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XULOSA
Tadqiqotning�maqsadi.�Gripp� virusi,� SARS-CoV-2,�

OIV,� HSV-1� va� HSV-2� -� bir-biriga� bog’liq� bo’lmagan�
to’rtta� oila� vakillariga� qarshi� geraniin� preparatini�
o’rganish.

Materiallar� va� tadqiqot� usullari.� Geraniinning�
ruxsat� beruvchi� hujayra� kulturalarida� inson� immunitet�
tanqisligi� viruslari� (OIV-1),� gripp,� gerpes� simplex�
viruslari� (HSV-1� va� HSV-2)� va� SARS-CoV-2� ning�
ko’payishiga�ta’sirini�o’rganish.

Olingan� natijalar.� Geraniin� deb� aniqlangan�
va� ajratilgan� preparatning� antivirus� faolligi� mass-
spektrometriya,� rentgen� difraksiyasi� va� Xirshfeld� sirt�
tahlili� yordamida�o’rganildi.�Geraniin�preparati� ruxsat�
beruvchi�hujayra�kulturalarida�inson�immunitet�tanqisligi�
viruslari�(OIV-1),�gripp,�gerpes�simplex�viruslari�(HSV-1�
va�HSV-2)�va�SARS-CoV-2�ning�in�vitro�replikatsiyasini�
inhibe�qilishi�ko’rsatildi.

Xulosa.� Olingan� geraniin� preparati� keng� spektrli�
antiviral�vosita�sifatida�keyingi�rivojlanish�uchun�asosiy�
mezonlarga�javob�beradi�deb�taxmin�qilinadi.

Kalit�so’zlar:�odam�immunitet�tanqisligi�virusi,�gripp�
virusi,�gerpes�simplex�virusi,�SARS-CoV-2,�polifenollar,�
geranium.

SUMMARY
The�aim�of�the�study.�Study�of�geraniin�against�rep-

resentatives�of�four�unrelated�families�–�inÀuenza�virus,�
SARS-CoV-2,�HIV,�HSV-1�and�HSV-2.

Material�and�research�methods.�To�study�the�eৼect�
of� geraniin�on� the� reproduction�of� human� immunode򟿿-
ciency�viruses�(HIV-1),�inÀuenza,�herpes�simplex�viruses�
(HSV-1�and�HSV-2)�and�SARS-CoV-2�in�permissive�cell�
cultures.

Results.�The�antiviral�activity�of�a�drug�isolated�and�
identi򟿿ed�as�geraniin�was�studied�using�mass�spectrom-
etry,� X-ray� diৼraction,� and�Hirshfeld� surface� analysis.�
The�geraniin�drug�was�shown�to�inhibit�the�in�vitro�rep-
lication�of�human�immunode򟿿ciency�viruses�(HIV-1),�in-
Àuenza,�herpes�simplex�viruses�(HSV-1�and�HSV-2),�and�
SARS-CoV-2�in�permissive�cell�cultures.

Conclusion.� It� is� assumed� that� the� resulting� drug,�
geraniin,�meets�the�main�criteria�for�further�development�
as�a�broad-spectrum�antiviral�agent.

Keywords:�human�immunode򟿿ciency�virus,�inÀuenza�
virus,� herpes� simplex� virus,� SARS-CoV-2,� polyphenols,�
geranium.

Эллагитанин� гераниин� был� впервые� выделен�
в� 1975� г.� из� японской� герани� (Geranium� thunbergii�
Siebold�ex�Lindl.�&�Paxton)�[40]�–�растения,�традицион-
но�используемого�в�Японии�при�кишечных�расстрой-
ствах,�–�основным�гидролизуемым�танином�которого�
он� является� (более� 10%� сухой�массы� листа)� [39].�В�
дальнейшем� гераниин� был� обнаружен� в� растениях�
(семейств�Geraniaceae,�Anacardiaceae,�Elaeocarpaceae,�
Euphorbiaceae,� Erythroxylaceae,� Nymphaeceae,�
Phyllanthaceae,�Rosaceae�и�Sapindaceae� [9]),�которые�
применяются�в�аюрведической�[6],�тибетской�[21]�и�
китайской�медицине�[24],�а�также�являются�средства-
ми�традиционной�фитотерапии�в�Латинской�Америке�
[50]�и�Африке�[17].

