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ТҰЖЫРЫМ
Есеп 52 бет, 11 суреттер, 1 кесте, 35 әдеби көздер, 4 қосымшалар.
БИОЛОГИЯЛЫҚ БЕЛСЕНДІ ҚОСЫЛЫСТАР, ӨСІМДІКТЕР, АНТИВИРУСТЫ БЕЛСЕНДІЛІК, ТҰМАУ ВИРУСЫ, ВИРУСҚА ҚАРСЫ ПРЕПАРАТТАР.
Зерттеу нысандары: өсімдік шайындылары, фенолдар, флавоноидтар, ксантондар, тұмау вирусы.
Иммунологиялық, биохимиялық, вирусологиялық және молекулалық биологиялық зерттеулерге арналған құрал-жабдықтар мен әдістемелер жұмыста қолданды.
Жобаның мақсаты - Қазақстандық өсімдіктер флорасынан вирусқа қарсы белсенділікке ие биологиялық белсенді қосылыстарды анықтау және вирустық инфекциялардың алдын алу және емдеуге арналған жаңа перспективалық тұмау вирусқа қарсы препараттарды жасауда оларды зерттеу.
2019 жылға міндет - адамдардың, жануарлардың және құстардың тұмау вирусына қарсы тазартылған биологиялық белсенді қосылыстардың препараттарының вирусқа қарсы белсенділігін зерттеу, іріктелген препараттардың ағзаны инфекциядан қорғауға және тұмау вирусының көбеюіне тосқауыл қойатын қасиетін зерттеу, уыттылығы төмен жане жоғары вирусқа қарсы белсенділігі бар препаратты таңдау.
Зерттеу жүргізілу барысында мынадай негізгі нәтижелер алынды: 
-	Адамдардың, жануарлардың және құстардың тұмау вирусына қарсы 9 тазартылған биологиялық белсенді қосылыстардың, соның ішінде дәріге төзімді штаммдарының вирусқа қарсы белсенділігі зерттелді, 0,025 мкг / мл-ден 1,25 мкг / мл-ге дейінгі дозада мангостин, эллаг қышқылы және 6-метоксицеркетин антивирустық қасиеттерге ие екендігі анықталды.
-	Эллаг қышқылы мен 6-метилкуцетин тәжірибелік тұмау инфекциясының дамуын бейтараптандыратын профилактикалық қасиетке ие екендігі анықталды.
-	Гартонин мен галл  қышқылының емдік белсенділігі 40%, ал мангостан және 6-метоксицеркетин 60% -дан асатындығы көрсетілген.
- Таңдалған үш өсімдік қосылыстарының ішінен 6-метоксицеркетин ең жоғары ХТК (химиялық терапевтік көрсеткіш) және жақсы профилактикалық және емдік қасиеттерге ие. Эллаг қышқылы жоғары профилактикалық белсенділікке, мангостан - жоғары терапиялық белсенділікке ие болды.
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В работе использовали приборное и методическое обеспечение, предназначенное для иммунологических, биохимических, вирусологических и молекулярно-биологических исследований.
Целью проекта является выявление в растениях флоры Казахстана биологически активных соединений, обладающих противовирусной активностью и их изучение для создания новых перспективных профилактических и терапевтических лекарственных препаратов, эффективных в отношении вируса гриппа. 
Задание на 2019 год - изучить противовирусную активность препаратов очищенных биологически активных соединений в отношении вирусов гриппа человека, животных и птиц, исследовать способность отобранных препаратов защищать организм от инфицирования и блокировать репродукцию вируса гриппа, отобрать препарат, обладающий низкой токсичностью и высокой противовирусной активностью.
В результате проведенных исследований получены следующие основные результаты: 
- Изучена противовирусная активность 9 очищенных препаратов биологически активных соединений в отношении вирусов гриппа человека, животных и птиц, включая лекарственно устойчивые штаммы, установлено, что в диапазоне доз от 0,025 мкг/мл до 1,25 мкг/мл наиболее выраженными противовирусными свойствами обладают мангустин, эллаговая кислота и 6-метоксикверцетин.
- Установлено, что эллаговая кислота и 6-метилкверцетин обладают выраженными профилактическим свойствами, нейтрализующими развитие экспериментальной гриппозной инфекции.
- Показано, что терапевтическая активность гартонина и галловой кислоты составляет 40%, а мангустина и 6-метоксикверцетина превышает 60%.
- Из трех отобранных растительных соединений 6-метоксикверцетин обладал наиболее высоким значением ХТИ (химико-терапевтический индекс) и хорошими профилактическими и терапевтическими свойствами. Эллаговая кислота обладала высокой профилактической активностью, мангустин - высокой терапевтической активностью. 
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ОРВИ
	
