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ÀÍÒÈФÀÃÎÂÀ ÀÊÒÈÂÍIСÒЬ ÀСÈÌÅÒÐÈЧÍÎ-
ЗÀÌIЩÅÍÈÕ ПIÐÈÄÈËПÎÐФIÐÈÍIÂ

Мета. Вивчення антивірусниõ вëастивостей новиõ синтетичниõ 
асиметрично-заміщениõ порфіринів з використанням бактеріофаãів  як 
модеëьниõ вірусів. Матерiали та методи. У роботі вивчено здатність 
віëьної основи 5,10,15-три(N-метиë-4-піридиë)-20-(н-ноніë)порфірина 
та її компëексу з цинком інãібувати активність стафіëококовоãо 
фаãа, фаãа Т4 та фаãа Т7. Бактеріофаãи інкубуваëи у присутності 
досëіджуваниõ споëук у темновиõ умоваõ та при опроміненні види-
мим світëом, пісëя чоãо їõ титруваëи за методом подвійниõ аãаровиõ 
шарів. Кінцеві концентрації порфіринів скëадаëи 0,1; 1 та 10 мкÌ. 
Спектри поãëинання порфіринів записуваëи пісëя інкубації з фаãовою 
суспензію за допомоãою спектрофотометра «Spekol-10» та оциф-
ровуваëи. Результати. Показано, що найчутëивішим до дії споëук 
є стафіëококовий бактеріофаã, активність якоãо приãнічуваëася 
віëьною основою порфірину на 68% у темновиõ умоваõ, та на 80% при 
фотоактивації. Цинковий компëекс порфірину повністю інактивував 
цей фаã, як у темновиõ умоваõ так і при опроміненні. Бактеріофаã Т4 
був чутëивішим до дії досëіджуваниõ споëук за темновиõ умов. Так, 
за темновиõ умов зниження активності фаãа у присутності віëьної 
основи порфірину досяãаëо 68%, а цинковоãо компëексу – 88%, в 
той час за  фотоактивації – 24% та 35%, відповідно. Бактеріофаã 
Т7 навпаки був чутëивішим до дії фотоактивованиõ порфіринів. 
Зниження йоãо активності у темновиõ умоваõ віëьною основою 
порфірину досяãаëо 21%, а цинковим компëексом – 16%, тоді як за 
опромінення – 28% та 53%, відповідно. Спектроскопічні досëідження 
показаëи, що досëіджувані порфірини зв’язуються з фаãами. Висновки. 
Синтетичні асиметрично-заміщені порфірини приãнічують активність 
досëіджуваниõ бактеріофаãів завдяки формуванню компëексів з фа-
ãовими частками.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : антифаãова активність, асиметрично-заміщені 
порфірини, бактеріофаãи.

Êонтроль над вірусниìи інфекöіяìи є однією з найважливіших проб-
леì су÷асної науки. На сьогоднішній день переважна більшість вірусних 
інфекöій по суті не ìає засобів етіотропної терапії. Залишається не ви-
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рішениì також питання хіìіотерапії вірусних хвороб рослин та тварин. 
Ó пошуку нових препаратів для застосування у сільскоìу господарстві 
особливу роль відіграє їх екологі÷на безпе÷ність. Äо того ж усі вироб-
ниöтва, що засновані на великоìасштабних бактеріальних ферìентаöіях 
зазнають шкоди від вірусів бактерій – бактеріофагів, боротьба з якиìи 
є однією з актуальних зада÷ су÷асної біотехнології [7]. 

Використовувати порфірини як антивірусні агенти було запропоно-
вано, перш за все, для стерилізаöії крові та її коìпонентів. Фотосенси-
білізаöія з допоìогою порфіринів виявилася ефективною проти вільних 
вірусів, внутрішньоклітинних вірусів, вірустрансфорìованих клітин та 
вірусних контаìінантів у крові [8]. Äеякі похідні порфіринів здатні інак-
тивувати спеöифі÷ні вірусні ìішені, у тоìу ÷ислі ретровірусну зворотню 
транскриптазу і протеазу ВIË-1 [9, 10]. На прикладі бактеріофага Ò7 як 
ìодельного вірусу без суперкапсиду була показана ìожливість викорис-
тання катіонних порфіринів для усунення вірусів з рідкого середовища [5].

Взагалі, бактеріофаги ÷асто використовують як ìоделі патогенних ві-
русів, оскільки вони не шкідливі та не потребують спеöіальних дослідниöь-
ких уìов, а результати досліджень з бактеріофагаìи доступні вже ÷ерез 
декілька годин після зараження. Їх з успіхоì використовували як ìоделі 
вірусів при оöінюванні ефективності бар’єрних ìатеріалів, для перевірки 
ефективності о÷ищення питної води, для оöінювання віруліöидних сполук, 
для визна÷ення ÷утливості вірусів до дезінфектантів [2, 3, 6]. 

