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Інгібування гемаглютенін-гліканової взаємодії 
комплексами олігорибонуклеотидів з D-манітолом
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За результатами опосередкованого визначення кількості титру вірусу грипу методом гемаглютинації 
виявлено, що комплекси олігорибонуклеотидів з D-манітолом (ОРН-D-M) перешкоджають утворенню 
гемаглютинін-гліканової взаємодії. Інфекційність вірусу грипу H1N1 (A /FM/ 1/47) знижується після інку-
бації з ОРН-D-M. Показано, що ОРН-D-M виявляють віруцидну дію проти вірусу грипу.
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Віруси грипу належать до родини Orthomyxoviridae і включають чотири типи: A, B, C, D. Вірус 
грипу А викликає основні респіраторні інфекції у людей, ссавців і в кишково-шлунковому 
тракті птахів. Він є причиною численних людських жертв і великих щорічних економічних 
втрат та іноді виникнення пандемій. Вірус грипу містить два основні поверхневі глікопро-
теїни: гемаглютинін (ГА) та нейрамінідазу (НА). ГА відповідальний за зв’язування з рецеп-
тором (гліканом) та злиття мембрани клітини, що забезпечує проникнення вірусу в чутливу 
клітину господаря. НА функціонує як рецепторно-руйнівний ензим і сприяє виходу вірусу 
з клітини. Віруси грипу А поділяються на 16 ГA (H1—H16) і 9 НA (N1—N9) підтипи, з яких 
Н1—Н3 успішно адаптовані до людини [1]. ГА та НА є важливими антигенами, які визна-
чають антигенну різноманітність вірусу грипу та імунітет господаря. Мінливість ГА сприяє 
постійній еволюції нових штамів вірусів і спричиняє епідемії грипу [2].

На даний час основними методами боротьби з вірусом грипу є щорічні тривалентні або 
чотиривалентні вакцини (who.int/influenza/vaccines), але через швидкий антигенний дрейф 
та шифт вірусів грипу відбір відповідного вакцинного штаму є надзвичайно складним за-
вданням [3—6]. Невеликий вибір ліків проти вірусу грипу в даний час обмежений чотирма 
ліцензованими препаратами. До них належать інгібітори NА – озелтамивір (Tamiflu) і за-
намовір (Relenza) та інгібітори М2 іонних каналів – амантадин (Symmetrel) і римантадин 
(Flumadine). Проте виникнення препараторезистентних вірусів грипу та коінфекція грипу 
з іншими респіраторними вірусами призвели до зниження ефективності вищезгаданих пре-
паратів [7]. Тому для боротьби з постійною загрозою вірусів грипу існує гостра потреба в но-
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вих ліках, які б мали множинну противірусну дію. Більше того, препаратів, які б впливали 
на ГА і, таким чином, перешкоджали проникненню вірусу в клітину ще не існує.

Природні олігорибонуклеотиди (ОРН) характеризуються широким спектром біологіч-
ної дії і можуть бути використані для створення противірусних біологічно активних суб-
станцій [8]. Раніше нами показано, що комплекси ОРН з D-манітолом (ОРН-D-М) мають 
широкий спектр противірусної дії, в тому числі проти вірусу грипу A (H1N1), пташиного 
грипу та парагрипу [9]. Встановлено, що максимально активна концентрація ОРН-D-М під 
час інфекції грипу in vitro становить 5 мг/мл, мінімально активна концентрація — 31 мкг/мл, 
а хіміотерапевтичний індекс дорівнює 161 [10]. У дослідах на мишах виявлено високу про-
тигрипозну активність препарату при профілактичному лікуванні у разі внутрішньочерев-
ного та внутрішньовенного введення, однак у разі інтраназального введення ефективна доза 
була в десять разів вища [10]. Водночас механізми протигрипозної дії ОРН-D-М вивчені не-
достатньо. Тому за мету дослідження ставилося вивчення впливу ОРН-D-М на утворення 
ГА-гліканових взаємодій та інфекційність вірусу грипу в умовах іn vitro.

