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Резюме	 Актуальность. Препараты для специфического лечения и профилактики лихорадки Чи-
кунгунья, ее осложнений и последствий в настоящее время отсутствуют, в связи с этим 
особую актуальность приобретают вопросы разработки терапевтических и профилакти-
ческих препаратов против вируса Чикунгунья (ЧИКВ), в том числе препаратов индукторов 
интерферонов.
Цель. Изучение эффективности профилактического применения препарата индуктора ин-
терферонов против вируса Чикунгунья в модели in vitro.
Материалы и методы. Использовали штамм ЧИКВ Nika2021, две линии клеток  — Vero 
и А549, а также препарат индуктора интерферонов (РНК двуспиральной натриевая соль) 
в двух дозировках (250 и 500 мкг/мл) и двух режимах применения (за 4 ч до заражения 
и одновременно с ним). Определяли титр вируса по его цитопатическому действию; со-
держание РНК ЧИКВ — методом ОТ-ПЦР-РВ и оценивали по показателю порогового числа 
циклов ПЦР; концентрацию продуцируемых клетками цитокинов — методом ИФА. В дина-
мике анализировали активность ЧИКВ и содержание РНК ЧИКВ, а также продукцию цито-
кинов клетками (ИФН-α, -γ, ИЛ-6 и ФНО-α). Полученные данные обрабатывали при помо-
щи пакетов программ Microsoft Office Excel 2016 и StatTech.
Результаты. Препарат в дозах 250 и 500 мкг/мл стимулировал продукцию в большей степе-
ни ИФН-α и в меньшей степени ИФН-γ; в большей степени — в линии клеток А549, в мень-
шей — в линии клеток Vero. Динамика содержания РНК ЧИКВ соответствовала динамике 
его титра в клетке. В целом содержание РНК ЧИКВ в линии клеток Vero было значительно 
выше, чем в линии клеток А549 (р<0,002 при дозировке препарата 250 мкг/мл, р<0,0005 
при дозировке 500 мкг/мл). Препарат применяли в двух режимах: профилактическом  — 
за 4 ч до заражения клеток вирусом; экстренно профилактическом — одновременно с ин-
фицированием. Содержание РНК ЧИКВ в режиме профилактического применения препа-
рата относительно контрольного опыта (инфицирование без препарата) было значительно 
ниже в обеих дозах в обеих линиях клеток (р<0,002 для Vero, р<0,0003 для А549), в режиме 
экстренной профилактики — р<0,05 и р<0,003 соответственно. Выявлена и статистически 
подтверждена эффективность применения препарата индуктора интерферонов против 
ЧИКВ, показано преимущество линии клеток А549 для изучения противовирусной актив-
ности in vitro. В обеих линиях интактных клеток отмечена продукция ИЛ-6 и ФНО-α.
Выводы. Обнаружен положительный противовирусный эффект от применения препарата 
индуктора интерферонов против ЧИКВ in vitro, при этом степень эффективности зависела 
от линии клеток. Показана необходимость тщательного отбора клеточной линии в зависи-
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мости от целей исследования, а также изучения продукции цитокинов клетками в моно-
слое до стимуляции вирусами и (или) препаратами.
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Abstract	 Scientific relevance. To date, no specific antivirals have been approved to treat and prevent 
Chikungunya fever, its complications, and sequelae. Therefore, the development of therapeutic 
and preventive medicinal products against Chikungunya virus (CHIKV), including interferon 
inducers, is gaining relevance.
Aim. The authors aimed to study the effectiveness of prophylactic administration of an inter-
feron inducer against CHIKV in an in vitro model.
Materials and methods. The study used two cell lines (Vero and А549), a CHIKV strain 
(Nika2021), and an interferon-inducing medicinal product (double-stranded RNA sodium salt) 
at two doses (250 μg/mL and 500 μg/mL) administered at two schedules: Prevention (4 h prior 
to the virus challenge) and Emergency Prevention (at the time of the virus challenge). The 
authors determined the CHIKV titre by its cytopathogenic effect, the CHIKV RNA content by 
the cycle threshold value in real-time reverse-transcription polymerase chain reaction, and the 
concentration of cytokines using the enzyme immunoassay method. The study monitored the 
changes in CHIKV biological activity, CHIKV RNA levels, and the production of interferon-al-
pha (IFN-α), interferon-gamma (IFN-γ), interleukin-6 (IL-6), and tumour necrosis factor-alpha 
(TNF-α) in cells over time. The statistical analysis of the resulting data used Microsoft Office 
Excel 2016 and StatTech.
Results. The medicinal product at doses of 250 μg/mL and 500 μg/mL stimulated the produc-
tion of both IFN-α and IFN-γ (IFN-α to a greater extent than IFN-γ) in both cell lines (in A549 
to a greater extent than in Vero). The changes in CHIKV RNA levels with time corresponded 
to those of the virus titre. In general, CHIKV RNA levels in Vero cells were significantly higher 
than those in A549 cells (р<0.002 at 250 μg/mL and р<0.0005 at 500 μg/mL). The CHIKV RNA 
content after preventive interferon inducer administration was significantly lower than that in 
the control experiment (challenge without administration of the medicinal product) for both 
doses and both cell lines (р<0.002 for Vero cells; р<0.0003 for А549 cells). The CHIKV RNA con-
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tent after interferon inducer administration as emergency prevention was significantly lower 
than that in the control experiment (р<0.05 for Vero cells; р<0.003 for А549 cells). The study 
demonstrated the efficacy of the interferon inducer against CHIKV and a higher applicability of 
the A549 cell line to studying antiviral activity in vitro. The authors observed the production of 
IL-6 and TNF-α by intact cells of both lines.
Conclusions. According to the results, the studied interferon inducer has a positive antiviral 
effect against CHIKV in vitro, with the antiviral effect degree depending on the cell line used. 
This experimental study demonstrated the need to carefully select the cell line for a study in 
accordance with its objectives and to evaluate the production of cytokines by a monolayer of 
cells before stimulation with viruses and/or medicinal products.
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Введение
Вирус Чикунгунья (ЧИКВ), представитель 

рода Аlphavirus из семейства Togaviridae,  — это 
оболочечный вирус с одноцепочечной РНК по-
ложительной полярности; размер генома при-
близительно составляет 11,8  тыс. нуклеотидов. 
В клетках насекомых альфа-вирусы могут пер-
систентно реплицироваться, в то время как раз-
множение в клетках млекопитающих оказывает 
цитопатический эффект, в результате которого 
происходит драматическое отключение экс-
прессии генов хозяина, что, в свою очередь, 
приводит к супрессии врожденного иммунитета 
[1]. Патогенные альфа-вирусы могут напрямую 
противодействовать антивирусной активности 
клеток, подавляя врожденный (неспецифиче-
ский) иммунитет или препятствуя формирова-
нию адаптивного (специфического) иммуните-
та [2]. Вирусемия в острую фазу заболевания 
сопровождается у пациентов лимфопенией, 
моноцитопенией, нейтрофилией, активацией 
Т-клеточного ответа и выраженной продукци-
ей провоспалительных цитокинов, в том чис-
ле интерферонов (ИФН)  — ИФН-α и ИФН-γ [3]. 
Ключевые клетки для репродукции ЧИКВ — фи-
бробласты, моноциты, макрофаги и эндотели-
альные клетки.

