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Ò. Ä. Ñìèðíîâà è äð.
Âëèÿíèå çàðàæåíèÿ âèðóñîì ãðèïïà À ïðè ðàçëè÷íîé ìíîæåñòâåííîñòè èíôåêöèè

Òÿæåñòü çàáîëåâàíèÿ, âûçâàííîãî âèðóñîì ãðèïïà À, çàâèñèò êàê îò áèîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé
âîçáóäèòåëÿ, òàê è îò êîëè÷åñòâà âèðóñíûõ ÷àñòèö, ïîïàâøèõ â îðãàíèçì. Ðåøàþùóþ ðîëü â ñîçäàíèè
êëåòî÷íîãî è ãóìîðàëüíîãî èììóíèòåòà, à òàêæå ýëèìèíàöèè âèðóñà ãðèïïà èç îðãàíèçìà èãðàþò Ò- è
Â-ëèìôîöèòû, à òàêæå ìîíîöèòû (ìàêðîôàãè). Öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ âèðóñà ãðèïïà
À íà ïðîëèôåðàöèþ è èíäóêöèþ àïîïòîçà êëåòî÷íûõ ëèíèé ÷åëîâåêà Ò-, Â-ëèìôîöèòàðíîãî è ìîíîöè-
òàðíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, çàðàæåííûõ ðàçíûìè äîçàìè âèðóñà. Îáíàðóæåíî, ÷òî íèçêèå äîçû âèðóñà
ãðèïïà îêàçûâàþò ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê; ìàêñèìàëüíàÿ ñòèìóëÿöèÿ ïðîëè-
ôåðàöèè êëåòîê, çàðàæåííûõ íèçêîé äîçîé âèðóñà ãðèïïà, áûëà âûÿâëåíà íà 3—4-å ñóò ïîñëå çàðàæå-
íèÿ. Íî äàëüíåéøàÿ ñóäüáà Ò-ëèìôîáëàñòîâ, Â-ëèìôîáëàñòîâ è ìîíîöèòîâ áûëà ðàçëè÷íà: êëåòêè Jur-
kat ïðîäîëæàëè èíòåíñèâíî ðàçìíîæàòüñÿ, òîãäà êàê ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê NC-37, ÒÍÐ-1
è U-937 ñíèæàëàñü. Ïðîäîëæèòåëüíîå (íà ïðîòÿæåíèè òðåõ ïàññàæåé) êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê Jurkat,
NC-37 è U-937 ïîêàçàëî, ÷òî çàðàæåíèå êëåòîê íå òîëüêî íèçêèìè, íî è ñðåäíèìè è âûñîêèìè äîçàìè
âèðóñà òàêæå ïðèâîäèò ê ñòèìóëÿöèè êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè. Èñïîëüçîâàíèå ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ äëÿ
îáíàðóæåíèÿ ðåïðîäóêöèè âèðóñà ïîêàçàëî, ÷òî ïðè çàðàæåíèè íåïåðìèññèâíûõ Ò-, Â-ëèìôîáëàñòîèä-
íûõ è ìîíîöèòàðíûõ ïåðåâèâàåìûõ êëåòîê ÷åëîâåêà âèðóñîì ãðèïïà À âîçíèêàåò ëàòåíòíàÿ èíôåêöèÿ.
Ïðè ýòîì ïðè íèçêèõ äîçàõ çàðàæåíèÿ êëåòîê âèðóñîì ïðîèñõîäèò íàðóøåíèå íîðìàëüíîãî ïðîöåññà
îáðàçîâàíèÿ âèðóñíûõ ÷àñòèö, ÷òî, âîçìîæíî, è ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé óñèëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê, êî-
òîðîå ïðè ýòîì ñîïðîâîæäàåòñÿ èíäóêöèåé àïîïòîçà. Àíòèâèðóñíûå ïðåïàðàòû ðåìàíòàäèí è ðèáàâè-
ðèí ñíèæàëè ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, ïîâûøåííóþ ïðè íèçêîì óðîâíå èíôèöèðîâàííîñòè èõ âèðóñîì; â
òî æå âðåìÿ èíäóêöèÿ àïîïòîçà ñíèæàëàñü òîëüêî ïîä âîçäåéñòâèåì ðåìàíòàäèíà è óñèëèâàëàñü ïîä
âîçäåéñòâèåì ðèáàâèðèíà. Ýòè ðåçóëüòàòû ñëóæàò ïîäòâåðæäåíèåì ðåøàþùåé ðîëè âèðóñà ãðèïïà À â
ðàçâèòèè íàáëþäàåìûõ ýôôåêòîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Ò-, Â-ëèìôîáëàñòîèäíûå è ìîíîöèòàðíûå êëåòî÷íûå ëèíèè, âèðóñ ãðèïïà À,
ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê, àïîïòîç, èíôèöèðóþùàÿ äîçà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÊ — äîëÿ îò êîíòðîëÿ, ÈÀ — èíäåêñ àïîïòîçà, ÈÄ — èíôèöèðóþ-
ùàÿ äîçà, ÈÏ — èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè, ÒÖÄ50 — òèòð öèòîïàòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ, âûçûâàþùåãî ïîðà-
æåíèå 50 % ìîíîñëîÿ êëåòîê, ÖÏÄ — öèòîïàòè÷åñêîå äåéñòâèå, ÝÒÑ — ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâî-
ðîòêà, ÍÀ — ãåìàããëþòèíèí, NP — íóêëåîïðîòåèí.

Âèðóñ ãðèïïà À ïðîäîëæàåò îñòàâàòüñÿ ëèäèðóþùèì
ñðåäè âèðóñîâ, âûçûâàþùèõ ðåñïèðàòîðíûå çàáîëåâàíèÿ.
Çàðàæåíèå âèðóñîì ãðèïïà À îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç âåðõ-
íèå äûõàòåëüíûå ïóòè, è â ñëó÷àå ïðåîäîëåíèÿ áàðüåðà
âðîæäåííîãî èììóíèòåòà âèðóñ ìîæåò ïðîíèêíóòü â
íèæíèå îòäåëû äûõàòåëüíûõ ïóòåé, à òàêæå ðàñïðîñòðà-
íèòüñÿ ïî âñåìó îðãàíèçìó. Çíà÷åíèå Ò- è Â-ëèìôîöèòîâ,
à òàêæå ìîíîöèòîâ (ìàêðîôàãîâ) â ïàòîãåíåçå âèðóñà
ãðèïïà À èñêëþ÷èòåëüíî âåëèêî, ïîñêîëüêó ýòè êëåòêè
ó÷àñòâóþò â ñîçäàíèè êëåòî÷íîãî è ãóìîðàëüíîãî èììó-
íèòåòà è ýëèìèíàöèè âèðóñà èç îðãàíèçìà. Èíôèöèðîâàí-
íûå âèðóñîì ãðèïïà À ëèìôîöèòû è ìîíîöèòû, îáëàäàþ-
ùèå ñëàáîé ïåðìèññèâíîñòüþ äëÿ ïîëíîöåííîé ðåïðî-

äóêöèè âèðóñà, ìîãóò ðàçíîñèòüñÿ ïî âñåìó îðãàíèçìó
ëèáî äåïîíèðîâàòüñÿ â ëèìôîóçëàõ (Kuiken, Taubenber-
ger, 2008). Òÿæåëîå òå÷åíèå çàáîëåâàíèÿ ãðèïïîì ñîïðî-
âîæäàåòñÿ ðåçêèì ñíèæåíèåì êîëè÷åñòâà ëèìôîöèòîâ â
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè, ÷òî îñîáåííî õàðàêòåðíî ïðè
ïòè÷üåì ãðèïïå (Peiris, Yu, 2004). Â ïðîöåññå èíôèöèðî-
âàíèÿ âèðóñîì ãðèïïà ìîæåò âîçíèêíóòü êàê îñòðàÿ, òàê è
îñëàáëåííàÿ èíôåêöèÿ, âûçâàííàÿ ïðîíèêíîâåíèåì íå-
áîëüøîãî êîëè÷åñòâà âèðóñíûõ ÷àñòèö èëè ïîäàâëåíèåì
âèðóñíîé ðåïðîäóêöèè â ðåçóëüòàòå ïðèìåíåíèÿ àíòèâè-
ðóñíîé òåðàïèè.

Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû êëåòîê êðîâè ÷åëîâåêà è ìûøåé
øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ èçó÷åíèÿ ãðèïïîçíîé èíôåê-
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öèè íà êëåòî÷íîì è ìîëåêóëÿðíîì óðîâíÿõ, íî â îñíîâ-
íîì äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ îñòðîé èíôåêöèè ñ âûñîêîé
ñòåïåíüþ çàðàæåíèÿ êëåòîê âèðóñîì. Èíôîðìàöèè æå î
ñîñòîÿíèè êëåòîê ïðè íèçêîé èíôèöèðîâàííîñòè íåäî-
ñòàòî÷íî (Van Campen et al., 1989; Oh, Eichelberger, 1999;
Oh et al., 2000; Sturlan et al., 2009).

Öåëü íàøåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ âè-
ðóñà ãðèïïà À ïðè ðàçíîé ñòåïåíè çàðàæåííîñòè êëåòîê
íà ïðîëèôåðàöèþ è èíäóêöèþ àïîïòîçà êëåòî÷íûõ ëèíèé
÷åëîâåêà Ò-, Â-ëèìôîöèòàðíîãî è ìîíîöèòàðíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ. Èññëåäîâàëè èçìåíåíèå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê
ïðè ïðîäîëæèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè (íà ïðîòÿæåíèè
òðåõ ïàññàæåé) ïîñëå îäíîêðàòíîãî çàðàæåíèÿ êëåòîê
ðàçëè÷íûìè äîçàìè âèðóñà. Ïðèìåíåíèå âèðóñîëîãè÷å-
ñêèõ, èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ è ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè ïîêàçàëî, ÷òî ïðè ñíèæåíèè çàðàæàþùåé
äîçû ïðîèñõîäèò íàðóøåíèå ðåïðîäóêöèè âèðóñà ãðèï-
ïà À â íåïåðìèññèâíûõ ëèìôîáëàñòîèäíûõ êëåòî÷íûõ
ëèíèÿõ ÷åëîâåêà, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîâûøåíèåì ïðî-
ëèôåðàöèè êëåòîê è ïîñëåäóþùèì èõ àïîïòîçîì. Ïîä-
òâåðæäåíèå ðåøàþùåé ðîëè âèðóñà ãðèïïà À â ïîëó÷åí-
íûõ ðåçóëüòàòàõ ïîêàçàíî ïðè äîáàâëåíèè àíòèâèðóñíûõ
ïðåïàðàòîâ ðåìàíòàäèíà è ðèáàâèðèíà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Êëåòêè ïåðåâèâàåìîé ëèíèè
ïî÷êè ñîáàêè (MDCK) èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ
òèòðà âèðóñà ãðèïïà À ïî åãî öèòîïàòè÷åñêîìó äåéñòâèþ
(ÖÏÄ) è äëÿ âûÿâëåíèÿ âèðóñà â îïûòíûõ îáðàçöàõ.
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå a-ÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 2 %
ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÒÑ). Ïåðåâèâàå-
ìûå ëèíèè êëåòîê ÷åëîâåêà — Ò-ëèìôîáëàñòîèäíûå (Jur-
kat), Â-ëèìôîáëàñòîèäíûå (NC-37), ìîíîöèòàðíûå
(ÒÍÐ-1) è ãèñòèîöèòàðíûå (U-937) — êóëüòèâèðîâàëè â
ñðåäå RPMI-1640, ñîäåðæàùåé 2 % ÝÒÑ, è ïåðåñåâàëè
1 ðàç â 5—6 ñóò ñ êðàòíîñòüþ 1 : 3—1 : 5. Âñå êëåòî÷íûå
ëèíèè êóëüòèâèðîâàëè áåç äîáàâëåíèÿ àíòèáèîòèêîâ. Äëÿ
ïðîâåäåíèÿ îïûòîâ èñïîëüçîâàëè 3-ñóòî÷íûå êóëüòóðû ñ
êîíöåíòðàöèåé êëåòîê 300 òûñ./ìë.

Â è ð ó ñ û ã ð è ï ï à. Èñïîëüçîâàëè À/Áðèñáåí/10/07
(H3N2) è À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/5/09 (H1N1pdm). Âèðóñû
ïîääåðæèâàëè çàðàæåíèåì â àëëàíòîèñíóþ ïîëîñòü
9—11-ñóòî÷íûõ êóðèíûõ ýìáðèîíîâ. ×åðåç 48 ÷ àëëàíòî-
èñíóþ æèäêîñòü ñîáèðàëè, ðàçëèâàëè íà àëèêâîòû è çà-
ìîðàæèâàëè ïðè –70 °Ñ. Òèòðû âèðóñîâ ñîñòàâëÿëè
5—6 lg ÒÖÄ50 (òèòð öèòîïàòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ, âûçûâàþ-
ùåãî ïîðàæåíèå 50 % ìîíîñëîÿ êëåòîê MDCK). Çà îäíó
èíôèöèðóþùóþ äîçó (ÈÄ) â 1 ìë ïðèíèìàëè ïîñëåäíåå
äåñÿòèêðàòíîå ðàçâåäåíèå òèòðóåìîãî âèðóñà. Ìíîæåñò-
âåííîñòü èíôåêöèè (îòíîøåíèå âåëè÷èíû ÈÄ ê êîëè÷å-
ñòâó çàðàæåííûõ êëåòîê) ïðè íèçêîé äîçå çàðàæåíèÿ âè-
ðóñîì (1—10 ÈÄ) ñîîòâåòñòâîâàëà 0.000003—0.00003,
ïðè âûñîêîé äîçå çàðàæåíèÿ (1000 ÈÄ) — 0.003.

Ç à ð à æ å í è å ò å ñ ò è ð ó å ì û õ ê ë å ò î ÷ í û õ ê ó ë ü -
ò ó ð â è ð ó ñ î ì ïðîâîäèëè ïóòåì èíêóáàöèè êëåòîê ñ çà-
ðàíåå îòòèòðîâàííîé âèðóñîñîäåðæàùåé àëëàíòîèñíîé
æèäêîñòüþ ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 45 ìèí â áåññûâîðîòî÷-
íîé ñðåäå RPMI-1640 ñ äîáàâëåíèåì òðèïñèíà (1 ìêã/ìë)
è àíòèáèîòèêîâ (ïåíèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà). Çàòåì
êëåòêè îäíîêðàòíî îòìûâàëè îò âèðóñà öåíòðèôóãèðîâà-
íèåì, ñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå RPMI-1640, ñîäåðæàùåé
1 % ÝÒÑ, òðèïñèí è àíòèáèîòèêè, è ðàññåâàëè â 24-ëó-
íî÷íûå ïëàíøåòû ïî 1 ìë â ëóíêó. Ïåðåñåâ êëåòîê â ëóí-

êàõ íà ïàññàæàõ ïðîâîäèëè íà 5-å ñóò ñ êðàòíîñòüþ 1 : 3.
Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòî÷íûå êóëüòóðû, êîòîðûå èíêó-
áèðîâàëè ñ èíòàêòíûìè, íå ñîäåðæàùèìè âèðóñà, àëëàí-
òîèñíûìè æèäêîñòÿìè.

