
ВЕТЕРИНАРНА БІОТЕХНОЛОГІЯ 44, 2024 

 

130 

УДК 577.27:577.245 

DOI: 10.31073/vet_biotech44-12 

 

ШАЙ Д.С., канд. біол. наук, ст. наук. сп., e-mail: dshay.rc@gmail.com, 

КРИЦЯ Я.П., канд. вет. наук, доцент, e-mail: iana.kritsya@gmail.com, 

ЗАХАРОВА О.М., канд. біол. наук, e-mail: olga_zm@ukr.net, 

СИДОРЕНКО Т.В., е-mail: t-sudorenko@ukr.net,  

МЕЛЬНИЧУК Ю.В., е-mail: yulia0976673631@gmail.com 

Інститут ветеринарної медицини НААН 

 

ОЦІНКА ЕФЕКТИВНОСТІ НОВИХ НИЗЬКОМОЛЕКУЛЯРНИХ 

ІНДУКТОРІВ ІНТЕРФЕРОНУ – АНАЛОГІВ АМІКСИНУ, ПОХІДНИХ 

ДИФЕНІЛУ 
 

Вперше досліджені біологічні властивості ряду новосинтезованих речовин – аналогів 

аміксину та похідних дифенілу. Показано здатність до індукції інтерферону (ІФН) як у 

різних культурах клітин ссавців, так і в організмі експериментальних тварин. Виявлено, що 

в умовах in vivo новосинтезовані сполуки за кодовими номерами № 9, № 10 та лораміксин є 

активними індукторами ІФН та відрізняються від аміксину характером активації системи 

ІФН, що доводить залежність між структурою та функцією новосинтезованих 

низькомолекулярних індукторів інтерферону. 

Ключові слова: інтерферон, противірусна дія, індуктор, аміксин, антивірусні 

препарати. 

 

Вступ. В Україні гостро стоїть питання профілактики та лікування 

масових вірусних хвороб дорослих тварин та молодняку, що обумовлені 

вторинними імунодефіцитами різного походження, широким розповсюдженням 

латентного вірусоносійства, порушенням обміну речовин, техногенними 

факторами, які послаблюють імунний статус організму [1]. Проблема 

загострюється складністю антибіотикотерапії, що пов’язано,  

по-перше, зі збільшенням кількості антибіотикорезистентних збудників;  

по-друге, з високою частотою асоційованих інфекцій; по-третє, з підвищенням 

агресивності умовно-патогенної мікрофлори та собівартістю лікування [2]. 

Відомо також, що розвиток тривалої інфекції різноманітної етіології 

призводить до супресії системи синтезу інтерферонів. Все це свідчить про 

необхідність застосування, при комплексній терапії хворих, препаратів, що 

володіють етіотропною противірусною та антибактеріальною дією і корегують 

імунний статус організму [3]. До таких препаратів належить ІФН та його 

індуктори, які в останні роки набули широкого розповсюдження в медицині та 

ветеринарній практиці. Індуктори ІФН, на відміну від ІФН, активують власну 
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інтерферон-синтезуючу систему організму [4, 5]. Крім того, шляхи активації 

генів, що продукують ІФН та ряд цитокінів, перехрещуються. Отже, індуктори 

ІФН, стимулюючи синтез ІФН, індукують продукцію інших цитокінів, тим 

самим відіграють важливу роль в регуляції імунореактивності організму [6]. 

Низькомолекулярні синтетичні сполуки – індуктори ІФН на сьогоднішній день 

є найбільш перспективними [7]. Вони стимулюють неспецифічну 

резистентність, володіють інтерфероніндукуючими, противірусними, 

імуномодулюючими та імуноад’ювантними властивостями. Акцентується увага 

на їх низькій вартості та вибірковість індукції різних типів ІФН, що дає змогу 

не перевантажувати імунну систему в цілому. 

Вивчення біологічної активності нових індукторів ІФН і впровадження 

розроблених препаратів та способів застосування, дозволить використовувати 

їх в якості етіотропних методів екстреної профілактики та лікування вірусних 

захворювань продуктивних та непродуктивних тварин, корекції 

імунодефіцитних станів різного походження, посилення протективних 

властивостей вакцин при вакцинації молодняку [8]. 

Мета роботи. Дослідити противірусну та інтерфероногенну активність 

новосинтезованих низькомолекулярних індукторів інтерферону шляхом 

вивчення їх біологічних властивостей в умовах in vitro та in vivo та зв’язку 

виявлених ефектів з планарністю їх структури. 

