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Вступ

Віруси відіграють важливу роль в інфекційній патології людини та тварин, викликаючи такі небезпечні хвороби, як грип, гепатити, геморагічні лихоманки, енцефаліти, сказ, атипову пневмонію. Одним з головних засобів боротьби з вірусними інфекціями є хіміотерапія. При вчасному і правильному застосуванні антивірусні хіміопрепарати підвищують рівень життя багатьох вірус-інфікованих пацієнтів. Найбільш розвинутою є хіміотерапія  герпетичних інфекцій, інфекцій викликаних вірусом грипу та ВІЛ-інфекції. До інфекцій, які в певній мірі контролюються хіміопрепаратами слід віднести вірусні гепатити. Проти багатьох небезпечних вірусів відомі лише поодинокі препарати або, в більшості випадків, такі препарати відсутні взагалі.

У зв’язку  з великою шкодочинністю вірусів рослин, які в значній мірі впливають на врожайність сільськогосподарських культур, постала нагальна потреба в створенні антифітовірусних препаратів. В області хіміотерапії вірусів рослин досягнуто значно менше успіхів в порівнянні з хіміотерапією вірусів людини. Існує лише декілька препаратів, здатних пригнічувати розвиток вірусної інфекції в рослинах.

Загалом сьогоднішній арсенал ефективних антивірусних засобів залишається мізерним. На це є багато причин і головна з них полягає в тому, що віруси є облігатними внутрішньоклітинними паразитами, тому їхня реплікація тісно пов'язана з функціонуванням клітин, в яких вони паразитують. Тому дуже важко знайти способи боротьби з вірусами, які б не впливали на саму клітину. Інша причина полягає в тому, що препарат фактично повинен проявляти стовідсоткову антивірусну активність, оскільки на фоні уникання вірусів від дії антивірусного препарату відбувається селекція резистентних штамів, що зводить до нуля ефективність терапії. Не слід забувати, що багато вірусів погано або взагалі не здатні реплікуватись в культурах клітин (віруси гепатитів В та С, папіломавіруси). В результаті процес тестування та розвитку безпечних ефективних противірусних препаратів значно ускладнюється. І нарешті, багато гострих вірусних інфекцій мають короткий інкубаційний період, і, з часом особина відчуває хворобу, а вірус вже більше не реплікується  та, можливо, вже елімінувався з організму. Антивірусні препарати проти цих вірусів повинні застосовуватись на ранній стадії інфекції чи профілактично в групах ризику. При цьому багато часу іде не тільки на ідентифікацію вірусу (препарати з широким спектром антивірусної активності відсутні), а і на отримання та роздачу  рецепту на антивірусний препарат. За таких обставин не дивно, що антивірусні препарати не можуть бути вчасно зареєстровані для застосування. Брак швидких методів діагностики гальмує розвиток препаратів проти багатьох гострих вірусних хвороб, не дивлячись на наявність ефективних терапевтичних засобів.

На сьогодні не існує єдиної уніфікованої схеми експериментальної оцінки антивірусної активності препаратів. У сучасній літературі спостерігаються певні розбіжності в протоколах тестування та критеріях первинної оцінки активності досліджуваних препаратів. Слід відмітити, що традиційні методи первинного дослідження противірусної активності препаратів були розроблені ще до початку 60-х років, а з часом вони були удосконалені. Завдяки досягненням у молекулярній біології, арсенал доступних методів тестування значно поповнився, що надало можливість вивчення більш широкого кола хімічних сполук та встановлення точних механізмів їхньої антивірусної дії. Процес створення антивірусного препарату досить складний і вартісний. На перших етапах тестування  відбираються сотні тисяч сполук, з яких, у найкращому випадку, одиниці знаходять практичне застосування. Основними причинами відмови від застосування досліджуваного препарату на практиці є: низька біодоступність, токсичність, швидка селекція резистентних штамів патогенів.
Метою даного навчального посібника є висвітлення теоретичних основ і експериментальних підходів у галузі хіміотерапії вірусних інфекцій людини і тварин. Спеціальний розділ присвячений проблемам хіміотерапії вірусів рослин. Наведено основні методики первинного тестування антивірусної і цитотоксичної активності сполук різного походження у найпростіших модельних системах. 
Список умовних скорочень

АЗТ – азидотимідин

ВГА – вірус гепатиту А

ВГВ – вірус гепатиту В

ВГС – вірус гепатиту С

ВІЛ - вірус імунодефіциту людини

ВПГ – вірус простого герпесу

ВЕРХ – високоефективна рідинна хроматографія

ГРВІ – гостра респіраторна вірусна інфекція
ЕД50 - 50% ефективна доза
ІД50 - інгібуюча доза, що зменшує кількість життєздатних клітин на 50%

ІС - індекс селективності
ІФА – імуноферментний аналіз

ІФН – інтерферон

МІК - мінімальна інгібуюча концентрація

МПК- максимальна переносима концентрація
МТТ - 3,4,5-диметилтіазол-2,5-дифенілтетразоліум бромід
МФА – метод флюоресціючих антитіл

НА – гемаглютенін

ППР – поверхневий плазмонний резонанс

РСВ – респіраторно-синцитіальний вірус
CD50 - цитотоксична доза, що зменшує ріст клітин, або синтез клітинних ДНК на 50%

ФНП – фактор некрозу пухлин

ФУК - фосфоноацетат 

ХТІ- хімікотерапевтичний індес

ЦМВ – цитомегаловірус

ЦНС – центральна нервова система
ЦПД – цитопатична дія

ESI - від англ. Electrospray Ionization (електророзпилювальна іонізація) 

GFP – green fluorescent protein
IL – інтерлейкіни

MALDI - від англ. Matrix Laser Desorbtion Ionization (матриксна лазерно-десорбційна іонізація)

MTD – maximum tolerated dose
ТЕОРЕТИЧНА ЧАСТИНА
Вивчення антивірусної активності препаратів in vitro
Першим етапом експериментальної оцінки антивірусної дії сполук природного та синтетичного походження є дослідження їхньої дії в умовах in vitro. Культура клітин є найбільш зручною моделлю для первинної оцінки антивірусної активності препаратів. За допомогою цієї системи можна визначити прямий або опосередкований (через клітину) вірусінгібуючий ефект. Дослідження бляшок (детермінація цитопатичного ефекту) є чи не найбільш поширеним методом з цієї серії. Проте, застосування культури клітин з метою тестування чутливості вірусів до хіміопрепаратів має певні обмеження. По-перше, різні типи клітин по-різному впливають на розмноження вірусів. По-друге, для деяких вірусів (вірус Норволк) не існує відомих культур клітин, в яких вони здатні розмножуватись, і тому при дослідженні активності сполук проти цих вірусів застосовують лабораторних тварин або, переважно, використовують маркери інфекційності. Такі противірусні препарати, як індуктори інтерферону та імуномодулятори досліджуються на експериментальних моделях in vivo (Чижов и др., 1988). 
Дослідження препаратів на культурі клітин починається з порівняльної оцінки його цитотоксичності та антивірусної дії. Перспективними є препарати, які проявляють антивірусну активність у концентраціях, нетоксичних для клітин, тобто проводиться визначення різниці між дозами препарату з цитотоксичною та антивірусною дією. У сучасній літературі з експериментальної хіміотерапії можна зустріти різні показники цитотоксичності: 
· МПК (максимальна переносима концентрація, що не виявляє цитотоксичної активності) чи MTD (maximum tolerated dose); 
· ІД50 (інгібуюча доза, що зменшує кількість життєздатних клітин на 50%), 
· CD50 (цитотоксична доза, що зменшує ріст клітин, або синтез клітинних ДНК на 50%).
 Для позначення антивірусної дії препарату застосовуються наступні показники:
· ЕД50 (50% ефективна доза). ЕД50 позначає концентрацію антивірусного препарату, в якій він знижує кількість бляшок чи розвиток ЦПД в інфікованій обробленій культурі на 50%.;

· МІК (мінімальна інгібуюча концентрація). Під МІК розуміють концентрацію антивірусного препарату, яка знижує на 50% число клітин з вірусспецифічними включеннями чи скупченнями вірусного антигену, тобто за своєю суттю ці показники аналогічні.  
Наведені показники використовуються для визначення ХТІ (хімікотерапевтичного індексу) або ІС (індексу селективності). ХТІ обчислюється як відношення МПК до МІК (Щербінська та ін., 2001).  Ці індекси є основними критеріями оцінки ефективності речовин у культурі клітин та доцільності подальших дослідженнь. Перевагу надають препаратам з високим ІС та тим, які знижують врожай вірусу більше ніж на 2 lg. Принцип порівняння специфічної антивірусної активності та токсичності реалізується в подальшому на етапі вивчення властивостей перспективних сполук in vivo.  

Для дослідження антивірусної активності препаратів in vitro застосовуються різні методи. Слід зауважити, що до цього часу не існує уніфікованого методу первинної оцінки цитотоксичності та антивірусної активності і, як правило, використовуються декілька з наведених нижче методів.

Тестування антивірусних препаратів у культурах клітин

Цитопатична дія

Цей метод застосовується для вірусів (ортоміксо-, параміксо-, покс-, герпес-, адено- та ін.), які проявляють чіткий цитопатичний ефект у перещеплюваних та первинно-трипсинізованих  культурах клітин людського та тваринного походження. Описано багато методик оцінки активності антивірусних препаратів з застосуванням цього тесту при вирощуванні клітин у пробірках, на матрацах та пластикових планшетах. Найбільш зручними для цієї мети є пластикові планшети, які дозволяють використовувати культуру клітин у мікрооб'ємах та одночасно оцінювати велику кількість сполук при мінімальній витраті поживних середовищ та досліджуваних речовин. Останнім часом застосовуються автоматичні методи оцінки ЦПД, які дозволяють досліджувати більше, ніж 50 000 сполук на день – норма немислима для ранніх дослідників антивірусних сполук.

Метод редукції бляшок

Методика зводиться до наступного: досліджуваним вірусом інокулюють моношар чутливих клітин. Моношар покривають різними концентраціями досліджуваного препарату в напіврідкому поживному середовищі (для запобігання міжклітинного розповсюдження вірусу). Кількість бляшок підраховують за допомогою світлового мікроскопу. Для цього необхідно спочатку пофарбувати клітини. Редукція утворення бляшок пов'язана з інгібуванням вірусу та чисельно виражається як ІС50 та ІС95 (концентрації препаратів, необхідні для інгібування продукції вірусу в 50% та 95% відповідно).

