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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність темг. Основним засобом боротьби з вірусами на 

сьогоднішній день в імунопрофілактика. Але відомий цілий ряд в і­

русних захворювань вплинути на хід епідемічного процесу яких за 

допомогою вакцин поки-що не вдається. До та*ах інфекцій в першу 

чергу відносяться захворювання, ідо викликаються вірусами групи 

герпеса, вірусом грипу, ретровірусами та багатьма вірусами сіль­

ськогосподарських тварин. Труднощі успішної імунопрофілактики 

при цьому в одних випадках пов"яаан1 з тим, що вірус або в дуже 

мінливим, або має багато серотішів, в інших - з і складність будо­

ви самих вірусів, компоненти яких важко очистити для виготовлення 

суб"единичноІ або І«активованоІ вакцини, тим більше, що часто не­

відомо які саме структурні білки вірусу викликають продукцію анти­

тіл, що захищають органівм від захворювання. Не вирішує цю пробле­

му і застосування Інтерферону з його індукторами. Тому, що інтер­

ферон хоч 1 проявляв універсально широкий спектр еитивірусної д ії— 

ефект від його застосування - .короткочасний.

В зв"язку з цим все більші наді І покладаються на застосуван­

ня синтетичних противірусних препаратів серед яких гнайдені селек­

тивні інгібітори репродукції ряду РНК - та ДНК-геномних віруоів. 

Враховуючи те, що на сьогодні практично відсутні противіруоні пре­

парати для боротьби з інфекційними захворюваннями сільськогоспо­

дарських тварин досить очевидна актуальність та перспективність 

представленої роботи, яка в основному присвячена вивченню антиві- 

русної д ії модифікованих аналогів нуклєозидів на основі бенз)міда- 

золу, оскільки похідні цього гетероциклу виключно специфічно впли­

вають аа репродукцію РЕК вірусів. В роботі вивчалась активність і 

деяких інших класів хімічних сполук по відношенню до РНК- геном- 

нкх вірусів тварин, а також розглядається перспективність комплек-
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сного прішінення хіміопрепаратів для боротьби з цмаа інфекціями.

Мета досліджені.. Вивчення противірусної активності ацикліч­

них аналогів куклеозидів на основі бонзімідазолу тс інших хіміч­

них сполук по відношенню до ентеро- та коронавірусін свиней. А та­

кси активності комплексу, що складається з найбільш активного по­

хідного бензімідазолу та хіміопрепарате широкого спектра д ії - ри- 

бамідиду.

Основні завдання досліджень:

1. Провести скрин і нг серед аналогів нуклеозндів на основі 

бонз імідезолу та серед інших хімічних сполук я метою виявлення ре­

човин, активних по відношенню до FRK-геиомнлх вірусів тварин - 8dy- 

днакіЕ вірусних гастроентеритів свиней.

2. Відібрати та вивчити найбільш активні сполуки проти збуд­

ників гастроентеритів свиней.

3. Вивчити ефективність комплексної противірусної сполуки,

що складається з найбільш активних хімічних речовин, які досліджу­

вались, з дослідах на культурі клітин.

4. Перевірити ефективність комплексної сполуки в умовах експе­

риментальної вірусної інфекції свиней.

5. Дати оцінку специфічності противірусної д ії активних по­

хідних бензімідазолу та комплексної сполуки з точки зору можливо­

го механізму д ії і

Наукова новизна. Вперше вивчена активність 146 хімічних спо­

лук, 82 з яких відносяться до ациклічних аналогів ну леозидів на 

основі бензімідазолу, по відношенню до ентеро- та короьавірусів 

свиней.

Вперше виявлені та вивчені сполуки, активні по відношений до 

ентеровірусів свиней, такі як: І-/5-окси-3-оксааент-2-ил/-2-бею - 

імідазол, 2-/4-мвтоксифеніл/-6,7,8,9-тетрагідро-5Н-іі.'.ідазо [І,2-а]|
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- азепін та його гідрохлорид.

Виявлений та вивчений активний інгібітор репродукції вірусу 

трансмісивного гастроентериту свиней - І-/4-окси-2-оксабут:іл/-2- 

гедтилті омвтжлбензі м і даз ол.

Сконструйована та вивчена комплексна противірусна сполука, що 

складається з І-/4-окси-2-оксабутил/-2-гептилтіометилбенз1м1дазолу 

та рибамідилу. Показана його активнісї* при експериментальній ко- 

ронавірусній інфекці.1 свиней, підібрані оптимальні концентрації 

його компонентів. Показано, що комплекс проявляв більш виражений 

терапевтичний ефект та запобігав утворенні) інгібіторстійних мутан­

тів коронавірусу.

Практична цінність роботи. Відкриті противірусні сполуки, що 

по своїй активності по відношенню до, РНК-гоиомних вірусів переви­

щують такі відомі противірусні препарати, як рибамідил та оксибен- 

зилбеЕЗІкідьзол /ОЕБ/. Найбільш активні з ти. можуть бути вико­

ристані при вивченні механізмів репродукції коронавірусів, а також 

їх можна використовувати в процесі диференційної діагностики вірус­

них захворювань свиней. Позитивні результати, одержані в дослідах 

на тваринах, коли використовувалась комплексна сполука, вказують 

на можливість застосування II як профілактичного засобу при транс­

місивному гастроентериті свиней.

