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Öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â ñðàâíèòåëüíîì èçó÷åíèè äèíàìèêè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ïóòè àïîïòîçà ïðè
öèòîìåãàëîâèðóñíîé èíôåêöèè (ÖÌÂÈ) êëåòîê, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïðîëèôåðàòèâíûì ñîñòîÿíèåì è ÷óâñò-
âèòåëüíîñòüþ ê âèðóñó. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ïîêîÿùèõñÿ ôèáðîáëàñòàõ ÷åëîâåêà (Ô×) öèòîìåãàëîâèðóñ
(ÖÌÂ) ìîæåò ðåãóëèðîâàòü ìèòîõîíäðèàëüíûé àïîïòîç íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè ãåíà bcl-2 äâóíàïðàâ-
ëåííî, îêàçûâàÿ êàê àíòèàïîïòîòè÷åñêîå, òàê è ïðîàïîïòîòè÷åñêîåå äåéñòâèå. Ýôåêò ïîäàâëåíèÿ òðàíñ-
êðèïöèè bcl-2 áîëåå âûðàæåí â ëèíèè Ô×-977, êîòîðàÿ âûñîêî÷óâñòâèòåëüíà ê ÖÌÂ, ÷åì â êëåòêàõ
Ô×-1608. Âëèÿíèå ïðîëèôåðàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ íà ìèòîõîíäðèàëüíûé àïîïòîç áûëî èçó÷åíî íà êëåòêàõ
ëèíèè Ô×-110044 â ôàçå G0 èëè S. Óñòàíîâëåíà ïðÿìàÿ êîððåëÿöèÿ äèíàìèêè íàêîïëåíèÿ öèòîõðîìà ñ è
êàñïàçû 3 (ìàðêåðîâ ìèòîõîíäðèàëüíîãî àïîïòîçà) è ïðîäóêöèè IE72, pp65 è gB (áåëêîâ ÖÌÂ). Â
G0-ôèáðîáëàñòàõ âèðóñíàÿ ðåïëèêàöèÿ áûëà âûñîêîïðîäóêòèâíîé è óðîâíè ýêñïðåññèè ãåíà bcl-2 áûëè
â 10 ðàç âûøå, ÷åì â S-ôàçíûõ êëåòêàõ, â êîòîðûõ ïðîäóêöèÿ áåëêîâ è ãèáåëü êëåòîê áûëè ìåäëåííûìè.
Ïîâûøåíèå òðàíñêðèïöèè ãåíà è íàêîïëåíèÿ áåëêà Bcl-2 óñèëèâàëî æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê è îáåñïå-
÷èâàëî ñèíòåç âèðóñíûõ áåëêîâ. Íàðóøåíèå ñòðóêòóðû àêòèíîâûõ ìèêðîôèëàìåíòîâ, ìèøåíè äåéñòâèÿ
êàñïàçû 3, ñîâïàäàëî ñ óãíåòåíèåì òðàíñêðèïöèÿ ãåíà ãàììà-àêòèíà â S-ôàçíûõ Ô×-110044. Íàøè äàí-
íûå ðàñêðûâàþò èíäóöèðîâàííûå ÖÌÂ ìåõàíèçìû ìèòîõîíäðèàëüíîãî àïîïòîçà, ïðèâîäÿùèå ê áûñò-
ðîé ãèáåëè èíôèöèðîâàííûõ ïîêîÿùèõñÿ ôèáðîáëàñòîâ è ìåäëåííîé ãèáåëè êëåòîê, çàðàæåííûõ â ñòà-
äèè ñèíòåçà ÄÍÊ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìàðêåðû àïîïòîçà, öèòîìåãàëîâèðóñ, ïðîëèôåðàöèÿ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà,
òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ Bcl-2 è ãàììà-àêòèíà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÎÒ — îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà, ÎÒ-ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàê-
öèÿ (ÏÖÐ) ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ìàòðèöû êÄÍÊ, ñèíòåçèðîâàííîé ñ ïîìîùüþ ÎÒ, ÖÌÂ — öèòî-
ìåãàëîâèðóñ ÷åëîâåêà, ÖÌÂÈ — öèòîìåãàëîâèðóñíàÿ èíôåêöèÿ, ÔÁ — ôîñôàòíûé áóôåð, Ô× — ôèá-
ðîáëàñòû ÷åëîâåêà, ÝÒÑ — ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà.

Öèòîìåãàëîâèðóñ (ÖÌÂ) îòíîñèòñÿ ê ÷àñòî îáíàðó-
æèâàåìûì ó ëþäåé ïàòîãåíàì (Mocarski, Courcelle, 2001).
Öèòîìåãàëîâèðóñíàÿ èíôåêöèÿ (ÖÌÂÈ) â îðãàíèçìå
÷åëîâåêà ÷àùå ïðîòåêàåò â õðîíè÷åñêîé è ëàòåíòíîé ôîð-
ìàõ. Ðåàêòèâàöèÿ è îñòðûå ôîðìû ÖÌÂÈ íàáëþäàþòñÿ
ó ëþäåé ñ èììóíîäåôèöèòàìè (ÂÈ×-èíôåêöèÿ, ïîñëå
òðàíñïëàíòàöèè îðãàíîâ). Âûçûâàåìûå ÖÌÂ íàðóøåíèÿ
â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà è ôèçèîëîãè÷åñêîãî àïîï-
òîçà èçó÷àþòñÿ êàê îñíîâíûå ïðè÷èíû âûçûâàåìûõ ïàòî-
ëîãèé (Ôåäîðîâà è äð., 2003; Hertel, Mocarski, 2004; Ando-
niou, Degli-Esposti, 2006). Ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûé
àíàëèç ÖÌÂ-ãåíîìà ïîêàçàë, ÷òî ìíîãèå êîäèðóåìûå
áåëêè ïîëèôóíêöèîíàëüíû è êîíòðîëèðóþò ïðîöåññû âè-
ðóñíîé ðåïëèêàöèè, êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ, àïîïòîçà è èì-
ìóííîãî îòâåòà, äåéñòâóÿ â ðàçíûõ ñèòóàöèÿõ êàê ñòèìó-
ëÿòîðû èëè êàê èíãèáèòîðû (Goldmacher, 2005; McCor-
mick, 2008). Âèðóñíûå ñâåðõðàííèå áåëêè IE72 è IE86
àêòèâèðóþò âñòóïëåíèå â êëåòî÷íûé öèêë, íî çàòåì îñòà-
íàâëèâàþò åãî ïðîõîæäåíèå â ðàçíûõ ôàçàõ (Castillo et al.,
2002). Îäíà èç ôóíêöèé ýòèõ áåëêîâ — çàùèòà êëåòêè îò
àïîïòîçà ñ ó÷àñòèåì Akt-êèíàçíîãî ïóòè (Castillo et al.,

2005). Ïðè àêòèâíîé âèðóñíîé ðåïëèêàöèè êëþ÷åâûå
ôàêòîðû ïðîëèôåðàöèè è àïîïòîçà áåëêè E2F, Rb è p53
ìîãóò ðåãóëèðîâàòüñÿ ÖÌÂ êàê ïîçèòèâíî, òàê è íåãàòèâ-
íî. Äëÿ ýôôåêòèâíîé ðåïëèêàöèè ÖÌÂ íåîáõîäèìû êëåò-
êè ñ ïîëíîöåííûì ãåíîì ð53 (Casavant et al., 2006).

Ïðîöåññû àïîïòîçà ïðè ÖÌÂÈ íàõîäÿòñÿ ïîä êîíòðî-
ëåì äâóõ âèðóñíûõ èíãèáèòîðîâ — vICA è vMIA (Skalets-
kaya et al., 2001; Arnoult et al., 2004; Reboredo et al., 2004).
Ìèòîõîíäðèè èãðàþò âàæíóþ ðîëü â àïîïòîçå (Gulbins et
al., 2003). Ïðîöåññû ìèòîõîíäðèàëüíîãî àïîïòîçà èíäó-
öèðóþòñÿ ðàçëè÷íûìè ñòðåññîâûìè è òîêñè÷åñêèìè âîç-
äåéñòâèÿìè íà êëåòêó è åå ãåíîì (Ãëàçóíîâà, Øòèëü,
2008). Âèðóñíûå èíôåêöèè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íàèáîëåå
ñëîæíûå ñëó÷àè ðåãóëÿöèè ýòîãî ïðîöåññà. Âðåìåííîå ñî-
õðàíåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê â ïåðèîä âèðóñíîé
ðåïëèêàöèè çàâåðøàåòñÿ ðàçâèòèåì öèòîïàòè÷åñêîãî äåé-
ñòâèÿ è ãèáåëüþ êëåòîê (Goldmacher, 2005; McCormick,
2008).