Тестування антивірусної активності препаратів за допомогою індикаторних клітинних ліній

З метою діагностики і встановлення чутливості вірусів до різних препаратів були створені специфічні індикаторні клітинні лінії. Однією з таких ліній є Vero-ICP10-EGFP, яка була зконструйована шляхом стабільної трансформації клітин Vero за допомогою плазміди, що кодує GFP (від англ. green fluorescent protein – зелений флюоресціюючий білок). Експресія GFP в даному випадку керується промотором гену ICP10 вірусу простого герпесу 2 типу. Важливою перевагою даного методу є швидкість, оскільки вже через 6 годин після інокуляції інфіковані клітини стають помітними при їх вивчені за допомогою флюоресцентного мікроскопу. Аналіз за допомогою потокової цитометрії показує, що інтенсивність флюоресценції залежить від титру інокульованого вірусу (Szu-Hao  Kung et. al., 2000). Таким чином, нова методика забезпечує дослідників швидкою та зручною системою для тестування антивірусної активності різних препаратів.

Іншим прикладом подібних клітинних ліній є Vero-ICP6Lac#7, що експресує ß-галактозидазу у відповідь на інфекцію ВПГ. Інфіковані клітини після гістохімічного фарбування набувають голубого кольору (Tebas P. et al., 1995). Для дослідження вірусу імунодефіциту людини створено лінію MAGI-CCR5 (Baba M. et al., 1999). В цілому методику дослідження антивірусної активності хімічних препаратів за допомогою подібних клітинних ліній можна представити наступним чином: клітини трансформованої лінії інокулюють вірусом та культивують в присутності певної концентрації досліджуваної речовини. Після необхідного періоду культивування клітини фарбують 5-бром-4-хлор-3-індоліл-ß-D-галактопіранозидом (у випадку MAGI-CCR5 та ВІЛ) чи вивчають за допомогою флюоресцентного мікроскопу (Vero-ICP10-EGFP та ВПГ-2). Про активність речовини судять з кількості інфікованих клітин.   

Метод флюоресціюючих антитіл

Метод флюоресціючих антитіл передбачає виявлення окремих вірус-інфікованих клітин, що містять вірусний антиген. При дослідженні антивірусної активності сполук  в культурі клітин застосовують як прямий, так і непрямий варіанти методу флюоресціюючих антитіл (МФА).

Перший варіант застосування МФА заключається в реєстрації інтенсивності свічення антигену в інфікованих клітинах. Ефективність препаратів оцінюється по порівняльній інтенсивності свічення в клітинах експериментальної та контрольної груп протягом одного циклу репродукції вірусу. Цей метод застосовували для оцінки антивірусної дії гідрохлориду бігуанадину на вірус Сендай (Чижов и др., 1988).

Другим варіантом застосування МФА для оцінки інгібуючої дії хіміопрепатарів є підрахунок кількості інфікованих (тих, що світяться) та неінфікованих (%) клітин в присутності препарату та без нього. 

Проточна цитометрія

Принцип проточної цитометрії полягає в тому, що  клітини або ядра поодинці перетинають сфокусований світловий пучок, зазвичай лазерний. Світло певної довжини хвилі збуджує молекули флюоресціюючих барвників, зв'язаних з різними клітинними компонентами, при цьому може відбуватись збудження декількох різних барвників, що дозволяє одразу оцінити декілька клітинних параметрів. Світло, що виділяється барвниками, збирається за допомогою системи лінз та дзеркал та розкладається на компоненти. Світлові сигнали детектуються, трансформуються в електричні імпульси  і потім в форму, зручну для комп'ютерної обробки та зберігання інформації (Херрингтон і Макги, 1999). Проточна цитометрія - швидкий, кількісний метод оцінки багатьох параметрів флюоресціюючих клітин. В умовах  in vitro використовують мічені флюорохромом моноклональні або поліклональні антитіла, направлені проти певних антигенів. Таким чином проточну цитометрію можна застосовувати для детекції вірусінфікованих клітин, вивчення вірусного патогенезу, для оцінки впливу антивірусних сполук на синтез вірусних антигенів та нуклеїнових кислот в інфікованих клітинах (McSharry, 1999). Так, даний метод застосовувався для тестування ефективності ганцикловіру та фоскарнету проти клінічних ізолятів цитомегаловірусу (McSharry et al., 1998); ацикловіру, ганацикловіру та фоскарнету проти ВПГ-1 (Pavic et al., 1997); азидотимідину, непавіріну та саквінавіру проти вірусу імунодефіциту людини (McSharry, 1999). Застосування даного методу для дослідження чутливості вірусів до певних речовин має відчутні переваги:

1. Можливість аналізу великої кількості дослідних зразків за лічені хвилини;

2. Для виявлення ранніх та пізніх вірусних антигенів не потрібно довгих строків інкубації вірусу з клітиною;

3. Оскільки досліджується велика кількість клітин, то це дає можливість уникати неспецифічних результатів та детектувати невелику кількість резистентних мутантів вірусу;

4. Для дослідження можна брати свіжі клінічні ізоляти, які не пройшли багаторазових пасажів в культурі клітин, тим самим відкидається можливість дослідження вірусних мутантів, які якимось чином можуть впливати на результати.

Методика дослідження впливу певного хіміопрепарату на систему вірус-клітина за допомогою методу проточної цитометрії наступна: культура клітин інфікується вірусом в присутності різних концентрацій досліджуваної сполуки. Після 4-10 днів інкубації клітини відбираються та обробляються міченими моноклональними або поліклональними антитілами проти пізніх або ранніх антигенів вірусу. Далі проводять визначення відсотку антигенпозитивних клітин методом проточної цитометрії. Слід зауважити, що можуть існувати різноманітні модифікації описаного вище методу. Так, можна застосовувати  триколірну цитометрію, тобто вводити антитіла до трьох антигенів. При цьому три види антитіл мітяться різними барвниками. Такий підхід дозволяє співставляти результати дії хіміопрепарату на різні антигени. При інших модифікаціях культуру клітин інфікують не вільним вірусом, а вже інфікованими клітинами, що додаються в середовище з досліджуваною сполукою та культурою клітин. Крім того, досліджуваний препарат можна додавати до вже інфікованих клітин (McSharry, 1999).
Високоефективна рідинна хроматографія
Високоефективна рідинна хроматографія (ВЕРХ) – ефективний метод аналізу органічних зразків. Процес аналізу проби відбувається у два етапи – розділення проби на складові компоненти та детекція і вимірювання кожного компоненту.
Розділення відбувається за рахунок спеціальної хроматографічної колонки, яка являє собою трубку, заповнену сорбентом. При проведенні аналізу, через хроматографічну колонку подають рідину (елюент) певного складу з постійною швидкістю. В цей потік додається точно виміряна доза проби. Компоненти проби, завдяки різній спорідненості до сорбенту колонки, рухаються по ній з різною швидкістю і досягають детектору в різні проміжки часу.
Таким чином, хроматографічна колонка відповідає за селективність і ефективність розділення компонентів. Підбираючи різні типи колонок можна керувати ступенем розділення речовин, які аналізуються. Ідентифікація сполук здійснюється за часом їх утримання. Кількісне визначення кожного з компонентів розраховують, виходячи з величини аналітичного сигналу, виміряного за допомогою детектора, який під’єднується до виходу хроматографічної колонки. Відмітною особливістю ВЕРХ є використання високого тиску і дрібнозернистих сорбентів (1,8-5 мкм), що дозволяє розділяти складні суміші речовин швидко і повно (середній час аналізу від 3 до 30 хвилин). Постановка аналізу повністю автоматизована.
В дослідженнях антивірусних сполук ВЕРХ змістила всі інші види хроматографії і застосовується для первинного скринінгу інгібіторів (Bosn, 2004). З метою первинних досліджень інгібіторів протеаз проводять попереднє накопичення останніх у культурах бактеріальних клітин із залученням біотехнологічних прийомів. Надалі очищені протеази обробляють експериментальними сполуками,  інкубують певний час і аналізують суміші методом ВЕРХ. На рис. 1. наведено схематичні графіки результатів хроматографії.
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Рис.1. Схематичний графік результатів хроматографічних досліджень інгібіторів вірусних протеаз (пояснення у тексті).

  В даному випадку у контролі присутні піки, характерні для субстрату та продуктів його розщеплення. У випадку ефективності препарату піки, характерні для продуктів розщеплення будуть відсутні.  Якщо препарат не діє на протеазу, то на графіку буде спостерігатись картина подібна до контролю.
Реакція гемаглютинації

Ця рекція застосовується для оцінки активності сполук проти тих вірусів, які мають гемаглютинуючу активність (ортоміксо-, параміксо-  та тогавіруси). Слід мати на увазі, що не завжди гальмування гемаглютинуючої активності вірусів пов'язане з втратою вірусом інфекційності.
Реакція гемадсорбції

В основі реакції гемадсорбції лежить здатність клітин, заражених вірусом, адсорбувати на своїй поверхні еритроцити. Найбільш чутливою ця реакція є для ортоміксо- та параміксовірусів. Інгібуючий ефект препаратів оцінюють по зменшенню кількості гемадсорбованих клітин в порівнянні з контролем. Слід відмітити, що ці два методи поступово відходять, поступаючись більш сучасним методикам експериментальної оцінки противірусних агентів. 

Імуноферментний аналіз

Імуноферментний аналіз застосовують для первинного відбору антивірусних препаратів, визначення ефективних концентрацій, а також впливу на утворення інфекційного вірусу. ІФА широко застосовується для відбору препаратів з антиВІЛ-активністю. Для цього клітини, чутливі до ВІЛ, вирощують в мікроплатах за звичайною методикою, інфікують відповідною дозою вірусу. Досліджуваний препарат додається у підтримуюче середовище. Проводять визначення вмісту вірусного білку р24 у культуральному середовищі контрольних та обробених антивірусним препаратом клітинних культур. За редукцією вмісту  р24 вираховують ЕД50 (Щербінська, 2001).

Оскільки для деяких  вірусів, наприклад вірусу гепатиту В, вірусу Норволк не існує відомих культур клітин, в яких вони здатні розмножуватись, при дослідженні активності сполук проти цих вірусів застосовують або лабораторних тварин або, переважно, використовують маркери інфекційності.