 З огляду на зазна÷ене вище ìетою даної роботи було вив÷ення 
антивірусних властивостей нових синтети÷них асиìетри÷но-заìіщених 
порфіринів з використанняì бактеріофагів як ìодельних вірусів.

Ìатеріали та методи
Вив÷алась антифагова активність вільної основи 5,10,15-три(N-ìетил-

4-піридил)-20-(н-ноніл)порфірина та її коìплексу з öинкоì, синтезованих 
у ПНÄË-5 ОНÓ іìені I.I. Ìе÷никова.

Àнтифагова дія досліджуваних сполук перевірялася на ìодельних 
систеìах S. aureus – полівалентний стафілококовий бактеріофаг, E. coli – 
бактеріофаги Ò4 та Ò7. 

Штаì бактерії Staphylococcus aureus ATCC 2592 отриìаний з ìузею 
кафедри ìікробіології, вірусології та біотехнології ОНÓ іìені I.I. Ìе÷-
никова. Штаì бактерії E. coli В та бактеріофаг Ò4 люб’язно надані за-
відува÷еì кафедри вірусології Êиївського наöіонального університету 
іìені Ò.Г. Шев÷нко, д.б.н. Поліщукоì В.П.; бактеріофаг Ò7 – завідува÷еì 
відділу ìолекулярної біології бактеріофагів IÌВ НÀНÓ, д.б.н. Òовка-
÷еì Ф.I. Êультивування бактерій S. aureus проводили на ÌПБ, бактерії 
E. coli – на середовищі LB. Щільні середовища ìістили 1,4% агар-агару, 
напіврідкі – 0,7% агар-арагу. Зберігали культури ìікроорганізìів та 
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бактеріофаги за теìператури 4 °Ñ. Êонöентрування фагів проводили за 
ìетодоì Яìоìото [11]. 

Äля визна÷ення теìнового впливу порфірину на бактеріофаг фагову 
суспензію розливали у стерильні пробірки по 1 ìл з розведення, при якоìу 
бактеріофаг утворював на бактеріальноìу газоні 50–70 негативних коло-
ній. Äо фагової суспензії додавали порфірини такиì ÷иноì, щоб кінöева 
конöентраöія сполук у пробірках складала 0,1; 1 та 10 ìкÌ. Вибір саìе 
öих конöентраöій базується на попередніх даних про відсутність анти-
бактеріальної дії досліджуваних сполук за конöентраöії 10 ìкÌ і ниж÷е. 
За контроль правили фагові суспензіі без додавання досліджуваних ре-
÷овин. Після öього пробірки інкубували у холодильнику за теìператури 
4 °Ñ протягоì 24 год. Після закін÷ення терìіну інкубаöії бактеріофаги 
титрували за ìетодоì подвійних агарових шарів [1]. 

Äля визна÷ення фотоіндукованого впливу порфіринів на бактеріофаг 
фагову суìіш одразу ж після додавання сполук піддавали опроìіненню 
лаìпою розжарювання денного світла потужністю 500 Вт протягоì 20  хв. 
Iнтенсивність опроìінення складала 40 J/cì2 [10]. За контроль правила 
фагова суспензія без додавання досліджуваних ре÷овин. Одразу ж після 
опроìінення проводили титрування бактеріофага за ìетодоì подвійних 
агарових шарів. Облік результатів проводили ÷ерез 24 год, підрахову-
ю÷и кількість негативних колоній на бактеріальноìу газоні у досліді та 
контролі.

Äля спектроскопі÷них досліджень використовували 10 ìкÌ роз÷ини 
порфіринів. Ó дослідні пробірки вносили відповідні бактеріофаги до кін-
öевої конöентраöії 5½105 БÓО/ìл, а у пробірки, що слугували контролеì, 
додавали відповідний об’єì фізіологі÷ного роз÷ину. Пробірки витриìували 
30 хв у теìноìу ìісöі. Ñпектри поглинання записували за допоìогою 
спектрофотоìетра «Spekol-10». Отриìанні дані були оöифровані за до-
поìогою програì Grafula та Origin Pro 8. 