Острые респираторные вирусные инфекции

	ВОЗ
	Всемирная организация здравоохранения

	РНК
	Рибонуклеиновая кислота

	КЭ
	Куриные эмбрионы

	ЭИД
	Эффективная инфекционная доза

	TFA
	Трифторуксусная кислота

	ACN
	Ацетонитрил

	ГТЦ
	Гуанидинтиоцианат

	ОТ-ПЦР
	Полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией

	StD
	Среднее квадратичное отклонение

	ВЭЖХ
	Высокоэффективная жидкостная хроматография
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Шифтовые и дрейфовые изменения антигенной структуры штаммов вируса гриппа в разных регионах Земного шара, а также появление вариантов вируса гриппа устойчивых к основным типам лекарственных средств, способных вызывать вспышки инфекции среди восприимчивых популяций подросткового и пожилого возраста приводят к увеличению спроса на поиск новых стратегий лечения гриппозной инфекции. Значимость проблемы респираторных вирусных инфекций усугубляют не только масштабы заболеваемости, но и большое количество сопутствующих осложнений и значительные экономические потери. В Казахстане на долю гриппа и других ОРВИ приходится до 60% всех инфекционных заболеваний [1]. 
Расширение исследований по изысканию источников для получения новых эффективных и безопасных лекарственных средств является актуальной задачей современной биологии и медицины. Особый интерес представляют лекарственные средства растительного происхождения, обладающие малой токсичностью, широким спектром терапевтического действия, и возможностью длительного применения. Весьма эффективными при профилактическом и терапевтическом использовании являются многокомпонентные препараты, содержащие биологически активные вещества, относящиеся к различным классам химических соединений, оказывающих комплексное воздействие на основные звенья патогенетического процесса. Одним из путей разработки подобных препаратов является широкое изучение действия уже известных фармакопейных лекарственных растений, часто используемых по ограниченному числу показаний, которые содержат сложный комплекс биологически активных веществ с разносторонним фармакологическим действием. Дополнительные исследования по изучению химического состава, биологической активности таких растений представляют интерес, так как иногда позволяют выявить новый аспект их использования в медицине. 
Не умаляя значение специфической профилактики гриппозной инфекции, следует признать, что эффективность вакцинопрофилактики нестабильна и существенно зависит от степени антигенного соответствия вакцинных и эпидемических штаммов вируса, качества препаратов и условий их применения. Принципиальное значение для детей имеет разработка рациональной, обоснованной тактики иммунизации с учетом безвредности и эффективности вакцин при их многократном введении, а также особенностей поствакцинального иммунитета у детей разного возраста [2-4]. Поэтому, наряду с совершенствованием вакцинопрофилактики, исключительно перспективным следует признать путь неспецифической защиты детей от гриппа и других ОРВИ, экстренной профилактики, осуществляемой в период сезонного подъема заболеваемости.
В этом направлении ведется интенсивный поиск биологически активных веществ растительного происхождения, обладающих противовирусными свойствами в отношении широкого круга возбудителей, в частности, для лечения и профилактики гриппа и других ОРВИ [5-7]. 
Целью проекта является выявление в растениях флоры Казахстана биологически активных соединений, обладающих противовирусной активностью и их изучение для создания новых перспективных профилактических и терапевтических лекарственных противовирусных препаратов, эффективных в отношении вируса гриппа. В задачи этапа 2019 г. входило изучение противовирусной активности препаратов очищенных биологически активных соединений в отношении вирусов гриппа человека, животных и птиц, исследование способности отобранных препаратов защищать организм от инфицирования и блокировать репродукцию вируса гриппа, отбор препарата, обладающего низкой токсичностью и высокой противовирусной активностью.
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До сих пор грипп представляет собой серьезную проблему для общественного здравоохранения, вызывая ежегодные сезонные эпидемии и периодические пандемии, сопровождаемые довольно высокой летальностью. Течение инфекции усугубляется развитием множества осложнений, основным из которых является вторичная бактериальная пневмония, вызывающая смертельные исходы в группах риска (лица с хроническими заболеваниями, а также люди подросткового или пожилого возраста). По данным ВОЗ ежегодно фиксируются десятки миллионов случаев заболевания гриппом, в том числе до полумиллиона смертельных случаев.
Разработка стратегий для смягчения тяжести последствий от новой пандемии гриппа в настоящее время является одним из основных глобальных приоритетов общественного здравоохранения.
Вакцинация является основным инструментом для профилактики гриппозной инфекции и защиты населения от гриппа. Однако, вакцина против гриппа является малоэффективной для групп, наиболее восприимчивых к вирусу гриппа: детей, взрослых старше 65 лет, и людей с ослабленным иммунитетом [8]. Кроме того, возможность своевременно произвести эффективную вакцину против гриппа зачастую проблематична в связи с частыми мутациями, вызывающими появление новых вирусных штаммов. Поэтому, фармакологические стратегии борьбы с пандемией гриппа в настоящее время связаны не столько с разработкой вакцинных препаратов, сколько с разработкой и созданием новых высокоэффективных этиотропных противовирусных лекарственных средств [9-11].
Обеспеченность подобными препаратами для борьбы с вирусными инфекциями является жизненно важной необходимостью. Этот вопрос напрямую связан с биобезопасностью и национальной безопасностью страны. Ведь в случае возникновения крупномасштабных эпидемий и пандемий, возможность обеспечения необходимыми диагностическими, вакцинными и лекарственными препаратами может оказаться под вопросом. Поэтому, развитие отечественной фарминдустрии и создание новых эффективных препаратов для борьбы с опасными и широко распространенными вирусными инфекциями является одной из первоочередных задач, стоящих перед государством. Это в полной мере относится и к Республике Казахстан, где фарминдустрия пока не получила своего достаточного развития и подавляющее большинство диагностических, вакцинных и лекарственных препаратов завозятся из-за рубежа. 
На сегодняшний день, при лечении гриппа в основном используются 4 противогриппозных препарата: ремантадин, амантадин, реленза и тамифлю. Однако, недавние исследования показали, что большинство современных штаммов вируса гриппа являются устойчивыми к римандатину и амантадину, а препарат тамифлю, считавшийся «чемпионом» в терапии гриппа, эффективен только в 45-50% случаев, и то при введении в первые 24-48 часов после заражения [12, 13]. Кроме того, зачастую такие современные препараты как тамифлю и реленза, могут лишь сократить продолжительность симптомов гриппа, но не уменьшить его осложнения, такие как пневмония, тяжелые рецидивирующие бронхиты, или сердечнососудистые заболевания. Их эффективность не подтверждена и в отношении снижения частоты передачи вируса. Кроме того, последний пандемический штамм «свиного» вируса гриппа H1N1, появившийся в 2009 г., содержал мутацию, придающую устойчивость к препаратам тамифлю и реленза [13].
Учитывая изложенное, в настоящее время в мире проводятся интенсивные исследования по разработке и созданию новых альтернативных лекарственных средств, действующих на различные стадии репродукции вируса гриппа. В частности, разрабатываются способы подавления процессов биосинтеза нуклеопротеидного и матриксного белков вирусной частицы с помощью небольших интерферирующих РНК, а также способы блокировки М2 протоновых каналов [14-17].
При разработке новых лекарственных средств против гриппа очень важно учитывать их эффективность в отношении лекарственно устойчивых штаммов. В этом плане большой интерес представляет разработка лекарственных средств на основе природных биологически активных соединений растительного происхождения, имеющих, как правило, более широкий спектр биологической активности по сравнению с химиопрепаратами и менее подверженных быстрому «привыканию» к ним высоко изменчивых вирусных штаммов [18] . 
В последние годы как в нашей стране, так и за рубежом наблюдается устойчивая тенденция роста интереса населения, фармацевтических работников и практических врачей к использованию препаратов природного происхождения, особенно фитопрепаратов.
Низкая токсичность и высокая биологическая активность природных соединений растительного происхождения, неисчерпаемый потенциал природного растительного биоразнообразия, дают возможность для создания принципиально новых лекарственных средств, в том числе для контроля вирусных инфекций. Большой объем подобных исследований идет и в отношении препаратов для борьбы с гриппом [5, 7, 18-21].
Кроме того, интерес к фитотерапии вызван также повышением продолжительности жизни населения, что приводит к увеличению популяции людей пожилого возраста. Люди пожилого возраста, как правило, страдают хроническими заболеваниями, требующими длительного применения лекарственных средств, при этом риск развития побочных явлений для данной возрастной категории людей должен быть минимальным. Также фитотерапия играет особую роль и в педиатрической практике, вследствие более мягкого воздействия фитопрепаратов и меньшей частоты осложнений по сравнению с традиционной лекарственной терапией [5].
Для приготовления лекарственных фитопрепаратов в качестве сырья широко используются высшие растения различных семейств, содержащие разнообразные по химической классификации классы биологически активных соединений: дубильные вещества, ксантоны, терпеноиды, фенолы, флавоноиды, кумарины и пр. Являясь продуктами синтеза живых организмов, вторичные метаболиты растений способны оказывать определенное воздействие на многие жизненные процессы человека и животных. Вместе с тем, в случае использования растительных препаратов с лечебной целью, далеко не все содержащиеся в них химические соединения имеют значение для достижения терапевтического или профилактического эффекта. В связи с этим среди биологически активных соединений растительного происхождения принято выделять действующие, сопутствующие и балластные вещества [22].
Действующие вещества – это соединения, обусловливающие терапевтическую или профилактическую ценность данного вида сырья. В большинстве случаев в растениях они являются вторичными метаболитами. 
Сопутствующими веществами называют вещества растительного происхождения, обладающие определенной фармакологической активностью, но непосредственно не влияющие на достижение конечного терапевтического результата. Как правило, к ним относятся продукты первичного и/или вторичного синтеза, содержащиеся в лекарственном растении наряду с действующими веществами.
Балластные вещества в растениях представлены преимущественно продуктами первичного синтеза и, наиболее часто, производными углеводов. В достижении терапевтического эффекта их роль незначительна или сводится к нулю.
Однако данное деление достаточно условно, поскольку одну и ту же группу веществ можно отнести к действующим, сопутствующим, или балластным (например, клетчатка, крахмал и др.).
Вторичные метаболиты растений являются основным источником для получения биологически активных соединений, обладающих самыми разнообразными свойствами. Вторичные метаболиты растений – это относительно низкомолекулярные соединения, относящиеся к различным классам: дубильные вещества, ксантоны, терпеноиды, фенолы, флавоноиды, кумарины и др. (рисунок 1) [5, 6, 22-28]. В настоящее время известно более 100 тысяч вторичных метаболитов растений [23]. 
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Рисунок 1 - Основные классы химических соединений вторичных метаболитов высших сосудистых растений

