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РЕФЕРАТ

114 беттер, 17 суреттер, 2 кестелер, 35 дереккөздер, 7 қосымшалар.

БИОЛОГИЯЛЫҚ БЕЛСЕНДІ ҚОСЫЛЫСТАР, ӨСІМДІКТЕР, ВИРУСҚА ҚАРСЫ БЕЛСЕНДІЛІК, ТҰМАУ ВИРУСЫ, ТҰМАУҒА ҚАРСЫ ПРЕПАРАТТАР
Зерттеу нысандары: өсімдік сығындылары, фенолдар, флавоноидтар, ксантондар, тұмау вирусы.

Жұмыста иммунологиялық, вирусологиялық және молекулярлық-биологиялық зерттеулерге арналған аспаптық және әдістемелік қамтамасыз ету қолданылды.

Жобаның мақсаты Қазақстан флорасы өсімдіктерінде вирусқа қарсы белсенділігі бар биологиялық белсенді қосылыстарды анықтау және оларды тұмау вирусына қатысты тиімді жаңа перспективалық профилактикалық және терапиялық дәрілік препараттарды жасау үшін зерттеу болып табылады.

Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде мынадай негізгі нәтижелер алынды:

Betulaceae, Crassulacea, Leguminosae, Lamiaceae және Caryophyllaceae тұқымдастарына жататын Қазақстан флорасы өсімдіктерінің 40 сығындысының вирусқа қарсы белсенділігіне алғашқы скрининг жүргізілді; тұмау вирусының көбеюін басуға қабілетті 13 перспективті үлгі анықталды, іріктелген сығындылардан 1-ден 5 мг/жануарға дейінгі доза интервалында уыттылығы аз препараттарға жататын 9 қосылыс бөлінді. 0,025 мкг/мл-ден 1,25 мкг/мл-ге дейінгі дозалар диапазонында мангустин, эллаг қышқылы және 6-метоксикверцетин ең айқын вирусқа қарсы қасиеттерге ие екендігі анықталды. Эллаг қышқылы мен 6-метоксицерцетиннің айқын профилактикалық қасиеттері бар екендігі көрсетілген, ал мангустин мен 6-метоксицерцетин препараттары терапиялық қолдану кезінде жоғары вирусқа қарсы белсенділік көрсетеді және тұмау инфекциясының дамуын тежей алады.

6-метоксикверцетин өсімдік препаратының вирусқа қарсы қасиеттерін егжей-тегжейлі зерттеу кезінде оны тұмау инфекциясы үшін тиімді профилактикалық және емдік агент ретінде қолдануға болатындығы, ағзаның тұмау вирусын жұқтыруға төзімділігін арттыруға және егер инфекция пайда болса, инфекцияны болдырмауға болатындығы анықталды. 6-метоксицерцетин шөптерінен жасалған препараттың вирусқа қарсы қасиеттерін егжей-тегжейлі зерттеу барысында оны тұмау инфекциясы үшін тиімді профилактикалық және емдік агент ретінде қолдануға болатындығы, организмнің тұмау вирусымен инфекцияға төзімділігін арттыруға және инфекция пайда болған жағдайда инфекцияны блоктауға қабілетті екендігі анықталды.

Реферат

Отчет  114 с., 17 рис., 2 табл.,  35 источн.,  7 прил.
БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫЕ СОЕДИНЕНИЯ, РАСТЕНИЯ, АНТИВИРУСНАЯ АКТИВНОСТЬ, ВИРУС ГРИППА, ПРОТИВОГРИППОЗНЫЕ ПРЕПАРАТЫ
Объекты исследования: растительные экстракты, фенолы, флавоноиды, ксантоны, вирус гриппа.

В работе использовали приборное и методическое обеспечение, предназначенное для иммунологических, 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. 

В результате проведенных исследований получены следующие основные результаты:

- Осуществлен первичный скрининг противовирусной активности 40 экстрактов растений флоры Казахстана, относящихся к семействам Betulaceae, Crassulacea, Leguminosae, Lamiaceae и Caryophyllaceae, на наличие противовирусной активности; выявлено 13 перспективных образцов, способных подавлять репродукцию вируса гриппа; из отобранных экстрактов с использованием HPLC-фракционирования выделено 9 высокоочищенных малотоксичных соединений, обладающих антивирусными свойствами. 

- 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. Показано, что эллаговая кислота и 6-метоксикверцетин обладают выраженными профилактическим свойствами, а препараты мангустина и 6-метоксикверцетина проявляют высокую противовирусную активность при терапевтическом применении и способны блокировать развитие гриппозной инфекции. 

- При детальном изучении противовирусных свойств растительного препарата 6-метоксикверцетин установлено, что он может быть использован в качестве эффективного профилактического и терапевтического средства при гриппозной инфекции, способного повышать резистентность экспериментальных животных к заражению вирусом гриппа и блокировать экспериментальную гриппозную инфекцию, если заражение произошло. Показано, что наилучшими способами применения препарата 6-метоксикверцетин являются пероральный и интраназальный. Разработана технология производства противовирусного препарата 6-метоксикверцетин, составлена и утверждена нормативно-техническая документация для его экспериментального производства.
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ

В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения:

ОРВИ – острая респираторная вирусная инфекция

РНК – рибонуклеиновая кислота

КЭ – куриные эмбрионы

ЭИД – эффективная инфекционная доза

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография
TFA – трифторуксусная кислота
ACN - ацетонитрил

ХТИ – химико-терапевтический индекс

ТК50 – среднетоксичная концентрация 

ЭК50 – среднеэффективная концентрация

кДНК - комплементарная дезоксирибонуклеиновая кислота

ПЦР - полимеразная цепная реакция

StD – среднее квадратичное отклонение

ОП - оптическая плотность

РГА – реакция гемагглютинации

ТФА – трифторуксусная кислота

ВВЕДЕНИЕ

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, 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 изучение действия уже известных фармакопейных лекарственных растений, часто используемых по ограниченному числу показаний, которые, однако, содержат сложный комплекс биологически активных соединений с разносторонним фармакологическим действием. Дополнительные исследования по изучению химического состава и лекарственных свойств биологически активных соединений подобных растений представляют интерес, так как иногда позволяют выявить новый аспект их использования в медицине. 

Не умаляя значение специфической вакцинопрофилактики гриппозной инфекции, следует признать, что эффективность вакцинопрофилактики существенно зависит от степени антигенного соответствия вакцинных и эпидемических штаммов вируса, качества препаратов и условий их применения. Также большое значение имеют индивидуальные особенности иммунной системы организма, напряжённость иммунитета в зависимости от календаря прививок и т.д. [2-4]. Поэтому, наряду с совершенствованием средств вакцинопрофилактики, большое значение имеет второе направление в защите от инфекционных заболеваний – лекарственная терапия и профилактика с применением противовирусных препаратов. 
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 2020 г. входило: отработка схем терапевтического и профилактического применения противовирусного препарата растительного происхождения, разработка технологии и нормативно-технической документации для его экспериментального производства. 

Заключительный отчёт содержит материалы, ранее представленные в промежуточных отчётах: годовой отчёт 2018 года, этап проекта – «Осуществить скрининг экстрактов растений флоры Казахстана на наличие противовирусной активности, выделить очищенные биологически активные соединения с противовирусной активностью, изучить их острую токсичность», инвентарный №0218РК00481; годовой отчёт 2019 года, этап проекта – «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», инвентарный №0219РК00056.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Обоснование выбранных исследований

Грипп до сих пор представляет собой серьезную проблему для общественного здравоохранения, вызывая ежегодные сезонные эпидемии и периодические пандемии, часто сопровождаемые высокой летальностью. Течение инфекции усугубляется развитием множества осложнений, основным из которых является вторичная бактериальная пневмония, вызывающая смертельные исходы, особенно 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 ожидаемой пандемии гриппа в настоящее время является одним из основных глобальных приоритетов ВОЗ и органов общественного здравоохранения всех стран.

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.  

На сегодняшний день, для лекарственной терапии 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 ремантадину 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 сердечно-сосудистые 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. 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 используемых в традиционной медицине делают данный ресурс чрезвычайно привлекательным для поиска и создания новых противовирусных препаратов.

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.

2 Материалы и методы

2.1 Материалы

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. Для размножения вирусов гриппа использовали 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).

2.2 Методы

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% 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 105°C 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 и 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 являлся 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 отбирали 0,1 мл в полипропиленовую пробирку объемом 1,5 мл, смешивали с 0,2 мл 6М раствора гуанидинтиоцианата (ГТЦ) и инкубировали при комнатной температуре 3-5 мин. Добавляли 0,3 мл этилового спирта, перемешивали и наносили на миниколонки со стекловолокнистыми фильтрами GF/F. C помощью вакуумного насоса и устройства для фильтрации Vacuum Manifold смесь фильтровали. Далее фильтры промывали 3 мл 80% этанола и центрифугировали в течение 1 мин. При 13000 g для удаления остатков этанола. Переносили миниколонку в новую пробирку, добавляли 50 мкл воды и через 3-5 минут центрифугировали 30 сек. При 10000-13000 g. Полученный раствор РНК сразу использовали в реакции обратной транскрипции или хранили при –70ºС.

Получение кДНК. В пробирку вносили 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 вносили 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 раскапывали в лунки планшета, следя за тем, чтобы не допустить образования пузырьков воздуха в смеси. В заданные лунки вносили аликвоты кДНК (по 3 мкл) и заклеивали планшет оптической плёнкой. Центрифугировали планшет (стрип), чтобы собрать со стенок все капли. Устанавливали планшет (стрип) в амплификаторе, отмечали в программе расположение и характеристику проб, выбирали рабочий краситель.

Проводили ПЦР при следующих параметрах:

50оС – 2 мин.

95оС – 2 мин.

95оС – 3 сек, 60оС – 30 сек – 40 циклов.

В каждой серии анализов ставили два контрольных образца: положительный контроль (с РНК вируса гриппа), и отрицательный контроль (с деионизованной водой). Смеси для контрольных образцов готовили 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: image3.wmf]Y

 - 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.

3 Результаты исследований

3.1 Скрининг экстрактов растений флоры Казахстана на наличие противовирусной активности, выделение очищенных биологически активных соединений с противовирусной активностью, изучение их острой токсичности
3.1.1 Осуществить скрининг экстрактов, полученных из растений флоры Казахстана, на наличие противовирусной активности и выявить образцы, обладающие противовирусной активностью
В соответствии с задачами исследований проведен скрининг экстрактов растений флоры Казахстана, относящихся к семействам Betulaceae, Crassulacea, Leguminosae, Lamiaceae и Caryophyllaceae, на наличие противовирусной активности. Всего исследовано 40 растительных экстрактов, принадлежащих к пяти семействам высших сосудистых цветковых растений (рисунок 2). Для получения экстрактов были использованы корни, стебли и семена отобранных растений. Экстракты растительных тканей получали с помощью дробной экстракции системой органических растворителей. 
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Рисунок 2 – Семейства растений, отобранные для скрининга

Вирусингибирующую активность полученных растительных экстрактов изучали на модели эпидемически значимого вируса гриппа штамм A/Алматы/8/98 (H3N2). Титр вируса в аллантоисной жидкости составлял 108 ЭИД50/мл. Определение антивирусной активности осуществляли при одновременном инокулировании в куриные эмбрионы исследуемого экстракта и вируса в количестве 100 ЭИД50/0,2 мл. Вирусингибирующую активность оценивали по способности экстрактов подавлять инфекционность вируса через 36 часов инкубации при 37ºС. Антивирусная активность экстрактов была исследована в дозе 1 мг/мл.
В результате проведенных исследований показано, что в изученной концентрации четыре экстракта, полученные из растений семейства Lamiaceae, обладали выраженной противовирусной активностью против модельного штамма вируса гриппа (рисунок 3). Среди экстрактов, полученных из растений семейств Caryophyllaceae (7 экстрактов), Leguminosae (9 экстрактов) и Crassulacea (16 экстрактов) выраженную противовирусную активность регистрировали у двух представителей из каждого семейства. Экстракты трех видов растений, принадлежащих к семейству Betulaceae, также проявляли высокую противовирусную активность против исследованного вируса гриппа А. 
Таким образом, в результате первичного скрининга 40 экстрактов, полученных из растений семейств Betulaceae, Crassulacea, Leguminosae, Lamiaceae и Caryophyllaceae, выявлено 13 перспективных образцов, обладающих вирусингибирующей активностью в отношении вируса гриппа, принадлежащих  ко всем пяти изученным семействам флоры Казахстана. 
3.1.2 Идентифицировать биологически активные соединения в растительных экстрактах, обладающих противовирусной активностью

Растения являются основным природным источником получения биологически активных соединений, в том числе обладающих противовирусными свойствами. Биологически активные соединения растительного происхождения, имеющие противовирусные свойства, весьма разнообразны. Среди них есть такие классы соединений, как алкалоиды, кумарины, лигнаны, моно-, сескви- и тритерпеноиды, фенолы, фенилпропаноиды, хиноны, танины, тиофены, полиацетилены и флавоноиды. Механизм противовирусного действия данных препаратов разнообразен. Однако, 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 гриппозной инфекции. 

В отобранных ранее растительных экстрактах, обладающих противовирусной активностью, с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) идентифицированы основные классы биологически активных соединений (рисунки А.1, А.2). 

Показано, что в отобранных экстрактах растений семейства Betulaceae преобладающими классами биологически активных соединений являлись фенолы и 
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	По оси абсцисс – противовирусная активность в процентах, по оси ординат – цифрами обозначены виды растений: Betulaceae: 1 – Betula pendula, 2 – Córylus avellána, 3 – Alnus incana; Crassulacea: 4 – Pseudosedum lievenii, 5 – P. Longidentatum, 6 – P. Bucharicum, 7 – P. Karatavicum, 8 – P. Ferganense, 9 – Sedum aizoon, 10 – S. Alberti, 11 – S. Ewersii, 12 – S. Mugodsharicum, 13 – S. Pentapetalum, 14 – S. Purpureum, 15 – S. Telephium, 16 – S. Tetramerum, 17 – S. Acre, 18 – Sedum hybridum, 19 – Sedum camtschaticum; Leguminosae: 20 – Halimodendron halodendron, 21 – Trifolium medium, 22 – Gleditsia triacanthos, 23 – Robínia pseudoacácia, 24 – Acacia tortilis, 25 – Glycine max, 26 – Glycyrrhí́za glábra, 27 – Alhagi pseudalhagi, 28 – Hedȳsarum neglēctum; Caryophyllaceae: 29 – Dianthus sp., 30 – Gypsóphila paniculáta, 31 – Herniária glábra, 32 – Silene songarica, 33 – Stellaria media, 34 – Allochrusa gypsophiloides, 35 – Saponaria officinalis; Lamiaceae: 36 – Hyssópus officinális, 37 – Oríganum vulgare, 38 – Salvia sclarea, 39 – Scutellaria galericulata, 40 – Thymus sp.
Рисунок 3 – Противовирусная активность растительных экстрактов


фенольные кислоты. В отобранных экстрактах растений, относящихся к семействам Lamiaceae и Crassulacea, преобладающим классом биологически активных соединений являлись флавоноиды. В экстрактах растений, принадлежащих к семейству Leguminosae, обнаружено преобладание биологически активных соединений, относящихся к классу ксантонов. 
3.1.3 Получить очищенные препараты биологически активных соединений из растительных экстрактов, обладающих наиболее высокой противовирусной активностью
Вторичные метаболиты растений являются основным источником для получения биологически активных веществ, обладающих самыми разнообразными фармакологическими свойствами, в том числе противовирусной активностью. Вторичные метаболиты растений – это относительно низкомолекулярные соединения, относящиеся к различным химическим классам: дубильные вещества, ксантоны, терпеноиды, фенолы, флавоноиды, кумарины и др. В число перспективных групп для создания противовирусных препаратов с использованием вторичных метаболитов растительного происхождения входят флавоноиды, полифенолы и ксантоны. 

Из отобранных нами ранее растительных экстрактов, обладающих наиболее высокой противовирусной активностью, с использованием техники ВЭЖХ получены препараты очищенных биологически активных соединений, которые затем были охарактеризованы с помощью масс-спектрометрии (рисунки А.3-А.5). 

Было установлено, что полученные очищенные соединения с противовирусной активностью принадлежали к трем разным классам: флавоноиды (вогонин и 6-метоксикверцетин), фенолы (галловая кислота, сиреневая кислота, эллаговая кислота, хлорогеновая кислота, ресвератрол) и ксантоны (мангустин и гартанин) (рисунок А.6). 
Флавоноиды были выделены из экстрактов тканей, полученных из растений семейств Lamiaceae и Crassulacea. Ксантоны были изолированы из экстрактов тканей, полученных из растений семейства Lamiaceae. Фенолы были получены из экстрактов тканей растений семейств Betulaceae, Leguminosae и Caryophyllaceae.
Таким образом, из отобранных растительных экстрактов, обладающих выраженной противовирусной активностью, с использованием техники ВЭЖХ и масс-спектрометрии выделено и идентифицировано 9 биологически активных соединений, принадлежащих к следующим основным классам: фенолы, флавоноиды и ксантоны. Полученные очищенные препараты биологически активных соединений в дальнейшем были использованы для изучения их токсических свойств и противовирусной активности.
3.1.4 Изучить острую токсичность очищенных биологически активных соединений, полученных из растительных экстрактов
Острую токсичность 9 очищенных растительных препаратов изучали на модели белых беспородных мышей. Отобранные препараты вводили внутрижелудочно с помощью специализированного металлического атравматического зонда в максимально допустимом объеме для мышей весом 18-20 г (0,5 мл). Контрольной группе вводили фосфатный буфер в аналогичном объеме. Доза для всех препаратов составляла 1, 3, 5 мг.
Наблюдение за животными осуществляли в течение 2 недель. При вскрытии мышей патологических изменений в органах и тканях, вызванных воздействием исследуемых препаратов, не обнаружено. Установлено, что все исследуемые соединения при однократном внутрижелудочном введении не проявляли токсического действия в исследуемом интервале доз (таблица 1).
Таблица 1 – Смертность экспериментальных животных в %

	Доза, препарат
	Количество павших / общее количество животных
	Смертность

(в %)

	Контрольная группа
	0/6
	0

	Сиреневая кислота (1 мг)/20 г
	0/6
	0

	Сиреневая кислота (3 мг)/20 г
	0/6
	0

	Сиреневая кислота (5 мг)/20 г
	0/6
	0

	Хлорогеновая кислота (1 мг)/20 г
	0/6
	0

	Хлорогеновая кислота (3 мг)/20 г
	0/6
	0

	Хлорогеновая кислота (5 мг)/20 г
	0/6
	0

	Эллаговая кислота (1 мг)/20 г
	0/6
	0

	Эллаговая кислота (3 мг)/20 г
	0/6
	0

	Эллаговая кислота (5 мг)/20 г
	0/6
	0

	Галловая кислота (1 мг)/20 г
	0/6
	0

	Галловая кислота (3 мг)/20 г
	0/6
	0

	Галловая кислота (5 мг)/20 г
	0/6
	0

	Ресвератрол (1 мг)/20 г
	0/6
	0

	Ресвератрол (3 мг)/20 г
	0/6
	0

	Ресвератрол (5 мг)/20 г
	0/6
	0

	Вогонин (1 мг)/20 г
	0/6
	0

	Вогонин (3 мг)/20 г
	0/6
	0

	Вогонин (5 мг)/20 г
	0/6
	0

	Патулетин (1 мг)/20 г
	0/6
	0

	Патулетин (3 мг)/20 г
	0/6
	0

	Патулетин (5 мг)/20 г
	0/6
	0

	Гартанин (1 мг)/20 г
	0/6
	0

	Гартанин (3 мг)/20 г
	0/6
	0

	Гартанин (5 мг)/20 г
	0/6
	0

	Мангустин (1 мг)/20 г
	0/6
	0

	Мангустин (3 мг)/20 г
	0/6
	0

	Мангустин (5 мг)/20 г
	0/6
	0


Согласно «Согласованной на глобальном уровне системе классификации опасности и маркировки химической продукции» (СГС) (IV пересмотренное издание, ООН, 2011 г.) исследуемые противовирусные препараты можно отнести к V классу – малотоксичные препараты.
Таким образом, при изучении острой токсичности на модели белых беспородных мышей показано, что полученные очищенные препараты биологически активных соединений, обладающие выраженной противовирусной активностью в отношении вируса гриппа А, не проявляли острой токсичности при однократном внутрижелудочном введении в дозе до 5 мг. Согласно системе классификации опасности и маркировки химической продукции данные препараты относятся к V классу – малотоксичные препараты.
3.2 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
3.2.1 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, отобранных в результате первичного скрининга 40 экстрактов растений флоры Казахстана, относящихся к семействам Betulaceae, Crassulacea, Leguminosae, Lamiaceae и Caryophyllaceae (рисунки А.3-А.5). Изучение способности соединений подавлять репродукцию вирусов гриппа человека, животных и птиц проводили в интервале доз от 0,025 мкг/мл до 1,25 мкг/мл.