Матеріали і методи досліджень. Досліджуваними речовинами були 

11 новосинтезованих сполук похідних дифенілу, аналогів аміксину. В якості 

препарату порівняння використовували відомий у медичній практиці 

низькомолекулярний індуктор ІФН аміксин. 

Маніпуляції з піддослідними тваринами (відбір крові у піддослідних 

тварин, отримання макрофагів перитонеального ексудату та клітин селезінки 

мишей) проводили відповідно загальноприйнятих методичних рекомендацій та 

дотримання біоетичних норм [9]. 

Визначення максимально-витримуваної концентрації досліджуваних 

сполук in vitro проводили на платах з одноденним моношаром клітин L929, Vero 

та НЕр, куди вносили по 0,1 мл досліджуваних сполук у послідовних 

дворазових розведеннях. Відсоток життєздатних клітин визначали за 

допомогою їх фарбування трипановим синім згідно стандартної методики. За 

величину максимально витримуваної концентрації речовин приймали 

найбільшу концентрацію, що не викликала деструкції моношару. 

Гостру токсичність вивчали методом процедури «вгору і вниз» (UDP), 

рекомендованою Організацією по економічній кооперації та розвитку  

(OECD) [10]. 
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ЛД100 визначали шляхом послідовного введення тваринам речовин в 

зростаючих дозах. Якщо стартова доза не викликала токсичного ефекту, то дозу 

підвищували вдвічі, поки 5 тварин не загинуть в результаті отримання 

токсичної дози або не буде досягнена лімітуюча доза. Для визначення ЛД50 

п’яти мишам вводили однакову кількість досліджуваної речовини в дозах, 

нижчих за ЛД100 до досягнення смертності 2-х мишей в дослідній групі.  

Речовини у початковій концентрації 5 мг/кг вводили дочеревно, по 0,2 мл 

на тварину. Утримували тварин в окремому приміщенні віварію при сталій 

температурі повітря і вільному доступі до корму та води. Відмічали клініку 

отруєння та загибель мишей. 

Переносимість тварин субтоксичних концентрацій досліджуваних сполук 

та наявність віддалених наслідків їх введення вивчали шляхом спостереження 

за тваринами протягом 15 діб з моменту введення речовин. За вихідні дози 

приймали концентрації доз ЛД50 з коефіцієнтом 1/1,05. Відмічали клініку 

отруєння та загибель мишей. 

Визначення ІФН-генної активності досліджуваних сполук in vitro 

проводили на моношарі клітин L929, в який вносили дослідні інтерфероногени 

та інкубували протягом 1 години в термостаті при 37°С в умовах постійного 

рівня СО2. До відмитих від використаного середовища та інтерфероногенів 

клітин додавали середовище для підтримання росту клітин, що містило 

антибіотики та 2% ембріональної сироватки телят. Рівні екзогенного 

інтерферону визначали в культуральному середовищі через 24 години після 

обробки клітин індукторами. 

Індукцію ІФН у клітинах стабілізованої крові, спленоцитах та 

перитонеальних макрофагах мишей проводили мікрометодом [11]. Для індукції 

α-ІФН використовували ридостин, γ-ІФН – розчин фітогемаглютиніну, 

спонтанного ІФН – середовище 199. 

Вивчення ІФН-генної активності сполук іn vivo здійснювали на різних 

лініях клітин, отриманих від піддослідних тварин (Balb C, безпородні). Мишам 

однократно дочеревно вводили досліджувані речовини в об’ємі 0,2 мл. Відбір 

цільної крові, сироватки, отримання спленоцитів та клітин перитонеального 

ексудату проводили на першу, третю, п’яту, сьому та дев’яту доби після 

введення досліджуваних речовин. Після 24-годинного культивування в 

середовищі, кондиціонованому клітинами, визначали рівень ІФН. 

Визначення рівня продукованого ІФН у зразках проводили, застосовуючи 

метод мікротитрування на культурі клітин L929 проти 100 ТЦД50 тест-вірусу – 

вірусу везикулярного стоматиту (штам Індіана) в умовах постійного рівня СО2 

(5%). За титр ІФН приймали величину, обернену максимальному розведенню 
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препарату, що викликала захист від цитопатичної дії (ЦПД) вірусу та виражали 

в log2. Як позитивний контроль для інтерферону мишей використовували 

лабораторний стандарт. 

