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Ä. Ì. Äàíèëåíêî è äð.
Îòâåò êëåòîê ïåðåâèâàåìûõ ëèíèé êàðöèíîìû ëåãêîãî è ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà íà ...

Ïóòü, ïî êîòîðîìó ïîéäåò èíôåêöèîííûé ïðîöåññ, çàâèñèò êàê îò áèîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê âè-
ðóñîâ è êëåòîê, òàê è îò èíòåíñèâíîñòè çàðàæåíèÿ êëåòîê âèðóñîì, ò. å. ìíîæåñòâåííîñòè èíôåêöèè.
Öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â ñðàâíèòåëüíîì èçó÷åíèè îòâåòà äâóõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ÷åëîâåêà — êàðöèíîìû
ëåãêîãî (À-549) è ýíäîòåëèÿ (ECV-304) — íà çàðàæåíèå âèðóñîì ãðèïïà À ïðè ðàçëè÷íîé ñòåïåíè èí-
ôèöèðîâàííîñòè êëåòîê. Íà 1-ì ïàññàæå îáå êëåòî÷íûå ëèíèè îòâå÷àëè óñèëåíèåì ïðîëèôåðàöèè è èí-
äóêöèåé àïîïòîçà òîëüêî íà íèçêèå äîçû çàðàæåíèÿ âèðóñà ãðèïïà (1—10 ÈÄ). Â êëåòêàõ À-549 ñòèìó-
ëèðóþùèé ýôôåêò íà íèçêèå äîçû âèðóñà íàáëþäàëñÿ íà 1—2 ñóò ðàíüøå, ÷åì â êëåòêàõ ECV-304. Ñî
2-ãî ïî 4-é ïàññàæ ïîâûøåíèå ïðîëèôåðàöèè íàáëþäàëè â êëåòêàõ îáåèõ ëèíèé, èñõîäíî çàðàæåííûõ
áîëåå âûñîêèìè äîçàìè âèðóñà (100 è 1000 ÈÄ). Áîëåå òîãî, îòâåò êëåòîê À-549 íà çàðàæåíèå íèçêèìè
äîçàìè âèðóñà ãðèïïà À ïîäòèïà H3N2 çàâèñåë îò óñëîâèé ïîääåðæàíèÿ âèðóñà: óñèëåíèÿ ïðîëèôåðà-
öèè êëåòîê íå íàáëþäàëîñü â îòâåò íà âèðóñ, âûðàùåííûé íà êóðèíûõ ýìáðèîíàõ, â îòëè÷èå îò âèðóñà,
âûðàùåííîãî íà êëåòî÷íîé êóëüòóðå. Ìåòîäîì èììóíîöèòîõèìèè ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ À-549 íà 3-è
ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ âèðóñîì èçìåíÿåòñÿ (çàâèñèìî îò äîçû çàðàæåíèÿ) âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ
áåëêîâ ð53 è öèêëèíà À, ó÷àñòâóþùèõ â ïðîõîæäåíèè êëåòî÷íîãî öèêëà. Ïðè íèçêîé äîçå çàðàæåíèÿ
âèðóñîì â ÿäðàõ îáíàðóæèâàëñÿ ïðåèìóùåñòâåííî öèêëèí À (63 %), à ïðè âûñîêîé äîçå — áåëîê ð53
(54 %), ÷òî ïîäòâåðæäàåò ñòèìóëÿöèþ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè ïðè î÷åíü íèçêîé ñòåïåíè çàðàæåíèÿ
êëåòîê è çàäåðæêó äåëåíèÿ êëåòîê ïðè âûñîêîé ñòåïåíè èíôèöèðîâàííîñòè âèðóñîì. Èçó÷åíèå ðåïðî-
äóêöèè âèðóñà ãðèïïà À â êëåòêàõ À-549 è ECV-304 ñ ïðèìåíåíèåì ðàçíûõ âèðóñîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ
ïîêàçàëî íèçêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ýòèõ êëåòîê ê âèðóñó ãðèïïà À, ÷òî âûðàæàëîñü â ïîñòåïåííîì ñíè-
æåíèè ýêñïðåññèè âèðóñíûõ ÐÍÊ è íàðóøåíèè ôîðìèðîâàíèÿ ïîëíîöåííûõ âèðóñíûõ ÷àñòèö â òå÷åíèå
íåñêîëüêèõ ïàññàæåé. Òàêèì îáðàçîì, ïðè ñíèæåíèè ìíîæåñòâåííîñòè èíôåêöèè êëåòîê À-549 è
ECV-304 íàðóøàåòñÿ ðåïðîäóêöèÿ ïîëíîöåííûõ âèðóñíûõ ÷àñòèö èëè ñèíòåç îòäåëüíûõ âèðóñíûõ áåë-
êîâ, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ óñèëåíèåì êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè è èíäóêöèåé àïîïòîçà. Â ðåçóëüòàòå ñðàâ-
íèòåëüíîãî èçó÷åíèÿ äâóõ êëåòî÷íûõ ëèíèé (À-549 è ECV-304) ïðè çàðàæåíèè ðàçíûìè äîçàìè âèðóñîâ
ãðèïïà À âûÿâëåíû êàê îáùèå çàêîíîìåðíîñòè, òàê è ñïåöèôè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î
ðîëè áèîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé âèðóñîâ, êëåòîê è ìíîæåñòâåííîñòè èíôåêöèè êëåòîê â ðàçâèòèè èí-
ôåêöèîííîãî ïðîöåññà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòî÷íûå ëèíèè A-549 è ECV-304, âèðóñ ãðèïïà À, ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê,
àïîïòîç, èíôèöèðóþùàÿ äîçà, ýêñïðåññèÿ âèðóñíîé ÐÍÊ.

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, ÌÊÀ — ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ÒÖÄ50 — òèòð öèòîïàòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ, âûçûâàþùåãî
ïîðàæåíèå 50 % êëåòîê â ìîíîñëîå, ÖÏÄ — öèòîïàòè÷åñêîå äåéñòâèå, ÔÍÎ — ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëè,
ÝÑ — ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà, ÍÀ — ãåìàããëþòèíèí, NÀ — íåéðàìèíèäàçà.

