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Թեմայի արդիականությունը: Երկար ժամանակ համարվում էր, որ
բջջակորիզը ախտաբանական փոփոխությունների է ենթարկվում միայն
կորիզում ռեպլիկացվող վիրուսների կողմից: Օրինակ, մարդու հերպես վիրուս-1-
ի (Մ<Վ-1) վարակի ժամանակ կորիզակային նուկլեոլին, В23 ու ֆիբրիլարին
սպիտակուցները դուրս են գալիս կորիզակներից, իսկ նուկլեոլինը նաև
կուտակվում է վիրուսի ռեպլիկացիայի կենտրոններում և նպաստում Է վիրուսի
կորիզից դուրս գալուն [Calle et al., 2008; Sagou et al., 2010]: Մեկ այլ օրինակ է

կորիզային վիրուսների փոխազդեցությունը բջջային քրոմատինի և դրա
առանձին բաղադրիչների հետ: Գրիպի վիրուսի և պապիլոմավիրուսների
գենոմները կապվում են բջջային քրոմատինի առավել ակտիվ հատվածների
հետ՝ ապահովելով տրանսկրիպցիայի գործոնների հասանելիությունը սեփական
գեների համար [Knipe et al., 2013]: Լավ է ուսումնասիրված նաև կորիզային
վիրուսների փոխազդեցությունը կորիզային ND10 կամ PML մարմինների հետ,
որոնք հակավիրուսային պաշտպանության ներբջջային կարևոր բաղադրիչն են:
Մասնավորապես ցույց է տրվել, որ վարակների ժամանակ տեղի է ունենում
ND10 մարմինների վերակառուցում վիրուսների ռեպլիկացիայի վայրում կամ
ամբողջական քայքայում [Everett and Chelbi-Alix, 2007]:

Վերջին շրջանում կուտակվող գիտական տվյալները վկայում են, որ
ցիտոպլազմայում ռեպլիկացվող վիրուսները նույնպես կարող են ազդել կորիզի
վրա (Zakaryan and Stamminger, 2011]: Օրինակ, պիկոռնավիրուսների
ընտանիքին պատկանող վիրուսները խափանում են նյութերի
կորիզացիտոպլազմային տեղափոխումը կամ ազդելով կորիզային անցուղիների
վրա, կամ չեզոքացնելով կարիոֆերիններին, որոնք նյութերի տեղափոխման
ընկելիչներ են Younessi et al.,2012]:

Բջջային ԴՆԹ-ի առկայությունը, նոր տրանսկրիպտների առաջացումը,
կորիզակներում ռիբոսոմային ենթամիավորների սինթեզը, կորիզային
մարմինների ակտիվությունը և մի շարք այլ գործոններ կորիզին դարձնում են
բջջի ամենաակտիվ և կարևոր օրգանոիդներից մեկը: Հաշվի առնելով կորիզի
դերը բջջի կենսագործունեության ապահովման մեջ, կարելի է ենթադրել, որ
վիրուսային բջջաախտաբանության պատճառներից մեկը կորիզային
փոփոխություններն են, որոնք առաջանում են կամ վիրուսների անմիջական
ազդեցության հետևանքով, կամ ի պատասխան վիրուսային վարակի: Վերը
բերված օրինակները ցույց են տալիս, որ վիրուսով վարակված բջիջների կորիզը
կարող է ենթարկվել ախտաբանական լուրջ փոփոխությունների: Սակայն
վիրուսով պայմանավորված կորիզային ձևափոխությունների շատ հարցեր մնում
են վատ կամ ընդհանրապես չուսումնասիրված: Մասնավորապես, վատ է
ուսումնասիրված վիրուսների ազդեցությունը կորիզի մորֆոֆունկցիոնալ
հատկանիշների վրա, ինչպես օրինակ ԴՆԹ-ի և ՌՆԹ-ի քանակ կամ
մորֆոմետրիկ ցուցանիշներ: Այդ տեսանկյունից անհայտ է մնում նաև վիրուսի
ռեպլիկացիայի տեղակայման նշանակությունը կորիզի մորֆոֆունկցիոնալ
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փոփոխությունների մեջ: Հետևաբար, տարբեր ռեպլիկացիայի տեղակայում
ունեցող վիրուսների վարակի ժամանակ կորիզի մորֆոֆունկցիոնալ
հատկանիշների ուսումնասիրության հարցը մնում է արդիական խնդիր:

Հետազոտության նպատակն ու խնդիրները: Ատենախոսական աշխատանքի
նպատակն է հանդիսացել

в ուսումնասիրել կորիզի ֆունկցիոնալ և մորֆոմետրիկ ցուցանիշների
փոփոխությունները տարբեր ռեպլիկացիայի տեղաբաշխում ունեցող
վիրուսների վարակների ժամանակ:

Նշված նպատակի իրականացման համար առաջադրվել են հետևյալ
խնդիրները՝

в հաշվել Մ<Վ-1-ի, պոլիովիրուս-1-ի (ՊՎ-1) և խոզերի աֆրիկյան
ժանտախտի վիրուսի (ԽԱԺՎ) նկատմամբ զգայուն բջիջների կորիզային
ԴՆԹ-ի քանակը և բաշխել բջիջներն ըստ պլոիդության դասերի,
ուսումնասիրել կորիզային ու կորիզակային ՌՆԹ-ի քանակական
փոփոխությունները Մ<Վ-1-ի, ՊՎ-1-ի և ԽԱԺՎ-ի վարակների ժամանակ,

ուսումնասիրել կորիզում և կորիզակներում թթվային սպիտակուցների
քանակական փոփոխությունները Մ<Վ-1-ի, ՊՎ-1-ի և ԽԱԺՎ-Ի

վարակների ժամանակ,
կատարել Մ<Վ-1-ով, ՊՎ-1-ով և ԽԱԺՎ-ով վարակված բջիջների կորիզի
և կորիզակների մորֆոմետրիկ չափումներ:

վերապրած բջիջների հետազոտման շնորհիվ ցույց է տրվել, որ ՊՎ-1-ը բջջային
մակարդակում կարող է հանդես գալ որպես ընտրողական գործոն:

Առաջին անգամ ցույց է տրվել, որ ֆունկցիոնալ փոփոխությունները
ուղեկցվում են կորիզի և կորիջակների չափսերի փոփոխութամբ ի պատասխան
վիրուսային վարակների:

Գիտակիրառական նշանակությունը: Տարբեր վիրուսներով վարակված
բջիջների և դրա առանձին օրգանոիդների մորֆոֆունկցիոնալ
փոփոխությունների ուսումնասիրումն ունի ինչպես հիմնարար, այնպես էլ
կիրառական նշանակություն, քանի որ թույլ է տալիս բացահայտել վիրուսային
բջջաախտաբանության հանգուցային դրույթները: Հաշվի առնելով այն
հանգամանքը, որ ՊՎ-1, Մ<Վ-1-ի և ԽԱԺՎ-ի սուր վարակները մնում են
համապատասխանաբար բժշկական ու գյուղատնտեսական նշանակության
ակտուալ խնդիրներ, նման աշխատանքը ոչ միայն ավելացնում է մեր
պատկերացումը վիրուսներով պայմանավորված բջջաախտաբանական
փոփոխությունների մասին, այլև հնարավորություն է ընձեռնում մշակել նոր
մոտեցումներ վիրուսային վարակների կանխման կամ բուժման համար:
Մասնավորապես, ստացված արդյունքները կարող են նպաստել ԽԱԺՎ-Ի
նկատմամբ արդյունավետ պատվաստանյութերի կամ հակավիրուսային
դեղամիջոցների մշակմանը, որոնք բացակայում են և պատճառ են հանդիսանում
խոզերի անկմանն ամբողջ աշխարհում, այդ թվում և Հայաստանի
Հանրապետությունում:

Գիտական նորույթը: Աշխատանքում ուսումնասիրվել է բջջի ամենակարևոր
օրգանոիդներից մեկի՝ կորիզի, մորֆոֆունկցիոնալ փոփոխությունները տարբեր
ռեպլիկացիայի տեղաբաշխում ունեցող վիրուսների վարակի ժամանակ: Առաջին

անգամ ցույց է տրվել, որ ԽԱԺՎ-Ի նկատմամբ զգայուն բջիջների կորիզներում
տեղի է ունենում տրանսկրիպցիայի ակտիվացում վարակի սկզբնական
շրջանում: Վարակված մոնոբլաստների և մոնոցիտների պոպուլյացիայում
նկարագրվել են հիպերդիպլոիդ բջիջներ, ինչը վկայում է այն մասին, որ վիրուսը,
դեռևս անհայտ մեխանիզմով, խթանում է կորիզային ԴՆԹ-ի սինթեզը
վարակված բջիջներում:

Ցույց է տրվել հսկա կորիզով պոլիպլոիդ բջիջների առաջացում Մ<Վ-1-ի
վարակի ժամանակ, որում ԴՆԹ-ի քանակը գերազանցում է 32-64c: Այդ
բջիջներում բացակայում են կորիզակները և խանգարված է քրոմատինի
կառուցվածքը: Առաջարկվել է հսկա կորիզների առաջացման երկու վարկած:
Ցույց է տրվել նաև տրանսկրիպցիայի ակտիվացում վարակի սկզբնական
շրջանում, որին հաջորդում է կտրուկ անկում: Ի տարբերություն
տրանսկրիպտների սինթեզի, թթվային սպիտակուցների քանակը կորիզում և
կորիզակներում մնում է բարձր ամբողջ վարակի ընթացքում:

Ցույց է տրվել ՊՎ-1-ով վարակված բջիջների կորիզի մորֆոֆունկցիոնալ
հատկանիշների փոփոխություն, մասնավորապես տրանսկրիպցիայի և
սպիտակուցների քանակի նվազում ամբողջ վարակի ընթացքում: Վարակը
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Ատենախոսության փորձարկումը: Աշխատանքի հիմնական դրույթները
ներկայացվել ու զեկուցվել են EMBO/FEBS/IUBMB Advanced Course "Host-
Microbes Interactions" 1-9 September 2010, Island of Spetsai, Greece,
International Young Scientists Conference "Perspectives for development of
molecular and cellular biology III', 26-29 September, 2012, Yerevan, Armenia,
ինչպես նաև << ԳԱԱ Մոլեկուլային կենսաբանության ինստիտուտի գիտական
խորհուրդի նիստում (2013 թ.):

Հրատարակումներ: Ատենախոսական աշխատանքի հիմնական դրույթները
հրատարակվել են 10 գիտական աշխատանքի տեսքով, այդ թվում 5 հոդված
միջազգային ամսագրերում, 3 հոդված Հայաստանի ամսագրերում և 2 թեզիս
գիտաժողովների նյութերում:

Ատենախոսության կառուզվածք Ատենախոսությունը շարադրված
է 130 էջի վրա, պարունակում է 6 աղյուսակ և 26 նկար ու բաղկացած է
հապավումների ցանկից, ներածությունից, գրական ակնարկից,
փորձարարական մասից, հետազոտության արդյունքներից և արդյունքների
քննարկումից, եզրակացություններից ու գրականության ցանկից: Գրական
ակնարկը բաղկացած է 3 ենթաբաժիններից, որոնցում նկարագրված են
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վիրուսները: Փորձարարական մասում նկարագրված են մեթոդական

մոտեցումները, օգտագործված նյութերը, սարքավորումները ու վիճակագրական

վերլուծությունը: Հետազոտության արդյունքները բաղկացած են 3
ենթաբաժիններից, որոնցում ներկայացված են վիրուսների տիտրը և բջջային
պոպուլյացիայի հիմնական ցուցանիշները, բջիջների պլոիդության դասերը,
ՌՆԹ-ի քանակական փոփոխությունները, թթվային սպիտակուցների
քանակական փոփոխությունները և բջիջների մորֆոմետրիկ ցուցանիշները:
Արդյունքների քննարկումը բաժնում կատարված է արդյունքների քննարկում:
Եզրակացությունների բաժնում աշխատանքի կաևորագույն արդյունքների
հիման վրա արված է 8 եզրակացություն: Գրականության ցանկը ներառում է

անգլերեն ու ռուսերեն լեզուներով 267 անվանում:

ՀԵՏԱԶՈՏՈՒԹՅԱՆ ՆՅՈՒԹԵՐԸ ԵՎ ՄԵԹՈԴՆԵՐԸ

Բջիջներ: SK-N-MC և HeLa շարունակական կուլտուրաների բջիջների
սկզբնական ցանքի քանակը եղել է 3 105 բջիջ/մլ: Աճեցվել են
համապատասխանաբար DMEM և Eagle's MEM միջավայրերում, որոնց
ավելացվել է 10% (ծ/ծ) ցլան սաղմնային շիճուկ: Վարակը վերապրած HeLa
բջիջները ցանվել են 1x 105 բջիջ/մլ քանակով: Խոզերի ոսկրածուծի առջնային

կուլտուրան ստացվել է ոչ ցեղային խոզերի ազդոսկրից: Ստացումը և աճեցումը

կատարվել է ըստ նախկինում նկարագրված մեթոդի, որը հարմարեցվել է

խոզերի համար (Lajhta, 1952]: Բջիջներն աճեցվել են RPMI-1640 միջավայրում,

որին ավելացվել է 10% (ծ/ծ) ցլան սաղմնային շիճուկ: Ցանքի քանակը 106

բջիջ/մլ:
Վիրուսներ: ՄՀՎ-1 վարակի համար SK-N-MC բջիջները ցանվել են 2 x 105

բջիջ/մլ չափաբաժնով: Ցանքից 24 ժամ անց կատարվել է վարակ՝ 4.5 log10
TCIDso/մլ չափաբաժնով: ՊՎ-1 վարակի համար HeLa բջիջները ցանվել են 105

բջիջ/մլ քանակով իսկ ցանքից 24 ժամ անց վարակվել են 5.5 log10 TCID50/մլ

չափաբաժնով: ԽԱԺՎ վարակի համար ոսկրածուծի առաջնային կուլտուրայի
բջիջները ցանվել են 106 բջիջ/մլ քանակով իսկ 24 ժամ անց վիրուսը տրվել է՝ 4
log10 HADU50/մլ չափաբաժնով:

Վիրուսի տիտրի որոշում: Մ<Վ-1 և ՊՎ-1 տիտրի որոշման համար SK-N-MC ու
HeLa բջիջները համապատասխանաբար ցանվել են 96 խցիկանի անոթում 2
10: բջիջ/մլ քանակով: Մ<Վ-1 և ՊՎ-1 տիտրը որոշվել է վերջին նոսրացման
մեթոդով Սպիրման-Կերբերի բանաձևով (Finney, 1952] ԽԱԺՎ-Ի տիտրի
որոշումը կատարվել է հեմադսորբցիայի եղանակով՝ նախկինում նկարագրված
մեթոդի համաձայն [Enjuanes et al.,1976]:

ԴՆԹ-ի քանակական որոշում: ԴՆԹ-ի քանակական չափումների համար

բջջային պատրաստուկները ներկվել են հիմնային ֆուքսինով ըստ Ֆյոլգենի
համաձայն Ստոուելի տարբերակի [Магакян и Каралова, 1989] Ներկումից
հետո ԴՆԹ-ֆուքսին համալիրի չափումները կատարվել են SMP 05 (OPTON)
մանրադիտակ-ֆոտոմետրով 575 նմ ալիքի տիրույթում: Ստացված
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արդունքները եղել են ինտեգրացված օպտիկական խտության տեսքով, որը
համարժեք է ԴՆԹ-ի քանակին: ԴՆԹ-ի քանակն արտահայտվել է <<C>> միավորով,
որում 1c համարժեք է ոչ ախտաբանական և Go/G1 փուլում գտնվող բջջի
հապլոիդ քրոմոսոմային հավաքակազմի ԴՆԹ-ի քանակին: ԴՆԹ-ի քանակական
տվյալների հիման վրա կատարվել է բջիջների բաշխում ըստ պլոիդության
դասերի (հիստոգրամների տեսքով): Այսինքն, դիպլոիդ (2c), հիպերդիպլոիդ (3c),
տետրապլոիդ (4c), հիպերտետրապլոիդ (5c) և մյուս բջիջները որոշվել են ոչ թե
քրոմոսոմային հավաքակազմի (կարիոտիպի), այլ դրանց համապատասխանող
ԴՆԹ-ի քանակի հիման վրա: ՊՎ-1 և ՄՀՎ-1 դեպքում որպես դիպլոիդության
չափանմուշ ծառայել է հինգ առողջ մարդկանցից վերցված արյան
լիմֆոցիտների ԴՆԹ-ի քանակը, իսկ ԽԱԺՎ-Ի դեպքում՝ առողջ խոզերի
հեպատոցիտներ: Արդյունքների բաժնում բերվող հիստոգրամներում 10%-ի
սահմանը չգերազանցող շեղումը ներառված են հիմնական սյուների մեջ, որն
ընդունված ձև է պլոիդության դասերի կառուցման համար [Магакян и Каралова,
1989; Bocking et al.,1995; Haroske et al., 1997]:

ՌՆԹ-ի քանակական որոշում: ՌՆԹ-ի քանակական որոշման ինչպես նաև
մորֆոմետրիկ չափումների համար բջջային պատրաստուկները ներկվել են
գալոցիանին-քրոմ ալումով համաձայն Զանրիդերի մոդիֆիկացված մեթոդի՝
ֆոտոմետրիկ չափումների համար [Schulte et al., 1992]: Չափումները
կատարվել են 620 նմ ալիքի տիրույթում: ՌՆԹ-ի քանակական
փոփոխությունները ներկայացված են ստուգիչի նկատմամբ տոկոսային
փոփոխությունների տեսքով, որի ժամանակ ստուգիչ խմբի արդյունքները
համարվել են որպես 100%: Բջիջների մորֆոմետրիկ ցուցանիշները ստացվել են
BioScan և ImageJ ծրագրային փաթեթների օգտագործման շնորհիվ:

Թթվային սպիտակուցների քանակական որոշում: SK-N-MC և HeLa բջիջների
կորիզներում թթվային սպիտակուցների քանակական որոշման համար
պատրաստուկները ներկվել են ամուր կանաչի (Fast Green SF) մոդիֆիկացված
մեթոդով ֆոտոմետրիկ չափումների համար [Brumberg and Pevzner, 1978]:
Չափումները կատարվել են 555 նմ ալիքի տիրույթում: Խոզերի ոսկրածուծի
առաջնային կուլտուրայի բջիջների կորիզներում թթվային սպիտակուցների
քանակական որոշման համար պատրաստուկները ներկվել են նաֆթոլ դեղինի
(NaphthoI Yellow S) ձևափոխված մեթոդով՝ ֆոտոմետրիկ չափումների համար
[Gaub et al., 1975]: Չափումները կատարվել են 434 նմ ալիքի տիրույթում:
Թթվային սպիտակուցների քանակական փոփոխությունները ներկայացված են
ստուգիչի նկատմամբ տոկոսային փոփոխությունների տեսքով, որի ժամանակ
ստուգիչ խմբի արդյունքները համարվել են որպես 100%:

Վիճակագրական վերլուծություն: Բոլոր փորձերը կրկնվել են երեք իսկ
ԽԱԺՎ-ի դեպքում՝ չորս անգամ: Ստացված արդյունքները արտահայտված են
միջին արժեք ստանդարդ շեղում տեսքով: Արդյունքների
արժանահավատությունը ստուգվել է Ստյուդենտի երկվերջավոր է-թեստով:
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ՀԵՏԱԶՈՏՈՒԹՅԱՆ ԱՐԴՅՈՒՆՔՆԵՐՆ ՈՒ ՔՆՆԱՐԿՈՒՄԸ

Խոզերի աֆրիկյան ժանտախտի վիրուս: Ոսկրածուծի առաջնային
կուլտուրայում վարակից 48 ժամ անց վիրուսի տիտրը հասել է առավելագույն
արժեքին 6 log10 HADU50/մլ, որից հետո այն աստիճանաբար նվազել է հասնելով
4.5 log10 HADU50/մլ արժեքին:

100 Բ

so

60

40

20

<22 40 <22 20

Նկար 1-Մոնոցիտների (Ա) և մոնոբլաստների (Բ) բաշխումն ըստ պլոիդության
դասերի վարակից 24 ժամ անց

Սպիտակ սյուն ստուգիչ, սև սյուն վարակ: Աբցիսների առանցք՝ բջիջների
պլոիդությունն արտահայտված <<շ>> միավորով: Օրդինատների առանցք

բջիջների հանդիպման հաճախությունն արտահայտված տոկոսով:

Վարակից 24 ժամ անց մոնոցիտների, ի տարբերություն ստուգիչ խմբի, որում
բջիջները միայն դիպլոիդ էին (պոպուլյացիայի պլոիդության միջինը 2с + 0.2), ի
հայտ են գալիս հիպերդիպլոիդ (3c) (նկար 1 Ա): Մոնոցիտների պոպուլյացիայում
հիպերդիպլոիդ բջիջների քանակը շուրջ 20% է: Վարակին զուգընթաց (48 ժամ
անց) պոպուլյացիայում հայտնվում են նաև հիպոդիպլոիդ (<2c) և տետրապլոիդ
(4c) մոնոցիտներ, որոնք իրենց քանակով ավել են ստուգիչ խմբում առաջացած
նմանատիպ բջիջներից: Վարակից 72 ժամ անց առաջնային կուլտուրայում
մոնոցիտներ գրեթե չեն մնում: Ի տարբերություն մոնոցիտների, մոնոբլաստների
պոպուլյացիայում վարակից 24 ժամ անց առաջանում են նաև տետրապլոիդ
բջիջներ (նկար 1 Բ): Հիպերդիպլոիդ ու տետրապլոիդ բջիջների քանակը
համապատասխանաբար 60% և 20% է: Վարակի ընթացքում հիպերդիպլոիդ
բջիջների քանակը նվազում է, սակայն, 72 ժամ անց, այդ բջիջները կրկին
կազմում են ամբողջ պոպուլյացիայի 60%: Վարակի ավելի ուշ ժամերին
առաջանում են նաև հիպոդիպլոիդ բջիջներ, ինչը մահացող բջիջների նշան է:

Բերված արդյունքներից կարելի է ենթադրել, որ վարակի ժամանակ ԽԱԺՎ
ուղղակի կամ անուղղակի կերպով ազդում է բջջային շրջանի վրա խթանելով
փուլն առավել տարբերակված և չբաժանվող մոնոցիտների և պակաս
տարբերակված մոնոբլաստների մոտ: Վիրուսների մոտ նկարագրվել են մի
շարք մեխանիզմներ, որոնց միջոցով վերջիններս ազդում են բջջային շրջանի
վրա ստեղծելով բարենպաստ միջավայր սեփական բազմացման համար [Mo et
al., 2012; Nascimento et al., 2012]: Մասնավորապես, չբաժանվող բջիջների
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փուլի հետևաբար նաև ԴՆԹ-ի կրկնապատկման խթանումը կարող է նպաստել
ազատ նուկլեոտիդների և պոլիմերազների առաջացմանը, որոնք անհրաժեշտ
են նաև վիրուսի գենոմի կրկնապատկման համար [Sullivan and Pipas, 2002]:
Հետաքրքիր է, որ ԴՆԹ-ի սինթեզ նկարագրվել է հավի մակրոֆագերում, որոնք
վարակված են եղել ԽԱԺՎ-ով [Enjuanes et al., 1977], սակայն նման երևույթ
խոզերի իմունային բջիջների մոտ առաջին անգամ նկարագրվում է այս
աշխատանքում:

200 Ա 175 Բ
175 150
150

125
12$

100 -- Մտուգիչ 100 -Ստուգիչ

- Ամբողջ բշիջ 75
- Ամբողջ բջիջ

75
բա Կորիզ

պիս Կորիզ

50 so - Կորիզակ

25 25

24 48 i 24

Նկար 2-ՌՆԹ-ի քանակական փոփոխությունները մոնոցիտներում (Ա) և
մոնոբլաստներում (Բ)

Աբցիսների առանցք վարակի տևողությունը ժամերով: Օրդինատների առանցք՝
ՌՆԹ-ի փոփոխության չափը ստուգիչի նկատմամբ արտահայտված տոկոսով:

Ստուգիչի արժեքները ընդունվել են որպես 100%: Ստուգիչի ստանդարդ շեղումը
չի գերազանցում 10%-ը: Արժանահավատ փոփոխությունն համար p<0.05-

p<0.001:

Վարակից 24 ժամ անց մոնոցիտների կորիզում ՌՆԹ-ի քանակը ավելանում է
շուրջ 56%-ով համեմատած ստուգիչ խմբի հետ (p<0.001) (նկար 2 Ա): Սակայն
վարակից 48 ժամ անց տեղի է ունենում ՌՆԹ-ի քանակի կտրուկ նվազում թե
կորիզում, թե ամբողջ բջջում: Ստուգիչ խմբի նկատմամբ ՌՆԹ-ի նվազումը
կորիզում կազմում է շուրջ 27% (p<0.02): Վարակից 72 ժամ անց կորիզային
ՌՆԹ-ի քանակի նվազումը, համեմատած ստուգիչ խմբի հետ, պահպանվում է
իսկ ամբողջ բջջի մակարդակով տեղի է ունենում ՌՆԹ-ի քանակի ավելացում,
սակայն, ինչպես և կորիզային ՌՆԹ-ի դեպքում, այն մնում է ավելի ցածր քան
ստուգիչ խմբում (19%-ով, p<0.05): Ի տարբերություն մոնոցիտների, որոնք
ավելի խորը տարբերակված լինելու պատճառով գրեթե չունեն կորիզակներ,
մոնոբլաստներում դրանք առկա են: Այդ պատճառով մոնոբլաստներում ՌՆԹ-ի
քանակը չափվել է նաև կորիզակներում: Բոլոր ժամանակահատվածների
համար կորիզային ՌՆԹ-ի քանակն ավելի քիչ է քան ստուգիչ խմբում (նկար 2
Բ): Մասնավորպես, ՌՆԹ-ի քանակը վարակից 24 ժամ անց 26%-ով ավելի քիչ է
համեմատած ստուգիչ խմբի հետ (p<0.02): Վարակից 48 ժամ անց կորիզային
ՌՆԹ-ի քանակը ստուգիչ խմբի նկատմամբ ավելի է նվազում (39%-ով, p<0.001)
և միայն 72 ժամ անց այն ավելանում է՝ մնալով քիչ ստուգիչից (20%, p<0.02):
Կորիզակային ՌՆԹ-ի քանակը վարակի ժամանակ 24%-ով ավել է սկզբնական
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ժամանակահատվածում (p<0.02): Սակայն 48 ժամ անց այն արդեն ստուգիչից
քիչ է շուրջ 23%-ով (p<0.02) և միայն 72 ժամ անց գրեթե հավասար է ստուգիչ
խմբի ՌՆԹ-ի քանակի հետ գերազանցելով վերջինիս շուրջ 5%-ով:

Վարակի սկզբնական շրջանում ՌՆԹ-ի քանակի ավելացումը
մոնոցիտներում կարող է պայմանավորված լինել վիրուսային գեների
տրանսկրիպցիայով, որոնց քանակը գերազանցում է 150-ը [Yanez et al., 1995;
Chapman et al., 2011], կորիզային անցուղիների խափանմամբ, ինչպես նաև
բջջային այն գեների ակտիվացումով, որոնց սպիտակուցները, հակավիրուսային
գործառույթներ կատարելով, իմունային պատասխանի մի մասն են կազմում,
օրինակ սպիտակուցը [Netherton et al., 2009]: Վարակի ավելի ուշ
փուլերում ՌՆԹ-ի քանակի նվազման պատճառ կարող է լինել վիրուսային A238L
սպիտակուցի գործունեությունը, որը ճնշում է մի շարք տրանսկրիպցիայի
գործոններ, այդ թվում NFAT և NFкВ [Miskin et al., 1998; Tait et al., 2000]:
Տրանսկրիպտի նվազման պատճառ կարող է հանդիսանալ նաև իՌՆԹ-ի քեփի
քայքայումը Nudix մոտիվ ունեցող սպիտակուցների կողմից, ինչպես օրինակ
բջջային Dcp2 սպիտակուցը: ԽԱԺՎ-ի գենոմը կոդավորում է մի սպիտակուց
g5R, որը կրում է Nudix մոտիվը [Sanchez et al.,2012]:

150 Բ
125 100

100

75 -Մտուգիչ -Ստուգիչ

so Ես Կորիզ so Կորիզ

25
25

24 24 72

Նկար 3--Թթվային սպիտակուցների քանակական փոփոխությունները
մոնոցիտներում (Ա) և մոնոբլաստներում (Բ)

Աբցիսների առանցք՝ վարակի տևողությունը ժամերով: Օրդինատների
առանցք սպիտակուցների փոփոխության չափը ստուգիչի նկատմամբ

արտահայտված տոկոսով: Ստուգիչի արժեքները ընդունվել են որպես 100%:
Ստուգիչի ստանդարդ շեղումը չի գերազանցում 10%-ը: Արժանահավատ

փոփոխությունների համար p<0.05-p<0.001:

Վարակից 24 ժամ անց մոնոցիտների կորիզում թթավային սպիտակուցների
քանակը շուրջ 10%-ով ավելի քիչ է քան ստուգիչ խմբի բջիջներում (p<0.05)
(նկար 3 Ա): Սակայն վարակի ընթացքին զուգահեռ թթվային սպիտակուցի
քանակը ստուգիչի նկատմամբ ավելանում է և 72 ժամ անց վարակված
մոնոցիտներում թթվային սպիտակուցների քանակը 11%-ով ավել է ստուգիչ
խմբի ցուցանիշից (p<0.05): Մոնոբլաստների կորիզակների և ամբողջ բջջի
թթվային սպիտակուցների մոտ արժանահավատ տարբերություն ստուգիչ խմբի
նկատմամբ չի գրանցվել: Այդ պատճառով բերված են միայն կորիզի
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արդյունքները: Մոնոբլաստներում թթվային սպիտակուցների քանակը նվազում է

ամբողջ վարակի ընթացքում (նկար 3 Բ): Մասնավորապես, եթե վարակից 24
ժամ անց մոնոբլաստների կորիզում թթվային սպիտակուցների քանակը 25%-ով
ավելի քիչ է քան ստուգիչ խմբի բջիջներում (p<0.01), ապա 48 ժամ անց այն
ավելի է նվազում, և տարբերությունը հասնում է 30%-ի (p<0.001): Ստուգիչի
նկատմամբ թթվային սպիտակուցների քանակի նվազումը վարակից 72 ժամ
անց կազմում է շուրջ 46% (p<0.001):

Քեպ-կախյալ տրանսլյացիա ունեցող վիրուսների դեմ բջջային
պաշտպանության միջոց է elF2a տրանսլյացիայի գործոնի ֆոսֆորիլացումը
սեփական կինազների կողմից, ինչպես օրինակ PKR, որից հետո P-elF2a
կապվում է մեկ այլ տրանսլյացիայի գործոնի հետ elF2B, և ճնշում քեպ-կախյալ
տրանսլյացիան [Garcia et al., 2007]: ԽԱԺՎ վարակի ժամանակ նկարագրվել է P-
elF2a քանակի նվազում վարակի վաղ և ամբողջական վերացում ավելի ուշ
փուլերում [Castello et al., 2009]: Աշխատանքում նկարագրված թթվային
սպիտակուցների քանակի նվազումը մոնոցիտներում (վարակից 24 ժամ անց) ու
մոնոբլաստներում հակասում է վերը նշված արդյունքների հետ: Սակայն դա
կարելի է բացատրել այն հանգամանքով, որ հետազոտության առարկա
հանդիսացող բջջային կուլտուրաները և վիրուսի շտամերը տարբեր են եղել
ատենախոսական ու վերը նշված աշխատանքներում: Օրինակ, մկների ԽԱԺՎ
ով վարակված մոնոցիտ/մակրոֆագերում PKR-ի ակտիվությունը շատ բարձր է,
և P-elF2a քանակը նույնպես մնում է բարձր, որի պատճառով տեղի է ունենում

տրանսլյացիայի նվազում նշված բջիջներում [Sanchez et al., 2012]
Հարկ է նշել, որ սպիտակուցների, ինչպես նաև ՌՆԹ-ի քանակի նվազման

հետ միասին նկատվում է բջջի և հատկապես կորիզի չափսերի փոփոխություն,
ինչից կարելի է ենթադրել, որ վիրուսային վարակի ժամանակ կորիզի չափսերը
կախված են վերջինիս ֆունկցիոնալ ակտիվությունից:

Մարդու հերպես վիրուս-1: SK-N-MC բջջային կուլտուրայի վարակի
ընթացքում Մ<Վ-1-ի առավելագույն տիտրը գրանցվել է վարակից 48 ժամ անց,
երբ այն հասել է 5 log10 TCID50/մլ: Վարակից 72 ժամ անց վիրուսի տիտրը մի
փոքր նվազել է դառնալով 4.75 log10 TCIDso/մլ: Տիտրի նվազումը շարունակվել է
նաև վարակից 96 ժամ անց:

Վարակից 24 ժամ անց դիպլոիդ բջիջներ պոպուլյացիայում չեն գրանցվում
(նկար 4 Ա): Դրա փոխարեն նկատվում է ամբողջ հիստոգրամի տեղաշարժ դեպի
աջ: Այսինքն, ի հայտ են գալիս 8с բջիջներ, որոնք ամբողջ պոպուլյացիայի 10%
են կազմում, 32c բջիջներ (շուրջ 3%) ու 64c-ից ավելի շատ ԴՆԹ պարունակող
բջիջներ (3%): Ստուգիչի համեմատ ավելի շատ են նաև 4c-ից մեծ բջիջները,
որոնք ամբողջ պոպուլյացիայի շուրջ 33% են կազմում: Վարակից 48 ժամ անց ի
հայտ են գալիս դիպլոիդ բջիջներ (2%), ինչպես նաև 16c-ից մեծ բջիջներ (2%),
սակայն 32c և 64c-ից մեծ բջիջներ չեն գրանցվում (նկար 4 Բ):
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Նկար 5- SK-N-MC բջիջները (Ա և Բ) և դրանց կորիզները (Գ և Դ) Մ<Վ-1 վարակի
ժամանակ

Ա - Սինտիցիումի՝ բազմակորիզ բջջի ձևավորումը ՄՀՎ-ի ազդեցության տակ
(նշված է սլաքով), Բ -վիրուսային կուտակումներ կորիզում (նշված է սլաքով) և

կորիզների ձուլում, Գ- գերհսկա կորիզով բջիջ, Դ- կորիզակ պոլիպլոիդ բջջում
(նշված է սլաքով): Բջիջները դիտարկվել են լուսային մանրադիտակով,

խոշորացումը՝ 240 անգամ (Ա և Բ) ու 1000 անգամ (Գ և Դ):

Նկար SK-N-MC բջիջների տոկոսային բաշխումն ըստ պլոիդության դասերի
վարակից 24 (Ա) և 48 (Բ) ժամ անց

Սպիտակ սյուն ստուգիչ խումբ և սև սյուն Մ<Վ-1-ի խումբ: Աբցիսների առանցք՝
բջիջների պլոիդությունն արտահայտված <<C>> միավորով: Օրդինատների

առանցք՝ բջիջների հանդիպման հաճախությունն արտահայտված տոկոսով:

Վարակից 72 ժամ անց փոփոխություններ գրեթե չեն նկատվում դիպլոիդ,
հիպերդիպլոիդ, տետրապլոիդ ու տետրապլոիդից մեծ բջիջների քանակի մեջ
համեմատած 48 ժամվա հետ: Ամբողջ վարակի ընթացքում առաջին անգամ ի
հայտ են գալիս 8с-ից մեծ բջիջներ (4%): Վարակից 96 ժամ անց կտրուկ նվազում
է 3с բջիջների քանակը (դառնալով 4%), և կրկին ավելանում է 4c-ից մեծ
բջիջների քանակը հասնելով 48%: Աճում է նաև 8с բջիջների քանակը (6%), և
դրա փոխարեն վերանում են 16c բջիջները:

Ըստ քրոմատինի ու կորիզակների առկայության, նկարագրված պոլիպլոիդ
բջիջները կարելի է բաժանել երկու խմբի: Պոլիպլոիդ բջիջների երկրորդ խմբի
մեջ մտնում են այն բջիջները, որոնցում քրոմատինի կառուցվածքը և
կորիզակները հստակ նկատելի չեն: Որպես կանոն այդ բջիջները ունեն 32c և
ավել ԴՆԹ-ի քանակ:
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Նման հսկա կորիզ ունեցող բջիջները ի հայտ են գալիս վարակից միայն 24
ժամ անց (նկար 4 Ա): Հայտնի է, որ Մ<Վ-1-ի վարակի ժամանակ բջիջների շուրջ
20%-ը ձուլվում են իրար առաջացնելով հսկա, բազմակորիզանի բջիջներ (նկար
5 Ա) (Bond et al., 1982]: Սակայն ատենախոսական աշխատանքում
նկարագրված հսկա բջիջներն ունեն մեկ՝ մեծ կորիզ: Հսկա կորիզ ունեցող
բջիջներ կարող են առաջանալ էնդոկրկնապատկման կամ սինցիտիումում
կորիզների միաձուլման եղանակով: Էնդոկրկնապատկման բնորոշ հատկանիշն
է գենոմի կրկնապատկումը, որին չի հաջորդում բջջի բաժանումը կամ Gշ
փուլում բջջի արգելափակման, կամ միտոզի խափանման պատճառով
(էնդոմիտոզ) (Lee et al.,2009]: Էնդոմիտոզի ժամանակ պոլիպլոիդ բջիջը մտնում
է միտոզ, սակայն մետաֆազի կամ անաֆազի փուլում միտոզը կանգ է առնում:
Նման եղանակով են առաջանում մինչև 64c պոլիպլոիդ բջիջներ, օրինակ
մեգակարիոցիտներ [Ravid et al., 2002]: ՄՀՎ-1 կարող է խթանել վարակված
բջիջների էնդոկրկնապատկումը՝ ազդելով Cyc/Cdk համալիրների վրա կամ
խափանելով բնականոն միտոզը: Պարզվել է, որ վիրուսային ICPO սպիտակուցը
կարող է բջիջներին արգելափակել G2/M փուլում [Hobbs and DeLuca, 1999; Li et
al., 2008] ICPO նաև կուտակվում է ինտերֆազային և միտոտիկ ցենտրոմերների
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մոտ ու քայքայում ցենտրոմերային սպիտակուցներից CENP-C [Everett et al.,
1999]: Ցույց է տրվել, որ ICPO կարող է քայքայել միկրոխողովակները, որոնք
առանցքային դեր են կատարում միտոզի ժամանակ (Liu et al., 2010]: Բացի
էնդոկրկնապատկումից, հնարավոր է նաև կորիզների միաձուլման տարբերակը
սինցիտիումների ներսում: Չնայած, որ տարբեր վիրուսային վարակների
ժամանակ նման երևույթ չի ուսումնասիրվել, սակայն չի բացառվում, որ
կորիզները կարող են միաձուլվել նույն կամ նմանատիպ գործոնների
ազդեցությամբ, ինչ ամբողջ բջիջները սինցիտիումների առաջացման ժամանակ:

150

նպաստում է վիրուսային գեների էքսպրեսիային [Amici et al., 2001; Diao et al.,
2005]: Ավելի ուշ ժամերին ՌՆԹ-ի քանակի կտրուկ նվազման պատճառ կարող է

լինել ինչպես մահացող բջիջների քանակի ավելացումը, այնպես էլ վիրուսային
մի շարք գործոններ: Օրինակ, Մ<Վ-1 ունակ է նվազեցնելու բջջային ԴՆԹ
կախյալ ՌՆԹ պոլիմերազի ակտիվությունը, հետևաբար նաև բջջային
տրանսկրիպցիան [Preston and Newton, 1976; Stenberg and Pizer, 1982]: Կամ
վիրուսային սպիտակուցներից մեկը vhs (ՌՆԹազա), խափանում է

պոլիռիբոսոմների գործունեությունը, քայքայելով բջջային իՌՆԹ-ն, սակայն
սեփական իՌՆԹ-ի մոլեկուլները մնում են պաշտպանված մեկ այլ վիրուսային
սպիտակուցի VP16-ի շնորհիվ (Lam et al.,1996]:
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Նկար 6 - ՆՆԹ-ի քանակական փոփոխությունը վարակի ժամանակ
Աբցիսների առանցք՝ վարակի տևողությունը ժամերով: Օրդինատների

առանցք՝ ՌՆԹ-ի փոփոխության չափը ստուգիչի նկատմամբ արտահայտված
տոկոսով: Ստուգիչի արժեքները ընդունվել են որպես 100%: Ստուգիչի

ստանդարդ շեղումը չի գերազանցում 10%-ը: Արժանահավատ
փոփոխությունների համար p<0.02-p<0.001:

Վարակից 24 ժամ անց ՌՆԹ-ի քանակը ամբողջ բջջում, կորիզում և
կորիզակներում ավել է քան ստուգիչ խմբում (p<0.01-p<0.001) (նկար 6):
Կորիզում ՌՆԹ-ի քանակը 15%-ով է ավել ստուգիչից իսկ կորիզակներում 27%-
ով: Վարակից 48 ժամ անց տեղի է ունենում ՌՆԹ-ի քանակի անկում,
համեմատած ստուգիչի հետ, բջջի բոլոր հատվածներում: Կորիզում ՌՆԹ-ի
քանակը շուրջ 17%-ով ավելի քիչ է քան ստուգիչում (p<0.01), իսկ
կորիզակներում՝ շուրջ 41.5%-ով (p<0.001): Վարակից 72 ժամ անց անկումը
ստուգիչի համեմատ շարունակվում է և կորիզում, և կորիզակներում: 96 ժամ
կորիզում նվազումը ստուգիչի համեմատ կազմում է 33% իսկ կորիզակներում
49.9% (p<0.001):