Апробація роботи. Матеріали дисертації доповідались на:

- республіканській науковій конференції "Состояние и перспек­

тивы развития биотехнологии в животноводстве", м.Харків.- 1988 р . ;

- республіканській конференції "Ветеринарная медицина эконо­

мические, социальные и экологические проблемы", м.Харків.-1990 p .j

- ХП Українському республіканському з"Ізд1 мікробіологів, 

епідеміологів та паразитологів, к.Харків. - 1991 р .

Публікації. По темі дисертації опубліковано^ статті, 7 тез
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доповідей, одержано 2 авторських свідоцтва на винахід.

Об"вм і структуре дисертації. Дисертація викладена на 

сторінках машинописного текста, ілюстрована 22 таблицями, 8 малюн­

ками. Об"вм тєкстоеоі частини роботи складав сторінок. Скла­

дається з і вступу, огляду літератури, особистих досліджень, обго­

ворення результатів досліджень, висновків. Список використано! лі­

тератури включає 221 джерела, в тому числі 95 - вітчизняних та 

126 - зарубіжних авторів.

ВЛАСНІ ДОСЯІШНЕЯ

Удтвріьли та методи. В роботі були використані: а / 2 епізотич- 

ні штами ентеровірусів свиней: ентеровірус 6-1 сірогрупи штам.. 

"УЕЯВК-І/77" - виділений 3.08.77 року Вабіщевичеіа Ф.С. Із тонкого 

відділу кишковика хворого одноденного поросята, що належав радгос­

пу -комбінату "Калитянський" Київської області. Вірус адаптований 

до культури клітин СНЕВ і переданий для досліджень ’з лабораторії 

вірусології IBM з інжекційним титром 7,7CjO,12 Ig БУО/см2 на рівні 

69 пасажу; ентеровірус 8-І сірогрупи штам "В387/79" - виділений 

Вабіщевичем S.C. 12.10.79 з тонкого відділу кишковика південного 

поросяти, що належав радгосду-комбінату "Кремєнской" Кременського 

району ЗорошиловградськоІ області. Вірус адаптований до культури 

клітин СПЕВ. Ного інжекційний титр на рівні 70 пасажу дорівнювьа 

7,70jhD, 12 1^ БУС/сіг; б/ референтний штам вірусу трансмісивного 

гастроентериту свиней ТГС/ - "Пурдью-ІІ5". Вірус одержаний із НГНКИ 

ветпрепаратів з титром інфекційності 5,93+0, ІЗ І<̂  Е'О/сьГ на рівні 

ЗІ пасажу в культурі клітин СПЕВ; в/ вакцинні штами вірусу ТГС: 

штам вірусу ТГС реізольований в культурі клітин СНЕВ із комерцій­

ної вакцини виготовленої в ВДР серії 160 01 81, Обозначений як 

"Риме"; штам "М-42" - одержаний із науково-дослідного інституту



/референтною центру/ м.Брно Ч?СР; г/ штам вірусу ТГС -"IIі 439/81", 

виділений  у 01.07.81 із тонкого відділу кишкосика хворого поросяти, 

що належав радгоспу-комб і на ту "Поволжский" Куйбишевсьхої області 

РРФСР. Переданий для досліджень із лабораторії вірусології 1ЕЫ а 

Інфекційним титром 7,66іР,09 і о БУО/сиг на рівні 9S пасажу в куль­

турі клітин ПІП; д/ вірулентний штам вірусу ТГС - "П 1439/81",що 

підтримувався на одноденних поросятах-гнотобіотах. Вірус одеркува-
• с

ли із лабораторії вірусології !Ш  з інжекційним тетром І0°ДДдд; 

б/ вакцинний штам ЕІрусу хвороби Ауєски - "Б7К-623", одержаний із 

ВГНКК ветеринарних препаратів і переданий для досліджень із лабо­

раторії біохім ії з інфекцШиш титром 7,50+0,12 Icj fflO/о іґ  в куль­

турі клітин ЯТЇЇ.

В роботі використовували: перещеплювані культури клітин нир­

ки свиней - СПЕВ та НС5, тестикулів поросят - Г.ТП, то культуру 

щитовидної залози свиней - І-ЩС. Мопсаарні культура клітин одержу­

вали у вигляді суспензії із лабораторії культур тканин IBM.

Віруси титрували в культурі клітин на пробірках, титр вірусу 

розраховували по катоду Ріда і ’’онча і виражали в тканових ци- 

тоаатичнкх доз в 1,0 см^/ТЦДэд/. Титраціа вірусів методом бляшок 

/негативних колоній/ проводили із застосуванням агарового пократ-
г

тя в 50 оіґ флаконах, іарбування та фіксація агарового покриття 

проводилась профільтрованим насиченим спиртовим розчином кристаліч- 

ного-£іолєтового. Титри одержані при цьому виражали в Іс> БУО/см^

і рахували по методиці, що приводиться у Лярскі 3. /1980/. Титру­

вання польового патогенного ізоляту вірусу ТГС штам "П 1439/31" 

проводили на поросятах-гнотобіотах, яких одержували методом гісте- 

ротоміі б ід  свиноматок на 113-І 14 день оупоросності. Тварин Інфі­

кували у віці 8 годин за І годину до годування інтранозально-ораль- 

ним способом. Час спостєрзяешш за поросятами дорівізовав 10-ти

5



днш. Титр вірусу виражали в летальних дйзах /ДДсл/ і рахували за 

загальноприйнято» методикою.

