleteinkhez a cytotrophoblast sejteket [Douglas ¢és King, 1989], valamint a
Hotbauer sejteket [Wilson et al., 1983] normal sziilésbdl szdrmazo placentdkbdl szeparaltuk.
A placenta magzati részét apré darabokra vagtuk, és izotonias foszfatpufferben (phosphate
buffered saline; PBS) tobbszor mostuk. A szovetdarabokat DNase I enzimet (Roche
Diagnostics, Mannheim, Németorszag) tartalmazd, 0,25 %-os tripszinben 37 °C-on
emésztettlik. A héromszor 30 perces emésztésbdl nyert sejtfrakciokat egyesitettiik. A
sejtszeparalas tovabbi 1épései attol fliggtek, hogy cytotrophoblastot vagy Hofbauer sejtet

akartunk kinyerni.

A cytotrophoblast sejtek szeparaldsa

A vorosvértestek és egyéb kontaminans sejtek zomét Percoll (Pharmacia, Uppsala,
Svédorszag) gradiens centrifugalassal (20 perc, 800 g) tavolitottuk el. A kdvetkezd 1€pésben a
cytotrophoblastoktol a még megmaradt kontaminans sejteket immunmagneses technikaval
valasztottuk el. A sejtekhez anti-HLA ABC monoklonalis ellenanyagokat adtunk (mouse anti-
human HLA-ABC, DAKO, Koppenhéaga, Déania), majd 30 percig razattuk tort, olvado jégen.
PBS-sel torténd egyszeri mosas utan hozzdadtuk a szekunder ellenanyagot. A szekunder
ellenanyag olyan, birkaban termelt anti-egér immunglobulin volt, melyet vas partikulumokkal
konjugaltak (Dynabead M-450, sheep anti-mouse IgG, Dynal A. S. Oslo, Norvégia). A
Dynabead hozzdaddsa utan a szuszpenziot ismét tort jégen rdzattuk 30 percig. Ezutan
magnessel eltavolitottuk azokat a sejteket, melyek HLA A, B vagy C antigéneket hordoznak a
felsziniikon. Mivel a cytotrophoblastok ilyen antigénekkel nem rendelkeznek, a
szuszpenzioban maradtak. A cytotrophoblast sejteket 6-lyuku tenyésztdlemezre (Costar,
Cambridge, MA, USA) vagy targylemez-alapt tenyésztdpalackba (Nunc) szélesztettiik. A 35
mm atméréjii lyukakba, illetve a tenyésztdpalackba 3x10° trophoblastot mértink be. A
tenyésztés 2 mM glutaminnal, antibiotikumokkal és 15 % FCS-sel komplettalt KGM
(keratinocyte growth medium, Clonetics, San Diego, CA, USA) tapfolyadékban tortént. A
sejtpopulacio tisztasdgat indirekt immunfluoreszcencids modszerrel ellendriztiik, cytokeratin-
(epithel sejt), vimentin- (fibroblast), CD3- (T-lymphocyta), CD14- (monocyta), CD31-
(endothel sejt) és CD68- (macrophage) specifikus monoklondlis IgG ellenanyagok
felhasznaldsaval. A szepardlt sejtek >99% ardanyban cytokeratin-pozitivak voltak,
gyakorlatilag tiszta cytotrophoblast tenyészeteket kaptunk. A trophoblastok tobb mint 95 %
volt wviabilis. A KGM tapfolyadék olyan komponenseket tartalmaz, melyek a
cytotrophoblastok differencidlodasat indukaljak, ezért a kulturdkban sejtfizidos folyamatok
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zajlottak le és a sejtek kiszélesztését kovetd 5. napon a tenyészeteket sokmagvu oridssejtek
(syncytiotrophoblastok) alkottdk. A syncytiumok kialakuldsat desmoplakin festéssel és a
ezeket az 5 napos syncytiotrophoblast kultirdkat hasznaltuk. A tenyésztés 5. napjan a

tapfolyadékot 10 % HuSe-t tartalmazé KGM-re cseréltiik.

A macrophagok kinyerése

Az emésztésbdl szarmazd sziirletet centrifugaltuk (180 g, 7 perc), majd a sejteket 30
ml PBS-ben vettiik fel. Alapos szuszpendalas utan az oldatot 1:2 aranyban Ficoll-Hypaque
(Pharmacia, Uppsala, Svédorszag) oldatra rétegeztiik (stirlisége 1,077 g/ml), majd 20 percen
keresztiil, 700 g-vel, 10 °C-on, fékezés nélkiil centrifugaltuk. Ezt kdvetden az interfazisban
1évo sejteket leszivtuk, €s tiszta centrifugacsobe tettiik. A sejteket kétszer mostuk PBS-sel
ugy, hogy az alaposan Osszeszuszpendalt oldatot lecentrifugaltuk (10 °C, 300 g, 10 perc). A
masodik mosas utan a sejteket 10 ml PBS-ben reszuszpendaltuk, 30-75 % Percoll (Pharmacia)
gradiensre rétegeztiik, és fékezés nélkiil 700 g-vel, 10 °C-on, 20 percig, centrifugaltuk. Ezutan
az 1,045-1,065 g/ml stirliségnek megfeleld interfazisban 1évo sejteket leszivtuk, és tiszta
centrifugacsdben kétszer mostuk PBS-sel a mar leirt modon. A sejteket 2 mM glutamint,
10-% HuSe-t és antibiotikumokat tartalmazé6 RPMI-1640 tapfolyadékban vettiik fel, majd
6-lyuku tenyésztélemezre (Costar), vagy targylemez-alapu palackokba (Nunc) szélesztettiik
(3x10° sejt/palack vagy lyuk). A kontaminans fibroblastok eltavolitdsahoz a fibroblastok és a
macrophagok letapaddsdban mutatkozé kiillonbséget hasznaltuk ki. A sejteket 24 oran
keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk, majd leszivtuk a tapfolyadékot, amit 5 percig, 300 g-vel
lecentrifugdltunk. A sejteket haromszor mostuk PBS-sel, majd 0,25 %-os tripszinnel
emésztettlik 5 percig. Ezt kdvetden a tripszint, illetve a felvalt fibroblastokat eltavolitottuk, és
a sejteket alaposan, kétszer mostuk PBS-sel. Majd fele részben a lecentrifugélt, fele részben
pedig friss tapfolyadékot adtunk a sejtkultardkra. A sejtpopulaciok tisztasagat 72 6ra mulva a
nem specifikus észterdz aktivitds kimutatasaval ellendriztiik, melyhez a-naphtyl-acetat
észteraz (Sigma, St. Louis, MO, USA) festést hasznaltunk. A sejtek >99%-a észteraz-pozitiv
volt.

A kokultivacids vizsgalatokhoz a cytotrophoblastokat és a macrophagokat ugyanabbol

a placentabol parhuzamosan nyertiik ki.
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A monocyta eredetii macrophagok szeparalasa és tenyésztése

A periférias vér mononukledris sejtjeit (peripheral blood mononuclear cells; PBMC)
Ficoll-Hypaque (Pharmacia) stirliség-gradiens centrifugalassal nyertiik ki ,,buffy coat” (a vér
alakos elemeit tartalmazd) preparatumokbol. Ehhez a siiritett vért steril PBS-sel kétszeresére
higitottuk, majd Ficoll-Hypaque oldatra rétegeztiik. Ezt kovetden a gradienseket 30 percig 4
°C hémérsékleten centrifugaltuk 800 g sebességgel. A PBMC frakcidt az interfazisbol szivtuk
le, majd PBS-sel kétszer mostuk. A sejteket 2 mM glutamint, 10 % HuSe-t ¢és
antibiotikumokat tartalmazé RPMI-1640 tapfolyadékban vettiik fel. Koriilbeliil 5x107 sejtet
tettiink a 25 cm’-es tenyésztopalackokba (Greiner, Kremsmuenster, Ausztria), vagy 2x10’
sejtet szélesztettlink a 6-lyuku tenyésztélemezen (Costar) a 35 mm atmérdji lyukak
midegyikébe. Egy oras inkubalast (37 °C) kovetden eltavolitottuk a le nem tapadt sejteket. A
letapadt sejtekre 5 pg/ml concanavalin A-t (Sigma) tartalmazo friss tapfolyadékot adtunk a
differenciadlodés eldsegitése céljabol. A sejtpopulaciok tisztasdgat 72 o6ra mulva a nem
specifikus észteraz aktivitas kimutatdsaval ellendriztiik, melyhez o-naphtyl-acetat észterdz
(Sigma) festést hasznaltunk. A sejtek >99%-a észteraz-pozitiv volt. Kisérleteinkben 7 napos,

monocyta eredetli macrophag kultirakat fert6ztiink

Sejtvonalak

A ham eredeti 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 tartalmazd6 RPMI-1640 tapfolyadékban tartottuk
fenn. A tapfolyadékok 2 mM glutamint, 100 U/ml penicillint és 100 pg/ml streptomycint is
tartalmaztak.

