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В системі епіднагляду профілактика та лікування вірусних інфекцій є одним з головних напрямків, у зв’язку з тим, що віруси займають одне з провідних місць в патології людини, викликаючи до 80 % інфекційних  захворювань. Роль вірусів в патології людини постійно зростає, що пов’язано з відкриттям нових вірусів, накопичуються докази їх зв’язку з розвитком захворювань, які раніше етіологічно і патогенетично не були пов’язані з вірусною етіологією. Широке розповсюдження вірусних інфекцій, важкий перебіг та серйозні наслідки вірусних інфекцій обумовлюють актуальність розробки ефективних засобів боротьби з ними. 

   Одним з таких ефективних методів профілактики вірусних інфекцій є вакцинація, але для багатьох з них за тими чи іншими причинами вакцини мало ефективні, або ще не розроблені. Тому, хіміотерапія і хіміопрофілактика, тобто, лікувальне або профілактичне застосування препаратів хімічного або природного походження, здатних селективно пригнічувати репродукцію вірусів в клітинах макроорганізму, стає єдиним засобом боротьби з вірусними інфекціями. Експериментальна хіміотерапія, як галузь вірусології, почала швидко розвиватися в останні 50 років .  

   З часів Ерліха  головною терапевтичною метою було створення    мішеньспецифічних «чарівних пілюль», що було практичним критерієм розробки ліків на протязі 30 років. Разом з тим,  деякі дані свідчать про те, що відомі лікарські препарати можуть мати безліч фізіологічних мішеней . Особливо це стосується антивірусних препаратів, так як для них  мішенями є рецептори взаємодії вірусу і клітини, стадії репродукції РНК і ДНК-вірусів, а також вплив на систему захисту клітини, зокрема, інтерферони. Як виявилося, для багатьох вірусів  тотожні не лише мішені, а й деякі групи препаратів, що впливають відразу на декілька молекулярних мішеней репродукції вірусів.

Перспективними є антивірусні препарати рослинного походження. Рослини і екстракти рослин використовувалися, головним чином, в якості традиційної медицини протягом століть, ще до того, як активні компоненти рослинних продуктів  були виділені у зв’язку з прогресом в галузі науки і техніки. ВООЗ підрахували, що, приблизно, 80 % населення світу використовує засоби традиційної медицини для лікування інфекційних захворювань.

В останньому огляді «Natural Products as Sources of New Drugs from 1981 to 2014» (2016) представлені сумовані результати зареєстрованих антивірусних препаратів за ці роки, яких нараховано 139 з них 18 із природних джерел, 38 з синтетичних,  22 природних мімікруючих пептидів, отриманих синтетичним шляхом, 61 вакцина.

Зараз в якості засобів противірусної терапії стали інтенсивно досліджуватися сполуки рослинного походження, зокрема, ті, що відносяться до флавоноїдів. 

Незважаючи на те, що природні флавoноїди з антивірусними властивостями були відомі ще з 1940 р. проблема вивчення їх, як антивірусних препаратів, стала актуальною тільки останні 25 років. В кінці 90-х років цими сполуками зацікавились фармацевтичні компанії, які почали проводити доклінічні і клінічні дослідження препаратів на основі флавоноїдів. Найбільш інтенсивно досліджуються сполуки, наприклад такі як кверцетин, дегідрокверцетин, що мають велику базу сировини .

Проте,  флавоноїди являються лабільними (нестабільними) сполуками і їх виробництво пов’язане з певними технологічними труднощами. Одним з векторів створення високоефективних, специфічно діючих лікарських форм флавоноїдів є органічний синтез та/або модифікація промислово доступних сполук. Прикладом такої успішної розробки є створення синтетичного препарату 6,4-діхлорофлаван. Але, незважаючи на те, що синтетичні препарати мають високу антивірусну активність in vitro, при клінічних дослідженнях вони були менш ефективними. Тому, в даний час ведуться інтенсивні роботи в цьому напрямку.

Найбільш успішними є розробки препарату софосбувіру, який на експериментальних моделях гепатиту С та на пацієнтах, інфікованих хронічною формою всіх підтипів гепатиту С, викликав стійку вірусологічну відповідь (відсутність РНК вірусу в крові) у 78 % пацієнтів вже через 3-4 місяці лікування. Механізм антивірусної дії софосбувіру полягає  в інгібіції РНК-полімерази, що пригнічує реплікацію вірусу гепатиту С.

