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Öåëü èññëåäîâàíèÿ — èçó÷åíèå âîçìîæíîãî ïðÿìîãî âëèÿíèÿ ïðåïàðàòà «Àíàôåðîí äåòñêèé» íà æèçíåííûé öèêë
âèðóñà ãðèïïà À â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ èíôåêöèè, à òàêæå äîçîçàâèñèìîñòè ïðîòèâîâèðóñíîãî ýôôåêòà in vitro. Ìåòîäè-
êà. Èññëåäîâàíèå ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè ïðåïàðàòà «Àíàôåðîí äåòñêèé» in vitro áûëî ïðîâåäåíî ñ èñïîëüçîâà-
íèåì êóëüòóðû êëåòîê MDCK (Madin Darby canine kidney) è ýòàëîííûõ øòàììîâ âèðóñà ãðèïïà A (H1N1) pdm09:
A/California/07/09 è À/California/04/09, ïîëó÷åííûõ îò ÂÎÇ. Èñïîëüçîâàëèñü ìåòîäû îöåíêè ïîäàâëåíèÿ Àíàôå-
ðîíîì äåòñêèì âèðóñíîé ðåïëèêàöèè (ïî ðåçóëüòàòàì èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà ïî îïðåäåëåíèþ ýêñïðåññèè âíóò-
ðåííèõ áåëêîâ NP è M1 âèðóñà ãðèïïà À) è åãî âëèÿíèå íà óëüòðàñòðóêòóðíûå îñîáåííîñòè ìîðôîãåíåçà âèðóñà ãðèï-
ïà ìåòîäîì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ áûë èñïîëüçîâàí Îçåëüòàìèâèð êàðáîêñè-
ëàò â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ. Äëÿ ìîíèòîðèíãà âàëèäíîñòè ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëè â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êëåòêè,
çàðàæåííûå âèðóñîì áåç äîáàâëåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ îáðàçöîâ (êîíòðîëü âèðóñà), à òàêæå èíòàêòíûå êëåòêè (êëå-
òî÷íûé êîíòðîëü). Ðåçóëüòàòû. Â õîäå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàí äîçîçàâèñèìûé ïðîòèâîâèðóñíûé ýôôåêò ïðåïàðàòà
«Àíàôåðîí äåòñêèé» äëÿ 3 òåñòèðóåìûõ ðàçâåäåíèé — 1/8, 1/12, 1/16. Ìåòîäîì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ïîêàçàíî,
÷òî ïðèìåíåíèå ïðåïàðàòà «Àíàôåðîí äåòñêèé» ïðè ñðàâíåíèè ñ êîíòðîëüíûì îáðàçöîì âëèÿëî íà ïðîöåññ ïî÷êîâàíèÿ
âèðèîíîâ. Çàêëþ÷åíèå. Âïåðâûå ïîêàçàíà äîçîçàâèñèìîñòü ïðîòèâîâèðóñíîãî äåéñòâèÿ ïðåïàðàòà «Àíàôåðîí äåò-
ñêèé», à òàêæå ïîäòâåðæäåíà åãî ýôôåêòèâíîñòü â îòíîøåíèè äâóõ øòàììîâ âèðóñà ïàíäåìè÷åñêîãî ãðèïïà À/H1N1.
Äîêóìåíòèðîâàíî, ÷òî ïðèìåíåíèå ïðåïàðàòà «Àíàôåðîí äåòñêèé» íàðóøàåò æèçíåííûé öèêë âèðóñà ãðèïïà À. Ìåõà-
íèçìû ðàçâèòèÿ òàêîãî ýôôåêòà òðåáóþò äîïîëíèòåëüíîãî èçó÷åíèÿ, îäíàêî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü èõ ñâÿçü
ñ ÈÔÍ-èíäóöèðóþùèìè ñâîéñòâàìè ïðåïàðàòà «Àíàôåðîí äåòñêèé», òàê êàê áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â íà÷àëå ëå÷åíèÿ âè-
ðóñíîé èíôåêöèè ïðåïàðàò âûçûâàåò èíäóêöèþ ñèíòåçà áåëêîâ ñèñòåìû èíòåðôåðîíîâ.
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The aim of this study was to evaluate a possible direct effect of Anaferon for Children on the life cycle of influenza A vi-
rus during infection development and a dose response of the antiviral effect in vitro. Methods. The in vitro antiviral activity
of Anaferon for Children was studied on cultured MDCK cells and reference strains of influenza virus A (H1N1) pdm09:
A/California/07/09 and A/California/04/09, both from the WHO. Inhibition of viral replication by Anaferon for
Children and its effect on ultrastructural features of the influenza morphogenesis were evaluated using electron microscopy.
Results. The study demonstrated a dose dependence of Anaferon for Children antiviral activity for three dilutions — 1/8,
1/12, and 1/16. Anaferon for Children affected the process of virion budding as compared to placebo. Conclusion. The
study showed that the anti-influenza action of Anaferon for Children was dose-dependent and confirmed that this drug was
effective against two strains of pandemic A/H1N1 influenza. Furthermore, Anaferon for children disrupted one or several
stages of the virus life cycle.
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Ââåäåíèå

