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У клітинах ліній ОН-1 та ПТП після трансфещії РНК вірусу тютюнової мозаїки (ВТМ) 
відбувається складання вірусоподібних часток, які проявляють інфекційність на рослинах-
індикаторах. Показано, що як лімфоїдні (ОН-1), так і епітеліальні (ПТП) клітини, починаючи з 
3-ї доби після інфікування ВТМ або трансфещії його РНК, зазнають певних морфологічних змін. 

Вступ. У наш час поступово накопичуються ві
домості стосовно того, що окремі фітопатогенні 
віруси (або їхні нуклеїнові кислоти) за певних 
умов проявляють трансфекційні властивості та, 
можливо, здатні до репродукції в клітинах непри
таманних цим патогенам хазяїв, зокрема, ссавців. 
Нами протягом багатьох років велися дослідження 
по трансфекції РНК з ізолятів вірусу тютюнової 
мозаїки (ВТМ), виділених у різних екологічних 
регіонах України. В первинному пошуковому скри-
нінгу використовували ізоляти ВТМ, ідентифіко
вані на троянді ефіроолійній [1 ], бузині чорній, 
подорожнику великому та рослинах томату [2, 3] . 
Біологічні властивості ізолятів ВТМ вивчали протя
гом 1975—2000 pp. Первинний скринінг ізолятів за 
патологічною дією вели на різних видах вищих 
рослин та на клітинах HeLa. Відмічено, що РНК 
ВТМ може викликати складання вірусоподібних 
часток у клітинах HeLa та провокує деградацію 
моношару останніх шляхом цитопатогенної дії [4 ]. 
Крім того, доведено можливість репродукції ВТМ в 
ізольованих мітохондріях печінки щурів [5], а 
також показано, що при дії ВТМ та вірусу грипу 
на ссавців змінюється вірулентність останнього [6 ]. 
Сукупність цих даних вказує на принципову здат
ність ВТМ впливати на клітини ссавців, у зв'язку 
з чим постає проблема потенційного біоекологіч-
ного ризику і можливості дії ВТМ на регуляторні 

© А. Л. БОЙКО, С. С. КИР'ЯЧЕНКО, О. Ю. ЮДІНА, 
3. Д. САВЦОВА, 2001 

механізми в клітинах тварин і людини та, як 
наслідок, розвитку певних патологічних процесів. 
Одночасно відомо, що при взаємодії з клітинами-
мішенями одні й ті самі віруси можуть справляти 
різноманітні ефекти — як про-, так і протиапоп-
тичні або цитопроліферативну дію [7—10]. Пока
зано, що в різних клітинах-мішенях як індукувати, 
так і блокувати розвиток апоптозу здатні одні й ті 
ж вірусіндуковані білки [8, 11]. 

Тому для подальшої розробки проблеми взає
модії фітовірусів з клітинами непритаманних їм 
хазяїв доцільним є вивчення ефектів і механізмів 
впливу вірусів на широкий спектр клітин-мішеней 
непритаманних хазяїв, які різнилися б за гісто
генезом, фенотипічними та іншими характеристи
ками. Зокрема, метою даної роботи було дослід
ження трансфекційних властивостей і впливу ін
тактного ВТМ та його РНК на клітини лімфо'щного 
і епітеліального походження. 

Матеріали і методи. Дослідження здійснювали 
з ізолятом ВТМ, виділеним з троянди ефіроолійної 
та здатним, як було показано раніше [4], інду
кувати складання вірусоподібних часток у клітинах 
HeLa. ВТМ накопичували на рослинах Nicotiana 
tabacum. Патоген виділяли і очищували методом 
диференційного центрифугування на ультрацент-
рифузі «Весктап» (США) у підвісних стаканах 
бакет-ротора SW-40 при 30000 об/хв, *~4 °С, 
протягом 1,5 год. Для достатнього ступеня очищен
ня вірусного препарату проводили 2—3 цикли ди
ференційного центрифугування. РНК виділяли 
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перхлоратним та фенольно-детергентним метода
ми, зберігаючи інфекційність геному в кінцевому 
результаті [12]. Чистоту препаратів РНК визнача
ли спектрофотометрично, для подальших дослід
жень відбирали препарати РНК, які характеризу
валися величиною E2b0/E2S0 = 2,4—2,6 і Е 2 6 0 / Е 2 3 0 = 
в 2,1—2,3. Однорідність виділеної РНК визначали 
електрофоретично в агарозному гелі (2 %). Інфек
ційність препаратів РНК перевіряли за стандарт
ною методикою шляхом інокуляції половинок лис
тя Chenopodium amaranticolor, Datura stramonium, 
Nicotiana glutinosa. Концентрація інфекційної РНК 
ВТМ у дослідах становила 20—25 мкг/мл. 

У дослідах з трансфекції використовували клі
тини лінії ПТП (нетрансформовані клітини яєчка 
поросяти) та клітини ОН-1 (клітинна лінія, одер
жана з лімфоми, що виникла у мишей лінії А після 
введення їм у черевну порожнину культури Вас. 
megaterium Н) [13, 14], які були одержані з банку 
клітинних ліній Інституту експериментальної пато
логії, онкології та радіобіології імені Р. Є. Кавець-
кого НАН України. 

