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Ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ëàìèíèñâÿçûâàþùåãî áåëêà (ËÑÁ) íà êëåòî÷íîé ìåìá-
ðàíå òðåõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, â òîì ÷èñëå êëåòîê 293, òðàíñôîðìèðîâàííûõ ïëàçìèäîé, ñîäåðæàùåé ãåí
ËÑÁ ÷åëîâåêà. Êëåòêè Vero, îòëè÷àþùèåñÿ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè ËÑÁ íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè,
îáåñïå÷èâàëè áîëåå âûñîêèé óðîâåíü ðåïëèêàöèè âèðóñà Âåíåñóýëüñêîãî ýíöåôàëîìèåëèòà ëîøàäåé
(ÂÝË). Îáðàáîòêà ïîâåðõíîñòè êëåòîê Vero ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ËÑÁ ÷åëîâåêà ïðèâî-
äèëà ê èíãèáèðîâàíèþ ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË áîëåå ÷åì â 200 ðàç. Êëåòêè 293 èìåëè áîëåå íèçêèé óðî-
âåíü ýêñïðåññèè êëåòî÷íîãî ËÑÁ, îäíàêî, òðàíñôîðìèðîâàííûå ïëàçìèäîé ñ ãåíîì ËÑÁ, îíè îáåñïå÷è-
âàëè ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè êëåòî÷íîãî ËÑÁ. Ïðè ýòîì óðîâåíü ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË âîçðàñ-
òàë â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ (9S2) áîëåå ÷åì â 2000 ðàç â ñðàâíåíèè ñ èñõîäíûìè êëåòêàìè 293.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè ïðèíöèïèàëüíî âàæíóþ ðîëü ËÑÁ â ïðîíèêíîâåíèè âèðèîíîâ â ÷óâñò-
âèòåëüíûå êëåòêè è â ïîñëåäóþùåé ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ. Ýòî äàåò îñíî-
âàíèå ñ÷èòàòü, ÷òî ËÑÁ ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì êëåòî÷íûì áåëêîì, êîòîðûé ìîæåò ïðåäîïðåäåëÿòü óðîâåíü
ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË â êëåòêå ïîñðåäñòâîì áëîêèðîâàíèÿ èëè óñèëåíèÿ ïðîíèêíîâåíèÿ âèðóñíûõ ÷à-
ñòèö ÷åðåç ìåìáðàíó êëåòêè. ËÑÁ ìîæåò ñëóæèòü ïåðñïåêòèâíûì êëåòî÷íûì áåëêîì-ìèøåíüþ äëÿ ðàç-
ðàáîòêè íîâîãî ïîêîëåíèÿ ïðîòèâîâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ, ñïîñîáíûõ áëîêèðîâàòü (óñèëèâàòü) ðåïëèêà-
öèþ àëüôàâèðóñîâ â êëåòêàõ ÷åëîâåêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëàìèíèíñâÿçûâàþùèé áåëîê, êëåòî÷íûå ëèíèè 293 è Vero, òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå êëåòêè, èíãèáèðîâàíèå ðåïëèêàöèè, âèðóñ Âåíåñóýëüñêîãî ýíöåôàëîìèåëèòà ëîøàäåé.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ÂÇÍ — âèðóñ Çàïàäíîãî
Íèëà, ÂÝË — Âåíåñóýëüñêèé ýëöåôàëîìèåëèò ëîøàäåé, ÈÔÀ — èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç, êèÐÍÊ —
êîðîòêèå èíòåðôåðèðóþùèå ÐÍÊ, ËÑÁ — ëàìèíèíñâÿçûâàþùèé áåëîê, ðËÑÁ — ðåêîìáèíàíòíûé ëàìè-
íèíñâÿçûâàþùèé áåëîê, ÌÊÀ — ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ÒÖÏÄ50 — 50%-íàÿ òêàíåâàÿ öèòîïàòè÷å-
ñêàÿ äîçà, ÖÏÄ — öèòîïàòè÷åñêîå äåéñòâèå, PrP — ïðèîíîâûé áåëîê.

Âèðóñ Âåíåñóýëüñêîãî ýíöåôàëîìèåëèòà ëîøàäåé
(ÂÝË) îòíîñèòñÿ ê ðîäó Alphavirus, ñåìåéñòâî Togaviridae
(Young, Johnson, 1969; Walton, Grayson, 1988). Âèðèîí ñî-
äåðæèò îäíîöåïî÷å÷íóþ èíôåêöèîííóþ (+) ÐÍÊ è èìååò
ðàçìåð îêîëî 70 íì â äèàìåòðå (Strauss, Strauss, 1994; Ful-
ler et al., 1995). Ìîëåêóëà ÐÍÊ îáðàçóåò êîìïëåêñ
ñ 240 êîïèÿìè êàïñèäíîãî áåëêà Ñ, ôîðìèðóÿ íóêëåîêàï-
ñèä. Íóêëåîêàïñèä îêðóæåí ëèïèäíûì áèñëîåì, ôîñôî-
ëèïèäíûé ñîñòàâ êîòîðîãî îáû÷íî èìååò ñõîäñòâî ñ ïëàç-
ìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé êëåòêè õîçÿèíà. Ãëèêîïðîòåèíû
Å1 è Å2 â âèäå ãåòåðîäèìåðîâ âõîäÿò â ñîñòàâ ëèïèäíîé
îáîëî÷êè (Ziemiecki, Garoff, 1978; Rice, Strauss, 1982).
Ãëèêîïðîòåèí Å1 ñîäåðæèò ãèäðîôîáíûé äîìåí (ïåïòèä
ñëèÿíèÿ), ðàñïîëîæåííûé â ðàéîíå îò 75 äî 97 àìèíîêèñ-
ëîòíûõ îñòàòêîâ, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ êîíñåðâàòèâíûì ñðå-
äè àëüôàâèðóñîâ è îïðåäåëÿåò ñëèÿíèå ìåìáðàí âèðóñà è
êëåòêè (Pletnev et al., 2001).

Àëüôàâèðóñû ñïîñîáíû èíôèöèðîâàòü ðàçëè÷íûå
òèïû êëåòîê, â òîì ÷èñëå íåéðîíû è ãëèàëüíûå êëåòêè,
ïîïåðå÷íîïîëîñàòûå è ãëàäêèå ìûøå÷íûå êëåòêè, êëåòêè

ëèìôîèäíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ñèíîâèàëüíûå êëåòêè è
àäèïîöèòû. Ýòî ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àëüôàâèðó-
ñû èñïîëüçóþò îäèí âûñîêîêîíñåðâàòèâíûé êëåòî÷íûé
ðåöåïòîð äëÿ ïðîíèêíîâåíèÿ â ðàçëè÷íûå òèïû êëåòîê.
Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íåêîòîðûå àëüôà- è ôëàâèâè-
ðóñû èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà 67 êÄà
ëàìèíèíîâûé ðåöåïòîð (Wang et al., 1991; Ludwig et al.,
1996; Protopopova et al., 1999; Thepparit, Smith, 2004).
Ýòîò áåëîê èìååò òàêæå äðóãèå íàçâàíèÿ: ëàìèíèíîâûé
ðåöåïòîð, 32 êÄà/67 êÄà ëàìèíèíîâûé ðåöåïòîð, âûñîêî-
àôôèííûé ëàìèíèíîâûé ðåöåïòîð, íåèíòåãðèíîâûé ëà-
ìèíèíîâûé ðåöåïòîð, áåëîê ð40 è ëàìèíèíñâÿçûâàþùèé
áåëîê (laminin-binding protein). Ëàìèíèíñâÿçûâàþùèé áå-
ëîê îáëàäàåò âûñîêîé êîíñåðâàòèâíîñòüþ: òàê, àìèíîêèñ-
ëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ËÑÁ ìûøè, ÷åëîâåêà è áûêà
èìåþò 98.3 % ãîìîëîãèè, à êðûñû è ÷åëîâåêà — 99 % (Le-
ucht et al., 2003). Ãåíû ïðåäøåñòâåííèêà ËÑÁ (37 êÄà)
áûëè îáíàðóæåíû ó äðîææåé, ìîðñêèõ ÷åðâåé, ãèäð, âûñ-
øèõ ðàñòåíèé è äðîçîôèë, à òàêæå áûëî âûÿâëåíî ñõîäñò-
âî ËÑÁ ñ ñåìåéñòâîì S2 ïðîêàðèîòè÷åñêèõ ðèáîñîìàëü-
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íûõ áåëêîâ (Ardini et al., 1998). Ëàìèíèíñâÿçûâàþùèé
áåëîê ó÷àñòâóåò â ïðîöåññàõ ñâÿçûâàíèÿ è ïðîíèêíîâåíèÿ
ïðèîíîâûõ áåëêîâ â êëåòêó (Gauczynski et al., 2001;
Hundt et al., 2001).

Èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ âèðóñà ÂÝË ñ êëåòêà-
ìè êîìàðà Ñ6/36 ïîêàçàëî, ÷òî âèðóñ ÂÝË âçàèìîäåéñòâó-
åò ñ ëàìèíèíñâÿçûâàþùèì áåëêîì, èìåþùèì ìîë. ìàññó
32 êÄà, íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê (Ludwig et al., 1996). Ïîçä-
íåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âèðóñ ÂÝË ñïîñîáåí èñïîëüçîâàòü
ËÑÁ êëåòîê ÷åëîâåêà è îáåçüÿíû â êà÷åñòâå êëåòî÷íîãî
ðåöåïòîðà, à ïîâåðõíîñòíûé ãëèêîïðîòåèí Å1 îáåñïå÷è-
âàåò âçàèìîäåéñòâèå ñ ËÑÁ ÷åëîâåêà (Áîíäàðåíêî è äð.,
2003, 2004à). Ñõîäñòâî ïðîñòðàíñòâåííîé è ôóíêöèîíàëü-
íîé îðãàíèçàöèè áåëêîâ Å ôëàâèâèðóñîâ è áåëêà Å1 àëü-
ôàâèðóñîâ òàêæå êîñâåííî ïîäòâåðæàåò âîçìîæíóþ ðîëü
ËÑÁ â êà÷åñòâå óíèâåðñàëüíîãî êëåòî÷íîãî ðåöåïòîðà
èëè êîðåöåïòîðà äëÿ àëüôà- è ôëàâèâèðóñîâ (Lescar et al.,
2001). Ïðèíöèïèàëüíàÿ âàæíîñòü ýòîãî âçàèìîäåéñòâèÿ
äëÿ ïðîíèêíîâåíèÿ âèðèîíîâ â êëåòêó áûëà ïîäòâåðæäå-
íà ýêñïåðèìåíòàìè ïî áëîêèðîâàíèþ ïîëèêëîíàëüíûìè
àíòèòåëàìè ìîëåêóë ËÑÁ íà ìåìáðàíå êëåòîê Vero, ÷òî
ñäåëàëî êëåòêè ðåçèñòåíòíûìè ê èíôèöèðîâàíèþ âèðó-
ñîì ÂÝË (Áîíäàðåíêî è äð., 2004â).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî äàëüíåéøåå èçó÷åíèå
ðîëè ËÑÁ â ïðîöåññå ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË â êëåòî÷íûõ
êóëüòóðàõ ñ ðàçíûì óðîâíåì ýêñïðåññèè ËÑÁ íà ïîâåðõíî-
ñòè êëåòêè, â òîì ÷èñëå è íà òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ
ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì ýêñïðåññèè ãåíà ËÑÁ ÷åëîâåêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å ê î ì á è í à í ò í û å á å ë ê è. Àôôèííî-î÷èùåííûé
ðåêîìáèíàíòíûé ëàìèíèíñâÿçûâàþùèé áåëîê (ðËÑÁ) ÷å-
ëîâåêà áûë ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí À. Â. Ñîðîêèíûì (ÃÍÖ
ÂÁ «Âåêòîð»). Ïîëó÷åíèå, î÷èñòêà è îñíîâíûå ñâîéñòâà
ðËÑÁ îïèñàíû ðàíåå (Ñîðîêèí è äð., 2000).

Ï ë à ç ì è ä û. Ïîëíîðàçìåðíàÿ êîïèÿ ãåíà ËÑÁ áûëà
âûðåçàíà èç ïëàçìèäû pQE-LBP (Ñîðîêèí è äð., 2000) ïî
ñàéòàì BamH1/NheI è ïåðåêëîíèðîâàíà â ïëàçìèäó
pREP9 â ïðÿìîé îðèåíòàöèè ïîä êîíòðîëåì öèòîìåãàëî-
âèðóñíîãî ïðîìîòîðà. Ïëàçìèäà pREP9-sLBP ñîäåðæèò
ãåí óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêó G418, ÷òî ïîçâîëèëî
âåñòè îòáîð ñòàáèëüíî òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëîíîâ ýóêà-
ðèîòè÷åñêèõ êëåòîê. Îïðåäåëåíèå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè êëîíèðîâàííîãî ãåíà ïðîâîäèëè íà àâòîìà-
òè÷åñêîì ñåêâåíàòîðå Beckman CEQ2000XL ñ èñïîëüçîâà-
íèåì íàáîðîâ ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

Â è ð ó ñ í û å ï ð å ï à ð à ò û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
âèðóñ ÂÝË, øòàìì ÒÑ-83, êîòîðûé áûë ïîëó÷åí èç êîë-
ëåêöèè ÃÍÖ ÂÁ «Âåêòîð». Âèðóñ êóëüòèâèðîâàëè íà
êóëüòóðå êëåòîê Vero ñ èñïîëüçîâàíèåì ñðåäû ÄÌÅÌ,
ñîäåðæàùåé 2 % ñûâîðîòêè ÊÐÑ è 80 ìêã/ìë ñóëüôàòà
ãåíòàìèöèíà. Èíôåêöèîííóþ àêòèâíîñòü âèðóñíûõ ñóñ-
ïåíçèé îïðåäåëÿëè òèòðîâàíèåì â 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøå-
òàõ ïî ðàçâèòèþ ÖÏÄ íà êóëüòóðå êëåòîê Vero (Chanas
et al., 1976). Î÷èñòêó âèðóñà ÂÝË ïðîâîäèëè â ãðàäèåíòå
ïëîòíîñòè ñàõàðîçû ñîãëàñíî èçâåñòíîé ìåòîäèêå (Enz-
mann, Weiland, 1979). Ïîëó÷åííóþ âèðóñíóþ ñóñïåíçèþ
õðàíèëè ïðè –70 °C àëèêâîòàìè. Êîíöåíòðàöèþ áåëêà
îïðåäåëÿëè ïðè ïîìîùè íàáîðà «Bio-Rad Protein Assay
Kit» ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ïðîèçâîäèòåëÿ ñ èñïîëüçîâàíè-
åì â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà ÁÑÀ.