A Kkisérleteinkhez hasznalt viruskoncentratumok, viruspreparatumok és sejtkultirak
midegyike az elvégzett tesztek alapjan (Bionique Laboratories, Inc., Saranac Lake, USA)

Mycoplasma fertdzéstdl mentes volt.

Syncytiotrophoblastok fert6zése HCMYV-vel

Az 5 napos ST kultarak HCMV fertézésekor a multiplicitdsa 1 PFU/sejt volt, amit a
kiszélesztett cytotrophoblastok szamanak megfeleléen allapitottunk meg. A sejteket a
virusszuszpenzioval 37 °C-on, 2 6ran at inkubdltuk, majd a tenyészeteket Otszor mostuk
szérummentes KGM tapfolyadékkal. Végil 10 % HuSe-t, 2 mM glutamint és
antibiotikumokat tartalmaz6 KGM tépfolyadékot adtunk a sejtekre.
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A pszeudotipus virusok eldallitasa

A pszeudotipusok eldallitasa két 1épésben tortént: elészor HIV-vel fertdztiink sejteket,
majd feliilfertéztiik VSV-vel. Abbdl a célbol, hogy HIV-1-et folyamatosan iiritd sejteket
allitsunk eld, U937 sejteket a HIV-1 I1IB, RF vagy MN torzseivel [Clapham et al., 1987], a
Sup-T1 sejteket pedig Ba-L illetve Ada-M torzsekkel fertdztiik [Chowdhury et al., 1995]. Két
hénap mulva a perzisztensen fertézott kulturdkban a sejtek tobb mint 95 %-4ban lehetett
indirekt citoplazma IFA-val virdlis p24 antigént kimutatni. A sejtek tapfolyadékabol vett
mintakban a reverz transzkriptaz aktivitds pedig meghaladta a 10° cpm/ml értéket. A HIV-vel
kronikusan fertézott U937 és Sup-T1 sejteket ekkor VSV-vel feliilfertoztiik, 10 PFU/sejt
multiplicitassal [Dalgleish et al., 1984]. A kultirdkat 12-18 6ra mulva lecentrifugaltuk

(3800 g, 5 perc), a feliiluszokat szétosztottuk és lefagyasztottuk -70°C-ra.

A pszeudotipus virusok titralasa

A VSV(HIV-1) pszeudotipusokat a Clapham és munkatarsai (1987) altal leirtak szerint
titraltuk, kontrollként nem pszeudotipus VSV-t hasznaltunk. A vizsgaland6 mintdkat 1 6ran
at, 37 °C-on inkubaltuk hével inaktivalt, nyal anti-VSV szérum tizszeres feleslegével, amikor
a pszeudotipusok mennyiségét akartuk meghatdrozni, illetve antiszérum nélkiil, amikor az
Osszes VSV-t titraltuk. (Az anti-VSV szérum titerét el6zetesen meghataroztuk.) A
pszeudotipusok  kialakulasat VSV(HIV-1ys), VSV(HIV-1gr) ¢és VSV (HIV-1un)
pszeudotipusok esetén HIV neutralizdlé szérum, VSV(HIV-1g,1) és VSV(HIV-1a4am)
pszeudotipusokndl HIV-specifikus immunglobulin blokkol6é hatdsaval ellendriztik. A
pszeudotipusok titerét a HIV-1 torzsek tropizmusanak megfeleld sejtkultardkon, I1IB, RF és
MN HIV-1 torzzsel pszeudotipizalt VSV esetén poli-L-lizinnel letapasztott CEM-SS sejteken
[Nara et al., 1987], mig Ada-M és Ba-L HIV-1 torzzsel pszeudotipizalt VSV esetén
macrophag kultirdkon hataroztuk meg. A 7 napos macrophagokat és 1 nappal a szélesztés
utan a CEM-SS sejteket azokkal a virusmintakkal fert6ztik meg (1 ora, 37 °C), amelyeket
elézetesen vagy anti-VSV szérummal, vagy anti-VSV ¢és anti-HIV-1 szérumokkal egyiittesen
blokkoltunk. A virusadszorpcié utan a sejteket (5x10° / 35 mm-es lyuk) mostuk és feleslegben
adott (10°) MDBK sejtekkel fedtiik le. Az MDBK sejtek plakk-indikatorként szerepeltek az
ujonnan képzodott VSV partikulak kimutatasara. Két 6ra mulva, amikor az MDBK sejtek mar
letapadtak, a sejtkultardkra agart tartalmazo tapfolyadékot ontottiink. A keletkezett plakkok

szamat 1-2 nap mulva olvastuk le, és PFU/ml egységben adtuk meg.
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A syncytiotrophoblastok fertézése VSV-vel és VSV(HIV-1) pszeudotipusokkal

Ot napos syncytiotrophoblast kultirakat fertdztiink meg VSV-vel, illetve VSV(HIV-1)
pszeudotipusokkal. A fert6zés el6tt haromszor mostuk a sejteket, majd virusszuszpenzioval 1
6ran at 37 C°-on inkubaltuk. Ezutdan Otsz6r mostuk a trophoblastokat szérummentes
tapfolyadékkal, majd visszaadtuk a sejtekre az eredeti tapfolyadékot. A virussal fertdzott és a
kontrollként hasznalt fertézetlen sejtkultirak tapfolyadékabol kiilonbozo idopontokban mintat
vettiink, és a VSV titert plakk-képz6 modszerrel WISH sejteken hataroztuk meg. A VSV és a
VSV(HIV-1) pszeudotipusok fertézéképességének vizsgalatakor a syncytiotrophoblastokat a
virusadszorpcié utan mostuk és MDBK sejtekkel fedtiik. Az MDBK sejtek letapadasa utan (2
ora), a sejtkulturakra agart tartalmazd tapfolyadékot adtunk. A keletkezett plakkok

mennyiségét 1-2 nappal a fertdz¢s utan értékeltiik.

Syncytiotrophoblastok fert6zése HIV-1g,. -lal

Kisérleteinkhez 5 napos syncytiotrophoblast kultardkat fertéztiink. Eldszor
eltavolitottuk a sejtekrdl a tapfolyadékot, majd haromszor mostuk nem komplettalt KGM
tapfolyadékkal. A fertdzés multiplicitdisa 1 SFU/sejt volt, melyet a kiszélesztett
cytotrophoblastok szaméanak megfelelden allapitottunk meg. A HIV-1 Ba-L preparatumokat a
fert6zés elétt DNz enzimmel (80 U/ml) (Promega, Madison, WI, USA) kezeltiik 37°C-on,
1 6ran at. A virusszuszpenzid hozzéadasat kdvetden a sejteket 2 6ran at inkubaltuk 37 °C-on.
Ezt kovetden a kultirdkat alaposan, 6tszor mostuk nem kiegészitett KGM tapfolyadékkal.
Végiil 10 % HuSe-t, 2 mM glutamint és antibiotikumokat tartalmazé KGM tapfolyadékot

adtunk a sejtekre.

Kokultivacio

A syncytiotrophoblastokat 4 nappal a fertdzés utdn 9 napos macrophagokkal
kokultivaltuk. Ehhez a Hofbauer sejtekrdl a tapfolyadékot eltavolitottuk, haromszor mostuk
PBS-sel, majd 1,7 mM EDTA-t tartalmazo 0,25%-os tripszin oldattal 37 °C-on, 10 percig
inkubaltuk. Ezutdn a macrophagokat a tenyésztOpalackrdl sejtkaparoval levalasztottuk. A
sejteket haromszor mostuk hideg PBS-sel, majd 2 mM glutamint, 10 % HuSe-t ¢és
antibiotikumokat tartalmazd6 KGM tapfolyadékban vettiikk fel. Alapos szuszpendalas utan
centifugdltuk (300 g, 10 perc), majd a sejteket tUjra az emlitett tapfolyadékban
reszuszpendaltuk, végiil pedig 1:1 ardnyban a syncytiotrophoblastokhoz adtuk.
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Immunszérumok és konjugatumok

Az egér monoklonalis ellenanyag (MADb) E-13 [Mazeron et al., 1992], amely a HCMV
IE1 és IE2 antigénjével is reagal, a Biosoft cégtdl szarmazott (Parizs, Franciaorszag). A
HCMV pp65 matrix proteinjére specifikus egér MAb a DAKO cég terméke volt.

A CXCR4 (12G5), a CCR3 (7B11) és a CCRS (12D1) elleni egérben termelt
monoklondlis ellenanyagot, a human HIV-specifikus immunglobulint (Cat. No. 3957) és a
HIV-neutralizal¢ szérumot (Cat. No. 1983) az AIDS Research and Reference Reagent
Program (Division of AIDS Program, NIAID, NIH, Rockville, MD, USA) révén kaptuk. Az
egér anti-CD4 (Leu 3a) MAb-ot a Becton Dickinson (Mountain View, CA, USA) cégtdl, a
nyul anti-VSV antiszérumot a Lee Biomolecular Research (San Diego, CA, USA) cégtdl
szereztiik be. A HIV p24 antigénjére specifikus, egér monoklondlis ellenanyagot a DAKO
cégtdl vasaroltuk. A virus Tat fehérjéje elleni [Hauber et al., 1987], nyulban termeltetett,
poliklonalis ellenanyag az NIH-td] szarmazott.

