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Грип – гостре інфекційне захворювання, спричинене вірусом грипу. За 

оцінками Всесвітньої організації охорони здоров'я, сезонний вірус грипу А 

спричиняє до 500 тисяч смертей щороку. Основною причиною смерті пацієнтів 

від грипу є цитокіновий шторм. Показано, що летальна дія інфекції вірусу 

грипу детермінована швидше іммунопатологічними наслідками хазяїна ніж 

прямою цитопатичною дією вірусної реплікації. Цитокіновий шторм або 

гіперпродукція цитокінів призводить до надмірного запалення, набряку, 

дисфункції та пошкодження тканин легенів і є результатом вродженої імунної 

відповіді клітин хазяїна на вірус грипу. Запуск вродженої імунної відповіді на 

інфекцію вірусу грипу відбувається шляхом зв’язування нуклеїнової кислоти 

вірусу з Тоll-подібними рецепторами 3, 7, 8, активуючи транскрипційний 

фактор NF-κB, що у свою чергу викликає індукцію цитокінів та хемокінів. 

Надпродукція останніх викликає рекрутинг імунних клітин в альвеолярний 

простір та оксидативно-нітрозативно-опосередковані пошкодження у тканинах 

легенів. Тому використання терапевтичного препарату для ослаблення 

вродженої імунної відповіді у поєднанні з противірусною дією може призвести 

до зменшення симптомів та пошкодження тканин легенів, які спричинені 

вірусом грипу.  

Постійна мінливість НА вірусу грипу забезпечує безперервну еволюцію 

нових штамів вірусу грипу та епідемії грипу, що у свою чергу ускладнює підбір 



  3 

 

відповідної вакцини. У зв’язку з відсутністю інгібіторів НА та резистентністю 

вірусу грипу до існуючих ліцензійних протигрипозних препаратів, актуальним 

завданням для дослідників є пошук та розробка протигрипозного препарату з 

іншим механізмом дії, а саме, здатного інгібувати активність НА та 

перешкоджати надмірній вродженій імунній відповіді. 

Природні олігорибонуклеотиди (ОРН) та їхні комплекси з D-манітолом 

(ОРН-D-M) мають противірусну дію проти широкого спектру ДНК- та РНК-

вірусів. Показано, що ОРН-D-M є ефективним протизапальним препаратом, 

який може застосовуватися як кардіо- та гепатопротектор. Доклінічні та 

клінічні дослідження свідчать про протигрипозну дію ОРН-D-M. Однак 

механізм одночасної протизапальної та протигрипозної дії ОРН-D-M 

залишається досі незрозумілим. 

Тому представлена дисертація присвячена вивченню впливу ОРН та їхніх 

комплексів ОРН-D-M на інфекційність вірусу грипу in vitro та індуковану 

експресію генів вродженого імунітету у відповідь на інфекцію вірусу грипу in 

vivo. 

Аналіз життєздатності клітин MDCK після інфікування вірусом грипу, 

який попередньо інкубували з препаратами ОРН та ОРН-D-M показав зниження 

цитопатичної дії вірусу грипу та високу життєздатність клітин. Більше того, 

показано, що природні ОРН та ОРН-D-M можуть знижувати інфекційний титр 

вірусу грипу A/FM/1/47/H1N1. Отримані результати стали передумовою для 

подальшого дослідження впливу препаратів ОРН на активність НА вірусу 

грипу та вперше показали пряму інактивуючу дію ОРН та ОРН-D-M на вірус 

грипу A/FM/1/47/H1N1. 

З’ясовано, що ОРН та ОРН-D-M інгібують зв'язування білків НА вірусу 

грипу до залишків сіалової кислоти гліканів еритроцитів. Таким чином 

показано, що ОРН та ОРН-D-M знижують активність НА вірусу грипу, що 

перешкоджає НА-глікановій взаємодії та знижує інфекційний титр вірусу. 

Використання ізольованого НА дозволило встановити зниження 

активності НА після інкубації з ОРН та ОРН-D-M у 32 рази. Також показано 
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тривале та незворотне інгібування активності НА препаратом ОРН-D-М, яке 

ймовірно свідчить про здатність природних олігорибонуклеотидів змінювати 

конформацію НА. Аналіз флуоресцентної спектроскопії показав гасіння 

інтенсивності флуоресценції НА після титрування з ОРН та ОРН-D-М з 

константами дисоціації у мікромолярних кількостях вказуючи на взаємодію 

між HA і ОРН, ОРН-D-М з доволі низькою афінністю. Додатково 3D-спектри 

флуоресценції НА-ОРН та НА-ОРН-D-М показали утворення нового 

флуоресцентного компоненту, який ймовірно демонструє зміни у конформації 

НА. Суттєвіший вплив ОРН-D-M на НА забезпечується D-манітолом шляхом 

стабілізації OРН. Отримані результати дозволи нам припусти, що OРН та їхні 

комплекси ОРН-D-M потенційно можуть зв’язуватися до амінокислот на або 

біля глікан зв’язуючого регіону НА, який необхідний для проникнення вірусу 

грипу у клітину хазяїна, змінюючи його конформацію і таким чином проявляти 

протигрипозну дію.  

Зниження інфекційності пандемічного вірусу грипу А/CA/7/09/H1N1 та 

пташиного вірусу грипу А/МР/10218/84/H5N2 під дією комплексів ОРН-D-M 

показало, що неспецифічна взаємодія досліджуваних олігорибонуклеотидів з 

НА може забезпечити подолання резистентності вірусу грипу. 

Дослідження відносної експресії генів вродженого імунітету показало, що 

вірус грипу штаму A/FM/1/47/H1N1 індукує гіперекспресіїю мРНК Xdh, Nos2, 

Arg2, Oas1α, Oas2, Oas3, Mx1, Eif2αk2, Ifnε, Ifnk, Ifnα2, Ifnβ1, Ifnγ, Ccl3, Ccl4, 

Ccl5, Cxcl9, Cxcl10, Cxcl11, Il6, Il1β, Il12α, Tnfα, Nfkb1, Nfkbia, Tlr3, Tlr7 та Тlr8 

у тканинах легенів мишей лінії BALB/c через 48 год після інфікування. Вперше 

визначено підвищену експресію мРНК Ifnε, Ifnk за умов грипу у тканинах 

легенів мишей.  

Введення ОРН та ОРН-D-M мишам за профілактичною та лікувальною 

схемами призводило до зниження рівнів мРНК генів Xdh, Nos2, Arg2, Oas1α, 

Oas2, Oas3, Mx1, Eif2αk2, Ifnε, Ifnk, Ifnα2, Ifnβ1, Ifnγ, Ccl3, Ccl4, Ccl5, Cxcl9, 

Cxcl10, Cxcl11, Il6, Il1β, Il12α, Tnfα, Nfkb1, Nfkbia, Tlr3, Tlr7 та Тlr8, чия 

транскрипція була індукованою вірусом грипу. Ослаблення надрегуляції Nfkb1, 
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Nfkbia, Xdh, Nos2 терапевтичними олігорибонуклеотидами спостерігалося 

також на рівні трансляції. Інгібування підвищення рівнів мРНК деяких генів 

вродженого імунітету у відповідь на вірус грипу було суттєвішим за умови 

профілактики грипу ОРН та ОРН-D-М. Було виявлено, що результати відносної 

експресії генів вродженого імунітету узгоджуються з даними реплікації вірусу 

грипу у тканинах легенів. Отримані результати дозволяють припустити, що 

ОРН та ОРН-D-М інгібують гіперекспресію Tlr3, Tlr7, Tlr8, яка індукується 

вірусом грипу, перешкоджаючи гіперекспресії генів NF-κB, цитокінів, 

хемокінів, ISG та прооксидантів шляхом інгібування активації сигнальних 

шляхів TLR-3, TLR-7 та TLR-8. Природні олігорибонуклеотиди модулюють 

вроджену імунну відповідь на вірус грипу шляхом взаємодії з TLR-3, TLR-7 та 

TLR-8. 

Отримані результати дозволяють припустити, що природні ОРН 

виступаючи інгібітором НА є ефективним протигрипозним препаратом. 

Протизапальна дія терапевтичних олігорибонуклеотидів забезпечує 

нормалізацію імунопатологічних наслідків грипу шляхом інгібування активації 

TLR-асоційованих сигнальних шляхів. 

Отже, у дисертаційній роботі встановлено інгібування інфікування вірусом 

грипу клітин хазяїна природними олігорибонуклеотидами за умов in vitro. 

Виявлена низькоафінна взаємодія ОРН та ОРН-D-М з НА та підтверджено 

інгібування активності НА, який є невід’ємним елементом інфекційності вірусу 

грипу. Встановлено, що препарати ОРН та їхні комплекси ОРН-D-М 

перешкоджають індукції експресії генів вродженого імунітету у відповідь на 

інфекцію вірусу грипу у тканинах легенів за умов in vivo. Показано, що 

застосування  ОРН та ОРН-D-М за профілактичною схемою введення 

призводило до суттєвого зниження гіперекспресії генів вродженого імунітету за 

умов грипу. 
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SUMMARY 

 

 

Melnichuk N.S. Effect of oligoribonucleotides on infectivity of influenza 

virus in vitro and іnfluenza-induced expression of innate immunity genes in vivo 

– Qualification scientific work with the manuscript copyright.  

Thesis for obtaining the degree of Doctor of Philosophy (PhD) in Biology, 

speciality 03.00.03 – Molecular Biology. – Institute of Molecular Biology and 

Genetics of the National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv, 2021.  

Influenza is an infectious disease caused by an influenza virus. According to the 

World Health Organization, a seasonal influenza A virus causes 500,000 deaths each 

year. Cytokine storm is known to be the main cause of death of patients from 

influenza. It has been shown that the lethal effect of influenza virus infection is 

determined more by the host immunopathological effects than by the direct 

cytopathic action of viral replication. Cytokine storm or cytokine hyperproduction 

leads to excessive inflammation, swelling, dysfunction and damage of lung tissues 

and is the result of host's innate immune cells response to influenza virus. Activation 

of the innate immune response to influenza occurs by binding of the viral nucleic acid 

to TLR 3, 7 and 8 leading to activation of the transcription factor NF-κB and 

activation of the NF-κB dependent production of the cytokines and chemokines. 

Overproduction of the cytokines causes the recruitment of immune cells into the 

alveolar space and oxidative-nitrosative-mediated lung tissue damage. Therefore, 

using a therapeutic drug to impair the innate immune response in combination with 

antiviral action has the potential to diminish symptoms and tissue damage caused by 

the influenza virus infection. 

The constant variability of the HA of influenza virus ensures the continuous 

evolution of new influenza virus strains and an influenza epidemics, which makes it 

difficult to select appropriate vaccine strains. Due to the absence of HA inhibitors and 

resistance of the influenza virus to the licensed anti-influenza drugs, the HA is a 

promising target to create a new anti-influenza drug. So anti-influenza therapeutic 
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agents with HA inhibit activity and attenuate excessive the innate immune responses 

to the influenza virus are needed. 

Natural oligoribonucleotides (ORNs) and their complexes with D-mannitol 

(ORNs-D-M) have antiviral action against a wide range of the DNA and RNA 

viruses. The ORNs-D-M are shown to be an effective anti-inflammatory drug that can 

be used as a cardio- and hepatoprotector. Pre-clinical and clinical studies have 

demonstrated the anti-influenza effect of the ORNs-D-M. However, the ORNs-D-M 

mechanisms of both antiviral and anti-inflammatory activities are still not clear.  

Therefore, the manuscript is dedicated to study effects of the ORNs and their 

complexes (ORNs-D-M) on infectivity of the influenza virus in vitro and 

overexpression of the innate immunity genes caused by the influenza virus infection 

in vivo.  

Using viability analysis of the MDCK cells infected with the influenza virus, 

which had been pre-incubated with the ORNs and ORNs-D-M, showed decrease 

cytopathic effects of the influenza virus and а high cell viability. Moreover, it has 

been shown that the natural ORNs and ORNs-D-Ms can reduce the infectious titer of 

A/FM/1/47/H1N1 influenza virus. The results obtained were precondition for further 

investigation of the effect of ORNs drugs on influenza virus activity and they showed 

the direct action of the ORNs and ORNs-D-M on the A/FM/1/47/H1N1 influenza 

virus at the first time. 

The ORNs and ORNs-D-M have been shown to have an inhibitory effect on the 

binding of the influenza virus proteins HA to the sialic acid residues of erythrocyte 

glycans. Thus, it is shown that the ORNs and ORNs-D-M reduce the HA activity of 

influenza virus leading to blocking the HA-glycan interaction and reduces the virus 

infectivity. 

The use of isolated HA allowed to study the decreased HA activity by 32 times 

after incubation with the ORNs and ORNs-D-M. It also has shown the long and 

irreversible HA activity inhibition by the ORNs-D-M, which is likely to indicate the 

ability of natural oligoribonucleotides to change the HA conformation. Analysis of 

fluorescence spectroscopy showed the quenching of the HA fluorescence intensity, 
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after ORNs and ORN-D-M titration, with micromolar dissociation constants that 

indicates the interaction between the HA and the ORNs, ORNs-D-M with low-

affinity. Additionally, the 3D fluorescence spectra of the HA-ORNs and HA-ORNs-

D-M indiceted the new fluorescence component, which probably demonstrates some 

changes in the HA conformation. By stabilizing the ORN, the D-mannitol provides 

significantly effect of the ORNs-D-M on HA. The obtained results suggest that the 

ORNs and their complexes can potentially bind to an amino acids at or around the 

glycans binding region of HA required for the penetration of the influenza virus into 

host cells, changing its conformation and in this manner have the anti-influenza 

activity. 

Decreasing infectivity of the pandemic influenza virus А/CA/7/09/H1N1 and 

avian influenza virus А/МР/10218/84/H5N2 by the ORNs-D-M complexes showed 

that influenza virus will not able to develop resistance to the oligoribonucleotides 

because of non-specific interaction of the investigated oligoribonucleotides with HA.  

The study of the relative expression of the innate immunity genes showed that 

the influenza virus A/FM/1/47/H1N1 induces the mRNA overexpression of Xdh, 

Nos2, Arg2, Oas1α, Oas2, Oas3, Mx1, Eif2αk2, Ifnε, Ifnk, Ifnα2, Ifnβ1, Ifnγ, Ccl3, 

Ccl4, Ccl5, Cxcl9, Cxcl10, Cxcl11, Il6, Il1β, Il12α, Tnfα, Nfkb1, Nfkbia, Tlr3, Tlr7 

and Тlr8 in mice lung tissues after 48 hours infection. For the first time іncreased the 

mRNA expression of Ifnε, Ifnk was identified in influenza-infected mice lung tissues. 

The both prevention and treatment with the ORNs and ORNs-D-M of the 

influenza infection decrease the mRNA levels of Xdh, Nos2, Arg2, Oas1α, Oas2, 

Oas3, Mx1, Eif2αk2, Ifnε, Ifnk, Ifnα2, Ifnβ1, Ifnγ, Ccl3, Ccl4, Ccl5, Cxcl9, Cxcl10, 

Cxcl11, Il6, Il1β, Il12α, Tnfα, Nfkb1, Nfkbia, Tlr3, Tlr7 and Тlr8, whose transcription 

was induced by the influenza virus. The attenuation upregulation of the Nfkb1, 

Nfkbia, Xdh, Nos2 by the therapeutic oligoribonucleotides was also observed at 

translational level. Impair up-expression of mRNA levels of some innate immunity 

genes in response to the influenza virus was more significant when the ORNs and 

ORNs-D-M injected for prevention compared to the injected for treatment. The 

results of the relative expression of innate immunity genes have been found to be 
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consistent with the data of the influenza virus replication in the lung tissues. The 

results suggest that the ORNs and ORNs-D-M inhibit the overexpression Tlr3, Tlr7, 

Tlr8 induced by the influenza virus infection, suppress the up-regulation of NF-κB, 

cytokines, chemokines, ISGs, and pro-oxidants genes by inhibiting activation of the 

TLR-3, TLR-7, and TLR-8 signaling pathways. By binding to the TLR-3, TLR-7, and 

TLR-8, the natural oligoribonucleotides can modulate the innate immune response to 

an influenza virus infection. 

The results suggest that the natural ORNs are effective anti-influenza drug by 

HA inhibiting. The anti-inflammatory action of the therapeutic oligoribonucleotides 

cause normalization of the immunopathological effects of influenza by inhibiting the 

activation of TLR-associated signaling pathways. 

Since, the thesis has discovered that the natural oligoribonucleotides impair 

infection of the host cell by influenza virus in vitro. Low-affinity interaction of the 

ORNs and ORNs-D-M with HA was detected and inhibition of the HA activity, 

which is an integral element of influenza virus infectivity, was confirmed. The ORNs 

and their complexes have been found to inhibit the induction of expression of the 

innate immunity genes response to the influenza virus infection in lung tissues in 

vivo. It is shown that the the ORNs and ORNs-D-M injection for prevention leads to 

a significant decrease overexpression of the genes of innate immunity under influenza 

conditions. 

 

Key Words: natural oligoribonucleotides, complexes oligoribonucleotides with 

D-mannitol, influenza virus, protein-ligand interaction, innate immunity genes 

expression. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

 

 

ОРН – олігорибонуклеотиди 

ОРН-D-M – комплекси олігорибонуклеотидів з D-манітолом 

АФК – активні форми кисню 

АФН – активні форми нітрогену 

МТТ-тест – колориметричний тест для оцінки метаболічної 

активності клітин 

ТЦД50 – тканино-цитопатична доза, що інфікує 50 % культури 

клітин 

НАО – одна НА одиниця (кількість НА або вірусу, яка викликає 

реакцію аглютинації еритроцитів) 

ПЛР-РЧ – полімеразна ланцюгова реакція у режимі реального часу 

кДНК – комплементарна РНК-матриці ДНК, що отримана за 

допомогою зворотної транскрипції 

HA – hemagglutinin (гемаглютинін) 

NA – neuraminidase (нейрамінадаза) 

NOS2 – nitric oxide synthase 2, inducible (NO синтетаза 2, 

індуцибельна) 

АRG2 – arginase type II (аргіназа ІІ типу) 

XDH – xanthine dehydrogenase (ксантиндегідрогеназа) 

OAS1a/2/3 – 2′-5′ oligoadenylate synthetase 1A, 2 and 3 (2′-5′ 

олігоаденілатсинтетаза 1A, 2 і 3) 

MX1 – MX dynamin like GTPase 1 (гуанозинтрифосфат 

зв’язуючий білок Mx1) 

RNAseL – 2′,5′-oligoisoadenylate synthetase-dependent ribonuclease L 

(рибонуклеаза L, 2′,5′-олігоаденілат залежна ендонуклеаза) 

Eif2αk2 – eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 2 (кіназа 
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2 еукаріотичного фактору ініціації трансляції 2-альфа) 

IFN-ε       – interferon epsilon (інтерферон епсилон) 

IFN-κ – interferon kappa (інтерферон каппа) 

IFN- α2 – іnterferon alpha 2 (інтерферон альфа 2) 

IFN-β1 – interferon beta 1 (інтерферон бета 1) 

IFN-γ – interferon gamma (інтерферон гамма) 

CCL3/4/5      – chemokine (C-C motif) ligand 3, 4 and 5 (хемокіновий (С-С 

мотив) ліганд 3, 4 і 5) 

СXCL9/10/11 – chemokine (C-X-C motif) ligand 9, 10 and 11 (хемокіновий 

(С-Х-С мотив) ліганд 9, 10 і 11) 

ІL-6            – interleukin 6 (інтерлейкін 6) 

ІL-1β – interleukin 1 beta (інтерлейкін 1 бета) 

ІL-12α       – interleukin 12 alpha (інтерлейкін 12 альфа) 

TNF-α     – tumor necrosis factor alpha (фактор некрозу пухлин альфа) 

NF-κB1 – nuclear factor kappa B 1 (білок родини транскрипційного 

фактору NF-κB (інша назва р50)) 

NF-κBIα/IκB – nuclear factor kappa B inhibitor alpha (інгібітор 

транскрипційного  фактору NF-κB альфа) 

TLR3/7/8 – toll-like receptor 3, 7 and 8 (Тоll-подібний рецептор 3, 7 і 8) 

GAPDH – glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (гліцеральдегід-

3-фосфатдегідрогеназа) 

LD50 – lethal dose, 50% (доза, що інфікує 50 % тварин) 

PBS – phosphate buffered saline (фосфатно-буферний розчин) 

ISG – interferon-stimulated gene (інтерферон стимульований ген) 

GTPase – guanosine triphosphatase (гуанозинтрифосфатаза) 

RIG-1 – retinoic acid-inducible gene I, RIG-I-like receptor, dsRNA 

helicase enzyme (RIG-I-подібний рецептор, фермент 

хеликаза) 

NK – natural killer cells (природні кілери – тип лімфоцитів) 
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ВСТУП 

 

 

Актуальність теми. За оцінками Всесвітньої організації охорони здоров'я, 

сезонний вірус грипу А спричиняє до 500 тисяч смертей та великі економічні 

втрати щороку (4). Щорічні тривалентні або чотиривалентні вакцини є 

найефективнішим способом запобігання зараженню та важких наслідків, які 

спричинені вірусами грипу (who.int/influenza/vaccines). Однак висока 

мінливість НА вірусу грипу забезпечує безперервну еволюцію нових штамів 

вірусу грипу та епідемій грипу, що у свою чергу ускладнює підбір відповідної 

вакцини (204-207). У зв’язку з резистентністю вірусу грипу до існуючих 

ліцензійних протигрипозних препаратів та постійною загрозою епідемії чи 

пандемії вірусу грипу виникла нагальна потреба у пошуку протигрипозного 

препарату спрямованого проти нових мішеней (24, 25, 208).  

На сьогоднішній день відсутні ліцензійні інгібітори НА, що робить НА 

новою перспективною мішенню для створення нового протигрипозного 

препарату. Тому пошук протигрипозного препарату, який буде інгібувати 

активність НА є актуальним завданням для дослідників (13). 

Основною причиною смерті пацієнтів від грипу є цитокіновий шторм, який 

призводить до надмірного запалення, набряку, дисфункції та пошкодження 

тканин легенів і є результатом вродженої імунної відповіді клітин хазяїна на 

вірус грипу (212, 213). Запуск вродженої імунної відповіді на інфекцію вірусу 

грипу відбувається шляхом зв’язування нуклеїнової кислоти вірусу з Тоll-

подібними рецепторами 3, 7, 8, активуючи транскрипційний фактор NF-κB, що 

у свою чергу викликає індукцію цитокінів та хемокінів. Надпродукція останніх 

викликає рекрутинг імунних клітин у альвеолярний простір та оксидативно-

нітрозативно-опосередковані пошкодження у тканинах легенів (46, 47). Тому 

використання терапевтичного препарату для ослаблення вродженої імунної 

відповіді у поєднанні з противірусною дією може зменшити симптоми та 

пошкодження тканин легенів, які спричинені вірусом грипу (213). 
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Природні препарати ОРН та ОРН-D-M на основі сумарної дріжджової РНК 

мають противірусну дію проти широкого спектру ДНК- та РНК-вірусів (162, 

163, 177-180, 183). До того ж ОРН є ефективним протизапальним препаратом, 

який може застосовуватися як кардіо- та гепатопротектор (164, 172, 173, 175). 

Доклінічні та клінічні дослідження свідчать про протигрипозну дію ОРН-D-M 

при грипі (181, 183). Однак механізм одночасної протизапальної та 

протигрипозної дії ОРН-D-M залишається досі незрозумілим. Отже, вивчення 

впливу ОРН на активність НА вірусу грипу та експресію генів вродженого 

імунітету за умов грипу допоможе наблизитися до розуміння механізмів 

протигрипозної та протизапальної дії ОРН, які є засадою для адекватних 

підходів в лікуванні інфікованих грипом. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація 

відповідає основному плану науково-дослідних робіт групи молекулярної 

фармакології відділу ензимології білкового синтезу Інституту молекулярної 

біології і генетики НАН України і виконувалась в рамках бюджетних тем № 

2.2.4.15 – «Вивчення впливу олігонуклеотидів на сигнальні білки та експресію 

генів вродженого імунітету» (номер державної реєстрації – 0113U002779, 2014-

2018 рр.) та №35/15 – «Комплексоутворення препаратів РНК з 

низькомолекулярними лігандами та їх лікувальна ефективність» (номер 

державної реєстрації – 0115U005603, 2015-2019 рр.). 