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 А.7-А.11).

Установлено, что в исследованном диапазоне доз способность изученных соединений подавлять репродукцию вируса гриппа значительно зависела от структуры соединения. Показано, что в заданном диапазоне доз хлорогеновая кислота, ресвератрол, галловая кислота, сиреневая кислота и вогонин подавляли репродукцию исследуемых штаммов вируса гриппа менее чем на 50% (рисунки А.7-А.11). 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  подавлять 50% репродукции 100 инфекционных доз вируса гриппа независимо от антигенной структуры изученных штаммов.   
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 соединения: мангустин, эллаговая кислота и 6-метоксикверцетин.

3.2.2 На модели экспериментальной гриппозной инфекции на животных исследовать способность отобранных препаратов защищать организм от инфицирования
На модели экспериментальной гриппозной инфекции на мышах проводились исследования способности отобранных препаратов защищать организм от инфицирования (профилактическая активность). Профилактическое действие препаратов в дозе 10 мг/кг исследовали при заражении мышей весом 15-25 г вирусом гриппа, штамм А/Алматы/8/98 (H3N2). 
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 4).

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 высокой 
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По оси ординат – процент защиты животных, по оси абсцисс – наименование препарата.

Рисунок 4 – Профилактическая активность растительных препаратов

способности блокировать репродукцию вируса гриппа, оцениваемой по наличию гена матриксного белка в образцах легочной ткани инфицированных мышей.
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 наиболее выраженным антивирусным действием в условиях  профилактического применения и способны эффективно предотвращать развитие гриппозной инфекции при профилактическом приеме данных препаратов.
3.2.3 На модели экспериментальной гриппозной инфекции на животных исследовать способность отобранных препаратов блокировать репродукцию вируса гриппа в случае заражения

На модели экспериментальной гриппозной инфекции на мышах проводились исследования способности отобранных препаратов блокировать репродукцию вируса гриппа после экспериментального заражения (терапевтическая активность). Терапевтическое действие препаратов в дозе 10 мг/кг изучали при заражении белых мышей весом 15-25 г. вирусом гриппа, штамм А/Алматы/8/98 (H3N2). 
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 5). Показано, что  антивирусная активность сиреневой кислоты, вогонина, эллаговой кислоты, хлорогеновой кислоты и ресвератрола при терапевтическом применении не превышала 25%. Гартонин и галловая кислота были способны блокировать репродукцию вируса гриппа на 40%. Вместе с тем, антивирусная активность мангустина и 6-метоксикверцетина при терапевтическом применении составляла 65-75%.
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По оси ординат – процент защиты животных, по оси абсцисс – наименование препарата.

Рисунок 5 – 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.

3.2.4 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 (тамифлю) и ремантадин, при испытании на различных штаммах вируса гриппа (таблица 2). 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 2 – Сравнительная оценка ХТИ растительных и коммерческих препаратов с противовирусной активностью 
	Штамм вируса гриппа
	Осельтамивир
	Ремантадин
	6-метокси кверцетин
	Мангустин
	Эллаговая кислота

	А/Владивосток/2/09 (H1N1)
	10,3
	11,0
	40,3
	24,96
	> 60,0

	А/Алматы/8/98 (H3N2)
	29,9
	30,1
	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


В результате сравнительного изучения показателей ХТИ коммерческих и  разработанных противовирусных препаратов установлено (таблица 1), что полученные экспериментальные противовирусные препараты растительного происхождения 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 на модели экспериментальной гриппозной инфекции при заражении мышей вирусом гриппа, штамм А/Владивосток/2/09 (H1N1) проведено сравнительное изучение профилактической и терапевтической активности 6-метоксикверцетина, мангустина и эллаговой кислоты в сопоставлении с коммерческими противогриппозными препаратами осельтамивир и ремантадин.

Показано, что терапевтическая противовирусная активность 6-метоксикверцетина и мангустина превышает терапевтическую активность ремантадина и сопоставима с терапевтической активностью осельтамивира (рисунок 6).
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По оси ординат – процент защиты животных, по оси абсцисс – наименование препарата.

Рисунок 6 – Терапевтическая активность растительных препаратов в сравнении с коммерческими противовирусными препаратами

По показателю профилактической антивирусной активности эллаговая кислота и 6-метоксикверцетин были сопоставимы с коммерческим противовирусным препаратом осельтамивир и превосходили ремантадин (рисунок 7).

Таким образом, из трех растительных соединений 6-метоксикверцетин обладал не только высокими значениями ХТИ, но и выраженными профилактическими и терапевтическими свойствами в отношении гриппозной инфекции. Эллаговая кислота обладала хорошей профилактической активностью, а мангустин – высокими терапевтическими свойствами. По итогам проведенных исследований для дальнейшей разработки экспериментального противовирусного препарата, эффективного для терапии и профилактики гриппозной инфекции, было отобрано очищенное соединение растительного происхождения 6-метоксикверцетин.
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По оси ординат – процент защиты животных, по оси абсцисс – наименование препарата.

Рисунок 7 – Профилактическая активность растительных препаратов в сравнении с коммерческими противовирусными препаратами

3.3 Отработать схемы терапевтического и профилактического применения противовирусного препарата растительного происхождения; разработать технологию и нормативно-техническую документацию для его экспериментального производства 

3.3.1 Отработать схему терапевтического применения отобранного противовирусного препарата растительного происхождения
В соответствии с календарным планом работ проводилась отработка схемы терапевтического применения разработанного противовирусного препарата растительного происхождения 6-метоксикверцетин (кратность применения, сроки применения и способ введения). Отработку схемы терапевтического применения препарата осуществляли в условиях экспериментальной гриппозной инфекции на мышах. Для экспериментов использовали мышей массой 20-25 г. Животных инфицировали вирусом гриппа человека, штамм А/Владивосток/2/09pdm (H1N1) в дозе 10-7.

В экспериментах сравнивали терапевтическую активность разработанного противовирусного препарата 6-метоксикверцетин и коммерческих противогриппозных препаратов: ремантадин, Олайнфарм (Латвия); тамифлю, Хоффманн-Ля Рош (Швейцария) и реленза (занамивир), Глаксо Вэллком Продакшен (Франция). Все препараты применяли перорально в дозе 200 мкг на мышь. Наблюдение за животными проводили в течение 5 дней после заражения, количество вируса определяли в легких мышей методом ПЦР в реальном времени. Установлено, что выраженный терапевтический эффект 6-метоксикверцетина наблюдается в случае применения препарата в первые 24 часа после инфицирования, подобно противогриппозным препаратам – ремантадин, реленза и тамифлю (рисунок 8). Использование препарата через 48 и 72 часа после начала инфекции снижало эффективность его действия. 
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По оси ординат – кратность уменьшения инфекционного материала в легких мышей. По оси абсцисс: 1 – 6-метоксикверцетин, 2 – ремантадин, 3 – тамифлю, 4 – реленза; 1 ряд – контрольные зараженные мыши, 2 ряд – 24 часа, 3 ряд – 48 часов, 4 ряд – 72 часа.

Рисунок 8 – Резистентность мышей к экспериментальной гриппозной инфекции, вызванной пандемическим штаммом А/Владивосток/2/09pdm (H1N1), в зависимости от сроков применения противовирусного препарата

Также было проведено изучение эффективности подавления гриппозной инфекции экспериментальным противовирусным препаратом 6-метоксикверцетин при различных способах введения. Сравнивали три способа применения препарата – интраназальный, пероральный и подкожный. Установлено, что оптимальными способами применения препарата являются интраназальное или пероральное введение.

В следующей серии экспериментов проводили изучение терапевтического действия противовирусного препарата 6-метоксикверцетин в зависимости от кратности применения. Различные группы мышей массой 20-25 г. заражали вирусом гриппа, штаммы: A/FPV/36/1 (H7N1), А/свинья/Айова/15/30 (H1N1) и А/Владивосток/2/09pdm (H1N1). После заражения инфицированным животным перорально вводили экспериментальный противовирусный препарат в дозе 200 мкг/мышь. Действие препарата изучали при однократном, двукратном и троекратном применении с интервалом введения – 24 часа после начала инфицирования. 

Наблюдение за животными осуществляли в течение 5 суток, после чего резистентность к инфекции определяли методом ПЦР в реальном времени путем выявления вируса гриппа в препаратах легких мышей.

На модели вируса гриппа A/FPV/36/1 (H7N1) показано, что терапевтическое действие препарата 6-метоксикверцетин зависело от кратности его применения. Наиболее эффективное терапевтическое воздействие препарата наблюдали при его троекратном применении. В случае однократного применения титры вируса гриппа в легких снижались  в 500 раз, при двукратном применении – в 1000 раз и при троекратном применении препарата 6-метоксикверцетин – более чем в 4000 раз (рисунок 9).

[image: image11.png]4500

4000





По оси ординат – кратность уменьшения инфекционного материала в легких мышей. По оси абсцисс: 1 – контроль (зараженные мыши); 2 – однократное применение препарата; 3 – двукратное применение препарата; 4 – троекратное применение препарата.

Рисунок 9 – Резистентность мышей к экспериментальной гриппозной инфекции, штамм A/FPV/36/1 (H7N1), в зависимости от кратности введения 6-метоксикверцетина

Сходные результаты были получены при изучении терапевтического действия препарата 6-метоксикверцетин на других штаммах вируса гриппа – А/свинья/Айова/15/30 (H1N1) и А/Владивосток/2/09pdm (H1N1).

Таким образом, в экспериментах на животных показано, что разработанный препарат растительного происхождения 6-метоксикверцетин обладает выраженным противовирусным действием в отношении вируса гриппа А различных штаммов и может быть использован в качестве эффективного терапевтического средства для блокирования гриппозной инфекции. Наилучшими способами введения препарата являются пероральный и интраназальный. Эффективность действия препарата повышается при его применении в течение первых 24 часов после начала инфицирования и значительно возрастает при троекратном применении в течение 72 часов, с интервалом в 24 часа.     

3.3.2 Отработать схему профилактического применения отобранного противовирусного препарата растительного происхождения
В соответствии с календарным планом работ было проведено изучение профилактической активности препарата 6-метоксикверцетин в отношении вируса гриппа в опытах in vivo на мышах. Профилактическое действие препарата при пероральном применении в дозе 200 мкг на мышь исследовали в отношении вирусов гриппа: A/FPV/36/1 (H7N1), А/свинья/Айова/15/30 (H1N1) и А/Владивосток/2/09pdm (H1N1). Профилактическое действие препарата оценивали при введении за 72, 48 и 24 часа до экспериментального заражения мышей вирусом гриппа. 

Действие препарата при разной кратности введения оценивали по количественному определению гена матриксного белка вируса гриппа в легких мышей через 5 дней после начала острой гриппозной инфекции при профилактическом введении 6-метоксикверцетина. Количественную оценку гена матриксного белка в образцах осуществляли с помощью TaqMan пробы методом ПЦР в реальном времени.

Установлено, что противовирусный препарат 6-метоксикверцетин обладает способностью снижать активность гриппозной инфекции при профилактическом применении, причем его эффективность при профилактическом использовании зависит от кратности применения. При однократном применении (за 24 часа до начала инфекции) количество вируса в легких зараженных мышей снижается в 50 раз, при двукратном применении (за 48 и 24 часа до инфицирования) количество вируса снижается в 150 раз и при троекратном применении (за 72, 48 и 24 часа до инфицирования) активность гриппозной инфекции падает более чем в 500 раз (рисунок 10). Аналогичные результаты были получены при изучении профилактического действия препарата 6-метоксикверцетин в отношении других штаммов вируса гриппа: А/свинья/Айова/15/30 (H1N1) и А/Владивосток/2/09 (H1N1).

Таким образом, при изучении профилактической активности разработанного противовирусного препарата растительного происхождения 6-метокикверцетин установлено, что данный препарат способен повышать резистентность к гриппозной инфекции, оказывает вируснейтрализующее действие на различные штаммы вируса гриппа и блокирует развитие экспериментальной гриппозной инфекции при профилактическом применении. Наиболее эффективным является троекратное применение препарата в течение 3 суток.
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По оси ординат – кратность уменьшения инфекционного материала в легких мышей. По оси абсцисс: 1 – контроль (зараженные мыши); 2 – однократное применение препарата; 3 – двукратное применение препарата; 4 – троекратное применение препарата.

Рисунок 10 – Резистентность мышей к экспериментальной гриппозной инфекции, штамм A/FPV/36/1 (H7N1), в зависимости от кратности введения 6-метоксикверцетина при профилактическом применении

3.3.3 Разработка технологии экспериментального производства противовирусного препарата
В соответствии с запланированным этапом работ отработана технология экспериментального производства нового противовирусного препарата на основе метоксифлавоноида 6-метоксикверцетин, выделенного из растения Tagetes. Конечный препарат представляет собой сухой порошок. Форма лекарственного препарата в виде сухого порошка была выбрана в связи с удобством стандартизации и стабильностью при хранении. Технология производства лекарственной формы препарата представляет собой многостадийный процесс, состоящий из двух основных этапов: 1) получение частично очищенного растительного экстракта, содержащего биологически активные соединения с противовирусной активностью; 2) получение высокоочищенного соединения с противовирусной активностью из растительного экстракта (блок-схемы получения препаратов приведены ниже). 

В качестве сырья для получения компонентов лекарственного препарата очищенного метоксифлавоноида использовали цветки растения Tagetes. Указанное сырье было приобретено в аптечной сети Республики Казахстан. 

Из исходного растительного сырья получали экстракты, содержащие необходимый компонент – метоксифлавоноид 6-метоксикверцетин.  На данном этапе сырье измельчали с использованием мельницы с различными временными интервалами и подвергали двухстадийной экстракции. Первая стадия экстракции была связана с извлечением и удалением липидного компонента. Для этого измельченное сырье обрабатывали органическим растворителем – этиловым эфиром уксусной кислоты. После завершения экстракции растворитель отделяли от растительной биомассы фильтрацией и отфильтрованную твердую фракцию высушивали при комнатной температуре. На следующем этапе для извлечения целевого продукта – метоксифлавоноида – проводили повторную экстракцию растительного материала с использованием органического растворителя этилового спирта.  Полученный экстракт отделяли от нерастворимой фазы путем фильтрации, фильтрат собирали и высушивали. 

В результате проведенных исследований установлено, что на этапе измельчения исходного сырья оптимальным размером частиц для наиболее эффективной экстракции целевого продукта являются фрагменты размером от 1 до 4 мм (рисунок 11). Уменьшение или увеличение размеров фрагментов растительного сырья приводило к уменьшению выхода целевого продукта либо за счет потерь при фильтрации, либо за счет снижения эффективности экстракции и, соответственно, выхода экстрагируемых веществ.
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По оси ординат – эффективность экстракции метоксифлавоноида в %, по оси абсцисс – групповые размеры частиц растительного сырья: 1 – от 0 до 1 мм, 2 – 1-4 мм, 3 – 5-10 мм, 4 – 10-15 мм.
Рисунок 11 – Эффективность экстракции метоксифлавоноида из растительных тканей в зависимости от размера частиц исходного сырья
Важным технологическим звеном является подбор экстрагентов для извлечения необходимых компонентов и отработка условий экстракции. В качестве экстрагента для удаления излишка липидов был выбран органический растворитель этиловый эфир уксусной кислоты. На втором этапе экстракции для извлечения целевого продукта в качестве экстрагента использовали этиловый спирт. Было подобрано оптимальное соотношение объемов экстрагируемого материала и экстрагента и отработан оптимальный режим экстракции. Установлено, что при обработке растительного сырья органическим растворителем оптимальным соотношением объемов экстрагируемого сырья и экстрагента является 1:5.  При этом наилучшие результаты достигались при двукратной экстракции биомассы (рисунки 12, 13). 
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По оси ординат – эффективность экстракции метоксифлавоноида в %; по оси абсцисс – объем органического растворителя: 1 – однократный, 2 – двукратный, 3 – трехкратный, 4 – четырехкратный, 5 – пятикратный, 6 – шестикратный, 7 – семикратный, 8 – восьмикратный, 9 – девятикратный, 10 – десятикратный.
Рисунок 12 – Эффективность экстракции метоксифлавоноида из растительных тканей в зависимости от объема растворителя
Также была проведена отработка оптимальной концентрации органического растворителя и длительности процесса экстракции. Установлено, что наиболее эффективное извлечение целевого продукта из растительного сырья достигается при концентрации органического растворителя 70% и при соотношении объемов растворитель/сырье – 5/1. Наилучшие результаты достигались при длительности экстракции в течение 3 часов (рисунки 12, 14, 15). 

В разработанной технологии последней стадией получения экстракта растительного сырья является высушивание. Были апробированы различные способы высушивания: лиофильная сушка, высушивание в потоке воздуха при температуре +45ºС, высушивание в потоке воздуха при температуре +56ºС. Установлено, что оптимальным режимом является высушивание в потоке воздуха при температуре 45ºС.
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По оси ординат – эффективность экстракции метоксифлавоноида в %, по оси абсцисс – кратность экстракции органическим растворителем: 1 – однократная, 2 – двукратная, 3 – трехкратная, 4 – четырехкратная, 5 – пятикратная.
Рисунок 13 – Эффективность экстракции метоксифлавоноида из растительных тканей в зависимости от кратности экстракции
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По оси ординат – эффективность экстракции метоксифлавоноида в %, по оси абсцисс – концентрация растворителя в %.

Рисунок 14 – Эффективность экстракции метоксифлавоноида из растительных тканей в зависимости от концентрации растворителя
Количественное и качественное содержание метоксифлавоноидов на каждой стадии технологического процесса контролировали методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Процент извлечения целевого продукта оценивали планиметрическим способом. 
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По оси ординат – эффективность экстракции в %, по оси абсцисс – длительность экстракции, часы.
Рисунок 15 – Эффективность экстракции метоксифлавоноида из растительных тканей в зависимости от длительности экстракции
Ниже приведена блок-схема получения растительного экстракта, содержащего биологически активное соединение метоксифлавоноид 6-метоксикверцетин, обладающее противовирусной активностью (рисунок 16).
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Рисунок 16 – Блок-схема процесса получения растительных экстрактов, содержащих биологически активные соединения с противовирусной активностью.

Следующим этапом технологического процесса являлось получение высокоочищенного биологически активного соединения с противовирусной активностью из частично очищенных растительных экстрактов. Для получения препарата очищенного метоксифлавоноида 6-метоксикверцетин частично очищенные растительные экстракты фракционировали методом ВЭЖХ на полупрепаративной колонке С-18 с диаметром пор 5 мкм в градиенте ацетонитрила 0-80% в присутствии ТФА. Процесс контролировали спектрофотометрически при длине волны 480 нм. Фракции, содержащие целевой продукт – очищенный метоксифлавоноид, собирали, упаривали на роторном испарителе, подвергали диализу, для удаления остатков ацетонитрила и ТФА, и лиофильно высушивали. Количественное и качественное содержание метоксифлавоноида в конечном продукте контролировали путем аналитической ВЭЖХ.

