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À. À. Àçàðåíîê è äð.
Ñïîñîáíîñòü âèðóñîâ ãðèïïà òèïà À è èõ ïîâåðõíîñòíûõ áåëêîâ ñòèìóëèðîâàòü àïîïòîç

Ïîêàçàíî, ÷òî ñîâðåìåííûå ýïèäåìè÷åñêèå øòàììû âèðóñîâ ãðèïïà òèïà À ïîäòèïîâ H5N1, H3N2
è H1N1pdm ñïîñîáíû âûçûâàòü àïîïòîç êëåòîê ýíäîòåëèÿ in vitro. Êàê ñàìè èññëåäóåìûå âèðóñû, òàê è
èõ ïîâåðõíîñòíûå áåëêè ãåìàããëþòèíèí è íåéðàìèíèäàçà âûçûâàþò àêòèâàöèþ êàñïàçû-3 ÷åðåç 0.5 ÷
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè. Êðîìå òîãî, âèðóñû ãðèïïà è íåéðàìèíèäàçà (â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë)
ïðèâîäÿò ê ïîÿâëåíèþ ôîñôàòèäèëñåðèíà íà êëåòî÷íîé ìåìáðàíå â òå÷åíèå 2—8 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ.
Â ðàáîòå îáñóæäàþòñÿ îñîáåííîñòè àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòêè âî âðåìÿ ðåïðîäóêöèè âèðóñà, à òàê-
æå ïðè âîçäåéñòâèè âèðóñíûõ áåëêîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: âèðóñ ãðèïïà, ãåìàããëþòèíèí, íåéðàìèíèäàçà, àïîïòîç, êàñïàçà-3.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èññëåäîâàíèþ ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê ñîñóäîâ óäåëÿåòñÿ ïîâûøåííîå âíèìàíèå, ïî-
ñêîëüêó îíè îòâå÷àþò çà îáåñïå÷åíèå æèçíåäåÿòåëüíîñòè
âñåãî îðãàíèçìà. Ñóùåñòâåííàÿ ðîëü ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê â ðåãóëÿöèè ñîñóäèñòîãî òîíóñà, ãåìîñòàçà, èì-
ìóííûõ ïðîöåññîâ, â ôóíêöèîíèðîâàíèè ìíîãèõ îðãàíîâ
ïðèâåëà ê ïðèíöèïèàëüíî íîâîìó ïîíèìàíèþ ïàòîãåíåçà
ìíîãèõ ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ, ïî÷å÷íûõ, ëåãî÷íûõ è äðó-
ãèõ çàáîëåâàíèé (Ëóïèíñêàÿ è äð., 2008). Ýíäîòåëèîöèòû
âûïîëíÿþò âàæíåéøóþ òêàíåâóþ áàðüåðíóþ ôóíêöèþ è
â ñâÿçè ñ ýòèì ÿâëÿþòñÿ ìèøåíüþ äëÿ áîëüøèíñòâà ïàòî-
ãåíîâ, â òîì ÷èñëå è äëÿ âèðóñà ãðèïïà (Chen et al., 2008;
Sakao et al., 2005). Âîçäåéñòâèå áàêòåðèàëüíûõ èëè âè-
ðóñíûõ ïàòîãåíîâ ÷àñòî ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ ïðîãðàììè-
ðóåìîé êëåòî÷íîé ãèáåëè — àïîïòîçà.

Êàê ïîêàçûâàåò àíàëèç ëèòåðàòóðû, âèðóñ ãðèïïà èí-
äóöèðóåò ðàçâèòèå àïîïòîçà â êëåòêàõ îðãàíèçìà ÷åëîâå-
êà è ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ, à òàêæå â êëåòî÷íûõ
êóëüòóðàõ ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Àïîïòîç, âûçâàí-
íûé âèðóñîì ãðèïïà, áûë îïèñàí äëÿ êëåòîê àëüâåîëÿðíîãî
ýïèòåëèÿ, ëèìôîöèòîâ ñåëåçåíêè è ëåãî÷íûõ ëåéêîöèòîâ ó
ïàöèåíòîâ, óìåðøèõ îò èíôåêöèè âèðóñà ãðèïïà ïîäòèïà
H5N1 (Uiprasertkul et al., 2007; Gu et al., 2007). Äàííûé âè-
ðóñ òàêæå âûçûâàë àïîïòîç â äåíäðèòíûõ êëåòêàõ ëåãêèõ è
ëèìôîóçëàõ ìàêàê (Baskin et al., 2009) è â ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòêàõ ñîñóäîâ öûïëÿò (Ito et al., 2002). Äðóãèå ïîäòèïû
âèðóñà ãðèïïà âûçûâàëè àïîïòîç â ðàçëè÷íûõ ïåðâè÷íûõ è
ïåðåâèâàåìûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ, òàêèõ êàê ëèìôîöèòû,
áðîíõèîëÿðíûå ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè, ìàêðîôàãè è ìèåëî-
èäíûå äåíäðèòíûå êëåòêè (Takizawa, Nakanishi, 2010). Îä-
íàêî äàííûå î ðàçâèòèè àïîïòîçà â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ
÷åëîâåêà, èíôèöèðîâàííûõ âèðóñîì ãðèïïà, îòñóòñòâóþò.
Òåì íå ìåíåå ýòîò âîïðîñ ïðåäñòàâëÿåò áîëüøîé èíòåðåñ, â
ñâÿçè ñ òåì ÷òî âî âðåìÿ ïàíäåìèè ãðèïïà 2009—2010 ãã.
÷àñòî âûÿâëÿëèñü òÿæåëûå îñëîæíåíèÿ â âèäå òðîìáîãå-