Îñíîâíàÿ ôóíêöèÿ áåëêîâ ñåìåéñòâà Bcl-2 — ðåãó-
ëÿöèÿ ïðîíèöàåìîñòè ìèòîõîíäðèàëüíîé ìåìáðàíû è
êîíòðîëü âûñâîáîæäåíèÿ àïîïòîçíûõ ôàêòîðîâ èç âíóò-
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ðåííåãî ïðîñòðàíñòâà ìèòîõîíäðèé â öèòîïëàçìó (Chi-
puk, Green, 2008). Bcl-2 îòíîñèòñÿ ê èíãèáèòîðàì ìèòî-
õîíäðèàëüíîãî àïîïòîçà, ëîêàëèçîâàííûì íà ìèòîõîíä-
ðèàëüíîé ìåìáðàíå. Ñ ó÷àñòèåì åãî è ïðîàïîïòîçíûõ
BH-3-áåëêîâ Âàõ, Bak, Âàd è äð. ïðîèñõîäÿò îòêðûòèå
ìåìáðàííûõ êàíàëîâ è îñâîáîæäåíèå öèòîõðîìà ñ èç ìè-
òîõîíäðèé â öèòîïëàçìó. Öèòîõðîì c ó÷àñòâóåò â ôîðìè-
ðîâàíèè êîìïëåêñà àïîïòîñîìû è àêòèâèðóåò ïðîêàñïà-
çó 3, ÷òî ïðèâîäèò ê ïðîòåîëèòè÷åñêîìó ãèäðîëèçó ðÿäà
âàæíûõ êëåòî÷íûõ ñóáñòðàòîâ (Hengartner, 2000). Ðîëü ñå-
ìåéñòâà êëåòî÷íûõ Bcl-áåëêîâ ïðè ÖÌÂÈ ìàëî èçó÷åíà.
Â òî æå âðåìÿ âûÿñíåíèå ðîëè ýòèõ áåëêîâ â ðåãóëÿöèè
èíôåêöèîííîãî ïðîöåññà íåîáõîäèìî äëÿ ïîíèìàíèÿ ìî-
ëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ è ïóòåé ÖÌÂ-èíäóöèðîâàííîé
ãèáåëè êëåòîê.

Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå èññëåäî-
âàí ìåõàíèçì òðàíñêðèïöèîííîé ðåãóëÿöèÿ ãåíîâ Bcl-2 è
ãàììà-àêòèíà ïðè ÖÌÂÈ â çàâèñèìîñòè îò ïðîëèôåðà-
òèâíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê è óðîâíÿ ñèíòåçà âèðóñíûõ áåë-
êîâ, à òàêæå ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç èíäóêöèè
ìàðêåðîâ ìèòîõîíäðèàëüíîãî àïîïòîçà (Bcl-2, öèòîõðî-
ìà ñ êàñïàçû 3) è èçìåíåíèé ñòðóêòóð öèòîñêåëåòà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û: êóëüòóðàëüíàÿ ñðåäà ÄÌÅÌ, ñîäåðæà-
ùàÿ L-ãëóòàìèí è ÝÒÑ (ÏàíÝêî, Ìîñêâà); ìîíîêëîíàëü-
íûå àíòèòåëà ê áåëêàì ÖÌÂ IEð72, ðð65 è gB (ÃÓ ÍÈÈ
âèðóñîëîãèè ÐÀÌÍ, Ðîññèÿ), ê Âñl-2 (Novocastra, Àíã-
ëèÿ), ê öèòîõðîìó ñ (Promega, ÑØÀ), ê àëüôà-òóáóëèíó
(Sigma, ÑØÀ); ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê êàñïàçå 3
(Promega, ÑØÀ); ðîäàìèí-ôàëëîèäèí (Sigma, ÑØÀ); àí-
òèìûøèíûå èììóíîãëîáóëèíû, ìå÷åííûå ÔÈÒÖ èëè ïå-
ðîêñèäàçîé õðåíà (Dako, Äàíèÿ); ôåðìåíòû è áóôåðû äëÿ
ÎÒ-ÏÖÐ è ÄÍÊ-ìàðêåðû ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (MBI Fer-
mentas, Ëàòâèÿ); àãàðîçà (Biorad, Øâåöèÿ); ñîëè è àáñî-
ëþòíûé ìåòàíîë (Merck, Ãåðìàíèÿ); ïàðàôîðìàëüäåãèä
(Sigma, ÑØÀ).

Ê ë å ò ê è: ëèíèè äèïëîèäíûõ ôèáðîáëàñòîâ èç ëåãêî-
ãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà Ô×-110044 (ÃÓ ÍÈÈ ãðèïïà
ÐÀÌÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) è Ô×-977 (Ìåäèêî-ãåíåòè÷å-
ñêèé öåíòð ÐÀÌÍ, Ìîñêâà); ëèíèÿ èç ôèáðîáëàñòîâ êîæè
âçðîñëîãî äîíîðà Ô×-1608 (Ìåäèêî-ãåíåòè÷åñêèé öåíòð
ÐÀÌÍ, Ìîñêâà). Êëåòêè âûðàùèâàëè íà ñðåäå ÄÌÅÌ,
ñîäåðæàùåé 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà, 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà è
10 % ÝÒÑ.

Â è ð ó ñ - ð å ô å ð å í ñ - ø ò à ì ì ÖÌÂ AD169 ïîëó÷åí
îò ä-ðà D. Emanuel (ÑØÀ). Âèðóñ ðàçìíîæàëè â âûñîêî-
÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòêàõ ëèíèé Ô×-110044 è Ô×-977.
Òèòðû èíôåêöèîííîãî âèðóñà äîñòèãàëè 7 lg íà 3-è ñóò
ïðè ìíîæåñòâåííîñòè èíôåêöèè 0.01 ÁÎÅ/êë. Îïðåäåëå-
íèå èíôåêöèîííîé àêòèâíîñòè âèðóñà ïðîâîäèëè ìåòî-
äîì «÷åðíûõ» áëÿøåê â 96-ëóíî÷íîé ïàíåëè. Î÷àãè èí-
ôèöèðîâàííûõ êëåòîê (áëÿøåê) âûÿâëÿëè èììóíîöèòîõè-
ìè÷åñêèì ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì ñìåñè àíòèòåë ê
áåëêàì ÖÌÂ IEð72 è ðð65.

Ñ è í õ ð î í è ç à ö è þ ê ë å ò î ê Ô × â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ
G0 è â ôàçå ñèíòåçà ÄÍÊ (S-ôàçå) ïðîâîäèëè ëèøåíèåì
êëåòîê ñûâîðîòî÷íûõ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, êàê îïèñàíî
ðàíåå (Ôåäîðîâà è äð., 2003). Äëÿ ñèíõðîíèçàöèè â S-ôàçå
ê G0-êëåòêàì äîáàâëÿëè ñâåæóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 15 %
ÝÒÑ. Êàê áûëî óñòàíîâëåíî ðàíåå, ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ñòè-
ìóëÿöèè ñûâîðîòêîé áîëüøèíñòâî êëåòîê íàõîäèòñÿ â
ñòàäèè ñèíòåçà ÄÍÊ.

Ç à ð à æ å í è å Ö Ì Â è óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñèí-
õðîíèçèðîâàííûõ êóëüòóð. Ô× â ñîñòîÿíèè G0 ñòèìóëè-
ðîâàëè ê ïðîëèôåðàöèè äîáàâëåíèåì 15 % ÝÒÑ (ïîïóëÿ-
öèÿ 1) èëè îñòàâëÿëè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 0.2 % ÝÒÑ, äëÿ
ïðåäîòâðàùåíèÿ ñòèìóëÿöèè ê äåëåíèþ (ïîïóëÿöèÿ 2).
S-ôàçíûå Ô× êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ñ 15 % ÝÒÑ (ïîïó-
ëÿöèÿ 3). Äîïîëíèòåëüíî G0- è S-ôàçíûå Ô× áûëè ðàçäå-
ëåíû íà äâå ãðóïïû — îïûòíûå è êîíòðîëüíûå. Îïûòíûå
çàðàæàëè ÖÌÂ ñ èíôåêöèîííîé ìíîæåñòâåííîñòüþ
1—5 ÁÎÅ/êë. Ïîñëå àäñîðáöèè âèðóñà êëåòêè ïðîìûâàëè
ôîñôàòíûì áóôåðîì (ÔÁ) è ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâà-
íèå â ñðåäå ñ 15 % ÝÒÑ â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà íàáëþäå-
íèÿ (9 ñóò). Îïûòíûå (èíôèöèðîâàííûå âèðóñîì) è êîíò-
ðîëüíûå (áåç âèðóñà) G0- è S-ôàçíûå Ô× êóëüòèâèðîâàëè
â îäíèõ è òåõ æå óñëîâèÿõ è èññëåäîâàëè ïàðàëëåëüíî.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê è é ì å ò î ä âûÿâëåíèÿ
âèðóñíûõ è êëåòî÷íûõ áåëêîâ. Çàðàæåííûå ÖÌÂ è êîíò-
ðîëüíûå Ô× ïðîìûâàëè 0.1 Ì ÔÁ, ðÍ 7.4, è ôèêñèðîâàëè
äëÿ âûÿâëåíèÿ áåëêîâ ÖÌÂ àáñîëþòíûì ìåòàíîëîì
20 ìèí ïðè 4 °Ñ. Äëÿ âûÿâëåíèÿ êëåòî÷íûõ áåëêîâ ôèêñà-
öèþ êëåòîê ïðîâîäèëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì â
ÔÁ â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 20 °Ñ ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîò-
êîé 0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 â òå÷åíèå 20
ìèí. Ê ôèêñèðîâàííûì êëåòêàì äîáàâëÿëè àíòèòåëà ê
Bcl-2, öèòîõðîìó ñ è àëüôà-òóáóëèíó è ïîëèêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ê êàñïàçå 3 ñîãëàñíî ïðîòîêîëàì ôèðì-ïðîèçâî-
äèòåëåé. Çàòåì êëåòêè ïðîìûâàëè ÔÁ è èíêóáèðîâàëè ñ
àíòèâèäîâûìè àíòèòåëàìè, ìå÷åííûìè ÔÈÒÖ èëè ïåðîê-
ñèäàçîé õðåíà. Àêòèíîâûå ôèëàìåíòû èññëåäîâàëè ïîñëå
îêðàñêè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì.