Для дослідження антивірусної активності певних сполук як маркери інфекційності найчастійше застосовуватись вірусні антигени та активність різних ферментів (зокрема, полімераз). Сьогодні даний метод застосовується для дослідження антивірусної активності віруліцидних агентів. Хоч використання маркерів дає цінну інформацію, проте зниження антигенних властивостей не завжди відбивається на втраті інфекційності. Нещодавно для оцінки чутливості вірусу гепатиту С до декількох біоцидів була застосована РНК-детекція. Зв’язки між структурними маркерами (деградація вірусних частинок) та втратою інфекційності досліджувались за допомогою електронної мікроскопії. Проте навіть серйозні пошкодження вірусної структури не завжди зумовлюють втрату інфекційності (Maillard, 2004).

Полімеразна ланцюгова реакція
Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) - експериментальний метод молекулярної біології, що дозволяє домогтися значного збільшення малих концентрацій певних фрагментів нуклеїнової кислоти (ДНК або РНК) в біологічному матеріалі (пробі). 

ПЛР дає можливість істотно прискорити і полегшити діагностику спадкових і вірусних захворювань. Потрібний ген ампліфікують за допомогою ПЛР з використанням відповідних праймерів, а потім секвенують для визначення мутацій. Вірусні інфекції можна виявляти відразу після зараження, за тижні чи місяці до того, як виявляться симптоми захворювання.
Метод застосовують як при первинному відборі хіміотерапевтичних препаратів в умовах in vitro, так і при скринінгу прототипів та препаратів in vivo. 

Важливе значення метод має для моніторингу та оцінки ефективності терапії, особливо при вірусних захворюваннях. Визначення вірусного навантаження, тобто кількості вірусних частинок в крові, дозволяє здійснити індивідуальний  підбір дози противірусних препаратів. За допомогою ПЛР вдається виявити окремі субтипи і штами вірусів, що володіють підвищеною стійкістю до тих чи інших лікарських препаратів.

Електронна мікроскопія

Електронна мікроскопія проводиться на більш пізніх етапах дослідження механізмів антивірусної активності препаратів. У більшості випадків, за допомогою цього методу встановлюють вплив антивірусних агентів на морфологію вірусних частинок. Метод електронної мікроскопії рідко застосовується для дослідження впливу сполук на репродукцію вірусів, особливо на ранніх етапах (екліпс-фаза, синтез ранніх вірусспецифічних ферментів), які відбуваються без суттєвих змін ультраструктури інфікованих клітин. Найбільш ефективною у цьому випадку є імунна електронна мікроскопія, яка дозволяє виявляти появу ранніх антигенів, а також антигенів на клітинній поверхні і вірусспецифічних рецепторних структур.
Масс-спектрометрія

Масс-спектрометрія – це метод дослідження речовин шляхом визначення мас атомів та молекул, що входять до його складу, та їх кількості. Перевагами даного методу є висока селективність, чутливість та точність. Принцип методу полягає в тому, що досліджуваний матеріал переводиться в газоподібний стан, іонізується та розділяється в магнітному полі. Висока абсолютна чутливість методу дозволяє застосовувати його для аналізу дуже маленької кількості матеріалу (~10-13г.). Масс-спектрометр дозволяє розділити пучок заряджених частинок за допомогою електричного та магнітного поля на фракції з однаковим співідношенням маси до заряду (m/e). 

Дослідження біологічних молекул за допомогою спектрометрії має свої особливості, оскільки ці речовини неможливо перевести в газоподібну фазу, обминаючи процес термічної дестукції самої речовини. Тому при дослідженні біомолекул застосовують більш м’які, ніж електричний удар, методи іонізації та нетермічні методи переводу речовини в газову фазу.

Найчастійше в біології застосовують MALDI (від англ. Matrix Laser Desorbtion Ionization – матриксна лазерно-десорбційна іонізація)  та ESI (від англ. Electrospray Ionization – електророзпилювальна іонізація). 

Метод лазерної десорбції заключається в тому, що імпульсний лазерний пучок опромінює поверхню зразку.  При цьому частина молекул переходить в газову фазу, уникаючи нагріву. Електронний промінь, що вмикається з невеликою затримкою, іонізує вирвані молекули. Іонізовані молекули витягуються в електиричному полі в масс-аналізаторі (рис. 2). 
Слід відмітити, що змінюючи інтенсивність лазерного променя,  можна   варіювати довжиною проникнення в глибину зразку. Часто при дослідженні біологічних молекул доводиться розчиняти речовину в інертних розчинниках, таких, як, гліцерин та тіогліцерин.   Утворена матриця бомбардується потоком швидких атомів інертного газу, що призводить до виривання з матриці молекулярних та фрагментарних іонів досліджуваної речовини, які потім розділяються за масою (Шлыков, 2001).

[image: image2.jpg]MarpukcHa nasepHo-gecopbuinHa ioHi3auina

aHajizaTop 4+
|

=
. > N m/
?&_ ® AeTeKTop d

Enexkrpopo3nunioBanbHa iOHI3auina

nasepHum
— iMnynbc 1
aHaJjizarop 24
|
; . = =
e, _— m/q

2% & ® BeTeKTop

3pa3okK
+

— MaTpuua
30,000 V




Рис. 2. Схематичне представлення двох основних методів масс-спектрометрії, що застосовуються для дослідження біологічних молекул (Thomas et al., 2000).

В основі методу електророзпилення (ESI) лежить іонізація молекул рідини, що знаходиться на кінці капілярної трубки, при взаємодії з сильним електричним полем. В досліджуваній рідині повинні бути іони, тому найчастійше до рідини додають невелику кількість речовин, що приводять до утворення іонів (рис. 2).
MALDI   та ESI виявились ефективними знаряддями ідентифікції нових сполук, що взаємодіють з вірусними рецепторами та інгібіторів ферментів. Важливою перевагою  даних методів є швидка підготовка зразків до аналізу. На рисунку 3 наведений приклад застосування методу ESI для тестування потенційних інгібіторів реакції глікозилювання. 
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Рис. 3. Кількісне дослідження інгібування вірусних ферментів за допомогою методу електророзпилення (ESI) (Thomas et al., 2000).

(А) Отримана спектрограма. (Б) Порівняння формування продукту з стандартним зразком. Визначення рівня інгібування ефективних речовин (В).

Вихідна ферментна суміш (фермент, субстрат, інгібітор  та  стандартний зразок) вводилась в мас-спектрометр та аналізувалась. Було проаналізовано 22 реакції за участю інгібіторів та дві контрольні реакції без додавання інгібіторів. В результаті 3 з 20 досліджених речовин вивились потенційними інгібіторами галактозилтрансферази (Thomas et al., 2000). Встановлено також, що при дослідженні однієї сполуки можна визначити її ІС50 та дослідити ефективність у часі (кожні 2 хвилини). 

Метод лазерної десорбції застосовувався для дослідження ефекту антивірусних сполук, що взаємодіють з капсидом пікорнавірусів (WIN 52084). Показано, що в присутності даної сполуки значно пригнічується процес розщеплення  ріновірусного капсиду під впливом протеаз. Сполука не впливала на розщеплення капсидів інших вірусів, що говорить про те, що сполука впливає на капсидний білок, а не на фермент. Отже, застосування методу лазерної десорбції забезпечило додаткові докази механізму дії WIN-cполук (Thomas et al., 2000).

Поверхневий плазмонний резонанс

Поверхневий плазмонний резонанс (ППР) виникає за умови рівності імпульсів поверхневого плазмону і компоненти вектора імпульса фотона, паралельного площині плівки. Імпульс плазмона залежить від процесів, які відбуваються на повехні плівки, наприклад адсорбції на ній різних біомолекул. Імпульс фотона в свою чергу залежить від кута падіння і довжини хвилі. Детектором ППР слугує спеціальний оптичний пристрій, робоча поверхня якого знаходиться у безпосередньому фізичному контакті з дослідним зразком (рис. 4).. 
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Рис. 4. Схема приладу для реєстрації ППР при дослідженнях антивірусних препаратів.
Поверхневий плазмонний резонанс застосовується для аналізу взаємодії між антивірусною сполукою і білком-мішенню. Найбільше робіт із залученням даного методу присвячені скринінгу сполук, споріднених з певними рецепторами та вивченню кінетики їх взаємодії (Cooper, 2002). Методика скринінгу антивірусних препаратів передбачає іммобілізацію  протеїну-мішені на поверхні сенсорного чіпу. Дослідний зразок рівномірно подається на робочу поверхню сенсора 
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Рис.5. Схематичні сенсограми при дослідженнях здатності різних сполук взаємодіяти з вірусним білком (пояснення у тексті). 
(А). Досліджувана сполука у різних концентраціях взаємодіє з вірусних білком.  (Б). Взаємодія відсутня.
На верхній сенсограмі показано результати взаємодії сполуки з цільовим білком у залежності від її концентрації. На нижній сенсограмі наведено типовий графік, який ілюструє відсутність взаємодії інгібітора з вірусним білком. 

Метод реєєстрації ППР має переваги перед класичними методами дослідженнь міжмолекулярних взаємодій, оскільки не вимигає введення додаткових міток. Крім того, висока чутливість методу дозволяє працювати  з невеликою кількістю досліджуваних реагентів. Зв’язні з детектором комплекси можна надалі аналізувати іншими методами, наприклад масс-спектрометрією. 
Комп’ютеризовай аналіз інформації

Процес відкриття і дослідження антивірусних властивостей хіміопрепаратів досить складний і вимагає залучення знань з багатьох дисциплін, а саме біології, хімії, фізики і фармакології. Отримана інформація повинна зберігатись і зіставлятись за допомогою електронних носіїв інформації. Крім того, комп’ютерні програми широко застосовуються для аналізу тривимірної структури білків-мішеней після їх вивчення за допомогою рентгеноструктурного аналізу, ядерно-магнітного резонансу чи іншими методами.
Завдяки застосуванню обчислювальних методів для багатьох вірусних білків відома тривимірна структура, локалізація ділянок взаємодії з природними лігандами і/або інгібіторами, а також природа і розташування каталітично-активних груп. Існують програми, які дозволяють моделювати поведінку білків у розчині, білок-білкові та ліганд-білкові взаємодії, а також знаходити енергетично вигідні конформації молекул. Порівняльний аналіз структури субстратів і інгібіторів дозволяє скласти уявлення про просторовий розподіл різних властивостей поверхні активного центру ферменту. 