Êëþ÷åâóþ ðîëü â ñòðóêòóðå îñòðûõ ðåñïèðàòîðíûõ
âèðóñíûõ èíôåêöèé (ÎÐÂÈ) èãðàåò âèðóñ ãðèïïà,
ñïîñîáíûé ñîçäàâàòü ÷ðåçâû÷àéíûå ýïèäåìè÷åñêèå ñè-
òóàöèè, ÷òî ìîæåò âûçûâàòü ñåðüåçíûå ìåäèöèíñêèå è
ñîöèàëüíî-ýêîíîìè÷åñêèå ïîñëåäñòâèÿ [1]. ÂÎÇ â êà-
÷åñòâå îñíîâíîãî ñðåäñòâà áîðüáû ñ ãðèïïîçíîé èí-
ôåêöèåé ðåêîìåíäîâàíà âàêöèíàöèÿ, îäíàêî, â ñâÿçè
ñî ñïîñîáíîñòüþ ïîâåðõíîñòíûõ áåëêîâ âèðóñà ãðèïïà
ãåìàããëþòèíèíà è íåéðàìèíèäàçû ïîäâåðãàòüñÿ áûñò-
ðûì è íåïðåäñêàçóåìûì èçìåíåíèÿì, ýôôåêòèâíîñòü
åå ïðèìåíåíèÿ îãðàíè÷åíà [2]. Â äîïîëíåíèå ê âàêöè-
íàöèè ÂÎÇ òàêæå ðåêîìåíäîâàíî ïðèìåíåíèå ïðîòè-
âîãðèïïîçíûõ ïðåïàðàòîâ. Òåì íå ìåíåå, ïåðå÷åíü òà-
êèõ ñðåäñòâ âåñüìà îãðàíè÷åí â ñâÿçè êàê ñ ïîáî÷íûìè
ýôôåêòàìè, òàê è ñ ëåêàðñòâåííîé ðåçèñòåíòíîñòüþ,
èçâåñòíîé äëÿ áîëüøèíñòâà èç íèõ [3—6]. Òàêèì îá-
ðàçîì, ñîçäàíèå ýôôåêòèâíîãî è áåçîïàñíîãî ïðîòèâî-
âèðóñíîãî ïðåïàðàòà ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ïðèîðèòåòíûõ
çàäà÷ ìåäèöèíñêîé íàóêè.

Ñîâðåìåííûì ïðåïàðàòîì ñ âûñîêèì óðîâíåì
ýôôåêòèâíîñòè è áåçîïàñíîñòè, ïîêàçàííûì êàê

â ìíîãî÷èñëåííûõ äîêëèíè÷åñêèõ, òàê è â êëèíè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèÿõ, ÿâëÿåòñÿ ïðåïàðàò Àíàôåðîí,
ñîçäàííûé íà îñíîâå ðåëèç-àêòèâíûõ àíòèòåë ê èí-
òåðôåðîíó-ãàììà (ÈÔÍ) [7—10]. Äëÿ Àíàôåðîíà
è åãî ôîðìû äëÿ ïðèìåíåíèÿ ó äåòåé (Àíàôåðîíà
äåòñêîãî) ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âûñîêàÿ ýôôåêòèâ-
íîñòü â îòíîøåíèè øèðîêîãî ñïåêòðà âèðóñíûõ èí-
ôåêöèé, â òîì ÷èñëå îñîáî îïàñíûõ (íàïðèìåð, âû-
çâàííûõ Îçåëüòàìèâèð-ðåçèñòåíòíûìè øòàììàìè
âèðóñà ãðèïïà À) [11], à òàêæå ýôôåêòèâíîñòü,
ñðàâíèìàÿ ñ Îçåëüòàìèâèðîì [7] — ïðåïàðàòîì äëÿ
ëå÷åíèÿ ïîòåíöèàëüíî îïàñíîãî èëè îñëîæí¸ííîãî
ãðèïïà ó ïàöèåíòîâ ñ òÿæåëûìè çàáîëåâàíèÿìè [12].
Êðîìå òîãî, äëÿ ïðåïàðàòà áûë ïîêàçàí äîçîçàâèñè-
ìûé õàðàêòåð ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè íà ìîäå-
ëè in vivo [13]. Ðàíåå äëÿ Àíàôåðîíà áûëî ïîêàçàíî
âëèÿíèå íà èììóííûé íåñïåöèôè÷åñêèé îòâåò îðãà-
íèçìà õîçÿèíà [14].