Ò ð à í ñ ê ð è ï ö è þ ì Ð Í Ê B c l - 2 è ì Ð Í Ê ã à ì -
ì à - à ê ò è í à îïðåäåëÿëè ïîëóêîëè÷åñòâåííûì ìåòî-
äîì ÎÒ-ÏÖÐ. Âûäåëåíèå ÐÍÊ èç ôèáðîáëàñòîâ ïðîâîäè-
ëè ñ ïîìîùüþ ãóàíèäèí-òèîöèîíàò-ôåíîë-õëîðîôîðìà
(Chomczynski, Sacchi, 1987). Ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñ-
êðèïöèè (ÎÒ) ïðîâîäèëè íà ïðåïàðàòå ïîëè(À)ÐÍÊ ñ óíè-
âåðñàëüíûì ïðàéìåðîì îëèãî(dT)16 â èíêóáàöèîííîé
ñìåñè ñ ôåðìåíòîì îáðàòíàÿ òðàíñêðèïòàçà MuLV â êîí-
öåíòðàöèè 200 åä./ìêë ïðè 42 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷. Àëèêâîòû
ïîëó÷åííûõ êÄÍÊ ðàçâîäèëè â 10—103 ðàç è äîáàâëÿëè â
ÏÖÐ. Ñïåöèôè÷åñêèå ÏÖÐ-ïðàéìåðû ðàññ÷èòûâàëè (Ñî-
êîëîâà è äð., 2005) ïî èçâåñòíîé ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå
àëüôà- è áåòà-òðàíñêðèïòîâ ìÐÍÊ ãåíà B-êëåòî÷íîé ëèì-
ôîìû (Bcl-2; NCBI accession Ì13994, M13995; Tsujimoto,
Croce, 1986) è ìÐÍÊ òðàíñêðèïòîâ ãåíà ãàììà-àêòèíà
(ACTG1; NCBI accession M19283; Erba et al., 1988). Èçâå-
ñòíî, ÷òî ãåí Bcl-2 òðàíñêðèáèðóåòñÿ àëüòåðíàòèâíûì
ñïëàéñèíãîì â 3 âèäà ìÐÍÊ. Ñ ïîìîùüþ èñïîëüçîâàííîé
ïàðû ïðàéìåðîâ áûëè îïðåäåëåíû àëüôà- è áåòà-òðàíñ-
êðèïòû äâóõ ýêçîíîâ ãåíà. Óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ:
50 öèêëîâ àìïëèôèêàöèè íà ìàòðèöàõ êÄÍÊ â ñìåñè ñ
òåðìîñòàáèëüíîé Tag-ïîëèìåðàçîé (5 åä./ìêë) ïðè òåì-
ïåðàòóðå îòæèãà 55 °Ñ. ÄÍÊ-àìïëèôèêàòû àíàëèçèðîâà-
ëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â 1.5%-íûõ àãàðîçíûõ ãåëÿõ ñ
áðîìèñòûì ýòèäèåì (ÁÝ). Ðàçìåð ñïåöèôè÷åñêîãî ïðî-
äóêòà Bcl-2 (209 í. ï.) è ãàììà-àêòèíà (681 í. ï.) óñòàíàâ-
ëèâàëè ïî ïîëîæåíèþ ÄÍÊ-ìàðêåðîâ â äèàïàçîíå 100—
1000 í. ï.

Ðåçóëüòàòû

Â ë è ÿ í è å ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î ã î ñ î ñ ò î ÿ í è ÿ
Ô × â ì î ì å í ò ç à ð à æ å í è ÿ í à ä è í à ì è ê ó ñ è í ò å -
ç à Ö Ì Â - á å ë ê î â èçó÷àëè â ëèíèè êëåòîê Ô×-110044.
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Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå áåëêà ñâåðõðàííåãî
IE72, ðàííåãî pp65 è ïîçäíåãî gB ïðîâîäèëè â êëåòêàõ,
çàðàæåííûõ â òðåõ ïðîëèôåðàòèâíûõ ñîñòîÿíèÿõ, â äèíà-
ìèêå èíôåêöèè (ïîïóëÿöèè 1—3). Â êëåòî÷íûõ ïîïóëÿ-
öèÿõ 1 è 2 ÷èñëî êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ñâåðõðàííèé IÅð72
è ðàííèé ðð65 áåëêè, áûñòðî íàðàñòàëî è ê êîíöó 1-õ ñóò
ïî÷òè äîñòèãàëî ìàêñèìàëüíîãî óðîâíÿ (ðèñ. 1, à, á). Â òî
æå âðåìÿ â ïîïóëÿöèè 2 íàáëþäàëè îòñòàâàíèå â äèíàìè-
êå íàêîïëåíèÿ ïîçäíåãî áåëêà gB (ðèñ. 1, á). Â ôèáðîáëà-
ñòàõ ïîïóëÿöèè 3, çàðàæåííûõ ÖÌÂ â S-ôàçå, ñèíòåç âè-
ðóñíûõ áåëêîâ ïðîèñõîäèë ñ çàäåðæêîé (ðèñ 1, â) : ÷åðåç
1 ñóò èíôåêöèè äîëÿ êëåòîê, ñîäåðæàùàÿ ñâåðõðàííèé áå-
ëîê IÅð72, ñîñòàâëÿëà 20 %, ðàííèé ðð65 è ïîçäíèé gB
áåëêè — ìåíåå 1 %. Ñóùåñòâåííîå îòñòàâàíèå â äèíàìè-
êå ñèíòåçà âèðóñíûõ áåëêîâ â S-ôàçíûõ ôèáðîáëàñòàõ
êîððåëèðîâàëî ñ íèçêîé ýôôåêòèâíîñòüþ ïðîäóêöèè èìè
èíôåêöèîííîãî âèðóñà (Ñîêîëîâà è äð., 2007à). Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ìíåíèåì î òîì, ÷òî ïðîëèôåðà-
òèâíîå ñîñòîÿíèå êëåòîê â ìîìåíò çàðàæåíèÿ ÖÌÂ ÿâëÿ-
åòñÿ ñóùåñòâåííûì îãðàíè÷èâàþùèì ôàêòîðîì âèðóñíîé
ðåïëèêàöèè. Ïðåäñòàâëÿëîñü âàæíûì âûÿñíèòü íà ìîäåëè
ÖÌÂÈ ðîëü ãåíà è áåëêà Bcl-2 â ðàçâèòèè ÖÌÂ-èíäóöè-
ðîâàííîãî àïîïòîçà â îïèñàííûõ âûøå êëåòî÷íûõ ïîïó-
ëÿöèÿõ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïðîëèôåðàòèâíûì ñîñòîÿíèåì è
èíòåíñèâíîñòüþ èíôåêöèîííîãî ïðîöåññà.

Ò ð à í ñ ê ð è ï ö è î í í û é ê î í ò ð î ë ü ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è
ã å í à b c l - 2 â G 0- è S - ô à ç í û õ Ô × - 1 1 0 0 4 4. Ìåòî-
äîì ïîëóêîëè÷åñòâåííîé ÎÒ-ÏÖÐ ñðàâíèëè óðîâíè
ìÐÍÊ bcl-2 â ïîïóëÿöèÿõ 1 è 3, êîòîðûå ñóùåñòâåííî ðàç-
ëè÷àëèñü äèíàìèêîé íàêîïëåíèÿ âèðóñíûõ áåëêîâ. Íà
ðèñ. 2, à—â ïðåäñòàâëåíû ñïåöèôè÷åñêèå ÄÍÊ-àìïëèôè-
êàòû bcl-2 ðàçìåðîì 209 í.ï., ïîëó÷åííûå ñ ìàòåðèàëîì
ÐÍÊ, âûäåëåííîé èç êîíòðîëüíûõ è çàðàæåííûõ êóëüòóð
÷åðåç 1/4, 1/2, 1 è 2 ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ âèðóñîì. Ïðè èñ-
ñëåäîâàíèè êîíòðîëüíûõ êëåòîê íàèáîëåå âûñîêèå óðîâ-
íè òðàíñêðèïöèè bcl-2 áûëè âûÿâëåíû â ïîêîÿùèõñÿ Ô×.
Àêòèâíîñòü ãåíà bcl-2 â íèõ ïðåâûøàëà óðîâåíü â S-ôàç-