Мета і завдання досліджень. Метою дисертаційного дослідження було 

вивчення впливу ОРН та ОРН-D-M на інфекційність вірусу грипу А (H1N1) in 

vitro та індуковану експресію генів вродженого імунітету у відповідь на 

інфекцію вірусу грипу in vivo.  

Відповідно до мети роботи було поставлено такі завдання: 

1. Дослідити можливу пряму інактивуючу дію ОРН та ОРН-D-M на 

вірус грипу за зміною його інфекційного титру після взаємодії з 

екзогенними олігорибонуклеотидами до інфікування клітин MDCK; 
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2. Вивчити вплив ОРН та ОРН-D-M на утворення НА-гліканової 

взаємодії, відповідальної за перший етап життєвого циклу вірусу 

грипу та охарактеризувати взаємодію ОРН та ОРН-D-M з НА; 

3. Дослідити експресію цитокінів, хемокінів, інтерферон-стимульованих 

та прооксидантних генів після 48-годинної вірусної інфекції та 

введення ОРН та ОРН-D-М за профілактичною та лікувальною 

схемами in vivo; 

4. Визначити вплив ОРН та ОРН-D-М на експресію транскрипційного 

фактора NF-κB на моделi грипозної пневмонiї у мишей за 

профiлактичною та лiкувальною схемами; 

5. Дослідити вплив ОРН та ОРН-D-М на експресію генів Toll-подібних 

рецепторів, які зв’язуються з нуклеїновою кислотою вірусу грипу, 

екзогенними олігонуклеотидами та активують вроджену імунну 

відповідь на вірус грипу у тканинах легенів мишей, які інфіковані 

вірусом грипу. 

Об’єкт дослідження: вірус грипу та експресія генів вродженого імунітет у 

мишей. 

Предмет дослідження: взаємодія ОРН з вірусом грипу та експресія генів 

вродженого імунітету у тканинах легенів мишей під час інфекції грипу та дії 

ОРН. 

Методи дослідження: культивування клітин лінії MDCK, МТТ-тест 

оцінки життєздатності клітин, аналіз ТЦД50, РГА оцінки утворення НА-

гліканової взаємодії, флуоресцентна спектроскопія ОРН-НА взаємодії, 

виділення тотальної РНК з тканини легенів мишей, електрофорез РНК у 

мікрочіпі, синтез кДНК, ПЛР-РЧ, електрофорез білків у поліакриламідному 

гелі, вестерн-блот, оцінка вмісту ПОЛ. 

Наукова новизна одержаних результатів. Під час виконання роботи 

вперше виявлено пряму інактивуючу дію ОРН та ОРН-D-M на вірус грипу. 

Показано зниження цитопатичної дії вірусу грипу та високу життєздатність 
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клітин після інфікування вірусом грипу з преінкубацією з ОРН та ОРН-D-M. 

Більше того, показано, що ОРН та ОРН-D-M можуть знижувати інфекційний 

титр вірусу грипу A/FM/1/47/H1N1. Вивчено, що ОРН та ОРН-D-M мають 

інгібуючу дію на зв'язування білків НА вірусу грипу до залишків сіалової 

кислоти гліканів еритроцитів. Проаналізовано, що ОРН та ОРН-D-M знижують 

активність НА вірусу грипу, що призводить до перешкоджання гемаглютинін-

гліканової взаємодії та зниження інфекційності вірусу. Вперше 

використовуючи ізольований НА показано тривалу взаємодію між HA і ОРН, 

ОРН-D-М з доволі низькою афінністю, яка призводить до зниження активності 

НА. Сутєвіший вплив ОРН-D-M на НА ймовірно забезпечується D-манітолом 

шляхом стабілізації OРН. Вперше показано, що комплекси ОРН-D-M знижують 

інфекційність пандемічного вірусу грипу А/CA/7/09/H1N1 та пташиного вірусу 

грипу А/МР/10218/84/H5N2 і проаналізовано, що неспецифічна взаємодія 

досліджуваних ОРН-D-M з НА може забезпечити стійкість 

олігорибонуклеотидів до розвитку резистентності вірусом грипу. Вперше 

показано, що вірус грипу штаму A/FM/1/47/H1N1 індукує гіперекспресію мРНК 

Xdh, Nos2, Arg2, Oas1α, Oas2, Oas3, Mx1, Eif2αk2, Ifnε, Ifnk, Ifnα2, Ifnβ1, Ifnγ, 

Ccl3, Ccl4, Ccl5, Cxcl9, Cxcl10, Cxcl11, Il6, Il1β, Il12α, Tnfα, Nfkb1, Nfkbia, Tlr3, 

Tlr7 та Тlr8 у тканинах легенів мишей. Вперше визначено підвищену експресію 

мРНК Ifnε, Ifnk за умов грипу у тканинах легенів мишей. Виявлено, що 

введення ОРН та ОРН-D-M мишам за профілактичною та лікувальною схемами 

знижує рівні мРНК генів Xdh, Nos2, Arg2, Oas1α, Oas2, Oas3, Mx1, Eif2αk2, Ifnε, 

Ifnk, Ifnα2, Ifnβ1, Ifnγ, Ccl3, Ccl4, Ccl5, Cxcl9, Cxcl10, Cxcl11, Il6, Il1β, Il12α, 

Tnfα, Nfkb1, Nfkbia, Tlr3, Tlr7 та Тlr8, транскрипція яких була індукованою 

вірусом грипу. Ослаблення гіперекспресії Nfkb1, Nfkbia, Xdh, Nos2 

терапевтичними олігорибонуклеотидами спостерігалося також на рівні 

трансляції. Вперше показано, що інгібування індукції рівнів мРНК деяких генів 

вродженого імунітету у відповідь на вірус грипу суттєвіше за умови 

профілактичної схеми дії ОРН та ОРН-D-М на вірус грипу. Вперше 

проаналізовано, що ОРН та ОРН-D-М інгібують гіперекспресію Tlr3, Tlr7, Tlr8, 
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яка індукується вірусом грипу, перешкоджаючи надекспресії генів NF-κB, 

цитокінів, хемокінів, прооксидантів та інтерферон-стимульованих генів (ISG) 

шляхом взаємодії з TLR-3, TLR-7 та TLR-8. 

Практичне значення одержаних результатів. Представлені дослідження 

поглиблюють розуміння механізму дії природних ОРН проти вірусу грипу. 

Отримані результати модуляції вродженої імунної відповіді терапевтичними 

олігорибонуклеотидами шляхом впливу на Тоll-подібні рецептори розкривають 

розуміння нормалізації компонентів вродженого імунітету (наприклад 

цитокіновий профіль) при гострому токсичному ураженні печінки, цукровому 

діабеті ІІ типу, ВІЛ інфекції, гострому інфаркті міокарда. Крім того, 

низькоафінна взаємодія ОРН з глікопротеїном вірусу грипу розкриває уявлення 

щодо механізму противірусної дії ОРН проти широкого спектру вірусів, що має 

практичне застосування. Отримані результати щодо змін експресії генів 

вродженого імунітету за дії грипу та ОРН стали підґрунтям для розробки тест-

системи для аналізу експресії генів уродженого імунітету. 

Особистий внесок здобувача. Всі дослідження виконувались за 

безпосередньої участі здобувача. Більшість представлених експериментів, а 

також обробку і аналіз отриманих результатів виконано особисто пошукачем. 

Дослідження in vivo, а саме інфікування тварин вірусом грипу та введення ОРН, 

ОРН-D-М за профілактичної та лікувальної схем було проведено спільно з 

д.мед.н., проф. С.Л. Рибалко у лабораторії експериментальної хіміотерапії 

вірусних інфекцій ДУ Інституту епідеміології та інфекційних захворювань     

ім. Л.В. Громашевського НАМН України. Дослідження змін експресії генів 

вродженого імунітету виконували у співробітництві з д.б.н., проф.                       

В.І. Кашубою. Оцінку НА-гліканової взаємодії за допомогою РГА проводили 

спільно з пров. інж. Л.І. Семерниковою, а флуоресцентну спектроскопію – з 

м.н.с. М.М. Вівчарик. Дослідження противірусної дії ОРН-D-М проти вірусів 

грипу А/CA/7/09/H1N1 та А/МР/10218/84/H5N2 було проведено у 

співробітництві з к.б.н., с.н.с. В.В. Зарубаєвим на базі лабораторії 

експериментальної вірусології, Санкт-Петербурзького Інституту епідеміології 
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та мікробіології імені Пастера. Автор висловлює подяку науковому керівнику 

к.б.н., с.н.с. З.Ю. Ткачуку за розробку стратегій досліджень, допомогу в 

плануванні експериментів та обговорення отриманих результатів. Автор щиро 

вдячний співробітникам групи молекулярної фармакології Інституту 

молекулярної біології і генетики НАН України за корисні поради під час 

планування досліджень та обговорення результатів. Отримані результати 

обговорено та опубліковано в спільних публікаціях. 

Апробація результатів дисертації. Результати досліджень було 

представлено на наукових семінарах відділу ензимології білкового синтезу та 

на таких наукових конференціях: CYS Conference for young scientists (Київ, 

2015); The 8th International conference bioresources and viruses (Київ, 2016); The 

2nd International Electronic Conference on Medicinal Chemistry» (Online, 2016); X 

Parnas Conference Young Scientist Forum „Molecules in the Living Cell and 

Innovative Medicine” (Вроцлав, Польща, 2016); V Науково-практична 

конференція школи молодих науковців ПАТ «Фармак» (Київ, 2017); The 7th 

International Weigl Conference (Львів, 2017); The 3nd International Electronic 

Conference on Medicinal Chemistry (Online, 2017); Міжнародна конференція 

молодих вчених «XI Parnas Conference» (Київ, 2018); VI науково-практична 

конференції школи молодих науковців ПАТ «Фармак» (Київ, 2018); XII 

український біохімічний конгрес (Тернопіль, 2019). 

Публікації. За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 17 

наукових працях, з них 4 статті у виданнях, що входять до наукометричних баз 

SCOPUS, 1 стаття у фаховому журналі та 12 тез доповідей у збірках матеріалів 

вітчизняних та міжнародних наукових конференцій. 

Структура та обсяг роботи. Дисертація складається зі вступу, огляду 

літератури, матеріалів і методів досліджень, результатів експериментальних 

досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків, списку 

використаних джерел, який охоплює 229 найменувань. Дисертацію викладено 

на 145 сторінках стандартного машинопису, вона містить 30 рисунків, 4 таблиці 

та 2 додатки.  
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РОЗДІЛ 1.  

 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

 

1.1. Вірус грипу та особливості патогенезу грипозної інфекції 

 

 

Вірус грипу належить до родини Orthomyxoviridae та класифікується на 4 

типи: A, B, C та D (1). Серед цих типів, вірус грипу А є клінічно найбільш 

важливим патогеном, що викликає інфекції у респіраторному тракті людини, 

тварин та шлунково-кишковому тракті птахів. Вірус грипу А спричиняє 

численну смертність і великі економічні втрати щороку. В Україні за останній 

епідемічний сезон (жовтень 2018-лютий 2019 р.) на грип та гострі респіраторні 

вірусні інфекції перехворіли 9,4 % українців та зареєстровано 33 летальних 

випадки (2).  

Іноді вірус грипу А викликає пандемії (3). Лише пандемія 2009 року, за 

оцінками Всесвітньої організації охорони здоров'я Європейського регіону (4), 

призвела до 100 000–400 000 смертей не тільки серед груп, які вважаються з 

більш високими ризиками ускладнень, таких як літні люди, люди з хронічними 

захворюваннями та вагітні жінки, а також у молодих здорових осіб (4). Під час 

найсильнішої пандемії останнього століття, в 1918 р., смертність обумовлена 

інфекцією вірусом грипу становила 21 мільйон людей у всьому світі (5). 

Віруси грипу містять одноланцюгову антизмістовну (негативну) РНК і для 

успішної реплікації потребують синтезу вірусної РНК. Синтез змістовної РНК 

здійснюється полімеразою на вірусному геномі (6). Зрілий віріон містить вісім 

протеїнів, які оточені білковою оболонкою, яка включає два основні поверхневі 

глікопротеїни – гемаглютинін (HA) і нейрамінадазу (NA) (7, 8, 9). HA 
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опосередковує зв’язування віріона з рецептором (гліканом) та злиття з 

мембраною для проникнення у клітину хазяїна (8), тоді як рецептор-руйнуючий 

фермент NA забезпечує вихід віріона з клітини (9). 

За сучасною класифікацією вірус грипу А поділяють на 18 субтипів за HA 

(H1–H18) та 11 за NA (N1–N11) з яких H1–H3 успішно адаптовані до людини 

(10, 11, 12, 13). HA та NA є важливими антигенами, які визначають антигені 

варіації вірусів грипу та імунітету хазяїна. Мінливість у HA в перш за все 

відповідальна за постійну еволюцію нових штамів та наступні епідемії грипу 

(14). Цикл репродукції вірусу грипу умовно поділяють на такі фази: 

проникнення вірусу у клітину хазяїна і власне його репродукція; вихід та 

поширення вірусу. В патогенезі грипозної інфекції виділяють неспецифічні 

(вроджений імунітет) та специфічні (адаптивний імунітет) захисні реакції 

хазяїна (рис. 1.1) (15).  

 

 

Рис. 1.1. Схема захисних імунних реакцій за умов інфекції грипу у 

людини: а – неспецифічні; б – специфічні (15) 

 

Вірус грипу високо тропний до епітеліальних клітин дихальних шляхів та 

альвеол, оскільки вони експресують глікани з залишками α2-6 та α2-3 сіалової 

кислоти, які функціонують як вірусні рецептори (рис. 1.2). У результаті їх 

інфікування відбувається пошкодження епітелію та ексудації рідини і протеїнів 

у дихальний та альвеолярний простір, які перешкоджають газообміну (16, 17). 
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НА-гліканова взаємодія ініціює ендоцитоз віріона (19). Підкислення 

ендосоми призводить до злиття вірусного НА з ендосомальною мембраною і 

активації іонного каналу М2, що дозволяє протонам входити у вірусне ядро, 

щоб дисоціювати рибонуклеопротеїновий комплекс, який потім імпортується в 

ядро, де відбудеться реплікація вірусної РНК (20). Новосинтезовані копії 

вірусного нуклеопротеїну концентруються у цитозолі біля плазматичної 

мембрани та зв’язуються з поверхневими вірусними протеїнами (НА, NA), які 

концентруються у ліпідних рафтах на плазматичній мембрані за допомогою 

інших вірусних протеїнів (М1, М2) (6). Відбруньковування таких регіонів 

плазматичної мембрани формує завершене вірусне потомство, яке зв’язане з 

плазматичною мембраною через НА-гліканові взаємодії. Відщеплення від 

сіалової кислоти глікана каталізується NA, що призводить до інфікування 

сусідніх клітин або виділення вірусних часток назовні через повітряно-

крапельні секрети дихальних шляхів (6). 

 

Рис. 1.2. Схематичне зображення реплікації вірусу грипу А у епітеліальних 

клітинах легень, адаптовано за (18) 
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1.1.1. НА як можлива мішень дії препаратів. Для профілактики та 

лікування вірусної інфекції грипу існують два класи ліцензованих 

протигрипозних препаратів: інгібітори NА та іонних каналів М2. Інгібітори NА 

(озельтамівір (Tamiflu), занамівір (Relenza)) перешкоджають виходу 

новосинтезованих віріонів з клітини хазяїна (21). Тоді як інгібітори іонних 

каналів М2 (амантадин (Symmetrel), римантадин (Flumadine)) блокують процес 

вивільнення вірусного рибонуклеопротеїнового комплексу у цитоплазму (22, 

23). Проте розвиток резистентності вірусу грипу до цих препаратів призвів до 

зниження їх ефективності (22, 24, 25).  

Глікопротеїн HA знаходиться на поверхневій мембрані вірусу грипу і є 

невід’ємним елементом його інфекційності (8). За структурною конформацією 

НА належить до І класу білків, які зливаються з мембраною. НА володіє 

багатофункціональною активністю, а саме приєднання та злиття з мембраною 

клітини хазяїна (26). Тому НА є перспективною мішенню для розроблення 

нового протигрипозного препарату, який буде блокувати початковий етап у 

життєвому циклі вірусу – проникнення у клітину хазяїна. Ідентифіковані 18 

типів НА можна розділити на 2 групи (12, 13). Мінлива природа НА створює 

великі труднощі у розроблені препарату, крім того різноманітність НА може 

збільшитись у зв’язку з антигенним дрейфом та шифтом (14). Тому актуальним 

є розробка препарату, який буде неспецифічно взаємодіяти з НА та інгібувати 

його активність. 

HA – гомотример, мономери якого синтезуються як єдиний поліпептид 

(HA0), який розщеплюється протеазами-хазяїна на дві субодиниці (HA1 і HA2). 

HA зв’язується з рецепторами клітини, які містять глікани з залишками сіалової 

кислоти Neu5Acα2-3Gal linked (α2-3) та Neu5Acα2-6Gal linked (α2-6), за 

допомогою рецептор зв’язуючого домену, який розташований у кожному НА 

мономері на дистальному кінці (HA1) від вірусної мембрани (рис. 1.3) (27).  
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Рис. 1.3. Структура гомотримера HA. Три момомера показані відповідно 

у зелений, сірий та синій кольори (27) 

 

Рецептор зв’язувальний сайт НА взаємодіє з гліканами з дуже низькою 

(мілімолярною) афінністю (28). Однак вірус грипу може підвищити свою 

авідність до клітин-хазяїв шляхом багатовалентного зв'язування через високу 

щільність тримерів HA на поверхні вірусу (29). Усі HA мають аналогічний 

рецептор зв’язувальний домен. Сайт зв’язування складається з трьох 

структурних елементів, а саме α-спіралі та двох петель (30). 

Відомості про структуру НА дозволяють розробити новий протигрипозний 

препарат, який буде стійким до вірусної резистентності (13). 
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1.2. Система вродженого імунітету як неспецифічний захист проти вірусу 

грипу 

 

 

Вроджений імунітет є першою стадією захисту організму від вторгнення 

патогенів і пов'язаний з високо консервативним механізмом клітинної 

сигналізації хазяїна. Система вродженого імунітету виконує низку наступних 

функцій: рекрутинг імунних клітин до місця інфекції через надвиробництво 

медіаторів запалення, цитокінів (31, 32); ідентифікація та видалення 

чужорідних субстанцій, присутніх в органах, тканинах, крові та лімфі, за 

допомогою спеціалізованих лейкоцитів; активація адаптивної імунної     

системи (33). 

Вроджена імунна система розпізнає вірус грипу за допомогою лімітованої 

кількості детерміновано закодованих патерн-розпізнавальних рецепторів (RIG-

1, TLR 3, 7, 8 та 9), які активують про-запальний фактор транскрипції NF-κB 

(34). Активований NF-κB викликає секрецію INF І типу, про-запальних 

цитокінів, ейкозаноїдів та хемокінів (рис. 1.4). Надпродукція INF І типу 

зумовлює противірусний стан шляхом стимулювання експресії тисячі генів, які 

відомі як інтерферон-стимульовані гени (ISG) (35, 36). 

Після інфікування епітеліальних клітин, тканино-резидентні альвеолярні 

макрофаги перші відповідають на вірусну інфекцію у легенях. Вони можуть 

сприяти знищенню вірусу шляхом фагоцитозу збирально-опсонізованих 

вірусних частинок або інфікованих апоптотичних клітин (ефероцитоз) та 

вивільнення великої кількості запальних цитокінів та хемокінів, які ініціюють 

та стимулюють імунну відповідь (37-40). Про-запальні цитокіни викликають 

рекрутинг циркулюючих попередників моноцитів та їхню диференціацію на 

альвеолярні макрофаги моноцитарного походження та дендритні клітини    

(рис. 1.5). 
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Рис. 1.4. Схематичне зображення вродженої імунної відповіді на вірус 

грипу у епітеліальних клітинах легенів 

Індуковані вірусом дендритні клітини мігрують до регіональних 

лімфатичних вузлів активуючи цитотоксичні (CD8+) та хелперні (CD4+)           

Т-клітини, а також рідкісні Т-клітини пам'яті, які здатні викликати адаптивну 

імунну відповідь (41, 42). Паралельно  вірусні антигени та ендоцитовані віруси 

індукують вивільнення IFN типу I та запальні цитокіни з тканино-резидентних 

альвеолярних макрофагів та дендритних клітин (43). Високий рівень              

про-запальних цитокінів «цитокіновий шторм» призводить до місцевого та 

системного запалення індукуючи оксидативно-опосередковані пошкодження, 

лихоманку та анорексію.  
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Рис. 1.5. Схематичне зображення клітино-опосередкованого знищення 

вірусу грипу шляхом ректрутингу мононуклеарних клітин до інфікованих 

тканин: MD-MΦ – альвеолярні макрофаги моноцитарного походження;           

TR-MΦ – тканино-резидентні альвеолярні макрофаги; T-cell – Т-клітини, 

адаптовано до (43) 

 

Хемокіни, які продукуються на місці інфекції, рекрутують додаткові 

імунні клітини, включаючи нейтрофіли, моноцити і природні кілери (NK), до 

дихальних шляхів. Вірус-інфіковані епітеліальні клітини стають мішенями для 

NK-клітин, які опосередковують знешкодження вірусу (44). Моноцити і 

нейтрофіли швидко рекрутують до легень, які інфіковані вірусом грипу, і 

допомагають знищити інфіковані мертві клітини. Фагоцитарне знешкодження 

інфікованих вірусом клітин є важливим механізмом вірусного знищення 

оскільки у такому випадку активується адаптивний імунітет.  
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1.2.1. TLR-асоційована імунна відповідь на вірус грипу. Різні патерн-

розпізнавальні рецептори розпізнають патогенні компоненти, відомі як 

патоген-асоційовані молекулярні патерни, які ініціюють сигнальні каскади 

включаючи продукцію цитокінів (34). 

Toll-подібні рецептори (TLR) являють собою паттерн-розпізнаючі 

рецептори, які експресуються антиген-присутніми дендритними клітинами, 

моноцитами, макрофагами, епітеліальними клітинами (34). Вони індукують 

експресію про-запальних цитокінів та виступають ко-стимулюючими 

молекулами, які запускають вроджений та набутий імунітет (45). 

Вірусні нуклеїнові кислоти детектуються TLR 3, 7, 8 та 9 у ендосомах. При 

патогенезі вірусу грипу TLR 3, 7, 8 та 9 індукують експресію генів вродженого 

імунітету, лімітують вірусну реплікацію/поширення, опосередковують 

запалення тканин і пов’язані з розвитком набутого імунітету. Активація TLR 3, 

7 та 8 запускає каскад сигналів, які призводять до активації NF-κB і NF-κB-

залежної індукції про-запальних цитокінів і IFN типу I (46, 47). Під час інфекції 

вірусом грипу виявлено, що підвищення експресії TLR7, 8 та 3 корелює з 

ключовими внутрішньоклітинними сигнальними молекулами (MAPKs, NF-κB) 

та високим рівнем про-запальних цитокінів (IL-6, TNF-α) (47).  

TLR3 детектують подвійно ланцюгові РНК вірусів у ендолізосомі та 

беруть участь у розпізнаванні поліінозитол-поліцитидилової кислоти (полі I:C) 

та синтетичних аналогів дволанцюгової РНК (48). В той час як TLR7/8 

розпізнають одноланцюгові РНК вірусів, а також малі компоненти пуринових 

аналогів (49-51).  

Грип-індукована активація TLR3 у епітеліальних клітинах викликає 

тканинне запалення через індукцію IL-6, TNF-α, CXCL8 та рекрутинг 

ефекторних клітин. Тоді як TLR7 та 8 пов’язані з IFN І типу та цитокінами, які 

задіяні у процесі активації адаптивної імунної відповіді (IFN-γ, CXCL10, 

CXCL9) (52, 53).  
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Було показано, що неконтрольована про-запальна цитокінова відповідь 

може призвести до імунопатологічного пошкодження легень при грипозній 

інфекції з подальшим стимулюванням TLR на більш високому рівні (53). 

1.2.2. Роль універсального фактора транскрипції NF-κB під час грипу. 

Вірусна інфекція грипу активує декілька транскрипційних факторів (ядерний 

фактор kappa B (NF-κB), INF регулюючий фактор (IRF), сигнальний трансдусер 

та активатор транскрипції (STAT)), які беруть участь в індукції експресії генів 

цитокінів, хемокінів та ін (54). 