Дослідження противірусної дії сполук in vitro проводили за 

профілактичною та терапевтичною схемами. За профілактичної схеми у 

готовий моношар клітин L929 вносили досліджувані сполуки в серійних 

розведеннях. Клітини інкубували 24 год. при 37°С, після чого в лунки плашки 

вносили вірусну суспензію вірусу везикулярного стоматиту (ВВС). Плашки 

інкубували в термостаті з постійним рівнем СО2 при 37°С та вологості 98% до 

настання 100% цитопатичного ефекту (ЦПЕ) в лунках контролю вірусу. Потім 

визначали ступінь інгібіції вірусоспецифічного ЦПЕ.  

За терапевтичної схеми в культуру клітин вносили суспензію ВВС та 

експонували протягом однієї години, після чого в лунки вносили досліджувані 

сполуки. Плашки інкубували у стандартних умовах. Аналіз пригнічення 

вірусної реплікації проводили через 24 год. Антивірусну активність препаратів 

оцінювали за цитопатичним ефектом в формі некрозу після їх фарбування. 

Вивчення противірусної дії досліджуваних сполук in vivo проводили на 

моделі герпетичного менінгоенцефаліту у 60 самок безпородних мишей вагою 

16–18 г. Дослідних тварин інфікували шляхом інтрацеребрального введення 

10% мозкової суспензії вірусу простого герпесу «1» (ВПГ-1) (LD100) в дозі 

0,02 мл. Миші були розділені на шість дослідних груп: перша не отримувала 

ВПГ і була контролем в досліді, другу групу мишей не піддавали обробці 

речовинами і вважали її контролем вірусної інфекції, всі інші дослідні групи 

отримували досліджувані сполуки однократно дочеревно по 0,2 мл/тварину 

через 24 год після інфікування ВПГ. 

Математична обробка результатів дослідження. Експериментальні дані 

оброблялись загальноприйнятими методами варіаційної статистики. Числові 

дані представленні у вигляді середнього арифметичного та стандартної 

похибки. Нульову гіпотезу для контрольної та дослідних груп порівняння 

перевіряли за допомогою непараметричних критеріїв Вілкоксона-Мана-Уітні 

(U) та Колмогорова-Смірнова (Відмінності між групами вважали статистично 

значимими при р < 0,05) [12].  

Для статистичної обробки дискретних даних (результати титрування ІФН, 

ФНП) використовували метод Кербера у модифікації Ашмаріна, інтервал 

надійності даних оцінювали за середнім геометричним логарифму 

досліджуваної величини [13]. 

Результати досліджень та їх обговорення. Аналіз результатів 

токсичності, в умовах in vitro та in vivo препаратів показав, що сполуки № 9, № 
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10 та лораміксин виявилися малотоксичними, тож надалі всі експерименти 

проводились з використанням тільки цих сполук. 

Оскільки ІФН забезпечує неспецифічний противірусний захист організму 

[14, 15, 16], а досліджувані речовини виявились активними індукторами ІФН в 

умовах in vitrо, було важливим дослідити здатність цих сполук затримувати 

розвиток інфекції, викликаної вірусом простого герпесу (ВПГ-1) в організмі 

експериментальних тварин. 

В результаті введення дослідним тваринам суспензії ВПГ-1 вже на  

3–4 добу спостерігаються клінічні ознаки герпетичного менінгоенцефаліту: 

пригнічення загального стану організму, неадекватна реакція на різкі звуки, 

везикули в області ротової порожнини. На 8–9 добу спостерігається смертність 

всього поголів’я заражених тварин (рис. 1).  
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Рис. 1. Життєздатність мишей на фоні ВПГ-інфекції та досліджуваних 

сполук. 
 

Для більш широкої оцінки противірусної активності досліджуваних 

сполук паралельно із застосуванням препарату порівняння аміксину 

використовували віролекс (стандартний протигерпетичний засіб, діюча 

речовина – ацикловір). Показано, що введення досліджуваних сполук та 

препаратів порівняння зменшувало загальну смертність тварин у порівнянні із 

віролексом. Аміксин у використаній дозі забезпечував 90% захист тварин.  

Наступним нашим кроком було дослідження ІФН-індукуючої активності 

різних систем організму експериментальних тварин за умов інфекції. 

Перші результати показали що в сироватці крові, вже на першу добу 

виявляються високі рівні циркулюючого ІФН. Максимальні рівні 

сироваткового ІФН при введенні аміксину cпостерігається на п’яту добу 

(8,45±0,23 log2). У порівнянні з аміксином, сполуки №10 та лораміксин 

викликають індукцію в пікових кількостях через 24 год (8,32±0,22 та 

8,32±0,22 log2), а сполука №9 – індукує синтез сироваткового ІФН на 

стабільному рівні протягом 7-ми діб після її введення (І – 7,32±0,20; ІІІ – 

6,32±0,19; V – 7,32±0,20 та 7,32±0,20 log2 (Р < 0,05)) (рис. 2). 
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Рис. 2. Титр ІФН в сироватці крові інфікованих мишей, що 

отримували дослідні речовини. 
 

