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В результате комплексных исследований противовирусной активности и токсичности двух димерных 
производных нетропсина (lys-bis-Nt и 15lys-bis-Nt) в культуре клеток и в опытах на лабораторных жи-
вотных установлено, что  оба соединения эффективно и  селективно ингибируют репродукцию вируса 
герпеса простого 1-го типа как в культуре клеток Vero e6, так и в мозге инфицированных белых мышей, 
обеспечивая значительное увеличение выживаемости и средней продолжительности жизни животных по 
сравнению с контрольной нелеченой группой.
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antiherpetic activity of Netropsin derivatives as tested in experiments in laboratory 
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two dimeric netropsin derivatives (lys-bis-Nt и 15lys-bis-Nt) were comprehensively tested for antiviral and toxic 
activity in cell cultures and laboratory animals. the two compounds were found to provide effective and selective 
inhibition of reproduction of herpes simplex I both in cell culture Vero e6 and in brain of infected white mice, 
thereby increasing the survival rate and mean life expectation of treated animals as compared to control. 
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Герпесвирусная инфекция является одной из самых 
распространенных вирусных инфекций человека: по 
данным ВОЗ, антитела к вирусам герпеса имеет около 
80% населения Земного шара. Современная химиоте-
рапия инфекционных заболеваний, вызываемых ви-
русами герпеса, связана с использованием препаратов 
гуанинсодержащих модифицированных ацикличе-
ских нуклеозидов ацикловира (АЦВ), пенцикловира 
и их предлекарств валцикловира и фамцикловира. 
Основным недостатком препаратов этой группы, не-
смотря на высокий противовирусный эффект, являет-
ся формирование к ним лекарственной устойчивости. 
Среди иммунокомпетентных пациентов частота появ-
ления АЦВ/ПЦВ-резистентных штаммов вируса про-
стого герпеса (ВПГ) составляет около 0,5% случаев 
[5, 7, 18], но среди больных с иммунодефицитными 
состояниями она может превышать 30% случаев [7, 
16, 18, 19]. Резистентность к АЦВ и ПЦВ в 95% сду-
чаев обусловлена мутациями в гене тимидинкиназы 
(ТК), а также в гене ДНК-полимеразы, с которыми 
связан механизм действия этих препаратов [12, 15]. 
Таким образом, поиск новых соединений ненуклео-
зидной природы, эффективность которых не зависит 
от чувствительности ВПГ к препаратам АЦВ и род-
ственных ему соединений, в настоящее время сохра-
няет актуальность и практическую значимость. 

Нетропсин (Nt) и дистамицин (Dst), представляю-
щие собой ДНК-тропные противоопухолевые анти-
биотики, обладают противовирусной активностью в 
отношении ВПГ. Cвязываясь в узкой бороздке ДНК с 
кластерами из 4–5 АТ-пар оснований в начале репли-

кации ВПГ OriS и OriL, Nt и Dst ингибируют процес-
сы репликации и транскрипции [11, 14]. 

Синтез Nt-пептидных конъюгатов и димерных про-
изводных Nt (бис-Nt), в молекулах которых два моно-
мера соединены друг с другом ковалентно c помощью 
различных соединительных цепей,  позволяет повы-
сить избирательность связывания этих соединений с 
вирусной ДНК и ингибировать активность ключевых 
вирусных ДНК–связывающих белков и транскрипци-
онных факторов [9–11, 13, 20]. 

Ранее при исследовании ДНК-связывающей ак-
тивности ряда бис-Nt и Nt-пептидных конъюгатов 
нами было установлено, что производные бис-Nt ин-
гибируют процесс инициации репликации вирусной 
ДНК, т.е. действуют еще до начала синтеза  вирус-
ной ДНК. Эти соединения избирательно связывают-
ся с протяженными кластерами АТ-пар оснований в 
начале репликации ВПГ OriS и OriL [6, 11], в резуль-
тате чего в участке OriS увеличивается температура 
плавления А+Т-кластера и уменьшается вероятность 
вызванного тепловыми флюктуациями «раскрытия» 
AT-пар оснований, которое необходимо для инициа-
ции раскручивания вирусной ДНК хеликазой UL9 
ВПГ [6].