Öåëü èññëåäîâàíèÿ — èçó÷åíèå âîçìîæíîãî âëè-
ÿíèÿ ïðåïàðàòà íà æèçíåííûé öèêë ïàòîãåíà â ïðî-
öåññå ðàçâèòèÿ èíôåêöèè, à òàêæå äîçîçàâèñèìûé
ïðîòèâîâèðóñíûé ýôôåêò in vitro.
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Ìåòîäèêà

Èñïîëüçîâàíà êóëüòóðà êëåòîê MDCK (Madin
Darby canine kidney) — ñòàíäàðòíàÿ [15] ïåðåâèâàå-
ìàÿ êóëüòóðà êëåòîê ïî÷êè ñîáàêè, êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò
îöåíèòü ïðîòèâîâèðóñíûé ýôôåêò òåñòèðóåìûõ ïðåïà-
ðàòîâ â îòíîøåíèè âûáðàííûõ øòàììîâ âèðóñà ãðèïïà.
Êëåòêè MDCK âûñåâàëè íà 96- (â ýêñïåðèìåíòàõ ïî
äîçîçàâèñèìîñòè) è 24-ëóíî÷íûå (ýêñïåðèìåíòû ïî
èçó÷åíèþ ìîðôîãåíåçà) êóëüòóðàëüíûå ïëàíøåòû (ïî
3.5õ104 êë/ëóí) è âûðàùèâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò. äî
ïîëíîãî îáðàçîâàíèÿ êëåòêàìè ìîíîñëîÿ.

Èñïîëüçîâàëè ýòàëîííûå øòàììû âèðóñà ãðèïïà
A(H1N1)pdm09: A/California/07/09 è À/Califor-
nia/04/09, ïîëó÷åííûå èç ÂÎÇ.

Ïðåïàðàòû òåñòèðîâàëè â çàøèôðîâàííîì âèäå
(ñëåïîå èññëåäîâàíèå), â êà÷åñòâå âîäíûõ ðàñòâîðîâ,
ãîòîâûõ ê èñïîëüçîâàíèþ. Â îáîèõ ýêñïåðèìåíòàõ, ïî
èçó÷åíèþ êàê äîçîçàâèñèìîñòè ýôôåêòîâ, òàê è âëèÿ-
íèÿ òåñòèðóåìûõ îáðàçöîâ íà ìîðôîãåíåç âèðóñà, áû-
ëè ñôîðìèðîâàíû ñëåäóþùèå ýêñïåðèìåíòàëüíûå
ãðóïïû: êëåòêè, â ñðåäó äëÿ èíêóáàöèè êîòîðûõ âíî-
ñèëè ñîîòâåòñòâåííî — Àíàôåðîí äåòñêèé è ïëàöåáî.
Â êà÷åñòâå èñõîäíîé äîçû äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ íàëè-
÷èÿ ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè òåñòèðóåìûõ îáðàç-
öîâ áûëî âûáðàíî ðàçâåäåíèå 1/8, à çàòåì äëÿ âûÿâ-
ëåíèÿ èõ äîçîçàâèñèìîñòè — 1/8, 1/12, 1/16; äëÿ
èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ íà ìîðôîãåíåç ãðèïïîçíîé èíôåê-
öèè — 1/5, èç ðàñ÷åòà â îáúåìíûõ äîëÿõ îò îáùåãî
îáúåìà ñðåäû íà ëóíêó. Äàííûå äîçû áûëè âûáðàíû
êàê ìàêñèìàëüíî ïåðåíîñèìûå äëÿ äàííîé êëåòî÷íîé
êóëüòóðû, íå îêàçûâàþùèå öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñò-
âèÿ íà êëåòêè, ðàçëè÷èå äîç â îáîèõ ýêñïåðèìåíòàõ
ñâÿçàíî ñ îñîáåííîñòÿìè èñïîëüçîâàííîé êóëüòóðû
êëåòîê è ìåòîäèê îïðåäåëåíèÿ öèòîòîêñè÷íîñòè
â ðàçíûõ ëàáîðàòîðèÿõ (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).
Â êà÷åñòâå ïðåïàðàòà ñðàâíåíèÿ áûë èñïîëüçîâàí
Îçåëüòàìèâèð êàðáîêñèëàò â êîíöåíòðàöèè 10 ìêÌ
[5]. Äëÿ ìîíèòîðèíãà âàëèäíîñòè ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ìîäåëè â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êëåòêè, çàðàæåííûå
âèðóñîì áåç äîáàâëåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ îáðàçöîâ
(êîíòðîëü âèðóñà), à òàêæå èíòàêòíûå êëåòêè (êëå-
òî÷íûé êîíòðîëü).

Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî èçó÷åíèþ äîçîçàâèñèìîãî õà-
ðàêòåðà ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè êëåòêè èíêóáè-
ðîâàëè ñ ïðåïàðàòàìè â òå÷åíèå 4 ÷ ïðè 37°Ñ, à çàòåì
çàðàæàëè âèðóñîì À/Califor-
nia/04/09(H1N1)pdm09 â äîçå 0,1 è 1 áëÿøêîîáðà-
çóþùèõ åäèíèö (ÁÎÅ) íà êëåòêó. Ïëàíøåòû èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷ (5% ÑÎ2, 37°Ñ), îòñóòñò-
âèå öèòîòîêñè÷åñêèõ è öèòîïàòè÷åñêèõ èçìåíåíèé
ôèêñèðîâàëè ïîä èíâåðòèðîâàííûì ìèêðîñêîïîì.
Çàòåì óäàëÿëè èíêóáàöèîííóþ ñðåäó, êëåòêè ôèêñè-
ðîâàëè (â 0,01Ì ðàñòâîðå ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áóôåðà
(ÔÑÁ)) â òå÷åíèå 20 ìèí, âûñóøèâàëè è òðèæäû