Az IL-1B, az IL-6, az IL-8, a TGF-B1, illetve a TNF-a citokinnel reagal6 MAb-ok az
R&D Systems cég (Minneapolis, MN, USA) termékei voltak.

A macrophagok CD68 antigénjére specifikus, fluoreszcein-izotiocianattal (FITC)
konjugalt egér MAb-ot, a tetrametilrodamin-izotiocianattal (TRITC) jelzett, nytlban termelt
anti-egér immunglobulin (Ig) konjugatumot és a TRITC-cel jelolt, sertésben termelt anti-nyul
Ig konjugatumot a DAKO cégtdl szereztiik be. A FITC-cel jelzett, nytalban termelt anti-egér-

és a sertésben termelt anti-nyul-immunglobulin szintén a DAKO cégtdl szarmazott.

Immunfluoreszcens technikak (IFA)

A HCMV IE és L antigénjét kifejez0, valamint az IL-8 és a TGF-B1 citokineket
produkal6 sejteket kettés immunfluoreszcenciaval identifikaltuk. Ezt a modszert hasznaltuk a
HIV-1 Tat és p24 fehérjét expresszalo, valamint az IL-1p, IL-6 és TNF-a citokineket termeld
sejtek azonositdsara is. Ehhez elészor a fenti antigénekre specifikus indirekt IFA-t, majd
FITC-cel konjugalt anti-CD68 MAD felhasznéalasaval direkt IFA-t végeztink. Ehhez a
vizsgalathoz a sejteket targylemez-alapti palackban (Nunc) tenyésztettiik. A sejtkultarakrol a
tapfolyadékot leszivtuk, haromszor mostuk PBS-sel, majd 80 %-os jéghideg acetonnal a
targylemezre fixaltuk. Ezutan haromszor PBS-sel, kétszer 1 % FCS tartalmi PBS-sel (PBS-
FCS) mostuk 5-5 percig. Az anti-IE (1:40), anti-pp65 (1:20), anti-IL-8 (1:40), anti-TGF-1
(1:40), illetve az anti-Tat (1:1000), anti-p24 (1:40), anti-IL-1p (1:40), anti-IL-6 (1:40), vagy
anti-TNF-a (1:40) primer ellenanyaggal a sejteket szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltuk,

ezutan haromszor, 5-5 percig mostuk PBS-FCS-ben. (Az ellenanyagok neve utan zarojelben a
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higitas mértékét adjuk meg.) Ezt kdvetéen a megfeleld6 TRITC konjugatumot (1:30) adtuk a
mintakhoz, és azokat ujabb 30 percig inkubdltuk szobahémérsékleten, utdna haromszor
mostuk a sejteket PBS-FCS-sel. A direkt IFA soran a FITC-cel konjugalt anti-CD68 MAb-ot
(1:40) inkubaltuk a mintdkkal szobahémérsékleten 30 percig. Ezt kovetden a sejteket
haromszor PBS-FCS-sel, kétszer PBS-sel, végiil desztillalt vizzel mostuk 5-5 percig. A
preparatumokat ragaszté géllel (DAKO) és feddlemezzel lezartuk, majd fluoreszcens
mikroszkdpban (Leitz Orthoplan, Wetzlar, Németorszag) vizsgaltuk. A FITC konjugatumok
esetén az excitacios fény hulldmhossza 495 nm, az emittalt fényé pedig 525 nm volt. A
TRITC-cel konjugalt mintak esetén a gerjeszt fény hullamhossza 555 nm, mig a kibocsatotté
570 nm volt.

A pszeudotipus virusok eldallitdsakor a perzisztensen fert6zott sejtekben a HIV-1 p24

fehérje expresszidjat, valamint a fertézott syncytiotrophoblast tenyészetekben a VSV
proteinek megjelenését indirekt citoplazma IFA-val az aldbbiak szerint mutattuk ki:
A szuszpenzios kultardkban szaporodod Sup-T1 és U937 sejteket haromszor mostuk PBS-sel,
majd acetonnal targylemezre fixaltuk. Az IFA-hoz a syncytiotrophoblastokat targylemez-
alapti palackban tenyésztettiik, és 80 %-os acetonnal fixaltuk. A fixadlds utdn a sejteket
haromszor mostuk PBS-FCS-ben. Az anti-p24 (1:40) illetve az anti-VSV (1:100) primer
ellenanyaggal a sejteket szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltuk, majd haromszor mostuk
PBS-FCS-ben. Ezt kdvetden a fluoreszkalod festékkel jelzett szekunder ellenanyagot (1:40)
adtuk a mintadkhoz, és azokat ujabb 30 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. Ezutan a
sejteket haromszor PBS-FCS-sel, kétszer PBS-sel, végiil desztillalt vizzel mostuk 5-5 percig.
A preparatumokat ragasztdé géllel (DAKO) és feddlemezzel lezartuk, majd fluoreszcens
mikroszkopban (Leitz Orthoplan) értékeltiik. Az excitacios fény hullamhossza 495 nm, az
emittalt fényé pedig 525 nm volt.

Az immunfluoreszcens vizsgalatokat megfeleld pozitiv és negativ kontrollok

hasznalataval végeztik el.

Citokintermelés vizsgalata

Az IL-8 és TGF-BI1, illetve az IL-la, IL-1B, IL-6, GM-CSF, M-CSF és TNF-a
termelés kvantitativ kimutatasdhoz szendvics ELISA modszeren alapuld kiteket hasznéltunk
(R & D Systems). A citokinek mennyiségét a kiilonb6z6 (kokultivacids, csak macrophagokat,
illetve csak syncytiotrophoblastokat tartalmazo) sejttenyészetek feliiliszoibol hataroztuk meg,

a gyarto eldirdsainak megfelelden.
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EREDMENYEK

Vizsgalatainkat 6t kiilonb6z6 placentdbol szeparalt sejteken végeztiik el. Mivel a
kisérletek eredményei hasonloak voltak, igy ezek koziil az aldbbiakban egy-egy reprezentativ

vizsgélatsorozat szerepel.

A HCMV szaporodasanak vizsgalata fert6zott syncytiotrophoblastok és placenta
macrophagok kokultivalt tenyészetében

Annak vizsgalatara, hogy a placenta macrophagok képesek-e a cytomegalovirus
expresszidjat fokozni a syncytiotrophoblast sejtekben, a fertdzott ST sejteket Hofbauer
sejtekkel kokultivaltuk a HCMV fertézést kovetd 4. napon. Az dnmagukban tenyésztett, és
cytomegalovirussal fert6zott syncytiotrophoblastok feliiliszdjaban a fert6zést kovetd 18
napon beliil infektiv viriont nem lehetett detektalni. Ezzel szemben a fert6zott ST sejtek és a
placenta macrophagok kokultivacioja fertézOképes virionok termelddését eredményezte (/.
dolgozat 1. abra). Virusirités el0szor a kokultivacio kezdetétdl szamitott 4. napon volt
kimutathatd, és a 6. napon volt a legnagyobb mértékii. A virustermelés a 10. napig kis

mértékben, majd azutdn jelentdsen csokkent.

A HCMV IE és pp65 fehérjéinek expresszidja

A HCMV sejtekbe torténd bejutasanak és replikacidjanak bizonyitasara, a virus IE és
pp65 fehérjéit immunfluoreszcencias modszerrel vizsgaltuk. A sejttipusokat a macrophagokra
jellemzdé CD68 antigének kimutatasaval azonositottuk. Az énmagukban tenyésztett, HCMV-
vel fert6zott ST sejtekben a fertézés utan mar 1 nappal detektalhatdo volt az IE gén
expresszioja, és 3 nap alatt 13 %-ra emelkedett az [E antigén-pozitiv sejtek ardnya. Ezekben a
tenyészetekben pp65 protein egyaltalan nem volt kimutathatd (az adatokat nem mutatjuk). A
kokultivalt, HCMV-vel fert6zott ST sejtekben az IE fehérjék expresszidja meredeken
emelkedett a kokultivacio 2 — 4. napjan (I. dolgozat 2. dbra). Az IE antigének legnagyobb
mértekll kifejezddését a 4 — 6. napon lehetett megfigyelni, ekkor a sejtek koriilbeliil 74 %-
aban voltak detektalhatdéak. A kokultivacid 3. napjan a syncytiotrophoblastokban a pp65
antigén megjelenését észleltik (I. dolgozat 3. dbra A, B). A pp65 antigénre pozitiv sejtek
aranya az 5. napon érte el a legnagyobb, koriilbeliil 63 %-os értéket, majd a 9. napig
nagyjabol ezen az 4llandd szinten maradt (I dolgozat 2. adbra). A kettOs

immunfluoreszcencias vizsgalatok soran kidertilt, hogy az IE antigének a kokultivacio kezdete
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utan 6 nappal a macrophagokban is megjelentek (I. dolgozat 3. abra C, D). Az IE fehérjéket
expresszalo Hofbauer sejtek ardnya a 9. napon volt a legnagyobb, 76 % (1. dolgozat 2. dbra).
A kokultivécio 8. napjan a macrophagokban a pp65 antigén is kimutathat6 volt (1. dolgozat 3.
dabra E, F). Egy nappal késébb a placenta macrophagok 48 %-a mutatott pp65 antigén-
specifikus fluoreszcenciat (I. dolgozat 2. abra). Ezek a megfigyelések egyértelmiien

bizonyitjak, hogy a HCMV-vel fertdzott sejtek atadtak a virust a kokultivalt macrophagoknak.