Представником групи флавоноїдів є Протефлазід. Препарат Протефлазiд Proteflazidum®, розроблений групою українських дослідників під егідою науково-виробничого об’єднання  „Екофарм”, містить флавоноїдні глікозиди, виділені з диких злаків Deschampsia caespitosa L (щучка дерниста) і Calamagrostis epigeios L (війнік наземний).

Основними біологічно активними речовинами Протефлазіду є флавоноїди, подібні кверцетину (рутину), в молекулу яких входить флавоновий кисневий гетероцикл. Протефлазід відрізняється від кверцетина спектром флавоноїдів, через  наявність різних радикалів в ароматичної частини молекули. Від рутину Протефлазід відрізняється ступенем глікозування, місцем приєднання вуглеводних залишків, їх природою і конфігурацією глікозидних зв’язків, містить флавоноїди та флавоноїдні глікозиди трицину, апігеніну, лютеоліну, кверцетину, рамнозину, вуглеводи, амінокислоти, хлорофіли, та інші жиророзчинні сполуки. 

 При вивченні механізму антивірусної активності Протефлазіду було показано, що препарат інгібує синтез РНК та ДНК, нейрамінідазну активність та індукує  α- і γ-інтерферон.

Для визначення перспективності Протефлазіду як антивірусного препарату  були розраховані основні показники СС50, 19,5 мкг/мл, ЕС50 – 0,01 мкг/мл, IS – 1950, що дозволяє віднести Протефлазід до високо-ефективних антивірусних препаратів. 
         В Україні наразі спостерігається неухильне зростання травматизму в умовах бойових дій на сході країни. 

       Незважаючи на постійне вдосконалення та впровадження в клінічну практику методів комплексного лікування переломів нижньої щелепи, частота гнійно-запальних ускладнень залишається високою і досягає 41 %. Ситуація ускладнюється стрімким поширенням антибіотикорезистентності мікроорганізмів-збудників, доля яких на сьогодні становить 50–70 %  Це обумовлює необхідність подальшого вивчення даного питання. 

Гнійно-запальні процеси щелепно-лицевої ділянки переважають у формі абсцесів та флегмон, періоститу, остеомієліту і нагноєння кісткової рани. Травматичний остеомієліт за даними різних авторів може спостерігатись у 11–25 % випадків переломів нижньої щелепи. Серед найбільш розповсюджених збудників виділяють агресивний мультирезистентний Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus haemolyticus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Micrococcus, гриби роду Candida albicans тощо.

       Вирішення проблеми антибіотикорезистентності потребує розробки та впровадження нових альтернативних антибіотикам засобів протимікробної терапії. Основними характеристиками високоефективного антимікробного препарату доопераційної та післяопераційної профілактики, а також терапії стоматологічних хірургічних хворих є: широкий спектр активності у відношенні до найбільш розповсюджених збудників, бактерицидний механізм дії, біосумісність та біобезпечність, відсутність впливу на розвиток резистентності збудників. 

        Перспективними на цьому шляху є наночастинки металів, зокрема наночастинки срібла, з огляду на їх високу антимікробну активність проти широкого спектру мікроорганізмів. Підсилення ефективності антимікробної дії наночастинок срібла при лікуванні гнійно-запальних захворювань можливе за рахунок додавання до складу препарату субстанції наночастинок золота, враховуючи значний протизапальний та регенераторний потенціал останніх. 

Тому метою представленого циклу робіт було вивчення властивостей та механізмів антивірусної дії біологічно активної речовини з флавоноїду Протефлазіду природного походження (БАРп) та отриманого синтетичним шляхом (БАРс), на моделях експериментальних вірусних інфекцій: грипу, герпесу 1 та 2 типів, гепатиту С, папіломавірусів in vitro та in vivo та лабораторно-експериментальне обґрунтування  застосування наночастинок срібла і золота в комплексному лікуванні і профілактиці гнійно-запальних ускладнень травматичних переломів нижньої щелепи. 

Автори робіт  використовували вірусологічні, молекулярно-біологічні, мікробіологічні, гістоморфологічні, клінічні,  імунологічні, цитологічні  та  статистичні методи досліджень. Для виконання представленого циклу робіт були розроблені специфічні методичні підходи.

