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Резюм е. Грипп является острой респираторной вирусной инфекцией, представляющей важную проблему для 

здравоохранения. Ежегодно грипп вызывает эпидемии, приводящие к повышению заболеваемости и смертности 

во всех регионах земного шара. Благодаря сегментарной организации генома и низкой точности его репликации 

вирус гриппа способен к ускользанию от иммунного ответа хозяина (антигенный дрейф), а также к селекции 

лекарственно-устойчивых вариантов. Это вызывает необходимость постоянного мониторинга за чувствитель-

ностью вирусных изолятов к противовирусным препаратам и разработке новых этиотропных противовирусных 

средств, имеющих альтернативные мишени и механизмы активности. Целью настоящего исследования была 

характеристика новых производных аминобензимидазола как протективных средств при летальной гриппоз-

ной инфекции у белых мышей. Эффективность соединений была оценена по их способности снижать специфи-

ческую смертность животных в ходе летальной гриппозной пневмонии, вызванной вирусом гриппа A/Puerto 

Rico/8/34 (H1N1), повышать продолжительность жизни животных, а также нормализовать морфологическую 

структуру ткани легких по сравнению с группой плацебо. Для всех изученных соединений было показано сни-

жение специфической смертности животных (от 20 до 60%). При этом препарат сравнения (осельтамивир фос-

фат) снижал смертность мышей на 80%. Наибольшие показатели протективной активности имело производное 

бензимидазола 2519, применение которого снижало гибель животных на 60% и повышало среднюю продолжи-

тельность их жизни на 1,6 сут по сравнению с контрольной группой. Морфологический анализ показал, что 

активность производного 2519 проявлялась в нормализации морфологической структуры ткани легких в ходе 
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гриппозной пневмонии. На 5 сут после инфицирования клетки бронхиального эпителия выглядели сохранны-

ми, в отличие от разрушенных клеток с многочисленными вирусными включениями у контрольных животных. 

Сами очаги воспаления занимали меньшую по сравнению с контролем площадь. При этом корреляция между 

ранее полученными данными о вирусингибирующем действии этих соединений in vitro и данными, получен-

ными на животных, отсутствовала. Это позволяет говорить о том, что несмотря на наличие прямой противо-

вирусной активности, выявляемой в опытах in vitro, протективные свойства изученных аминобензимидазолов 

на животных обусловлены, помимо этиотропного эффекта, другими, патогенетическими, факторами. Таким 

образом, аминопроизводные бензимидазола следует рассматривать как соединения, перспективные для даль-

нейшей разработки и внедрения в качестве противогриппозных средств.

Ключевые слова: грипп, гриппозная инфекция, химиотерапия, производные бензимидазола, противовирусные средства, 

активность in vivo.
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Abstract. Influenza is an acute respiratory viral infection, which represents an important health problem. Every year, influenza 

causes epidemics and pandemics, leading to increase in morbidity and mortality in all regions of the globe. Due to the segmen-

tal organization of the genome and low accuracy of its replication, the influenza virus is capable of escaping the host’s immune 

response (antigenic drift), as well as the selection of drug-resistant variants. This calls for constant monitoring of the sensiti-

vity of viral isolates to antiviral drugs and the development of new etiotropic antiviral agents that have alternative targets and 

mechanisms of activity. The purpose of this study was to characterize the new aminobenzimidazole derivatives as protective 

agents in lethal influenza infection in white mice. The efficacy of the compounds was assessed by their ability to reduce specific 

mortality of animals in the course of lethal influenza pneumonia caused by the influenza A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) virus, 

increase the life duration of animals, and normalize the morphological structure of lung tissue comparing to the placebo group. 