Տրանսկրիպցիայի ակտվիության մեծացումը վարակից 24 ժամ անց կարող է

պայմանավորված լինել և վիրուսային, և բջջային որոշ գեների ակտիվությամբ,
որոնք նորմալ պայմաններում գտնվում են ոչ ակտիվ վիճակում: Օրինակ, ցույց է

տրվել, որ բջջային տրանսկրիպցիոն գործոններից NFкB ակտիվանում և
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Նկար 7 - Թթվային սպիտակուցների քանակական փոփոխությունը վարակի
ժամանակ

Աբցիսների առանցք՝ վարակի տևողությունն ժամերով: Օրդինատների
առանցք՝ սպիտակուցների փոփոխության չափը ստուգիչի նկատմամբ՝

արտահայտված տոկոսով: Ստուգիչի արժեքներն ընդունվել են որպես 100%:
Ստուգիչի ստանդարդ շեղումը չի գերազանցում 10%-ը: Արժանահավատ

փոփոխությունների համար p<0.05-p<0.001:

Վարակից 24 ժամ անց կորիզում և կորիզակներում թթվային
սպիտակուցների քանակը շուրջ 20%-ով ավել է ստուգիչից (p<0.05-p<0.01)
(նկար 7): Վարակից 48 ժամ անց կորիզում թթվային սպիտակուցների քանակը
համեմատած ստուգիչի հետ գրեթե չի փոփոխվում, սակայն աճում է
կորիզակային սպիտակուցների քանակը և դառնում է ստուգիչից 47%-ով ավել
(p<0.001): Վարակից 72 ժամ անց, ստուգիչի համեմատ, կտրուկ ավելանում է

թթվային սպիտակուցների քանակը կորիզում (58%-ով, p<0.001) իսկ
կորիզակային սպիտակուցների քանակը համեմատած ստուգիչի հետ մնում է

գրեթե անփոփոխ (49%, p<0.001): 96 ժամ անց նկատվում է սպիտակուցների
քանակական նվազում, սակայն և կորիզային, և կորիզակային սպիտակուցների
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քանակը մնում ավելի բարձր ստուգիչից համապատասխանաբար 23% ու 25%-
ով (p<0.01):

Չնայած ՌՆԹ-ի ու սպիտակուցների քանակի մեջ գոյություն ունեցող
հակասությանը, կարելի է ենթադրել, որ սպիտակուցների սինթեզը վարակված
բջիջներում չի խափանվում: Ավելին, տեղի է ունենում տրանսլյացիայի
ուժեղացում, և թթվային սպիտակուցների քանակի աճը կարող է լինել ի հաշիվ
վիրուսային սպիտակուցների սինթեզի, որոնք վարակված բջիջներում
սինթեզվում են մեծ քանակով (Roizman et al., 2007]

Կորիզի մորֆոմետրիկ չափումները ցույց են տալիս, որ վարակից 24 ժամ
անց, կորիզային ու կորիզակային ՌՆԹ-ի ավելացման հետ զուգահեռ, մեծանում
են ախտահարված բջիջների կորիզի և կորիզակների մակերեսները: Ավելի ուշ
ժամերին (48 և 96), երբ նվազում է տրանսկրիպտների քանակը, նկատվում է
կորիզի ու կորիզակների մակերեսի նվազում: Ստացված արդյունքներից կարելի
է ենթադրել, որ Մ<Վ-1-ի վարակի ժամանակ կորիզի չափսերը կախված են
վերջինիս ֆունկցիոնալ ակտիվությունից:

Պոլիովիրուս-1: HeLa բջջային կուլտուրայի վարակի ընթացքում ՊՎ-1-ը
հասել է առավելագույն տիտրին վարակից 48 ժամ անց (5.5 log10 TCID50/մլ), երբ
բջիջների մեծ մասը քայքայված են լիտիկ վարակի հետևանքով: Վարակի
ավարտից հետո կենսունակ մնացած բջիջները ձեռք են բերում ՊՎ-1-ի
նկատմամբ կայունություն: Այդ բջիջներին բնորոշ է նվազ փոփոխականություն
աճեցման ընթացքում: Այդ պատճառով ՊՎ-1-ի նկատմամբ կայուն բջիջները
դիտարկվել են միայն մեկ ժամանակահատվածի համար:

Վարակից 8 ժամ անց և ստուգիչ, և վարակի խմբում գերակշռում են
հիպերդիպլոիդ և հիպերտետրապլոիդ (5c) բջիջները, որոնք կազմում են ամբողջ
պոպուլյացիայի համապատասխանաբար 30% և 28% ստուգիչ խմբում և 31% ու32% վարակի ժամանակ: Դիպլոիդ բջիջների քանակն ավելի քիչ է քան ստուգիչ
խմբում և կազմում է ամբողջ պոպուլյացիայի շուրջ 8%: Վարակից 16 ժամ անց
նվազում են դիպլոիդ, հիպերդիպլոիդ և հիպերտետրապլոիդ բջիջների քանակը:Ի հայտ են գալիս քիչ թվով (շուրջ 2%) հիպոդիպլոիդ բջիջներ: Ստուգիչի
համեմատ ավելանում են ԴՆԹ-ի ավելի մեծ քանակ ունեցող բջիջները,
մասնավորապես տետրապլոիդ և 6с բջիջները: Վարակից 24 ժամ անց
գրանցվում է պլոիդության դասերի բաշխման հիստոգրամի տեղաշարժ դեպի
աջ համեմատած ստուգիչ խմբի հետ: Այսինքն, բջջային պոպուլյացիայում ավելի
գերակշռող են դառնում հիպերտետրապլոիդ և 6с բջիջները, որոնք միասին
կազմում են բոլոր բջիջների շուրջ 46%: Չեն գրանցվում հիպոդիպլոիդ և դիպլոիդ
բջիջներ, և նվազում են (համեմատած վարակի 16 ժամի հետ) հիպերդիպլոիդ և
տետրապլոիդ բջիջների չափաբաժինը: Քանի որ վարակից 48 ժամ անց
կենսունակ շատ քիչ բջիջներ էին մնացել, այդ պատճառով բջիջների բաշխում
ըստ պլոիդության դասերի չի կատարվել:
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Նկար 8 - ՊՎ-1-ի նկատմամբ կայուն HeLa բջիջների տոկոսային բաշխումն ըստ
պլոիդության դասերի

Սպիտակ սյուն՝ ստուգիչ խումբ և սև սյուն՝ կայուն բջիջների խումբ:
Աբցիսների առանցք՝ բջիջների պլոիդությունն արտահայտված <<շ>> միավորով:

Օրդինատների առանցք բջիջների հանդիպման հաճախությունն
արտահայտված տոկոսով:

ՊՎ-1-ի նկատմամբ կայունություն ձեռք բերած բջիջների պոպուլյացիա
ստանալուց հետո ուսումնասիրվել է վերջիններիս պլոիդության ցուցանիշները
բջջային միաշերտի ձևավորումից 48 անց (նկար 8): Ստուգիչ խմբի, այսինքն
վիրուսի նկատմամբ զգայուն, բջիջների պլոիդության բաշխումը նման է 48
ժամվա վարակի ստուգիչ խմբի ցուցանիշներին: Պոլիոկայուն բջիջների
պլոիդության դասերի հիստոգրամը տեղաշարժված է դեպի ձախ:
Պոպուլյացիայում գերակշռում են հիպերդիպլոիդ և տետրապլոիդ բջիջները,
որոնք կազմում են ամբողջ պոպուլյացիայի համապատասխանաբար 40% և
30%: Պոպուլյացիայում առկա են նաև դիպլոիդ բջիջներ, սակայն չկան 8с և
դրանից մեծ բջիջներ:

Պիկոռնավիրուսների վարակի ժամանակ բջջային շրջանի և վիրուսով
խթանված բջջային ԴՆԹ-ի սինթեզի երևույթները գրեթե չեն ուսումնասիրված:
Ցույց է տրվել, որ IRES-ով պայմանավորված տրանսլյացիան ավելի թույլ է G2/M
փուլում, հետևաբար պիկոռնավիրուսների համար ավելի նախընտրելի են G1 և s
փուլերում գտնվող բջիջները, ինչպես օրինակ դիպլոիդ և հիպերդիպլոիդ
բջիջները (Venkatesan et al., 2003]: Դրանով կարելի է բացատրել այն փաստը,
որ վարակի ընթացքում առաջին հերթին նվազում են դիպլոիդ և հիպերդիպլոիդ
բջիջները: Վիրուսի նկատմամբ կայունություն ձեռքբերած բջիջների
պոպուլյացիայում պլոիդության հիստոգրամը տեղաշարժը դեպի ձախ վկայում է
այն մասին, որ ՊՎ-1-ը սելեկտիվ ազդեցություն է թողնում ամբողջ բջջային
պոպուլյացիայի մակարդակով, և բջիջներն էլ փոփոխվելու ունակություն ունեն ի
պատասխան վիրուսային վարակի: Դրա ապացույցն է նաև պոլիոկայուն
բջիջների չափսերը, որոնք արժանահավատ փոքր են զգայուն բջիջներից:
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Նկար 9 ՌՆԹ-ի քանակական փոփոխությունը պոլիոկայուն բջիջներում
Աբցիսների առանցք՝ ՌՆԹ-ի քանակը բջջի տարբեր մասերում:

Օրդինատների առանցք ՌՆԹ-ի փոփոխության չափը ստուգիչի նկատմամբ
արտահայտված տոկոսով: Ստուգիչի արժեքները ընդունվել են որպես 100%:

Ամբողջ վարակի ընցաքում կորիզային և կորիզակային ՌՆԹ-ի քանակը
ավելի քիչ է քան ստուգիչ խմբում: Վարակից 8 ժամ անց կորիզում և
կորիզակներում ՌՆԹ-ի քանակը քիչ է ստուգիչից համապատասխանաբար 22%
ու 20% (p<0.01-p<0.001): Վարակից 16 ժամ անց կորիզում ՌՆԹ-ի քանակը
ստուգիչից քիչ է 16%-ով, իսկ կորիզակներում՝ 24%-ով (p<0.02): Վարակից 24
ժամ անց կորիզում և կորիզակներում ՌՆԹ-ի քանակը շուրջ 20%-ով ցածր է
ստուգիչից (p<0.02-p<0.01): Պոլիոկայուն բջիջներում, ինչպես և վարակի
ժամանակ, ՌՆԹ-ի քանակը կորիզում, կորիզակներում և ամբողջ բջջում ավելի
քիչ է քան ստուգիչում: Կորիզում ՌՆԹ-ն քիչ է ստուգիչից շուրջ 42%-ով
(p<0.001), կորիզակներում՝ 47%-ով (p<0.05) և ամբողջ բջջում 42%-ով (p<0.001)
(նկար 9):

Կորիզային ու կորիզակային ՌՆԹ-ի քանակի նվազման պատճառ կարող է
հանդիսանալ բջջային տրանսկրիպցիայի ճնշումը: Հայտնի է, որ ՊՎ-ը ճնշում է
տրանսկրիպցիայի գործոններից TFIID-ին, որը մասնակցում է ՌՆԹ պոլիմերազ
II-ի աշխատանքին, TFIIIB ու TFIIIC-ին, որոնք մասնակցում են ՈՆԹ պոլիմերազ
III-ի գործունեությանը [Fradkin et al., 1987; Kliewer and Dasgupta, 1988]:
Կորիզային ու կորիզակային տրանսկրիպտների նվազման պատճառ կարող է
լինել նաև ԴՆԹ-ի TATA սայթերին կապվող սպիտակուցների քայքայումը ՊՎ-ի

պրոտեազի կողմից [Sharma et al., 2004]: Բջիջներում, որոնք վերապրել են
վարակը, ՌՆԹ-ի քանակը նույնպես արժանահավատ նվազ է ստուգիչ խմբից:
Նման երևույթ նկարագրվել է նաև այլ պիկոռնավիրուսների վարակի ժամանակ
[Karalyan et al., 2011], ինչից կարելի է ենթադրել, որ բջջային նվազ
ակտիվությունը և փոքր չափսերը պիկոռնավիրուսային վարակի վերապրման
կարևոր գործոններ են:

Թթվային սպիտակուցների քանակը վարակված բջիջների կորիզում մնում է
արժանահավատ քիչ քան ստուգիչում ամբողջ վարակի ընթացքում:

Մասնավորապես, վարակից 16 և 24 ժամ անց այն քիչ է ստուգիչից
համապատասխանաբար 10% ու 12%-ով (p<0.05): Կորիզակներում թթվային
սպիտակուցների քանակը ստուգիչից արժանահավատ քիչ է միայն վարակից 8
ժամ անց (18%-ով, p<0.01), իսկ ավելի ուշ ժամերին այն աստիճանաբար
ավելանում է: Պոլիոկայուն բջիջներում թթվային սպիտակուցների քանակի
սակավության և անկայունության պատճառով հավաստի վերլուծություն չի
կատարվել, հետևաբար արդյունքները չեն ներառվել ատենախոսության մեջ:

Ստացված արդյունքները համընկնում են այլ աշխատանքների արդյունքների
հետ: Մասնավորապես, այլ աշխատանքներում ցույց է տրվել, որ
սպիտակուցների սինթեզի արտաբջջային համալիրներում սպիտակուցների
սինթեզը ճնշվում է ՊՎ-ի երկշղթանի ՌՆԹ-ի առկայության դեպքում [Celma et al.,
1974] Ընդ որում, վիրուսային ՌՆԹ-ի տրանսլյացիան վարակի ժամանակ չի
նվազում, քանի որ այն քեպ-անկախ (IRES) եղանակով է իրականանում, և
տրանսլյացիայի գործոնների ապակտիվացումը, օրինակ elF-4B, չի ազդում
վիրուսի վրա [Rose et al.,1978]:

Վարակից 8 և 16 ժամ անց, կորիզի և կորիզակների մակերեսը, ինչպես նաև
ամբողջ բջջի չափսերը, ավելի փոքր են քան ստուգիչ խմբի բջիջներինը:
Վարակը վերապրած պոլիոկայուն բջիջները չափսերով ավելի փոքր են վիրուսի
նկատմամբ զգայուն ստուգիչ խմբի բջիջներից (աղյուսակ 6): Այս բջիջների
կորիզի և կորիզակների մակերեսը մոտ երկու անգամ ավելի փոքր է նաև
վարակված բջիջների մակերեսից (վարակից 24 ժամ անց)

ԵԶՐԱԿԱՑՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐ

1. ԽԱԺՎ-Ի վարակից 24 ժամ անց, խոզերի մոնոցիտների ու
մոնոբլաստների պոպուլյացիայում ի հայտ են գալիս հիպերդիպլոիդ և
տետրապլոիդ բջիջներ, այսինքն վարակի ժամանակ խթանվում է բջջային ԴՆԹ-
ի սինթեզը:

2. Առաջին անգամ ցույց է տրվել մոնոցիտների կորիզային ՌՆԹ-ի քանակի
ավելացում ԽԱԺՎ-ի վարակի սկզբնամասում, որն ավելի ուշ ժամերին կտրուկ
նվազում է: Մոնոբլաստներում ՌՆԹ-ի քանակն ավել է միայն կորիզակներում և

նվազում է վարակին զուգընթաց: Մոնոցիտների և մոնոբլաստների կորիզում
թթվային սպիտակուցների քանակը նվազ է վարակի սկզբից:

3. Առաջին անգամ ցույց է տրվել, որ Մ<Վ-1-ի վարակի ժամանակ
առաջանում են գերհսկա կորիզով բջիջներ, որոնցում ԴՆԹ-ի քանակը
գերազանցում է 32-64c: Վարակի ժամանակ նման կորիզները կարող են
ձևավորվել էնդոմիտոզի, ինչպես նաև սինցիտիումներում կորիզների
միաձուլման եղանակով:

4. Մ<Վ-1-ի վարակի ժամանակ նկարագրվել է կորիզային ու կորիզակային
ՌՆԹ-ի քանակական աճ, որը հետագայում կտրուկ նվազում է: Թթվային
սպիտակուցների քանակն ավել է ստուգիչից ամբողջ վարակի ընթացքում, որը
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պայմանավորված է և բջջային, և
տրանսլյացիայով:

5. ՊՎ-1-ի վարակի ժամանակ տեղի է ունենում պլոիդության հիստոգրամի
տեղաշարժ դեպի աջ իսկ պոլիոկայուն բջիջներում՝ դեպի ձախ, ինչը
բացատրվում է վիրուսի սելեկտիվ ազդեցությամբ ու բջիջների
փոփոխականության ունակությամբ վիրուսային վարակին ի պատասխան, որի
ապացույցն է նաև մորֆոմետրիկ ցուցանիշների փոփոխությունը:

6. Ի տարբերություն մյուս վիրուսների, ՊՎ-1-ի վարակն ուղեկցվում է
կորիզային և կորիզակային ՌՆԹ-ի ու թթվային սպիտակուցների քանակի
նվազմամբ վարակի ամբողջ ժամանակահատվածի համար, և միայն
կորիզակներում սպիտակուցի քանակի աճ է նկատվում վարակի ավելի ուշ
փուլերում:

7. Մեր կողմից առաջին անգամ ցույց
դեպքում կորիզի և կորիզակների ֆունկցիոնալ
են համապատասխան կառուցվածքների
չափսերի, համարժեք փոփոխությամբ:

8. Այսպիսով, ստացված արդյունքները
վարակի տարբեր ժամանակահատվածներում
կորիզի և կորիզակների մորֆոֆունկցիոնալ
ազդեցությունը կախված չէ վիրուսի ռեպլիկացիայի

վիրուսային տրանսկրիպտների

է տրվել, որ բոլոր վիրուսների
փոփոխություններն ուղեկցվում
մորֆոմետրիկ ցուցանիշների

թույլ են տալիս եզրակացնել, որ
վիրուսներն ունակ են ազդել
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Օ. С. Закарян

МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ЯДРА ПРИ РАЗЛИЧНЫХ
ВИРУСНЫХ ИНФЕКЦИЯХ

РЕЗЮМЕ

Ключевые слова: вирус африканской чумы, вирус простого герпеса-1, ДНК,
плоидность, полиовирус-1, РНК, ядрышко.

с учетом роли ядра в общих процессах жизнедеятельности клетки, можно
полагать, что одной из причин вирусного цитопатогенеза являются различные
нарушения ядерных функций. Последние происходят либо при
непосредственном участии вирусов, либо ответ на вирусную инфекцию.
Долгое время считалось, что ядерную патологию вызывают лишь
реплицирующиеся в ядре вирусы. Например, хорошо известно, что вирус
простого герпеса угнетает функцию ядрышек, удаляя из ядра ряд ядрышковых
белков (нуклеолин, фибриллярные белки, В23). Однако, последнее время
показано, что реплицирующиеся в цитоплазме вирусы также ВЛИЯЮТ на ядро
клетки. Например, пикорнавирусы способны нарушать ядрено-
цитоплазматический транспорт, разрушая ядерные поры или ингибируя
кариоферины.

Вирус-индуцированные изменения ядра, в значительной степени
являются малоизученными. числу практически неизученных показателей
относятся морфометрические и количественные показатели содержания
ядерной ДНК, РНК и белков. Также представляет интерес влияние
расположения репликации вируса (ядро, цитоплазма или смешанное) на
изменения морфофункциональных характеристик, что является одной из
актуальных проблем современной вирусологии.

Целью нашей работы является изучение морфометрических и
функциональных показателей ядра, при вирусных инфекциях, имеющих
различные расположения репликации. Для этого нами использовались
следующие вирусы: вирус простого герпеса-1 (ВПГ-1), полиовирус-1 (ПВ-1) и
вирус африканской чумы свиней (АЧС). Цитопатогенез вирусов исследовался
в условиях in vitro, на чувствительных клетках, в которых измеряли:
количество ДНК, содержание ядерной и ядрышковой РНК, количественные
изменения кислых белков ядрышка и ядра, a также динамика изменений
морфометрических показателей.

Нами впервые показано, что при инфекции вирусом АЧС, появляются в
популяции монобластов и моноцитов свиней появляются гипердиплоидные
клетки. Последнее свидетельствует, что вирус, способен вызывать синтез
ДНК в чувствительных клетках. Более того, в начальном периоде инфекции
показано кратковременное усиление транскрипционной активности клетки.
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Во время острой инфекции ВПГ в культуре нейробластомы человека
выявлено появление гигантских клеток с содержанием ДНК, превышающим
32-64c. ядрах этих клеток отсутствуют ядрышки и нарушена структура
хроматина. Одновременно с этим появляются гигантские клетки с
содержанием ДНК в пределах 16-32c с сохраненением структуры ядра. Нами
предложено два механизма возникновения гигантских клеток: эндомитоз и
слияние ядер внутри синтиция. Также выявлена кратковременная активизация
транскрипции в раннем периоде инфекции ВПГ-1, которая вскоре сменяется
резким ингибированием. В отичие от РНК, уровень кислых белков в ядре и
ядрышках остается повышенным на протяжении всего периода инфекции:

Исследование инфекции ПВ-1 выявило подавление
морфофункциональных показателей (в частности транскрипции и уровня
кислых белков) на протяжении всего периода инфекции. Изучение
резистентных к полиовирусной инфекции клеток чувствительной культуры,
выявило характерные изменения в распределении ДНК по классам
плоидности (сдвиг влево) и угнетение синтеза РНК. данном аспекте можно
полагать наличие селективного и модифицирующего действия ПВ-1 на
чувствительную клеточную популяцию.

целом, полученные данные позволяют заключить, что вирусы, вне
зависимости от стратегии и расположения репликации, могут вызывать
фундаментальные изменения в морфофункциональных характеристиках ядра,
что отражает их способность влиять на функциональную активность данного
органоида.
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Н. S. Zakaryan

MORPHOFUNCTIONAL CHANGES OF THE NUCLEUS IN DIFFERENT VIRAL
INFECTIONS

SUMMARY

Keywords: African swine fever virus, DNA, nucleolus, ploidy, poliovirus-1, herpes
simplex virus-1, RNA.

Given the role of nucleus in the cellular proccesses, it is believed that one of the
main causes of viral cytopathogenesis is nuclear dysfunctions that occur as a result
of direct effect of viruses or in response to viral infections. For a long time it was
thought that only nuclear-replicating viruses cause nuclear abnormalities. A well-
known example is herpes simplex virus that inhibits the nucleolar activity by
changing the pattern of intracellular localization of nucleolar proteins such as
nucleolin, fibrillarin and В23. However, it has been recently shown that
cytoplasmically replicating viruses are able to influence the nucleus. For example,
picomaviruses can suppress nucleocytoplasmic transport by disrupting nuclear pore
complex or inhibiting karyopherins.

Virus-induced nuclear alterations remain poorly understood. Especially, little is
known about whether nuclear morphometric features as well as functional
characteristics such as DNA, RNA and protein content are altered during viral
infections, and whether virus replication strategy and localization are essential for
virus-caused nuclear dysfunctions.

The aim of this work is to study the morphometric and functional parameters of
the nucleus during infections with viruses that replicates in different locations within
the cell. For this purpose the cytopathogenesis of herpes simplex virus-1 (HSV-1),
poliovirus 1 (PV-1), and African swine fever virus (ASFV) was investigated during in
vitro infections. The amount of DNA, nuclear and nucleolar RNA and acidic
proteins, as well as morphometric changes were evaluated.

For the first time the emergence of hyperdiploid cells in the primary culture of
monoblasts and monocytes infected by ASFV has been shown, indicating that
ASFV is able to induce DNA synthesis in virus-sensitive cells. Moreover, increase in
the amount of nuclear RNA was observed at early times of infection, indicating that
ASFV infection is linked not only to DNA synthesis but also to transcription
activation.

For the first time the giant cells with DNA content greater than 32-64c were
described during acute HSV infection in human neuroblastoma cells. In the nuclei of
giant cells were characterized by the absence of nucleoli and disrupted chromatin
structure. In contrast to the nuclei of giant cells, the nuclear structure of cells
containing DNA between 16-32c resembled to that of normal nuclei. We have
proposed two mechanisms for the occurrence of giant cells: endomitosis and
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nuclear fusion in the syncytia. The short-term increase of nuclear transcripts was
observed during early HSV-1 infection. Unlike the amount of nuclear RNA, the level
of acidic proteins in the nucleus and nucleolus remained high during the entire
course of infection.

Data obtained from PV-1 infection showed the suppression of morphofunctional
parameters, particularly the level of transcription and acidic proteins, during the
whole time of observation. The study of poliovirus-resistant cells revealed
remarkable changes in the distribution of DNA by ploidy classes (left shift), as well
as inhibition of trasncription in these cells. In this regard we can assume that PV-1
demonstrated a selective and modifying pressure on virus-sensitive cell population.

In conclusion, our findings suggest that viruses, despite their replication strategy
and location, can cause fundamental changes in morphofunctional characteristics of
nucleus, which reflects their ability to influence the nuclear activity.
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