Завдяки розвитку технологій дослідження структури білків і ком’ютерного моделювання з’явилась можливість підбору антивірусних сполук, структурно специфічних до мішені дії (структуро-опосередкований скринінг). Комп’ютерні програми, відомі та передбачені механізми дії ферментів, фундаментальна хімія відіграють важливу роль при дослідженні лігандів, які будуть зв’язуватись з активним сайтом ферменту чи іншим важливим сайтом молекули-мішені та блокувати його активність. Атомна структура багатьох важливих вірусних протеїнів є вивченою. Нижче наведено приклад структура-опосередкованого скринінгу (рис. 6), в результаті якого знайдено інгібітори нейрамінідази вірусу грипу.
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Рис. 6.  Взаємодія занамівіру з активним центром нейрамінідази вірусу . 

 Іншим прикладом такого підходу до створення антивірусних препаратів є інгібітори протеази ВІЛ. Інгібітори протеази ВІЛ є чи не найбільш активними антивірусними агентами, створеними та покращеними за допомогою структуро-опосередкованого аналізу.

Дослідження антивірусної активності in vivo
Наступним етапом дослідження сполуки, яка проявила антивірусні властивості в культурі клітин, є її експериментальна оцінка при вірусних інфекціях у тварин. Слід зауважити, що далеко не завжди існує кореляція між вірусінгібуючою активністю сполуки в культурі клітин та в дослідах на тваринах. Відсутність такої кореляції може бути обумовлена не тільки хімічною структурою речовини, а і патогенетичними особливостями вірусної інфекції, що моделюється. 

Проте застосуванння конкретної експериментальної моделі на лабораторних тваринах дає цінну інформацію про антивірусну ефективність препарату, що вивчається.

Серед факторів, важливих для правильного моделювання вірусної інфекції, суттєвими є такі:

1. Основною вимогою до експериментальної моделі вірусної хвороби є її адекватність існуючому захворюванню людини.

2. Шлях інфікування тварини, як правило, відрізняється від природнього (для людини) шляху інфікування, а це вносить свої корективи в процес перебігу хвороби.

3. Більшість вірусних інфекцій моделюються на тваринах різних видів, чутливість яких до різних вірусних інфекцій не однакова.

4. Значну роль в моделюванні вірусної інфекції відіграють штамові особливості вірусу.

5.  Велике значення для оцінки достовірності результатів випробувань має однорідність віку, маси та генотипу піддослідних тварин.

6. Наявність латентної інфекції, викликаної герпесвірусами, аденовірусами, ретровірусами, може  в значній мірі впливати на результати досліджень.  

Перелік моделей експериментальних інфекцій, спричинених вірусами, що відіграють важливу роль в патології людини, досить великий, він включає тварин різних видів: гризунів, птахів, морських свинок,  людиноподібних мавп (таб. 1). 
Таблиця 1

Основні експериментальні моделі для оцінки дії противірусних препаратів на тваринах (Чижов, 1988)

	Родина
	Вірус

(типовий представник)
	Тварина
	Шлях інфікування

	Поксвіруси
	Вірус натуральної віспи
	Білі миші

Мавпи
	І/ц

В/в

	Гепесвіруси
	ВПГ-1
	Кролі

Білі миші

Сірійські хом’яки

Мавпи
	С/к слизової ротової порожнини

І/н, В/ч, П/ш, І/ц

П/к

І/ц

	Аденовіруси
	Аденовірус 1-го типу
	Бавовняні щурята

Поросята-сосунки
	І/н

І/н

	Пікорнавіруси
	Віруси поліомієліту 1-3-го типів

Коксакі А21 
	Білі миші

Білі миші

Мавпи
	В/ч, І/ц

І/ц

В/м, В/ч, І/н

	Ортоміксовіруси
	Вірус грипу А, Гонконг (H3N2)
	Білі миші

Сірійські хом’яки
	І/н, аерозольно

І/н

	Параміксовіруси
	Вірус парагрипу 1-го типу, Сендай
	Сірійські хом’яки

Білі миші
	І/н, аерозольно

	Тогавіруси
	Альфавіруси

Сіндбіс

Вірус японського енцефаліту
	Білі миші

Білі миші

Макаки-резус
	І/ц

І/ц 

аерозольно

	Філовіруси
	Лихоманки Марбург, Ебола
	Мавпи церкопитекус, циномольгус
	П/ш, В/м


С/к -скарифікація, І/н-інтранозально, В/ч-внутрішньочеревно, П/ш-підшкірно, В/в-внутрішньовенно, В/м-внутрішньом’язево, І/ц-інтрацеребрально. 

На моделях лабораторних тварин критеріями оцінки ефективності препарату є ступінь захисту (%), середня ефективна доза ЕД50 за показником виживання, середня тривалість життя тварин та ХТІ (хімікотерапевтичний індекс). ЕД50 – це величина добової дози препарату (мг/ОД), яка забезпечує захист 50% тварин. Середня тривалість життя відображає динаміку виживання та виражається в днях. Показник ХТІ чисельно виражається відношенням ЛД50 до ЕД50.

Схема тестування антивірусних препаратів

Загальна схема дослідження антивірусних сполук представлена на рисунку 7. Потік інформації контролюється сучасними програмами по дослідженню нових антивірусних сполук. Процес починається з впізнавання хвороби чи медичної потреби та супроводжується дослідженнями молекулярної біології збудника.
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Рис. 7. Схема розробки антивірусних препаратів (Flint et all, 2000).

Клонування, визначення послідовностей, очищення білків та генетична інженерія – це методи, за допомогою яких проводять ідентифікацію генних продуктів, відповідальних за хворобу. Використовуючи різні скринінгові стратегії та експериментальні методи, можна вивчати інгібуючу чи активуючу дію будь-яких сполук на певні механізми. Цей процес є повторюваним, оскільки знайдена активна антивірусна сполука може бути модифікована і досліджена на простих моделях. Після встановлення остаточної формули сполуки (сполука повинна бути водорозчинною), проводять дослідження даної сполуки на моделях тварин для встановлення різних фармакологічних параметрів, включаючи токсичність та метаболізм. Тільки після цього проводять клінічні дослідження сполуки. 
Схема дослідження антифітовірусної

активності препаратів

За літературними даними хіміотерапевтичні антифітовірусні агенти можуть діяти на різні ланки взаємодії вірус-рослина. Умовно антифітовірусні препарати можна поділити на три групи:

1. Віруліцидні агенти, тобто препарати, що діють на позаклітинний вірус, інактивуючи його. Прикладами таких сполук можуть бути фторвмісні (-амінофосфонати. 

2. Етіотропні антивірусні агенти. Препарати даної групи діють на певну стадію реплікації вірусу. До цієї категорії відносять антиметаболіти, такі як аналоги нуклеозидів.

3. Індуктори захисної відповіді рослин. До цієї групи належать бензотіадизол та (-амінобутирова кислота. 

На сьогодні відомо багато препаратів, які в тій чи іншій мірі проявляють антифітовірусну активність, однак порівняння їх між собою є складним завданням, у зв’язку з відсутністю стандартних протоколів  тестування активності різних сполук.

Загальна схема дослідження антифітовірусної активності сполук на різних рівнях взаємодії вірус-рослина представлена на рис. 8. 
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Рис. 8. Схема досліджень активності потенційних антифітовірусних препаратів на різних рівнях взаємодії вірус - рослина

Процес дослідження речовин починається з вивчення віруліцидної активності препаратів. При цьому вірус попередньо обробляють препаратом, інкубують та проводять інокуляцію рослин-господарів. 

Для дослідження можливості стимулювання захисної відповіді рослини попередньо обробляють речовинами з наступною інокуляцією вірусом. На даному етапі важливим є встановлення оптимальної дози та  часу обробки.

При додаванні сполук в середовище для культивування рослин та інокуляції досліджуваним вірусом, сполука може проявити як етіотропний антивірусний ефект, так і вплив на захисні механізми рослини. 

Остання стадія досліджень включає в себе експерименти на культурі тканин. При цьому вивчається можливість звільнення хворих рослин від вірусів шляхом регенерації рослин в присутності антивірусних агентів. Ця стадія є найбільш трудомісткою і починається з обробки експлантів, отриманих з вірусінфікованих рослин, досліджуваними сполуками. При цьому важливим є віруліцидний та етіотропний антивірусний ефекти препарату. Далі сполуки вносяться в середовище для регенерації рослин, при цьому вони можуть впливати безпосередньо на певну стадію реплікації вірусу чи стимулювати захисні механізми рослин-регенерантів.   

ПРАКТИЧНА ЧАСТИНА

Джерела антивірусних  сполук

Джерелами сполук  для тестування на біологічні властивості можуть бути як продукти хімічного синтезу, так і природні препарати. Дослідження противірусних властивостей нових синтетичних сполук з відомою будовою є основою для створення нових лікарських препаратів. Постійне поповнення баз даних новою інформацією дає можливість коректувати закономірність взаємозв'язку структура-активність. Цінність подібної інформації зростає зі збільшенням кількості досліджених сполук.

Багато фармацевтичних та хімічних компаній мають величезні бібліотеки хімічних сполук. Звичайно зразки кожної сполуки, синтезованої для певної мети, зберігаються в базі даних бібліотек, що містять 500,000 або більше хімічних сполук. Крім того, існують бібліотеки природних продуктів, отриманих з усього світу, включаючи бульйони з мікробіологічних ферментерів, екстракти з рослин та тварин, витяжки з грунтів, що містять різні суміші невідомих сполук, які можуть мати антивірусну активність. Існує інший тип створення хімічних бібліотек – комбінаторна хімія, яка забезпечує дослідників маленькими синтетичними молекулами для скринінгу антивірусних сполук. Комбінаторна хімія — технологія одночасного синтезу всіх можливих варіантів речовини для наступного скринінгу властивостей. Комбінаторна хімія в значній мірі орієнтована на пошук лікарських засобів. Таким чином, на відміну від традиційного підходу до синтезу "одна сполука за іншою", у комбінаторній хімії одержують колекції хімічних сполук так званим "паралельним синтезом" шляхом комбінування всіх можливих варіантів вихідних речовин. У комбінаторній хімії вживають такі поняття, як «білдінг-блок» (один із взаємозамінних реагентів, що може бути використаний при синтезі комбінаторних бібліотек та входити до складу кінцевого продукту), «матриця сполук», тобто набір індивідуальних хімічних речовин, які можуть бути нанесені на основу, та «суміш сполук». Остання може являти собою суміш з відомим співвідношенням компонентів чи суміш невідомого складу (Лукьянов и др., 2004 ). 
Маленькі  передбачувані органічні молекули, що здатні зв’язуватись з різними кишенями на поверхні протеїнів, можуть бути груповані за їхніми хімічними структурами. За допомогою автоматизованих процедур ці хімічні фрагменти можуть бути зв'язані за допомогою різних лінкерів для створення великих, але визначених бібліотек. Наприклад, якщо зібрані пари по 10 лінкерів, колекція 10,000 маленьких молекул забезпечує бібліотеці 1 більйон нових комбінацій. Ці визначені хімічні бібліотеки дозволяють детально досліджувати зв’язуючі поверхні комплексних протеїнів, і, можливо, серед сполук знайдуться нові антивірусні препарати (рис. 9).