Універсальний сигнальний шлях NF-κB відіграє незамінну роль у 

модуляції запалення, імунної відповіді, проліферації та апоптозі (55, 56). 

Родина транскрипційного фактору NF-κB включає п’ять членів: p65 (RelA), 

RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-κB1) та p52/p100 (NF-κB2). Активований IKK 

кіназний комплекс опосередковує фосфорилювання і деградацію молекули IκB, 

вивільняючи у такий спосіб димери p50/RelA, p50/c-Rel (57). Вільні NF-κB 

димери транслокуються до ядра, де вони зв’язуються з κВ специфічними 

послідовностями у промоторних чи енхансерних регіонах мультиплетних 

таргетних генів, включаючи тих, які кодують про-запальні цитокіни, адгезивні 

молекули, IFN та про-апоптозні молекули (58). 

Грип-індукована активація NF-κB складається із двох етапів (рис. 1.4). 

Рання активація NF-κB спостерігається у першій годинні після інфікування, 

тоді як пізня фаза активації NF-κB корелює з вірусною реплікацією та синтезом 

вірусних протеїнів (54). Чимало літературних джерел показали, що NF-κB 

високо експресується під час інфекції вірусу грипу (59-61). 

Сигнальний шлях NF-κB відіграє подвійну роль під час інфекції грипу. З 

однієї сторони NF-κB активує експресію IFN і таким чином є важливим у 

індукції вродженої імунної відповіді хазяїна проти вірусної інфекції (62). 

Загалом вірусна інфекція може активувати декілька сигнальних каскадів через 

TLR (TLR3, TLR7/8 та TLR9) та TLR-залежні (RIG-I та Mda-5) шляхи, які 

призводять до активації NF-κB чи IFN регулюючих факторів (IRF-3 and IRF-7) 

(63). Через критичну роль NF-κB у опосередковуванні противірусної відповіді, 
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багато вірусів еволюціонують до таргетних специфічних аспектів цього 

сигнального шляху та вродженої імунної відповіді (64).  

На противагу цьому показано, що необхідною умовою для ефективної 

реплікації вірусу грипу є активація NF-κB (58, 65). Для того щоб протистояти 

вродженій імунній відповіді, яка активується через NF-κB, вірус грипу кодує 

мультифункціональний білок NS1, який служить антагоністом клітинної IFN 

відповіді (66). Таким чином вірус грипу здатний протидіяти противірусним 

функціям NF-κB одночасно використовуючи його для власної реплікації (58). 

До того ж показано, що клітини з низькою активністю NF-κB практично стійкі 

до інфікування вірусом грипу (67). 

Дослідниками було ідентифіковано, що надекспресія вірусних білків, а 

особливо HA, нуклеопротеїну NP та матричного білку M1, може також 

активувати NF-κB (67, 68). Самих вірусних білків достатньо для 

транскрипційної активації NF-κB шляхом залучення вільних радикалів, які 

активують сигнальний трансдукційний інтермедіат IKK, кіназу, яка 

фосфорилює IκB і у такий спосіб регулює активацію NF-κB (67, 68). 

1.2.3. Роль цитокінів та хемокінів в умовах грипу. Цитокіни та хемокіни 

відіграють дуже важливе значення для наслідків інфекції вірусу грипу з точки 

зору важкості захворювання, оскільки високий патогенез вірусу грипу часто 

пов'язаний з надпродукцією цитокінів та хемокінів (69). Надекспресія цих 

протеїнів призводить до пошкодження легеневої тканини, зменшення 

респіраторної здатності, важких захворювань і смертності (70).  

Інтерферони (IFN) – мультигенна родина індуцибельних цитокінів (71-73) і 

складова першої лінії захисту проти патогенів таких як віруси, бактерії та 

паразити (74, 75). IFN також відіграють важливу роль у пригнічені росту 

пухлин та модуляції імунної відповіді (76). Виділяють три типи IFN (I, II і III) 

за їхньою амінокислотною послідовністю та типом рецепторів, які вони 

використовують для сигналізації (77). IFN типу I, які включають IFN- альфа (α), 

-бета (β), -дельта (δ), -епсилон (ε), - каппа (κ), -тау (τ), -омега (ω). та IFN типу IІІ 



  38 

 

(IFN-лямбда (λ) і відомі як вірусні IFN, a IFN типу II (IFN- гамма (γ)) відомі як 

імунні IFN (74, 78).  

За нормальних умов у організмі спостерігається ліміт у генерації кількості 

ІFN (79). Однак під час інфекції вірусу грипу IFN продукуються в основному у 

епітеліальних клітинах дихальних шляхів, плазмоцитоїдних дендритних 

клітинах та макрофагах (77, 80). Індукція ІFN-α/β здійснюється через активацію 

TLR3, TLR7, TLR8 або TLR9 за рахунок присутності вірусної РНК у ендосомі 

(81). У мишей, ІFN типу I включає 14 ізоформ IFN-α та одну форму IFN-β (82). 

Індукований вірусом синтез ІFN типу I у фібробластах є ієрархічний, а саме 

першим надекспресується IFN-β, за яким у другій хвилі IFN-α (83, 84). 

Показано, що IFN-β надекспресуються протягом 3-6 годин після інфікування 

епітеліальних клітин дихальних шляхів вірусом грипу (85, 86). 

ІFN-α/β сприяють початковому контролю вірусної реплікації активуючи 

каскад ISG, які безпосередньо перешкоджають реплікації та поширенню вірусу 

(35, 36). ISG включають білки, які інгібують проникнення вірусу (MX1), 

модулюють мембрані ліпіди запобігаючи вивільнення вірусу у клітину (Viperin, 

Tetherin), індукують апоптоз інфікованих клітин (PKR), регулюють 

транскрипційні (Viperin), посттрансляційні (OAS/RNASEL, PKR) механізми та 

посттрансляційні події (ISG15) (35, 36).  

IFN-індуцибельна протеїнкіназа R (PKR) активується дволанцюговою РНК 

призводячи до аутофосфорилювання і фосфорилювання клітинних білків, 

включаючи субодиницю еукаріотичного фактора ініціації 2 (eIF2) (87). 

Фосфорилювання eIF2, шляхом активації PKR, призводить до інгібування 

синтезу білка, включно з вірусними білками, тим самим обмежуючи реплікацію 

вірусу в інфікованих клітинах. У результаті фосфорилювання IκB, PKR активує 

транскрипційний фактор NF-κB (88). Додатково PKR стабілізує мРНК IFN І 

типу забезпечуючи таким чином надійну генерацію IFN (89). 

Частиною противірусної відповіді індукованої IFN I і III типу є Mx білки 

(GTPase), які асоціюються з певними внутрішньоклітинними компартментами. 

У мишей Mx1 експресується в ядрі і має противірусну активність (90), шляхом 
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блокування елонгації вірусної мРНК у ядрі (91, 92), тоді як Mx2 експресується в 

цитоплазмі та інгібує віруси, які реплікуються у цитоплазмі (93). Mx1 білок має 

потужну противірусну активність проти вірусу грипу шляхом таргетування 

вірусної рибонуклеопротеїн-асоційованої полімеразної активності блокуючи 

при цьому первинну транскрипцію вірусних генів (94, 95).  

Ще одними важливими ISG є гени, які кодують білки системи                

2’,5’-олигоаденилатсинтетаза (ОАS)/RNASEL. ОАS/RNASEL – шлях 

вродженого імунітету, який реагує на патоген асоційований патерн індукуючи 

деградацію вірусних і клітинних РНК і тим самим блокує вірусні інфекції (96). 

Дволанцюгова РНК активує патоген розпізнавальний рецептор                           

2’-5’A синтетази, або OAS, в результаті чого продукуються 2-5A з АТФ (97). У 

мишей, OAS представляють собою сім'ю IFN-індукованих білків, які кодуються 

чотирма групами генів: Oas1, Oas2, Oas3 (функціональні гени) та OasL (ген 

кодує OAS споріднений білок, який не має OAS активності) (98, 99). 2-5A 

активують універсальну клітинну ендорибонуклеазу  RNASEL (2-5А-залежна 

РНКаза) (100). Активована RNASEL деградує вірусні і клітинні ssRNA і тим 

самим обмежує реплікацію вірусу та індукує апоптоз інфікованих клітин. Крім 

того, деякі з цих продуктів деградації можуть зв'язуватися і активувати RIG-I 

підвищуючи експресію IFN (101).  

Інші IFN І типу, IFN-κ та IFN-ε конститутивно експресуються у 

специфічний спосіб залежно від типу клітини та дуже помірно індукуються 

рецептор розпізнаючим патерними шляхами вказуючи таким чином на 

відмінний шлях регуляції від ІFN-α/β (102-105). 

IFN-ε є унікальний тип I IFN, який має відміні функції від IFN-α/β.           

По-перше, противірусна, NK-цитотоксична та антипроліферативна активність    

IFN-ε нижча ніж IFN-α та IFN-β (106). По-друге, у макрофагах IFN-ε 

відрізняється від IFN-α/β через індукцію противірусного стану за допомогою 

більш різноманітних факторів (104, 105). По-третє, IFN-α є медіаторами 

більшості генів та їх підвищеної регуляції у сигнальному шляху ІFN типу I у 
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порівняні з IFNε, в той час як IFN-ε індукує більше генів у TNF-α сигнальному 

шляху та більшу генерацію АФК, фагоцитну активацію ніж IFN-α (107). 

Відміною особливістю IFN-κ серед ІFN типу I – експресія у неіндукованих 

клітинах, особливо у кератиноцитах (103). Рівень експресії мРНК IFNκ може 

підвищитися вірусною інфекцією, іншими ІFN типу I та ІFN-γ. Показано, що 

IFN-κ має протекторну функцію у людських клітинах фібробластоїдного 

походження проти вірусів везикулярного стоматиту, енцефаломіокардиту та 

папіломи (102, 108). 

ІFN-γ, який належить до ІFN типу IІ, є критичним цитокіном для 

регулювання як вродженої, так і адаптивної імунної відповіді (109). Рані рівні 

ІFN-γ (в межах перших трьох днів інфекції вірусу грипу) експресуються 

макрофагами та NK. Пізніше (5-10 днів після інфекції грипу) ІFN-γ генерується 

антивірусними CD4+ та CD8+ Т клітинами у легенях та вторино лімфоїдних 

тканинах. IFN-γ індукує експресію: білків з противірусною дією (PKR, OAS, 

Mx1); ферментів, які перешкоджають трансляцію вірусних білків та 

прозапальних цитокінів, хемокінів, які включають макрофаги, нейтрофіли та     

Т клітини до вогнища інфекції (110). 

Вважається, що IFN-α/β та IFN-γ мають захисну дію проти вірусної 

інфекції, тоді як IL-1, TNF-α та IL-6 беруть участь у запальній фазі вірусної 

інфекції (111, 112).  

Важливою молекулою у реакції запалення є IL-1, який прямо або 

опосередковано впливає на хемотаксис нейтрофілів, як основних представників 

запалення. Родина цитокінів IL-1 складається з IL-1α та IL-1β, які кодуються 

різними генами та мають дві ізоформи одного білка. В основному IL-1α - 

мембрано-асоційований, в той час як IL-1β – секреторний (113). Під час 

вірусної інфекції підвищення генерації IL-1β спостерігається у моноцитах, 

макрофагах, кератиноцитах, Т-лімфоцитах, нейрофілах та ендотеліальних 

клітинах. IL-1β експресується у інактивованій формі, яка активується після 

протеолітичного розщеплення каспазою-1 (54). Незважаючи на те, що IL-1 не 
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впливає на знищення вірус-інфікованих клітин, він підвищує імуноглобулінову 

IgM відповідь та стимулює рекрутинг Т-лімфоцитів до вогнища інфекції (114).  

Інший про-запальний цитокін, TNF-α продукується у моноцитах, 

макрофагах, Т- та В-лімфоцитах, NK клітинах, астроцитах, епітеліальних та 

ендотеліальних клітинах (115) та опосередковує широкий спектр множинних 

про-запальних та імунологічних функцій. За умов вірусної інфекції TNF-α може 

індукувати вивільнення IL-1 та IL-6, які важливі під час інфекції грипу та 

ймовірно кооперується з іншими імунорегуляторами (IL-2, IL-8, IFN-α/β).    

TNF-α може стимулювати ріст фібробластоподібних та ендотеліальних клітин у 

процесі пост-інфекційного тканино-репараційного процесу, а також здатний 

активувати та рекрутувати нейтрофіли, макрофаги, Т-лімфоцити та NK клітини 

(31, 32). In vitro було показано, що TNF-α може інгібувати вірусну реплікацію 

як найменше двома механізмами: прямий лізис вірус-інфікованих клітин або 

індукція селективного антивірусного стану у неінфікованих клітинах (31). 

IL-1β та TNF-α надрегулюють лейкоцитарні адгезивні молекули (CCL2, 

CCL7) на ендотелії судин і таким чином опосередковують перший етап 

секвестрації нейтрофілів та макрофагів у респіраторний тракт (116, 117). IL-1β 

та TNF-α також беруть участь у дозріванні тканинних макрофагів та 

дендритних клітин (54). 

Підвищений рівень мультифункціонального цитокіну IL-6, який 

спостерігається під час інфекції грипу продукується стимульованими 

цитокінами (111). IL-6 слугує ко-стимулюючим фактором для Т-лімфоцитів і 

фактором росту для В-лімфоцитів, викликаючи диференціювання В-лімфоцитів 

до плазматичних клітин і подальше продукування антитіл, стимулює IgA 

відповідь у слизовій оболонці і може збільшити Т-лімфоцит-залежну генерацію 

IgE (116). IL-6 регулює імунну, гострофазну відповідь і гематопоез (112, 118). 

Інфільтрація мононуклеарних клітин до інфікованих вірусом грипу тканин 

має вирішальне значення для клітино-опосередкованого очищення від 

респіраторних вірусів (119, 61). Дослідження іn vitro показали, що інфекція 

грипу індукує експресію хемокінів родини CC (CCL3, CCL4, CCL5) та CXC 
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(CXCL9, CXCL10, CXCL11) (Таблиця 1.1), які також рекрутують моноцити, 

NK, Т- та В-клітини (119-121).  

 

Таблиця 1.1. 

Характеристика деяких хемокінів, які індукуються інфекцією вірусу 

грипу 

Хемокін Інша 

назва 

Клітинні мішені Біологічні ефекти 

CCL3 

 

MIP-1α макрофаги, 

моноцити 

участь у гострому запальному 

стані; рекрутинг і активація 

поліморфноядерних лейкоцитів 

CCL4 MIP-1β макрофаги, 

моноцити,  

CD8+ T клітини 

рекрутинг NK, T клітин, 

дендритних клітин та моноцитів 

CCL5 RANTES макрофаги, 

моноцити, 

мастоцити, 

еозинофіли 

хемотоксичний для Т-клітин, 

еозинофілів, базофілів, і 

рекрутинг лейкоцитів; 

за допомогою цитокінів IL-2 і 

IFN-γ, які вивільняються Т-

клітинами, CCL5 індукує 

проліферацію і активацію деяких 

NK 

CXCL9 MIG, 

CRG-10 

T клітини, 

альвеолярні 

макрофаги, 

моноцити 

IFN-індукований Т-клітинний 

хемоатрактант впливає на 

ріст, рух або активаційний стан 

клітин, які беруть участь у 

імунній та запальній реакції 
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продовження Таблиця 1.1. 

CXCL10 IP-10, 

CRG2 

T клітини, 

альвеолярні 

макрофаги 

 

рекрутинг ефекторних Т-клітин; 

хемотаксичний для Т-клітин, 

макрофагів і дендритних клітин; 

стимуляція моноцитів, NK-клітин 

і міграція Т-клітин, модуляція 

експресії молекул адгезії 

CXCL11 ITAC, 

β-R1, 

IP-9 

T клітини рекрутинг Т-клітин, NK-клітин і 

макрофагів до місце запалення 

 

Отже контроль рекрутингу та активації лейкоцитів є фундаментальною 

вимогою для захисту хазяїна та розв’язання запалення. Найважливішим етапом 

успішного розв’язання будь-якого запального явища, є перехід від вродженого 

до адаптивного імунітету (33). Показано, що IL-6 регулює запалення через 

нормалізацію експресії хемокінів CXC і CC, що сприяє придушенню 

рекрутингу нейтрофілів та одночасного залученню мононуклеарних лейкоцитів 

(122), а також перехід від вродженої до адаптивної імунної відповіді (33). 

1.2.4. Утворення та роль АФК та АФН під час інфекції вірусом грипу. 

Вірус грипу індукує пошкодження тканин легенів, викликаючи надпродукцію 

вільних радикалів включаючи активні форми нітрогену (АФН) (оксид нітрогену 

(NO), діоксид нітрогену (NO2
–), нітритна кислота (HNO2

–)) та активні форми 

кисню (АФК) (супероксидний аніон (O2
−), пероксид водню (H2O2

−), 

гідроксильний радикал (.OH)) (123). Під час гострої інфекції грипу підвищений 

рівень вільних радикалів може безпосередньо сприяти загибелі інфікованих 

клітин у тканинах легенів, загострювати патологію, яка спричинена 

реплікацією вірусу (124) та брати участь у транскрипційній активації NF-κB 

вірусними білками (67, 68). 

Xdh та Nos2 є важливими прооксидантними генами, які індукують 

генерацію вільних радикалів (61, 125). Патогенна роль АФК та АФН під час 



  44 

 

інфекції вірусу грипу реалізується підвищенням експресії мРНК Xdh, Nos2 та 

відповідно ензимної активності індуцибельної NO-синтетази (NOS), 

ксантиноксидази (XO) (61, 126, 127).  

O2
− генерується ХО, чия активність збільшується у грип-індукованих 

епітеліальних клітинах легенів або лейкоцитах (127, 128). В той час як NO 

продукується іNOS у грип-активованих макрофагах (129), нейтрофілах (130), 

пневмоцитах II типу (131) і епітеліальних клітинах дихальних шляхів (131). 

Підвищення рівня АФК та АФН у клітині регулюється за рахунок грип-

індукованих імунних та про-запальних цитокінів (IFN-γ, IL-6 та TNF-α) (132). 

Генерація O2
− збільшується в часовій залежності з часовим профілем майже 

паралельним до NO індукції (125). Часовий профіль iNOS індукції у легенях 

добре корелює з патологічними проявами вірусної пневмонії, що може бути 

безпосередньо пов’язаним з патогенезом вірусної пневмонії (125, 127). 

У зв’язку з тим, що L-аргінін використовується у якості субстрату для 

іNOS та метаболізується за допомогою ARG як частина циклу сечовини, між 

NOS та АRG існує тісний взаємозв’язок (133) (рис. 1.6). Крім того проміжний 

продукт утворення NO, гідроксиаргігін є потенційним інгібітором ARG, тоді як 

аргініновий метаболіт, агматин інгібує синтез NO (134-136). Обидві форми 

ARG (ARGІ та ARGІІ ) містяться у легенях і відрізняються у регуляції і часі 

експресії; а саме ARGІІ індукувалася швидше (135, 137, 138). Активація ARG у 

епітеліальних клітинах дихальних шляхів спричиняє зниженню активності 

NOS2, знижуючи тим самим генерацію NO (135). Вище зазначені літературні 

дані вказують, що таргетне підвищення експресії АRGІІ може мати 

терапевтичне значення при інфекції грипу. 

АФК виступають стимулюючими молекулами різних запальних процесів. 

Вони також прямо впливають на мембрани викликаючи перекисне окислення 

ліпідів (ПОЛ) (139); стимулюють метаболізм арахідонової кислоти з 

підвищенням продукції простогландинів, тромбоксину та лейкотрієнів (140); 

стимулюють акумуляцію нейтрофілів (141). АФН на противагу АФК володіють 
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прямими противірусними впливами, а саме сприяючи вродженій резистентності 

хазяїна до вірусу (127).  

 

Рис. 1.6. Утворення АФК та АФН у клітині 

 

Найбільш потужним оксидантом є пероксинітрит (ONOO-), який 

утворюється унаслідок взаємодії NO та O2
− у інфікованих запальних тканинах і 

який ймовірно є найважливішим патогенним фактором пневмонії індукованої 

вірусом грипу у мишей (125). ONOO− може викликати різні патологічні події 

під час вірусних інфекцій, такі як апоптоз та некроз клітин хазяїна. Виявлено, 

що ONOO−-індукований апоптоз виникає через пошкодження мітохондрій 

призводячи до вивільнення цитохрому С (142). Крім того, ONOO− активує 

матриксні металопротеїнази, які беруть участь у внутрішньоклітинному 

пошкоджені тканин та ремоделюванні (143). Відповідно оксидативно-

нітрозативні пошкодження у інфікованих вірусом грипу легенях можуть бути 

зумовлені ONOO−-індукованою активацією металопротеїнази. ONOO− також 

викликає окислення та нітрування амінокислотних залишків протеїнів та 

гуанідину ДНК, ПОЛ та розщеплення ДНК (144).  

 

 

1.3. Терапевтичні олігонуклеотиди  

 

 

Останні десятиліття широкого дослідження набула олігонуклеотидна 

терапія у якій використовуються хімічно синтезовані невеликі нуклеотид-
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подібні молекули. До числа терапевтичних олігонуклеотидів відносять малі 

РНК (siRNA), мікроРНК (miRNA), аптамери, антисенсусні та CpG                

(cytosine-phosphodiester-guanine oligonucleotides) олігонуклеотиди (Таблиця 1.2) 

(145-149). 

Таблиця 1.2. 

Класифікація та характеристика основних синтетичних олігонуклеотидів 

 

 

siRNA, miRNA та антисенсусні олігонуклеотиди – короткі, некодуючі 

молекули РНК ( ~18 - 30 нуклеотидів), які відіграють важливу роль у клітинних 

процесах, таких як диференціювання, ріст/проліферація, міграція, 

апоптоз/смерть, метаболізм та захист клітин (150, 151). Короткі РНК можуть 

негативно регулювати експресію генів на транскрипційному чи 

посттранскрипційному рівні у результаті чого відбувається пряма специфічно-
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комплементарна деградація мРНК. Даний процес описаний як РНК 

інтерференція (152, 153).  

Аптамери – синтетичні одноланцюгові ДНК (ssDNA) або послідовності 

РНК, які можуть зв'язуватися з високою афінністю та специфічністю до 

широкого спектру молекул-мішеней, таких як білки, поверхневі рецептори 

клітини і навіть цілі клітини (148, 149), а також інших органічних або 

неорганічних молекул, таких як аденозин (також АМФ і АТФ), барвники, 

амінокислоти, лікарські засоби або прості невеликі катіони (154). Показано, що 

2'-5'-олігоаденилати мають противірусну активність і можуть зв'язуватися з 

деякими білками (інтерферон α, S100 кальцій-зв'язуючий білок А1, 

протеїнкінази) та змінювати їх конформацію (155-157). 

Теоретично синтетичні олігонуклеотиди можуть застосовуватися 

терапевтично при будь-яких захворюваннях та інфекціях (145-147, 158, 159). 

Однак олігонуклеотиди погано транспортуються до цільового місця (160). 

Ефективності дії олігонуклеотидів у організмі вдається досягнути за рахунок 

підвищення стабільності цих препаратів шляхом хімічної модифікації молекули 

нуклеїнової кислоти (161). 

Окрім синтетичних олігонуклеотидів, відомі також природні 

олігонуклеотиди, які можна використовувати як терапевтичні агенти (162, 163). 

На противагу синтетичним, природні олігонуклеотиди взаємодіють із 

молекулами-мішенями неспецифічно та мають активність при різних 

захворюваннях.  

1.3.1. Характеристика ОРН та ОРН-D-М та їх властивості. 

Олігорибонуклеотиди (ОРН) – природна гетерогенна низько-полімерна РНК з 

різною кількістю нуклеотидів (5 до 25 нуклеотидів). Відомо, що у тотальній 

РНК дріжджів переважають олігонуклеотиди і тРНК з великою кількістю 

мінорних основ (164). 

У зв’язку з широким застосуванням у фармакології цукрових 

наповнювачів (манітолу, сорбітолу, лактози) були проведені дослідження 
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комплексоутворення ОРН з цукровими лігандами. Аналіз результатів показав, 

що максимум утворення комплексу між ОРН та манітолом, майже 100 %, 

відбувається при співвідношенні РНК : D-манітол - 75 : 25 %, у той час як 

максимум комплексоутвоння ОРН і лактози був лише 38 %, а ОРН та сорбітолу 

- 25 % (165).  

