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Èçìåíåíèå ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà...

Âèðóñ ãðèïïà À è áàêòåðèàëüíûé ëèïîïîëèñàõàðèä (LPS) âûçûâàþò äèñôóíêöèþ ñîñóäèñòîãî ýí-
äîòåëèÿ, ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê òÿæåëûì îñëîæíåíèÿì ïðè çàáîëåâàíèè, òàêèì êàê îñòðàÿ äûõàòåëüíàÿ
íåäîñòàòî÷íîñòü è ïîðàæåíèå ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé ñèñòåìû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè èçìåíå-
íèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà ECV-304 ïðè ïðîäîëæèòåëüíîì êóëüòèâè-
ðîâàíèè ïîñëå âîçäåéñòâèÿ LPS è èíôèöèðîâàíèÿ íèçêèìè èëè âûñîêèìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà À, à
òàêæå îöåíèâàëè ñïîñîáíîñòü ðÿäà ïðåïàðàòîâ âîññòàíàâëèâàòü ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå êëåòîê. Èç-
ìåíåíèå ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê îöåíèâàëè ïî ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è óðîâíþ
àïîïòîçà êëåòîê íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ (íå ìåíåå 6 ïàññàæåé) è ïðîäóêöèè îêñèäà
àçîòà (NO) íà 1-ì ïàññàæå. Â ðàáîòå ïðèâåäåíû äîêàçàòåëüñòâà îòëè÷èÿ êëåòîê ýíäîòåëèÿ ECV-304 îò
êëåòîê êàðöèíîìû ìî÷åâîãî ïóçûðÿ Ò-24, îñíîâàííûå íà èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê âèðóñó ãðèïïà À. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ â êëåòêàõ ECV-304 ïîñëå çàðàæåíèÿ âèðóñîì ãðèïïà è (èëè) LPS
ïðîèñõîäÿò â äâà ýòàïà è ìîãóò ðàçâèâàòüñÿ â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ â çàâèñèìîñòè îò âîçäåéñòâóþùåãî
ôàêòîðà (âèðóñà èëè LPS). Íà 1-ì ýòàïå (íà ðàííèõ ïàññàæàõ) ïîñëå çàðàæåíèÿ êëåòîê íèçêèìè äîçàìè
âèðóñà ãðèïïà èëè LPS óñèëèâàþòñÿ ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê è èíäóêöèÿ àïîïòîçà. Íà 2-ì ýòàïå (ïîñëå
3-ãî ïàññàæà) â êëåòêàõ, ïîäâåðãàâøèõñÿ âîçäåéñòâèþ âèðóñà è (èëè) LPS, óðîâåíü àïîïòîçà î÷åíü íèç-
êèé, íî ïðè ýòîì êëåòêè, çàðàæåííûå òîëüêî âèðóñîì, ñîõðàíÿþò ïîâûøåííûé ïðîëèôåðàòèâíûé ïî-
òåíöèàë, à â êëåòêàõ ïîä âîçäåéñòâèåì LPS ïîñòåïåííî ñíèæàåòñÿ ïðîëèôåðàöèÿ. Àíòèîêñèäàíò (âîñ-
ñòàíîâëåííûé ãëóòàòèîí), à òàêæå àíòèâèðóñíûå ïðåïàðàòû (ðåìàíòàäèí è àëïèçàðèí) âîññòàíàâëèâàþò
íîðìàëüíîå ñîñòîÿíèå êëåòîê. Èíãèáèòîð Toll-ïîäîáíîãî ðåöåïòîðà-4 (TLR4) LPS (TLR4-IN-C34) ïî-
äàâëÿë òîëüêî LPS-ñòèìóëèðîâàííóþ ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, êëåòêè ECV-304, çàðàæåí-
íûå âèðóñîì ãðèïïà è (èëè) LPS, ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ìîäåëè íå òîëüêî äëÿ óãëóáëåííîãî
èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ â êëåòêàõ, íî è äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ïðåïàðàòîâ ðàçëè÷íîé íàïðàâëåí-
íîñòè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà ECV-304, ëèïîïîëèñàõàðèä (LPS), âèðóñ
ãðèïïà À, ïðîëèôåðàöèÿ, àïîïòîç, ñèíòåç îêñèäà àçîòà (NO).

Ïðèíÿòûå ñîêðàùåíèÿ: ÈÀ — èíäåêñ àïîïòîçà, ÈÄ — èíôèöèðóþùàÿ äîçà, ÌÈ — ìíîæåñòâåí-
íîñòü èíôåêöèè, HUVEC — êëåòêè âåíîçíîãî ýíäîòåëèÿ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà, LPS — ëèïîïîëèñàõàðèä,
NO — îêñèä àçîòà, eNOS — ýíäîòåëèàëüíàÿ è iNOS — èíäóöèáåëüíàÿ NO-ñèíòàçà, TGFb — òðàíñôîð-
ìèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà áåòà, ÒLR — Toll-ïîäîáíûé ðåöåïòîð.

Ïàòîëîãè÷åñêîå ñîñòîÿíèå (â òîì ÷èñëå îñòðàÿ äûõà-
òåëüíàÿ íåäîñòàòî÷íîñòü) ïðè èíôåêöèè, âûçâàííîé âè-
ðóñîì ãðèïïà À, ìîæåò çíà÷èòåëüíî îñëîæíÿòüñÿ íàñëîå-
íèåì âòîðè÷íîé áàêòåðèàëüíîé èíôåêöèè. Òÿæåëûå ôîð-
ìû çàáîëåâàíèÿ íåðåäêî ìîãóò ïðèâîäèòü ê ðàçâèòèþ
ôèáðîçà â ðàçëè÷íûõ îðãàíàõ, ïðè÷èíû âîçíèêíîâåíèÿ
êîòîðîãî íåäîñòàòî÷íî èçó÷åíû (Lin et al., 2012). Ïî-
âðåæäåíèå àëüâåîëÿðíîãî ýïèòåëèÿ — îñíîâíîé êëåòî÷-
íîé ìèøåíè âèðóñà ãðèïïà — ïðèâîäèò íå òîëüêî ê ðàç-
ðóøåíèþ êëåòîê â ðåçóëüòàòå àïîïòîçà è íåêðîçà, íî è ê
íàðóøåíèþ áàðüåðà êàê ìåæäó ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêà-
ìè, òàê è ìåæäó êëåòêàìè ýïèòåëèÿ è ýíäîòåëèÿ (Short
et al., 2014à, 2016). Âèðóñ ãðèïïà ìîæåò ïðîíèêàòü â êëåò-

êè ýíäîòåëèÿ ïîñðåäñòâîì êîíòàêòèðîâàíèÿ êëåòîê ñ èí-
ôèöèðîâàííûìè ìîíîöèòàìè è ëèìôîöèòàìè, à
ëèïîïîëèñàõàðèä (LPS) — êîìïîíåíò êëåòî÷íîé ñòåíêè
ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé — èç âûñâîáîæäàþùèõñÿ â
êðîâîòîê ðàçðóøåííûõ áàêòåðèé. Â îòëè÷èå îò êëåòîê
ýïèòåëèÿ êëåòêè ýíäîòåëèÿ íå ÿâëÿþòñÿ ïåðìèññèâíûìè
äëÿ âèðóñà ãðèïïà, è â óñëîâèÿõ in vivo âèðóñ ãðèïïà
êðàéíå ðåäêî îáíàðóæèâàþò âíóòðè êëåòîê ëåãî÷íîãî ýí-
äîòåëèÿ (Short et al., 2014b). Íåäàâíî â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ
÷åëîâåêà áûëà âûÿâëåíà êîíñòèòóòèâíàÿ ýêñïðåññèÿ èí-
òåðôåðîíèíäóöèðîâàííîãî òðàíñìåìáðàííîãî áåëêà-3
(IFITM3), áëîêèðóþùåãî ðàííèå ñòàäèè ïðîíèêíîâåíèÿ
âèðóñà ãðèïïà â êëåòêó, ÷òî ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ìåõàíèç-
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ìîâ, îãðàíè÷èâàþùèõ ðåïëèêàöèþ âèðóñîâ ãðèïïà ÷åëî-
âå÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (â îòëè÷èå îò âèðóñîâ ïòè÷üåãî
ãðèïïà) â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ (Sun et al., 2016). Òåì íå ìå-
íåå êëåòêè ýíäîòåëèÿ èãðàþò çíà÷èòåëüíóþ ðîëü â ïàòî-
ãåíåçå ãðèïïîçíîé èíôåêöèè ó ÷åëîâåêà, ÿâëÿÿñü íàèáî-
ëåå âàæíûì èñòî÷íèêîì öèòîêèíîâ â ëåãêèõ (Teijaro
et al., 2011).