Ï ð î ë è ô å ð à ö è þ ê ë å ò î ê îïðåäåëÿëè ïî ïîäñ÷å-
òó êëåòîê, íå îêðàøåííûõ òðèïàíîâûì ñèíèì, â êàìåðå
Ôóêñà—Ðîçåíòàëÿ. Äëÿ ýòîãî â îïðåäåëåííûå ñðîêè ïî-
ñëå ðàññåâà êëåòîê îòáèðàëè ïðîáû êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé
èç êîíòðîëüíûõ è çàðàæåííûõ âèðóñîì êóëüòóð. Ïðîëè-
ôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê îöåíèâàëè äâóìÿ ñïîñî-
áàìè: 1) ïî èíäåêñó ïðîëèôåðàöèè (ÈÏ), êîòîðûé ðàñ-
ñ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå ÈÏ = (a/b)�100 %, ãäå à — ÷èñëî
âûðîñøèõ êëåòîê íà îïðåäåëåííîì ñðîêå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ, b — ÷èñëî èñõîäíî ïîñåÿííûõ êëåòîê; 2) ïî äîëå
îò êîíòðîëÿ (ÄÊ), êîòîðóþ ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå
ÄÊ = (a/ñ)�100 %, ãäå à — ÷èñëî âûðîñøèõ êëåòîê íà
îïðåäåëåííîì ñðîêå êóëüòèâèðîâàíèÿ, ñ — ÷èñëî êëåòîê
â êîíòðîëå íà ýòîì æå ñðîêå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Íà êàæ-
äóþ âðåìåíí *óþ òî÷êó èñïîëüçîâàëè ïî 2 ëóíêè, âñå ýêñ-
ïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íå ìåíåå 3 ðàç.

À ï î ï ò î ç ê ë å ò î ê îöåíèâàëè ïî ñòåïåíè äåãðàäà-
öèè ÿäåðíîãî õðîìàòèíà. Ïðåïàðàòû íà ïðåäìåòíûõ ñòåê-
ëàõ ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà ñ óêñóñíîé êèñëîòîé â
ñîîòíîøåíèè 3 : 1, îêðàøèâàëè ôëóîðåñöåíòíûì êðàñè-
òåëåì Hoechst-33258 è îïðåäåëÿëè äîëþ àïîïòîòè÷åñêèõ
êëåòîê, ïðîñ÷èòûâàÿ íå ìåíåå 10 ïîëåé çðåíèÿ ïîä ëþìè-
íåñöåíòíûì ìèêðîñêîïîì, èñïîëüçóÿ ìàñëÿíóþ èììåð-
ñèþ. Ðåçóëüòàòû âûðàæàëè â âèäå èíäåêñà àïîïòîçà (ÈÀ)
ïî ôîðìóëå ÈÀ = (b/c)�100 %, ãäå b — ÷èñëî àïîïòîòè÷å-
ñêèõ êëåòîê, ñ — îáùåå ÷èñëî ïðîñìîòðåííûõ êëåòîê.
Îêðàøèâàíèå êëåòîê êðàñèòåëåì Hoechst-33258 ÿâëÿëîñü
îäíîâðåìåííî êîíòðîëåì çà êîíòàìèíàöèåé êëåòîê áàêòå-
ðèÿìè, Ë-ôîðìàìè áàêòåðèé è ìèêîïëàçìàìè.

Ý ë å ê ò ð î í í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Êîíòðîëüíûå
êëåòêè è êëåòêè, çàðàæåííûå âèðóñîì ãðèïïà À, ôèêñè-
ðîâàëè ÷åðåç 72 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ. Ôèêñàöèþ ïðîâîäèëè
2.5%-íûì ãëóòàðàëüäåãèäîì íà 0.1 Ì êàêîäèëàòíîì áó-
ôåðå (pH 7.4) è ïîñòôèêñèðîâàëè 1%-íîé ÷åòûðåõîêèñüþ
îñìèÿ íà òîì æå áóôåðå. Çàòåì ìàòåðèàë îáåçâîæèâàëè â
ýòàíîëå âîñõîäÿùåé êîíöåíòðàöèè. Íà îäíîì èç ýòàïîâ
îáåçâîæèâàíèÿ â 70%-íîì ýòàíîëå êëåòêè ìåõàíè÷åñêè
øïàòåëåì îòäåëÿëè îò äíà ôëàêîíîâ. Ïîñëå îáåçâîæèâà-
íèÿ ìàòåðèàë çàêëþ÷àëè â ñìåñü ýïîêñèäíûõ ñìîë Ýïîíà
è Àðàëäèòà. Óëüòðàòîíêèå ñðåçû èçãîòàâëèâàëè íà óëüò-
ðàòîìå LKB, êîíòðàñòèðîâàëè öèòðàòîì ñâèíöà è àíàëè-
çèðîâàëè â ïðîñâå÷èâàþùåì ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå
JEÌ-1011 (JEOL, ßïîíèÿ).

Ä ë ÿ â û ÿ â ë å í è ÿ è î ö å í ê è â è ð ó ñ í î é ð å ï ð î -
ä ó ê ö è è â òåñòèðóåìûõ êëåòêàõ èñïîëüçîâàëè íåñêîëüêî
ìåòîäîâ. Âûõîä âèðóñà èç êëåòîê îïðåäåëÿëè ïóòåì îáíà-
ðóæåíèÿ â êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè ãåìàããëþòèíèíà
(HA) âèðóñà â ðåàêöèè ãåìàããëþòèíàöèè ñ ýðèòðîöèòàìè
êóðèöû èëè ÷åëîâåêà 0 (I) ãðóïïû. Äëÿ âûÿâëåíèÿ âíóò-
ðèêëåòî÷íîãî âèðóñà êëåòêè ðàçðóøàëè çàìîðàæèâàíè-
åì—îòòàèâàíèåì, çàòåì ïîëó÷åííûå ëèçàòû âíîñèëè â
êóëüòóðó ïåðìèññèâíûõ êëåòîê MDCK. Ïðèñóòñòâèå âè-
ðóñà â ëèçàòàõ êëåòîê îöåíèâàëè ïî ÖÏÄ âèðóñà â êëåò-
êàõ MDCK, à òàêæå ïî îáíàðóæåíèþ â ýòèõ æå êëåòêàõ
âèðóñíîãî íóêëåîïðîòåèíà (NP) ìåòîäîì èììóíîôåð-
ìåíòíîãî àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àí-
òèòåë ê âèðóñíîìó NP (àíòèòåëà ïîëó÷åíû â ÍÈÈ ãðèï-
ïà). Âèðóñíûé áåëîê NP âûÿâëÿëè òàêæå â ëèìôîèäíûõ è
ìîíîöèòàðíûõ êóëüòóðàõ ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåí-
öèè ñ ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê NP. Äëÿ îáíà-
ðóæåíèÿ è îöåíêè ñîñòîÿíèÿ âèðóñíûõ ÷àñòèö â êëåòêàõ
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ëèìôîèäíîãî è ìîíîöèòàðíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ èñïîëüçî-
âàëè ìåòîä òðàíñìèññèâíîé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ðåøàþùåé ðîëè âèðóñà ãðèïïà À
â íàáëþäàåìîì îòâåòå êëåòîê, çàðàæåííûõ íèçêèìè äîçà-
ìè âèðóñà ãðèïïà, èñïîëüçîâàëè ïðèåì îäíîâðåìåííîé
èíêóáàöèè êëåòîê ñ âèðóñîì è ñ ïðîòèâîâèðóñíûìè ïðå-
ïàðàòàìè, ðàçëè÷àþùèìèñÿ ïî ìåõàíèçìàì äåéñòâèÿ. Ðå-
ìàíòàäèí, ÿâëÿþùèéñÿ áëîêàòîðîì îáðàçîâàíèÿ âèðóñ-
íûì ÍÀ-2 èîííûõ êàíàëîâ â ýíäîñîìàõ, èñïîëüçîâàëè â
êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë. Ðèáàâèðèí — àíòèìå-
òàáîëèò, ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé àíàëîã íóêëåîòèäà ãóà-
íîçèíà, äîáàâëÿëè â êóëüòóðó â êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó äàííûõ ïðîâîäè-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòà ïðîãðàìì MS Office Excel
2007 è Statistica. Èñïîëüçîâàëè U-òåñò Ìàííà—Óèòíè äëÿ
ñðàâíåíèÿ äâóõ ãðóïï íåïàðàìåòðè÷åñêèõ âûáîðîê. Îò-
ëè÷èå îò êîíòðîëÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûì ïðè óðîâíå çíà-
÷èìîñòè P < 0.05.