Досліджені хімічні сполуки були одержані: а /  аномальні куклео- 

згда -6-азаурвдин та б-азацитидин з відділу хім ії нуклеотидів.нук- 

леозидів та куклеіноЕш: кислот Інституту молекулярно! біології та 

генетики АН УРСР; б/ рибамідої - виробництво дослідного заводу 

Інституту органічного синтезу Латвійської РСРj в/ 2-/'х'-оксибен- 

зил/бензимидазол /СЕБ/, похідні азепіну, піридину, імідазолу, бен- 

зтриазолу, 2-з ам і ще ні бонзімідазоли, їх рабофуранозвдк та ацикло-г 

нуклеозади Сули аредоставлені співробітниками кафедри органічної 

хімії Київського держуніверситету. Вуглеводні залишки ациклонукле- 

озидів бенз імідазолу мали олідуичу конформацію:

В В ' В В

HOn x ' 0vJ  HO-v ^ v J
S 0H *бн Я

а / б/ в/ г / 3

Ь Й> В 6

Ц О -^ Х І
но да ^ се

д/ е/ ж/ з /

6 & В В

СИЛ ^гСЄ І^он сїїТсн*
и / к / '  д /  0Й м/

ї В
W  w  Hd— т

. де в{Г | Г Л  - -є
н/ о/
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Замісники, що стояли в положенні 2 бензімідазолу /  Р /:

Н / І / ,  CF3/2 /, іСГ3/а / , СН2$СГъ/4/, СН2СбП5/5 /, СН/0Н/С6й5/6 /, 

СН20 '/7 /, СН20Н /З /, £СК=СН-СН3 /Э/, aijSH /10/, CIIn^CyHjg / I I / ,  

SCH2C6H5 /12/, СН2-Ашнтад1н /13/, CH2sCH2C6H5 /14 / , ? /15/, 

C E jiC ^  /16/, ® 2(,С£)НП /17/, СН^СН= СН-СН3 /18/.

Щоб не писати формулі: та назви хімічних сполук в таблицях І 

тексті, ми обозначили ациклічні аналоги нуюіеозкдів на основі бенз- 

ікідазолу слідуючая чином: спочатку цифрою позначався замісник,що 

стоїть в положенні 2 бензімідазолу, а потім буквод позначалась 

природа вуглеводнього залишку. Наприклад: І-/5-оксн-Б-оксааент- 

-2-Іл/-2-бензіиідазол обозначався як 4- £г і т.д.

Вивчення противірусної активності хімічних сполук "ін вітро" 

починали з опреділеїшя їх токсичності для культури клітин. Для 

цього готували ряд концентрацій досліджуваної сполуки: 5С0, 250... 

ЗІ мкг/мя, або 600, 400 . . .  25 гжг/мл. Погано розчинні сполуки по­

передньо розчиняли в невеликому об"емі дикетилсульфоксаду. Спосте­

реження за появою цитоііатичиих змін проводили чорез 72 години піс­

ля внесення сполуки в кивильне середовище. Концентрацію сполуки, 

яка дорівнювала половині концентрації, що не викликала видимих ци­

тотоксичних змін в конопарі клітин приймали за максимально перано- 

симу концентрацій /ШК/.

Первинний скрінінг противовірусної активності всіх досліджу­

ваних сполук проводили в культурі клітин ИЕЗ по відкокекню до 

ентероЕіруса свиней 8-І сірогрупи штам "Е386/79", та вірусу ТГС 

штам "Еурдьа-!І5” . Всі сполуки при первинному окрінінгу досліджу­

вала в ШК. Для цього 4Е годинну культуру клітин, з повні ста сфор­

мованим гонораром інфікували вірусом за загально прийнятою методи­

кою. Після процесу вірусної адсорбції, клітини промивали розчином 

Хенкса і е дослідні проби вносили живильне ссредовкде, в якому міс-
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а

тялась досліджувана сполука, а в контрольні проби вкосила тільки 

живильне середовище. Через 24-48 годин культуру клітин продивлялись 

під мікроскопом і фіксували інтенсивність враження клітинного мо- 

нослоа, потім 3 рази заморожували та розморожували, центрифугува­

ли 15 хвилин при 2 т.об/хв. і знаходили величину інфекційної ак­

тивності в дослідних та контрольних пробах.

Сполуки, які знижували інфекційний титр вірусу на 2,0 Ід 

TUSgg, і більше вз&кали вираженно активними, визначали їх міні­

мально активну концентрацію Д(АК/- концентрацій, що знижує титр 

інфекційності вірусу на 1,25-1,50 Ід. в порівнянні з контролем, та 

вираховували їх хіміотерапевтичний івдекс’Д Т І/. Величина остань- 

нго визначалась діленням ЇЖ  на МАК. Крім того, сполуки, що прояв­

ляли виражену ентивірусну активність досліджувались на наявність у 

них віруліцидної д ії та вивчалась їх ефективність в умовах одно- 

циклового дослі.цу. /Детально методи описані у Галегова Г.А і спів- 

авт. /1974/, Ільенко Б.ЇІ. /1977/, Tonew ы.,Топеи із. /I960/, Hu J.H. ' 

and Haiung G.C/1989/ .

Дослідження хімічних сполук "ін в іво” починали з визначення 

їх гострої токсичності для білих мишей, при внутрічеревному введен­

н і, та при одно- 1 триразовому пер&ральному приміненні для одноден­

них иор'осят-сисунів. ДДэд сполуки рахували на 10-а дань досліду 

по методиці, Що опиоана у Беленького МЛ. /1963/.

Захисну дію активних сполук вивчали на поросятах-гнотобіотах. 