Èñïîëüçîâàíèå ïåðâè÷íûõ êóëüòóð êëåòîê ýíäîòåëèÿ
(HUVEC — êëåòîê âåíîçíîãî ýíäîòåëèÿ ïóïî÷íîãî êàíà-
òèêà ëèáî HMVEC — ìèêðîâàñêóëÿðíûõ êëåòîê ýíäîòå-
ëèÿ ëåãêèõ) â ðóòèííûõ èññëåäîâàíèÿõ îãðàíè÷åíî âñëåä-
ñòâèå òðóäîåìêîñòè ïîëó÷åíèÿ è èíäèâèäóàëüíûõ ðàçëè-
÷èé ìåæäó ïîëó÷åííûìè êóëüòóðàìè (Ñêëÿíêèíà è äð.,
2011). ECV-304 — ýòî ïåðåâèâàåìàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ, ïî-
ëó÷åííàÿ â ïðîöåññå ñïîíòàííîé òðàíñôîðìàöèè èç êëå-
òîê HUVEÑ, è ïî ñâîèì ìîðôîëîãè÷åñêèì è áèîõèìè÷å-
ñêèì ñâîéñòâàì îõàðàêòåðèçîâàíà êàê êëåòêè ýíäîòåëèÿ
(Takahashi et al., 1990). Óíèêàëüíîñòü ýòîé êëåòî÷íîé ëè-
íèè ñîñòîèò â òîì, ÷òî îáíàðóæåíî î÷åíü áëèçêîå ãåíåòè-
÷åñêîå ðîäñòâî êëåòîê ECV-304 ñ êëåòêàìè ðàêà ìî÷åâîãî
ïóçûðÿ Ò-24: ïðè àíàëèçå êîðîòêèõ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ
(Short Tandem Repeat — STR) âûÿâëåíî ðàçëè÷èå âñåãî
ïî äâóì ëîêóñàì (Dirks et al., 1999; Brown et al., 2000).
Òåì íå ìåíåå êëåòêè ECV-304 îáëàäàþò ïðàêòè÷åñêè âñå-
ìè êðèòåðèÿìè, ïîäòâåðæäàþùèìè èõ ýíäîòåëèàëüíîå
ïðîèñõîæäåíèå: ýêñïðåññèðóþò ôàêòîð ôîí Âèëëåáðàí-
äà, ïîãëîùàþò ëèïîïðîòåèíû íèçêîé ïëîòíîñòè, ñèíòå-
çèðóþò âèìåíòèí, ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü ïîäîáèå êà-
ïèëëÿðîâ (tube) (Suda et al., 2001; Fujimoto et al., 2006) è
ýêñïðåññèðóþò ýíäîòåëèàëüíóþ NO-ñèíòàçó (åNOS) (Ãè-
ëüÿíî è äð., 2008; Ñìèðíîâà è äð., 2016). Îáíàðóæåíû
òàêæå çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ ïðè ñðàâíèòåëüíîì èçó÷å-
íèè õðîìîñîì êëåòîê ECV-304 è Ò-24 (ßðöåâà, Ôåäîðöå-
âà, 2008). Êëåòêè ECV-304 øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â êà÷å-
ñòâå ýíäîòåëèàëüíîé ìîäåëè äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ
ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ, â ÷àñòíîñòè àíòèàíãèî-
ãåííîé è àíòèàòåðîñêëåðîòè÷åñêîé íàïðàâëåííîñòè (Ma-
jumder et al., 2009; Liu et al., 2011; Narayanaswamy et al.,
2014; Salazar et al., 2016).

Ðàíåå íàìè áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî êëåòêè ECV-304
îòâå÷àþò íà çàðàæåíèå î÷åíü íèçêèìè äîçàìè âèðóñà
ãðèïïà À ïîâûøåíèåì ïðîëèôåðàöèè è àïîïòîçà íà ðàí-
íèõ ïàññàæàõ, à ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâàíèè ïðè-
îáðåòàþò ñïîñîáíîñòü ê ñòàáèëüíîé ïîâûøåííîé ïðîëè-
ôåðàöèè. Çàðàæåíèå âûñîêèìè äîçàìè âèðóñà ñîïðîâîæ-
äàåòñÿ íà ðàííèõ ñðîêàõ öèòîïàòè÷åñêèì è (èëè)
öèòîòîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì è óñèëåíèåì àïîïòîçà (Äà-
íèëåíêî è äð., 2016; Ñìèðíîâà è äð., 2016).

Öåëü äàííîé ðàáîòû ñîñòîÿëà â ïðîäîëæåíèè èçó÷å-
íèÿ èçìåíåíèé ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê
ECV-304 ïðè áîëåå äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ïîñëå
âîçäåéñòâèÿ LPS è èíôèöèðîâàíèÿ íå òîëüêî íèçêèìè, íî
è âûñîêèìè äîçàìè âèðóñà ãðèïïà À, à òàêæå â îöåíêå
ñïîñîáíîñòè ðÿäà ïðåïàðàòîâ ïðè äàííûõ óñëîâèÿõ âîñ-
ñòàíàâëèâàòü ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå êëåòîê. Èçìåíå-
íèå ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê ECV-304 îöåíè-
âàëè ïî ñëåäóþùèì êðèòåðèÿì — ïðîëèôåðàòèâíîé àê-
òèâíîñòè è óðîâíþ àïîïòîçà êëåòîê íà ïðîòÿæåíèè âñåãî
ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ (íå ìåíåå 6 ïàññàæåé). Îöåíèâàëè
òàêæå èçìåíåíèå ïðîäóêöèè îêñèäà àçîòà (NO) íà
1-ì ïàññàæå. Ñðåäè ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ áûëè
ïðîòåñòèðîâàíû àíòèîêñèäàíò (âîññòàíîâëåííûé ãëóòà-
òèîí), èíãèáèòîð Toll-ïîäîáíîãî ðåöåïòîðà-4 (TLR4) LPS
(TLR4-IN-C34) è àíòèâèðóñíûå ïðåïàðàòû ðåìàíòàäèí è
àëïèçàðèí.

Êðîìå òîãî, â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðèâîäèì äàííûå
(äîïîëíèòåëüíî ê ñâåäåíèÿì, îïèñàííûì âûøå â ëèòåðà-
òóðå), ïîäòâåðæäàþùèå îòëè÷èå êëåòîê ýíäîòåëèÿ ÷åëî-
âåêà ECV-304 îò êëåòîê ýïèòåëèÿ ìî÷åâîãî ïóçûðÿ Ò-24,
îñíîâàííûå íà èõ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê âèðóñó ãðèïïà À.

