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Вирусный миокардит – это общее заболевание, приводящее к хронической кардиомиопатии и нарушению
сердечной деятельности. Вирус Коксаки типа В (CVB) является одним из главных патогенов, вызывающих
вирусный миокардит. Ранее показано, что аутофагия способствует репликации CVB в клетке хозяина. В
представленной работе миокардит вызывали у мышей Balb/c 3%недельного возраста путем введения им ви%
руса Коксаки, и затем изучали результаты воздействия вирусной инфекции на клетки миокарда (кардиомио%
циты). Исследования, проведенные методом электронной микроскопии, показали, что напоминающие ау%
тофагосомы везикулы появлялись в кардиомиоцитах зараженных мышей на 3%, 5% и 7%й дни после введения
CVB. При этом в миокарде инфицированных вирусом мышей и в кардиомиоцитах, изолированных из же%
лудочков сердца зараженных животных, существенно возрастал уровень липидированной формы легких це%
пей 3 (LC3), ассоциированных с микротрубочками белка 1 (т.е. происходила трансформация цитоплазмати%
ческого белка LC3%I в мембранный белок аутофагосом – LC3%II). Увеличение уровня белка LC3%II проис%
ходило одновременно с нарастанием количества вирусной РНК и белка в миокарде или в изолированных
кардиомиоцитах. Уровни экспрессии вирусной РНК и продукции вирусного белка в первичной культуре
кардиомиоцитов существенно снижались после обработки клеток ингибитором аутофагии – 3%метиладени%
ном (3%MA). Помимо этого, было обнаружено, что в миокарде и в кардиомиоцитах инфицированных мы%
шей возрастал уровень экспрессии и повышалась степень фосфорилирования протеинкиназы ERK (extra%
cellular signal regulated kinase), хотя роль этого фермента в регуляции аутофагии еще не выяснена. Таким об%
разом, было продемонстрировано, что ответом кардиомиоцитов на введение CVB является активизация
процесса формирования аутофагосом in vivo, что может способствовать репликации вируса.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: вирус Коксаки В, кардиомиоциты, миокард, аутофагия, аутофагосома.

Вирусный миокардит – широко распростра%
ненное заболевание, сопровождающееся серьез%
ными осложнениями и приводящее к гибели
животных в детском и юношеском возрасте
[1–3]. Среди наиболее известных вирусных па%
тогенов, вызывающих миокардит, особо выделя%
ется вирус Коксаки типа В (CVB) [4–5]. Он отно%
сится к группе энтеровирусов (Enterovirus) се%
мейства пикорнавирусов (Picornaviridae); у CVB
отсутствует оболочка, а геном представляет со%

бой одноцепочечную РНК. Несмотря на то, что
большинство вызываемых этим вирусом сердеч%
ных патологий протекают бессимптомно, серь%
езные формы миокардитов могут привести к
повреждению миокарда и остановке сердца
[6–8]. Примерно у 10% пациентов с симптомами
вирусного миокардита в конце концов развива%
ется хроническая кардиомиопатия [9–11]. Ранее
было установлено, что в развитие вызываемого
CVB миокардита помимо прямого вирусного по%
ражения миокарда вносит свой вклад и иммун%
ная система организма хозяина, однако, меха%
низмы патогенеза этого заболевания еще предс%
тоит выяснить [12–14]. Исследования последних
лет показали, что процесс инфицирования виру%
сом CVB включает в себя аутофагию [15–20].