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Êëåòî÷íûå êóëüòóðû
Vero è 293 áûëè ïîëó÷åíû èç áàíêà êóëüòóð êëåòîê ÃÍÖ

ÂÁ «Âåêòîð» è ïîääåðæèâàëèñü íà ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåð-
æàùåé 10 % ñûâîðîòêè ïëîäà êîðîâû è 80 ìêã/ìë ñóëüôà-
òà ãåíòàìèöèíà. Ïëàçìèäà pREP9-sLBP ñ êëîíèðîâàííûì
ãåíîì ËÑÁ áûëà èñïîëüçîâàíà äëÿ òðàíñôåêöèè êëå-
òîê 293 ñ ïîìîùüþ ëèïîôåêòèíà. Ïîëó÷åííûå òðàíñôå-
öèðîâàííûå êëåòî÷íûå ëèíèè êóëüòèâèðîâàëè íà ñåëåê-
òèâíîé ñðåäå ñ àíòèáèîòèêîì G418. Â ðåçóëüòàòå áûëà
ïîëó÷åíà ñòàáèëüíàÿ ëèíèÿ 9S2 èç êëåòîê 293, ñïîñîáíàÿ
ðàñòè íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå è ñîäåðæàùàÿ ïëàçìèäó ñ ãå-
íîì ËÑÁ ÷åëîâåêà â ïëþñ-îðèåíòàöèè.

Ì Ê À ê â è ð ó ñ ó Â Ý Ë è Ë Ñ Á. Ìûøèíûå è êðûñè-
íûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê ãëèêîïðîòåèíàì Å1 è Å2
âèðóñà ÂÝË áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû È. À. Ðàçóìî-
âûì. Ïîëó÷åíèå, î÷èñòêà è îñíîâíûå ñâîéñòâà ÌÊÀ îïè-
ñàíû ðàíåå (Agapov et al., 1994). Êîëëåêöèÿ ìûøèíûõ
ÌÊÀ è ËÑÁ ÷åëîâåêà, èñïîëüçîâàííûõ â äàííîé ðàáîòå,
îïèñàíà íàìè ðàíåå (Áîíäàðåíêî è äð., 2004á).

È ì ì ó í î ô å ð ì å í ò í û é à í à ë è ç. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ
ÈÔÀ êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â 96-ëóíî÷íîì ïîëèñòèðî-
ëîâîì ïëàíøåòå. Ìîíîñëîé (ïðèáëèçèòåëüíî 105 êëåòîê â
ëóíêå) êëåòîê ïðîìûâàëè 3 ðàçà ñðåäîé Äóëáåêêî è ôèê-
ñèðîâàëè 70%-íûì ðàñòâîðîì îõëàæäåííîãî ýòàíîëà â òå-
÷åíèå 20 ìèí ïðè –20 °C. Ïîñëå ïðîìûâêè ìåñòà íåñïå-
öèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ áëîêèðîâàëè äîáàâëåíèåì
0.5%-íîãî ðàñòâîðà êàçåèíà â çàáóôåðåííîì ôèçèîëîãè-
÷åñêîì ðàñòâîðå. Ïîñëå ýòîãî äîáàâëÿëè î÷èùåííûå
ÌÊÀ ïðîòèâ ðËÑÁ â ðàçëè÷íûõ ðàçâåäåíèÿõ. Îáðàçîâàâ-
øèåñÿ èììóííûå êîìïëåêñû âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ àíòè-
âèäîâîãî ïåðîêñèäàçíîãî êîíúþãàòà, ó÷åò ðåçóëüòàòîâ
ïðîâîäèëè ïî ðåãèñòðàöèè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè íà
ñïåêòðîôîòîìåòðå (Multiscan, Ôèíëÿíäèÿ) ïðè 492 íì.

È í ã è á è ð î â à í è å ð å ï ë è ê à ö è è â è ð ó ñ à Â Ý Ë
ï ð è ï î ì î ù è à í ò è ò å ë ï ð î ò è â ð Ë Ñ Á. Áëîêèðîâà-
íèå ËÑÁ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê Vero ïðîâîäèëè ïóòåì
ïðåäâàðèòåëüíîé èíêóáàöèè ìîíîñëîÿ êëåòîê (5·104 êëå-
òîê íà ëóíêó) ñ î÷èùåííûìè ìûøèíûìè ÌÊÀ ïðîòèâ
ðËÑÁ â 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ. Àíòèòåëà äîáàâëÿëè
â 100 ìêë ñðåäû ÄÌÅÌ ñ 2 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè. Ïî-
ñëå 1-÷àñîâîé èíêóáàöèè ïðè 37 °C â ëóíêè âíîñèëè
ïî 50 ìêë âèðóñíîé ñóñïåíçèè â ðàçëè÷íûõ ðàçâåäåíèÿõ,
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷, òðèæäû ïðîìûâàëè è äîáàâ-
ëÿëè ïîääåðæèâàþùóþ ñðåäó ÄÌÅÌ ñ 2 % ýìáðèîíàëü-
íîé ñûâîðîòêè. Óðîâåíü ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË îöåíè-
âàëè ïî ðàçâèòèþ ÖÏÄ â ëóíêàõ ïëàíøåòà è(èëè) ïðè ïî-
ìîùè ïðÿìîãî îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ñèíòåçà âèðóñíîãî
áåëêà Å2 â ÈÔÀ ñ èñïîëüçîâàíèåì ÌÊÀ ïðîòèâ ýòîãî
áåëêà, êàê îïèñàíî íàìè ðàíåå (Áîíäàðåíêî è äð., 2004à).

Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ì à ò å ð è à ë û è ð å à ê ò è-
â û: íåïîëíûé è ïîëíûé àäúþâàíò Ôðåéíäà, òðèñ-(îêñè-
ìåòèë)-àìèíîìåòàí, äèìåòèëñóëüôîêñèä, ìàðêåðû ìîëå-
êóëÿðíûõ ìàññ áåëêîâ, 3,3-äèàìèíîáåíçèäèí òåòðàãèä-
ðîõëîðèä, áèîòèí, ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíóþ êèñëîòó,
ãëèöåðèí, òðèïàíîâûé ñèíèé, êàïðèëîâóþ êèñëîòó, ñàõà-
ðîçó, ãëèöèí, òâèí-20, àçèä íàòðèÿ, ëèïîôåêòèí è àíòè-
áèîòèê G-418 (Sigma, ÑØÀ); ÏÝÃ-2000 (Merck, ÑØÀ) íà-
áîð äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè áåëêà «Bio-Rad Pro-
tein Assay Kit», àêðèëàìèä, áèñàêðèëàìèä, äîäåöèëñóëüôàò
íàòðèÿ, òåòðàìåòèëýòèëåíäèàìèí, 2-ìåðêàïòîýòàíîë, áðîì-
ôåíîëîâûé ñèíèé è Êóìàññè G-250 (Bio-Rad, ÑØÀ); ãè-
ïîêñàíòèí, àìèíîïòåðèí, òèìèäèí, îðòî-ôåíèëåíäèàìèí,
êàçåèí, áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ïåðîêñèäàçíûå
êîíúþãàòû àíòèòåë êîçû ïðîòèâ IgG ìûøè è êðûñû,
êîíúþãàòû ïåðîêñèäàçû ñî ñòðåïòîâèäèíîì (ICN, ÑØÀ);
ýìáðèîíàëüíóþ ñûâîðîòêó ïëîäîâ êîðîâû (Gibco, Àíã-
ëèÿ); ïëàñòèêîâóþ êóëüòóðàëüíóþ ïîñóäó (Costar, ÑØÀ);

Êëåòî÷íûé ëàìèíèíñâÿçûâàþùèé áåëîê è ðåïëèêàöèÿ âèðóñà ÂÝË 967



ïëàíøåòû äëÿ èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà ôèðìû
«ÑÏË-ãðóïï» (Íîâîñèáèðñê, Ðîññèÿ); ôåðìåíòíûå ïðåïà-
ðàòû ýíäîíóêëåàç ðåñòðèêöèè è ôåðìåíòîâ ìîäèôèêàöèè
(ÑèáÝíçèì, Íîâîñèáèðñê, Ðîññèÿ); ïëàçìèäó pREP9 (In-
vitrogen, ÑØÀ). Âñå îñòàëüíûå ðåàêòèâû áûëè îòå÷åñò-
âåííîãî ïðîèçâîäñòâà è èìåëè êâàëèôèêàöèþ íå íèæå
«õ÷».

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Î ö å í ê à î ò í î ñ è ò å ë ü í î ã î ó ð î â í ÿ ý ê ñ ï ð å ñ-
ñ è è Ë Ñ Á í à ï î â å ð õ í î ñ ò è ê ë å ò î ê ï ð è ï î ì î ù è
Ì Ê À. Äëÿ èçó÷åíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ËÑÁ íà ïîâåðõ-
íîñòè ðàçëè÷íûõ ýóêàðèîòè÷åñêèõ ëèíèé êëåòîê áûëî èñ-
ïîëüçîâàíî 6 òèïîâ ÌÊÀ è ËÑÁ ÷åëîâåêà, îïèñàííûõ
íàìè ðàíåå (Áîíäàðåíêî è äð., 2004á). Áûëè èññëåäîâàíû
3 êëåòî÷íûå ëèíèè: êëåòêè ïî÷êè çåëåíîé ìàðòûøêè
(Vero), êëåòêè ïî÷êè ýìáðèîíà ÷åëîâåêà (293) è òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûå ïëàçìèäîé, ñîäåðæàùåé ãåí ËÑÁ, êëåòêè
9S2 (òàáë. 1). Âñå òèïû èññëåäîâàííûõ ÌÊÀ, êðîìå 3Å6,
ëó÷øå âñåãî âçàèìîäåéñòâîâàëè ñ êëåòêàìè Vero, à õóæå
âñåãî — ñ êëåòêàìè 293. Ýòî ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ËÑÁ, îöåíèâàå-
ìûé êàê òèòð ÌÊÀ ïðîòèâ ËÑÁ, íà êëåòêàõ Vero âûøå,
÷åì íà îñòàëüíûõ èññëåäîâàííûõ êëåòêàõ. Îòíîñèòåëüíîå
ñðàâíåíèå êîíöåíòðàöèé ËÑÁ, íîðìèðîâàííîå ïðè ïîìî-
ùè ÌÊÀ 10Å4, ïîêàçûâàëî, ÷òî êîíöåíòðàöèÿ ìîëåêóë
ËÑÁ íà ïîâåðõíîñòè èññëåäîâàííûõ êëåòîê ìîæåò ðàçëè-
÷àòüñÿ ïðèáëèçèòåëüíî â 30 ðàç è òåì ñàìûì âëèÿòü íà
÷óâñòâèòåëüíîñòü ýòèõ êëåòîê ê âèðóñó ÂÝË. Îäíàêî âîç-
ìîæíûå ðàçëè÷èÿ â ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ËÑÁ
íà ðàçíûõ òèïàõ êëåòîê ìîãóò ñóùåñòâåííî âëèÿòü íà
ïðèâåäåííûå îöåíêè óðîâíÿ ýêñïðåññèè ËÑÁ, òàê æå êàê
è íà âçàèìîäåéñòâèå ýòîé ìîëåêóëû ñ âèðóñíûìè ÷àñòè-
öàìè. Òîëüêî â ñëó÷àå êëåòîê 293 è èõ òðàíñôîðìèðîâàí-
íîãî àíàëîãà 9S2 ýòè ðàçëè÷èÿ ìîæíî ñ÷èòàòü ìèíèìàëü-
íûìè, òàê êàê ýòè êëåòêè ìàêñèìàëüíî ñõîæè ìåæäó ñî-
áîé. Ïðè ñðàâíåíèè êëåòîê 293 è 9S2 âèäíî, ÷òî
îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ËÑÁ íà ïîâåðõíîñòè
êëåòîê 9S2 âûøå â 2—8 ðàç, ÷åì ó èñõîäíûõ êëåòîê 293,
íî ïðè ýòîì îí íå äîñòèãàåò óðîâíÿ ýêñïðåññèè ËÑÁ, õà-
ðàêòåðíîãî äëÿ êëåòîê Vero.

ÌÊÀ 3Å6 íå âçàèìîäåéñòâîâàëî ñ ËÑÁ íà ïîâåðõíî-
ñòè âñåõ èññëåäîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé. Îòñóòñòâèå