ìîððàãè÷åñêèõ ïíåâìîíèé è ýíöåôàëîïàòèé, îäíîé èç
îñíîâíûõ ïðè÷èí êîòîðûõ áûëî ïîâðåæäåíèå ýíäîòåëèÿ
âèðóñàìè (×åðíÿåâ è äð., 2010).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âèðóñ ãðèïïà è åãî ïî-
âåðõíîñòíûå áåëêè ñïîñîáíû ìîäóëèðîâàòü ãåìîñòàç
(Æèëèíñêàÿ è äð., 2011). Îêàçàëîñü, ÷òî âèðóñ ãðèïïà ìî-
æåò ðåïðîäóöèðîâàòüñÿ â ýíäîòåëèè êàê in vitro, òàê è in
vivo, âûçûâàÿ íàðóøåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê ýíäîòåëèÿ
(Æèëèíñêàÿ è äð., 2012). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
èìåííî ðåïðîäóêöèÿ âèðóñà â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ
ñëóæèò ïðè÷èíîé íàðóøåíèÿ ïðîöåññà ãåìîñòàçà, ïðèâî-
äÿùåãî ê ðàçâèòèþ äèññåìèíèðîâàííîãî âíóòðèñîñóäè-
ñòîãî ñâåðòûâàíèÿ êðîâè (ñî÷åòàíèå ãèïåð- è ãèïîêîàãó-
ëÿöèè, ïðèâîäÿùåå ê ïîëèîðãàííîé íåäîñòàòî÷íîñòè) —
îïàñíîãî îñëîæíåíèÿ ãðèïïîçíîé èíôåêöèè.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå ñïîñîá-
íîñòè âèðóñîâ ãðèïïà òèïà À è èõ ïîâåðõíîñòíûõ áåë-
êîâ — ãåìàããëþòèíèíà è íåéðàìèíèäàçû — âûçûâàòü
ïðîãðàììèðóåìóþ êëåòî÷íóþ ñìåðòü â ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòêàõ ëèíèè EAhy926. Îá àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåò-
êè ñóäèëè ïî àêòèâàöèè êàñïàçû-3 è ïîÿâëåíèþ ôîñôàòè-
äèëñåðèíà íà âíåøíåé ñòîðîíå ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû êëåòîê, âûÿâëÿåìîìó ñ ïîìîùüþ àííåêñèíà V.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ý í ä î ò å ë è à ë ü í û å ê ë å ò ê è ëèíèè EAhy926 áûëè
ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû ä-ðîì Cora-Jean S. Edgell (Óíè-
âåðñèòåò Ñåâåðíàÿ Êàðîëèíà, ÑØÀ). Ëèíèÿ âîñïðîèçâî-
äèò îñíîâíûå ôåíîòèïè÷åñêèå è ôóíêöèîíàëüíûå õàðàê-
òåðèñòèêè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ìàêðîñîñóäîâ ÷åëîâå-
êà (Edgell et al., 1983). Ïðîäóêöèÿ êëåòêàìè EAhy926
òêàíåâîãî àêòèâàòîðà ïëàçìèíîãåíà è ôàêòîðà ôîí Âèë-
ëèáðàíäòà ÿâëÿåòñÿ äîêàçàòåëüñòâîì òîãî, ÷òî êëåòêè ñî-
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õðàíÿþò ñâîéñòâà ýíäîòåëèîöèòîâ. Ìû ïðîâîäèëè ðåãó-
ëÿðíûé êîíòðîëü àêòèâíîñòè òêàíåâîãî àêòèâàòîðà ïëàç-
ìèíîãåíà â êëåòêàõ EAhy926 ïî ìåòîäó Êóäðÿøîâà è
ñîòðóäíèêîâ (1974). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
DMEM (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè
ýìáðèîíîâ êîðîâ (Sigma, ÑØÀ), HAT (ãèïîêñàíòèí, àìè-
íîïòåðèí è òèìèäèí) (Sigma, ÑØÀ), 4 ìÌ L-ãëþòàìèíà
è 100 ìêã/ìã ãåíòàìèöèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ). Ïåðåñåâ ïðî-
èçâîäèëè äâàæäû â íåäåëþ. Ìîíîñëîé êëåòîê äåçèíòåã-
ðèðîâàëè 0.02 %-íûì ðàñòâîðîì ýòèëåíäèàìèíòåòðàóê-
ñóñíîé êèñëîòû (ÝÄÒÀ) (Áèîëîò, Ðîññèÿ).