Лихорадка Чикунгунья представляет собой 
острое инфекционное заболевание, которое 
распространяется комарами. У пациентов, ин-
фицированных ЧИКВ, часто развиваются поли-
артралгии и артриты с отечностью суставов и вы-
раженным болевым синдромом. Полиартралгии 
могут сохраняться достаточно долгое время 

после исчезновения других симптомов, вовле-
кая в процесс разные суставы, иногда приводя 
к деструктивным артропатиям. Хронизация па-
тологического процесса при ЧИКВ-инфекции ха-
рактеризуется выраженными персистирующими 
или рецидивирующими болями в мелких суста-
вах конечностей по типу ревматоидного артри-
та и коленях от нескольких месяцев до ряда 
лет, что значительно влияет на качество жизни 
и нередко приводит к длительной утрате трудо-
способности  [4–6]. Нередко при тяжелом тече-
нии заболевания наблюдается неврологическая 
манифестация ЧИКВ-инфекции, вплоть до энце-
фалита, энцефалопатии или развития синдрома 
Гийена — Барре [7].

В последние десятилетия заболевание, вы-
зываемое ЧИКВ, стало глобальной проблемой 
для здравоохранения в более чем 100 стра-
нах Европы, Азии, Африки, Северной и Южной 
Америки, Карибского региона, Океании. 
Отмечено, что, как и все арбовирусы, ЧИКВ в эн-
демичных регионах вызывает спорадические 
вспышки. Однако, попадая в иммунологически 
наивную популяцию, вирус способен иниции-
ровать серьезную эпидемию [8]. Cпособность 
ЧИКВ к внезапному появлению и быстро-
му распространению на территории новых 
регионов требует проведения непрерывного 
и усиленного эпидемиологического мониторин-
га, а также постоянной готовности органов здра-
воохранения к вспышкам лихорадки Чикунгунья. 
Эффективные противовирусные, а также спе-
цифические профилактические препараты 
против ЧИКВ в настоящее время отсутствуют. 
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За полвека после разработки V.R. Harrison и со-
авт. [9] первой вакцины для профилактики лихо-
радки Чикунгунья ни один препарат так и не по-
явился на рынке. Данный факт свидетельствует 
о том, что путь этот по разным причинам непро-
стой.

Наиболее адекватная лабораторная модель 
для экспериментального изучения заболевания, 
вызываемого ЧИКВ, а также терапевтических 
и профилактических препаратов — низшие при-
маты. Их основное преимущество перед дру-
гими лабораторными животными: они  — есте-
ственные хозяева вируса в природе, и патогенез 
заболевания у них имеет в общих чертах такую 
же клиническую картину, как у человека (лихо-
радка, сыпь, вирусемия, продукция ИФН) [10]. 
Для изучения противовирусных препаратов, 
в том числе вакцин для профилактики лихорад-
ки Чикунгунья, широко используют инбредных 
мышей линии C57BL/6. Чем моложе мыши, тем 
чувствительнее они к ЧИКВ. Летальное инфици-
рование ЧИКВ моделируется на сосунках мышей 
C57BL/6, а также на мышах, дефектных по ре-
цептору ИФН-α/β [11–13]. Для скринингового 
изучения противовирусных соединений и пре-
паратов различного происхождения проводят-
ся, ранее доклинических исследований на жи-
вотных, эксперименты in vitro с использованием 
разных клеточных линий. Преимущества таких 
исследований: достаточно быстрое тестирова-
ние противовирусной активности того или ино-
го препарата, оценка цитотоксического эффекта 
используемого соединения и др.

В опубликованном в 2021 г. обзоре V. Battisti 
и соавт. [14] приведены результаты исследований 
in vitro около 100 противовирусных соединений, 
действующих или непосредственно на ЧИКВ, 
или на клетки хозяина. В многочисленных ра-
ботах использовались штаммы разных геноти-
пов ЧИКВ, разные клеточные линии и методы 
оценки. Большинство исследователей применя-
ли клеточную линию Vero для тестирования со-
единений прямого противовирусного действия. 
Однако для соединений, влияющих на факторы 
противовирусной защиты клеток хозяина, дан-
ная клеточная линия почти не использовалась 
[14]. Некоторые препараты и соединения на ли-
нии клеток Vero проявили парадоксальный эф-
фект, демонстрируя положительный результат 
in vivo и при этом отсутствие или негативный эф-
фект in vitro, и наоборот. Данный феномен объ-
ясняется тем, что клетки Vero не продуцируют 
ИФН I  типа, который крайне важен для контро-
ля и предотвращения ЧИКВ-инфекции. Впервые 
генетический дефект данной клеточной линии 
в продукции ИФН был отмечен в конце 1980-х 

годов [15]. Позже проводился структурный ана-
лиз генома клеток Vero, а также сравнительные 
исследования полногеномной структуры разных 
сублиний Vero [16, 17]. Были обнаружены факто-
ры, такие как крупная делеция (≈ 9 Mbp) и потеря 
гомозиготности 12-й хромосомы, характерные 
для четырех сублиний клеток Vero: JCRB0111, 
CCL-81, 76 и E6. Выявленные факторы привели 
к «потере» кластера генов ИФН I типа, а так-
же гена ингибитора циклин-зависимой киназы 
(CDKN2), что, в свою очередь, может частично 
объяснить высокую чувствительность линии 
Vero к различным вирусам.

Критическая роль клеточного иммуните-
та, и прежде всего ИФН  I  типа, для контроля 
и предотвращения ЧИКВ инфекции была пока-
зана ранее [2, 3, 5, 18, 19]. Так, ИФН-α лимитиру-
ет репликацию и диссеминацию ЧИКВ, в то вре-
мя как ИФН-β ограничивает воспалительную 
реакцию и таким образом препятствует разви-
тию патологического процесса [20]. Известно, 
что ЧИКВ, подобно всем альфа-вирусам, спосо-
бен обходить и (или) противодействовать ИФН-
α/β-ответу клеток хозяина [2, 11, 18, 19, 21]. Эти 
факторы влияли на выбор модулирующих им-
мунный ответ препаратов в качестве терапев-
тических средств против ЧИКВ. В большинстве 
исследований, как in  vivo, так и in  vitro, при ис-
пользовании препаратов ИФН противовирус-
ный эффект отмечался только при их профи-
лактическом применении, т.е. при экзогенном 
внесении до момента инфицирования [11, 19, 
22–26]. Интересные исследования проводились 
с применением препарата индуктора интерфе-
ронов  — тилорона, который известен в России 
с 1970-х годов. В кратком сообщении [27] име-
ется информация о положительном результате 
использования индуктора ИФН для подавления 
репликации ЧИКВ in vitro при профилактической 
обработке клеток линии Vero.

