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Ñ. Ñ. Ñìèðíîâà è äð.
Âëèÿíèå âèðóñà ãðèïïà À è áàêòåðèàëüíîãî ëèïîïîëèñàõàðèäà íà ïðîëèôåðàöèþ è ýêñïðåññèþ...

Ïðè âèðóñíîé èíôåêöèè è äåéñòâèè áàêòåðèàëüíûõ ëèïîïîëèñàõàðèäîâ (LPS) ïðîèñõîäèò èçìåíå-
íèå ñîñòîÿíèÿ êëåòîê ýíäîòåëèÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê èõ äèñôóíêöèè. Ïîýòîìó öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñî-
ñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ LPS Escherichia coli è âèðóñà ãðèïïà A íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëå-
òîê ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà (ECV-304) è íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ ðÿäà öèòîêèíîâ è êëåòî÷íûõ ôàêòîðîâ —
TNFá, TGFâ, IFN-ã, MMP-9, NF-êB, Rho A, eNOS è iNOS. Îáíàðóæåíî, ÷òî îäíîêðàòíî èíôèöèðîâàííûå
î÷åíü íèçêèìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà êëåòêè ECV-304 ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü ê äëèòåëüíîé àêòèâíîé
ïðîëèôåðàöèè (íà ïðîòÿæåíèè 8 ïàññàæåé). Äîáàâëåíèå LPS E. coli ñíèæàëî âèðóñîñòèìóëèðîâàííóþ
ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî âèðóñ ãðèïïà è LPS ìîãóò âëèÿòü íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ öèòîêèíîâ
è äðóãèõ êëåòî÷íûõ ôàêòîðîâ. Ïðè çàðàæåíèè êëåòîê ýíäîòåëèÿ âèðóñîì ãðèïïà À â ïðèñóòñòâèè LPS
íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíîå óñèëåíèå ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ è çàìåíó ýêñïðåññèè îäíèõ ãåíîâ ýêñïðåññèåé
äðóãèõ. Ïðè îäíîâðåìåííîì äîáàâëåíèè â ñðåäó ñ êëåòêàìè âèðóñà è LPS ýêñïðåññèÿ ãåíà ÌÌÐ-9, èíãè-
áèðóåìàÿ ïðè ðàçäåëüíîì âîçäåéñòâèè âèðóñà è LPS, çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåòñÿ â òå÷åíèå ïåðâûõ ñóò, êàê
è àêòèâíîñòü ãåíà IFN-ã; ãåí TNFá àêòèâåí òîëüêî â òå÷åíèå 1—3 ñóò, òîãäà êàê ýêñïðåññèÿ ãåíîâ äðóãèõ
ôàêòîðîâ (TGFâ, eNOS, iNOS, NF-êB è Rho A) çíà÷èòåëüíî óñèëèâàëàñü òîëüêî íà 5-å ñóò, êàê è â ñëó÷àå
äîáàâëåíèÿ îäíîãî LPS. Òàêèì îáðàçîì, â ïðèñóòñòâèè âèðóñà ãðèïïà À è LPS ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå
ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê ýíäîòåëèÿ, êîòîðîå â ðàçíûå âðåìåíí *ûå ñðîêè (à òàêæå ïðè ðàçíîé
ñòåïåíè èíôèöèðîâàííîñòè êëåòîê âèðóñîì) ìîæåò âûçûâàòüñÿ ðàçíûìè êëåòî÷íûìè ôàêòîðàìè, âîç-
ìîæíî ñ âîâëå÷åíèåì ðàçëè÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ ýíäîòåëèÿ ECV-304, ëèïîïîëèñàõàðèä (LPS), âèðóñ ãðèïïà
À, ïðîëèôåðàöèÿ, ýêñïðåññèÿ öèòîêèíîâ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÈÄ — èíôèöèðóþùàÿ äîçà, ÌÈ — ìíîæåñòâåííîñòü èíôåêöèè,
eNOS è iNOS — ñîîòâåòñòâåííî ýíäîòåëèàëüíàÿ è èíäóöèáåëüíàÿ NO-ñèíòàçà, IFN-g — èíòåðôåðîí
ãàììà, IL — èíòåðëåéêèí, LPS — ëèïîïîëèñàõàðèä, ÌÌÐ-9 — ìàòðèêñíàÿ ìåòàëëîïðîòåèíàçà 9, NO —
îêñèä àçîòà, TGFb — òðàíñôîðìèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà áåòà, ÒLR — Toll-ïîäîáíûé ðåöåïòîð, TNFa —
ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëè àëüôà.

Âèðóñ ãðèïïà èíôèöèðóåò êëåòêè ýïèòåëèÿ âåðõíèõ è
íèæíèõ äûõàòåëüíûõ ïóòåé, ÷òî ïðèâîäèò ê èõ ïîâðåæäå-
íèþ, àïîïòîçó è äåñêâàìàöèè. Ïðè ëåãêîé ñòåïåíè çàáî-
ëåâàíèÿ ýòè ïîâðåæäåíèÿ îáðàòèìû, è â òå÷åíèå íåñêîëü-
êèõ äíåé ïðîèñõîäèò ðåïàðàöèÿ êëåòî÷íîãî ñëîÿ (Armst-
rong et al., 2013). Èçâåñòíî, ÷òî â ïðîöåññå èíôåêöèè
êëåòîê âèðóñîì ãðèïïà À ïðîèñõîäèò ïîâûøåíèå ïðî-
äóêöèè ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ — ôàêòîðà íåêðî-
çà îïóõîëè àëüôà (TNFa), èíòåðëåéêèíà-6 (IL-6), èíòåð-
ëåéêèíà-1 áåòà (IL-1b) è ñâÿçàííîãî ñ íèìè òðàíñêðèïöè-
îííîãî ôàêòîðà NF-kB, ÷òî ïðèâîäèò ê äèñôóíêöèè
êëåòîê è èõ ãèáåëè ïóòåì àïîïòîçà (Julkunen et al., 2001;
Bernasconi et al., 2005; Schmolke et al., 2009). Âèðóñ ãðèï-
ïà À âûçûâàåò òàêæå ïîâûøåíèå óðîâíÿ íåêîòîðûõ êëå-
òî÷íûõ ïðîòåàç â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ, âêëþ÷àÿ ýêòîïè-
÷åñêèé òðèïñèí, êîòîðûé ñïîñîáåí íå òîëüêî âûçûâàòü