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 ÷ å ë î â å -
ê à: êëåòêè ýíäîòåëèÿ (ECV-304) è êëåòêè êàðöèíîìû ìî-
÷åâîãî ïóçûðÿ (Ò-24), à òàêæå êëåòêè ïî÷êè ñîáàêè
(MDCK) ïîëó÷åíû èç Êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð Íà-
ó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîãî èíñòèòóòà ãðèïïà Ìèíèñòåðñò-
âà çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
àëüôà-ÌÅÌ (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 2 % áû÷üåé
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (Áèîëîò, Ðîññèÿ) áåç àíòèáèî-
òèêîâ.

Âèðóñû ãðèïïà À/Áðèñáåí/10/07 (H3N2) è À/Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã/05/09 (H1N1pdm09) ïîääåðæèâàëè íà êóðèíûõ
ýìáðèîíàõ. Òèòðû âèðóñîâ ñîñòàâëÿëè 6—7 lg ÒÖÄ50
(òèòð öèòîïàòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ, âûçûâàþùåãî ïîðàæå-
íèå 50 % êëåòîê ìîíîñëîÿ MDCK). Çà îäíó èíôèöèðóþ-
ùóþ äîçó (ÈÄ) â 1 ìë ïðèíèìàëè ïîñëåäíåå äåñÿòèêðàò-
íîå ðàçâåäåíèå âèðóñà, òèòðóåìîãî íà êëåòêàõ MDCK.
Ìíîæåñòâåííîñòü èíôåêöèè (ÌÈ — âåëè÷èíà, ðàâíàÿ îò-
íîøåíèþ çàðàæàþùåé äîçû ê êîëè÷åñòâó çàðàæåííûõ
êëåòîê) ïðè âûñîêîé äîçå çàðàæåíèÿ âèðóñîì (ÈÄ = 1000)
ñîñòàâëÿëà 0.001, ïðè íèçêîé äîçå (ÈÄ = 1) ÌÈ ñîñòàâëÿ-
ëà 0.000001.

Â ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à õ èñïîëüçîâàëè 4—5-ñóòî÷íóþ
êóëüòóðó êëåòîê ECV-304 ñ ïîñåâíîé êîíöåíòðàöèåé
(7—8)�104 êë./ìë. Çàðàæåíèå 1-ñóòî÷íîãî ìîíîñëîÿ êëå-
òîê, âûðàùåííîãî â 24-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ (Nunc, Äà-
íèÿ), ïðîâîäèëè âíåñåíèåì 0.1 ìë çàðàíåå îòòèòðîâàííîé
âèðóñîñîäåðæàùåé æèäêîñòè (äëÿ ó÷åòà àïîïòîçà â ëóíêè
ïëàíøåòà ïîìåùàëè ïîêðîâíûå ñòåêëà). Êîíòàêò âèðóñà ñ
êëåòêàìè ïðîõîäèë ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 45 ìèí â áåññû-
âîðîòî÷íîé ñðåäå àëüôà-ÌÅÌ, ñîäåðæàùåé òðèïñèí
(2 ìêã/ìë) è àíòèáèîòèêè (ïåíèöèëëèí ñî ñòðåïòîìèöè-
íîì), çàòåì êëåòêè îòìûâàëè îò âèðóñà è âíîñèëè ïî 1 ìë
ïîääåðæèâàþùåé ñðåäû (òîãî æå ñîñòàâà, íî ñ 1 % ýìá-
ðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè). Äåñÿòèêðàòíûå êîíöåíòðàöèè
LPS Escherichia coli (Sigma, ÑØÀ) è èññëåäóåìûõ ïðåïà-
ðàòîâ âíîñèëè â êóëüòóðàëüíóþ æèäêîñòü ïî 0.1 ìë. Äëÿ
ïåðåñåâà êëåòîê, èíôèöèðîâàííûõ ðàçíûìè ÈÄ âèðóñà è
(èëè) LPS, êëåòêè âûðàùèâàëè â êóëüòóðàëüíûõ ôëàêî-
íàõ 25 ñì2 (Nunc, Äàíèÿ), äëÿ ïîääåðæàíèÿ ðîñòà êëåòîê
èñïîëüçîâàëè ñðåäó àëüôà-ÌÅÌ, ñîäåðæàùóþ 1 % ýìá-
ðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè.

Ïðè îïðåäåëåíèè ïðîäóêöèè NO êîíå÷íûå êîíöåíò-
ðàöèè LPS ñîñòàâëÿëè 2000 è 5 íã/ìë, â äðóãèõ ýêñïåðè-
ìåíòàõ — 100 íã/ìë. Êîíòðîëåì ñëóæèëè èíòàêòíûå
êëåòêè, êîòîðûå êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé
âèðóñà, LPS è ïðåïàðàòîâ. Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà ó÷è-
òûâàëè íà 4—5-å ñóò êàæäîãî ïàññàæà êëåòîê.

Ï ð î ë è ô å ð à ò è â í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü êëåòîê îöå-
íèâàëè ïî îòíîøåíèþ ÷èñëà âûðîñøèõ êëåòîê, ïîäâåð-
ãàâøèõñÿ çàðàæåíèþ âèðóñîì ãðèïïà è (èëè) âîçäåéñò-
âèþ LPS è (èëè) ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ, ê ÷èñëó
êîíòðîëüíûõ (èíòàêòíûõ) êëåòîê íà ýòîì æå ñðîêå êóëü-
òèâèðîâàíèÿ. Ïîäñ÷åò æèâûõ êëåòîê (íå îêðàøèâàþùèõ-
ñÿ òðèïàíîâûì ñèíèì) ïðîâîäèëè â êàìåðå Ôóêñà—Ðî-
çåíòàëÿ. Ðåçóëüòàòû âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ îò êîíòðîëÿ
ëèáî ïî èíäåêñó ïðîëèôåðàöèè, êîòîðûé ðàññ÷èòûâàëè
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êàê îòíîøåíèå ÷èñëà âûðîñøèõ êëåòîê íà îïðåäåëåí-
íîì ñðîêå êóëüòèâèðîâàíèÿ ê ÷èñëó èñõîäíî ïîñåÿííûõ
êëåòîê.

À ï î ï ò î ç ê ë å ò î ê îöåíèâàëè ïî ñòåïåíè ôðàãìåí-
òàöèè ÿäåðíîãî õðîìàòèíà. Êëåòêè, âûðàùåííûå íà ïî-
êðîâíûõ ñòåêëàõ, ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ ìåòàíîëà ñ óêñóñ-
íîé êèñëîòîé â ñîîòíîøåíèè 3 : 1, îêðàøèâàëè ôëóîðåñ-
öåíòíûì êðàñèòåëåì Hoechst-33258 (Sigma, ÑØÀ) è
ïðîñìàòðèâàëè ïîä ëþìèíåñöåíòíûì ìèêðîñêîïîì (íå
ìåíåå 300—500 êëåòîê, èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ 90� ñ ìàñëÿ-
íîé èììåðñèåé). Ðåçóëüòàòû âûðàæàëè â âèäå èíäåêñà
àïîïòîçà (ÈÀ) ïî ôîðìóëå ÈÀ = (b/c)�100 %, ãäå b —
÷èñëî àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê, ñ — îáùåå ÷èñëî ïðîñìîò-
ðåííûõ êëåòîê.

Ð à ñ ò â î ð û ð å à ã å í ò î â ãîòîâèëè íà áåññûâîðî-
òî÷íîé ñðåäå àëüôà-ÌÅÌ è èñïîëüçîâàëè â ñëåäóþùèõ
êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ: ðåìàíòàäèí (Sigma, Ãåðìà-
íèÿ) — 20 ìêã/ìë, àëïèçàðèí (ÔÃÁÍÓ ÂÈËÀÐ, Ðîñ-
ñèÿ) — 50 ìêã/ìë, âîññòàíîâëåííûé ãëóòàòèîí (Sigma,
ÑØÀ) — 50 ìêã/ìë (163 ìêìîëü/ë), TLR4-IN-C34 (Sigma,
ÑØÀ) — 50 ìêã/ìë.