Èñïîëüçîâàëè 3 ø ò à ì ì à â è ð ó ñ î â ã ð è ï ï à ò è -
ïà À: 1) ýïèäåìè÷åñêèé øòàìì âèðóñà ãðèïïà ÷åëîâåêà
À/Áðèñáåéí/10/2007 (Í3N2); 2) ðåàññîðòàíòíûé øòàìì
âèðóñà ãðèïïà ïòèö À/êóðèöà/Êóðãàí/5/05 NS1-81/5:3
(H5N1); 3) ïàíäåìè÷åñêèé øòàìì À/Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã/2/2009 (H1N1pdm). Âñå âèðóñû ïîëó÷åíû èç Ëàáîðà-
òîðèè ýâîëþöèîííîé èçìåí÷èâîñòè âèðóñîâ ãðèïïà ÍÈÈ
ãðèïïà Ìèíçäðàâà ÐÔ. Èíôåêöèîííóþ à ê ò è â í î ñ ò ü
â è ð ó ñ î â ã ð è ï ï à îïðåäåëÿëè òèòðîâàíèåì âèðóñîñî-
äåðæàùåãî ìàòåðèàëà â 1-ñóòî÷íîé êóëüòóðå EAhy926 ñ
êîýôôèöèåíòîì 10 è ðàññ÷èòûâàëè ïî îáùåïðèíÿòîìó
ìåòîäó (Reed, Muench, 1934). Èíôåêöèîííóþ àêòèâíîñòü
âèðóñîâ îöåíèâàëè ïî ÒÖÄ50 (òêàíåâàÿ öèòîïàòè÷åñêàÿ
äîçà, âûçûâàþùàÿ 50 %-íóþ ãèáåëü êëåòîê ïðè èíôèöè-
ðîâàíèè èõ âèðóñîì) è ïî ðåàêöèè ãåìàããëþòèíàöèè ñ êó-
ðèíûìè ýðèòðîöèòàìè ÷åðåç 72 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ.

Áåëêè âèðóñà — ãåìàããëþòèíèí è íåéðàìèíèäàçó —
âûäåëÿëè èç ñêîíöåíòðèðîâàííîãî è î÷èùåííîãî âèðóñà
ãðèïïà ïî îïèñàííîìó ðàíåå ìåòîäó (Æèëèíñêàÿ è äð.,
2011). Êîíòðîëü ÷èñòîòû âûäåëåííîãî ìàòåðèàëà îñóùå-
ñòâëÿëè ïðè ïîìîùè ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå ïî ìåòîäó Ëýììëè (Æèëèíñêàÿ è äð., 2011) ñ ïîñëå-
äóþùèì àíàëèçîì ïîëîñ ãåëåé íà äåíñèòîìåòðå GS-800
(Bio-Rad Laboratories, ÑØÀ).

Äëÿ èììóíîãèñòîöèòîõèìè÷åñêîãî î ï ð å ä å ë å í è ÿ
à ê ò è â í î ñ ò è ê à ñ ï à ç û - 3-ñóòî÷íûé ìîíîñëîé êëåòîê
EAhy926 âûðàùèâàëè íà ïðåäìåòíûõ ñòåêëàõ, ïðåäâàðè-
òåëüíî ïîêðûòûõ ïîëèëèçèíîì. Çàòåì êëåòêè ëèáî çàðàæà-
ëè âèðóñàìè ïî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå (Æèëèíñêàÿ è äð.,
2012), ëèáî îáðàáàòûâàëè ïîâåðõíîñòíûìè áåëêàìè âèðó-
ñîâ â ðàçíîé êîíöåíòðàöèè è â òå÷åíèå ðàçíîãî âðåìåíè. Çà-
ðàæåííûå êëåòêè, îáðàáîòàííûå áåëêàìè, è êîíòðîëüíûå
(áåç çàðàæåíèÿ è îáðàáîòêè) ôèêñèðîâàëè íà ïðåäìåòíûõ
ñòåêëàõ ñìåñüþ àöåòîíà è ýòàíîëà (1 : 1) â òå÷åíèå 0.5 ÷, ïî-
ñëå ÷åãî îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà ìîíîêëîíàëüíûõ
àíòèòåë äëÿ âûÿâëåíèÿ êàñïàçû-3 (Novocastra, Àíãëèÿ). Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçî-
âàëè âòîðûå àíòèòåëà, ìå÷åííûå ïåðîêñèäàçîé (Novolink,
Àíãëèÿ). Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äëÿ âèçóàëèçàöèè ïåðîêñè-
äàçíîé àêòèâíîñòè ïðèìåíÿëè äèàìèíîáåíçèäèí (ÄÀÁ),
êîòîðûé â ïðèñóòñòâèè ïåðîêñèäàçû ïðè îêèñëåíèè îáðà-
çóåò íåðàñòâîðèìûå ïðîäóêòû êîðè÷íåâîãî öâåòà. ßäðà
êëåòîê êîíòðàñòèðîâàëè ãåìàòîêñèëèíîì Ìàéåðà, îêðàøè-
âàþùèì êëåòî÷íîå ÿäðî â ãîëóáîé öâåò.