Флора Казахстана является поистине неисчерпаемым источником биологически активных соединений, перспективных в плане создания новых лекарственных средств. Большое видовое разнообразие, наличие растений, произрастающих в экстремальных климатических условиях, значительное количество растений уже использующихся в традиционной медицине делают данный ресурс чрезвычайно привлекательным для поиска и создания новых противовирусных препаратов.
Применение растений и препаратов на их основе для лечения различных заболеваний хорошо известно со времен античности. На современном этапе разработка лекарственных средств на основе биологически активных соединений растительного происхождения в основном связана с идентификацией и получением очищенных веществ, обладающих тем или иным видом фармакологического действия и изучением молекулярных механизмов их действия на клетки и системы организма. 
Нейраминидаза и гемагглютинин вируса гриппа входят в число основных мишеней при разработке новых противогриппозных препаратов [9]. Фармацевтические препараты на основе перечисленных выше очищенных вторичных метаболитов растений или их сочетаний, могут оказывать селективное действие на гемагглютинин и нейраминидазу вируса гриппа, избирательно блокируя определенные этапы вирусной инфекции, в частности предотвращая прикрепление вируса к клетке или блокируя его высвобождение из клетки. Кроме того, ряд растительных соединений, в частности тритерпеновые сапонины, обладают выраженным иммуностимулирующим действием, что позволяет повысить эффективность лекарственной терапии за счет мобилизации иммунной системы организма. 
Целью проекта является выявление в растениях флоры Казахстана биологически активных соединений, обладающих противовирусной активностью и их изучение для создания новых перспективных профилактических и терапевтических лекарственных препаратов, эффективных в отношении вируса гриппа. Преимуществом подобных препаратов является их комплексное действие на различные стадии взаимодействия вируса с клеткой, что позволяет рассчитывать на универсальный характер действия и широкий спектр активности.
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Растения. Очищенные препараты фенолов, флавоноидов и ксантонов получали из различных частей растений семейств Betulaceae, Crassulacea, Leguminosae, Lamiaceae и Caryophyllaceae.
Животные. В экспериментах использовали белых беспородных мышей массой 15-25 грамм, обоих полов. Животные содержались и подвергались экспериментальным процедурам в соответствии с международными правилами гуманного обращения с животными. Куриные эмбрионы.
Вирус гриппа. В экспериментах использовали эпидемически значимый штамм вируса гриппа человека А/Алматы/8/98 (H3N2), вирус гриппа человека (пандемический вариант, устойчивый к тамифлю) А/Владивосток/2/09 (H1N1), вирус гриппа птиц, штамм А/малая крачка/Южная Африка/1/1961 (H5N3); вирус гриппа птиц A/FPV/36/1 (H7N1), вирус гриппа животных А/свинья/Айова/15/30 (H1N1).
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Вирус гриппа выращивали в аллантоисной полости 10-11-дневных куриных эмбрионов (КЭ) в течение 24-48 ч. при 37°С. Титр вируса в аллантоисной жидкости составлял 108-109 ЭИД50/мл.
Инфекционный титр вируса гриппа определяли титрованием на куриных эмбрионах методом предельных разведений. О наличии вируса судили по реакции гемагглютинирующей активности. Титр инфекционности вируса высчитывали по методу Рида и Менча [29] и выражали в lg ЭИД50/мл.
Гемагглютинирующую активность вирусов определяли по стандартной методике с использованием 0,75% взвеси куриных эритроцитов или эритроцитов морской свинки [29].
Получение растительных экстрактов. Растительное сырье измельчали до получения частиц диаметром 2-4 мм, обрабатывали 2-3 раза 5 кратным объемом хлороформа или этилацетата при комнатной температуре в течение 1,5 часов для удаления жирорастворимых веществ. После удаления хлороформа или этилацетата растительное сырье экстрагировали 3 кратным объемом 75-85% этанола в течение 18 часов при комнатной температуре. Полученный экстракт лиофильно высушивали и использовали для исследований.
Качественные биохимические реакции. Раствор растительного экстракта наносили на фильтровальную бумагу, высушивали и обрабатывали 0,2%-ным раствором нингидрина в бутиловом спирте, что позволяло определить наличие аминокислот с чувствительностью 1-5 мкг. Повторная обработка той же фильтровальной бумаги раствором метилового красного в этаноле (рН красителя устанавливалась с помощью NaOH таким образом, чтобы на бумаге раствор сразу давал оранжевое окрашивание) позволяла обнаружить в растительном экстракте наличие органических кислот (красные пятна) с чувствительностью около 25 мкг. Третья обработка той же фильтровальной бумаги 3,5-динитросалицилатом с последующим нагреванием при 105ОС позволяла определить восстанавливающие (черные пятна) и невосстанавливающие (серо-зеленые пятна) сахара с чувствительностью от 15 до 60 мкг. Нанесение растительного экстракта на фильтровальную бумагу с последующей обработкой 0,5% раствором йода в хлороформе позволяло обнаружить основания и липиды в виде коричневых пятен. Обработка фильтровальной бумаги с нанесенным растительным экстрактом 2% раствором FeCl3 в метаноле позволяла определить стероиды в виде пурпурных пятен [30].
Специфической реакцией на флавоноиды является цианидиновая проба (проба Шинода), основанная на восстановлении карбонильной группы атомарным водородом в кислой среде в присутствии металлического магния и образовании антоцианидинов. Продукты восстановления флавонов имеют окраску оранжевую, флаванолов, флаванонов - красно-фиолетовую. При использовании цинка положительную реакцию дают флаванолы и флаванол-3-гликозиды, флаваноны не дают данной реакции. Цианидиновую реакцию не дают также изофлавоны, неофлавоноиды, халконы и ауроны. Халконы и ауроны образуют красное окрашивание при добавлении концентрированной хлористоводородной кислоты за счет образования оксониевых солей [30, 31].
Получение очищенных соединений из растительных экстрактов. Фракционирование частично очищенных растительных экстрактов проводили с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на системе HPLC фирмы “Agilent technologies”, используя полупрепаративную колонку “Zorbax C18”, 5u, 9,4x250 мм. Разделение проводили в градиенте 0,1% Trifluoroacetic acid (TFA) – 80% Acetonitrile (ACN). На колонку наносили до 10 мг материала. Контроль за хроматографическим процессом осуществляли спектрофотометрически при 208 нм (поглощение большинства окрашенных полифенольных соединений).
Хроматомасс-спектрометрический анализ проводили на хроматомасс-спектрометре фирмы “Shimadzu” LCMS-8040 в режиме положительной ионизации при электрораспылении. Напряжение на конусе распыления составляло 3,0 кВ, температура источника 120°C, температура блока десольватации 275°C, поток конического газа 50 л/ч, поток газа десольватации 600 л/ч. Определение масс спектров проводили в режиме сканирования 200 – 2000 m/z. 
Изучение токсичности и специфической противовирусной активности исследуемых препаратов проводили в соответствии с методическими рекомендациями «Руководства по проведению доклинических исследований лекарственных средств» [32]. Основным критерием при изучении специфического противовирусного действия соединений является показатель ХТИ (химико-терапевтический индекс), определяемый отношением среднетоксичной концентрации вещества (ТК50) к среднеэффективной вирусингибирующей концентрации (ЭК50).
Изучение острой токсичности осуществляли на модели белых беспородных мышей методом однократного внутрижелудочного введения животным анализируемых препаратов в различных дозах в объеме 0,2 мл. Наблюдение за общим состоянием, поведением, двигательной активностью животных велось в течение двух недель. В первый день после введения препарата животные находились под непрерывным наблюдением. О токсичности судили по клиническим симптомам интоксикации, при этом оценивалось общее состояние животных, особенности поведения, интенсивность двигательной активности, реакции на звуковые и световые раздражители, состояние кожного и волосяного покрова, окраска слизистых оболочек, динамика массы тела, потребление кормов и воды, консистенция фекальных масс, смертность от острой токсической реакции [31-33].
Вирусингибирующие свойства анализируемых препаратов изучали методом «скрининг-тест», рассчитанным на нейтрализацию вируса в количестве 100 ЭИД50/0,2 мл заданными концентрациями изучаемых веществ. Критерием противовирусного действия считали различие в инфекционных титрах вируса при сравнении опытного образца с контролем (плацебо) [34].
Выделение РНК. Из образцов исследуемого биологического материала отбирают 0,1 мл в полипропиленовую пробирку объемом 1,5 мл, смешивают с 0,2 мл 6М раствора гуанидинтиоцианата (ГТЦ) и инкубируют при комнатной температуре 3-5 мин. Добавляют 0,3 мл этилового спирта, перемешивают и наносят на миниколонки со стекловолокнистыми фильтрами GF/F. C помощью вакуумного насоса и устройства для фильтрации Vacuum Manifold смесь фильтруют. Далее фильтры промывают 3 мл 80% этанола и центрифугируют в течение 1 мин. при 13000 g для удаления остатков этанола. Переносят миниколонку в новую пробирку, добавляют 50 мкл воды и через 3-5 минут центрифугируют 30 сек при 10000-13000 g. Полученный раствор РНК сразу используют в реакции обратной транскрипции или хранят при –700С.
Кроме описанной выше методики также могут быть использованы отечественные или импортные коммерческие наборы для выделения РНК фирм Биоком, Qiagen и других производителей.
Получение кДНК
В пробирку вносят следующие компоненты в указанном порядке из расчёта на одну пробу: DEPC treated water – 4,3 мкл; 10х буфер для обратной транскрипции – 1 мкл; Oligo DT16 – 0,5 мкл; 25 мМ MgCl2 – 0,7 мкл; 10 мМ dNTP mix – 2 мкл; Ингибитор РНКаз – 0,5 мкл; Обратная транскриптаза – 0,5 мкл; РНК – 0,5 мкл.
Программа для синтеза кДНК:
37оС - 30 мин.
95оС - 5 мин.
Постановка ПЦР в режиме реального времени
В пробирку вносят следующие компоненты в указанном порядке из расчёта на одну пробирку:
Fast advanced mix для ПЦР - 10 мкл 
TaqMan зонд - 1 мкл
Деионизированная вода - 6 мкл
Смесь раскапывают в лунки планшета, следя за тем, чтобы не допустить образования пузырьков воздуха в смеси. В заданные лунки вносят аликвоты кДНК (по 3 мкл) и заклеивают планшет оптической плёнкой. Центрифугируют планшет (стрип) чтобы собрать со стенок все капли. Устанавливают планшет (стрип) в амплификаторе, отмечают в программе расположение и характеристику проб, выбирают рабочий краситель.
Проводят ПЦР при следующих параметрах:
50оС - 2 мин.
95оС - 2 мин.
95оС - 3 сек, 60оС - 30 сек. - 40 циклов.
В каждой серии анализов ставят два контрольных образца: положительный контроль (с РНК вируса гриппа), и отрицательный контроль (с деионизованной водой). Смеси для контрольных образцов готовят по той же прописи, что и для исследуемых образцов.
Учёт результатов в реакции происходит на каждом цикле. Прибор определяет уровень флуоресценции и строит кинетическую кривую в координатах: уровень флуоресценции - цикл амплификации. В случае присутствия в исследуемой пробе специфической матрицы, кинетическая кривая имеет экспоненциальную зависимость. Программа определяет пороговый цикл реакции (Сt - threshold cycle), на котором достигается пороговая флуоресценция. При стандартных условиях проведения исследований и при условии равной эффективности реакции, значение Сt прямо пропорционально логарифму количества субстрата, что позволяет проводить сравнение количества субстрата.
Среднее квадратичное отклонение (StD) для отрицательного и положительного контролей для каждой концентрации исследуемого вещества рассчитывали по формуле:
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где Yi – результат измерения ОП у каждого объекта группы; n – число объектов в группе; [image: ] - среднее арифметическое значение ОП [35].
Статистическую обработку результатов проводили с использованием пакета программ «Microsoft Excel». Для табличного и графического изображения полученных результатов использовалась программа Microsoft Office Excel.
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[bookmark: _Toc526928086][bookmark: _Toc20384982]3.1 Провести изучение противовирусной активности очищенных препаратов биологически активных соединений в отношении вирусов гриппа человека, животных и птиц, включая лекарственно устойчивые штаммы.
В соответствии с запланированным планом исследований проводилось изучение противовирусной активности 9 препаратов биологически активных соединений растительного происхождения в отношении вирусов гриппа человека, животных и птиц (рисунок 2), отобранных в результате первичного скрининга 40 экстрактов, полученных из растений флоры Казахстана, относящихся к семействам Betulaceae, Crassulacea, Leguminosae, Lamiaceae и Caryophyllaceae, на наличие противовирусной активности.
Изучение способности соединений подавлять репродукцию вируса гриппа проводили в интервале доз от 0,025 мкг/мл до 1,25 мкг/мл.
[image: D:\Айжан\ПВЗ 2019\Отчеты 2019\Рисунок 1_Березин.png]
Рисунок 2 - Структурная формула исследуемых соединений