A citokintermelés vizsgalata a fertézetlen, a HCMV-vel fertézott és a kokultivalt
sejttenyészetekben

Annak eldontésére, hogy citokineknek van-e szerepe a virusszaporodas indukaldsaban,
az IL-8 és a TGF-B1 szekréciojat vizsgaltuk fertézetlen, HCMV-vel fert6zott és kokultivalt
sejtkultardkban (1. dolgozat 4. abra).

A fertézetlen syncytiotrophoblast kultarakban kismennyiségli, folyamatos IL-8
szekréciot tapasztaltunk (0,8 ng/ml). A fertdzetlen macrophagok is termeltek IL-8-at - akar
RPMI-1640, akar KGM tapfolyadékot hasznaltunk a tenyésztéshez — kozel 2,4 ng/ml
mennyiségben. A HCMV-vel fert6zott ST sejtekben az IL-8 firités kissé fokozodott a
fertdzetlen sejtekhez viszonyitva. A fertdzott ST sejtek és a placenta macrophagok egyiittes
tenyésztésekor az IL-8 szekréciojanak jelentés fokozdodasat tapasztaltuk a kultarak
feliiliszojaban. A citokintermelés a kokultivacio 3. napjan volt a legnagyobb (17,8 ng/ml),
majd fokozatosan csokkent a kovetkezd 6 nap alatt. Meglepd volt, hogy a fertdzetlen ST
sejtek és a Hofbauer sejtek kokultivacios tenyészetében is hasonld nagysagu és kinetikaja IL-
8 termelést detektaltunk (/. dolgozat 4. abra).

A konstitutivan termelt TGF-f1 mennyisége a syncytiotrophoblastokban 3,6 ng/ml, a
macrophagokban 2,8 ng/ml volt (I. dolgozat 5. abra). Az ST sejtek TGF-B1 {iritése nem
novekedett szamottevéen a HCMV fert6zés hatasara. Ezzel szemben a HCMV-fert6zott ST
sejtek és a placenta macrophagok kokultivacioja nagymértékti TGF-B1 szekréciot
eredményezett. A maximalis TGF-B1 kibocsatast a kokultivacidé 3. napjan észleltiik (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
egyiitt (I. dolgozat 5. abra).

Annak meghatarozasara, hogy a kokultivalt tenyészetekben milyen sejtekben
fokozédik az IL-8 és a TGF-B1 termelés, kettés immunfluoreszcenciat alkalmaztunk.
Eredményeink szerint mind az IL-8 (I dolgozat 6. abra), mind a TGF-B1 fokozott
termeléséért az ST sejtekhez tapadt macrophagok a feleldsek (1. dolgozat 7. dabra).
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A citokineket blokkolo ellenanyagok hatisa a HCMV szaporodasara a kokultivalt
tenyészetekben

Az elébbi eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a kokultivacio hatasara fokozodo
citokintermelés indukalhatja a HCMV szaporodasat. A kérdés megvalaszolasdhoz IL-8 és
TGF-B1 elleni neutralizalo ellenanyagokat hasznaltuk hogy blokkoljuk a citokinek hatasat. A
feleslegben adtuk a sejtekhez. A kezelés akkor kezdddott, amikor a macrophagokat
hozzaadtuk a fertdzott ST sejtekhez, és tovabbi 10 napig folytatddott. Az anti-IL-8 kezelés
hatasara 24-ed, az anti-TGF-B1 kezelés hatasara 35-6d részére csokkent az infektiv HCMV
titere a sejtkulturak feliiluszdjaban (1. dolgozat 8. dbra). A kezelések hatasara a HCMV {irités
idStartama is rovidebb lett. Amikor az anti-IL-8 és az anti-TGF-B1 kezelést kombinaltuk, nem

tudtunk infektiv viriont kimutatni a sejtek feliiliszdjaban.

A VSV fertézoképességének vizsgalata syncytiotrophoblast sejteken

Kisérleteink soran a syncytiotrophoblast sejtek szabad HIV-1 virionokkal térténd
fertdzésének lehetdségét a vesicularis stomatitis virus pszeudotipusaival kivantuk tisztazni.
Eloszor azt kellett megvizsgadlnunk, hogy a VSV képes-e permissziven fertdzni a
syncytiotrophoblast sejteket. Ehhez 5x10° syncytiotrophoblast sejtet fertéztiink tobbféle
multiplicitissal (5x10°, 5x10* és 5x10° PFU VSV / 5x10° ST sejt), majd a sejtek
feliiluszojaban kiilonb6zd idépontokban meghataroztuk a virionok mennyiségét (/1. dolgozat
1. abra). A sejtkultarak feliiliszdjaban virionok jelentek meg, minél nagyobb volt a fertézés
multiplicitisa annal korabbi idépontban (5x10° PFU esetén 5, 5x10* PFU esetén 8, mig 5x10°
PFU estén 10 6raval a fertdzést kovetden). A maximalis titer 5x10° PFU / 5x10° ST sejt
multiplicitas esetén 11 draval a fertézést kovetden 7x10” PFU/ml, 5x10* PFU esetén 18 6raval
a fert6zés utan 5x10’ PFU/ml, mig 5x10° PFU esetén 20 éra elteltével 1x10” PFU/ml volt. A
VSV fertézés hatasara a syncytiotrophoblastok lekerekedtek és elpusztultak (/1. dolgozat
2. abra).

A VSV proteinek expressziojat a fertdzott syncytiotrophoblastokban indirekt
citoplazma IFA-val, nyil anti-VSV antiszérum felhasznalasaval mutattuk ki. Ehhez 5x10°
syncytiotrophoblast sejtet 5x10* PFU VSV-vel fertdztiink. VSV-specifikus fluoreszcenciat
el0szor 6 oraval a fert6zést kdvetden tudtunk kimutatni, mig maximalis intenzitast 12 6ra

mulva tapasztaltunk (/1. dolgozat 3. dbra).
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VSV(HIV-1) pszeudotipusok eléallitasa

Kisérleteink kovetkezd szakaszaban a T-lymphotrép I1IB €s MN, a kettOs tropizmust
RF és a macrophagtrop Ada-M és Ba-L HIV-1 torzsekkel VSV pszeudotipusokat allitottunk
elé U937 és Sup-T1 sejttenyészetekben. Ennek sordn a kronikusan fertézott, HIV-1 termeld
sejteket VSV-vel feliilfertoztiik a korabban leirtaknak megfeleléen. Kontrollként a VSV-t
HIV-vel nem fertézott U937 és Sup-T1 sejtekben is szaporitottuk. Meghataroztuk a
kiilonboz6 sejtek altal termelt 6sszes VSV mennyiségét, majd ezt kovetden megvizsgaltuk,
hogy létrejottek-e és milyen mennyiségben pszeudotipusok. A vizsgalathoz anti-VSV
szérumot, valamint VSV(HIV-1y), VSV(HIV-1gr) és VSV (HIV-1yn) pszeudotipusok
esetén HIV neutralizalo szérumot, VSV(HIV-1g,1) és VSV(HIV-1a4..m) pszeudotipusoknal
HIV-specifikus immunglobulint hasznaltunk. A pszeudotipusok titerét a HIV-1 torzsek
tropizmusanak megfeleléen, I1IB, RF és MN HIV-1 torzzsel pszeudotipizalt VSV esetén
CEM-SS sejteken, mig Ada-M ¢és Ba-L HIV-1 torzzsel pszeudotipizalt VSV esetén
macrophag kulturdkon hataroztuk meg. A virusokat a fert6zést megelézéen 1 6ran at, 37°C-on
inkubaltuk a megfeleld6 immunszérummal. A kisérletek eredményeit a II. dolgozat
L tablazataban tintettiik fel. Az antiszérumok specificitdsanak igazoldsara normal nyul,
illetve humén szérumkontrollt alkalmaztunk. A normal szérumnak neutralizalé hatdsa nem
volt. A csak VSV-vel fertdzott sejtek altal termelt virus szinte teljes mennyiségét neutralizalni
lehetett anti-VSV immunszérummal. Ugyanakkor a HIV-1-termeld sejtek feliilfertdzésébol
szarmazo VSV egy része rezisztens volt a kezelésre. Mivel azonban ezeknek a virusoknak a
nagy részét HIV neutralizdld szérummal, illetve HIV-specifikus immunglobulinnal
neutralizalni tudtuk, ez bizonyitotta, hogy létrejottek VSV(HIV-1) pszeudotipus partikulak. A
pszeudotipus virusok titere 3,8x10* és 7,4x10* PFU/ml érték kozott volt.