Блок схема получения очищенного препарата метоксифлавоноида 6-метоксикверцетин представлена на рисунке 17.
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Рисунок 17 – Получение очищенного препарата метоксифлавоноида 6-метоксикверцетин
На заключительном этапе технологического процесса готовили лекарственную форму противовирусного препарата в виде порошка, содержащего очищенный метоксифлавоноид 6-метоксикверцетин растительного происхождения, осуществляли оценку специфической активности препарата и его микробиологической чистоты и проводили расфасовку препарата.  

Специфическую противовирусную активность конечного продукта контролировали путем анализа вирусингибирующего действия полученного препарата на репродукцию вируса гриппа при заражении вирусом гриппа куриных эмбрионов.

Микробиологическую чистоту препарата контролировали в соответствии с требованиями к микробиологической чистоте лекарственных препаратов, фармацевтических субстанций и вспомогательных веществ для их производства (Государственная Фармакопея РК).
Готовый препарат расфасовывали в количестве 1 мг в стерильные флаконы и этикетировали. Для контроля качества препарата из каждой серии производили выборку по 2 флакона, один из которых – проверяли специфическую активность (вирусингибирующая активность на куриных эмбрионах) и стерильность. Второй флакон хранили в архиве контроля в течение 24 месяцев. 

3.3.4 Составление нормативно-технической документации для производства противовирусного препарата
В соответствии с календарным планом работ была составлена научно-техническая документация для производства и применения нового экспериментального противовирусного препарата «6-метоксикверцетин».

- Инструкция по изготовлению и контролю противовирусного препарата (приложение Б).

- Стандарт организации на противовирусный препарат (приложение В).
- Временное наставление по применению противовирусного препарата (приложение Г).
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Флора Казахстана является поистине неисчерпаемым источником биологически активных соединений, перспективных в плане создания новых лекарственных средств. Большое видовое разнообразие, значительное количество растений, уже использующихся в традиционной медицине, высокое содержание биологически активных соединений с разнообразными фармакологическими свойствами делают данный ресурс чрезвычайно привлекательным для поиска и создания новых противовирусных препаратов.

Особый интерес для создания лекарственных средств представляют вторичные метаболиты растений. Вторичные метаболиты растений – это относительно низкомолекулярные соединения, относящиеся к различным химическим классам: дубильные вещества, ксантоны, терпеноиды, фенолы, флавоноиды, кумарины и др. Вторичные метаболиты растений служат основным источником для получения биологически активных веществ, обладающих различными фармакологическими свойствами, в том числе и противовирусной активностью. Поэтому, в настоящем проекте было осуществлено выявление в растениях флоры Казахстана вторичных метаболитов,  обладающих противовирусной активностью, и их изучение для создания новых перспективных профилактических и терапевтических лекарственных препаратов, эффективных в отношении вируса гриппа.
В результате проведенных исследований получены следующие основные результаты:

1. Осуществлен первичный скрининг 40 экстрактов растений флоры Казахстана, относящихся к семействам Betulaceae, Crassulacea, Leguminosae, Lamiaceae и Caryophyllaceae, на наличие противовирусной активности. 

2. Выявлено 13 перспективных образцов, обладающих вирусингибирующей активностью по отношению к вирусу гриппа А, принадлежащих ко всем пяти изученным семействам флоры Казахстана. 

3. Из отобранных экстрактов, проявляющих выраженную антивирусную активность в отношении вируса гриппа А, с использованием методов высокоэффективной жидкостной хроматографии и масс-спектрометрии получены и идентифицированы очищенные препараты, принадлежащие к следующим классам биологически активных соединений: фенолы, флавоноиды и ксантоны. 

4. При изучении острой токсичности 9 отобранных препаратов биологически активных соединений, обладающих выраженной противовирусной активностью в отношении вируса гриппа А, показано, что в интервале доз от 1 до 5 мг/животное данные препараты не проявляют острой токсичности при однократном пероральном (внутрижелудочном) введении, что позволяет отнести их, согласно системе классификации опасности и маркировки химической продукции, к V классу – малотоксичные препараты.
5. При изучении противовирусной активности 9 очищенных препаратов биологически активных соединений в отношении различных 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 обладали мангустин, эллаговая кислота и 6-метоксикверцетин.

6. На модели экспериментальной гриппозной инфекции на животных проведено изучение способности исследуемых препаратов защищать организм от инфицирования. Установлено, что эллаговая кислота и 6-метоксикверцетин обладают выраженными профилактическим свойствами, нейтрализующими развитие экспериментальной гриппозной инфекции в случае профилактического применения препарата.

7. На модели экспериментальной гриппозной инфекции на животных изучена способность исследуемых препаратов блокировать репродукцию вируса гриппа при терапевтическом применении. Показано, что очищенные препараты мангустина и 6-метоксикверцетина проявляют высокую противовирусную активность при терапевтическом применении и способны блокировать развитие гриппозной инфекции. 
8. Установлено, что из всех изученных соединений, проявляющих противовирусные свойства, наиболее перспективным является метоксифлавоноид  6-метоксикверцетин, который не только имеет высокое значение ХТИ, но и обладает значительной профилактической и терапевтической активностью. Также показано, что эллаговая кислота имеет хорошую профилактическую активность в отношении вируса гриппа, а мангустин  обладает выраженными терапевтическими свойствами при лечении экспериментальной гриппозной инфекции.

9. При детальном изучении противовирусных свойств растительного препарата 6-метоксикверцетин установлено, что он обладает выраженным противовирусным действием в отношении широкого спектра штаммов вируса гриппа А и может быть использован в качестве эффективного профилактического и терапевтического средства при гриппозной инфекции, способного повышать резистентность организма к заражению вирусом гриппа и блокировать инфекцию, если заражение произошло. 

10. Показано, что наилучшими способами применения препарата 6-метоксикверцетин являются пероральный и интраназальный. При терапевтическом применении препарата 6-метоксикверцетин наибольшая эффективность его действия достигается в течение первых 24 часов после начала инфицирования и значительно возрастает при троекратном использовании в течение 72 часов с интервалом в 24 часа. При профилактическом применении препарата наибольший эффект достигается в случае троекратного применения каждые 24 часа в течение 3 суток, что значительно повышает резистентность организма к заражению вирусом гриппа.     

11. Разработана технология производства противовирусного препарата 6-метоксикверцетин, составлена и утверждена нормативно-техническая документация для экспериментального производства противовирусного препарата 6-метоксикверцетин.
12. По результатам исследований получены два патента Республики Казахстан; опубликованы тринадцать печатных работ, в том числе две статьи в зарубежных журналах с высоким импакт-фактором, входящих в базы данных Scopus и Web of Science, пять статей в отечественных журналах с ненулевым импакт-фактором; принято участие с публикацией в 5 международных конгрессах и одном региональном международном семинаре (приложение Д).
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ПРИЛОЖЕНИЕ А

Дополнительные рисунки к отчету
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А – экстракт растения Alnus incana, Б – экстракт растения Scutellaria galericulata.
Рисунок А.1 – Результаты анализа растительных экстрактов с использованием ВЭЖХ
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А – экстракт растения Hedysarum neglectum, Б – экстракт растения Sedum hybridum.
Рисунок А.2 – Результаты анализа растительных экстрактов с использованием ВЭЖХ
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	По оси ординат – оптическая плотность; по оси абсцисс – масс ион.
Рисунок А.3 – Масс-спектры и химическая формула фенольных соединений
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По оси ординат – оптическая плотность; по оси абсцисс – масс ион.
Рисунок А.4 – Масс-спектры и химическая формула полученных флавоноидов
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По оси ординат – оптическая плотность; по оси абсцисс – масс ион.
Рисунок А.5 – Масс-спектры и химическая формула ксантонов
[image: image33.png]HO OH
OH

6-MeToKcHKBEPLETUH BoroHuH Fannosas kucnota

COOH 0 o

HO. 0
o) 0 OH
o
H,CO OCH Ho
3 3 d OH W L
OH d

CVIpeHeBaﬂ KUcnota Snnarosas Kucnota XnoporeHosaﬂ KUcnota

OH OH O OH \(
IS & & o
O (o OH A7
OH
N
OH | HO

PecsepaTpon FapTaHuH MaHryctmH





Рисунок А.6 – Структурная формула исследуемых соединений
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По оси ординат – подавление репродукции в %, по оси абсцисс – доза препарата, мкг/мл.

Рисунок А.7 – Изучение дозо-зависимого эффекта вирусингибирующей активности исследуемых препаратов на модели вируса гриппа человека (пандемический вариант, устойчивый к тамифлю) А/Владивосток/2/09 (H1N1)
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По оси ординат – подавление репродукции в %, по оси абсцисс – доза препарата, мкг/мл.

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

Рисунок А.9 – Изучение дозо-зависимого эффекта вирусингибирующей активности исследуемых препаратов на модели вируса гриппа птиц A/FPV/36/1 (H7N1)
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По оси ординат – подавление репродукции в %, по оси абсцисс – доза препарата, мкг/мл.

Рисунок А.10 – Изучение дозо-зависимого эффекта вирусингибирующей активности исследуемых препаратов на модели вируса гриппа птиц, штамм А/малая крачка/Южная Африка/1/1961 (H5N3)
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По оси ординат – подавление репродукции в %, по оси абсцисс – доза препарата, мкг/мл.

Рисунок А.11 – Изучение дозо-зависимого эффекта вирусингибирующей активности исследуемых препаратов на модели вируса гриппа животных, штамм А/свинья/Айова/15/30 (H1N1)

ПРИЛОЖЕНИЕ Б 

Инструкция по изготовлению и контролю противовирусного препарата 6-метоксикверцетин
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1 ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ

Противовирусный препарат «6-метоксикверцетин» предназначен для применения в ветеринарной и медицинской практике при проведении профилактических и терапевтических мероприятий с целью ограничения распространения инфекционных заболеваний вирусной природы. Препарат используют в качестве противовирусного средства для лечения и профилактики гриппа.

Препарат «6-метоксикверцетин» представляет собой порошок, содержащий в качестве активного компонента метоксифлавоноид 6-метоксикверцетин. Перед  употреблением препарат «6-метоксикверцетин» необходимо растворить в стерильной воде и использовать в соответствии с наставлением по применению.
2 ОПИСАНИЕ ТЕХНОЛОГИЧЕСКОГО ПРОЦЕССА ИЗГОТОВЛЕНИЯ ПРОТИВОВИРУСНОГО ПРЕПАРАТА  «6-МЕТОКСИКВЕРЦЕТИН»

Получение водно-спиртового экстракта из цветков растения Tagetes erecta.
Краевые лепестки цветов Tagetes erecta измельчают до получения частиц диметром 2-3 мм. Для удаления липидов измельчённый растительный материал двукратно, в течении четырёх часов обрабатывают 5 кратным объёмом этилового эфира уксусной кислоты. Экстракцию растительного материала осуществляют 5 кратным объёмом 80% этилового спирта в течении четырёх часов, двукратно. Полученный экстракт отфильтровывают от растительного материала и высушивают при температуре не выше 56°С.

Схема получения спиртового экстракта из цветов Tagetes erecta.
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Получения 6-метоксикверцетина из спиртового экстракта цветов Tagetes erecta.

6-метоксикверцетин получают путем фракционирования методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Разделение проводят в градиенте ацетонитрила 0-80% в присутствии 0,1% трифтороуксусной кислоты (ТФА) на колонке типа C18, с диаметром пор 5мкм. Контроль за хроматографическим процессом осуществляют спектрофотометрическим методом при длинах волн 208, 254 и 353нм. Полученные сапонинсодержащие фракции высушивают. 

Схема получения 6-метоксикверцетина из спиртового экстракта цветов Tagetes erecta 
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После высушивания препарат в стерильных условиях фасуют и укупоривают в стеклянные флаконы.

3 КОНТРОЛЬ АКТИВНОСТИ И СПЕЦИФИЧНОСТИ ПРОТИВОВИРУСНОГО ПРЕПАРАТА «6-МЕТОКСИКВЕРЦЕТИН»

3.1 Комплектность
В комплект набора входят следующие компоненты:

	1) 1)
Стеклянный флакон объёмом 5 мл содержащий высушенный порошок противовирусного препарата, рассчитанного на определённое количество доз: 10.
	1 флакон



	2) Инструкция по применению
	1 штука


3.2 Подготовка рабочего раствора противовирусного препарата:

Стерильным шприцом во флакон с препаратом вносят стерильную воду для инъекций в объёме согласно вложенной инструкции. Флакон встряхивают до полного растворения препарата. Приготовленный рабочий раствор препарата используют непосредственно после приготовления или сохраняют в стерильных условиях при 2 – 8 0С не более 5 дней.

3.3 Применение противовирусного препарата

Полученный раствор препарата в количестве одной дозы вводят однократно интраназально, перорально. 

3.4 Метод отбора проб

3.4.1 Для проверки качества препарата из каждой серии контролер делает выборку в количестве двух флаконов с препаратом, из которых один используют для проведения испытаний, другой хранят в архиве контроля в течение 24 месяцев.

3.4.2 На архивные образцы ставят штамп «Архив», опечатывают и снабжают документами установленной формы с указанием наименования препарата, даты изготовления, номера серии и контроля, даты отбора проб, общего количества единиц упаковки, объема серии, должности и подписи лица отобравшего пробу, обозначения Регламента экспериментального производства.
3.4.3 Определение внешнего вида компонентов набора

Противовирусный препарат представляют собой аморфный, мелкодисперсный порошок с желтоватым или зеленоватым оттенком цвета.

Внешний вид препарата, наличие посторонних механических примесей, сыпучесть, контролируют визуально в проходящем свете.
Наличие посторонних примесей, плесени, хлопьев, а также изменение цвета не допускается.

3.4.4 Определение специфичности и активности

Специфичность и активность препарата определяют по его свойствам подавлять репродукцию вируса гриппа.

3.4.5 Растворимость препарата контролируют, растворяя в воде, 50 % ацетонитриле, 30 % растворе кислоты уксусной, 10 % растворе натрия гидроксида. 

Препарат мало растворим в диэтиловом эфире. Не растворим в бензоле и хлороформе.
3.4.6 Определение активности препарата основано на выявлении способности исследуемого препарата подавлять репродукцию вируса гриппа в дозе 100 ЭИД50

4 УПАКОВКА, МАРКИРОВКА, УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ТРАНСПОРТИРОВКА

4.1 Комплектность

4.1.1В комплект поставки входит препарат, расфасованный в стеклянные флаконы, закрытые резиновыми крышками и обкатанные алюминиевыми колпачками, и инструкция по применению.

4.1.2 Инструкция по применению должна быть выполнена на государственном и русском языках.

4.2  Требования к сырью и материалам

4.2.1 Применяемое для изготовления препарата сырье и материалы отечественного производства и поставляемые по импорту должны:

- соответствовать требованиям технических регламентов, стандартов, других нормативных документов, утвержденных в установленном порядке, а также договорам-контрактам на поставку импортной продукции;

- быть разрешены к применению органами Госсанэпиднадзора Республики Казахстан.

4.2.2  Для производства препарата используют следующие материалы:

- цветы Tagetes erecta (ТР ТС 021/2011 Технический регламент Таможенного союза «О безопасности пищевой продукции» (с изменениями на 8 августа 2019 года), ГОСТ 31791-2017 Эфирные масла и цветочно-травянистое эфиромасличное сырье. Технические условия)

 - дистиллированная вода по ГОСТ 6709. 

4.3 Упаковка

4.3.1 Упаковка должна соответствовать Техническому регламенту «Требования к упаковке, маркировке, этикетированию и правильному их нанесению».
4.3.2 Препарат расфасовывают на определенное количество доз: 50, 200, 1000, в стеклянные флаконы объёмом 5, 10 и 20 мл, стерильно, под вакуумом укупориваются резиновыми крышками и обкатываются алюминиевыми колпачками. 

4.3.3 Каждый флакон с препаратом и инструкцией по применению должен быть упакован в индивидуальную потребительскую тару-коробку из картона по  ГОСТ 7933 или ГОСТ 12301, обеспечивающую сохранность и целостность флаконов.

4.3.4 Коробки с препаратом в количестве 10, 25 или 50 индивидуальных упаковок должны быть помещены в транспортные ящики из гофрированного картона по ГОСТ 9142 и заклеены лентой клеевой по ГОСТ 18251 или аналогичной. 

4.4 Маркировка 

4.4.1 Маркировка должна соответствовать Техническому регламенту «Требования к упаковке, маркировке, этикетированию и правильному их нанесению». 

4.4.2 На каждый флакон, коробку и транспортный ящик должна быть наклеена этикетка из бумаги самоклеющейся или этикетка с клеевым слоем с информацией согласно требований с указанием:

На флаконе:

· названия препарата;

· количество доз;

· номер серии;

· срок годности (число, месяц, год).

На индивидуальной упаковке:

· количество доз

· логотип предприятия;

· наименование предприятия-изготовителя, его юридический адрес, телефон/факса;

· полное название препарата;

· номер серии;

· дата изготовления (число, месяц, год);

· срок годности (число, месяц, год);

· условия хранения;

· обозначение настоящего стандарта организации;

· штрих-код (при наличии).

На транспортном  ящике, дополнительно: 

· реквизиты и манипуляционные знаки, соответствующие надписям: «Хрупкое. Осторожно», “Беречь от влаги”, “Беречь от солнечных лучей”, «Ограничение  температуры».

· надпись «Биопрепараты».

4.5 Хранение препарата производится в специализированных медицинских складах, в упаковке предприятия-изготовителя при комнатной температуре.

4.6 Транспортирование препарата производится, любым видом крытого транспортного средства в соответствии с правилами перевозки грузов, действующими на транспорте данных видов.

4.7 Срок годности – 12 месяцев с даты изготовления. 

5 ХАРАКТЕРИСТИКА ПРОИЗВОДСТВЕННЫХ ОТХОДОВ, ПОРЯДОК ОБЕЗЗАРАЖИВАНИЯ И УНИЖТОЖЕНИЯ

5.1 В процессе производства противовирусного препарата «6-метоксикверцетин» на всех стадиях изготовления в конечном продукте не происходит образования и выделения в атмосферу горючих, взрывоопасных и ядовитых веществ.

5.2 Отходами производства являются измельчённый растительный материал, не представляющий какой-либо опасности и производственной ценности и который утилизируется как обычные бытовые отходы.

6. ПРАВИЛА БЕЗОПАСНОСТИ РАБОТЫ И ВЕТЕРИНАРНО-САНИТАРНОГО РЕЖИМА ПРИ ИЗГОТОВЛЕНИИ КОМПОНЕНТОВ ПРОТИВОВИРУСНОГО ПРЕПАРАТА «6-МЕТОКСИКВЕРЦЕТИН»

6.1 Общие требования безопасности при производстве препарата должны соответствовать требованиям СТ РК 1616,  СТ РК 1613.

6.2 Требования безопасности, производственной санитарии и санитарно-противоэпидемического режима должны соответствовать требованиям ГОСТ 12.1.008.

6.3 Способы обеспечения систем предотвращения пожара и противопожарной защиты, а также организационно-технических мероприятий по предотвращению пожара проводят согласно Техническому регламенту «Общие требования к пожарной безопасности» и Техническому регламенту «Требования к безопасности пожарной техники для защиты объектов», СТ РК 1174 и  ГОСТ 12.1.004.

6.4 Предельно-допустимая концентрация вредных веществ в воздухе рабочей зоны производственных помещений по  ГОСТ 12.1.005.

6.5 Контроль воздуха рабочей зоны проводят в соответствии с  ГОСТ 12.1.007.

6.6 Условия труда на рабочих местах должны отвечать требованиям СТ РК 1616, СТ РК 1613, правилам и нормам по охране труда, действующих на территории Республики Казахстан.