ïîñòòðàíñëÿöèîííîå ïðîòåîëèòè÷åñêîå ðàñùåïëåíèå âè-
ðóñíîãî ãåìàããëþòèíèíà, íî è ýôôåêòèâíî ïðåâðàùàòü
ïðåäøåñòâåííèê ìàòðèêñíîé ìåòàëëîïðîòåèíàçû 9
(ïðî-ÌÌÐ-9) â àêòèâíóþ ôîðìó MMP-9. Èíäóêöèÿ âèðó-
ñîì ãðèïïà ýòèõ ïðîòåàç ñïîñîáñòâóåò äåãðàäàöèè áåëêîâ
áàçàëüíîé ìåìáðàíû, ðàçðóøåíèþ ñâÿçè êëåòîê ñ ìåæ-
êëåòî÷íûì ìàòðèêñîì, ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê èçìåíåíèþ
ïðîíèöàåìîñòè êëåòîê ýíäîòåëèÿ è ïîñëåäóþùåé îðãàí-
íîé íåäîñòàòî÷íîñòè (Wang et al., 2010; Kido et al., 2012).
Ïîâûøåíèå äî îïðåäåëåííîãî óðîâíÿ ïðîäóêöèè TNFa,
èçâåñòíîãî èíäóêòîðà àïîïòîçà, ÿâëÿåòñÿ çàùèòíîé ðåàê-
öèåé êëåòêè íà èíôåêöèþ âèðóñîì ãðèïïà (Seo, Webster,
2002). Êðîìå ýòîãî, TNFa ñâÿçàí ñ ïîâûøåíèåì ïðîäóê-
öèè îêñèäà àçîòà (NO) è ïîñëåäóþùèì àïîïòîçîì êëåòîê,
è ýòîò ïðîöåññ ìîäóëèðóåòñÿ èíòåðôåðîíîì ãàììà
(IFN-g) (McKinney et al., 2003). NO ñèíòåçèðóåòñÿ ñ ïî-
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ìîùüþ êîíñòèòóòèâíîé ýíäîòåëèàëüíîé NO-ñèíòàçû
(åNOS) è èíäóöèáåëüíîé NO-ñèíòàçû (iNOS), ýêñïðåññèÿ
êîòîðîé çàïóñêàåòñÿ ïîä âëèÿíèåì ðàçëè÷íûõ öèòîêèíîâ,
ñòðåññîâ, áàêòåðèàëüíûõ è âèðóñíûõ àãåíòîâ. Àïîïòîç â
êëåòêàõ, çàðàæåííûõ âèðóñîì ãðèïïà À, ìîæåò èíäóöèðî-
âàòüñÿ òàêæå ñ ïîìîùüþ òðàíñôîðìèðóþùåãî ôàêòîðà ðîñ-
òà áåòà (TGFb), ïðè ýòîì âèðóñíàÿ íåéðàìèíèäàçà âûïîëíÿ-
åò ðîëü àêòèâàòîðà TGFb (Schultz-Cherry, Hinshaw, 1996).

Âîñïàëåíèå è ðàçâèòèå äèñôóíêöèè êëåòîê ýíäîòåëèÿ
ìîæåò áûòü âûçâàíî öèðêóëÿöèåé â êðîâè ëèïîïîëèñàõà-
ðèäà (LPS) — ýíäîòîêñèíà ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòå-
ðèé — è íîñèò íàçâàíèå «ñèíäðîì ñåïñèñà». Êëåòêè ýí-
äîòåëèÿ ýêñïðåññèðóþò äâà âèäà Toll-ïîäîáíûõ ðåöåïòî-
ðîâ (TLR): ïðåèìóùåñòâåííî TLR-4 è íà íåâûñîêîì
óðîâíå TLR-2, êîòîðûå ðåãóëèðóþòñÿ êàê LPS è TNFa,
òàê è IFN-g, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ñâÿçàíî ñ ïîâûøåíèåì
óðîâíÿ NF-kB (Peters et al., 2003). LPS èíäóöèðóåò ïðî-
äóêöèþ ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ â îñíîâíîì ÷åðåç
TLR-4 ñ ïîñëåäóþùèì çàïóñêîì âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèã-
íàëüíûõ ïóòåé, êîòîðûå òàêæå ïðèâîäÿò ê àêòèâàöèè è
ÿäåðíîé òðàíñëîêàöèè NF-kB (Meyer-Schwesinger et al.,
2009). TNFa ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ öèòîêèíîâ, èí-
äóöèðóåìûõ LPS, êîòîðûå âûçûâàþò äèñôóíêöèþ ýíäî-
òåëèÿ íå òîëüêî â ðåçóëüòàòå èíäóêöèè àïîïòîçà â êëåò-
êàõ, íî è ÷åðåç RhoÀ-èíäóöèðóåìóþ àêòèâàöèþ ìèòîãå-
íàêòèâèðóåìûõ ïðîòåèíêèíàç, ÷òî ïðèâîäèò ê
ïîâûøåíèþ êëåòî÷íîé ïðîíèöàåìîñòè (Mong et al., 2008;
Meyer-Schwesinger et al., 2009).

Ñðàâíèòåëüíî íåäàâíî îáíàðóæåíà ñïîñîáíîñòü LPS
èíäóöèðîâàòü ïðåâðàùåíèå êëåòîê ýíäîòåëèÿ â àêòèâèðî-
âàííûå ôèáðîáëàñòû, èçâåñòíûå òàêæå êàê ìèîôèáðîáëà-
ñòû (Echeverria et al., 2013), ÷åðåç ïðîöåññ, íàçûâàåìûé
ýíäîòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíûì ïåðåõîäîì, èíäóêòîðàìè
êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ TGFb1 è TGFb2 (Van Meeteren, Dijke,
2012). TGFb îòíîñèòñÿ ê ñåìåéñòâó ìíîãîôóíêöèîíàëü-
íûõ öèòîêèíîâ, êîòîðûå ðåãóëèðóþò ðàçëè÷íûå áèîëîãè-
÷åñêèå ïðîöåññû, âêëþ÷àÿ äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê, ïðî-
ëèôåðàöèþ è àïîïòîç. Âëèÿíèå TGFb íà ñîñòîÿíèå êëå-
òîê è èõ ïðîõîæäåíèå ïî êëåòî÷íîìó öèêëó ñïåöèôè÷íî
è îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ðàçëè÷íûå ñèãíàëüíûå ïóòè (Unde-
via et al., 2004). TGFb èçâåñòåí òàêæå êàê ôàêòîð, âûçûâàþ-
ùèé äèñôóíêöèþ ýíäîòåëèàëüíîãî áàðüåðà ñ âîâëå÷åíèåì
ð38-ñèãíàëüíîãî ïóòè è ïîñëåäóþùåé àêòèâàöèåé RhoÀ
(Clements et al., 2005; Lu et al., 2006). Îòìå÷åíà òàêæå ðîëü
TGFb â âîçíèêíîâåíèè ôèáðîçà ëåãêèõ è èíäóêöèè àïîïòî-
çà â êëåòêàõ ýïèòåëèÿ ëåãêèõ (Hagimoto et al., 2002).