Ð å à ã å í ò û: ïèòàòåëüíûå ñðåäû è ýìáðèîíàëüíàÿ ñû-
âîðîòêà (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ðåìàíòàäèí (Sigma, Ãåðìàíèÿ)
è ðèáàâèðèí (ISN, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ï ð î ë è ô å ð à ö è ÿ è è í ä ó ê ö è ÿ à ï î ï ò î ç à ê ë å -
ò î ê , ç à ð à æ å í í û õ í è ç ê î é ä î ç î é â è ð ó ñ à ã ð è ï -
ï à À. Ïðåäñòîÿëî âûÿñíèòü âëèÿíèå çàðàæåíèÿ âèðóñîì
ãðèïïà, èñïîëüçóåìîãî â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ, íà òðè
êëåòî÷íûå ëèíèè, ïðåäñòàâëÿþùèå Ò-ëèìôîáëàñòû (Jur-
kat), Â-ëèìôîáëàñòû (NC-37) è ãèñòèîöèòû (U-937). Äëÿ
çàðàæåíèÿ áûëè èñïîëüçîâàíû äâà ðàçíûõ âèðóñà ãðèï-
ïà — À/Áðèñáåí/10/07 (H3N2) è À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/5/09
(H1N1pdm), ÈÄ ñîñòàâëÿëà 1. Íà 3-è ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ
â ïðîáàõ êîíòðîëüíûõ è èíôèöèðîâàííûõ êóëüòóð îïðå-
äåëÿëè ÷èñëî âûðîñøèõ êëåòîê â 1 ìë è àïîïòîòè÷åñêèõ
(ïî ÈÀ) (ñì. òàáëèöó).

Äåéñòâèå âèðóñîâ ãðèïïà A äâóõ ñóáòèïîâ (H3N2 è
H1N1pdm) íà èññëåäóåìûå êëåòêè ëèìôîöèòàðíîãî è
ìîíîöèòàðíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ áûëî îäèíàêîâûì è âû-
ðàæàëîñü â ñòèìóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê, à òàêæå
â èíäóêöèè àïîïòîçà. Èíäåêñ ñïîíòàííîãî àïîïòîçà â
êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ êëåòîê Jurkat, NC-37 è U-937 íà
3-è ñóò íå ïðåâûøàë 2—4 % (ñì. òàáëèöó). Äëÿ ïîäòâåðæ-
äåíèÿ ñïåöèôè÷åñêîé ðîëè âèðóñîâ â íàáëþäàåìûõ ýô-
ôåêòàõ áûëè ïîñòàâëåíû ýêñïåðèìåíòû, â êîòîðûõ èíêó-
áàöèþ êëåòîê ñ âèðóñàìè ïðîâîäèëè â ïðèñóòñòâèè ïðî-
òèâîâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ. Îáà èñïîëüçîâàííûõ
ïðåïàðàòà (ðåìàíòàäèí è ðèáàâèðèí) ñíèæàëè âèðóñèí-
äóöèðîâàííóþ ñòèìóëÿöèþ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ëèì-
ôîèäíîãî (Jurkat è NC-37) è ìîíîöèòàðíîãî (U-937) ïðî-
èñõîæäåíèÿ. Âî âñåõ òðåõ êóëüòóðàõ ðåìàíòàäèí òàêæå
ñíèæàë äîëþ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê, ïðè ýòîì àïîïòîç,
èíäóöèðîâàííûé ñàìèì ðåìàíòàäèíîì, íà 3-è ñóò ñîñòàâ-
ëÿë 2—4 %. Ðèáàâèðèí, íàîáîðîò, ñòèìóëèðîâàë àïîïòîç
êëåòîê, çàðàæåííûõ âèðóñîì ãðèïïà, íî àïîïòîç, èíäóöè-
ðîâàííûé â êëåòêàõ ñàìèì ðèáàâèðèíîì, íå ïðåâûøàë
3—6 % (ñì. òàáëèöó).

Èçâåñòíî, ÷òî ñîåäèíåíèÿ àäàìàíòàíà, ïðîèçâîäíûì
êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ ðåìàíòàäèí, ñïîñîáíû áëîêèðîâàòü
ðàçäåâàíèå âèðóñà, à òàêæå èíãèáèðîâàòü âèðóñèíäóöè-
ðîâàííûé àïîïòîç (Morris et al., 1999). Ðèáàâèðèí ÿâëÿåò-
ñÿ óïðîùåííûì àíàëîãîì ãóàíîçèíà, ëèøåííîãî ïèðèìè-
äèíîâîãî êîëüöà, è îáëàäàåò ñâîéñòâàìè àíòèìåòàáîëèòà,
èíãèáèðóþùåãî ðåïëèêàöèþ ÄÍÊ- è ÐÍÊ-ñîäåðæàùèõ
âèðóñîâ. Èçâåñòíî, ÷òî ðèáàâèðèí ÿâëÿåòñÿ òàêæå ìîù-
íûì èíäóêòîðîì àïîïòîçà â ðàêîâûõ êëåòêàõ è ðàññìàò-
ðèâàåòñÿ íåêîòîðûìè àâòîðàìè êàê ïîòåíöèàëüíûé ïðî-
òèâîîïóõîëåâûé ïðåïàðàò (Kokeny et al., 2009). Ïî íàøèì
äàííûì, ðèáàâèðèí çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåò àïîïòîç,
èíäóöèðîâàííûé íèçêèìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà.

Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíî, ÷òî çàðàæåíèå êëåòîê âèðó-
ñîì ãðèïïà À â íèçêèõ äîçàõ ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðà-
öèþ, à òàêæå âûçûâàåò èíäóêöèþ àïîïòîçà ëèìôîáëàñòî-

528 Ò. Ä. Ñìèðíîâà è äð.

Âëèÿíèå íèçêîé äîçû âèðóñîâ ãðèïïà À/Áðèñáåí/10/07 (H3N2) è À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/5/09 (H1N1pdm)
íà ïðîëèôåðàöèþ è èíäóêöèþ àïîïòîçà â êëåòêàõ Ò-ëèìôîáëàñòîâ (Jurkat), Â-ëèìôîáëàñòîâ (NC-37)

è ãèñòèîöèòîâ (U-937) íà 3-è ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ â îòñóòñòâèå èëè ïðè äîáàâëåíèè
ïðîòèâîâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ ðåìàíòàäèíà è ðèáàâèðèíà

Âèðóñ ãðèïïà À
(1 ÈÄ)

Äîëÿ êëåòîê, % îò êîíòðîëÿ Èíäåêñ àïîïòîçà, %

áåç ïðåïàðàòà ðåìàíòàäèí ðèáàâèðèí áåç ïðåïàðàòà ðåìàíòàäèí ðèáàâèðèí

Ê ë å ò ê è J u r k a t

Êîíòðîëü 100.0 97.0 � 5.3 78.0 � 3.5 4.0 � 0.5 4.4 � 0.5 6.0 � 0.7

À/Áðèñáåí/10/07 152.0 � 7.2 102.0 � 3.2à 89.0 � 4.7à 29.0 � 1.2 17.0 � 1.0à 39.0 � 2.3à