За� полвека,� прошедших� с� открытия� гераниина,�
биологические� свойства� этого� эллагитанина� были�
достаточно� подробно� исследованы.� Показано,� что�
гераниин� обладает� антинеопластической� [24,38,49],�
антигипертензивной� [27],� остеопротекторной� [30],�
остеогенной� [33],� нейропротекторной� [54],� анти-
гипергликемической� [41]� и� антигельминтной� [17]�
активностями.�В�Японии� гераниин� является�фарма-
копейным�препаратом�и�назначается�в�качестве�сред-
ства�лечения�диареи�[31,�48].

Растительные� полифенолы� способны� подавлять�
вирусы,� принадлежащие� к� неродственным� семей-
ствам�[34]�за�счёт�наличия�нескольких�точек�прило-
жения� активности� в� жизненном� цикле� конкретно-
го� вируса� [3]� (включающих� в� том� числе� клеточные�
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структуры�[42]).�Гераниин�не�является�исключением�
–�продемонстрирована�его� активность�против�виру-
сов�гриппа�[10,11,19],�риновирусов�[51],�респиратор-
но-синцитиального� вируса� [51],� метапневмовируса�
[51],� вируса� иммунодефицита� человека� (ВИЧ)� [36,�
37],�вируса�денге�[1,2,13],�вируса�Зика�[13],�вирусов�
гепатита�B�(HBV)�[15,25,29],�гепатита�C�(HCV)�[26],�
вирусов�герпеса�первого�(HSV-1)�[23,�45,�52]�и�второ-
го�(HSV-2)�типов�[52,55–57]�и�энтеровируса�71�[53].

В� период� пандемии� COVID-19� было� опублико-
вано�несколько�работ,�авторы�которых�на�основании�
моделирования� in� silico� и� подавления� активности�
вирусных� ферментов� в� бесклеточных� системах� вы-
сказали�предположения�о�возможной�активности�ге-
раниина�против�SARS-CoV-2�[4,5,7,14,20].�Никакого�
подтверждения�в� экспериментах� in�vitro� на� пермис-
сивных�клетках,�инфицированных�SARS-CoV-2,� эти�
предположения�не�получили�(в�препринте�2022�г.�[18]�
приведен� только� диапазон� активных� концентраций�
гераниина,� но� продолжения� этого� исследования� до�
сих�пор�не�последовало).�В�связи�с�этим�нами�была�
создана� технология�выделения� гераниина�из� герани�
кровяно-красной� (Geranium� sanguineum� L.),� произ-
растающей� в� Республике�Узбекистан� [43],� и� начата�
работа�по�изучению�биологических�свойств�получа-
емых�препаратов�с�целью�разработки�отечественно-
го�лекарства�с�широким�спектром�противовирусной�
активности.�

В�настоящем�сообщении�показана,�что�разрабо-
танная�нами�технология�выделения�позволяет�полу-
чить�препараты�гераниина,�активные�против�предста-
вителей� четырёх� неродственных� семейств� –� вируса�
гриппа,�SARS-CoV-2,�ВИЧ,�HSV-1�и�HSV-2.

МАТЕРИАЛ�И�МЕТОДЫ
Химикаты.� Ацетонитрил� (Sigma-Aldrich,�

США),� метанол� (Sigma-Aldrich,� США),� трифторук-
сусная� кислота� (Sigma-Aldrich,� США),� муравьи-
ная� кислота� (Sigma-Aldrich,� США),� хлороформ� и�
Na2SO4� (Химпром,� Россия),� диметилсульфоксид�
(LabBase,� Корея),� ацетон,� уксусная� кислота� и� эти-
лацетат� (Навоиазот,� Узбекистан),� этанол� (Биокимё,�
Узбекистан).

Выделение,� очистка� и� идентификация� герании-
на.�Гераниин�был�получен�и�идентифицирован�в�со-
ответствии�с�ранее�разработанной�технологией�[43].�

Кристаллизация� гераниина.�Монокристаллы� ге-
раниина�были�получены�путем�растворения�20�мг�со-
единения�в�1�мл�смеси�этанола�и�воды�(1:1,�об./об.).�
Раствор�осторожно�нагревали�до�50�°C�для�полного�
растворения,�а�затем�оставляли�медленно�испаряться�
при�комнатной�температуре�в�статических�условиях.�
Через�48�часов�образовались�мелкие�игольчатые�кри-
сталлы�бледно-желтого�цвета.�Из�полученной�партии�
были� тщательно� отобраны� монокристаллы,� пригод-
ные�для�рентгеноструктурного�анализа�(SCXRD).