6.7 Производство препарата должно быть обеспечено максимальной герметичностью технологического оборудования, механизировано и автоматизировано.

6.8 Работающие с препаратами обязаны проходить предварительный медосмотр при поступлении на работу, а затем в процессе работы – периодический.

6.9 На производстве должны быть соблюдены правила личной гигиены, рабочие обеспечены санитарно-бытовыми помещениями.

6.10 При производстве с целью охраны окружающей среды должен быть организован постоянный контроль за соблюдением предельно-доступных выбросов (ПДК) в атмосферный воздух населенных мест в соответствии с требованиями ГОСТ 17.2.4.02.

6.11 Допустимые выбросы вредных веществ на предприятии должны устанавливаться в соответствии с требованиями ГОСТ 17.2.3.02.

6.12 Утилизацию препарата после истечения срока годности и серии, не выдержавшей испытания, проводят в соответствии с ГОСТ 17.0.0.01.

7. УЧЕТ ПРОИЗВОДСТВЕННЫХ ПРОЦЕССОВ

Все стадии производственного процесса изготовления и контроля каждой серии противовирусного препарата «6-метоксикверцетин» подробно записывают в специальный пронумерованный, прошнурованный и скрепленный печатью журнал сразу же по мере выполнения того или иного процесса.

8. ПРАВИЛА ПРИЕМКИ

8.1 Препарат принимают сериями. Каждая серия препарата должна быть принята отделом биотехнологического контроля (ОБТК) предприятия-изготовителя. Серией считают все количество препарата, произведенное в одном технологическом цикле (от входного контроля сырья до упаковки и маркировки готовой продукции включительно). Серия препарата предъявляется для приемки ОБТК по завершении технологического цикла ее производства. 

8.2 ОБТК предприятия-изготовителя контролирует качество упаковки, маркировки, комплектность поставки, а также соответствие показателей качества препарата требованиям настоящего стандарта организации.

8.3 Для контроля качества препарата и создания архивных образцов ОБТК предприятия – изготовителя производит выборку из разных мест серии (в начале, середине и конце) в количестве, определяемом по формуле: 

n=0,4 х (N,

где         n- объем выборки; 

N- количество упаковок, шт. 

Из выборки отбирают среднюю пробу в количестве, необходимом для испытания в трех повторах (3 коробки).

8.4 После проверки качества расфасовки, упаковки, маркировки и комплектности поставки препарат хранят в архиве до истечения срока годности.

8.5 При неудовлетворительных результатах контроля хотя бы по одному из показателей проводят повторный контроль по всем показателям двух образцов, взятых из той же серии. Результаты повторного контроля распространяют на всю серию. При неудовлетворительных результатах повторного контроля серию бракуют.

8.6 При положительных результатах контроля серии ОБТК оформляет на нее паспорт качества, в котором должны быть указаны:

- наименования предприятия-изготовителя;

- название препарата;

- состав препарата;

- количество препаратов в серии;

- номер серии препарата;

- номер и дата выдачи паспорта;

- общее  заключение по качеству серии препарата;

- дата изготовления  (число, месяц, год);

- срок годности (число, месяц, год);

- условия хранения;

- обозначение настоящего стандарта организации.

На паспорте должен стоять штамп ОБТК и подпись ответственного лица.

8.7 Паспорт на серию должен входить в комплект сопроводительной документации на продукцию. Число экземпляров (копий) паспорта каждой серии, входящих в комплект сопроводительной документации, должно быть определено в договоре на поставку препарата.

8.8 Испытания для целей подтверждения соответствия проводятся согласно техническому регламенту «Процедуры подтверждения соответствия», в соответствии с требованиями Государственной системы технического регулирования Республики Казахстан.
9 ГАРАНТИЯ ИЗГОТОВИТЕЛЯ

9.1 Предприятие-изготовитель гарантирует соответствие качества противовирусного препарата «6-метоксикверцетин», Стандарту организации на препарат «6-метоксикверцетин», Регламенту экспериментального производства при соблюдении режимов транспортировки, хранения и применения, установленных Регламентом экспериментального производства.

9.2 Срок годности противовирусного препарата «6-метоксикверцетин» – 12 месяцев со дня изготовления при комнатной температуре.

9.3 Датой изготовления противовирусного препарата «6-метоксикверцетин» считают день расфасовки компонентов в ампулы.

9.4 Рекламации на качество противовирусного препарата «6-метоксикверцетин» следует направлять предприятию – изготовителю по адресу: 050010 Алматы, ул. Богенбай батыра, 105, ТОО «Научно-производственный центр микробиологии и вирусологии», лаборатория противовирусной защиты.

10 ТРЕБОВАНИЯ БЕЗОПАСНОСТИ И ОХРАНЫОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ

10.1
 Общие требования безопасности при производстве препарата должны соответствовать требованиям СТ РК 1616,  СТ РК 1613.

10.2
 Требования безопасности, производственной санитарии и санитарно-противоэпидемического режима должны соответствовать требованиям ГОСТ 12.1.008.

10.3
 Способы обеспечения систем предотвращения пожара и противопожарной защиты, а также организационно-технических мероприятий по предотвращению пожара  осуществляют согласно Техническому регламенту «Общие требования к пожарной безопасности» и Техническому регламенту «Требования к безопасности пожарной техники для защиты объектов», СТ РК 1174 и  ГОСТ 12.1.004.

10.4 Предельно-допустимая концентрация вредных веществ в воздухе рабочей зоны производственных помещений должна соответствовать ГОСТ 12.1.005.

10.5  Контроль воздуха рабочей зоны проводят в соответствии с  ГОСТ 12.1.007.

10.6 Условия труда на рабочих местах должны отвечать требованиям СТ РК 1616, СТ РК 1613, правилам и нормам по охране труда, действующих на территории Республики Казахстан.

10.7 Производство препарата должно быть обеспечено максимальной герметичностью технологического оборудования, механизировано и автоматизировано.

10.8  Работающие с препаратами обязаны проходить предварительный медосмотр при поступлении на работу, а затем в процессе работы – периодический.

10.9 На производстве должны быть соблюдены правила личной гигиены, рабочие обеспечены санитарно-бытовыми помещениями.

10.10 При производстве с целью охраны окружающей среды должен быть организован постоянный контроль за соблюдением предельно-доступных выбросов (ПДК) в атмосферный воздух населенных мест в соответствии с требованиями ГОСТ 17.2.4.02.

10.11 Допустимые выбросы вредных веществ на предприятии должны устанавливаться в соответствии с требованиями ГОСТ 17.2.3.02.

10.12 Утилизацию препарата после истечения срока годности или серии, не выдержавшей испытания, проводят в соответствии с ГОСТ 17.0.0.01.
11 УЧЕТ ПРОИЗВОДСТВЕННЫХ ПРОЦЕССОВ

Все стадии производственного процесса изготовления и контроля каждой серии противовирусного препарата «6-метоксикверцетин»» подробно записывают в специальный пронумерованный, прошнурованный и скрепленный печатью журнал сразу же по мере выполнения того или иного процесса.
12 УКАЗАНИЯ ПО ПРИМЕНЕНИЮ ПРТИВОВИРУСНОГО ПРЕПАРАТА «6-МЕТОКСИКВЕРЦЕТИН»

Препарат должен применяться согласно утвержденной инструкции по применению.
13 СПЕЦИФИКАЦИЯ ПРИМЕНЯЕМОГО ОБОРУДОВАНИЯ,СЫРЬЯ И МАТЕРИАЛОВ

13.1 Спецификация оборудования и контрольно-измерительных приборов, характеристика оборудования

	Наименование
	Количество
	Техническая характеристика

	Качалка типа IKA® KS 260 (Германия)
	1
	Прибор предназначен для длительного взбалтывания и перемешивания растворов в бутылках, колбах и пробирках, максимальным весом 7,5 кг. Взбалтывание производится в горизонтальной плоскости, круговыми движениями. 

	Система очистки воды типа Barnstead E-pure (Германия)
	1
	Прибор предназначен для ионизационной очистки дистиллированной воды. Прибор состоит из 4 деионизирующих картриджей и системы предварительной очистки воды.

	Термостат электрический суховоздушный типа ТС-80-2
	1
	Прибор предназначен для получения и поддержания внутри рабочей камеры стабильной температуры. Термостат функционирует в интервале температур окружающего воздуха от 10 до 35 °С, относительной влажности до 80% при +25 °С и при более низких температурах без конденсации влаги. Воздух помещения не должен содержать примесей, вызывающих коррозию.

	Система ВЭЖХ типа Agilent 1100 (США)
	1
	Прибор предназначен для качественного и количественного химического анализа и фракционирования органических соединений. Прибор состоит из 5 блоков: вакуумный дегазатор, изократический насос, автосемплер, волновой детектор и компьютер для управления работой прибора и считывания данных хроматографического анализа.

	Лиофильная сушка типа “Jouan LP3” (Франция)
	1
	Лиофилизатор LP3 – компактный настольный прибор, оснащенный вакуумным насосом и системой охлаждения, интегрированными в металлический корпус прибора.

На передней крышке лиофилизатора имеется панель управления, состоящая из текстового LCD дисплея на котором отображается давление вакуума и температура и функциональных кнопок, при помощи которых производиться включение, выключение прибора и можно регулировать температуру и давление вакуума в лиофилизаторе LP3

	Весы типа AB-204S Mettler Toledo (Германия)
	1
	Весы предназначены для измерения значения веса диапазоном от 10мг до 220г, минимальная цена деления 0,1 мг.


13.2 Спецификация реактивов и химреактивов

	Наименование
	Обозначе-

ние НТД
	Показатели, обязательные для проверки

	Этиловый эфир уксусной кислоты
	ГОСТ 22300-76
	

	Этиловый спирт
	ГОСТ 5962-67
	Крепость по объёму 96,5%, проба на окисляемость – 22 минуты при 20°С, объёмная доля метилового спирта, в пересчёте на безводный спирт – не более 0,025%

	Ацетонитрил
	ТУ 6-09-14-2167-84
	Ф-198 нм

	Трифторуксусная кислота
	ТУ 6-09-3877-80
	Плотность: 1,53514 (0°C, г/см3), 1,489 (20°C, г/см3)

 Показатель преломления (для D-линии натрия): 1,285 (20°C)

 Показатель диссоциации: H0 (1) = -3,1 (25 C, )

	Холестерол
	
	5-Cholesten-3β-ol, 95-98%, C27H46O

	Таблетки для приготовления фосфатного буфера
	
	137 мM натрия хлорида, 2 мM калия хлорида, 10 мM фосфатного буфера. 1 таблетка на 100 мл дистиллированной воды, pH раствора 7,4±0,1.

	NaCl
	ГОСТ 4233-77
	

	Дистиллированная вода высокой очистки
	ФС РК 42-335-2001
	Водородный показатель рН 5.7-7.0; сухой остаток не более 0.001%; отсутствие хлоридов, сульфатов, нитритов, кальция


13.3 Спецификация прочих материалов

	Наименование
	Обозначе-

ние НТД
	Описание материалов

	Фильтры
	ТУ 2642-001-42624157-98
	Фильтровальная бумага обеззоленная «красная лента», диаметр 125 мм, доля золы 0,00097

	Колба
	
	Плоскодонная, коническая с общим объёмом на 750 мл.

	Воронка стеклянная
	
	диаметр 120 мм

	Флакон
	ТУ 9461-010-00480514-99
	Общий объём 10 мл

	Флакон
	ТУ У 25.2-22480288-004-2011
	Общий объём 5 мл

	Диализные пакеты
	
	Целлюлозная мембрана, MD10, 14x100 CLR


ПРИЛОЖЕНИЕ В

Стандарт организации на противовирусный препарат
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СТАНДАРТ ОРГАНИЗАЦИИ
Противовирусный препарат 

«6-МЕТОКСИКВЕРЦЕТИН»

1 Область применения 

Настоящий стандарт организации распространяется на противовирусный препарат «6- Метоксикверцетин» (далее по тексту – препарат), предназначенный для применения в медицинской практике при проведении профилактических и терапевтических мероприятий с целью ограничения распространения инфекционных заболеваний вирусной природы. 

Все требования настоящего стандарта организации являются обязательными.

Настоящий стандарт организации предназначен для целей подтверждения соответствия.

Настоящий стандарт организации   распространяется только с разрешения организации-держателя его подлинника ТОО «Научно-производственный центр микробиологии и вирусологии».
2 Нормативные ссылки

В настоящем стандарте организации использованы ссылки на следующие стандарты: 
Технический регламент «Требования к безопасности медицинской техники и изделий медицинского назначения» (утвержден постановлением Правительства Республики Казахстан № 529 от 07.06.2010 г.)
Технический регламент «Требования к упаковке, маркировке, этикетированию и правильному их нанесению», (утвержден постановлением Правительства Республики Казахстан за № 277 от 21.03.2008 г).
Технический регламент «Общие требования к пожарной безопасности» (утвержден постановлением Правительства Республики Казахстан за № 14 от 16 января 2009 г).
Технический регламент «Требования к безопасности пожарной техники для защиты объектов» (утвержден постановлением Правительства Республики Казахстан № 16 от 16 января 2009 года.
Технический регламент «Процедуры подтверждения соответствия». (утвержден постановлением Правительства Республики Казахстан за № 90 от 4 февраля 2008 года).
СТ РК 1174-2003 Пожарная техника для защиты объектов. Основные виды, размещение и обслуживание.

СТ РК 1613-2006 Надлежащая лабораторная практика. Основные положения.

СТ РК 1616-2006 Надлежащая клиническая практика. Основные положения.

ГОСТ 12.1.004-91 Система стандартов безопасности труда. Пожарная безопасность. Общие требования.

ГОСТ 12.1.005–88  Система стандартов безопасности труда. Общие санитарные – гигиенические требования.

ГОСТ 12.1.007–76  Система стандартов безопасности труда. Вредные вещества. Классификация и общие требования безопасности.

ГОСТ 12.1.008-76 Система стандартов безопасности труда. Биологическая безопасность. Общие требования.

ГОСТ 17.0.0.01-76 Система стандартов в области охраны природы и улучшения использования природных ресурсов. Основные положения.

ГОСТ 17.2.3.02-78 Охрана природы. Атмосфера. Правила установления допустимых выбросов вредных веществ промышленными предприятиями.

ГОСТ 17.2.4.02-81   Охрана природы. Атмосфера. Общие требования к методам определения загрязняющих веществ.

ГОСТ 6709–72 Вода дистиллированная. Технические условия.

ГОСТ 7933-89 Картон для потребительской тары. Общие технические условия.

ГОСТ 9142-90 Ящики из гофрированного картона. Общие технические условия.

ГОСТ 12301–2006 Коробки из картона, бумаги и комбинированных материалов. Общие технические условия.

ГОСТ 18251-87 Лента      клеевая      на      бумажной      основе. Технические условия.

ГОСТ 28085–89 Препараты биологические. Метод бактериологического контроля стерильности.

ПРИМЕЧАНИЕ При пользовании настоящим стандартом организации целесообразно проверить действие ссылочных стандартов и классификаторов по ежегодно издаваемому информационному указателю «Нормативные документы по стандартизации» по состоянию на текущий год и соответствующим ежемесячно издаваемым информационным указателям, опубликованным в текущем году. Если ссылочный документ заменен (изменен), то при пользовании настоящим стандартом организации следует руководствоваться замененным (измененным) документом. Если ссылочный документ отменен без замены, то положение, в котором дана ссылка на него, применяется в части, не затрагивающей эту ссылку.

3 Технические требования 

3.1  Препарат должен соответствовать требованиям настоящего стандарта организации, и выпускаться в соответствии с технологической инструкцией, утвержденной в установленном порядке. 

3.2 Характеристики

3.2.1 Препарат представляет собой порошок, содержащий 6-метоксикверцетин, выделенный из цветов растения Tagetes erecta, рассчитанный на определенное количество доз.

3.2.2 По внешнему виду, физико-химическим и биохимическим показателям препарат должен соответствовать требованиям, приведенным в Таблице 1.

Таблица 1 Aизико-химические и биохимические показатели препарата
	Наименование показателя
	Норма и характеристика

	1 Внешний вид 
	Аморфный порошок с желтоватым или зеленоватым оттенком цвета

	2 Растворимость
	Препарат растворим в 50% спирте, ацетоннитриле, растворе кислоты уксусной, растворе натрия гидроксида. Мало растворим в диэтиловом эфире. Не растворим в бензоле и хлороформе.

	3 Пенообразование
	нет.

	4 Влажность


	высушенный препарат, гигроскопичен.

	5 Сыпучесть
	При хранении комкуется.

	6 Наличие  посторонних примесей, видимых невооруженным глазом, плесени
	Не допускается.

	7 Стерильность 
	В посевах на питательных средах не должно быть роста бактериальной и грибковой микрофлоры.

	8 Активность
	Подавляет репродукцию вируса гриппа в дозе 100 ЭИД.


3.3 Комплектность

3.3.1 В комплект поставки входят флакон, содержащий препарат 6-метоксикверцетин (10 доз) и инструкция по применению.

3.3.2 Инструкция по применению должна быть выполнена на государственном и русском языках.

3.4  Требования к сырью и материалам

3.4.1 Применяемое для изготовления препарата сырье и материалы отечественного производства и поставляемые по импорту должны:

- соответствовать требованиям технических регламентов, стандартов, других нормативных документов, утвержденных в установленном порядке, а так же договорам-контрактам на поставку импортной продукции;

- быть разрешены к применению органами Госсанэпиднадзора Республики Казахстан.

3.4.2  Для производства препарата используют следующие материалы:

- цветы растения Tagetes erecta ГОСТ 24027.0-80
3.5 Упаковка

3.5.1 Упаковка должна соответствовать Техническому регламенту «Требования к упаковке, маркировке, этикетированию и правильному их нанесению».
3.5.2 Препарат расфасовывают на определенное количество доз: 10 (десять), в стеклянные флаконы объёмом 5 мл, стерильно, укупориваются резиновыми крышками и обкатываются алюминиевыми колпачками. 

3.5.3 Каждый стеклянный флакон с препаратом и инструкцией по применению должен быть упакованы  в индивидуальную потребительскую тару- коробку из картона по  ГОСТ 7933 или ГОСТ 12301, обеспечивающую неподвижность и целостность флаконов.

3.5.4 Коробки с препаратом в количестве 10 индивидуальных упаковок должны быть помещены в транспортные ящики из гофрированного картона по ГОСТ 9142 и заклеены лентой клеевой по ГОСТ 18251 или аналогичной. 

3.6 Маркировка 

3.6.1 Маркировка должна соответствовать Техническому регламенту «Требования к упаковке, маркировке, этикетированию и правильному их нанесению». 

3.6.2 На каждый флакон, коробку и транспортный ящик должна быть наклеена этикетка из бумаги самоклеющейся или этикетка с клеевым слоем с информацией согласно требованиям с указанием:

На флаконе:

· название препарата;

· количество доз;

· номер серии;

· срок годности (число, месяц, год).

На индивидуальной упаковке:

· количество доз

· логотип предприятия;

· наименование предприятия-изготовителя, его юридический адрес, телефон/факс;

· полное название препарата;

· номер серии;

· дата изготовления (число, месяц, год);

· срок годности (число, месяц, год);

· условия хранения;

· обозначение настоящего стандарта организации;

· штрих-код (при наличии).

На транспортном  ящике, дополнительно: 

· реквизиты и манипуляционные знаки, соответствующие надписям: «Хрупкое. Осторожно», “Беречь от влаги”, “Беречь от солнечных лучей”, «Ограничение  температуры».
· надпись «Биопрепараты».

4 Требования безопасности и охраны окружающей среды

4.1 Общие требования безопасности при производстве препарата должны соответствовать требованиям СТ РК 1616, СТ РК 1613.

4.2  Требования безопасности, производственной санитарии и санитарно-противоэпидемического режима должны соответствовать требованиям ГОСТ 12.1.008.