С учетом отсутствия специфических препа-
ратов для лечения лихорадки Чикунгунья в на-
стоящей работе был исследован появившийся 
на отечественном рынке препарат индуктора 
интерферонов Радамин®Виро против ЧИКВ 
в модели in vitro с использованием двух клеточ-
ных линий — Vero и А549. Клеточная линия Vero 
(эпителиальные клетки почки африканской зе-
леной мартышки), дефектная по ИФН, а значит, 
высокочувствительная к разным вирусам, широ-
ко используется для экспериментальных задач, 
в частности для изучения ЧИКВ, размножение 
которого сопровождается выраженным цитопа-
тическим эффектом. Клетки линии А549 (клет-
ки карциномы легкого человека) поддержива-
ют устойчивую кинетику размножения ЧИКВ, 
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идеально подходят для изучения эффекта про-
тивовирусных препаратов.

Цель работы — изучение эффективности про-
филактического применения препарата индук-
тора интерферонов против вируса Чикунгунья 
в модели in vitro.

В ходе экспериментов дополнительно прово-
дили оценку влияния используемых клеток (ли-
нии Vero и А549) на репродукцию ЧИКВ, а также 
на результаты применения препарата индуктора 
интерферонов (РНК двуспиральной натриевая 
соль) и цитокиновый баланс.

Материалы и методы
Материалы

Препарат индуктора интерферонов. В соответ-
ствии с инструкцией препарат (Радамин®  Виро, 
АО «Биохимик») представляет собой натриевую 
соль двуспиральной рибонуклеиновой кислоты 
Saccharomyces cerevisiae. Препарат разводили под-
держивающей средой DMEM (ФГАНУ «ФНЦИРИП 
им. М.П. Чумакова РАН», Россия) до концентраций 
500 и 250 мкг/мл.

Клеточные линии Vero и A549. Линия клеток 
Vero получена из банка посевных клеток ФГАНУ 
«ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН». В работе 
использовали линию клеток Vero 145-го пасса-
жа. Линия клеток A549 получена из банка клеток 
ООО «БиолоТ» (Россия). В паспорте данной линии 
отмечено, что клетки экспрессируют рецепторы 
к ИФН. В качестве среды поддержки для обеих 
линий клеток использовали среду DMEM (ФГАНУ 
«ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН», Россия) 
с эмбриональной телячьей сывороткой (ЭТС) 
(Gibco, США): 5% — для клеток линии Vero, 10% — 
для A549. Обе клеточные линии культивировали 
при 37 °С с 5% содержанием СO2 в термостате.

Вирус ЧИКВ. В экспериментах использова-
ли штамм Nika2021. Нуклеотидная последо-
вательность штамма Nika2021 представлена 
в GenBank (№  OQ320495.11). Выделение и пас-
сирование штамма проводили так же, как опи-
сано ранее [28]. В экспериментах доза зараже-
ния ЧИКВ была равной 0,0001 MOI (multiplicity 
of infection  — количество инфекционных доз 
вируса в расчете на одну клетку), что соответ-
ствовало показателю тканевой цитопатической 
дозы, вызывающей гибель 50% клеток, равному 
100 ТЦД50/100 мкл.

Методы
Определение титра вируса Чикунгунья. На ли-

нии клеток Vero в 96-луночных культуральных 
планшетах определяли, как описано ранее 

[28], титр ЧИКВ. Посев клеток в концентра-
ции 3×104 клеток/200  мкл проводили за 48  ч 
до начала титрования. Готовили десятикратные 
разведения вируса от 10–1 до 10–9 в питатель-
ной среде DМЕМ. На одно разведение исполь-
зовали 8 лунок; в каждую вносили по 25  мкл 
каждого разведения вируса и добавляли 
175  мкл поддерживающей питательной среды 
с 2% ЭТС. В контрольные лунки с клетками вно-
сили по 200  мкл питательной среды с 2%  ЭТС. 
Планшеты инкубировали при 37  °С в условиях 
термостата с 5%  содержанием СO2. Результат 
титрования учитывали на 5-е сутки по выражен-
ному цитопатическому действию и рассчитыва-
ли показатель ТЦД50, значение титра вируса вы-
ражали в lg ТЦД50/мл.

Определение содержания РНК ЧИКВ. Проводили 
методами обратной транскрипции (ОТ) и поли-
меразной цепной реакции в реальном времени 
(ПЦР-РВ), как было описано ранее [28]; ПЦР-
РВ  — с использованием оригинальных прайме-
ров и зонда [28]. Амплификация велась на при-
боре «ДТпрайм» (ООО «НПО «ДНК-Технология», 
Россия) по следующей программе: при 95  °С 
в течение 90 с, далее 40 циклов: при 95 °С — 15 с, 
при 55 °С — 40 с. Содержание РНК ЧИКВ оцени-
вали по показателю порогового числа циклов 
ПЦР (Ct), при котором флуоресценция превыша-
ет пороговое значение. Расчет пороговых цик-
лов проводили с использованием программного 
обеспечения к амплификатору «ДТпрайм».

Определение концентраций цитокинов  — ин-
терферонов α и γ, интерлейкина 6 и фактора не-
кроза опухоли α. Проводили определение содер-
жания цитокинов в образцах с использованием 
наборов реагентов (АО «Вектор-Бест», Россия) 
для иммуноферментного определения концен-
трации следующих цитокинов:

–– ИФН-α  — Альфа-Интерферон-ИФА-БЕСТ (кат. 
номер A-8758);

–– ИФН-γ  — Гамма-Интерферон-ИФА-БЕСТ (кат. 
номер A-8752);

–– ИЛ-6 — Интерлейкин-6-ИФА-БЕСТ (кат. номер 
А-8768);

–– ФНО-α  — Альфа-ФНО-ИФА-БЕСТ (кат.  номер 
A-8756).
Реакцию иммуноферментного определения 

концентрации цитокинов и учет результатов 
проводили согласно инструкции производителя 
в трех повторах.

Дизайн исследования
Для оценки эффективности препарата ин-

дуктора интерферонов против ЧИКВ в модели 

1	 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2523173327
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in vitro были проведены (табл. 1): анализ зна-
чений титра ЧИКВ, оценка содержания РНК 
ЧИКВ, определение концентрации ряда цито-
кинов после заражения монослоя клеток Vero 
и А549. Параллельно с предыдущими этапами 
работы проводились контрольные исследо-
вания продукции цитокинов после внесения 
препарата в монослой интактных клеток обе-
их линий; исследования продукции цитоки-
нов, титра ЧИКВ и содержания РНК ЧИКВ по-
сле заражения монослоя клеток обеих линий.

Во всех экспериментах засевали 24-луночные 
планшеты клетками в концентрации 3×104 кле-
ток/200 мкл. После формирования клеточного 
монослоя и удаления из всех лунок культураль-
ной жидкости проводилась основная часть опы-
та: в меньшую часть лунок вносили поддержи-
вающую среду DMEM, в остальные — либо ЧИКВ, 
либо препарат — в зависимости от эксперимента. 
В конце каждого опыта проводили контроль це-
лостности монослоя клеток под микроскопом  — 
через 4, 24, 48, 72 и 96 ч. В эти же сроки отбирали 
образцы культуральной жидкости для определе-
ния целевых показателей эксперимента.