ВИРУС КОКСАКИ ТИПА B3 ВЫЗЫВАЕТ 
АУТОФАГИЮ В КАРДИОМИОЦИТАХ in vivo*
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Аутофагия – это протекающий во многих
клетках естественный катаболический процесс,
при котором долгоживущие белки и поврежден%
ные органеллы деградируют в лизосомах [21].
Считается, что аутофагия может служить для
обеспечения клетки питательными веществами
и энергией в условиях голодания, при повреж%
дении или патогенной инвазии [22, 23]. Процесс
аутофагии начинается с формирования в цито%
плазме клеток небольшой плоской замкнутой
мембранной структуры непонятного происхож%
дения, напоминающей распластанный пустой
мешочек и известной под названием «изолиро%
ванная мембрана» или «фагофор». Такой плос%
кий мембранный мешок затем увеличивается,
вытягивается, потом изгибается и, наконец, за%
мыкается, образуя везикулу – аутофагосому, ок%
руженную двумя липидными бислоями и вклю%
чающую в себя те или иные внутриклеточные
компоненты. Впоследствии эта аутофагосома
сливается с лизосомой с образованием аутофа%
голизосомы, где и происходит деградация зак%
люченного в ней клеточного материала под вли%
янием лизосомальных ферментов [24, 25]. Ауто%
фагия играет важную роль при вирусной инфек%
ции. Некоторые вирусы способны избегать пе%
реваривания, тогда как другие, например, CVB
могут использовать аутофагию для стимуляции
своей репликации [17, 18].

Из литературы известно, что CVB3 и CVB4
могут индуцировать образование аутофагосом in
vitro, а ингибирование процесса аутофагии приво%
дит к снижению продукции вирусных частиц
[17–19]. Предполагается, что CVB3 ингибирует
слияние аутофагосом с лизосомами и тем самым
обеспечивает себя достаточным количеством
мембранных структур, на которых осуществляет%
ся самосборка вирусного РНК%репликативного
комплекса [26]. Взаимосвязь между репликацией
CVB и аутофагией была продемонстрирована так%
же и in vivo. На клетках HeLa и на панкреатичес%
ких клетках было показано, что CVB3 индуцирует
образование аутофагосом и ингибирует их слия%
ние с лизосомами [18]. Специфическое наруше%
ние аутофагии в ацинарных панкреатических
клетках значительно тормозило репликацию
CVB, особенно на ранних стадиях инфицирова%
ния, и улучшало функционирование поджелудоч%
ной железы [17]. Учитывая все эти данные, можно
предположить, что блокирование аутофагии мо%
жет быть использовано в качестве способа борьбы
с CVB инфекцией. Однако оставалось неясным,
имеется ли взаимосвязь между вирусной реплика%
цией и аутофагией в клетках миокарда, являю%
щихся первичной мишенью для CVB.

Аутофагия была необходима для поддержа%
ния структуры и функционирования кардиомио%

цитов [27]. Например, было установлено, что ге%
нетически обусловленный недостаток белка
Atg5 (autophagy protein 5) у мышей приводил к
развитию сердечной дисфункции, сопровожда%
ющейся расширением желудочков, тогда как
при стимуляции аутофагии путем экспрессии
дополнительного количества Atg7 наблюдалось
улучшение в функционировании миокарда и
увеличивалась продолжительность жизни этих
животных [28]. Напротив, естественная аутофа%
гия в ацинарных клетках поджелудочной желе%
зы могла и не играть большой роли, поскольку
недостаток Atg5 почти не оказывал влияние на
морфологию и функционирование этих клеток
[17]. Возможно, что биологическое значение ау%
тофагии не одинаково в клетках различных ти%
пов. Ну и наконец, было замечено, что аутофа%
гия активируется при ишемии миокарда и кар%
диомиопатии, вызванной генетическими откло%
нениями от нормы [23–27, 29].

Признавая важность аутофагии для функци%
онирования кардиомиоцитов, мы попытались
ответить на вопрос, может ли CVB3 провоциро%
вать аутофагию в этих клетках. В качестве моде%
ли были использованы мыши, зараженные
CVB3 и заболевшие вирусным миокардитом.
Также изучена роль аутофагии в репликации ви%
руса в первичной культуре кардиомиоцитов, об%
работанных ингибитором аутофагии 3%метил%
аденином (3%MA). Все полученные данные сви%
детельствовали о том, что заражение животных
вирусом CVB3 вызывало аутофагию в кардио%
миоцитах in vivo и это способствовало размно%
жению вируса.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Антитела и химические реактивы. Поликло%
нальные антитела против энтеровирусного бел%
ка VP1 (M 7064, «Dako», США), антитела против
белка LC3%I/II (L7543; «Sigma», США), против
ERK1/2 и фосфо%ERK1/2 (9102L и 9101, «Cell
Signaling», США) и антитела против β%актина
(TA09, «Zhongshan Golden Bridge», Китай) ис%
пользовали в разведении 1 : 1000; вторичные козьи
антимышиные IgG, коньюгированные с перок%
сидазой хрена (2B%2305, «Zhongshan Golden
Bridge», Китай) – в разведении 1 : 5000,3%метил%
аденин (3%MA, «Sigma%Aldrich», США).