Тварин інфікували перорально ЗО ДДзд вірулентного штаму вірусу ТГС

- "П 1439/81" у віці 10 годин через 3 години після першого годуван­

ня. Досліджувані сполуки вводили перорально за Z години до І через

2 та 24 години після інфікування поросят вірусом. Дослідні тварини 

утримувались в окремих стерильних герметичних боксах. 7сі матеріа­

ли, що доставлялись в бокси стерелізувались в шлюзовій камері роз-



чином перуксусно! кислоти. Годування проводили через кожні 4 годи­

ни сумішшю "Малютка", що готувалась згідно інструкції. Період спо­

стереження за тваринами дорівнював 10 дням.

Ефективність спо.іук оцінювали по проценту поросят, що вижили 

та подовженню середньої тривалості їх життя за час спостереження, 

згідно методиці, яка описана у Ільенко В.П. /1977/.

При статистичній обробці результатів використовували загаль- 

ио-приняті методи /опреділення середньо! арифметичної, середнього 

квадратичного відхилення, середньої квадратичної похибки результа­

ту/, а також формули, викладені в "Руководство по ветеринарной ви­

русологии" під редагуванням Сшріна В.її. /!9бб/.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДНО. ТА ІХ ОБГОВОРЕННЯ

І. СКРІПІКТ ХІМІЧПИХ СПОЛУК з противірусною активністю 

по відношенню до збудників ВГС

На паявність антивірусної активності по відношенню до ентеро- 

віруса свиней штам "В306/79" та вірусу ТГС штам "Пурдыо-515" дос­

ліджувались: 82 ациклічних анелоги нуклеозидів на основі бензікі- 

дазолу, бензтриазолу та їх основи, ІЗ - похідних бензімідазолу та 

бензтриазолу, 3 - похідних імідезолу, 9 - похідних піридину, 8 - 

похідних азепіну, 5 - ациклонуклеозидів природаіх основ. А такси, 

відомі інгібітори репродукції ЛНК-геномних вірусів, такі як: ацик- 

ловір, рибамідил, ациклорибавірин, аденінарабінозид, 6-азаурудин 

та 6-азацитідин, а також, відомі інгібітори реплікації РНК-геном- 

н ех  вірусів - гуанідин гідрохлорид та азідотимідин. Решта дослід­

жених сполук відноситься до різних класів хімічних речовин.

В результаті досліджень установлено, що відомі ігібітори реп­

родукції ДЯК-гвнсмюк вірусів суттєво не впливали на репродукцію 

корона- те ентеровіруса. Як вийкяток був рибамідил. Препарат мало-
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токсичний для культури клітин СНЕВ, його ШК дорівнювала 400 

мкг/мл. В цій коїщентрації рибамідил пригнічував інфекційну ак­

тивність вірусу ТГС на 3,25 Icj ТЦДдо /Р< 0,001/, а ентеровірусу- 

ла 3,17 К] Л**-0,001/. Нашими дослідженнями но підтвердились

дані <^./1976/, котрий спостерігав значне пригнічення ре­

продукції вірусу ТГС 6-азауридином. В нашому випадку ця сполука 

знижувала інфекційний титр коронавірусу тільки на 1,39 Iq ТЦД50 
/Р^'0,001/. Незначна противірусна ефективність виявлялась і у азі- 

дотимідина. Противірусну активність по відношенню до ентеровірусу 

свиней итаы "В336/79" проявляли гуанідин гідрохлорид та ОБЕ їх 

ШК в культурі клітин CREB складала 300 мкг/мл. В цій концентрації 

гуанідин гідрохлорид знижував інфекційність ентеровірусу на 3,32 

Ід ТЦДдо /Р^ 0, 001/  і практично не впливав на репродукцію вірусу 

ТГС. Дещо менш активним по відношення до ентеровірусу був 0ЕБ,він 

знижував його інфекційний титр на 3,01 Ід ЇЦДзд /Р<- 0,001/. Інфек- 

ційність вірусу ТГС ОББ зменшував на 1,39 Ід ТЦДзд /Р<0 ,05/. Але 

потрібно відмітити, що ОББ та гуанідин гідрохлорид були ефективні 

по відношенню до ентеровірусу тільки в досить високих концентраці­

ях - 300-250 мкг/мл, з і зниженням концентрації до 200 мкг/мл і ниж­

че активність їх швидко зменшувалась.

Не'вдалося виявити суттєвої противірусної активності серед 

похідних піридину та ацкклонуклеозздів природніх основ. Помірна 

ефективність виявлена у таких сполук, як: і/-/2-/5-нітрофурил-2/- 

акрилоїл-2-піридилацетонітрил; 2,3-дифенілімідазо [І,2-в) бензотіа- 

зін-І,3-0Н-5; 12-метил-ІІ-цианобензімідазодо [І,2-в] ізохінолінон- 

6 ; 3-/фєноксі-7/-ізопропокоіхромонЕ, які знижували інфекційний 

титр ентеровірусу свиней в середньому на 1,50-2,17 Ід ТЦІ^д. А та­

кси у сполуки - 2->і,-Д-галактоп ір ідаз і л-4-хлор-5-метокс 1 п ір 1 даз і - 

нол-З яка зменшувала інфекційність вірусу ТГС на 1,50 Ід ТЦ£



/Р < 0,001/.