Определение� структуры.� Данные� рентгенов-
ской� дифракции� монокристаллов� гераниина� были�
получены�при�температуре�298�К�на�дифрактометре�

XtaLAB� Synergy,� оснащенном� микрофокусной� от-
паянной� рентгеновской� трубкой� (PhotonJet,� Cu� Kα-
излучение,�λ�=�1,54184�Å)�и�детектором�HyPix-3000.�
Использовался� зеркальный� монохроматор,� данные�
получены� в� режиме� ω-сканирования� с� разрешени-
ем� детектора� 100000� пикселей/мм.� Обработка� дан-
ных� проводилась� с� помощью� программного� пакета�
CrysAlisPro.

Общие� приниципы� оценки� противовирусной� ак-
тивности.�Вcе�вирусы�и�клетки�были�получены�соот-
ветственно�из�Государственной�коллекции�вирусов�и�
Российской�коллекции�клеточных�культур�Института�
вирусологии� им.� Д.И.� Ивановского� (подразделение�
Научно-исследовательского� центра� эпидемиоло-
гии�и�Микробиологии�им.�Н.Ф.�Гамалеи�Минздрава�
России).

Для� приготовления� маточных� растворов� иссле-
дуемых�препаратов�и�препаратов�сравнения�во�всех�
случаях�использовался�ДМСО.�Рабочие�растворы�го-
товили�путём�разведения�маточных�растворов�соот-
ветствующими� средами� культивирования;� конечная�
концентрация�ДМСО�не�превышала�1%.�Препараты�
сравнения�служили�положительным�контролем;�в�ка-
честве�отрицательного�контроля�использовались�ра-
бочие�растворы�без�полифенолов�и�препаратов�срав-
нения.

В�каждой�вирус-клеточной�системе�для�полифе-
нолов�и�препаратов�сравнения�определялись�диапазо-
ны�цитоксичности.�Полумаксимальные�цитотоксиче-
ские�концентрации�(ЦК50)�определяли�из�кривых�за-
висимости�доли�клеток,�сохранивших�жизнеспособ-
ность�после�инкубации�с�препаратом�(относительно�
количества� клеток,� инкубировавшихся� в� отсутствие�
препарата),�от�его�концентрации�по�уравнениям�не-
линейной�регрессии�(4�параметра).

Исследования�противовирусной�активности�про-
водили�в�концентрациях�вне�установленных�диапазо-
нов� цитотоксичности.� О� противовирусной� активно-
сти�судили�по�разнице�между�уровнями�репродукции�
вируса�в�отсутствие�(контроль)�и�в�присутствии�пре-
парата�(опыт):

А�=�Ак�–�Ао,
где�Ак�и�Ао�–�уровни�репродукции�вируса�в�кон-

троле�и�в�опыте.�Для�каждой�концентрации�препарата�
рассчитывали� коэффициент� ингибирования� репро-
дукции�вируса�(КИ),�или�индекс�защиты:

КИ�=�[(Ак�–�Ао)�/�Ак�]�×�100�(%)…………�…….(1);
Полумаксимальную�эффективную�концентрацию�

препаратов�(ИК50)�определяли�из�кривых�зависимо-
сти�КИ�от�концентрации�по�уравнениям�нелинейной�
регрессии�(4�параметра).�Индекс�селективности�(ИС)�
рассчитывали�по�формуле�[16]:

ИС�=�ЦК50�/�ИК50……………………………...(2).
Вирус� гриппа� A� и� SARS-CoV-2.� Изучение� влия-

ния�полифенолов�на�репродукцию�вируса� гриппа�А�
и� SARS-CoV-2� проводилось� согласно� протоколам,�
описанным� ранее� [8].� В� качестве� препаратов� срав-
нения�использовались�осельтамивир�(Sigma-Aldrich,�
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США)�и�нилматревир�(Zenji�Pharmaceuticals,�Китай).�
Поскольку�о�влиянии�препаратов�на�репродукцию�су-
дили�по�разнице�в�титрах�вируса,�выраженной�в�ло-
гарифмах�(Δlg�TCID50),�максимальные�значения�этого�
параметра�для�каждого�препарата�были�включены�в�
таблицы�1�и�2.

ВИЧ-1.� Изучение� влияния� полифенолов� на� ре-
продукцию� ВИЧ-1� проводилось� согласно� протоко-
лу,� описанному� ранее� [35].� В� качестве� препарата�
сравнения� использовался� азидотимидин� (ингибитор�
обратной�транскриптазы�ВИЧ)�производства�Sigma-
Aldrich�(США).