[image: image10.jpg]dparmenT 1

<,
&
o
g]il
Z]Z]g]
Z]?i]
i

O mo

ololdlelold
SJalddloldl
132932
244

® &¢F = O
)
™
°
°
™)

op

Q O o @) 0
cparmeHT 2

niHkepm dparmeHTH

AANA N G EEN o @ O 1 =+

N\
L&

| noBepxHa 6inky |





Рис. 9. Створення бібліотеки хімічних сполук за допомогою комбінаторної хімії (Flint et all, 2000).
При такому способі отримання можливих комбінацій базові набори модульних компонентів часто приєднані до мікроносіїв чи інших хімічних носіїв, з яких активна сполука в суміші може бути порівняно легко від’єднана, очищена та ідентифікована. Ця технологія дозволяє створювати тисячі унікальних сполук за декілька днів, в той час як до впровадження цієї технології медичні хіміки могли синтезувати тільки біля п’ятидесяти сполук на рік.

Відносно новим напрямком є дослідження противірусних властивостей офіцінальних лікарських препаратів. Цей підхід приваблює тим, що якщо в препарату, вже дозволеного для застосування з профілактичною або лікувальною метою, виявлена антивірусна активність, а основне призначення не протипоказане для застосування при вірусній інфекції, то одразу може бути проведена клінічна апробація, обминаючи довготривалу та дорогу стадію вивчення токсичності препаратів.
Загалом при виборі сполук для тестування їх антивірусних властивостей перевагу надають водорозчинним сполукам. В деяких випадках досліджують речовини, які частково розчиняються в нетоксичних розчинниках. Методики приготування розчинів для тестування наведені нижче.
Приготування розчинів препаратів, які добре розчинні у воді
1. Зважену кількість речовини розчинити у дистильованій воді або в середовищі для культур клітин (при дослідженнях на культурах клітин) таким чином, щоб отримати розчин концентрацією 1 мг/мл чи 1М, що слугує вихідною концентрацією для подальших розведень. 

2. Контролювати повне розчинення, при необхідності підігріти розчин  на водяній бані до 40оС.

3. При роботі з культурами клітин стерилізувати розчин фільтрацією через бактеріальний фільтр з діаметром пор 0,20 мкм.

4. Закрити флакон стерильною пробкою та зберігати до повного використання при  –200 С.
Приготування розчинів препаратів, які погано розчинні у воді
1. Для речовин, які погано розчинні у воді, застосувати попереднє розчинення в невеликій кількості (1/10 об’єму) ДМСО або етилового спирту. 

2. Розбавити розчин дистильованою водою або середовищем для культури клітин (при дослідженнях на культурах клітин) до потрібної концентрації речовини. Контролювати якість розчину.

3. При розведенні речовини іншими розчинниками, крім середовища, необхідно дослідити відповідне розведення розчинника на цитотоксичну дію.

4. Далі діяти  аналогічно пп. 3 і 4 попередньої методики.

Приготування серійних розведень препаратів для досліджень
1. Щоб отримати різні концентрації препарату, використовувати метод серійних розведень. Це можуть бути 2-, 5- та 10-кратні розведення препарату.

2. Кожне розведення виконувати іншою стерильною піпеткою чи кінцівкою до автоматичного дозатора піпетки.

3. Розведення препаратів готувати безпосередньо перед дослідженням цитотоксичності або антивірусної дії, використовуючи те ж саме середовище, на якому вирощували клітини.

Тема 1. Дослідження віруліцидної активності сполук

 у модельній системі фаг-бактерія

Одним  з найбільш важливих завдань на перших етапах досліджень антивірусних сполук різного походження є вибір модельної системи. Якщо препарати  досліджуються на предмет антивірусної активності вперше, то доцільно обирати найпростішу модельну систему вірус-господар. Для вивчення активності віруліцидних сполук найкраще підходить тест-система бактеріофаг-бактерія. Відомо, що віруси мікроорганізмів часто застосовуються в якості модельних об’єктів, оскільки вони мають просту структуру і швидко розмножуються. Застосувавши систему фаг-бактерія для дослідження віруліцидних властивостей певного препарату, дослідник отримує результат протягом однієї доби. 
Заняття 1. Вивчення дії синтетичних сполук на інфекційність бактеріофагу Т4
Обґрунтування:

Інфекційну активність бактеріофагу визначають за його властивістю викликати лізис бактеріальної культури в рідких або твердих середовищах і чисельно виражають ступенем максимального розведення, в якому досліджуваний фаг проявив свою літичну дію. Досить точним методом оцінки активності бактеріофагу є визначення кількості інфекційно-активних одиниць бактеріофагу в одиниці об’єму (титр бактеріофагу). Для цієї мети як правило користуються методом подвійних агарових шарів. Суть методу полягає у тому, що культуру індикаторних бактерій в “м’якому” (0.7%) агарі при 46ОС заражають фагом у відповідному розведенні. Цю суміш виливають на поверхню захоловшого 1.4% поживного агару, дають захолонути верхньому шару агару і ставлять на інкубацію в термостат. На протязі 6-12 годин бактерії розмножуються всередині м’якого шару агару. Низька концентрація верхнього шару агару сприяє дифузії фагових частинок. У результаті фагові частинки заражають бактеріальні клітини, які знаходяться по сусідству з ними, розмножуються та лізують їх. Фагове потомство інфікує потім сусідні бактерії, які, в свою чергу, піддаються лізису в результаті появи другого покоління фагу, і тд. У результаті на бактеріальному газоні утворюються прозорі зони відсутності росту бактерій - негативні колонії або бляшки. Утворення кожної бляшки викликається однією частинкою бактеріофагу. Отже, число негативних колоній може слугувати кількісним показником вмісту інфекційних фагових частинок в досліджуваному розчині.
Мета заняття: 
Визначити ступінь зниження інфекційного титру бактеріофагу після дії на нього сполуками синтетичного походження. 
Матеріальне забезпечення :
Бактеріофаг Т4Д, культра чутливих клітин E.coli B, досліджувані сполуки, рідке поживне середовище LB, поживний агар 1,4% і 0,7%,  чашки Петрі, фізіологічний розчин. 
Хід роботи:

1. Приготувати 2; 0,2; та 0,02%-ні розчини досліджуваних препаратів на фіз. розчині. 

2. Змішати відповідне розведення досліджуваної сполуки з препаратом бактеріофагу Т4 (інфекційний титр 10-7) у співвідношенні 1:1 (200 мкл розчину сполуки і 200 мкл. фагу). Як контроль використати бактеріофаг з додаванням фізіологічного розчину 1:1.

3. Провести інкубацію протягом  1 год. при 40С.
4. Розтитрувати бактеріофаг оброблений досліджуваними речовинами і контрольний бактеріофаг до 10-7 ступеню. Для цього в 28 стерильних мікропробірок вносять по 0,9 мл стерильного фізіологічного розчину. Пробірки розділити на чотири ряди, кожен з яких позначити відповідно до розведення досліджуваної сполуки. Четвертий ряд –контрольний. Всі дослідні пробірки повинні бути підписані. 
3. В першу пробірку певного ряду внести 0,1 мл відповідного препарату бактеріофагу. Замінивши кінцівку новою, перенести 0,1 мл вмісту 1-ї пробірки 2-гу пробірку, 0,1 мл вмісту 2-ї пробірки переносять в 3-тю і так далі до 7-ї пробірки. Відібрати 0,1 мл розведення з 7-ї пробірки  в дезрозчин.
В чашки Петрі буде висіватись вміст останніх трьох пробірок з кожного ряду. 
4. Нижній (1,4%) агар залити в чашки Петрі по 2,5-3,0 мл, підсушити. Підписати чашки відповідно до вмісту пробірок. 

5. В пробірки налити 2,5 мл розплавленого 0,7%-ного агару та охолодити до 400С ,  додати 1 мл бактеріофагу (попередньо розведеного на фіз.розчині) і 0,2 мл бактеріальної культури. 

6. Вміст пробірки ретельно перемішати і нашарувати на поверхню нижнього агару в чашці Петрі. Після затвердівання верхнього агару чашки Петрі ставлять на інкубацію (12 годин при 37оС). 

7. Для контролю росту бактерії в одну чашку внести верхній агар з бактеріальною культурою без додавання вірусу. 
8. Провести облік кількості негативних колоній на газоні E.coli в контролі і в досліді. Результати записати в таблицю. Вплив речовини на інфекційний титр бактеріофагу обрахувати за формулою: 
А=(1-No/Nk)*100%,  де No –кількість негативних колоній в досліді, Nk- кількість негативних колоній в контролі.
Для статистичної достовірності кожен дослід проводити в трьох повторностях.
Заняття 2.  Вивчення впливу синтетичних сполук
на ДНК бактеріофагу Т4

Обгрунтування:  
Речовини, які здатні інактивувати позаклітинні віріони (віруліцидні препарати), значно різняться за механізмом антивірусної активності. Головними мішенями дії таких препаратів є структурні компоненти віріонів, а саме білки і нуклеїнові кислоти. Вплив препарату на НК вірусу встановлюють шляхом електрофорезу попередньо виділеної і обробленої препаратом вірусної НК. Довжину пробігу і кількість смуг порівнюють з необробленою НК. Віруліцидна сполука може зумовлювати зменшення довжини пробігу молекули НК, що свідчить про агрегацію препарату навколо останньої. В деяких випадках спостерігається деградація вірусної НК.  
Мета заняття:
 
Встановити вплив синтетичних сполук на ДНК бактеріофагу Т4 методом електрофорезу НК у агарозному гелі. 