4.3  Способы обеспечения систем предотвращения пожара и противопожарной защиты, а также организационно-технических мероприятий по предотвращению пожара  осуществляют согласно Техническому регламенту «Общие требования к пожарной безопасности» и Техническому регламенту «Требования к безопасности пожарной техники для защиты объектов», СТ РК 1174 и  ГОСТ 12.1.004.

4.4 Предельно-допустимая концентрация вредных веществ в воздухе рабочей зоны производственных помещений по  ГОСТ 12.1.005.

4.5  Контроль воздуха рабочей зоны проводят в соответствии с  ГОСТ 12.1.007.

4.6 Условия труда на рабочих местах должны отвечать требованиям СТ РК 1616,  СТ РК 1613, правилам и нормам по охране труда, действующих на территории Республики Казахстан.

 4.7 Производство препарата должно быть обеспечено максимальной герметичностью технологического оборудования, механизировано и автоматизировано.

4.8  Работающие с препаратами обязаны проходить предварительный медосмотр при поступлении на работу, а затем в процессе работы – периодический.

4.9  На производстве должны быть соблюдены правила личной гигиены, рабочие обеспечены санитарно-бытовыми помещениями.

4.10 При производстве с целью охраны окружающей среды должен быть организован постоянный контроль за соблюдением предельно-доступных выбросов (ПДК) в атмосферный воздух населенных мест в соответствии с требованиями ГОСТ 17.2.4.02.

4.11 Допустимые выбросы вредных веществ на предприятии должны устанавливаться в соответствии с требованиями ГОСТ 17.2.3.02.

4.12 Утилизацию препарата после истечения срока годности и серии, не выдержавшей испытания, проводят в соответствии с ГОСТ 17.0.0.01.

5 Правила приемки

5.1 Препарат принимают сериями. Каждая серия препарата должна быть принята отделом биотехнологического контроля (ОБТК) предприятия-изготовителя. Серией считают все количество препарата, произведенное в одном технологическом цикле (от входного контроля сырья до упаковки и маркировки готовой продукции включительно). Серия препарата предъявляется для приемки ОБТК по завершении технологического цикла ее производства. 

5.2 ОБТК предприятия-изготовителя контролирует качество упаковки, маркировки, комплектность поставки, а также соответствие показателей качества препарата требованиям настоящего стандарта организации.

5.3 Для контроля качества препарата и создания архивных образцов ОБТК предприятия – изготовителя производит выборку из разных мест серии (в начале, середине и конце) в количестве, определяемом по формуле: 

n=0,4 х (N,

где         n- объем выборки; 

               N- количество упаковок, шт. 

Из выборки отбирают среднюю пробу в количестве, необходимом для испытания в трех повторах (3 коробки).

5.4 После проверки качества расфасовки, упаковки, маркировки и комплектности поставки препарат хранят в архиве до истечения срока годности.

5.5 При неудовлетворительных результатах контроля хотя бы по одному из показателей проводят повторный контроль по всем показателям двух препаратов, взятых из той же серии. Результаты повторного контроля распространяют на всю серию. При неудовлетворительных результатах повторного контроля серию бракуют.

5.6 При положительных результатах контроля серии ОБТК оформляет на нее паспорт качества, в котором должны быть указаны:

- наименование предприятия-изготовителя;

- название препарата;

- состав препарата;

- количество препаратов в серии;

- номер серии препарата;

- номер и дата выдачи паспорта;

- общее  заключение по качеству серии препарата;

- дата изготовления  (число, месяц, год);

- срок годности (число, месяц, год);

- условия хранения;

- обозначение настоящего стандарта организации.

На паспорте должен стоять штамп ОБТК и подпись ответственного лица.

5.7 Паспорт на серию должен входить в комплект сопроводительной документации на продукцию. Число экземпляров (копий) паспорта каждой серии, входящих в комплект сопроводительной документации, должно быть определено в договоре на поставку препарата.

5.8 Испытания  для целей подтверждения соответствия проводятся согласно техническому регламенту  «Процедуры подтверждения соответствия», в соответствии с требованиями Государственной системы технического регулирования  Республики Казахстан.  

6 Методы контроля

6.1 Внешний вид препарата, наличие посторонних механических примесей, влажность, сыпучесть, контролируют визуально в проходящем свете.

6.2 Определение активности препарата основано на выявлении способности исследуемого препарата подавлять репродукцию вируса гриппа в дозе 100ЭИД50 на модели куриных эмбрионов.

6.3 Определение стерильности.

6.3.1 Сущность метода заключается в определении отсутствия роста бактериальной и грибковой микрофлоры в посевах из препарата на питательные среды.

6.3.2 Аппаратура, материалы и реактивы по ГОСТ 28085.

6.3.3 Техника проведения контроля стерильности

Для определения стерильности используют 10 флаконов с препаратом. Перед проведением испытания флаконы с образцами должны быть проверены на герметичность путем тщательного просмотра, после этого флаконы обрабатывают методом погружения в 3%-ный раствор перекиси водорода не менее чем на 2 мин. 

Лица, проводящие контроль стерильности, непосредственно перед работой в боксе тщательно моют руки с мылом при помощи щетки. В предбокснике обувь меняют на специальную боксовую, надевают стерильный халат, колпак или косынку и 4-слойную марлевую повязку (маску), которая должна закрывать нос и рот. При работе в боксе движения, разговоры, перемещения должны быть максимально ограничены.

В начале и в конце посева препаратов проводится обработка рук 70° спиртом, а поверхности рабочего стола 96° спиртом с последующим прожиганием.

Перед вскрытием флаконов, горлышко флакона смачивают 96° спиртом и обжигают в пламени горелки.

Содержимое флаконов растворяют в стерильной воде согласно вложенной инструкции, встряхивают до полного растворения препарата (не допускают образования пены).

 Исследуемый препарат набирают стерильной пипеткой при помощи ручной груши, предварительно автоклавированной. Перед забором препарата пустая пипетка проводится через пламя горелки, но не прокаливается. Посев каждого образца препарата производят отдельной стерильной пипеткой на внутреннюю стенку пробирки у раздела сред (необходимо избегать вдувания воздуха в питательную среду). Использованные пипетки и флаконы от препарат помещают в 3 %-ный раствор перекиси водорода и оставляют на 24 часа, после чего производится их дальнейшая обработка.

ПРИМЕЧАНИЕ 1 Запрещается прокаливать флаконы и пастеровские пипетки в пламени горелки. 

ПРИМЕЧАНИЕ 2 Запрещается производить посев пипеткой без груши (ртом). Перед посевом жидких препаратов содержимое флаконов необходимо встряхивать (т.к. микробы-контаминанты могут осесть на дно).

6.3.4 Схема контроля стерильности

6.3.4.1 Метод прямого посева

Испытание проводят путем посева из каждого флакона по 500 мкл растворённого препарата в 3 пробирки с МПБ, МПА, МГ111Б под вазелиновым маслом, агаром Сабуро или Чапека и по 1 мл в два флакона с М11Б и МППБ под вазелиновым маслом. 

Через 20 суток инкубирования из посевов во флаконах проводят пересев на все вышеуказанные среды и выдерживают в течении 15 суток при температуре (37 ± 0,5) °С,  для среды Сабуро или Чапека при (22 ± 1) °С.

6.3.4.2 Учет результатов контроля стерильности

Посевы периодически просматривают в рассеянном свете и по окончании периода инкубации. Наличие роста микроорганизмов оценивается визуально по выявлению мутности, осадка, хлопьев и других микроскопических изменений. Выявленный рост микроорганизмов необходимо подтвердить микроскопированием мазков, окрашенных по Граму. В протоколах испытания отмечается: при какой температуре выявлен рост, его характер, морфологические признаки обнаруженных микроорганизмов, окраска по Граму.

Испытуемый препарат считают удовлетворяющим требованиям испытания на стерильность при отсутствии роста микроорганизмов во всех образцах. При обнаружении роста хотя бы в одной пробирке (колбе, флаконе) его подтверждают микроскопированием и повторяют испытание на стерильность на том же количестве образцов, что и в первый раз. При отсутствии роста микроорганизмов при повторном посеве испытуемый препарат считают удовлетворяющим требованиям испытания на стерильность. В случае роста микроорганизмов при повторном посеве, морфологически сходных с выявленными при первичном посеве, испытуемый препарат считают нестерильным.

Для препарата допускается только одно повторное испытание на стерильность. В случае обнаружения роста при испытании на стерильность препарата при повторении теста, независимо от характера микрофлоры, его бракуют.

Результаты контроля исследуемых препаратов регистрируются в специальных производственных журналах.

7. Хранение и транспортирование

7.1 Хранение препарата производится в специализированных медицинских складах, в упаковке предприятия-изготовителя при температуре не выше 25 (С.  
7.2 Транспортирование препарата производится, любым видом крытого  транспортного средства в соответствии с правилами перевозки грузов, действующими на транспорте данных видов.

8. Указания по применению

 Препарат должен применяться согласно утвержденной инструкции по применению.

9 Гарантии изготовителя

9.1 Предприятие-изготовитель гарантирует соответствие препарата требованиям настоящего стандарта организации при соблюдении условий транспортирования, хранения и применения.

9.2 Срок годности препарата – 12 месяцев от даты изготовления.
ПРИЛОЖЕНИЕ Г

Инструкция по применению противовирусного препарата

[image: image43.emf]
1, 2 контурные упаковки с инструкцией по применению помещают в пачку из картона.

Условия хранения

Хранить в защищенном от света месте при температуре не выше 25 ºС.

Хранить в недоступном для детей месте.

Срок годности

2 года. Не использовать препарат после истечения срока годности.

Условия отпуска из аптек

Без рецепта.
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OB30PHBIE CTATbH

MPHTH 34.25.23; 34.25.37

A.C. TYPMATAMEETOBA, A.T1. FOTOSIBJIEHCKHIA, ILI". AJIEKCIOK, B.3. BEPE3UH
TOO «Hay4HO-NPOM3BOZICTREHHBII ICHTP MHKPOGHONIONHH H BUPYCOTIOTHI», I ATMaThl

BTOPUYHBIE METABOJIMTBI PACTEHUI KAK IEPCIIEKTHBHBIA HCTOYHUK
JUJIS1 CO3IAHUS MPOTUBOBUPYCHBIX ITIPEMMAPATOB

Aunotauns

Lensio amnoii paGoThi sBifeTcs OGOGUCHHC DE3YIBTATOR W3YNCHHS NPOTHBOBHPYCHOI
AKTHBHOCTH JKCTPAKTOB pacTeHitii, OTHOCAILLIXCA K PasibiM cemeiicTsaM. Pance Hamit GbUIO 3yueHO
Goitee 70 IKCTPAKTOB PACTHIH, NPHIALIEKALUI K 32 CeMCHCTBAM BHCLINX COCYAHCTBIX PACTCHIL.
BhiGop cemeiiCTB 1 pacTenitii OCYLICCTBIICH Ha OCHOBE X BO3MOKHOIO HCMIONB3OBAHNA B HAPOHOI
seanune. TI0Ka3ano, HTO SKCTPaKTsl psisa pactennii (ropei Kasaxcrana cojepiat Ghozoriueckit
aKTHBHbIC BellccTBA, OG/AJAIONUIE  BHICOKON NPOTHBOBHpYCHOI aKTHBHOCTHIO. OCylLCCTRICHA
WICHTHOKAIIS OCHOBHBIX KJACCOB COSAMHEHIH, OGIAZAIONIIX NPOTHBOBHPYCHBIMI CBOiicTBaMI. Ha
OCHOBE PACTHTENBHbIX IKCTPAKTOR H HACTHYHO OMHILCHHBIX NPETAPATOR (IABOHOMIOR 1 CATOHHOB,
BBICICHHBIX 13 KA3IXCTAHCKUX ACTEHii, PaspaGOTaH PAA HOBBIX NIEPCTICKTHBHBIX MPOTHBOBHPYCHbIX
NpeNapaToB, OGIATAIOUIX CMIOCOBHOCTHIO MOAQBIATS HHQCKUHOHHYIO AKTHBHOCTH BHDYCA NG,
BICIIOUAs LITAMMBI, YCTOIINHBBIC K HIBECTHBIM KOMMEPUCCKIM JICKApCTBEHHbIM cpeicTBaM. Taike ¢
HCIO/L30BANMCM  BTOPUNHBIX MCTAGOJHTOB pACTEHMii PaspaGoTabl JIeKApCTBEHHbIC KOMIIOSHLL,
CI0COBHBIC HE TOBKO GAOKHPOBATS PAMHOACHIC BHPYCA TPHIII, HO 1 TIOBBILIATS HECTICUHQICCKYIO
PC3UCTCHTHOCTS OPramii3Ma 32 CHCT CTUMY/ALIN PAYIHUNbIX 3BCHECE HMMYHHOrO oTBera. Ha ocHoBe
NIPOBEACHHNbIX HCC/ICIOBANHI] TIOKA3AHO, HTO BTOPHIHBIC MCTAGOHTEL PACTHTEBHOTO NPOHCXOKCHILS, B
ACTHOCTH (MIABOHOIAL! M CAOHHNBI, ABIAIOTCA TICPCIICKTUBHEIM HCTOUHMKOM LIS CO3IQHNS HOBBIX
POTHBOBHPYCHBIX Mpenapatos. OMPEACICHb OCHOBHbIC MCXAHH3MBI NPOTHBOBHPYCHOFO ACHCTBIA
110210GHBIX NIPEIAPATOB H OTPAGOTAHEI METOHHECKIE NOJXO/bI LIS COYIANHS HOBBIX POTHBOBHPYCHBIX
ICKAPCTBEHHBIX CPEACTE WIMPOKOTO CIICKTPA JGHCTBHA C HCMIOJB30BAHHEM BLICOKO OWHUICHHBIX
GHOIOTHUCCKH AKTHBHbIX COCAMHCHII] PACTHTCABHOTO IPOHCXOKACHHA.

KII0UCBIC C0BA: NPOTHBOBHPYCHAS AKTHBHOCTH, BHPYC IPHIINA, BTOPHUHBIC MCTAGOAHTH
pactenii, IaBOHONABL, CATOMHBI,

PacTeHus MCTIONb3YIOTCS B KAYECTBE JEKAPCTBEHHBIX CPEJICTB YENOBEKOM C FIyGOKOi
npesHoctr. CoBpeMEHHas MEIMIMHA B HEMAOil CTENECHH BO3BPAIIACTCS K MCIONB30BAHHIO
(uTOnpenapaToB /uis GopsGHI C PASIHUHBIMA HEAYFAMH, 4TO OGYCIOBICHO PALOM IIPCHMYLLECTB
PACTHTEIILHBIX NPENApaToB M0 CPABHEHHIO C CHHTCTHYCCKHMHU JIEKAPCTBEHHBIMU CDE/ICTBAMH.
OCHOBHBIE NPEHMYIIECTBA PACTHTENBHBIX MPENAPATOB — 5T0, KAk MPABHIO, HH3KasA YacToTa
MOGOUHBIX peakiii, Gonee MArkoe jeficTBHE Ha OPraHM3M H BO3MOYKHOCTH JUTMTEILHOTO
TIPHMCHEHHA ¢ MEHBIINM PHCKOM OCIOKHEHHI.

B cOBpPEMEHHOM HayYHOM M MEIMLMHCKOM MHpPE HHTEPEC K (PHTOTEpANuU BhI3BAH TaKKe
TIOBLINIEHHEM TIPOJOKHTEILHOCTH JKM3HH HACC/CHHS, 4TO TPHBOAMT K  YBEIHUCHHIO
TIONY/ISIMK JTOZIEH MOKHUIIOro Bo3pacTa. JIIo[M MOKMIOro BO3pacTa, KaK NpPaBuIIo, CTPAaiOT
XPOHUUCCKUMH  3a00/1CBAHMAMH, TPCOYIOUIMMH JUIHTCABHOIO TIPHMCHCHHS JCKAPCTBEHHBIX
CPEJICTB, TIPH STOM PHCK PA3BHUTHA NMOOOYHBIX ABJICHWI JUIS JIAHHON BO3DPACTHOI KaTeropuu
mozieii  1o/ken  ObITh  MuHHMaTbHBIM. Takke (HTOTEpamHs Hrpaer oco0yl0 poih H B
TEMATPHUCCKOH MPAKTHKE, BCICACTBHE Gojee MATKOro BO3jeHCTBUA (HTONpEnapatoB
MeHbIIICH YACTOTHI OCIOKHEHHH 110 CPABHEHHIO C TPAHIHOHHOI JiekapeTBeHHOi Tepanei [1].
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A.C. Typmaramberoa, M.A. 3aiiueBa, 3.C. Omupraesa, M.C. AJuiekciok,
ALIL. Borosiiencknii, B.J. Bepesnn

BTOPHYHBIE METABOJIUTHI BBICLIMX PACTEHUI! - IEPCIIEKTUBHBIE
TPOTUBOBUPYCHBIE BEIIIECTBA

PIIT na [IXB «Hncmumym suxpoduorozuu u upycorozuu» KH MOH PK
Pecnyéiura Kazaxcman, 030010, 2. Awvami, ya. Bozentaii Gamoipa, 103
e-mail: aichyck@mail.ru

Henocrarounas 5¢peKTHBHOCTL M PA3BUTHE HEKEIATEILHBIX OGOUHBIX ABJICHHUIT HA JIEKapCTBEH-
HBIE CPE/ICTBA AB/AETCA AKTYAIbHOI POGIemMoii B MezuiHe. JIOCTHKEHHS MEAHIMHCKOIT HAyKH I
HMMYHONPOQHIAKTHKH 103BOTIIIH 32 IOCIIE/HHE FO/IbI PACKPHITS MHOTHE CTOPOHbI CIIOKHOI H MHOTOII-
JTaHOBOI NPOGIIEMBI JIeUeH A W POMIIAKTHKH OCTPBIX PECTHPATOPHBIX BUPYCHBIX MHpeKItii. OnHaKo
CO31aHHE HOBBIX POTHBOBUPYCHBLX JIeHeGHBIX M IPO(IIAKTHYECKIX PENAPATOB 10 CUX 1Op 0CTACTCH
OJIHOI M3 HanGoIee aKTYaIbHBIX IPOGIEM COBPEMEHHO BUPYCOIOrHH. Paciunpenne suanmit o 6noxu-
MHUECKOM CTPOCHHH, CBOJICTBAX BUPYCOB, & TAK/KE MEXAHH3MAX MX B3AHMOJCHCTBHS C KICTKAMH [103B0~
JIHI0 ONIPE/IEHTh OCHOBHBIC HANPABJICHHS! IOHCKA IPOTHBOBHPYCHBIX XHMHOTEPATICBTHYCCKHX CPE/ICTB.
B nociieainne rojibl Bee Gosiee BO3pacTaeT MHTEPEC K PACTHTELHOMY ChIPbIO, CoepKaleMy (aBoHOM-
JUBI, H3YUCHHIO MX XHMHUECKOTO COCTaBa H (hJapMaKoIOrHIECKHX CBOFICTB.

DaBOHOM/IbI — KPYHEH NI KJIacC PaCTHTEIbHBIX NI0MH(EHOIOB, coaepskantuii Gonee 9000
M3BECTHBIX COC/IMHEHHIT, IPEACTABAMIONMX NPOH3BOIHbIE 2-henn-Oensu-y-nnpona. Braroxaps
HOMGIEHONBHOI CTPYKTYPE OHH HIPAIOT BAKHYIO POJlh B KAYECTBE (PaKTOPOB ALIMTH! OT MHKPOOPIaHH3-
MOB, BUPYCOB, JKHBOTHBIX, HACEKOMBIX H IDYTHX BUJ10B pacTenHuii. [Teppoe coobuienne, kacaioumeecs
61OMOTHHCCKOli AKTHBHOCTH (1aBOHOWI0B, GBII0 OMYBKOBaHO B 1936 Ty MOCIIE TOFO, KaK W3 arieh-
CHHOB Gb110 BHIZIEEHO HOBOE BEIIIECTBO, KOTOPOE, KK O7IATaIH, OTHOCHIOCH K HOBOMY KIACCY BHTAMI-
HOB. DTO BEWECTBO Ha3BaH BUTaMiHOM P. [To3/1Hee GbII0 YCTAHOBIICHO, YTO 9TO BELIECTBO ABIACTCA
(1aBOHOMIOM — PYTHHOM, 4TO H OCIYIKHIIO TIOBOIOM /UIA 1aJIbHEITLIETO BBIACACHHS PA3IHUHbIX
(hI1ABOHOM/IOB 1 H3yYEHHS MEXAHH3MA HX JICHCTBHS.

