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Теорія та експеримент

Вступ

Боротьба з вірусними за-
хворюваннями була і зали-
шається у центрі уваги медич-
ної науки і практичної медици-
ни. Грип посідає особливе
місце серед вірусних захво-
рювань, тому що він є най-
більш масовою гострою інфек-
ційною хворобою. Епідемії гри-
пу завдають значної шкоди
здоров’ю людей, призводять
до великих економічних втрат.
Згідно з даними ВООЗ, грип
посідає перше місце як причи-
на смерті від вірусних інфек-
цій (35,8 %). Тому розробка
методів і засобів боротьби з
ним є одним з найважливіших
завдань для медичної науки
та закладів охорони здоров’я.

Розробка нових фармако-
логічних засобів є тривалим і
фінансово витратним шляхом
створення медикаментів. З по-
зицій фармакоекономіки [1] —
нової сучасної фармацевтичної
науки, яка оцінює співвідно-
шення між ефективністю, без-
печністю та вартістю лікарсь-
ких засобів при різних схемах
лікування, — виявлення про-
тивірусних властивостей у лі-
ків, що вже використовуються
за іншим призначенням, ви-
робництво яких налагоджено,
а активність і побічна дія ві-
домі завдяки багаторічному
застосуванню, є дуже перс-
пективним і економічно ви-
правданим напрямком. Такий
підхід дає можливість розши-

рити показання для застосу-
вання відомих ліків як проти-
вірусних засобів.

Протеолітичне нарізання є
універсальним механізмом ак-
тивації різноманітних специ-
фічних білків, у тому числі вірус-
них [2]. Гемаглютинін вірусу
грипу (ГА) є поверхневим глі-
копротеїдом, який для набут-
тя вірусом інфекційних влас-
тивостей повинен пройти етап
протеолітичного нарізання. В
результаті створюються дві
субодиниці — ГА1, яка забез-
печує специфічну адсорбцію
вірусу на зовнішній мембрані
чутливих клітин, і ГА2, яка від-
повідає за проникнення вірусу
до клітини. Ці субодиниці після
нарізання з’єднуються між со-
бою тільки дисульфідним міст-
ком. Тому при розриві дисуль-
фідних зв’язків з утворенням
сульфгідрильних груп ГА1 ви-
далятиметься з поверхні віріо-
нів, що порушить їх взаємодію
з чутливими клітинами.

Офіцинальний препарат
унітіол (2,3-димеркаптопро-
пансульфонат натрію), що ви-
користовується у медичній
практиці як антидот, має у
своїй хімічній структурі дві ак-
тивні SH-групи і є активним
відновником дисульфідних
зв’язків. Саме тому можна
було сподіватися, що унітіол
впливатиме на гемаглютинін
вірусу грипу, порушуючи ди-
сульфідні зв’язки між його су-
бодиницями, внаслідок чого
гальмуватимуться найбільш

ранні стадії взаємодії вірусів
грипу з чутливими клітинами.
Це має забезпечити протигри-
позний ефект. Тому метою на-
шого дослідження було під-
твердження або заперечення
цих теоретичних висновків.
Було вивчено протигрипозну
активність унітіолу як in vitro,
так і in vivo, а також дослідже-
но деякі механізми його проти-
вірусної дії.

Матеріали та методи
дослідження

Експериментальні тварини:
білі безпородні миші масою
10–12 г.

Тканинні культури: фраг-
менти хоріон-алантоїсної обо-
лонки (ХАО) 11–14-добових
курячих ембріонів.

Віруси: високовірулентний
для мишей штам вірусу грипу
A/PR/8/34 (H1N1), вірус грипу
А/Гонконг/1/68 (H3N2) і вірус
грипу В/Ленінград/17/86.

Унітіол виробництва ICN
«Октябрь» (Санкт-Петербург,
Російська Федерація).

Ефективність противірусної
дії унітіолу щодо вірусів грипу
in vitro досліджували, викори-
стовуючи культуру ХАО [3].

Очищення та концентрацію
вірусу грипу A/PR/8/34 прово-
дили, застосовуючи методи
диференційного і градієнтного
центрифугування та гельфіль-
трації на макропористому си-
лохромі. Плазматичні мембра-
ни виділяли з клітин ХАО 12–
14-добових курячих ембріонів,
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як описано в [4]. Протеолітич-
ну активність лужних трипси-
ноподібних протеаз у препара-
тах очищеного і концентрова-
ного вірусу грипу і плазматич-
них мембран визначали за гід-
ролізом 1%-го розчину прота-
міну (метод грунтується на ре-
акції розщеплення протамін-
сульфату з виділенням аргіні-
ну) [5].