Матеріальне забезпечення: 
Бактеріофаг Т4Д, досліджувані сполуки, лізуючий буфер, хлороформ, ізоаміловий спирт, етиловий спирт, деіонізована вода, тріс, борна кислота, сахароза, бромистий етидій, агароза, ЕДТА, мікропробірки, центрифуга для мікропробірок, морозильна камера, камера для горизонтального електрофорезу, прилад для елекрофорезу, трансілюмінатор
Хід роботи:
1. Виділення ДНК бактеріофагу Т4

1.1. До 200 мкл. препарату бактеріофагу Т4 (інфекційний титр 10-10) додати 200 мкл. лізуючого буферу і 20 мкл. протеїнази К, інкубувати протягом 30 хв. при 370С. 
1.2. Додати рівний об’єм суміші хлороформу з ізоаміловим спиртом (24:1), м’яко струсити протягом 3-х хвилин та відцентрифугувати (3 хвилини при 6000 об/хв). 
1.3. Відібрати верхню фазу та додати рівний об’єм суміші хлороформу з ізоаміловим спиртом (24:1). М’яко струсити та відцентрифугувати.
1.4. У верхню фазу додати рівний об’єм хлороформу (струшування та центрифугування).
1.5.  Відібрати верхню фазу, додати до неї два об’єми холодного 90% етилового спирту  та залишити на тридцять хвилин у морозильній камері. 
1.6. Провести центрифугування в режимі 10000 об/хв. протягом 20 хвилин. Отриманий осад розчинити в 40 мкл  деіонізованої Н2О.
2. Обробка НК препаратами та електрофорез
2.1. Приготувати наступні розчини:

А) електрофорезний буфер (ТЕ):

0,5 л дистильованої води, 

5, 4 г Трiс,

2,75 г борної кислоти,

372 мг  ЕДТА,

рН 8,0.
Б) буфер зразку:

0,25 % бромфенолового синього,

40 % (об’єм/вага) сахарози

Н2О.
В) для забарвлення – бромистий етидій у концентрації 0,5 мкг/мл в електрофорезному буфері.

 Г) 1% розчин агарози в електрофорезному буфері. Нагріти суспенсiю і охолодити до 500 С. Додати бромистий етидiй до кiнцевої концентрацii 0,5 мкг/мл. 
2.2. Пастеровською  пiпеткою  налити у форму невелику кiлькiсть розчину агарози. Коли цей розплав затвердiв, вилити у форму залишок теплого розчину агарози та швидко вставити поряд з одним з кiнцiв гелю гребiнку. Необхiдно, щоб дном лунки служив агарозний гель. 

2.3. Пiсля того як гель захолов обережно видалити гребiнку.

2.4. Форму з агарозою помістити в прилад для електрофорезу та додати достатню кiлькiсть електрофорезного буферу, так  щоб гель був покритий шаром буферу товщиною 1-2 мм.

2.5. Приготувати маточний розчин досліджуваної сполуки з концентрацією 40 мг/мл. Препарат розводити згідно схеми, наведеної на рисунку 8.  На нуклеїнову кислоту діяти препаратом в кінцевих концентраціях 10, 1 і 0,1 мг/мл. 

2.6. До відповідного розведення препарату додати 8 мкл. ДНК бактеріофагу. Для контролю до 8 мкл. ДНК бактеріофагу Т4 додати 2 мкл. буферу ТЕ. 

2.7. Оброблену препаратом та контрольну НК інкубувати протягом 1 години при 40С. 

2.8. Після інкубації додати до проб по 3 мкл буферу зразку. 
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Рис.8. Схема розведення препаратів та обробки ними ДНК бактеріофагу Т4. 

2.9. Проби внести по 12 мкл в кожну лунку гелю пiд електрофорезний буфер. Режим електрофорезу: 5 В/см протягом 1 години. Результати електрофорезу зафіксувати фотографуванням при ультрафіолетовому опроміненні.
Заняття 3. Вивчення впливу хімічних препаратів

 на морфологію бактеріофагу Т4

Обгрунтування: 

Основними механізмами віруліцидної дії антивірусних сполук є агрегація віріонів між собою і порушення морфологічної цілісності віріонів. В обох випадках речовина порушує функцію капсидних білків вірусів. Для дослідження впливу хімічних сполук на морфологію віріонів проводять електронну мікроскопію препаратів вірусів, оброблених досліджуваними речовинами.

 Мета заняття:
Вивчити вплив координаційних сполук на морфологію віріонів бактеріоагу Т4 за допомогою електронної мікроскопії.
Матеріальне забезпечення:
Бактеріофаг Т4Д, досліджувані сполуки, розчин формвару на хлороформі, преметні скельця, спирт, електронний мікроскоп.

Хід роботи:

1. Чисте предметне скельце швидко занурити в розчин формвара, через 5-10 с скло витягти та підсушити (сушити слід 40-60 с до зникнення запаху розчинника). 

2. Отриману плівку підрізати лезом, потім зняти плівку, повільно зануривши скло у воду під кутом 450. 
3. На плівку викласти сітки і зняти їх за допомогою фільтрувального паперу. Сітки з плівкою підсушити.
4. Приготувати 2; 2,1; та 0,02%-ні розчини досліджуваної сполуки. 
5. Змішати відповідні розведення досліджуваної сполуки з концентрованим препаратом бактеріофагу Т4 у співвідношенні 1:1 (100 мкл розчину сполуки і 100 мкл. фагу). Як контроль використати бактеріофаг з додаванням фізіологічного розчину.
6. Інкубувати 1год. при 40С. 
7. На сітку з плівкою нанести краплю суспензії вірусних часток. Через 30-60 с Рідину відібрати за допомогою фільтрувального паперу, сітку підсушити.
8. На сіточку нанести краплю контрастуючої речовини і через 1 хв відібрати рідину. 

9. Дослідити препарати в електронному мікроскопі.
10. Визначити морфологію і розміри вірусних часточок за допомогою отриманих електронномікроскопічних знімків. 

Тема 2. Дослідження антифітовірусної активності речовин різного походження

Вплив хімічних сполук на розвиток фітовірусної інфекції оцінюють за ступенем вираженості симптомів, відсотком хворих рослин, за розміром та кількістю локальних некротичних уражень. Для первинного вивчення впливу на вірус сполуку можна додавати до вірусного інокулюму, обризкувати або поливати сполукою рослину (до чи після інокуляції вірусом), в деяких випадках проводять ін’єкції препаратів в пазуху листка. Слід відмітити, що сполуки, які додаються до вірусного препарату при інокуляції,  потрапляють в клітину разом з вірусом. Вплив такої обробки на інфекційність може бути результатом впливу її як на самий вірус, так і на сприйнятливість клітини господаря. Саме тому були розроблені певні критерії, які дають змогу визначити, чи діють хімічні агенти на вірус чи на клітину рослини-хазяїна (таб. 2 ). 

                                                                                                 Таблиця 2
Критерії оцінки дії антифітовірусних препаратів
	Інгібітор діє на вірус in vitro
	Інгібітор діє на метаболізм клітини-господаря

	1. Ефективність дії інгібітора на вірусний препарат зростає як функція часу, що пройшов після їх змішування
	Дія інгібітора на вірус проявляється безпосередньо при його додаванні, і ступінь пригнічення не збільшується з часом

	2. Інгібітор приєднується до вірусних частинок і не може бути відокремлений від них ультрацентрифугуванням
	Інфекційні вірусні частинки можна отримати ультрацентрифугуванням суміші вірусу з інгібітором

	3. Неінфекційний вірусний препарат, отриманий в результаті обробки інгібітором не відновлює своєї інфекційності після розведення
	Неінфекційний вірусний препарат, отриманий в результаті обробки інгібітором відновлює свою інфекційність після розведення

	4. Ступінь пригнічення інфекційності не залежить від виду рослини-хазяїна
	Ступінь пригнічення інфекційності варіює в залежності від виду рослини-хазяїна

	5. Інгібітор діє тільки при змішуванні з вірусним препаратом до інокуляції 
	Інгібітор діє також при його введенні незалежно від вірусу


Заняття 4. Вивчення дії комплексних неорганічних сполук на інфекційність вірусу тютюновї мозаїки

Обгрунтування:
При використанні модельної системи вірус-рослина для вивчення антивірусної активності речовин найбільш вдалим є метод рослин-індикаторів. Необхідно підбирати такі рослини-індикатори, які реагують на досліджуваний вірус з утворенням некрозів.  

 Мета заняття:
Вивчити вплив комплексних сполук на інфекційність вірусу тютюнової мозаїки за допомогою методу рослин-індикаторів.
Матеріальне забезпечення:
 ВТМ (U1), рослини Nicotiana tabacum sv.Імунний 580, карборунд, фосфатно-сольовий буфер, досліджувані сполуки, самплери, скляні палички.
Хід роботи:

1. Приготувати 2; 2,1; та 0,02%-ні розчини досліджуваної сполуки.

2. Відповідними розведеннями комплексних сполук обробити вірус, для чого 500 мкл. розведення сполуки додати до 500 мкл. вірусу препарату вірусу (концентрація 100 мкг/мл). Для контролю до вірусного препарату додати фосфатно-сольовий буфер. Препарати інкубувати протягом 1 год. При 40С.
3. Листкову пластинку рослини умовно поділити на дві половини вздовж центральної жилки. Одну половину листкової пластинки  інокулювати вірусом, обробленим комплексною сполукою, іншу – контрольним вірусом. В якості абразива застосувати карборунд. Кожен дослід проводили в трьох повторностях;
4. Для встановлення можливого токсичного впливу на рослину, провести інокуляцію листкових пластинок рослин відповідними розведеннями препаратів.
5. На 7-й день після інокуляції провести облік результатів шляхом підрахунку кількості некрозів на листковій пластинці. Відсоток зниження інфекційності підрахувати за формулою: 
А=(1-No/Nk)*100%,  де No –кількість некрозів в досліді, Nk- кількість некрозів.

 Заняття 5. Вивчення впливу речовин на утворення вірусних включень методом флуоресцентної мікроскопії

Обґрунтування


Під час інфекції, багато РНК-вмісних вірусів рослин зумовлюють утворення в клітинах специфічних включень, які можуть містити вірусні компоненти і/або компоненти клітини-хазяїна. Формування включень в рослинних клітинах є діагностичною ознакою і часто свідчить про ступінь ураження рослини. Вірусоспецифічні включення можна візуалізувати за допомогою люмінесцентної мікроскопії із застосуванням флуоресцентного барвника акридинового оранжевого. Флуоресцентний барник акридиновий оранжевий інтенсивно використовується для виявлення і вивчення структури НК в клітинах. Таке широке застосування акридинового оранжевого пов’язане з різними флуоресцентними властивостями цього барвника при взаємодії з РНК і ДНК. Так, при його взаємодії з ДНК спостерігається інтенсивна флуоресценція в зеленій області спектру, в той час як при взаємодії з РНК – відмічається флуоресценція в червоній області спектру. 