Íà êàæäóþ âðåìåíí*óþ òî÷êó èñïîëüçîâàëè ïî 2 ëóí-
êè, âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íå ìåíåå òðåõ ðàç.

Ï ð î ä ó ê ö è þ N O â êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè èçìå-
ðÿëè ñ ïîìîùüþ ðåàêòèâà Ãðèññà ïî îïèñàííîé ìåòîäèêå
(Dietert et al., 1995). Â êàæäóþ ëóíêó 96-ëóíî÷íîãî ïëàí-
øåòà âíîñèëè ïî 100 ìêë ñâåæåïðèãîòîâëåííîãî õðîìî-
ãåííîãî ðåàãåíòà Ãðèññà: ñìåñü â ðàâíûõ îáúåìàõ
0.1%-íîãî N-(1-íàôòèë)-ýòèëåíäèàìèí äèãèäðîõëîðèäà
(NED) (Sigma, ÑØÀ) è 1%-íîãî ñóëüôàíèëàìèäà (Sigma,
ÑØÀ) íà 5%-íîé ôîñôîðíîé êèñëîòå. Ãîòîâèëè ñòàí-
äàðòíûå ïðîáû íèòðèòà íàòðèÿ NaNO2 (êîíöåíòðàöèè îò
1.56 äî 200 ìêìîëü/ë) íà ñðåäå àëüôà-ÌÅÌ òîãî æå ñî-
ñòàâà, ÷òî è äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Â ëóíêè ïëàí-
øåòà âíîñèëè ïî 100 ìêë ðàçìîðîæåííîé êóëüòóðàëüíîé
æèäêîñòè îò ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è êîíòðîëüíûõ îáðàç-
öîâ èëè ñòàíäàðòíûå ïðîáû NaNO2. Èçìåðÿëè àáñîðáöèþ
ïðè 550 íì íà àâòîìàòè÷åñêîì ïëàíøåòíîì ðèäåðå Syner-
gy2 (BioTek Instruments, ÑØÀ). Ïî ñòàíäàðòíûì ïðîáàì
NaNO2 ñòðîèëè êàëèáðîâî÷íóþ êðèâóþ è ðàññ÷èòûâàëè
ïî íåé êîíöåíòðàöèþ NO â òåñòèðóåìûõ îáðàçöàõ. Ðå-
çóëüòàò ïåðåñ÷èòûâàëè â íìîëü íà ÷èñëî âûðîñøèõ êëå-
òîê (òûñÿ÷ êëåòîê). Êîíå÷íûé ðåçóëüòàò âûðàæàëè â ïðî-
öåíòàõ îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíûõ êëåòîê, íå ñîäåðæà-
ùèõ âèðóñà è LPS.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç âûïîëíåí ñ èñïîëüçî-
âàíèåì U-òåñòà Ìàííà—Óèòíè äëÿ ñðàâíåíèÿ äâóõ ãðóïï
íåïàðàìåòðè÷åñêèõ âûáîðîê. Çíà÷èìûìè ñ÷èòàëè ðàçëè-
÷èÿ ïðè Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Â íà÷àëå íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíè-
òåëüíîå è ç ó ÷ å í è å ÷ ó â ñ ò â è ò å ë ü í î ñ ò è ê ë å ò î ê
ý í ä î ò å ë è ÿ E C V - 3 0 4 è ð à ê à ì î ÷ å â î ã î ï ó ç û ð ÿ
Ò - 2 4 ê çàðàæåíèþ ðàçíûìè ÈÄ äâóõ âèðóñîâ ãðèïïà —
À/Áðèñáåí/10/07(H3N2) è À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/05/09
(H1N1pdm09). Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè Ò-24 èìå-
þò áîëåå íèçêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê àíòèïðîëèôåðàòèâ-
íîìó äåéñòâèþ âûñîêèõ äîç âèðóñà ãðèïïà (10 000—
1000 ÈÄ), ÷åì êëåòêè ECV-304, à íà çàðàæåíèå íèçêèìè
(1—10 ÈÄ) äîçàìè âèðóñà ãðèïïà êëåòêè Ò-24 â îòëè÷èå
îò êëåòîê ECV-304 íå îòâå÷àþò óñèëåíèåì ïðîëèôåðà-
öèè (ðèñ. 1, à).

Êëåòêè ECV-304 èìåëè òèïè÷íóþ äëÿ ýíäîòåëèîöè-
òîâ ìîðôîëîãèþ (ïîëèãîíàëüíàÿ ôîðìà êëåòîê ñ âûñòó-
ïàþùèì öåíòðîì è ÷åòêî îáîçíà÷åííûì ÿäðîì) è îáðàçî-
âûâàëè õàðàêòåðíûé ìîíîñëîé â âèäå «êîáëåñòîíîâ»
(ðèñ. 1, á). Íà 8-å ñóò êëåòêè ECV-304, âûðàùåííûå íà
ïëàñòèêå, íà÷èíàëè îòñëàèâàòüñÿ îò ïîâåðõíîñòè, à êëåò-
êè, âûðàùåííûå â ñòåêëÿííûõ ôëàêîíàõ, ïîñëå 10 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ áåç ñìåíû ñðåäû íà÷èíàëè èçãèáàòüñÿ è
îáðàçîâûâàòü êîëüöà, êîòîðûå ïîçæå ïðåâðàùàëèñü â ïî-
äîáèå ñîñóäèñòûõ êàíàëüöåâ (tube) (ðèñ. 1, ã). Ìîíîñëîé
êëåòîê Ò-24 ñîñòîÿë èç ïî÷òè ïðîçðà÷íûõ êëåòîê, èìåþ-
ùèõ ôîðìó ÷åòêèõ ìíîãîãðàííèêîâ, ïðî÷íî äåðæàùèõñÿ
íà ïîâåðõíîñòè ïëàñòèêà èëè ñòåêëà (áåç ñìåíû ñðåäû íå
ìåíåå 1 ìåñ (ðèñ. 1, â, ä)). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû äîïîë-
íèòåëüíî ñâèäåòåëüñòâóþò î ìîðôîëîãè÷åñêîì è ôóíêöè-
îíàëüíîì ðàçëè÷èè ìåæäó ýòèìè êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè.

Âñå äàëüíåéøèå ýêñïåðèìåíòû ïðîâåäåíû íà êëåòêàõ
ECV-304. Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å â ò å ÷ å í è å 5 ñ ó ò
ê ë å ò î ê E C V - 3 0 4 â ï ð è ñ ó ò ñ ò â è è â è ð ó ñ à ã ð è ï -
ï à (À/Áðèñáåí/10/07 (H3N2) èëè À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/
05/09 (H1N1pdm09)) è (èëè) LPS E. coli ïîêàçàëî, ÷òî
â ýòîò âðåìåííîé ñðîê êàê âèðóñ ãðèïïà À (íåçàâèñèìî
îò ñóáòèïîâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ), òàê è LPS ñïîñîáíû
âëèÿòü íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, èíäóêöèþ â íèõ àïîïòî-
çà è ïðîäóêöèþ NÎ. Íà ðèñ. 2 è 3 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòà-
òû ýêñïåðèìåíòîâ ñ âèðóñîì ãðèïïà À/Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã/05/09 (H1N1pdm09). Ñ âèðóñîì À/Áðèñáåí/10/07
(H3N2) ïîëó÷åíû àíàëîãè÷íûå äàííûå (íå ïðåäñòàâ-
ëåíû). Âîçäåéñòâèå îäíîãî LPS âûçûâàëî íà 3—5-å ñóò
ïîâûøåíèå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ýíäîòåëèÿ â ïðÿìîé äî-
çîâîé çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè. Èíôèöèðîâàíèå
êëåòîê âèðóñîì ãðèïïà ñòèìóëèðîâàëî ïðîëèôåðàöèþ
êëåòîê òîëüêî ïðè íèçêîé äîçå (1 ÈÄ) âèðóñà íà
3—5-å ñóò. Ïðè ñîâìåñòíîì âíåñåíèè âèðóñà ãðèïïà è
LPS â âûñîêîé êîíöåíòðàöèè (2000 íã/ìë) ïðîëèôåðàöèÿ
êëåòîê ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿëàñü ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàç-
äåëüíûì äåéñòâèåì LPS è âèðóñà, íî â ïðèñóòñòâèè LPS â
íèçêîé êîíöåíòðàöèè (5 íã/ìë) íàáëþäàëè ñíèæåíèå âè-
ðóñîñòèìóëèðîâàííîé ïðîëèôåðàöèè êëåòîê (ðèñ. 2, à).