For all the compounds studied, a decrease in the specific mortality of animals (from 20 to 60%) has been shown. The refe-

rence drug (oseltamivir phosphate) reduced the mortality of mice by 80%. The benzimidazole derivative 2519 demonstrated 

the highest indices of protective activity, its use reduced the mortality of animals by 60% and increased their mean day of death 

by 1.6 days in comparison with the control group. Morphological analysis showed that the activity of derivative 2519 was mani-

fested in the normalization of the morphological structure of lung tissue in the course of influenza pneumonia. On day 5 after 

infection, the cells of the bronchial epithelium looked intact, in contrast to destroyed cells with numerous viral inclusions 

in control animals. The foci of inflammation themselves occupied a smaller area compared to the control. At the same time, 

there was no correlation between the previously obtained data on the virus-inhibiting effect of these compounds in vitro and 

the data obtained in animals. This suggests that despite the presence of direct antiviral activity detected previously in in vitro 

experiments, the protective properties of the studied aminobenzimidazoles on animals are caused, in addition to the etiotropic 

effect, by other pathogenetic factors. In conclusion, amino derivatives of benzimidazole should be considered as compounds 

that are promising for further development and introduction as an anti-influenza agents.

Key words: influenza, influenza infection, chemotherapy, benzimidazole derivatives, antivirals, activity in vivo.

Введение

Грипп является острой респираторной ви-

русной инфекцией, представляющей важную 

проблему для здравоохранения. Ежегодно грипп 

вызывает эпидемии, приводящие к повышению 

заболеваемости и смертности во всех регионах 

земного шара [6]. Благодаря специфической 

организации генома и низкой точности его ре-

пликации вирус гриппа способен к ускольза-

нию от иммунного ответа хозяина (антигенный 

дрейф), а также к селекции лекарственно-устой-

чивых вариантов. Это вызывает необходимость 

постоянного мониторинга за антигенными 

свойствами циркулирующих штаммов и обнов-

ления штаммового состава вакцин. Кроме того, 

важной составной частью системы мониторинга 

за гриппом является контроль чувствительности 

вирусных изолятов к противовирусным препа-

ратам [17].
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Для профилактики и лечения гриппа при-

меняются противовирусные препараты четырех 

групп. Производные адамантана — амантадин 

и ремантадин — блокируют активность вирус-

ного протонного канала M2 [4, 15]. Ингибиторы 

нейраминидазы — зарегистрированные в Рос сии 

осельтамивир (Тамифлю) и занамивир (Реленца), 

а также используемые в США и Япо нии перами-

вир (Рапиваб) и ланинамивир (Ина вир), угнетают 

активность вирусного фермента нейраминидазы, 

блокируя тем самым процесс почкования вирио-

нов потомства от плазматической мембраны [8]. 

Ингибиторы вирусной РНК-зависимой РНК-

полимеразы рибавирин и фавипиравир (T-705) 

индуцируют летальный мутагенез при транс-

крипции и репликации вирусного генома, приво-

дя к формированию неинфекционного вирусного 

потомства [12]. Арбидол (умифеновир) ингибиру-

ет фузогенную активность вирусного гемагглю-

тинина, препятствуя латеральной диффузии его 

молекул, сборке фузогенного комплекса и слия-

нию вирусной и клеточной мембран [13].

Несмотря на большое количество вирусных 

компонентов, используемых в качестве мишеней 

для химиотерапии, каждая из групп препаратов 

имеет свои недостатки. Так, амантадин и реман-

тадин утратили свою фармакологичес кую акту-

альность, во-первых, из-за широкого распростра-

нения в человеческой популяции вируса гриппа 

B, против которого эти препараты исходно неак-

тивны, а кроме того из-за повсеместного распро-

странения лекарственно-устойчивых вариантов 

вируса [1, 7]. То же можно сказать об ингибиторах 

нейраминидазы. За период 2007–2009 гг. в преде-

лах подтипа H1N1 было отмечено нарастание доли 

осельтамивир-устойчивых штаммов вируса грип-

па, что привело к 100% резистентности во всех 

регионах земного шара [14]. Рибавирин, вслед-

ствие большого количества побочных эффектов, 

применяется лишь по жизненным показаниям, 

а также при терапии РС-вирусной инфекции 

у новорожденных и в комбинации с интерферо-

ном — при лечении гепатита С [16].

Таким образом, разработка эффективных 

и доступных средств терапии гриппа, использу-

ющих альтернативные мишени и имеющих иные 

по сравнению с описанными механизмы актив-

ности, является актуальной задачей медицин-

ской науки. Ранее нами был продемонстрирован 

противогриппозный потенциал новых химичес-

ких соединений группы аминобензими дазолов 

[18]. Целью настоящего исследования была ха-

рактеристика противовирусной активности со-

единений этой группы в опытах in vivo.