VSV(HIV-1) pszeudotipusok fert6zoképességének vizsgalata syncytiotrophoblast
sejteken

Osszehasonlitottuk a VSV és VSV(HIV-1) pszeudotipusok fertdzéképességét
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 vizsgalat soran 5x10°
célsejtet fertéztink 5x10* PFU VSV-vel vagy VSV(HIV-1) pszeudotipussal tizszeres
feleslegben alkalmazott VSV antiszérum jelenlétében. Az eredményeket a /. dolgozat
4. abrajan foglaltuk 6ssze. A VSV(HIV-1yx), a VSV(HIV-1gg) és a VSV(HIV-144s.m) nem
bizonyultak infektivnek syncytiotrophoblastok esetében ( a plakk-képz6 aktivitds nem haladta
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meg a neutralizalt VSV-nél kapott értéket). Ugyanakkor a IIIB és Ba-L HIV-1 torzsekkel
pszeudotipizalt VSV megfertdzte a syncytiotrophoblastokat. Ezen pszeudotipusok plakk-
képzd aktivitasa a syncytiotrophoblastokban tizszer kisebb volt, mint a macrophagok
(VSV(HIV-1g,1)), illetve a CEM-SS sejtek esetén (VSV(HIV-1y)), de mintegy

szazszorosan meghaladta a neutralizalt VSV plakk-képz6 aktivitasat.

HIV-1 burokantigének szerepének vizsgalata a VSV(HIV-1g,1) és VSV(HIV-1yyp)
syncytiotrophoblastba valé bejutasaban

Annak bizonyitasara, hogy e két pszeudotipusnak a syncytiotrophoblast sejtekbe vald
bejutasaért a IIIB, illetve a Ba-L HIV-1 torzsek burokantigénjei feleldsek, anti-HIV-1
immunszérumoknak (HIV-1 neutralizdlé szérum és HIV-specifikus immunglobulin) a
virusszaporodasra kifejtett hatasat vizsgaltuk. Kontrollként nem pszeudotipizalt VSV-t
hasznaltunk. Az antiszérumok specificitasanak vizsgalatdhoz normal, human szérumot
alkalmaztunk (az adatokat nem abrazoltuk, de ebben az esetben semmilyen neutralizalé hatéast
nem figyeltiink meg). A vizsgalat soran 5x10° ST sejtet fertéztiink 5x10* PFU VSV-vel vagy
VSV(HIV-1) pszeudotipussal. A virusokat a fertézést megelézéen 1 oOrdn 4t 37°C-on
inkubéltuk az anti-HIV-1 szérumokkal. A fertdzést kovetden kiilonboz6 idépontokban
meghataroztuk a sejtek feliiliszdjaban a virustitert (/1. dolgozat 5. abra). Nem pszeudotipizalt
VSV esetén sem a HIV-1 neutralizald szérum, sem a HIV-specifikus immunglobulin nem
fejtett ki gatld hatast. Ugyanakkor a VSV(HIV-1g,1) pszeudotipussal torténd fertdzéskor a
HIV-specifikus immunglobulin erésen gatolta a syncytiotrophoblastokba valé bejutast. A HIV
VSV(HIV-1y8) pszeudotipus syncytiotrophoblastba valo bejutasat mindkét szérum gatolta. A
HIV neutralizald szérum hatdsa erdsebbnek bizonyult, hiszen itt legkordbban 32 o6raval a
fertdzést kovetden tudtunk viriont kimutatni, és a maximalis titer is csak 10 nagysagrendii
volt. Mig a HIV-specifikus immunglobulint alkalmazva virusiiritést el6szor a 28. 6raban

figyeltiink meg, és a maximalis titer 8x10* PFU/ml volt.

A penetracié mechanizmusanak vizsgalata syncytiotrophoblast sejteken VSV(HIV-13,.1)
és VSV(HIV-1113) pszeudotipusokkal torténo fert6zés esetén

A bejutds mechanizmusanak vizsgélatahoz anti-CD4, anti-CXCR4, anti-CCRS5 ¢és anti-
CCR3 monoklondlis ellenanyagokat hasznaltunk kiilon-kiilon illetve a koreceptorokat és a
CD4 receptort egyiittesen is blokkolva. VSV(HIV-1y) pszeudotipus esetén CD4-, CXCR4-
¢s CCR3-receptorokat gatld, mig VSV(HIV-1g,.1) virussal valé fertézéskor anti-CD4, anti-
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CCRS5 ¢s anti-CCR3 ellenanyagokat hasznaltunk. A sejteket (syncytiotrophoblastokat ¢és
kontrollként macrophagokat, valamint CEM-SS sejteket) a fertdzés elétt 1 oran at 37 °C-on
inkubéltuk az ellenanyagokkal, majd 5x10° sejtet fertdztiink 5x10* PFU VSV(HIV-1yp)
illetve VSV(HIV-15,.1) pszeudotipusokkal. Kontrollként normal, egér IgG-t hasznaltunk. Az
eredményeket a /1. dolgozat II. tablazataban foglaltuk 6ssze.

VSV(HIV-1yp)-vel  torténd  fertézés  esetén  azt  tapasztaltuk,  hogy
syncytiotrophoblastnal sem kiilon-kiilon az anti-CD4, anti-CXCR4 ¢és az anti-CCR3, sem
pedig egyiitt az anti-CD4 ¢és a koreceptorokra specifikus ellenanyagoknak nem volt blokkold
hatasa. Ugyanakkor a kontroll CEM-SS sejtek fertdzésénél az anti-CD4, az anti-CXCR4, az
anti-CD4+anti-CXCR4 ¢és az anti-CD4+anti-CCR3 is gatolta a penetraciot. A korabbi
kozleményekben leirtakkal egyezden [Bjorndal et al., 1997; Ghorpade et al., 1998] az
onmagaban alkalmazott anti-CCR3 azonban itt sem akadalyozta meg a sejtbe valo bejutést.
VSV(HIV-1g,.1) pszeudotipussal torténd fertézéskor a syncytiotrophoblastokba vald bejutast
nem gatolta az anti-CD4, az anti-CCRS és az anti-CCR3 szérumok egyenkénti alkalmazasa,
illetve a CD4 receptor és a koreceptorok egyiittes blokkoldsa sem. Ugyanakkor macrophagok
esetében minden kezelés sikeresen gatolta a penetraciot, kivéve a CCR3 receptor 6nmagaban

torténd blokkolasat.

HIV-1 termelés vizsgalata fert6zott syncytiotrophoblastokban és kokultivalt sejtek
tenyészetében

Kisérleteink soran arra voltunk kivancsiak, hogy a placenta macrophagokkal toérténd
kokultivacio hatassal van-e a HIV-1 replikacidjara a fertdzott syncytiotrophoblastokban. A
vizsgéalatokhoz a HIV-1 Ba-L torzsét hasznaltuk, mert transzplacentalisan fdleg a
macrophagtrop torzsek jutnak at, és a megeldzo kisérletek szerint ez a torzs képes megfertézni
az ST sejteket. Fert6zott syncytiotrophoblastok, valamint fertdzott ST sejtek és fertdzetlen
placenta macrophagok kokultivacios tenyészetének feliiluszojaban vizsgaltuk a HIV-1
termelést (/11. dolgozat 1.abra). A HIV-vel fert6zott syncytiotrophoblast sejtek feliiliszojaban
virust nem tudtunk kimutatni a fertdzést kovetdé 22 nap alatt. A fertdzott
syncytiotrophoblastok és a Hofbauer sejtek kokultivacigja azonban HIV-1 termelést
eredményezett. A feliiluszoban a kokultivacio utani 5. napon volt elészor kimutathatd a HIV-
1 p24 antigén. Ennek a virusspecifikus fehérjének a koncentracidja a kokultivacios tenyészet
feliiluszojaban az 5. napon 430 pg/ml volt, a 16. napra 1950 pg/ml-re novekedett, majd a
kokultivacio 20. napjara 1420 pg/ ml-re csokkent. Mivel a p24 antigén jelenléte nem jelenti

feltétleniil azt, hogy a sejtek fert6zoképes virust iiritenek, ezért a feliiluszok syncytiumképzo
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aktivitasat is vizsgaltuk. A HIV-1 p24 antigén mennyiségével 6sszhangban azt kaptuk, hogy
az infektiv virionok iiritése a kokultivacio 16. napjan volt a legnagyobb (8x10° SFU/ml), majd

fokozatosan csokkent.