Мы установили, что ряд производных бис-Nt об-
ладает противовирусной активностью в отношении 
ВПГ-1, включая штаммы, резистентные к АЦВ, в 
диапазоне концентраций, близких к таковым Nt, но 
характеризуется значительно меньшей токсичностью 
в культуре клеток Vero E6 и, следовательно, большей 
селективностью [1–4].
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брюшинно в объеме 0,2 мл. Заражающая доза 3,5 × 
105 БОЕ/0,2 мл обеспечивала 50% смертность живот-
ных в контроле. Соединения вводили 2 раза в день в 
течение 5 дней. Первое введение проводили через 1 ч 
после заражения. Срок наблюдения – 21 сут. Эффек-
тивность соединений оценивали по их способности 
защищать животных от гибели и увеличению средней 
продолжительности жизни (СПЖ).

Влияние соединений на накопление инфекционного 
вируса в мозге инфицированных животных. Мышей 
инфицировали и вводили им соединения, как указано 
выше. На 4-е сутки, когда в мозге зараженных живот-
ных инфекционный титр достигал максимального зна-
чения,  мышей забивали. Извлеченный головной мозг 
гомогенизировали при 40С. Готовили 10% суспензию 
в физиологическом растворе, центрифугировали ее 
при 5000 об/мин в течение 10 мин при 40С. Инфекци-
онный титр вируса в супернатанте определяли путем 
титрования в культуре клеток. Эффективность соеди-
нений оценивали по снижению величины инфекци-
онного титра вируса в головном мозге животных в 
опытной группе, получавших препарат, по сравнению 
с контрольной группой. Инфекционный титр вируса 
в образцах определяли методом бляшкообразования 
[17] и выражали в lg БОЕ/мл.

Результаты и обсуждение
Как свидетельствуют данные табл. 1, включенные 

в исследование соединения селективно ингибируют 
развитие вирусиндуцированного ЦПЭ в культуре кле-
ток, на что указывает величина химиотерапевтиче-
ского индекса (ХТИ). 

Результаты изучения противовирусной активности 
исследуемых соединений на модели летальной гер-
песвирусной инфекции у белых линейных мышей 
приведены в табл. 2. 

При изучении противовирусной активности про-
изводных бис-Nt в опытах на белых мышах BALB/c 
было показано, что все исследованные нами произ-
водные Nt способны достоверно снижать смертность 
инфицированных животных, и по показателю острой 
токсичности имеют значительное преимущество пе-
ред Nt [2].

Целью наcтоящей работы было продолжение иссле-
дований противовирусной активности производных 
бис-Nt в опытах на белых линейных мышах.

Материалы и методы
Клетки. В работе использовали перевиваемую куль-

туру клеток почек зеленой мартышки Vero Е6.
Вирусы. Штамм вируса герпеса простого типа 1 L2 

(ВПГ-1/L2) получен из Государственной коллекции 
вирусов ФГБУ НИИ вирусологии им. Д. И. Иванов-
ского Минздравсоцразвития России.

Препараты синтезированы в Институте молеку-
лярной биологии им. В.А. Энгельгардта. Химические 
формулы производных бис-Nt:

H-Lys-Gly-Apc2-CONH-(CH2)5-NHCO-Apc2-Gly-
Lys-H (Lys-bis-Nt)

(((H-Lys)2-Lys)2- Lys)2-Lys-Gly-Gly2-Apc2-Gly3-Apc2-
NH-(CH2)3-NMe2 

(15Lys-bis-Nt) 
Здесь Apc –- остаток 1-N-пропил-2-амино-пиррол-

4-карбоновой кислоты.
Цитотоксичность соединений оценивали после 72 

ч инкубации клеток в присутствии соединения в из-
вестной концентрации методом окрашивания клеток 
трипановым синим (trypan blue exclusion method).  
Количественно цитотоксичность выражали как ЦД50 
[1–5].

Противогерпесвирусную активность соединений 
in vitro изучали с использованием CPE inhibition as-
say [8] микрометодом, как подробно изложено ра-
нее [1–5]. Множественность инфицирования (МИ) 
составляла 0,1 БОЕ/кл. Результаты оценивали через  
48 ч, когда в контроле вируса  развивался 95–100% 
цитопатический эффект (ЦПЭ). Активность выража-
ли в величинах ИД50 и ИД95. 

