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Human cytomegalovirus izolatumok IL-8 indukcioja és szaporodasuk epithelsejtekben
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Inducerea producerii de IL-8 si replicarea virusului citomegalic
uman in celulele epiteliale

Celula epiteliald este tinta in vivo a infectiei cu virusul citomegalic uman
(HCMV). Conform studiilor noastre anterioare, numdrul celulelor ce
exprima genele foarte timpurii ale virusului in culturi celulare de sin-
citiotrofoblasti (ST) infectati cu HCMV depinde de cantitatea de IL-8
formata. Stiind, cd IL-8 intensifica replicarea virald in numeroase tipuri
de celule, este probabila existenta unei corelatii intre capacitatea induce-
rii producerii de IL-8 si replicarea virala in culturi ST, eventual si in alte
celule epiteliale. Pentru a verifica aceasta ipoteza, am examinat capaci-
tatea inducerii producerii de IL-8 de catre izolate HCMV si replicarea
virala intr-o alta celuld epiteliald, in celula A549. Am determinat relatia
dintre cantitatea de citokine produs, frecventa expresarii genelor foarte
timpurii §i incdrcétura virald. S-a constatat, ca izolatele HCMV au capa-
citate diferitd in inducerea producerii de IL-8 in celulele epiteliale A549
si ca numarul celulelor care exprima gene foarte timpurii si incircitura
virala depind de cantitatea de IL-8 produsi. Se poate presupune cé evolu-
tia infectiet HCMYV in vitro in celulele epiteliale este determinata primar
de diferentele in tropism ale tulpinilor virale, unul dintre factorii acestuia
fiind capacitatea inducerii producerii de IL-8.
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A human cytomegalovirus (HCMV) a Herpesviridae csa-
lad ubikviter el6forduldsu tagja. A tobbi herpesvirushoz
hasonldéan immunkompetens egyénekben tiinetmentes,
vagy esetleg enyhe tiinetekkel jaré akut fert6zést okoz. Ezt
kovetSen klinikai tiinetek nélkiil perzisztal a szervezetben
és reaktivalodva ujra aktiv fertézést okoz. A virus okozhat
kiilonboz6 sulyossagu klinikai tiinetekkel jaré megbetege-
déseket is, ha a szervezet immundeficiens allapotba kertil.
Ez bekovetkezhet természetes tuton (velesziiletett vagy
szerzett immundeficiens allapot) vagy immunszuppresszio
kovetkeztében, igy a szerv vagy csontveld transzplantaltak-
ban, kemoterapids kezelésben részesiilé daganatos bete-
gekben. A betegség lefolyasa rendszerint kedvezébb, ha az
yjra fert6z6dés CMV-specifikus immunallapot jelenlétében
torténik [1].

In vivo a HCMV kilonboz6é sejt tipusokat, igy
epithelsejteket is fert6z. Immunkompetens egyénekben
az epithelsejtek kozponti szerepet jatszanak a HCMV ter-
jedésében és a perzisztencidban [1]. A HCMV in vitro,
epithelsejtekben  torténd szaporodasianak mértékével
kapcsolatos eredmények ellentmondéak [2]. A HCMV
epihelsejt tropizmusanak elemzése soran a legtobb esetben
laboratériumi torzseket alkalmaztak és nem vették figye-
lembe a torzsek kozotti killonbségeket. Kevéssé ismertek a
HCMV epithelsejt tropizmusat meghatérozé viralis fakto-
rok. Korabbi vizsgalataink szerint a HCMV izolatumokkal
fert6zott syncytiotrophoblast (ST) tenyészetekben a képz6-
dott IL-8 mennyiségétdl fligg a virus igen korai gén (IE)-
jét kifejez6 sejtek szama [3]. Ismerve, hogy az IL-8 szdmos
sejtféleségben fokozza a HCMV szaporoddasat [4], valo-
szind, hogy az izolatumok IL-8 indukald képessége Gssze-
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Human cytomegalovirus strains elicit different levels of IL-8 and
permissiveness in epithelial cells

