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Введение 
Герпесвирус кошек I типа (FHV-1), 
или альфагерпесвирус, – один из са-
мых распространенных вирусов у ко-
шек [1–3]. Инфекция проявляется ре-
спираторными нарушениями и пора-
жением глаз, в том числе кератитом, 
конъюнктивитом, секвестрацией ро-
говицы, кератоконъюнктивитом и, в 
конечном итоге, потерей зрения [4, 5]. 
Вакцинация снижает тяжесть клини-
ческих симптомов, вызываемых ин-
фекцией FHV-1 [6, 7]. Однако у ко-
тят, не достигших возраста вакцина-
ции, но уже потерявших материнский 
иммунитет, заболевание может про-
текать тяжело. У котят, однажды по-
ражённых вирусом, впоследствии мо-
жет происходить его реактивация, 
приводящая к рецидиву заболевания 
и выделению вируса [8]. Эффектив-
ный противовирусный препарат по-
мог бы контролировать течение забо-
левания в таких случаях.

Ранее проводились исследования 
эффективности нескольких противо-
вирусных препаратов, подавляющих 
репликацию FHV-1, в которых оцени-
валось снижение количества бляшек. 
Особенно эффективным на основании 
показателей IC

50
 (концентрации, необ-

ходимой для снижения числа бляшек 
на 50%) выглядит (S)-9-(3-гидрокси-
2-фосфонилметоксипропил)–аденин 
(HPMPA) из группы ациклических 
фосфонатов нуклеозидов (ANP) [9]. 
Также эффективно снижают число 

Сравнение in vitro  
эффективности противовирусных
препаратов в отношении 
герпесвируса кошек I типа 

ВВЕДЕНИЕ
Герпесвирус кошек I типа (FHV-1) – частая причина респираторных и глазных ин-
фекций у кошек. Особенно подвержены инфицированию котята, не достигшие 
возраста вакцинации, но уже потерявшие материнский иммунитет. Вследствие 
этого возникает необходимость в эффективных противовирусных препаратах. В 
настоящем исследовании оценивалась активность шести противовирусных пре-
паратов в отношении FHV-1: ацикловира, ганцикловира, цидофовира, фоскарне-
та, адефовира и 9-(2-фосфонилметоксиэтил)-2,6-диаминопурина (PMEDAP). В 
качестве субстрата использовалась культура клеток почки кошки Крэнделла-Риса 
(CRFK). Критериями эффективности служили снижение числа и размера бляшек.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Наилучшую способность снижать количество бляшек продемонстрировали ганци-
кловир, PMEDAP и цидофовир. Значения IC

50 (число)
 (концентрации вещества, необ-

ходимой для снижения числа бляшек на 50%) составили 3,2 мкг/мл (12,5 мкмоль), 
4,8 мкг/мл (14,3 мкмоль) и 6 мкг/мл (21,5 мкмоль) соответственно. Адефовир и фо-
скарнет показали промежуточный результат с IC

50 (число)
 20 мкг/мл (73,2 мкмоль) и 

27 мкг/мл (140,6 мкмоль) соответственно. Самым низкоэффективным препаратом 
оказался ацикловир: IC

50 (число)
 56 мкг/мл или 248,7 мкмоль. Все антивирусные пре-

параты привели к существенному уменьшению размеров бляшек по сравнению с 
контрольными результатами. Эффективнее всего в плане уменьшения размеров 
бляшек, равно как и в снижении их числа, оказались ганцикловир, PMEDAP и цидо-
фовир. Значения IC

50 (размер)
 (концентрации вещества, необходимой для уменьше-

ния размеров бляшек на 50%) составили 0,4 мкг/мл (1,7 мкмоль), 0,9 мкг/мл (2,7 
мкмоль) и 0,2 мкг/мл (0,7 мкмоль) соответственно. Адефовир и фоскарнет показа-
ли умеренную эффективность с IC

50 (размер)
 4 мкг/мл (14,6 мкмоль) и 7 мкг/мл (36,4 

мкмоль) соответственно. Наименее активным оказался ацикловир с IC
50 (размер)

 15 
мкг/мл, или 66,6 мкмоль. Результаты показали, что значения IC

50 (размер)
 были замет-

но меньше значений IC
50 (число)