Матеріали та методи. В дослідженні використовували комплекси ОРН-D-М, які 
складаються з тотальної дріжджової РНК (Goodwill associates inc., США), модифікованої 
D-манітолом у співвідношенні 2,5 : 1,0. Дані комплекси зареєстровані в Україні як лікар-
ський засіб під комерційною назвою “Нуклекс” [8]. Утворення ГА-гліканових взаємодій під 
впливом ОРН-D-М оцінювали, опосередковано визначаючи ГА титр вірусу грипу H1N1 
(A/FM/1/47) за допомогою реакції гемаглютинації (РГА). Аналізи РГА проводили на 96-
лун ко во му круглодонному планшеті з використанням 1 % еритроцитів людини 0 (І) (ЕЛ) у 
фос фат но-буферному фізіологічному розчині (PBS) (“Sigma”, США). Спочатку в усі лунки 
планшета додавали по 50 мкл буфера PBS. Вірус грипу попередньо інкубували з препара-
тами ОРН (2,5 мг/мл), D-М (1 мг/мл) (“Sigma”, США) та ОРН-D-М (3,5 мг/мл) при 20 °С 
протягом 30 хв. У першу лунку плашетної колонки додавали 50 мкл досліджуваного чи 
контрольного зразка. Негативними контролями були препарати ОРН, D-М та ОРН-D-М у 
таких самих концентраціях, як в дослідних зразках, але без попередньої інкубації з вірусом. 
Позитивним контролем служив вірус грипу, який попередньо інкубували без препаратів. 
Зразок перемішували, відбирали 50 мкл та переміщали в наступну лунку. Перемішування 
повторювали зліва направо до кінця колонки одного ряду планшета і 50 мкл з останньої лун-
ки відбирали. У всі дослідні та контрольні лунки планшета додавали 50 мкл робочого роз-
чину 1 % ЕЛ і обережно перемішували. Надалі реакційні суміші інкубували при кімнатній 
температурі протягом 60 хв. Результати експерименту документували, фотографуючи реак-
ційні планшети. Негативний результат мав вигляд крапки в центрі круглодонного планше-
та, тоді як позитивний результат — сформований рівномірний червоний колір в лунці. Титр 
HA вірусу грипу визначали як число крайнього розведення з позитивним результатом.

Для оцінки впливу препаратів на інфекційний титр вірусу грипу виконували аналіз 
тканинної цитопатогенної дози (TЦД50) за методом Ріда і Менча. Інфекційний титр вірусу 
грипу оцінювали після зараження культури клітин нирки собаки (MDCK). Титр вірусу 
виражали як інфекційну дозу, яка призводила до 50 % інфікування клітин (ТЦД50) [11]. Для 
досліду висівали клітини MDCK (5 · 103/лунку) в чотири 96-лункові плоскодонні планшети 
(Orange Scientific, Бельгія), які культивували в середовищі RPMI з додаванням 10 % FBS. 
Після 24-годинної інкубації живильне середовище відбирали з кожної лунки всіх чотирьох 
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планшетів і тричі промивали клітини, додаючи 35 мкл/лунку RPMI з трипсином ТРСК 
(2 мкг/мл) (“Sigma”, США). Вірус грипу було розділено на чотири пробірки: контроль віру-
су грипу (вірус без препаратів), вірус грипу + ОРН (вірус з ОРН, 2,5 мг/мл), вірус грипу + 
D-М (вірус з D-М, 1,0 мг/мл), вірус грипу + ОРН-D-М (вірус з ОРН-D-М, 3,5 мг/мл), і ін-
кубували протягом 30 хв при 20 °С. Після вірусної передінкубації проводили десятикратні 
розведення кожного вірусу від 100 до 10−10 та зараження клітин. Клітини в одному з чоти-
рьох 96-лункових планшетів заражали одним з попередньо проінкубованим вірусом грипу 
(35 мкл/лунку) в десятикратних розведеннях від 100 до 10−10. Контролем служили клітини 
в кожному 96-лунковому планшеті (вісім лунок без інфікування вірусом грипу), в яких змі-
нювали ростове середовище на безростове, яке містило 2 мкг/мл трипсин ТРСК. Для ві-
русної адсорбції планшети з інфікованими клітинами інкубували при 37 °С протягом 45 хв. 
Після інкубації з усіх досліджуваних лунок відбирали інфекційне середовище і додавали до 
інфікованих клітин по 100 мкл RPMI з трипсином ТРСК (2 мкг/мл) без FBS. Контрольні 
клітини (без інфікування вірусом грипу) залишалися без змін. Планшети з контрольними 
та інфікованими клітинами продовжували інкубувати протягом 48 год при 37 °С. Після 48-
годинної інкубації інфекційний титр кожного з вірусів виражали як інфекційну дозу вірусу, 
яка призвела до 50 % інфікування клітин.