Ñ 1977 ã. â ïîïóëÿöèè ëþäåé íàáëþäàåòñÿ îäíîâðå-
ìåííàÿ öèðêóëÿöèÿ âèðóñîâ ãðèïïà ïîäòèïà À(H1N1) è
A(H3N2). Â 2009 ã. íîâûé ïàíäåìè÷åñêèé âèðóñ ãðèïïà
ñâèíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ À(H1N1)pdm09 — óíèêàëüíûé
ïðèðîäíûé ðåàññîðòàíò, ñîäåðæàùèé ôðàãìåíòû ãåíîìà
âèðóñîâ ãðèïïà ñâèíåé, ïòèö è ÷åëîâåêà, — âûòåñíèë èç
öèðêóëÿöèè âèðóñû ñåçîííîãî ãðèïïà ïîäòèïà À(H1N1),

è ñ 2010 ã. íàáëþäàåòñÿ öèðêóëÿöèÿ âèðóñîâ ãðèïïà
À(H1N1)pdm09 è À(H3N2). Ñïîðàäè÷åñêè âîçíèêàþò
âñïûøêè çàáîëåâàíèé ëþäåé ïòè÷üèì ãðèïïîì ðàçíûõ
ïîäòèïîâ (H5N1, H7N1, H7N7, H7N9 è äð.), êîòîðûé, ê
ñ÷àñòüþ, íå ñóìåë ïðåîäîëåòü ìåæâèäîâîé áàðüåð è ïîòî-
ìó íåñïîñîáåí ýôôåêòèâíî ïåðåäàâàòüñÿ îò ÷åëîâåêà ê
÷åëîâåêó (Êèñåëåâ, 2011). Â ýòîé ñâÿçè ïî-ïðåæíåìó àê-
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òóàëüíûìè îñòàþòñÿ âîïðîñû èçó÷åíèÿ òðàíñìèññèâíî-
ñòè è òðîïèçìà âèðóñà, ÷òî çàñòàâëÿåò èñêàòü íîâûå êëå-
òî÷íûå ìîäåëè äëÿ èçó÷åíèÿ âçàèìîîòíîøåíèé âèðóñà è
êëåòêè (van der Brand et al., 2010).

Ïîìèìî áèîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé êëåòîê è âèðó-
ñîâ áîëüøîå çíà÷åíèå äëÿ òîãî, ïî êàêîìó ïóòè ïîéäåò
ðàçâèòèå èíôåêöèîííîãî ïðîöåññà, èìååò ñòåïåíü èíôè-
öèðîâàííîñòè êëåòîê èëè îðãàíèçìà, ò. å. ìíîæåñòâåí-
íîñòü âèðóñíîé èíôåêöèè. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî,
÷òî çàðàæåíèå êëåòîê íèçêèìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà À
âûçûâàåò óñèëåíèå ïðîëèôåðàöèè è ïîñëåäóþùóþ èí-
äóêöèþ àïîïòîçà ñëåäóþùèõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ÷åëîâå÷å-
ñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ: 14 ïåðåâèâàåìûõ ñóñïåíçèîííûõ
êëåòî÷íûõ ëèíèé ãåìîáëàñòîçîâ (Ñìèðíîâà è äð., 2009,
2015), êëåòîê ãëèîáëàñòîìû (Ò—98) è ñïîíòàííî òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ýíäîòåëèÿ (ECV-304) (Ñìèðíîâà
è äð., 2011à), à òàêæå ïåðâè÷íîé êóëüòóðû êëåòîê ýíäî-
ìåòðèÿ (Äóðíîâà è äð., 2012).

Öåëü íàøåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â ñðàâíèòåëüíîì èçó÷å-
íèè îòâåòà êëåòî÷íûõ ëèíèé ÷åëîâåêà (êàðöèíîìû ëåãêî-
ãî À-549 è ýíäîòåëèÿ ECV-304) íà çàðàæåíèå âèðóñîì
ãðèïïà À ïðè ðàçëè÷íîé ñòåïåíè èíôèöèðîâàííîñòè êëå-
òîê. Àêòóàëüíîñòü âûáîðà êëåòî÷íûõ ëèíèé À-549 è
ECV-304 îáóñëîâëåíà ñëåäóþùèìè ñîîáðàæåíèÿìè.
Îñíîâíîé ìèøåíüþ âèðóñà ãðèïïà ÿâëÿþòñÿ êëåòêè ýïè-
òåëèÿ âåðõíèõ è íèæíèõ äûõàòåëüíûõ ïóòåé, ïîýòîìó
íàèáîëüøåå ðàñïðîñòðàíåíèå â êà÷åñòâå êëåòî÷íîé ìîäå-
ëè äëÿ èçó÷åíèÿ îñîáåííîñòåé ìåòàáîëèçìà êëåòîê ïîä
âîçäåéñòâèåì âèðóñà ãðèïïà íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå ïî-
ëó÷èëà êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ êàðöèíîìû ëåãêèõ ÷åëîâåêà
À-549, ïðåäñòàâëÿþùàÿ ñîáîé ïíåâìîöèòû 2-ãî ïîðÿäêà
(Vester et al., 2009).

Äðóãîé ìèøåíüþ, èãðàþùåé âàæíóþ ðîëü â âèðóñ-
íîì ïàòîãåíåçå, îñîáåííî ïðè èíôåêöèè âûñîêîïàòîãåí-
íûì âèðóñîì ïòè÷üåãî ãðèïïà, ÿâëÿþòñÿ êëåòêè ýíäîòå-
ëèÿ (Ocana-Macchi et al., 2009). Ìû èñïîëüçîâàëè ïîñòî-
ÿííóþ êëåòî÷íóþ ëèíèþ ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà ECV-304,
ïîëó÷åííóþ â 1990 ã. (Takahashi et al., 1990) èç ñïîíòàííî
òðàíñôîðìèðîâàííûõ ýíäîòåëèîöèòîâ ïóïîâèííîé âåíû
÷åëîâåêà. Íåñìîòðÿ íà ñîîáùåíèå î ïðèíàäëåæíîñòè êëå-
òîê ECV-304 ê êëåòêàì êàðöèíîìû ìî÷åâîãî ïóçûðÿ
÷åëîâåêà Ò-24 (Brown et al., 2000), ìíîãî÷èñëåííûå ìîð-
ôîëîãè÷åñêèå, èììóíîõèìè÷åñêèå, áèîõèìè÷åñêèå è
öèòîãåíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè
ECV-304 ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ýíäîòåëèà-
ëüíîé êëåòî÷íîé ìîäåëè äëÿ ðåøåíèÿ ðÿäà ìåäèêî-áèî-
ëîãè÷åñêèõ âîïðîñîâ (Suda et al., 2001; Heath-Engel, Ling-
wood, 2003; Fujimoto et al., 2006; ßðöåâà, Ôåäîðöåâà,
2009). Â âèðóñîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ íà êëåòêàõ
ECV-304 èçó÷àëè âèðóñû ãåðïåñà 1-ãî è 2-ãî òèïîâ (Chi-
rathaworn et al., 2004; Zhang et al., 2014), êðàñíóõè (Mo
et al., 2007), äåíãå 2-ãî òèïà (Liew, Chow, 2004) è ÿïîí-
ñêîãî ýíöåôàëèòà (Shwetank et al., 2013). Îäíàêî ìû
âñòðåòèëè òîëüêî îäíó ðàáîòó ñ èñïîëüçîâàíèåì ýòèõ
êëåòîê ïðè èçó÷åíèè êëåòî÷íûõ ïðîòåàç â ïàòîãåíåçå âè-
ðóñà ãðèïïà (Kido et al., 2012).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà ïðîòÿæåíèè íåñêîëüêèõ ïàñ-
ñàæåé íàìè èçó÷åíû èçìåíåíèÿ ïðîëèôåðàöèè è àïîïòîçà
êëåòîê À-549 è ECV-304 ïîä âîçäåéñòâèåì ðàçíûõ äîç çà-
ðàæåíèÿ âèðóñàìè ãðèïïà À, à òàêæå ðåïðîäóêöèÿ âèðó-
ñà: âûõîä èíôåêöèîííîãî âèðóñà è åãî ãåìàããëþòèíèíà
(HÀ) èç êëåòîê è ýêñïðåññèÿ ÐÍÊ âèðóñíûõ áåëêîâ Ì1,
HÀ è íåéðàìèíèäàçû (NÀ). Êðîìå ýòîãî, ìåòîäîì èììó-
íîöèòîõèìèè èçó÷åíà âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ áåë-
êîâ, ðåãóëèðóþùèõ êëåòî÷íûé öèêë (ð53 è öèêëèíà À),