Манітол – це поліморфна кристалічна тверда речовина, яка здатна 

структурувати водяну оболонку, підвищувати розчинність і стабільність 

лікарських засобів (166). Манітол може мати декілька кристалічних форм, що 

впливає на фізико-хімічні властивості речовин, до складу яких він входить. 

Таким чином у результаті аналізу літературних та дослідних даних нашими 

колегами було створено комплекси ОРН з D-манітолом (ОРН-D-M). Методом 

мас-спектрометрії виявлено, що у ОРН-D-М молекула D-манітолу взаємодіє з 

азотистими основами ОРН змінюючи їхню хімічну будову (167). ОРН-D-M 

зареєстровані в Україні під комерційною назвою Nuclex. 

OРН та OРН-D-M можуть взаємодіяти з IFN-β виступаючи у ролі ліганду, 

змінюючи його вторинну конформацію in vitro (168). Дослідження ліганд-

білкової взаємодії показало, що препарати OРН взаємодіють з IFN-β не 

специфічно з низькою афінністю. Також виявлено, що OРН-D-M взаємодіють з 

білком з суттєвою константою дисоціації у порівняні з OРН. Інтенсивність 

взаємодії OРН забезпечується D-манітолом шляхом стабілізації OРН (168). 

ОРН та ОРН-D-M мають протизапальну дію. (164, 169). ОРН 

характеризуються вираженою мембраностабілізуючою дією, яка 

супроводжується нормалізацією активності NO-синтетази та антиоксидантної 

активності в умовах in vitro та in vivo (168). Мембранна стабільність у 

присутності надлишку вільних радикалів забезпечується ОРН шляхом 

нормалізації процесу транспортування протонів (що пояснюється станом 

білкових і ліпідних компонентів еритроцитарних плазматичних мембран) (164). 

У той же час, ОРН нормалізують метаболізм арахідонової кислоти та рівень її 

ключових метаболітів, тромбоксану і лейкотрієну. ОРН також здатні 
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нормалізувати деякі імунологічні показники, а саме рівень мононуклеарних 

клітин (Т-лімфоцити, B-лімфоцити і макрофаги (164, 169).  

У хворих на діабет ОРН-D-M регулює цитокіновий профіль (TNFα, IL-1β, 

L-2, IL-4), що вказує на протизапальну дію препарату і його вплив на загальну 

систему уродженого захисту (170, 171).  

Окрім протизапальної дії, ОРН-D-M – ефективний кардіо- та 

гепатопротектор (172-175), а також стимулює міграцію стовбурових клітин 

кісткового мозку (176).  

У місці інфаркту міокарда виявлено, що ОРН-D-M зменшує зону та масу 

некрозу і попереджує пошкодження кардіоміоцитів при кардіоцитолізі (173). 

При внутрішньокоронарній інфузії ОРН-D-M підвищував адренергічну 

реактивність серця та покращував відновлення вихідних показників 

кардіогемодинаміки після стимуляції адренергічних рецепторів серця 

впливаючи на функціональний стан адренергічної і холінергічної систем та 

процесів синтезу оксиду азоту (172). 

При тіоацетамид-індукованому ураженню печінки ОРН-D-M проявляє 

захисний ефект, який може бути пов'язаний з його протизапальною дією, 

інгібуючи надекспресію мРНК цитокінів і безпосередньо впливаючи на 

метаболізм токсину (175).  

1.3.2. Противірусна активність ОРН та ОРН-D-М. ОРН та ОРН-D-M 

володіють противірусним ефектом проти широкого спектру ДНК- та РНК-

вірусів: гепатиту С, вірусу простого герпесу І та ІІ типу, парагрипу, грипу, 

Епштейна-Бар, аденовірусу та ВІЛ (162, 163, 177-180).  

Показано, високу протигрипозну активність препарату OРН-D-M як при 

профілактиці так і лiкуваннi інфекції грипу (181). Було також виявлено, що 

препарат інгібує активність NA в умовах in vitro (181).  

Клінічні дослідження на гепатит С позитивних пацієнтах показали, що 

ОРН-D-M має специфічну противірусну дію, безпосередньо впливаючи на 

репродукцію вірусу та нормалізуючи підвищення сигналізації IFN, який вказує 
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на здатність препарату регулювати антивірусний захист на рівні вродженої 

імунної системи (177).  

Отже, ОРН-D-M може впливати на поверхневі вірусні білки та систему 

вродженого імунітету під час вірусної інфекції. Вивчення впливу ОРН-D-M на 

поверхневі глікопротеїни та сигнальні шляхи вродженої імунної відповіді є 

важливим для характеристики механізму дії ОРН-D-M як противірусного 

препарату. 

OРН-D-M може також використовуватися як противірусний препарат при 

ко-інфекціях як з вірусними так і бактеріальними патогенами (182, 183). Під час 

комплексного лікування з OРН-D-M пацієнтів з (ГРВІ) спостерігалася 

ерадикація вірусів грипу, парагрипу, риновірусів та аденовірусів (183). Крім 

того у ВІЛ-інфікованих осіб із токсоплазмовою інвазією додаткове до 

антиретровірусної терапії застосування ОРН-D-M сприяло зростанню CD4+Т-

лімфоцитів в периферійній крові та призводило до підвищення рівня ІL-2, INF-γ 

та зниження підвищених рівнів ІL-10, TNF-α (182). 

Незважаючи на широкий спектр біологічних властивостей OРН та        

OРН-D-M, молекулярні механізми їхньої дії досі залишаються невідомими. 

Вивчення впливу OРН та OРН-D-M на гемаглютенін-гліканову взаємодію, яка є 

невід’ємним елементом інфекційності вірусу, є актуальним та допоможе 

встановити механізм дії препаратів ОРН при вірусних інфекціях, зокрема вірусу 

грипу. Тоді як вивчення впливу OРН та OРН-D-M на TLR-асоційовану 

вроджену імунну відповідь індуковану вірусом грипу дозволить з’ясувати 

механізм протизапальної дії препаратів ОРН. Для з’ясування впливу ОРН та 

їхніх комплексів на вроджену імунну відповідь нами відібрано низку генів, 

експресія яких, як відомо, суттєво зростає у відповідь на інфекцію вірусу грипу. 

Отримані результати дослідження могли б допомогти виявити гени-мішені OРН 

під час інфекції вірусу грипу. 
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РОЗДІЛ 2. 

 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

 

2.1. Бiологiчний матерiал 

 

 

У роботi було використано лінію клiтин MDCK, миші лінії BALB/c, 

вакцина «Ваксигрип/VAXIGRIP», еритроцити людини 0 (І), вірус грипу A/Fort 

Monmouth/1/1947-адаптований до мишей (H1N1) (A/FM/1/47/H1N1), 

пандемічний A/California/07/2009(H1N1)pdm09 (А/CA/7/09/H1N1) та пташиний 

вірус грипу A/mallard/Pennsylvania/10218/84 (H5N2) (А/МР/10218/84/H5N2). 

Віруси грипу A/FM/1/47/H1N1, А/CA/7/09/H1N1 та А/МР/10218/84/H5N2 було 

отримано з Національної вірусологічної колекції музею Інституту вірусології 

ім. Д.І. Івановського Російської академії медичних наук (РФ) та клітини MDCK 

отримано з колекції Російські культури клітин РФ. Миші BALB/c були 

отримані з Інституту біоорганічної хімії ім. М. М. Шемякіна-Ю.А. 

Овчинникова РФ. Вірус грипу A/FM/1/47/H1N1 пройшов 15 пасажів у мишах 

BALB/c. П’ять днів після зараження вірусом грипу A/FM/1/47/H1N1 

спостерігалася 100 % смертність тварин. 

ОРН, кристалічна тотальна РНК виділена з дріжджей Saccharomyces 

cerevisiae, отримана від компанії Goodwill Associates Ins, CША. Домінуюча 

фракція ОРН – 3-6 нуклеотидів. Сумарна молекулярна маса ОРН становить        

3 кДа (3000 г/моль). Природні ОРН є високоочищеним, апірогеним препаратом 

рибонуклеїнової кислоти, який не містить білки та продукти їхнього часткового 

гідролізу, полісахариди та інші домішки (№UA/2810/01/01 реєстраційного 

посвідчення на лікарський засіб МОЗ України). ОРН є одноланцюговими 

молекулами, які можуть мати різні типи просторової стуктури, у яких деякі 

нуклеотиди одного і того ж ланцюга приєднуються один до одного.              



  52 

 

ОРН-D-М (комплекси ОРН та D-манітолу) отримані з Дочірнього підприємства 

«Biosell», Київ, Україна (№UA/5066/01/02 реєстраційного посвідчення на 

лікарський засіб МОЗ України). ОРН та ОРН-D-М (до 10 мг/мл) розчині у 0,9 % 

NaCl, буфері PBS (pH 7,4) та у культуральному середовищі. 

 

 

2.2. Культивування клітин MDCK 

 

 

Клітини MDCK культивували у середовищі RPMI-1640 (SIGMA, США) з 

додаванням фетальної бичачої сироватки (FBS) (SIGMA, США) до кінцевої 

концентрації 10 %, у СО2 інкубаторі (Thermo Scientific, США) при 37 оС та 5% 

СО2. Попередньо до середовища RPMI-1640 додавали антибіотико-

антимікотичний розчин (SIGMA, Ізраїль) та HEPES (SIGMA, США) у 

концентраціях запропонованих виробником. При досягненні клітинами 

конфлюентності (90 %) їх пересівали в розведенні 1:2-1:6. Для відкріплення 

клітин з поверхні вентильованого флакону (Orange Scientific, Бельгія) відбирали 

культуральне середовище, клітини промивали розчином Версену (0.2 г/л ЕДТА 

розведеного у PBS) та інкубували у розчині трипсин-ЕДТА (SIGMA, США) 5-

15 хв при 37 оС. Після цього клітини ресуспендували та переносили у 

середовище для культивування. Для роботи у стерильних умовах 

використовували вертикальний ламінарний бокс II класу захисту з НЕРА-

фильтром Н14 (Thermo Scientific, Німеччина). 

 

 

2.3. Аналіз життєздатності клітин за дії вірусу грипу A/FM/1/47/H1N1 

та ОРН та ОРН-D-М  

 

 

Пряму інактивуючу дію ОРН та ОРН-D-М оцінювали за допомогою 

аналізу інгібування вірусної цитопатичної дії (ЦПД) та МТТ-тесту. Клітини 

лінії MDCK висівали на плоскодонний 96-лунковий планшет (5×103/лунку) та 
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інкубували у ростовому середовищі RPMI-1640 (10 % FBS) протягом 24 год. 

Після інкубації з усіх лунок відбирали ростове середовище і тричі промивали 

клітини, додаючи 35 мкл/лунку RPMI-1640 з трипсином ТРСК (2 мкг/мл). Вірус 

грипу A/FM/1/47/H1N1 (інфекційний титр – 4,0 lg ТЦД50, титр НА – 128 НАО) 

попередньо інкубували з ОРН (2,5 мг/мл) та ОРН-D-М (3,5; 0,35; 0,035 мг/мл) 

протягом 30 хв при 20 °С. Далі підготовлені клітини інфікували вірусом, 

додаючи 35 мкл/лунку. У серії дослідів у якості контроля були клітини, які не 

були інфіковані вірусом та не піддавалися дії препаратів, тоді як контролем 

вірусу грипу служили клітини, яких заражали вірусом грипу без попередньої 

інкубації з препаратами. Для контролю препаратів до клітин у планшеті 

додавали по 100 мкл/лунку ОРН (2,5 мг/мл), D-М (1,0 мг/мл) (Sigma, США), 

ОРН-D-М (3,5 мг/мл). Досліджувані препарати та вірус грипу готували у 

безсироватковому середовищі. Дослідження проводили у восьми паралелях      

(n = 8 лунок з клітинами) для кожної дослідної або контрольної точки. Після 

додавання вірусу грипу до клітин, планшети з клітинами інкубували протягом 

45 хв при 37 °С для ефективної вірусної адсорбції. Після інкубації клітин з 

вірусом, з усіх досліджуваних та контрольних лунок відбирали вірус-вмісне 

середовище і додавали по 100 мкл RPMI-1640 з трипсином ТРСК (2 мкг/мл) без 

FBS. Надалі планшет з контрольними та інфікованими клітинами інкубували 

протягом 48 год при 37 °C у присутності 5 % CO2. 

Через 48 годин після інфікування, індуковану вірусом грипу ЦПД 

аналізували за допомогою інвертованого мікроскопа CETI Versus (CETI, 

Бельгія). Результати експерименту документували, фотографуючи моношари 

клітин, використовуючи USB камеру UCMOS та програмне забезпечення 

ToupView. 

Життєздатність клітин через 48 годин після інфікування вірусом грипу 

визначали використовуючи 3,4,5-диметилтіазол-2-іл-2,5-дифеніл-тетразоліум 

бромід (МТТ) (“Sigma”, США), який у живих клітинах за допомогою НАДФ-H-

залежних оксидоредуктаз перетворюється на фармазан (пурпурного кольору). 

Для цього з лунок з контрольними та дослідними клітинами відбирали 
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інкубаційне середовище та додавали 100 мкл/лунку розчину МТТ (15 

мкл/лунку 5 мг/мл МТТ та 85 мкл безсироваткового середовища). Клітини у 

МТТ буфері інкубували протягом 4 год при 37 °C. Надалі МТТ буфер відбирали 

та лізували клітини додаючи по 150 мкл/лунку DMSO. Оптичну густину клітин 

вимірювали у планшетному приладі ELx800 Absorbance Reader (BioTek, США) 

при довжині хвилі 570 нм. Дані представляли як відсоток вмісту життєздатних 

клітин відносно 100 % контролю.  

 

 

2.4. Визначення впливу ОРН та ОРН-D-М на інфекційність вірусу 

грипу A/FM/1/47/H1N1 

 

 

Клітини MDCK висівали (5×103/лунку) у чотири 96-лункові плоскодонні 

планшети (Orange Scientific, Бельгія) та культивували в середовищі RPMI-1640 

з додаванням 10 % FBS. Після 24 годинної інкубації поживне середовище 

відбирали з кожної лунки всіх чотирьох планшетів і клітини тричі промивали 

середовищем RPMI-1640 з трипсином ТРСК (2 мкг/мл) (Sigma, США) додаючи         

35 мкл/лунку. Вірус грипу A/FM/1/47/H1N1, 7,8 lg ТЦД50, 512 НАО було 

розділено на чотири мікропробірки: контроль грипу (вірус без препаратів), 

вірус грипу+ОРН (вірус з ОРН, 2,5 мг/мл), вірус грипу+D-М (вірус з D-М,      

1,0 мг/мл), вірус грипу+ ОРН-D-М (вірус з ОРН-D-М, 3,5 мг/мл). Вірус грипу 

разом та без препаратів попередньо інкубували протягом 30 хв при кімнатній 

температурі. Після вірусної передінкубації, вірус з кожної дослідної 

мікропробірки розводили десятикратно від 100 до 10−10 та надалі проводили 

зараження клітин. Клітини в одному з чотирьох 96-лункових планшетів 

заражали одним контрольним, або дослідним вірусом грипу (35 мкл/лунку) в 

десятикратних розведеннях від 100 до 10−10 (в одному 96-лунковому планшеті 

визначали інфекційний титр вірусу з однієї мікропробірки). Контролем клітин у 

кожному 96-лунковому планшеті служили клітини у яких змінювали ростове 

середовище на безростове, яке містило 2 мкг/мл трипсин ТРСК. Дослідження 
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проводили у восьми параллелях (n = 8 лунок з клітинами) для кожної дослідної 

або контрольної точки. Для вірусної адсорбції планшети з інфікованими 

клітинами інкубували протягом 45 хв при 37 °С. Після інкубації клітин з 

вірусом відбирали інфекційне середовище з усіх досліджуваних лунок і 

додавали до клітин по 100 мкл RPMI-1640 з трипсином ТРСК (2 мкг/мл) без 

FBS. Контрольні клітини (без інфікування вірусом грипу) залишалися без змін. 

Планшети з контрольними та інфікованими клітинами продовжували 

інкубувати протягом 48 год при 37 °С. Для того щоб оцінити вплив препаратів 

на інфекційний титр вірусу грипу проводили аналіз тканинної цитопатогенної 

дії (TЦД50) за методом Ріда і Менча (184). Інфекційний титр кожного з вірусів 

виражали як інфекційну дозу вірусу у культурі тканин, яка призвела до 50 % 

інфікування клітин.  

Для того щоб оцінити зниження інфекційного титру вірусу грипу у 

залежності від концентрації ОРН-D-М, вірус грипу A/FM/1/47/H1N1 інкубували 

з ОРН-D-М різної концентрації (0,035; 0,35 та 3,5 мг/мл) протягом 30 хв при 

кімнатній температурі та визначали інфекційний титр як описано вище. 

 

 

2.5. Аналіз впливу ОРН та ОРН-D-М на активність НА вірусу грипу 

A/FM/1/47/H1N1  

 

 

Вплив ОРН та ОРН-D-М на активність НА вірусу грипу оцінювали 

опосередковано, визначаючи НА титр вірусу грипу A/FM/1/47/H1N1 за 

допомогою реакції гемаглютинації (РГА). РГА аналізували у 96-комірковому 

круглодонному планшеті з використанням 1 % еритроцитів людини 0 (І) 

розведених у 0,9 % NaCl. Спочатку в усі комірки планшета додавали по 50 мкл 

0,9 % NaCl. Вірус грипу, 4,0 lg ТЦД50, 128 НАО попередньо інкубували з 

препаратами ОРН (2,5 мг/мл), D-М (1,0 мг/мл) та ОРН-D-М (0,035; 0,35 та 3,5 

мг/мл) при 20 °С протягом 30 хв. У першу комірку планшетного ряду додавали 
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50 мкл досліджуваного або контрольного зразка. Зразок перемішували, 

відбирали 50 мкл та переміщали в наступну комірку. Двократне розведення 

повторювали зліва направо до кінця колонки одного ряду планшета і відбирали 

50 мкл з останньої лунки. У всі дослідні та контрольні лунки планшета 

додавали 50 мкл робочого 1 % розчину еритроцитів і обережно перемішували. 

Надалі реакційні суміші інкубували при кімнатній температурі протягом 60 хв. 

Негативними контролями були препарати ОРН, D-М та ОРН-D-М у таких 

самих концентраціях, як в дослідних зразках, але без попередньої інкубації з 

вірусом. Позитивним контролем служив вірус грипу, який попередньо 

інкубували без препаратів. Дослідження проводили у тьох паралелях для 

кожної досліджуваної або контрольної точки дослідження. Результати 

експерименту документували, фотографуючи реакційні планшети. Негативний 

результат мав вигляд крапки в центрі круглодонного планшета, тоді як 

позитивний результат — сформований рівномірний червоний колір в лунці. 

Титр HA вірусу грипу визначали як число крайнього розведення з позитивним 

результатом. 

 

 

2.6. Визначення взаємодії ОРН та ОРН-D-М з ізольованим НА 

 

 

Для дослідження взаємодії препаратів РНК з НА вірусу грипу було 

використано вакцину «Ваксигрип/VAXIGRIP» (Sanofi Pasteur, Франція). 

«Ваксигрип» – спліт-вірус грипу, а саме поверхневий антиген НА у 

концентрації 45 мкг/ 0,5 мл (вірусів грипу A/Michigan/45/2015 (H1N1)pdm09-

подібний (A/Michigan/45/2015, NYMC X-275), A/Hong Kong/4801/2014 (H3N2)-

подібний, (A/Hong Kong/4801/2014, NYMC X-263B) B/Brisbane/60/2008-

подібний (B/Brisbane/60/2008, дикий тип), які культивували на курячих 

ембріонах здорових курей). 
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2.6.1. Визначення впливу ОРН та ОРН-D-М на утворення НА-

гліканової взаємодії. Утворення НА-гліканової взаємодії оцінювали 

опосередковано визначаючи титр НА за допомогою РГА. НА у концентрації 

225 нг/мл інкубували з ОРН (2,5 мг/мл), D-М (1,0 мг/мл) (Sigma, США) та ОРН-

D-М (0,8; 1,7; 3,5 мг/мл) протягом 30 хв при кімнатній температурі. Препарати 

та білок розводили у фізіологічному розчині, 0,9 % NaCl. Після інкубації НА з 

препаратами, РГА проводили як описано у підрозділі 2.5. 

Для того щоб оцінити тривалість впливу ОРН-D-М на активність НА, НА 

(225 нг/мл) інкубували з ОРН-D-М (3,5 мг/мл) протягом 30 хв, 1, 2, 4 та 24 год 

при кімнатній температурі та проводили РГА (див. підрозділ 2.5.). 

2.6.2. Аналіз впливу ОРН та ОРН-D-М на інтенсивність флуоресценції 

НА. Гасіння флуоресценції НА за дії ОРН та ОРН-D-М вимірювали у 

спектрофлюориметрі FP-8200 (Jasco, Японія). Спектри та 3D-спектри 

флуоресценції НА, ОРН, ОРН-D-М, НА-ОРН та НА-ОРН-D-М реєстрували при 

кімнатній температурі. Дослідження проводили у буфері PBS (Sigma Aldrich, 

США), pH 7,4. Спочатку проводили вимірювання 3D-спектрів флуоресценції 

(тотальна флуоресценція зразка) білка НА та лігандів ОРН, ОРН-D-М для того 

щоб визначити максимум їх збудження та можливість перекривання спектрами. 

Вимірювання тотальної флуоресценції НА у концентрації 0,15 µМ та ОРН, 

ОРН-D-М - 54,3 µМ проводили при наступних умовах: довжина хвилі 

збудження λЕx 200-400 нм; довжина хвилі вимірювання, λЕm 210-750; ширина 

щілини – 5 нм; швидкість сканування – 10 000 нм/хв; вольтаж детектора –      

500 V. 

Спектри флуоресценції НА за дії ОРН та ОРН-D-М реєстрували за таких 

параметрів: λЕx становила 275 нм; λЕm становила 280-450 нм; інтервал даних – 

1 нм; ширина щілини – 2,5 нм; швидкість сканування – 100 нм/хв; вольтаж 

детектора – 500 V. НА у концентрації 0,15 µМ титрували по 5 мкл 1 мМ ОРН та 

ОРН-D-М до повного гасіння флуоресценції. Після повного гасіння 

флуоресценції білка НА з лігандами ОРН та ОРН-D-М, проводили вимірювання 

3D-спектрів флуоресценції НА-ОРН та НА-ОРН-D-М для того щоб додатково 
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зробити висновок про зміни у конформації НА після взаємодії з препаратами 

ОРН та ОРН-D-М. 

Побудову спектрів гасіння флуоресценції НА за дії ОРН та ОРН-D-М та 

розрахунок константи дисоціації проводили за допомогою програми Origin 8.1 

(OriginLab, США). Для оцінки константи дисоціації була використана наступна 

формула: 

, 

 

де Kd – константа дисоціації; ϴ – фракція, пов'язана із тотальним білком у 

стехіометричній точці; P0 –загальна концентрація білка в кюветі; D – 

концентрація ліганду у будь-якій точці титрування (185). 

 

 

2.7. Дослідження противірусної дії ОРН-D-М проти вірусів грипу 

А/CA/7/09/H1N1 та А/МР/10218/84/H5N2 

 

 

Клітини MDCK (5×103/лунку) культивували у середовищі МЕМ з 

додаванням 10 % FBS у 96-лунковому плоскодонному планшеті. Препарат 

ОРН-D-М у концентраціях 0,05; 0,17; 0,5; 1,7 та 5 мг/мл розчиняли у 

середовищі МЕМ з трипсином ТРСК (1 мкг/мл) без FBS. Для інкубації з ОРН-

D-М, клітини промивали використовуючи середовище МЕМ без сироватки з 

трипсином ТРСК (1 мкг/мл). Надалі до клітин додавали 100 мкл/лунку         

ОРН-D-М відповідної концентрації та інкубували 1 год при 37 °С. Після 

інкубації клітини відмивали від препарату буфером PBS та інфікували з вірусом 

(MOI 0,01), 35 мкл/лунку протягом 1 год при 37 °С. Моношари клітин на 

наступному кроці відмивали двічі з буфером PBS від залишків вірусу грипу та 

додавали 100 мкл/лунку середовища, яке містило трипсин ТРСК (1 мкг/мл). 
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Плашки інкубували наступні 48 год при 37 °С у присутності 5 % CO2. Титр 

вірусу визначали за методом TЦД50 як описано Рідом і Менчем (184) та 

розраховували 50 % інгібуючу концентрацію та селективний індекс для кожної 

концентрації ОРН-D-М. Римантадин використовували в якості референтного 

препарату. Дослідження було проведено у лабораторії експериментальної 

вірусології, Санкт-Петербурзького Інституту епідеміології та мікробіології 

імені Пастера.  