Клеточная культура и вирус. Клетки HeLa
культивировали в среде RPMI 1640 («Life Tech%
nologies», США) с добавкой 5%%ной фетальной
сыворотки крупного рогатого скота (FBS, «Bio%
logical Industries», Израиль) и смеси антибиоти%
ков (пенициллин–стрептомицин). Вирус CVB3
штамма Нэнси был получен в Центре контроля
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эндемических заболеваний Китая. Вирус разм%
ножали в клетках HeLa, культивированных как
описано выше. Титр вируса определяли путем
подсчета бляшек лизиса [30] и выражали в
ФФЕ/мл (фокус%формирующие единицы).

Заражение мышей вирусом. Линейные мыши
Balb/c были получены из питомника Харбинс%
кого медицинского университета. Эксперимен%
ты с животными были выполнены в соответ%
ствии с Правилами по работе с лабораторными
животными Харбинского медицинского уни%
верситета. Самцам мышей 3%недельного возрас%
та внутрибрюшинно вводили CVB3 (1,2 × 108

ФФЕ/0,3 мл). Через 0, 3, 5 и 7 дней с момента
инфицирования мышей умерщвляли путем сме%
щения шейных позвонков. Сердца перфузиро%
вали обратным током через аорту 10 мл раствора
2%%ного параформальдегида и 2%%ного глута%
ральдегида в 100 мМ Na%какодилатном буфере с
рН 7,4 при комнатной температуре. Немедленно
после перфузии сердца удаляли, желудочки вы%
резали и использовали для гистопатологическо%
го и электронно%микроскопического исследова%
ний и для экстракции РНК и белка.

Изоляция кардиомиоцитов и их заражение ви?
русом. Первичную культуру мышечных клеток
(кардиомиоцитов) из миокарда желудочков
сердца получали как было описано ранее [31,
32]. Чистоту препарата определяли визуально с
помощью фазово%контрастного микроскопа.
Изолированные кардиомиоциты (105/мл) куль%
тивировали в течение 2 ч, а затем обрабатывали
40 мкМ 3%MA в течение 1 ч и заражали CVB3
(104 ФФЕ/мл) в течение 8 ч. Из клеток, получен%
ных от инфицированных животных или выра%
щенных в культуре, экстрагировали белковую
фракцию и анализировали ее методом Ds%Na%
ПААГ электрофореза и иммуноблоттинга.

Полуколичественный анализ методом ПЦР в
режиме реального времени (RT?ПЦР). Определе%
ние CVB3 РНК проводили полуколичественным
RT%ПЦР c помощью LightCycler 2.0 («Roche»,
Швейцария). Смесь SybrGreen master mix
(«TaKaRa», Китай) была использована в соответ%
ствии с инструкцией производителя. Кардио%
миоциты культивировали в 6%луночных план%
шетах, экстрагировали из них фракцию общей
РНК с помощью 500 мкл реагента TRIzol reagent
(«Invitrogen», США) и перерастворяли ее в 20 мкл
бидистиллированной воды. Синтез кДНК про%
водили с использованием 1 мкл РНК, антисмыс%
лового праймера и реагента PrimeScript RT
reagent («TaKaRa», Япония). RT%ПЦР выполня%
ли в 20 мкл смеси, содержащей 1× SybrGreen
master mix, 1 мкл кДНК и по 600 нМ прямого и
обратного праймеров. В качестве внутреннего
контроля была использована GAPDH мРНК.

Каждый эксперимент выполняли в трех незави%
симых повторах. Уровень РНК определяли 2ΔΔCt

методом, указанным в работе [33]. Праймеры
для CVB3: 5'%GCACACACCCTCAAACCAGA%3'
(смысловой) и 5'%ATGAAACACGGACACCCA%
AAG%3' (антисмысловой). Праймеры для GAPDH
(глицеральдегид 3%фосфатдегидрогеназа): 5'%AG%
GGCATCTTGGGCTACAC%3' (смысловой) и
5'%CATACCAGGAAATGAGCTTGA%3' (антисмыс%
ловой).