ïðè ðàçëè÷íîé ñòåïåíè èíôèöèðîâàííîñòè êëåòîê. Â ðå-
çóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé ïîêàçàíû êàê îáùèå
çàêîíîìåðíîñòè èçìåíåíèÿ ñîñòîÿíèÿ êëåòîê À-549
è ECV-304 ïîä âîçäåéñòâèåì âèðóñà ãðèïïà, òàê è ðàç-
ëè÷èÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Ïåðåâèâàåìûå êëåòî÷íûå
ëèíèè ÷åëîâåêà À-549 (êàðöèíîìà ëåãêèõ) è ECV-304
(ñïîíòàííî òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè ýíäîòåëèÿ), à
òàêæå êëåòêè ïî÷êè ñîáàêè (MDCK) ïîëó÷åíû èç Êîëëåê-
öèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ÍÈÈ ãðèïïà ÌÇ ÐÔ (Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå àëüôà-ÌÅÌ,
ñîäåðæàùåé 2 % áû÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (ÝÑ)
áåç àíòèáèîòèêîâ. Ïåðåñåâ êëåòîê ïðîâîäèëè íà
6—7-å ñóò â ñîîòíîøåíèè 1 : 3—1 : 5, èñïîëüçóÿ äëÿ îò-
òîðæåíèÿ êëåòîê ðàñòâîð âåðñåíà ñ õèìîïñèíîì. Äëÿ ïðî-
âåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà èñïîëüçîâàëè 3-ñóòî÷íûå êóëüòó-
ðû ñ êîíöåíòðàöèåé 5�104 êë./ìë.

Âèðóñû ãðèïïà À ïîäòèïîâ H3N2 (À/Áðèñáåí/10/07 è
À/Ïåðò/16/11), H1N1pdm09 (À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/05/09 è
À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/06/14) è H2N2 (À/Ñèíãàïóð/01/57)
ïîääåðæèâàëè íà êóðèíûõ ýìáðèîíàõ. Âèðóñ ãðèïïà ïîä-
òèïà À(H3N2) À/Àñòðàõàíü/06/12 ïîääåðæèâàëè íà êëåò-
êàõ MDCK.

Òèòðû âèðóñîâ ñîñòàâëÿëè 5—6 lg ÒÖÄ50 (òèòð öèòî-
ïàòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ, âûçûâàþùåãî ïîðàæåíèå 50 % ìî-
íîñëîÿ êëåòîê MDCK). Çà 1 èíôèöèðóþùóþ äîçó (ÈÄ) â
1 ìë ïðèíèìàëè ïîñëåäíåå äåñÿòèêðàòíîå ðàçâåäåíèå
òèòðóåìîãî âèðóñà. Ìíîæåñòâåííîñòü èíôåêöèè (îòíî-
øåíèå âåëè÷èíû ÈÄ ê êîëè÷åñòâó çàðàæåííûõ êëåòîê)
ïðè íèçêîé äîçå çàðàæåíèÿ âèðóñîì (1—10 ÈÄ) ñîîòâåò-
ñòâîâàëà 0.00002—0.0002, ïðè âûñîêîé äîçå çàðàæåíèÿ
(1000 ÈÄ) — 0.02.

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,
âûðàùåííûõ íà 24-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ, ïðîâîäèëè âíå-
ñåíèåì 0.1 ìë çàðàíåå îòòèòðîâàííîé âèðóñîñîäåðæàùåé
æèäêîñòè. Êîíòàêò âèðóñà ñ êëåòêàìè ïðîõîäèë ïðè
37 °Ñ â òå÷åíèå 45 ìèí â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå àëü-
ôà-ÌÅÌ ñ äîáàâëåíèåì òðèïñèíà (1 ìêã/ìë) è àíòèáèî-
òèêîâ (ïåíèöèëëèí/ñòðåïòîìèöèí). Çàòåì êëåòêè îäíî-
êðàòíî îòìûâàëè îò âèðóñà ðàñòâîðîì òîé æå ñðåäû è
âíîñèëè ðîñòîâóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 1 % ÝÑ. Ïðè ïðî-
âåäåíèè ýêñïåðèìåíòà íà ïðîòÿæåíèè ÷åòûðåõ ïàññàæåé
êëåòêè âûðàùèâàëè â êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíàõ (50 ìë;
Nunc, Äàíèÿ). 1-ñóòî÷íûé ìîíîñëîé êëåòîê çàðàæàëè âè-
ðóñîì ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé âûøå (èíîêóëÿò 0.5 ìë).
Íà 5—6-å ñóò êëåòêè ïåðåñåâàëè â ñîîòíîøåíèè 1 : 2. Ïî-
ëîâèíó êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè îñòàâëÿëè âî ôëàêîíå äëÿ
ñëåäóþùåãî ïàññàæà, ïîëîâèíó èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîñåâà
íà 24-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû (äëÿ îöåíêè ïðîëèôåðàöèè è
àïîïòîçà), à òàêæå â ïðîáèðêè äëÿ çàìîðàæèâàíèÿ êëå-
òî÷íîãî ìàòåðèàëà ïðè –20 °Ñ è ïîñëåäóþùåãî îïðåäåëå-
íèÿ ýêñïðåññèè âèðóñíîé ÐÍÊ ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè. Äëÿ îöåíêè àïîïòîçà â ëóíêè ïëàíøåòà âêëàäû-
âàëè ïîêðîâíûå ñòåêëà. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êóëüòóðû,
êîòîðûå èíêóáèðîâàëè ñ èíòàêòíûìè, íå ñîäåðæàùèìè
âèðóñà æèäêîñòÿìè. Íà êàæäóþ âðåìåíí *óþ òî÷êó èñ-
ïîëüçîâàëè ïî 2 ëóíêè, âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íå
ìåíåå 3 ðàç.

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 êëåò-
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êè ñíèìàëè ñ ïîâåðõíîñòè ðàñòâîðîì âåðñåíà ñ õèìîïñè-
íîì è îòáèðàëè äëÿ ïîäñ÷åòà ïðîáû êëåòî÷íûõ ñóñïåí-
çèé. Ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê îöåíèâàëè ïî
îòíîøåíèþ ÷èñëà çàðàæåííûõ êëåòîê íà îïðåäåëåííîì
ñðîêå êóëüòèâèðîâàíèÿ ê ÷èñëó êîíòðîëüíûõ (èíòàêòíûõ)
êëåòîê íà ýòîì æå ñðîêå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ðåçóëüòàòû
âûðàæàëè â âèäå äîëè îò êîíòðîëÿ (ÄÊ), êîíòðîëü ïðèíè-
ìàëè çà 100 %.