Дослідження ІФН-продукуючої активності клітин цільної крові 

інфікованих мишей, які отримували аміксин показало, що у відповідь на його 

введення, збільшується резерв клітинної відповіді на індуктори всіх типів ІФН 

(рис. 3). 

  
Рис. 3. Показники інтерферонового статусу клітин цільної крові 

мишей, що отримували аміксин на фоні ВПГ-1 інфекції. 
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Показано суттєве збільшення функціонального резерву клітин 

(праймуючий ефект) при обробці цим препаратом інфікованих тварин. 

Протягом І та ІІІ доби експерименту титри ІФН були на досить високих рівнях. 

Протягом подальшого дослідження титри ІФН в цільній крові дослідних тварин 

поступово знижувались. 

На відміну від аміксину, сполука № 9 є кращим активатором 

макрофагальної ланки імунітету під час інфекційного процесу в організмі. Ця 

речовина викликає значне збільшення резерву відповіді макрофагів протягом 

всього часу спостереження за тваринами. Піки продукції індукованих α- та  

γ-ІФН виявляли на першу добу після дочеревного введення речовини. Високі 

титри ІФН-ів залишались сталими навіть на ІХ добу експерименту (рис. 4). 

 

 

   
Рис. 4. Показники інтерферонового статусу клітин перитонеального 

ексудату мишей, що отримували сполуку № 9 на фоні ВПГ-1 інфекції. 

 

Можна припустити, що саме цей факт зумовив 100%-ний противірусний 

ефект в групі мишей, що отримували дану речовину дочеревно як 

терапевтичний засіб. 
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Проаналізувавши дані, отримані при дослідженні ІФН-генної активності 

сполуки №10 в інфікованому організмі тварин, можна відмітити, що активація 

синтезу ІФН спленоцитами мишей під дією досліджуваної сполуки відбувалась 

подібно до активації синтезу ІФН у клітинах цільної крові мишей. Показана 

продукція високих та сталих титрів ІФН всіх типів з повільним спадом титрів та 

збільшенням їх на VІІ добу експерименту і повна відсутність – на ІХ добу (рис. 5). 

 

 

  
Рис. 5. Показники інтерферонового статусу спленоцитів мишей, що 

отримували сполуку № 10 на фоні ВПГ-1 інфекції. 

 

Спонтанна продукція ІФН спленоцитами інфікованих тварин 

відзначалась піковим титром на І добу (4,00 ± 0,19 log2) з подальшим 

поступовим зниженням їх на ІІІ та V доби та незначним зростанням титру ІФН 

на VІІ добу. Аналогічну картину ми спостерігали й при дослідженні синтезу 

індукованого даною сполукою α-ІФН. 

Продукція γ-ІФН ФГА-активованими спленоцитами in vitro при введенні 

інфікованим мишам сполуки № 10 характеризувалась хвилеподібним 

коливанням рівнів синтезованого ІФН. 
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Моноцитарно-макрофагальна ланка імунітету відповідала на введення 

лораміксину зростанням рівнів спонтанного та α-ІФН (рис. 6). 

 

 

  
Рис. 6. Показники інтерферонового статусу клітин перитонеального 

ексудату мишей, що отримували лораміксин на фоні ВПГ-1 інфекції. 

 

При чому титри синтезованого α-ІФН утримувались на високому рівні 

протягом семи діб від моменту введення сполуки, тоді як титри спонтанного 

ІФН поступово, рівномірно знижувались протягом п’яти діб. 

γ-ІФН, синтезований макрофагами піддослідних тварин під час 

інфекційного процесу, титрувався в незначних кількостях на V та VІІ доби від 

моменту дочеревного введення лораміксину. Однак, на початку експерименту 

(ІІІ доба) спостерігається досить високий рівень синтезованого ІФН даного 

типу (4,00 ±0,19 log2), що й пояснює виявлений високий противірусний ефект в 

даній групі експериментальних тварин. На ІХ добу експерименту ІФН не 

виявлявся в середовищі, кондиціонованому клітинами перитонеального 

ексудату мишей, оброблених лораміксином. 