Вестерн?блоттинг. Желудочки сердца или
изолированные кардиомиоциты промывали бу%
фером PBS и лизировали в течение 15 мин на
льду в буфере для радиоиммунопреципитацион%
ного теста (RIPA, «Thermo», США), содержав%
шего коктейль из ингибиторов протеаз и 1%%ного
фенилметилсульфонилфторида (PMSF, «Beyo%
time», Китай). Для получения осветленных
экстрактов клеточные лизаты центрифугирова%
ли при 12 000 g и 4° в течение 10 мин. Концент%
рацию белка определяли по методу Бредфорда с
использованием набора Protein Assay Kit («Bio%
Rad», США). Ds%Na%электрофорез проводили в
15%%ном ПААГ и переносили белки на поливи%
нилидендифторидные мембраны (PVDF, «Milli%
pore», США). Мембраны блокировали в течение
1 ч 5%%ным обезжиренным молоком в буфере
для блокирования (TBS, содержащий 0,3%%ный
Twin 20) и обрабатывали первичными антитела%
ми в течение ночи при 4°. Мембраны трижды
промывали буфером для блокирования и инку%
бировали с коньюгатами вторичных антител
(«Dako», США) в течение 2 ч при комнатной
температуре. Иммунореактивные полосы визуа%
лизировали хемилюминесцентным методом с
использованием в качестве субстрата SuperSig%
nal West Pico chemiluminescent substrate («Thermo»,
США). Для внутреннего контроля был исполь%
зован β%актин.

Электронная микроскопия. Желудочки инфи%
цированных мышей фиксировали 2%%ным глу%
таральдегидом в течение 24 ч и затем обрабаты%
вали 1%%ным тетроксидом осмия («Electron
Microscopy Sciences», США). Из ткани готовили
ультратонкие срезы с помощью ультрамикрото%
ма («Reichert%Jung», Германия) и окрашивали их
насыщенным раствором уранилацетата и цитра%
том свинца (все – «Electron Microscopy Sciences»,
США) при комнатной температуре. Срезы изу%
чали на трансмиссионном электронном мик%
роскопе (H7650; «Hitachi», Япония).

Статистический анализ. Все данные были пред%
ставлены как средние значения ± s.d. Различия
между тестируемыми и контрольными значени%
ями определяли в t%тесте Стьюдента и считали
их статистически значимыми при p < 0,05 (*) и
p < 0,01 (**).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

CVB3 индуцирует формирование везикул, по?
хожих на аутофагосомы. Активацию аутофагии в
кардиомиоцитах мы оценивали по следующим
критериям. Во%первых, наблюдая за изменения%
ми в морфологии миокарда инфицированных
животных, обращали внимание на наличие би%
мембранных везикул, похожих на аутофагосо%
мы. Во%вторых, оценивали уровень липидиро%
ванной формы легких цепей 3 (LC3) ассоцииро%
ванного с микротрубочками белка 1 (LC3%II) в
миокарде и изолированных кардиомиоцитах,
инфицированных вирусом CVB3 мышей.

Для создания модели вирусного миокардита
in vivo мы использовали самцов мышей Balb/c
трехнедельного возраста, зараженных внутри%
брюшинно вирусом CVB3 (0,3 мл, 4 × 108

ФФЕ/мл). Миокард забирали на 0%, 3%, 5% и 7%й
дни после введения вируса (p.i.) и проводили его
гистологический анализ. Некротические локусы
с воспалительным инфильтратом появлялись
уже на 3%й день после заражения животных ви%
русом (рис. 1, A). Поскольку канонический мио%
кардит характеризуется первичным воспалени%
ем миокарда [11, 34, 35], мы заключили, что
внутрибрюшинная инокуляция CVB3 мышам
приводила к развитию острого миокардита.