À ï î ï ò î ç ê ë å ò î ê îöåíèâàëè ïî ñòåïåíè ôðàãìåí-
òàöèè ÿäåðíîãî õðîìàòèíà. Ïðåïàðàòû íà ïîêðîâíûõ
ñòåêëàõ ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà ñ óêñóñíîé êèñëî-
òîé â ñîîòíîøåíèè 3 : 1, îêðàøèâàëè ôëóîðåñöåíòíûì
êðàñèòåëåì Hoechst-33258 è îïðåäåëÿëè äîëþ àïîïòîòè-
÷åñêèõ êëåòîê, ïðîñìàòðèâàÿ íå ìåíåå 300—500 êëåòîê
ïîä ëþìèíåñöåíòíûì ìèêðîñêîïîì, èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ
ñ óâåëè÷åíèåì 90� è ìàñëÿíóþ èììåðñèþ. Ðåçóëüòàòû
âûðàæàëè â âèäå èíäåêñà àïîïòîçà (ÈÀ) ïî ôîðìóëå
ÈÀ = (b/c)�100 %, ãäå b — ÷èñëî àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê,
ñ — îáùåå ÷èñëî ïðîñìîòðåííûõ êëåòîê. Îêðàøèâàíèå
êëåòîê êðàñèòåëåì Hoechst-33258 ÿâëÿëîñü îäíîâðåìåííî
êîíòðîëåì çà êîíòàìèíàöèåé êëåòîê áàêòåðèÿìè, Ë-ôîð-
ìàìè áàêòåðèé è ìèêîïëàçìàìè.

Ä ë ÿ â û ÿ â ë å í è ÿ è î ö å í ê è ñ î ñ ò î ÿ í è ÿ â è ð ó -
ñ à â ê ó ë ü ò ó ð à õ ò å ñ ò è ð ó å ì û õ ê ë å ò î ê è ñ ï î ë ü -
ç î â à ë è í å ñ ê î ë ü ê î ì å ò î ä î â. 1. Íàëè÷èå ÍÀ âèðóñà
â êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè îïðåäåëÿëè â ðåàêöèè ãåìàã-
ãëþòèíàöèè ñ ýðèòðîöèòàìè êóðèöû èëè ÷åëîâåêà 0 (I)
ãðóïïû. 2. Äëÿ âûÿâëåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî âèðóñà êëåò-
êè ðàçðóøàëè çàìîðàæèâàíèåì—îòòàèâàíèåì, çàòåì ïî-
ëó÷åííûå ëèçàòû âíîñèëè â êóëüòóðó ïåðìèññèâíûõ êëå-
òîê MDCK. Ïðèñóòñòâèå âèðóñà â ëèçàòàõ îöåíèâàëè ïî
öèòîïàòè÷åñêîìó äåéñòâèþ (ÖÏÄ) âèðóñà â êëåòêàõ
MDCK. 3. Ýêñïðåññèþ ÐÍÊ âèðóñíûõ áåëêîâ Ì1, HA è
NA âûÿâëÿëè ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì êîììåð÷åñêèõ íàáîðîâ ïðîèçâîäñòâà
ÖÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè (Ðîññèÿ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè.
Èñïîëüçîâàëè êîìïëåêòû ðåàãåíòîâ «ÀìïëèÏðàéì ÐÈ-
ÁÎ-ïðåï» (Ðîññèÿ) äëÿ ýêñòðàêöèè ÐÍÊ (ÄÍÊ) èç èññëå-
äóåìûõ îáðàçöîâ è «Ðåâåðòà-L» (Ðîññèÿ) äëÿ ïîëó÷åíèÿ
êÄÍÊ íà ìàòðèöå ÐÍÊ â ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèï-

öèè. Èñïîëüçîâàëè íàáîðû ðåàãåíòîâ äëÿ ÏÖÐ â ðåàëü-
íîì âðåìåíè: «ÀìïëèÑåíñ Influenza virus A/B-FL»
(Ðîññèÿ) äëÿ âûÿâëåíèÿ ÐÍÊ áåëêà Ì1 âèðóñîâ ãðèïïà À,
«ÀìïëèÑåíñ Influenza virus A-òèï-FL» (Ðîññèÿ) äëÿ èäåí-
òèôèêàöèè ñóáòèïîâ Í1N1 è Í3N2 âèðóñà ãðèïïà À (ïî-
çâîëÿåò îáíàðóæèòü ôðàãìåíòû ãåíîâ ÍÀ (Í1 è Í3) è NA
(N1 è N2) ýïèäåìè÷åñêèõ øòàììîâ âèðóñîâ), «Àìïëè-
Ñåíñ Influenza virus À/H1-swine-FL» (Ðîññèÿ) äëÿ âûÿâëå-
íèÿ ÍÀ ïàíäåìè÷åñêîãî âèðóñà ãðèïïà À Í1N1pdm. Àì-
ïëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè â òåðìîöèêëåðå Rotor-Gene 6000
(Corbett Research, Àâñòðàëèÿ). Óðîâåíü ýêñïðåññèè îïðå-
äåëÿëè êàê 50 – Ñ(t), ãäå Ñ(t) — çíà÷åíèå ïîðîãîâîãî öèê-
ëà àíàëèçèðóåìîãî îáðàçöà.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î å è ñ ñ ë å ä î â à í è å
ïðîâîäèëè íà êëåòêàõ, âûðàùåííûõ íà ïîêðîâíûõ ñòåê-
ëàõ. Íà 3-è ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ âèðóñîì êëåòêè ôèêñè-
ðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà ñ àöåòîíîì, èñïîëüçîâàëè ìû-
øèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà (ÌÊÀ) ê èññëåäóåìûì
áåëêàì (ð53 è öèêëèíó À) è äðóãèå ðåàãåíòû äëÿ âèçóàëè-
çàöèè èõ ýêñïðåññèè (Novocastra, Âåëèêîáðèòàíèÿ). Ðå-
çóëüòàòû âûðàæàëè â âèäå êîëè÷åñòâà êëåòîê ñ ìåòêîé
(â %) ïî ôîðìóëå n = (b/c)�100 %, ãäå n — êîëè÷åñòâî
êëåòîê ñ ìåòêîé, b — ÷èñëî ïîëîæèòåëüíî îêðàøåí-
íûõ êëåòîê, ñ — ÷èñëî ïðîñìîòðåííûõ êëåòîê. Â êàæäîì
âàðèàíòå ýêñïåðèìåíòà ïðîñìàòðèâàëè íå ìåíåå
300—500 êëåòîê ïîä ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì ïðè óâåëè-
÷åíèè îáúåêòèâà 40�.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòîâ ïðîãðàìì MS Office Excel 2007
è Statistica 6.0. Èñïîëüçîâàëè U-òåñò Ìàííà—Óèòíè äëÿ
ñðàâíåíèÿ äâóõ ãðóïï íåïàðàìåòðè÷åñêèõ âûáîðîê. Îò-
ëè÷èå îò êîíòðîëÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûì ïðè óðîâíå çíà-
÷èìîñòè Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Â ð å ç ó ë ü ò à ò å ñ ð à â í è ò å ë ü í î é õ à ð à ê ò å ð è -
ñ ò è ê è ï ð î ë è ô å ð à ö è è ê ë å ò î ê À - 5 4 9 è
E C V - 3 0 4 îáíàðóæåíà èíòåðåñíàÿ îñîáåííîñòü. Êëåòêè

194 Ä. Ì. Äàíèëåíêî è äð.