âçàèìîäåéñòâèÿ ÌÊÀ 3Å6 ñ ËÑÁ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê
ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî îíî ðàñïîçíàåò ýïèòîï ËÑÁ,
êîòîðûé íåäîñòóïåí äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ÌÊÀ ïðè íà-
õîæäåíèè ËÑÁ â ñîñòàâå ìåìáðàíû êëåòîê. Äðóãàÿ ãèïî-
òåçà ñîñòîèò â òîì, ÷òî ýïèòîï èçìåíÿåòñÿ â ïðîöåññå ôîð-
ìèðîâàíèÿ äèìåðíîé ìîëåêóëû 67 êÄà ËÑÁ èç áåë-
êà-ïðåäøåñòâåííèêà 37 êÄà.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å è í ã è á è ð î â à í è ÿ ð å ï ë è ê à-
ö è è â è ð ó ñ à Â Ý Ë ï î ñ ð å ä ñ ò â î ì á ë î ê è ð î â à í è ÿ
ê ë å ò î ÷ í î ã î ð å ö å ï ò î ð à ì î í î ê ë î í à ë ü í û ì è
à í ò è ò å ë à ì è ï ð î ò è â Ë Ñ Á. Äëÿ áëîêèðîâàíèÿ ðåïëè-
êàöèè âèðóñà ÂÝË áûëè èñïîëüçîâàíû î÷èùåííûå ìû-
øèíûå ÌÊÀ 8Å4, 10Å4 è 4F6 ê ËÑÁ è êëåòêè Vero. Ïðåä-
âàðèòåëüíàÿ îäíîêðàòíàÿ îáðàáîòêà ìîíîñëîÿ êëåòîê
Vero ñìåñüþ ýòèõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ðËÑÁ
è ïîñëåäóþùåå èíôèöèðîâàíèå êëåòîê âèðóñîì ÂÝË ïðè
4 °C ïîêàçàëè âûðàæåííîå èíãèáèðîâàíèå ðàçâèòèÿ ÖÏÄ.
×åðåç 24 ÷ ðàçâèòèÿ ÖÏÄ íå íàáëþäàëè äàæå ïðè âûñî-
êîé ìíîæåñòâåííîñòè èíôèöèðîâàíèÿ êëåòîê âèðóñîì
ÂÝË. Â îòðèöàòåëüíîì êîíòðîëå (êëåòêè, îáðàáîòàííûå
î÷èùåííûìè íîðìàëüíûìè ìûøèíûìè IgG) íàáëþäàëè
âûðàæåííîå öèòîïàòè÷åñêîå äåéñòâèå âèðóñà ÂÝË
(òàáë. 2). Ïðè äàëüíåéøåì íàáëþäåíèè ýôôåêò ñîõðàíÿë-
ñÿ, íî åãî çíà÷åíèå íåñêîëüêî óìåíüøàëîñü. Âèäèìî, âî
âðåìåíí *ûõ óñëîâèÿõ, ïîçâîëÿþùèõ ðåàëèçîâàòüñÿ íåñ-
êîëüêèì ïîñëåäîâàòåëüíûì öèêëàì ðåïëèêàöèè âèðóñà, è
ïðè 37 °C ýôôåêò áëîêèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ðåöåïòîðîâ
îñëàáåâàë èëè áûëî âîçìîæíî èíôèöèðîâàíèå êëåòîê ïî-
ñðåäñòâîì ïðÿìûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Îäíàêî
äàæå ÷åðåç 96 ÷ è áîëåå èíäåêñ èíãèáèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿë
2.5 ïîðÿäêà.

Âñå âèäû àíòèòåë ïðîòèâ ËÑÁ íå âçàèìîäåéñòâîâàëè ñ
âèðèîíàìè âèðóñà ÂÝË â ÈÔÀ (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ), è,
ñëåäîâàòåëüíî, íàáëþäàåìîå áëîêèðîâàíèå ðåïëèêàöèè âè-
ðóñà ÂÝË íå ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî ñïîñîáíîñòüþ àíòèòåë
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ âèðèîíàìè âèðóñà ÂÝË. ÌÊÀ ïðîòèâ
ðËÑÁ â êîíöåíòðàöèÿõ, èñïîëüçóåìûõ â ýêñïåðèìåíòàõ, íå
âûçûâàëè êàêîãî-ëèáî òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ íà èññëåäî-
âàííûå êëåòî÷íûå êóëüòóðû è íå ïðèâîäèëè ê âèäèìûì çà-
ìåòíûì íàðóøåíèÿì æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòêè.

Âðåìÿ îäèíî÷íîãî öèêëà ðåïëèêàöèè äëÿ âèðóñà
ÂÝË ñîñòàâëÿåò 9—12 ÷ (Nikiforova et al., 2002), ïîýòîìó
îòñóòñòâèå çàìåòíîãî ÖÏÄ ÷åðåç 24 ÷ â ïðîáå, îáðàáî-
òàííîé ñìåñüþ ÌÊÀ, ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî íà-
áëþäàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå èíãèáèðîâàíèå ïðîíèê-
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Ò à á ë è ö à 1

Âçàèìîäåéñòâèå ÌÊÀ ñ êëåòî÷íûì ËÑÁ â ÈÔÀ

ÌÊÀ Êëàññ Ig
Òèòð ÌÊÀ ïðîòèâ ËÑÁ (îáðàòíûå âåëè÷èíû)

ðËÑÁà Vero 293 9S2

9D8 IgG2b 218700 6400 3200 6400

3E6 IgG2b 72900 <100 <100 <100

8E4 IgG1 72900 8100 3200 6400

10E4 IgM 72900 24300 800 6400

4F6 IgG2a 72900 8100 1600 6400

2H9 IgM 72900 8100 800 3200

HMC <100 <100 <100 <100

à ðËÑÁ áûë èñïîëüçîâàí â êîíöåíòðàöèè 200 íã íà ëóíêó.



íîâåíèÿ âèðóñà â ÷óâñòâèòåëüíóþ êëåòêó. Ïîñòåïåí-
íîå ðàçâèòèå ÖÏÄ ïîñëå íåñêîëüêèõ öèêëîâ ðåïëèêàöèè
âèðóñíûõ ÷àñòèö ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî íåñêîëüêèìè ïðè-
÷èíàìè: íåïîëíûì áëîêèðîâàíèåì àíòèòåëàìè ËÑÁ êëåò-
êè, âîçìîæíîñòüþ ñóùåñòâîâàíèÿ âòîðîãî êëåòî÷íîãî ðå-
öåïòîðà, íàëè÷èåì àëüòåðíàòèâíûõ âîçìîæíîñòåé ïðîíèê-
íîâåíèÿ âèðóñà â êëåòêó, ñâÿçàííûõ ñ ïðÿìûì ñëèÿíèåì
âèðóñíîé è êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, âîçìîæíîñòüþ ðàñïðî-
ñòðàíåíèÿ âèðóñîâ ïóòåì ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîäòâåðäèëè ðåçóëüòàòû èíãèáè-
ðîâàíèÿ ðåöåïòîðíîãî ïóòè ïðîíèêíîâåíèÿ âèðóñà ÂÝË â
êëåòêó çà ñ÷åò áëîêèðîâàíèÿ ìîëåêóë ËÑÁ íà ïîâåðõíîñòè
êëåòîê ïîëèêëîíàëüíîé êðîëè÷üåé ñûâîðîòêîé ïðîòèâ
ðËÑÁ (Áîíäàðåíêî è äð., 2004â). Áîëåå òîãî, îíè ïîêàçàëè,
÷òî äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ àêòèâíîñòè ËÑÁ â êà÷åñòâå âèðóñ-
íîãî ðåöåïòîðà íåîáõîäèìî áëîêèðîâàíèå îïðåäåëåííûõ
ýïèòîïîâ ËÑÁ. Ïðè ýòîì ÌÊÀ ïðîòèâ ËÑÁ èíãèáèðóþò
ðàçâèòèå âèðóñíîé èíôåêöèè òàê æå ýôôåêòèâíî, êàê è â
ñëó÷àå ñ ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ËÑÁ.