Ðезультати дослідження та їх обговорення
Ðезультати дослідження показали, що високу теìнову активність 

вільної основи досліджуваного порфірину щодо стафілококового фага та 
фага Ò4. За найвищої конöентраöії порфірину зниження активності фагів 
досягало 68%. Найìенша його конöентраöія пригні÷увала інфекöійність 
стафілококового фага на 35% та фага Ò4 – на 15%. По відношенню до 
öих фагів ìає ìісöе ÷ітка залежність активності сполуки від її конöентра-
öії. Щодо фага Ò7 такої залежності не виявлено. Ìаксиìальне зниження 
його активності (на 21%) відбувалося за конöентраöії 1 ìкÌ.

Òенденöія впливу öинкового коìплексу досліджуваного порфіри-
ну на фаги була однаковою. Найактивнішою виявилася конöентраöія 
10  ìкÌ, за якої активність стафілококового фага пригні÷увалася по-
вністю, активність фага Ò4 знижувалася на 88%, а фага Ò7 – на 16%. 
Найìеньш ефективною була конöентраöія 1 ìкÌ, за якої активність 
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стафілококового фага знижувалася на 47%, а фага Ò4 та Ò7 – на 22% 
та 7%, відповідно (рис. 1).

Ðис. 1. Âплив вільної основи асиметрично-заміщеного піридилпорфірину (а) та її 
комплексу з цинком (б) на інфекційну активність бактеріофагів за темнових умов. 

Приìітка: Ê – контроль, * – різниöя достовірна у порівнянні з контролеì

Fіg. 1. Influence upon asymmetrіcally substіtuted pyrіdylporphyrіn free base (а) 
and zіnc complex (b) bacterіophage actіvіty under the dark condіtіons. 

Note: K – control, * – significantly different from control

Òакиì ÷иноì, за ступенеì ÷утливості до теìнової дії асиìетри÷но-
заìіщених порфіринів фаги ìожна розташувати у такоìу порядку: ста-
філококовий фаг > фаг Ò4 > фаг Ò7. Вищу активність у теìнових уìовах 
встановлено для ìеталокоìплексу порфірину. 

За фотоактиваöії вільної основи досліджуваного порфірину пригні÷ен-
ня активності стафілококового фага пряìо залежало від ії конöентраöії 
і становило 31–80%. Àналогі÷ні результати отриìано і при визна÷енні 
фотодинаìі÷ної інактиваöії вірусів в присутності катіонних порфіринів. 
Вважається, що пропорöійно до зростання конöентраöії фотосенсибілі-
заторів підвищується утворення синглетного кисню, який пошкоджує 
структурні коìпоненти вірусів [12]. При опроìіненні за присутності 
öього порфірину зниження активності фага Ò4 не перевищувало 24%. 
Фотоінактиваöія фага Ò7 під дією вільної основи була у ìежах 16–28%. 
Фотоактивований öинковий коìплекс досліджуваного порфірину повністю 
пригні÷ував активність стафілококового фага за конöентраöії 10 ìкÌ. 
Зниження активності öього фагу складало за конöентраöії 0,1 ìкÌ 41%,  
а  за конöентраöії 1 ìкÌ – 19% (рис. 2).

При опроìіненні фагів Ò4 та Ò7 у присутності 10 ìкÌ даного ìетало-
коìпексу їх інфекöійність знижувалася на 35% та 53%, а за найìеншої 
конöентраöії –  на 12% та 8%, відповідно. Отже, фаг Ò4 є більш ÷утли-
виì до теìнової дії сполук. 
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Ðис. 2. Âплив вільної основи асиметрично-заміщеного піридилпорфірину (a) 
та її комплексу з цинком (б) на інфекційну активність бактеріофагів за умов 

фотоактивації. 
Приìітка: Ê – контроль, * – різниöя достовірна порівняно з контролеì

Fіg. 2. Influence upon asymmetrіcally substіtuted pyrіdylporphyrіn free base (a) 
and zіnc complex (b) on bacterіophage actіvіty after photoactіvatіon. 

Note: K – control,  * – significantly different from control

Відоìо, що порфірини здатні форìувати різноìанітні коìплекси з 
ÄНÊ. Ðезультати досліджень [4] показують, що вони зв’язуються з ÄНÊ 
незалежно від того ÷и є полінуклеотид ÷астиною нуклеопротеїнового коìп-
лексу ÷и ні. Використовую÷и спектроскопі÷ні ìетоди дослідження ìожна 
визна÷ити наявність та характер зв’язування порфіринів з нуклеїновою 
кислотою або нуклеопротеїновиì коìплексоì, якиì є фагова ÷астка. 
Äля порфіринів у складі коìплексів найбільш характерниìи зìінаìи є 
зрушення сìуги Ñоре до більших довжин хвиль, яка супроводжується 
гіпохроìниì або гіперхроìниì ефектоì (тобто зìеншення або збільшення 
екстинкöії) [14].