 

 

2.8. Аналіз впливу ОРН та ОРН-D-М на індуковану вірусом грипу 

A/FM/1/47/H1N1 гіперекспресію генів вродженого імунітету 

 

 

Вплив ОРН та ОРН-D-М на гіперекспресію генів вродженого імунітету 

спричинену вірусом грипу in vivo вивчали на моделi грипозної пневмонiї у 

мишей за профiлактичною та лiкувальною схемами [186]. Миші лінії BALB/c 

(14-16 г), 6-8 тижневого віку ділили на вісім груп: контрольна група – здорові 

миші, яким уводили 0,9 % NaCl (n = 6); група контроль ОРН – здорові миші, 

яким вводили ОРН (n = 6); група контроль ОРН-D-М – здорові миші, яким 

вводили ОРН-D-М (n = 6); група контроль грипу – миші інфіковані вірусом 

грипу (n = 6); група профілактичний вплив ОРН – введення ОРН мишам 24 

години перед зараженням вірусом грипу (n = 6); група профілактичний вплив 

ОРН-D-М – введення ОРН-D-М мишам 24 години перед інфікуванням вірусом 

грипу (n = 6); група лікувальний вплив ОРН – введення ОРН мишам 24 години 

після інфікування вірусом грипу (n = 6); група лікувальний вплив ОРН-D-М – 

введення ОРН-D-М мишам 24 години після інфікування вірусом грипу (n = 6). 

Кожній миші у групі для інфікування вводили інтраназально 100 мкл вірусу 

грипу A/FM/1/47/H1N1, 4,0 lg LD50  розведеного у стерильному 0,9 % NaCl. А 

також кожній миші у групі для профілактики, лікування та контролю 

препаратів ОРН та ОРН-D-М, одноразово внутрішньочеревно вводили по       
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100 мкл ОРН (15 мг/кг) та ОРН-D-М (21 мг/кг), які розчиняли у стерильному 

0,9 % NaCl. Концентрації даних препаратів підібрані як мінімально активна 

концентрація діючої речовини проти вірусу грипу A/FM/1/47/H1N1 in vivo 

(181). Через 48 годин після інфікування вірусом грипу (пік реплікації вірусу) 

тварин вбивали та їх легені заморожували на -80 оС у низькотемпературному 

холодильнику (Thermo Scientific, США). Дослідження було проведено у 

лабораторії експериментальної хіміотерапії вірусних інфекцій ДУ Інституту 

епідеміології та інфекційних захворювань ім. Л.В. Громашевського НАМН 

України. Лабораторія була сертифікованою ДП «Укрметртестстандарт» на 

проведення дослідження антивірусної та віруліцидної активності сполук 

хімічного та рослинного походження на тваринах та культурах клітин          

№ПТ 426/14 від 8 грудня 2014. Усі процедури під час дослідження були 

виконанні у відповідності з етичними стандартами (Federalwide Assurance No 

00019663). Експеримент повторювали тричі. 

2.8.1. Виділення тотальної РНК. Виділення тотальної РНК з тканин 

легенів проводили у приладі BeadRetriever system (Invitrogen, Фінляндія) з 

використанням NucleoMag 96 RNA Kit (MACHEREY-NAGEL, Німеччина). 

Гомогенізовані тканини легенів мишей (20 мг) у рідкому азоті лізували у        

350 мкл лізис буферу MR1 з додаванням 6 мкл відновника ТСЕР та 

перемішували на шейкері Vortex V-1 plus (Biosan, Латвія). Лізати очищали 

центрифугуванням протягом 5 хв при 10 000 g. Для того щоб зв’язати тотальну 

РНК з магнітними частинками, до чистих лізатів додавали 28 мкл магнітних 

частинок NucleoMag B-Beads та 350 мкл зв’язуючого буферу MR2. Лізати з 

магнітними частинками перемішували та інкубували 5 хв при кімнатній 

температурі та центрифугували протягом 2 хв при 2 000 g. Після 

цетрифугування відбирали надосадову рідину, а до осаду додавали 300 мкл 

буферу з ДНКазою та інкубували 15 хв при кімнатній температурі. Наступні 

етапи виділення РНК проводили у приладі BeadRetriever system. Етапи 

відмивання проходили згідно з протоколом NucleoMag 96 RNA Kit. Однак 

елюція РНК проходила у 100 мкл буферу для елюції MR5. Виділену тотальну 
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РНК відбирали у стерильні, чисті від РНКаз мікропробірки та швидко 

заморожували у низькотемпературному холодильнику на - 80 оС. 

2.8.2. Визначення кількості та чистоти виділеної РНК. Кількість 

виділеної тотальної РНК визначали спектрометрично на MaestroNano Pro 

Micro-Volume MN-913 spectrophotometer (MAESTROGEN, Тайвань). Чистоту 

РНК оцінювали за відношенням 260/280 нм. Цілісність виділеної РНК 

оцінювали на приладі Microchip electrophoresis system (MCE-202/MultiNA 

SHIMADZU, Німечина) відповідно до протоколу наведеному в інструкції 

приладу використовуючи RNA reagent kit for MultiNA (SHIMADZU, Німечина), 

SYBR Green II RNA gel stain (lifetechnologies, США) та RNA 6000 Ladder 

(lifetechnologies, США), виділену тотальну РНК в концентрації 180 нг/мкл. 

Аналіз якості виділеної РНК виявляли за співвідношенням інтенсивності смуг 

28S:18S рРНК (2:1). Результат аналізу видається у вигляді розмірних одиниць 

довжин пар нуклеотидів (пн). Зразки РНК які мали відповідну інтенсивність 

смуг 28S – 4700 пн. та 18S – 1900 пн у подальшому були використані у 

наступній роботі (рис. 2.1). 

2.8.3. Синтез кДНК. З кожної виділеної тотальної РНК (2 мкг) 

синтезували кДНК використовуючи RevertAid H Minus First Standart cDNA 

Synthesis Kit (Thermo Scientific, США). Зворотна транскрипція включала random 

hexamer та oligo (dT)18 праймери у співвідношенні (1:3) та проходила за 

наступних температурних умов: інкубація 120 хв при 42 оС, нагрівання до 70 оС 

за 5 хв та охолодження в льоду.  
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Рис. 2.1. Зображення гелю (а) та електрофореграми (б) зразків тотальної 

РНК: Ladder – маркер молекулярних мас РНК; blank – негативний контроль (без 

РНК); пн – пар нуклеотидів 
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2.8.4. Полімеразна ланцюгова реакція у режимі реального часу (ПЛР-

РЧ). ПЛР-ЧР проводили у приладi Thermal Cycler CFX96 Real-Time system 

(BIO-RAD, Сінгапур) використовуючи 10 мкл maxima SYBR Green/Flurescein 

qPCR masrer mix (Thermo Scientific, США), 0,3 мкл кДНК зразка, 1,5 мкл ген 

специфічного праймера та 8,2 мкл води вільної від нуклеаз, за таких умов на 

першому циклі денатурація ДНК 10 хв при 95 оС, на наступних 40 циклах 

денатурація при 95 оС 40 с, реасоцiацiя праймерiв 30 с при 60 оС та синтез 

продукту 30 с при 72 оС. Негативним контролем була проба з реакційною 

сумішшю без кДНК. 

Дизайн праймерів для ПЛР-ЧР виконували в базі даних GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) за допомогою програми BLAST (187). Синтез 

підібраних нами праймерів здійснювався компанією Invitrogen, Фінляндія. 

Праймери, які було використано в реакції ПЛР-ЧР, наведено в Таблиці 2.1. 

Таблиця 2.1. 

Послідовності праймерів, що використовувались для досліджень змін 

експресії генів  

Ген Протеїн, 

який 

кодується 

геном 

Послідовності праймерів (5′→3′) 

Nos2 NOS2 F 5′-TTT GTG CGA AGT GTC AGT GG-3′ 

R 5′-TCC TTT GAG CCC TTT GTG C-3′ 

Arg2 ARG2 F 5′-TGA TTG GCA AAA GGC AGA GG-3′ 

R 5′-CTG ACA GCA ACC CTG TAT TAT GTA-3′ 

Xdh XDH F 5′-CCA AGA TGG TTC AGG TGG C-3′ 

R 5′-TCT GAC AGG CTT CAT AAA TGG C-3′ 

Oas1a OAS1 F 5′-ACA GCT CAG AAA AGC CAG G-3′ 

R 5′-CAG TTC TCT TCT ACC TGC TCA AA-3′ 

Oas2 OAS2 F 5′-CTA TGA TGC ACT AGG TCA ACT GC-3′ 



  64 

 

продовження Таблиця 2.1. 

  R 5′-TTC CTT TCA TAC TGT TTG TAC CAG T-3′ 

Oas3 OAS3 F 5′-CAA AGC GTG GAC TTT GAC G-3′ 

R 5′-ATG GTC TTG TTA CAC TGT TGG TA-3′ 

Mx1 MX1 F 5′-TGC TGT ACT GCT AAG TCC AAA-3′ 

R 5′-GCA GTA GAC AAT CTG TTC CAT CTG-3′ 

Eif2ak2 PKR F 5'- CACAGAGATCTTAAGCCAGGTAAT -3' 

R 5'- AGATGTCCACTTCTTTTCCATAGT -3' 

Rnasel RNASEL F 5′-GGA CTT GGG AGA ACC GCT AT-3′ 

R 5′-CAT TTT TGT CGA TCT TAG ATG TCC A-3′ 

Ifnε IFN-ε F 5′-CTG GAA TAC GTG GAG TCA CTG-3′ 

R 5′-GAA CCT GAA CAC AAA GAA CAT ACA-3′ 

Ifnκ IFN-κ F 5′-GGA GTT GGG CAA GTA TTT CTT CA-3′ 

R 5′-CTT GAA GGT GGG TGA TTC TGA TA-3′ 

Ifnα2 IFN-α F 5′-CTT ACT CAG CAG ACC TTG AAC C-3′ 

R 5′-CTG CTG CAT CAG ACA GGT TT-3′ 

Ifnβ1 IFN-β F 5′-GAT GCT CCA GAA TGT CTT TCT TGT-3′ 

R 5′-CGA ATG ATG AGA AAG TTC CTG AAG A-3′ 

Ifnγ IFN-γ F 5′-AAC TGG CAA AAG GAT GGT GA-3′ 

R 5′-GTT GTT GAC CTC AAA CTT GGC-3′ 

Ccl3 CCL3 F 5′-GCC ATA TGG AGC TGA CAC C-3′ 

R 5′-TTC TCT TAG TCA GGA AAA TGA CAC C-3′ 

Сcl4 CCL4 F 5′-AGG GTT CTC AGC ACC AAT G-3′ 

R 5′-TCT TTT GGT CAG GAA TAC CAC AG-3′ 

Сcl5 CCL5 F 5′-CTC ACC ATC ATC CTC ACT GC-3′ 

R 5′-TGA CAA ACA CGA CTG CAA GA-3′ 

Сxcl9 CXCL9 F 5′-CAA AAC TGA AAT CAT TGC TAC ACT GAA-3′ 

R 5′-GGC TGA TCT TCT TTT CCC ATT C-3′ 
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продовження Таблиця 2.1. 

Сxcl10 CXCL10 F 5′-TGT TGA GAT CAT TGC CAC GAT-3′ 

R 5′-CCT TTT AGA CCT TTT TTG GCT AAA CG-3′ 

Сxcl11 CXCL11 F 5′-CTG CTC AAG GCT TCC TTA TGT T-3′ 

R 5′-TTT TTC TAT TGC CTG CAT TAT GAG G-3′ 

Іl6 IL-6 F 5′-CTA CCA AAC TGG ATA TAA TCA GGA AAT-3′ 

R 5′-TCT TTT ACC TCT TGG TTG AAG ATA TGA-3′ 

Іl1β IL-1β F 5′-TTC ATC TTT GAA GAA GAG CCC AT-3′ 

R 5′-TGG AGA ATA TCA CTT GTT GGT TGA-3′ 

Іl12α IL-12 F 5′-GTG AAG ACG GCC AGA GAA AA-3′ 

R 5′-ACA GGG TCA TCA TCA AAG ACG-3′ 

Тnfα TNF-α F 5′-AAA GGG ATG AGA AGT TCC CAA AT-3′ 

R 5′-ACT TGG TGG TTT GCT ACG AC-3′ 

Nfκb1 NF-κB1 F 5′-GGA CAT GGG ATT TCA GGA TAA CC-3′ 

R 5′-AGA GGT GTC TGA TAC AGG TCA T-3′ 

Nfκbiα NF-κBIα F 5′-GAG ACT CGT TCC TGC ACT TG-3′ 

R 5′-AAG TGG AGT GGA GTC TGC TG-3′ 

Tlr3 TLR3 F 5′-CCT CTT GAA CAA CGC CCA AC-3′ 

R 5′-AGA GAA AGT GCT CTC GCT GG-3′ 

Tlr7 TLR7 F 5′-ATC CTC TGA CCG CCA CAA TC-3′ 

R 5′-TCA CAT GGG CCT CTG GGA TA-3′ 

Tlr8 TLR8 F 5′-GCC CCC TCA GTC ATG GAT TC-3′ 

R 5′-GAG GGA AGT GCT ATA GTT TGG GG-3′ 

Gapdh GAPDH F 5′-TGT CGT GGA GTC TAC TGG TGT CTT C-3′ 

R 5′-CGT GGT TCA CAC CCA TCA CAA-3′ 

 

Відносний рівень мРНК генів Xdh, Nos2, Arg2, Oas1α, Oas2, Oas3, Mx1, 

Rnasel, Eif2αk2, Ifnε, Ifnk, Ifnα2, Ifnβ1, Ifnγ, Ccl3, Ccl4, Ccl5, Cxcl9, Cxcl10, 
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Cxcl11, Il6, Il1β, Il12α, Tnfα, Nfkb1, Nfkbia, Tlr3, Tlr7 та Тlr8 визначали 

кількісною ПЛР-ЧР. Розрахунок проводили використовуючи формулу 2-ΔCt 

(188). Рівень мРНК усіх досліджуваних генів нормалізували до мРНК гена 

Gapdh як одного з найбільш поширених референтних генів (189). Рівень мРНК 

гена Gapdh виражали як 100 одиниць експресії. 

2.8.5. Вестерн-блот аналіз. Гомогенізовані у рідкому азоті тканини легенів 

мишей (20 мг) лізували у PBS з інгібітором протеаз (Sigma Aldrich, США).  

Концентрацію тотального протеїну у лізатах визначали методом Бредфорда 

(190) використовуючи Реагент Бредфорда (Sigma Aldrich, США) згідно 

протоколу «аналіз в 96 лунковому планшеті» запропонованого виробником. 

Тотальні протеїни зразків (30 мкг) фракціонували електрофорезом у 10 % 

ПААГ згідно з протоколом, описаним у роботі Леммлі (191). Розділені білки 

переносили із гелю на нітроцелюлозну мембрану (Amersham BioSciences, UK) 

за допомогою приладу для переносу білків (BIO-RAD, США) протягом однієї 

години при силі струму 15V. Нітроцелюлозну мембрану з перенесеними 

білками інкубували 1 годину у буфері PBST (PBS, 0.1 % Tween-20) з 

додаванням 5 % знежиреного сухого молока для блокування неспецифічного 

зв’язування. Мембрану відмивали три рази по 5 хв та надалі інкубували 

протягом ночі при 4 оС з первинними антитілами проти NF-κB1 (1:500; Rabbit 

monoclonal; cat. no. 13586; Cell Signaling Technology, Нідерланди), IκBα (nuclear 

factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha) (1:500; 

mouse monoclonal; cat. no. sc-1643; Santa Cruz Biotechnology, США), β-actin 

(1:20,000; rabbit polyclonal cat. no. A2103; Sigma Aldrich, США) з наступним 

відмиванням три рази по 5 хв у буфері PBST та інкубуванням з кон’югованими 

з пероксидазою хрону видоспецифічними вторинними антитілами anti-mouse 

(1:3000; cat. no. 7076; Cell Signaling Technology, Нідерланди) та anti-rabbit 

(1:3000; cat. no. 7074; Cell Signaling Technology, Нідерланди) при кімнатній 

температурі протягом години. Для детекції імунних комплексів 

використовували chemiluminescence detection kit (Thermo Scientific, США) у 

відповідності інструкцій виробника. Хемілюмінесцентні сигнали були 
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сфотографовані у приладі ChemiDoc XRS + system (BIO-RAD, США). 

Відносний рівень протеїнів визначали денситометричним аналізом (192). Об'єм 

(інтенсивність) кожної зони хемілюмінесцентного сигналу був визначений 

кількісно за допомогою Image Lab Software (BIO-RAD, США). Об'єм 

(інтенсивність) хемілюмінесцентного сигналу білків NF-κB1 та NFκBia (IκBα) 

був нормований до об'єму (інтенсивності) β-actin, який використовували як 

контроль експресії генів на рівні білку. Рівень білка у контрольних тварин 

приймали за 1 умовну одиницю (у.о.). 

2.8.6. Визначення вмісту перекисного окислення ліпідів. Легені мишей 

гомогенізували рідким азотом та розчиняли у 3 мл 50 мМ PBS, pH = 7.4. Надалі 

100 мкл гомогенізованого зразку додавали до 2.5 мл 0.025 М Трис-HCl, рН = 7,4 

(з 0.175 М КСl), 1 мл 17 % розчину трихлороцитової кислоти та 

центрифугували при 4000 g протягом 10 хв при 4 °С. Концентрацію білка у 

зразках визначали методом Лоурі (193). Ендогенні продукти перекисного 

окислення ліпідів, які реагують на 2-тіобарбітурову кислоту (ТБК-активні 

продукти) вимірювали за допомогою SPECORD 210 Plus (Analytik Jena AG, 

Німеччина) на довжині хвилі 532 нм, як було описано Асакавим та Мацусітою 

(194).  

2.8.7. Визначення інфекційного титру вірусу грипу. Гомогенізовані 

легені мишей у рідкому азоті розчиняли у стерильному PBS (100 мг/0,5 мл). 

Надалі зразки центрифугували 20 хвилин при 4 000 g та +4 оС та відбирали 

супернатанти. Інфекційний титр вірусу грипу у супернатантах визначали 

інфікуючи клітини MDCK використовуючи аналіз TЦД50 за методом Ріда і 

Менча (184). 

 

2.9. Статистичний аналіз 

 

 

Статистична обробка результатів для МТТ-тесту, аналізів TЦД50 та РГА 

була здійснена з використанням t- критерію Стьюдента за допомогою програми 

Excel (MS Office 2010).  
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Для аналізу статистичної достовірності даних ПЛР-РЧ дослідження 

використовували однофакторний дисперсійний аналіз (one-way ANOVA) у 

програмі GraphPad Prism 8 для незалежних вибірок даних, які відповідали 

нормальному розподілу. Перевірку нормальності розподілу проводили за 

допомогою тесту Шапіро – Вілка (195). 

Дані представлені у вигляді середнього арифметичного значення із 

зображенням стандартного відхилення (±SD). За критичний рівень 

достовірності при перевірці статистичних гіпотез приймали р≤0,05. Кожен 

експеримент повторювали не менш, ніж 3 рази.  
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РОЗДІЛ 3. 

 

РЕЗУЛЬТАТИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

 

3.1. Дослідження впливу ОРН та ОРН-D-М на інфекційність вірусу грипу 

in vitro 

 

 

Дослідження антигрипозної дії олігорибонуклеотидів, які проводилися 

раніше в Інституті епідеміології та iнфекцiйних хвороб                                        

iм. Л.В. Громашевського АМН України, показали, що при грипознiй iнфекцiї in 

vitro максимально переносима концентрація ОРН-D-М становить 5 мг/мл, а 

мінімально активна концентрація 31 мкг/мл, хіміотерапевтичний індекс 

дорівнює 161. Розраховано ефективні дози ОРН-D-М: 1,25-10 мг/мл при 

профiлактичнiй схемi введення in vitro та 0,6–10 мг/мл при лікувальній схемi. 

Крім того, цими дослідження було показано зниження NA та HA активності 

після інкубації вірусу грипу з ОРН-D-М у концентраціях 30,0; 1,0; 3,0;           

10,0 мг/мл. Попри встановлену протигрипозну дію ОРН-D-М наразі можливі 

молекулярно-біологічні механізми дії не з’ясовані, розуміння яких є вкрай 

актуальним. Тож, першим логічним кроком дисертаційної роботи було 

дослідити можливий механізм противірусної дії олігорибонуклеотидів за 

рахунок їхнього впливу на HA вірусу грипу.  

3.1.1. Пряма інактивуюча дія препаратів ОРН та ОРН-D-M на вірус 

грипу A/FM/1/47/H1N1. Апоптоз, який індукується під час інфекції вірусу 

грипу є основним фактором, що сприяє загибелі інфікованих клітин та 

пошкодженню тканин (196, 197). Ми припустили, що ОРН та їхні комплекси 

ОРН-D-M можуть підвищувати життєздатність клітин після вірусного 

інфікування шляхом інгібування інфекційності вірусу грипу у результаті 

взаємодії з НА. Тому ми провели оцінку вірус індукованої ЦПД та визначення 
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життєздатності клітин через 48 годин після інфікування клітин MDCK вірусом 

грипу, який попередньо був інкубований з препаратами ОРН та їхніми 

комплексами ОРН-D-M. 

Дослідження проводились на лінії клітин MDCK, до якої вірус грипу 

A/FM/1/47/H1N1 проявляє високу тропність. Клітини MDCK інфікували 

вірусом грипу (інфекційний титр в культурі клітин - 4 lg ТЦД50, титр HA -         

1: 128 HAО), який перед цим піддавався 30 хв інкубації з ОРН та комплексом 

ОРН-D-M. ЦПД спостерігали під світловим мікроскопом, а життєздатність 

клітин визначали за допомогою реагенту МТТ на 2 добу після інфікування 

клітин (48 год). Як показано на рис. 3.1, чітка та помітна ЦПД спостерігалася на 

клітинах - контроль вірусу грипу, у той час як незначна ЦПД спостерігалася на 

клітинах, які були інфіковані вірусом грипу з попередньою 

олігорибонуклеотидною інкубацією (грип+ОРН та грип+ОРН-D-M) (198, 199).  

 

Рис. 3.1. Аналіз ЦПД у культурі клітин MDCK, яка індукована вірусом 

грипу A/FM/1/47/H1N1, який попередньо інкубували з ОРН та ОРН-D-М, 

мг/мл. Індуковану вірусом грипу ЦПД аналізували під світловим мікроскопом. 

Стрілками відмічено незначні ЦПД 
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Рис. 3.2. Життєздатність клітин лінії MDCK через 48 год після інфікування 

вірусом грипу A/FM/1/47/H1N1, який попередньо інкубували з ОРН, ОРН-D-М 

(а) та ОРН-D-М різної концентрації (б) Життєздатність клітин визначали в 

МТТ-тесті. * — відмінності статистично значущі щодо значень контролю 

клітин (Контроль), р < 0,05; ** — відмінності статистично значущі щодо 

значень контролю вірусу грипу (Вірус грипу), р < 0,05. Дані представлені як 

середнє значення для п’ятьох незалежних експериментів 
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Окрім того нами показано, що життєздатність інфікованих клітин суттєво 

знижується (р<0,05) порівняно з контрольними клітинами. Проте, 

життєздатність інфікованих клітин з вірусом грипу з преінкубацією з 2,5 мг/мл 

ОРН і 3,5 мг/мл ОРН-D-M, залишалася високою (р <0,05) у порівнянні з 

контролем інфікованих клітин. Не було також виявлено зниження 

життєздатності клітин під впливом ОРН та ОРН-D-M (рис. 3.2.а). Крім того, 

підвищення життєздатності інфікованих клітин спостерігалося у залежності від 

концентрації ОРН-D-M, якою інкубували вірус грипу перед зараженням клітин 

(рис.3.2.б) (198, 199). 