Ó ñ è ë å í è å ð å ï ë è ê à ö è è â è ð ó ñ à Â Ý Ë â
ò ð à í ñ ô î ð ì è ð î â à í í û õ ê ë å ò ê à õ 9 S 2. Âçàèìîäåé-
ñòâèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ ÌÊÀ ïðîòèâ ðËÑÁ ñ ëàìèíèíñâÿ-
çûâàþùèì áåëêîì íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê â èììóíîôåð-
ìåíòíîì àíàëèçå ïîêàçàëî, ÷òî ðàçíûå êëåòî÷íûå ëèíèè
èìåþò ðàçíîå êîëè÷åñòâî ËÑÁ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê.
Êëåòêè Vero ïðåäñòàâëÿþò çíà÷èòåëüíî áîëüøå ËÑÁ íà
ìåìáðàíå êëåòîê, ÷åì êëåòêè 293, ïðè÷åì ðàçíàÿ êàðòèíà
âçàèìîäåéñòâèÿ ÌÊÀ è ËÑÁ íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè äàåò
îñíîâàíèå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ðàçíûå ýïèòîïû ËÑÁ íå
îäèíàêîâî äîñòóïíû äëÿ ÌÊÀ íà ïîâåðõíîñòè ðàçëè÷íûõ
òèïîâ êëåòîê (òàáë. 3).

Êëåòêè Vero è 293 èìåþò äîñòàòî÷íî âûñîêóþ ÷óâñò-
âèòåëüíîñòü ê âèðóñó ÂÝË, è ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå èõ èíôèöè-
ðîâàíèÿ íàáëþäàåòñÿ âûðàæåííûé ëèçèñ çàðàæåííûõ
êëåòîê. Îäíàêî äëÿ êëåòîê Vero ÷àñòè÷íûé ëèçèñ íàáëþ-
äàåòñÿ óæå ÷åðåç 22 ÷, òîãäà êàê ëèçèñ êëåòîê 293 ðàçâèâà-
åòñÿ ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå èíôåêöèè ïðè îäèíàêîâîé ìíîæåñò-
âåííîñòè èíôèöèðîâàíèÿ. Îïðåäåëåíèå ìåòîäîì ÈÔÀ

Êëåòî÷íûé ëàìèíèíñâÿçûâàþùèé áåëîê è ðåïëèêàöèÿ âèðóñà ÂÝË 969

Ò à á ë è ö à 2

Èíãèáèðîâàíèå ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË â êóëüòóðå êëåòîê Vero
ïîñðåäñòâîì áëîêèðîâàíèÿ ìûøèíûìè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê ðËÑÁ

Àíòèòåëà
Âðåìÿ

èíêóáèðîâàíèÿ, ÷
Òèòð âèðóñà,
lgÒÖÏÄ50/ìë

Èíäåêñ èíãèáèðîâàíèÿ,
lgÒÖÏÄ50/ìë

Ñìåñü ÌÊÀ 8E4, 10E4 è 4F6
24

0
3.15 � 0.28

Êîíòðîëü ñ IgG ìûøè 3.15 � 0.75

Ñìåñü ÌÊÀ 8E4, 10E4 è 4F6
48

5.65 � 0.37
1.75 � 0.72

Êîíòðîëü ñ IgG ìûøè 7.40 � 0.37

Ñìåñü ÌÊÀ 8E4, 10E4 è 4F6
96

6.82 � 0.86
2.33 � 0.57

Êîíòðîëü ñ IgG ìûøè 9.15 � 0.37

ÌÊÀ 10E4
96

8.13 � 0.43
1.33 � 0.34

Êîíòðîëü ñ IgG ìûøè 9.46 � 0.32

ÌÊÀ 4F6
96

8.55 � 0.51
0.91 � 0.48

Êîíòðîëü ñ IgG ìûøè 9.46 � 0.32

ÌÊÀ 8E4
96

8.58 � 0.55
0.88 � 0.41

Êîíòðîëü ñ IgG ìûøè 9.46 � 0.32

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Êëåòêè îáðàáàòûâàëè î÷èùåííûìè ìûøèíûìè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ðËÑÁ â
êîíöåíòðàöèè 7 ìêã íà 100 ìêë è çàòåì èíôèöèðîâàëè äåñÿòèêðàòíûìè ðàçâåäåíèÿìè âèðóñà ÂÝË; äàëåå êóëüòóðû
òðåõêðàòíî ïðîìûâàëè êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé äëÿ óäàëåíèÿ èçáûòêà âèðóñà è àíòèòåë. Â ïîääåðæèâàþùóþ ñðåäó
âíîñèëè ÌÊÀ äî êîíöåíòðàöèè â ëóíêå 1 ìêã íà 100 ìêë. Èíäåêñ èíãèáèðîâàíèÿ ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË îöåíèâàëè êàê
ðàçíîñòü ëîãàðèôìîâ òèòðîâ âèðóñà â îïûòå è êîíòðîëå. Äàííûå ñòàòèñòè÷åñêè îáðàáîòàíû ñ ïîñòðîåíèåì
äîâåðèòåëüíûõ èíòåðâàëîâ ñ âåðîÿòíîñòüþ P = 0.955.

Ò à á ë è ö à 3

Ñðàâíåíèå óðîâíåé ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË íà êëåòêàõ 293 è 9S2 ÷åðåç 30 ÷
ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ

Ìíîæåñòâåííîñòü
èíôèöèðîâàíèÿ,

ÒÖÏÄ50 íà 1 êëåòêó

Òèòð âèðóñà, lgÒÖÏÄ50/ìë
Ðàçíèöà lgÒÖÏÄ50/ìë

êëåòêè 9S2 êëåòêè 293

1.0 9.46 � 0.86 6.71 � 0.75 2.75 � 0.65

0.1 8.77 � 0.37 6.27 � 0.37 2.50 � 0.61

0.01 6.96 � 0.86 4.39 � 0.37 2.57 � 0.37

0.001 5.52 � 0.37 2.21 � 0.69 3.31 � 0.37

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ðàçíèöó óðîâíÿ ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË îöåíèâàëè êàê ðàçíîñòè ëîãàðèôìîâ òèòðîâ
âèðóñíîé ñóñïåíçèè â îïûòå è êîíòðîëå. Äàííûå ñòàòèñòè÷åñêè îáðàáîòàíû ñ ïîñòðîåíèåì äîâåðèòåëüíûõ
èíòåðâàëîâ ñ âåðîÿòíîñòüþ P = 0.955.