Epithelial cells are targets of permissive infection by human cytomega-
lovirus (HCMYV) in vivo during acute disease. We observed that syncy-
tiotrophoblast (ST) cells infected with HCMV strains isolated from con-
genital infections induced different amount of interleukin-8 (IL-8) and
immediate-early (IE) viral gene expression. This suggests that interstrain
differences in HCMV-epithelial cell tropism may determine the outcome
of HCMYV infection. To test this hypothesis and to establish whether the
permissiveness of HCMYV infection in epithelial cells depends primar-
ily on the IL-8-inducing capacity of the strain, A549 cells were infected
with HCMYV isolates of different origins. The data revealed that the IL-
8-inducing capacities of various HCMV isolates differed in the A549 cell
cultures, and the IE gene expression and the virus production were IL-8
dose-dependent.
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fiigg szaporodasuk mértékével a ST-okban és esetleg egyéb
epithelsejtekben is. Feltételezésiink alatdmasztasara vizsgal-
tuk egy masik epithelsejtben, az A549 sejtben a kiilonb6z6
HCMYV izolatumok IL-8-at indukald képessége és a fertzés
kimenetele kozotti Osszefiiggést. Meghataroztuk a képz6-
dott cytokin mennyisége, az IE gén kifejez8désének gyako-
risdga és az infektiv virushozam kozétti kapcesolatot.

Anyag és modszer

Virus. Vizsgalatainkhoz AD169 és Towne laboratdriumi
torzset, valamint HCMV izoldtumokat hasznaltunk. Az
E33, S és 128V jelt klinikai izolatumok kongenitdlisan fer-
t0zott csecsemd vizeletébdl, az E5 jelit felndtt beteg vizele-
tébdl, a 74 és 20 jelt pedig vesetranszplantalt beteg vérébdl
szarmazott. Az S jeli izolatumot Dr. Schirm J. (Regional
Public Health Laboratory, Groningen, Hollandia), a 74 és
20 jelit izolatumot Bruggeman C. professzor (Department
of Medical Microbiology, University Hospital Maastrich,
Hollandia) bocséatotta rendelkezésiinkre. A t6bbi HCMV
torzset laboratériumunkban izolaltuk MRC-5 sejten. Az
infektiv virus mennyiségének meghatarozasa MRC-5 sejt-
tenyészeten plakk modszerrel tortént.

Sejttenyészet. A human alveoldris sejt karcinomabdl szar-
maz6 A549 tiid6 epithelsejteket 24 valyulatu tenyésztSlemez-
ben 37°C-on 5% CO,-ot tartalmazo, 100%-os relativ paratar-
talmu termosztatban inkubaltuk. A valyulatokba 2x10° sejtet
mértiink 1ml tépfolyadékban [Dulbecco Minimal Essential
Medium (MEM), 10% fetal borjisavo (FBS) és antibiotikumok
(penicillin, gentamycin és mycostatint)].
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Izolatumok IL-8 indukalo képességének vizsgalata. A
24 bras A549 sejttenyészeteket egyszer mostuk FBS mentes
Dulbecco MEM-mel és fertéztitk HCMV-vel. A virus/sejt
arany, azaz a multiplicity of infection (MOI) 0,1 vagy 1
plakk-formald egységnyi (PFE) virus/sejt volt. A kontroll
(Alfert6zott) és fertdzott sejteket 25°C-on 750 x g-vel 60 per-
cig centrifugaltuk majd 2 6ran at termosztatban inkubaltuk.
Az inkubdciét kovetden a virus inoculomot eltavolitottuk,
a sejteket 6tszor mostuk FBS mentes Dulbecco MEM-mel.
A fert6zott sejtek tovabbi inkubacidja 1% FBS-t és antibio-
tikumokat tartalmazé Dulbecco MEM-ben, termosztatban
a fenti korilmények kozott tortént. A sejttenyészetek feliil-
uszoit a fertzést kovetd kiilonbozé idépontokban Gssze-
gytjtottik, centrifugaltuk és —70 °C-on téroltuk. A felil-
uszOkban talalhat6 IL-8 értékmérése ELISA Kittel tortént
(R&D Systems Inc., Minneapolis, MN).

Immunfluorescens modszer. A fertézést kovetd 48
6ra mulva a sejttenyészetet fixaltuk -20 °C-on aceton:
etanol 1:1 ardnyd keverékével. A HCMV-sal fertézott sej-
tek magjaban az IE antigént indirekt immunfluoreszcens
modszerrel mutattuk ki. Els6 ellenanyagként egérben ter-
melt IE specifikus monoklondlis ellenanyagot (MAB810)
(Chemicon International Inc., Temecula, CA USA), maso-
dik ellenanyagként fluoreszcein izotiocianat (FITC)-konju-
galt, egér immunglobulinra specifikus nyulsavot hasznal-
tunk (Sigma). A sejtek magjat 4’6-diamino-2-fenilindollal
(DAPI) festettiik. Az UV-mikroszképban megszamoltuk a
DAPI-val festett sejtmagok és az IE antigén pozitiv sejtek
szamat 30-30 latotérben. A fert6zés hatdsossagat a 400 sejt-
re vonatkoztatott IE-t kifejezé sejtek szamanak atlagaval +
standard deviaci6 értékével adtuk meg.