Материалы и методы

Препараты. В работе использовали соедине-

ния группы аминобензимидазолов, синтезиро-

ванные в Южном федеральном университете. 

Строение полученных соединений было под-

тверждено при помощи масс-спектрометрии 

(рис. 1). В экспериментах использовали образ-

цы с чистотой не менее 95%. Вещества раство-

ряли в смеси Твин-80 — вода (1:50), после чего 

из полученного раствора готовили необходимые 

разведения на среде МЕМ для экспериментов 

на животных. В качест ве референс-препарата 

использовали Тамифлю (осельтамивира фосфат, 

LaRoche, Швейцария).

Вирусы. В работе был использован адаптиро-

ванный к мышам вирус гриппа A/California/7/09 

(H1N1)pdm09. Вирус пассировали в аллантоис-

ной полости 10–12 дневных куриных эмбрионов 

в течение 48 ч при 36°С.

Животные. Белых беспородных мышей (сам-

ки) массой 12–16 г получали из питомника 

«Рапполово» (Ленинградская область) и содер-

жали на стандартном рационе с неограничен-

ным доступом к пище и воде. Подбор животных 

в группы опыта проводили методом случайной 

выборки. До начала испытаний животные нахо-

дились под наблюдением 1 неделю.

Экспериментальная гриппозная инфекция. 
Для заражения животных была использова-

на вируссодержащая аллантоисная жидкость 

куриных эмбрионов. Исследуемые препараты 

вводили животным перорально через желудоч-

ный зонд в дозе 50 мг/кг и объеме 0,2 мл 1 р/сут 

в течение 5 дней, начиная с 1-х суток после ин-

фицирования животных. В качестве препарата 

сравнения использовали Тамифлю, который 

вводили по той же схеме, что и изучаемые пре-

параты, в дозе 20 мг/кг/сут. В качестве плацебо 

контрольной группе животных вводили физио-

логический фосфатный буфер. В качестве отри-

цательного контроля использовали интактных 

животных, которые содержались в тех же усло-

виях, что и опытные группы.

Вирус вводили животным интраназально 

под легким эфирным наркозом в дозе 104 TCID50 

на мышь. Наблюдение за животными осущест-

вляли на протяжении 14 дней, то есть срока, в те-

чение которого при экспериментальном гриппе 

отмечается смертность животных. Ежедневно 

фиксировали смертность животных в конт-

рольных и опытных группах. На основании 

полученных показателей смертности в каждой 

группе рассчитывали процент смертности (M, 

отношение числа павших за 14 дней животных 

Рисунок 1. Структура производных 

бензимидазола, использованных 

в исследовании

Figure 1. Structure of benzimidazole derivatives used 
in the study
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к общему числу зараженных животных в груп-

пе), индекс защиты (ИЗ, отношение разницы 

процентов смертности в контрольной и опытной 

группах к проценту смертности в контрольной 

группе) и среднюю продолжительность жизни 

животных (СПЖ) из расчета 14 дней наблюдения 

в соответствии со следующими формулами:

СПЖ = (Σ N D)/Nt,

где N — количество животных, проживших D 

дней, Nt — общее число животных в группе;

M = M/Nt,

где M — число животных в группе, павших в те-

чение 14 дней после заражения;

ИЗ = ((Mc-Me)/Mc) × 100%,

где Mc и Me — смертность в процентах в конт-

рольной и опытной группах соответственно.

В отдельной серии экспериментов изучали вли-

яние соединения 2519 на морфогенез гриппозной 

инфекции в легких. Для этого животных заража-

ли вирусом в дозе 500 TCID50 на мышь и вводили 

соединение 2519 или плацебо, как описано выше. 

На 5 день после заражения 5 животных из каждой 

группы умерщвляли, вскрывали и изолировали 

легкие для гистологического анализа.