Перспективними ь антивірусному плані, на нашу думку, е похід­

ні азепіну. В усіх досліджених нами сполук цієї групи виявлена ви­

ражена активність по відношенню до ентеровірусу. Найбільш ефектив­

ними сіули сполуки - 2-/4~метоксифеніл/-6,7,8,9-тетрагІдро-5Н-Імі- 

даао [1,2-а] азепін, та йсго гідрохлорид, які знижували Інфекцій­

ний титр вірусу відпсвідно на 1,70 Ід ТЦД50 /Р< 0,001/ та 2,61 I(j 

ТЦДзд /Р<г 0,001/. '

Серед похідних бензімідазолу та бензтриазолу виражена протк- 

віруска активність виявлена тільки у 2-меркаптобензімідазолу. Ця 

сполука в концентрації 62,5 мкг/мл /}Ж / пригнічувала Інфекцій- 

ність ентеровірусу свиней на 2,00 Ід ТЦЦ50 /Р<-0,001/. 7 решти х і­

мічних сполук uteІ групи противірусної активності по відношенню як 

до ентєро- так І до коронавірусу не виявлено, ado вона була нез­

начна. Виражену ефективність по відношеній до ентеровірусу прояв­

ляли похідні імідазолу, сполуки - 4 ,5-диме ти л-2 чла рка п т о І м I да з ол 

та 4,5-дифеніл-2-меркаптоІм1дазол знижували його Інжекційний титр 

відповідно на 1,52 1 1,90 1  ̂ ТЦ£с0 /Р<. 0,001/.

Самою чисельною групою досліджених хімічних сполук були ацик­

лічні аналоги нуклеозидів на основі бензімідазолу, 2-земіщеного 

бензімідазолу та бензтриазолу /82 сполуки/. Результати досліджень 

показали, що ациклонуклеозиди бензтриазолу /7 сполук/ те бензімі- 

дазолу /  П сполук/ як І самі бензтриазол та бензімідазол при від­

носно невисокій цитотоксечності для культури клітин СНЕВ ДОК - 250 

-51,2 мкг/мл/ значного аитквіруского ефекта по відношенню як до 

ентеро- так і до коронавірусу не проявляли. Рибофуранозида 2-замІ- 

щеного бензімідазола - сполуки 2и - 7н теж були малотоксичні для 

культури клітин І практично не впливали на інфекційвісгь обох зі 

русів. Серед самих же 2-заміаіених бензінідазолів та їх ацлклонук- 

лаозкдив було виявлено ряд сполук, шо значно впливали на Інфекцій-

II
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ність ентеровірусу свиней. При ньому три 2-збміщенІ бензімідезоли- 

сполуки £ , 12# їй те чотири !х ациклонуклеозиди - сполуки §г, Д е , 

Дм, JiH пригнічували Інфекційніоть ентеровірусу в більшій м ірі, 

j іж ОЕБ. Крім того, серед цієї групи виявлені два ациклонуклеози­

ди - сполуки Д а та які значно знижували Інжекційну актив­

ність вірусу ТГС штам "Пурдьп-І15". Так, сполука Д а в ЖЕ зменшу­

вала інфекційний титр коронавірусу на 4,35 Ід ТЦДд0 /?<  0,001/, а 

сполука 1£м - на 3,05 Ід ТЦЕзд /? <0,001/.

Проводячи аналіз залежності противірусної активності похідних 

бензімідазолу від їх будови потрібно відмітити, що як правило спо­

стерігалась слідуюча закономірність: якщо 2-земіщекий бензімідазол 

проявляв активність, то і активним був і його ациклонуклеозид. 

Зївктивність сполук залежала як від групи, що містилась в положен­

ні 2 бензимідазолу, так 1 від природи глікозидного залишку. Так, 

2-заміщені бензімідазоли та їх ациклонуклеозиди, що містили в по­

ложенні 2 бензімідазолу <Jrop /всього 15 сполук/ вираженої активнос­

ті по відношенню до досліджуваних вірусів не проявляли. Коли ж в 

полояенні 2 бензімідазолу знаходились групи: - $-СН*СН-СИ3, 

-CH2SC7H15, “iiCgHji ,̂ -CR^GjHijr, -CI^tCgHjj та —СІ^-

-SCHsCH-CHg сполуки виявляли ефективність як по відношенню до ен- 

теро-, так і до коронавірусу. Як видно, всі вони в своему складі 

несуть сірку. Дещо окремо стоять сполуки, що в положенні 2 бензі- 

мідазолу неоуть групу - СІІ^швдадин. Сама основа - сполука J3 

проявляла найбільшу противірусну активність, серед всіх перевіре­

них нами речовин, по відношенню до ентеровірусу снижуючи ЙОГО Ін­

жекційний титр на 5,28 1^ Щ д о /Р< 0,001/. Високу активність оо- 

нови можна пояснити тим, що вона складається з двох активних ан- 

тивірусних сполук '- бензімідазолу та амантадину. Що ж до природи 

глікозидного залишку, то найбільше активних антивірусішх сполук



виявлено сер.ед ациклонуклеозцдів бензімідазолу, що несли глікон а 

або м.