íûõ êëåòêàõ â 10 ðàç (ðèñ. 2, à). Ýòî óêàçûâàåò íà èíäóê-
öèþ â G0-êëåòêàõ, ëèøåííûõ ñûâîðîòî÷íûõ ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ, Bcl-2-çàùèòíîãî ìåõàíèçìà êëåòî÷íîé âûæè-
âàåìîñòè (Billstrom-Schroeder et al., 2002). Ïðè âñòóïëå-
íèè G0-êëåòîê â ìèòîòè÷åñêèé öèêë ïîä äåéñòâèåì ñûâî-
ðîòêè (ïîïóëÿöèÿ 1) óðîâåíü òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ bcl-2
áûñòðî ñíèæàëñÿ (ðèñ. 2, á, âåðõíèé ðÿä, äîðîæêè 1, 3),
çàòåì ñíîâà âîçðàñòàë ê 24 ÷ è îïÿòü ñíèæàëñÿ ê 48 ÷ (äî-
ðîæêè 5, 7 ñîîòâåòñòâåííî). Òàêèì îáðàçîì, äâèæåíèå ïî
êëåòî÷íîìó öèêëó è äåëåíèå êëåòîê ñîïðîâîæäàëèñü èç-
ìåíåíèÿìè óðîâíåé ìÐÍÊ bcl-2. Â òî æå âðåìÿ êîíòðîëü-
íûå S-ôàçíûå Ô× (ïîïóëÿöèÿ 3) ÷åðåç 1/2 è 1 ñóò íàáëþ-
äåíèÿ èìåëè íèçêèå (íåîïðåäåëÿåìûå) óðîâíè àêòèâíîñòè
ãåíà bcl-2 (ðèñ. 2, á íèæíèé ðÿä, äîðîæêè 3, 5, íåðàçâå-
äåííàÿ êÄÍÊ). Îäíàêî êî 2-ì ñóò, êîãäà ïëîòíîñòü êëå-
òî÷íîãî ìîíîñëîÿ ñòàíîâèëàñü âûñîêîé, óðîâåíü òðàíñ-
êðèïöèè ìÐÍÊ bcl-2 â íèõ âîçðàñòàë (ðèñ. 2, á, íèæíèé
ðÿä, äîðîæêà 7).

Çàðàæåíèå ÖÌÂ Ô× íà ñòàäèè G0 ïîâûøàëî àêòèâ-
íîñòü ãåíà bcl-2 íà ðàííèõ ñðîêàõ è ÷åðåç 2 ñóò (ðèñ. 2, á,
âåðõíèé ðÿä, äîðîæêè 2, 4, 8). Â èíôèöèðîâàííûõ
G0-êëåòêàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè óðîâåíü ìÐÍÊ
áûë âûøå íå ìåíåå ÷åì â 10 ðàç. Â çàðàæåííûõ S-ôàçíûõ
êëåòêàõ ÷åðåç 1/2 è 1 ñóò òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâíîñòü
ãåíà bcl-2 òàêæå âîçðàñòàëà îòíîñèòåëüíî óðîâíÿ â êîíò-
ðîëüíîé ïîïóëÿöèè (ðèñ. 2, á, íèæíèé ðÿä, äîðîæêè 4, 6).
×åðåç 1 ñóò èíôåêöèè (ïåðèîä ìàêñèìàëüíî âûñîêèõ
óðîâíåé ñèíòåçà ðàííèõ âèðóñíûõ áåëêîâ IÅ72 è pp65;
ðèñ. 1, à) âëèÿíèå ÖÌÂ íà òðàíñêðèïöèþ ìÐÍÊ bcl-2 â
ïîïóëÿöèÿõ 1 è 3 áûëî ïðîòèâîïîëîæíûì (ðèñ. 2, á, äî-
ðîæêè 5, 6 ñîîòâåòñòâåííî). Â ïîïóëÿöèè 1 ñ àêòèâíîé
ðåïëèêàöèåé ÖÌÂ íàáëþäàëè ïîäàâëåíèå òðàíñêðèïöèè
ìÐÍÊ bcl-2. Íàîáîðîò, â ïîïóëÿöèè 3 c ìåäëåííûì ðàçâè-
òèåì ÖÌÂÈ ñòèìóëÿöèÿ òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ bcl-2 ñîõðà-
íÿëàñü.

Çàâèñèìîñòü ÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ê ÖÌÂ îò
óðîâíÿ òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè bcl-2 èçó÷àëè â

170 Í. Å. Ôåäîðîâà, Ò. Ì. Ñîêîëîâà è äð.

Ðèñ. 1. Äèíàìèêà íàêîïëåíèÿ áåëêîâ öèòîìåãà-
ëîâèðóñà (ÖÌÂ) ÷åëîâåêà â ñèíõðîíèçèðîâàí-
íûõ ôèáðîáëàñòàõ ÷åëîâåêà (Ô×) ëèíèè

Ô×-110044.

Ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ ïîñëå çàðàæåíèÿ, ñóò; ïî îñè
îðäèíàò — äîëÿ îêðàøåííûõ êëåòîê, %. Çàðàæåíèå
ÖÌÂ: à — Ô× â ôàçå G0 êëåòî÷íîãî öèêëà ñ ïîñëåäóþ-
ùåé ñòèìóëÿöèåé äîáàâëåíèåì 15 % ýìáðèîíàëüíîé
òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÒÑ), ïîïóëÿöèÿ 1; á — òî æå, íî
áåç ñòèìóëÿöèè, ïîïóëÿöèÿ 2; â — Ô× â S-ôàçå, ïîïóëÿ-
öèÿ 3. Áåëêè IE72, pp65 è gB âûÿâëåíû èììóíîöèòîõè-
ìè÷åñêè ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (ÌÊÀ).



îïûòàõ íà äâóõ ëèíèÿõ Ô×, ñèíõðîíèçèðîâàííûõ â ñîñòî-
ÿíèè G0: âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîé Ô×-977 (ëåãêèõ ýìáðèî-
íà ÷åëîâåêà) è íèçêî÷óâñòâèòåëüíîé Ô×-1608 (êîæè
âçðîñëîãî ÷åëîâåêà) (Ñîêîëîâà è äð., 2007à, 2007á). Â îáå-
èõ ëèíèÿõ êëåòîê âëèÿíèå ÖÌÂ íà òðàíñêðèïöèþ ìÐÍÊ
bcl-2 áûëî èíãèáèðóþùèì óæå íà ðàííèõ ñðîêàõ èíôåê-
öèè (ðèñ. 2, â, äîðîæêè 2, 4, 6). Ïðè ýòîì âûñîêî÷óâñòâè-
òåëüíûå Ô×-977 ÷åðåç 1/4 ñóò ïîñëå ñòèìóëÿöèè ñîñòîÿ-
íèÿ ïîêîÿ äîáàâëåíèåì 15 % ÝÒÑ èìåëè áîëåå íèçêèå
óðîâíè òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ bcl-2, ÷åì ðåçèñòåíòíûå
Ô×-1608 (ðèñ. 2, â, äîðîæêè 1, 3 ñîîòâåòñòâåííî). ×åðåç
1/2 ñóò ÖÌÂÈ â ÷óâñòâèòåëüíîé ëèíèè ôèáðîáëàñòîâ ïî-
äàâëåíèå ãåííîé àêòèâíîñòè óñèëèâàëîñü, òîãäà êàê â ðå-
çèñòåíòíîé ñòàíîâèëîñü ñëàáî âûðàæåííûì (ðèñ. 2, â, äî-
ðîæêè 6, 8 ñîîòâåòñòâåííî). Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ÷óâñòâèòåëüíîñòü ëèíèé Ô× ê
ÖÌÂ è ñòåïåíü óãíåòåíèÿ âèðóñîì òðàíñêðèïöèè ãåíà
bcl-2 ïîçèòèâíî êîððåëèðóþò ìåæäó ñîáîé.

Â ë è ÿ í è å ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î ã î ñ î ñ ò î ÿ í è ÿ
Ô × - 1 1 0 0 4 4 í à è í ä ó ê ö è þ ñ è í ò å ç à á å ë ê à
B c l - 2 ï ð è Ö Ì Â È. Â ïîïóëÿöèÿõ 1 è 2 ÷åðåç 1 ñóò ïðî-
äóêòèâíîé ÖÌÂÈ áåëîê Bcl-2 íàêàïëèâàëñÿ ìàêñèìàëüíî
áûñòðî, óæå íà÷èíàÿ ñ ðàííèõ ñðîêîâ ïîñëå çàðàæåíèÿ
(ðèñ. 4, à), â öåëîì êîððåëèðóÿ ñ âûðàæåííîé ñòèìóëÿ-
öèåé â íèõ òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ. Çà ýòîò ïåðèîä ïî÷òè âñå
êëåòêè Ô×-110044 ïîïóëÿöèé 1 è 2 áûëè ìàðêèðîâàíû
àíòèòåëàìè ê Bcl-2. Â ïîïóëÿöèè 3 ñèíòåç àíòèàïîïòîòè-
÷åñêîãî áåëêà ïðîèñõîäèë ñ âûðàæåííûì îòñòàâàíèåì è
âûÿâëÿëñÿ â 100 % êëåòîê òîëüêî íà 7-å ñóò. Îòñóòñòâèå
áåëêà-àíòèãåíà Bcl-2 â S-ôàçíûõ Ô× ïîïóëÿöèè 3 â òå÷å-
íèå 1-õ è 2-õ ñóò íàáëþäåíèÿ ïîçèòèâíî êîððåëèðîâàëî ñ
áîëåå íèçêèìè óðîâíÿìè ìÐÍÊ bcl-2 â äåëÿùèõñÿ êëåò-
êàõ. Â îòëè÷èå îò ìåòîäà ÎÒ-ÏÖÐ èììóíîõèìè÷åñêîå
îïðåäåëåíèå áåëêà-àíòèãåíà â ïîïóëÿöèè 1 íå âûÿâèëî
ñíèæåíèÿ óðîâíÿ Bcl-2 ÷åðåç 1 ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ. Íà
ðèñ. 3, à ïðåäñòàâëåíà ëîêàëèçàöèÿ Bcl-2 â âèäå öèòîïëàç-
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Ðèñ. 2. Óðîâíè òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ bcl-2 è ìÐÍÊ ãàììà-àêòèíà â êîíòðîëüíûõ Ô× è çàðàæåííûõ ÖÌÂ â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ
(ôàçà G0) è ñèíòåçà ÄÍÊ (ôàçà S).