1leIb10 HALIMX HCCICA0BARMIi ABAAIOCH H3yUCHUE CBA3H MEKY CTPYKTYPOii Moudenona n
HaJHUHCM POTHBOBHPYCHBIX CBOHCTE COC/MHCHIH, BBIICACHHBIX 13 Ka3aXCTAHCKHIi pacTenHii
cemeiicts Crassulaceae, Polygonaceae n Asteraceae. B xozie uccsie/10Banuii G110 yCTaHOBJIEHO, UTO JUIst
TIPOSBJICHHS BBIPAKEHHOI IPOTHBOBHPYCHOI aKTHBHOCTH (MIaBOHOM/IbI J10JIKHBI O0/IaZIaTh HEKOTOPBIMH
CTPYKTYPHBIMH XapaKTEPHCTHKAMH: HATMYME MUHHMYM TPEX I'HAPOKCHIBHBIX IPYTI B KOMbLax A 1 B;
COUCTANHE FHAPOKCHIILHBIX FPYTITI ¢ ABOIiHOI CB3bI0 C2=C3; Hamuie C8 METOKCH, FOIPOKCH FPy Il
WM TIHK03M/1a; coueTanne CS5'MeTokeH rpymnmbi ¢ 3-O NIHKO3HI0M; HATHYHE aleaHpoBanHoif 3-O
IJIOKO3bI, YTO PHBOIMT K 3HAYHTEILHOMY NIOBBILICHHIO IPOTHBOBHPYCHOIT aKTHBHOCTH COC/IMHEHHS.

PasnooGpasne cTpyKTypHBIX 0COOeHHOCTEH MOMH(EHOIOB H MHOr00GpasHe HX GHONIOrHYECKHX
CBOJCTB CO3/1a€T OCHOBY JUIsl CYLIECTBOBAHUS Psi/Ia MEXAHH3MOB 10/IaBICHHS PENPOLYKLIMH BUPYCOB.
Hanpusep, HapuHTeHItH, Hapylias 5Tail CGOPKH BUPYCHBIX HaACTHLL CONIOCTABHM ¢ ACHCTBICM HHTEp(e-
pona. Hasuume rasionsisHoii rpy bl y GOKOBbIX 3aMeCTHTEeH M0A1(EHOIA CO3IACT BOIMOKHOCTH
nojaBJieHns epMeHTaTHBHOI akTHBHOCTH Bipyca. Kemnidepou, cesisbiBasics ¢ PHK Bipyca, nogassier
PeIIHKaLHO.

TakiM 06pasoM, HOMH(EHONb PACTCHHIH ABIAIOTCH HEHCCAKACMBIM HCTOUHUKOM HOBBIX PACTH-
TeJIbHBIX PENApaToB, CIOCOOHBIX, TAK HIIM HHAYE, [10BISTh PEILTHKALIO BUPYCa.
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PACTUTEINbHLIE TEPNEHOMALI, KAK OCHOBA CO30AHUA
HOBbIX MPOTUBOBUPYCHbLIX NMPEMAPATOB

Annotayms. TepneHonabl — rpynna BTOPUYHbIX METaB0IMTOB BLICLUIMX PAaCTEHU,
KOTOpas He UMEeeT aHasforoB No pasHooGpasunio CTPYKTYPHBIX TUROB M Buo noru-
YECKOM POSIN B PEry i1 NMPOLLECCOB KNUSHE/E ATE NILHOCTU KUBbIX OPraHU3MOB.
OTa MHOrOYMCREHHas rpynna BewecTs, HacuuTbiBalowasn Gonee 23 Thicay co-
€[JUHEHNI C YCTAHOBIIEHHbIM XUMUYECKUM CTPOEHWUEM, NPeBOCXOAUT MO YMCIy
npeAcTaBuTenien Bce Apyrue Kacchl NPUPOAHbLIX coeauHenuit. Hannune npotu-
BOBMPYCHOW @aKTUBHOCTM Y pa3fiNyHbIX KNACCOB TepneHoMa0B, CBIaeTe NbCTByeT
O NEPCNeKTUBHOCTY UX U3yYeHUs AN1s UCTIONb3OBAHWA B KaYeCTBE NPOTUBOBUPYC-
HbIX cpeacTs. B paboTe Gbina nccnesosata NPOTUBOBMPYCHAA aKTMBHOCTb HEKO-
TOPbIX MOHO-, CECKBUTEPTNEHOB 1 TPUTEPNEHO BLIX CANOHNHOB. Ha Moge nn Bupyca
rpunna ¢ anturenHon opmynon H7N1 n H3N2 nokasano, 4to Bce UccnegoBaH-
Hble TPYNNbl TEPNEHONAOB MOTYT PacCMaTPUBATLCS B KAYECTBE NMEPCNEKTUBHBIX
NPOTUBOBMPYCHBIX CPECTB.

KnioueBble cnosa: BUPYC rpunna, TepneHonzbl, NPOTUBOBUPYCHAN aKTUBHOCTb.

Tyitingeme. TepneHougTep - Tipi arsanapfbly, ©MIpAK NPOLECTEPIH peTTeyaeri
KYPbINbIMABIK TYPREPAIH, XaHe B1oomMsAnbIK penaepAiH, apTypiniri TYprbicbiHaH
TEHZECI KOK XKoFapbl OCIMAIKTEPAIH, KaiTanama metabomrrep To6bl. Tabum Ko-
chinbicTapAbiy, Gacka GapsblK ToNTapbl OKINAEPIHIH, CaHbl XafbiHaH ackin TYCETIH
XUMUATLIK KYPbINbIMbl - aHblKTarkaH 23 MblHHAH actam KOCbinbiCTap/bl Kypaii-
ThiH KenTerex 3atrap ToObl. TepneHouaTepAiH, SpTypsi Knactapbiiaa BUpycka
Kapcbl 6enceHAiniktiy, 6onybl, onapabl BUpycka Kapcbkl 3aTTap peTiHae KongaHy
KafblHaH 3epTTeyaiH, 6onaiwarbii kepceTesi. XXymbicTa Keinbip MOHO-, ceckBuTEp-

Pabota BbinonkeHa B pamkax rpaHtoBoro npoekra AP05130964 (0118PK00186) domnancu-
pyemoro Munncrepcreom obpasosanns u Haykn Pecny6 nukn Kasaxcran.
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Effective Plant Extracts against Drug-Resistant Influenza Virus Strains.
N.S. Sokolova, A.P. Bogoyavienskiy, |.A. Zaitseva, V.E. Berezin
R  Production Center for Microbiology and Virology (RPCMV), Almaty, Kazakhstan

Introduction: The history of chemotherapy against viral infections begins in the late 60s and early 70s
when the antiviral properties of adamantane derivatives, amantadine and rimantadine were demonstrated,
while they were widely used during the pandemic of Hong Kong influenza 1967-1968. Over the past years,
considerable experience has been gained in the use of chematherapy drugs and new means of treating
and preventing of influenza are being developed. Unfortunately, viruses eventually develop resistance to

ich drugs through a process of mutations and natural selection. The use of plants and preparations based
on them for the treatment of various diseases is well known since antiquity. At present, the development of
medicines based on biologically active compounds of plant origin is mainly associated with the identification
and obtaining of purified substances that have some form of pharmacological action and the study of the
molecular mechanisms of their action on cells and systems of the organism.

Methods: Purified extracts obtained from plants of Kazakhstan were used as objects of the study. The
drug-resistant strains of influenza A virus AVladivostok/2/09 (H1N1) and ATern/South Africa/1/61 (HSN3)
were used in the experiments. The toxicity and specific antiviral activity of the investigated extracts were
examined in accordance with the Guidelines for Preclinical Studies of Drugs. The main criterion for studying
the specific antiviral effect of the compounds is the Selective Index, determined by the ratio of the median
toxic ration of the substance to the median effective inhibitory concentration. Rimantadine® (CAS
13392-28-4) and Tamiflu® (CAS: 196618-13-0) were used as reference preparation.

Results: Previously we found that extracts of a number of plants in the flora of Kazakhstan contain
biological active substances that have high antiviral activiy, including those against drug-resistant strains
of influenza virus. Identification of the main ciasses of compounds possessing antiviral properties has been
carried out. Based on plant extract and partally purified preparations of flavonoids and xanthones isolated
from the Kazakhstan plant Alhagi pseudalhagi, a number of new promising antiviral preparations have been
developed. These have the ability 1o suppress the infectious activity of ortho- and paramyxoviruses,
including strains resistant to known commercial medicines. As shown in our studies Alhagi pseudaihagi
flavonoids and xanthones have a pronounced antiviral activity against the drug-resistant influenza virus
strains. A high Selective index of preparations based on them and the abilty to selectively block the
reproduction of the influenza virus without toxic effects on the organism makes these compounds very
promising for further study, in order to create new highly effective ant-influenza medicines.

Conclusions: Plants are the main natural source for the production of biologically active compounds
including those possessing antiviral properties. Biologically active compounds of plant origin possessing
the antiviral properties are very diverse as well as the mechanism of their antiviral action. In the present

were evaluated the antiviral properties of purified Ahagi pseudalhagi plant extracts containing
flavonoids and xanthones. A pronounced Selective index of the representatives of this class of compounds
is a prerequisite for their further study as antivial preparations effective against drug-resistant strains.

POSTER-7

Antibiotic Treatment of Anthrax in the Southern Region of Kazakhstan.
AM. Dmitrovskiv. G A. Utepbergenova, T.V. Kuznetsova, S M. Mamadaliyev
Aimaty Branch of National Center for Biotechnology, Central Reference Laboratory, Aimaty, Kazakhstan
Intemational Kazakh-Turkish University, Kazakhstan
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PE3IOME

330 HeCBOGBPEMEHHOTO MpOBEJSHHS CAHMTAPHBIX MePONPHSTHH HA BeTepHHAPHBIX
KOHTPOTBHBIX MOCTAX CHIKAeTCA KadecTBO MNPOAYKUMH CelbCKOro Xosmictsa. OB  sTom
CBIIETETECTEYIOT BOMHIITKA HHGEKIHORHEX 3a001eBARTH (TyOepKy7es, AIYp, 7effKo3) BO MHOFHX
JKHBOTHOBOIYECKHX TOUKaX CTpaHEl. M BOT, KaK CIeACTBHe, MHOTHE OTevYecTBeHHble
TIPOMBIIUTEHHOCTH HCTIBITHIBAIOT HEe3HAWHTENBHBe MoTepH. OCOGO He yelsercs BHHMaHHe
TIPOBeIeHHIO Je3HH(EKUHOHHBIX MepOTIPHATHI, 0CO0EHHO B KHBOTHOBOTUECKHX MecTaX. OIHAKO B
HacTosIee BpeMd CO CTOPOHBI BIACTH OPTaHH3YIOTCS HeGOTBIINe BeTepHHAPHO-CAHHTAPHBIE
MePONpHSTHS, HO BCe e 3TH MepHl He HA JOKHOM ypoBHe. IIpH NPOBEJICHHH BeTEDHHAPHO -
CaHHTAPHBIX MEPONPHATHH HCTIOIB3YIOTCH NPENapaTsl ¢ HH3KOH 3((EKTHBHOCTBIO H IUIOXHMH 110
KauecTsy. IToBBIIeHHe BBICOKIX MOKa3aTeleli KAeCTBA KOHEWHOM NPOXYKIHH — 5TO, B IePBYIO
Odepens, HOPMATHHAS CHCTEMATH3AINS CAHHTAPHBIX HOPM TEXHOTOTHYECKOrO NIpOIecca H BCEro
npexnprsTis. ITo COBAM YWEHBIX H CTATHCTHYECKHM NAHHBIM, BCJeACTBHE HECOOMIOZeHHI H
HapyIIeHHS CAHATAPHO-THIHEHHYeCKHX HOPM, NPABHT nepepa(mmmnme TIpeApPHATHS TepSIoT 5-
15% roToBoii NPOAYKIHH B roAl. B pesyIbTate Hccle0BaHMIT [0ff AKTHBHOCTH TIperiapaTa
© HCTIOTB30BAHHeM GHOTOHYECKOH 3AINATH! YCTAHOBTEHO, 4T 1% i 3% KOHIeHTpAW Ipenapata
MO  ONpelefleHHI0  OJATONpHATHO  AefiCTBYIOmel  KOHIEHTPAIMH, OONAmaloT  BBICOKHMH
CBoficTBaMH B 30-MHHYTHOI SKCTIO3HIIH. VCTaROBIRHO, 710 npenapat «(lerozes»

¢ DaKTepHIIIHOM TOYKH BeTEPHHAPHOTO KOHTPOIIS JaeT BEICOKHIT pe3yIbTar.

RESUME

‘The lack of non-renewable sanitation activities on veterinary control posts is the result of the
lack of quality of agricultural production. The epidemic is associated with infectious diseases
(tuberculosis, leechosis, leukemia) and many of these live streams. And, as a matter of fact, many
uncertainties are inevitable. It does not take care of disinfectant operations, especially in livestock
areas. However, in the past few months, veterinary and sanitary activities are being organized, but not
all or part of the work. Veterinary and sanitary products are used with low efficacy and poor practices.
Promoting the high quality of finishing products - this is the first in the normalization of sanitation
norms of the technological process and of all enterprises. According to the statistics and statistical
data, the sanitary and hygienic norms of exposure and disturbance, the right to reorganize enterprises
comprise up to 5-15% of annual productions. In the result, researchers used bactericidal activity to
determine the biological effects of 1% and 3% concentrations of the preparation, based on the
favorable concentration, exposed to high bactericidal properties in the 30 minute exposure. It was
established that the «Penodez» drug with the bactericidal origin of the veterinary control has a high
resonance.

VJIK 578.825.11

Typmaravigerosa A.C., PhD

Aeciok ILT., KaHIHIAT GHOTOTHIECKHX HAYK
BorosBaercknii A.IL., T0KTop OHOMOrHYeCKHX HayK, mpodeccop
Bepesun B.3., J0KTop GHOTOTHYECKHX HAYK, Ipodeccop

TOO «Hay IHO-IPOH3BOACTBHHBII LIeHTP MHKPOGHOTIOTHH H BHPYCOTOTHID, T. ATMATEL, Pecrrybmika
Kazaxcran

TPOTHBOBHPYCHBIE CBOMCTBA 6 - METOKCHKBEPIIETHHA, BBIIEJTEHHOIO
M3 PACTEHHSA Tagetes Patula

AnHOTAUHS
MaciITa6hi 3a60TeBaeMOCTH, 3HAHTE THEIe SKOHOMITeCKHe TIOTepH, GOTBIIOE KOTHYIECTEO
COTYTCTBYIOMHX OCTOKHEHHl OMNPeelsioT 3HATHMOCTH NPOOTeMB! PECIHPATOPHBIX BHPYCHBIX
uEQexunii BO BeceM Mupe. B OTZeqsHEIe TOJHI TPHNI H PeCHHpATOPHBIE BHPYCHBIE HHGEKIMH
COCTaBIAIOT 710 40% BeeX 3a001eBaHHiT B3POCIBIX H Goree 60% cpen AeTeii. Llesro AaHHOM paboTsl
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| OuTOROMNO3MIMS 1% NPOMUIAKTIKM 1 TepaMMM rpUTIN

_“5 Phytocomposition for prevention and treatment of influenza

« | (73) Borosmaenckuil Awapefi Manaunosi (KZ); TypwaravGerosa Afixan CaGupxanosna (KZ); Bepesun Baausup Ineasaposny (KZ):
) Asexciox Maxiwa CanapGacana (KZ); Anexciox [lasea Fennasennu (KZ): 3uitucsa Mpuna Ancxceeaua (KZ); Owmpracaa dnismpa | |
| Cepuxxasmnonna (KZ)

| Bogoyavlenskiy Andrey Pavlinovich (KZ); Turmagambetova Aizhan Sabirzhanovna (KZ); Berezin Viadimir Eleazarovich (KZ); Aleksyuk
)| Madina Saparbayevna (KZ); Aleksyuk Pavel Gennadyevich (KZ); Zaytseva Irina Alckseyevna (KZ); Omirtayeva Elmira !

Serikkazinovna (KZ)

(72) Borossaencrah Awapei Mamwnonws (KZ) Bogoyavlenskiy Andrey Pavlinovich (KZ)
TypmaramGerosa Ajtxan CaGupaanosna (KZ) Turmagambetova Aizhan Sabirzhanovna (KZ)
bepesun Baaxumup Ineasaposiy (KZ) Berezin Vladimir Eleazarovich (KZ)

Asexciox Mammna Canapacsma (KZ) Aleksyuk Madina Saparbayevna (KZ)
Asexciok [Nasen [ennazseaus (KZ)
Sufiuesa Hpiia Azexceena (KZ) Zaytseva Irina Alekseyevna (KZ)
Owipraesa dabmipa Ceprkasunonna (KZ) Omirtayeva Elmira Serikkazinovna (KZ)

«¥ATTHIK SHATKEPIIK MEHILIK HHCTHTYTh) PMK AHPEKTOPHIHbIH M. |
pextopa PITI «HaunoHa bHsii MHCTHTYT MHTEAIEKTYQ1bHOM COBCTBEHHOCTIN
Executive director of RSE «National institute of intellectual property»

R N R





[image: image71.emf]
ПРИЛОЖЕНИЕ Е
Решение Локальной этической комиссии
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ПРИЛОЖЕНИЕ Ж 

Техническая спецификация и календарный план работ
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Подготовка  сырья





Измельчение сырья





Растительное сырье измельчается до получения частиц диаметром 1-4 мм





Мех.потери





Получение спиртового  экстракта  из растительного сырья





Обезжиривание сырья этиловым эфиром уксусной кислоты





Спиртовой экстракт





Маточные


растворы





Экстракция сырья 80% этиловым спиртом





Выгрузка  шрота





Сушка, фасовка, упаковка





Мех.потери





Шрот в отвал





Лиофильное высушивание





Спиртовой экстракт





Фракционирование в градиенте ацетонитрила 0-80% в присутствии 0,1% ТФА





Получение очищенных соединений из экстракта растительного сырья





Хроматография методом ВЭЖХ





Сбор фракций, содержащих тритерпеноид или метоксифлавоноид





Спиртовой экстракт растительного сырья подвергали диализу





Потери при растворении и смыве





Подготовка  материала для фракционирования





Потери при хроматографии и сборе фракций
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Подготовка  сырья





Измельчение сырья





Цветы Tagetes erecta измельчаются до получения частиц диаметром 2-3 мм





Мех.потери





Получение спиртового  экстракта  из цветов Tagetes erecta





Обезжиривание сырья этиловым эфиром уксусной кислот





Спиртовой экстракт





Маточные


растворы





Экстракция сырья 80% этиловым спиртом





Выгрузка  шрота





Сушка, фасовка, упаковка.





Мех.потери





Шрот в отвал





Лиофильное высушивание





Спиртовой экстракт





Ацетонитрил 0-80% в присутствии 0,1% ТФА





Получение 6-метоксикверцетина





Хроматография методом ВЭЖХ.