Из миокарда желудочков сердца, получен%
ных от животных на 0%, 3% и 5%й дни (p.i.), гото%
вили сверхтонкие срезы для трансмиссионной
электронной микроскопии. Установлено, что в
кардиомиоцитах незараженных животных хоро%
шо просматривались миофибриллы и правиль%
но расположенные митохондрии (рис. 1, В). На
3%й день после инфекции наблюдалось исчезно%
вение организованных миофибрилл, а цитоплаз%
ма подвергающихся некрозу клеток была запол%
нена митохондриями неправильной формы. И
самое важное, что появлялись группы бимемб%
ранных везикул размером 0,2–0,35 мкм (рис. 1, В).
Эти везикулы напоминали аутофагосомы, пос%
кольку содержали элементы цитозоля – неболь%
шие пятнышки, похожие на рибосомы. Несмот%
ря на то, что в наблюдаемых на электронных
микрофотографиях пораженных вирусом облас%
тях не были представлены для сравнения ин%
тактные кардиомиоциты, маловероятно, чтобы
похожие на аутофагосомы везикулы формиро%
вались не в миоцитах, поскольку именно эти
клетки характеризуются наличием большого ко%
личества митохондрий в цитоплазме [36]. В от%
личие от CVB3%инфицированных клеток HeLa,
в пораженных вирусом кардиомиоцитах этих ве%
зикул было много меньше. Кроме того, размер
наблюдаемых везикул в зараженных клетках
миокарда был меньше, чем в ацинарных клетках

поджелудочной железы, где были обнаружены
мегафагосомы [17, 18]. Мы считаем, нам уда%
лось продемонстрировать, что после заражения
животных вирусом CVB3 в их кардиомиоцитах
действительно происходит формирование вези%
кул, похожих на аутофагосомы.

Уровень LC3?II значительно повышен в мио?
карде CVB3?инфицированных животных. Само%
сборка аутофагосом сопровождается переходом
цитозольного белка LC3%I в свою липидирован%
ную форму – LC3%II, встраивающуюся в мемб%
рану аутофагосом [37]. Таким образом, переход
LC3%I > LC3%II отражает процесс формирова%
ния аутофагосом и свидетельствует о наличии
аутофагии. Для установления аутофагии in vivo
мы заражали мышей вирусом CVB3 и на 0%, 3%,
5% и 7%й дни p.i. определяли в их миокарде уров%
ни вирусной РНК, вирусного белка VP1, белков
LC3%I/II и киназы ERK (рис. 2, A).

Как следует из рис. 2, A, белки LC3%I и LC3%II
не были обнаружены ни в миокарде неинфици%
рованных животных, ни на 0%й день p.i. инфек%
ции, тогда как на 3–7%й дни после заражения
вирусом CVB3 уровни этих белков значительно
возрастали, что свидетельствовало об измене%
нии экспрессии генов под влиянием CVB3 in
vivo. Причем, уровень экспрессии LC3%II значи%
тельно превышал уровень LC3%I на 3%й день p.i.
(рис. 2, B), что совпадало с накоплением в клет%
ках везикул, похожих на аутофагосомы (рис. 1, B,
части c, d). Повышение уровня LC3%II совпадало
по времени и с синтезом вирусной РНК (рис. 2, D)
и белка (рис. 2, C). На 5% и 7%й дни p.i. соотно%
шение LC3%II/LC3%I существенно снижалось
одновременно с некоторым снижением уровней
вирусных РНК и белка. Можно предположить,
что на продукцию вируса и синтез белков LC3
отрицательно влиял некротический процесс,
протекающий в кардиомиоцитах, и сопровож%
дающий его фагоцитоз. Эти данные подтверж%
даются и нашими предыдущими наблюдения%
ми, свидетельствующими о постепенном сни%
жении уровней вирусных РНК и белков в мио%
карде новорожденных мышат, инфицирован%
ных CVB3 [38].