Контрольный опыт «Клетки». Исследовали 
продукцию цитокинов интактными клетками 
Vero и А549. После удаления культуральной 
жидкости из всех 24 лунок со сформировавшим-
ся клеточным монослоем в каждую лунку вно-
сили среду поддержки DMEM — данный момент 
принимали за начало отсчета времени во всех 
экспериментах.

Контрольный опыт «Препарат». Исследовали 
продукцию цитокинов клетками Vero и А549 по-
сле обработки каждой линии препаратом в двух 
разных дозировках (250 и 500 мкг/мл). После об-
щего этапа подготовки к опытам в 20 лунок план-
шета добавляли только препарат, а в оставшиеся 
4 лунки — только среду поддержки для контроля 
состояния клеток. В  указанные сроки отбирали 
образцы культуральной жидкости для определе-
ния концентрации изучаемых цитокинов.

Контрольный опыт «Вирус». Исследовали 
динамику репликации ЧИКВ и продукции ци-
токинов при заражении клеток Vero и А549. 
После общего этапа подготовки к опытам 
в 20  лунок планшета добавляли ЧИКВ в дозе 
100  ТЦД50/100  мкл (0,0001 MOI на клетку), 

Таблица 1. Краткая характеристика экспериментов по оценке эффективности препарата индуктора интерферонов против 
вируса Чикунгунья in vitro
Table 1. Overview of in vitro experiments to evaluate the interferon inducer efficacy against CHIKV

Эксперимент
Experiment

Линия 
клеток
Cell line

ЧИКВ 
CHIKV

Доза, режим введения 
 препарата

Dose, administration schedule

Показатели
Parameters

Основные:
Main:

«Профилактика»
Prevention

Vero, А549 Штамм Nika2021
Nika2021 strain

250 мкг/мл, 500 мкг/мл;  
за 4 часа до заражения
250 µg/mL, 500 µg/mL;
4 hours before infection

1. ИФН-α, -γ, ИЛ-6, ФНО-α
2. Титр ЧИКВ
3. Содержание РНК ЧИКВ
1. IFN-α, IFN-γ, IL-6, TNF-α
2. CHIKV titre
3. CHIKV RNA content

«Экстренная 
профилактика»
Emergency Prevention

Vero, А549 Штамм Nika2021
Nika2021 strain 

250 мкг/мл, 500 мкг/мл;  
одновременно с заражением
250 µg/mL, 500 µg/mL;
simultaneously with infection

1. ИФН-α, -γ, ИЛ-6, ФНО-α
2. Титр ЧИКВ
3. Содержание РНК ЧИКВ
1. IFN-α, IFN-γ, IL-6, TNF-α
2. CHIKV titre
3. CHIKV RNA content

Контрольные:
Control:

«Клетки»
Cells

Vero, А549 Нет
No

Нет
No

ИФН-α, -γ, ИЛ-6, ФНО-α
IFN-α, IFN-γ, IL-6, TNF-α

«Препарат»
Medicinal Product

Vero, А549 Нет
No

250 мкг/мл, 500 мкг/мл
250 µg/mL, 500 µg/mL

ИФН-α, -γ, ИЛ-6, ФНО-α
IFN-α, IFN-γ, IL-6, TNF-α

«Вирус»
Virus

Vero, А549 Штамм Nika2021
Nika2021 strain

Нет
No

1. ИФН-α, ИФН-γ, ИЛ-6, ФНО-α
2. Титр ЧИКВ
3. Содержание РНК ЧИКВ
1. IFN-α, IFN-γ, IL-6, TNF-α
2. CHIKV titre
3. CHIKV RNA content

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. ЧИКВ — вирус Чикунгунья; препарат — РНК двуспиральной натриевая соль; ИФН-α — интерферон α; ИФН-γ — 
интерферон γ; ИЛ-6 — интерлейкин-6; ФНО-α — фактор некроза опухоли α.
Note. CHIKV, Chikungunya virus; medicinal product, double-stranded RNA sodium salt; IFN-α, interferon-alpha; IFN-γ, interferon-
gamma; IL-6, interleukin-6; TNF-α, tumour necrosis factor-alpha.
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а в оставшиеся 4 лунки — только среду поддерж-
ки для контроля состояния клеток без вируса. 
В указанные сроки отбирали образцы вируссо-
держащей культуральной жидкости, в которой 
определяли содержание РНК ЧИКВ методом ОТ-
ПЦР-РВ, концентрацию изучаемых цитокинов, 
а также в клетках Vero — значения титра вируса.

Основной эксперимент «Профилактика». 
Исследовали влияние препарата на репликацию 
ЧИКВ в клетках Vero и А549 при «профилактиче-
ском» введении препарата (за 4 ч до заражения 
ЧИКВ). После общего этапа подготовки к опытам 
в 16 лунок планшета  №  1 добавляли препарат 
в концентрации 250 мкг/мл, а в 8 лунок — среду 
поддержки: 4 лунки — для контроля клеток, 4 — 
для контроля вируса. Параллельно в 16 лунок 
планшета № 2 добавляли препарат в концентра-
ции 500 мкг/мл, а в 8 лунок — среду поддержки 
(4 лунки — для контроля клеток, 4 — для контро-
ля вируса). Через 4 ч во все лунки, кроме четырех 
лунок для контроля клеток, добавляли ЧИКВ 
в дозе 100 ТЦД50/100мкл (0,0001 MOI на клетку). 
В указанные сроки отбирали образцы вируссо-
держащей культуральной жидкости, в которой 
определяли содержание РНК ЧИКВ методом ОТ-
ПЦР-РВ, концентрацию изучаемых цитокинов, 
а также в клетках Vero — значения титра вируса.

Основной эксперимент «Экстренная профи-
лактика». Исследовали влияние препарата 
на репликацию ЧИКВ в клетках линий Vero 
и A549 при одновременном внесении препарата 
и вируса. После общего этапа подготовки к опы-
там в 16 лунок планшета № 1 добавляли препа-
рат в концентрации 250 мкг/мл, а в 16 лунок план-
шета № 2 — в концентрации 500 мкг/мл. В 8 лунок 
каждого планшета добавляли среду поддержки 
(4 лунки — для контроля клеток, 4 — для контро-
ля вируса). Одновременно с внесением препа-
рата во все лунки планшетов № 1 и 2 (кроме лу-
нок для контроля клеток) вносили ЧИКВ в дозе 
100 ТЦД50/100 мкл (0,0001 MOI на клетку). В ука-
занные сроки отбирали образцы вируссодержа-
щей культуральной жидкости, в которой опре-
деляли содержание РНК методом ОТ-ПЦР-РВ, 
концентрацию изучаемых цитокинов, а также 
в клетках Vero — значения титра вируса.