À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/5/09 157.0 � 6.9 128.0 � 8.9à 119.0 � 11.0à 30.0 � 2.1 14.0 � 0.6à 41.0 � 2.2à

Ê ë å ò ê è N C - 3 7

Êîíòðîëü 100.0 98.0 � 4.8 81.0 � 3.7 2.0 � 0.1 2.0 � 0.1 3.0 � 0.4

À/Áðèñáåí/10/07 144.0 � 7.3 102.0 � 3.2à 106.0 � 7.6à 27.0 � 2.2 6.0 � 0.2à 42.0 � 2.5à

À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/5/09 168.0 � 4.9 118.0 � 4.7à 108.0 � 9.9à 22.0 � 1.2 5.0 � 0.8à 40.0 � 3.6à

Ê ë å ò ê è U - 9 3 7

Êîíòðîëü 100.0 95.0 � 3.2 80.0 � 4.4 3.0 � 0.4 3.0 � 0.4 5.0 � 0.6

À/Áðèñáåí/10/07 267.0 � 12.0 210.0 � 12.1à 222.0 � 15.2à 25.0 � 1.5 6.0 � 0.5à 38.0 � 1.5à

À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/5/09 221.0 � 13.4 105.0 � 4.7à 169.0 � 9.8à 19.0 � 1.1 3.0 � 0.3à 28.0 � 1.7à

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Çà 1 èíôèöèðóþùóþ äîçó (ÈÄ) â 1 ìë ïðèíèìàëè ïîñëåäíåå äåñÿòèêðàòíîå ðàçâåäåíèå òèòðóåìîãî âèðóñà. àÄîñòîâåðíîñòü îòëè-
÷èÿ îò ñîîòâåòñòâóþùåãî îáðàçöà áåç ïðåïàðàòà, P < 0.05 (U-êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè).



èäíûõ è ìîíîöèòàðíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé. Èçìåíåíèå
ýòèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ â ïðèñóòñòâèè ïðîòèâîâèðóñ-
íûõ ïðåïàðàòîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î ñïåöèôè÷åñêîé ðîëè
âèðóñà â íàáëþäàåìûõ ýôôåêòàõ ñòèìóëÿöèè.

Ï ð î ë è ô å ð à ö è ÿ è í ô è ö è ð î â à í í û õ â è ð ó -
ñ î ì ê ë å ò î ê ï ð è ï ð î ä î ë æ è ò å ë ü í î ì ê ó ë ü ò è â è -
ð î â à í è è. Ïîñêîëüêó îïðåäåëåíèå óðîâíÿ ïðîëèôåðà-
öèè êëåòîê îáû÷íî ïðîâîäèòñÿ íà 3-è ñóò, â íàñòîÿùåé
ðàáîòå äëÿ ëó÷øåãî ïîíèìàíèÿ ñîñòîÿíèÿ êëåòîê, çàðà-
æåííûõ ðàçíûìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà, ìû ïðîâåëè
îöåíêó ïðîëèôåðàöèè êëåòîê íà ïðîòÿæåíèè 5 ñóò íà îä-
íîì ïàññàæå, à òàêæå íà ïðîòÿæåíèè ïîñëåäóþùèõ
òðåõ ïàññàæåé. Êëåòêè Jurkat, NC-37, ÒÍÐ-1 è U-937 çàðà-
æàëè âèðóñîì ãðèïïà À/Áðèñáåí/10/07 (H3N2) ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ðàçíûõ äîç (1000, 100, 10 è 1 ÈÄ). Ïîäñ÷åò âû-
ðîñøèõ êëåòîê â îïðåäåëåííûå ñðîêè ïðîâîäèëè äâóìÿ
ñïîñîáàìè è âûðàæàëè ñ ïîìîùüþ ÈÏ è ÄÊ (%). ÈÏ ïî-
çâîëÿåò ñðàâíèòü êðèâûå ðîñòà êëåòîê, çàðàæåííûõ ðàç-
íûìè äîçàìè âèðóñà, ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè íà ïðîòÿ-
æåíèè 5 ñóò íà îäíîì ïàññàæå (ðèñ. 1). Â òî æå âðåìÿ äàí-
íûå â ÄÊ ïîçâîëÿþò ñðàâíèòü ìåæäó ñîáîé ðåçóëüòàòû,
ïîëó÷åííûå â ðàçíûå ñðîêè ïðè ïîñëåäóþùåì êóëüòèâè-
ðîâàíèè íà ïðîòÿæåíèè òðåõ ïàññàæåé (ðèñ. 2). Ñðàâíå-
íèå äàííûõ, ïîëó÷åííûõ â òå÷åíèå 5 ñóò íà 1-ì ïàññàæå
ðàçíûìè ìåòîäàìè ïîäñ÷åòà êëåòîê, ïîêàçàëî ñõîäñòâî
ðåçóëüòàòîâ 1-ãî ïàññàæà íà ðèñ. 2 ñ äàííûìè íà ðèñ. 1.
Óæå â òå÷åíèå 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ îáíàðóæèâàþòñÿ
ðàçëè÷èÿ ìåæäó ïðîëèôåðàöèåé êîíòðîëüíûõ è çàðàæåí-
íûõ êëåòîê, à òàêæå ìåæäó êëåòêàìè ðàçëè÷íîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ (ðèñ. 1). Íà 1-ì ïàññàæå íàèáîëüøàÿ ñòèìóëÿöèÿ
(ïèê ïðîëèôåðàöèè) êëåòîê âñåõ èññëåäîâàííûõ ëèíèé
ïðîèñõîäèëà íà 3-è ñóò ïðè ìèíèìàëüíîé äîçå çàðàæåíèÿ
âèðóñîì (ðèñ. 1). Îäíîâðåìåííî ñ ýòèì íàáëþäàëè ðàçíè-
öó èíòåíñèâíîñòè ðàçìíîæåíèÿ êëåòîê ðàçëè÷íîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ: Ò-ëèìôîáëàñòîèäíûå êëåòêè, èíôèöèðîâàí-
íûå âèðóñîì, íà 5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîäîëæàëè
ïðîëèôåðèðîâàòü áîëåå àêòèâíî, ÷åì êîíòðîëüíûå êëåò-
êè, íå èíôèöèðîâàííûå âèðóñîì, òîãäà êàê Â-ëèìôîáëà-
ñòîèäíûå è ìîíîöèòàðíûå îò 3-õ ê 5-ì ñóò 1-ãî ïàññàæà
ñíèæàëè ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü (ðèñ. 1).