В даному випадку акридиновий оранжевий використовується для виявлення скупчень ВТМ в інфікованих клітинах після обробки рослин хіміопрепаратами. Зменшення кількості вірусних включень або їх відсутність у порівнянні з контролем свідчить про пригнічення розвитку вірусної інфекції. 
Мета: 
Дослідити вплив синтетичних речовин на утворення вірусних включень в модельній системі ВТМ-Nicotiana tabacum
Матеріальне забезпечення: 
ВТМ (U1), рослини  Nicotiana tabacum sv. Sumsun, карборунд, фосфатно-сольовий буфер, досліджувані сполуки, самплери, скляні палички, фарфорові ступки, трихлороцтова кислота, акридиновий оранжевий, предметні скельця, покривні скельця.
Хід роботи:

 Обробка рослин досліджуваним препаратом і інокуляція вірусом

1. Приготувати відповідні розведення досліджуваної речовини.
2. Рослини тютюну на стадії 3-х листків обробити препаратами згідно зі схемою експерименту. Контрольні рослини обробити дистильованою водою. Обробку проводити шляхом оббризкування рослин.
3. На 7-му добу після обробки хімічним препаратом провести механічну інокуляцію рослин тютюну вірусом (концентрація вірусу 100 мкг/мл.) з використанням карборунду в якості абразиву.
4. Після інокуляції залишити рослини на інкубацію протягом 10 хв. І змити надлишок карборунду дистильованю водою.
5. Помістити рослини в теплицю без світла на одну добу, а потім культивувати рослини при стандартному освітленні.
6. Через 2 тижні після інокуляції вірусів провести дослідження наявності вірусних включень у контрольних рослинах та рослинах, оброблених препаратом за допомогою флуоресцентної мікроскопії.
Дослідження зразків за допомогою флуоресцентного мікроскопу

1. Відшарувати нижній міжжилковий епідерміс з листкої пластинки досліджуваних рослин і вирівняти його на поверхні дистильованої води;

2. Провести фіксацію зразків у 3% трихлороцтовій кислоті протягом 3-х хвилин.

3.  Відмити зразок від  трихлороцтової кислоти у дистильованій воді (3 хв);

4. Протягом трьох хвилин витримувати зразки у флуорохромі акридиновому оранжевому (робоче розведення 1:10000) (3 хв);

5. Відмити зразки від акридинового оранжевого у дистильованій воді протягом 3 хв.

6. Перенести зразки на предметні скельця у краплину дистильованої води, накрити їх покривним скельцями та проглянути під флуоресцентним мікроскопом.
Тема 3. Дослідження антивірусних сполук із залученням вірусних маркерів

На перших етапах досліджень антивірусної активності препаратів часто застосовують так звані маркери інфекційності вірусів. Як правило маркери інфекційності застосовують в безклітинних системах. Часто маркери інфекційності застосовують при розробції препаратів проти конкретної мішеней, таких як, наприклад, вірусні протеази.
 Заняття 6. Визначення інгібуючої активності 
комплексних сполук на гемаглютинуючу активність вірусів грипу 

Обгрунтування

Одним із прикладів маркерів інфекційності вірусів є геаглютеніни, характерні для ортоміксо-, параміксо- та тогавірусів. Для оцінки впливу препаратів на гемаглютинуючі властивості вірусів застосовується реакція гемаглютинації. Слід мати на увазі, що не завжди гальмування гемаглютинуючої активності вірусів пов'язане з втратою вірусом інфекційності.
Мета заняття:
 Визначити вплив комплексних неорганічних сполук на гемаглютиніни вірусу грипу.

Матеріали та обладнання:

Препарат вірусу грипу А (інактивований), еритроцити, фізіологічний розчин, планшети для РГА, мікропіпетки.

Хід роботи:
Одержання еритроцитів

7. Відібрану з тварини кров помістити у стерильну колбу з притертою пробкою та скляними намистинками, що вкривають дно посудини в два шари. Кількість крові не повинна перебільшувати 1/4 об’єму колби. Флакон з бусами необхідно безперервно струшувати з моменту заповнення посуду до повного остигання крові. 
8. Дефібриновану кров профільтрувати через стерильну марлю, і еритроцити 3-4 рази відмити шляхом центрифугування в ізотонічному розчині хлориду натрію, кожен раз осаджуючи еритроцити по 10-15 хв. при 2000-3000 об/хв. 
9. Після останнього відмивання відкинути прозору надосадову рідину. З осаду еритроцитів, який приймають за 100% суспензію, приготувати 2% суспензію еритроцитів на фізіологічному розчині. 
Обробка вірусу досліджуваними сполуками і РГА
1. Приготувати розведення дослідної речовини (2, 0,2 та 0,02%). До відповідного розведення сполуки додати рівний об‘єм вірусного препарату (200 мкл вірусвмісної суспензії + 200 мкл розведення)  . Інкубувати  суміш протягом 1 год при 40С.  У контрольному варіанті вірус обробляти фіз. розчином. 
2. Після інкубації приготувати на планшеті двократні розведення матеріалу (як дослідного так і контрольного).

3.  Для контролю постановки реакції у 3  лунки внести фіз.розчин.
4. У всі лунки додати рівний об’єм еритроцитів, струсити планшет  і залишити  на інкубацію при 370С протягом  30 хв.
5.  Через 30 хв провести облік результатів та втановити титр вірусу у контролі і досліді. Позитивну реакцію оцінити плюсами від одного до трьох відповідно, за інтенсивністю аглютинації (Рис. 9). 

За титр вірусу приймати те найбільше його розведення, при якому спостерігається аглютинація не менше, як на два плюси (тобто одна гемаглютинуючі одиниця – 1 ГАО).

Заняття 7. Флюоресцентні дослідження 
інгібіторів протеаз цитомегаловірусу людини

Обґрунтування: 
Герпесвіруси кодують серинову протеазу, яка відіграє важливу роль в процесі дозрівання вірусного капсиду. В процесі життєвого циклу вірусу дана протеаза експресується як частина полі протеїну. Протеаза розщеплює новосинтезований протеїн спочатку в R-сайті, вивільнаючи таким чином сама себе. Далі протеаза діє на M-сайт і відщеплює білок самозбірки віріонів. 
Герпесвірусні протеази досліджені порівняно нещодавно і представляють собою нову мішень для створення антигерпетичних препаратів. Першим кроком ідентифікації препаратів-інгібіторів протеаз є дослідження здатності різних сполук пригнічувати активність протеази in vitro. З цією метою були отримані рекомбінантні лінії Escherichia coli, які експресують активні герпесвірусні протеази (Pavic et al., 1997). Одним з методів дослідження інгібіторів вірусних протеаз in vitro є флюресцентний аналіз. Для аналізу використовують очищені вірусні протеази і субстрати, мічені флюорохромом.
Мета заняття:
 Визначити вплив синтетичних сполук на протеазу цитомегаловірусу людини.

Матеріальне забезпечення:

очищена протеаза ЦМВ, досліджувані сполуки, субстрат (Dabcyl-Arg-Arg-Val-Val-Asn-Ser-Aba-Arg-Leu-Asp(EDANS)NH2), ДМСО, Tris-HCl, EDTA, DDT, гліцерол, 96-лункові темні плашки для флюоресцентних досліджень, флюориметр.

 Хід роботи:

1. Приготувати буфер зразку:  50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA, 1mM DDT і 30% гліцеролу .

2. Приготувати маточні розчини (10 mМ) досліджуваних сполук в ДМСО.
3. Розвести маточні розчини препаратів буфером зразку для отримання кінцевої концентрації 1mM .

4. У лунках плашки (згідно схеми експерименту) змішати 10 мкл протеази ЦМВ у робочому розведенні з 10 мкл відповідної сполуки і додати 70 мкл. буферу зразку. Для статистичної достовірності кожен віріант ставити у 3-х повторностях. В якості контролю до трьох лунок внести протеазу і замість сполуки буфер зразку. В інші три лунки внести лише буфер зразку для бланку. Як позитивний контроль інгібування протеази використати 3 mM хлорид цинку з протеазою.

5. Інкубувати 15 хв. при 250С.

6. До кожної лунки додати 10 мкл. субстрату і обережно струсити.

7. Інкубувати 40 хв. при 250С.

8. Провести облік результатів за допомогою флюорометра (збудження при 355 нм., емісія 538 нм.).

9. Відсоток пригнічення вирахувати за формулою: 100х[1-FUзр/FUк],
де FUзр - показник інтенсивності зразку, FUк-показник інтенсивності флюоресценції контролю.
Тема 4 Дослідження цитоксичності антивірусних речовин

Будь-який новий потенційний лікарський препарат має бути протестований на предмет його токсичності. Для первинної оцінки токсичності антивірусних препаратів культури клітин використовуються дуже широко, оскільки з ними порівняно легко працювати у лабораторії, на відміну від культивування вірусів на лабораторних тваринах. Цитотоксичний ефект препарату  досліджується за різними параметрами. Найчастіше, для втановлення цитотоксичності препарату, вивчають його вплив на моношар культури та проводять кольорові проби на життєздатність і проліферативну активність кілитин. При роботі з культурами клітин суттєві результати можуть бути отримані при роботі з невеликою кількістю культур. Експерименти, які потребують для підтвердження того чи іншого факту сотні або тисячі лабораторних тварин можуть бути з рівною статистичною достовірністю поставлені на такій же кількості культур клітин. 
Заняття  8. Підготовка моношарових і суспензійних культур клітин
Обґрунтування: 

В даний час для встановлення цитотоксичної дії препаратів використовують різні типи культур клітин. У загальних рисах процедура досліджень виявляється однаковою для всіх препаратів. Для успішного культивування культур клітин необхідно дотримуватись наступних рекомендацій:
1. Не використовувати для досліджень невідомі джерела отримання клітин та клітини без необхідних характеристик (назва лінії клітин, джерело одержання, середовище культивування, середовище для відшарування від поверхні, кратність розсіву та інше).

2. Для проведення  досліджень в лабораторії необхідно культивувати лінії клітин в суспензії чи на поверхні пластикових флаконів.

3. Для культивування клітин необхідно використовувати оптимальні ростові середовища,  які рекомендовані в Європейському каталозі культур клітин чи ті, в яких клітини культивувались раніше і до яких адаптовані. 

4. Кожні 3-4 доби стан клітин необхідно контролювати з використанням інвертованого світлового мікроскопа, досліджуючи їх морфологію, час подвоєння популяції клітин, відсутність контамінації.  

5. Для  досліджень клітини  можуть бути використані лише за умови відсутності бактеріального чи грибкового росту, відсутності вірусної контамінації та при збереженні характерних для лінії клітин цитоморфологічних характеристик. 