2. Противірусна активність 2-заміше)’та бензіміда- 

зодів та іх ациклонуклеозидів

По результатам проведеного скрінінгу для подальших досліджень 

кб;.ш було відібрано 14 самих активних хімічних сполук, всі вони 

виявились похідними.бензімідазолу. ІГять з них відносяться до 

групи 2-заміщвких бензімідазолів, а решта девпять - до ациклонукле- 

озвдів 2-заміщених бензімідазолів. При цьому сполуки Д а та і£м 

проявляли активність по відношенню до вірусу ТГС, а решта - сполу­

ки: 5, £г, 2, 2, £а, Д е , Дм, 12, Дм, J7a, Дм та .Щ - по відно­

шенню до ентеровірусу свиней. З метол виявлення серед відібраних 

речовин потенціальних противірусних препаратів для практичного ви­

користання усі вони вивчались більш детально. При опреділенні їх 

ИШ для різноманітних культур клітин свинного походження виявлено, 

що серед клітинних культур: СЕЕВ, НШ, ВДС та ПТП, СНЕВ виявилась 

найменш чутливо» до цитопатичної д ії , сполук, що е и в ч в л и с ь . Було 

також установлено, що для всіх цих культур клітин ациклонуклеози- 

ди були взагалому більш токсичніші ні* їх основи.

Усі сполуки, ефективні по відношенню до ентеровірусу свиней 

8-І сірогрупи штам "ВЗВб/ТЭ*' також в значпій мірі знижували інфек­

ційні сть і ентеровірусу свиней 6-І сірогрупи штам "7ШШИ-І". Спо­

луки Д а та 2Дм теж зберігали свою активність по відношенню до р із ­

них штамів вірусу ТГС, таких як: "!,!-42", "Риме" та "П 1439/81". 

Однак необхідно відмітити, що чутливість цих штамів до д ії інгібі­

торів була різною. Так, якщо штами "М-42", "Пурдью-115" та 

"П 1439/81" інгібіровались ациклонуклеозвдами Д а та І£м приблизно 

в однаковій м ірі, тс чутливість до них у штаму "Риме" була на по­

рядок нижче ніж у вищеперерахованих штамів.

ІЗ



Вивчення противірусно! д іі похідних бензімідазолу в умовах 

одноцкклового досліду показало, що із 12 сполук, активних по від­

ношенню до ентеровірусу, тільки 8 зимували інфекційний титр шта­

му "В386/79" більш як на 1,25 Iq  БУО/см3 . Сюди відносяться: 2-за­

міщені бензімідазолу - сполуки 5, 2, ІЗ та Д ,  та їх ациклопуклео- 

зиди - сполуки gr, Ц е , Дм та, Дм. Найбільш активними із них бу­

ли сполуки £г та Д ї. вони жнижували інфекційний титр вірусу відпо­

відно на 2,40 11  БУО/см3 /Р<0,01/ та 2,52 Ід БУО/см3 /Р<: 0,001/. 

Обидва нуклзозиди, що ефективні по відношенню до вірусу ТГС - спо­

луки Д а та Дм знижували інжекційний титр коронавірусу відповід­

но на 2,18 та 1,20 Ід БУО/см3 /Р* О, С І/ . ОББ в умовах одноциклово- 

го досліду зменшував Ів£©кц1йність ентеровірусу на 1,70 Iq 

БУО/см3 /Р-̂  0,01/ і коронавірусу на 0,46 Ід КУО/см'' /Р> 0,05/,тоб­

то по відношенню до вірусу ТГС активним не був.

Із 12 сполук, що були ефективні по відношенню до ентеровіру­

су, ГРІ віще 8,0 мали речовини - gr, Д е , Дм та Д , для яких цей 

показник відповідно дорівнював - 25,0; 8,6; 16,0 та 26,0. Із двох 

сполук,'ефективних по відношенню до вірусу ТГС тільки сполука Д а 

мала Ш  вище 8,0, цей показній .у неї рівнявся 16,0. По показнику 

XT І, вищеназвані речовини, значно перевищували ОББ, який у остан­

нього для ентеровірусу свиней штам "В386/7Э" дорівнював 2,5, а ш  

відношенню до вірусу ТГС - 1,7.

З метою виключення "помилкового" антивірусного ефекту що 

п оЕ "я зу ет ь ся  з впливом досліджуваної сполуки ка клітинний метабо­

лізм, а на впливай ІІ ка репродукцію самого вірусу вивчалась ак­

тивність усіх відібраних сполук на інфекційність віруса хвороби 

Ауески штам "БУК-628*. Контрольним препаратом в ціх дослідах ви­

користовували рибамідил. Одержані результати показали, що ні од­

не із похідних бензімідазолу, ні ОЕБ суттєво не впливали на рзп-
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родукцію ДЯК-геномного вірусу. В той час, як рибам Ідил значно 

зменшував інфекційність вірусу хвороби Ауески, знижуючи його ін~ 

фекційність на 3,83 Itj БУО/см^ /Р< 0,001/. Таки,і чином противірус­

на активність відібраних похідних бензімідазолу не пов"язана з їх 

впливом на метаболізм клітини, а в результатом впливу на репродук­

цій самого вірусу.

Ввакаємо, ц;о виявлена противірусна активність 2-заміщених 

бензімідазолів та 1-х ацнхлонуклеозидів не пов"язана з  їх інтерфе- 

роногенною активність та впливом на процеси адсорбції і проникнен­

ня вірусу в клітину тому, що обробку культури клітин препаратами 

ми проводили через І час після інфікування II вірусом. А як відо­

мо, процес адсорбції та проникнення в клітину ентеро- та коронаві- 

русів на цей період уже в основному завершуються, для стимулюван­

ня продукції інтерферону культуру клітин необхідно обробляти спо­

лукою до інфікування ї ї  вірусом. Крім того, нами установлено, що 

досліджувані сполуки не проявляють віруліцвдно! активності. Скорі­

ше за все, противірусна ефективність 2-заміщених бензімідазолів 

та їх ацкклонуклеозидів, по аналогії з  найбільш вивченим п о х ід н ім  

бензімідазолу - ОЕБ /теж 2-зам1щеиий бензімідазол/, пов"язана з 

внутріклітинним впливом сполук на синтез РИХ-залегшої РЇЇК-поліме- 

рази.