Òàêèì îáðàçîì, èçìåíåíèÿ ñîñòîÿíèÿ êëåòîê ïðè âè-
ðóñíîé èíôåêöèè è äåéñòâèè LPS, ïðèâîäÿùèå ê äèñôóí-
êöèè êëåòîê ýíäîòåëèÿ, íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå èìåþò
ìíîãî îáùåãî. Ïîýòîìó íåîáõîäèìî ðàññìîòðåíèå ñîâìå-
ñòíîãî âîçäåéñòâèÿ âèðóñà ãðèïïà è LPS íà êëåòêè ýíäî-
òåëèÿ.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè âëèÿíèÿ
áàêòåðèàëüíîãî LPS è âèðóñà ãðèïïà íà ïðîëèôåðàòèâ-
íóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà (ECV-304) è íà
ýêñïðåññèþ ãåíîâ ðÿäà öèòîêèíîâ è êëåòî÷íûõ ôàêòîðîâ:
TNFá, TGFâ, IFN-ã, MMP-9, NF-êB, Rho A, eNOS è iNOS.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ï å ð å â è â à å ì û å ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Ñïîíòàííî
òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà
(ECV-304) è êëåòêè ïî÷êè ñîáàêè (MDCK) ïîëó÷åíû èç
Êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêî-

ãî èíñòèòóòà ãðèïïà Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå àëü-
ôà-ÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 2 % áû÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè áåç àíòèáèîòèêîâ. Ïåðåñåâ êëåòîê ïðîâîäèëè íà
6—7-å ñóò ñ êðàòíîñòüþ 1 : 3—1 : 5, èñïîëüçóÿ äëÿ îòòîð-
æåíèÿ êëåòîê ðàñòâîð Âåðñåíà ñ õèìîïñèíîì.

Èñïîëüçîâàëè â è ð ó ñ û ã ð è ï ï à À/Ïåðò/16/11
(H3N2) è À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/06/14 (H1N1pdm09), ïîä-
äåðæèâàåìûå íà êóðèíûõ ýìáðèîíàõ. Çà îäíó èíôèöèðó-
þùóþ äîçó (ÈÄ) â 1 ìë ïðèíèìàëè ïîñëåäíåå äåñÿòè-
êðàòíîå ðàçâåäåíèå âèðóñà, òèòðóåìîãî íà êëåòêàõ
MDCK. Ïîñåâíàÿ êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê ECV-304 ñîñòàâ-
ëÿëà 12�105 êë./ìë, ïðè ýòîì ìíîæåñòâåííîñòü èíôåêöèè
(ÌÈ — âåëè÷èíà, ðàâíàÿ îòíîøåíèþ çàðàæàþùåé äîçû ê
êîëè÷åñòâó çàðàæåííûõ êëåòîê) ñîñòàâèëà 0.004 ïðè äîçå
çàðàæåíèÿ âèðóñîì 1000 ÈÄ è 0.000004 ïðè äîçå çàðàæå-
íèÿ 1 ÈÄ.

Èñïîëüçîâàëè LPS, ïîëó÷åííûé èç Escherichia coli
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ), â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
100 íã/ìë.

Ç à ð à æ å í è å 1 - ñ ó ò î ÷ í î ã î ì î í î ñ ë î ÿ ê ë å ò î ê
ECV-304, âûðàùåííûõ â êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíàõ (50 ìë,
Nunc, Äàíèÿ), ïðîâîäèëè âíåñåíèåì 0.5 ìë çàðàíåå îò-
òèòðîâàííîé âèðóñîñîäåðæàùåé æèäêîñòè ïî ìåòîäèêå,
îïèñàííîé ðàíåå (Äàíèëåíêî è äð., 2016). Çàðàæåíèå êëå-
òîê ïðîâîäèëè â òðåõ âàðèàíòàõ: 1) òîëüêî âèðóñ
(À/Ïåðò/16/11 (H3N2)), 2) òîëüêî LPS, 3) âèðóñ è LPS îä-
íîâðåìåííî. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, íå ñîäåðæàùèå
âèðóñà è LPS. Â îïðåäåëåííûå ñðîêè ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
(1, 3 è 5 ñóò) ìîíîñëîé êëåòîê ñíèìàëè ðàñòâîðîì Âåðñå-
íà ñ õèìîïñèíîì, êëåòêè ïèïåòèðîâàëè â ñðåäå àëü-
ôà-ÌÅÌ áåç ñûâîðîòêè, îòáèðàëè ïî 0.1 ìë ñóñïåíçèè
äëÿ ïîäñ÷åòà êëåòîê, îñòàëüíûå êëåòêè öåíòðèôóãèðîâà-
ëè 10 ìèí ïðè 1000 îá/ìèí, îñàäîê êëåòîê çàìîðàæèâàëè
ïðè –20 °Ñ äëÿ ïîñëåäóþùåãî îïðåäåëåíèÿ ýêñïðåññèè
ãåíîâ ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè. Ïðè èçó÷åíèè
ïðîëèôåðàöèè êëåòîê (âûðàùåííûõ âî ôëàêîíàõ 50 ìë)
íà ïðîòÿæåíèè äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ èõ çàðàæà-
ëè íèçêèìè äîçàìè (ÈÄ 1) âèðóñà ãðèïïà À/Ïåðò/16/11
(H3N2) èëè À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/06/14 (H1N1pdm), êàê
îïèñàíî âûøå. Äàëåå êëåòêè ïåðåñåâàëè â ñîîòíîøåíèè
1 : 3 â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 1 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè,
è ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò êëåòîê íà ïðîòÿæåíèè 8 ïàññàæåé.

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 ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé ðàíåå (Äàíè-
ëåíêî è äð., 2016). Íà êàæäóþ âðåìåíí*óþ òî÷êó èñïîëü-
çîâàëè ïî 2 ïðîáû.

