
ВВЕДЕНИЕ 

Грибковая инфекция является ведущей
причиной смертности среди людей с ослабленным
иммунитетом, таких как пациенты, проходящие
противораковую химиотерапию, лучевую терапию,
получающие парентеральное питание или
перенёсшие трансплантацию органов [1], а также
ВИЧ-инфицированные пациенты [2]. Несмотря
на возросшую заболеваемость грибковыми
инфекциями, количество эффективных и менее
токсичных противогрибковых антибиотиков,
имеющихся в арсенале медиков, ограничено.Ктому же
более широкое применение противогрибковых
средств приводит к появлению устойчивых
к лекарственным препаратам штаммов грибов [3, 4].
Поэтому разработка новых и безопасных
противогрибковых средств является актуальной.
В отличие от клеток человека, грибы имеют структуру
клеточной стенки, которая является идеальной
мишенью для противогрибковых препаратов.
Клеточная стенка грибов очень динамична и
необходима для поддержания жизнеспособности
клеток, морфогенеза и патогенеза. У большинства
видов грибов важным компонентом клеточной
стенки является β-1,3-глюкан, ковалентно связанный
с хитином, образующим первичную каркасную
структуру.Вкачестве ключевого компонента клеточной
стенки грибов хитин составляет около 2% сухого веса
грибов [5]. 1,4-дигидропиридины (1,4-DHPs) — класс

лекарственных средств, обладающих широким
спектром биологических и фармакологических
активностей. 1,4-DHPs представляют собой одну
из наиболее важных групп фармакологических агентов,
модулирующих кальциевые каналы, которые широко
используются при лечении сердечно-сосудистых
заболеваний и обладают антигипертензивным,
антиангинальным, сосудорасширяющим и
кардиодепрессантным эффектами. 1,4-DHPs также
свойственны антибактериальные, противораковые,
противолейшманиозные, антикоагулянтные,
противосудорожные, противотуберкулезные и
антиоксидантные эффекты. Они оказывают
противомалярийное, нейропротекторное,
противоязвенное, противозачаточное действие,
ингибируют протеазы ВИЧ-1, CFTR (cystic fibrosis
transmembrane regulator, трансмембранный
регуляторный белок муковисцидоза) и др.
На рынке доступно много лекарств, содержащих
1,4-дигидропиридиновое кольцо в качестве основного
каркаса. Дигидропиридины представляют собой
группу молекул на основе пиридина. Химически
это семейство гидрированных N-гетероароматических
соединений. Существуют различные производные
с разными заместителями, расположенными
в положениях 2, 6, 3, 5 и 1, 4, которые могут быть
получены с помощью реакции типа циклической
конденсации, синтеза пиридинов по Ганчу [6].
1,4-DHPs применяются уже более четырёх десятилетий,
и новые изыскания в этой области продолжаются [7].
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Микозы человека представляют серьезную угрозу для здоровья населения во всем мире. Для лечения этих
заболеваний применяется ограниченное число противогрибковых препаратов. В данной работе исследовали
противогрибковую активность ранее синтезированных спиро-1,4-дигидропиридинов (1,4-DHPs). Противогрибковую
активность соединений спиро-1,4-DHPs проверяли в отношении Aspergillus flavus, A. fumigatus и Candida albicans
с использованием метода дисковой диффузии и модифицированного микроразведения. Оценка противогрибковой
активности против лекарственно-устойчивых вариантов грибов показала, что исследованные соединения обладают
значительной противогрибковой активностью. Все шесть исследованных соединений спиро-1,4-DHPs проявляли
более сильную противогрибковую активность в отношении A. flavus, A. fumigatus и C. albicans по сравнению
с флуконазолом — стандартным противогрибковым препаратом, — по-видимому, за счёт ингибирования синтеза
хитина в клеточной стенке. Три из шести соединений (4c, 4e и 4b) были наиболее эффективны в отношении
A. fumigatus, A. flavus, C. albicans соответственно. Комбинация соединений показала, что синтезированные вещества
обладают синергетическим, аддитивным действием по сравнению с применяемыми в настоящее время препаратами
в качестве противогрибкового средства. Полученные результаты свидетельствуют о том, что синтезированные
соединения являются потенциальными ингибиторами хитинсинтазы и обладают превосходной антимикотической
активностью для лечения грибковых инфекций.
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По аналогии с 1,4-дигидроникотинамидом 1,4-DHPs,
вероятно, могут быть использованы в качестве
модельных соединений для изучения молекулярных
механизмов. Постулируется, что они служат
основой для разработки новых сердечно-сосудистых
препаратов [8, 9]. Ряд используемых в настоящее
время препаратов содержат 1,4-DHP кольцевидную
структуру блокаторов кальциевых каналов [10-12].
Спиропроизводные оксиндола также становятся
ключевыми структурами при создании
лекарственных препаратов, поскольку было показано,
что они проявляют различные биологические
активности, включая противоопухолевое [13],
антибактериальное [14], цитостатическое [15]
действия, а также выступают в качестве
ингибитора переносчика моноаминов [16], антагониста
брадикинина [17] и ингибитора клеточного цикла [18].
Благодаря своим структурным особенностям,
они взаимодействуют с широким спектром
рецепторов, что и стимулировало значительный
интерес к разработке эффективных методов получения
спиросоединений. Структура DHP идентифицируется
как новый скаффолд, которому свойственна
плейотропия [19]. Некоторые производные DHP
и композиции, содержащие DHP, проявляют
антиоксидантное действие [20-22], способствуя
их заметным плейотропным эффектам. Это усиливет
антивозрастную активность, нейропротекторный
эффект, противораковое действие, антибактериальное
действие [23] и др. В ходе некоторых химических,
биологических и электрохимических процессов
эти соединения склонны к образованию свободных
радикалов. Примечательно, что доноры водорода,
такие как фенол, амины и т.д., как правило, обладают
противораковой активностью, в основном за счёт
ограничения процессов окисления и элиминации
свободных радикалов. 1,4-DHPs, являющиеся важным
донором водорода, имеют аналогичные свойства.
Это позволяет использовать их при терапии раковых
заболеваний. Кроме того, при их совместном
применении с антиоксидантами могут наблюдаться
синергетические эффекты [24]. В последние
десятилетия проведены клинические испытания
различных модельных соединений DHP,
проявляющих широкий диапазон фармакологической
активности. Сообщалось также о противомикробном,
антиоксидантном, гипотензивном, антикоагулянтном,
противотуберкулёзном, противосудорожном,
противоязвенном, нейропротекторном и
противомалярийном действиях [25]. 