A HIV-1 Tat és p24 fehérjék kimutatasa a sejtkultirakban

A HIV-1 génexpresszidjanak tanulmanyozasahoz immunfluoreszcencias vizsgalatokat
végeztiink, amelyek soran a Tat és a p24 virusspecifikus fehérjék megjelenésének kinetikdjat
kovettiilk nyomon a kiilonboz6 sejtkultarakban. Az dnmagukban tenyésztett, HIV-vel fert6zott
ST sejtekben sem Tat, sem p24 protein nem volt kimutathat6 (az adatokat nem mutatjuk). A
kettds immunfluoreszcencias vizsgalatok alapjan — a macrophag-specifikus CD68 marker ¢€s a
viralis proteinek kimutatdsa egyszerre tortént —, a placenta macrophagokkal kokultivalt,
fertdzott ST sejtekben a Tat fehérje mar a kokultivaciot kovetd 2. napon detektalhatd volt
(I1l. dolgozat 2. dbra és 3. dabra A, B). A tat gén termékének expresszidja meredeken
emelkedett a 3. és 6. nap kozott. A Tat protein kifejezodése a 6 — 12. napon volt a legnagyobb
mértekil, amikor a sejteknek koriilbeliil 76 %-4ban lehetett kimutatni (//1. dolgozat 2. abra). A
p24 protein a HIV-fert6zott ST sejtekben a kokultivacid 4. napjan volt elészor kimutathato
(I1l. dolgozat 3. abra C, D). A p24 antigén-pozitiv sejtek ardnya a 8. napon érte el a
maximalis értéket, ekkor a sejteknek megkozelitéleg 67 %-a mutatott p24 antigén-specifikus
fluoreszcenciat. A p24 antigén expresszidja kozel allandé maradt a 14. napig (//1. dolgozat 2.
dbra). A kettds immunfluoreszcencidval azt is sikeriilt kimutatnunk, hogy a kokultivaci6 7.
napjan a Tat fehérje a macrophagokban is megjelent (/II. dolgozat 3. dbra E, F). A Tat
proteint expresszalo sejtek szama azutan gyorsan novekedett, a 12. napon a Hofbauer sejtek
81 %-a volt Tat-pozitiv (III. dolgozat 2. dabra). A fert6zott ST sejtekkel kokultivalt placenta
macrophagokban a p24 antigén is detektalhatd volt. A 9. napon lehetett eldszor kimutatni (Z71.
dolgozat 3. abra G, H), és a 14 - 16. napon volt a legnagyobb a p24 antigén-specifikus
fluoreszcenciat mutatd sejtek aranya (73 %). Mindez azt bizonyitja, hogy a fertézott ST

sejtekbdl iirtild virus megfertdzte a macrophagokat.

A citokintermelés vizsgalata fertézetlen, HIV-fert6zott és kokultivalt sejttenyészetekben
Mivel a kozvetlen sejt-sejt kapcsolat kiilonbozo citokinek képzodését indukalhatja, azt
feltételeztiik, hogy a kokultivalt sejtek altal termelt citokineknek kulcsszerepe lehet a HIV-1
génexpressziojanak fokozasdban. Ezért fertdzetlen, HIV-fert6zott, valamint kokultivalt
sejtkultarakban vizsgaltuk az IL-1a, IL-1pB, IL-6, GM-CSF, M-CSF és a TNF-a szekréciojat.

A kiilonbozo tenyészetek feliiliszojabol meghatarozott id6kozonként mintat vettiink, majd az
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Osszegyljtott mintakban meghataroztuk a citokinek mennyiségét. Egyetlen sejtkultiraban sem
volt mérhetd szintli az IL-1a, a GM-CSF ¢és az M-CSF szekrécio (az adatokat nem mutatjuk).

A fertdzetlen ST sejtek €és a placenta macrophagok folyamatosan termeltek IL-6-ot, de
annak a mennyisége kevesebb volt mint 20 pg/ml (/. dolgozat 4. dbra). A
azonban fertdzetlen ST sejteket Hofbauer sejtekkel tenyésztettiink egyiitt, a sejtkultira
feliiluszojaban jelentds IL-6 iiritést észleltiink. A kokultivacio altal indukalt IL-6 termelés az
elsd napon volt a maximalis (5175 pg/ml), majd meredeken csokkent. A kokultivacio 6.
napjara IL-6 szekrécio visszaslillyedt az alapszintre. A HIV-fert6zott ST sejtek €s a placenta
macrophagok kokultivacids tenyészetében az IL-6 termelésnek egy masodik hullama is
kialakult. A 4. napon kezdddd ismételt novekedés utan a 10. napon 7250 pg/ml értéket ért el.
Az IL-6 termelés a kdvetkezd négy napon nagyjabol azonos szinten maradt, majd lecsdkkent.

A fertézetlen syncytiotrophoblastok és a Hofbauer sejtek konstitutiv TNF-a termelése
nem érte el a 10 pg/ml mennyiséget (/II. dolgozat 5. dabra). A fertézott ST sejtek
tenyészetében nem volt szignifikansan nagyobb a TNF-a iirités. A fertézetlen ST sejtek és a
placenta macrophagok kokultivacidja azonban fokozta a TNF-a szekrécidt. A legnagyobb
TNF-o mennyiséget az 1. napon mértikk (480 pg/ml), majd a TNF-a szekrécié a 7. napra
visszaallt a konstitutiv termelés szintjére. Ha fert6zott ST sejteket €s placenta macrophagokat
tenyésztettiink egylitt a TNF-a iiritésben a kezdeti cstics utan a 10. napon egy masodik csucsot
(1250 pg/ml) tapasztaltunk. A 10. nap utan a TNF-a termelés jelentdsen csokkent.

A IIl. dolgozat 6. abrdjan lathato, hogy sem a fertézetlen, sem a fertézott ST sejtek
nem tritettek spontan IL-1B-t. Az 6nmagukban tenyésztett placenta macrophagok is csak kis
mértékben (8 pg/ml) termelték a citokint. A fertézetlen syncytiotrophoblastok és a Hofbauer
sejtek kokultivacidja sem eredményezett fokozott IL-1PB kibocsatast. Ezzel szemben a HIV-
fertdzott ST sejtek és a placenta macrophagok kokultivacidja soran a 6-10. nap kozott
megnovekedett az IL-1P termelés, a legnagyobb koncentracié 265 pg/ml volt. A 10. napot
kovetden az IL-1 szekrécid lecsokkent.

Kettds immunfluoreszcencidval hatdroztuk meg, hogy a kokultivacids tenyészetekben
mely sejtek felelések a fokozott IL-1p, IL-6 és TNF-a iiritésért. A fertézetlen ST sejtek és a
Hofbauer sejtek egyiittes tenyésztése esetén, a kokultivacio kezdete utan 24 draval vizsgaltuk
az IL-6 és a TNF-a termelést. A vizsgalat eredménye szerint (/II. dolgozat 7. abra) a
syncytiotrophoblastokhoz  tapadd  macrophagokban  volt intenziv  IL-6-specifikus
fluoreszcencia lathatd6. Az anti-TNF-a ellenanyagok is elsésorban a Hofbauer sejtekkel

reagaltak, az ST sejtekben alig volt fluoreszcencia detektalhatd. (/I1. dolgozat 8. abra). HIV-
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fertozott ST sejtek és a placenta macrophagok tenyészetében a kokultivacio utan 10 nappal
hataroztuk meg az IL-1B-t, IL-6-ot és a TNF-a-t szekretald sejteket. Az anti-IL-1p ellenanyag
féleg a macrophagokkal Iépett reakcidba, az ST sejtekben halvany fluoreszcencia volt lathatd
(I1l. dolgozat 9. abra). Az anti-IL-6 és az anti-TNF-a ellenanyagokkal elvégzett vizsgalatok

soran lényegében ugyanezeket az eredményeket kaptuk.

A citokineket blokkolo ellenanyagok hatasa a HIV-1 replikacidjara a kokultivalt
tenyészetekben

Azt, hogy a citokineknek milyen szerepe lehet a HIV-1 replikdciojanak
fokozodasaban, blokkolasos kisérletekkel vizsgaltuk. Ezek sordn az anti-IL-1p, az anti-IL-6 és
az anti-TNF-a neutralizal6 ellenanyagokat tizszeres feleslegben alkalmaztuk. A HIV-fertézott
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 feliiliszojaban az infektiv HIV-1 virionok mennyiségét
(I1I. dolgozat 10. abra). A kombindlt anti-IL-6 és anti-TNF-a kezeléskor a feliiliszoban nem
lehetett infektiv viriont detektalni a 22 napos vizsgalati peridodus alatt. Az anti-IL-1p kezelés
onmagaban alkalmazva lényegében nem volt hatidssal a HIV-1 szaporodasara a kokultivalt
tenyészetekben. A kombinalt kezelésekben az anti-IL-1P ellenanyag nem tudta fokozni a
blokkol6 hatdsat sem az anti-IL-6, sem az anti-TNF-a antitesteknek (az adatokat nem

mutatjuk).
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MEGBESZELES

Az in vitro vizsgalatok tobbsége szerint a HCMV nem képes permissziven szaporodni
a syncytiotrophoblastokban [Rosenthal et al., 1981; Sinzger et al., 1993; Van Lijnschoten et
al., 1994]. A cytomegalovirus transzplacentalis atvitelét modellezo kisérleteink sordn mi is ezt
az eredményt kaptuk. Halwachs-Baumann €s munkatarsai (1998) véleménye szerint a virus
teljes replikacios ciklusa végbemegy az ST sejtekben. A megfertdzott kultardk szinte
valamennyi sejtjében kimutattdk a HCMV struktar fehérjéit. A vizsgalataikhoz hasznalt ST
kultirdk azonban koriilbeliil 5 %-nyi fibroblastot is tartalmaztak. A fibroblastok vagy a
kozvetlen kontaktus, vagy citokinek termelése révén stimulalhattdk a HCMV szaporodésat a
trophoblastokban. Hasonlo jelenséget figyeltek meg Ho és munkatarsai (1996). Eredményeik
szerint a tiidd eredet( fibroblastok képesek voltak a HIV-1 expressziojat fokozni promonocyta
sejtekben. Hemmings ¢és munkacsoportja (1996) nagytisztasdgi ST tenyészetet fertdzott
HCMV-vel. A sejtpopuléacio kevesebb mint 3 %-aban a virus produktiv replikdcidjat mutattak
ki. A sejtek altal iritett virus mennyisége nagyon eltérd volt a kiilonboz6 trophoblast
preparatumokban, néhany esetben nem is lehetett infektiv virust detektalni a kultira
feliiliszgjaban. In vivo, a fertézott ST sejtek egy id6 utan lelokddnek a chorionbolyhok
felszinérdl, a trophoblastok ugyanis — mas hamszdvethez hasonléan — képesek megujitani
felsziniiket [Smith et al., 1997]. Ezt, és a HCMV-nek az ST sejtekben tapasztalt korlatozott
szaporodasat figyelembe véve, nehéz megmagyarazni a primer anyai fertozéskor tapasztalhato
magas (40 %) transzplacentalis atviteli aranyt.

Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a syncytiotrophoblastok ¢és a placenta
macrophagok kolcsonhatasa fokozni képes a HCMV replikacidjat az ST sejtekben. A
kokultivalt sejtek feliiliszojaban jelentds mennyiségii infektiv viriont tudtunk detektalni. A
folyamat kinetik4jat Ggy hataroztuk meg, hogy a pp65-pozitiv sejteket azonositottuk a
fert6zott ST sejtek és a Hofbauer sejtek kokultivacios tenyészetében kiillonb6z6 idépontokban.
A pp65 antigén a virusszaporodds korai és késoi fazisaban is kimutathat6. Megjelenése a
HCMYV produktiv replikéacids ciklusara utal [Weiner et al., 1985; Grefte et al., 1993]. A pp65
fehérjét a sejtek passzivan is felvehetik, leukocytdk esetében ezt Grefte és munkacsoportja
(1994) irta le. A mi modell rendszeriinkben nem ez tdrtént, ugyanis a pp65 antigén
megjelenése el6tt mindkét sejttipusban detektalhatok voltak az IE antigének.

Eredményeink szerint, miutan az ST sejtekben produktivva valt a HCMV szaporodasi

ciklusa, a kokultivacios tenyészetekben a Hofbauer sejtek is fertdzotté valtak. In vivo, a
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megfertéz0dott macrophagok tovabbithatjdk a virust a placenta mdas sejtjei és a
chorionbolyhok kapillarisai fel¢. Ezt alatamaszthatja az a megfigyelés, hogy cytomegalovirus
okozta placentitis esetén a macrophagokban viralis antigéneket lehet kimutatni [Sinzger et al.,
1993].

Kimutattuk, hogy HCMV replikdciojanak stimulalasat a kokultivacid soran a
macrophagok altal nagy mennyiségben termelt IL-8 ¢s TGF-f1 okozza. Bar nem ismerjiik az
ST sejtek és a placenta macrophagok kolcsonhatdsdnak molekularis mechanizmusat,
valdsziniileg fontos szerepet jatszanak ebben azok az adhézids molekuldk, amelyek mindkét
sejttipus felszinén megtatalhatéak [Xiao et al., 1997].

Az IL-8 és a TGF-B1 hatasat blokkolo ellenanyagok segitségével kimutattuk, hogy a
két citokin egyiittesen jobban fokozta a HCMV replikacigjat, mint kiilon-kiilon. Ez azzal
magyarazhat6, hogy mig a TGF-B1 egy cellularis transzkripcids faktoron keresztiil (nuclear
factor-1, NF-1) a f6 IE-promoterre hat és a nagyon korai gének expressziojat fokozza, addig
az IL-8 a nagyon korai és a késoi viralis proteinek mennyiségét is képes novelni [Murayama
et al., 1994; Murayama et al., 1998].

Vizsgélataink eredményei szerint az ST réteg és a Hofbauer sejtek kozotti
kolesonhatasnak fontos szerepe lehet a HCMV szétterjedésében a placenta szovetei kozott. A
HCMV transzplacentalis atvitele azonban — még az anya primer fertézése esetén is —
ritkdbban kovetkezik be, mint amit az in vitro kisérleteink eredményei alapjan feltételeznénk.
Az in vivo és az in vitro megfigyelések kozotti eltérést megmagyardzhatja, hogy egyrészt az
ST sejtek fertézésé¢hez nagyszamu infektiv viriont tartalmazé inokulum sziikséges [Hemmings
et al., 1998; Goldstein et al., 1988], masrészt a fert6zés helyéhez tapadt NK (natural killer)
sejtek elpusztithatjak a fert6zotté valt syncytiotrophoblastokat [Zdravkovic et al., 1994]. Ezek
a korlilményeknek csokkenthetik a cytomegalovirus magzatba torténd atjutdsanak
valdszinliségét.

A HIV-1 transzplacentalis terjedésének vizsgalata soran, elészor a syncytiotrophoblast
sejtek szabad HIV-1 viruspartikulakkal torténd fertdzésének lehetdségét kivantuk tisztazni, a
vesicular stomatitis virus (VSV) pszeudotipusaival. A T-lymphotrop IIIB illetve a
macrophagtrop Ba-L  HIV-1  torzsekkel pszeudotipizdlt VSV  képes volt a
syncytiotrophoblastokba bejutni. Ezzel szemben a T-lymphotrop MN, a macrophagtrép
Ada-M ¢s a kettOs tropizmustt RF [Doranz et al., 1997] torzsekkel pszeudotipizalt VSV nem
bizonyult infektivnek. Eredményeink alapjan a HIV-1 torzsek eredeti, T-lymphocytakra
illetve macrophagokra vonatkoztatott tropizmusa €s a syncytiotrophoblast sejtekbe torténd

bejutasa koOzott nincs Osszefliggés. Hasonld megfigyelésrdl szamolt be Tateno és

37



munkacsoportja (1989), akik szerint a HIV-1 izolatumoknak a humdan fibroblast sejteken
tapasztalt fertdzoképessége, valamint az izolatumok eredete és T-sejt illetve macrophag
tropizmusa kozott nincs Osszefiiggés. A syncytiotrophoblastok tehat megfertézhetok
sejtmentes HIV-1 virionnal, de a penetraci6 képessége torzsspecifikus. Mindez arra utal, hogy
csak egyes anyai HIV-1 varidnsok képesek athatolni a trophoblast rétegen. Tovabbi
vizsgalatokkal kell kideriteni, hogy a kolonbozé variansok burok glikoproteinjeinek
szerkezete €s a syncytiotrophoblastokra vonatkoztatott tropizmusa kéz6tt mi a kapcsolat.

A HIV bejutasa a CD4" T-lymphocytakba és macrophagokba membranfizioval
torténik. Ennek sordn a virus gpl20 glikoproteinje eldszor a CD4 receptorhoz, majd egy
koreceptor molekulahoz kotédik. Az igy l1étrejovo konformacios valtozas teszi lehetdve, hogy
a gp4l glikoprotein kapcsolatba 1épjen a sejt felszinén 1évo fuzios receptorral. A HIV-1
izolatumok analizise sordn megallapitottdk, hogy azok a sejttropizmusuktol fiiggen
kiilonboz6 kemokin receptorokat hasznalnak koreceptorként. A T-lymphotrop HIV-1 torzsek
szdmara a CXCR4 [Feng et al., 1996], mig a macrophagtropok esetén a CCRS [Dragic et al.,
1996] a koreceptor. A CCR3 szerepe kevéssé tisztazott. Abban az esetben, ha a célsejt
felszinén a CCR3 nagy mennyiségben jelen van, T-lymphotrop és macrophagtrop torzsek
bejutdsaban is szerepe lehet [Alkhatib et al., 1997; Rucker et al., 1997]. Kimutattak azonban,
hogy a macrophagtrop HIV-1 torzsek a primer macrophagokba valé bejutashoz nem
hasznaljak a CCR3-t, annak ellenére, hogy jelentés mennyiségben expresszalodik ezeknek a
sejteknek a felszinén [Rana et al., 1997; Ghorpade et al., 1998]. A T-lymphocytakon kevés
CCR3-t lehet kimutatni, ezért valoszinlileg nincs szerepiik a T-lymphotrop torzsek
bejutasaban [Ponath et al., 1996]. A prototipus T-sejttrop torzsek is inkdbb a CXCR4 révén
fertdzik meg a CD4" sejteket [Bjorndal et al., 1997]. Ugy tiinik, hogy a CCR3 molekulat a
kettds tropizmusu torzsek hasznaljdk macrophagokba vagy dendritikus sejtekbe vald
bejutashoz [Rana et al., 1997; Rubbert et al., 1998]. A blokkolasi kisérletek eredményei azt
jelzik, hogy a HIV-1 sem CD4-et, sem kemokin receptorokat nem haszndl a
syncytiotrophoblast sejtek fertézése soran. Ezt alatdmasztjak azok a megfigyelések, miszerint
a syncytiotrophoblastok felszinérdl hidnyoznak a CD4 [Lairmore et al., 1993], a CXCR4 és a
CCRS5 [Moussa et al., 1999] molekuldk. A CD4-receptortdl fiiggetlen HIV fert6zést tobbfeéle
sejttipusban kimutattak, igy az idegrendszer sejtjeiben [Harouse et al., 1989], izomsejtekben