Животные - самцы белых линейных мышей 
BALB/c массой тела 8–10 г (по 20 особей в группе) 
получены из питомника лабораторных животных Фи-
лиал «Столбовая» НЦБМТ РАМН (Московская обл., 
Чеховский район).

При исследовании противовирусной активности 
соединений in vivo использовали методические при-
емы, описанные ранее [2]. Инфекционный материал 
(ВПГ-1/L2) и производные бис-Nt вводили внутри-

Т а б л и ц а   1 
Эффект производных нетропсина на модели герпетической 

инфекции в культуре клеток Vero E6

Препарат ЦД50, мкг/мл ИД50, мкг/мл ИД95, мкг/мл ХТИ

Lys-bis-Nt 355,0 ± 1,9 12,5 50 28,4

15Lys-bis-Nt 162,6 ± 3,4 3,1 18,7 ± 6,2 52,1

П р и м е ч а н и е . ЦД50 – концентрация соединения, в присут-
ствии которой погибает 50% неинфицированных клеток; ИД50 – кон-
центрации соединения, ингибирующие развитие вирусиндуцирован-
ного ЦПЭ по сравнению с контролем на 50%; ИД95 – концентрации 
соединения, ингибирующие развитие вирусиндуцированного ЦПЭ 
по сравнению с контролем на 95–100%; ХТИ – химиотерапевтиче-
ский индекс, вычисляемый как отношение ЦД50 к ИД50. Представле-
ны результаты двух независимых опытов.

Т а б л и ц а   2 
Влияние производных нетропсина на выживаемость белых мышей BALB/c, инфицированных ВПГ-1 штамм L2, и репродукцию 

вируса в их мозге

Соединение Схема инфицирования

Число выживших 
животных Смерт-

ность, %

За-
щита, 

%
СПЖ, сут

Инфекционный титр вируса,  
Lg БОЕ/мл

Число животных в 
группе опыт 1* опыт 2*

Контроль вируса – 17/40 57,5 – 11,6 ± 1,3 3,76 ± 0,03 3,68 ± 0,08

Lys-bis-Nt 20 мг/кг 2 раза в сутки/5 сут 28/40 30 27,5 16,2 ± 1,2 1,59 ± 0,06 1,72 ± 0,04

15Lys-bis-Nt 30 мг/кг 2 раза в сутки/5 сут 17/20 15 42,5 18,5 ± 1,3 1,00 ± 0,08 0,80 ± 0,10

П р и м е ч а н и е . Приведены результаты двух независимых опытов; * – приведены результаты трех независимых определений.
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Смертность в контрольной группе инфицирован-
ных животных, не получавших препарат, составила 
57,5% (23/40) в двух независимых экспериментах. 
Таким образом, Lys-bis-Nt в этих условиях обеспечи-
вал существенную статистически значимую защиту 
животных от гибели (27,5% в двух независимых экс-
периментах) и  увеличивал СПЖ животных на 4,6 сут 
по сравнению с контрольной инфицированной, но не 
леченой группой.

При увеличении разовой дозы 15Lys-bis-Nt до  
30 мг/кг в тех же экспериментальных условиях вы-
живаемость животных по сравнению с контрольной 
группой увеличилась на 45% (снижение смертности с 
57,5 до 15%), а СПЖ – более чем на 7 сут. 

Из данных, приведенных в табл. 2, также следует, 
что Lys-bis-Nt и 15Lys-bis-Nt эффективно ингибиру-
ют репродукцию ВПГ в головном мозге животных, на 
что указывает значительное снижение инфекционно-
го титра вируса в опытных группах по сравнению с 
контролем.

Таким образом, установлено, что исследованные 
производные нетропсина Lys-bis-Nt и 15Lys-bis-Nt в 
данных экспериментальных условиях эффективно по-
давляют репродукцию ВПГ в мозге инфицированных 
животных, что обеспечивает защиту мышей, инфици-
рованных ВПГ-1, от гибели и приводит к увеличению 
СПЖ.

Работа выполнена при финансовой поддержке Го-
сударственного контракта № 02.512.12.2055, Про-
граммы РАН по молекулярной и клеточной биологии 
и Российского фонда фундаментальных исследований 
(проект 11-04-02001). 
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