Ýëåêòðîôîðåç ÎÒ-ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ â 1.5%-íîì àãàðîçíîì ãåëå ñ áðîìèñòûì ýòèäèåì. à — ìÐÍÊ bcl-2 â Ô×-110044 â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ è ñèíòåçà ÄÍÊ äî
çàðàæåíèÿ ÖÌÂ; äîðîæêè, îáîçíà÷åííûå öèôðàìè 1, 10 è 100, ñîîòâåòñòâóþò ðàçâåäåíèÿì êÄÍÊ; 209 — ðàçìåð ÏÖÐ-ïðîäóêòà bcl-2, í. ï., á — ìÐÍÊ
bcl-2 â äèíàìèêå ÖÌÂ-èíôåêöèè â êëåòêàõ Ô×-110044 (ïîïóëÿöèè 1 è 3). Çàðàæåíèå â ôàçå G0 (ðàçâåäåíèå êÄÍÊ 1/10) è â S-ôàçå (êÄÍÊ áåç ðàçâåäå-
íèÿ). Ñðîêè îïðåäåëåíèÿ, ñóò: 1/4 (äîðîæêè 1, 2), 1/2 (äîðîæêè 3, 4), 1 (äîðîæêè 5, 6) è 2 (äîðîæêè 7 è 8). â — ìÐÍÊ bcl-2 â äâóõ ëèíèÿõ Ô× ñ ðàçíîé
÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê ÖÌÂ. Çàðàæåíèå âèðóñîì Ô× â ôàçå G0 (ðàçâåäåíèå êÄÍÊ 1/10) ñ ïîñëåäóþùåé ñòèìóëÿöèåé 15%-íîé ÝÒÑ. Ô×-977 (âûñîêî÷óâ-
ñòâèòåëüíûå ê ÖÌÂ): äîðîæêè 1, 2 — ÷åðåç 1/4 ñóò; 5, 6 — ÷åðåç 1/2 ñóò. ÔÊ×-1608 (ìàëî÷óâñòâèòåëüíûå ê ÖÌÂ): äîðîæêè 3, 4 — ÷åðåç 1/4 ñóò; 7, 8 —
÷åðåç 1/2 ñóò. ã — ìÐÍÊ ãàììà-àêòèíà â Ô×, çàðàæåííûõ ÖÌÂ. Ðàçâåäåíèå êÄÍÊ 1/1000; äîðîæêè 1—3 — êëåòêè Ô×-110044 (ïîïóëÿöèÿ 1); 4—6 —
Ô×-110044 (ïîïóëÿöèÿ 3); 7—9 — êëåòêè Ô×-977 (ñèíõðîíèçèðîâàííûå â ôàçå G0). Ñðîêè îïðåäåëåíèÿ: 0 ÷ — äî çàðàæåíèÿ (äîðîæêè 1, 4, 7) è
1/2 ñóò — ïîñëå íåãî (äîðîæêè 3, 6, 9); ñëåâà — ðàçìåð ÏÖÐ-ïðîäóêòà ãàììà-àêòèíà (681 í. ï.), Ì — ìàðêåðû ÄÍÊ, ñïðàâà — ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà.

à—ã: «–» è «+» — ñîîòâåòñòâåííî Ô×, êîíòðîëüíûå è çàðàæåííûå ÖÌÂ êëåòêè.



ìàòè÷åñêèõ ãðàíóë. Ñ ïîìîùüþ àíòèòåë â íåçàðàæåííûõ
êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ Bcl-2 íå áûë îáíàðóæåí, âîçìîæíî
èç-çà åãî ìàëîé äîñòóïíîñòè â ñîñòàâå ìèòîõîíäðèàëüíîé
ìåìáðàíû (ðèñ. 3, ä).

Â û õ î ä ö è ò î õ ð î ì à ñ â ö è ò î ï ë à ç ì ó Ö Ì Â -
è í ô è ö è ð î â à í í û õ Ô × - 1 1 0 0 4 4 èçó÷àëè èììóíîöè-
òîõèìè÷åñêèì ìåòîäîì. Â öèòîïëàçìå ÖÌÂ-èíôèöè-
ðîâàííûõ êëåòîê ñ ïðèçíàêàìè õàðàêòåðíîãî öèòîïàòè-
÷åñêîãî äåéñòâèåÿ íàáëþäàëè èíòåíñèâíîå äèôôóçíîå
îêðàøèâàíèå öèòîõðîìà ñ (ðèñ. 3, á). Òàêîé õàðàêòåð
îêðàøèâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóåò î âûõîäå öèòîõðîìà ñ èç
ìèòîõîíäðèé â öèòîïëàçìó è îá àêòèâàöèè ìèòîõîíäðè-
àëüíîãî ïóòè àïîïòîçà. Â êîíòðîëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ ñ
òèïè÷íîé ìîðôîëîãèåé îêðàñêà öèòîõðîìà ñ â öèòîïëàç-
ìå áûëà ñëàáîé èëè îòñóòñòâîâàëà (ðèñ. 3, å). Äèíàìèêà
âûñâîáîæäåíèÿ öèòîõðîìà ñ áûëà íàèáîëåå áûñòðîé â ïî-
ïóëÿöèè 1 (çàðàæåíèå ÖÌÂ íà ñòàäèè G0 êëåòî÷íîãî öèê-
ëà è çàòåì ñòèìóëÿöèÿ ïðîëèôåðàöèè, ðèñ. 4, á). Â ïîïó-
ëÿöèè 2 (çàðàæåíèå ÖÌÂ íà ñòàäèè G0 áåç ñòèìóëÿöèè)
âûõîä öèòîõðîìà ñ â öèòîïëàçìó îòñòàâàë ïðèáëèçèòåëü-
íî íà 1 ñóò. Âîçìîæíî, ýòî îáúÿñíÿåòñÿ áîëåå ìåäëåííûì
ñèíòåçîì ïîçäíåãî áåëêà îáîëî÷êè gB â íåñòèìóëèðîâàí-
íûõ äîáàâëåíèåì ñûâîðîòêè Ô×-110044 (ðèñ. 1, á).
Â êëåòêàõ ïîïóëÿöèè 3 (çàðàæåííûå ÖÌÂ â ôàçå ñèíòåçà
ÄÍÊ) íàêîïëåíèå öèòîõðîìà ñ â öèòîïëàçìå ïðîèñõîäèëî

ìåäëåííî è äîñòèãàëî 100 % òîëüêî ê 7-ì ñóò ïîñëå çàðà-
æåíèÿ.

Î á í à ð ó æ å í è å à ê ò è â í î é ô î ð ì û ê à ñ ï à ç û 3
ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 3, â è 4, â. Â êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ
Ô×-110044 íå áûëî îáíàðóæåíî êëåòîê, ñîäåðæàùèõ àê-
òèâíóþ ôîðìó êàñïàçû 3 (ðèñ. 3, æ). Â çàðàæåííûõ ÖÌÂ
G0-êëåòêàõ (ïîïóëÿöèè 1 è 2) âûÿâëåíèå àêòèâèðîâàííîé
ôîðìû ôåðìåíòà êîððåëèðîâàëî ñ äèíàìèêîé âûñâîáîæ-
äåíèÿ öèòîõðîìà ñ è áûñòðåå ïðîèñõîäèëî â G0-ôèáðî-
áëàñòàõ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè (ïîïóëÿöèÿ 1) è
çíà÷èòåëüíî ìåäëåííåå — â ïîïóëÿöèè 3 (ðèñ. 3, â; 4, â).
Èíäóêöèÿ îáîèõ ìàðêåðîâ ìèòîõîíäðèàëüíîãî àïîïòî-
çà — öèòîõðîìà ñ è êàñïàçû 3 — ïðîèñõîäèëà íà ðàííèõ
ñðîêàõ ïðîäóêòèâíîé ÖÌÂÈ â ïîïóëÿöèÿõ 1 è 2 è, ñëåäî-
âàòåëüíî, êîððåëèðîâàëà ñ óðîâíÿìè ñèíòåçà ðàííèõ âè-
ðóñíûõ áåëêîâ. Â êóëüòóðå, èíôèöèðîâàííîé â ôàçå S,
ïðèðîñò êîëè÷åñòâà ìå÷åíûõ êëåòîê ñ àêòèâíîé êàñïàçîé
3 ïðîèñõîäèë ìåäëåííî è òîëüêî ê 7-ì ñóò äîñòèãàë óðîâ-
íÿ 100 %.