Î ö å í ê à ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â ö è ò î ê è í î â è
ä ð ó ã è õ ê ë å ò î ÷ í û õ ô à ê ò î ð î â ì å ò î ä î ì Ï Ö Ð â
ð å à ë ü í î ì â ð å ì å í è. ÐÍÊ èç èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ
âûäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïëåêòà ðåàãåíòîâ Àìï-
ëèÏðàéì ÐÈÁÎ-ïðåï (ÖÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè, Ðîññèÿ) ñî-
ãëàñíî èíñòðóêöèè. Äëÿ îöåíêè ýêñïðåññèè ãåíîâ TNFá,
TGFâ, IFN-ã, MMP-9, NF-êB è Rho A ïðîâîäèëè íàêîïëå-
íèå êÄÍÊ íà ìàòðèöå ÐÍÊ â ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñ-
êðèïöèè ñ ïîìîùüþ êîìïëåêòà ðåàãåíòîâ Ðåâåðòà-L
(ÖÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè, Ðîññèÿ). Ðåàêöèþ àìïëèôèêàöèè
îñóùåñòâëÿëè â òåðìîöèêëåðå Rotor-Gene 6000 (Corbett
Research, Àâñòðàëèÿ) ïî íåñêîëüêèì ïðîãðàììàì. Äëÿ
MMP-9 è Rho A: äåíàòóðàöèÿ ïðè 95 °Ñ 10 ìèí, 40 öèêëîâ
ïðè 95 °Ñ 15 ñ, çàòåì ïðè 60 °Ñ 50 ñ. Äëÿ TNFá è TGFâ:
ïðè 95 °Ñ 5 ìèí, 40 öèêëîâ ïðè 95 °Ñ 20 ñ, çàòåì ïðè
60 °Ñ 40 ñ. Äëÿ IFN-ã è NF-êB: ïðè 95 °Ñ 5 ìèí, 37 öèêëîâ
ïðè 95 °Ñ 10 ñ, çàòåì ïðè 55 °Ñ 30 ñ è ïðè 72 °Ñ 30 ñ. Ñî-
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ñòàâ ðåàêöèîííîé ñìåñè â îáúåìå 25 ìêë: 5 ìêë êÄÍÊ,
10 ìêë ãîòîâîãî 2.5-êðàòíîãî ÏÖÐ-áóôåðà (Ñèíòîë, Ðîñ-
ñèÿ), 0.5 ìêë SynTaq ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû (5 åä./ìêë) (Ñèí-
òîë, Ðîññèÿ), ïî 0.5 ìêë ðàñòâîðîâ ïðàéìåðîâ è çîíäîâ
(10 ïìîëü/ìêë).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ eNOS è iNOS ðå-
àêöèþ àìïëèôèêàöèè ïðîâîäèëè â îäèí øàã ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ðåàãåíòîâ èç íàáîðà OneStep RT-PCR Kit (Qiagen,
Ãåðìàíèÿ). Ñîñòàâ ðåàêöèîííîé ñìåñè â îáúåìå 25 ìêë:
3 ìêë ÐÍÊ, 12.5 ìêë ãîòîâîãî 2-êðàòíîãî OneStep RT-
ÏÖÐ-áóôåðà, 1 ìêë ñìåñè ôåðìåíòîâ (îáðàòíûõ òðàíñ-
êðèïòàç è HotStarTaq ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû), ïî 0.5 ìêë ðàñòâî-
ðîâ ïðàéìåðîâ è çîíäîâ. Àìïëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè â òîì
æå òåðìîöèêëåðå ïî ñëåäóþùåé ïðîãðàììå: ðåàêöèÿ îáðàò-
íîé òðàíñêðèïöèè ïðè 50 °Ñ 30 ìèí, äåíàòóðàöèÿ ïðè 95 °Ñ
10 ìèí, 37 öèêëîâ ïðè 95 °Ñ 15 ñ, çàòåì ïðè 58 °Ñ 30 ñ.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ
è çîíäîâ äëÿ eNOS, iNOS, MMP-9, NF-êB, Rho A (Ñèíòîë,
Ðîññèÿ) è IFN-ã (ÄÍÊ-Ñèíòåç, Ðîññèÿ) ïðåäñòàâëåíû â
òàáëèöå. Ïðàéìåðû è çîíäû äëÿ TNFá è TGFâ áðàëè èç
ñîîòâåòñòâóþùèõ íàáîðîâ ðåàãåíòîâ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ýê-
ñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ (Ñèíòîë, Ðîññèÿ). Â êà÷åñòâå âíóò-
ðåííåãî ñòàíäàðòà èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû ê àêòèíó
(ÀÑÒÂ) (ÄÍÊ-Ñèíòåç, Ðîññèÿ), ýêñïðåññèÿ êîòîðîãî ñòà-
áèëüíà â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ.

Óðîâåíü ýêñïðåññèè îïðåäåëÿëè 2—3 ðàçà, êîíå÷íûé
ðåçóëüòàò âûðàæàëè â îòíîñèòåëüíûõ åäèíèöàõ, ïîêàçû-
âàþùèõ èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ îòíîñèòåëüíî êîíò-
ðîëÿ íà ýòîì æå ñðîêå êóëüòèâèðîâàíèÿ è ðàññ÷èòàííûõ
ïî ôîðìóëå 2–DDÑt, ãäå Ñt — çíà÷åíèå ïîðîãîâîãî öèêëà
àíàëèçèðóåìîãî îáðàçöà (Wong, Medrano, 2005).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ð å ç ó ë ü ò à ò î â
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòîâ ïðîãðàìì MS Offi-
ce Excel 2007 è Statistica 6.0. Èñïîëüçîâàëè U-òåñò Ìàí-
íà—Óèòíè äëÿ ñðàâíåíèÿ äâóõ ãðóïï íåïàðàìåòðè÷åñêèõ
âûáîðîê. Îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûì ïðè
óðîâíå çíà÷èìîñòè Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Ï ð î ë è ô å ð à ö è ÿ ê ë å ò î ê E C V - 3 0 4. Â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè á*îëüøóþ ïîñåâíóþ êîíöåí-
òðàöèþ êëåòîê (120 òûñ./ìë), ÷åì ðàíåå (Ñìèðíîâà è äð.,

2011, 2016; Äàíèëåíêî è äð., 2016), ÷òî âûçâàëî ñìåùå-
íèå óðîâíÿ ìàêñèìàëüíîé âèðóñîñòèìóëèðîâàííîé ïðî-
ëèôåðàöèè êëåòîê ïðè íèçêîé äîçå âèðóñà (ÈÄ 1) ê
1-ì ñóò, à äàëåå ïðîèñõîäèëî ïîñòåïåííîå ñíèæåíèå âè-
ðóñîñòèìóëèðîâàííîé ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ê 5-ì ñóò
(ðèñ. 1). LPS â êîíöåíòðàöèè 100 íã/ìë óñèëèâàë ïðîëè-
ôåðàöèþ â 1-å è íà 5-å ñóò, íî äîáàâëåíèå LPS ê êëåòêàì,
çàðàæåííûì 1 ÈÄ âèðóñà ãðèïïà, çàìåòíî ñíèæàëî âèðó-
ñîñòèìóëèðîâàííóþ ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê íà âñåõ ñðî-
êàõ íàáëþäåíèÿ (ðèñ. 1). Îáíàðóæåíî, ÷òî êëåòêè
ECV-304, îäíîêðàòíî èíôèöèðîâàííûå âèðóñîì ãðèïïà
À/Ïåðò/16/11 (H3N2) èëè À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/06/14
(H1N1pdm), íà÷èíàÿ ñ 3-ãî ïàññàæà ïîâûøàëè ïðîëèôå-
ðàòèâíóþ àêòèâíîñòü ïî÷òè â 3 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëüíûìè êëåòêàìè (íåáîëüøîå ñíèæåíèå ïðîëèôåðàöèè
êëåòîê íà 7-ì ïàññàæå âûçâàíî ïåðåñåâîì çàðàæåííûõ
êëåòîê â ñîîòíîøåíèè 1 : 5, à íå 1 : 3). Îáà èñïîëüçóåìûõ
âèðóñà, ïðèíàäëåæàùèõ ê ðàçíûì ñóáòèïàì, îêàçûâàëè
îäèíàêîâûé ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò íà êëåòêè ýíäîòå-
ëèÿ (ðèñ. 2).