Äëÿ îöåíêè àïîïòîçà ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè (2500
òûñ.) âíîñèëè â ëóíêè 6-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà (Sarstedt,
Àâñòðèÿ). 1-ñóòî÷íûé ìîíîñëîé êëåòîê ëèáî çàðàæàëè
âèðóñàìè, ëèáî îáðàáàòûâàëè ïîâåðõíîñòíûìè áåëêàìè
âèðóñîâ â ðàçíîé êîíöåíòðàöèè è â òå÷åíèå ðàçíîãî âðå-
ìåíè (2, 4, 6, 8 è 10 ÷), ïîñëå ÷åãî äåçèíòåãðèðîâàëè ìî-
íîñëîé â 0.02%-íîì ðàñòâîðå ÝÄÒÀ (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è
ïåðåíîñèëè êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ â ìèêðîïðîáèðêè. Äëÿ
âûÿâëåíèÿ ôðàêöèè àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè
êîìáèíèðîâàííóþ îêðàñêó èîäèñòûì ïðîïèäèåì (PI) è

àííåêñèíîì V (AnV), êîíúþãèðîâàííûì ñ FITC (Annexin V
kit 1, BD Biosciences, ÑØÀ). Îêðàøèâàëè ñîãëàñíî èíñò-
ðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Àíàëèç îáðàçöîâ ïðîâîäèëè
ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè íà ïðèáîðå Epics XL
(Becman Coulter, ÑØÀ), îñíàùåííîì àðãîíîâûì ëàçåðîì ñ
äëèíîé âîëíû 488 íì. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè
òðèæäû. Êîëè÷åñòâî àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê îïðåäåëÿëè
êàê äîëþ êëåòîê, îêðàøåííûõ àííåêñèíîì V, íî íå îêðà-
øåííûõ èîäèñòûì ïðîïèäèåì (ôðàêöèÿ AnV+PI–), âûðà-
æåííóþ â % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà àíàëèçèðóåìûõ êëåòîê.

Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îöåíèâàëè ìåòîäîì ïðî-
òî÷íîé öèòîìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì PI, êîòîðûé îêðà-
øèâàåò ÄÍÊ ïîãèáøèõ êëåòîê, íî íå ïðîíèêàåò â æèâûå
êëåòêè. Äîëþ ïîãèáøèõ è æèâûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè, èñ-
ïîëüçóÿ äâóõïàðàìåòðè÷åñêóþ ãèñòîãðàììó, îòîáðàæàþ-
ùóþ PI-îêðàñêó êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò ïðÿìîãî ñâåòî-
ðàññåÿíèÿ.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ äåéñòâèÿ íà
êëåòêè âèðóñîâ è íåéðàìèíèäàçû ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ
äèñïåðñèîííûé àíàëèç. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè
ïðè Ð < 0.01 (Ìåðêîâ, Ïîëÿêîâ, 1974). Â ýêñïåðèìåíòàõ ñ
ãåìàããëþòèíèíîì ðåçóëüòàòû îöåíèâàëè, èñïîëüçóÿ êðè-
òåðèé U Ìàííà—Óèòíè. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè
ïðè Ð < 0.05 (Ãëàíö, 1999).