6. Кожні 2-4 пасажі необхідно контролювати стан клітин на наявність мікоплазменної чи вірусної контамінації з використанням люмінесцентного мікроскопу та фарби, що дозволяє виявляти контамінацію.

7. За наявності бактеріальної, грибкової, мікоплазменної чи вірусної контамінації клітини необхідно вибракувати, натомість в  наступних дослідженнях використовувати  попередньо заморожені клітини, котрі зберігаються в рідкому азоті.

8. Для створення музею ліній клітин використовувати заморожування клітин в рідкому азоті. Перед дослідженням клітини повинні пройти щонайменше 4 пасажі після розморожування.
Мета: 

Опанувати методику підготовки моношарових і суспензійних культур до проведення тестів на цитотоксичність препаратів різного походження. 

Матеріальне забезпечення:  

Розчин Хенкса, 0,02%  розчин Версену (для клітин Нер-2, Hela, 293, А 549) та суміші  0,02% розчину Версену  з 0,25% ростовим середовищем розчину трипсину (1:10) - для ліній   клітин Vero  та RK-13, ростове середовище, камера Горяєва, автоматичні дозатори скляні флакони, 96 лунковий планшет, світловий інвертований мікроскоп, термостат.
Хід роботи:
Підготовка моношарових культур клітин
1. Відшарувати клітин від поверхні росту після  однократного промивання їх розчином Хенкса з використання 0,02%  розчину Версену (для клітин Нер-2, Hela, 293, А 549) та суміші  0,02% розчину Версену  з 0,25% розчину трипсину (1:10) - для ліній   клітин Vero  та RK-13. 

2. Клітини  промити 2 рази,  злити розчин та витримати  флакони 10 хв. у термостаті при 370 С.

3. Далі клітини піпетувати у 10 мл середовища без сироватки та визначити щільність клітин у суспензії за допомогою камери Горяєва.  

4. Суспензію клітин розвести ростовим середовищем таким чином, щоб отримати суспензію щільністю 300 000 клітин /мл.

5. Готову суспензію клітин внести по 0,1мл у лунки 96 лункового планшету  (1 ряд планшету залишати незаповненим).

6. Планшети з клітинами помістити у термостат на 37о С у 5% СО2 атмосфері. 
7. Через 24 години провести контроль стану моношару клітин в планшетах з використанням світлового інвертованого мікроскопу (окуляр 7х та об’єктив 10х). 

8. До досліджень клітини включати у разі формування ними через добу росту близько 80% моношару і при відсутності бактеріального та грибкового проросту. В інших випадках клітини виключити з досліджень.

Підготовка суспензійних  культур

1. Клітини ресуспендувати, відібрати аліквоту (приблизно 50 мкл) та визначити щільність клітин у суспензії із застосуванням трипанового синього. Кількість мертвих клітин не повинна перевищувати 5%. 

2.  Клітини розвести ростовим середовищем з тим, щоб щільність клітин у суспензії дорівнювала 500 000 клітин/мл. Суспензію клітин використовувати відповідно до умов дослідження.

Заняття 8. Визначення цитотоксичної дії препаратів за цілісністю моношару клітин
Обґрунтування :
Одним з показників цитотоксичної активності різних сполук є вплив на моношар культури. За допомогою цього методу визначають концентрацію препарату, при якій моношар клітин зберігається на 50% (СД50).
Мета: 
Дослідити вплив синтетичних сполук на морфологію клітин та цілісність моно шару культури та визначити показник СД50.
Матеріальне забезпечення:
Ростове середовище, досліджувані сполуки, культура клітин (Нер-2, Hela, Vero, RK-13 ),  автоматичні дозатори скляні флакони, 96 лунковий планшет, термостат.
Хід роботи:
1. Через 24 години росту клітин провести заміну живильного середовища на середовище, яке містить досліджуваний препарат у різних концентраціях. Для цього видалити живильне середовище з лунок планшету та внести у лунки по 0,1 мл середовища з препаратом відповідної концентрації. Використовувати двократні серійні розведення препарату на живильному середовищі без додавання сироватки. 
2.  В контрольних клітинах провести заміну середовища на свіже без додавання препарату. На кожну концентрацію використовувати не менше ніж по 3 лунки  з клітинами.
3. Планшети з клітинами розмістити в термостаті при 37оС в 5%СО2 атмосфері на 3 доби.
4. Контролювати стан моношару клітин з використанням світлового інвертованого мікроскопу (окуляр 7х та об’єктив 10х). Цитотоксичну дію речовини оцінювати за впливом на цілісність моношару клітин по 4х-хрестовій системі, а саме: 100% збереження моношару – нетоксична концентрація, «+» - моношар збережений на 75%, «2+» - моношар збережено на 50%, «3+» - моношар  збережено на 25%, «4+» - повна деструкція моношару. 
5. Визначити показник СД50.

Заняття 9. Визначення життєздатності культур клітин за
допомогою трипанового синього
Обгрунтування : 
Cуть методу полягає у здатності фарбника проникати через мембрану мертвої клітини і фарбувати її в синій колір, при цьому
живі клітини залишаються прозорими.
Мета: 

Встановити цитотоксичность препаратів за кількістю мертвих клітин з використанням трипанового синього та визначити показник СД50 для досліджуваних сполук.

Матеріальне забезпечення:

Ростове середовище, досліджувані сполуки, культура клітин (Нер-2, Hela, Vero, RK-13 ), розчин  Версену, автоматичні дозатори скляні флакони, 24 лунковий планшет, пробірки, камера Горєва, термостат.
Хід роботи:
1. Видалити з лунок ростове середовище та додати у кожну лунку по 1 мл розчину  Версену. Планшети витримати протягом 10-15 хв. при 37оС для відшарування клітин від поверхні лунок.

2. Ресуспендувати клітини у лунках з використанням автоматичної піпетки з регульованим об’ємом до 1000 мкл. 

3. Підготувати камеру Горяєва. Для цього покривне скельце камери притерти таким чином, щоб воно міцно трималось на камері.

4. До суспензії клітин додати рівний об’єм розчину 0,4 % трипанового синього, ресуспендувати клітини, відібрати 25 мкл суспензії  з лунки та внести до камери Горяєва.                                                                                                               
5. Підрахувати загальну кількість клітин у камері. Вирахувати кількість клітин в 1 мл суспензії (отримане число помножити на коефіцієнт розведення – 2, та отримати дійсну щільність клітин у лунці). 

6. Визначити кількість мертвих клітин – пофарбованих в синій колір та обчислити    відсоток мертвих клітин.

7. Визначити кількість живих та відсоток мертвих клітин у контрольних лунках.

8. Вирахувати концентрацію препарату, яка пригнічує ріст клітин на 50% (СД50) у порівнянні з контролем.

9. Для визначення величини СД50 використовувати програму лінійної регресії Microsoft Exel  для Pentium Pro.

Заняття 10. Визначення цитотоксичності препарату за кількістю живих клітин колориметричним методом з використанням МТТ
Обгрунтуваня:
Проліферативну активність клітин вивчають з  використанням МТТ – 3,(4,5-диметилтріазол-2-іл)-2,5-дифенілтетрозоліум броміду – штучного субстрату, який дозволяє реєструвати мітохондріальну активність клітин. Метод  базується на функціонуванні дегідрогеназної системи мітохондрій інтактних клітин, котрі в нормальних умовах переробляють штучний субстрат МТТ у формазан, який в свою чергу можна визначати спектрофотометрично. Перетворення МТТ у формазан дозозалежно зменшується при загибелі клітин під дією вірусу або досліджуваних токсичних для клітин речовин. Даний метод широко застосовується для визначення CС50 потенційних лікарських засобів при дослідженні цитопатичної дії вірусів in vitro.
Мета: 

Встановити цитотоксичность препаратів за кількістю живих клітин колориметричним методом з використанням МТТ та визначити показник СД50 для досліджуваних сполук.
Матеріальне забезпечення:

Живильне середовище, досліджувані сполуки, культура клітин (Нер-2, Hela, Vero, RK-13 ), МТТ, 95% етиловий спирт,  автоматичні дозатори скляні флакони, 96  лунковий планшет, пробірки, камера Горєва, термостат, автоматичний рідер.

Приготування розчину МТТ

1. Зважити 50 мг МТТ  та пересипати у темний флакон, додати 10 мл стерильного фосфатного буферу (ФСБ), рН 7,2 (0,8 г NaCl, 0,29 г Na2HPO4, 0,02 г KH2PO4, 0,02 г KCl на 100 мл), щоб отримати кінцеву концентрацію 5мг/мл. Щільно закрити кришкою і ретельно перемішати. 
2. Зберігати при 40 С до 30 діб.

3. Перед подальшим використанням стерилізувати фільтрацією через фільтр з розміром пор 0,2 мкм.
Хід роботи:
1. Через 24 години росту клітин у 96 лунковому планшеті провести заміну живильного середовища на середовище, яке містить досліджуваний препарат в різних концентраціях. Для цього видалити живильне середовище з лунок та внести у лунки по 200 мкл середовища з препаратом відповідної концентрації. Використовувати двократні серійні розведення речовини на живильному середовищі без додавання сироватки. 
2. В контрольних лунках клітини провести заміну середовища на свіже без додавання речовини. На кожну концентрацію використовувати не менше ніж по 3 лунки  з клітинами.

3. Плашки з клітинами розмістити в термостаті при 37оС в 5%СО2 атмосфері на 3-5 діб в залежності від культури клітин, яку використовують.

4. У кожну лунку планшету додати по 20 мкл концентрованого розчину МТТ  (5 мг/мл) та інкубувати з клітинами в 5% СО2 атмосфері при 37оС протягом 3-4 годин.

5. Видалити середовище з лунок планшету. У разі використання суспензійних культур клітини потрібно попередньо центрифугувати у планшетах 1500 об/хв. протягом  10 хв.

6. До клітин додати 100-150 мкл 95% етилового спирту  (чи ДМСО) для вимивання    фарбника    з      клітин. Інкубувати при 37оС в термостаті-шейкері протягом 10 хв.

7. Сканувати планшет в автоматичному рідері при довжині хвилі 570 нм. Визначити оптичну щільність кожної лунки плашки в порівнянні з оптичною щільністю розчинника, що служить контролем.

8. Визначити концентрацію препарату, при якій оптична щільність зразка знижується на 50% (СД50) у порівнянні з контролем.
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Рис. 9. Облік результатів РГА. РГАреакцігемаглютинації.
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