Необхідно відзначити, що досліджені непланарні поліциклічні сполуки 

характеризуються більшим, ніж аміксин, впливом на γ-ланку ІФН відповіді 
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клітин крові, що свідчить про їх стимулюючу дію на імунні процеси в 

інфікованому організмі. У тварин на фоні гострої інфекції, зумовленої ВПГ-1, 

що супроводжується розвитком герпетичного менінгоенцефаліту, виявлено 

пригнічення продукції ІФН клітинами перитонеального ексудату та 

спленоцитами, у порівнянні з контрольними здоровими мишами. Введення 

інфікованим тваринам як аміксину, так і досліджених сполук викликає 

достовірне 2–3 кратне зростання титрів стимульованої продукції ІФН 

макрофагами та спленоцитами у порівнянні з відповіддю клітин як інфікованих, 

так і інтактних тварин. 

Висновки та перспективи подальших досліджень. В результаті 

досліджень встановлено, що експериментальні сполуки {2-[4`-(2-диетиламіно-

етокси)-дифеніл-4]-етил}-диетиламіну дигідрохлорид (сполука № 9), 4,4`-біс-

(2-диетиламіно-етокси)-дифеніл-2-карбоксикислий метил-естеру дигідрохлорид 

(сполука № 10) та 3,6-дихлор-2,7-біс-(2-диетиламіно-етокси)-9-флуоренон 

(лораміксин) проявляють меншу токсичність в культурі клітин та в системі 

in vivо, володіють інтерфероногенними властивостями та збільшують резерв 

інтерферонової відповіді клітин інтенсивніше, ніж препарат порівняння – 

аміксин, що дозволяє розглядати їх як перспективні індуктори ІФН та 

антивірусні препарати.  

 

ANTIVIRAL ACTIVITY AND INTERFERON PRODUCTIVITY OF LOW-

MOLECULAR INDUCERS OF INTERFERON ANALOGS OF AMIXIN AND 

DERIVATIVE OF DIPHENYL / Shai D.S., Кrytsia Y.P., Zakharova O.M., Sydorenko T.V., 

Melnychuk Y.V. 

 

Introduction. In Ukraine, the issue of prevention and treatment of mass viral diseases of 

adult and young animals, which are caused by secondary immunodeficiencies of various origins 

that weaken the immune status of the body, is acute. 

The study of the biological activity of new interferon inducers and the introduction of the 

developed drugs and methods of application will allow their use as etiotropic methods of 

emergency prevention and treatment of viral diseases in productive and non-productive animals, 

correction of immunodeficiency states of various origins, strengthening of the protective properties 

of vaccines when vaccinating young animals. 

The goal of the work. Determination of antiviral and interferonogenic activity of low-

molecular-weight interferon inducers – Аmiksin analogues and diphenyl derivatives, by studying 

their biological properties in vitro and in vivo and relating the detected effects to the planarity of 

their structure. 

Materials and methods. The investigated substances were 11 newly synthesized compounds – 

diphenyl derivatives, analogs of Amiksin. A low molecular weight interferon inducer, known in 

medical practice Amiksin, was used as a comparison drug. 

Manipulations with experimental animals (sampling of blood, obtaining macrophages of 

peritoneal exudate and spleen cells of mice) were carried out in accordance with generally 
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accepted guidelines and compliance with bioethical norms. In order to evaluate the prospects of 

further research, the toxicity of the drugs was determined in vitro and in vivo. To interpret the 

results, studies of interferonogenic and antiviral activity in vitro and in vivo were conducted 

according to generally accepted guidelines. 

Results of research and discussion. Revealed that in vitro, in L929 cell culture the studied 

compounds have interferon productivity abilities in doses no higher than effective doses of Amixin 

(4-31 μg/ml). Demonstrate that the antiviral activity of the investigated compounds caused by their 

interferon-inducers action in vitro to determine the relationship between the planar structure and 

biological effects of newly-synthesized compounds.  

We detected the studied compounds (№ 9, № 10 and loramixin) in vivo increases the pool of 

interferon response of cells more intensely than officinal product – Amixin. New interferon inducers 

have demonstrated the ability to increase cytokine levels in animals infected with herpes simplex 

virus. The using of these compounds showed that compounds № 9, № 10 and loramixin are more 

active antiviral agents compared with аmixin in experimental herpetic infection: the magnitude of 

the multiplicity of security compound № 9 reaches 100,0; loramixin do not differ from that of the 

comparison drug (10.0). 

Conclusions and prospects for further research. Toxicity of experimental drugs and their 

interferonogenic properties are related to the planarity of the substance structure. Investigated 

polycyclic compounds have several advantages over officinal product Amixin that allows us to 

consider them as very promising inducers of interferon and antiviral drugs. 

Keywords: interferon, interferon productivity, antiviral activity, inducer, Amixin, antiviral 

drugs, herpes viral infection. 
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