Ðåçóëüòàòû

Àêòèâàöèÿ êàñïàçû-3 âûÿâëÿëàñü íà ðàííåé ñòàäèè
çàðàæåíèÿ — ÷åðåç 0.5—1.5 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ âèðóñà è
íå çàâèñåëà îò ïîäòèïà âèðóñà (ðèñ. 1, à, á). Ñðàâíèòåëü-
íûé àíàëèç àêòèâàöèè êàñïàçû-3 ïîâåðõíîñòíûìè áåëêà-
ìè âèðóñîâ ïîêàçàë, ÷òî ïðè òåõ æå ñðîêàõ âîçäåéñòâèÿ,
êàê è â ñëó÷àå ñàìèõ âèðóñîâ (0.5—1.5 ÷), ìèíèìàëüíàÿ
êîíöåíòðàöèÿ íåéðàìèíèäàçû, âûçûâàâøàÿ àêòèâàöèþ
êàñïàçû-3, áûëà â 10 ðàç ìåíüøå, ÷åì ãåìàããëþòèíèíà
(0.1 è 1 ìêã/ìë ñîîòâåòñòâåííî).

Âèðóñû ãðèïïà ïîäòèïîâ H5N1, H3N2 è H1N1pdm
âûçûâàëè ïîÿâëåíèå ôîñôàòèäèëñåðèíà íà ïîâåðõíîñòè
êëåòîê ýíäîòåëèÿ ÷åðåç 2—4 ÷ ïîñëå íà÷àëà çàðàæåíèÿ;
äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê (AnV+PI–) ÷åðåç 6 ÷ äîñòèãà-
ëà ìàêñèìàëüíîé âåëè÷èíû — 6 % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà
êëåòîê äëÿ âèðóñà ãðèïïà ïîäòèïà H5N1 (ðèñ. 2, á) (ïðî-
òèâ 0.3 % â êîíòðîëå). Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïî-
ëó÷åíû äëÿ âèðóñà ãðèïïà H3N2 (äàííûå íå ïîêàçàíû).
×òî êàñàåòñÿ âèðóñîâ ãðèïïà ïîäòèïà H1N1pdm, ìàê-
ñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî (6 %) àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê
(AnV+PI–) ðåãèñòðèðîâàëè ÷åðåç 4 ÷ ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ
èõ âèðóñîì (äàííûå íå ïîêàçàíû). ×åðåç 10 ÷ ïîñëå èíôè-
öèðîâàíèÿ êëåòîê âèðóñàìè êîëè÷åñòâî àííåêñèí-ïîëîæè-
òåëüíûõ êëåòîê ñíèæàëîñü äî óðîâíÿ êîíòðîëÿ.

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ïðè óâåëè÷åíèè âðåìåíè
âîçäåéñòâèÿ âèðóñîâ íà êëåòêè EAhy926, ïðè îòñóòñòâèè
ôðàêöèè êëåòîê (AnV+PI–), íàáëþäàëè ìàññîâóþ ãèáåëü
ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ÷åðåç 12—24 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ
âèðóñàìè (ðèñ. 2, â). Òàê, ÷åðåç 12 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ äîëÿ
ïîãèáøèõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà 30 % äëÿ H3N2 è H5N1 è
40 % äëÿ H1N1pdm. Ïî ìåðå âîçðàñòàíèÿ ñðîêîâ ðåïðî-
äóêöèè âèðóñîâ (18, 24 è 48 ÷) äîëÿ ïîãèáøèõ êëåòîê âîç-
ðàñòàëà è ÷åðåç 48 ÷ ñîñòàâëÿëà 60 % äëÿ H3N2 è 85 %
äëÿ H5N1 è H1N1pdm (ðèñ. 2, â).

Íåéðàìèíèäàçà âèðóñà ãðèïïà ïîäòèïà H3N2 âûçû-
âàëà ïîÿâëåíèå ôîñôàòèäèëñåðèíà óæå ÷åðåç 4 ÷ ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë (ðèñ. 3, á). Ìàêñè-
ìàëüíîå êîëè÷åñòâî àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê (AnV+PI–) ðå-
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ãèñòðèðîâàëè ÷åðåç 6 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ (ðèñ. 3, à, á).
×åðåç 8 ÷ äîëÿ òàêèõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà 4.8 %, à ÷åðåç 10 ÷
ñîîòâåòñòâîâàëà êîíòðîëüíîìó çíà÷åíèþ (ðèñ. 3, á). Àíà-
ëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû (íå ïîêàçàíû) áûëè ïîëó÷åíû äëÿ
íåéðàìèíèäàçû âèðóñà ãðèïïà ïîäòèïà H5N1.