Грипозну інфекцію у білих
мишей моделювали внутріш-
ньоназальним введенням ви-
сокопатогенного для них шта-
му A/PR/8/34. Унітіол вводили
інтраназально під легким ефір-
ним наркозом за двома схема-
ми:

1) профілактична схема —
протягом двох днів до зара-
ження з використанням 10%-го
розчину препарату;

2) лікувально-профілактич-
на схема — за день, у день
інфікування та три дні по тому
(усього п’ять днів) з викорис-
танням 5%-го розчину препа-
рату.

Контрольні тварини отриму-
вали фізіологічний розчин за
відповідними схемами.

В експериментальних тва-
рин у певні терміни після зара-
ження високопатогенним для
мишей штамом вірусу A/PR/8/
34 (у розведенні 10-5) визнача-
ли рівень інфекційного вірусу
методом титрування 10%-х го-
могенатів легенів на культурі
ХАО [6], а також рівень кислих
та лужних протеаз за гідролі-
зом гемоглобіну та казеїну від-
повідно [5]. До контрольної
групи (як і до дослідної) входи-

ли 7 тварин, у кожній групі про-
водили тестування.

Розрахунок TID50 в експе-
риментах in vitro та гомогена-
тах легенів, а також ЛД50 у
дослідах на мишах проводили
за методом Кербера в модифі-
кації Ашмаріна [7]. Статистич-
ну значущість результатів вив-
чення антивірусної дії унітіолу
in vitro, а також його впливу на
активність трипсиноподібних
протеаз вірусу, плазматичних
мембран та вірус-мембранно-
го комплексу визначали за
непараметричним критерієм
знаків (Р за К. З.) [8]. Статис-
тичну вірогідність впливу уні-
тіолу на показники, отримані в
експериментах in vivo, було
проаналізовано за допомогою
t-критерію Стьюдента [7; 9].

Результати дослідження
та їх обговорення

Вивчення впливу унітіолу
на репродукцію вірусів грипу in
vitro показало, що препарат у
нетоксичній для клітин ХАО
дозі 0,1 % статистично вірогід-
но сповільнював репродукцію
вірусів грипу A/PR/8/34 (H1N1),
А/Гонгконг/1/68 (H3N2) і В/Ле-
нінград/17/86. Крім того, було
вивчено віруліцидну дію пре-
парату щодо тих самих штамів
вірусу грипу, а також дослідже-
но вплив унітіолу на здатність
клітин культури тканини ХАО
підтримувати репродукцію цих
вірусів. Отримані результати
наведені в табл. 1 у вигляді
середньої арифметичної по-
казників ± середньоквадра-
тична помилка.

Аналіз результатів з вико-
ристанням непараметричного
критерію знаків [8] показав, що
унітіол дозою 0,1 % статистич-
но вірогідно сповільнював
репродукцію вірусів A/PR/8/34,
А/Гонгконг/1/68 і В/Ленінград/
17/86 (Р за К. З.<0,05). Крім
того, препарат у цій дозі вияв-
ляв віруліцидну дію (статис-
тично значущу лише щодо шта-
му A/PR/8/34), а також знижу-
вав здатність клітин культури
ХАО підтримувати репродук-
цію вірусів.

Для виявлення деяких ме-
ханізмів протигрипозної дії уні-
тіолу вивчали його вплив на
протеолітичні процеси під час
вірус-мембранної взаємодії,
які відіграють важливу роль на
ранніх етапах репродукції віру-
су грипу. З цією метою у мо-
дельних експериментах з очи-
щеним і концентрованим віру-
сом грипу А/PR/8/34 та ізольо-
ваними плазматичними мемб-
ранами чутливих клітин ХАО
курячих ембріонів визначали
протеолітичну активність як
окремо у препаратах вірусу і
мембран, так і після коротко-
часної взаємодії вірусу грипу з
мембранами, під час якої утво-
рювався вірус-мембранний
комплекс.

Вірус-мембранний комп-
лекс отримували адсорбцією
протягом години при 0 °С очи-
щеного концентрованого пре-
парату вірусу на ізольованих
плазматичних мембранах. Уні-
тіол додавали до експеримен-
тальних зразків у кінцевій кон-
центрації 5,0 мг/мл (0,5 %) та

Таблиця 1
Протигрипозна активність унітіолу в культурі ХАО

Репродукція
Здатність культури

ПозаклітиннийШтам вірусу Група
вірусів

тканини підтримувати
вірусрепродукцію вірусів

A/PR/8/34 Контроль 4,20±0,27 3,05±0,74 6,05±0,22
Дослід 3,75±0,15* 1,10±0,54* 4,70±0,26*