Об’єкти дослідження - біологічно активні речовини з Протефлазіду природного походження і  синтетичного аналогу. Експериментальні  моделі вірусних інфекцій: грипу, герпесу 1 та 2 типів, гепатиту С, папіломавірусів,  генералізованої герпетичної інфекціії  in vivo, модельна  експресія генів α–ІФНу, протеїнкінази (ПКР),  2’5’-оліго(А)синтетази (АС), РНКази L, транскрипційна тест-система: модельний ферментативний комплекс ДНК залежної РНК полімерази бактеріофага Т7, реплікативна система -  полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) з використанням ДНК полімерази Taq.
вплив експериментальних субстанцій наночастинок срібла, золота та їх комбінації на організм в умовах місцевого застосування при комплексній терапії і профілактиці гнійно-запальних ускладнень травматичних переломів нижньої щелепи. 

Предмет дослідження –  механізми антивірусної дії біологічно активної речовини з Протефлазіду природного походження і його синтетичного аналогу на моделях грипу, герпесу 1 та 2 типів, гепатиту С , папіломавірусів та генералізованої герпетичної інфекції, вплив на нейрамінідазну активність, на синтез РНК та ДНК, систему індукції інтерферону.
     Терапевтична ефективність субстанцій наночастинок срібла, золота та їх комбінації в умовах місцевого застосування при комплексному лікуванні і профілактиці гнійно-запальних ускладнень відкритих травматичних переломів нижньої щелепи в експерименті. 

Дослідження було проведено в наступних напрямках, які стосувалися:

       Дослідження антивірусної дії біологічно активних речовин  Протефлазіду природного походження (БАРп) та синтетичного – (БАРс) in vitro та in vivo на моделях грипу, герпесу 1 та 2 типів, гепатиту С  в дослідах in vitro. 

     Створення експериментальної моделі генералізованої герпетичної інфекції на тваринах. Дослідження антивірусної активності Протефлазіду, БАРп та БАРс  на моделі генералізованої герпетичної інфекції. 

         Створення моделі папіломавірусних інфекцій методом трансфекції та дослідження впливу БАРп та БАРс на репродукцію вірусу папіломи та експресію онкогенних та протипухлинних білків інфікованих папіломавірусами клітин.

        Визначення активної структури, що  відповідає за антивірусну дію біологічно активних речовин Протефлазіду природного походження (БАРп) та синтетичного (БАРс), їх вплив на нейрамінідазну активність вірусу грипу та на синтез РНК і ДНК  в модельних системах транскрипції та реплікації.

        Дослідження індукції ендогенного інтерферону (ІФН) під впливом Протефлазіду, БАРп і БАРс  у тварин in vivo. 

Вивчення впливу біологічно активних речовин Протефлазіду природного походження (БАРп) та синтетичного (БАРс) на експресію генів ІФН-альфа, протеїнкінази (ПКР), 2’5 оліго(А)синтетази ОАС, РНКази L.
        Оцінка in vitro антимікробної активності експериментальних субстанцій наночастинок срібла, золота та їх комбінації відносно мікроорганізмів – основних збудників гнійно-запальних захворювань щелепно-лицевої ділянки (музейних тест-штамів та виділених клінічних ізолятів), порівняно із комерційними антисептичними препаратами Хлоргексидином та Фурациліном. 

      Моделювання гнійно-запального процесу м’яких тканин піднижньощелепної ділянки (абсцес) та перелом нижньої щелепи лабораторних щурів лінії Wistar, ускладнений гнійно-запальним процесом кістки (нагноєння кісткової рани). 

      Визначення терапевтичної ефективності експериментальних субстанцій наночастинок срібла, золота та їх комбінації у лікуванні абсцесу та нагноєння кісткової рани нижньої щелепи лабораторних щурів лінії Wistar. 

      Проведення порівняльного аналізу терапевтичної ефективності експериментальних субстанцій наночастинок срібла, золота та їх комбінації з комерційними антисептичними препаратами Хлоргексидином, Фурациліном та Декасаном. 

       Вивчення впливу експериментальних субстанцій наночастинок срібла, золота та їх комбінації на стовбурові стромальні клітини кісткового мозку людини ex vivo. 