Ãåìàããëþòèíèí âèðóñà ãðèïïà À/Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã/2/2009(H1N1pdm) âûçûâàë ãèáåëü ýíäîòåëèàëüíûõ
êëåòîê ÷åðåç 6—8 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ïðè êîíöåíòðàöèè
50 ìêã/ìë, íî ãèáåëü êëåòîê íîñèëà, ïî âñåé âèäèìîñòè,
íå àïîïòîòè÷åñêèé õàðàêòåð, òàê êàê âûõîäà ôîñôàòèäèë-
ñåðèíà íà ïîâåðõíîñòü ìåìáðàíû íå íàáëþäàëè (ðèñ. 4, à,
êâàäðàò ÀÂ2). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî èç 3 èññëåäî-
âàííûõ ãåìàããëþòèíèíîâ òîêñè÷íîñòü äëÿ êëåòîê ýíäîòå-
ëèÿ áûëà âûÿâëåíà òîëüêî ó ãåìàããëþòèíèíà âèðóñà
ãðèïïà ïîäòèïà H1N1pdm. Â ñëó÷àå âèðóñîâ H3N2 è
H5N1 òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ èõ ãåìàããëþòèíèíîâ íà ýí-
äîòåëèàëüíûå êëåòêè íå íàáëþäàëè, à äîëÿ ïîãèáøèõ
êëåòîê ñîîòâåòñòâîâàëà êîíòðîëüíîé (ðèñ. 4, á).

Îáñóæäåíèå

Ïðîâåäåííûå íàìè èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî âñå
3 âèðóñà ãðèïïà è èõ ïîâåðõíîñòíûå áåëêè (ãåìàããëþòè-
íèí è íåéðàìèíèäàçà) àêòèâèðîâàëè êàñïàçó-3 â ýíäîòå-

ëèàëüíûõ êëåòêàõ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ êàñïàçà-3 ðàññìàò-
ðèâàåòñÿ íå òîëüêî êàê ìàðêåð àïîïòîçà, íî è êàê áåëîê,
ó÷àñòâóþùèé â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà è ïðîäóêöèè
öèòîêèíîâ (Ôèëü÷åíêîâ, 2003). Êðîìå òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî
àêòèâàöèÿ êàñïàçû-3 ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì
äëÿ ýôôåêòèâíîé ðåïðîäóêöèè íåêîòîðûõ âèðóñîâ, òàê
êàê åå èíãèáèðîâàíèå íå óâåëè÷èâàåò, à, íàîáîðîò, ñíè-
æàåò ïðîäóêöèþ âèðóñà (Wurzer et al., 2003; Brydon et al.,
2005; Galuzzi et al., 2008). Òàêèì îáðàçîì, àêòèâàöèÿ êàñ-
ïàçû-3 íåîáõîäèìà êàê äëÿ ðàçâèòèÿ àïîïòîçà, òàê è äëÿ
îáåñïå÷åíèÿ óñïåøíîé ðåïðîäóêöèè âèðóñà.

Äàííûå ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè ïîçâîëèëè íàì îïðå-
äåëèòü êîëè÷åñòâî êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè
àïîïòîçà. Òàê, ïðè âîçäåéñòâèè èññëåäóåìûõ âèðóñîâ
äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà
6 %. Äîëÿ àííåêñèí V-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê â ñëó÷àå
äåéñòâèè âèðóñîâ è íåéðàìèíèäàçû áûëà ïðèáëèçèòåëü-
íî òàêîé æå è îäèíàêîâîé (îêîëî 6 %). Äëÿ ñðàâíåíèÿ çà-
ìåòèì, ÷òî â êóëüòóðå êëåòîê ÌÄÑÊ (ïåðìèñcèâíîé
êóëüòóðå êëåòîê äëÿ âèðóñà ãðèïïà), èíôèöèðîâàííûõ
âèðóñîì ãðèïïà ïîäòèïà H3N2, ÷åðåç 10 ÷ ïîñëå çàðàæå-
íèÿ äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê äîñòèãàëà 60 % (Seo
et al., 2001). Ðàçíèöà â îòâåòå íà çàðàæåíèå ýòèõ äâóõ êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð, âîçìîæíî, îáúÿñíÿåòñÿ îñîáåííîñòÿìè
èõ ôèçèîëîãèè. Ó ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê â íîðìå êàê â

432 À. À. Àçàðåíîê è äð.

Ðèñ. 1. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè êàñêàçû-3 â êóëüòóðå êëåòîê EAhy926 â êîíòðîëå (à) è ïîñëå èíôèöèðî-
âàíèÿ âèðóñîì A/Êóðãàí/5/05/NS1-81/5:3(H5N1) â çàðàæàþùåé äîçå 0.01ÒÖÄ50/êë (á), âîçäåéñòâèÿ ãåìàããëþòèíèíà (1 ìêã/ìë) âè-
ðóñà ãðèïïà A/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/2/2009 (H1N1pdm) (â) èëè íåéðàìèíèäàçû (0.1 ìêã/ìë) âèðóñà ãðèïïà A/Brisbane/10/2007 (H3N2).