Повышенный риск грибковых заболеваний
у пациентов с ослабленным иммунитетом,
новые грибковые возбудители, ограниченный
спектр противогрибковых препаратов и развитие
резистентности к ним требуют разработки новых и
эффективных противогрибковых средств. Некоторые
противогрибковые средства воздействуют на структуру
клеточной стенки. Никкомицин и полиоксин являются
специфическими ингибиторами хитинсинтазы,
а никкомицин Z проходит клинические испытания
в качестве препарата для лечения грибковых
инфекций, таких как кокцидиоидомикоз [26].
Эхинокандины ингибируют синтез β-1,3-глюкана

в клеточной стенке, и эта группа соединений широко
используется для лечения грибковых инфекций,
вызванных дрожжами, такими как виды Candida,
или плесенью, такими как Aspergillus [27]. Недавнее
исследование показало синергический эффект
комбинации эхинокандинов и никкомицина Z против
инфекций, вызванных C. albicans, с использованием
мышиной модели [28]. Следовательно, ингибиторы
хитина можно использовать в сочетании
с энхинокандинами для лечения грибковых инфекций.

В данной работе была исследована
противогрибковая активность соединений
спиро-1,4-DHPs в отношении Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus и Candida albicans.

МЕТОДИКА

Весь химический синтез соединений производных
спиро-1,4-DHPs (4a-4f) описан ранее в работе
Sharma и соавт. [29].