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ã å í î â ö è ò î ê è í î â è ä ð ó ã è õ
ê ë å ò î ÷ í û õ ô à ê ò î ð î â. Çäåñü è äàëåå óêàçàíî èçìåíå-
íèå ýêñïðåññèè ãåíîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì íà ýòîì
æå ñðîêå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äîáàâëåíèå îäíîãî LPS âû-
çâàëî íà ðàííèõ ñðîêàõ (1—3 ñóò) íåáîëüøîå
(â 2.1—2.4 ðàçà) ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè òîëüêî ãåíà
TNFá, íî ýêñïðåññèÿ åãî ìÐÍÊ óæå íå îáíàðóæèâàëàñü íà
5-å ñóò. Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ âñåõ îñòàëüíûõ èññëåäóåìûõ
öèòîêèíîâ è êëåòî÷íûõ ôàêòîðîâ â 1—3-è ñóò â ïðèñóò-
ñòâèè LPS ïðîèñõîäèëà, êàê ïðàâèëî, íà óðîâíå êîíòðîëÿ
èëè íèæå, îäíàêî íà 5-å ñóò ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ïîâûøà-
ëàñü, è ñàìûé âûñîêèé óðîâåíü åå îòìå÷åí äëÿ ìÐÍÊ
TGFb (â 21.3 ðàçà âûøå êîíòðîëÿ). Ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ
ÌÌÐ-9 áûëà ïîâûøåíà íà 5-å ñóò â 2.1 ðàçà, IFN-ã è
eNOS — â 2.4 ðàçà è iNOS — â 1.9 ðàçà. Íåñêîëüêî âûøå
íà 5-å ñóò áûëà ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ NF-êB — â 5.2 ðàçà è
Rho A — â 3.2 ðàçà (ðèñ. 3).

Ïðè èíôèöèðîâàíèè êëåòîê òîëüêî âèðóñîì ãðèïïà
À/Ïåðò/16/11 (H3N2) ýêñïðåññèÿ ãåíîâ eNOS, iNOS,
TGFâ, IFN-ã è NF-êB â 1—3-è ñóò íàõîäèëàñü ïðåèìóùå-
ñòâåííî íà óðîâíå êîíòðîëÿ èëè íåìíîãî íèæå. Â 1-å ñóò
îòìå÷åíî óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè òîëüêî ãåíà ÌÌÐ-9
(â 2.4 ðàçà) ïðè çàðàæåíèè ÈÄ 1 (ðèñ. 3). Íà 3-è ñóò óâå-
ëè÷èëàñü ýêñïðåññèÿ ãåíîâ TNFá (â 3.6 ðàçà ïðè ÈÄ 1 è

918 Ñ. Ñ. Ñìèðíîâà è äð.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ è TaqMan-çîíäîâ
äëÿ îïðåäåëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ öèòîêèíîâ è äðóãèõ êëåòî÷íûõ ôàêòîðîâ

Ãåí F-ïðàéìåð 5R—3R Çîíä 5R—3R R-ïðàéìåð 5R—3R

eNOS TGGCTGGTACATGAGCACTGAGAT R6G-ACAACATCCTGGAGGATGT
GGCTGT-BHQ1

CACGTTGATTTCCACTGCTGCCTT

iNOS GCGTTACTCCACCAACAATGGCAA FAM-AGCGGAGTGATGGCAAGC
ACGACTT-BHQ1

ATAGCGGATGAGCTGAGCATTCCA

Rho A CGGGAGCTAGCCAAGATGAAG FAM-AGAGATATGGCAAACAGG
ATTGGCG-BHQ1

GCTTGCAGAGCAGCTCTCGTA

MMP-9 CCTGGAGACCTGAGAACCAATC FAM-TACCGCTATGGTTACACTC
GGGTGGC-BHQ1

GATTTCGACTCTCCACGCATC

NF-êB GCTCAGTGAGCCCATGGAAT FAM-TCACCGGATTGAGGAGAA
AC-BHQ1

TGATGCTCTTGAAGGTCTCAT
ATGTC

IFN-ã GCTTTTCAGCTCTGCATCGT CY5-TGGCTGTTACTGCCAGGACC
CA-BHQ2

CCGCTACATCTGAATGACCTG

ACTB TCTACAATGAGCTGCGTGTGGC
TCCC

CY5-CAAGGCCAACCGCGAGAA
GATGACCCAGATCAT-BHQ2

AGCAACGTACATGGCTGGGGTG
TTGAA



â 2.6 ðàçà ïðè ÈÄ 1000) è Rho A (â 2.2 ðàçà ïðè ÈÄ 1000).
Íà 5-å ñóò áûëà ïîâûøåíà ýêñïðåññèÿ ãåíîâ TNFá, TGFâ,
eNOS è iNOS ïðè âûñîêîé äîçå âèðóñà (ÈÄ 1000) äî 2.2,
5.9, 4.0 è 2.5 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî, à NF-êB ïðè íèçêîé
(ÈÄ 1) — äî 3 ðàç. Ïðè ýòîì â 1-å ñóò âèðóñ ãðèïïà ïîäàâ-
ëÿë ýêñïðåññèþ ãåíîâ Rho A â 3.8 è 3.5 ðàçà (ïðè ÈÄ 1 è
1000 ñîîòâåòñòâåííî), TGFâ — â 2.1 ðàçà (ïðè ÈÄ 1000) è
NF-êB — â 2 ðàçà (ïðè ÈÄ 1). Íà 5-å ñóò ïðè 1 ÈÄ âèðóñà
ýêñïðåññèÿ ãåíà TNFá íå îáíàðóæèâàëàñü âîîáùå
(ðèñ. 3). Îáíàðóæåíî çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå ýêñïðåññèè
ìÐÍÊ ÌÌÐ-9 ïîä âîçäåéñòâèåì òîëüêî LPS (â 626 ðàç)
èëè òîëüêî îäíîãî âèðóñà ãðèïïà â âûñîêîé äîçå (ÈÄ
1000) (â 592 ðàçà) â 1-å ñóò, à òàêæå íà 3-è ñóò â 7.2 è
11.9 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî.

Îäíîâðåìåííîå ïðèñóòñòâèå â êëåòêàõ ECV-304 âè-
ðóñà ãðèïïà À è LPS çàìåòíî óâåëè÷èâàëî â 1-å ñóò ýêñï-
ðåññèþ òîëüêî ãåíà ÌÌÐ-9 ïðè ÈÄ 1 è 1000 (â 3.3 è
5.5 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî) è IFN-ã ïðè ÈÄ 1000 (â 4.6 ðàçà)
(ðèñ. 3). Ïðè ýòîì â 1-å ñóò ýêñïðåññèÿ äðóãèõ ãåíîâ ïî-
äàâëÿëàñü: TNFá (â 3.4 ðàçà ïðè ÈÄ 1000), TGFâ (â 2.4 è
3 ðàçà), NF-êB (â 4.9 è 1.9 ðàçà) è îñîáåííî Rho A (â 24 è
4.7 ðàçà) ïðè ÈÄ 1 è 1000 ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 3). Íà
3-è ñóò ýêñïðåññèÿ èññëåäóåìûõ ãåíîâ â êëåòêàõ, çàðà-
æåííûõ è âèðóñîì, è LPS, íàáëþäàëàñü ïðåèìóùåñòâåí-
íî íà óðîâíå êîíòðîëÿ, è òîëüêî ïðè âûñîêîé äîçå çàðà-
æåíèÿ âèðóñîì óâåëè÷èâàëàñü ýêñïðåññèÿ ãåíà TNFa

