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XULOSA
Tadqiqotning� maqsadi.� Rutan� va� uning� tarkibiy�

qismlarining�in�vitro�sharoitida�gripp�virusi�ko’payishini�
bostirish� qobiliyatini� baholash� uchun� tajribalarning�
dastlabki�natijalarini�tahlil�qilish.

Materiallar� va� tadqiqot� usullari.�MDCK� hujayra�
kulturasida� A/California/7/2009� (H1N1)pdm09� gripp�
virusi� yordamida� Rutan� preparati� va� uning� tarkibiy�
qismlarining� in� vitro� sharoitida� gripp� virusining�
ko’payishini�bostirish�ta’sirini�o’rganish.

Olingan�natijalar.�Rutan� (O’zbekiston� Respublika-
sida�koronavirus�infeksiyasini�davolash�uchun�tasdiqlan-
gan)� preparatining� faolligi� va� uning� tarkibiy� qismlari�
o’rganildi.� Dori� vositalarining� aksariyati� nisbatan�
yuqori�faollikka�ega�ekanligi�va�keyingi�rivojlanish�me-
zonlariga�javob�berishi�ko’rsatildi.

Xulosa.�Olingan�natijalar�shuni�ko’rsatadiki,�turli�xil�
ta’sir�mexanizmlari�orqali�bir-biriga�bog’liq�bo’lmagan�
virus� oilalarining� replikatsiyasini� bostiradigan�
polifenollar�mavjud�bo’lgan�Rutan�farmakopeya�preparati�
keng�spektrli�antiviral�vosita�sifatida�foydalanish�uchun�
istiqbolli�nomzod�hisoblanadi.

Kalit�so’zlar:�Rutan,�sumak�polifenollar.

SUMMARY
Purpose� of� research.� Conducting� an� analysis� of�

preliminary�results�of�experiments�to�assess�the�ability�of�
Rutan�and�its�components�to�suppress�the�reproduction�of�
the�inÀuenza�virus�in�vitro.

Material�and�research�methods.�Study�of�the�eৼect�
of� the� drug� Rutan� and� its� components� to� suppress� the�
reproduction� of� the� inÀuenza� virus� in� vitro� using� the�
inÀuenza� virus� A/California/7/2009� (H1N1)pdm09� in�
MDCK�cell�culture.

Results.� The� activity� of� Rutan� (approved� as� a�
treatment� for� coronavirus� infection� in� the� Republic� of�
Uzbekistan)�and�its�components�was�studied.�Most�of�the�
drugs� were� shown� to� have� relatively� high� activity� and�
meet�the�criteria�for�further�development.

Conclusion.� The� obtained� results� suggest� that� the�
pharmacopoeial�drug�Rutan,�which�contains�polyphenols�
that� suppress� the� replication� of� viruses� of� unrelated�
families� through� various� mechanisms� of� action,� is�
a� promising� candidate� for� use� as� a� broad-spectrum�
antiviral�agent.

Keywords:�Rutan,�sumac�polyphenols.

Растущее�число�новых�и�возвращающихся�вирус-
ных� зоонозов� и� прогнозируемое� наличие� в� природ-
ных�резервуарах�около�1.7�миллиона�неизвестных�ви-

русов�млекопитающих�и�птиц,�до�половины�которых�
могут� начать� паразитировать� в� организме� человека�
[5],�позволяют�считать�невозможным�своевременное�
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создание�эффективных�средств�борьбы�с�этими�мно-
гочисленными� патогенами� в� рамках� традиционной�
парадигмы� разработки� противовирусных� препара-
тов.�Отсюда�интерес�к�противовирусным�препаратам�
широкого� спектра� действия,� способным� подавлять�
несколько� вирусов� за� счёт� воздействия� на� общие�
процессы�в�их�жизненном�цикле,�а�не�на�конкретные�
вирусные� белки.�Данное� направление� получило�на-
звание�«инвариантного�по�отношению�к�конкретному�
патогену»�(threat-agnostic).