Изучение специфической противовирусной активности исследуемых соединений проводилось в соответствии с методическими рекомендациями «Руководства по проведению доклинических исследований лекарственных средств» [32]. В работе использовали следующие вирусы: вирус гриппа птиц, штамм А/малая крачка/Южная Африка/1/1961 (H5N3); эпидемически значимый вирус гриппа человека, штамм А/Алматы/8/98 (H3N2); вирус гриппа птиц A/FPV/36/1 (H7N1), вирус гриппа человека (пандемический вариант, устойчивый к тамифлю) А/Владивосток/2/09 (H1N1), вирус гриппа животных А/свинья/Айова/15/30 (H1N1) (рисунки 3-7).
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По оси ординат подавление репродукции в %, по оси абсцисс - доза препарата мкг/мл.

Рисунок 3 - Изучение дозо-зависимого эффекта вирусингибирующей активности исследуемых препаратов на модели вируса гриппа человека (пандемический вариант, устойчивый к тамифлю) А/Владивосток/2/09 (H1N1)
[image: ]
По оси ординат подавление репродукции в %, по оси абсцисс - доза препарата мкг/мл.

Рисунок 4 - Изучение дозо-зависимого эффекта вирусингибирующей активности исследуемых препаратов на модели эпидемически значимого штамма вируса гриппа человека А/Алматы/8/98 (H3N2)
[image: ]
По оси ординат подавление репродукции в %, по оси абсцисс - доза препарата мкг/мл.

Рисунок 5 - Изучение дозо-зависимого эффекта вирусингибирующей активности исследуемых препаратов на модели вируса гриппа птиц A/FPV/36/1 (H7N1)
[image: ]
По оси ординат подавление репродукции в %, по оси абсцисс - доза препарата мкг/мл.

Рисунок 6 - Изучение дозо-зависимого эффекта вирусингибирующей активности исследуемых препаратов на модели вируса гриппа птиц, штамм А/малая крачка/Южная Африка/1/1961 (H5N3)
[image: ]
По оси ординат подавление репродукции в %, по оси абсцисс - доза препарата мкг/мл.