(â 2 ðàçà) è ñíèæàëàñü ýêñïðåññèÿ ãåíà ÌÌÐ-9
(â 2.4 ðàçà). Îäíàêî íà 5-å ñóò íàáëþäàëñÿ çíà÷èòåëüíûé
ïîäúåì ýêñïðåññèè ìíîãèõ ãåíîâ ïðè ÈÄ 1 è 1000 ñîîò-
âåòñòâåííî: TGFâ (â 18.4 è 17.8 ðàçà), NF-êB (â 8.2 è
13.2 ðàçà), eNOS (â 7.2 è 6 ðàç) è â ìåíüøåé ñòåïåíè Rho A
(â 3.2 è 4.6 ðàçà), iNOS (â 4.3 è 3 ðàçà) è ÌÌÐ-9 (òîëüêî
ïðè ÈÄ 1000, â 2.5 ðàçà) (ðèñ. 3). Ýêñïðåññèÿ ãåíà TNFá
íà 5-å ñóò áûëà ëèáî ïîäàâëåíà (â 2 ðàçà ïðè ÈÄ 1000),
ëèáî íå îáíàðóæèâàëàñü âîîáùå (ïðè ÈÄ 1), êàê è â ñëó-
÷àå ñ çàðàæåíèåì êëåòîê îäíèì âèðóñîì èëè îäíèì LPS
(ðèñ. 3). Îáíàðóæåíî, ÷òî íà 5-å ñóò ïðîèñõîäèò çàìåíà
ýêñïðåññèè ãåíà TNFá íà ýêñïðåññèþ ãåíà TGFâ. Îáðà-
ùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå è ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå LPS íà
âèðóñèíäóöèðóåìóþ ýêñïðåññèþ ãåíîâ áîëüøèíñòâà êëå-
òî÷íûõ ôàêòîðîâ íà 5-å ñóò.

Êîððåëÿöèîííûé àíàëèç ïîêàçàë ïðÿìóþ çàâèñè-
ìîñòü óðîâíåé ýêñïðåññèè ãåíîâ TGFâ ñ eNOS, NF-êB è

Rho A (êîýôôèöèåíòû êîððåëÿöèè Ñïèðìåíà rs ñîñòàâëÿ-
þò 0.51, 0.66 è 0.67 ñîîòâåòñòâåííî); óðîâåíü ýêñïðåññèè
ãåíà NF-êB òàêæå ïðÿìî êîððåëèðîâàë ñ iNOS (rs = 0.51) è
Rho A (rs = 0.73), à eNOS — ñ iNOS (rs = 0.57). Óðîâåíü ýê-
ñïðåññèè ãåíà ÌÌÐ-9 êîððåëèðîâàë â ïðÿìîé çàâèñèìî-
ñòè ñ IFN-ã (rs = 0.69) è iNOS (rs = 0.56) è â îáðàòíîé çàâè-
ñèìîñòè ñ TNFá (rs = –0.51). Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå
íàìè ðåçóëüòàòû îòðàæàþò èçìåíåíèå ïðîôèëÿ ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ è, ñëåäîâàòåëüíî, ñîñòîÿíèÿ êëåòîê íà ðàííèõ è
ïîçäíèõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ïàòîãå-
íîâ (âèðóñà ãðèïïà è LPS).

Îáñóæäåíèå

Ðàíåå ìû èñïîëüçîâàëè ðàçíûå âåëè÷èíû ÌÈ, âàðüè-
ðóÿ äîçû çàðàæåíèÿ êëåòîê âèðóñîì è ïëîòíîñòü ïîñåâà
êëåòîê, è îáíàðóæèëè, ÷òî ýòî âëèÿåò íà âðåìÿ ïîÿâëå-
íèÿ âèðóñîñòèìóëèðîâàííîé ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ýíäî-
òåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ïðè î÷åíü íèçêîé ÌÈ
(0.000001—0.00001) ïðîëèôåðàöèÿ ïîâûøàëàñü â 1-å ñóò,

Âëèÿíèå âèðóñà ãðèïïà À è áàêòåðèàëüíîãî ëèïîïîëèñàõàðèäà íà ïðîëèôåðàöèþ è ýêñïðåññèþ... 919

Ðèñ. 1. Äèíàìèêà ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ECV-304 â òå÷åíèå 5 ñóò ïîä âîçäåéñòâèåì 100 íã/ìë ëèïîïîëèñàõàðèäà (LPS) èç Esche-
richia coli, âèðóñà ãðèïïà À/Ïåðò/16/11 (Í3N2) è èõ êîìáèíàöèè (Âèðóñ + LPS).

Èíôèöèðóþùàÿ äîçà (ÈÄ) âèðóñà ñîñòàâëÿëà 1 (÷åðíûå ñòîëáöû) è 1000 (ñâåòëûå ñòîëáöû). Êîíòðîëü — êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå â ñðåäå áåç âîç-
äåéñòâèé. Çäåñü è íà ðèñ. 2, 3 çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè Ð < 0.05.

Ðèñ. 2. Äèíàìèêà ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ECV-304, çàðàæåííûõ
âèðóñàìè ãðèïïà À/Ïåðò/16/11 (Í3N2) (êðèâàÿ 1) èëè
À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/06/14 (Í1N1pdm09) (êðèâàÿ 2), íà ïðîòÿ-

æåíèè 8 ïàññàæåé.

Êðèâàÿ 3 — êîíòðîëü.



à ïðè áîëåå âûñîêîé ÌÈ — íà 3—5-å ñóò è íà ïîñëåäóþ-
ùèõ ïàññàæàõ (Ñìèðíîâà è äð., 2011, 2016; Äàíèëåíêî
è äð., 2016). Îäíîâðåìåííî ñ ïîâûøåíèåì ïðîëèôåðàöèè
êëåòîê ïðîèñõîäèëî óñèëåíèå àïîïòîçà. Â ðåçóëüòàòå
÷àñòü êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ýëèìèíèðîâàëàñü, à îñòàâøà-
ÿñÿ ÷àñòü êëåòîê ïðèîáðåòàëà ïîâûøåííóþ ïðîëèôåðà-
òèâíóþ àêòèâíîñòü. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ýòî æå ïîêàçàíî
íà êëåòêàõ ECV-304, êîòîðûå ïðèîáðåòàëè ñïîñîáíîñòü ê
äëèòåëüíîé àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè (8 ïàññàæåé) ïîñëå

çàðàæåíèÿ íèçêîé äîçîé âèðóñà ãðèïïà À. Òî æå ïîêàçàíî
íàìè íà ïåðåâèâàåìûõ êëåòêàõ Ò-ëèìôîöèòàðíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ (Jurkat) ïîñëå çàðàæåíèÿ íèçêîé äîçîé âèðóñà
ãðèïïà À (Ñìèðíîâà è äð., 2015).

Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ECV-304, çàðà-
æåííûõ ðàçíûìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà À â ïðèñóòñòâèè
èëè â îòñóòñòâèå LPS, îáíàðóæåíî èçìåíåíèå ýêñïðåññèè
ãåíîâ öèòîêèíîâ è äðóãèõ ôàêòîðîâ âíóòðèêëåòî÷íûõ
ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Àêòèâíîñòü ãåíîâ TNFá, ÌÌÐ-9 è

920 Ñ. Ñ. Ñìèðíîâà è äð.