Â ë è ÿ í è å Ö Ì Â È í à ñ ò ð ó ê ò ó ð ó ö è ò î ñ ê å -
ëåòà. Ñ èñïîëüçîâàíèåì îêðàñêè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì
àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, ÎÒ-ÏÖÐ-àíàëèçà ìÐÍÊ ãàììà-
àêòèíà, à òàêæå àíòèòåë ê a-òóáóëèíó áûëî èçó÷åíî äåé-
ñòâèå ÖÌÂÈ íà äâà êîìïîíåíòà öèòîñêåëåòà — ìèêðîôè-
ëàìåíòû è ìèêðîòðóáî÷êè. Â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ
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Ðèñ. 3. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå ìàðêåðîâ àïîïòîçà.

Íà ôîòîãðàôèÿõ (à—æ) ïîêàçàíû çàðàæåííûå ÖÌÂ (ñëåâà) è êîíòðîëüíûå (ñïðàâà) Ô×-110044, ìå÷åííûå ÌÊÀ ê áåëêó Bcl-2 (à, ä), öèòîõðîìó ñ (á, å)
è êàñïàçå 3 (â, æ); îá. 60�. ã, ç — àêòèíîâûå ôèëàìåíòû, îêðàøåííûå ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì; îá. 90�.



Ô×-110044 õàðàêòåð îêðàñêè ñâèäåòåëüñòâîâàë î òèïè÷-
íîé ñòðóêòóðå òÿæåé àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ (ðèñ. 3, ç). Â
ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûõ êóëüòóðàõ ñòðóêòóðà àêòèíîâûõ
òÿæåé íàðóøàëàñü è õàðàêòåð îêðàøèâàíèÿ áûë äèôôóç-
íûì (ðèñ. 3, ã). Äåçîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâûõ ôèáðèëë áûñò-
ðåå ïðîÿâëÿëàñü â Ô× â ôàçå G0 ñ ïîñëåäóþùåé ñòèìóëÿ-
öèåé 15%-íîé ÝÒÑ, ÷åì â êëåòêàõ, íå ñòèìóëèðîâàííûõ
ñûâîðîòêîé. Ìåäëåííîå ðàçâèòèå ÖÌÂÈ â S-ôàçíûõ Ô×
òàêæå ñîïðîâîæäàëîñü èçìåíåíèÿìè â ñòðóêòóðå àêòèíî-
âûõ âîëîêîí, íî ñ îòñòàâàíèåì â äèíàìèêå. Ñðàâíèòåëü-
íîå èññëåäîâàíèå òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ãàììà-àêòèíà ïðè
ÖÌÂÈ â ïîïóëÿöèÿõ êëåòîê 1 è 3 âûÿâèëî ïîäàâëåíèå
óðîâíÿ òðàíñêðèïòîâ óæå ÷åðåç 1/2 ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ
ÖÌÂ (ðèñ. 2, ã, äîðîæêè 3, 6, ðàçâåäåíèÿ êÄÍÊ 1/1000).
Â íåçàðàæåííûõ S-ôàçíûõ Ô× âûÿâëåí âûñîêèé óðîâåíü
òðàíñêðèïöèè àêòèíîâîãî ãåíà è ýôôåêò åãî èíãèáèðîâà-
íèÿ áûë áîëåå âûðàæåííûì (ðèñ. 2, ã, äîðîæêè 4, 6 ñîîò-
âåòñòâåííî). Â G0-êëåòêàõ ëèíèè Ô×-977 íà ðàííåì ñðîêå
ïðîäóêòèâíîé ÖÌÂÈ (1/2 ñóò) íå áûëî îáíàðóæåíî ñíè-
æåíèÿ òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ãàììà-àêòèíà. Â ýòîì ñëó÷àå
ïðè÷èíîé äåçîðãàíèçàöèè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ, ñêîðåå
âñåãî, ÿâëÿëîñü ïîñòòðàíñëÿöèîííîå ðàñùåïëåíèå àêòèíà
êàñïàçîé 3. Îêðàøèâàíèå èíôèöèðîâàííûõ ÖÌÂ êëåòîê
àíòèòåëàìè ê a-òóáóëèíó íå âûÿâèëî ñóùåñòâåííûõ ðàç-
ëè÷èé â ðàñïðåäåëåíèè è õàðàêòåðå îêðàñêè ñåòè ìèêðî-
òðóáî÷åê, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá óñòîé÷èâîñòè òóáóëèíà
ê êàñïàçå 3 (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ).

Îáñóæäåíèå

Èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè êëåòî÷íûõ ãåíîâ ïîä äåéñòâè-
åì ÖÌÂ èìåþò ñëîæíûé õàðàêòåð è êàñàþòñÿ áîëüøîãî
÷èñëà êëåòî÷íûõ ãåíîâ, ñðåäè êîòîðûõ ãåíû, ðåãóëèðóþ-
ùèå ïðîëèôåðàöèþ, àïîïòîç è àíòèâèðóñíîå ñîñòîÿíèå
çàíèìàþò ñóùåñòâåííîå ìåñòî (Challacombe et al., 2004).
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå áûëè ñîïîñòàâëåíû äèíàìè-
êà ðàçâèòèÿ è õàðàêòåðèñòèêè ìèòîõîíäðèàëüíîãî àïîï-

òîçà, èíäóöèðîâàííîãî ÖÌÂ â ïîêîÿùèõñÿ (â ôàçå G0) è â
ïðîëèôåðèðóþùèõ (â ôàçå S) Ô×. Èññëåäîâàííûå ìîäåëè
ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ ñêîðîñòüþ ðàçâèòèÿ èíôåêöè-
îííîãî ïðîöåññà, óðîâíÿìè íàêîïëåíèÿ âèðóñíûõ ïðîäóê-
òîâ è äèíàìèêîé ìèòîõîíäðèàëüíîãî àïîïòîçà. Ñîãëàñíî
ïîëó÷åííûì äàííûì, äèíàìèêà èíäóêöèè ìàðêåðîâ àïîï-
òîçà â ÖÌÂ-èíôèöèðîâàííûõ Ô×-110044 çàâèñåëà îò
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê â ìîìåíò çàðàæåíèÿ
è ïðÿìî êîððåëèðîâàëà ñ ñèíòåçîì âèðóñíûõ áåëêîâ. Íàè-
áîëåå áûñòðàÿ èíäóêöèÿ ìàðêåðîâ ìèòîõîíäðèàëüíîãî
àïîïòîçà — öèòîõðîìà ñ è àêòèâíîé êàñïàçû 3 — âûÿâ-
ëåíà â êëåòêàõ, èíôèöèðîâàííûõ â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ.
Â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â ìîìåíò çàðàæåíèÿ â ôàçå ñèí-
òåçà ÄÍÊ, ïðîöåññû ÖÌÂ-èíäóöèðîâàííîãî àïîïòîçà
ðàçâèâàëèñü ñ çàäåðæêîé íà 4—5 ñóò. Ðåçóëüòàòû íàøåé
ðàáîòû ïîäòâåðæäàþò äàííûå î âëèÿíèè ïðîëèôåðàòèâ-
íîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê â ìîìåíò çàðàæåíèÿ íà äèíàìèêó
ðàçâèòèÿ ÖÌÂÈ (Fortunato et al., 2002; Ôåäîðîâà è äð.,
2003) è ïîêàçûâàþò àññîöèàöèþ ïðîöåññîâ âèðóñèíäóöè-
ðîâàííîãî ìèòîõîíäðèàëüíîãî àïîïòîçà ñ îñòàíîâêîé
ïðîëèôåðàöèè. Â S-ôàçíûõ êëåòêàõ, â êîòîðûõ ïðîèñõî-
äèò áëîêàäà ýêñïðåññèè âèðóñíûõ IE-ãåíîâ, à òàêæå çà-
ìåäëåí ñèíòåç áåëêîâ ðàííåãî pp65 è ïîçäíåãî gB, èíäóê-
öèÿ àïîïòîòè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â ìèòîõîíäðèÿõ ïðîèñõî-
äèëà ìåäëåííî. Äàæå íà ôîíå âûñîêèõ óðîâíåé
ýêñïðåññèè ãåíà fas — ñèãíàëüíîãî ðåöåïòîðà àïîïòîçà
(Ôåäîðîâà è äð., 2008) — è, êàê ñëåäóåò èç ïðåäñòàâëåí-
íîé ðàáîòû, íèçêèõ óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíà bcl-2 ÖÌÂ
íå ñïîñîáåí âûçâàòü áûñòðîå ðàçâèòèå àïîïòîçà â S-ôàç-
íûõ êëåòêàõ. Ðåçèñòåíòíîñòü ê âèðóñó â S-ïåðèîäå, ïî-âè-
äèìîìó, îáóñëîâëåíà ðîñòîì àêòèâíîñòè àíòèâèðóñíûõ ãå-
íîâ (2R,5R-ÎÀÑ, àëüôà- è ãàììà-ÈÔÍ) (Ñîêîëîâà è äð.,
2007à, 2007á).