Рисунок 7 - Изучение дозо-зависимого эффекта вирусингибирующей активности исследуемых препаратов на модели вируса гриппа животных, штамм А/свинья/Айова/15/30 (H1N1)

[bookmark: _Toc526928087]Установлено, что в исследованном диапазоне доз структура соединения в значительной степени влияет на способность подавлять репродукцию вируса гриппа. Показано, что в заданном диапазоне доз хлорогеновая кислота, ресвератрол, галловая кислота, сиреневая кислота и вогонин были не способны подавлять 50% репродукции исследуемых штаммов вируса гриппа (рисунки 3-7). Гартанин эффективно подавлял репродукцию вирусов гриппа Н1, Н3 и Н5, но оказался неэффективным по отношению к вирусу гриппа Н7. Только 3 соединения: мангустин, 6-метоксикверцетин и эллаговая кислота были способны в исследуемом интервале доз достигать 50%-подавления репродукции 100 инфекционных доз вируса гриппа независимо от их антигенной структуры. 
Таким образом, при изучении противовирусной активности 9 очищенных препаратов биологически активных соединений в отношении вирусов гриппа человека, животных и птиц, включая лекарственно устойчивые штаммы было установлено, что в диапазоне доз от 0,025 мкг/мл до 1,25 мкг/мл наиболее выраженными противовирусными свойствами обладали мангустин, эллаговая кислота и 6-метоксикверцетин.

[bookmark: _Toc20384983]3.2 На модели экспериментальной гриппозной инфекции на животных исследовать способность отобранных препаратов защищать организм от инфицирования
На модели экспериментальной гриппозной инфекции на животных проводились исследования способности отобранных препаратов защищать организм от инфицирования (профилактическая активность). Профилактическое действие препаратов в дозе 10 мг/кг в отношении вируса гриппа, штамм А/Алматы/8/98 (H3N2) исследовали на модели белых беспородных мышей. 
Профилактическое действие препаратов оценивали по количественному определению гена матриксного белка вируса в легких мышей через 7 дней после моделирования острой гриппозной инфекции с предварительным введением исследуемых препаратов. Количественную оценку гена матриксного белка в образцах осуществляли с помощью TaqMan пробы в ПЦР в реальном времени.
Показано, что профилактическая активность исследуемых препаратов в значительной степени зависела от структуры используемого соединения (рисунок 8).
Так, несмотря на то, что вогонин, хлорогеновая кислота, ресвератрол и сиреневая кислота в исследуемом диапазоне доз не обладали способностью подавлять репродукцию вируса гриппа, эти препараты, при изучении их профилактической активности, показали 20% уровень защиты животных при экспериментальной гриппозной инфекции. Наиболее выраженным профилактическим действием обладали три препарата: галловая кислота (50%), эллаговая кислота (80%) и 6-метоксикверцетин (100%), что выражалось в способности блокировать репродукцию вируса гриппа, оцениваемой по наличию гена матриксного белка в образцах легочной ткани инфицированных мышей.


По оси ординат процент защиты животных, по оси абсцисс - наименование препарата.
Рисунок 8 - Профилактическая активность растительных препаратов

Таким образом, в результате изучения способности исследуемых растительных препаратов защищать организм от инфицирования при экспериментальной гриппозной инфекции на модели животных было установлено, что эллаговая кислота и 6-метоксикверцетин обладают выраженными профилактическим свойствами, и способны препятствовать развитию гриппозной инфекции при профилактическом приеме данных препаратов.

[bookmark: _Toc20384984]3.3 На модели экспериментальной гриппозной инфекции на животных исследовать способность отобранных препаратов блокировать репродукцию вируса гриппа в случае заражения
На модели экспериментальной гриппозной инфекции на животных проводились исследования способности отобранных препаратов блокировать репродукцию вируса гриппа после экспериментального заражения животных (терапевтическая активность). Терапевтическое действие препаратов в дозе 10 мг/кг в отношении вируса гриппа, штамм А/Алматы/8/98 (H3N2) исследовали на модели белых беспородных мышей.
Терапевтическое действие препаратов оценивали по количественному определению гена матриксного белка вируса гриппа в легких мышей через 7 дней после начала острой гриппозной инфекции на фоне терапевтического применения исследуемых препаратов перорально в течение 3 дней после инфицирования животных. Количественную оценку гена матриксного белка в образцах осуществляли с помощью TaqMan пробы в ПЦР в реальном времени.
Показано, что терапевтическая активность исследуемых препаратов в значительной степени зависела от структуры используемого соединения (рисунок 9). Показано, что терапевтическая активность сиреневой кислоты, вогонина, эллаговой кислоты, хлорогеновой кислоты и ресвератрола не превышает 25%. Гартонин и галловая кислота способны блокировать репродукцию вируса гриппа при экспериментальном заражении животных на 40%. Терапевтическая активность мангустина и 6-метоксикверцетина превышает 60%.
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По оси ординат процент защиты животных, по оси абсцисс - наименование препарата.
Рисунок 9 - Терапевтическая активность растительных препаратов

Таким образом, на модели экспериментальной гриппозной инфекции на животных показано, что все отобранные для изучения препараты очищенных биологически активных соединений растительного происхождения обладают способностью в той или иной степени подавлять размножение вируса гриппа при терапевтическом применении. Два препарата - гартонин и галловая кислота блокировали вирусную инфекцию на 40%, а препараты мангустин и 6-метоксикверцетин – подавляли размножение вируса более чем на 60%. Последние два препарата представляются наиболее перспективными в плане разработки терапевтических противогриппозных средств.

[bookmark: _Toc526928089][bookmark: _Toc20384985]3.4 Отобрать наиболее перспективный препарат, обладающий низкой токсичностью и способностью защищать организм от гриппозной инфекции; оценить противовирусную активность отобранного препарата в сравнении с противовирусной активностью коммерческих препаратов
На основании полученных результатов по изучению вирусингибирующей, терапевтической и профилактической активности из 9 растительных препаратов было отобрано 3 препарата, обладающих выраженной противогриппозной активностью по различным показателям: вирусингибирующие свойства, профилактическая активность и терапевтическая активность. Так, мангустин обладал выраженными вирусингибирующими и терапевтическими свойствами, эллаговая кислота обладала выраженными вирусингибирующими и профилактическими свойствами, а 6-метоксикверцетин обладал высокой эффективностью по всем трем показателям.
Было проведено сравнительное изучение противовирусного действия 3-х отобранных соединений растительного происхождения в сопоставлении с противовирусной активностью коммерческих противогриппозных синтетических препаратов осельтамивир и ремантадин (таблица 1). Одним из основных общепринятых критериев оценки противовирусного действия препаратов является индекс ХТИ (химико-терапевтический индекс), показывающий отношение среднетоксичной дозы препарата (ТД50) к дозе, вызывающей подавление 50% репродукции вируса (среднеэффективная доза – ЭД50). 

Таблица 1 - Сравнительная оценка ХТИ растительных и коммерческих препаратов с противовирусной активностью
	Штамм вируса гриппа
	Осельтамивир
	Ремантадин
	Патулетин
	Мангустин
	Эллаговая кислота

	А/Владивосток/2/09 (H1N1)
	29,9
	30,1
	40,3
	24,96
	> 60,0

	А/Алматы/8/98 (H3N2)
	10,3
	11,0
	52,0
	44,6
	> 60,0

	A/FPV/36/1 (H7N1)
	15,3
	15,2
	29,4
	44,5
	> 60,0

	А/малая крачка/Южная Африка/1/1961 (H5N3)
	6,7
	6,0
	31,5
	38,5
	> 60,0

	А/свинья/Айова/15/30 (H1N1)
	29,9
	30,1
	40,3
	30,1
	> 60,0


Показано (таблица 1), что исследуемые растительные препараты превосходят по показателю ХТИ коммерческие противогриппозные препараты при тестировании на самых разных штаммах вируса гриппа (вирусы гриппа человека, животных и птиц). 
При этом установлено, что растительные препараты эффективно подавляют репродукцию штаммов вируса гриппа, устойчивых к коммерческим противогриппозным препаратам (А/малая крачка/Южная Африка/1/1961 (H5N3) и А/Владивосток/2/09 (H1N1)).
Также проведено сравнительное изучение профилактической и терапевтической активности 6-метоксикверцетина, мангустина и эллаговой кислоты с коммерческими противогриппозными препаратами осельтамивир и ремантадин.
Показано, что терапевтическая активность 6-метоксикверцетина и мангустина превышает терапевтическую активность ремантадина и сопоставима терапевтической активностью осельтамивира, а эллаговая кислота не обладает выраженными терапевтическими свойствами (рисунок 10).