Растительные� полифенолы� являются� объектом�
возрастающего� интереса� вирусологов� [4],� так� как�
лишены�токсичности�и�обладают�рядом�уникальных�
свойств;� особого� внимания� заслуживают� способ-
ность� одного� и� того� же� полифенола� подавлять� ви-
русы,�принадлежащие�к�неродственным�семействам�
[18],�и�наличие�нескольких�точек�приложения�актив-
ности� в� жизненном� цикле� конкретного� вируса� [14]�
(при� этом� часть� таких� «мишеней»� может� представ-
лять�собой�клеточные,�а�не�вирусные�структуры�[16],�
что� снижает� вероятность� формирования� резистент-
ных�штаммов�[8]).

Ранее� было� показано,� что� полифенолы� Сумаха�
дубильного�Rhus�coriaria�являются�высокоэффектив-
ными� ингибиторами� репликации� SARS-CoV-2� [20].�
На�их�основе�был�создан�препарат�Рутан,�разрешён-
ный� к� применению� в� Республике� Узбекистан� в� ка-
честве�средства�лечения�коронавирусной�инфекции.�
Для�оценки�соответствия�критериям�широкого�спек-
тра� действия� и� возможности� разработки� средства�
профилактики� /� лечения� вирусных�инфекций,� инва-
риантного�по�отношению�к�возбудителю,�нами�нача-
то�изучение� активности�растительных�полифенолов�
в� отношении� ДНК-� и� РНК-содержащих� вирусов,�
вызывающих� широко� распространённые� социально�
значимые� заболевания� и� относящихся� к� разным� се-
мействам.� В� настоящем� сообщении� анализируются�
предварительные�результаты�экспериментов�по�оцен-
ке�способности�Рутана�и�его�компонентов�подавлять�
репродукцию�вируса�гриппа�in�vitro.�

МАТЕРИАЛЫ�И�МЕТОДЫ
Исследуемые� препараты.� Препарат� Рутан�

исследовали� в� виде� фармакопейной� субстанции,�
представляющей� собой� сумму� водорастворимых�
полифенолов� Сумаха� дубильного� –� 1,2,3,4,6-пен-
та-O-галлоил-β-D-глюкозы� (R5),� 3-бис-O-галлоил-
1,2,4,6-тетра-O-галлоил-β-D-глюкозы� (R6),� 2,4-бис-
O-галлоил-1,3,6-три-O-галлоил-β-D-глюкозы� (R7)� и�
2,3,4-бис-O-галлоил-1,6-ди-O-галлоил-β-D-глюко-
зы� (R8),�массовые�доли�которых�составляют�39.2%,�
14.8%,�26.3%,�8.4%�и�6.7%,�соответственно�[20].�Для�
приготовления� маточных� растворов� исследуемых�
препаратов�использовался�ДМСО.

Клетки.�В�работе�использована�культура�клеток�
MDCK� (Всероссийская� коллекция� клеточных� куль-
тур�ФГБУ�«НИЦЭМ�им.�Н.Ф.�Гамалеи»�Минздрава�
России).� Данная� клеточная� линия� чувствительна� к�
заражению� различными� видами� вируса� гриппа� и�

успешно�используется�для�титрования�инфекционной�
активности�вируса�и�изучения�антивирусных�свойств�
веществ� различной� природы.� Культивирование� кле-
ток�осуществлялось�в�питательной�среде�Игла�(MEM;�
Институт� полиомиелита� РАН)� с� двойным� набором�
аминокислот�и�5�об.�%�эмбриональной�телячьей�сы-
воротки� (Gibco,�США),� 10�мМ�L-глутамина� (Sigma,�
США)�и�4%�гентамицина�(Gibco,�США).�Клетки�вно-
сили� в� 96-луночные� культуральные� плоскодонные�
планшеты�(Costar,�США)�по�18000�/�лунку�в�объеме�
100�мкл�свежеприготовленной�среды�и�культивирова-
ли�48�ч�при�температуре�37°С�в�атмосфере�5%�CO2�до�
формирования�монослоя.