Гистологический анализ. Для морфологичес-

кого исследования легкие фиксировали 10% 

формалином на фосфатном буфере, отмывали 

в проточной воде в течение ночи, дегидратирова-

ли в этаноле нарастающей концентрации, про-

водили через хлороформ, заливали в парафин 

и готовили из полученных блоков срезы тол-

щиной 4 мкм. Срезы освобождали от парафина 

ксилолом, регидратировали в этаноле убываю-

щей концентрации, окрашивали гематоксилин-

эозином, дифференцировали в подкисленном 

спирте, окончательно обезвоживали в спиртах 

нарастающей концентрации, проводили че-

рез две смены ксилола и заключали в бальзам. 

Полученные препараты исследовали под свето-

вым микроскопом Leica DM1000. Качественно 

оценивали интенсивность и клеточный состав 

воспалительного инфильтрата в очагах пневмо-

нии, а также степень дегенеративных и проли-

феративных процессов в ткани легких.

Статистический анализ данных. Достовер-

ность различий в выживаемости животных 

проводили при помощи анализа кривых вы-

живаемости Каплана–Мейера по методу Ман-

тела–Кокса пакета программ Statistica 8.0. Дос-

товерными считали различия между группами, 

если параметр p не превышал 0,05.

Результаты

В опытах по изучению протективной актив-

ности производных бензимидазола in vivo были 

использованы соединения, ране продемонстри-

ровавшие вирусингибирующие свойства в опытах 

in vitro [18]. Как было показано в ходе эксперимен-

тов, инфицирование животных адаптированным 

вирусом гриппа A/California/7/09 (H1N1)pdm09 

приводило к развитию патологического процес-

са, сопровождающегося смертностью животных 

начиная с 6 дня после заражения. К 9 сут после 

инфицирования смертность животных составила 

100%. Применение препарата сравнения осельта-

мивира фосфата (Тамифлю) снижало смертность 

животных на 80%, что говорит об активности это-

го препарата против модельного вируса.

Применение изучаемых соединений влия-

ло на динамику гибели животных в разной сте-

пени. Для всех изученных соединений было 

показано снижение специфической смертнос-

ти животных, а для соединения 2519 — уве-

личение средней продолжительности жизни 

на 1,6 сут по сравнению с контрольной группой. 

Производное бензимидазола 2519 имело наи-

большие показатели протективной активности 

(индекс защиты 60%).

Данные экспериментов о влиянии производ-

ных бензимидазола на динамику гибели живот-

ных суммированы в таблице и для нагляднос ти 

представлены на рисунке 2 (III обложка).

Полученные данные были подтверждены при 

помощи морфологического анализа ткани лег-

ких животных. У зараженных животных, не по-

лучавших лечения, морфологические изменения 

Таблица. Протективная активность производных бензимидазола при экспериментальной 

гриппозной пневмонии, вызванной вирусом гриппа A/California/7/09 (H1N1)pdm09

Table. Protective activity of benzimidazole derivatives on influenza infection caused by A/California/7/09 (H1N1)pdm09 virus

Соединение

Compound
Показатель селективности

Selectivity index in vitro [18]
Смертность, %

Mortality, %
Индекс защиты, %

Index of protection, %

Средняя продолжительность 
жизни, сут.

Mean day of death
2519 8 40,0 60,0 8,8
2520 83 60,0 40,0 7,2
2521 9 70,0 30,0 7,6
2522 8 60,0 40,0 7,5
2523 28 60,0 40,0 7,7
2524 23 80,0 20,0 7,5

Тамифлю/
Tamiflu 780 20,0 80,0 7,0

Плацебо/
Placebo – 100,0 – 7,2
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легочной ткани на 5 сут после инфицирования ха-

рактеризовались поражениями в виде скоплений 

нейтрофилов и клеточного детрита в просветах 

крупных бронхов, вирусспецифическим пораже-

нием клеток бронхиального эпителия с форми-

рованием в них вирусных включений и отторже-

нием пораженных клеток в просвет бронха, ин-

тенсивного серозного интерстициального отека, 

очагов геморрагического отека, нейтрофильной 

инфильтрации и распада клеток в респиратор-

ных отделах, расширением сосудов и спадени-

ем альвеол (рис. 3А, III обложка). Значительная 

часть нейтрофилов при этом находилась в стадии 

распада. Перечисленные явления типичны для 

интенсивно протекающей вирусной пневмонии, 

и степень их выраженности может служить кри-

терием для оценки тяжести процесса.