Óñèëåíèå àïîïòîçà êëåòîê ECV-304 îòìå÷åíî òîëüêî
íà 5-å ñóò êàê ïîä âîçäåéñòâèåì LPS (ÈÀ = 14.7 % ïðè
5 íã/ìë è 16.8 % ïðè 2000 íã/ìë), òàê è ïîä âîçäåéñòâèåì
âèðóñà ãðèïïà â íèçêîé äîçå (ÈÀ = 10.1 %) (ðèñ. 2, â).
Ïðè îäíîâðåìåííîì ïðèñóòñòâèè âèðóñà è LPS íàáëþäà-
ëè êóìóëÿòèâíûé ýôôåêò — åùå áîëüøåå óñèëåíèå àïîï-
òîçà. Íàèáîëüøåå óñèëåíèå àïîïòîçà (ÈÀ = 21.8 %) îòìå-
÷åíî ïðè äîáàâëåíèè LPS â âûñîêîé êîíöåíòðàöèè
(2000 íã/ìë) ê êëåòêàì, çàðàæåííûì âûñîêîé äîçîé âèðó-
ñà (1000 ÈÄ).

Â êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè îáíàðóæåíî ïîâûøåíèå
ïðîäóêöèè NO êàê ïðè ðàçäåëüíîì âîçäåéñòâèè LPS èëè
âèðóñà ãðèïïà, òàê è ïðè èõ ñîâìåñòíîì âîçäåéñòâèè íà
êëåòêè ECV-304. Ìàêñèìóì ïðîäóêöèè NO íàáëþäàëè â
1-å ñóò, ê 3-ì ñóò óðîâåíü NO ñíèæàëñÿ, íî îñòàâàëñÿ
âûøå êîíòðîëÿ, à ê 5-ì ñóò óðîâåíü NO áûë óæå íèæå
êîíòðîëÿ (ðèñ. 2, á). Âèðóñ ãðèïïà ñòèìóëèðîâàë ïðîäóê-
öèþ NO â ïðÿìîé çàâèñèìîñòè îò èíôèöèðóþùåé äîçû,
ïðè÷åì ïðè äîáàâëåíèè ê âèðóñó LPS äàííàÿ çàâèñèìîñòü
ñîõðàíÿëàñü. Ìàêñèìàëüíóþ ñòèìóëÿöèþ ïðîäóêöèè NO
íàáëþäàëè ïðè îäíîâðåìåííîì âîçäåéñòâèè íà êëåòêè
LPS â íèçêîé äîçå (5 íã/ìë) è âèðóñà ãðèïïà (êàê â âûñî-
êîé, òàê è â íèçêîé äîçàõ).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ôóíêöèî-
íàëüíûõ èçìåíåíèÿõ êëåòîê ýíäîòåëèÿ ïîä âîçäåéñòâèåì
êàê âèðóñà ãðèïïà À, òàê è LPS.
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Ä ë è ò å ë ü í î å ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê
E C V - 3 0 4 íà ïðîòÿæåíèè 6—10 ïàññàæåé ïðè ïîíèæåí-
íîì ñîäåðæàíèè ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (1 %), îäíî-
êðàòíî ïîäâåðãøèõñÿ âîçäåéñòâèþ âèðóñà ãðèïïà êàê â
íèçêîé äîçå (1 ÈÄ), òàê è âûñîêîé (1000 ÈÄ) è (èëè) LPS
(100 íã/ìë), ïîêàçàëî çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ ôóíêöèî-
íàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê. Âèðóñîñòèìóëèðîâàííàÿ ïðî-

ëèôåðàöèÿ êëåòîê íåçàâèñèìî îò ñóáòèïîâîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ âèðóñà ãðèïïà À (H3N2 èëè H1N1pdm) ñîõðàíÿëàñü íà
ïðîòÿæåíèè âñåãî ñðîêà íàáëþäåíèÿ. Ìàêñèìàëüíàÿ ïðî-
ëèôåðàöèÿ êëåòîê íàáëþäàëàñü ñî 2-ãî ïàññàæà ïîñëå èí-
ôèöèðîâàíèÿ âèðóñîì â íèçêîé äîçå (1 ÈÄ). Ïðè çàðàæå-
íèè êëåòîê âûñîêîé äîçîé (1000 ÈÄ) âèðóñà òàêæå íà-
áëþäàëè óñèëåíèå êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè, íî ïîçæå
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Ðèñ. 1. Ñðàâíåíèå êëåòîê ECV-304 è Ò-24 ïî ïðîëèôåðàöèè (à) (ïðè çàðàæåíèè ðàçíûìè èíôèöèðóþùèìè äîçàìè (ÈÄ) âèðóñîâ
ãðèïïà À) è ïî ìîðôîëîãèè (á—ä).

à — ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê ïðè çàðàæåíèè ðàçíûìè ÈÄ âèðóñîâ ãðèïïà À Áðèñáåí/10/07 (H3N2) è Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/05/09 (H1N1pdm09); á, â — 2 ñóò
ïîñëå ïîñåâà, îá. 100�; ã, ä — 14 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ áåç ñìåíû ñðåäû, îáðàçîâàíèå òóáóë òîëüêî â êëåòêàõ ECV-304 (ã), îá. 40�. Êîíòðîëü — êëåòêè,

êóëüòèâèðóåìûå â ñðåäå áåç âèðóñà. Çäåñü è äàëåå çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè Ð < 0.05.
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå âèðóñà ãðèïïà À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/05/09 (H1N1pdm09) è ëèïîïîëèñàõàðèäà (LPS) íà ïðîëèôåðàöèþ (à), ïðîäóê-
öèþ îêñèäà àçîòà NO (á) è èíäóêöèþ àïîïòîçà (â) â êëåòêàõ ECV-304.

Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå äàííûå èç òðåõ ýêñïåðèìåíòîâ.



(ñ 3-ãî ïàññàæà) è íà áîëåå íèçêîì óðîâíå. Äîáàâëåíèå ê
êëåòêàì îäíîãî LPS è LPS ñîâìåñòíî ñ âèðóñîì ñòèìóëè-
ðîâàëî êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðàöèþ äî 4-ãî ïàññàæà, à ïðè
ïîñëåäóþùåì êóëüòèâèðîâàíèè ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâ-
íîñòü êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ ïîä âîçäåéñòâèåì LPS, çíà÷è-
òåëüíî ñíèæàëàñü (ðèñ. 3). Íà 5—6-ì ïàññàæàõ â ïðèñóò-
ñòâèè LPS è â ìåíüøåé ñòåïåíè ïîñëå çàðàæåíèÿ âèðóñîì
ãðèïïà ñîâìåñòíî ñ LPS îáíàðóæåíî ïîÿâëåíèå êëåòîê
ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé ìîðôîëîãèè (äëèííûõ è òîíêèõ
êëåòîê, èãîëü÷àòîé ôîðìû), êîòîðàÿ èñ÷åçàëà ïîñëå ïåðå-
ñåâà (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).