Äëèòåëüíîñòü äåéñòâèÿ àãåíòà 0.5 ÷. Êîðè÷íåâîå îêðàøèâàíèå äèàìèíîáåíçèäèíîì âèçóàëèçèðóåò àêòèâíîñòü êàñêàçû-3. ßäðà êëåòîê îêðàøåíû ãå-
ìàòîêñèëèíîì Ìàéåðà â ãîëóáîé öâåò. Îá. 40�.
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Ðèñ. 2. Ãèñòîãðàììû, îòðàæàþùèå ðàçâèòèå ïðîöåññà àïîïòîçà (à, á ) è îáùóþ ãèáåëü êëåòîê (â) â êóëüòóðå EAhy926 ïðè èíôè-
öèðîâàíèè âèðóñîì.

à — äâóõïàðàìåòðè÷åñêàÿ ãèñòîãðàììà, îòðàæàþùàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê, ìå÷åííûõ èîäèñòûì ïðîïèäèåì (PI) è àííåêñèíîì V
(AnV), êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå; êîëè÷åñòâî àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê (%) ñîîòâåòñòâóåò äîëå (AnV+PI)-êëåòîê â êâàäðàòå
AB2; á — òî æå ÷åðåç 6 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ âèðóñîì H5N1 (çàðàæàþùàÿ äîçà 0.01ÒÖÄ50/êë); â — çàâèñèìîñòü äîëè ïîãèáøèõ (PI+) êëåòîê (%) îò âðå-
ìåíè çàðàæåíèÿ âèðóñîì â äîçå 0.01ÒÖÄ50/êë ïî ðåçóëüòàòàì òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ, ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ( )X S x± , P < 0.01.

Ðèñ. 3. Àïîïòîç â êóëüòóðå êëåòîê EAhy926 ïðè âîçäåéñòâèè íåéðàìèíèäàçû (10 ìêã/ìë) âèðóñà ãðèïïà A/Brisbane/10/2007
(H3N2).

à — äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê (ôðàêöèÿ AnV+PI–, êâàäðàò AB2), âûðàæåííàÿ â % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê, ÷åðåç 6 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ; á —
äîëÿ êëåòîê AnV+PI– â êîíòðîëå (÷åðíûå ñòîëáöû) è ïîñëå äåéñòâèÿ íåéðàìèíèäàçû (ñâåòëûå ñòîëáöû) â çàâèñèìîñòè îò âðåìåíè. Ïðåäñòàâëåíû

ñðåäíèå çíà÷åíèÿ X S x± èç òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ, P < 0.01.



îðãàíèçìå, òàê è â êóëüòóðå äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê
î÷åíü ìàëà (0.1 %) (Stefanec, 2000, 2004), ïîýòîìó âîçðàñ-
òàíèå ýòîé äîëè äî 6 % ïðè èíôèöèðîâàíèè âèðóñàìè
ãðèïïà è ïðè âîçäåéñòâèè íåéðàìèíèäàç óêàçûâàåò íà èõ
ñåðüåçíûå ïîâðåæäåíèÿ.

Èíòåðåñíî îòìåòèòü áîëüøóþ ñïîñîáíîñòü ãåìàããëþ-
òèíèíà âèðóñà À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/2/2009(H1N1pdm) ïî-
âðåæäàòü êëåòêè ýíäîòåëèÿ. Ýòî, ïî-âèäèìîìó, ìîæíî
îáúÿñíèòü òåì, ÷òî â ñòðóêòóðå ãåìàããëþòèíèíà ýòîãî âè-
ðóñà åñòü àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ìèìèê-
ðèðóþùèå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òîêñèíà
ñêîðïèîíà (Êèñåëåâ, 2011).

Êàê óêàçûâàëîñü âûøå, ãåìàããëþòèíèí âûçûâàåò àê-
òèâàöèþ êàñïàçû-3, íî íå ñòèìóëèðóåò âûõîäà ôîñôàòè-
äèëñåðèíà íà ïîâåðõíîñòü ìåìáðàíû êëåòîê ýíäîòåëèÿ.
Êîëè÷åñòâî àííåêñèí V-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ïðè âîç-
äåéñòâèè ãåìàããëþòèíèíà ñîîòâåòñòâîâàëî êîíòðîëþ.
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àêòèâàöèÿ ãåìàããëþòèíèíîì
êàñïàçû-3 ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì óñïåøíîé ðå-
ïðîäóêöèè âèðóñà, òàê êàê èìåþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî àê-
òèâàöèÿ êàñïàçû-3 ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ñêîðîñòè
òðàíñïîðòà ðèáîíóêëåîïðîòåèíà âèðóñà ãðèïïà èç ÿäðà â
öèòîïëàçìó êëåòîê (Richard, Tulasne, 2012).