Віруцидну дію ОРН-D-М оцінювали за допомогою МТТ-тесту та інгібування вірусно-
го цитопатичного ефекту. Перед експериментом клітини MDCK висівали на 96-лун ко вий 
плашет (5 ·103/лунку) та інкубували в ростовому середовищі RPMI (10 % FBS) протягом 

Рис. 1. Інгібування аглютинації ЕЛ, обумовленої  ГА вірусу грипу А H1N1 (A/FM/1/47), під дією 
препарату ОРН-D-М. * — відмінності статистично значущі щодо значень позитивного контролю (ЕЛ + 
вірус грипу), р < 0,05
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24 год. Після інкубації з усіх лунок відбирали ростове середовище і тричі промивали клітини, 
додаючи 35 мкл/лунку RPMI з трипсином ТРСК (2 мкг/мл). Клітини надалі інфікували 
вірусом грипу (інфекційний титр — 4,0 ТЦД50, титр гемаглютиніну — 1 : 128), додаючи 
35 мкл/лунку, який попередньо був проінкубований з препаратами ОРН (2,5 мг/мл) та 
ОРН-D-М (3,5, 0,35, 0,035 мг/мл) протягом 30 хв при 37 °С. Вірусна передінкубація була 
аналогічною проведеній під час аналізу TCID50. Контролем вірусу служили клітини, які 
заражали вірусом грипу без передінкубації з препаратами, тоді як контролем MDCK були 
клітини, які не зазнавали вірусного зараження та дії препаратів. Для контролю препара-
тів (MDCK+ОРН, MDCK+D-М, MDCK+ОРН-D-М) клітини інкубували в планшеті по 
100 мкл/лунку в безростовому середовищі з препаратами (2,5 мг/мл ОРН, 1,0 мг/мл D-М, 
3,5 мг/мл ОРН-D-М). Планшет з контрольними та інфікованими клітинами після вірусно-
го зараження та дії препаратів інкубували протягом 48 год при 37 °C. Після 48 год інкубації 
індуковану цитопатичну дію (ЦПД) вірусу грипу аналізували за допомогою світлового мі-
кроскопа. Життєздатність клітин визначали за допомогою МТТ-тесту. Для цього з усіх лу-
нок відбирали інкубаційне середовище, додавали 100 мкл/лунку МТТ буфера (15 мкл МТТ 
(3,4,5-диметилтіазол-2-іл-2,5-дифеніл-тетразоліум бромід) (“Sigma”, США) у концентрації 
5 мг/мл та 85 мкл безростового середовища) і інкубували протягом 4 год при 37 °C. Після 
МТТ буфер відбирали та додавали по 150 мкл DMSO в усі лунки. Оптичну густину ви-
мірювали на приладі ELx800 Absorbance Reader (BioTek, США) при довжині хвилі 570 нм. 
Дані були виражені як відсоток життєздатності клітин відносно 100 % контролю (контроль 
MDCK).

Дані наведено як середнє значення ± SD. Для аналізу усіх даних ми використали t-тест 
Стьюдента, p  0,05 вважався істотним.

Результати та їх обговорення. РГА широко використовується для опосередкованого 
кількісного визначення титру вірусу грипу з урахуванням специфічної взаємодії ГА вірусу 
грипу з гліканами, які розміщені на поверхні клітини [12]. На рис. 1 показано вигляд ре-
акційних сумішей РГА у круглодонному мікролунковому планшеті після додавання ОРН, 
D-М, ОРН-D-М (негативний контроль препаратів), вірусу грипу (позитивний контроль) та 
вірусу грипу, який попередньо інкубували з препаратами. Аглютинація ЕЛ не спостерігалася 
у випадку контролів препаратів, що вказує на відсутність впливу ОРН, D-М, ОРН-D-М на 
ЕЛ. Водночас аглютиновані вірусом грипу ЕЛ залишалися у вигляді суспензії та виглядали 
як дифузний червоний розчин. Було проаналізовано та розраховано титри ГА як зворот-
ний мінімальний розчин, що утворює червону 
крапку, який вказує на одну одиницю ГА. Як 
показали результати досліду, аглютинація ЕЛ 
вірусом грипу, попередньо проінкубованого з 
ОРН та ОРН-D-М протягом 30 хв при 20 °С, 

Рис. 2. Зниження інфекційного титру вірусу грипу 
А H1N1 (A/FM/1/47) під дією препарату ОРН- 
D-М. * — відмінності статистично значущі щодо 
значень контролю вірусу грипу, р < 0,05
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була зниженою у 2 та 4 рази відповідно порівняно з контролем вірусу грипу. Аглютина-
ція ЕЛ вірусом грипу, який попередньо інкубували з D-М, залишилася незмінною відносно 
контролю вірусу грипу. Таким чином, ОРН-D-М інгібують зв’язування протеїнів ГА вірусу 
грипу до сіалових кислот рецепторів ЕЛ, що виражалося в достовірному зниженні титру ГА 
вірусу грипу (р < 0,05) (див. рис. 1).