Â ë è ÿ í è å à ã å í ò î â. Îöåíèâàëè âëèÿíèå íà ïðîëè-
ôåðàöèþ è àïîïòîç êëåòîê ECV-304, íàõîäÿùèõñÿ â ðàç-
íûõ ôóíêöèîíàëüíûõ ñîñòîÿíèÿõ ïîñëå äîáàâëåíèÿ âèðó-
ñà è LPS (1-é è 4—5-é ïàññàæè), õîðîøî èçâåñòíîãî àíòè-
âèðóñíîãî ïðåïàðàòà ðåìàíòàäèíà è ìåíåå èçâåñòíîãî
àëïèçàðèíà, âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà (àíòèîêñèäàí-
òà) è èíãèáèòîðà ðåöåïòîðà LPS — TLR4-IN-C34. Íà
1-ì ïàññàæå ïîñëå çàðàæåíèÿ êëåòîê âèðóñîì ãðèïïà ñòè-
ìóëèðîâàííàÿ âèðóñîì ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê ñíèæàëàñü
ïîñëå äîáàâëåíèÿ ðåìàíòàäèíà, àëïèçàðèíà è ãëóòàòèîíà
äî óðîâíÿ êîíòðîëÿ è íèæå, òàê æå êàê è â ýêñïåðèìåíòàõ
ñ äîáàâëåíèåì LPS (ðèñ. 4, à). Äîáàâëåíèå TLR4-IN-C34
èíãèáèðîâàëî òîëüêî LPS-ñòèìóëèðîâàííóþ ïðîëèôåðà-
öèþ êëåòîê è íå âëèÿëî íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, ñòèìó-
ëèðîâàííóþ îäíèì âèðóñîì ãðèïïà. Íà 1-ì ïàññàæå ïî-
ñëå çàðàæåíèÿ ðåìàíòàäèí, àëïèçàðèí è ãëóòàòèîí çíà÷è-
òåëüíî ñíèæàëè óðîâåíü àïîïòîçà, èíäóöèðîâàííûé
çàðàæåíèåì êëåòîê âèðóñîì, íàèáîëåå ýôôåêòèâíîå èí-
ãèáèðîâàíèå íàáëþäàëè ïðè äîáàâëåíèè âîññòàíîâëåííî-
ãî ãëóòàòèîíà. TLR4-IN-C34 ïðàêòè÷åñêè â ðàâíîé ñòåïå-
íè ñíèæàë àïîïòîç â êëåòêàõ, çàðàæåííûõ êàê îäíèì âè-
ðóñîì, òàê è âèðóñîì ñîâìåñòíî ñ LPS (ðèñ. 4, á).

Äîáàâëåíèå àíòèâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ è ãëóòàòèîíà ê
êëåòêàì, íàõîäÿùèìñÿ íà 4—5-ì ïàññàæå ïîñëå îäíî-
êðàòíîãî âíåñåíèÿ âèðóñà ãðèïïà â íèçêîé äîçå (1 ÈÄ)
è (èëè) LPS, òàêæå èíãèáèðîâàëî âèðóñîñòèìóëèðî-
âàííóþ ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ýíäîòåëèÿ. Èíãèáèòîð
TLR4-IN-C34 ïî-ïðåæíåìó íå îêàçûâàë âëèÿíèÿ íà ïðî-
ëèôåðàöèþ êëåòîê, ñòèìóëèðîâàííóþ îäíèì âèðóñîì
ãðèïïà (ðèñ. 4, â). Àïîïòîç êëåòîê ECV-304 íà ýòîé ñòà-
äèè êóëüòèâèðîâàíèÿ âî âñåõ âàðèàíòàõ ýêñïåðèìåíòà íà-
õîäèëñÿ íà î÷åíü íèçêîì óðîâíå. Äîáàâëåíèå ðåìàíòàäè-

íà, àëïèçàðèíà è â ìåíüøåé ñòåïåíè ãëóòàòèîíà çíà÷è-
òåëüíî ïîâûøàëî óðîâåíü àïîïòîçà âî âñåõ âàðèàíòàõ
îïûòà (âèðóñ, LPS è âèðóñ ñîâìåñòíî ñ LPS), íî îñîáåííî
â êëåòêàõ, ðàíåå èíôèöèðîâàííûõ îäíèì âèðóñîì ãðèïïà
(ðèñ. 4, ã). Èíãèáèòîð TLR4-IN-C34 ëèøü íåçíà÷èòåëüíî
ïîâûøàë óðîâåíü àïîïòîçà êàê â êîíòðîëüíûõ, òàê è â
äðóãèõ âàðèàíòàõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ êëåòîê (ðèñ. 4, ã).

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðèâîäèì äîïîëíèòåëüíûå
äîêàçàòåëüñòâà â ïîëüçó ïîäòâåðæäåíèÿ îòëè÷èé êëåòîê
ECV-304 îò êëåòîê Ò-24. Â ÷àñòíîñòè, ýòî îòñóòñòâèå ñïî-
ñîáíîñòè êëåòîê Ò-24 îòâå÷àòü óñèëåíèåì ïðîëèôåðàöèè
â îòâåò íà çàðàæåíèå êëåòîê íèçêèìè äîçàìè âèðóñà ãðèï-
ïà À. Ýòè ðåçóëüòàòû, à òàêæå ñïîñîáíîñòü êëåòîê
ECV-304 îáðàçîâûâàòü ïîäîáèå ñîñóäèñòûõ êàíàëüöåâ
(tube) è ïîêàçàííàÿ íàìè ðàíåå ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ åNOS â
êëåòêàõ ECV-304 (Ñìèðíîâà è äð., 2016) äàþò äîïîëíèòå-
ëüíûå îñíîâàíèÿ ñ÷èòàòü ïðîèñõîæäåíèå êëåòîê
ECV-304 ýíäîòåëèàëüíûì, áëàãîäàðÿ ÷åìó âîçìîæíî èõ
èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå ìîäåëè êëåòîê ýíäîòåëèÿ ÷åëî-
âåêà.