. Самыми эффективными препаратами оказались ци-
дофовир и ганцикловир. Ни один препарат в противовирусных концентрациях не 
обладал токсичностью для клеток CRFK.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, измерение снижения числа бляшек и уменьшения их размеров 
является ценным и адекватным средством для оценки противовирусной активно-
сти препаратов. Оценивая по этим параметрам шесть выбранных препаратов, мы 
обнаружили, что ганцикловир, PMEDAP и цидоефовир наиболее эффективно ин-
гибируют репликацию FHV-1 в клетках CRFK. Следовательно, это наиболее подхо-
дящие кандидаты для лечения герпесвирусной инфекции у кошек.
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клеток FHV-1 в различных концен-
трациях среды RPMI-1640, и в коли-
честве бляшек в контрольных образ-
цах выявлено не было (минимально 
значимое различие (LSD), 95% дове-
рительный интервал (ДИ).

Воздействие противовирус-
ных препаратов на размер 
бляшек
Известно, что при выращивании FHV-
1 in vitro размеры бляшек могут за-
метно отличаться между собой. И для 
того, чтобы удостовериться в том, что 
вариации размеров бляшек на разных 
образцах значимо превосходят вари-
ации внутри одного образца, мы под-
вергли результаты экспериментов 
проверке с использованием критерия 
Фишера (95% ДИ). Другими слова-
ми, мы использовали критерий Фи-
шера для выяснения, являются ли ва-
риации размеров бляшек артефактом 
или они связаны с действием проти-
вовирусных препаратов. Было выяв-
лено, что противовирусные препара-
ты оказывают значимое воздействие 
на размер бляшек (p≤0,001). При при-
менении метода апостериорных срав-
нений (post hoc LSD-теста) было за-
регистрировано статистически зна-
чимое уменьшение размеров бляшек 
для всех препаратов и всех концен-
траций по сравнению с контролем 
(95% ДИ). Вариации размеров бля-
шек на зараженных клетках в средах 
RPMI различной концентрации зна-
чимо не отличались от таковых на 
контрольных клетках (критерий Фи-
шера, 95% ДИ).

На рис. 1 представлены графики 
отношения доза/эффект. Пунктир-
ная линия отражает подавляющий 
эффект противовирусного препара-
та на размеры бляшек. В табл. 1 даны 
значения IC

50
 

(размер)
. Способность 

уменьшать размеры бляшек силь-
нее всего выражена у ганцикловира, 
PMEDAP и цидофовира, что соответ-
ствует способности их воздействия 
на количество бляшек. Адефовир и 
фоскарнет показали промежуточный 
результат, а ацикловир оказался наи-
менее эффективным. Для всех препа-
ратов IC

50
 

(размер)
 была заметно ниже, 

чем IC
50 (число)

 (рис. 1, табл. 1). Наибо-
лее впечатляющий эффект показали 

цидофовир и ганцикловир.

Влияние противовирусных 
препаратов на жизнеспособ-
ность клеток CRFK
Было обнаружено, что при выращива-
нии клеток CRFK в присутствии сре-
ды RPMI в концентрации 2% или бо-
лее относительная жизнеспособность 
клеток была значительно ниже, чем у 
контрольных клеток CRFK, выращен-
ной в полной среде (LSD, 95% ДИ). С 
целью выявления цитотоксического 
эффекта тестируемых препаратов мы 
сравнили среднюю относительную 
жизнеспособность клеток CRFK, вы-
ращенных в присутствии противови-
русных агентов, с этим же показате-
лем у клеток CRFK, выращенных в со-
ответствующей концентрации RPMI 
(критерий Стьюдента, 95% ДИ). Аци-
кловир не оказывал никакого значи-
мого эффекта на жизнеспособность 
клеток CRFK вплоть до концентрации 
500 мкг/мл (2220,2 мкмоль), ганци-
кловир – до концентрации 1000 мкг/
мл (3918,5 мкмоль), цидофовир – до 
160 мкг/мл (573,1 мкмоль), фоскар-
нет – до 320 мкг/мл (1666,7 мкмоль), 
адефовир – до 160 мкг/мл (585,7 
мкмоль), а PMEDAP – до 160 мкг/
мл (476,6 мкмоль). Эти концентра-
ции с большим запасом превосходят и 
IC

100  число)
, и IC

100 (размер)
 для всех препа-

ратов (рис. 1). Эти данные свидетель-
ствуют, что ни один из препаратов не 
был токсичен для клеток CRFK в про-
тивовирусных концентрациях.