Ïîìèìî àïîïòîçà, êîòîðûé ìû íàáëþäàëè íà ðàí-
íèõ ñðîêàõ çàðàæåíèÿ (2—8 ÷), âèðóñû ãðèïïà âûçûâàëè
çíà÷èòåëüíóþ ãèáåëü êëåòîê íà ïîçäíèõ ñðîêàõ çàðàæå-
íèÿ (12—48 ÷). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ãèáåëü êëåòîê
øëà ïî íåêðîòè÷åñêîìó ïóòè, îäíàêî äëÿ îêîí÷àòåëüíî-
ãî âûâîäà î ìåõàíèçìå êëåòî÷íîé ãèáåëè íåîáõîäèìû äî-
ïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ. Íåêðîç â íàñòîÿùåå âðåìÿ
(Ìàíñêèõ, 2007) ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê èòîã àïîïòîçà â ñè-
òóàöèè ýíåðãîäåôèöèòà êëåòêè è (èëè) ðåçóëüòàò äåéñò-
âèÿ ñâåðõôèçèîëîãè÷åñêèõ èíäóêòîðîâ. Ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî íàðàñòàíèå ïðîäóêöèè âèðóñíûõ ÷àñòèö è
ÿâëÿåòñÿ òàêèì èíäóêòîðîì. Òàê, ÷åðåç 12 ÷ ïîñëå çàðàæå-
íèÿ ïðè îòñóòñòâèè àííåêñèí V-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê
ðåçêî âîçðàñòàëà äîëÿ ïîãèáøèõ êëåòîê (äî 40 %). Ïðè

óâåëè÷åíèè âðåìåíè ðåïðîäóêöèè âèðóñîâ äî 24 è 48 ÷
äîëÿ ïîãèáøèõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà 60 è 80 % ñîîòâåòñò-
âåííî (ðèñ. 2, â). Áîëüøîå êîëè÷åñòâî êëåòîê, ïîãèáøèõ â
ðåçóëüòàòå íåêðîçà, ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî àïîïòîç
êëåòîê â îðãàíèçìå çàêàí÷èâàåòñÿ ôàãîöèòîçîì àïîïòîç-
íûõ òåëåö, à â óñëîâèÿõ êëåòî÷íîé êóëüòóðû ðàçâèâàåòñÿ
ïðîöåññ íåêðîçà (Nókky et al., 2010).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò
óòâåðæäàòü, ÷òî èññëåäóåìûå âèðóñû ãðèïïà ïîäòèïîâ
H3N2, H5N1, H1N1 è èõ ïîâåðõíîñòíûå áåëêè îêàçûâàþò
ïîâðåæäàþùåå äåéñòâèå íà ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè êðî-
âåíîñíûõ ñîñóäîâ ÷åëîâåêà. Ýòè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ
êëèíè÷åñêîé êàðòèíîé ïðè ãðèïïîçíîé èíôåêöèè è äîëæ-
íû ó÷èòûâàòüñÿ ïðè ðàçðàáîòêå ñõåì ëå÷åíèÿ ãðèïïà, òàê
êàê, ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì äàííûì, äàæå íåáîëüøàÿ
äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ ýíäîòåëèîöèòîâ ìîæåò ÿâëÿòüñÿ
ìàðêåðîì ïîðàæåíèÿ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ (Ïåòðèùåâ
è äð., 2008).
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ABILITY OF THE INFLUENZA VIRUSES AND THEIR ENVELOPE PROTEINS

TO STIMULATES ENDOTHELIAL CELLS APOPTOSIS IN VITRO

A. A. Azarenok,1 A. R. Prochuhanova,1 V. V. Zenin,2 O. G. Lyublinskaya,2

N. M. Kozlova,1 I. N. Zhilinskaya1, *
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The ability of the modern epidemic strains of influenza virus type A (subtypes H5N1, H3N2, H1N1pdm)
and their surface proteins, hemagglutinin (HA) and neuraminidase to cause the activation of the cellular protein
caspase-3 and stimulate the emergence of phosphatidylserine on the membrane of human endothelial cell line
EAhy926 has been studied. It was questioned how the viruses and their surface proteins that were studied cause
the activation of caspase-3 after 0.5 h of exposure that recorded immunogistotsitohimicheski. The test viruses
and neuraminidase (concentration 10 mg/ml) led to the appearance of phosphatidylserine on the cell membrane
in a time interval of 2—8 h from the beginning of the treatment, which was recorded by flow cytometry. The
death of endothelial cells when exposed to the HA (in a concentration of 50 mg/ml) and in the same time frame
was not accompanied by the appearance of phosphatidylserine. The specific feature of apoptotic cell death du-
ring the reproduction of the virus are described, as well as the effects of viral proteins.

K e y w o r d s: influenza virus, hemagglutinin, neuraminidase, apoptosis, caspase-3.
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