Ïðîäîëæàÿ èçó÷åíèå âëèÿíèÿ âèðóñà ãðèïïà íà êëåò-
êè ýíäîòåëèÿ ECV-304, â äàííîé ðàáîòå îöåíèâàëè èçìå-
íåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê íà ïðîòÿæåíèè
áîëåå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîñëå çàðàæåíèÿ âè-
ðóñîì ãðèïïà À (íèçêèìè èëè âûñîêèìè ÈÄ), à òàêæå ïî-
ñëå âîçäåéñòâèÿ LPS. Â íåïåðìèññèâíûõ êëåòêàõ ýíäîòå-
ëèÿ ÷åëîâåêà ECV-304 ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå âèðóñíîé
ðåïðîäóêöèè â ðåçóëüòàòå ïðåêðàùåíèÿ ýêñïðåññèè
ìÐÍÊ âèðóñíûõ áåëêîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ñèíòåçà ïîëíî-
öåííûõ âèðóñíûõ ÷àñòèö, íî åùå ñîõðàíÿåòñÿ ýêñïðåññèÿ
ïîâåðõíîñòíûõ âèðóñíûõ áåëêîâ (ãåìàããëþòèíèíà è íåéð-
àìèíèäàçû), êîòîðûå ìîãóò áûòü îòâåòñòâåííû çà ñòèìó-
ëÿöèþ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè è àïîïòîçà (Äàíèëåíêî
è äð., 2016). Íàáëþäàåìûå íàìè èçìåíåíèÿ êëåòîê ìîæíî
ðàçäåëèòü íà äâà ýòàïà — 1-é ýòàï, íà÷èíàþùèéñÿ íà
1-ì ïàññàæå â ïðîöåññå ñòèìóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè è
àïîïòîçà, è 2-é ýòàï, ôîðìèðóþùèéñÿ ïîñëå 2—3-ãî ïàñ-
ñàæà. Çàïóñê èçìåíåíèé íà 1-ì ïàññàæå ìîæíî ñâÿçàòü ñ
óâåëè÷åíèåì ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ðÿäà öèòîêèíîâ è ôàêòî-
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Ðèñ. 3. Äèíàìèêà ïðîëèôåðàöèè íà ïðîòÿæåíèè 6 ïàññàæåé êëåòîê ECV-304, îäíîêðàòíî çàðàæåííûõ ðàçíûìè äîçàìè âèðóñà
ãðèïïà À/Ñàíêò-Ïåòåðáóðã/05/09 (H1N1pdm09), LPS (100 íã/ìë) èëè âèðóñîì ñîâìåñòíî ñ LPS.



ðîâ ðîñòà: òðàíñôîðìèðóþùåãî ôàêòîðà ðîñòà áåòà
(TGFâ) è eNOS (÷òî ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ ïðîëèôåðà-
öèè), à òàêæå ôàêòîðà íåêðîçà îïóõîëè àëüôà (TNFá), èí-
òåðôåðîíà ãàììà (IFN-ã) è èíäóöèáåëüíîé NO-ñèíòàçû
(iNOS) (ïðèâîäÿùèõ ê óñèëåíèþ àïîïòîçà) (Ñìèðíîâà
è äð., 2016). Èíäóêöèÿ àïîïòîçà â êëåòêàõ ECV-304 íà

1-ì ýòàïå, ïî âñåé âåðîÿòíîñòè, ñïîñîáñòâóåò îòáîðó êëå-
òîê ñ ïîâûøåííûì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì, íî
óñòîé÷èâûõ ê àïîïòîçó, ïîÿâëåíèå êîòîðûõ íàáëþäàëîñü
ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâàíèè (íà÷èíàÿ ñ 3-ãî ïàññà-
æà), ò. å. íà 2-ì ýòàïå ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå êëåòîê
ìåíÿåòñÿ òàêèì îáðàçîì, ÷òî êëåòêè ïðèîáðåòàþò ïîâû-
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Ðèñ. 4. Âëèÿíèå ðåìàíòàäèíà (20 ìêã/ìë), àëïèçàðèíà (50 ìêã/ìë), âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà (50 ìêã/ìë) è èíãèáèòîðà
TLR4-IN-C34 (50 ìêã/ìë) íà ïðîëèôåðàöèþ (à, â) è àïîïòîç (á, ã) êëåòîê ECV-304 íà ïàññàæàõ 1 (1-é ýòàï: à, á) è 5 (2-é ýòàï: â, ã)

ïîñëå çàðàæåíèÿ êëåòîê âèðóñîì ãðèïïà À/Áðècáåí/10/07 (H3N2) ðàçäåëüíî èëè ñîâìåñòíî ñ LPS (100 íã/ìë).

Ðåçóëüòàòû îöåíèâàëè íà 4-å ñóò.



øåííûé ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë è óìåíüøåíèå
àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè. Íàèáîëåå àêòèâíî ýòîò ïðîöåññ
ïðîèñõîäèë ïðè ïåðâè÷íîì çàðàæåíèè êëåòîê íèçêèìè
ÈÄ âèðóñà ïî ñðàâíåíèþ ñ çàðàæåíèåì âûñîêèìè ÈÄ.
Äîáàâëåíèå LPS âíîñèëî äîïîëíèòåëüíûå èçìåíåíèÿ â
ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå êëåòîê, êîòîðûå çàêëþ÷àëèñü
íà 1-ì ýòàïå â ìåíåå âûðàæåííîé (ïî ñðàâíåíèþ ñ èíôè-
öèðîâàíèåì íèçêèìè äîçàìè âèðóñà) ñòèìóëÿöèè ïðîëè-
ôåðàöèè, à ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè — â ñíèæå-
íèè ïðîëèôåðàöèè êàê íå èíôèöèðîâàííûõ âèðóñîì êëå-
òîê, òàê è âèðóñîñòèìóëèðîâàííûõ, à òàêæå â èçìåíåíèè
ìîðôîëîãèè êëåòîê ýíäîòåëèÿ â ñòîðîíó ôèáðîáëàñòîâ.

Àêòèâíîå ó÷àñòèå íà âòîðîì ýòàïå ôóíêöèîíàëüíûõ
èçìåíåíèé â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ìîæåò ïðèíèìàòü TGFb,
ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ êîòîðîãî îòìå÷åíà íàìè
íà ýòîì ýòàïå (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). TGFb âçàèìî-
äåéñòâóåò ñ ðåöåïòîðàìè ALK1 è ALK5, çàïóñêàþùèìè
ôîñôîðèëèðîâàíèå, òðàíñëîêàöèþ â ÿäðî è àêòèâàöèþ
òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ Smad. Àêòèâàöèÿ ñèãíàëü-
íîãî ïóòè ALK1 Smad 1/5/8 ìîæåò ïðèâåñòè ê ñòàáèëüíîé
âèðóñîñòèìóëèðîâàííîé ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ýíäîòåëèÿ
â ñòîðîíó àíãèîãåíåçà (Lin et al., 2012; van Meeteren, ten
Dijke, 2012; Montorfanî et al., 2014). Â òî æå âðåìÿ â êëåò-
êàõ ýíäîòåëèÿ ÷åëîâåêà ïîä âîçäåéñòâèåì LPS ïîêàçàíî
îñóùåñòâëåíèå èíäóêöèè ôèáðîçà ÷åðåç ALK5 Smad 2/3
ñèãíàëüíûé ïóòü (Echeverria et al., 2013).

Âêëàä àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà è àçîòà â èçìåíåíèå
ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê ECV-304 ïîäòâåðæ-
äàåòñÿ â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïîâûøåíèåì ïðîäóêöèè
NO íà ðàííåì ýòàïå (1-é ïàññàæ) ïîñëå äîáàâëåíèÿ âèðó-
ñà ãðèïïà è (èëè) LPS. Êëåòêè ýíäîòåëèÿ ñèíòåçèðóþò
NO èç L-àðãèíèíà ñ ïîìîùüþ NO-ñèíòàç (NOS) — êîí-
ñòèòóòèâíîé åNOS è èíäóöèáåëüíîé iNOS, ýêñïðåññèÿ
êîòîðîé çàïóñêàåòñÿ ïîä âëèÿíèåì ðàçëè÷íûõ öèòîêèíîâ,
ñòðåññîâ, áàêòåðèàëüíûõ è âèðóñíûõ àãåíòîâ. Íàðóøåíèå
áàëàíñà ìåæäó NO-ñèíòàçàìè, óâåëè÷åíèå ñèíòåçà NO çà
ñ÷åò iNOS ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ êîîðäèíèðîâàííîé ðå-
ãóëÿöèè àíãèîãåíåçà è ïàòîëîãè÷åñêèì èçìåíåíèÿì â ñåð-
äå÷íî-ñîñóäèñòîé, âûäåëèòåëüíîé è äðóãèõ ñèñòåìàõ îð-
ãàíèçìà (Boueiz, Hassoun, 2009).