Обсуждение
За прошедшие годы был разрабо-
тан впечатляющий арсенал противо-
вирусных средств для лечения гер-
песвирусных инфекций человека 
[14]. Многие из них уже изучались 
на предмет эффективности против  
FHV-1 [15, 16]. В настоящем исследо-
вании эффективность шести выбран-
ных препаратов против FHV-1 срав-
нивалась на культуре клеток CRFK по 
двум разным параметрам: снижение 
количества бляшек и уменьшение их 
размера.

Наше исследование показало, 
что по способности снижать количе-
ство бляшек препараты распределя-
ются следующим образом: ганцикло-

герпесвирусных бляшек in vitro цидо-
фовир [10] из группы ANP и аналоги 
нуклеозидов ганцикловир, пенцикло-
вир [10], идоксуридин [10, 11], триф-
люридин [9,11] и видарабин [11]. Аци-
кловир и фоскарнет, несмотря на до-
казанную эффективность против ви-
руса герпеса человека, оказывают не-
значительный эффект на снижение 
количества бляшек, образованных 
FHV-1 [9–11].

Помимо снижения числа инду-
цированных герпесвирусом бляшек, 
противовирусное действие препара-
та, как указано выше, может прояв-
ляться в уменьшении их размеров  
[12, 13]. Этот параметр потенциально 
может отражать способность проти-
вовирусного агента ограничивать ма-
кроскопические повреждения in vivo 
[12]. Исследований, в которых оцени-
валась бы способность противовирус-
ных средств ограничивать размеры 
бляшек, образованных FHV-1, до сих 
пор не проводилось.

Целью настоящего исследования 
было сравнение in vitro эффективно-
сти по отношению к FHV-1 шести про-
тивовирусных препаратов. Критери-
ями, по которым оценивалась эффек-
тивность, были выбраны: способность 
ограничивать число бляшек (выра-
женная через подавляющую концен-
трацию, или IC (число) и способность 
уменьшить их размер (выраженная 
через IC (размер) на инфицированной 
FHV-1 культуре клеток почки кошки 
Крэндалла-Риса (CRFK).

Результаты
Воздействие 
противовирусных средств на 
количество бляшек
На рис. 1 представлены графики от-
ношения доза/эффект. Непрерыв-
ная линия отражает подавляющий 
эффект противовирусного препара-
та на количество бляшек. В табл. 1 
даны значения IC

50
 
(число)

. Способность 
снизить количество бляшек силь-
нее всего выражена у ганцикловира, 
PMEDAP и цидофовира. Адефовир и 
фоскарнет показали промежуточный 
результат, а ацикловир оказался наи-
менее эффективным. 

Значимой разницы в количестве 
бляшек, полученных при заражении 
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вир (относительная противовирусная 
эффективность 1) > PMEDAP (ОПЭ 
1,1) > цидофовир (ОПЭ 1,7) > аде-
фовир (ОПЭ 5,9) > фоскарнет (ОПЭ 
11,2) > ацикловир (ОПЭ 19,9). Ре-
зультаты для ганцикловира и цидофо-
вира сходны с полученными в иссле-
довании Maggs и Clarke [10], кото-
рые сравнивали способность четырех 
противовирусных препаратов сни-
жать количество бляшек в клетках 
CRFK. Они установили, что IC

50
 

(чис-

ло)
 для ганцикловира составляла 5,2 

мкмоль, а для цидофовира 11 мкмоль 
(ОПЭ 1 и 2,1 соответственно). Отно-
сительно активности фоскарнета и 
ацикловира наши результаты немно-
го отличаются от полученных Maggs 
и Clarke [10]. Эти авторы обнаружили 
более низкую активность фоскарне-
та (IC

(50
 
 число)

 232,9 мкмоль, ОПЭ 44,8) 
и более высокую активность ацикло-
вира (IC

50
 
(число)

 57,9 мкмоль, ОПЭ 
11,1). Другие авторы также получа-
ли различные результаты активно-
сти ацикловира против FHV-1 с раз-
бросом уровня IC