А/Гонконг/1/68 Контроль 5,56±0,14 4,26±0,21 2,62±0,15
Дослід 4,86±0,21* 2,98±0,12* 2,36±0,36

В/Ленінград/17/86 Контроль 5,3±0,8 4,50±0,54 3,30±0,38
Дослід 2,85±0,21* 2,60±0,34* 3,55±0,10

Примітка. Активність наводиться в логарифмах 50%-ї тканинної інфікуючої дози (lg TIД50);
* — різниця з контролем є статистично значущою (Р за К. З.<0,05).
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інкубували 30–40 хв при 37 °С
— це час, який потрібний для
проникнення вірусу крізь мемб-
рану чутливої клітини. Конт-
рольним був препарат з дода-
ванням аналогічного об’єму ізо-
тонічного розчину хлориду на-
трію. Активність трипсиноподі-
бних протеаз (протамінрозщеп-
лювальну) визначали за гідро-
лізом 1%-го розчину протамін-
сульфату натрію при рН 7,6.

Середні показники резуль-
татів 5 експериментів свідчать,
що інгібіція протеолітичної ак-
тивності унітіолом була регу-
лярною у всіх системах, що
вивчалися: вірус, мембрани та
вірус-мембранний комплекс
(рис. 1). Оскільки такий ре-
зультат отримано у всіх дослі-
дах, він є статистично значу-
щим за непараметричним кри-
терієм знаків (Р по К. З. <0,05)

[8]. Таким чином встановлено,
що унітіол сповільнює протео-
літичні процеси, які беруть
участь у найбільш ранніх ета-
пах взаємодії вірусу грипу з
чутливою клітиною. Це може
бути одним з механізмів його
протигрипозної дії.

Протигрипозну дію унітіолу
в експерименті на тваринах
вивчали на моделі інфекції,
яку моделювали шляхом інт-
раназального зараження білих
безпородних мишей під лег-
ким ефірним наркозом вірусом
грипу А/PR/8/34. Тваринам
вводили по 0,05 мл вірусвміс-
ної рідини в розведеннях від
10-3 до 10-8, на кожне розве-
дення брали не менше 4 ми-
шей; 0,05 мл 10 або 5%-го роз-
чину унітіолу вводили твари-
нам інтраназально за профі-
лактичною або лікувально-
профілактичною схемами від-
повідно. Захисну дію препара-
ту визначали за зниженням
загибелі тварин протягом 14
діб після інфікування (рис. 2).

Результати досліджень свід-
чать, що захисна дія унітіолу
була статистично значущою
при обох схемах його застосу-
вання. Різниця між контроль-
ною та дослідною групами ста-
новила 1,5 lg ЛД50 при профі-
лактичному використанні 10%-
го розчину препарату та 2,0 lg
ЛД50 при застосуванні 5%-го
розчину унітіолу за лікуваль-
но-профілактичною схемою.
Відомо, що різниця 1,25 lg і
вище між рівнями ЛД50 свідчить
про значущість розбіжностей
між дослідною та контрольною
групами і є показником проти-
вірусної ефективності препа-
рату [10].

Також вивчено вплив вве-
дення унітіолу за наданими
вище схемами на кількість
інфекційного вірусу грипу і
рівень кислих та лужних про-
теаз в легенях тварин у пев-
ний термін після їх зараження.
При профілактичному засто-
суванні препарату означені
показники визначали на 3-тю

Рис. 1. Вплив унітіолу на рівень протамін-розщеплювальної актив-
ності вірусу грипу A/PR/8/34 (1), плазматичних мембран (2) і вірус-мем-
бранного комплексу (3); різниця між контрольними та дослідними гру-
пами статистично значуща в усіх випадках (Р за К. З. < 0,05)
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та 5-ту добу після інфікуван-
ня, а при лікувально-профі-
лактичній схемі — на 1, 3, 5 та
7-й день (табл. 2). Вони свід-
чать, що унітіол при його вико-
ристанні за обома наведеними
схемами приводив до змен-
шення вмісту інфекційного ві-
русу в легенях експеримен-
тальних тварин у всі терміни
дослідження, крім 3-ї доби.
Рівні як кислих, так і лужних
протеаз у певні терміни в ле-
генях контрольних та дослід-
них тварин значно не відрізня-
лися, хоча спостерігалася тен-
денція до зниження ензима-
тичної активності під впливом
унітіолу.

Висновки

1. Унітіол виявляє противі-
русну дію in vitro як щодо
вірусів грипу серотипу А (серо-
підтипів H1N1 та H3N2), так і
серотипу В.

2. Унітіол здатний до інгібіції
протеолітичних процесів, які
беруть участь у найбільш ран-
ніх стадіях взаємодії вірусу
грипу з плазматичними мемб-
ранами чутливих клітин.