[Clapham et al., 1989], kotdszoveti sejtekben [Tateno et al., 1989], majsejtekben [Cao et al.,
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1990], colorectalis epitheliumban [Omary et al., 1991] és endothel sejtekben [Moses et al.,
1993]. A HIV-1 a CD4-negativ sejtekbe manndz receptorok [Ezekowitz et al., 1989],
galaktozil-ceramid receptorok [Bhat et al., 1991; Fantini et al., 1993] vagy egy membranhoz
kotott, gpl20-at kotd protein [Curtis et al., 1992] révén juthat be. A HIV-1 izolatumok
megfertdzhetnek CD4-negativ sejteket olyan moddon is, hogy kozvetleniil kolcsonhatasba
Iépnek egy kemokin receptorral [Hesselgesser et al., 1997; Miss¢ et al., 1999]. A HIV-1 a
syncytiotrophoblastokba elvileg vagy kozvetlen membranfizioval, vagy endocitdzissal juthat
be. A syncytiotrophoblast sejtek felszinén 1évé HIV-1-k6té molekulak azonositasa eldsegitené
a viruspenetracido mechanizmusanak megértését.

A pszeudotipusokkal végzett fertézések egyértelmiien bebizonyitottak, hogy a viralis
replikécio elsd 1épései végbemehetnek a syncytiotrophoblast sejtekben. Az in vitro HIV-vel
fertdzott syncytiotrophoblast kultirakban a legjobb esetben is csak igen csekély mértékii
virusiirités figyelheté meg [Mano and Chermann, 1991; Zachar et al., 1991b; Fazely et al.,
1995]. A penetraciot kovetden a virusreplikacid gatolt lehet a reverz transzkripcio, a proviralis
DNS integralodasa, vagy a transzkripcid szintjén. A proviradlis DNS jelenlétét igazold
megfigyelések alapjan a transzkripcio gatlasa valdszind.

A lehetséges kofaktorialis tényezok koziil azt vizsgéltuk, hogy lehet-e szerepe a
placenta macrophagoknak a HIV-1 replikacidjanak indukalasdban. Amikor az énmagukban
tenyésztett ST sejteket megfertdztiik a HIV-1 Ba-L torzsével, nem tudtunk a kulturdk
feliiluszojaban virust kimutatni. Ha azonban a syncytiotrophoblastokat a fert6zést kdvetden
placenta macrophagokkal kokultivaltuk, a feliilluszoban detektalhato volt a HIV.

Eredményeink szerint tehat az ST sejtek és a placenta macrophagok kozotti
kolcsonhatas a HIV-1 latens fertézését produktivva teheti a syncytiotrophoblastokban. S6t, a
kokultivalt tenyészetekben a macrophagok is fert6zotté valtak. A virusspecifikus Tat és p24
fehérjék megjelenésének kinetikaja azt bizonyitja, hogy a HIV replikacioja el0szor az ST
sejtekben valt permisszivvé, majd ezt kovetden a trophoblastokbdl iiriild virus fertdézte meg a
macrophagokat. Ez §sszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy HIV-pozitiv terhes néknél
a placenta macrophagjaiban HIV-specifikus antigén és nukleinsav gyakran kimutathatd
[Lewis, 1990; Backé et al., 1992; Martin et al., 1992]. A fert6zott syncytiotrophoblastbol és
fertdzetlen macrophagbol all6 kokultivacios rendszeriink egy olyan jelenséget modellez, ami

végbemehet a HIV transzplacentalis atvitele soran.
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Kimutattuk, hogy a sejt-sejt kdlcsonhatds, valamint a HIV fertézés a Hofbauer
sejtekben fokozott citokintermelést eredményezett. Az ST sejtekkel valo egyiittes tenyésztés
hatasaként a placenta macrophagokban az IL-6 és a TNF-a gének expresszidjanak gyors és
atmeneti megemelkedését figyeltik meg. Jelenleg nem ismertjiilk még a citokinszekrécid
stimuldlasanak mechanizmusat, ezért tovabbi vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy feltarjuk a
folyamatban szerepet jatszo adhézids molekuldkat és szignalizacios ttvonalakat.

A blokkolasi kisérletekbdl kidertilt, hogy a HIV replikéciojat teljes mértékben gatolni
lehetett a 6 napig tartd anti-IL-6 és anti-TNF-a kezeléssel. Ebbdl kdvetkezik, hogy a sejt-sejt
kontaktus kovetkeztében kivalasztott IL-6 és TNF-a okozta a latens HIV-1 fert6zés
produktivva valasat a syncytiotrophoblastokban. Az anti-citokin ellenanyagokkal elvégzett
vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy az IL-6 és a TNF-a egyiittes hatdsa szinergisztikus.
Ez azon alapulhat, hogy eltér6 modon fejtik ki aktivald hatasukat. A TNF-a az NF-xB
celluldris transzkripcids faktoron keresztiil indukélhatja a provirdlis DNS transzkripciojat.
[Duh et al., 1989]. Az IL-6 legalabb két kiilonb6z6 uton hat. A C/EBP transzkripcids faktor
kozvetitésével hat a HIV transzkripcidjara [Vesanen et al., 1992; Swingler et al., 1992;
Henderson et al., 1996; Cantwell et al., 1998], és fokozhatja a virus szaporodasat
poszttranszkripcios szinten is [Poli et al., 1990].

A Hofbauer sejtek a kokultivaciods tenyészetekben a HIV fertdzés hatasara is novelték
a citokinek {iritését. Tobb tanulmany is beszamol réla, hogy a HIV burkanak glikoproteinjei
¢s a Tat fehérje is képes fokozni az IL- [Wahl et al., 1989; Lafrenie et al., 1997], az IL-6
[Oyaizu et al., 1991; Scala et al., 1994] és a TNF-a [Takeda-Hirokawa et al., 1997; Chen et
al., 1997] termelését. A glikoproteinek a sejtfelszini CD4 receptor altal medialt szignal
transzdukcid utjan hatnak, a Tat fehérje pedig transzaktivalja a citokineket kodolo gének
promotereit. A HIV-fert6zott macrophagok altal termelt IL-1B, IL-6 és TNF-a igy tovabb
fokozhatja a fertézott sejtek virustermelését.

A placenta bizonyos mértékig barriert képez a HIV fertdzéssel szemben. A virus
atjutdsa tobb szinten is gatolt lehet. Vizsgalataink eredményei szerint a HIV-1 bejutasa a
syncytiotrophoblastokba torzsspecifikus. Ez dsszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a
chorionbolyhok trophoblast sejtjeiben kimutathatd viruspopuléciok sokkal homogénebbek,
mint azok amelyeket az anyai vér mononuklearis sejtjeiben lehet detektalni a terhesség alatt
[Menu et al., 1999]. Az els6 akadalyt tehat az ST sejtek képezik. Ismeretes, hogy a placentan
szinte kizardlag csak macrophagtrop HIV-1 torzsek jutnak 4t [Van’t Wout et al., 1994;
Ometto et al., 1995]. Eredményeink szerint a mobilis Hofbauer sejtek képesek a HIV

szaporoddsat indukdlni a latensen fertdzott trophoblastokban, és az abbol {iriild
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macrophagtrop virussal fertézhetok. Valdszinli, hogy még a macrophagtrop torzsek
transzplacentalis atjutasa sem abszolut érvényl. Az atvitel gyakorisagat csokkentd tényezd
lehet a syncytiotrophoblast réteg folyamatos cseréje. Az ST réteg idonként levalik, és az alatta
elhelyezkedd cytotrophoblastokbol képzdédik ujra [Smith et al., 1997]. Ez a fertézott sejtek
szamanak csokkenését eredményezheti. Ezaltal csokken annak valdszintisége, hogy a placenta
macrophagok ,,atveszik” a virust. A HIV transzplacentalis atvitele tehat egy olyan kaszkad

folyamat, melynek fontos elemei a syncytiotrophoblastok és a Hofbauer sejtek is.
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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 sejtmentes HIV-1 virionokkal torténd fert6zésének
lehetdségét VSV(HIV-1) pszeudotipusokkal tisztaztuk. Vizsgalataink eredményei szerint
egyes HIV-1 torzsek képesek az ST sejtekbe bejutni. A penetracid képessége nincs
Osszefiiggésben a HIV-1 torzs T-sejtekre €s macrophagokra vonatkoztatott tropizmusaval,
és a bejutds mas mechanizmussal torténik, mint T-lymphocytdk vagy macrophagok
esetében.

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

torténo terjedésében.
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