Virushozam meghatarozasa. Az izolatumukkal fertd-
z0tt sejtekben képz6dott virus extracellularis mennyiségét
MRC-5 sejtekben plakk modszerrel hatdroztuk meg.

Eredmények

Munkank soran vizsgaltuk kiilonb6z6 HCMYV izolatumok
IL-8-at indukald képessége és a fertézés kimenetele kozotti
Osszefliggést az A549 epithelsejtben. Az in vivo viszonyok-
hoz hasonl6 kériilményeket utanozva a MOI alacsony (0,1)
volt. Az IL-8 mennyiségét mind a kontroll tenyészet, mind
a laboratoriumi (AD169 és Towne) torzsekkel fertdzott te-
nyészetek és a legtobb izolatummal fert6zott tenyészet tap-
folyadékaban alacsonynak taldltunk. A 128V és az E5 torzs

6000+
5000+
40004

3000+

IL-8 (pg/ml)

2000+

10004

control Towne AD169 E33 s 128v ES 74 20
virustérzsek

lényegesen nagyobb mennyiségt IL-8-termelést indukaltak
(1. dbra). A HCMV fert6z6tt sejtekben az IE gén kifejez6-
désének mértéke a laboratoriumi (AD169 és Towne) tor-
zsekkel fertdzott tenyészetekben alacsonyabb volt, mint
az izolatumokkal fertézottekben. Az E5 jeldt izolatummal
fert6zott tenyészetben 3-szor, mig a 128V jeldi izolatummal
fertézottben 7-szer tobb IE génterméket tartalmazd sejt
volt, mint a laboratériumi torzsekkel fertézott tenyészetek-
ben (1.tablazat). A 128V és az E5 jelli torzsek szaporodasa
jelentds volt a laboratériumi (Towne) torzs szaporodasaval
szemben. Az extracellularis virus mennyiségének maximu-
ma a fert6zést kovetd a 3-4. napon volt (2. abra).

1.tablazat. HCMV izoldtumokkal fertdzott A549 sejtekben képzdott IL-8 és
IE kapcsolata

IE3 antigén pozitiv sejtmagok

HCMV izoldtumok2 IL-8 pg/ml szdma/ 400 sejt
- 108 -

E33 385 57 %25
128V 5009 14+ 3,0

E5 2216 7,1 £3,0
Towne 156 1,9+04
AD169 329 3,0+1,3

148 6raval a fertdzést kivetden, 2MOI: 0,1, %igen korai antigén

Megbeszélés és kovetkeztetés

A vizsgalat eredményei azt mutatjdk, hogy a HCMV
izolatumok IL-8-at indukal6 képessége kiilonboz az A549
epithelsejtekben is. Megallapithatd, hogy a képzédott IL-8
mennyisége Osszefligg a virus IE génjét expresszald sejtek
szamaval és a virushozammal. Ez arra utal, hogy bizonyos
HCMV gén(ek) kifejez8dése sziikséges(ek) a virus szapo-
rodésahoz epithelsejtekben. Egyike lehet ezeknek az IL-8
termelést indukalé gén. Feltételezhet, hogy egyes HCMV
torzsek azaltal, hogy epithelsejtekben nagymennyiségii IL-8
termelést indukalnak megteremtik maguknak a szaporoda-
sukhoz szitkséges optimalis viszonyokat nemcsak in vitro,
hanem in vivo is. Az alacsony szint(i IL-8 termelést induka-
16 torzsek a fertézott sejtekben csak perzisztalnak, szaporo-
dasukhoz pedig egy feliilfert6z6 virus vagy baktérium biz-
tosithatja az optimalis IL-8 szintet. Annak igazolasara, hogy
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1. abra. HCMV torzsek IL-8 termelése A549 sejthen
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2. abra. HCMV torzsek szaporoddsa A549 sejtben
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a HCMV-vel fert6zott epithelsejtekben a fertdzés kimene-
telében a virus torzsek IL-8 termelést indukalé képessége
jelentds, esetleg elsédleges szerepet jatszik, tovabbi vizsga-
latok sziikségesek.
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