Применение препарата в режиме «Лечение» 
(после заражения) не проводили, так как, по дан-
ным литературы, применение препаратов ИФН, 
как синтетических, так и натуральных, in  vitro 
и in vivo после инфицирования ЧИКВ значимого 
эффекта не приносило [9, 22–26].

Статистический анализ. Полученные данные 
обрабатывали с  использованием стандартного 

пакета программ Microsoft Office Excel 2016, 
а также пакета программ StatTech2. Значения 
титров ЧИКВ представлены в виде среднего 
геометрического значения и стандартного от-
клонения от среднего значения. Концентрация 
цитокинов и РНК ЧИКВ в методе ОТ-ПЦР-РВ 
представлена как среднее арифметическое зна-
чение и стандартное отклонение. При малой 
выборке в группе (n≤3) достоверность различий 
сравниваемых величин оценивали с помощью 
непарного t-критерия Стьюдента. Сравнения 
проводили между максимальными значениями 
соответствующих показателей; для метода ОТ-
ПЦР-РВ  — между минимальными значениями. 
Различия считали статистически достоверны-
ми при уровне значимости р<0,05. Корреляцию 
между показателями оценивали с помощью ко-
эффициента Пирсона (r).

Результаты и обсуждение
Сравнение динамики репликации вируса 
Чикунгунья в линиях клеток Vero и А549

Сравнение проводили на основе полученных 
данных  — значений биологического титра ви-
руса (выраженное в lg ТЦД50/мл) и содержания 
РНК ЧИКВ (выраженное через Ct ).

В контрольном опыте «Клетки» клеточный 
монослой линий Vero и A549 в динамике и в ко-
нечной точке (через 96 ч) не имел признаков ци-
топатического поражения.

На рисунке 1 представлена динамика актив-
ности ЧИКВ, определяемой по значению титров 
вируса, в клетках обеих линий в контрольном 
опыте «Вирус», а также в основных экспери-
ментах.

В целом, репликация ЧИКВ в линии клеток 
Vero через 48 ч превосходила таковую в линии 
клеток А549 во всех экспериментах (р<0,05), 
а через 96 ч разница в значениях титров ЧИКВ 
между линиями клеток стала еще более выра-
женной (р<0,002). При использовании препарата 
в обеих дозах в режиме «Профилактика» значе-
ние титра ЧИКВ через 48 ч было ниже в обеих 
линиях клеток относительно контроля, и эта 
разница сохранялась до конца эксперимента, 
хотя и менее выраженно (р<0,05 для линии Vero, 
р<0,02 для линии А549).

Применение препарата в обеих дозах 
(250 и 500  мкг/мл) в режиме «Экстренная про-
филактика» приводило к достоверной разнице 
в значениях титра ЧИКВ в обеих линиях кле-
ток через 48  ч относительно контроля (р<0,05 
для линии Vero, р<0,02 для линии А549). Однако 
уже к 72-му часу разница между контролем 

2	 https://stattech.ru
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и основным экспериментом в линии клеток Vero 
исчезала, а через 96 ч разница в значениях тит-
ров ЧИКВ между контролем и основным экспе-
риментом была недостоверна и в линии клеток 
А549 (р>0,05). При сравнении титра ЧИКВ в клет-
ках при использовании препарата в одном и том 
же режиме, но в разных дозах, статистическая 
разница отсутствовала (р>0,05).

На рисунке  2 представлена динамика коли-
чества РНК ЧИКВ в линиях клеток Vero и А549, 
определяемого методом ОТ-ПЦР-РВ по пока-
зателю порогового цикла флуоресценции (Ct) 
в указанные часы наблюдения.

Содержание вирусной РНК в динамике 
во всех экспериментах по данным ОТ-ПЦР-РВ 
коррелировало со значениями титра вируса, 
коэффициент корреляции r для линий клеток 
Vero и А549: –0,98 и –0,96 соответственно. 
Динамика содержания РНК ЧИКВ соответство-
вала динамике значений титра вируса в клет-
ках. В целом, содержание РНК ЧИКВ в линии 
клеток Vero было значительно выше, чем в ли-
нии клеток А549 (р<0,002 при дозировке пре-
парата 250  мкг/мл, р<0,0005 при дозировке 
препарата 500  мкг/мл), во всех эксперимен-
тах. Через 96  ч в обеих линиях клеток в экс-
перименте «Профилактика» содержание РНК 
ЧИКВ было значительно ниже относительно 
контрольного опыта «Вирус» (р<0,002 для ли-
нии Vero, р<0,0003 для линии А549).

При применении препарата в режиме 
«Экстренная профилактика» содержание РНК 
ЧИКВ через 96 ч было статистически ниже от-
носительно значений в контрольном опыте 
«Вирус» (р<0,05 для линии Vero, р<0,003 для ли-
нии А549), хоть и менее значимо, чем в режиме 
«Профилактика». Статистическая разница меж-
ду результатами применения препарата в двух 
режимах в одной и той же линии клеток была 
недостоверна (р>0,05). При сравнении значений 
титра ЧИКВ в клетках после применения препа-
рата в одном и том же режиме, но в разных дозах, 
статистическая разница отсутствовала (р>0,05).

Следует отметить, что содержание РНК ЧИКВ 
(по результатам ОТ-ПЦР-РВ) оказалось более 
наглядным показателем и позволило статисти-
чески подтвердить положительное влияние 
препарата. Данный феномен не был выявлен 
при определении титра ЧИКВ в культуре клеток. 
Учитывая тесную корреляцию между результа-
тами двух методов, можно оценить метод ОТ-
ПЦР-РВ как более чувствительный.

Сравнение динамики продукции цитокинов 
в клеточных линиях Vero и А549

На рисунках 3–6 представлена динамика про-
дукции изученных цитокинов в обеих линиях 
клеток. В целом, препарат стимулировал про-
дукцию ИФН (рис. 3–4): в большем количестве — 
ИФН-α, в меньшем — ИФН-γ; в большей степени 
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Рис. 1. Динамика активности ЧИКВ в линиях клеток Vero (А) и А549 (В), определяемая методом титрования. Данные пред-
ставлены в виде lg ТЦД50/мл как М±m.

Fig. 1. Time course of CHIKV activity in Vero (A) and A549 (B) cell lines, tested by titration. Data are presented as log10 TCID50/mL (М±m).

А B

«Вирус» / Virus
«Профилактика», 250 мкг / Prevention, 250 µg
«Профилактика», 500 мкг / Prevention, 500 µg
«Экстренная профилактика», 250 мкг / Emergency Prevention, 250 µg
«Экстренная профилактика», 500 мкг / Emergency Prevention, 500 µg

Эксперимент, дозировка препарата:
Experiment, dose:
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при дозе 500 мкг/мл, в меньшей  — при дозе 
250  мкг/мл;  в большем количестве  — в линии 
клеток А549, в меньшем — в линии Vero.

Прямой корреляции между активностью 
ЧИКВ и содержанием РНК ЧИКВ с продукцией 
ИФН, как α, так и γ, не выявлено.