50 (число) 
от 44,4 до 109 

мкмоль [9,11,17]. Возможное объяс-
нение выявленных расхождений мо-
жет быть связано со штаммом ви-
руса. Действительно, в сравнитель-
ном исследовании Nasisse и пр. [11]  
IC

50
 

(число)
 для ацикловира в клетках 

CRFK отличалось почти в два раза, 
в зависимости от использовавшегося 
штамма FHV-1. Может иметь значе-
ние также различие в методиках те-
стирования. При использовании одно-
го и того же штамма FHV-1  727 на 
клетках CRFK Nasisse и пр. [11] полу-

чили заметно более высокую IC
50

 
(число)

 
для ацикловира, чем Maggs и Clarke 
[10] (109 мкмоль и 57,9 мкмоль соот-
ветственно). 

Противовирусные агенты не толь-
ко снижают количество герпесвирус-
ных бляшек, но также способству-
ют уменьшению их размеров [12,13]. 
В нашем исследовании впервые изу-
чалось это свойство противовирус-
ных препаратов. Относительная спо-
собность уменьшать размеры бляшек 
распределяется таким образом: ци-
дофовир (1) > ганцикловир (2,4) > 
PMEDAP (3,9) > адефовир (20,9) > 
фоскарнет (52) > ацикловир (95,1), 
что почти полностью соответствует 
распределению по воздействию на ко-
личество бляшек. Последнее демон-
стрирует, что измерение размеров 
бляшек служит полезным и адекват-
ным средством для оценки противо-
вирусной активности вещества.

Интересно, что концентрация, не-
обходимая для уменьшения разме-
ров бляшек, для всех шести препа-
ратов была заметно ниже концентра-
ции, снижающей количество бляшек 
(рис.  1, табл. 1). Наиболее замеча-
тельный эффект в этом смысле проде-
монстрировал цидофовир. Его IC

50
 
(раз-

мер) 
в 30 раз ниже, чем IC

50
 

(число)
. Для 

ганцикловира разница была восьми-
кратной, а для прочих препаратов 
подавляющие концентрации отлича-
лись в 4–5 раз. Значение этой наход-
ки для защиты кошек от заболеваний, 
вызванных FHV-1, еще предстоит 
оценить. Во всяком случае Mikloska и 
Cunningham [12] предположили, что 

уменьшение размеров бляшек in vitro 
потенциально может отражать спо-
собность противовирусного препа-
рата ограничивать объем поражения 
тканей вирусом in vivo.

Обнаружено, что способность 
адефовира подавлять репликацию  
FHV-1 значительно отличается от та-
ковой PMEDAP. Такой результат ока-
зался довольно неожиданным, учиты-
вая, что оба препарата относятся к 
группе ациклических фосфонатов ну-
клеозидов, схожи по строению и име-
ют общий механизм действия, осно-
ванный на ингибировании вирус-
ной ДНК-полимеразы аналогичны-
ми активными производными дифос-
фатов. Возможным объяснением мо-
гут быть различия в захвате препара-
та клетками CRFK. Однако Kramata 
и Downey [18] не обнаружили значи-
тельной разницы в захвате адефови-
ра и PMEDAP T-лимфобластами че-
ловека линии CCRF-CEM. В каче-
стве альтернативного объяснения вы-
сказывается предположение, что ви-
русная ДНК-полимераза может об-
ладать большей чувствительностью 
по отношению к производным ди-
фосфатов, содержащимся в структу-
ре PMEDAP, чем к содержащимся в 
адефовире, как это описано для кле-
точной ДНК-полимеразы [18]. Поми-
мо этого, может различаться внутри-
клеточная стабильность метаболи-
тов этих препаратов, как отмечалось 
у других противовирусных средств 
[19, 20]. Маловероятным объяснени-
ем служит разница в эффективности 
фосфорилирования клеточными фер-
ментами и, следовательно, в количе-
стве активных дифосфатов. Фосфо-
рилирование обоих препаратов ка-
тализируется митохондриальными и 
цитозольными изоферментами АМФ-
киназы [21, 22].