Процесс аутофагии каким%то образом согла%
сован также с активацией киназы ERK (проте%
инкиназа, регулируемая внеклеточными сигна%
лами) (рис. 2, A и 3, B), но в деталях эту взаи%
мосвязь мы в своей работе не изучали. Несмот%
ря на то, что в проведенном нами исследовании
наблюдались вариации интенсивности процес%
са аутофагии в миокарде после заражения жи%
вотного вирусом, можно было четко проследить
прямую зависимость между увеличением уров%
ня LC3%II и началом репликации CVB3 в кардио%
миоцитах.
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Рис. 1. Заражение вирусом CVB3 мышей вызывает появление похожих на аутофагосомы везикул в клетках их миокарда.
Инфицирование мышей Balb/c проводили с 3%недельного возраста из расчета 4 × 108 ФФЕ/мл (по 0,3 мл на мышь). Мио%
кард забирали на 0%, 3%, 5% и 7%й дни p.i. Гистопатологические изменения изучали методами световой (А) и электронной
(В) микроскопии. (А) – cрезы ткани гистологического НЕ%окрашивания. Представлены репрезентативные микроснимки
(n = 5) со степенью увеличения: 100× (верхний ряд) и 200× (нижний ряд). Показана инфильтрация клеток воспаления в
ткани миокарда на 3%, 5%, 7%й дни p.i. Степень поражения миокарда была различной на 3%, 5%, 7%й дни p.i. Поражение мио%
карда наступало уже на 3%й день и принимало тяжелую форму на 7%й день p.i. (В) – микроснимки, выполненные с по%
мощью электронного микроскопа. Степень увеличения: 8000× (a, с), 15 000× (b, d). (а, b) – Непораженный вирусом мио%
кард, (с, d) – пораженный миокард на 3%й день p.i. В клетках пораженного миокарда присутствовали бимембранные ве%
зикулы размером 0,2–0,5 мкм (наконечники стрелок), расположенные вблизи митохондрий (М). Миофибриллы были
повреждены, а митохондрии дезорганизованы. На всех снимках указаны размеры масштабных отрезков

a b

c d
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Проведенные ранее исследования in vivo
позволили установить, что адаптерный протеин
p62, деградирующий одновременно с аутофаго%
сомами, накапливался в зараженных CVB3 аци%
нарных клетках поджелудочной железы [39, 40].
Это означало, что CVB3 блокирует течение про%
цесса аутофагии. Напротив, в исследованиях
Вонга и соавт. [20] было показано, что уровень
р62 оставался неизменным в клетках HeLa во
время CVB%инфекции. В своей работе мы также
не обнаружили изменений уровня p62 (данные
не представлены). Несмотря на то, что многие
исследователи рассматривают p62 в качестве од%
ного из маркеров, указывающих на протекание
процесса аутофагии [41], пока остается неяс%
ным, деградирует ли этот белок исключительно
только вместе с аутофагосомами. В частности,
Бардаг–Горце и соавт. [42] установили, что уро%
вень р60 повышается при ингибировании про%
теасомы, а, следовательно, этот белок мог под%
вергаться протеосомальной деградации. Кроме
того, известно, что р62 играет важную роль в

доставке K63%полиубиквитинированных белков
для деградации убиквитин%зависимой протео%
сомной системой [43]. Поскольку инфицирова%
ние вирусом CVB3 провоцирует убиквитин%за%
висимую деградацию белков [44, 45], то постоян%
ство уровня р62, наблюдаемое нами в заражен%
ных клетках миокарда крысы, можно было объ%
яснить его деградацией протеосомой. Остается
также невыясненным, обусловлено ли возраста%
ние уровня LC3%II увеличением количества ау%
тофагосом в клетке либо ингибированием лизо%
сомального процессинга аутофагасом.