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ TNFá, TGFâ, MMP-9, IFN-ã, NF-êB, Rho A, eNOS è iNOS â êëåòêàõ ECV-304 â òå÷åíèå 5 ñóò
ïîä âîçäåéñòâèåì 100 íã/ìë ëèïîïîëèñàõàðèäà (LPS) èç Escherichia coli è âèðóñà ãðèïïà À/Ïåðò/16/11 (Í3N2).

ÈÄ âèðóñà ñîñòàâëÿëà 1 (÷åðíûå ñòîëáöû) è 1000 (ñâåòëûå ñòîëáöû); ïóíêòèðíàÿ ëèíèÿ — êîíòðîëüíûå êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå â ñðåäå áåç âîçäåé-
ñòâèé; êîíòðîëüíîå çíà÷åíèå ïðèíÿòî çà 1 (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»).



IFN-ã (áîëüøå ñâÿçàííûõ ñ èçìåíåíèåì ïðîíèöàåìîñòè
êëåòîê è àïîïòîçîì), áîëåå âûðàæåííàÿ â 1—3-è ñóò, ñìå-
íÿëàñü ïðè ïîñëåäóþùåì êóëüòèâèðîâàíèè àêòèâíîñòüþ
ãåíîâ TGFâ, Rho A, NF-êB, eNOS è iNOS, êîòîðûå â áîëü-
øåé ñòåïåíè ñâÿçàíû ñ ïîâûøåíèåì ïðîëèôåðàöèè è ñ
èçìåíåíèåì ïðîíèöàåìîñòè êëåòîê.

Íàèáîëåå ÿðêèå êàðòèíû ñìåíû ýêñïðåññèè îäíèõ ãå-
íîâ íà ýêñïðåññèþ äðóãèõ è çíà÷èòåëüíîãî ïîâûøåíèÿ èõ
àêòèâíîñòè íàáëþäàëèñü ïðè çàðàæåíèè êëåòîê ýíäîòå-
ëèÿ âèðóñîì ãðèïïà À â ïðèñóòñòâèè LPS. Â 1-å ñóò çíà-
÷èòåëüíî ïîâûøàëàñü ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ÌÌÐ-9 (ñèëüíî
ïîäàâëåííàÿ ïðè ðàçäåëüíîì äåéñòâèè âèðóñà è LPS) è
IFN-ã, ãåí TNFá áûë àêòèâåí òîëüêî â 1—3-è ñóò. Àêòèâ-
íîñòü ãåíîâ âñåõ îñòàëüíûõ èññëåäóåìûõ ôàêòîðîâ çíà-
÷èòåëüíî ïîâûøàëàñü òîëüêî íà 5-å ñóò, êàê è â ñëó÷àå
äîáàâëåíèÿ îäíîãî LPS. Â ýòî âðåìÿ ñàìóþ âûñîêóþ àê-
òèâíîñòü èìåþò ãåíû TGFâ è eNOS, èìåþùèå îòíîøåíèå
ê ïîâûøåíèþ ïðîëèôåðàöèè è óâåëè÷åíèþ ïðîíèöàåìî-
ñòè êëåòîê (Lu et al., 2006; Di Lorenzo et al., 2013).

Èçâåñòíî, ÷òî âèðóñ ãðèïïà À ñïîñîáåí âëèÿòü íà
êëåòî÷íûé öèêë, âûçûâàÿ åãî çàäåðæêó íà ãðàíèöå ôàç
G0/G1, íàèáîëåå áëàãîïðèÿòíûõ äëÿ ïîëíîöåííîé âèðóñ-
íîé ðåïðîäóêöèè (He et al., 2010). Ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ îñó-
ùåñòâëåíèÿ çàäåðæêè êëåòî÷íîãî öèêëà òðåáóåòñÿ ó÷àñ-
òèå âèðóñíîãî áåëêà NS1, êîòîðûé ñïîñîáåí ïîäàâëÿòü
ýêñïðåññèþ è àêòèâíîñòü áåëêà Rho A, â ðåçóëüòàòå ÷åãî
ïðîèñõîäÿò ñíèæåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêà ðåòèíî-
áëàñòîìû Rb è çàäåðæêà ïðîõîæäåíèÿ êëåòîê èç ôàçû G1

â ôàçó S (Jiang et al., 2013). Âèðóñíûé íåñòðóêòóðíûé áå-
ëîê NS1 ìíîãîôóíêöèîíàëåí è íåîáõîäèì äëÿ ýôôåêòèâ-
íîé ðåïëèêàöèè âèðóñà è ïðîÿâëåíèÿ åãî âèðóëåíòíîñòè.
Áåëîê NS1 ìîæåò ñâÿçûâàòüñÿ ñî ìíîãèìè êëåòî÷íûìè
áåëêàìè è èíãèáèðîâàòü ýêñïðåññèþ îñíîâíûõ àíòèâè-
ðóñíûõ è äðóãèõ ãåíîâ êëåòêè-õîçÿèíà (Hale et al., 2008).
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íàðóøåíèå íîðìàëüíîé ðå-
ïðîäóêöèè âèðóñà ãðèïïà À, íàáëþäàåìîå ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè âèðóñà íà íåïåðìèññèâíûõ êëåòêàõ, âûðàæàåòñÿ
ïðåæäå âñåãî â ñíèæåíèè èëè ïîëíîì ïîäàâëåíèè ñèíòåçà
áåëêà NS1, êîòîðîå ñíèìàåò áëîê ýêñïðåññèè ãåíîâ Rho A
è äðóãèõ êëåòî÷íûõ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â êëåòî÷íîì
öèêëå, â ðåçóëüòàòå ÷åãî óñèëèâàåòñÿ ïðîëèôåðàöèÿ êëå-
òîê. Ïî íàøèì äàííûì âèäíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ ãåíà Rho A
ïîäàâëåíà â 1-å ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ âèðóñîì è (èëè)
LPS, à íà 5-å ñóò îíà ïîâûøàåòñÿ ïîä âîçäåéñòâèåì îäíî-
ãî LPS èëè LPS ñîâìåñòíî ñ âèðóñîì.

Êàê èçâåñòíî, äåéñòâèå êëåòî÷íûõ ôàêòîðîâ, ýêñïðåñ-
ñèþ ãåíîâ êîòîðûõ ìû èññëåäîâàëè, â ðàçëè÷íîé ñòåïåíè
âçàèìîñâÿçàíî äðóã ñ äðóãîì è ñ ìíîæåñòâîì äðóãèõ êëå-
òî÷íûõ ôàêòîðîâ. Ìû ðàññìîòðåëè âëèÿíèå âèðóñà ãðèï-
ïà è LPS íà íåêîòîðûå êîìïîíåíòû êëåòî÷íûõ ñèãíàëü-
íûõ ïóòåé íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè. Îäíàêî ïîêà ÷òî
íåëüçÿ ñäåëàòü îäíîçíà÷íûé âûâîä îá èõ ñâÿçè ñ íàáëþ-
äàåìûìè èçìåíåíèÿìè ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ êëå-
òîê ýíäîòåëèÿ, ïîñêîëüêó àêòèâíîñòü êëåòî÷íûõ ôàêòî-
ðîâ ðåãóëèðóåòñÿ è íà óðîâíå òðàíñëÿöèè è ïîñòòðàíñëÿ-
öèîííûõ ìîäèôèêàöèé, êîòîðûå íå ðàññìàòðèâàëèñü â
íàñòîÿùåé ðàáîòå.