Ни один из препаратов не проявил 
токсичности по отношению к клеткам 
CRFK в противовирусных концентра-
циях. Однако результаты исследова-
ния цитотоксичности не могут быть 
просто так перенесены на саму кош-
ку, поскольку чувствительность кле-
ток организма и лабораторной кле-
точной линии к конкретному препара-
ту могут различаться. Например, в то 
время как мы не отмечали значимого 

Противовирусный препарат IC
50 (число)

IC
50 (размер)

Ацикловир 56 мкг/мл (248,7 мкмоль) 15 мкг/мл (66,6 мкмоль)

Ганцикловир 3.2 мкг/мл (12,5 мкмоль) 0.4 мкг/мл (1,7 мкмоль)

Цидофовир 6 мкг/мл (21,5 мкмоль) 0.2 мкг/мл (0,7 мкмоль)

Фоскарнет 27 мкг/мл (140,6 мкмоль) 7 мкг/мл (36,4 мкмоль)

Адефовир 20 мкг/мл (73,2 мкмоль) 4 мкг/мл (14,6 мкмоль)

PMEDAP 4.8 мкг/мл (14,3 мкмоль) 0.9 мкг/мл (2,7 мкмоль)

IC
50

 
(число)

 – концентрация вещества, необходимая для снижения количества бляшек на 50%
по сравнению с контрольными клетками
IC

50
 
(размер) 

– концентрация вещества, необходимая для снижения количества бляшек на 50% по сравнению с контрольными 
клетками

Таблица 1. Эффект исследуемых противовирусных препаратов на число и размер герпесвирусных бляшек 
на культуре клеток CRFK
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эффекта цидофовира на клетки CRFK 
вплоть до концентрации 160 мкг/мл, 
Sandmeyer и кол. [23] сообщили о ци-
тотоксическом эффекте цидофовира 
в концентрации 50 мкг/мл в первич-
ной культуре эпителиальных клеток 
кошачьей роговицы. Адефовир также 
не проявил цитотоксичности in vitro, 
однако при его применении для лече-
ния вируса инфекционного перитони-
та у кошек [24] и вируса лейкемии ко-
шек [25] наблюдались тяжелые гема-
тологические побочные эффекты. Та-
ким образом, необходимы дальней-

шие широкие исследования безопас-
ности этих препаратов для кошки.

Заключение
Наше исследование показало, что из-
мерение снижения количества бля-
шек и уменьшения их размера служит 
двумя ценными и адекватными сред-
ствами оценки эффективности про-
тивовирусных препаратов. Исполь-
зуя эти критерии для оценки шести 
выбранных противовирусных препа-
ратов, мы обнаружили, что ганцикло-
вир, PMEDAP и цидофовир наибо-

лее активно подавляют репликацию 
FHV-1 в клетках CRFK. Следователь-
но, эти препараты могут быть ценны-
ми кандидатами для лечения герпес-
вирусных инфекций у кошек.

Методы
Клетки и вирус
Клетки CRFK (CCL-94, ATCC, Ма-
нассас, Вирджиния, США) выращи-
вали и поддерживали в полной сре-
де на основе среды MEM (Invitrogen, 
Мерельбеке, Бельгия) с добавлени-
ем 5%-ной фетальной сыворотки 
КСР, пенициллина (100 Е/мл), стреп-
томицина (0,1 мг/мл), канамици-
на (0,1  мг/мл), глутамина (0,3  мг/
мл) и гидролизата лактальбумина  
(1 мг/мл). Клетки трипсинизировались 
один раз в неделю.

Для заражения использовал-
ся бельгийский штамм 94К49. Этот 
штамм был выделен у кошки с респи-
раторными нарушениями и иденти-
фицирован как FHV-1 с помощью мо-
ноклональных антител 22C12, 22F4 и 
41G4 против гликопротеинов FHV-1 
gC, gB и gD соответственно [26]. Для 
заражения использовали вирус на 3-м 
пассаже в клетках CRFK.

Противовирусные препараты
Ацикловир, ганцикловир, адефовир 
и PMEDAP были растворены в среде 
RPMI-1640 (Invitrogen, Мерельбеке, 
Бельгия) в концентрации 1 мг/мл. 
Цидофовир и фоскарнет были раство-
рены в среде RPMI-1640 в концентра-
ции 2 мг/мл. Впоследствии все пре-
параты были профильтрованы через 
фильтр 0,45 мкм для получения сте-
рильного раствора и сохранены при 
4°С. Ацикловир перед использовани-
ем был доведен до комнатной темпе-
ратуры, чтобы растворить возможные 
преципитаты. 