Вирус.�Исследования� выполнялись� с� использо-
ванием�вируса�гриппа�А/Калифорния/7/2009�(H1N1)
pdm09� (Всероссийская� коллекция� клеточных� куль-
тур�ФГБУ�«НИЦЭМ�им.�Н.Ф.�Гамалеи»�Минздрава�
России).�Вирусы�культивировали�в�аллантоисной�по-
лости�9-10-дневных�куриных�эмбрионов�в�течение�48�
ч�при�36�°С.

Определение� инфекционного� титра� вируса�
проводили� согласно� методам,� рекомендованным�
Минздравом�России�и�ВОЗ�[1,�2].�Полностью�сфор-
мированный�монослой�клеток�MDCK�в�96-луночных�
планшетах�(Costar,�США)�заражали�10-кратными�раз-
ведениями�вируса.�Каждое�разведение�исследовали�в�
4� повторностях.� Перед� заражением� клетки� дважды�
промывали�средой�без�сыворотки.�Адсорбцию�виру-
са�проводили�в�течение�1�ч�при�37°C,�в�атмосфере�5%�
СО2.�Несорбировавшийся�вирус�отмывали�2�раза�по�
5�минут�средой�без�сыворотки,�после�чего�добавляли�
поддерживающую�среду� (MEM�с�двойным�набором�
аминокислот,� 0.2%� альбумина� и� трипсина,� обрабо-
танного�TPCK�(Sigma,�США)�в�концентрации�2�мкг/
мл).�Зараженные�клетки�инкубировали�в�термостате�
с� 5%�СО2�в� течение�48� часов�при�37°C�до� полного�
проявления�цитопатического�действия�(ЦПД),�выра-
жавшегося�в�изменении�морфологии�клеток�(наблю-
даемого� с� помощью� светового� микроскопа).� Расчет�
титра� проводили� по� методу� Спирмана-Кербера� в�
модификации� И.П.� Ашмарина� (ФГБНУ� ФИЦВиМ,�
отдел�Государственной�коллекции�микроорганизмов,�
СОП-00574-01):

lgTCID50/0.1�мл�=�lg�Dn�–�σ�(Ʃ�Li�–�0.5),
где� lgTCID50� –� разведение� вируса,� способное�

вызвать�ЦПД� в� половине� инфицированных� культур�
клеток;� Dn� –�минимальное� испытуемое� разведение,�
вызывающее�ЦПД�в�100%�инфицированных�культур�
клеток;�σ�–�логарифм�кратности�разведения,�равный�
1;� Li� –� отношение� числа� культур� клеток� с� проявле-
нием� ЦПД� в� испытуемых� разведениях� к� общему�
числу�инфицированных�культур�клеток�в�этом�разве-
дении;�Ʃ�Li�–�сумма�значений�Li,�найденная�во�всех�
испытуемых� разведениях,� показавших� результат� от�
100%�до� 0%�культур� клеток� с�ЦПД.� Биологическая�
активность�использованных�вирусных�стоков�состав-
ляла�105�–�106�TCID50/0.1�мл.
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Определение�цитотоксического�действия�пре-
паратов.�Из�планшетов�с�монослоем�клеток�MDCK�
удаляли�надосадочную�жидкость�и�дважды�промыва-
ли�средой�MEM�без�сыворотки.�Кратные�разведения�
исходных�растворов�препаратов�готовили�в�24-луноч-
ных�планшетах�путем�раститровывания�на�8�лунок,�
начиная� с� разведения� 1:10� до� 1:1280.� Полученные�
разведения�препаратов�(каждое�–�в�объёме�250�мкл)�
переносили�в�96-луночный�планшет�для�иммуноло-
гических�реакций�(Costar,�США),�а�оттуда�с�помощью�
многоканальной�пипетки�вносили�по�200�мкл�в�лун-
ки�планшетов�с�клетками.�Каждое�разведение�тести-
ровали� в� 4� параллельных� лунках.�После� инкубации�
с�препаратами�(в�течение�48�часов�при�температуре�
37°С� в� атмосфере� 5%� СО2)� клетки� микроскопиро-
вали,�оценивая�визуально�состояние�клеточного�мо-
нослоя� (нарушение�целостности�монослоя,� наличие�
поврежденных�и�нежизнеспособных�клеток).�Каждая�
точка�тестировалась�в�4�параллельных�лунках.�В�лун-
ки� контроля� клеток� вносили� рабочую� среду.� Далее�
удаляли�культуральную� среду�из�планшетов�и� в� ка-
ждую� лунку� к� монослою� культуры� клеток� добав-
ляли� по� 100�мкл� среды� и� 20�мкл� реагента� СellTiter�
96®�Aqueous�One�Solution�Cell�Proliferation�(Promega,�
США),� основу� которого� составляет� 3-(4,5-диметил-
тиазол-2-ил)-5-(3-карбоксиметоксифенил)-2-(4-суль-
фофенил)-2H-тетразолия� внутренняя� соль� (MTS).�
После�инкубации�в�течение�3�часов�при�37°С�резуль-
таты�учитывали�на�автоматическом�ридере�(Bio-Rad,�
США)� при� длине� волны� 490� нм,� используя� рефе-
ренс-фильтр�–�630�нм.�Полумаксимальную�цитоток-
сическую�концентрацию�препаратов�(CC50)�опреде-
ляли� из� кривых� зависимости� количества� мёртвых� /�
повреждённых�клеток�от�концентрации�по�уравнени-
ям�нелинейной�регрессии�(4�параметра).

Определение� противовирусной� активности�
препаратов� проводили� так� же,� как� и� исследования�
цитотоксичности,� с� той� разницей,� что� разведения�
препаратов� вносили� в� лунки� с� клетками� в� объёме�

100�мкл,�после�чего�в�течение�1�часа�в�каждую�лунку�
добавляли� по� 100� TCID50� вируссодержащего� мате-
риала�в�объёме�100�мкл,�а�затем�планшеты�с�клеточ-
ными� культурами�инкубировали�в� течение� 48�часов�
при�температуре�37°С�в�атмосфере�5%�СО2.�Каждое�
разведение� испытывали� в� 2� параллельных� лунках.�
Каждый�эксперимент�ставили�трижды.�По�окончании�
периода�инкубации�определяли�титр�вируса�в�каждой�
лунке.� О� противовирусной� активности� препаратов�
судили�по�разнице�в�титрах�вируса�в�контроле�и�опы-
те,�выраженной�в�логарифмах�(Δlg�TCID50/0.1�мл):

А�=�Ак�–�Ао,
где�Ак�и�Ао�–� титры�вируса� (lg�TCID50)�в� кон-

троле�и�опыте�соответственно.�Индекс�защиты,�или�
коэффициент� ингибирования� (КИ)�рассчитывали�по�
формуле:

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

препаратов�(IC50)�определяли�из�кривых�зависимости�
КИ�от�концентрации�по�уравнениям�нелинейной�ре-
грессии�(4�параметра).�Индекс�селективности�(хими-
отерапевтический�индекс)�рассчитывали�по�формуле:

SI�=�CC50�/�IC50
РЕЗУЛЬТАТЫ�И�ОБСУЖДЕНИЕ
Противовирусный�эффект�принято�считать�удов-

летворительным,�а�препарат�–�заслуживающим�даль-
нейшей� разработки�и�проведения� экспериментов�на�
животных,�если�Δlg�TCID50�≥�2.0,�КИ�≥�50%,�а�SI�>�8�
[1,2].�Как�видно�из�таблиц�1�и�2,�Рутан�и�полифено-
лы�R7�и�R8�активно�подавляют�репликацию�вируса�
гриппа�в�культуре�пермиссивных�клеток�и�отвечают�
всем�трём�критериям,�предъявляемым�к�перспектив-
ным�противовирусным�соединениям.�При�этом�обра-
щает�на�себя�внимание�чрезвычайно�высокая�проти-
вовирусная�активность�полифенола�R8,�обладавшего�
наименьшей� цитотоксичностью� и� снижавшего� титр�
инфекционного�вируса�более�чем�в�10�тысяч�раз.