Сбор фракций 6-метоксикверцетина





Подготовка  сырья





Потери при хроматографии и сборе фракций
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Антивирус

		22.06.2018, 29.06.2018, 2.07.2018																				6/29/18										10/8/18								9/17/18								9/17/18

		ВГ шт. 2/09 (H1N1)		Процент подавления ВГ								ВГ шт. 8/98 (H3N2)		Процент подавления ВГ								ВГ шт. FPV (H7N1)		Процент подавления ВГ								ВГ шт. 5/3 (H5N3)								ПМВ Бедетта								ПМВ Сендай

		Концентрация, в %		0.00125		0.0125		0.125				Концентрация, в %		0.00125		0.0125		0.125				Концентрация, в %		0.00125		0.0125		0.125

		Ольха		87.5		100		100				Ольха		2.73		9.09		11.82				Ольха		29.1		41.7		70.9

		Ольха-1		12.5		18.75		37.5				Ольха-1		0		0		0				Ольха-1		0		0		2.9

		Ольха-2		53.75		53.75		100				Ольха-2		0		2.73		6.36				Ольха-2		35		41.7		68

		Ольха-3		21.25		33.75		66.25				Ольха-3		0		9.09		11.82				Ольха-3		35		35		41.7

		Ольха-4		16.25		21.25		21.25				Ольха-4		0		0		33.64				Ольха-4		0		5.8		35.0

		Вогонозид		8.75		16.25		46.25				Вогонозид		6.36		11.82		36.36				Вогонозид		0		0		0

		Верблюжья колючка		12.5		25		100				Верблюжья колючка		0		0		42.73				Верблюжья колючка		22.3		44.7		90.3

		Верблюжья колючка-1		0		8.75		16.25				Верблюжья колючка-1		0		0		36.36				Верблюжья колючка-1		0		0		100

		Верблюжья колючка-2		16.25		100		100				Верблюжья колючка-2		100		100		100				Верблюжья колючка-2		68		100		100

		Верблюжья колючка-3		3.75		12.5		100				Верблюжья колючка-3		0		27.27		100				Верблюжья колючка-3		5.8		100		100

		Верблюжья колючка-4		37.5		41.25		71.25				Верблюжья колючка-4		0		6.36		15.45				Верблюжья колючка-4		0		22.3		38.8

		Красный корень		100		100		100				Красный корень		100		100		100				Красный корень		100		100		100

		Иван-чай		64.94		100		100				Иван-чай		0		33.64		66.36				Иван-чай		68		70.9		100

		Анис		0		0		0				Анис		0		0		11.82				Анис		0		0		2.9

		Эсцин		50		100		100				Эсцин										Эсцин

		Чай-1		12.5		33.75		58.75				Чай-1										Чай-1

		Чай-2		41.25		71.25		100				Чай-2										Чай-2

		Лещина		21.25		21.25		33.75				Лещина										Лещина

		Галловая кислота		12.5		28.75		37.5				Галловая кислота										Галловая кислота

		Хризин		0		3.75		8.75				Хризин										Хризин

		Апельсин-1 (Гесперидин)		0		0		0				Апельсин-1 (Гесперидин)										Апельсин-1 (Гесперидин)

		Апельсин ЭА		16.25		21.25		28.75				Апельсин ЭА										Апельсин ЭА

		Томат спирт		8.75		16.25		16.25				Томат спирт										Томат спирт

		Томат ЭА		8.75		12.5		28.75				Томат ЭА										Томат ЭА

		Томат ЭА+вода		25		28.75		58.75				Томат ЭА+вода										Томат ЭА+вода

		Манго спирт		0		8.75		8.75				Манго спирт										Манго спирт

		Манго ЭА		12.5		12.5		12.5				Манго ЭА										Манго ЭА

		Манго ЭА осадок/верх		8.75		12.5		25				Манго ЭА осадок/верх										Манго ЭА осадок/верх

		ВГ шт. 2/09 (H1N1)		0.00125		0.0125						ВГ шт. 8/98 (H3N2)		0.00125		0.0125						ВГ шт. FPV (H7N1)		0.00125		0.0125						ВГ шт. 5/3 (H5N3)		0.00125		0.0125

		Ресвератрол		60		62						Ресвератрол		0		14.5						Ресвератрол		2.3		2.3						Ресвератрол		0		7.3

		Бархатцы		8		10						Бархатцы		0		40						Бархатцы		0		0						Бархатцы		1.8		3.6

		Брусника		27.5		30						Брусника		0		60						Брусника		0		0						Брусника		0		0

		КВ 8		14		100						КВ 8		0		100						КВ 8		15.9		100						КВ 8		3.6		100

		РАМ 5		6		14						РАМ 5		0		7.3						РАМ 5		0		0						РАМ 5		5.5		0

																																								ПМВ Бедетта								ПМВ Сендай

		Концентрация, в %		0.00125		0.0125		0.125				Концентрация, в %		0.00125		0.0125		0.125				Концентрация, в %		0.00125		0.0125		0.125												Концентрация, в %		0.0125		0.125				Концентрация, в %		0.0125		0.125

		Чай+Апельсин ЭА		16.25		21.25		71.25				Чай+Апельсин ЭА		0		5.8		54.4				Чай+Апельсин ЭА																		Эсцин+Вербл. колючка		100		100				Эсцин+Вербл. колючка		100		100

		Эсцин+Вогонозид		100		100		100				Эсцин+Вогонозид		0		9.7		100				Эсцин+Вогонозид																		Эсцин+Вогонозид		100		100				Эсцин+Вогонозид		65		100

		Эсцин+Вогонозид+Апельсин ЭА		25		100		100				Эсцин+Вогонозид+Апельсин ЭА		32		68		100				Эсцин+Вогонозид+Апельсин ЭА																		Эсцин+Апельсин		100		100				Эсцин+Апельсин		100		100

		Ольха+Апельсин ЭА		53.75		75		100				Ольха+Апельсин ЭА		0		5.8		15.5				Ольха+Апельсин ЭА																		Ольха+Апельсин		5.6		12.2				Ольха+Апельсин		6.7		19.4

		Ольха+Чай		25		53.75		53.75				Ольха+Чай		0		0		2.9				Ольха+Чай																		Ольха+Вогонозид		9.4		15				Ольха+Вогонозид		0		32

		Эсцин+Вогонозид+Рутин		61.04		100		100				Эсцин+Вогонозид+Рутин		0		100		100				Эсцин+Вогонозид+Рутин		2.9		68		100												Ольха+Вербл. колючка		21.7		43.4				Ольха+Вербл. колючка		2.9		65

		Мыльнянка+Вогонозид+Рутин		0		9.09		70.13				Мыльнянка+Вогонозид+Рутин		2.73		2.73		11.82				Мыльнянка+Вогонозид+Рутин		0		0		2.9

		Мыльнянка+Вогонозид		5.19		12.99		64.94				Мыльнянка+Вогонозид		6.36		11.82		100				Мыльнянка+Вогонозид		0		0		0

		Эсцин+Вогонозид+Анис		0		100		100				Эсцин+Вогонозид+Анис		0		0		100				Эсцин+Вогонозид+Анис		0		44.7		100

		Концентрация, в %		0.006		0.0125		0.025				Концентрация, в %		0.006		0.0125		0.025				Концентрация, в %		0.006		0.0125		0.025

		Тамифлю		53.75		62.5		100				Тамифлю		9.7		15.5		80.6				Тамифлю		9.3		18		25.2

		Концентрация, в %		0.15		0.3		0.6				Концентрация, в %		0.15		0.3		0.6				Концентрация, в %		0.15		0.3		0.6

		Ремантадин		12.5		21.25		78.75				Ремантадин		2.9		19.4		100				Ремантадин		0		13.1		81.3

		Амиксин		3.75		3.75		12.5				Амиксин		9.7		12.6		22.3				Амиксин		0		0		0

		Концентрация в %, H1N1		0.001		0.005		0.025				Вирулицидная, конц. В % 0,025

		Эвкалипт		0		8		10				0.25

		Кардамон		8		8		26				0.75

		Иссоп		2		12.5		18				1.25





БЭФ-2

		Вскрытие 23.07.2018

		ВГ шт. 2/09 (H1N1)		Процент подавления ВГ

		Концентрация, в %		0.125		0.031		0.008		0.002		0.0005		0.00012		0.00003

		БЭФ-2 (Каштан/Вербл. колючка)
соотношение 1/2,67		100		100		7.2		7.2		0		0		0

		Препарат		ХТИ

				А/малая А/крачка/Южная Африка/1/61 (H5N3)		A/FPV/36/1 (H7N1)		А/Алматы/8/98 (H3N2)		А/Владивосток/2/09 (H1N1)

		БЭФ-2		20.5		51.6		31.25		32.2

		ВГ шт. 2/09 (H1N1)		Процент подавления ВГ

				0.00001		0.0001		0.001		0.01		0.02		0.03		0.04		0.05

		H1N1		100		100		100		92		69		30		5		0

		H3N2		100		98		95		90		73		42		12		0

		H7N1		100		100		100		50		26		16		9		0

		H5N3		100		100		100		97		83		47		5		0





БЭФ-2

		



H1N1

H3N2

H7N1

H5N3



Патулетин

		

		Патулетин из бархатцев - 332,26 г/моль

		Токсичность = 31,2 мг/мл

		Доза мг/мл		0.0125		0.125		1.25		ЕС50		ТК50		ХТИ

		ВГ шт. 2/09 (H1N1)		8		10		80		0.775		31.2		40.3

		ВГ шт. 8/98 (H3N2)		0		40		58		0.6		31.2		52.0

		ВГ шт. FPV (H7N1)		0		0		60		1.06		31.2		29.4

		ВГ шт. 5/3 (H5N3)		1.8		3.6		64		0.99		31.2		31.5

				ХТИ

				Оseltamivir		Ремантадин		Патулетин

		ВГ шт. 2/09 (H1N1)		29.9		30.1		40.3

		ВГ шт. 8/98 (H3N2)		10.3		11.0		52.0

		ВГ шт. FPV (H7N1)		15.3		15.2		29.4

		ВГ шт. 5/3 (H5N3)		6.7		6.0		31.5





Патулетин

		



ВГ шт. 2/09 (H1N1)

ВГ шт. 8/98 (H3N2)

ВГ шт. FPV (H7N1)

ВГ шт. 5/3 (H5N3)



Лист1

		

				0		0.01		0.13		1.25

		контроль		100		100		100		100

		6-метоксикверцетин		100		92		90		20

		вогонин		100		98		95		90

		галловая кислота		100		93		89		86

		сиреневая кислота		100		98		85		80

		эллаговая кислота		100		0		0		0

		хлорогеновая кислота		100		96		90		85

		ресвератрол		100		95		80		70

		гартонин		100		98		95		0

		мангустин		100		98		50		0

		H1N1

				0		0.01		0.13		1.25

		контроль		100		100		100		100

		6-метоксикверцетин		100		95		60		42

		вогонин		100		98		95		90

		галловая кислота		100		100		100		70

		сиреневая кислота		100		100		95		93

		эллаговая кислота		100		0		0		0

		хлорогеновая кислота		100		100		87		75

		ресвератрол		100		100		95		93

		гартонин		100		99		99		50

		мангустин		100		99		98		0

		H3N2

		0		0		0.01		0.13		1.25

		контроль		100		100		100		100

		6-метоксикверцетин		100		100		100		40

		вогонин		100		100		98		95

		галловая кислота		100		100		95		90

		сиреневая кислота		100		100		98		98

		эллаговая кислота		100		100		50		25

		хлорогеновая кислота		100		100		98		98

		ресвератрол		100		100		95		93

		гартонин		100		100		100		80

		мангустин		100		100		100		0

		H7N1

		0		0		0.01		0.13		1.25

		контроль		100		100		100		100

		6-метоксикверцетин		100		98		96		36

		вогонин		100		100		98		95

		галловая кислота		100		100		50		0

		сиреневая кислота		100		100		96		96

		эллаговая кислота		100		80		50		25

		хлорогеновая кислота		100		100		95		80

		ресвератрол		100		100		95		93

		гартонин		100		100		100		75

		мангустин		100		100		100		0

		H5N3

				0		0.01		0.13		1.25

		контроль		100		100		100		100

		6-метоксикверцетин		100		98		96		50

		вогонин		100		100		98		95

		галловая кислота		100		100		50		10

		сиреневая кислота		100		100		96		96

		эллаговая кислота		100		80		60		40

		хлорогеновая кислота		100		100		95		80

		ресвератрол		100		100		95		93

		гартонин		100		100		100		75

		мангустин		100		100		100		20

		свиной
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A.C. Typmacambemosa’, N.A. 3aliueea’, 3.C. Omupmaeea’,
H.C. Cokonoea’, A.lN. bozosieneHckul’, .A. AmaxaHoea?,
I".K. Mykywesa? C.M. AdekeHo&?, B.O. bepe3uH'’

"MIHCTUTYT MUKpoBUonornm 1 Bupyconoruu, r. Anmartsl, KasaxctaH
2MexxayHapoaHblii Hay4HO-NPOM3BOACTBEHHbIV XONANHT GUTOXUMKS,
r. Kaparanga, KasaxcrtaH

PACTUTEJIbHbIE TEPMEHOWAbI, KAK OCHOBA CO30AHUA
HOBbIX MPOTUBOBUPYCHbIX NMPEMNAPATOB

AHHOTaumsA. TeprneHonabl — rpynna BTOPUYHbLIX METaboNNTOB BbICLLNX PACTEHUN,
KOTOpas He MMeeT aHanoroB Mo pPasHOObpPa3nio CTPYKTYPHLIX TUMOB U Bruonoru-
YeCKOW ponu B perynsaummn npoLeccoB XN3HEAEeATENbHOCTM XMBbIX OPraHu3moB.
OTa MHOroyvcrneHHas rpynna BeLlecTB, HacuuTbiBalowas bonee 23 TbicAy CoO-
€OVHEHWNI C YCTaHOBMNEHHbIM XMMWUYECKUM CTPOEHWEM, MPEBOCXOAUT MO YnChy
npencTaBuTenen Bce Apyrne Krnaccbl NPUPOAHbLIX COeAnHeHnA. Hannyne npoTtu-
BOBVPYCHOW @KTVBHOCTW Y pasfnnyHbIX KNaccoB TEPNeHonaoB, CBUAETENLCTBYET
0 MepPCNeKTUBHOCTM NX N3yYeHUS A4S UCNOMNb30BaHUs B Ka4eCTBE NMPOTUBOBMPYC-
HbIX cpeacTB. B paboTe 6bina nccrnegoBaHa NpoOTUBOBUPYCHAsS aKTUBHOCTb HEKO-
TOPbIX MOHO-, CECKBMTEPMNEHOB 1 TPUTEPMNEHOBbLIX CanoHMHOB. Ha Mmofenu Bupyca
rpvnna ¢ aHtureHHon copmynon H7N1 n H3N2 nokasaHo, 4To BCe nccnenoBaH-
Hble rpynmnbl TEPNeHONAO0B MOryT paccMaTpuBaTbCsA B KavyecTBe MepCrneKTUBHbIX
NPOTVBOBUPYCHLIX CPEACTB.

KniouyeBble cnosa: Bupyc rpynna, TepneHonapl, NpOTUBOBUPYCHAsA aKTUBHOCTb.

Tyninpeme. TepneHouaTep - Tipi ar3anapablH, eMmipnik npouecTepiH peTTeyaeri
KYpbINbIMAbIK TYPRepaiH, )kaHe Guonoruanbik penaepaid, apTypniniri TypFbiCbiHaH
TEHAECI XOK >XoFapbl eciMaikTepaiH kanTanama metabonuttep Tobbl. Taburn Ko-
cbinbicTapabiH 6acka 6apnbik TonTapbl ekinaepiHiH caHbl XXafbiHaH acbin TyCeTiH
XUMUSAMBIK KYPbINbIMbl - aHbIKTanfFaH 23 MbIHHaAH actam KocbinbicTapabl Kypau-
TbIH KenTereH 3attap Tobbl. TepneHouaTepAiH apTypri KnactapbiHAa BMpYycKa
Kapcbl 6enceHainiktiH 6onybl, onapabl BUpycka Kapcbl 3aTTap peTiHae KonaaHy
XafblHaH 3epTTeyaiH 6onalarbiH kepceTei. XKymbicTa kebip MOHO-, CECKBUTEP-

Pab6oTa BbinonHeHa B pamkax rpaHToBoro npoekta AP05130964 (0118PK00186) cpuHaHcu-
pyemoro MuHuctepctBoM 06pa3oBaHust U Hayku Pecny6nukm KazaxcraH.
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Euonozus

neHaep MeH TpUTepneH canoHMHAapAbIH BUPYCKa Kapckl 6encenginiri saeprrenai.
H7N1 >xeHe H3N2 aHTureHgik chopmynacel 6ap Tymay BUPYCbIHbIH, YArinepiHae
TepneHouaTepain 6apnbik 3epTTeNnreH TonTapbiH BUPYCKa Kapchl 3aTTap peTiHae
KapacTbipyfra 6onaTtbiHbl KepceTingi.

TywniHai cespep: Tymay BMpYyChl, TEPNEHOMATTAP, BUPYCKa Kapchl 6enceHainik.

Abstract. Terpenoids the group of secondary metabolites of higher plants, which
has no analogues in terms of the diversity of structural types and biological role
in the regulation of life processes of living organisms. This large group of sub-
stances, numbering more than 23 thousand compounds with established chemical
structure, surpasses in the number of representatives all other classes of natural
compounds. The presence of antiviral activity in various classes of terpenoids
indicates the prospects of their study for use as antiviral agents. The antiviral
activity of some mono-, sesquiterpenes and triterpene saponins was investigated
in the work. It was shown that all studied groups of terpenoids can be considered
as promising antiviral agents on the model of influenza virus with the antigenic
formula H7N1 and H3N2.

Keywords: influenza virus, terpenoids, antiviral activity.

BBepeHue. 'punn n gpyrme ocTpble pecnmpaTtopHble BUPYCHbIE WH-
dekumn (OPBW) 3aHMMaloT BegyLlee MECTO B MHPEKLIMOHHOM NaTonormm
yenoseka, coctaBnsad oT 75 oo 90% Bcex crnyyaeB MHPEKLUNOHHBIX 3a-
6oneBaHuin. EXXerogHo, Mo CTaTUCTUYECKUM OaHHbBIM, HA OO0 rpunna u
OPBW npuxoauntcs okono 40% BpeMEeHHOM HeTpy[oCcnocoBHOCTH, a Konu-
YeCTBO 3aperncTpuMpoBaHHbIX Crydyaes 3aborneBaHni B Mupe npeBbILaeT
70 mMnH. yenoBek [1].

HecmoTps Ha To, YTO BakuMHONPOMUNAKTUKA SABMASIETCA OCHOBHbIM
COEepPXNBaOLLUM UHCTPYMEHTOM A5 NPeAO0TBPALLEHNS pacnpoCTpaHeHUs
rpynna, B CUny psga npuunH, Taknx Kak MHOroobpasme 3TUOSTOrM4ecKmx
(aKTOpOB, CMEeHa aHTUTEHHbIX XapaKTepUCTHK BO30yanUTenen, ocCoOOGEHHO-
CTV NHANBUAYANbHOIO W KOSNNEKTUBHOIO MMMYHUTETa U T.4., OHa He B CO-
CTOsAHMM 0BecneyvnTb MOSHYHK 3alMTy HaceneHus oT rpunna [2, 3]. 3ToT
BOMPOC HanpsiMyto cBsA3aH ¢ 6nobe3onacHoCTb0 U HauMoHaneHonm 6e3o0-
NMacHOCTLIO CTpaHbl. Beab B criydae BO3HMKHOBEHMS KpYyMHOMAaCLUTAOHbIX
3NMOEMUN U NAHAEMUIA, BO3MOXHOCTb 06ecneyeHns HeobxoaumbiMmn an-
arHOCTUYECKUMMW, BAKLUUHHBIMU U NIEKapCTBEHHBIMW NpenapatamMu MOoXeT
oKasaTtbCs nof, BonpocoM. Kpome Toro, MetoLmecs B HacTosilLee BpeMs
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Ha pblHKE NEKaPCTBEHHbIX NPenapaToB MPOTMBOrPUMNMNO3HbIE CPEACTBA He
Bcerga obecrneyvvBaloT HafEXHy 3alimTy OT MHPEKLMKU, 4To obycnos-
NEHO BbICOKOM M3MEHUYMBOCTBIO BMUpYca rpunna 1, BcrieacTBue aT1oro, Obl-
CTPbIM BO3HVKHOBEHNEM NEKAPCTBEHHO YCTOMYMBbLIX LUTAMMOB.