Наведені результати досліду вказують на пряму інактивуючу дію 

олігорибонуклеотидів та їхніх комплексів з D-манітолом по відношенню до 

вірусу грипу, яка може реалізуватися згідно робочої гіпотези через блокування 

зв’язування та проникнення вірусу грипу у клітину хазяїна.  

3.1.2. Вплив ОРН та ОРН-D-М на інфекційність вірусу грипу 

A/FM/1/47/H1N1 та його взаємодію з гліканами. Попередніми дослідами було 

показано вплив досліджуваних препаратів на інфікування вірусом грипу клітин 

хазяїна. Припускалось, що пряма інактивуюча дія ОРН та їхніх комплексів з   

D-M призводить до зниження інфекційності вірусу грипу. Тому на наступному 

етапі роботи ми дослідили вплив препаратів олігорибонуклеотидів на 

інфекційність вірусу грипу за допомогою аналізу ТЦД50. Встановлено 

достовірне зниження (p<0,05) інфекційного титру вірусу грипу у 2 lg ТЦД50, 

який попередньо інкубувався з комплексами ОРН-D-M, порівняно з контролем 

вірусу грипу (рис. 3.3). При цьому не встановлено статистично значущого 

зниження інфекційного титру вірусу грипу, який попередньо інкубували з 

вихідними ОРН, D-M та нижчими концентраціями ОРН-D-M порівняно до 

контролю вірусу. Отримані результати вказують на інгібування інфекційності 

вірусу грипу препаратом ОРН-D-M ймовірно шляхом блокування НА-

гліканової взаємодії.  
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Рис. 3.3. Інфекційний титр вірусу грипу A/FM/1/47 H1N1 під дією ОРН, 

ОРН-D-М (а) та ОРН-D-М різної концентрації (б). Інфекційний титр вірусу 

грипу визначали методом Ріда – Менча (TCID50). Дані наведені як середнє ±SD 

для восьми незалежних експериментів.* — відмінності статистично значущі 

щодо значень контролю вірусу грипу, р < 0,05. Дані представлені як середнє 

значення для п’ятьох незалежних експериментів 

РГА широко використовується для опосередкованого кількісного 

визначення титру вірусу грипу, базуючись на специфічній взаємодії НА вірусу 

грипу гліканами (залишками сіалової кислоти Neu5Acα2-3Gal linked (α2-3) та 

Neu5Acα2-6Gal linked (α2-6)), які розміщені на поверхні клітини (200). Для 

перевірки гіпотези, що олігорибонуклеотиди блокують утворення взаємодії між 

НА та гліканом, було проведено дослідження впливу препаратів 

олігорибонуклеотидів на утворення НА-гліканової взаємодії за допомогою 

РГА. 

РГА показала (рис. 3.4), що аглютинація еритроцитів не спостерігалася у 

випадку контролів препаратів. Неаглютиновані еритроцити осідали на дно 

лунки у вигляді червоної крапки, що вказувало на відсутність впливу ОРН,     
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D-М, ОРН-D-М на еритроцити людини. У той же час аглютиновані вірусом 

грипу еритроцити залишалися у вигляді суспензії та виглядали як дифузний 

червоний розчин. У подальшому проаналізовано та розраховано титр НА вірусу 

грипу як величину зворотну мінімальному розведенню при якому залишається 

дифузна червона суспензія, яка вказує на одну НА одиницю (НАО). Показано, 

що аглютинація еритроцитів вірусом грипу, попередньо проінкубованого з ОРН 

та ОРН-D-М протягом 30 хв при 20 °С (грип+ОРН та грип+ОРН-D-М), була 

зниженою у 2 та 4 рази відповідно порівняно до контролю вірусу грипу. В той 

час як, аглютинація еритроцитів вірусом грипу, який попередньо інкубували з 

D-М, та нижчими концентраціями ОРН-D-М залишилася незмінною відносно 

контролю вірусу грипу (198, 199). 

 

 

Рис. 3.4. Аглютинація еритроцитів, яка обумовлена НА вірусу грипу 

A/FM/1/47/H1N1. Вигляд реакційних сумішей РГА у круглодоному 

мікролунковому планшеті після додавання ОРН, D-М, ОРН-D-М, вірусу грипу 

та вірусу грипу, який попередньо інкубували з ОРН, D-М, ОРН-D-М. * — 

відмінності статистично значущі щодо значень позитивного контролю (грипу), 

р < 0,05. Дані представлені як середнє значення для п’ятьох незалежних 

експериментів.  
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Таким чином, показано, що ОРН-D-М інгібують зв’язування протеїнів 

НА вірусу грипу до сіалових кислот рецепторів еритроцитів, що виражається у 

достовірному знижені титру НА вірусу грипу (р <0.05) (рис. 3.4). Результати 

дослідження вказують, що олігорибонуклеотиди можуть розпізнавати та 

взаємодіяти з НА вірусу грипу призводячи до інгібування НА-гліканової 

взаємодії під час інфікування клітин хазяїна. Перешкоджаючи утворенню НА-

гліканової взаємодії, ймовірно природні олігорибонуклеотиди інгібують 

інфекційність вірусу грипу забезпечуючи високу життєздатність клітин після 

інфікування.  

3.1.3. Аналіз взаємодії ОРН та ОРН-D-М з НА. Для того щоб 

підтвердити припущення, що природні ОРН володіють прямою інактивуючою 

дією проти вірусу грипу шляхом взаємодії з поверхневим антигеном, взаємодія 

ОРН з НА потребує подальших досліджень. 

Тому для того, щоб дослідити взаємодію ОРН та ОРН-D-М з НА вірусу 

грипу використовували ізольований НА вірусу грипу отриманий у вигляді 

вакцини «Ваксигрип». Показано, що гемаглютинуючий титр ізольованого НА у 

концентрації 225 нг/мл становить 65 НАО/0,1 мл (рис. 3.5). Після інкубації НА 

з ОРН (2,5 мг/мл) та ОРН-D-М (3,5 мг/мл) протягом 30 хв при кімнатній 

температурі гемаглютинуючий титр НА знизився до 2 НАО/0,1 мл, а саме у     

32 рази. Надалі ми дослідили вплив ОРН-D-М на НА активність у серії 

концентрацій і було показано, що комплекси ОРН-D-М у концентрації             

1,7 мг/мл знижували активність НА у 32 рази, у той час як аглютинація 

еритроцитів НА, який попередньо інкубували з ОРН-D-М у концентрації         

0,8 мг/мл, не змінювалася у порівняні з контролем. 
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Рис. 3.5. Аглютинація еритроцитів, яка обумовлена протеїном НА 

(Ваксигрип). Вигляд реакційних сумішей РГА у круглодоному мікролунковому 

планшеті після додавання НА, який попередньо інкубували з ОРН та ОРН-D-М 

у концентрації 0,8-3,5 мг/мл. * — відмінності статистично значущі щодо 

значень контролю НА, р<0,05. Дані представлені як середнє значення для 

п’ятьох незалежних експериментів 

 

Наступним етапом роботи було охарактеризувати тривалість впливу та 

ОРН-D-М на активність НА. РГА проводили після попередньої інкубації НА з 

ОРН-D-М протягом 30 хв, 1, 2, 4 та 24 год (рис. 3.6). Інгібування активності 

НА, який інкубували від 30 хв до 24 год з комплексами ОРН-D-М свідчить про 

тривалу білок-ліганд взаємодію, що дозволяє припустити, про здатність ОРН-

D-М змінювати конформацію НА. 

Отримані результати узгоджуються із попередніми дослідженнями 

вказуючи, що ОРН можуть взаємодіяти з НА вірусу грипу, ймовірно з 

амінокислотами НА, у або навколо рецептор зв'язуючого місця, який 

необхідний для проникнення вірусу грипу в клітину-хазяїна. Однак різниці 
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впливу на активність НА між ОРН та ОРН-D-М не було виявлено, що ймовірно 

пов’язано з низькою чутливістю даного методу по відношенню до білок-

лігандної взаємодії. 

 

Рис. 3.6. Аглютинація еритроцитів, яка обумовлена протеїном НА 

(Ваксигрип). Вигляд реакційних сумішей РГА у круглодоному мікролунковому 

планшеті після додавання НА, який попередньо інкубували з ОРН-D-М у 

концентрації 3,5 мг/мл при різний тривалості досліду в годинах. Дані 

представлені як середнє значення для п’ятьох незалежних експериментів 

 

Тому на наступному етапі роботи, було використано метод флуоресцентної 

спектроскопії для вимірювання впливу ОРН та ОРН-D-М на інтенсивність 

флуоресценції НА. Повні спектри флуоресценції НА, ОРН та ОРН-D-М 

показали, що білок та ліганди не перекриваються «ландшафтними» спектрами 

вказуючи, що під час дослідження білок-лігандної взаємодії не відбуватиметься 

ефекту перепоглинання електронів (рис.3.7).  
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Рис. 3.7. Повні спектри флуоресценції НА (0,15 µM) (а), ОРН (52,1µМ) (б) 

та ОРН-D-М (52,1µМ) (в) у тривимірній (3D) системі координат 
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Вперше показано, що 3D-спектр флуоресценції НА, має два піки. Перший 

пік (І) флуоресценції з максимум збудження λ275 нм відповідає білковій основі, 

тоді як другий пік (ІІ) з максимум збудження λ225 – ароматичним залишкам, 

які досягли вище збуджених електронних станів (рис.3.7. а). Інтенсивність і 

розташування І піку залежить від мікросередовища залишків тирозину та 

триптофану, і будь-які зміни у цьому мікросередовищі може індукувати певні 

конформаційні зміни у білку (201, 202). 

Гасіння інтенсивності флуоресценції НА спостерігалося після титрування 

НА з ОРН та ОРН-D-М (рис. 3.8), однак у випадку ОРН-D-М гасіння 

флуоресценції було суттєвішим. Цей ефект вказує на взаємодію між HA і ОРН-

D-М.  

 
а        б 

Рис. 3.8. Спектри флуоресценції НА у присутності ОРН (а) та ОРН-D-М(б) 

 

3D-спектри флуоресценції НА-ОРН та НА-ОРН-D-М показали, гасіння 

флуоресценції обох піків НА, які при цьому не змінюють свого розташування у 

тривимірній системі координат (201). Проте після титрування НА з ОРН 

формується новий флуоресцентний компонент біля І піку НА (на рисунку 3.9. б, 

в вказаний пік ІІІ), який дозволяє припустити про зміни у конформації НА після 

взаємодії з препаратами ОРН та ОРН-D-М. 
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Рис. 3.9. Тотальні спектри флуоресценції НА (а) за дії ОРН (б) та          

ОРН-D-М (в) у тривимірній (3D) системі координат  



  81 

 

Для подальшої перевірки припущення про взаємодію між НА та 

препаратами ОРН дані флуоресценції використали для розрахунку константи 

дисоціації. Константи дисоціації НА-ОРН та НА-ОРН-D-М виявилися відносно 

низькими у мікромолярних концентраціях (рис. 3.10). Таким чином, можна 

припустити, що взаємодія НА з ОРН та ОРН-D-М відбувається з доволі 

низькою афінністю. 

 

   

а       б 

Рис. 3.10. Криві залежності інтенсивності флуоресценції НА від 

концентрації ОРН (а) та ОРН-D-M (б) 

 

У дисертаційній роботі вперше показано низькоафінну взаємодію ОРН та 

їх комплексів ОРН-D-M з НА вірусу грипу. ОРН та ОРН-D-M взаємодіючи з 

НА перешкоджають проникненню вірусу у клітину хазяїна знижуючи таким 

чином інфекційність вірусу грипу. Також вперше показано, що ОРН-D-M 

суттєвіше взаємодіють з НА та проявлять суттєвішу пряму інактивуючу дію на 

вірус грипу. 

3.1.4. Противірусна дія комплексів ОРН-D-M проти вірусів грипу 

А/CA/7/09/H1N1 та А/МР/10218/84/H5N2. Здатність вірусу грипу постійно 

змінювати НА є вагомим фактором у безперервній еволюції нових штамів 

вірусу грипу та причиною чергових епідемій грипу (14). Тому доречним було 
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дослідити вплив комплексу ОРН-D-M на інші, більш небезпечніші за своїми 

наслідками штами вірусу грипу (3, 203, 204). Для того щоб перевірити 

протигрипозну ефективність ОРН-D-M проти різних штамів грипу, нами було 

обрано пандемічний вірус А грипу A/California/07/2009(H1N1)pdm09 та 

пташиний вірус А грипу A/mallard/Pennsylvania/10218/84 (H5N2).  

На клітинній лінії MDCK виявлено, що комплекси ОРН-D-M пригнічують 

інфекційність пандемічного та пташиного вірусу грипу (рис.3.11). Ефективна 

концентрація препарату відносно пандемічного вірусу становила 0,5 мг/мл при 

індексі селективності >10, а найбільша переносима концентрація становила 5,0 

мг/мл. Комплекси ОРН-D-M у концентрації 5,0 мг/мл інгібували титр 

пандемічного вірусу грипу на 3 lg ТЦД50 у порівняні з контролем. Результати 

цього дослідження також показали, що ОРН-D-M в концентрації 5,0 мг/мл 

мають противірусну активність проти пташиного вірусу грипу, при індексі 

селективності> 3 (163).  

 

 

 

Рис 3.11. Інфекційний титр вірусів грипу А/CA/7/09/H1N1 та 

А/МР/10218/84/H5N2 за дії різних концентрацій ОРН-D-M Інфекційний титр 

вірусу грипу визначали методом Ріда – Менча (TCID50) 



  83 

 

Таким чином показано, що інфекційність пандемічного вірусу грипу 

знижується під дією комплексу ОРН-D-M у концентрації 0,17-5,0 мг/мл у 

порівняні з контролем вірусу, тоді як інфекційність пташиного вірусу грипу 

знижувалась лише при 5,0 мг/мл препарату (рис. 3.11). Різниця ефективної дози 

ОРН-D-M при різних штамах грипу дозволяє припустити, що ОРН взаємодіють 

з НА різних штамів з різною афінністю, що ймовірно пов’язано з 

амінокислотним складом рецептор зв’язуючого регіону НА. 

Отже, протигрипозна дія ОРН-D-M проти різних штамів грипу дозволяє 

припустити, що олігорибонуклеотиди неспецифічно взаємодіють з 

амінокислотами НА вірусу грипу. Така взаємодія олігорибонуклеотидів з 

поверхневим антигеном вірусу грипу – НА може бути одним з механізмів 

протигрипозної дії ОРН-D-M.  

Однак нещодавні клінічні дослідження препарату ОРН-D-M, які 

проводилися на кафедрі інфекційних хвороб з епідеміологією, шкірними та 

венеричними хворобами Тернопільського державного медичного університету 

імені І.Я. Горбачевського МОЗ України, показали ерадикацію пандемічного 

вірусу грипу, парагрипу, респіраторно-синцитіального вірусу, аденовірусу та 

покращення клінічних результатів у пацієнтів з ГРВІ вірусної етіології після 

комплексного лікування з ОРН-D-M [163]. Співробітниками кафедри загальної 

хірургії з доглядом за хворими Луганського державного медичного 

університету МОЗ України встановлено, що застосування ОРН-D-M регулює 

цитокіновий профіль (TNFα, IL-1β, L-2, IL-4) у хворих на діабет розкриваючи 

особливості механізму протизапальної дії препарату і його вплив на загальну 

систему вродженого захисту (170, 171). Результати цих досліджень та 

досліджень протизапальної дії (164, 169) дозволяють припустити, що 

олігорибонуклеотиди можуть також впливати на систему вродженого 

імунітету. Тому ми припустили про можливий вплив ОРН та їхніх комплексів 

ОРН-D-M на вроджений імунітет, як ще один механізм дії даних препаратів.  
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3.2. Модуляція грип-індукованої гіперекспресії генів вродженого імунітету 

препаратами ОРН та ОРН-D-М in vivo 

 

 

Відомо, що вірус грипу проявляє високу тропність до епітелію легенів і 

дихальних шляхів мишей BALB/c (205). Інфікування останніх спричиняє 

активацію їх вродженої імунної відповіді, призводячи до запалення та 

оксидативно-нітрозативно-опосередкованих пошкоджень. 

Попередні дані дослідження в Інституті епідеміології та iнфекцiйних 

хвороб iм. Л.В. Громашевського АМН України, виявили високу протигрипозну 

активнiсть препарату ОРН-D-М проти вірусу грипу A/FM/1/47/H1N1, при 

профiлактиці та лiкуваннi грипу у дослiдах на мишах при 

внутрiшньочеревному та внутрiшньовенному введеннi у дозах вiд 15 до         

150 мг/кг. В той же час при iнтраназальному введеннi ОРН-D-М його 

ефективна доза була в десять разiв вища (181). Раніше колегами було показано, 

що ОРН-D-М можуть нормалізувати цитокіновий профіль, який відіграє 

ключову роль при вродженій імунній відповіді, у хворих на діабет (170, 171), 

ВІЛ-інфікованих осіб із токсоплазмовою інвазією (182), пацієнтів з хронічним 

гепатитом С (177) та тварин з гострим ураженням печінки (175). Припускали, 

що дослідження змін експресії генів уродженого імунітету за дії ОРН та 

інфекції вірусу грипу дозволять виявити гени-мішені ОРН, впливаючи на яких 

ОРН можуть проявляють свою противірусну та протизапальну дії. Тому, для 

того щоб, дослідити вплив препаратів олігорибонуклеотидів на експресію генів 

вродженого імунітету за умов інфекції грипу, мишам уводили 

внутрiшньочеревно препарати у концентрації 15 мг/кг при профілактичній та 

лікувальній схемах застосування. За контроль служили інфіковані вірусом 

грипу миші, яким не вводили препарати. За допомогою ПЛР-РЧ визначали 

експресію генів у тканинах легенів мишей через 48 годин після інфікування 

вірусом грипу. Оскільки саме у такі терміни після інфікування проявляється 

максимальній рівень реплікації вірусу грипу A/FM/1/47/H1N1.  
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3.2.1. Вивчення реплікації вірусу грипу A/FM/1/47/H1N1 у тканинах 

легенів мишей за дії препаратів ОРН та ОРН-D-М. Використовуючи аналіз 

ТЦД50 ми провели визначення вірусного навантаження у зразках тканин легенів 

мишей за дії ОРН та ОРН-D-М при профілактиці та лікувальні інфекції вірусу 

грипу.  Було виявлено нижчий інфекційний титр вірусу грипу у тварин, яким 

вводили ОРН та ОРН-D-М при профілактичній і лікувальній схемах 

застосування, однак суттєвіше зниження інфекційного титру спостерігалося 

при профілактичній схемі введення ОРН та ОРН-D-М (Таблиця 3.1). 

 

Таблиця 3.1. 

 

Зниження інфекційного титру вірусу грипу A/FM/1/47/H1N1 у тканинах 

легенів грип-інфікованих мишей BALB/c після введення ОРН та ОРН-D-М за 

профілактичною та лікувальною схемами 

 

Група Інфекційний титр грипу, lgТЦД50 

Контроль 0,0 ± 0,0 

ОРН 0,0 ± 0,0 

ОРН-D-М  0,0 ± 0,0 

Грип 6,8 ± 0,1 

ОРН + грип 4,8 ± 0,3 

ОРН-D-М + грип 4,6 ± 0,6 

Грип + ОРН 5,0 ± 0,2 

Грип+ ОРН-D-М 5,4 ± 0,4 

  

 

Першими очевидними симптомами захворювання грипу у тварин є 

пілоерекція, зменшення споживання їжі, втрата ваги та млявість (206). 

Додатково було виявлено, що при профілактичній та лікувальній схемах 

застосування ОРН та ОРН-D-М через 48 год після інфікування вірусом грипу у 



  88 

 

мишей симптоми захворювання були менш вираженими у корівняні з 

контрольною групою інфікованих мишей.  

Отримані дані узгоджуються з результатами проведеними у Інституті 

епідеміології та iнфекцiйних хвороб iм. Л.В. Громашевського АМН України 

(181) демонструючи зниження реплікації вірусу грипу при профілактиці та 

лікуванні ОРН та ОРН-D-М та є передумовою для наступного дослідження 

впливу препаратів РНК на експресію генів вродженого імунітету за умови 

грипу. 

3.2.2. Вплив препаратів ОРН та ОРН-D-М на експресію ISG, яка 

індукована вірусом грипу A/FM/1/47/H1N1. Вірусна інфекція у різних типах 

клітин індукує універсальний спектр генів захисту хазяїна – ISG, які кодують 

білки з противірусною дією (OAS/RNase L система, МХ1 білок та PKR) (93). 

Ми припустили, що препарати олігорибонуклеодидів можуть активувати 

систему OAS/RNase L, або інші інтерферон стимульовані протеїни шляхом 

індукції експресії ISG і таким чином мають ефективну противірусну активність 

проти широкого спектру вірусів. 

Тому серед генів вродженого імунітету першими було досліджено зміни 

рівнів мРНК генів Eif2ak2, Mx1,Оas1α, Oas2, Oas3 та Rnasel за допомогою ПЛР-

РЧ. Після 48-годинної інфекції грипу було виявлено підвищення рівня мРНК 

Eif2ak2, Mx1, Оas1α, Oas2, Oas3 у 14, 155, 76, 114, 178 разів відповідно  

порівняно з контролем (р <0.05), у той час як рівень мРНК гена Rnasel 

залишався незмінним (рис. 3.12). За умов лікування інфікованих мишей 

препаратами ОРН, рівень мРНК генів Eif2ak2, Mx1, Оas1α, Oas2, Oas3 

знижувався у 43 %; 3 рази; 44 %; 14,6; 7,8 разів відповідно, у той час коли 

препаратами ОРН-D-М на 2,7; 3,4; 5,5; 23; 17 разів відповідно порівняно з 

контрольною групою інфікованих мишей. Введення препаратів ОРН для 

профілактики грипу у мишей рівень мРНК Eif2ak2, Mx1, Оas1α, Oas2, Oas3 

знижувався у 2,8; 2,6; 4,7; 17,2; 9,7 разів відповідно, тоді як введення ОРН-D-М 

за таких самих умов призводило до зниження рівня мРНК Eif2ak2, Mx1, Оas1α, 

Oas2, Oas3 у 3,5; 5; 4,4; 13; 5,5 разів відповідно у порівняні з контролем 



  89 

 

інфікованих тварин. Однак рівень мРНК цих генів не зазнавав суттєвих змін у 

тканинах легенів неінфікованих мишей, яким уводили препарати 

олігорибонуклеотидів (ОРН та ОРН-D-М) (207, 208).  

 

Рис. 3.12. Рівень мРНК генів системи ISG у тканинах легенів мишей 

BALB/c через 48 год після інфікуванння вірусом грипу A/FM/1/47/H1N1 та 

профілактичного (24 год до інфікування) або лікувального (24 год після 

інфікування) впливу ОРН або ОРН-D-М. Дані представлені як середнє значення 

± SD для трьох незалежних експериментів. * — відмінності статистично 

значущі щодо значень групи здорових тварин (Контроль), р<0,05; ** — 

відмінності статистично значущі щодо значень контролю вірусу грипу (Грип), 

р<0,05 
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Експресія гена Rnasel на рівні транскрипції в усіх дослідних групах 

залишалася статистично не зміною. Аналіз даних вказує на те що вірус грипу 

A/FM/1/47/H1N1 не індукує підвищення рівня мРНК гена Rnasel, а препарати 

ОРН та ОРН-D-М не впливають на мРНК гена Rnasel за номальних умов. 

Отримані результати не підтвердили наші припущення щодо індукції 

експресії ISG препаратами ОРН та ОРН-D-М. Хоча аналіз цих даних дозволив 

нам припустити, що препарати олігорибонуклеотидів ймовірно знижують грип-

індуковану надекспресію ISG шляхом впливу на IFN типу I.  

3.2.3. Вивчення експресії прооксидантних генів під впливом ОРН та 

ОРН-D-М в умовах грипу. Патогенна роль АФК та АФН під час інфекції 

вірусу грипу реалізується через підвищення експресії прооксидадантних генів 

Nos2, Xdh та ферментативної активності NOS, XO (61, 126, 127). Раніше було 

показано, що природні олігорибонуклеотиди (тотальна дріжджова РНК) 

володіють протизапальною дією та стабілізують активність NOS in vivо та in 

vitro при запальних процесах неінфекційної природи (164, 169, 175, 209). 