Определение противогрибковой активности

Противогрибковую активность синтезированных
соединений в отношении A. fumigatus, A. flavus и
C. albicans тестировали in vitro при помощи
диско-диффузионного метода [30]. Для определения
противогрибковой активности использовали диски
из фильтровальной бумаги Whatman No.1
(“Sigma-Aldrich”, США) стандартного размера
диаметром 6,0 мм, стерилизованные сухим
жаром при 140°С в сушильном шкафу в течение 1 ч.
Для диско-диффузионного теста использовали
среду SDA (Sabouraud Dextrose Agar), которую
после стерилизации разливали в стерилизованные
чашки Петри и давали затвердеть. Суспензию, которая
при визуальном осмотре была мутной, готовили путём
суспендирования в 0,9% растворе NaCl. Гомогенную
суспензию использовали для инокуляции, а тестовый
инокулят поддерживали на уровне 1-5×106 КОЕ/мл
(колониеобразующих единиц). Споровую суспензию
каждого из грибов готовили из 8-10-дневных культур
отдельно. Суспензию встряхивали и 0,1 мкл аликвоты
распределяли по соответствующим чашкам с агаровой
средой. Стерилизованные диски фильтровальной
бумаги пропитывали чистыми соединениями
(концентрация 50 мкг/мл) и их смесью. Аналогичным
образом были приготовлены растворы антибиотика
сравнения флуконазола с концентрацией 50 мкг/диск
для определения противогрибковой активности.
Затем эти диски помещали на чашки Петри
с соответствующими микроорганизмами и
инкубировали при 30°С в течение 48-72 ч. В каждом
случае использовали три повторности, по результатам
которых рассчитывали средние значения. Диаметр
зон ингибирования измеряли в мм, индекс
активности рассчитывали на основе размера
зоны ингибирования. Активность соединений
рассчитывали по следующей формуле: 

зона ингибирования соединения
Индекс активности (ИА) = .

зона ингибирования 
стандартных препаратов

ПРОИЗВОДНЫЕ ДИГИДРОПИРИДИНОВ С АНТИМИКОТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТЬЮ
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Определение минимальной ингибирующей
концентрации модифицированным 
методом микроразведений 

Минимальную ингибирующую концентрацию
(МИК) смеси соединений в отношении A. fumigatus,
A. flavus и C. albicans определяли методом
микроразведений с небольшой модификацией [31].
Полутвёрдую среду со стерилизованным агаром
с сердечно-мозговым экстрактом заливали
в стерилизованные культуральные пробирки и
давали затвердеть. Инокулят для испытаний готовили
в 0,9% растворе NaCl, суспензию тщательно
встряхивали. Различные концентрации смеси
соединений добавляли в среды, содержащие
культуральные пробирки, после чего стандартную
платиновую петлю (~0,005 мл, Flexiloop,
“Himedia”,США) суспензии инокулята вводили глубоко
в каждую пробирку со средой, содержащей различные
концентрации соединений, а также контроль без этих
веществ. Затем пробирки с культурами инкубировали
при 28°С в течение 48-72 ч для определения МИК.
МИК определяли как наименьшую концентрацию,
при которой не наблюдалось визуального роста
после периода инкубации. Все эксперименты были
проведены в трёхкратной повторности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Из-за возникающих грибковых инфекций и
повышенного риска грибковых заболеваний
у пациентов с ослабленным иммунитетом возникает
потребность в новых противогрибковых препаратах,
во-первых, из-за их ограниченного спектра,
а во-вторых, из-за развития лекарственной
устойчивости к доступным противогрибковым
препаратам. Благодаря накапливающейся информации
по метаболизму грибов, предпринимаются шаги
по созданию противогрибковых препаратов,
действующих в качестве ингибиторов специфических
ферментов, участвующих в различных биохимических
путях. Хитинсинтаза является одной из таких
многообещающих мишеней, поскольку она отсутствует
у растений и млекопитающих. В контексте разработки
противогрибковых средств различные ингибиторы
хитинсинтазы были синтезированы методом
“зелёной химии”. 