Ход эксперимента
Клетки CRFK выращивали до получе-
ния полного монослоя на 24-луноч-
ных культуральных плашках (Nunc 
A/S, Роскильде, Дания) в полной 
среде при 37°С и 5% CO

2
. После это-

го среду удаляли, и клетки в каж-
дой лунке заразили 40 БОЕ FHV-1 в 
200  мкл полной среды. После 1 часа 
инкубации при 37°С и 5% CO

2
 клет-

Рис.1. Активность шести противовирусных препаратов по отношению к герпесвирусу кошек I типа. Непрерывная 
линия отражает зависимость снижения числа бляшек от концентрации вещества. Пунктирная линия – зависимость 
уменьшения размеров бляшек от концентрации вещества. Данные представляют собой средние значения трех 
независимых экспериментов с учетом стандартного отклонения.
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ки дважды промывали средой MEM. 
В дальнейшем их заливали средой, 
содержащей 0,94% карбоксиметил-
целлюлозы (КМЦ) и противовирус-
ные препараты в различных концен-
трациях. Поначалу использовался 
широкий разброс концентраций, что-
бы предварительно оценить проти-
вовирусную активность. Затем были 
выбраны окончательные концентра-
ции, которые указаны на рис. 1. В ка-
честве контроля зараженные FHV-1 
клетки инкубировались в полной сре-
де с КМЦ без добавления противови-
русных препаратов. Дополнительно 
для оценки влияния RPMI на форми-
рование бляшек проводилась инкуба-
ция зараженных клеток в полной сре-
де с добавлением различных концен-
траций RPMI, от 0,25% до 20%.

Через 72 часа после заражения 
покровная среда была удалена, клет-
ки были промыты натрий-фосфатным 
буфером и последовательно зафик-
сированы 4%-ным параформальдеги-
дом и 1%-ным раствором H

2
O

2
 в ме-

таноле. Далее был использован им-
мунопероксидазный монослойный 
метод по der Meulen и пр. [27]. Опи-
сывая кратко, в течение 1 часа при 
37°С клетки инкубировались со сме-
сью моноклональных антител 22C12, 
22F4 и 41G4 против гликопротеинов 
FHV-1 gC, gB и gD соответственно 
[26]. После трех промываний на 1 час 
при 37°С был добавлен меченный пе-
роксидазой козий антимышиный IgG 
(Molecular Probes). После трех до-
полнительных промываний был до-
бавлен раствор субстрата 3-амино-9-
этилкарбазола в 0,05 молях ацетатно-
го буфера с 0,05%-ной перекисью во-
дорода. Клетки инкубировались в те-
чение 10 минут при 37°С, затем рас-
твор субстрата был заменен ацетат-
ным буфером, чтобы заблокировать 
ферментативное окрашивание.

Количество герпесвирусных бля-
шек подсчитывалось для каждой кон-
центрации противовирусного препа-
рата, для каждой концентрации RPMI 
и в контрольных образцах с помо-
щью световой микроскопии (Olympus 
IX50). Оценка подавляющего эффек-
та противовирусного препарата на 
число бляшек производилась по сле-
дующей формуле: 

где I
n
 – процент ингибирования (чис-

ло). 
Минимальная концентрация каждого 
препарата, необходимая для снижения 
количества бляшек на 50% (IC

50
 

(число)
, 

была рассчитана вручную с использо-
ванием графиков доза/ответ, постро-
енных по полученным данным.

Размеры герпесвирусных бляшек 
для каждой концентрации противови-
русного препарата, для каждой кон-
центрации RPMI и в контрольных об-
разцах были установлены следующим 
образом. Бляшки были сфотографиро-
ваны с помощью светового микроскопа 
(Olympus IX50) и цифрового фотоап-
парата (Sony Progressive 3CCD), под-
ключенного к компьютеру Macintosh. 
В каждом образце случайным обра-
зом отбиралось некоторое количе-
ство бляшек, от 3 до 17 (среднее число 
на образец составило 10,4 ± 2,5). За-
тем с помощью программы Scrion 1.63 
(National Institutes of Health) был уста-
новлен размер каждой бляшки в пиксе-
лях и, наконец, средний размер бляш-
ки для каждого образца. Подавляющий 
эффект противовирусных препаратов 
на размер бляшек был рассчитан по 
следующей формуле: 

где I
s
 – процент ингибирования (раз-

мер). Минимальная концентрация 
каждого препарата, необходимая для 
уменьшения размера бляшек на 50% 
(IC

50
 
(размер)

, была рассчитана вручную с 
использованием графиков доза/ответ, 
построенных по полученным данным.