По оси ординат процент защиты животных, по оси абсцисс наименование препарата.
Рисунок 10 - Терапевтическая активность растительных препаратов в сравнении с коммерческими противовирусными препаратами

Профилактическая активность эллаговой кислоты и 6-метоксикверцетина сопоставима с активностью коммерческих препаратов, а активность мангустина не превышает 30% (рисунок 11).


По оси ординат процент защиты животных, по оси абсцисс наименование препарата.
Рисунок 11 - Профилактическая активность растительных препаратов в сравнении с коммерческими противовирусными препаратами

Таким образом, из трех растительных соединений 6-метоксикверцетин обладал не только высокими значениями ХТИ, но и высокими профилактическими и терапевтическими свойствами. Эллаговая кислота обладала высокой профилактической активностью, а мангустин - высокими терапевтическими свойствами.


[bookmark: _Toc526928090][bookmark: _Toc20384986]ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. При изучении противовирусной активности 9 очищенных препаратов биологически активных соединений в отношении вирусов гриппа человека, животных и птиц, включая лекарственно устойчивые штаммы было установлено, что в диапазоне доз от 0,025 мкг/мл до 1,25 мкг/мл наиболее выраженными противовирусными свойствами обладали мангустин, эллаговая кислота и 6-метоксикверцетин.
2. При изучении на модели экспериментальной гриппозной инфекции на животных способности исследуемых препаратов защищать организм от инфицирования было установлено, что эллаговая кислота и 6-метоксикверцетин обладают выраженными профилактическим свойствами, нейтрализующими развитие экспериментальной гриппозной инфекции.
3. При изучении на модели экспериментальной гриппозной инфекции на животных способности исследуемых препаратов блокировать репродукцию вируса гриппа при терапевтическом применении показано, что терапевтическая активность гартонина и галловой кислоты составляет 40%, а мангустина и 6-метоксикверцетина превышает 60%.
4. Из трех растительных соединений 6-метоксикверцетин обладал не только высокими значениями ХТИ, но и значительными профилактическими и терапевтическими свойствами. Эллаговая кислота обладала хорошей профилактической активностью, а мангустин - выраженными терапевтическими свойствами.
5. По результатам исследований получен патент Республики Казахстан, опубликованы три печатные работы, в том числе статья в отечественном журнале с ненулевым импакт-фактором, принято участие в региональном семинаре и международном конгрессе.
Задания этапа работ по проекту на 2019 г. выполнены в полном объеме и в соответствии с календарным планом. 
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Tpunozxenns 1.12
x Jlororopy Ne__ oT 2018 .
Ha FpaHTOBOE (UHAHCHPOBAHIC

TEXHWYECKAS CHEITHOUKATIHA W
KATEHJIAPHBIH ILTAH PABOT

TTo goroeopy Ne oT 2018 roma

1. PecnydankaHCKoe TOCyIapeTBeHHOE INPEANpHsiTHE Ha [paBe Xo3HHCTBEHHOTo
Begennst «HHCTHTYT MHKpOOHONOrAA W BApycodornn» Komutera maywn Mumncrepersa
obpazosanus u naykn Pecry6auiu Kaszaxcran

1.1 TTo mpuoputeTy: HayKi 0 5%U3HU U 3/I0PORKE.

1.2 Tlo mommpuoputery: PyHIaMeHTaTbHBIC H NPUKIAJHBIC HCCICAOBAHHA B 0ONAcTH
Guonorun. TTOMCK HOBBIX JEKAPCTBEHHBIX BEIIECTE, (DapMaKONIOTHUECKHE MX HCCIENOBAHMA H
TEXHONIOTHH MPOU3BOJICTBA OPHITHHATEHEIX JICKAPCTBCHHEIX MperapaTos.

1.3 Tlo teme npoexra: Ne AP05130964 «ITouck u n3yuenue aHTHBHPYCHON aKTMBHOCTH
GHONIOrMHYECKN  dKTHEHBIX COEAMHEHMI pﬂCTCHHﬁ tb]lophl Kasaxcrana A CO3AAHHST HOBBLIX
JleKapeTBENIbIX MPOTHBOBHPYCHBIX MPENapaToB.

1.4 O6was cymma npoexta: 24 000 000 (J[pajnaTh 4eTEHIPe MUIUTHONA) TEHTE, B TOM YHCTE C
Pa3GMBKORA 10 rojiam, st BLINOTHEHNS padoT COrNacHo MyHKTY 3:

-Ha 2018 rox - B cymme 8 000 000 (BoceMb MUIUTHOHOB) TeNTe;

-Ha 2019 rox - B cymme 8 000 000 (BoceMB MUIUTHOHOB) TCHTC;

- Ha 2020 rox - B cymme 8 000 000 (BoceMb MH/UIMOHOB) TCHIE.

2. XAPAKTEPHCTHKA HAYYHO-TEXHUYECKOW ITPOIYKIIHH 11O
KBAJTUPUKAITHOHHBIM IMTPU3HAKAM H SKOHOMHYECKUE TTOKA3ZATEJH

2.1 Hanpasnenue paGotel: TTpuknaanele nccnenoBanus.

2.2 O6nacTh NPHMEHeHHA: MEIULHHA, BUPYCOTOTHA.

2.3 KoHeuHblii pe3ynbTaT:

- 3a 2018 rom: GyAyT MOMyWeWw! pesyNKTaTHl CKPHHHHTA SKCTPAaKTOR pacTeHHil Wa Halune
[IPOTHEOBUPYCHOI ~ AKTHBHOCTH, BBLICICHLI OYMIICHHLIC GMONOMHYECKH dKTHBHLIC COCAMHCHUA ¢
TIPOTHBOBHPYCHOI aKTHBHOCTEIO, I H3yUeNa HX 0CTpas TOKCHYTOCTE. OflTa MyGIMKalis B pelien3npyeMbIx
3apy0ekHBIX MM 0TEYECTBEHHBIX HAYYHBIX W3IAHNAX C HEHYEBBIM NMIakT-haktopom. [IpiHaTo yuacTie &
HaygHolt KoH(epeHIn

- 32 2019 roj: GyyT NOIyUeHE! Pe3VILTATLL H3YUEHNs NPOTHBOBHPYCHOM aKTHBHOCTH NPENapaTon
OTHUIEHHBIX GHOTOrHMECKH aKTHBHEIX COCMMHEHHIt B OTHOMEHHH BHPYCOB TPHINA TeloBeka, KHBOTHLIX I
TITAIL, HCCMENoBana CMOCOGHOCTh 0TOGPAHHKIX TPENapaToR 3allMIIATh OPTaHH3M OT WHOHIMPORAHWA W
GIIOKHpOBATE PENPOYKUMIO BUPYCA I'PUILIA, OTOOpaH Iperapar, 00/1aNa0MmMii HU3KOH TOKCHUHOCTBIO U
BEICOKO TIPOTHBOBHPYCHON aKTHBHOCTLIO. B pesyibTaTe mayunLIX mccnenopanmii GyzeT omyGimkobana
OJTHa TGTMKAIA B PETIEH3HPYEMBIX 3apyOeKHBIX HIH OTEYECTBEHHEIX HAYYHBIX W3JAHHAX C HEHYTIERBIM
UMIAKT-(aKTOPOM, IIPHHSTO YUACTHE B HAYUHOM KONGeperumi.;