Встановлено, що за взаєìодії фагів із досліджуваниìи порфіринаìи 
відбуваються певні зìіни їх спектральних характеристик. Ìаксиìуì сìуги 
Ñоре вільної основи у присутності фагів зрушувався на 0,7 нì, та в усіх 
випадках спостерігався гіпохроìний ефект: 3,3 % для стафілококового 
фага, 7% – для фага Ò4 та 10,7% – для фага Ò7 (рис. 3). 

Зна÷ний зсув у ÷ервоний бік спектру сìуги Ñоре öинкового коìплек-
су – на 12 нì – спостерігався у присутності стафілококового фага та фага 
Ò4, при÷оìу інтенсивність поглинання світла порфіриноì за присутності 
першого фага не зìінювалася, а за присутності другого знижувалася на 
2,3%. Найбільший гипохроìізì – 11,4% – спостерігався за взаєìодії 
сполуки з фагоì Ò7, але при öьоìу відбувався незна÷ний (на 1,5 нì) зсув 
сìуги Ñоре порфірина. 
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Ðис. 3. Спектри поглинання вільної основи асиметрично-заміщеного 
піридилпорфірину (À) та її комплексу з цинком (Á) у присутності бактеріофагів.

Fіg. 3. Asymmetrіcally substіtuted pyrіdylporphyrіn free base (À) and  zіnc 
complex (Á)  absorptіon spectra іn presence of bacterіophages.

Òакиì ÷иноì, результати спектроскопі÷них досліджень свід÷ать 
про зв’язування порфіринів з фагаìи. За даниìи літератури відоìо, що 
форìи зв’язування, а саìе інтеркаляöія та зовнішнє неінтеркалятивне 
зв’язування, як з ізольованою ÄНÊ, так і з ÄНÊ всередині фагового кап-
сида, схожі [14]. Встановлено, що в ізольованій ÄНÊ і фагових ÷астках 
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розподіл та співвідношення форì зв’язування аналогі÷ні, але доступність 
сайтів зв’язування залежить від структури ÄНÊ.

Ñтруктура протеїнового коìплексу також відіграє важливу роль 
у взаєìодії порфіринів з нуклеопротеїноì, навіть якщо неìа пряìого 
зв’язування порфірину з білкаìи [13]. Öиì ìожна пояснити різниöю у 
÷утливості фагів до дії сполук, оскільки усі досліджувані фаги належать 
до різних родин та ìають різну ìорфологі÷ну будову. Однак зв’язування 
з порфіриноì не завжди впливає на структуру капсиду або на взаєìодію 
ÄНÊ з білкоì у фаговій ÷астöі [4]. 

На відìіну від теìнових ефектів порфіринів за фотоактиваöії öих 
сполук суттєво зìінюється структура білків нуклеопротеїнового коìп-
лексу. Ñлід зазна÷ити, що зв’язування порфірину з фаговою ÷асткою не 
є необхідною уìовою ефективної фотосенсибілізую÷ої дії. Öе ìожна по-
яснити тиì, що ìолекули вільних порфіринів більш активно утворюють 
синглетний кисень [12].

Òакиì ÷иноì, проведені дослідження показали, що найбільш ÷утливиì 
до теìнового та фотоіндукованого впливу порфіринів є стафілококовий 
бактеріофаг, в той ÷ас як фаг Ò7 виявляє високу стійкість до дії öих 
сполук. Зв’язування вільної основи 5,10,15-три(N-ìетил-4-піридил)-20-(н-
ноніл)порфірину з досліджуваниìи фагаìи супроводжується гіпохроìниì 
ефектоì, який для öинкового коìплексу виявлено лише за присутності 
фага Ò7. Äля стафілококового та Ò4 фагів виявлено батохроìний ефект – 
зсув сìуги Ñоре ìеталокоìплексу у ÷ервоний бік спектру. 
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ÀÍÒÈФÀÃÎÂÀß ÀÊÒÈÂÍÎСÒЬ ÀСÈÌÌÅÒÐÈЧÍÎ-ЗÀÌÅЩÅÍÍЫÕ 
ПÈÐÈÄÈËПÎÐФÈÐÈÍÎÂ