3. Противірусна для І-/4-окск-2-оксабутіл/-2-гептил- 

тіометилбонзімідазола та його комплексу з ркбамі- 

дилом на збудник ТГС

В результаті наших досліджень установлено, що зциклонуклео- 

звд 2-заміщеного бензімідазолу - сполука Д а /І-/4-окси~2-оксабу- 

тил/-2-гептилтіометилбензімідазол/ та хіміопрепарат широкого спек­

тру д ії -рибам ідил /і-^-Д-Рибофуранозіл—1,2,4-триазол 3-карбокс- 

амід/ е найбільш активними, із перевірених сполук, по відношенню



о вірусу ТГС. Обидві сполуки відносяться до різних класів ХІМ ІЧ ­

НИХ речовин І їм властиві різні механізми противірусної д і ї .  Ос­

таннє дозволило припустити про можливість одержати високий проти­

вірусний ефект в разі їх одноразового примінення. Тому в подальшо­

му ми більш детально вивчали ефективність як окремо взятих цих 

сполук, так 1 їх комплекса.

Інфекційний титр вірусу ТГС штам "Пурдью-І15" знижувався в 

одинаков 1Я мірі, якщо сполуку Д а вносили за 24 і І годину до Ін­

фікування, водночас з інфікуванням, або через 1-1,5 годин після 

інфікування культури клітин вірусом. В цей період інфекційність 

вірусу знижувалась на 4,20 Ід БУО/с»^ /Р< О,ОСІ/. Найбільш вразли­

вим періодом вірусно! інфекції до д ії інгібіторе був проміжок з 

2-І по 4-у годину після інфікування культури клітин вірусом. їїа 

цей чес припадає пік його активності - 3-годшіа перебігу Інфекції, 

коли Інфекційність вірусу зменшувалась на 4,60 1  ̂ЕУО/ом'УР.-О.ООІ/. 

Починаючи з 3 години від початку вірусної Інфекції активність спо­

луки Д а знижується. Сполука, внесена через 6 годин після інфіку­

вання культури клітин вірусом уже практично ке зменшує його Інфек­

ційність.

Комплексне прлмінення сполуки Д а та рибамідклу в дослідах на 

культур і клітин привело до значного противірусного ефекту. По ріа- 

ню снижения Інфекційної активності вірусу ТГС, активність комплек­

су завжди була ввдз ніж у окремо езяткх речовин. Так комплекси: 

-рибемідил+сполука Д а: 250«ЗІ,0; 250*16,0; 2G0i-I2,5; 250+10,0j 

200»GI,0; 200+16,С; 200+12,5; I СО іЄ 1,0 /мкг/мл/ знижували репродук­

цію вірусу на ICO % /Мвл.І / .  В усіх цих випадках взаємодія обох 

препаратів носила синергідний характер. Другим позитивн ім  момен­

том комплексного примінення двох сполук було те, що в цьому випад­

ку удавалось значно знизити концентрації обох компонентів, зберіг-
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ши при цьому високу ефективність комплексу.

31 збільшенням дози Інфікування культури клітин вірусом а

0,001 БУО/клітина до 1,0 БУО/клітина активність обох сполук та 

комплексу помітно зменшувалась. Однак при у с іх  дозах інфікування:

0,001; 0 01; 0,1 та 1,0 /БУО/клітина/ - ефективність сполуки Д а  

продовжувала залишатись вищою за активність рибамідилу, а ефектив­

ність комплексу - активності окремо взятих сполук. При цьому ха­

рактер взаємодії обох речовин, що входили до складу комплексу,про­

довжував залишатись* синергідним.

Малюнок І .  Вплив Д а  та його комплексу з рибамідилом на Інфекцій­

ний титр вірусу ТГС штам "Пурдью-ІІ5" в культурі клі­

тин СНЕВ. . '

Відомо, що практично до у с іх  сполук, що проявляють специфіч­

ний механізм противірусно! д і !  можуть бути одержані інгіб ігорре- 

зиотентяі мутанти в ір у с ів . Використовуючи культури к л іт їн  СНЕВ та 

КСП ми вивчали розвиток резистентності у в ірусу ТГС штам "їїурдью- 

115" до сполуки Д а ,  рибамідилу та їх  комплексу. Протягом 7 паса-

Інфекційний титр, 1 - Да;
2 - Д а  «ри<5ам1дил/250 мкг/мл/ j

3 - Д а «рибаіііідил/200 мкг/ш/ j

4 - Д а ц>ийам1дил/100 мкг/кя/ j

5 - Д а *риЗа^ідил /50 мкг/мд/.