- 32 2020 roa: GyayT OTpaGOTaHLI CXeMbl TEPANeBTHYECKOro M MPOGHIAKTHYECKOTO NPUMEHEHNS
TIPOTHBOBHPYCHOTO MpeNapaTa PACTHTETHHOTO MPOHCXOKICHNS, pa3paloTana TEXHOTOIHA W HOPMATHRHO-
TeXHHIecKan JIOKYMEHTALMs M8 €ro SKCICPHMEHTAILHONO NPOM3BOACTBA. B pesyibTate BEIIOJIHCHHA
TipoekTa GyneT onyGIMKOBaHO He MeHee ABYX CTaTell B pelleH3HpYeMbIX H3TAHUAX, HHISKCHPYeMBIX B 6ase
nannerx. Web of Science wam Scopus (IPeInONOXHTENEHO B KaKHX-THOO U3 CHEAVIOUIX KYPHATIOB!
Bonpockl  Bupyconornu, Journal Biotechnol.,, VirusDisease, Arch.Virol.,Vaccines nnn anajioruunbix
PeLem3MpYEMBIX 3apyOeKHEIX HAYUHbIX W3AHUAX, HHJSKCHPYEMbIX B Gazax nanreiy Web of Science um
Scopus), MPHHATO yHacTHe B HaYUHOIT KoH(epeHLnn. By 1y T no1aHb! 3as8BKH Ha HOJIY4CHHC JBYX OXPaHHBIX
Jnokymentos Pecrry6nnku Kazaxcran,

2.4 TNateHTOCTIOCOGHOCTE: pe3yIbTaThl HeeileJOBaHHM MaTCHTOCTIOCOGHEL

2.5 Hay4HO-TCXHHYCCKHI YPOBEHE (HOBH3HA): BBICOKHIA.
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2.6 Menonb3osanue HayuHo-TEXHWYECKOH MPOXYKUHH OCYIICCTBAACTCA: 3aKasduKoM W
Henonnurenem cormectro.

2.7 Bua HCMOL30BANNA PE3yIbTATA HAYYHOMN M (M/H) HAYMHO-TCXHHUECKOIl 1eATETLIOCTH:
NyGNUKALHH, OTYETHL

3. HAUMEHOBAHME PABOT, CPOKH HX PEAJTU3AIIUN W PE3VIIBTATHI

[y Hanverosarue pabotr CpoK BLMOTITeNHs ORITACMBIT pesylbTar

S 1o Jlorosopy i HauaTo OKOHYaH |

W, | OCHOBHLIE OTallLIero Ry |

Tana BBIIOJIHEHMA

1s Ocymecmun; tempars 2018 |10 1 BymyT  nomyueHsl pézy.lbmm CKPUHMHIa
CKPHHHHI  3KCTPAKTOB | FOJ HOAGPA | 3KcTpakToB pacTeHuit  (mopkr Kasaxcrana Ha
pacTenti ropsr 2018 rox | Haymume HPOTHBOBHPYCHOM AKTHBHOCTH,
Kasaxcrana na | BRUISTEHB  OUHUIEHHBIE Guonornecku
bR AKTHBHBIE COEAMHEHHS C MPOTHROBHPYCHOMH
MPOTHBOBHPYCHOI AKTHBHOCTBIO, W M3yYeHa  MX  ocTpas
AKTHBHOCTH, BEIIETHTE TOKCHHHOCTD.

OUHMIIEHHbIE B pesynbTaTe HaydHeIX HCCiedoBaHuii Gymer
Bronoruyeckn omny6nukoRaHa ofiHa TyBnuKauus B
aKTHBHEIE COE/TAHEHIA PeLeH3HpYEeMBIX 3apy6eKILIX Him
€ NPOTMBOBHPYCHOM OTCHCCTBCHHBIX ~ HAYYHBIX  W3JAHMAX  C
aKTHEHOCTBID, H3Y4HTH HEHYJeBLIM MMTIakT-GakTOPOM,  TMPHHATO
X ocTpyo YHACTHE B HAy'HOR KOH(epeHLuH.

TOKCHYHOCTE.

1.1 | OcymecTedTE tespans 2018 | MapT Byner ocymecTsieH  CKpHHMHT 3KC'T]J5KTOB
CKPHITHHT  9KCTPakTOB, | TOX 2018 rox |pacrenuii  ¢nopsl KaszaxcTaHa, Ha Haimmduc
NOMyUeHHLIX 3 [POTHEOBUPYCHOH aKTHBHOCTH OTHOCALIMXCH K
pacTeHuii broput ceMeiicTBaM Betulaceae, Crassulacea,
Kasaxcrana, Ha Leguminosae, Lamiaceae, w Caryophyllaceae n
| namame OyInyT  BLIABNEHHI  0Opasibl,  0bmAjaroIHe
| [POTHBOBHPYCHOI [ MPOTHEOBHPYCHOI aKTUBHOCTDLIO.
| akrueocti 1 BLIsBHTE |
obpasiel, obnajaiouue i
TIPOTHRORMPYCHOIT |
AKTHBHOCTLIO. \

1.2 |Mnentuduunposars anpenk 2018 |mioHe | ByAyT  WAeHTHOUUMpOBANLl  GHOTOTHYECKM
BHOTOrHYECKH roa 2018 rox | aKTHEHBIE ~ COCJAMHCHHR B PACTHTENLHBIX
AKTHBITHIE cne]mneﬁmf; IKCTpaKTax, OONAZaloNuIX  POTHBOBMPYCHOI
B PACTHTENEHEIX | aKTUBHOCTBIO. C HCTIONB30BAHUEM COBPEMEHHBIX
SKCTPAaKTaX, | METONOB  aHammsa  (MAcC-CHEKTPOMETPHS,
0BnajaroIIuX | KUIKOCTHAA xpomatarpadms BBICOKOTO
TIPOTHROBHpYCHO [ABIIGHHA) B PAaCTUTENGHBIX  OKCTPAKTAX,
AKTHBHOCTLIO. 001aaiOWKX  IPOTHBOBHPYCHOM AKTUBHOCTBIO,

OYAYT WMICHTHOHIMPOBAHBI OCHOBHBIE KIACCHI
GHMONOTHYECKH AKTHBHBIX COEMHEHHIT
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1.3 | Tlomyunts, ounmenble | #rons 2018 centabpn \ W3 pacTHTENTBHEIX 3KCTPaKTOB, obmamarommmx
npenaparst ron 2018 ron } Hanbonee BBICOKOT NPOTHBOBUPYCHOM
GHonorngeckn | akTiBHOCTBIO, ByayT nosyueHsl  (OUMUIEHHbIE)
AKTHBHBIX COe/IHHEHHUiT npernaparet GHONOrHYCCKI AKTHBHBIX
s PACTHTEMBITBIX | coenurenli.

SKCTPAKTOB, |
obmanaromux HanGonee

BLICOKOTT

TIPOTHBOBKPYCHOMH

AKTHBHOCTB).