Результати наших досліджень показали, що профілактичне введення ОРН 

та ОРН-D-М знижує рівні мРНК генів Nos2 (у 3,6 та 3 рази відповідно) та Хdh (у 

3,6 та 2,3 рази відповідно), надекспресія яких індукована вірусом грипу (р < 

0,05) (рис. 3.13). Така сама ситуація спостерігалася за умов лікування 

препаратами ОРН та ОРН-D-М грип-інфікованих тварин. Зокрема, рівні мРНК 

генів Nos2 та Хdh у інфікованих тварин знижувалися через 24 год після 

введення ОРН (у 2,4 та 2,6 разів відповідно) та ОРН-D-М (у 44 % та 2 рази 

відповідно) у порівняні з групою контроль грипу. Проте незміні рівні мРНК 

генів Nos2 та Хdh спостерігались у тварин, яким уводили ОРН та ОРН-D-М в 

якості контролю препаратів (207, 208). 

Під час інфекції вірусу грипу А H1N1 спостерігається надпродукція 

вільних радикалів у легенях, що викликає оксидативно-нітрозативний стрес, у 

результаті якого підвищується рівень продуктів ПОЛ у мембранах клітин (139). 

Внаслідок ПОЛ виникають продукти, які реагують з тіобарбітуратами 
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(ТБКАП), тому їх використовують як один із показників оксидативно-

нітрозативного стресу (194). 

 

 

Рис. 3.13. Рівень мРНК генів Nos2 та Xdh у легенях мишей BALB/c через 

48 год після інфікуванння вірусом грипу A/FM/1/47/H1N1 та профілактичного 

(24 год до інфікування) або лікувального (24 год після інфікування) впливу 

ОРН або ОРН-D-М. Дані представлені як середнє значення ± SD для трьох 

незалежних експериментів. * — відмінності статистично значущі щодо значень 

групи здорових тварин (Контроль), р<0,05; ** — відмінності статистично 

значущі щодо значень контролю вірусу грипу (Грип), р < 0,05 

 

У результаті було виявлено зниження вмісту ТБКАП у легенях 

інфікованих тварин, за профілактичного та лікувальних впливів препаратів 

ОРН та ОРН-D-М (грип+ОРН, грип+ОРН-D-М, ОРН+грип та ОРН-D-М+грип) 

у порівняні з інфікованими тваринами без дії досліджуваних препаратів (рис. 

3.14) (207, 208). Між рівнем продуктів ПОЛ та експресією білків NOS2, XO 

існує пряма залежність. Індукція надекспресії NOS2, XO індукує генерацію 

АФК та АФН, надпродукція яких збільшує утворення продуктів ПОЛ (61, 126, 

127, 139). Незважаючи на те, що у даній серії дослідів ми не отримали 
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статистично достовірного зниження рівня ПОЛ, дані аналізу вмісту ТБКАП 

узгоджуються із результатами ПЛР-РЧ аналізу (Рис.3.13) і співпадають про 

зниження рівня ПОЛ за умов експерименту.  

 

Рис. 3.14. Рівень ТБКАП у легенях мишей BALB/c через 48 год після 

інфікуванння вірусом грипу A/FM/1/47/H1N1 та профілактичного (24 год до 

інфікування) або лікувального (24 год після інфікування) впливу ОРН або ОРН-

D-М. Дані представлені як середнє значення ± SD для трьох незалежних 

експериментів 

 

Експресія гену може змінюватися на рівні мРНК, проте не змінюватися на 

рівні білку (210, 211). Зниження вмісту продуктів ПОЛ у легенях грип-

інфікованих мишей вказує на те, що препарати ОРН та їхні комплекси з      

ОРН-D-М знижують експресію генів Nos2, Xdh на рівні мРНК та їх протеїнів. 

Активація гену Аrg при респіраторних вірусних захворюваннях легень 

призводить до зниження експресії гена Nos2, пригнічуючи тим самим 

генерацію NO (134, 135). Припускалося, що ОРН та їхні комплекси з ОРН-D-М 

підвищують експресію гена Arg2, що призводить до зниження рівня мРНК Nos2 

за умов інфекції грипу. Проте профілактичне та лікувальне застосування ОРН 

та ОРН-D-М знижували індукцію мРНК Arg2, яка була викликана інфекцією 

вірусу грипу (рис. 3.15). Зокрема, рівень мРНК Arg2 був нижчим у інфікованих 
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тварин після профілактики ОРН, ОРН-D-М на 34, 37 % відповідно та після 

лікування ОРН, ОРН-D-М у 2 рази; 28 % відповідно порівняно з контролем 

вірусу грипу. Було також виявлено, що при профілактичній схемі застосування 

ОРН-D-М зниження гіперекспресії мРНК Arg2 відбувається суттєвіше (на 42 %) 

порівняно як при лікувальній схемі застосування ОРН-D-М (р < 0,05) (207, 208). 

Досліджено, що препарати ОРН та ОРН-D-М нормалізують експресію 

генів Nos2, Хdh та Arg2 під час інфекції грипу. Аналіз отриманих результатів 

вказує, на те, що ОРН та ОРН-D-М ймовірно опосередковано знижують 

експресію Nos2, Xdh та Arg2 під час інфекції вірусу грипу, а саме впливаючи на 

імунні або про-запальні цитокіни, які регулюють експресію цих генів. 

 

Рис. 3.15. Рівень мРНК Arg2 у легенях мишей BALB/c через 48 год після 

інфікуванння вірусом грипу A/FM/1/47/H1N1 та профілактичного (24 год до 

інфікування) або лікувального (24 год після інфікування) впливу ОРН або ОРН-

D-М. Дані представлені як середнє значення ± SD для трьох незалежних 

експериментів. * — відмінності статистично значущі щодо значень групи 

здорових тварин (Контроль), р<0,05; ** — відмінності статистично значущі 

щодо значень контролю вірусу грипу (Грип), р<0,05; а — відмінності 

статистично значущі щодо значень групи лікувальна схема застосування ОРН-

D-М (грип+ ОРН-D-М), р<0,05 
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3.2.4. Вплив ОРН та ОРН-D-М на експресію цитокінів та хемокінів в 

умовах інфекції вірусу грипу. Отримані результати в ході наших 

експериментів вказують на те, що ОРН та ОРН-D-М знижують експресію ISG 

та прооксидантних генів шляхом впливу на імунні або про-запальні цитокіни. 

Для перевірки цієї гіпотези було вивчено експресію генів противірусних (Іfnα2, 

Іfnβ1, Іfnε, Іfnk), імунних (Іfnγ), про-запальних цитокінів (Іl6, Іl1β, Іl12α, Тnfα) та 

хемокінів (Сcl3, Ссl4, Сcl5, Сxcl9, Сxcl10, Сxcl11).  

Як показано на рисунках 3.16-3.19 у тканинах легенів тварин через 48 год 

після інфікування вірусом грипу A/FM/1/47/H1N1 було виявлено 

гіперекспресію рівнів мРНК генів Іfnα2, Іfnβ1, Іfnγ, Іl6, Іl1β, Іl12α, Тnfα, Сcl3, 

Ссl4, Сcl5, Сxcl9, Сxcl10, Сxcl11 (р<0,05). Наші дані узгоджуються з 

опублікованими даними, які свідчать про гіперпродукцію цитокінів у відповідь 

на вірус грипу (61,70). Крім того, вперше показано індуковану вірусом грипу 

надрегуляцію генів Іfnε та Іfnk на рівні мРНК (р<0,05). Зокрема, рівень мРНК 

Іfnε та Іfnk у легенях мишей через 48 год після інфікування вірусом грипу 

підвищувався у 10 та 8,5 разів відповідно у порівняні з групою контрольних 

тварин (рис. 3.16) (207). 

Зниження надекспресії мРНК Іfnε, Іfnk, Іfnα2, Іfnβ1, Іfnγ (рис. 3.16), Іl6, Іl1β, 

Іl12α, Тnfα (рис. 3.17), Сcl3, Ccl4, Ccl5 (рис. 3.18), Сxcl9, Сxcl10 та Сxcl11 (рис. 

3.19) спостерігалося у інфікованих тварин, яким уводили препарати ОРН та 

ОРН-D-М для профілактики та лікування грипу у порівнянні з групою контроль 

грипу. До того ж при профілактичній схемі застосування ОРН та ОРН-D-М 

рівень мРНК Іl12α достовірно нижчий у 5,4 та 2,8 рази відповідно, а рівень 

мРНК Сcl3 – у 4,6 та 2,4 відповідно у порівняні як при лікувальній схемі 

застосування досліджуваних препаратів (р<0,05) (рис. 3.17, 3.18). Відмінним 

був рівень мРНК Іfnα2 при профілактичній та лікувальній схемах введення ОРН 

та ОРН-D-М. Зокрема, у тканинах легенів інфікованих тварин після лікування 

ОРН та ОРН-D-М рівень мРНК Іfnα2 був достовірно нижчим у 3,3 та 4,2 рази 

відповідно ніж у тварин з профілактикою ОРН та ОРН-D-М (рис. 3.16) (207). 
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Рис. 3.16. Рівень мРНК IFN у легенях мишей BALB/c через 48 год після 

інфікуванння вірусом грипу A/FM/1/47/H1N1 та профілактичного (24 год до 

інфікування) або лікувального (24 год після інфікування) впливу ОРН або ОРН-

D-М. Дані представлені як середнє значення ± SD для трьох незалежних 

експериментів. * — відмінності статистично значущі щодо значень групи 

здорових тварин (Контроль), р<0,05; ** — відмінності статистично значущі 

щодо значень контролю вірусу грипу (Грип), р<0,05; а — відмінності 

статистично значущі щодо значень групи профілактичної схеми застосування 

ОРН (грип+ ОРН), р<0,05; б — відмінності статистично значущі щодо значень 

групи профілактичної схеми застосування ОРН-D-М (грип+ ОРН-D-М), р < 0,05 
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Рис. 3.17. Рівень мРНК про-запальних цитокінів у легенях мишей BALB/c 

через 48 год після інфікуванння вірусом грипу A/FM/1/47/H1N1 та 

профілактичного (24 год до інфікування) або лікувального (24 год після 

інфікування) впливу ОРН або ОРН-D-М. Дані представлені як середнє значення 

± SD для трьох незалежних експериментів. * — відмінності статистично 

значущі щодо значень групи здорових тварин (Контроль), р<0,05;                     

** — відмінності статистично значущі щодо значень контролю вірусу грипу 

(Грип), р<0,05; а — відмінності статистично значущі щодо значень групи 

лікувальної схеми застосування ОРН (грип+ ОРН), р<0,05; б — відмінності 

статистично значущі щодо значень групи лікувальної схеми застосування ОРН-

D-М (грип+ОРН-D-М), р < 0,05 
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Рис. 3.18. Рівень мРНК СС хемокінів у легенях мишей BALB/c через         

48 год після інфікуванння вірусом грипу A/FM/1/47/H1N1 та профілактичного 

(24 год до інфікування) або лікувального (24 год після інфікування) впливу 

ОРН або ОРН-D-М. Дані представлені як середнє значення ± SD для трьох 

незалежних експериментів. * — відмінності статистично значущі щодо значень 

групи здорових тварин (Контроль), р<0,05; ** — відмінності статистично 

значущі щодо значень контролю вірусу грипу (Грип), р<0,05; а — відмінності 

статистично значущі щодо значень групи лікувальної схеми застосування ОРН 

(грип+ ОРН), р < 0,05 
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Рис. 3.19. Рівень мРНК СХС хемокінів у легенях мишей BALB/c через      

48 год після інфікуванння вірусом грипу A/FM/1/47/H1N1 та профілактичного 

(24 год до інфікування) або лікувального (24 год після інфікування) впливу 

ОРН або ОРН-D-М. Дані представлені як середнє значення ± SD для трьох 

незалежних експериментів. * — відмінності статистично значущі щодо значень 

групи здорових тварин (Контроль), р<0,05; ** — відмінності статистично 

значущі щодо значень контролю вірусу грипу (Грип), р<0,05 

 

Варто зауважити, що у групах контроль ОРН та ОРН-D-М нами 

спостерігався незмінний рівень експресії мРНК Іfnε, Іfnk, Іfnα2, Іfnβ1, Іfnγ, Іl6, 

Іl1β, Іl12α, Тnfα, Сcl3, Ccl4, Ccl5, Сxcl9, Сxcl10 та Сxcl11 у легенях здорових 

мишей, на 24 годину після введення ОРН та ОРН-D-М порівняно з контролем 

(див. рисунки 3.16-3.19). Загалом дані змін експесії генів цитокінів та хемокінів 
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узгоджуються з даними змін експресії ISG та прооксидантних генів під впливом 

препаратів ОРН, ОРН-D-М та інфекції вірусу грипу. 

Аналіз отриманих даних вказує на здатність препаратів 

олігорибонуклеотидів знижувати грип-індуковану гіперекспресію ISG та 

прооксидантних генів шляхом інгібування надекспресії генів цитокінів. Проте, 

одночасне пригнічення олігорибонуклеотидами гіперекспресії противірусних 

(Іfnα2, Іfnβ1, Іfnε, Іfnk), імунних (Іfnγ) і про-запальних цитокінів (Іl6, Іl1b, Іl12a, 

Тnf) та хемокінів (Сcl3, Ссl4, Сcl5, Сxcl9, Сxcl10, Сxcl11) дозволяє припустити, 

що препарати ОРН та ОРН-D-М ймовірно впливають на транскрипційний 

фактор, який регулює експресію вище досліджуваних генів. 

3.2.5. Вивчення експресії генів транскрипційного фактору NF-κB за 

умов інфікування вірусом грипу за дії ОРН та ОРН-D-М. Відомо, що під час 

вірусної інфекції грипу спостерігається підвищена експресія ключового 

транскрипційного фактора NF-κB (54, 60, 61) та відіграє подвійну роль, а саме 

бере участь у реплікації вірусу грипу (65) та індукції вродженої імунної 

відповіді на вірус грипу (62). Тому актуальним було дослідити вплив 

препаратів ОРН та ОРН-D-М на експресію генів NF-κB під час інфекції вірусу 

грипу. 

NF-κB складається з димерів (NF-κB1, NF-κB2, RelA, RelB, c-Rel) та 

інгібітору (IkB), тому доцільним було дослідити зміни експресії генів NF-κB 

різної функціональної приналежності. Тому у нашій роботі для вивчення 

впливу препаратів олігорибонуклеотидів на експресію NF-κB за умов інфекції 

вірусом грипу ми дослідили зміни експресії генів Nfκb1 та Nfκbia (IkB)          

(рис. 3.20, 3.21).  

За допомогою кількісного ПЛР-РЧ було встановлено, що рівень мРНК 

генів Nfκb1 та Nfκbia підвищується у 5 та 4,3 разів відповідно у тканинах 

легенів мишей під час вірусної інфекції грипу A/FM/1/47/H1N1 у порівняні з 

групою контрольних тварин (р < 0,05) (рис. 3.20). Після введення ОРН та ОРН-

D-М тваринам для профілактики та лікування інфекції грипу (грип+ОРН, 

грип+ОРН-D-М, ОРН+грип, ОРН-D-М+грип) виявлено значне зниження рівнів 
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мРНК Nfκb1 (у 3,1; 2,5; 3; 2 разів відповідно) та Nfκbia (у 3; 3,7; 3 разів; на 45 % 

відповідно) у порівнянні з контрольними інфікованими сірусом грипу 

тваринами. У той же час значних змін у рівнях мРНК генів Nfκb1 та Nfκbia 

після введення ОРН та ОРН-D-М неінфікованим тваринам не було виявлено 

(207). 

 

Рис. 3.20. Рівень мРНК транскрипційного фактору NF-κB (Nfκb1 та Nfκbia) 

у легенях мишей BALB/c через 48 год після інфікуванння вірусом грипу 

A/FM/1/47/H1N1 та профілактичного (24 год до інфікування) або лікувального 

(24 год після інфікування) впливу ОРН або ОРН-D-М. Дані представлені як 

середнє значення ± SD для трьох незалежних експериментів. * — відмінності 

статистично значущі щодо значень групи здорових тварин (Контроль), р < 0,05; 

** — відмінності статистично значущі щодо значень контролю вірусу грипу 

(Грип), р < 0,05 

 

Оскільки препарати ОРН та ОРН-D-М знижують грип-індуковану 

гіперекспресію генів на рівні транскрипції, надзвичайно важливим залишається 

вивчення змін експресії цих генів на рівні трансляції. Тому наступним кроком 

було дослідити вплив олігорибонуклеотидів на рівень протеїнів Nfκb1 та IκB 

(Nfκbia) у мишей інфікованих вірусом грипу. 
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Із застосуванням Вестерн-блот аналізу було показано, що рівень експресії 

білків даних генів залишався без змін у легенях неінфікованої групи тварин – 

контроль препаратів. Через 48 год після інфікуванння вірусом грипу рівні 

протеїнів Nfκb1 та IκB у легенях мишей були підвищені, тоді як після 

профілактичної та лікувальної схем введення ОРН та ОРН-D-М рівні експресії 

білків Nfκb1 та IκB були нижчими у порівняні з грип-інфікованими мишами 

(рис. 3.21). 

 

  

 

Рис. 3.21. Рівень протеїну транскрипційного фактору NF-κB (Nfkb1 i IkB) 

у легенях мишей BALB/c через 48 год після інфікуванння вірусом грипу 

A/FM/1/47/H1N1 та профілактичного (24 год до інфікування) або лікувального 

(24 год після інфікування) впливу ОРН або ОРН-D-М. Імуноблотограма 

результатів детекції (а) та її денситометрія (б) 
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Однак достовірної різниці на рівні білка в даному дослідженні не було 

виявлено, що ми пов’язуємо з часом інфікування тварин. Зокрема, у 

літературних джерелах показано, що віруленстність вірусу грипу 

спостерігається на 5 добу після інфікування, а також показано у мишей 

BALB/c, що рівні мРНК генів вродженого імунітету та продуктів ПОЛ були 

вищі на 5 добу інфікування порівняно як на 3 добу (206, 212). У звязку з 100 % 

летальність тварин BALB/c на 5 добу після інфікування вірусом грипу 

A/FM/1/47/H1N1, ми проводили дослідження на 3 добу після інфікування (181), 

які дозволили нам отримати дані з достовірними різницями на рівні мРНК та не 

достовірними різницями на рівні білків.  

Отримані дані експресії генів NF-κB вказують, що препарати 

олігорибонуклеотидів знижують їхню експресію на рівні транскрипції та 

трансляції. Олігорибонуклеотиди та їхні комплекси з D-манітолом пригнічують 

експресію генів NF-κB перешкоджаючи надекспресії генів цитокінів, хемокінів 

та прооксидантних генів під час інфекції грипу. Одночасне інгібування димеру 

та інгібітору NF-κB дозволяє припустити, що ОРН та ОРН-D-М можуть 

впливати на паттерн-розпізнаючі рецептори, які індукують експресію багатьох 

генів вродженого імунітету через активацію NF-κB. 

3.2.6. Вивчення експресії генів паттерн-розпізнаючих рецепторів Tlr3, 

Tlr7 та Tlr8 за дії грипу та ОРН та ОРН-D-М. Вірусні нуклеїнові кислоти 

детектуються рецепторами TLR 3, 7, 8, які ініціюють вроджену імунну 

відповідь на інфекцію вірусу грипу активуючи фактор NF-κB (45-47). Тому 

дослідження впливу олігорибонуклеотидів на рецептори TLR 3, 7, 8 є 

важливою частиною вивчення можливого механізму протизапальної дії 

препаратів ОРН та ОРН-D-М. 

Досліджуючи рівень мРНК генів Tlr3, Tlr7, Tlr8 було виявлено таку саму 

тенденцію, як і при досліджені рівнів мРНК генів Xdh, Nos2, Аrg2, Оas1α, Oas2, 

Oas3, Mx1, Eif2αk2, Іfnε, Іfnκ, Іfna2, Іfnβ1, Іfnγ, Сcl3, Сcl4, Сcl5, Сxcl9, Сxcl10, 

Сxcl11, Іl6, Іl1β, Іl12α, Тnfα, Nfκb1 та Nfκbіα (рис. 3.12-3.22).  
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Рис. 3.22. Рівень мРНК генів паттерн-розпізнаючих рецепторів Tlr3, Tlr7 та 

Tlr8 у легенях мишей BALB/c через 48 год після інфікуванння вірусом грипу 

A/FM/1/47/H1N1 та профілактичного (24 год до інфікування) або лікувального 

(24 год після інфікування) впливу ОРН або ОРН-D-М. Дані представлені як 

середнє значення ± SD для трьох незалежних експериментів. * — відмінності 

статистично значущі щодо значень групи здорових тварин (Контроль), р < 0,05; 

** — відмінності статистично значущі щодо значень контролю вірусу грипу 

(Грип), р < 0,05; а — відмінності статистично значущі щодо значень групи 

лікувальної схеми застосування ОРН-D-М (грип+ ОРН-D-М), р < 0,05 

 

Наприклад, було показано, що рівень експресії мРНК генів Tlr3, Tlr7 та 

Tlr8 зростає у 3, 4,3 та 6 разів відповідно у легенях мишей через 48 год після 

інфікування вірусом грипу у порівняні з контролем (р < 0,05) (див. рис. 3.22). 

Рівні мРНК генів Tlr3, Tlr7 та Tlr8 достовірно знижувалися при профілактичній 

схемі введення ОРН (на 46 %, у 2,3 та 2,2 рази відповідно) та ОРН-D-М (у 2, 3, 
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2,4 рази відповідно) порівняно з групою інфікованих тварин – контроль грипу 

(р<0,05). При лікуванні грипу з препаратами також спостерігалося зниження 

рівня мРНК даних генів, однак лишень у випадку лікування ОРН було 

достовірне зниження мРНК Tlr3, Tlr7 та Tlr8 на 45,5 %, у 2,5 рази та на 42 % 

відповідно порівняно з контролем грипу (р<0,05). Також виявлено, що при 

профілактичній схемі застосування ОРН-D-М експресія мРНК Tlr3, Tlr7, Tlr8 

нижча на 38 (р<0,05), 46 та 44 % у порівняні як при лікувальній схемі 

застосування (ОРН-D-М+грип). Незмінна експресія мРНК досліджених генів 

спостерігалася у тканинах легенів неінфікованих вірусом мишей після 24 год 

введення ОРН та ОРН-D-М (207). Отже, ми можемо припустити, що за умов 

інфекції грипу пригнічення надекспресії Tlr3, Tlr7, Tlr8 препаратами ОРН та 

ОРН-D-М призводить до інгібування підвищення експресії TLR-стимульованих 

генів вродженого імунітету (Nfκb1, Nfκbia, Іfnε, Іfnκ, Іfna2, Іfnβ1, Іfnγ, Іl6, Іl1β, 

Іl12α, Тnfα, Сcl3, Сcl4, Сcl5, Сxcl9, Сxcl10, Сxcl11, Оas1a, Oas2, Oas3, Mx1, 

Eif2ak2, Xdh, Nos2, Аrg2). Модуляція вродженої імунної відповідь на вірус 

грипу природними олігорибонуклеотидами ймовірно відбувається шляхом 

перешкоджання активації сигнальних шляхів TLR-3, TLR-7 та TLR-8. 

Аналіз профілю експресії генів вродженого імунітету показав, що 

препарати ОРН та ОРН-D-М знижують гіперекспресію мРНК Tlr3, Tlr7, Tlr8 

Nfκb1, Nfκbia, Іfnε, Іfnκ, Іfna2, Іfnβ1, Іfnγ, Іl6, Іl1β, Іl12α, Тnfα, Сcl3, Сcl4, Сcl5, 

Сxcl9, Сxcl10, Сxcl11, Оas1a, Oas2, Oas3, Mx1, Eif2ak2, Xdh, Nos2, Аrg2, яка 

індукована вірусом грипу. Ослаблення гіперекспресії рівнів мРНК деяких генів 

вродженого імунітету у відповідь на вірус грипу було суттєвішим за умови 

профілактичної схеми введення ОРН та ОРН-D-М порівняно з лікувальною 

схемою застосування. Крім того дані відносної експресії генів вродженого 

імунітету узгоджуються з даними реплікації вірусу грипу у тканинах легенів. 