×óâñòâèòåëüíîñòü êëåòî÷íûõ ëèíèé ê ñòèìóëèðóþùåìó äåéñòâèþ âèðóñîâ ãðèïïà À
(àëëàíòîèñíîãî èëè êóëüòóðàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ) ïðè íèçêîé äîçå çàðàæåíèÿ (1 ÈÄ)

Âèðóñû

Äîëÿ âûðîñøèõ êëåòîê, % îò êîíòðîëÿà

êëåòî÷íûå ëèíèè

ECV-304 À-549

Â è ð ó ñ û ñ ó á ò è ï à H 3 N 2

Áðèñáåí/10/07(àëëàíòîèñíûé) 182.6 � 10.3á 95.8 � 4.7

Ïåðò/16/11(àëëàíòîèñíûé) 149.4 � 7.8á 96.2 � 3.4

Àñòðàõàíü/06/12 (êóëüòóðàëüíûé) 203.4 � 14.2á 188.4 � 11.5á

Â è ð ó ñ û ñ ó á ò è ï à H 1 N 1 p d m

Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/05/09(àëëàíòîèñíûé) 152.7 � 9.3á 176.3 � 10.6á

Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/06/14(àëëàíòîèñíûé) 155.9 � 8.4á 165.5 � 9.2 á

Â è ð ó ñ û ñ ó á ò è ï à H 2 N 2

Ñèíãàïóð/01/57(àëëàíòîèñíûé) 124.9 � 4.6á 127.7 � 5.1á

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Çà 1 èíôèöèðóþùóþ äîçó (ÈÄ) â 1 ìë ïðèíèìàëè ïîñëåäíåå äåñÿòèêðàòíîå ðàçâåäåíèå òèòðóåìîãî
âèðóñà. à Êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå â ñðåäå áåç âèðóñà (êîíòðîëü). á Äîñòîâåðíîå îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ, Ð < 0.05 (U-êðèòå-
ðèé Ìàííà—Óèòíè).



À-549, êàê è êëåòêè ECV-304, îòâå÷àëè ñòèìóëÿöèåé ïðî-
ëèôåðàöèè íà çàðàæåíèå âèðóñàìè ãðèïïà À ïîäòèïîâ
H1N1pdm09 è H2N2 (âûðàùåííûõ íà êóðèíûõ ýìáðèî-
íàõ), íî êëåòêè À-549 â îòëè÷èå îò êëåòîê ECV-304 íå ðå-
àãèðîâàëè íà çàðàæåíèå àëëàíòîèñíûì âàðèàíòîì âèðóñà
ãðèïïà À ïîäòèïà H3N2; ïðè çàðàæåíèè âèðóñîì ýòîãî
æå ïîäòèïà ñòèìóëÿöèÿ ïðîëèôåðàöèè ïðîèñõîäèëà â
ñëó÷àå âèðóñà, âûðàùåííîãî òîëüêî íà êëåòî÷íîé êóëüòó-
ðå (ñì. òàáëèöó).

Â ýòîé ñâÿçè âñå äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäè-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì âèðóñîâ àëëàíòîèñíîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ — ïàíäåìè÷åñêîãî ãðèïïà À ïîäòèïà H1N1pdm
äëÿ çàðàæåíèÿ êëåòîê À-549 è ECV-304 è ýïèäåìè÷åñêîãî
ãðèïïà À ïîäòèïà H3N2 òîëüêî äëÿ çàðàæåíèÿ êëåòîê
ECV-304. Îáùèì îòâåòîì êëåòîê À-549 è ECV-304 áûëî
ïîâûøåíèå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê íà 1-ì ïàññàæå ïðè çà-
ðàæåíèè ñàìûìè íèçêèìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà À
(1 ÈÄ). Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ýòèìè êëåòêàìè çàêëþ÷àëèñü â
áîëåå ðàííåì ïîÿâëåíèè ñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà â
êëåòêàõ À-549 — íåáîëüøîì ïîâûøåíèè ïðîëèôåðàöèè

ïðè çàðàæåíèè 1 ÈÄ âèðóñà óæå â 1-å ñóò, ïèêå ïðîëèôå-
ðàöèè íà 3-è è ñíèæåíèè ê 5-ì ñóò (ðèñ. 1). Â êëåòêàõ
ECV-304 óñèëåíèå ïðîëèôåðàöèè íà÷èíàëîñü â áîëåå
ïîçäíèå ñðîêè (íà 3-è ñóò) è çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàëî
ê 5-ì ñóò (ðèñ. 1). Ïðè ïîñëåäóþùèõ ïåðåñåâàõ êëåòîê ñî
2-ãî ïàññàæà ñòèìóëÿöèÿ ïðîëèôåðàöèè ïîÿâëÿëàñü è â
êëåòêàõ, çàðàæåííûõ áîëåå âûñîêèìè äîçàìè âèðóñà
(100 ÈÄ â êëåòêàõ À-549, 100 è 1000 ÈÄ â êëåòêàõ
ECV-304). Â êëåòêàõ À-549, çàðàæåííûõ âûñîêîé äîçîé
(1000 ÈÄ) âèðóñà ãðèïïà À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/05/09
(H1N1pdm09), íàáëþäàëèñü öèòîäåñòðóêòèâíûå èçìåíå-
íèÿ è ãèáåëü êëåòîê ê 4-ìó ïàññàæó.

Ñ ð à â í è ò å ë ü í à ÿ õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à è í ä ó ê -
ö è è à ï î ï ò î ç à â ê ë å ò ê à õ À - 5 4 9 è E C V - 3 0 4 ï ð è
ç à ð à æ å í è è ð à ç í û ì è ä î ç à ì è â è ð ó ñ î â
À / Ñ à í ê ò - Ï å ò å ð á ó ð ã/05/09 (H 1 N 1 p d m 0 9) è
À / Á ð è ñ á å í/10/07 (H 3 N 2). Â êëåòêàõ À-549, èçâåñòíûõ
ñâîåé âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê èíäóöèðóþùåìó
àïîïòîç äåéñòâèþ âèðóñà ãðèïïà À, óæå â 1-å ñóò óðîâåíü
àïîïòîçà áûë çíà÷èòåëüíûì (29 %) ïðè çàðàæåíèè ñàìîé
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Ðèñ. 1. Äèíàìèêà ïðîëèôåðàöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð A-549 è ECV-304, çàðàæåííûõ ðàçíûìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà À/Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã/05/09 (H1N1pdm), íà ïðîòÿæåíèè ÷åòûðåõ ïàññàæåé.

ÄÊ — äîëÿ îò êîíòðîëÿ, ÈÄ — èíôèöèðóþùàÿ äîçà, êîíòðîëü — êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå â ñðåäå áåç âèðóñà; çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò îòëè÷èå îò êîíò-
ðîëÿ ïðè Ð < 0.05.