В  дослідженнях, що увійшли до циклу робіт, вирішені наступні наукові та науково-практичні завдання: встановлено, що біологічно активна речовина із Протефлазіду та синтетичний композит  є новими активними інгібіторами антивірусної активності в родині флавоноїдів,  механізм антивірусної дії яких відбувається за рахунок інгібіції нейрамінідазної активності та індукції інтерферонів, інгібіція синтезу РНК та ДНК. Встановлено високу антимікробну, протизапальну та репаративну активність наночастинок срібла, золота та їх комбінацій,   механізм антимікробної дії яких відбувається за рахунок  подолання антибіотикорезистентності, репаративної – за рахунок стимулювання структуроутворювального потенціалу стовбурових клітин кісткового мозку людини. 

Було показано, що 
· Біологічно активна речовина (БАР), що отримана з Протефлазіду (БАРп) та синтезована подібна речовина (БАРс) складаються з флавоноїдів та флавоноїдних глікозидів трицину ,апігеніну, лютеоліну, кверцетину, рамнозину, вуглеводів, амінокислот, хлорофілів, та  жиророзчинних сполук,  не токсичні,  є активними інгібіторами антигрипозної активності  in vitro i in vivo, їх  хіміотерапевтичний індекс( ХТІ) складає 640.  

·  Механізм антигрипозної дії БАРп та БАРс відбувається за рахунок інгібіції нейрамінідазної активності. Методами докінгу,  комп’ютерного моделювання БАР в активний ферментний центр нейрамінідази було показано, що БАР  зв’язується з активним сайтом ферменту, блокуючи ферментну активність нейрамінідази. Стабільність взаємодії БАР та ферменту нейрамінідази забезпечує вуглеводний компонент.

· На моделях транскрипції та реплікації виявлена висока інгібуюча активність Протефлазіду, БАРп та БАРс синтезу РНК та ДНК, що може обумовлювати блокування вірусних ферментних систем синтезу РНК і ДНК. Методом докінгу,  показано, що гетероциклічний фрагмент досліджуваних сполук ( БАРп і БАРс) зв’язується з активним центром каталітичної кишені РНКПТ7 (ДНК-залежної РНК-полімерази бактеріофагу Т7) і утримується за рахунок міцних координаційних зв’язків між атомами кисню у положенні 4 і 5 з іоном Mg2+ (  довжина зв’язку 0,218 і 0,258 нм відповідно) та опосередковано через останній – з Tyr 639. У той же час метокси- та/або гідроксигрупи арильних ферментів заповнюють полярну кишеню, утворену бічними радикалами амінокислотних залишків  Arg425,  Tyr427, His784,  His811 i  Arg423, за рахунок  електростатичних взаємодій.

· Розроблена експериментальна модель герпетичного менінгоенцефіліту мишей з використанням різних доз вірусу. Доведено, що при застосуванні низьких доз вірусу   відбувається більш активна його реплікація в різних органах-мішенях (мозок, печінка, серце, селезінка, нирки, легені), що свідчить про десемінізацію вірусу та розвиток генералізованої герпетичної інфекції.

· Гістологічними дослідженнями підтверджено, що у інфікованих     тварин розвинулася генералізована інфекція, проявами якої були     менінгоенцефаліт, гепатит, міокардит, пневмонія, нефрит, спленіт.

· Протефлазід,  його БАРп та синтетична структура ефективно інгібували розвиток генералізованої герпетичної інфекції при профілактичній та лікувальній схемі введення препаратів.

· Одержані моделі продукуючих клітин МТ4-HPV типів 59,35 та 16. Було показано, що препарат Протефлазід інгібував репродукцію HPV,  експресію онкобілку Е7 і стимулює продукцію білків супресорів пухлинного росту р53 і pRb (ретинобластоми). 

· Вперше доведено, що флавоноїди  Протефлазід, БАРп та БАРс є індукторами інтерферону, за рахунок експресії генів α-ІФНу, протеїнкінази (ПКР), 2’5-оліго(А)синтетази  (2’5 ОАС), РНКази L. БАРп в суміші з лектином хурми на сьогодні є самим ефективним індуктором експресії генів- мішеней ІФНу.