Отримані результати вказують, що олігорибонуклеотиди інгібують інфекцію 

вірусу грипу та нормалізують експресію TLR-асоційованих генів вродженого 

імунітету. Проте інфекційний титр вірусу у інфікованих тварин після 

профілактики та лікування ОРН та ОРН-D-М залишався високим, у той час як 
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експресія генів вродженого імунітету суттєво знижувалася вказуючи на 

ефективнішу протизапальну дію ОРН порівняно з противірусною. Під час 

даного дослідження in vivo не було виявлено достовірної різниці між впливом 

ОРН та ОРН-D-М на рівні мРНК досліджуваних генів вказуючи, що природні 

олігорибонуклеотиди не індукують чи інгібують експресію генів вродженого 

імунітету за нормальних умов.  
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РОЗДІЛ 4. 

 

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

 

 

Щорічні тривалентні або чотиривалентні вакцини є найефективнішим 

способом запобігання зараженню та важких наслідків, які спричинені вірусами 

грипу (who.int/influenza/vaccines). Однак з швидким антигенним дрейфом та 

шифтом вірусів грипу, підбір вакцини з відповідними штамами є досить 

важким завданням (cdc.gov/flu/about/season/vaccineselection.htm) (213-215). Крім 

того, на теперішній час терапевтичний простір малих молекул проти вірусу 

грипу обмежений чотирма ліцензованими препаратами: озельтамівір (Tamiflu) 

та занамівір (Relenza), які перешкоджають виходу нових віріонів інгібуючи NA 

(21), та амантадин (Symmetrel) і римантадин (Flumadine), які є інгібіторами 

іонних каналів М2 (24, 25, 216). Проте, розвиток резистентності вірусу грипу до 

цих препаратів призвів до зниження їхньої ефективності (24, 25, 216). З 

постійною загрозою нових штамів вірусів грипу існує нагальна потреба у 

терапевтичних засобах з новими механізмами дії та проти нових мішеней. 

Більше того, ко-інфекції з вірусом грипу та іншими респіраторними вірусами 

знижують ефективність деяких вищезгаданих препаратів (217, 218). Тому 

пошук противірусних препаратів проти вірусу грипу з широким спектром 

противірусної дії є важливим та актуальним завданням для дослідників. 

Інфекція вірусом грипу А часто характеризується значним запаленням 

(219). Пошкодження легеневої тканини, яке викликане вірусом грипу є 

наслідком гострого запалення у результаті вивільнення про-запальних 

хемокінів та рекрутингу нейтрофілів, лімфоцитів, мононуклеарних фагоцитів в 

альвеолярний простір для обмеження поширення вірусу (220). До того ж 

підвищений рівень вільних радикалів може безпосередньо сприяти загибелі 

клітин тканин інфікованих легенів та загострювати патологію спричинену 
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реплікацією вірусу грипу (124). Тому використання терапевтичного препарату 

для ослаблення вродженої імунної відповіді у поєднанні з противірусною дією 

може зменшити симптоми та пошкодження тканин спричинені інфекцією 

вірусу грипу (221). Тому існує вагома потреба у противірусному препараті, 

який також має імуномодулюючу активність. 

Дослідження останніх років показують, що ОРН мають противірусну дію 

при одночасному та широкому діапазоні вірусів (162, 163, 177–180, 183), а 

також проявляють імуномодулюючу дію при різних захворюваннях (164, 172, 

173, 175). У зв’язку з цим ОРН є перспективним противірусним препаратом з 

протизапальними властивостями. Проте механізм дії ОРН та ОРН-D-M 

залишається не зрозумілим та потребує дослідження. 

Попередні дослідження у нашій лабораторії показали, що ОРН-D-M мають 

високу протигрипозну активність при профілактиці і лікуванні інфекції грипу 

та можуть впливати на поверхневі антигени вірусу грипу (181).  

Метою представленої роботи було визначити вплив природних ОРН та 

їхніх комплексів з D-манітолом на інфекційність вірусу грипу in vitro та 

індуковану експресію генів вродженого імунітету у відповідь на інфекцію 

вірусу грипу in vivo.  

Вірус грипу інфікує та пошкоджує переважно епітеліальні клітини 

дихальних шляхів in vivo (222). Однак вірус грипу також може викликати 

загибель клітин in vitro. Пошкодження клітин тканинної культури (MDCK, 

HeLa) після інфікування вірусом грипу відбувається шляхом індукування 

апоптозу при неповній реплікації вірусу та масового відбруньковування 

вірусних частинок з мембрани інфікованих клітин при повній реплікації вірусу 

грипу (196, 197). 

Наші експерименти показали, що життєздатність грип-інфікованих клітин 

MDCK не змінюється, якщо вірус грипу попередньо інкубувати з препаратами 

ОРН та ОРН-D-M. Було показано зниження ЦПД та підвищення життєздатності 

клітин на 38 та 43 % відповідно препаратами ОРН та ОРН-D-M під час інфекції 

вірусу грипу. Отримані результати свідчать про пряму інактивуючу дію ОРН та 
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ОРН-D-M на вірус грипу A/FM/1/47/H1N1. Аналіз ТЦД50 на клітинах MDCK 

показав, що природні ОРН можуть знижувати інфекційність вірусу грипу 

A/FM/1/47/H1N1. Ми показали значне інгібування інфекційності вірусу грипу 

комплексами ОРН-D-M, що створює передумови для подальшого дослідження 

впливу ОРН та ОРН-D-M на активність НА вірусу грипу. 

Процес інфікування клітини вірусом грипу спочатку потребує зв’язування 

поверхневого білка НА вірусу грипу до глікану поверхневого рецептора 

клітини з наступним злиттям з мембраною. Наші експерименти показали, що 

ОРН та ОРН-D-M інгібують зв'язування білків НА вірусу грипу до залишків 

сіалової кислоти гліканів еритроцитів. ОРН та ОРН-D-M у концентрації 2,5 та 

3,5 мг/мл знижують титр НА вірусу грипу у 2 та 4 рази відповідно. Суттєвіше 

інгібування активності НА комплексами ОРН-D-M ймовірно забезпечується    

D-манітолом шляхом стабілізації OРН (166). Аналіз отриманих даних дозволив 

припустити, що природні ОРН можуть зв’язуватися до або навколо рецептор 

зв’язуючого регіону НА, який необхідний для проникнення вірусу грипу у 

клітину хазяїна (223).  

Для вивчення здатності біологічних молекул ОРН та їхніх комплексів 

ОРН-D-M взаємодіяти з НА, ми провели РГА та флуоресцентну спектроскопію 

з використанням ізольованого НА. РГА показала, що активність НА після 

інкубації з ОРН та ОРН-D-M суттєво знижується, а саме у 32 рази. Висока 

інгібуюча дія препаратів РНК на утворення НА-гліканової взаємодії при 

інкубувані з ізольованим НА у порівняні з вірусом грипу пояснюється тим, що 

на одному віріоні близько 500 молекул НА (224). Віріон грипу зв’язується з 

гліканом за рахунок одного чи декількох молекул НА (29), у той час як 

препарати ОРН та ОРН-D-M можуть зв’язуватися з великою кількістю молекул 

НА на одному віріоні. Крім цього виявлено тривале пригнічення активності НА 

препаратами ОРН-D-М, що дозволяє припустити, про здатність природних 

олігорибонуклеотидів змінювати конформацію НА (156). 

Аналіз результатів флуоресцентної спектроскопії показав гасіння 

інтенсивності флуоресценції НА після титрування з ОРН та ОРН-D-М, що 
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свідчить про взаємодію між HA і ОРН ОРН-D-М. 3D-спектри флуоресценції 

НА-ОРН та НА-ОРН-D-М показали гасіння інтенсивності флуоресценції двох 

піків НА (І пік – білкова основа та ІІ пік – ароматичні залишки, які досягли 

вище збуджених електронних станів), які при цьому не змінюють свого 

положення у тривимірній системі координат (202) та утворення нового 

флуоресцентного компоненту (пік ІІІ), що дозволяє припустити про зміни у 

конформації НА після взаємодії з препаратами ОРН та ОРН-D-М (201). 

Результати проведених нами експериментів також вказують на те, що взаємодія 

НА з ОРН та ОРН-D-М відбувається з доволі низькою афінністю у зв’язку з 

відносно низькими константами дисоціації НА-ОРН та НА-ОРН-D-М – 12,1 та 

9,5 μM відповідно. Таким чином, олігорибонуклеотиди та їхні комплекси 

потенційно можуть зв’язуватися з амінокислотами на або біля глікан 

зв’язуючого регіону (11), змінюючи конформацію білка (156) та ефективно 

запобігаючи НА-глікановій взаємодії. Відомо, що аптамери специфічно 

націлені на гемаглютинін певного підтипу вірусу грипу володіють 

противірусною дією, а саме інгібують утворення гемаглютинін-гліканової 

взаємодії та злиття вірусу з мембраною клітини, шляхом високо специфічної та 

афінної взаємодії аптамеру з НА (11). Досліджувані нами природні ОРН 

характеризуються низькою специфічністю та афінністю зв’язування з НА, що 

вказує на їхню низьку ефективність інгібування активності НА у порівняні з 

аптамерами. 

Мінлива природа НА створює великі труднощі у розроблені ефективного 

протигрипозного препарату, пошуку відповідної вакцини чи аптамера у зв’язку 

з постійним антигенним дрейфом та шифтом вірусу грипу (14, 213-215).            

Нами було досліджено, що інфекційність пандемічного вірусу А грипу 

A/California/07/2009(H1N1)pdm09 та пташиного вірусу А грипу 

A/mallard/Pennsylvania/10218/84 (H5N2) знижується під дією комплексу ОРН-D-

M. Протигрипозна дія ОРН-D-M проти різних штамів грипу вказує, що 

неспецифічна взаємодія ОРН-D-M з НА вірусу грипу може забезпечити 
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ефективність ОРН-D-M у разі мутації НА вірусу грипу та є вагомою перевагою 

над аптамерами націлених на НА.  

Активація вродженої імунної відповіді на вірус грипу супроводжується 

цитокіновим штормом, який призводить до запалення та оксидативно-

нітрозативно-опосередкованих пошкоджень у тканинах легенів (226). ОРН-D-М 

нормалізує цитокіновий профіль, який відіграє ключову роль при вродженій 

імунній відповіді, у хворих на діабет (170, 171), ВІЛ-інфікованих осіб із 

токсоплазмовою інвазією (182), пацієнтів з хронічним гепатитом С (177) та 

тварин з гострим ураженням печінки (175). Припускається, що широкий спектр 

біологічної дії ОРН-D-М пов'язаний з їх впливом на вроджений імуннітет. Для 

того, щоб дослідити вплив ОРН та їхніх комплексів на грип-індуковану 

вроджену імунну відповідь нами було відібрано велику кількість генів, 

експресія яких суттєво зростає у відповідь на вірус грипу. Пошук генів мішеней 

також базувався на попередніх результатах нашої лабораторії, які 

демонстрували зміни активності білків клітини за дії препаратів ОРН та      

ОРН-D-M (164, 169-171). 

При запальних процесах неінфекційної природи, ОРН та їхні комплекси з 

D-М мають мембраностабілізуючі властивості та стабілізують активність NOS 

(164, 169, 209). Досліджено суттєве підвищення експресії генів Nos2, Xdh та 

Arg2, які беруть участь у оксидативно-нітрозативному стресі у мишей за умов 

інфекції вірусу грипу А H1N1 (A/FM/1/47). Введення ОРН та ОРН-D-M при 

профілактичній та лікувальній схемах застосування знижувало підвищений 

рівень мРНК генів Nos2, Xdh та Arg2, який був індукований вірусом грипу. 

Наступним ми оцінили здатність ОРН та ОРН-D-M впливати на рівень 

продуктів ПОЛ у легенях мишей під час зараження вірусом грипу та виявили, 

що досліджувані препарати при профілактичній та лікувальній схемах 

застосування знижують рівень ПОЛ у тканинах легенів інфікованих мишей. 

Отримані дані дозволяють припустити, що ОРН та ОРН-D-M ймовірно 

знижують рівень білка Nos2 та Xdh під час інфекції грипу. Результати, отримані 

в ході наших експериментів виявили, що під час інфекції вірусу грипу ОРН та 
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ОРН-D-M можуть перешкоджати підвищенню експресії генів Nos2, Xdh та Arg2 

та збільшенню продуктів ПОЛ і як результат пригнічувати активність NOS та 

стабілізувати мембрану (169, 209). Нормалізація експресії одночасно генів 

Nos2, Xdh та Arg2 вказує на опосередковану дію препаратів ОРН. 

OAS/RNase L система, МХ1 білок та PKR є компонентами інтерферон 

стимульованого противірусного захисту клітини хазяїна у відповідь на 

інфікування вірусом грипу (227, 228). В даній роботі ми припускали, що 

препарати ОРН проявлять противірусну дію за рахунок індукції експресії ISG. 

Однак введення ОРН та ОРН-D-M здоровим тваринам не викликало 

підвищення експресії генів Eif2ak2, Mx1,Оas1a, Oas2, Oas3 та Rnasel. Тоді як 

навпаки індуковані вірусом грипу рівні мРНК Eif2ak2, Mx1,Оas1a, Oas2, Oas3 

знижувалися у тварин, яким уводили препарати ОРН та ОРН-D-M за 

профілактичною та лікувальною схемами. Результати експресії ISG вказують, 

що ОРН та ОРН-D-M не стимулюють імунний противірусний захист клітини 

хазяїна. Тоді як пригнічення препаратами ОРН експресії ISG, індукованої 

вірусом грипу вказує на можливий вплив на IFN типу I. 

Вивчення експресії 15 ключових генів цитокінів та хемокінів, після 

профілактичного та лікувального застосувань ОРН та ОРН-D-M при інфекції 

грипу, проведене у даній роботі, показало, зниження гіперекспресії Іfnε, Іfnk, 

Іfna2, Іfnb1, Іfnγ, Іl6, Іl1b, Іl12a, Тnf, Сcl3, Ссl4, Сcl5, Сxcl9, Сxcl10 та Сxcl11. Ці 

результати демонструють, що ОРН та ОРН-D-M нормалізують рівні цитокінів 

та хемокінів у тканинах легень під час інфекції грипу. Раніше клінічні 

дослідження показали, що ОРН-D-M нормалізують рівні цитокінів у пацієнтів з 

гепатитом С (IL-1β, TNF, IL-10, IL-4) (177), діабеті (TNF, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-10) (170, 171) та ВІЛ-інфікованих осіб (TNF, IL-10) (182). Нормалізація 

рівнів цитокінів ОРН-D-M при різних захворюваннях свідчить про існування 

механізму дії препарату, завдяки якому він має широкий спектр біологічної дії. 

Цікаво, що подібні властивості мають короткі інтерферуючі РНК (siRNA, 

мікроРНК, антисенсусні олігонуклеотиди), які можуть інгібувати експресію 
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декількох генів клітини або вірусу (152, 153). Однак інгібування грип-

індукованої надекспресії генів цитокінів та хемокінів природними ОРН та ОРН-

D-М ймовірно не пов’язане з процесом РНК інтерференція, оскільки ОРН та 

ОРН-D-M не змінювали експресію генів у легенях не інфікованих тварин. 

Високо експресований транскрипційний фактор NF-κB за умов інфекції 

вірусу грипу підвищено регулює експресію генів вродженого імунітету та бере 

участь у реплікації вірусу (54, 60-62, 65, 67). Дослідження експресії генів       

NF-κB (Nfκb1 та Nfκbia (IkB)) на рівні транскрипції та трансляції показало 

зниження грип-індукованої надрегуляції Nfκb1 та Nfκbia препаратами ОРН 

введених за лікувальною та профілактичною схемами застосування. Інгібуючи 

грип-індуковану експресію генів NF-κB, ОРН та ОРН-D-M можуть 

перешкоджати підвищенню експресії генів цитокінів, хемокінів та 

прооксидантних генів під час інфекції грипу. Отримані дані дозволили 

припустити, що ОРН та ОРН-D-M перешкоджають підвищенню експресії      

NF-κB шляхом впливу на його шляхи активації, а саме зв’язуючись з НА та 

Тоll-подібними рецепторами. 

Екзогенні олігонуклеотиди проникають у живі клітини за допомогою 

ендоцитозних шляхів (161). Одно чи дволанцюгові олігонуклеотиди здатні 

зв’язуватися з TLR 3, 7, 8, які знаходяться у ендосомах клітин. Проблема 

доставки терапевтичних олігонуклеотидів полягає у їх зв’язуванні з TLR 3, 7, 8, 

яке може призводити до індукції вродженої імунної відповіді та як результат 

порушення доставки олігонуклеотидів до молекул мішеней. Модифікація 

олігонуклеотидів підвищує ефективність їх проникнення та перешкоджає 

взаємодії з TLR. Крім того нуклеїнова кислота вірусу грипу розпізнається TLR 

3, 7, 8 у ендосомах, що призводить до активації NF-κB та індукції експресії 

генів вродженого імунітету (45-46). Вивчення рівня мРНК Tlr3, Tlr7, Tlr8 у 

тканинах легенів інфікованих тварин за дії препаратів ОРН та їхніх комплексів 

ОРН-D-M, проведене в даній роботі, показало, що введення препаратів ОРН та 

ОРН-D-M інфікованим тваринам призводило до нормалізації експресії генів 

Toll-подібних рецепторів. Отримані результати дозволяють припустити, що 



  114 

 

ОРН та ОРН-D-М інгібують гіперекспресію Tlr3, Tlr7, Tlr8, яка індукується 

вірусом грипу, перешкоджаючи надрегуляції генів NF-κB, цитокінів, хемокінів, 

ISG та прооксидантів шляхом інгібування активації сигнальних шляхів TLR-3, 

TLR-7 та TLR-8. 

Зниження реплікації вірусу грипу при профілактиці та лікуванні ОРН та 

ОРН-D-М у тканинах легенів мишей узгоджуються з раніше отриманими 

даними (181). Було виявлено, що результати відносної експресії генів 

вродженого імунітету узгоджуються з даними реплікації вірусу грипу у 

тканинах легенів. Однак інфекційний титр вірусу у інфікованих тварин після 

профілактики та лікування з ОРН та ОРН-D-М залишався високим, у той час як 

експресія генів вродженого імунітету суттєво знижувалася. Таким чином, 

складається враження, що олігорибонуклеотиди мають ефективнішу 

протизапальну дію порівняно з противірусною.  

Пригнічення гіперекспресії рівнів мРНК деяких генів вродженого 

імунітету у відповідь на вірус грипу було суттєвішим за умови профілактики 

ОРН та ОРН-D-М інфекції вірусу грипу порівняно до лікування. Така сама 

тенденція спостерігалася при досліджені титру вірусу грипу, таким чином 

показано, що профілактичне введення досліджуваних препаратів призводить до 

кращої ерадикації вірусу грипу та нормалізує вроджений імунітет хазяїна. 

Однак не було виявлено збільшення експресії мРНК Tlr3, Tlr7, Tlr8 на більш 

високому рівні при знижені вірусного навантаження (229), вказуючи на 

інгібуючий вплив ОРН та ОРН-D-М на TLR-3, TLR-7 та TLR-8. Також не було 

виявлено достовірної різниці між інгібуючим впливом ОРН та ОРН-D-М на 

профілі експресії генів вродженого імунітету за умов грипу. Отримані дані 

дозволяють нам припустити, що природні ОРН зв’язуються до TLR-3, TLR-7 та 

TLR-8 і таким чином модулюють вроджену імунну відповідь на вірус грипу.  

Підсумком дисертаційної роботи є запропонована гіпотетична модель 

впливу олігорибонуклеотидів (ОРН та ОРН-D-М) на інфекційність вірусу грипу 

та TLR-асоційовану імунну відповідь на вірус грипу (рис. 4.1). Ми вважаємо, 

що серед природних олігорибонуклеотидів є послідовності, які зв’язуються з 
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НА і змінюють його конформацію та активність, що призводить до зниження 

інфекційності вірусу грипу, а також послідовності, які зв'язуються з Toll-

подібними рецепторами ослаблюючи надмірну вроджену імунну відповідь. Ми 

також припускаємо, що різні послідовності забезпечують ОРН широким 

спектром біологічних дій (172-176).  

 

Рис.4.1. Гіпотетична модель модуляції вродженої імунної відповіді на 

вірус грипу та інгібування інфекційності вірусу грипу препаратами РНК 

 

Результати досліджень представлених у даній роботі значно розширюють 

уявлення про механізми дії природних ОРН проти вірусу грипу. Взаємодія 

терапевтичних ОРН з Тоll-подібними рецепторами та модуляція вродженої 

імунної відповіді розкриває також розуміння нормалізації компонентів 

вродженого імунітету (наприклад цитокіновий профіль) при гострому 

токсичному ураженню печінки, цукровому діабеті ІІ типу, ВІЛ інфекції, 

гострому інфаркті міокарда. Крім того наші дослідження вказують, що 

природні ОРН являються ефективним протигрипозним препаратом виступаючи 

інгібітором НА та одночасно нормалізують імуннопатологічні наслідки грипу 

володіючи протизапальною дією.  
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ВИСНОВКИ 

 

 

У дисертаційній роботі встановлено інгібування інфікування вірусом 

грипу клітин хазяїна природними олігорибонуклеотидами за умов in vitro. 

Встановлено, що препарати ОРН та ОРН-D-М перешкоджають індукції 

експресії генів вродженого імунітету у відповідь на інфекцію вірусу грипу за 

умов in vivo. 

1. Встановлено, що природні ОРН та ОРН-D-М пригнічують 

інфекційність вірусу грипу (на 1 та 2 lg ТЦД50 відповідно) у 

епітеліальних клітинах лінії MDCK шляхом блокування НА-

гліканової взаємодії (у 2 та 4 рази відповідно).  

2.  Вперше описано сумарну флуоресценцію гемаглютиніну вірусу грипу 

та неспецифічну низькоафінну взаємодію ОРН та ОРН-D-М з НА. 

Зокрема, спостерігали взаємодію ОРН та ОРН-D-М з НА з відносно 

низькими константами дисоціації – 12,1 та 9,5 μM відповідно. 

3. Вперше показано, що через 48 год після інфікування вірусом грипу 

A/Fort Monmouth/1/1947 (H1N1) у легенях мишей BALB/c 

підвищується експресія генів Tlr3, Tlr7, Tlr8, Nfκb1, Nfκbia, Іfnε, Іfnκ, 

Іfna2, Іfnb1, Іfnγ, Іl6, Іl1b, Іl12a, Тnf, Сcl3, Сcl4, Сcl5, Сxcl9, Сxcl10, 

Сxcl11, Оas1a, Oas2, Oas3, Mx1, Eif2ak2, Xdh, Nos2, Аrg2. 

4. Виявлено, що препарати ОРН та ОРН-D-М при профілактиці та 

лікуванні інфекції грипу знижують грип-індуковану надекспресіїю 

генів Tlr3, Tlr7, Tlr8, Nfκb1, Nfκbia, Іfnε, Іfnκ, Іfna2, Іfnb1, Іfnγ, Іl6, Іl1b, 

Іl12a, Тnf, Сcl3, Сcl4, Сcl5, Сxcl9, Сxcl10, Сxcl11, Оas1a, Oas2, Oas3, 

Mx1, Eif2ak2, Xdh, Nos2, Аrg2 у легенях мишей BALB/c. При цьому 

самі препарати ОРН та ОРН-D-М не впливають на профілі експресії 

цих генів вродженого імунітету in vivo. 
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5. За умов інфекції вірусу грипу у легенях мишей показано, що 

пригнічення гіперекспресії мРНК Tlr3, Tlr7, Tlr8 препаратами ОРН та 

ОРН-D-М призводить до перешкоджання підвищення експресії TLR-

стимульованих генів вродженого імунітету. 
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ДОДАТОК Б 

 

 

ЕЛЕКТРОФОРЕТИЧНЕ РОЗДІЛЕННЯ НА У 

ПОЛІАКРИЛАМІДНОМУ ГЕЛІ 

 

 

Для того щоб перевірити молекулярну вагу та чистоту НА було проведено 

аналіз НА з використанням електрофорезу в 10 % поліакриламідному гелі у 

денатуруючих умовах з додаванням SDS за стандартним методом Лемлі.  

  

Рис. 1Б. Зображення гелю після електрофоретичного розділення білка НА: 

1– суміш маркерних білків «PageRuler Unstained Protein Ladder»; 2 – білок НА 

«Ваксигрип»  

 

 

 

 