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èçìåíåíèå ñîñòîÿíèÿ êëå-
òîê ýíäîòåëèÿ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè âèðó-
ñà ãðèïïà À è LPS â ðàçíûå âðåìåíí*ûå ñðîêè (à òàêæå
ïðè ðàçíîé ñòåïåíè èíôèöèðîâàííîñòè êëåòîê âèðóñîì)
âûçûâàåòñÿ ðàçíûìè êëåòî÷íûìè ôàêòîðàìè, êîòîðûå àê-
òèâèðóþò ðàçëè÷íûå ñèãíàëüíûå ïóòè. Âèðóñ ãðèïïà è
LPS ñõîäíûì îáðàçîì âîçäåéñòâóþò íà êëåòêè, à èõ ñî÷å-
òàííîå âëèÿíèå ïðèâîäèò ê áîëåå âûðàæåííîìó îòâåòó

êëåòîê íà ýòè ïàòîãåííûå àãåíòû. Ïðè áîëåå ïðîäîëæè-
òåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè, âîçìîæíî, ýòî ïðèâåäåò íå
òîëüêî ê ïîâûøåíèþ ïðîëèôåðàöèè è êëåòî÷íîé ïðîíè-
öàåìîñòè, íî è ê ñîñòîÿíèþ, âûçûâàþùåìó ïåðåõîä êëå-
òîê ýíäîòåëèÿ â ôèáðîáëàñòî- è ìèîôèáðîáëàñòîïîäîá-
íûå, ÷òî ìîæåò ÿâèòüñÿ ïðè÷èíîé âîçíèêíîâåíèÿ ôèáðî-
çîâ â ðàçëè÷íûõ îðãàíàõ.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ïðîâîäèòñÿ èíòåíñèâíûé ïîèñê íî-
âûõ àíòèâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ è ïîäõîäîâ äëÿ áîðüáû ñ
âèðóñîì ãðèïïà À è åãî îñëîæíåíèÿìè. Ïðèìåíåíèå ïðè
îñòðûõ ôîðìàõ çàáîëåâàíèÿ âèðóñîì ãðèïïà àíòèâèðóñ-
íûõ ïðåïàðàòîâ ñ öåëüþ áëîêèðîâàíèÿ ðåïëèêàöèè âè-
ðóñíûõ ÷àñòèö íåðåäêî ìàëîýôôåêòèâíî è ìîæåò ïðèâî-
äèòü ê âîçíèêíîâåíèþ âèðóñíûõ ÷àñòèö, óñòîé÷èâûõ ê
äàííîìó ïðåïàðàòó. Àíòèáàêòåðèàëüíûå ïðåïàðàòû âû-
çûâàþò ðàçðóøåíèå áàêòåðèé, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ
â êðîâåíîñíîì ðóñëå îãðîìíîãî êîëè÷åñòâà áàêòåðèàëü-
íûõ êîìïîíåíòîâ, â ÷àñòíîñòè LPS. Â ýòîé ñâÿçè âåäóòñÿ
ïîèñêè ëå÷åáíûõ ïðåïàðàòîâ, îáëàäàþùèõ àíòèîêñèäàíò-
íîé è ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíîé àêòèâíîñòüþ, êîòîðûå
ìîæíî ïðèìåíÿòü îäíîâðåìåííî ñ àíòèâèðóñíûìè ïðåïà-
ðàòàìè (Åðîïêèí è äð., 2007; Sgarbanti et al., 2014). Âåäåò-
ñÿ ïîèñê ïðåïàðàòîâ íîâîãî ïîêîëåíèÿ, íàïðàâëåííûõ íà
âîññòàíîâëåíèå íîðìàëüíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ êëåòî÷-
íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé (Çàðóáàåâ, Ñìèðíîâ, 2014). Íà ðàç-
ðàáàòûâàåìîé íàìè êëåòî÷íîé ìîäåëè (ECV-304) ïðîâå-
äåíî ïðåäâàðèòåëüíîå èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ðÿäà ëå÷åáíûõ
ïðåïàðàòîâ, îáëàäàþùèõ àíòèîêñèäàíòíîé, ïðîòèâîâîñ-
ïàëèòåëüíîé è àíãèîïðîòåêòîðíîé àêòèâíîñòüþ, íà ôè-
çèîëîãè÷åñêîå ñîñòîÿíèå êëåòîê ïðè çàðàæåíèè ðàçíûìè
äîçàìè âèðóñà ãðèïïà À è ïðè äîáàâëåíèè LPS (Ñìèðíî-
âà è äð., 2016).
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INFLUENCE OF INFLUENZA A VIRUS AND BACTERIAL LIPOPOLYSACCHARIDE

ON PROLIFERATION AND GENE EXPRESSION OF CYTOKINES AND OTHER CELLULAR

FACTORS IN CELLS OF ESTABLISHED ENDOTHELIAL CELL LINE ECV-304
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2 Peter the Great St. Petersburg Polytechnic University, St. Petersburg, 195251;
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Change of state of endothelial cells occurs under the action of viral infection and bacterial lipopolysaccha-
ride (LPS) that leads to cell dysfunction. Therefore, the aim of the current study was to investigate the effect of
LPS from Escherichia coli and influenza A virus on proliferative activity of human endothelial cells (ECV-304)
and gene expression of several cytokines and cellular factors: TNFá, TGFâ, IFN-ã, MMP-9, NF-êB, Rho A,
eNOS and iNOS. It was found that ECV-304 cells once infected with very low infectious doses of influenza vi-
rus acquire the ability to long-term active proliferation (over 8 passages). Addition of LPS E. coli reduced the
virus-stimulated cell proliferation. It was shown that influenza virus and LPS can affect on gene expression of
cytokine and other cellular factors. When endothelial cells had been infected with influenza A virus in the pre-
sence of LPS, there was a significant increase in the expression of several genes and replacement of some genes
expression on the expression of other genes. Expression of MMP-9 gene was inhibited in the case of separate
exposure to the virus and LPS, but it was significantly increased during the first day under the adding of the vi-
rus and LPS together, as well as the activity of the IFN-ã gene; gene of TNFá was active for only 1—3 days
whereas genes expression of other factors (TGFâ, eNOS, iNOS, NF-êB and Rho A) increased significantly at the
5th day as in the case of adding only LPS. Thus, the change of physiological state of endothelial cells occurs in
the presence of influenza A virus and LPS and it can be caused during different time periods (as well as by va-
rying degrees of virus infection of cells) by different cellular factors and possibly with involvement of different
signaling pathways.

K e y w o r d s: endothelial cell line ECV-304, lipopolysaccharide (LPS), influenza A virus, cell prolifera-
tion, expression of cytokines.
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