Таблица�1
�Активность�исследуемых�препаратов�против�вируса�гриппа

Aк
(lg�TCID50/0.1�мл)

Aо
(lg�TCID50/0.1�мл)

Ак�–�Ао
(Δlg�TCID50/0.1�мл)

КИ,�%

Рутан 5.0 2.5 2.5 50%
R5 5.0 3.5 1.5 30%
R6 5.0 4.0 1.0 20%
R7 5.0 2.25 2.75 55%
R8 6.0 1.75 4.25 71%

Таблица�2
Индексы�селективности�исследуемых�препаратов

IC50,�мкг/мл CC50,�мкг/мл SI
Рутан 12.44 144.3 11.6
R5 8.85 86.34 9.8
R6 >50 93.13 <�2
R7 2.13 191.01 89.7
R8 0.8 233 291.3
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Препарат� Рутан� изначально� разрабатывался� как�
средство�лечения�гриппа,�и�предполагалось,�что�его�
воздействие� на� вирусы� опосредовано� индукцией�
интерферона� [3].� В� ходе� работ� по� перепрофилиро-
ванию� Рутана� в� средство� лечения� COVID-19� нами�
было�показано,�что�препарат�обладает�и�прямой�про-
тивовирусной� активностью� в� отношении� штамма�
H1N1� в� культуре� инфицированных� клеток� MDCK�
[20].�Активность�компонентов�Рутана�против�вируса�
гриппа�нами�не�исследовалась,�но�в�культуре�клеток�
Vero�E6,�инфицированных�SARS-CoV-2,�для�полифе-
нолов�R5�–�R8�были�получены�значения�IC50,�равные�
7.49,� 5.95,� 17.53� и� 15.58�мкМ� (или� 7.04,� 6.50,� 21.81�
и� 21.75�мкг/мл),� соответственно.�Если� расположить�
полифенолы�Рутана�в�порядке�убывания�активности�
(увеличения�значений�IC50),�то�для�SARS-CoV-2�[20]�
и�вируса�гриппа�H1N1�(Табл.�2)�получатся�две�несо-
впадающие�последовательности:

SARS-CoV-2:� R6�>�R5�>>�R8�>�R7
H1N1:� � R8�>>�R7�>�R5�>>�R6
Таким�образом,�подавление�Рутаном�репликации�

вирусов� SARS-CoV-2� и� гриппа�H1N1� имеют� совер-
шенно�различные�молекулярные�механизмы.�В�отно-
шении�SARS-CoV-2�наиболее� активны�R6�и�R5� (R8�
и�R7�в�два�раза�менее�активны),�тогда�как�против�ви-
руса�гриппа�H1N1�наиболее�активен�R8,�от�которого�
существенно� отстают�в� активности�R7�и�R5� (R6�не�
активен).�Противовирусная�активность�полифенолов�
R6�–�R8�до�нас�никем�не�исследовалась�(в�отличие�от�
полифенола�R5,�активность�которого�против�вирусов�
гриппа� [7,10,13,15,17,22]� и� SARS-CoV-2� [6,9,11,19,�
21]�хорошо�изучена).

Полученные�нами�результаты�предполагают,�что�
фармакопейный� препарат� Рутан,� в� состав� которого�
входят� полифенолы,� подавляющие� репликацию� ви-
русов�неродственных�семейств�за�счёт�различных�ме-
ханизмов�действия,�является�перспективным�канди-
датом�на�использование�в�качестве�противовирусного�
средства�широкого�спектра�действия.
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