îòìûâàëè ðàñòâîðîì ÔÑÁ ñ 0,05% Òâèí-20. Âñå
äàëüíåéøèå ïðîöåäóðû ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè
ñ òåõíèêîé ïîñòàíîâêè ÈÔÀ äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèãå-
íà. Ê êëåòêàì äîáàâëÿëè ïî 100 ìêë ðàñòâîðà ÔÑÁ
ñ 1% ôåòàëüíîé ñûâîðîòêîé è 0,05% Òâèí-20 è èí-
êóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí. Ïîñëå óäàëå-
íèÿ ðàñòâîðà ê êëåòêàì âíîñèëè ìîíîêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ê âíóòðåííèì áåëêàì âèðóñà ãðèïïà À
(NP+M1), ðàçâåäåííûì 1:1000 â ÈÔÀ-ðàñòâîðå.
Ïîñëå èíêóáàöèè ñ àíòèòåëàìè (1 ÷, 37°Ñ) è íåîáõî-
äèìîé îòìûâêè, â ëóíêè âíîñèëè ìå÷åííûå ïåðîêñè-
äàçîé õðåíà IgG êîçû ïðîòèâ IgG ìûøè, â ðàçâåäå-
íèè 1:5000 è èíêóáèðîâàëè (1 ÷, 37°Ñ). Ñâÿçàííóþ
ïåðîêñèäàçó âûÿâëÿëè äîáàâëåíèåì â ëóíêè ðàñòâîðà
3,3’,5,5’-òåòðàìåòèëáåíçèäèíà, ÿâëÿþùåãîñÿ å¸ ñóá-
ñòðàòîì è äàþùåãî ïðè îêèñëåíèè öâåòíîé ïðîäóêò.
Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü (ÎÏ) èçìåðÿëè íà ñïåêòðî-
ôîòîìåòðå ïðè äëèíå âîëíû 450 íì. Êàæäàÿ òî÷êà
ýêñïåðèìåíòà áûëà ïîñòàâëåíà â 5 ïîâòîðàõ. Ïðîöåíò
èíãèáèðîâàíèÿ âèðóñíîé ðåïðîäóêöèè îïðåäåëÿëè ïî
ôîðìóëå:


 �
Èíãèáèðîâàíèå, %

100 ÎÏ ÎÏ

ÎÏ

îïûò êëåò._êîíòðîëü

âèð

�

�
� �


 �óñíûé_êîíòðîëü êëåò._êîíòðîëüÎÏ�

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëñÿ ñ ïîìîùüþ
ñòàòèñòè÷åñêîãî ïàêåòà R 3.2.1 [16]. Ñòàòèñòè÷åñêóþ
çíà÷èìîñòü ðàçëè÷èé îöåíèâàëè ïðè ïîìîùè êðèòå-
ðèÿ Êðàñêåëà—Óîëëèñà ñ àïîñòåðèîðíûì êðèòåðèåì
Äàííà. Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè ñ÷èòàëè ðàçëè÷èÿ
ìåæäó ãðóïïàìè, åñëè ïàðàìåòð p íå ïðåâûøàë 0,05.
Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â âèäå % è íîðìèðîâàíû
íà ñîîòâåòñòâóþùèå êëåòî÷íûå êîíòðîëè.

Äàëåå èçó÷àëè âëèÿíèå Àíàôåðîíà äåòñêîãî íà óëü-
òðàñòðóêòóðíûå îñîáåííîñòè ìîðôîãåíåçà âèðóñà ãðèï-
ïà: çà 1 ñóò äî çàðàæåíèÿ êëåòêè MDCK îáðàáàòûâà-
ëè òåñòèðóåìûìè îáðàçöàìè, à çàòåì çà 1 ÷ äî çàðàæå-
íèÿ ðàñòâîð ïðåïàðàòà çàìåíÿëè íà ñâåæèé è èíôèöè-
ðîâàëè êóëüòóðû âèðóñîì ãðèïïà A/California/07/09
(H1N1)pdm09 â äîçå 100 ÖÒÄ50 (50% öèòîòîêñè-
÷åñêàÿ äîçà) íà êëåòêó. Â êà÷åñòâå êëåòî÷íîãî êîíòðî-
ëÿ èñïîëüçîâàëè èíòàêòíûå êëåòêè, â êà÷åñòâå âèðóñ-
íîãî — êëåòêè, çàðàæåííûå âèðóñîì, è íå ïîëó÷àâøèå
ïðåïàðàòîâ. Ýêñïåðèìåíò áûë âûïîëíåí â 3 ïîâòîðàõ.
×åðåç 3 ÷ è 16 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ êîíòðîëüíûå è
îïûòíûå êëåòêè óäàëÿëè ñî äíà ëóíîê, îñàäêè ôèêñè-
ðîâàëè â ðàñòâîðå òåòðîêñèäà îñìèÿ, ïðèãîòîâëåííîì
íà êàêîäèëàòíîì áóôåðå, â òå÷åíèå 30 ìèí, çàòåì
îáåçâîæèâàëè ðàñòâîðàìè ýòàíîëà è àöåòîíà ðàçëè÷íîé
êîíöåíòðàöèè. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ òâåðäûõ áëîêîâ
êëåòî÷íûé îñàäîê âûäåðæèâàëè ïîñëåäîâàòåëüíî â òå-
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÷åíèå íî÷è ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ñìåñè ðàâíûõ
îáúåìîâ àöåòîíà è ñìîëû äëÿ çàëèâêè (ïðèãîòîâëåí-
íîé íà îñíîâå ñìåñè äëÿ çàëèâêè Epon-Araldit), à çà-
òåì òîëüêî â ñìîëå, ïîñëå ÷åãî ôîðìû ïåðåíîñèëè
â òåðìîñòàò t 56°Ñ äëÿ ïîëèìåðèçàöèè. Èç ïîëó÷åí-
íûõ áëîêîâ íà óëüòðàìèêðîòîìå Ultracut (Reichert,
Austria) ãîòîâèëè óëüòðàòîíêèå ñðåçû, êîíòðàñòèðîâà-
ëè öèòðàòîì ñâèíöà è ïðîñìàòðèâàëè íà ýëåêòðîííîì
ìèêðîñêîïå JEM-100S (JEOL, Japan) ïðè óâåëè÷åíèè
5000—50000. Äëÿ êàæäîé èññëåäîâàííîé ãðóïïû
ïðîñìàòðèâàëè 15—20 êëåòîê.