Використано два варіанти інфікування клітин: 
нативним ВТМ та РНК вірусу. Для інфікування 
(або трансфекції) застосовували ДЕАЕ-декстрано-
вий метод [15]. Клітини протягом 30—45 хв інку-
бували з ДЕАЕ-декстраном (500 мкг/мл), потім 
його видаляли та вносили РНК ВТМ (200 нг/мл) 
або інтактний вірус (100—120 мкг/мл). Клітини з 
ВТМ або його РНК інкубували при / = 37 °С 
протягом 45—60 хв, далі ВТМ або його РНК 
видаляли, культури відмивали розчином Хенкса і 
заливали середовищем 199 з сироваткою великої 
рогатої худоби (10 %). Контролем служили інтакт
ні клітини та клітини, інкубовані з ДЕАЕ-декстра
ном. Через 24 год після інфікування (трансфекції) 
культури пересаджували до флаконів, які містили 
покривні скельця (по 2-Ю 5 клітин) і культивували 
в середовищі, описаному вище. Морфологію конт
рольних та дослідних культур досліджували протя
гом 1—7 діб методом світлової мікроскопії, викори
стовуючи забарвлення клітин гематоксилін-еози-
ном. Кожний варіант досліджень повторювали 
п'ятикратно. 

Визначення синтезу вірусіндукованих білків 
проводили за допомогою непрямого методу імуно-
флюоресценції (ІФ), використовуючи антивірусну 
кролячу сироватку (Інститут сільськогосподарської 
мікробіології УААН, Україна) і мічену ФІТЦ анти-
кролячу сироватку (НДІ епідеміології та мікробіо
логії ім. М. Ф. Гамалії, Росія), та електронної 
мікроскопії, які проводили за загальноприйнятими 
методиками [16, 17]. При негативному контрасту
ванні препаратів для електронної мікроскопії кори-
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стувалися 2 %-м розчином фосфорновольфрамової 
кислоти, рН 7—7,4. Інфекційність новосинтезова-
них вірусних часток визначали шляхом біологіч
ного титрування на згаданих вище рослинах — 
індикаторах ВТМ. 

Результати і обговорення. Результати порів
няння культур клітин, оброблених ДЕАЕ-декстра
ном, з інтактними клітинами показали, що після 
такої обробки клітини обох ліній практично не 
змінені. Відмічено, що після інфікування (транс
фекції) клітини обох ліній пересадилися нормаль
но, тобто початковий етап інфекції (первинна взає
модія вірусних часток або РНК з клітинами-міше-
нями) не вплинув на життєздатність ні лімфоїдних, 
ні епітеліальних клітин. При подальшому спостере
женні в інфікованих клітин на 3—5-ту добу вияв
лялися морфологічні зміни. Для культури ОН-1 
вплив інфекції ВТМ або його РНК проявляється в 
тому, що в моношарі з'являлися клітини (від 8 до 
25 %), які значно збільшені за розміром, їхня 
цитоплазма рихла з вакуолізованими ділянками, 
часто зустрічається багатоядерність (рис 1, А). 
Однак чітких змін у структурі моношару клітин не 
спостерігали. 

Стосовно культури клітин ПТП можна від
мітити, що за розміром та морфологією контрольні 
і дослідні клітини не відрізняються. Але моношар 
останніх був менш щільним і в ньому зустрічалися 
сильно вакуолізовані клітини (клітини, заповнені 
«пухирцями») (рис. 1, />). Відомо, що поява клітин 
із значною вакуолізацією ядра і цитоплазми та з 
«випинанням» окремих ділянок клітинної мембра
ни («пухирцевих» клітин), що в подальшому почи
нають забарвлюватися вітальними барвниками, є 
одним з морфологічних проявів первинної реакції 
клітин-мішеней на дію факторів — індукторів апо-
птозу [18]. Проте в жодній з культур ми не 
спостерігали появи типових апоптичних тілець, 
тому питання вимагає подальшого дослідження. 
Основною відмінністю в інфікуванні культур ВТМ 
і РНК вірусу було збільшення кількості морфо
логічно змінених клітин у варіанті з РНК. 

Методом ІФ встановлено, що в інфікованих 
клітинах обох ліній виявляються антигени ВТМ 
(таблиця). Значно вищий відсоток флюоресценції 
(кількість клітин, в яких спостерігали флюорес-
ценцію, на 100 підрахованих) у варіанті з РНК 
ВТМ може бути наслідком низької ефективності 
методики трансфекції по відношенню до великих 
біомолекул. Результати ІФ дають змогу простежи
ти, що вищий відсоток флюоресценції клітин у 
випадку з РНК ВТМ корелює із збільшенням 
морфологічно змінених клітин при цьому варіанті 
інфікування. Тобто за всіма показниками транс-
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фекція РНК вірусу є ефективнішою, ніж інфі
кування нативним вірусом (таблиця). 