óðîâíÿ ñèíòåçà âèðóñíîãî áåëêà ñ ïîìîùüþ áèîòèíèëè-
ðîâàííûõ ÌÊÀ 1F3 ïðîòèâ âèðóñíîãî ãëèêîïðîòåèíà Å2
âèðóñà ÂÝË (ðèñ. 1) ïîêàçàëî, ÷òî ñèíòåç âèðóñíîãî áåëêà
â èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ Vero áûñòðî óâåëè÷èâàëñÿ
çà 24 ÷. Îäíàêî ê ýòîìó ñðîêó çíà÷èòåëüíîãî óðîâíÿ ñèí-
òåçà áåëêà Å2 â êëåòêàõ 293 íå áûëî îáíàðóæåíî. ×å-
ðåç 30 ÷ ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ âèðóñíûé áåëîê Å2 ïîÿâ-
ëÿëñÿ â èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ 293 (ðèñ. 2). Âèäèìî,
óðîâåíü ÷óâñòâèòåëüíîñòè ÈÔÀ áûë íåäîñòàòî÷åí äëÿ
âûÿâëåíèÿ ñèíòåçà âèðóñíîãî áåëêà â èíôèöèðîâàííûõ
êëåòêàõ 293 ÷åðåç 24 ÷.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàëè, ÷òî èññëåäîâàí-
íûå êëåòêè èìåëè íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè ðàçíîå êîëè÷åñò-
âî ìîëåêóë ËÑÁ. Ýòî ïîçâîëèëî ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî êëåòêè 293 è Vero èìåþò ðàçíîå êîëè÷åñòâî ìî-
ëåêóë ËÑÁ íà ìåìáðàíå êëåòîê è ÷òî ýòî ìîæåò êîððå-
ëèðîâàòü ñ óðîâíåì ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË. Âïîëíå
î÷åâèäíî, ÷òî ýòè êëåòêè ðàçëè÷àþòñÿ ìåæäó ñîáîé ïî
ìíîæåñòâó ïðèçíàêîâ, â òîì ÷èñëå è ïî âèäîâîìó ïðîèñ-
õîæäåíèþ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ áîëåå ñòðîãèõ äîêàçàòåëüñòâ
âçàèìîñâÿçè ËÑÁ ñ óðîâíåì ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË
áûëà èññëåäîâàíà ðåïëèêàöèÿ ýòîãî âèðóñà â òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ (9S2) è èñõîäíûõ êëåòêàõ 293. Áûëà ïðîâå-
äåíà îöåíêà äèíàìèêè íàêîïëåíèÿ èíôåêöèîííûõ âèðóñ-
íûõ ÷àñòèö âèðóñà ÂÝË è ñèíòåçà âèðóñíûõ áåëêîâ. Óæå
÷åðåç 24 ÷ íàáëþäàëñÿ ÷àñòè÷íûé ëèçèñ êëåòîê 9S2, çàðà-
æåííûõ ìàêñèìàëüíîé ìíîæåñòâåííîñòüþ, òîãäà êàê ëè-
çèñà êëåòîê 293 íå íàáëþäàëîñü. Óðîâåíü ðåïëèêàöèè âè-
ðóñà ÂÝË áûë îïðåäåëåí ÷åðåç 30 ÷ ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ
(ðèñ. 2). Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïðîäóêöèÿ âèðóñà ÂÝË â
êëåòêàõ 9S2 çíà÷èòåëüíî ïðåâûøàåò òàêîâóþ â èñõîä-
íûõ êëåòêàõ 293. Ïðè ìíîæåñòâåííîñòè èíôèöèðîâàíèÿ
â 0.001 ÒÖÏÄ50 íà 1 êëåòêó ðàçíèöà â óðîâíå ðåïëèêàöèè
äîñòèãàëà ïðèáëèçèòåëüíî 2000 ðàç (òàáë. 3). Äàííûå ïî
îïðåäåëåíèþ óðîâíÿ ñèíòåçà âèðóñíîãî áåëêà Å2 òàêæå
ïîäòâåðæäàþò ýòè ðåçóëüòàòû (ðèñ. 2). Àíàëîãè÷íûå ðå-
çóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû äëÿ âèðóñà Ñèíäáèñ, êîòîðûå
ïîêàçàëè, ÷òî óâåëè÷åíèå ÷èñëà ìîëåêóë ËÑÁ íà ïîâåðõ-
íîñòè êëåòîê ìîæåò ïðèâîäèòü ê óâåëè÷åíèþ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè êëåòîê (Wang et al., 1992).

Ðàíåå ìû ïîïûòàëèñü îöåíèòü âîçìîæíîñòè áëîêèðî-
âàíèÿ ðåïëèêàöèè âèðóñà Çàïàäíîãî Íèëà (ÂÇÍ) â êëåò-
êàõ Vero ïðè ïîìîùè êîðîòêèõ èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ ê
ËÑÁ (Êà÷êî è äð., 2006). Ýêñïåðèìåíòû ïî òðàíñôåêöèè
êèÐÍÊ â êëåòêè Vero ïîêàçàëè, ÷òî ââåäåíèå êîðîòêèõ
èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ, ïîëó÷åííûõ ê ãåíó ËÑÁ ÷åëîâå-
êà, ñíèæàåò óðîâåíü ñèíòåçà âèðóñíûõ áåëêîâ ïðèáëèçè-
òåëüíî â 2 ðàçà ïðè íèçêîé ìíîæåñòâåííîñòè çàðàæåíèÿ, â
òî âðåìÿ êàê êèÐÍÊ ê êëåòî÷íîìó ãåíó ñïåðìèäèí/ñïåð-
ìèí N1-àöåòèëòðàíñôåðàçû íå âëèÿëè íà ðåïëèêàöèþ
ÂÇÍ. Ýòîò ãåí òàêæå ìîæåò áûòü ïðèíöèïèàëüíî âàæåí
äëÿ ðåïëèêàöèè àëüôà- è ôëàâèâèðóñîâ (Nikiforova et al.,
2002). Ýêñïåðèìåíòû ñ êèÐÍÊ ê ãåíó ËÑÁ äîïîëíèòåëüíî
ïîäòâåðæäàþò âàæíóþ ðîëü ëàìèíèíñâÿçûâàþùåãî áåëêà
íà ðàííèõ ýòàïàõ ðåïëèêàöèè àëüôà- è ôëàâèâèðóñîâ. Îò-
íîñèòåëüíî íåâûñîêèé ýôôåêò êèÐÍÊ ê ãåíó ËÑÁ íà ðåï-
ëèêàöèþ âèðóñà, âèäèìî, ñâÿçàí ñ îñîáåííîñòÿìè ýêñï-
ðåññèè ãåíà ËÑÁ â êëåòêå. Îäíîâðåìåííîå èñïîëüçîâàíèå
êèÐÍÊ ê âèðóñíîìó ãåíó NS3 áëîêèðîâàëî ðåïëèêàöèþ
âèðóñà ïðèáëèçèòåëüíî â 100 ðàç, ÷òî ïîäòâåðäèëî ýô-
ôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè è èñïîëüçîâàííîé ìåòîäîëîãèè
ïîëó÷åíèÿ êèÐÍÊ.

Òàêèì îáðàçîì, íàì óäàëîñü ïîêàçàòü âîçìîæíîñòü
èíãèáèðîâàíèÿ ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË ïóòåì áëîêèðî-
âàíèÿ ËÑÁ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ìîíîêëîíàëüíûìè àí-

970 Ì. Ì. Ãðèäèíà, Å. Â. Ïðîòîïîïîâà è äð.