Ðåçóëüòàòû

Â ïåðâîé ÷àñòè ýêñïåðèìåíòà Àíàôåðîí äåòñêèé
â ðàçâåäåíèè 1/8 ïðîäåìîíñòðèðîâàë âûñîêèé óðîâåíü
èíãèáèðîâàíèÿ âèðóñíîé èíôåêöèè, ñðàâíèìûé ñ òàêî-
âûì äëÿ Îçåëüòàìèâèðà êàðáîêñèëàòà (òàáëèöà).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè ïåðåéòè ê èñ-
ñëåäîâàíèþ ïîòåíöèàëüíîãî äîçîçàâèñèìîãî õàðàêòå-
ðà ïðîòèâîâèðóñíîãî ýôôåêòà ïðåïàðàòà. Äëÿ ýòîãî
áûë ïðîâåäåí äîïîëíèòåëüíûé ýêñïåðèìåíò c óâåëè-
÷åíèåì êîëè÷åñòâà òåñòèðóåìûõ äîç Àíàôåðîíà äåò-
ñêîãî äî 3 ðàçâåäåíèé — 1/8, 1/12, 1/16. Â ýêñïå-
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Ðèñ. 1. Èíãèáèðóþùàÿ àêòèâíîñòü èññëåäóåìûõ ïðåïàðàòîâ. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â âèäå % èíãèáèðîâàíèÿ ïðîäóêöèè âèðóñíûõ áåëêîâ
ïðåïàðàòàìè Àíàôåðîí äåòñêèé è Îçåëüòàìèâèð è íîðìèðîâàíû íà ñîîòâåòñòâóþùèå çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè äëÿ êîíòðîëÿ êëåòîê.
Îñü àáñöèññ: ïðåäñòàâëåíû ðàçëè÷íûå ïðîòåñòèðîâàííûå ðàçâåäåíèÿ Àíàôåðîíà äåòñêîãî ïðè äâóõ èñïîëüçîâàííûõ çàðàæàþùèõ äîçàõ (0,1
ÁÎÅ/êëåòêó, 1 ÁÎÅ/êëåòêó).
Îñü îðäèíàò: ïðåäñòàâëåí % èíãèáèðîâàíèÿ ïðîäóêöèè âèðóñíûõ áåëêîâ.

Òàáëèöà
Ïðîòèâîâèðóñíàÿ àêòèâíîñòü îáðàçöîâ â êóëüòóðå êëåòîê MDCK

â îòíîøåíèè âèðóñà ãðèïïà À/California/04/09(H1N1)pdm09

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ãðóïïà % èíãèáèðîâàíèÿ âèðóñíîé ðåïðîäóêöèè (îò êëåòî÷íîãî êîíòðîëÿ)

Äîçà âèðóñà 1 ÁÎÅ/êëåòêó Äîçà âèðóñà 0,1 ÁÎÅ/êëåòêó

Àíàôåðîí äåòñêèé 100%** 100%*

Ïëàöåáî 9,8% 27,7%

Îçåëüòàìèâèð êàðáîêñèëàò 100%** 100%*

Âèðóñíûé êîíòðîëü 0% 0%

Ïðèìå÷àíèå. * — p<0,05 ïî ñðàâíåíèþ ñ ãðóïïîé ïëàöåáî; ** — p<0,01 ïî ñðàâíåíèþ ñ ãðóïïîé ïëàöåáî.



ðèìåíòàõ ýòîé ñåðèè ïðè çàðàæåíèè êëåòîê âèðóñîì
â äîçå 0,1 ÁÎÅ/êë âî âñåõ èçó÷åííûõ äîçàõ Àíàôå-
ðîí äåòñêèé ïîêàçàë âûñîêèé óðîâåíü ýôôåêòèâíî-
ñòè, ñðàâíèìûé ñ Îçåëüòàìèâèðà êàðáîêñèëàòîì
(ðèñ. 1).