Наступним етапом дослідження була оцінка впливу ОРН-D-M на інфекційність віру-
су грипу за допомогою аналізу ТЦД50. Встановлено достовірне зниження (р < 0,05) інфек-
ційного титру вірусу грипу, який попередньо інкубувався з ОРН-D-M, порівняно з конт-
ро лем вірусу грипу (рис. 2). При цьому не встановлено статистично значущого зниження 
інфекційного титру вірусу грипу, який попередньо інкубували з ОРН та D-M, порівняно з 
контро лем вірусу. Отримані результати свідчать про те, що ОРН-D-M можуть розпізнавати 
ГА вірусу грипу, ймовірно, на або навколо рецепторзв'язуючого місця, який необхідний для 
проникнення вірусу грипу в клітину-хазяїна [13]. Також результати дослідження вказують 
на можливе потенційне зв’язування ОРН-D-M з амінокислотами біля гліканзв’язуючого 
місця ГА [1], змінюючи його конформацію [14], що призводить до ефективного перешко-
джання ГА-глікановій взаємодії і значно послаблює здатність вірусу проникати в клітину 
господаря.

Рис. 4. Інгібування індукованих вірусом грипу А H1N1 (A/FM/1/47) ЦПД препаратом ОРН-D-М

Рис. 3. Підвищення життєздатності клітин MDCK, інфікованих вірусом грипу А H1N1 (A/FM/1/47), 
препаратом ОРН-D-М (а) залежно  від його концентрації (б). * — відмінності статистично значущі щодо 
значень контролю MDCK, р < 0,05; ** — відмінності статистично значущі щодо значень контролю вірусу 
грипу (MDCK + вірус грипу), р < 0,05

а б
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Оскільки індукований апоптоз під час інфекції вірусу грипу є основним фактором, що 
призводить до загибелі клітин та пошкодження тканин [15], ми припустили, що ОРН-D-M 
можуть пригнічувати зв’язування вірусу грипу з клітинами MDCK. Тому на наступному 
етапі дослідження ми оцінювали вірусіндуковану ЦПД за допомогою світлового мікроско-
па та визначали життєздатність клітин, використовуючи МТТ реагент після 48-годинного 
зараження клітин MDCK вірусом грипу, який попередньо був інкубований з препаратом 
ОРН-D-M (р < 0,05). Результати дослідження показали достовірне зниження життєздат-
ності клітин, які інфікували вірусом грипу, порівняно з інтактними клітинами. Також вста-
новлено, що життєздатність інфікованих клітин вірусом грипу, який попередньо інкубува-
ли з ОРН та ОРН-D-M, була достовірно вищою порівняно з такою без попереднього вірус-
ного інкубування з препаратами (рис. 3, a). Моношари клітин додатково проаналізовані на 
ЦПД (рис. 4). Чітка та помітна ЦПД спостерігалися на клітинах, інфікованих контрольним 
вірусом грипу, і незначна — на клітинах, які були заражені вірусом грипу з попередньою 
ОРН та ОРН-D-M інкубацією (див. рис. 4, стрілками вказано незначні ЦПД). Крім того, 
підвищення життєздатності клітин, інфікованих вірусом грипу, залежало від концентрації 
ОРН-D-M, з якою було інкубовано вірус перед зараженням клітин (див. рис. 3, б). Наведені 
результати досліду свідчать про віруцидну дію ОРН-D-M, яка може реалізуватися через 
блокування зв’язування та входженням вірусу грипу в клітину господаря. Загалом отримані 
результати вказують на інгібування інфекційності вірусу грипу А H1N1 препаратом ОРН-
D-M шляхом блокування ГА-гліканової взаємодії.
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ИНГИБИРОВАНИЕ ГЕМАГГЛЮТИНИН-ГЛИКАНОВОГО ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 
КОМПЛЕКСАМИ ОЛИГОРИБОНУКЛЕОЛИДОВ С D-МАННИТОЛОМ

По результатам опосредованного определения количества титра вируса гриппа методом гемагглютинации 
обнаружено, что комплексы олигорибонуклеотидов с D-маннитолом (ОРН-D-М) препятствуют возник-
новению гемагглютинин-гликанового взаимодействия. Инфекционность вируса гриппа H1N1 (A/FM/ 
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1/47) снижается после инкубации с ОРН-D-М. Показано, что ОРН-D-М проявляют вируцидное действие 
против вируса гриппа.

Ключевые слова: гемагглютинин, вирус гриппа, комплексы олигорибонуклеотидив с D-маннитолом.
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INHIBITION OF HEMAGGLUTININ-GLYCAN INTERACTION 
BY COMPLEXES OF OLIGORIBONUCLEOTIDES WITH D-MANNITOL

By the results of the indirect determination of the amount of influenza virus titer by the hemagglutination assay, 
it is found that oligoribonucleotides-D-mannitol (ORNs-D-M) complexes interfere with HA–glycan interac-
tions. The infectivity of influenza virus H1N1 (A/FM/1/47) decreases after the incubation with ORNs-D-M. It 
is shown that ORNs-D-M possess a direct virucidal action.

Keywords: hemagglutinin, influenza virus, oligoribonucleotides-D-mannitol complexes.