У гомогенаті інфікованих клітин (ПТП і ОН-1) 
за допомогою електронного мікроскопа виявлялися 
вірусоподібні частки розміром 120—350 нм, що 
мали типову для ВТМ форму (рис. 2). Крім того, в 
полі зору електронного мікроскопа спостерігались 
окремі субодиниці та фрагменти часток різного 
розміру. Ці гомогенати (без додаткової концент
рації) виявляли інфекційність на таких рослинах, 
як Ch. amaranticolor, Ch. album, D. stramonium, що 
на 10—14-й день проявляли чітко відмічену некро
тичну реакцію та часткове скручування листя (рис. 
3). Симптоми спостерігали у 70—80 % інокульо
ваних рослин. 

Порівняння результатів, одержаних на клі
тинах ліній ОН-1 і ПТП, з даними проведених 
раніше досліджень, в яких вивчали вплив транс
фекції РНК ВТМ на клітини лінії HeLa, показує, 
що репродукція ВТМ може відбуватися в різних за 
походженням клітинах — як в епітеліальних, так і 
в лімфоїдних. Але реакція клітин різних ліній на 
інфікування ВТМ має певні особливості. Найбільш 
різкі зміни (виражена деградація моношару) опи
сані в клітинах лінії HeLa, одержаної з раку шийки 
матки, найменші зміни — в культурі нетрансфор-
мованих епітеліальних клітин (лінія ПТП). Здаєть
ся ймовірним припущення щодо наявності у ВТМ 
онкотропних властивостей, проте це питання вима
гає подальшої розробки. 

Аналізуючи матеріали наших досліджень, мо
жна також відзначити, що в клітинах ссавців ВТМ 
та його РНК ведуть себе неоднозначно. Процес 
репродукції вірусу та реплікація його геному може 
проходити за аналогією з рослинною клітиною. 
При цьому складання вірусоподібних часток зале
жить від реплікації геному та «запиту» ним відпо
відних білків, які знаходяться у клітинах ссавців. 

Частота клітин, які містять антигени ВТМ (на 5-ту добу 
після інфікування) 

*р < 0,05 порівняно з культурами, які були інфіковані інтактним 
ВТМ. 

Рис. 2. Електронографії ВТМ троянди ефіроолійної (* 43000) (а) 
та вірусоподібних часток, які виявлялися після трансфекції 
клітин лінії ОН-1 PHK BMT троянди ефіроолійної (* 123000) 
(б) 

Тим більш відомо, що в процесі репродукції вірусу 
важливу роль відіграють клітинні білки, які знахо
дять у високоочищеному полімеразному комплексі, 
що бере участь у репродукції ВТМ. Так, на інфі
кованих листках тютюну показано, що в реплі-
кативному комплексі ВТМ виявляють клітинний 
фактор елонгації синтезу білка EF1. У репродукції 
ВТМ беруть участь білки, один з яких споріднений 
за первинною структурою з фактором ініціації 
білкового синтезу eIF3. Показано подібність ще 
одного білка репродуктивного комплексу ВТМ до 
GCD10 дріжджів, який може відігравати певну 
роль в ініціації трансляції шляхом зв'язування 
вірусної РНК з 18S рРНК [19]. 

Висновки. Таким чином, при трансфекції клі
тин ссавців РНК ВТМ реплікація вірусної РНК, 
синтез вірусних білків та складання ВТМ-подібних 
часток, що мають інфекційну активність, спостері
гаються в клітинах різного походження: епітеліаль-
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Рис. 3. Некрози на рослинах Datura stramonium після інокуляції 
гомогенатом інфікованих клітин лінії ОН-1 (11-та доба після 
інокуляції) 

них (ПТП) та лімфоїдних (ОН-1). Але морфо
логічні зміни інфікованих ВТМ культур залежать 
від типу клітин: для культури ОН-1 характерними 
ознаками є збільшення розмірів клітин та їхня 
багатоядерність, для ПТП — порушення моношару 
і вакуолізація клітин. 

A. L. Воуко, S. S. Kyrjachenko, О. Yu. Yudina, Z. D. Savtsova 

Influence of TMV and RNA TMV on culture of cells different origin 

Summary 

The assemblage of virus-like particles, which showed the infection 
on plants-indicators, has been observed after transfection RNA of 
TMV in OH-J (the line is obtained from mouse lymphomas line A 
appeared after introduction of Вас. megaterium H) and PTP (the 
line is obtained from pig egg cells). The morphological changes of 
infected cells, which are correlated with accumulation virus-specific 
antibody in cells, were observed beginning from third day. 

А. Л. Бойко, С. С. Кирьяченко, О. Ю. Юдина, 3. Д. Савирва 

Влияние ВТМ и его РНК на культуры клеток разного 
происхождения 

Резюме 

В клетках ОН-1 (линия, полученная из лимфомы мышей линии 
А, возникшей после введения Вас. megaterium Н) и ПТП (линия 
получена из клеток яичка поросенка) после трансфекции РНК 
ВТМ наблюдали сборку вирусоподобных частиц, проявляющих 
инфещионность на растениях-индикаторах. Начиная с 3-х 
сут, наблюдаются морфологические изменения инфицирован
ных клеток, выраженность которых коррелирует с накоплени
ем в клетках вирусоспецифических антигенов. 
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