І

5

Концентрація 

—  мкг/мл
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ж і в б  культурі клітин ІТСП та 10 - в культурі клітин СНЕВ розвитку 

резистентності у вірусу ТГС до рийаиідилу ж  не виявили. Резистен­

тність вірусу до сполуки Д а в культурі клітин СНЕВ розвивалась з 

7-го пасажу Дйл.2/, а в культурі клітин НСП - з 4-го. Використан­

ня комплексу, що складався з обох сполук, не тільки не сприяло 

розвитку до нього резистентності, а навпаки, пост/поео вело до 

зниження ікіібкційності вірусу з кожна,'.’, послі дуючим пасажем аж до 

пригнічення його репродукції на 100

18

Інфекційний титр

Малюнок 2. Розвиток резистентності у вірусу ТГС штам "Пурдью-ІІб" 

до сполуки Д а в культурі клітин СПЕВ

І - контроль вірусу; 2 - Д а /16 мкг/мл/; 3 - рибамі- 

дил /200 мкг/мд/і 4 - Д а  f  рибам ідил /16 *■ 200 ккг/мл/

Висока противірусна активність сполуки Д а особливо І і комп­

лексе з рибамідилом, виявлена в дослідах ка культурі клітин, по 

відношенню.до вірусу ТГС, послужила поптовхок для перевірки їх 

ефективності в дослідах на тваринах. При визначенні токсичності



сполуки Д а установлено, що його ЛД̂ 0 для білих мишей вагою 10- 

12 гр при внутрічеревному введенні складає 560 мг/кг /££50 риба- 

мідила при цьому ж способі введення - 1000 мг/кг/ /данні літерату­

ри//, а ДЦдф для одноденних поросят-сисунів при одно- та триразово­

му, а інтервалом 24 години, пероральному введенні - відповідно 

2675 та 1600 /мг/кг/. Сполука Д а не проявляла хронічної токсич­

ності, так як тварини впнули в пера і дні після початку експеримен­

ту.

Перевірку захисної д ії сполуки Д а , рибамідила та їх комплек­

су проводили на поросятах-гнотобіотах по лікувально-профілактич­

ній схемі: 100 мг/кг речовини перорально за 2 години до інфікуван­

ня та по 100 мг/кг через 2 1 24 години після інфікування тварин 

ЗО ДДзд віруса ТГС штам " II 1439/81". В результаті дослідів було 

установлено, що рибамідил не захищав від загибелі поросят, а лише 

збільшував їх середню тривалість ниття на 12 7-і сполука Да-збіль- 

шувала середню тривалість життя поросят на 42,5 %, зменшуючи при 

цьому їх смертність на 25 f.\ примінення комплексу - збільшувало 

середню тривалість життя поросят на 89,5 f. та зменшувало їх мерт- 

ність на 50 f  в порівнянні з контролем. Клініка перебігу ТГС в 

групах, де приміняли сполуку Д а  та II комплекс з рабамідилом но­

сила стертий характер в порівнянні з контролем, і перші симптоми 

захворювання поросят в цих групах з"яеляллсь пізніше Діал. З /.

В И С Н О В К И

І. Проведено скрінінг на противірусну активність по відношен­

ню до ентеровірусу свиней 8-І сірогрупи штам "В386/79" та вірусу 

ТГС штам "Пурдью-ІІ5" 146 хімічних сполук, 82 із яких відносяться 

до групи ациклічних аналогів нуклеозидів на основі бензімідазолу. 

При цьому виявлено 42 сполуки активні по відношенню до ентеровіру-
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су та 10 - по відношенню до вірусу ТГС. 

Смертність

20

Малюнок 3. Противірусна дія Д а , рибамідила та їх комплекса в 

дослідах на поросятах-гнотоб1отах 

І - контроль вірусу; 2 - рибамідил /100 мг/кг/;

З - Д а /100 мг/кг/; 4 - Да«рибам1дил /100*100 мк/кг/.

2. Вивчена противірусна ефективність 14 самих активних, Із 

перевірених, ациклонуклеозвдів бензімідазолу по відношенню до р із ­

номанітних штамів ентеровірусів свиней, вірусу ТГС І вірусу хворо­

би Ауески.

3. Вперше установлена висока противірусна активність по від­

ношенню до ентеровірусів свиней у І-/5-окси-3-оксапент-2-ил/-2- 

бензілбензімідазолу, 2-/4-метоксІфеніл/-б,7,8,9- тетрагІдро-5Н-Імі- 

дозо [̂ 1 , 2-а] азепіну та його гідрохлориду.

4. Виявлена висока противірусна ефективність по відношенню 

до вірусу ТГС у І-/4-окси-2-окоабутил/-2-гептилтtометилбенз іміда- 

зоет.

5. Вивчена ефективність по відношенню до вірусу ТГС комплекс­

ного препарата, що складається Із І-/4-окси-2-оксабутал/-2-гептил- 

тІометиябензім1дазолу та рибамідилу. Установлено, що вза"емодія



обох сполук при комплексному застосуванні носить адитивний харак­

тер, що переходить у синергізм. Використання обох сполук одночас­

но запобігає утворенню резистентних мутантів віруоу ТГС до ацикло- 

нуглвозида бензімідазолу.

6. Установлено, що противірусна активність І-/4-тОксЯ—2-окса- 

бутил/-2-гептилтіоматалбензімідазолу та його кошлекса з гибаміди- 

лом зберігається "ін віво".

ПРАКТИЧНІ ПРОПОЗИЦІЇ

Результати досліджень дозволили більш ефективно проводити 

направлений синтез ациклічних нуклеозидів на основі бензімідазо­

лу, що проявляють противірусну активність по відношенню до РНК- 

геномних вірусів тварин.

Деякі вивчені сполуки можуть 6yW використані при розробці 

ефективних засобів боротьби з аіруснь*ш гастроентеритами свиней, 

на три із  них одержані авторські свідоцтва .11519181 від 23.11.87 

року та №1704442 від 28.02.1990 року. Сполука - І-/4-окси-2-ок- 

сабутил/-2-гептилтіом0тилбензімідазол ноже використовуватись при 

вивченні механізму репродукції вірусу ТГС.
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