Ðåçóëüòàòû, ïðèâåäåííûå íà ðèñ. 2, òàêæå ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î òîì, ÷òî ïðè çàðàæåíèè íèçêîé äîçîé âèðóñà

(1 ÈÄ) ó âñåõ ëèíèé ïîâûøàåòñÿ ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê:
êðèâàÿ ïðîëèôåðàöèè ðàñïîëîæåíà âûøå ëèíèè êîíòðî-
ëÿ. Ïðè çàðàæåíèè êëåòîê âûñîêîé äîçîé âèðóñà (1000
ÈÄ) ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê ñíèæåíà è êðèâàÿ ïðîëèôåðà-
öèè ðàñïîëàãàåòñÿ íèæå ëèíèè êîíòðîëÿ. Íà ðèñ. 2, òàê
æå êàê è íà ðèñ. 1, íàáëþäàþòñÿ ÷åòêèå ðàçëè÷èÿ ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ìåæäó êëåòêàìè ðàçëè÷íîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ ê êîíöó ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ (1 ïàññàæ â
òå÷åíèå 5 ñóò). Ñî 2-ãî ïàññàæà âî âñåõ ëèíèÿõ íàáëþäà-
ëè óñèëåíèå ðàçìíîæåíèÿ êëåòîê, çàðàæåííûõ áîëåå âû-
ñîêèìè äîçàìè âèðóñà (100 è 1000 ÈÄ), ïðè êîòîðûõ ïðî-
ëèôåðàöèÿ êëåòîê íà 1-ì ïàññàæå áûëà ñíèæåíà (äàííûå
íå ïðåäñòàâëåíû). Ýòà æå çàêîíîìåðíîñòü îñîáåííî îò-
÷åòëèâî ïðîÿâëÿåòñÿ íà 3-ì ïàññàæå äëÿ âñåõ êëåòî÷íûõ
ëèíèé. Âñå êðèâûå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê Jurkat, ïîëó÷åí-
íûå ïðè ðàçíûõ äîçàõ çàðàæåíèÿ, ðàñïîëîæåíû âûøå ëè-
íèè êîíòðîëÿ; â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ NC-37 è U-37 ïðîñëå-
æèâàåòñÿ òà æå îñîáåííîñòü: ïîâûøàåòñÿ ïðîëèôåðàöèÿ
êëåòîê ïðè çàðàæåíèè èõ âûñîêèìè (1000) è ñðåäíèìè
(100) ÈÄ âèðóñà (ðèñ. 2). Ïðè ïîñëåäóþùåì êóëüòèâèðî-
âàíèè íà ïðîòÿæåíèè 7—8 ïàññàæåé êëåòîê Jurkat è
U-937, çàðàæåííûõ ìèíèìàëüíîé äîçîé âèðóñà, áûëî âû-
ÿâëåíî, ÷òî êëåòêè Ò-ëèìôîáëàñòîâ ïðîäîëæàþò ïåðåñå-
âàòüñÿ ñ êðàòíîñòüþ ïåðåñåâà 1 : 3—1 : 5, â òî âðåìÿ êàê
êëåòêè ìàêðîôàãàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ðåçêî ñíèæàþò
ñâîþ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü äàæå ïðè ïåðåñåâå ñ
êðàòíîñòüþ 1 : 1 (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Â êà÷åñòâå
îäíîé èç âîçìîæíûõ ïðè÷èí òàêîãî çàìåäëåíèÿ ïðîëèôå-
ðàöèè ìîæíî ðàññìàòðèâàòü àêòèâàöèþ âèðóñîì ãðèïïà
À ïðîäóêöèè â êëåòêàõ Â-ëèìôîöèòàðíîãî è ìîíîöèòàð-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ àëüôà-èíòåðôåðîíà, îáëàäàþùåãî
àíòèïðîëèôåðàòèâíûìè ñâîéñòâàìè (Åðøîâ, Êèñåëåâ,
2005).

Â û ÿ â ë å í è å â è ð ó ñ à ã ð è ï ï à è î ö å í ê à å ã î
ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ê ð å ï ð î ä ó ê ö è è â ê ë å ò ê à õ. Äëÿ ïî-
íèìàíèÿ ïðèðîäû ñòèìóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè ëèìôîáëà-
ñòîèäíûõ è ìîíîöèòàðíûõ êëåòîê ïðè çàðàæåíèè î÷åíü
íèçêèìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà À ïðîâåäåíî èññëåäî-
âàíèå ïî îáíàðóæåíèþ âèðóñà èëè åãî áåëêîâ â êëåòêàõ
Jurkat, NC-37 è U-937. Â êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ, èíêóáè-
ðîâàííûõ ñ àëëàíòîèñíîé æèäêîñòüþ îò íåçàðàæåííûõ
êóðèíûõ ýìáðèîíîâ, à òàêæå â ýêñïåðèìåíòàõ áåç äîáàâ-
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Ðèñ. 1. Êðèâûå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê T-ëèìôîáëàñòîâ (Jurkat), B-ëèìôîáëàñòîâ (NC-37), ãèñòèîöèòîâ (U-937) è ìîíîöèòîâ
(THP-1), êóëüòèâèðóåìûõ íà ïðîòÿæåíèè 5 ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ ðàçíûìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà À/Áðèñáåí/10/07 (H3N2).

ÈÄ — èíôèöèðóþùàÿ äîçà, ÈÏ — èíäåêñ ïðîëèôåðàöèè.



ëåíèÿ òðèïñèíà (ãäå íåèíôåêöèîííûé ãåìàããëþòèíèí
ÍÀ0 âèðóñà íå ðàñùåïëÿëñÿ íà ÍÀ1 è ÍÀ2, âñëåäñòâèå
÷åãî íå ïðîèñõîäèëî è ïðîíèêíîâåíèÿ âèðóñà â êëåòêè)
ñòèìóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê íå áûëî. Àíàëèç êóëü-
òóðàëüíûõ æèäêîñòåé âñåõ òðåõ èíôèöèðîâàííûõ êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð â ðåàêöèè ãåìàããëþòèíàöèè íå âûÿâèë ïðè-
ñóòñòâèÿ ÍÀ âèðóñà ãðèïïà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî îá îò-
ñóòñòâèè âûõîäà âèðóñà èç êëåòîê. Ìåòîä òèòðîâàíèÿ
êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ íà ïåðìèññèâíûõ êëåòêàõ ÌDÑK è
âûÿâëåíèÿ ÖÏÄ ïîçâîëèë îáíàðóæèòü âíóòðèêëåòî÷íûé
âèðóñ òîëüêî â ïðîáàõ, ïîëó÷åííûõ èç êóëüòóð, çàðàæåí-
íûõ âûñîêèìè äîçàìè âèðóñà. Îäíàêî ñ ïîìîùüþ èììó-
íîôåðìåíòíîãî àíàëèçà ïðèñóòñòâèå âèðóñíîãî NP áûëî
îáíàðóæåíî â êëåòêàõ MDCK, èíêóáèðîâàííûõ ñî âñåìè
ëèçàòàìè, íåçàâèñèìî îò äîçû âèðóñà è ïðèðîäû êëåòîê.
Ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíî-
êëîíàëüíûõ àíòèòåë ê NP âèðóñà ãðèïïà â êëåòêàõ Jurkat
è U-937, çàðàæåííûõ íèçêèìè äîçàìè âèðóñà, íà 1—2-ì
ïàññàæàõ áûëî îáíàðóæåíî ñâå÷åíèå åäèíè÷íûõ êëåòîê
(1—2 %), ÷òî òàêæå ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ñèíòåçå âèðóñ-
íîãî NP. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î íà-
ðóøåíèè íîðìàëüíîãî ïðîöåññà ðåïðîäóêöèè âèðóñà
ãðèïïà À â ëèìôîáëàñòîèäíûõ è ìîíîöèòàðíûõ êëåòêàõ
ïðè íèçêîé ñòåïåíè èõ èíôèöèðîâàííîñòè. Ñèíòåç îòäåëü-
íûõ âèðóñíûõ áåëêîâ, â ÷àñòíîñòè NP, ïðè ýòîì ñîõðà-
íÿåòñÿ, îäíàêî âûõîä âèðóñíûõ ÷àñòèö èç êëåòîê îòñóòñò-
âóåò. Ïîäòâåðæäåíèåì îáðàçîâàíèÿ äåôåêòíûõ âèðóñíûõ

÷àñòèö ïðè íèçêîé äîçå çàðàæåíèÿ ñëóæàò ðåçóëüòàòû
ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè.

Ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ óëüòðàñòðóêòóðû êëåòîê NC-37
è U-937 íà 3-è ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ íèçêîé äîçîé (1 ÈÄ)
âèðóñà ãðèïïà À/Áðèñáåí/10/07 (H3N2) ñâèäåòåëüñòâóþò
î íàëè÷èè èíôåêöèîííîãî ïðîöåññà. Â êëåòêàõ, â îñíîâ-
íîì â èõ âàêóîëÿõ, îáíàðóæåíû íåìíîãî÷èñëåííûå âè-
ðóñíûå ÷àñòèöû, áîëüøèíñòâî èç êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ äå-
ôåêòíûìè. Õàðàêòåðíûìè îñîáåííîñòÿìè âñåõ èññëåäóå-
ìûõ êëåòîê ïîñëå çàðàæåíèÿ íèçêèìè äîçàìè âèðóñà ãðèï-
ïà áûëè óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ïîëèñîì, îò÷åòëèâîå ðàñ-
øèðåíèå öèñòåðí àïïàðàòà Ãîëüäæè, âîçðàñòàíèå êîëè÷å-
ñòâà êðóïíûõ ìèòîõîíäðèé, à òàêæå áîëåå ÷àñòîå, ÷åì â
íîðìå, ïðèñóòñòâèå ìèåëîèäíûõ îáðàçîâàíèé (ðèñ. 3).

Òàêèì îáðàçîì, â êëåòêàõ ïåðåâèâàåìûõ êëåòî÷íûõ
ëèíèé ãåìîáëàñòîçîâ ÷åëîâåêà çàðàæåíèå íèçêîé äîçîé
âèðóñà ãðèïïà À ïðèâîäèò ê ðàçâèòèþ ëàòåíòíîé èíôåê-
öèè, ïðè êîòîðîé íàðóøåí íîðìàëüíûé öèêë ðåïðîäóê-
öèè âèðóñà, íà ÷òî óêàçûâàåò îòñóòñòâèå âûõîäà âèðóñ-
íûõ ÷àñòèö è âèðóñíîãî áåëêà ÍÀ âî âíåêëåòî÷íîå ïðî-
ñòðàíñòâî. Ïîëíîöåííàÿ ðåïðîäóêöèÿ âèðóñà ìîãëà
âîññòàíàâëèâàòüñÿ òîëüêî â òîì ñëó÷àå, åñëè ëèçàò êëå-
òîê, çàðàæåííûõ âûñîêîé äîçîé âèðóñà, ïåðåíîñèëè â
êóëüòóðû ïåðìèññèâíûõ êëåòîê MDCK. Ïðè ïàññèðîâà-
íèè íà êëåòêàõ MDCK ëèçàòîâ êóëüòóð, çàðàæåííûõ âè-
ðóñîì â íèçêèõ äîçàõ, íå ïðîèñõîäèëî âîññòàíîâëåíèÿ
ïîëíîöåííîé ðåïðîäóêöèè âèðóñà. Â òî æå âðåìÿ ïðè

530 Ò. Ä. Ñìèðíîâà è äð.

Ðèñ. 2. Ïðîëèôåðàöèÿ ëèìôîöèòàðíûõ (Jurkat è NC-37) è ìîíîöèòàðíûõ (U-937 è THP-1) êëåòîê, çàðàæåííûõ ðàçíûìè ÈÄ âèðóñà
ãðèïïà À/Áðèñáåí/10/07 (H3N2) è êóëüòèâèðóåìûõ íà ïðîòÿæåíèè òðåõ ïàññàæåé.

ÈÄ — èíôèöèðóþùàÿ äîçà, ÄÊ — äîëÿ îò êîíòðîëÿ.



íèçêèõ äîçàõ çàðàæåíèÿ âèðóñîì â êëåòêàõ ëèìôîèäíîãî
è ìîíîöèòàðíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ñ ïîìîùüþ âûñîêî÷óâ-
ñòâèòåëüíûõ èììóíîõèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ âûÿâëÿëñÿ âè-
ðóñíûé áåëîê NP, à ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêî-
ïèè — âèðóñíûå ÷àñòèöû, ïðåèìóùåñòâåííî äåôåêòíîé
ñòðóêòóðû. Â íåïåðìèññèâíûõ ëèìôîáëàñòîèäíûõ êëåòêàõ,
çàðàæåííûõ âûñîêèìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà, â ïðîöåññå
ïîñëåäóþùåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ, âåðîÿòíî, ïðîèñõîäèëî
ñíèæåíèå ðåïðîäóêöèè âèðóñà èëè íàðóøåíèå ñèíòåçà îò-
äåëüíûõ âèðóñíûõ áåëêîâ, ÷òî âûçûâàëî óñèëåíèå ïðîëè-
ôåðàöèè êëåòîê, ïîäîáíî òîìó êàê ýòî íàáëþäàëîñü ïðè çà-
ðàæåíèè êëåòîê íèçêèìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà.

Ñàìîå ðàííåå óïîìèíàíèå î íåîáû÷íîì ñòèìóëèðóþ-
ùåì ýôôåêòå íèçêèõ çàðàæàþùèõ äîç âèðóñà ãðèïïà îò-
íîñèòñÿ ê 1989 ã., êîãäà áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî êëåòêè
ëèìôîöèòîâ, çàðàæåííûå íèçêèìè äîçàìè âèðóñà ïòè÷üå-
ãî ãðèïïà A/Turkey/Ont/7732/66 (H5N9), îòâå÷àþò (ïîñëå
ìèòîãåííîé ñòèìóëÿöèè êîíêàíàâàëèíîì A) óñèëåíèåì
ïðîëèôåðàöèè, â òî âðåìÿ êàê çàðàæåíèå êëåòîê âèðóñîì
â âûñîêîé äîçå âûçûâàåò ïîäàâëåíèå èõ ïðîëèôåðàöèè
(Van Campen et al., 1989). ×åðåç 10 ëåò áûëî îáíàðóæåíî
(Oh, Eichelberger, 1999), ÷òî ïðè çàðàæåíèè äåíäðèòíûõ
êëåòîê íåâûñîêèìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà A/PR/8/34
(H1N1) ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå ïðîëèôåðàöèè Ò-êëåòîê,
êîíòàêòèðóþùèõ ñ çàðàæåííûìè äåíäðèòíûìè êëåòêàìè.
Ñòèìóëÿöèÿ Ò-êëåòîê íå òðåáîâàëà ïðèñóòñòâèÿ âèðóñ-
íûõ ÷àñòèö, íî çàâèñåëà îò âèðóñíîé íåéðàìèíèäàçû, ïî-
âûøåíèå óðîâíÿ êîòîðîé ïðè âûñîêîé äîçå çàðàæåíèÿ âè-
ðóñîì äåíäðèòíûõ êëåòîê âûçûâàëî íå àêòèâàöèþ, à ïî-
äàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè Ò-êëåòîê. Ïî ìíåíèþ àâòîðîâ
(Oh et al., 2000), ïðÿìàÿ èíôåêöèÿ äåíäðèòíûõ êëåòîê
íèçêèìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà À âûçûâàåò çíà÷èòåëüíóþ
ïðîäóêöèþ ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ è âñëåä çà
ýòèì óñèëåíèå îòâåòà CD8 Ò-êëåòîê, òîãäà êàê ïðè âûñî-
êîé äîçå âèðóñíîé èíôåêöèè ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå àí-
òèâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ, òàêèõ êàê IL-10 è TGF-b,
÷òî âûçûâàåò ïîäàâëåíèå îòâåòà CD8 Ò-êëåòîê.