Ранее было обнаружено, что активация ERK
является необходимым условием репликации
энтеровируса 71 (EV71) [46–48]. Помимо этого,
посредством киназы ERK и ее взаимодействия с
LC3 осуществляется регуляция экспрессии ге%
нов, ответственных за аутофагию и биосинтез
лизосом [49, 50]. Однако, несмотря на то, что
индукция аутофагии сопровождается повыше%
нием экспрессии и фосфорилированием ERK
(рис. 2, A и 3, B), мы не можем утверждать, что
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Рис. 2. Повышение уровня LC3%II в миокарде мышей, зараженных вирусом CVB3. Мышей инфицировали CVB3 и на 0%,
3%, 5%, 7%й дни p.i. вырезали миокард желудочков сердца и проводили анализ методами Вестерн%блоттинга (А) и RT%qPCR
(D). (B) и (С) – результаты денситометрических измерений уровней белков LC3II (B) и VPI (C) после Вестерн%блоттин%
га. ERK1/2 и p%ERK1/2 – дефосфо% и фосфоформы протеинкиназы ERK типов 1 и 2. Здесь и далее на гистограммах предс%
тавлены средние значения по трем независимым экспериментам, нормированные относительно уровней GAPDH РНК
или белка β%актина. NC – миокард из незараженных животных, CVB3 – миокард из зараженных вирусом животных
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ее активация является необходимым условием
для инициации или протекания процесса ауто%
фагии в кардимиоцитах, а не выступает как слу%
чайное событие.

Уровень LC3?II повышен в кардиомиоцитах,
изолированных из миокарда мышей, инфициро?
ванных CVB3. В состав сердечной ткани входят
клетки различных типов: миоциты, фиброблас%
ты, клетки эндотелия и гладких мышц сосудов
[51, 52]. В условиях стресса, например, при вос%
палении, в сердечную ткань проникают также
лимфоциты, макрофаги и клетки%предшествен%
ники [4, 53, 54]. Несмотря на то, что с помощью
электронного микроскопа нам удалось зареги%
стрировать в клетках миокарда похожие на ауто%
фагосомы везикулы (рис. 1, B), это не означало,
что процесс аутофагии действительно имел мес%
то именно в кардиомиоцитах. Поэтому мы про%
вели изолирование кардиомиоцитов из миокарда

инфицированных мышей и определение в них
изменения уровня LC3. Как следует из рис. 3, C,
соотношение LC3%II/LC3%I в изолированных
кардиомиоцитах из зараженных животных зна%
чительно увеличивалось на 7%й день p.i. Подоб%
ным же образом возрастал уровень экспрессии
вирусного белка VP1 и активированной формы
киназы ERK (р%ERK) (рис. 3, B и C). Несмотря
на то, что величины изменений соотношения
LC3%II/LC3%I или уровней вирусной РНК и бел%
ка в изолированных кардиомиоцитах точно не
воспроизводили данные, полученные на цель%
ном миокарде (сравни с рис. 2), они свидетель%
ствовали об индукции аутофагии в кардиомио%
цитах во время CVB3%инфекции. Таким обра%
зом, основные мишени CVB3, которыми явля%
ются кардиомиоциты, реагировали на вирусную
инфекцию путем накопления аутофагосом, что
могло иметь большое значение для обеспечения
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Рис. 3. Изменение соотношения LC3%II/LC3%I (C) и уровней вирусной РНК (Е) и белка VP1 (D) в кардиомиоцитах, изо%
лированных из миокарда мышей, инфицированных вирусом CVB3. Миоциты были изолированы на 0%, 3%, 5% и 7%й дни
p.i. (A) – микроснимки культуры миоцитов с разрешением 100× и 400×. Вирусная РНК и различные белки были экстра%
гированы из клеток и проанализированы методом RT%ПЦР (E) и Bестерн%блоттинга (B). (C) и (D) – денситометрические
измерения белковых полос LC3 и VP1 после Вестерн%блоттинга, нормализованные относительно уровня β%актина и
представлены в виде гистограмм. Каждый эксперимент выполняли в трех независимых повторах. NC – миоциты из неза%
раженных животных, CVB3 – миоциты из зараженных вирусом животных
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вируса внутриклеточными мембранными струк%
турами, необходимыми для его репликации [55].