×òî êàñàåòñÿ ýêñïåðèìåíòà íà êëåòêàõ, çà-
ðàæ¸ííûõ âèðóñîì â áîëåå âûñîêîé äîçå —
1 ÁÎÅ/êë — òî â íèõ áûëà ïîêàçàíà âûñîêàÿ àêòèâ-
íîñòü ïðåïàðàòà â èññëåäóåìûõ äîçàõ 1/8 è 1/12,
ñðàâíèìàÿ è ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî íå îòëè÷àþùàÿñÿ
îò àêòèâíîñòè Îçåëüòàìèâèðà êàðáîêñèëàòà (ðèñ. 1).
Áîëåå òîãî, â êëåòêàõ íàáëþäàëîñü äîçîçàâèñèìîå
ñíèæåíèå èíãèáèðîâàíèÿ ïðîäóêöèè áåëêîâ âèðóñà
ïðè ïðèìåíåíèè èññëåäóåìîãî ïðåïàðàòà.

Â ñëåäóþùåé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ èçó÷àëè îñî-
áåííîñòè ìîðôîãåíåçà âèðóñà ãðèïïà â òåñòèðóåìîé

êëåòî÷íîé êóëüòóðå MDCK. Èíòàêòíûå êëåòêè
(ðèñ. 2, À) èìåëè îêðóãëóþ èëè ïðîäîëãîâàòóþ ôîð-
ìó è ñîäåðæàëè êðóïíîå öåíòðàëüíî ðàñïîëîæåííîå
ëîïàñòåâèäíîå ÿäðî, èìåëè òèïè÷íóþ äëÿ èíòàêòíûõ
êëåòîê ñòðóêòóðó îðãàíåëë. Çàðàæåíèå êëåòîê ïðèâî-
äèëî ê ôîðìèðîâàíèþ â öèòîïëàçìå ÷åðåç 3 ÷ ïîñëå
èíôèöèðîâàíèÿ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà âàêóîëåé, ñî-
äåðæàùèõ âèðèîíû íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ñëèÿíèÿ ñ ìåì-
áðàíîé ýíäîñîì (ðèñ. 2, Á, Â). ×åðåç 16 ÷ ïðîöåññû
öèòîäåñòðóêöèè äîñòèãàëè ìàêñèìàëüíûõ ïîêàçàòå-
ëåé: â öèòîïëàçìå îò÷åòëèâî ïðîñëåæèâàëèñü ïðèçíà-
êè öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ âèðóñà; ñàìà öèòîïëàç-
ìà ñîäåðæàëà áîëüøîå ÷èñëî âàêóîëåé; íà ïîâåðõíî-
ñòè êëåòîê îòìå÷àëèñü âèðèîíû ïîòîìñòâà, ïî÷êóþ-
ùèåñÿ îò ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, à òàêæå çðåëûå
âíåêëåòî÷íûå âèðóñíûå ÷àñòèöû (ðèñ. 2Ã).
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Ðèñ. 2. Ôîòîãðàôèè óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ êóëüòóðû êëåòîê MDCK èíòàêòíîé è èíôèöèðîâàííîé âèðóñîì ãðèïïà.
À. Êëåòêà èíòàêòíîé êóëüòóðû MDCK (Óâ. õ6000). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 2 ìêì.
Á. Âàêóîëèçàöèÿ öèòîïëàçìû êëåòêè MDCK ÷åðåç 3 ÷àñà ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ âèðóñîì ãðèïïà A/California/07/09 (H1N1)pdm09 (Óâ. õ6000).
Âèðèîíû â âàêóîëÿõ óêàçàíû ñòðåëêàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 2 ìêì.
Â. Âèðèîíû â ýíäîñîìàõ êëåòêè MDCK (óêàçàíû ñòðåëêàìè) ÷åðåç 3 ÷ ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ âèðóñîì ãðèïïà A/California/07/09 (H1N1)pdm09
(Óâ. õ20000). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 2 ìêì.
Ã. Âàêóîëèçàöèÿ öèòîïëàçìû è ïî÷êîâàíèå âèðèîíîâ ïîòîìñòâà îò ïîâåðõíîñòè êëåòêè MDCK ÷åðåç 16 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ âèðóñîì ãðèïïà
A/California/07/09 (H1N1)pdm09 (Óâ. õ10000). Ïî÷êóþùèåñÿ âèðèîíû óêàçàíû ñòðåëêàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 10 ìêì.