HSV-1�и�HSV-2.�Изучение�влияния�полифенолов�
на�репродукцию�HSV-1�и�HSV-2�проводилось�соглас-
но� протоколам,� описанным� ранее� [12,22].� Титр� ви-
русных�стоков�определялся�методом�Sarisky�и�соавт.�
[44].� В� качестве� препарата� сравнения� использовали�
гексагидрат�тринатриевой�соли�фосфономуравьиной�
кислоты� –� фоскарнет� производства� Sigma� Aldrich�
(США).�Для�каждого�препарата,�помимо�ИК50,�опре-
делялась� концентрация,� обеспечивающая� полное�
(максимальное)� подавление� репродукции� вируса�
(ИК95).� Был� использован� индекс� 95� (а� не� 100),� так�
как�в�отсутствие�препаратов�цитопатические�эффек-
ты�наблюдались�в�95–100%�инфицированных�клеток,�
а� в� культурах� неифицирвоанных�клеток,�не� подвер-
гавшихся�воздействию�препаратов,�~5%�теряли�жиз-
несособность�к� концу�периода�инкубации� (через�48�
часов).

РЕЗУЛЬТАТЫ�И�ОБСУЖДЕНИЕ
Последовательная� экстракция� высушенной� над-

земной�части�герани�кровянокрасной�(G.�sanguineum),�
произрастающей� на� территории� Республики�
Узбекистан,�40%�водным�этанолом�и�этилацетатом�с�
последующим�осаждением�хлороформом�позволила�
получить�комплекс�полифенолов�растения�с�выходом�
4.67%�от�массы�исходного�сырья.�Фракция�водорас-
творимых�полифенолов�была�выделена�методом�ги-
дрофобной�хроматографии�с�выходом�49%�от�массы�
полифенольного� комплекса.� Гераниин� был� выделен�
из�этой�фракции�полупрепаративной�ВЭЖХ�с�выхо-

дом�75.5%�от�общей�массы�водорастворимых�поли-
фенолов�и�степенью�чистоты�более�95%.

Окончательная�структура�компонента,�представ-
ляющего�собой�дегидроэллагитанин�-�гераниин,�была�
потверждена�методом�рентгеновской�дифракции.

В�процессе�выделения�и�очистки�гераниина�было�
обнаружено,�что� он�может� образовывать�моноклин-
ную� кристаллическую� систему� с� пространственной�
группой�P21.�Чтобы�определить�структуру�этой�новой�
формы� кристаллогидрата,� мы� использовали� рентге-
ноструктурный�анализ�при�температуре�298�К.�В�до-
полнение�к�рентгеноструктурному�анализу�мы�прове-
ли�анализ�поверхности�Хиршфельда�и�сгенерировали�
двумерные�графики�отпечатков�пальцев�с�помощью�
пакета�Crystal�Explorer�[46].�Стандартное�разрешение�
для�трехмерных�поверхностей�dnorm�было�нанесено�
на�фиксированную� цветовую�шкалу� в� диапазоне� от�
-0,6891�(красный)�до�2,7014�(синий)�а.е.�Эти�анализы�
позволили� нам� визуализировать� межмолекулярные�
взаимодействия�гераниина�в�его�кристаллической�ре-
шетке.�

Активность� гераниина� в� отношении� респира-
торных� вирусов� и�ВИЧ-1.�Значение�ИК50� в� отноше-
нии�вируса�гриппа�для�исследуемого�препарата�гера-
ниина� (10.83�мкг/мл;�Таб.� 1)� сопоставимо�с�резуль-
татами,�полученными�ранее�Joo�с�соавт.�(5.3�мкг/мл)�
[19]� и�Choi� с� соавт.� (34� мкг/мл)� [10].�Аналогичным�
образом,�мы�не�нашли�отличий�в�активности�против�
SARS-CoV-2� между� исследуемым� препаратом� гера-
ниина�(ИК50�=�5.2�мкг/мл;�Таб.�2)�и�гераниином,�вы-
деленным�из�Elaeocarpus�sylvestris,�который�подавлял�
репликацию�вируса�в�интервале�концентраций�1–25�
мкг/мл� [18]� (данный� препринт� является� единствен-
ной�публикацией,�в�которой�описано�воздействие�ге-
раниина�на�репродукцию�SARS-CoV-2�в�клетках�Vero�
E6,�но�авторы�не�приводят�значений�ИК50�и�ИС).�Что�
касается�активности�исследуемого�препарата�герани-
ина�в�отношении�ВИЧ,�наши�данные�(ИК50�=�1.6�мкг/
мл,�ИС�=�25.6;�Таб.�3)�практически�совпадают�с�ре-
зультатами,�опубликованными�Notka�с�соавт.�(ИК50�=�
0.46�мкг/мл,�ИС�=�29.27)�[37].