Исследователи уже интересовались зелёным
химическим синтезом биодинамических спиро- и
аннелированных производных [32, 33]. Была
предпринята попытка синтезировать различные
спиро-1,4-DHPs. Ряд новых N-замещённых
производных спиро-1,4-DHP (4a-4f) (табл. 1)
был синтезирован в одном сосуде под микроволновым
облучением в условиях отсутствия растворителя и
протестирован на антидерматофитную активность [29].
В ходе поиска мощных ингибиторов хитинсинтазы
мы исследовали в данной работе активность этих
шести производных спиро-1,4-DHPs (4a-4f) против
распространённых грибковых патогенов. 

Скрининг соединений (производных
спиро-1,4-DHPs, 4a-4f) на активность против

A. fumigatus, A. flavus и C. albicans, которые
являются доминирующими этиологическими агентами
у пациентов с ослабленным иммунитетом, проводили
с использованием метода дисковой диффузии и
определения МИК. Полученные результаты
показали значительную противогрибковую активность
соединений по отдельности и в комбинациях
(табл. 1, рисунок).Соединение 4c продемонстрировало
превосходную противогрибковую активность против
A. fumigatus, соединения 4a, 4e, 4b, 4f и 4d
были не столь активны. Ингибирующее действие
соединения 4e в отношении A. flavus, было выше,
чем у соединений 4a, 4f, 4c, 4b и 4d. Соединение 4b
продемонстрировало значительную противогрибковую
активность против C. albicans, которая была выше,
чем у соединений 4a, 4d, 4e, 4f и 4c. Смесь соединений
показала синергетическую противогрибковую
активность по сравнению с отдельными соединениями
и антибиотиком сравнения. Смесь соединений
готовили путём добавления 8,3 мкг/мл каждого
из шести соединений (4a-4f), так что общая
концентрация смеси соединений составляла 50 мкг/мл.
Синергическую активность производных
спиро-1,4-DHPs определяли путём приготовления
смеси всех шести соединений в равных
пропорциях, чтобы можно было изучить аддитивное
действие всех шести соединений в одной смеси
против грибковых патогенов. Диаметр зоны
ингибирования, полученной из смеси соединений
(4a-4f) при общей концентрации 50 мкг/мл,
составлял 87 мм, 86 мм и 84 мм в отношении
C. albicans, A. fumigatus и A. flavus (табл. 2).
В дальнейшем исследовании МИК также определяли
модифицированным методом Provine и Hadley [31].
Результаты показали, что смесь соединений (4a-4f)
проявляла ингибирующее действие при концентрациях
от 0,08 мкл/мл до 0,9 мкл/мл в отношении A. fumigatus
(табл. 3). Уже при концентрации 0,08 мкл/мл
через 6 дней инкубации при 28°С рост
A. fumigatus не наблюдался. Полученные результаты
показывают, что эти соединения могут быть
использованы в качестве активных противогрибковых
агентов в фармацевтической промышленности
для приготовления лекарств. МИК смеси соединений
против A. flavus и C. albicans составила
0,1 мкл/мл и 0,09 мкл/мл соответственно. Отсутствие
роста наблюдалось через 6 дней, 12 дней, 18 дней и
24 дня вплоть до 30 дня наблюдений. Контроль,
в который смесь соединений не добавляли,
показал 100% рост A. fumigatus, A. flavus и
C. albicans. Результаты настоящего исследования
показали, что смеси исследуемых соединений
оказались более эффективными в ингибировании
роста A. fumigatus, A. flavus и C. albicans
по сравнению со стандартными используемыми
лекарствами. Эти результаты позволяют сделать
вывод о том, что смесь соединений и отдельные
соединения можно использовать в качестве
противогрибкового средства против A. fumigatus,
A. flavus и C. albicans в качестве активного
ингредиента фармацевтического препарата
для борьбы с грибковыми инфекциями у пациентов
с ослабленным иммунитетом. 
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Таблица 1. Противогрибковая активность исследованных спиро-1, 4-DHPs (4a-4f) в отношении A. fumigatus, A. flavus
и C. albicans

Рисунок. Противогрибковая активность смеси спиро-1,4DHPs в отношении: (А) C. albicans, (Б) A. fumigatus,
(В) A. flavus.