Îäíà èç çàäà÷ íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â ñðàâíå-
íèè òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãåíà Bcl-2 â êëåòêàõ,
íàõîäÿùèõñÿ â ðàçëè÷íûõ ïðîëèôåðàòèâíûõ ñîñòîÿíè-
ÿõ. Äëÿ ýòîãî àíàëèçèðîâàëè íåçàðàæåííûå êîíòðîëüíûå
êóëüòóðû Ô×, ñèíõðîíèçèðîâàííûå â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ è
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Ðèñ. 4. Äèíàìèêà èíäóêöèè ìèòîõîíäðèàëüíûõ
ìàðêåðîâ àïîïòîçà â êëåòêàõ Ô×-110044.

Ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ ïîñëå çàðàæåíèÿ ÖÌÂ; ïî îñè
îðäèíàò — äîëÿ êëåòîê, %, ìå÷åííûõ ÌÊÀ ê ìèòîõîí-
äðèàëüíûì ìàðêåðàì: áåëêó Bcl-2 (à), öèòîõðîìó ñ (á) è
êàñïàçå 3 (â). Çàðàæåííûå ÖÌÂ Ô× â ôàçå G0 ñ ïîñëåäó-
þùåé ñòèìóëÿöèåé 15%-íîé ÝÒÑ (÷åðíûå ñòîëáèêè,
ïîïóëÿöèÿ 1), áåç ñòèìóëÿöèè (ñåðûå ñòîëáèêè, ïîïó-
ëÿöèÿ 2) è Ô×, çàðàæåííûå â ôàçå ñèíòåçà ÄÍÊ (áåëûå

ñòîëáèêè, ïîïóëÿöèÿ 3).



ñèíòåçà ÄÍÊ (G0- è S-ôàçû). Áîëåå âûñîêèå óðîâíè òðàíñ-
êðèïöèè ìÐÍÊ bcl-2 â G0-Ô×, ëèøåííûõ ðîñòîâûõ ôàêòî-
ðîâ, ïî ñðàâíåíèþ ñ S-ôàçíûìè Ô× óêàçûâàåò íà çàùèò-
íóþ ðîëü ãåíà bcl-2 â óñëîâèÿõ èíäóêöèè àïîïòîçà ïðè
ñûâîðîòî÷íîì ãîëîäàíèè, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëè-
òåðàòóðû (Billstrom-Schroeder et al., 2002). Ýòîò âûâîä
ïîäòâåðæäàþò äàííûå î òîì, ÷òî äîáàâëåíèå ê ïîêîÿùèì-
ñÿ ôèáðîáëàñòàì ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ âûçûâàëî áûñòðîå
ñíèæåíèå óðîâíÿ òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ bcl-2.

Íàøè ðåçóëüòàòû âïåðâûå äåìîíñòðèðóþò ñïîñîá-
íîñòü ÖÌÂ êîíòðîëèðîâàòü ãèáåëü êëåòîê, ñòèìóëèðóÿ
èëè ïîäàâëÿÿ òðàíñêðèïöèþ êëåòî÷íîãî ãåíà bcl-2. Òàê
êàê èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ãåíà bcl-2 ìîæåò ïðèâåñòè ê
ðàçíûì ôîðìàì ðàçâèòèÿ âèðóñíîé èíôåêöèè — îò îñò-
ðîé ñ áûñòðîé ãèáåëüþ êëåòîê äî õðîíè÷åñêîé ñ ìåäëåí-
íûì ðàçâèòèåì ïàòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññà, — ïðåäñòàâëÿ-
ëî èíòåðåñ ñðàâíèòü óðîâíè åãî ãåííîé àêòèâíîñòè â êëåò-
êàõ, çàðàæåííûõ ÖÌÂ. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè 2 ìîäåëè:
êëåòêè îäíîé ëèíèè (Ô×-110044) çàðàæàëè ÖÌÂ â äâóõ
ðàçíûõ ïðîëèôåðàòèâíûõ ñîñòîÿíèÿõ è êëåòêè òðåõ ëè-
íèé Ô×, íàõîäèâøèåñÿ â ñîñòîÿíèè G0 (Ô×-110044,
Ô×-977 è Ô×-1608), íî ðàçëè÷àþùèåñÿ ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòüþ ê ÖÌÂ (ïî ñêîðîñòè ñèíòåçà âèðóñíûõ áåëêîâ è ïðî-
äóêöèè èíôåêöèîííîãî âèðóñà). Â èññëåäîâàííûõ ëèíèÿõ
êëåòîê èçìåíåíèÿ ãåííîé àêòèâíîñòè bcl-2 íå áûëè îäíî-
çíà÷íûìè ïî äèíàìèêå èíôåêöèè. Â ôèáðîáëàñòàõ ëèíèè
Ô×-110044 íà ðàííèõ ñðîêàõ ÖÌÂÈ (1/4 è 1/2 ñóò) àêòèâ-
íîñòü ãåíà bcl-2 âîçðàñòàëà, íî ÷åðåç 1 ñóò ïàäàëà (ðèñ. 2,
à, á). Â êëåòêàõ Ô×-977 è Ô×-1608 íà ðàííèõ ñðîêàõ
ÖÌÂÈ, íàîáîðîò, íàáëþäàëè ïîäàâëåíèå ãåííîé àêòèâ-
íîñòè bcl-2 (ðèñ. 2, â). Áûñòðàÿ ãèáåëü çàðàæåííûõ Ô× â
ôàçå G0 ïðè ïðîäóêòèâíîé ÖÌÂÈ ñî÷åòàëàñü ñ ïàäåíèåì
óðîâíÿ òðàíñêðèïöèè ãåíà bcl-2. Ñòèìóëÿöèÿ àêòèâíîñòè
ãåíà bcl-2 â êëåòêàõ Ô×-110044, ïî-âèäèìîìó, íåîáõîäè-
ìà ÖÌÂ äëÿ îòñðî÷êè ãèáåëè êëåòîê è îáåñïå÷åíèÿ âè-
ðóñíîé ðåïëèêàöèè. Ïîäîáíûé ýôôåêò bcl-2 ïîêàçàí íà
ìîäåëè âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà (Sciortino et al., 2006).
Ïîçèòèâíàÿ ðåãóëÿöèÿ bcl-2 ïðè ÖÌÂÈ äîïîëíÿëà äåéñò-
âèå êîäèðóåìîãî âèðóñîì èíãèáèòîðà ìèòîõîíäðèàëüíî-
ãî àïîïòîçà vMIA (Arnoult et al., 2004; Reboredo et al.,
2004). Ïðè ìåäëåííîì ðàçâèòèè èíôåêöèîííîãî ïðîöåññà
â S-ôàçíûõ Ô×-110044 âûêëþ÷åíèÿ òðàíñêðèïöèè bcl-2
íå ïðîèñõîäèëî (ðèñ. 2, á). Ñîïîñòàâëåíèå äàííûõ òðàíñ-
êðèïöèè ãåíà bcl-2 ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðÿìîé ñâÿçè íåãà-
òèâíîé ðåãóëÿöèè ãåííîé àêòèâíîñòè ñ ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòüþ ê ÖÌÂ â äâóõ ëèíèÿõ êëåòîê (Ô×-977 è Ô×-1608).
Îäíàêî ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â Ô×-110044, ñðåäíå÷óâñò-
âèòåëüíûõ ê ÖÌÂ, âèðóñíûé êîíòðîëü bcl-2 èìåë äâóíàï-
ðàâëåííûé âðåìåííîé õàðàêòåð: ñòèìóëÿöèÿ íà ðàííèõ
ñðîêàõ èíôåêöèè è ïîäàâëåíèå ê êîíöó 1-õ ñóò, â ïåðèîä
ìàêñèìàëüíîãî íàêîïëåíèÿ ñâåðõðàííèõ è ðàííèõ âèðóñ-
íûõ áåëêîâ. Ñêîðîñòü ðàçâèòèÿ àïîïòîçà â êëåòêàõ
Ô×-110044 ïîçèòèâíî êîððåëèðîâàëà ñ ýôôåêòîì âðåìåí-
íîãî âûêëþ÷åíèÿ ýêñïðåññèè bcl-2 è îñòàíîâêîé ïðîëè-
ôåðàöèè êàê â ìîìåíò çàðàæåíèÿ, òàê è â õîäå âèðóñíîé
ðåïëèêàöèè. Âàæíî ñîïîñòàâèòü âëèÿíèå ÖÌÂ íà òðàíñ-
êðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü ãåíîâ bcl-2 è fas â ýòèõ ëèíèÿõ
êëåòîê. Â Ô×-110044 ïîäàâëåíèå àïîïòîçíîãî ãåíà fas
(Ôåäîðîâà è äð., 2008) ñîïðîâîæäàëîñü ïîâûøåíèåì
óðîâíÿ òðàíñêðèïöèè ïðîëèôåðàòèâíîãî bcl-2. Â Ô×-977
ñòèìóëÿöèÿ ãåíà fas àññîöèèðîâàëàñü ñ ïîäàâëåíèåì
bcl-2. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â Ô×-977 ðîñò òðàíñêðèïöèè
ìÐÍÊ 2R, 5R-îëèãîàäåíèëàòñèíòåòàçû ïðè ÖÌÂÈ òàêæå
êîððåëèðîâàë ñ ïàäåíèåì òðàíñêðèïöèè bcl-2 ìÐÍÊ (Ñî-
êîëîâà è äð., 2007à). Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ÎÒ-ÏÖÐ òðàíñ-