Таблица�1
Влияние�гераниина�на�репродукцию�вируса�гриппа�А/California/07/2009�(H1N1)�pdm�в�клетках�MDCK

Препарат Δlgmax ИК50,�мкг/мл ЦК50,�мкг/мл ИС
Гераниин 4.5 10.83 288 26
Озельтамивир 6.0 0.02 >�10 >�500

Таблица�2
�Влияние�гераниина�на�репродукцию�вируса�SARS-CoV-2� 

(HCoV-19/Russia/Moscow-PMVL-12/2020,�EPI_ISL_572398)�в�клетках�Vero E6

Препарат Δlgmax ИК50,�мкг/мл ЦК50,�мкг/мл ИС
Гераниин 4.75 5.2 65.4 12.6
Нирматрелвир 6.0 0.1 >�20 >�200

Активность�гераниина�в�отношении�вирусов�про-
стого�герпеса�HSV-1�и�HSV-2.�Об�уровне�репликации�
вирусов�судили�по�количеству�клеток�с�вирус-инду-
цированными� цитопатическими� эффектами� (ЦПЭ).�
Определяли� ИК50� и� ИК95� (концентрации,� в� при-

сутствии� которых� ингибируется� развитие� вирус-ин-
дуцированных�ЦПЭ�на�50%�и�95%,�соответственно)�
и� ЦК50� (концентрацию,� вызывающую� гибель� 50%�
клеток).�Из�представленных�в�таблице�4�данных�вид-
но,� что� гераниин� был� более� активен�против�HSV-2.�
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Судя�по�значениям�ИС,�он�оказался�существенно�бо-
лее� эффективным� ингибитором�обоих� вирусов,� чем�
фоскарнет� (препарат� второй� очереди� для� лечения�

герпесвирусных�инфекций,�вызванных�резистентны-
ми�штаммами),�который�был�использован�в�качестве�
положительного�контроля.

Таблица�3
�Влияние�гераниина�на�репродукцию�ВИЧ-1�(HIVIIIB)�в�клетках�MT-4

Препарат ИК50,�мкг/мл ЦК50,�мкг/мл ИС
Гераниин 1.6 41 25.6
Азидотимидин 0.002 3.6 1800

Хотя�способность�гераниина�подавлять�HSV-1�и�
HSV-2�хорошо�документирована�и�в�целом�согласу-
ется� с� результатами� настоящей� работы,� прямое� со-
поставление�наших�(Таблица�4)�и�полученных�ранее�
данных� не� представляется� корректным� из-за� боль-
шого� разброса� в� опубликованных� значениях� ЦК50�

и�ИК50� [23,�45,�52,�55-57].�Причиной�несовпадения�
опубликованных� количественных� результатов� явля-
ются,� вероятно,� различия�в�постановке�эксперимен-
тов�и�источниках�гераниина�(и,�следовательно,�в�со-
ставе�/�чистоте�исследовавшихся�веществ).�

Таблица�4
�Противовирусная�активность�гераниина�в�культуре�клеток�Vero�Е6,�инфицированных�эталонными�штаммами�

HSV-1�или�HSV-2�(множественность�заражения�0,1�БОЕ/кл). 

Препарат ЦК50 HSV-1L2 HSV-2ВН
ИК50 ИК95 ИС ИК50 ИК95 ИС

мкг/мл мкг/мл мкг/мл
Гераниин 65.92� 1.20 1.56 55 0.39 6.25 169
Фоскарнет >125 15.60 62.50 >�8 7.80 31.25 >�16

ВЫВОДЫ
В� данном� исследовании� мы� подтвердили� ак-

тивность� препарата� гераниина,� выделенного� из� G.�
sanguineum�L.�против�нескольких�неродственных�ви-
русов� (вируса� гриппа�А,�ВИЧ-1,�HSV-1�и�HSV-2)� и�
доказали,� что� гераниин� действительно� подавляет� in�
vitro�репродукцию�SARS-CoV-2�в�клетках�Vero�E6.

Таким�образом,�наш�препарат�гераниин�соответ-
ствуют�критериям�дальнейшей�разработки�в�качестве�
противовирусного�препарата�широкого�спектра�дей-
ствия.�Наши�текущие�результаты�свидетельствуют�о�
его� значительной� перспективности� при� назначении�
пациентам�с�ослабленным�иммунитетом,�инфициро-
ванных�вариантами�HSV,�не�поддающимися�лечению�
по�стандартным�схемам.
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