При использовании соединения 2519 отличия 

морфологической структуры легких животных, 

прошедших лечение, от контрольной группы 

заключались в резком ограничении признаков 

вирусспецифического поражения ткани легких 

на острой стадии гриппозной пневмонии. Так, 

на 5 сут после инфицирования клетки бронхи-

ального эпителия выглядели сохранными, в от-

личие от разрушенных клеток с многочислен-

ными вирусными включениями у контрольных 

животных. Сами очаги воспаления занимали 

меньшую по сравнению с контролем площадь 

(рис. 3Б, III обложка). Таким образом, активность 

бензимидазольного производного 2519 проявля-

лась в нормализации морфологической структу-

ры ткани легких в ходе гриппозной пневмонии.

Обсуждение

Опасность гриппозной инфекции, способность 

вируса гриппа к формированию лекарственно-

устойчивых штаммов, приводящая к снижению 

эффективности этиотропной противовирусной 

терапии, диктует необходимость поиска и раз-

работки новых препаратов, обладающих возмож-

но более высокой эффективнос тью и широким 

спектром противовирусного действия. Ранее нами 

были продемонстрированы вирусингибирующие 

свойства новых производных аминобензимидазо-

лов [18]. В настоящем исследовании представлены 

данные о противогриппозной активности соеди-

нений этой группы в опытах in vivo.

Сопоставляя данные об активности производ-

ных in vivo и in vitro, можно видеть, что корреляция 

между индексом селективности на клетках и про-

тективной активностью в опытах на животных 

отсутствует. Так, наиболее активное производное 

2520 (SI = 83) в опытах на животных проявляло 

умеренные защитные свойства (ИЗ = 40), тог-

да как максимальная протективная активность 

была обнаружена у наименее активного, по дан-

ным in vitro, соединения 2519 (SI = 8). В то же время 

соединение 2522, так же, как и 2519, не имеющее 

активности в клеточной культуре, и на животной 

модели проявляло умеренную активность (ИЗ = 

40%). Из этого можно заключить, что несмотря 

на наличие прямой противовирусной активнос-

ти, выявляемой в опытах in vitro, протективные 

свойства бензимидазолов на животных обуслов-

лены, помимо этиотропного эффекта, другими, 

патогенетическими, факторами.

Производные бензимидазола используются 

в фармакологии в течение длительного време-

ни, и за это время для многих из них была по-

казана биологическая активность самой раз-

ной природы. Так, эти соединения проявляли 

противовоспалительные, противомикробные, 

анальгезирую щие, противотуберкулезные свой-

ства, а также обладали противораковой, проти-

вовирусной, антипротозойной, диуретической, 

антипаразитарной и антигипертензивной актив-

ностью [9]. Прямая противовирусная активность 

бензимидазолов была продемонстрирована в от-

ношении вируса герпеса [10], респираторно-син-

цитиального вируса [5] и др. [2]. Ни одно из со-

единений этой группы, однако, не было зареги-

стрировано как противовирусное средство [2]. 

При этом все большее количество исследований 

свидетельствует о способности бензимидазолов 

проявлять протективную активность при острых 

состояниях за счет их активности как антаго-

нистов рецепторов, обеспечивающих реакции 

врожденного иммунитета. Так, была показана 

активность бензимидазольного производного 1g 

как агониста TLR8 [3], а для некоторых других 

соединений этой группы — способность инги-

бировать передачу сигнала Jak-1 [11]. Таким об-

разом, выявленная в ходе опытов протективная 

активность может быть обусловлена как непо-

средственно вирус ингибирующими свойствами 

производных бензимидазола, так и опосредован-

ными патогенетическими механизмами. Помимо 

этого, разные соединения могут обладать разной 

биодоступностью, что тоже будет вносить вклад 

в суммарные показатели защиты при гриппозной 

инфекции. Для детального изучения этого вопро-

са необходимы дополнительные исследования.
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