Êëþ÷åâàÿ ðîëü îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà â ýòèõ ïðî-
öåññàõ òàêæå ïîäòâåðæäàåòñÿ è èíãèáèðóþùèì âëèÿíèåì
àíòèîêñèäàíòà ãëóòàòèîíà íà ïðîëèôåðàöèþ è àïîïòîç
èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê íà 1-ì ïàññàæå è íà ïðîëèôåðà-
öèþ êëåòîê ïîñëå 3-ãî ïàññàæà. Èíòåðåñíî, ÷òî àíàëîãè÷-
íîå âëèÿíèå îêàçûâàþò àíòèâèðóñíûå ïðåïàðàòû ðåìàí-
òàäèí è àëïèçàðèí. Â òî æå âðåìÿ âñå ýòè ïðåïàðàòû ñòè-
ìóëèðîâàëè àïîïòîç â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â äðóãîì
ôóíêöèîíàëüíîì ñîñòîÿíèè (ñîõðàíèâøèõ ïîñëå 3-ãî
ïàññàæà ïîâûøåííóþ ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü, íî
ñíèçèâøèõ àïîïòîç). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î ñïîñîáíîñòè àíòèîêñèäàíòà ãëóòàòèîíà, à òàêæå
àíòèâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ ðåìàíòàäèíà è àëïèçàðèíà âîñ-
ñòàíàâëèâàòü íîðìàëüíîå ôóíêöèîíèðîâàíèå êëåòîê ýí-
äîòåëèÿ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ âèðóñà ãðèïïà À è (èëè) LPS.
Ïðè ýòîì ðåìàíòàäèí è àëïèçàðèí ïðîäåìîíñòðèðîâàëè
íå ïðÿìóþ àíòèâèðóñíóþ àêòèâíîñòü, à ñâÿçü ñ äðóãèìè
êëåòî÷íûìè ìèøåíÿìè, âîññòàíàâëèâàþùèìè íîðìàëü-
íîå ôóíêöèîíèðîâàíèå êëåòîê.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ïðîâîäèòñÿ àêòèâíûé ïîèñê ïåïòè-
äîâ, îáëàäàþùèõ íå òîëüêî àíòèáàêòåðèàëüíîé, íî è àí-
òèâèðóñíîé àêòèâíîñòüþ (Hoffmann et al., 2014). Èíãèáè-
òîð ðåöåïòîðà TLR4 (TLR4-IN-C34), ëèãàíäîì êîòîðîãî
ÿâëÿåòñÿ LPS, îáëàäàåò àíòèâîñïàëèòåëüíîé àêòèâíîñòüþ
íå òîëüêî in vitro, íî è in vivo. Ìåõàíèçì åãî äåéñòâèÿ çà-

êëþ÷àåòñÿ â ñâÿçûâàíèè ñ MD-2 — êîðåöåïòîðîì TLR4
(Neal et al., 2013). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ èíãèáèòîð
TLR4-IN-C34 ñíèæàë LPS-ñòèìóëèðîâàííóþ ïðîëèôåðà-
öèþ êëåòîê è íå âëèÿë íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, ñòèìó-
ëèðîâàííóþ îäíèì âèðóñîì ãðèïïà, íî èíãèáèðîâàë ïðî-
ëèôåðàöèþ êëåòîê ïîñëå äîáàâëåíèÿ ê âèðóñó LPS. Â òî
æå âðåìÿ èíãèáèòîð TLR4-IN-C34 áûë ñïîñîáåí ìîäóëè-
ðîâàòü èíäóêöèþ àïîïòîçà íå òîëüêî â êëåòêàõ ñ îäíèì
LPS, íî è â êëåòêàõ, çàðàæåííûõ îäíèì âèðóñîì è âèðó-
ñîì ñîâìåñòíî ñ LPS: íà 1-ì ïàññàæå íàáëþäàëè èíãèáè-
ðîâàíèå àïîïòîçà, à ïîñëå 3-ãî ïàññàæà — íåçíà÷èòåëü-
íîå ïîâûøåíèå.

Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ ýíäîòåëèÿ ÷å-
ëîâåêà ECV-304 ôóíêöèîíàëüíûå èçìåíåíèÿ, èíäóöèðóå-
ìûå âèðóñîì ãðèïïà À è (èëè) LPS, ïðîèñõîäÿò â äâà ýòà-
ïà: èçìåíåíèÿ íà ðàííèõ ïàññàæàõ (1—2-ì) ïðèâîäÿò â
äàëüíåéøåì (íà÷èíàÿ ñ 3-ãî ïàññàæà) ê èçìåíåíèÿì, äëè-
òåëüíî è ñòàáèëüíî ñîõðàíÿþùèìñÿ ïðè ïîñëåäóþùåì
êóëüòèâèðîâàíèè. Ïðè÷åì èçìåíåíèÿ, âûçûâàåìûå âèðó-
ñîì ãðèïïà À è LPS, íà 2-ì ýòàïå èäóò â ðàçëè÷íûõ íà-
ïðàâëåíèÿõ. Êëåòêè ECV-304 êàê íà 1-ì ýòàïå ïîñëå çàðà-
æåíèÿ âèðóñîì ãðèïïà è (èëè) LPS, òàê è íà 2-ì ýòàïå
ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ìîäåëè íå òîëüêî äëÿ áî-
ëåå óãëóáëåííîãî èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ â
êëåòêàõ, íî è äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ïðåïàðàòîâ ðàçëè÷íîé íà-
ïðàâëåííîñòè — ïðîòèâîâèðóñíûõ, ïðîòèâîâîñïàëèòåëü-
íûõ, àíòèàíãèîãåííûõ è ðåàëèçóþùèõ ñâîè ýôôåêòû â
òîì ÷èñëå ÷åðåç TLR4-ðåöåïòîðû.
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Influenza A virus and bacterial lipopolysaccharide (LPS) cause dysfunction of the vascular endothelium
that can lead to severe complications of the disease, such as acute respiratory failure and cardiovascular dama-
ge. Changes in the functional state of human endothelial cells ECV-304 during prolonged cultivation after ex-
posure to LPS and infection with low or high doses on influenza A virus were investigated in the current study.
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Assessment of the ability of some drugs to restore the functional state of cells was also carried out under the sa-
me conditions. Change in the functional state of cells was assessed by the proliferative activity and the level of
apoptosis of cells throughout the entire cultivation period (at least 6 passages) and by the production of nitric
oxide (NO) at the first passage. The difference in ECV-304 endothelial cells from T-24 bladder carcinoma cells
based on their sensitivity to influenza A virus was also demonstrated in the work. It was shown that functional
changes in ECV-304 cells after infection with influenza virus and (or) LPS occur in two stages and can develop
in different directions, depending on the impact factor (virus or LPS). At stage 1 (early passages), after infec-
tion of cells with low doses in influenza A virus or LPS, there was an increase of cell proliferation and inducti-
on of apoptosis. At stage 2 (after the 3rd passage), a very low level of apoptosis was detected in cells exposed to
virus and (or) LPS, but cells infected with only the virus retained an increased proliferative potential, and a gra-
dual decrease of proliferation was noted in cells exposed to LPS. Antioxidant (reduced glutathione), as well as
antiviral drugs (rimantadine and alpisarin), showed the ability to restore the normal state of cells. The inhibitor
of Toll-like receptor-4 (TLR4) LPS (TLR4-IN-C34) suppressed only LPS-stimulated cell proliferation. Thus,
ECV-304 cells infected with influenza virus and (or) LPS can be used as a model not only for in-depth study of
processes taking place in cells, but also for testing a number of different drugs.

Key words: human endothelial cells ECV-304, lipopolysaccharide, influenza A virus, proliferation, apop-
tosis, nitric oxide synthesis.
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