âûñîêîé äîçîé âèðóñà (1000 ÈÄ) (ðèñ. 2). Â ïîñëåäóþùèå
ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèÿ àïîïòîç âîçíèêàë ïðè çàðàæåíèè
êëåòîê áîëåå íèçêèìè äîçàìè âèðóñà (100 è 1 ÈÄ). Ìàê-
ñèìàëüíûé óðîâåíü àïîïòîçà â êëåòêàõ À-549 (äî
40—50 %) íàáëþäàëè íà 2-ì ïàññàæå ê 5-ì ñóò (100 è
1 ÈÄ). Â êëåòêàõ ECV-304 àïîïòîç ðàçâèâàëñÿ ìåäëåííåå,
åãî óðîâåíü áûë íèçêèì â 1—2-å ñóò, íî ïîâûøàëñÿ ê
3—5-ì ñóò (äî 25 %) (ðèñ. 2). Íà 2-ì ïàññàæå â êëåòêàõ
ECV-304, êàê è â êëåòêàõ À-549, îòìå÷àëè âñïëåñê àïîï-
òîçà íà 5-å ñóò (îò 25 äî 50 %) ïðè âñåõ äîçàõ çàðàæåíèÿ
âèðóñîì ãðèïïà. Íà 3-ì ïàññàæå â îáåèõ êóëüòóðàõ óðî-
âåíü àïîïòîçà ïðè âñåõ äîçàõ çàðàæåíèÿ ñíèæàëñÿ è
âíîâü íåñêîëüêî óâåëè÷èâàëñÿ íà 4-ì ïàññàæå.

Â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î å ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å á å ë ê î â
ð 5 3 è ö è ê ë è í à À, ñâÿçàííûõ ñ ïðîõîæäåíèåì êëåòêîé
ôàç êëåòî÷íîãî öèêëà. Ýòè ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà
êëåòêàõ À-549 ïðè çàðàæåíèè ðàçíûìè äîçàìè âèðóñà
ãðèïïà À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/05/09 (H1N1pdm09). Ïðè çà-
ðàæåíèè êëåòîê À-549 âûñîêîé äîçîé âèðóñà (100 ÈÄ) íà
3-è ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ áåëîê ð53 èìåë âíóòðèÿäåðíóþ
ëîêàëèçàöèþ (ïîêàçàòåëü çàäåðæêè êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ)
â 54 % êëåòîê â îòëè÷èå îò êëåòîê, çàðàæåííûõ íèçêîé
äîçîé âèðóñà (1 ÈÄ), ó êîòîðûõ áåëîê ð53 ëîêàëèçîâàí
ïðåèìóùåñòâåííî â öèòîïëàçìå (46 %) (ðèñ. 3). Â òî æå
âðåìÿ êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ ëîêàëèçàöèåé öèêëèíà À â ÿä-
ðàõ (ïîêàçàòåëü àêòèâíîãî êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ) ïðè íèç-

196 Ä. Ì. Äàíèëåíêî è äð.

Ðèñ. 2. Äèíàìèêà àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè êëåòîê A-549 è ECV-304, çàðàæåííûõ ðàçíûìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà À/Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã/05/09 (H1N1pdm), íà ïðîòÿæåíèè ÷åòûðåõ ïàññàæåé.

ÈÀ — èíäåêñ àïîïòîçà, ÈÄ — èíôèöèðóþùàÿ äîçà, êîíòðîëü — êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå â ñðåäå áåç âèðóñà; çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò îòëè÷èå îò êîíòðî-
ëÿ ïðè Ð < 0.05.



êîé äîçå çàðàæåíèÿ ñîñòàâëÿëî 63 %, à ïðè âûñîêîé äîçå
çàðàæåíèÿ âèðóñîì ñíèæàëîñü äî 1 % (ðèñ. 3). Òàêèì îá-
ðàçîì, ïîäòâåðæäàåòñÿ, ÷òî ïðè çàðàæåíèè âèðóñîì ãðèï-
ïà â íèçêîé äîçå á *îëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê íàõîäèòñÿ â ñîñòî-
ÿíèè àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè (èõ êîëè÷åñòâî ñòàòèñòè÷å-
ñêè âûøå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ íà
3-è ñóò â ñîñòîÿíèè àêòèâíîãî ðîñòà).

Î á í à ð ó æ å í è å â è ð ó ñ à ã ð è ï ï à â ê ë å ò ê à õ
E C V - 3 0 4 è A - 5 4 9 ð à ç ë è ÷ í û ì è ì å ò î ä à ì è (ð å -
à ê ö è ÿ ã å ì à ã ã ë þ ò è í à ö è è , ö è ò î ï à ò è ÷ å ñ ê î å
ä å é ñ ò â è å â è ð ó ñ à â ï å ð ì è ñ ñ è â í û õ ê ë å ò ê à õ
M D C K, Ï Ö Ð). Èçó÷åíèå ðåïðîäóêöèè âèðóñîâ ãðèïïà
À îáîèõ ïîäòèïîâ â êëåòêàõ ECV-304 è A-549 ïðè çàðà-
æåíèè îò 1000 äî 1 ÈÄ (ðàçâåäåíèÿ âèðóñà ñ 10–2 äî 10–6)
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Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå áåëêà ð53 è öèêëèíà À ìåæäó ÿäðîì è öèòîïëàçìîé íà 3-è ñóò â çàâèñèìîñòè îò äîçû çàðàæåíèÿ êëåòîê
À-549 âèðóñîì ãðèïïà À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/05/09 (H1N1pdm).

Êîíòðîëü — êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå â ñðåäå áåç âèðóñà; çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ ïðè Ð < 0.05.

Ðèñ. 4. Ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ âèðóñíîãî ãåìàããëþòèíèíà (ÍÀ) â êëåòêàõ ECV-304 è A-549.

Ñ(t) — çíà÷åíèå ïîðîãîâîãî öèêëà àíàëèçèðóåìîãî îáðàçöà.



ïîêàçàëî íåâûñîêóþ ïåðìèññèâíîñòü ýòèõ êëåòîê äëÿ âè-
ðóñà ãðèïïà À (òèòðû âèðóñîâ íà ýòèõ êëåòêàõ íå ïðåâû-
øàëè 2—3 lg ÒÖÄ50 ïðè òèòðàõ 5—7 lg ÒÖÄ50 íà ïåðìèñ-
ñèâíûõ êëåòêàõ MDCK).