3. Унітіол при інтраназаль-
ній його аплікації за профілак-
тичною та лікувально-профі-
лактичною схемами при моде-

люванні експериментального
грипу у мишей виявляє захис-
ну дію. Препарат зменшує тит-
ри інфекційного вірусу в леге-
нях експериментальних тва-
рин і статистично значуще зни-
жує їх загибель.

Отримані результати свід-
чать про протигрипозну дію
офіцинального препарату уні-
тіолу in vitro та in vivo, а також
про перспективність його вико-
ристання для лікування та
профілактики грипозної інфек-
ції.

ЛІТЕРАТУРА

1. Заліська О. М. Фармакоеконо-
міка. Фармакоекономічний аналіз
«вартість-ефективність» // Фарма-
цевтъ-практикъ. — 2003. — № 4. —
С. 38-39.

2. Участие системы протеолиза
в реализации вирулентности вируса
гриппа и развитии инфекционного
процесса. Антивирусное действие
ингибиторов протеаз / В. П. Лозиц-
кий, А. С. Федчук, Л. Е. Пузис и др. //
Вопр. вирусол. — 1987. — Т. 32. —
С. 413-419.

3. Репродукция вирусов гриппа в
культуре ткани хорионаллантоисной
оболочки куриных эмбрионов, при-
крепленной к скорлупе / А. И. Маль-
цева, Е. Н. Аграновская, Ю. Н. Зели-
ченок, Я. С. Шварцман // Лаб. дело.
— 1973. — № 11. — С. 689-690.

4. Krizanova O., Svatosova Z. Вза-
имодействие плазматических мем-
бран с вирусом гриппа IV. Измене-

Таблиця 2
Вплив унітіолу на накопичення інфекційного вірусу та рівень кислих і лужних протеаз

у легенях білих мишей при експериментальному грипі

Профілактична схема Лікувально-профілактична схема
   Показники Група застосування препарату, застосування препарату,

доба після інфікування доба після інфікування

3-тя 5-та 1-ша 3-тя 5-та 7-ма

Титр Контр. 3,43±0,09 3,780±0,275 1,46±0,05 3,17±0,35 4,5±0,3 2,85±0,47
інфекційного Дослід 4,06±0,65 2,210±0,395* 1,17±0,18 3,75±0,58 3,21±0,37* 2,58±0,50
вірусу, lg ТІД50

Катептична Контр. 0,022±0,001 0,023±0,002 0,088±0,004 0,086±0,002 0,076±0,005 0,084±0,001
активність, Дослід 0,022±0,004 0,023±0,001 0,076±0,001 0,097±0,005 0,067±0,002 0,041±0,005*
мкМоль тирози-
ну/мл за 1 хв
Казеїнолітична Контр. 0,024±0,007 0,023±0,001 0,033±0,006 0,042±0,001 0,025±0,004 0,019±0,002
активність, Дослід 0,016±0,004 0,020±0,004 0,020±0,004 0,030±0,002 0,010±0,003 0,012±0,001
мкМоль тирози-
ну/мл за 1 хв

Примітка. * — різниця з контролем є статистично значущою (Р<0,05).

ние активности креатинфосфокина-
зы // Acta Virol. — 1975. — N 19. —
Р. 97-105.

5. Вовчук С. В. Определение ак-
тивности протеолитических фер-
ментов в зерне злаковых культур //
Биохимические методы исследова-
ния селекционного материала. —
Одесса, 1976. — С. 56-57.

6. Lozitsky V. P., Puzis L. E., Polyak
R. Ya. Resistance of mice to rein-
fection after ε-aminocaproic acid
treatment of primary influenza virus
infection // Acta Virol. — 1988. — N 32.
— Р. 117-123.

7. Ашмарин И. П. Вычисление
ЕД50 при малом числе подопытных
животных // Журн. микробиол. —
1959. — № 2. — С. 102-108.

8. Гублер Е. В., Генкин А. А. При-
менение непараметрических крите-
риев статистики в медико-биологи-
ческих исследованиях. — Л.: Меди-
цина, 1973. — 142 с.

9. Урбах В. Ю. Статистический
анализ в биологических и медицин-
ских исследованиях. — М.: Медици-
на, 1975. — 295 с.

10. Программа эксперименталь-
ного химиотерапевтического изуче-
ния антивирусных (антигриппозных)
препаратов и критерии их поэтапной
оценки / Г. А. Галегов, Н. Л. Пушкар-
ская, Н. А. Леонтьева и др. // Вопр.
вирусол. — 1976. — № 4. — С. 503-
507.