Репликация CVB3 в кардиомиоцитах частично
подавляется ингибитором аутофагии. Известно,
что аутофагия способствовала репликации
CVB3 in vitro и in vivo [17, 18–20]. Для ответа на
вопрос, наблюдается ли такая же зависимость
между аутофагией и репликацией CVB3 также и
в кардиомиоцитах, мы изолировали эти клетки
из миокарда здоровых мышей, инфицировали
их вирусом CVB3, а затем обрабатывали ингиби%
тором аутофагии (3%MA). Уровни белков LC3%I,
LC3%II и VP1 определяли методом Вестерн%блот%
тинга. Как следует из рис. 4, уровень маркерно%
го белка аутофагии (LC3%II) в изолированных
кардиомиоцитах существенно возрастал после
добавления CVB3, но заметно снижался после
обработки 3%MA. Аналогичные вариации наб%
людались и в изменении уровней вирусного бел%
ка VP1, что могло свидетельствовать об исполь%
зовании вирусом аутофагии для облегчения сво%
ей репликации. Полученные нами результаты
согласовались с данными других авторов [17],
обнаруживших, что нарушение гена Atg5, коди%
рующего белок аутофагии, значительно снижа%
ло эффективность репликации CVB3 в ацинар%
ных клетках поджелудочной железы и способ%
ствовало улучшению функционирования этого
органа. Авторы заключили, что ингибирование
размножения вируса было связано с уменьше%
нием массы внутриклеточных мембран. Однако
мы делаем более осторожный вывод о том, что
аутофагия только способствует репликации CVB3,
хотя точный механизм взаимосвязи этих двух
сложных процессов еще предстоит установить.

Известно, что EV71 также индуцирует ауто%
фагию; продукция вирусных частиц снижалась в
присутствии 3%MA и увеличивалась под действи%
ем индуктора аутофагии [56]. Не исключено, что
индукция аутофагии и накопление аутофагосом
в зараженных клетках – это общий механизм
поддержания активной репликации разных эн%

теровирусов. Поэтому аутофагия может являть%
ся одной из возможных мишеней для борьбы с
энтеровирусной инфекцией терапевтическими
методами. Исходя из этого, можно предполо%
жить, что поскольку у EV71%инфицированных
мышей под действием 3%MA наблюдалось умень%
шение последствий вирусного воздействия и
симптоматическое улучшение общего состоя%
ния организма [57], то этот ингибитор аутофа%
гии окажет такое же действие и на репликацию
CVB in vivo.

Таким образом, было продемонстрировано,
что кардиомиоциты реагируют на инфицирова%
ние вирусом CVB3 повышением синтеза аутофа%
госом, которые могут быть использованы виру%
сом для своей репликации в клетках. Это озна%
чает, что направленное воздействие на процесс
аутофагии может явиться основой стратегии
борьбы и вирусным миокардитом, вызванным
CVB3.
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Рис. 4. Блокирование формирования аутофагосом ингиби%
рует репликацию CVB3. Кардиомиоциты были изолирова%
ны из незараженных животных и инфицированы CVB3 в
отсутствие или в присутствии 3%MA. Белки экстрагирова%
ли и анализировали методом Bестерн%блоттинга (экспери%
мент повторяли 3 раза)
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Viral myocarditis is a common disease that contributes to dilated cardiomyopathy or heart failure. Coxsackievirus B
(CVB) is one of the major causative pathogens of viral myocarditis. Previous studies have shown that autophagy is
exploited to promote CVB replication in cell lines. To study whether cardiac myocytes responds to CVB infection in
a similar way, viral myocarditis was established by the inoculation of three%week%old BALB/c mice with CVB3.
Electron microscopic observation showed that autophagosome%like vesicles were induced in the cardiac myocytes of
mice infected by CVB3 at days 3, 5, and 7 after viral infection. The lipidated microtubule%associated protein 1 light
chain 3 (LC3), LC3%II, was also significantly increased in both myocardium and cardiac myocytes extracted from the
ventricles of mice infected with CVB3. The increased LC3%II coincided with a high level of viral RNA and proteins
in both myocardium and the isolated cardiac myocytes. Moreover, viral protein synthesis was significantly decreased
in the primary cardiac myocytes by treatment with 3%methyladenine (3%MA), an inhibitor of autophagy. The expres%
sion and phosphorylation of extracellular signal regulated kinase (ERK) were also increased in both myocardium and
in isolated cardiac myocytes of the virus%infected mice, while the interplay of ERK with autophagic response remains
to be studied. This study demonstrated that cardiac myocytes respond to CVB3 infection by increased formation of
autophagosomes in vivo, which might be exploited for viral replication.
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