Ðеферат

Öель. Èзу÷ение антивирусных свойств новых синтети÷еских 
асиììетри÷но-заìещенных порфиринов с использованиеì бактериофагов 
в ка÷естве ìодельных вирусов. Ìатериалы и методы. В работе изу÷алась 
способность свободного основания 5,10,15-три(N-ìетил-4-пиридил)-20-
(н-нонил)порфирина и его коìплекса с öинкоì ингибировать активность 
стафилококкового фага, фага Ò4 и фага Ò7. Бактериофаги инкубировали в 
присутствии исследуеìых соединений в теìновых условиях и при облу÷е-
нии видиìыì светоì, после ÷его их титровали ìетодоì двойных агаровых 
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слоев. Êоне÷ные конöентраöии порфиринов составляли 0,1 ìкÌ, 1 ìкÌ 
и 10 ìкÌ. Ñпектры поглощения порфиринов записывали после инкуба-
öии с фаговой суспензией с поìощью спектрофотоìетра «Spekol-10» и 
оöифровывали. Ðезультаты. Показано, ÷то наиболее ÷увствительныì к 
действию соединений оказался стафилококковый бактериофаг активность 
которого подавлялась свободныì основаниеì исследуеìого порфирина 
на 68% в теìновых условиях, и на 80% при фотоактиваöии. Öинковый 
коìплекс порфирина полностью инактивировал этот фаг, как в теìновых 
условиях так и при облу÷ении. Бактериофаг Ò4 был более ÷увствительныì 
к действию соединений при теìновых условиях. Òак, в теìновых усло-
виях снижение активности фага в присутствии свободного основания 
порфирина достигало 68%, а öинкового коìплекса – 88%, тогда как при 
фотоактиваöии – 24% и 35%, соответственно. Бактериофаг Ò7 наоборот 
был более ÷увствительныì к действию фотоактивированных соединений. 
Ñнижение его активности в теìновых условиях свободныì основаниеì 
исследуеìого порфирина достигало 21%, а öинковыì коìплексоì – 16%, 
тогда как при облу÷ении – 28% и 53%, соответственно. Ñпектроскопи÷ес-
кие исследования показали, ÷то исследуеìые порфирины связываются с 
фагаìи.  Âыводы. Ñинтети÷еские асиììетри÷но-заìещенные порфирины 
угнетают активность исследуеìых бактериофагов благодаря форìирова-
нию коìплексов с фаговыìи ÷астиöаìи.  

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : антифаговая активность, асиììетри÷но-
заìещенные порфирины, бактериофаги.
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ANTIPHAGE ACTIVITY OF ASYMMETRICALLY-
SUBSTITUTED PYRIDYLPORPHYRINS 

Summary 

Aіm. Study of the new synthetic asymmetrically-substituted porphy-Study of the new synthetic asymmetrically-substituted porphy-
rins antiviral properties with the use of bacteriophages as model viruses. 
Materіals and methods. In this work the ability of 5,10,15-tri(N-methyl-
4-pyridyl)-20-(n-nonyl) porphyrin free base and its zinc complex to inhibit 
staphylococcal phage, phage T4 and T7 activity had been studied. Bacte- had been studied. Bacte-had been studied. Bacte-
riophages were incubated in presence of studied porphyrins in the dark 
and during irradiation, and then plated using the standard double-layer 
method. Final porphyrin concentrations were 0,1 µÌ, 1 µÌ and 10 µÌ. 
Porphyrin absorption spectra were recorded after incubation with phage 
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suspension with spectrophotometer “Spekol-10” and then were digitized. 
Results. It was shown, that staphylococcal phage is more sensible to the 
porphyrin action. Porphyrin free base suppress its activity on 68% in the 
dark and 80% after photoactivation. Phage inactivation with porphyrin 
zinc complex reached up to 100% in the dark and after irradiation. Phage 
Ò4 is more sensible to the porphyrins action in the dark. Decrease of the 
phage activity in the dark reached up to 68% in presence of porphyrin 
free base, and 88% in presence of porphyrin zinc complex, and 24% and 
35%, respectively, after photoactivation. Inversely, phage Ò7 is more sen-Ò7 is more sen-is more sen-
sible to the photoactivated compounds action. Decrease of its activity in 
the dark reached up 21% in presence of porphyrin free base, and 16% in 
presence of porphyrin zinc complex, and 28% and 53%, respectively, after 
irradiation. Spectroscopic studies show that studied porphyrins bind to the 
phage nucleoproteins. Conclusіon. Synthetic asymmetrically-substituted 
porphyrins affect the studied bacteriophage activity due to complex forma-
tion with phage particles. 

Ê e y  w o r d s : antiphage activity, asymmetrically-substituted porphy-e y  w o r d s : antiphage activity, asymmetrically-substituted porphy- w o r d s : antiphage activity, asymmetrically-substituted porphy-w o r d s : antiphage activity, asymmetrically-substituted porphy-: antiphage activity, asymmetrically-substituted porphy- antiphage activity, asymmetrically-substituted porphy-
rins, bacteriophages.
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