1.4 | Vayunry ocTpyIo | okTatph 2018 Byzer usyvena ocTpas TOKCHYHOCTh OUHITIEHHRIX
| ToxcmuHOCTE rox Hoabps | Guonormyeck AKTHBHEIX COETMHEHMI,
OUHIIEHHBIX 2018 rox | OJYYCHHBIX M3 PACTUTCIIBHBIX 3KCTPAKTOB,
6uonornaecky Byner mposener amaams ocTpoif TOKCHYHOCTH
AKTUBHBIX COCIHHEHHM, TONYYEHHEIX  TIPEmaparos GHonornyecky
TIOJIYYCHHBIX uz AKTHBHBIX COeIMHEHIA, OTIpeeIeHb!
PACTHTEITRHBIX MaKCHMaNBHO JOTyCTHMBIC 1036l IS H3YUCHIIS
IKCTPAKTOB. MPOTHBOBHPYCHOMN aKTHBHOCTH, BLIABNEH CHIEKTp

OCTPOTi TOKCU'IHOCTH 1IPEIIAPATOB 8 3ABHCHMOCTH
OT KJacca COEIMHCHHA H  PACTHTETHRHOrO
WCTOURMKA

2. |HM3yunth AxBaph 2019 Bynytr  momydeHBl  pesynbTaThl  M3y4eHMS
TMIPOTHBOBUPYCHYIO rox HOABPA | MPOTHBOBHPYCHOH — AKTHBHOCTH — MpenapaTo
aKTUBHOCTh 2019 roa | ouMLIEHHEIX Guotornyecky AKTHBHBIX
Tperapatos CoeIWHCHUIT B OTHONICHHN BHpYCOB  TPHTIA
OUMLIEHHEIX uenoBeKa, JKMBOTHRIX M NTHL, HCCIENoBana
Gronormaeckn C110COGHOCTH 0TODPaHHbIX HpeNaparoB
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TOKCHYHOCTBIO M BBICOKOH [POTHBOBMPYCHOI
AKTHBHOCTBIO.
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PeTIeH3MPYeMBIX 3apyGeKHBIX i
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TenyJeBLIM HMMakT-(hakTopoM,
YUACTHe B HAYUHOIH KOH(epeHUnH,

TIPHTIATO
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7146 XyMbICTbI KYpri3y yuliH Herizaeme 7137 KywuTizGenik sxbinnap GofbiHia Bap- | 1- 2- 3-
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08 PecryOnuKanbIK FbUIbIMH- 22 Tancbipbic GepyuiHiK KapaxaTbl
TexHHKanb!K Garnapnama (PFTB) 04 MeHuwiKTi Kapaxat
09 Cananbik (cekTopanbasl) 6araapaama 15 XanbikapaiblK rpaHTTap, Kopjap
10 Ipreni seprreynep 6arnapnamacel (I35) | 31 Backanap

11Konnanbansl 3eprreynep Garaapiamach
12 MHHOBaLHsANbIK %062
13 I3neny (Toyekennik) xo6a

(FBLIBIM KOpbI) 7191 Xymsic Typi
17 Cpaut
25 MemnekeTapanbik 6arnapiaama 39 Ipreni FbUIBIMH-3EPTTEY XKYMbIChI
26 Xanvikapanbik Oarnapnama
34 MMHHCTPAIKTIH TanchipMachl 48 Konnan6anbl FblILIMH-3€PTTEY KYMBICHI
43 blHTans! 57 ToxipuGeni-KOHCTPYKTOPJIbIK,
52 ¥HbIMMEH LIApT XKacay *obanay-KOHCTPYKTOPJbIK
61 Ouipnik Garnapnama’, 66 JKoGanay-TeXHONOrHANbIK
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1332 MUHHCTPJIIKTiH (B€IOMCTBOHbIH) KbICKAPTBLIFaH aTaybl
BFM KP FK

2151 YHbIMHbIH TOJIBIK aTaybl

Kasakctan Pecny6nnkachl bitim xkane Foitbim Munncrepairi Fouibim KomureTinin «MukpoGronorns xaxe Bupyconorus
Hncrury oy Lapyamsuibik XKyprisy Kyksirsinnarsi PecnyGankaisik Memnekettik Kocinopsissl

2358 YHBIMHBIH KbICKapTBUIFAH ataybl KP BFM FK «MBH» LUK PMK

2655 ¥ibIMHBIH MeKeH-Kaiibl (MHIeKe, pecnybnuka, o6nbic, Kata, Kelue, Yif)

I 050010, Kasakcran, Anmatsl K., Beren6ait 6ateip keu., 103
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9126 Tancbipbic Gepy1ui

Kasakctau Pecrybankacst Binim xkote Fouibim Munncrepairi Foutbim KomuteTinin
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Bupycka kapcel »kaHa npenaparTap jkacay yuriH KasakcTaHHBIH ©CIMIIKTep AYHHECIHEH
albIHFaH GHOMOTHSIBIK GenceHi KOChUILICTAPIBIH BHPYCKA Kapehl jKOHE HMMYHbl KYLUICHTKILI
GeJceHIiTiriH i31ecTipy xoHe 3eprrey.

9153 Kyrinerin HoTHKENED

Kasakcranmeik  ¢nopa  eciMaiKTepiHeH aiIbIHATBIH  CBHIFBIHABUIAPABI BHPYCKA Kapehl
GencenainikTiH GONyBIHA KOHE AHTHBHPYCTHIK GeJCeHMINIKKe He YIrijepai aHbIKTayFa apHaJIFaH.
En xoraps! BHpycKa Kapebl GesceHaiiKKe He oCiMAIIK CHIFBIHABLIAPBIHAH OUONOrHSNBIK GesceH i
KOCBUTLICTAP/IBIH Ta3apTBUIFAH MpernaparTapblH aHBIKTAY JKOHE aly. Gcmmk CBIFBIH/bLIAPbIHAH
aNBIHFAH TA3apThUIFAH OHONOTHSIBIK GenCeHIi KOCBUIBICTAP/IBIK erxlp YBITTBUIBITBIH 3EPTTEY.
Anam, jkaHyaprmap JKOHe KyC TyMaybIHBIH BHPYCTapblHa, OHBIH ilUiHAe KOpiliKKe Te3iMui
ITAMIAPFa Kapchl OGHONOTHANBIK OenceHii KOCBHUIBICTAPIBIH TA3apTHUIFAH IpeNnapaTTapbIHbIH
BHpYCKa Kapcel Oencenainmirin - 3eprrey. JKaHyapnapiaarbl — 3KCIIEPUMEHTTIK — TyMaybIH
MHQEKUUACBIHBIH YATiCi GOMBIHINA, TAHJAIFAaH IeprnapaTTapAblH ar3aHbl KYKTHIPYAaH KOpray
YUIiH XOHe MH(EKLHs Ke3iHIe Tymay BHPYCHIHBIH KeOeroiH 6IoKkTay MyMKIHIIKTEpiH 3epTTey.
ThIM TeMEH yBITTBUIBIFBI Oap KoHE ar3aHbl TyMayJaH JKYKTBIPYJaH KOPFAHTBIH [EpPCIIEKTHBABI
Gip npenaparThl TaHAay. OcimMaik TekTec Gip TanaaIFaH BUPYCKa KapChl MpenaparThIH TepaneBTik
JKOHE aIIBIH-alyNblH CXEMasapblH o3ipiney. Bip TaHzanraH BHpycKa Kapchl HpemnapaTThl XoHe

OHBIH OHJIpyre apHajfaH HOPMATHBTIK-TEXHHKIBIK KyKaTTaMaHbl JKacay TEXHOJIOTHSCHIH
a3ipuey.

543%{(% k 00186

Teri,aTbl,oKECiHiH aTbl FoiibiMu aopexeci, Koy Moy op Hbl
FbUIbIMH aTaFbl A« ‘g'):»eg iy .
Yiibim 6111 6210 ; ? D
KeTekulic Cananos A K. 6.r.1., npod. 7
HKymbic ,6'120 6228 f
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5634 BOK uHaekci 5274 'eonkop umd)p\l
[578.832 ] [
5616 TaKbIpbINTbIK aitaapnap KOJibl
[34.25.23 [34.2537 [ T

5643 Tyiiinai cesnep

Buonorusnbik Genceni KochuibicTap
Ocimaikrep

Bupycka kapebl Gencenainik

Tymay Bupychl

Jopinik npenapatrap
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