Каждый эксперимент был незави-
симо повторен трижды.

Исследование 
цитотоксичности
Для выявления токсического эффекта 
противовирусных препаратов на клет-
ки CRFK использовался метод ней-
трального красного. Этот метод осно-
ван на внедрении сверхстабильно-
го красителя нейтрального красно-
го в живые клетки. Описывая кратко, 
клетки CRFK выращивали до получе-

ния полного монослоя на 96-луночной 
культуральной плашке (Nunc A/S, Ро-
скильде, Дания) в полной среде при 
37°С и 5% СО

2
. Затем среду удаляли, 

а клетки инкубировали в среде с раз-
ными концентрациями противовирус-
ных препаратов от 5 до 500 мкг/мл в 
течение 72 часов при 37°С и 5% CO

2
. 

В качестве жизнеспособного контроля 
использовались клетки, инкубирован-
ные в течение 72 часов в полной сре-
де без противовирусных препаратов. В 
качестве нежизнеспособного контроля 
использовались клетки, инкубирован-
ные в полной среде в течение 70 часов, 
а затем в дистиллированной воде в те-
чение 2 часов. Дополнительно в иссле-
дование были включены клетки, инку-
бированные в полной среде в течение 
72 часов с разными концентрациями 
RPMI, от 0,25% до 50%, чтобы выя-
вить, влияет ли RPMI на жизнеспособ-
ность клеток CRFK.

После инкубации в каждую лун-
ку было добавлено по 50 мкл раство-
ра нейтрального красного (0,1% рас-
твор в дистиллированной воде), за-
тем плашки инкубировались в течение 
1 часа при 37°С и 5% СО

2
. После это-

го клетки были промыты солевым рас-
твором с фосфатным буфером и высу-
шены при комнатной температуре в те-
чение 1 часа. В конце в лунки были до-
бавлены 50 мкл лаурилсульфата на-
трия (10%-ный раствор в дистиллиро-
ванной воде) и 100 мкл HCl (0,2 моля), 
и плашки трясли в течение 15 секунд.

На аппарате Multiskan RC (Thermo 
Labsystems) с помощью фильтра 
492  нм была измерена оптическая 
плотность образцов. Жизнеспособ-
ность клеток рассчитывалась по следу-
ющей формуле: 

 
где D

c
 – процент жизнеспособных кле-

ток; 
ODt – оптическая плотность рас-

твора клеток, инкубированных с проти-
вовирусными препаратами или RPMI; 
ODd – оптическая плотность раствора 
нежизнеспособных контрольных кле-
ток; ODc – оптическая плотность жиз-
неспособных контрольных клеток.

Для каждой концентрации проти-
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вовирусного препарата, каждой кон-
центрации RPMI и для контрольных 
образцов использовалось по 8 лунок. 
Каждый эксперимент был независимо 
повторен трижды.

Статистическая обработка
Статистическая обработка результа-
тов была проведена на основе диспер-
сионного анализа (ANOVA) с исполь-
зованием программы SPSS (SPSS Inc., 
Чикаго, Иллинойс, США).

Сокращения
ANOVA: анализ вариабельности
ANP: ациклический нуклеозид фосфат
CMC: карбоксиметилцеллюлоза
CRFK: почка кошки Кранделла-Риза
FHV-1: герпесвирус кошек 1-го типа
HPMPA: (S)-9-(3-гидрокси-2-
фосфонилметоксипропил) аденин
IPMA: монослойный вариант иммуно-
пероксидазного метода
MEM: Minimum Essential Medium  
(основная питательная среда)
PMEDAP: 9-(2-фосфонилметоксиэ-
тил) -2,6-диаминопурин
RPMI: Roswell Park Memorial Institute
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