· Розроблено та запатентовано спосіб класифікації індукторів інтерферону за кількісними показними експресії генів інтерферону ПКР, РНКази L та 2’5 ОАС.  
· В дослідженнях in vitro встановлено високу антимікробну активність наночастинок срібла розміром 30 нм по відношенню до музейних тест-штамів і клінічних ізолятів мікроорганізмів, які активно акумулювали наночастинки на поверхні та всередині клітин. 
· В дослідженнях in vivo на моделях абсцесу та нагноєння кісткової рани нижньої щелепи лабораторних щурів лінії Wistar встановлена висока терапевтична ефективність наночастинок порівняно з комерційними антисептичними лікарськими засобами. 
· В дослідженнях ex vivo виявлена здатність наночастинок золота та їх комбінації з наночастинками срібла стимулювати структуроутворювальний потенціал стовбурових стромальних клітин кісткового мозку людини. 

· На основі отриманих результатів обґрунтовані рекомендації для проведення клінічних випробувань з подальшим застосуванням досліджених наночастинок у практиці хірургічної стоматології та щелепно-лицевої хірургії. 

В процесі виконання робіт багато уваги було відведено моделюванню вірусних інфекцій. Так, методом трансфекції ДНК, виділених від пацієнтів, інфікованих вірусами гепатиту С та папіломавірусами були отримані продукуючі системи клітин МТ-4 –HCV та МТ4–HPV, які охарактеризовані вірусологічними, електрономікроскопічними та цитологічними методами.  Отримана модель генералізованої герпетичної інфекції та модель абсцесу кісткової рани нижньої щелепи підтверджені гістологічними, вірусологічними та мікробіологічними методами. Використання нових моделей вірусних інфекцій та розроблений алгоритм вивчення механізмів їх антивірусної дії дозволили авторам ідентифікувати нові вітчизняні антивірусні сполуки, які також увійшли до циклу робіт.
       Практиці охорони здоров’я  запропонована наукова розробка та доклінічні дослідження нових антивірусних біологічно активних речовин з природного флавоноїду Протефлазіду та синтетичної біологічно активної речовини флавоноїду та інших антивірусних речовин природного та синтетичного походження. Розроблена нова класифікація індукторів ІФНу. 
      На основі виявлених in vitro, in vivo та ex vivo антимікробної, протизапальної активності наночастинок срібла, золота та їх комбінації та здатності стимулювати репаративні процеси твердих і м’яких тканин. 

Розроблено способи лікування абсцесів і флегмон щелепно-лицевої ділянки комбінацією наночастинок срібла та золота і застосуванням субстанції наночастинок срібла як протимікробного засобу при лікуванні гнійно-запальних захворювань щелепно-лицевої ділянки.

          Представлений цикл робіт є завершеним комплексним науковим дослідженням в галузі сучасної вірусології, мікробіології та стоматології, присвячений вивченню властивостей та механізмів антивірусної дії нової групи антивірусних препаратів рослинних флавоноїдів, визначенню їх активної структури, яка відповідає за антивірусну активність препарату на моделях експериментальних вірусних інфекцій грипу, герпесу, гепатиту С, папіломавірусів in vitro і in vivo та механізмам антимікробної, протизапальної та репаративної дії субстанцій наночастинок срібла та золота. Наукові результати одержані в даній роботі відповідають найкращим зарубіжним аналогам і представляють собою зразок найсучасніших світових досліджень. Вперше в Україні було встановлено, що біологічно активна речовина з Протефлазіду та його синтетичний аналог є новими активними інгібіторами антивірусної активності в родині флавоноїдів з полімішеневим механізмом антивірусної дії- інгібіція синтезу РНК та ДНК, нейрамінідазної активності та індукції ІФНів з визначеним профілем експресії генів-мішеней ІФНу. Обґрунтовано та розроблено практичні рекомендації щодо способу місцевого застосування досліджених наночастинок металів при лікуванні травматичних переломів нижньої щелепи та їх гнійно-запальних ускладнень. 

Результати роботи використовуються в лабораторіях Інституту Урології НАМНУ, Інституті молекулярної біології і генетики НАНУ та інфекційних клініках України і відповідають кращим зарубіжним і вітчизняним аналогам.

Робота складається з  60 публікації: з них  3 монографії, 33 статті (12 статей опубліковані в журналах, що входять до Scopus), 24 тези доповідей. Загальна кількість посилань на публікації авторів складає 53 (згідно з базою даних Google Scholar), h-індекс = 4.  Новизну та конкурентоспроможність технічних рішень захищено патентом України. Отримано 11 патентів України на корисну модель. 
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