Ðèñ. 1. Îöåíêà ñèíòåçà âèðóñíîãî áåëêà Å2 âèðóñà ÂÝË â êëåò-
êàõ 293 è Vero â èììóíîôåðìåíòíîì àíàëèçå ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå

èíôèöèðîâàíèÿ.

1, 2 — óðîâåíü ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË íà êëåòêàõ Vero; 3, 4 — óðîâåíü
ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË íà êëåòêàõ 293; 5 — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü ñî
ñðåäîé ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 2 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè. Äëÿ çàðàæå-
íèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè âèðóñíóþ ñóñïåíçèþ â êîíöåíòðàöèè 105.31

ÒÖÏÄ50/ìë (1, 3) è 104.31 ÒÖÏÄ50/ìë (2, 4). Èììóííûå êîìïëåêñû âûÿâ-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ àíòèâèäîâîãî ïåðîêñèäàçíîãî êîíúþãàòà, ðåãèñòðèðóÿ

îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïðè 492 íì.

Ðèñ. 2. Ñðàâíåíèå óðîâíåé ñèíòåçà âèðóñíîãî áåëêà Å2 âèðóñà
ÂÝË íà êëåòêàõ 293 è 9S2 ÷åðåç 30 ÷ ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ

â ÈÔÀ.

1 — óðîâåíü ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË íà êëåòêàõ 9S2; 2 — óðîâåíü ðåïëè-
êàöèè âèðóñà ÂÝË íà êëåòêàõ 293; 3 — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü ñî ñðå-
äîé ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 2 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè. Äëÿ çàðàæåíèÿ
êëåòîê èñïîëüçîâàëè âèðóñíóþ ñóñïåíçèþ â êîíöåíòðàöèè 104.31

ÒÖÏÄ50/ìë.



òèòåëàìè ïðîòèâ ËÑÁ ÷åëîâåêà, à ñ äðóãîé ñòîðîíû, áûëî
îáíàðóæåíî óñèëåíèå ðåïëèêàöèè âèðóñà ÂÝË â òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ 9S2, êîòîðûå èìåëè áîëåå âûñî-
êèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ËÑÁ íà ìåìáðàíå êëåòîê, ïðè÷åì
ðàçíèöà ìåæäó êðàéíèìè çíà÷åíèÿìè èíãèáèðîâàíèÿ è
óñèëåíèÿ ðåïëèêàöèè ñîñòàâèëà ÷óòü ìåíüøå 6 ïîðÿäêîâ.
Ýòî ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î òîì, ÷òî ËÑÁ èãðàåò ïðèíöèïè-
àëüíî âàæíóþ ðîëü â ðàííèõ ýòàïàõ ðåïëèêàöèè âèðóñà
ÂÝË â êëåòêå è ìîæåò ñëóæèòü ïåðñïåêòèâíîé ìèøåíüþ
äëÿ ðàçðàáîòêè íîâîãî ïîêîëåíèÿ ïðîòèâîâèðóñíûõ
ñðåäñòâ ïðîòèâ àëüôà- è ôëàâèâèðóñîâ, êîòîðûå áóäóò
ñïîñîáíû áëîêèðîâàòü íà÷àëüíûå ýòàïû ïðîíèêíîâåíèÿ
âèðóñîâ â êëåòêó è òåì ñàìûì íàïðàâëåííî ðåãóëèðîâàòü
ðàçâèòèå âèðóñíîé èíôåêöèè â êëåòêå.

Àâòîðû âûðàæàþò ãëóáîêóþ áëàãîäàðíîñòü À. Â. Ñî-
ðîêèíó çà ïðåäîñòàâëåíèå ïðåïàðàòîâ ðåêîìáèíàíòíîãî
ËÑÁ è È. À. Ðàçóìîâó çà ïðåäîñòàâëåíèå ïðåïàðàòîâ
ÌÊÀ ïðîòèâ âèðóñà ÂÝË.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ìåæäóíàðîäíîãî íàó÷íî-òåõíè÷åñêîãî öåíòðà
(ÌÍÒÖ-2087), Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé (ïðîåêò 04-04-48431) è Ôåäåðàëüíîé öåëåâîé
íàó÷íî-òåõíè÷åñêîé ïðîãðàììû Ìèíèñòåðñòâà ïðîìûø-
ëåííîñòè, íàóêè è òåõíîëîãèé ÐÔ.

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Áîíäàðåíêî Å. È., Ïðîòîïîïîâà Å. Â., Êîíîâàëîâà Ñ. Í.,
Ñîðîêèí À. Â., Êà÷êî À. Â., Ñóðîâöåâ È. Â., Ëîêòåâ Â. Á. 2003.
Ëàìèíèíñâÿçûâàþùèé áåëîê (ËÑÁ) êàê êëåòî÷íûé ðåöåïòîð
äëÿ âèðóñà Âåíåñóýëüñêîãî ýíöåôàëîìèåëèòà ëîøàäåé (ÂÝË).
Ñîîáùåíèå 1. Èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ âèðèîíîâ âèðóñà
ÂÝË ñ ðåêîìáèíàíòíûì ËÑÁ ÷åëîâåêà. Ìîëåêóëÿð. ãåíåò. ìèê-
ðîáèîë. âèðóñîë. 4: 36—39.

Áîíäàðåíêî Å. È., Ïðîòîïîïîâà Å. Â., Êîíîâàëîâà Ñ. Í.,
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CELLULAR LAMININ-BINDING PROTEIN AND VENEZUELAN EQUINE

ENCEPHALOMYELITIS VIRUS REPLICATION IN VERO, 293 AND 9S2 CELLS

M. M. Gridina, E. V. Protopopova, A. V. Kachko, A. V. Ivanova, E. I. Bondarenko, V. B. Loktev1

State Research Center of Virology and Biotechnology «Vector», Koltsovo, Novosibirsk region, 630559,
1e-mail: loktev@vector.nsc.ru

The level of laminin-binding protein (LBP) expression on cellular membranes was studied in three cell li-
nes including 293 cells transformed by plasmide with human LBP gene. Vero cells show a high level of LBP on
the cell surfaces and demonstrate a high level of the Venezuelan equine encephalomyelitis (VEE) virus replicati-
on. The inhibition of VEE virus replication was more than 200 times as much after treatment of Vero cell surfa-
ces with monoclonal antibodies to human LBP. 293 cells have more low level of LBP on their surfaces but being
transformed by plasmide with LBP human gene these cells showed an increase in the level of cellular LBP. The
VEE virus replication in transformed cells (9S2) was more than 2000 times higher compared to 293 cells. The
results obtained demonstrate a principal role of cellular LBP in VEE virus entry into mammalian cells. It can be
proposed that LBP is a key cellular protein at the early stage of VEE virus replication in cells. So, LBP might be
a target protein for development of some new generation of antiviral drugs that would be able to inhibit (enhan-
ce) the alphavirus replication in human cells.

K e y w o r d s: laminin-binding protein, 293 and Vero cell lines, transformed cells, inhibition of replicati-
on, Venezuelan equine encephalomyelitis virus.
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