Ïðèìåíåíèå ïðåïàðàòà Àíàôåðîí äåòñêèé è ïëàöå-
áî íå èçìåíèëî íàáëþäàåìîé êàðòèíû ïðè îöåíêå ÷å-
ðåç 3 ÷ (ðèñ. 3, À, Á), òîãäà êàê ïîçäíåå — ÷åðåç 16 ÷
— ïðîöåññ ïî÷êîâàíèÿ âèðèîíîâ â ïðèñóòñòâèè Àíà-
ôåðîíà äåòñêîãî ïðîòåêàë ìåíåå èíòåíñèâíî (ðèñ. 3,
Â) ïî ñðàâíåíèþ ñ ãðóïïîé ïëàöåáî (ðèñ. 3, Ã). Èçâå-
ñòíî, ÷òî ÷àñòî êëåòî÷íûé äåáðèñ ìîæåò áûòü îøèáî÷-
íî ïðèíÿò çà âèðóñû, îäíàêî, êëþ÷åâûìè ôàêòîðàìè
äëÿ îòëè÷èÿ îäíîãî îò äðóãîãî ÿâëÿåòñÿ åäèíàÿ ôîðìà
è ðàçìåð âèðóñíûõ ÷àñòèö [17]. Íà ðèñ.3 Â è Ã ñòðåë-
êàìè óêàçàíû ïî÷êóþùèåñÿ âèðèîíû, ôîðìà è ðàçìå-
ðû êîòîðûõ íå ðàçëè÷àþòñÿ, ÷òî ïîäòâåðæäàåò èõ âè-
ðóñíîå (à íå êëåòî÷íîå) ïðîèñõîæäåíèå.

Îáñóæäåíèå

Ðàíåå â ðÿäå ðàáîò áûëà ïîêàçàíà ýôôåêòèâíîñòü
Àíàôåðîíà äåòñêîãî â îòíîøåíèè øòàììîâ âèðóñà
ãðèïïà A/H1N1, A/H3N2, A/H3N8 in vivo [7, 11,
18, 19]. Â äàííîé ðàáîòå íà ðàçíûõ øòàììàõ âèðóñà
ãðèïïà A/H1N1 Àíàôåðîí äåòñêèé ïðîäåìîíñòðèðî-
âàë äîçîçàâèñèìûé õàðàêòåð ñâîåãî ïðîòèâîâèðóñíîãî
ýôôåêòà ïðè çàðàæåíèè êëåòîê âûñîêîé äîçîé âèðó-
ñà, à òàêæå íàðóøàë ïî÷êîâàíèå âèðèîíîâ ãðèïïà ÷å-
ðåç 16 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ.

Ðåçóëüòàòû 1-é ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ñîãëàñóþòñÿ
ñ äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ðàíåå äëÿ Àíàôåðîíà äåò-
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Ðèñ. 3. Ôîòîãðàôèè óëüòðàòîíêèõ ñðåçîâ êóëüòóðû êëåòîê MDCK, èíôèöèðîâàííîé âèðóñîì ãðèïïà è îáðàáîòàííîé èññëåäóåìûìè ïðåïàðà-
òàìè.
À. Âàêóîëèçàöèÿ öèòîïëàçìû è âèðèîíû â ýíäîñîìàõ êëåòêè MDCK ÷åðåç 3 ÷ ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ âèðóñîì ãðèïïà A/California/07/09
(H1N1)pdm09 â ïðèñóòñòâèè àíàôåðîíà äåòñêîãî (Óâ. õ20000). Âèðèîíû â âàêóîëÿõ óêàçàíû ñòðåëêàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 2 ìêì.
Á. Âàêóîëèçàöèÿ öèòîïëàçìû è âèðèîíû â ýíäîñîìàõ êëåòêè MDCK ÷åðåç 3 ÷ ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ âèðóñîì ãðèïïà A/California/07/09
(H1N1)pdm09 â ïðèñóòñòâèè ïëàöåáî (Óâ. õ20000). Âèðèîíû â âàêóîëÿõ óêàçàíû ñòðåëêàìè. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 2 ìêì.
Â. Ïî÷êîâàíèå âèðèîíîâ (óêàçàíî ñòðåëêàìè) ïîòîìñòâà îò ïîâåðõíîñòè êëåòêè MDCK ÷åðåç 16 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ âèðóñîì ãðèïïà A/Califor-
nia/07/09 (H1N1)pdm09 â ïðèñóòñòâèè àíàôåðîíà äåòñêîãî (Óâ. õ20000). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 2 ìêì.
Ã. Ïî÷êîâàíèå âèðèîíîâ (óêàçàíî ñòðåëêàìè) ïîòîìñòâà îò ïîâåðõíîñòè êëåòêè MDCK ÷åðåç 16 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ âèðóñîì ãðèïïà A/Califor-
nia/07/09 (H1N1)pdm09 â ïðèñóòñòâèè ïëàöåáî (Óâ. õ20000). Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 2 ìêì.



ñêîãî ñ èñïîëüçîâàíèåì äðóãèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
ìîäåëåé [13, 20]. Äîáàâëåíèå Àíàôåðîíà äåòñêîãî
â äàííûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ ïðî-
äóêöèè âèðóñíûõ áåëêîâ NP è Ì1, ÷òî ìîæåò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î ïîäàâëåíèè ïîä äåéñòâèåì ïðåïàðàòà
òðàíñêðèïöèè êîäèðóþùèõ äàííûå áåëêè ãåíîâ ïî
ïîêà íåâûÿñíåííîìó ìåõàíèçìó. Ïîñêîëüêó äàííûå
áåëêè êðèòè÷åñêè âàæíû äëÿ ïðàâèëüíîãî ôîðìèðî-
âàíèÿ è ñáîðêè âèðóñíûõ ÷àñòèö, ìîæíî ñäåëàòü âû-
âîä î ïîäàâëÿþùåì âëèÿíèè ïðåïàðàòà íà âèðóñíóþ
ðåïðîäóêöèþ.