êðèïöèè ãåíà bcl-2 â Ô×-110044 áûëè ïîäòâåðæäåíû
îïðåäåëåíèåì áåëêà Bcl-2 èììóíîöèòîõèìè÷åñêèì ìåòî-
äîì ñ ïîìîùüþ àíòèòåë. Íàèáîëåå ýôôåêòèâíî íàêîïëå-
íèå áåëêà ïðîèñõîäèëî â ïîïóëÿöèè 1 Ô×-110044 â ôàçå
G0 ïîñëå ñòèìóëÿöèè ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè. Ðåçóëüòàòû
ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà ñêîðîñòè ñèíòåçà âèðóñíûõ áåë-
êîâ è óðîâíÿ èíäóêöèè áåëêà Bcl-2 â ïîïóëÿöèÿõ 1 è 2 ïî-
çâîëèëè ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îáà ïðîöåññà ïîçèòèâíî âçàè-
ìîñâÿçàíû.

Àêòèâèðîâàííàÿ êàñïàçà 3 ðàñùåïëÿåò ðÿä âàæíûõ
êëåòî÷íûõ ñóáñòðàòîâ — ïîëè(ÀÄÐ-ðèáîçó)ïîëèìåðàçó,
ïðåïÿòñòâóÿ ðåïàðàöèè ÄÍÊ, è áåëêè öèòîñêåëåòà, â òîì
÷èñëå àêòèí (Hengartner, 2000). Â ðÿäå êëåòî÷íûõ òèïîâ
êàñïàçà 3 âûñâîáîæäàåò ÄÍÊ-ýíäîíóêëåàçó, ÷òî ïðèâîäèò
ê ìåæíóêëåîñîìíîìó ðàñùåïëåíèþ ÄÍÊ. Õîòÿ ïðè
ÖÌÂÈ â Ô× íå îáíàðóæåíî ôðàãìåíòàöèè êëåòî÷íîé
ÄÍÊ â âèäå «ëåñòíèöû», ñèíòåç êëåòî÷íîé ÄÍÊ áûë ïî-
äàâëåí (Ôåäîðîâà è äð., 2003) è íàðóøåíà ñòðóêòóðà öåíò-
ðîñîìû, ÷òî ìîãëî ïðèâîäèòü ê ïàòîëîãè÷åñêèì ìèòîçàì
(Bystrevskaya et al., 1997). Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå èññëå-
äîâàíèå àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ â ÖÌÂ-çàðàæåííûõ êëåò-
êàõ, ïðîâåäåííîå â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ïîäòâåðäèëî èõ
ðàçðóøåíèå â äèíàìèêå èíôåêöèè. Äèíàìèêà íàêîïëåíèÿ
ôèáðîáëàñòîâ ñ äèôôóçíûì õàðàêòåðîì îêðàøèâàíèÿ àê-
òèíîâûõ âîëîêîí ñîâïàäàëà ñ óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà
êëåòîê, ñîäåðæàùèõ àêòèâíóþ êàñïàçó 3. Ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç óðîâíåé òðàíñêðèïöèè ìÐÍÊ ãàììà-àêòèíà â ïî-
êîÿùèõñÿ è â S-ôàçíûõ Ô× ïîêàçàë, ÷òî ïðè ÖÌÂÈ àê-
òèâíîñòü ãåíà ñíèæåíà ñèëüíåå â äåëÿùèõñÿ êëåòêàõ. Ïî-
äîáíûå íàðóøåíèÿ òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ìÐÍÊ
áåòà-àêòèíà, ôèáðèëë öèòîñêåëåòà è ìîëåêóë êëåòî÷íîé
àäãåçèè îáíàðóæåíû ïðè ÖÌÂÈ è äðóãèìè àâòîðàìè
(Hertel, Mocarski, 2004; Lin et al., 2004). Â îòëè÷èå îò àê-
òèíîâûõ âîëîêîí ñåòü ìèêðîòðóáî÷åê ìàëî âèäîèç-
ìåíÿëàñü â ÖÌÂ-çàðàæåííûõ êëåòêàõ, ÷òî, âîçìîæíî,
îáúÿñíÿåòñÿ óñòîé÷èâîñòüþ ìèêðîòóáóëÿðíûõ ñòðóêòóð ê
èíäóêòîðàì àïîïòîçà (Äîìíèíà è äð., 2002). Ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî â òóáóëèíîâûõ áåëêàõ, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ
ìèêðîòðóáî÷åê, ñàéòû ïðîòåîëèòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ êàñ-
ïàç ýêðàíèðîâàíû èëè îòñóòñòâóþò.

Ñîâîêóïíîñòü ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîçâîëÿåò çàêëþ-
÷èòü, ÷òî äëÿ êîíòðîëÿ ïðîöåññîâ ìèòîõîíäðèàëüíîãî
àïîïòîçà ÖÌÂ èñïîëüçóåò íàðÿäó ñ âèðóñíûìè ãåíàìè è
êëåòî÷íûé ãåí bcl-2, ïîâûøàÿ èëè ñíèæàÿ åãî òðàíñêðèï-
öèîííóþ àêòèâíîñòü â äèíàìèêå èíôåêöèè. Ïðîìîòîðû
ãåíà bcl-2 ñîäåðæàò ñàéòû àêòèâàöèè äëÿ ìíîãèõ ñèãíà-
ëîâ, â òîì ÷èñëå äëÿ öÀÌÔ-ôàêòîðà CREB/ATF1 (Bige-
low et al., 2004). TDarpp-áåëêè ðåãóëèðóþò Bcl-2 íà òðàíñ-
êðèïöèîííîì óðîâíå ñ ó÷àñòèåì êèíàçû Akt, êîòîðàÿ, êàê
è Bcl-2, ÿâëÿåòñÿ ðåãóëÿòîðîì êëåòî÷íîé âûæèâàåìîñòè è
áëîêèðóåò àïîïòîç, èíäóöèðîâàííûé ðîñòîâûìè ôàêòîðà-
ìè è õèìèîòåðàïåâòè÷åñêàìè âîçäåéñòâèÿìè (Belkhiri et
al., 2008). Íàèáîëåå âåðîÿòíûìè ñèãíàëüíûìè ïóòÿìè ðå-
ãóëÿöèè ãåííîé àêòèâíîñòè bcl-2, èñïîëüçóåìûìè ÖÌÂ,
ÿâëÿþòñÿ Ð13K/Akt (Johnson et al., 2001; Luo et al., 2003) è
èíòåðôåðîíçàâèñèìûé Jak/STAT (Paulus et al., 2006; Zhou
et al., 2008) ñ ó÷àñòèåì ôåðìåíòà 2R, 5R-îëèãîàäåíèëàòñèí-
òåòàçû (Ñîêîëîâà è äð., 2007à).
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DIFFERENT REGULATION OF MITOCHONDRIAL APOPTOSIS AND Bcl-2 GENE EXPRESSION

IN QUESCENT AND PROLIFERATIVE HUMAN FIBROBLASTS INFECTED

WITH CYTOMEGALOVIRUS

N. E. Fedorova, T. M. Sokolova,1 M. G. Medzhidova, A. A. Kushch
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The aim of the study was to compare the dynamics of mitochondrial apoptosis (MA) in cells at different sta-
ges of proliferation and with different susceptibility to cytomegalovirus (CMV). It has been found that in quies-
cent human fibroblasts (HF) CMV regulates MA at the level of bcl-2 gene transcription, exerting both pro- and
anti-apoptotic effects. Suppression of bcl-2 transcription is greater in HF-977 line, which is highly susceptible to
CMV in comparison with HF-1068 line. The effect of proliferative activity on MA was studied using CMV-in-
fected HF-110044 line at the G0- or S-phase. A direct correlation was established between accumulation of cy-
tochrome c and caspase 3 (MA markers) and production of IE72, pp65 and gB (CMV proteins). In G0-fibrob-
lasts, viral replication was highly productive and bcl-2 expression was 10-fold as high as in S-phase cells, in
which viral protein production and cell death were much lower. The increased gene transcription and accumula-
tion of Bcl-2 protein enhanced cell viability and provided synthesis of viral proteins. Impaired structure of actin
microfilaments, a caspase 3 target, coincided with pronounced suppression of gamma-actin gene in S-phase
HF-110044. Our findings provide an insight into CMV-induced mechanisms of MA which lead to rapid death of
infected quiescent fibroblasts and to slow death of cells infected at the stage of DNA synthesis.

K e y w o r d s: mitochondrial apoptosis markers, cytomegalovirus, proliferation human fibroblasts, transc-
ription of bcl-2 and gamma-actin genes.
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