Продукция интерферона-γ. На рисунке 3 отра-
жена динамика продукции ИФН-γ в линии клеток 
А549. В линии клеток Vero в контроле «Вирус» 
и в обоих основных экспериментах ИФН-γ 
не определялся на всем протяжении наблюде-
ния, а в контроле «Препарат» были зарегистри-
рованы минимальные концентрации данно-
го цитокина при дозировках 250 и  500  мкг/мл 
(1,8±0,2  и  1,6±0,2  пг/мл соответственно) лишь 
однократно в точке «48  ч» (р>0,05). В обоих 
контрольных экспериментах «Клетки» ИФН-γ 
не определялся на всем протяжении наблюдения.

В контрольных опытах в линии клеток 
А549 наблюдения за содержанием ИФН-γ пока-
зали следующее: «Вирус» — цитокин обнаружен 
однократно через 48 ч после заражения (рис. 3); 
«Препарат» — выявлен в максимальных концен-
трациях уже через 24  ч, его содержание было 
достоверно выше при дозировке препарата 
500 мкг/мл (р<0,005), чем при 250 мкг/мл.

В  основных экспериментах в линии кле-
ток А549 наличие ИФН-γ отмечено через 4  ч. 

Максимальный уровень ИФН-γ при введении 
препарата в дозе 250  мкг/мл в обоих режи-
мах (за 4 ч до заражения и одновременно с ним) 
практически не отличался от такового в контро-
ле «Вирус» (р>0,05). Однако при введении пре-
парата в дозе 500 мкг/мл максимальный уровень 
ИФН-γ в линии клеток А549 при обоих режи-
мах применения оказался достоверно выше, 
чем в контроле «Вирус» (р<0,01). При режиме 
«Экстренная профилактика» через 96  ч ИФН-γ 
практически не определялся в линии клеток 
А549. На концентрацию ИФН-γ доза препарата 
оказывала более сильное влияние, чем режим.

Продукция интерферона-α. В контрольных 
опытах «Препарат» максимальные значения 
ИФН-α отмечены в обеих линиях клеток через 4 ч, 
статистически продукция цитокина в линии кле-
ток А549 была выше (р<0,002 для обеих доз пре-
парата) относительно линии клеток Vero. В дина-
мике продукция ИФН-α значительно снижалась, 
однако оставалась выше уровня, пройденного 
в точке «2  ч» (р<0,005 для обеих линий кле-
ток). В основных экспериментах концентрация 
ИФН-α в максимальных значениях в линии кле-
ток Vero (рис. 4 А) была статистически ниже, чем 
в контрольном опыте «Препарат» (р<0,003 для ре-
жима «Профилактика» и р<0,001 для режима 
«Экстренная профилактика»). Концентрации 
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Рис. 2. Динамика содержания РНК ЧИКВ в линиях клеток Vero (А) и А549 (В), определяемой методом ОТ-ПЦР-РВ по показа-
телю порогового цикла флуоресценции (Ct ). Данные представлены в виде М±m.

Fig. 2. Time course of CHIKV RNA levels in Vero (А) and A549 (В) cell lines, tested by real-time RT-PCR using the fluorescence cycle 
threshold (Ct ). Data are presented as M±m.
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«Профилактика», 250 мкг / Prevention, 250 µg
«Профилактика», 500 мкг / Prevention, 500 µg
«Экстренная профилактика», 250 мкг / Emergency Prevention, 250 µg
«Экстренная профилактика», 500 мкг / Emergency Prevention, 500 µg

Эксперимент, дозировка препарата:
Experiment, dose:
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ИФН-α в линии клеток Vero были статистически 
ниже относительно соответствующих концен-
траций в линии клеток А549 (р<0,001 для обо-
их режимов применения препарата). Продукция 
ИФН-α в линии клеток А549 только при режиме 

«Экстренная профилактика» была ниже, чем 
в контроле «Препарат» (р<0,001), но неожидан-
но также ниже, чем в контроле «Вирус» (р<0,005). 
В исследовании «Профилактика» продукция 
ИФН-α существенно превосходила таковую 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 4. Динамика продукции ИФН-α в линиях клеток Vero (А) и А549 (В), определяемого методом иммуноферментного ана-
лиза. Данные представлены в виде М±m. Продукция ИФН-α отсутствовала на всем протяжении наблюдения: в контрольных 
опытах «Клетки» (в линиях Vero и А549) и «Вирус» (в линии Vero).

Fig. 4. Time course of IFN-α production by Vero (A) and A549 (B) cells, tested by enzyme immunoassay. Data are presented as 
M±m. No IFN-α production was observed in the Cells control experiments (both Vero and А549 cell lines) and in the Virus control 
experiment (Vero cell line).

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Динамика продукции ИФН-γ в линии клеток А549, определяемого методом иммуноферментного анализа. Данные 
представлены как М±m.

Fig. 3. Time course of IFN-γ production by A549 cells, tested by enzyme immunoassay. Data are presented as М±m.
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в контрольных опытах «Вирус» (р<0,001) и была 
близка к значениям, полученным в контрольном 
исследовании «Препарат» для соответствующих 
доз. Влияние на продукцию ИФН-α режима при-
менения и доз препарата при его профилакти-
ческом введении было очевидным, что проде-
монстрировано на рис. 4 для обеих линий клеток.

Продукция фактора некроза опухоли α. 
Максимальные значения концентрации ФНО-α 
зафиксированы в конце периода наблюдения 
во всех экспериментах для обеих линий клеток. 
В контрольном опыте «Клетки» в линии А549 про-
дукция ФНО-α была обнаружена только в точке 
«9 ч» в отличие от линии клеток Vero, в которых 
продукция была отмечена уже через 24 ч (рис. 5). 
При сравнении значений концентраций ФНО-α 
в контрольном исследовании «Вирус» статисти-
чески достоверного различия между данными 
показателями для линий А549 и Vero не выявле-
но. Однако был отмечен более высокий уровень 
продукции этого цитокина в линии клеток Vero 
относительно такового в линии А549 в основных 
экспериментах (р<0,002 при дозировке препа-
рата 250 мкг/мл, р<0,0005 при дозировке препа-
рата 500 мкг/мл). Продукция ФНО-α в линии кле-
ток Vero в основных экспериментах оказалась 

выше, чем в контрольном исследовании «Вирус» 
(рис. 5 А), но статистически разница была досто-
верна только в эксперименте «Экстренная про-
филактика» (р<0,05).

Аналогичная динамика продукции 
ФНО-α наблюдалась в линии клеток А549, 
но только для режима применения препарата 
«Экстренная профилактика» (р<0,01), а вот 
для режима «Профилактика» отмечалась тен-
денция к снижению продукции ФНО-α относи-
тельно контроля «Вирус», но разница была ста-
тистически значима только в случае введения 
дозы препарата 500 мкг/мл (р<0,05). Выявлена 
сильная прямая корреляция между содержани-
ем ФНО-α и титром ЧИКВ в клетках (r от 0,95 
до 0,83), а также сильная обратная корреляция 
с содержанием РНК ЧИКВ (r от –0,97 до –0,81) 
в обеих линиях клеток во всех экспериментах 
с заражением ЧИКВ.