Ðåçóëüòàòû 2-é ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ïîäòâåðæäà-
þò ïîëó÷åííûå â ïåðâîé ÷àñòè ðàáîòû ðåçóëüòàòû,
äåìîíñòðèðóÿ ñíèæåíèå ïî÷êîâàíèÿ âèðèîíîâ ïîòîì-
ñòâà îò èíôèöèðîâàííîé êëåòêè, îáðàáîòàííîé Àíà-
ôåðîíîì äåòñêèì. Åñëè ðàíåå â ðÿäå ðàáîò äëÿ Àíà-
ôåðîíà äåòñêîãî áûëè ïîêàçàíû ñâîéñòâà èíäóêòîðà
èíòåðôåðîíà [9], òî ðåçóëüòàòû ýòîé ðàáîòû ïîçâîëÿ-
þò ïîëàãàòü, ÷òî ïðåïàðàò — ïðÿìî èëè îïîñðåäîâàí-
íî — ïðåïÿòñòâóåò îäíîé èëè íåñêîëüêèì ñòàäèÿì
âèðóñíîé ðåïðîäóêöèè. Íàðóøåíèå ïðîöåññà ïî÷êî-
âàíèÿ âèðèîíîâ ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî è ìåíüøèì
êîëè÷åñòâîì ñèíòåçèðóåìûõ áåëêîâ âèðóñà â ïðèñóò-
ñòâèè ïðåïàðàòà, è ïîñëåäóþùèì íàðóøåíèåì ñáîðêè
âèðèîíîâ â óñëîâèÿõ íèçêîé ïðîäóêöèè âèðóñíûõ
áåëêîâ, è äðóãèìè âîçìîæíûìè ïðè÷èíàìè, ñâÿçàí-
íûìè ñ âëèÿíèåì Àíàôåðîíà äåòñêîãî íåïîñðåäñòâåí-
íî íà ïðîöåññ âûõîäà âèðèîíîâ.

Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî äàííàÿ ðàáîòà ÿâëÿåòñÿ ïåð-
âîé, ãäå èçó÷àåòñÿ ðîëü ïðåïàðàòà â ìîðôîãåíåçå âèðó-
ñà ãðèïïà, â ñâÿçè ñ ÷åì îáëàäàåò ðÿäîì îãðàíè÷åíèé.
Â ÷àñòíîñòè, äîïîëíèòåëüíîãî äåòàëüíîãî èçó÷åíèÿ
òðåáóþò êîíêðåòíûå ýòàïû æèçíåííîãî öèêëà âèðóñà,
êîòîðûå íàðóøàþòñÿ â ïðèñóòñòâèè ïðåïàðàòà, à òàêæå
ïóòè ðåàëèçàöèè äàííîãî ýôôåêòà. Îäíàêî óæå ñåé÷àñ
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü èõ ñâÿçü ñ ïîêàçàííûìè ðàíåå
ÈÔÍ-èíäóöèðóþùèìè ñâîéñòâàìè Àíàôåðîíà äåò-
ñêîãî: â íà÷àëå ëå÷åíèÿ âèðóñíîé èíôåêöèè ïðåïàðàò
âûçûâàåò èíäóêöèþ ÈÔÍ — ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü
ê íàðóøåíèþ æèçíåííîãî öèêëà âèðóñà â çàðàæåííûõ
êëåòêàõ. Âñ¸ ýòî ÿâëÿåòñÿ ïðåäìåòîì äàëüíåéøåãî äå-
òàëüíîãî èçó÷åíèÿ ñ ïðèâëå÷åíèåì íå òîëüêî êà÷åñò-
âåííûõ, íî è êîëè÷åñòâåííûõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâëåííûå ýêñïåðèìåíòû
ïîäòâåðäèëè íàëè÷èå âûðàæåííîãî äîçîçàâèñèìîãî
ïðîòèâîâèðóñíîãî äåéñòâèÿ ïðåïàðàòà Àíàôåðîí äåò-
ñêèé, à òàêæå ïîêàçàëè åãî âëèÿíèå íà æèçíåííûé
öèêë âèðóñà íà ìîäåëè ãðèïïîçíîé èíôåêöèè in vitro.
Äàííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðèìåíåíèå
Àíàôåðîíà äåòñêîãî ÿâëÿåòñÿ öåëåñîîáðàçíûì â ìå-
äèöèíñêîé ïðàêòèêå òåðàïèè ãðèïïà, à òàêæå îïèñû-
âàþò åãî âëèÿíèå íà ðåïðîäóêöèþ âèðóñà ãðèïïà, ÷òî
ìîæåò îáîñíîâûâàòü ïðîòèâîãðèïïîçíîå äåéñòâèå
Àíàôåðîíà äåòñêîãî.
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