PasBuTre oTeyecTBeHHON PapMUHOYCTPUN U CO3aHUe HOBbIX ad-
(heKTMBHbIX NpenapaToB Ans 60pbObl C ONacHbIMU 1 LLIMPOKO pacrnpocTpa-
HEHHbBIMU BUPYCHBIMU MHDEKLNAMN SBNSIETCA OAHOM U3 NepBOOYEpPeHbIX
3agay, CTosWwmx neped rocy4apcTtBoOM. OTO B MOJIHOM Mepe OTHOCUTCH U
k Pecnybnuke KasaxcTaH, roe doapMyMHaycTpusi MoKa He nomny4vuna CBoero
AOCTaTOMHOrO pasBUTMS M MogaBnsiollee OOMbLNMHCTBO AMarHOCTUYe-
CKUX, BaKLMHHBIX M NEKAPCTBEHHbIX MpenapaToB 3aBO3ATCA 13-3a pybexa.

Wcnonb3oBaHne BMoNormyeckn akTUBHBIX COeOMHEHUA pacTuTenb-
HOro MPOMCXOXAEHVS ANS CO34aHUsA NMPOTUBOBUPYCHbBIX MpenapaToB sB-
NAEeTCa aKTMBHO PasBMBAKLLUMMCSH Hay4HbIM HanpasreHvem. Huskas Tok-
CMYHOCTb U BblCOKas Bronornyeckasl akTMBHOCTb NPUPOOHBLIX COEAVNHEHNI
pacTUTENbHOIO MPOUCXOXAEHNS, HemcHeprnaeMblin NOTeHUMan npUpogHo-
ro pacturensHoro 6nopasHoobpa3usi, 4aloT BO3MOXHOCTb OJ19 CO34aHUs
NPUHLIMNMANbHO HOBbIX JieKapCTBEHHbIX CPeACTB, B TOM YUCIE AN1A KOHTPO-
NSt BUPYCHbIX MHPeKunii. bonbluo 06bem NogobHbIX MCCregoBaHni et
1 B OTHOLLUEHUN pa3paboTKM HOBbLIX MPOTMBOrPUNNO3HLIX NpenapaTos [5-7].

B wnccrieqoBaHusAx MpoBOAMITOCE CPABHUTENbHOE W3YYeHWe aHTu-
BMPYCHbIX CBOWCTB COEOVHEHWA PaCTUTENbHOIMO MPOWUCXOXAEHUS Tep-
NeHOMAHON MpuUpoAbl N UX MOOUMULNPOBAHHbLIX MPOU3BOAHBIX, Kak Mo-
TeHUManbHbIX WUCTOYHMKOB ANs CO34aHUS HOBbIX MPOTUBOrPUMMO3HBLIX
NeKapCTBEHHbIX CPEACTB.

MeToabl nccnegoBaHus. B kayecTBe 0ObEKTOB MCCrefOBaHUS UC-
NONb30BaNN OYMLLEHHbIE PaCTUTENbHbIE COEOMHEHNS], NPUHaAnexXaLlme K
pasnuyHbIM rpynnam TepneHonaoB (MOHOTEpreHbl, CECKBUTEPMEHbI, TpU-
TeprneHoBble MUKO3nabl) U NX MoanmumnpoBaHHbie Npon3soaHble. CTpyk-
TYpHble PopMyIbl UccreayeMblX CoOeQUHEHU NpeacTaBreHbl Ha pucyHke 1.

CoegnHeHns Obinm nonyyeHsl M6o B nabopaTopmmn NPOTUBOBMPYC-
HoM 3awmTbl IHCTUTYTa MUKpOGMOMOrMn 1 BUPYCONOMMK, UK No6e3Ho
npepoctasneHbl coTpyaHukamm AO «MHIX dutoxumusy, r. Kaparanga,
KasaxctaH. B kayecTBe KOHTPOMbHbIX MpenapaToB UCMOMb30Banu KOM-
MepuyecKkne NpoTUBOBMPYCHbIE NpenapaTbl AMU3oH («Papmaky, YkpanHa)
n Tamucpnto (CeHekcun CAC, dpaHuus).

B akcneprmMeHTax ncnonb3oBany aNMgeM1MYeck 3Ha4UMBbIN LUTaMM Brpyca
rpynna A/AnmaTtbl/8/98 (H3N2) n wramm yymbl ntmy, A/FPV/Rostock/34 (H7N1).
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PucyHok 1 — iccnenyeMble GUOMNOrMYEcky akTUBHbIE PacTUTeSbHbIE CoeanHEHUS
TeprneHouaHON CTPYKTYpPbI
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Bupycbl BbipawmuBany B annaHToncHom nonoctn 10-11-gHeBHbIX Ky-
pyHbIX 9MBpuoHoB (K3J) B TedeHne 24-36 4. npu 37°C.

M3yyeHne TOKCUYHOCTU 1 crneunduyeckon NpoTUBOBMPYCHOW aKTUB-
HOCTW MCCreayeMbIX npenapaToB NPOBOAMIIOCH B COOTBETCTBMU C METO-
ONYECKMMU pekoMeHZaumsamMmn «PykoBogCTBO MO MPOBEOEHUIO OOKMMHU-
YeCKMX UCCreoBaHNi NekapcTBeHHbIX cpeacTsy [8]. XKnsnecnocobHOCTb
KNeTok onpefensany mMeTogoM AeTeKuuMu AernmgporeHasHod akTMBHOCTU
(MTT-tect). OCHOBHbIM KpuTEPMEM MNPU M3YYEHUN Creundgrnyeckoro
NPOTUBOBUPYCHOIO AEUCTBUA COeAWHEHUN SBnancs nokasatens XTU
(XMMMKO-TepaneBTMYECKNIN MHAEKC), onpeaensemMblii OTHOLEHNEM cpea-
HETOKCUYHOW KoHLieHTpaumu BewecTsa (TK, ) k cpeaHe-a¢peKkTMBHON BU-
pycUHr1bmpytoLen koHueHTpauum (3K, ).

[Onsa matemaTnyeckon obpaboTkM pe3ynbTaToOB MCMOMb30Banun CTaH-
AapTHble METOAbl HAXOXXAEHWS CPEOHMX 3HAYEHNI U X CPeaHNX owmbok [9].

OcHoBHble pe3ynbTaTtbl. CpaBHUTENbHBIA aHanM3 M3y4YeHus TOK-
CMYHOCTU MCCriedyeMblX COedVMHEHWI nokasar, YTto npenapartbl obnagarT
LUIMPOKMM MHTEpBanom TokcnyHoctn ot 0,7 go 6 mM/n (tabnuua 1). MNpwn
3TOM TOKCUYHOCTb COEAVHEHWI B FPYNMe LUKITOreKCaHOBbIX MOHOTEPMNEHOB
oTnMyanacb pyr ot Apyra B 6 pa3. Tak, ecrnm cpegHsis TOKCUYeckas KOH-
LeHTpauusa meTtaHoBoro 1,8-umHeona coctaensana 1 MM/, aHanorMyHbIN
nokasartenb Ans TynaHOBOrO MOHOTeprneHovaa cabvHeH rugparta cocTaB-
nan 6 mM/n. Takoe noBegeHne cabuHeH rmapaTa BO3MOXHO 3a CYET CTa-
Gunusaumm cabuHWn KaTMoOHa AEenPOTOHMPOBAHNEM COCEOHMX METUITBHON
NN METUINEHOBOW rpynn ¢ obpasoBaHvem cobCTBeHHO cabuHeH rmapaTa
[10]. TokcnyHOCTE OCTanbHbIX MpenapaToB OTnMYyanacb Apyr oT gpyra He
Goree, Yem B 2 pasa, YTO MOXHO OOBACHUTb CTPYKTYPHBIMU OCOBEHHO-
CTAMM nccriefyeMblx coegnHeHnin. Hanpyumep, 3aMeHon aunnbHON rpynmbl
asiHoONMMAa Ha aToM BO4OpOA4a B Ae3auunasHonvae, nepexogom ABOAHOMN
CB$131 U3 BHYTPEHHETO KOrbLia BO BHELLHEE B rpymnne anaHTanakToHOB U T.4.

CpaBHUTENbHbIV aHanu3 NPOTUBOBUPYCHON aKTUBHOCTU UCCIEAOBaH-
HbIX coeguHeH nokasarn, yto XTW obpasuos Bapbupyet oT 1 go 40 (Ta-
6nuua 1). B rpynne moHOTEpneHOB NPOTUMBOBMPYCHAsA akTUBHOCTbL 1,8-Lm-
Heora B MATb pa3 MpeBblwana MPOTUBOBMPYCHYIO aKTUBHOCTb CabuHeH
rmgpara, YTo, No-BUAMMOMY, CBSI3aHO C JOCTATOYHO BbICOKOW aKTUBHOCTbLIO
1-8 kmucnopogHon ceasn. Ctabunmsaumst cabuHun KatmoHa ¢ obpasoBaHu-
em cabvHeH rngpaTta npMBOAMIIa He TOMbKO K CHVXXEHWNIO TOKCUYHOCTY AaH-
HOrO BELLECTBA, HO M K CHVXXEHUIO ero B1onornyeckon akTMBHOCTH.

61





Euonozus

. - . . (A . o . . deuad
€01 L0000'0FLEO00'D E'GL L0000'0FLZ000'0 LOOO'OTZE000  ¥'ZHE  noondonnoy %m_m_ﬂ_wow__\_rwww
. (A . (Aot PN Ledeuadu (TnTon BUWEONHE)
98z L00'0FGE0'0  SF  L00'0¥ZZ0°0  LOO0FL0 PSE Lumoerdonmoy i
/9% 100760 26'G  Z00'0FLLD 80072} €1EH  aaorpudamd) V1 Huog
O'L 50'079' Ll pO'0FEY'Z 600722 V6'ZZ8  agonoudaiud) eaoHmenddenl |
o‘vlL 200'0FS0°0 [oxord G00'0F€0°0 ¥0°0F.'0 G8¢ HoudaLinenoa)  HuoHeuodAeLlHoT
00z ¥00°'0FS0°0 (014 100°0¥520°0 GO'0F0°L 00¢ HoudaL1meoag Hudeooued
8C €00°0FS20 L'y 200°0FS10 ¥0'0FL0 cee HoLdaL1ME¥08) HOLYBLIOLHELIBOE|A
68 L00°0F60°0 0‘0c ¥00°0F10°0 €0'0F8°0 cee HaudaL1meoe HOLJeuOLHely
61T G00'0F¥'0 G'g G00'0F2'0 GO'0FL°L 08¢ HoudaLnayoa)  uuUOHBELUTEED T
8l €00°0FS0°0 9¢ L00‘0FS20‘0 G0'0¥6°'0 00¢ HoudaLna0a) TnIoHBY
L2 ¥0‘0FG'e 98°l G0‘0Fez'e 10°070'9 861 HoudaLloHOW ledil HoHMQED
'S G00°0796L0 20l  Z00'0T860°0 ¥0'070'L Shl HoLdBLOHO LIOBHMIN-g*|
W 8 “ye W 8 “ye
BunedLHoTHOM BunedLHOTHOM AW g
MLX |BemoiAdrgniHmnd| 11X | BEMOIAAUQUIHND |y | egiosmos 1
-Adwna seHanL -Adwnia geHanL mw._.__.mapxm__._:ov_ .om_m,_\s_n__._ sURENNCOUAELN ogloemag
-oddpe-sHIrad) “1agppe-aHIrad) | wesoonmodoL |-duuikseopy| EEHPCNMAMX
(LNZH) BBHITOd)
(eNeH) sefgrasenigyy | o HUAHD

1I9odudu noHMoHaudal
goledeuadu niooHaune noHoAdmaoanrodu noxdahncrnaLd N NLOOHKhUINOL SUHOKhAEY - | enuLrge |

62





Hoeocmu Hayku Kasaxcmara. Ne 3 (137). 2018

BupycuHrnbupyroas akTMBHOCTb CECKBUTEPMNEHOB MEHSANacb npu
N3MEHEHUN CTPYKTYpbl CoeanHeHns. Hanpumep, noTepst aumnbHOM rpynnbl
asiHONMMAOM MPMBOAMMA K LUECTUKPATHOMY CHWKEHWUIO MPOTUBOIPUMNO3-
HOWM aKTUBHOCTM y Ae3auunasHonuaa Ha mogenun oborx nccnegoBaHHbIX
Bupycos rpunna (H1N1 n H3N2). CmelleHre ABONHON CBA3WN N3 BHYTPEH-
HEro KombLia BO BHELLHEE NMOJIOXKEHME B rpynne anaHToNakToH — n3oanaH-
TONAKTOH MPUBOAMIIO K CHVXXEHUIO MPOTUBOBMPYCHOW akTUBHOCTM Y M30a-
NaHTONAKTOHa, YTO CBA3AHO CO cTabunusaumen JaHHOW MOSEKyIbl U ee
MeHbLUEen peakToreHHocTbto. 3ameHa rpynnbl -CH2CI Ha —CH3COOH B
CTPYKTYp€E parnocepuHa Besna K MOBbILLEHNIO akTUBHOCTU AaHHOro npena-
paTta Nno OTHOLLEHWUIO K LLleHTaypOMEHCUHY NoYTY B ABa pasa, YTo CBA3aHO
C BbIPa>XEHHOW BMONOrMYecKon akTMBHOCTBIO auunbHom rpynnsl [11-13].

[MpoTMBOBMpPYCHas akTUBHOCTb TPUTEPINEHOBLIX CAaNMOHMHOB TaKXe 3a-
BMCena OT CTPYKTYpbl coeanHeHus [14-16]. ScumH 1A, cogepxallmmn B CBO-
€M COCTaBe TpuW CaxapHbIX ocTaTka M 6omnbluee KONM4eCcTBO KapbOKCUIb-
HbIX FPynM MNposiBnsAn Gornee BblpaXKeHHblE MPOTVMBOBMPYCHbIE CBOWCTBA
NpOTMB 060MX MOAENBbHbBIX BUPYCOB, YEM IMMLIEPPU3MHOBAS KMCMOTa.

B kayecTBe npenapaToB CpaBHEHWSI UCMOMb30BaNM KOMMEPYECKME
NPOTUBOBUPYCHbIE NpenapaTbl AMU3oH 1 Tamudnio. Ha mogenu anvae-
MUYECKMN 3HAYMMOTO BMUpYca rpunna ¢ aHtureHHom popmynon H3N2 noka-
3aHO, YTO MOHOTEPMEHbI U TPUTEPMEHBI MPOSBIISNIN MEHEE BbIPaXXEHHbIE
NPOTMBOBUPYCHbIE CBOMCTBA, YeM KOMMepYeckun npenapat Tamudnio,
O[lHaKo, aKTUBHOCTb WCCredyeMblX BeLlecTB MpeBblllana akTUBHOCTb
KOMMEPYECKOro NpoTUBOBMPYCHOrO npenapata AMmnsoH. CeckButepreHbl
asHonua v panocepvH no gaHHbiM XTW obnaganu BoBoe Gonbluen ak-
TUBHOCTBIO, MO CPABHEHWNIO C MPOTMBOBUPYCHbLIM NpenapatoM Tamudnto.
[MpoTnBOBMpPYCHast aKTUBHOCTb CECKBUTEpPIMEHA LieHTayponeHcnHa Obina B
1,5 pa3sa BblLLe akTUBHOCTM Tamundnto, Ha MoAEeny ANMAEMNYECKN 3HaUN-
MOrO BMUpyca rpunna ¢ aHtureHHom gpopmynon H3N2.

Taknm obpas3om, Ha MoAenu BMpyca rpunna ¢ aHTUreHHoM hopMy-
non H7N1 nokasaHo, YTO NPOTMBOrPUMNNO3Hast akTUBHOCTbL CECKBUTEpPHNE-
HOB asiHonuAa, parnocepvHa, anaHToNakToHa M LeHTayporneHcMHa 3Ha-
YMTENBHO MPEBOCXOAMUT aKTUBHOCTb KOMMEPYECKOro NMpOTUBOBUPYCHOIO
npenapata Tamudnto, aBnstoLLeroca Hanbonee CUNbHbIM U3 U3BECTHbIX
KOMMEPYECKMX NPOTMBOrPUMNMO3HbLIX CPEACTB.

Takke Ha MoZeny BUPYCOB rpunna ¢ aHTureHHon copmynon H7N1
n H3N2 ycTaHOBREHO, UTO pasHble Knacchbl TEPNEeHONA0B U UX MOAUGUL M-
poBaHHbIe NPON3BOAHbIE, 0BNaaaloT pa3HON CTENEHb0 NMPOTUBOBUPYCHOM
aKTMBHOCTU. Hambonbluyld aKTUBHOCTb MPOSABASIOT CECKBUTEPMNEHOBbLIE
COeJMHEHNS], YTO AaeT OCHOBaHWe paccMaTpmBaTh MX B KayecTBe Hanbo-
ree NepcrnekTUBHbBIX NPOTMBOBUPYCHBLIX CPEACTB.

63





Euonozus

3akntoyeHune. PacTeHns SBnsOTCS OCHOBHbIM NMPUPOAHBIM UCTOYHM-
KOM MOJSTy4eHNs1 BMONOrMYECKM akTUBHbIX COEAVMHEHNIA, B TOM Yncre obna-
AaloLLMX NPOTUBOBMPYCHBIMW CBONCTBaMU. bronornyeckn aktvBHble coe-
OVIHEHNSI pacTUTENbHOrO MPOWCXOXAEHWS, MMEIOLME MPOTUBOBMPYCHbIE
CBOICTBA, BeCbMa pa3HoobpasHbl. Cpeam H1X eCTb Takme Kacchbl CoeanHe-
HWI, KaK ankanougbl, KyMapuWHbl, MWrHaHbl, MOHO-, CECKBU- N TPUTEPNEHO-
nabl, PeHonbl, PEHNNPONAHONAbI, XMHOHbI, TAHWHbI, TUO(EHbI, Nonnave-
TuneHbl 1 onasoHondbl. MexaHn3am NPOTUBOBMPYCHOTO AENCTBUS AaHHbIX
npenapaTtoB pa3Hoobpa3seH. B npeacraBneHHon paboTe gaHa oueHka npo-
TUBOBMPYCHbIX CBOVCTB Pa3HbIX KIaccoB TePrNeHOMOHbIX COeQUHEHUIA pac-
TUTENBHOrO NPOUCXOXAEHNSA. BbIpaXeHHbI XMMUKO-TEPaneBTUYECKNA UNH-
JeKc npeacTaBuTernen 3Toro Kracca coeuHeHUn ABNAeTCH NpeanochISKon
ANsi X fanbHenLero n3y4eHnsi B ka4ecTse NpOTMBOBUPYCHBIX NpenapaTtos..

B pesynbTate npoBedeHHbIX NCCrefOBaHUM MOoKa3aHo, YTO BCE UC-
crnefoBaHHble rPynMbl TEPNEHOMAOB ABMATCS NEPCNEKTUBHBIM KITacCoM
BUONOrMyYeckn akTUBHbBIX COEAWHEHUIN PaCTUTENbHONO MPOUCXOXAEHMS
ONS NMOMCKa HOBbIX NPOTMBOBUPYCHLIX MpenapaTtos. [Npu aTom Hanbonb-
UMM MHTEepPeC NPeaCcTaBnsioT COeAMHEHNS CECKBUTEPMNEHOBOIO psiaa.
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