Продукция интерлейкина-6. В контрольном ис-
следовании «Клетки» концентрация ИЛ-6 была 
статистически выше (р<0,002) в клетках Vero 
на всем протяжении эксперимента, с максималь-
ными значениями через 96  ч (р<0,005) (рис. 6). 
В контрольном опыте «Препарат» (по сравнению 
с контрольным опытом «Клетки») продукция 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 5. Динамика продукции ФНО-α в линиях клеток Vero (А) и А549 (В), определяемого методом иммуноферментного анали-
за. Данные представлены в виде М±m. В контрольном опыте «Препарат» в обеих линиях клеток ФНО-α определялся только 
в точке «96 ч» в тех же концентрациях, что и в контрольном опыте «Клетки» (р>0,05).

Fig. 5. Time course of TFN-α production by Vero (А) and A549 (В) cells, tested by enzyme immunoassay. Data are presented as M±m. 
TFN-α was observed in both cell lines in the Medicinal Product control experiments only at the time point of 96 h at the same 
concentrations as in the Cells control experiment (р>0.05).
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ИЛ-6 достоверно снизилась (р<0,0005) в обеих 
линиях клеток и в случае обеих доз препарата. 
Так, в клетках Vero продукция ИЛ-6 снизилась 
в 6 раз, а в клетках А549 — в 3 раза.

Продукция ИЛ-6 в основных экспериментах 
была статистически ниже, чем в контрольном 
исследовании «Вирус», как в линии Vero, так 
и в линии А549 (р<0,01 и р<0,001 соответственно). 
Значительнее всего продукция ИЛ-6 была сни-
жена по сравнению с показателем контрольного 
опыта «Вирус» в эксперименте «Профилактика» 
при введении дозы препарата 500 мкг/мл в ли-
нии клеток и Vero, и А549 (р<0,003 и р<0,0003 
соответственно). Была выявлена сильная пря-
мая корреляция между значениями содержания 
ИЛ-6 и титра ЧИКВ в клетках (r от 0,92 до 0,83), 
а также сильная обратная корреляция с содер-
жанием РНК ЧИКВ (r от –0,97 до –0,85) в обеих 
линиях клеток во всех экспериментах с зараже-
нием ЧИКВ.

Обсуждение
Выраженный тропизм вируса к  разным клет-

кам и  тканям определяет достаточно широкий 
спектр клинических симптомов ЧИКВ-инфекции 
у человека. Тропизм ЧИКВ к разным линиям кле-
ток проявляется в виде устойчивой репликации 

вируса in vitro. Широко и традиционно использу-
емые для доклинических исследований клетки 
линии Vero не продуцируют ИФН I типа за счет 
потери кластера генов ИФН I типа [16, 17] и яв-
ляются дефектными по продукции ИФН α-1/13, 
α-2, α-4, α-6, α-8, α-14, α-17, α-21, β-1 и ω-1 [16]. 
Данный феномен позволяет использовать ли-
нию клеток Vero для наработки вирусов, а также 
для изучения in  vitro прямого противовирусно-
го действия тех или иных препаратов, в нашем 
исследовании  — против ЧИКВ. Однако ранее 
E.J.  Franco и  соавт. показали, что чувствитель-
ность ЧИКВ к  противовирусным препаратам 
in  vitro меняется в широких пределах в зави-
симости от использованной клеточной линии 
[24]. Обнаруженная особенность подчеркивает 
необходимость более тщательного выбора ли-
нии клеток в зависимости от цели исследования, 
что особенно важно в доклинических исследо-
ваниях противовирусных препаратов. В настоя-
щем исследовании в контрольных опытах была 
продемонстрирована дефектность клеток ли-
нии Vero (по продукции ИФН), которая в значи-
тельной степени повлияла на активность ЧИКВ — 
она ожидаемо оказалась существенно выше 
в данной клеточной линии. К тому же влияние 
препарата Радамин®Виро на продукцию ИФН-γ 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 6. Динамика продукции ИЛ-6 в линиях клеток Vero (А) и А549 (В), определяемого методом иммуноферментного анализа. 
Данные представлены в виде М±m.

Fig. 6. Time course of IL-6 production by Vero (А) and A549 (В) cells, tested by enzyme immunoassay. Data are presented as M±m.
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было выявлено и статистически подтверждено 
только в линии клеток А549.

При помощи метода ОТ-ПЦР-РВ разница 
в эффектах применения препарата в разных 
режимах была подтверждена статистически. 
Можно сделать вывод, что клеточная линия 
А549 обладает объективным преимуществом 
(относительно линии Vero) для изучения влия-
ния препарата индуктора ИФН на противови-
русные факторы клеток при заражении ЧИКВ. 
Следует подчеркнуть, что, по данным монито-
ринга титра ЧИКВ в клетках, преимущество ре-
жима «Профилактика» не было убедительным 
по сравнению с экстренной профилактикой. 
Представляется оправданным применение двух 
методов контроля активности вируса при изуче-
нии эффективности противовирусных препара-
тов in vitro.

В настоящем исследовании и некоторых дру-
гих работах  [23, 24, 26] отмечается определен-
ный эффект применения экзогенного ИФН про-
тив ЧИКВ-инфекции in vitro в линии клеток Vero. 
Однако эффект был кратковременным и отме-
чался исключительно при внесении больших, 
сверхтерапевтических доз препаратов [23, 24, 
26]. Клетки линии Vero обладают рецептора-
ми к ИФН и, следовательно, могут реагировать 
на экзогенное внесение ИФН [16]. Можно пред-
положить, что если в опытах использовать не де-
фектную по ИФН линию клеток, например А549, 
то возможно обнаружить эффект и от обыч-
ных, терапевтических доз ИФН. Так, E.J. Franco 
и соавт. показали, что ИФН-α в дозе 10 МЕ/мл 
и более значительно снижал репликацию ЧИКВ 
в клетках А549, что не наблюдалось в клетках 
Vero [24].

Исследуемый препарат индуктора ИФН 
Радамин®Виро  — по сути аналог препарата 
Ридостин (ООО «Диафарм», Россия) и так же 
представляет собой натриевую соль двуспираль-
ной рибонуклеиновой кислоты (дсРНК), выде-
ленную из S. serevisiae. Механизм индукции ИФН 
дсРНК природного происхождения или синтети-
ческими полинуклеотидами в целом совпадает 
с процессами, происходящими при индукции 
ИФН вирусами. Изначально происходит связы-
вание индуктора ИФН на рецепторах чувстви-
тельных к данному индуктору клеток, далее 
инициируется проникновение индуктора внутрь 
клетки, в результате начинается экспрессия 
интерферон-стимулированных генов (ИСГ), их 
транскрипция, синтез мРНК-ИФН, трансляция 
и собственно продукция ИФН [29]. Таким об-
разом, при введении в организм дсРНК стиму-
лирует образование эндогенных ИФН-α, ИФН-β 
и ИФН-γ, важнейших цитокинов иммунного 

ответа, которые индуцируют дифференциров-
ку миелоидных клеток, стимулируют фагоцитоз 
нейтрофилов и макрофагов, активируют нату-
ральные киллеры, усиливают Т-хелперный ответ 
Тh1-типа и таким образом запускают врожден-
ный и адаптивный иммунный ответ. Влияние ри-
достина как препарата индуктора ИФН на транс-
крипцию генов семейства ИФН в фибробластах 
и ​​лимфоцитах человека было изучено ранее 
с помощью количественной ПЦР-РВ, что прояви-
лось в увеличении транскрипции генов ИФН-β, 
олигоаденилатсинтетазы и дсРНК-зависимой   
протеинкиназы [30].