Èçó÷åíèå (ñ ïîìîùüþ ðåàêöèè ÍÀ) âûõîäà âèðóñà
ãðèïïà èç çàðàæåííûõ êëåòîê ECV-304 è A-549 â êóëüòó-
ðàëüíóþ æèäêîñòü ïîêàçàëî î÷åíü íèçêèå òèòðû âèðóñíî-
ãî ÍÀ (íå âûøå 1 : 2), ïðè÷åì òîëüêî â ïðîáàõ îò êëåòîê,
çàðàæåííûõ âûñîêîé äîçîé âèðóñà (1000 ÈÄ). Ïðè áîëåå
íèçêèõ äîçàõ çàðàæåíèÿ êëåòîê (1—10 ÈÄ) ðåçóëüòàò
áûë îòðèöàòåëüíûé. Òåñòèðîâàíèå êóëüòóðàëüíîé æèä-
êîñòè íà ïðèñóòñòâèå èíôåêöèîííîãî âèðóñà (ïî ÖÏÄ â
ïåðìèññèâíûõ êëåòêàõ MDCK) òàêæå ïîêàçàëî îòðè-
öàòåëüíûé ðåçóëüòàò. Èíôåêöèîííûé âèðóñ â òèòðå 1 lg
ÒÖÄ50 îáíàðóæèâàëñÿ ïðè âíåñåíèè â êëåòêè MDCK ëè-
çàòîâ (ðàçðóøåííûõ çàìîðàæèâàíèåì è îòòàèâàíèåì)
òîëüêî îò êëåòîê (îáîèõ òèïîâ), çàðàæåííûõ âûñîêèìè
äîçàìè âèðóñà (1000 ÈÄ). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î íàðóøåíèè ðåïðîäóêöèè è âûõîäà èíôåê-
öèîííîãî âèðóñà ãðèïïà À âî âíåêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî
èç êëåòîê ECV-304 è A-549, çàðàæåííûõ íèçêèìè äîçàìè
âèðóñà.

Ïðîâåäåíèå ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ñ ïðàéìåðàìè ê
âèðóñíûì ÐÍÊ, êîäèðóþùèì áåëêè Ì1, ÍÀ è NÀ, ïîêà-
çàëî ïîñòåïåííîå ñíèæåíèå ýêñïðåññèè èõ ãåíîâ â òå÷å-
íèå òðåõ ïàññàæåé â çàâèñèìîñòè îò äîçû çàðàæåíèÿ âè-
ðóñîì. Íà ðèñ. 4 ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ ÐÍÊ, êîäèðóþùåé
âèðóñíûé ÍÀ â êëåòêàõ À-549 è ECV-304, çàðàæåííûõ
ðàçíûìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/05/09
(H1N1pdm09). Ïðè çàðàæåíèè íèçêîé äîçîé âèðóñà
(1 ÈÄ) ÐÍÊ ÍÀ îáíàðóæèâàëàñü òîëüêî íà ïðîòÿæåíèè
1-ãî ïàññàæà (4—5 ñóò), à â êëåòêàõ, çàðàæåííûõ áîëåå
âûñîêèìè äîçàìè âèðóñà (100 è 1000 ÈÄ), âèðóñíàÿ ÐÍÊ
ñîõðàíÿëàñü íå áîëåå òðåõ ïàññàæåé (ðèñ. 4).

Îáñóæäåíèå

Ñðàâíèòåëüíîå èçó÷åíèå êëåòîê ðàçíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ (ýïèòåëèàëüíûõ À-549 è ýíäîòåëèàëüíûõ ECV-304)
ïîêàçàëî íåêîòîðûå ðàçëè÷èÿ èõ îòâåòîâ íà çàðàæåíèå
âèðóñàìè ãðèïïà À. Êëåòêè À-549 îêàçàëèñü íåñïîñîáíû
ñòèìóëèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ ïðè çàðàæåíèè âèðóñîì
ãðèïïà À ïîäòèïà H3N2, âûðàùåííîãî íà êóðèíûõ ýìá-
ðèîíàõ. Âîçìîæíî, ýòî îòðàæàåò èçìåíåíèÿ â ñòåïåíè
ãëèêîçèëèðîâàíèÿ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ âèðóñà
ãðèïïà (HA è NA), êîòîðûå âîçíèêàþò ïðè ðàçëè÷íûõ
óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ âèðóñà — â êóðèíûõ ýìáðèî-
íàõ, êëåòêàõ ÷åëîâåêà èëè æèâîòíûõ (Mochalova et al.,
2003). HA è NA âèðóñà ãðèïïà ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè äå-
òåðìèíàíòàìè, îïðåäåëÿþùèìè âçàèìîñâÿçü ñ êëåòêàìè,
è èçìåíåíèå ñòåïåíè ãëèêîçèëèðîâàíèÿ ýòèõ áåëêîâ âëèÿ-
åò íà àäñîðáöèþ âèðóñà è åãî ïðîíèêíîâåíèå â êëåòêó, íà
àíòèãåííûå ñâîéñòâà è èììóíîãåííîñòü âèðóñà, à â óñëî-
âèÿõ in vivo — íà òðîïèçì âèðóñà (Klenk et al., 2002). Ìó-
òàöèîííûå èçìåíåíèÿ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ âèðóñà
ãðèïïà À, îòðàæàþùèå åãî àäñîðáöèîííûå ñâîéñòâà, èçó-
÷àþò ñ ïðèìåíåíèåì ðàçëè÷íûõ ëåêòèíîâ, èíãèáèòîðîâ è
ýðèòðîöèòîâ ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Lin et al., 2012).
Îáíàðóæåííûé íàìè ýôôåêò ìîæåò ÿâèòüñÿ åùå îäíîé
ìîäåëüíîé ñèñòåìîé êàê äëÿ èçó÷åíèÿ èçìåíåíèÿ ãëèêî-
çèëèðîâàíèÿ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ âèðóñà ãðèïïà À,
òàê è äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ðàçíûõ ïîäòèïîâ âèðóñà.

Âîçìîæíî, ýòà îñîáåííîñòü êëåòîê À-549 ÿâëÿåòñÿ îò-
ðàæåíèåì çàìåäëåííîãî (ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè

MDCK) ïîñòòðàíñëÿöèîííîãî ïðîöåññèíãà âèðóñíûõ
ãëèêîïðîòåèíîâ â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå è ïî-
ñëåäóþùåãî áîëåå äëèòåëüíîãî òðàíñïîðòà HA è NA ê
êëåòî÷íîé ìåìáðàíå (Ueda et al., 2008). Èíòåðåñíî îòìå-
òèòü, ÷òî àëëàíòîèñíîå ïðîèñõîæäåíèå âèðóñà ïîäòèïà
H3N2 íå âëèÿëî íà ðàçâèòèå öèòîäåñòðóêòèâíûõ èçìåíå-
íèé â êëåòêàõ À-549, ýêñïðåññèþ âèðóñíîé ÐÍÊ, èíäóê-
öèþ àïîïòîçà è ñèíòåç âèðóñíîãî íóêëåîïðîòåèíà (Ñìèð-
íîâà è äð., 2011á).

Ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè À-549 è ECV-304 íàáëþäà-
ëèñü òàêæå âî âðåìåíè ïîÿâëåíèÿ ñòèìóëÿöèè ïðîëèôå-
ðàöèè è èíäóêöèè àïîïòîçà, êîòîðûå âûÿâëÿëèñü â êëåò-
êàõ À-549 íà 1—2 ñóò ðàíüøå, ÷åì â êëåòêàõ ECV-304.
Ðàíåå íàìè áûëè îòìå÷åíû ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè
À-549 è ECV-304, êîòîðûå çàêëþ÷àëèñü â î÷åíü íèçêîì
óðîâíå ýêñïðåññèè ôàêòîðà íåêðîçà îïóõîëè (ÔÍÎ) â
êëåòêàõ À-549 ïî ñðàâíåíèþ ñ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåñ-
ñèè â êëåòêàõ ECV-304 (Ñìèðíîâà è äð., 2012). Ýòà îñî-
áåííîñòü êëåòîê À-549 îòìå÷àëàñü è äðóãèìè àâòîðàìè
ïî îòíîøåíèþ ê ÔÍÎ è àëüôà-èíòåðôåðîíó, ýêñïðåññèÿ
êîòîðûõ çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàëà ïîñëå ïðàéìèðîâàíèÿ
êëåòîê ñîîòâåòñòâóþùèì öèòîêèíîì (Veckman et al.,
2006).

Èçó÷åíèå ðåïðîäóêöèè âèðóñà ãðèïïà À â êëåòêàõ
À-549 è ECV-304 ñ ïðèìåíåíèåì ðàçíûõ âèðóñîëîãè-
÷åñêèõ ìåòîäîâ ïîêàçàëî íèçêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ýòèõ
êëåòîê ê âèðóñó ãðèïïà À, ÷òî ïîäòâåðæäàëîñü êàê
ñíèæåíèåì ñèíòåçà ïîëíîöåííûõ âèðóñíûõ ÷àñòèö, òàê
è ïîñòåïåííûì ñíèæåíèåì ýêñïðåññèè ÐÍÊ, êîäèðóþ-
ùèõ âèðóñíûå áåëêè, â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ïàññàæåé.
Äëÿ ïîëíîöåííîé ðåïðîäóêöèè âèðóñîâ ãðèïïà À, öèðêó-
ëèðóþùèõ â ïîïóëÿöèè ëþäåé, íåîáõîäèìû âûñîêî-
äèôôåðåíöèðîâàííûå è ïîëÿðèçîâàííûå êëåòêè, êàêèìè
ÿâëÿþòñÿ êëåòêè âåðõíèõ îòäåëîâ ðåñïèðàòîðíîãî òðàêòà,
â òî âðåìÿ êàê êëåòêè À-549 ÿâëÿþòñÿ íåäîñòàòî÷íî ïî-
ëÿðèçîâàííûìè è ñëàáî äèôôåðåíöèðîâàííûìè ïíåâ-
ìîöèòàìè 2-ãî ïîðÿäêà, ïðîèñõîäÿùèìè èç íèæíèõ îòäå-
ëîâ ëåãêèõ (Sun, Whittaker, 2007). Êëåòêè ýíäîòåëèÿ ÷åëî-
âåêà òàêæå íå ÿâëÿþòñÿ ïåðìèññèâíûìè äëÿ âèðóñîâ
ãðèïïà ÷åëîâåêà â îòëè÷èå îò âèðóñîâ ïòè÷üåãî ãðèï-
ïà (Short et al., 2014), íî îíè ìîãóò èãðàòü âàæíóþ ðîëü â
ïàòîãåíåçå ãðèïïîçíîé èíôåêöèè, ÿâëÿÿñü íàèáîëåå çíà-
÷èìûì èñòî÷íèêîì öèòîêèíîâ â ëåãêèõ (Teijaro et al.,
2011).

Èçâåñòíî, ÷òî âèðóñ ãðèïïà ñïîñîáåí îñòàíàâëèâàòü
êëåòî÷íûé öèêë â ôàçàõ G0/G1, êîãäà ñîçäàþòñÿ óñëîâèÿ,
íàèáîëåå áëàãîïðèÿòíûå äëÿ âèðóñíîé ðåïðîäóêöèè (Íå
et al., 2010). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè âëèÿíèå
ñòåïåíè èíôèöèðîâàííîñòè êëåòîê âèðóñîì ãðèïïà íà èç-
ìåíåíèå ëîêàëèçàöèè (ÿäðî—öèòîïëàçìà) áåëêîâ ð53 è
öèêëèíà À, ðåãóëèðóþùèõ ïðîõîæäåíèå ôàç êëåòî÷íîãî
öèêëà. Àíàëîãè÷íûå äàííûå áûëè ïîëó÷åíû íàìè ðàíåå
ïðè çàðàæåíèè âèðóñîì ãðèïïà À êëåòîê ýíäîìåòðèÿ ÷å-
ëîâåêà (Äóðíîâà è äð., 2013).

Òàêèì îáðàçîì, ïðè ñðàâíåíèè îòâåòà êëåòîê À-549 è
ECV-304 íà çàðàæåíèå âèðóñîì ãðèïïà À ìåæäó êëåòî÷-
íûìè ëèíèÿìè âûÿâëåíû êàê îáùèå ÷åðòû, òàê è ðàçëè-
÷èÿ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î âëèÿíèè
íà ðàçâèòèå èíôåêöèîííîãî ïðîöåññà êàê áèîëîãè÷åñêèõ
îñîáåííîñòåé âèðóñîâ è êëåòîê, òàê è ìíîæåñòâåííîñòè
èíôåêöèè êëåòîê âèðóñîì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 15-15-00170).

198 Ä. Ì. Äàíèëåíêî è äð.
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The fate of cells infected with influenza virus depends not only on their biological properties and characte-
ristics of a virus but also on the intensity of infection, i. e. multiplicity of infection (moi). The aim of the current
study was to compare two cultured cell lines derived from human lung epithelium (A-549) and endothelium
(ECV-304) infected with various moi of influenza A virus. Both cell lines under study were shown to enhance
their proliferation and the induction of apoptosis as a result of infection with the low moi (1—10 infectious do-
ses — ID). Cells A-549 demonstrated stimulating effect of low moi viral infection at 1—2 days earlier compa-
ring to ECV-304 cells. Both cell lines responded with the enhancement of proliferation during 4 consecutive
passages on the infection with higher doses (1000 ID). It was shown that low moi had no stimulating effect on
cell A-549 in case if the virus H3N2 was cultured in chicken embryos while MDCK-grown virus did stimulate
cell proliferation. Immunocytochemistry permitted to detect changes in p53 and Cyclin A cellular localization
which proved to be moi-dependent. Under low moi (1 ID) the intra-nuclear localization of Cyclin A was prevai-
ling (63 %) while under high moi (100 ID) the intra-nuclear localization of p53 was observed (54 %). These fin-
dings have confirmed that the low moi stimulates cell proliferation and high moi inhibited cellular division.
Overall, the current study shown low sensitivity of A-549 and ECV-304 cell lines to influenza A viruses which
had been confirmed by gradual decrease of viral RNA expression as well as decreased formation of influenza
virions after several cell culture passages. Thus, it can be speculated that induction of proliferation of cells in
A-549 and ECV-304 lines depends on low moi and the effect was confirmed by impaired formation of virus
particles or viral proteins. This study has revealed similarities and differences in the reaction of A-549 and
ECV-304 cell lines to various moi of influenza A virus and the obtained results can be attributed to the biolo-
gical properties of cells, viruses and infection dose.

K e y w o r d s: cell lines A-549 and ECV-304, influenza A virus, cell proliferation, apoptosis, infectious
dose, expression of viral RNA.
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