Ïîçæå ïîêàçàëè (Sturlan et al., 2009) ñòèìóëèðóþùåå
âëèÿíèå äåôåêòíîãî âàêöèííîãî âèðóñà ãðèïïà À (del
NS1) íà êëåòêè èììóííîé ñèñòåìû, êîòîðûå ïîñëå çàðà-
æåíèÿ âèðóñîì äåéñòâîâàëè öèòîòîêñè÷åñêè íà ðàêîâûå
êëåòêè. Áûëà èñïîëüçîâàíà î÷åíü íèçêàÿ ìíîæåñòâåí-
íîñòü èíôåêöèè êëåòîê êðîâè âèðóñîì, ïðè êîòîðîé ïðî-

èñõîäèëà ñòèìóëÿöèÿ ïðîëèôåðàöèè íå òîëüêî NK-êëå-
òîê, íî òàêæå Ò- è Â-êëåòîê, ÷òî âûçûâàëî ïðîäóêöèþ
ðÿäà öèòîêèíîâ è öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå íà ðàêîâûå
êëåòêè (Sturlan et al., 2009). Ïîëó÷åííûå íàìè ðàíåå ðå-
çóëüòàòû òîæå ïîêàçàëè, ÷òî íèçêèå çàðàæàþùèå äîçû
âèðóñà ãðèïïà ñïîñîáíû âûçûâàòü ñòèìóëÿöèþ ïðîëèôå-
ðàöèè Ò- è Â-ëèìôîáëàñòîèäíûõ, à òàêæå ìîíîöèòàðíûõ
êëåòîê, ÷òî ñîïðîâîæäàëîñü èíäóêöèåé àïîïòîçà (Ñìèð-
íîâà è äð., 2009).

Íèçêèé óðîâåíü âèðóñíîé íàãðóçêè ìîæåò âîçíèêàòü
â îðãàíèçìå â ñëó÷àå ïðîíèêíîâåíèÿ íåáîëüøîãî êîëè-
÷åñòâà âèðóñíûõ ÷àñòèö ïðè ñóùåñòâîâàíèè äîñòàòî÷íî
ñèëüíîãî èììóíèòåòà — êàê âðîæäåííîãî, òàê è ïðèîáðå-
òåííîãî â ðåçóëüòàòå èììóíèçàöèè. Ñíèæåíèå ðåïðîäóê-
öèè âèðóñà ãðèïïà À ìîæåò ïðîèñõîäèòü òàêæå ïîñëå
ïðîâåäåííîãî êóðñà ëå÷åíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîòèâî-
âèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ. Ðåçóëüòàòû íàøèõ îïûòîâ äåìîí-
ñòðèðóþò âîçìîæíîñòü ìîäåëèðîâàíèÿ ïðîöåññà ïåðåõî-
äà îñòðîé âèðóñíîé èíôåêöèè â õðîíè÷åñêóþ ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ðàçëè÷íîé ìíîæåñòâåííîñòè èíôåêöèè è,
âîçìîæíî, ÿâëÿþòñÿ ïîäòâåðæäåíèåì ó÷àñòèÿ ëàòåíòíîé
ãðèïïîçíîé èíôåêöèè â âîçíèêíîâåíèè ëèìôîëåéêîçîâ
èëè ñîêðàùåíèè âðåìåíè ðåìèññèè. Ñåðüåçíûå ïîñëåäñò-
âèÿ ìîæåò âûçâàòü èíôèöèðîâàíèå âèðóñîì ãðèïïà À çà-
ðîäûøà èëè ïëîäà âî âðåìÿ áåðåìåííîñòè. Â îáçîðíîé
ðàáîòå Ãåíäîíà (2009) ïðèâîäÿòñÿ äàííûå î ñâÿçè ïåðåíå-
ñåííîãî æåíùèíàìè âî âðåìÿ áåðåìåííîñòè çàáîëåâàíèÿ
ãðèïïîì èëè ïîñòãðèïïîçíîé ïíåâìîíèåé ñ âîçíèêíîâå-
íèåì ó ðîäèâøèõñÿ äåòåé îñòðîé ëèìôîáëàñòíîé ëåéêå-
ìèè.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåé ðàáîòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðè çàðàæåíèè íåïåðìèññèâíûõ
ëèìôîáëàñòîèäíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà âèðóñîì ãðèïïà À
âîçíèêàåò ëàòåíòíàÿ èíôåêöèÿ, â ïðîöåññå êîòîðîé ïðî-
èñõîäèò ñíèæåíèå ðåïðîäóêöèè âèðóñà (èëè åãî îòäåëü-
íûõ áåëêîâ), ÷òî ìîæåò ñîïðîâîæäàòüñÿ óñèëåíèåì ïðî-
ëèôåðàöèè è ïîñëåäóþùåé èíäóêöèåé àïîïòîçà êëåòîê.
Âëèÿíèå íà ýòè ýôôåêòû àíòèâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ, ñíè-
æàþùèõ ïðîëèôåðàöèþ è èíäóêöèþ àïîïòîçà (ðåìàíòà-
äèí) èëè ñíèæàþùèõ ïðîëèôåðàöèþ, íî èíäóöèðóþùèõ
àïîïòîç (ðèáàâèðèí), ÿâëÿåòñÿ ïîäòâåðæäåíèåì âåäóùåé
ðîëè âèðóñà ãðèïïà À â îñóùåñòâëåíèè ñòèìóëèðóþùåãî
ýôôåêòà.
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Ðèñ. 3. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèå ôîòîãðàôèè êëåòîê NC-37 (à ) è U-937 (á), çàðàæåííûõ âèðóñîì ãðèïïà À/Áðèñáåí/10/07
(H3N2) â äîçå 1 ÈÄ.

Â âàêóîëè (âê) êëåòêè NC-37 (à) âèäíà ïîëíîöåííàÿ âèðóñíàÿ ÷àñòèöà (ñòðåëêà), à â âàêóîëè êëåòè U-937 (á) — íåïîëíîöåííûå âèðóñíûå ÷àñòèöû.
ìò — ìèòîõîíäðèè, øýð — øåðîõîâàòûé ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì.
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IMPACT OF VARIOUS MULTIPLICITY OF INFECTION OF INFLUENZA A

VIRUS ON PROLIFERATION AND APOPTOSIS INDUCTION IN CULTURED

CELL LINES OF LYMPHOCYTIC AND MONOCYTIC ORIGIN (JURKAT, NC-37, THP-1 AND U-937)

T. D. Smirnova, D. M. Danilenko, E. V. Ilyinskaya, S. S. Smirnova, M. Yu. Eropkin

Research Institute of Influenza, Ministry of Health of Russian Federation, St. Petersburg, 197022;
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The severity of disease caused by influenza A infection depends not only on biological characteristics of
the virus but also on the number of viral particles than penetrate the body. T- and B-lymphocytes as well as mo-
nocytes (macrophages) play a key role in the development of cell-based and humoral immunity as well as in-
fluenza virus elimination from the body. The present study describes the effect of influenza A virus infection on
cell proliferation and induction of apoptosis in human cultured cell lines of T-, B-lymphocytic and monocytic
origin infected with various multiplicity of infection (moi). Low moi of the virus stimulated cell proliferation;
maximal effect has been registered 3—4 days after infection. But the fate of T-cells, B-cells and monocytes af-
ter initial infection was different: Jurkat cells continued intense proliferation while proliferation of NC-37,
THP-1 and U-937 cells lowered. Prolonged (for 3 passages) cultivation of Jurkat, NC-37 and U-937 cell lines
has shown that infection of these cell lines not only with low but also with medium and high moi also leads to
stimulation of proliferation. Using a variety of methods for the detection of viral reproduction has clearly
shown that infection of non-permissive human T-, B-cells and monocytes with influenza A virus leads to latent
infection. So, low moi interferes with normal formation of viral particles, which in turn might stimulate cell
proliferation and then be followed by induction of apoptosis. Antiviral drags rimantadine and ribavirin suppres-
sed virus-induced cell proliferation; at the same time, induction of apoptosis was suppressed only by rimantadi-
ne and was enhanced by ribavirin. The data obtained provide strong support for the role of influenza A virus in
the observed effects.

K e y w o r d s: T- and B-lymphoblastoid and monocytic cell lines, influenza A virus, cell proliferation,
apoptosis, multiplicity of infection.
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