В наших экспериментах Радамин®Виро ока-
зал выраженное стимулирующее действие 
на продукцию ИФН-α и более слабое воздей-
ствие на продукцию ИФН-γ, что, прежде всего, 
было подтверждено результатами контроль-
ных экспериментов в интактных клетках. 
Опосредованное противовирусное действие 
препарата было подтверждено двумя методами 
в основных экспериментах. Данное воздействие 
было временным при однократном применении 
препарата. Влияние препарата было подтвер-
ждено в контрольном эксперименте только в ли-
нии клеток А549.

Предполагается, что действие препарата 
индуктора ИФН не ограничивается только ин-
дукцией ИФН, но может также предотвратить 
и (или) восстановить вызываемые вирусами 
нарушения в цитокиновой сети [31]. Вероятно, 
в настоящей работе впервые эксперименталь-
но исследовалось влияние Радамина®Виро 
на продукцию in  vitro, кроме ИФН, таких ци-
токинов как ФНО-α и ИЛ-6. Продукция цито-
кинов в процессе жизнедеятельности клеток 
в состоянии монослоя была подтверждена в на-
ших экспериментах продукцией ИЛ-6 и ФНО-α. 
Более того, концентрации данных цитокинов 
отличались между линиями клеток. Данный 
феномен следует принимать во внимание 
при исследовании in vitro цитокинового балан-
са в клетках под воздействием вирусов или тех 
или иных препаратов. Более того, спектр изу-
чения исходной продукции цитокинов, кото-
рый, безусловно, будет зависеть от используе-
мой линии, должен быть достаточно широким. 
После однократного введения препарата про-
дукция ФНО-α была подавлена на некоторое 
время, а продукция ИЛ-6 была значительно 
снижена до конца эксперимента в обеих лини-
ях клеток относительно таковой в контрольных 
опытах «Вирус». Данный феномен можно рас-
ценить как смещение баланса в цитокиновой 
сети в сторону продукции ИФН при стимулиру-
ющем влиянии индуктора ИФН на ИСГ.
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Как и все альфа-вирусы, ЧИКВ в клетках мле-
копитающих в основном вызывает драматиче-
ское отключение экспрессии генов хозяина, 
что приводит к супрессии врожденного имму-
нитета [1]. Ранее было показано, что, как только 
ЧИКВ начинает размножаться, его резистент-
ность к экзогенному применению ИФН I и II ти-
пов препятствует их эффективности [2, 11]. 
После инфицирования ЧИКВ применение пре-
паратов ИФН, как синтетических, так и на-
туральных, in  vitro или на лабораторных жи-
вотных значимого эффекта не приносило [11, 
22–26]. Исследования C. Schilte и соавт. показа-
ли, что прямой противовирусный эффект ИФН 
I типа при ЧИКВ-инфицировании реализуется 
через индукцию одного или нескольких ИСГ 
[18]. На сегодняшний день насчитывается бо-
лее 300 ИСГ. Известно, что ИФН-λ, как и ИФН-
α/β, индуцируют практически одни и те же 
группы ИСГ [32].

M.  Plotnikova и  соавт. [26] проведены ин-
тересные исследования, в которых изучалась 
противовирусная активность рекомбинантно-
го ИФН-λ. Подавление репликации ЧИКВ было 
продемонстрировано только при превентивном 
применении больших доз рекомбинантного че-
ловеческого ИФН-λ, также была отмечена опре-
деленная «провокация» репликации ЧИКВ в слу-
чае применения рекомбинантного ИФН-λ сразу 
после заражения линии клеток Vero [26]. Можно 
предположить конкуренцию и (или) антагонизм 
между ЧИКВ и препаратами индукторов ИФН 
(или ИФН) в борьбе за те или иные ИСГ. Исходя 
из этого предположения можно объяснить мень-
ший эффект от введения препарата в режиме 
«Экстренная профилактика» (одновременно 
с заражением) в нашем исследовании, а также 
практически отсутствие эффекта при примене-
нии препаратов ИФН и индукторов ИФН в каче-
стве терапевтического средства [11, 22–26].

Ранее были опубликованы краткие результа-
ты экспериментов in  vitro, в которых еще один 
препарат индукторов ИФН  — тилорон проде-
монстрировал эффективность в профилак-
тическом режиме применения против ЧИКВ 
[27]. В настоящих исследованиях применение 

препарата в режиме «Профилактика» (до зара-
жения) имело выраженное преимущество, одна-
ко и в режиме «Экстренная профилактика» пре-
парат позволял сдерживать репликацию ЧИКВ 
и влиять на баланс цитокинов. Следует подчерк-
нуть, что в наших исследованиях Радамин®Виро 
применяли однократно.

Учитывая положительные результаты про-
веденных исследований и демонстративное 
преимущество линии клеток А549, далее пла-
нируется продолжить изучение эффективно-
сти препарата в линии клеток А549 с двукрат-
ным применением и в комбинации режимов 
«Профилактика — Лечение» и «Экстренная про-
филактика  — Лечение» с целью поддержания 
продукции ИФН в течение всего периода ин-
фицирования ЧИКВ. Также можно исследовать 
эффективность препарата в режиме «Лечение» 
на линии клеток А549 и расширить спектр изу-
чаемых цитокинов.

Заключение
В результате экспериментальной работы об-

наружен положительный противовирусный эф-
фект превентивного применения препарата ин-
дуктора ИФН против вируса Чикунгунья in vitro, 
который был получен не только за счет стиму-
лирования продукции цитокинов, прежде всего 
ИФН, но и за счет опосредованного влияния 
на уровень содержания ФНО-α и ИЛ-6.

Полученные данные свидетельствуют 
о преимуществе использования линии клеток 
А549 (относительно традиционно применяемой 
линии клеток Vero) для изучения противовирус-
ного влияния препарата индуктора ИФН.

Продукция некоторых видов цитокинов 
в процессе жизнедеятельности клеток в моно-
слое, выявленная в нашем эксперименте, обу-
словливает необходимость изучения исходной 
картины цитокинового баланса в разных линиях 
клеток in vitro.

Дальнейшие исследования подбора опти-
мальной схемы применения индуктора ИФН про-
тив вируса Чикунгунья планируется проводить 
с использованием линии клеток А549 и расши-
рением спектра изучаемых цитокинов.
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