Примечание: IZ – диаметр зоны ингибирования (inhibition zone) (в мм), IZ флуконазола составлял 42 мм (A. fumigatus),
41 мм (A. flavus) и 38 мм (C. albicans) соответственно.

Соединение Структура
IZ исследованных спиро-1, 4-DHPs (50 мкг/мл) в отношении

A. fumigatus A. flavus C. albicans

4a 78 65 72

4b 75 73 75

4c 80 76 66

4d 72 79 70

4e 76 80 68

4f 75 77 65



Другие исследователи также сообщили, что DHP
проявляют эффективное антикоагулянтное действие,
с высокой эффективностью ограничивая потоки
кальция через кальциевые каналы. Антикоагулянтная
активность DHP была изучена при их терапевтическом
использовании в качестве гипотензивных,
противовоспалительных и антиишемических
средств [34]. Sirisha и соавт. синтезировали соединение
4-замещённый-2,6-диметил-3,5-бис-N-(гетероарил)-
карбамоил-1,4-дигидропиридин, обладающее
противораковой, противотуберкулёзной и
антибактериальной активностью in vitro, которое
показало высокую эффективность в борьбе
с раком [35]. Tempone и соавт. исследовали
противолейшманиальное действие препарата
нимодипина и обнаружили структурные повреждения
паразитов при лечении этим препаратом.
Было обнаружено, что это лекарство особенно
избирательно против промастигот и внутриклеточных
амастигот Leishmania chagasi со значениями IC50
(концентрация, вызывающая 50% ингибирование)
81,2 мкМ и 21,5 мкМ соответственно [36].

Блокаторы кальциевых каналов in vitro доказали
свою эффективность в борьбе с лейшманиозом [36].
Эхинокандины считаются терапией первой линии
при инвазивных кандидозных инфекциях [28].
Однако есть данные о появлении устойчивости
C. albicans к эхинокандинам, обусловленной
резистентными изолятами, содержащими мутацию
горячей точки fks1 [37]. В последние годы были

изучены синергетические эффекты никкомицина и
эхинокандина, что позволяет предположить,
что комбинация двух противогрибковых средств
может быть использована при лечении инфекций,
вызванных резистентными к эхинокандину
штаммами [38]. Эти исследования подчеркивают
потенциал комбинированной терапии, направленной
на синтез двух основных структурных полисахаридов,
обнаруженных в большинстве грибов, для достижения
фунгицидных схем, которые предотвратят появление
механизмов резистентности. Кроме того, ингибиторы
синтазы клеточной стенки, применяемые в сочетании
с антагонистами сигнальных путей, которые
регулируют экспрессию и активность синтазы,
могут иметь потенциал в качестве мощной
противогрибковой комбинированной терапии [39-41].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ

Спиро-1,4-дигидропиридины представляют собой
род фармакологически активных молекул, являющихся
многофункциональными сильнодействующими
соединениями-прототипами, которые могут быть
модифицированы в различных положениях.
На основании биологических экспериментов
мы доказали, что эти соединения обладают
превосходной противогрибковой активностью in vitro,
и их можно использовать в качестве мощного
противогрибкового препарата для пациентов
с ослабленным иммунитетом. 
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Таблица 2. Противогрибковая активность смеси всех спиро-1,4-DHPs (4a-4f) в отношении A. fumigatus, A. flavus и
C. albicans

Примечание: IZ – диаметр зоны ингибирования (inhibition zone) (в мм), включающий диаметр диска (6 мм),
AI – индекс активности (Activity index).

Таблица 3. МИК смеси спиро-1,4-DHPs производных (4a-4f) в отношении A. flavus, A. fumigatus и C. albicans

Примечание. Рост оценивали следующим образом: +4 – рост, сопоставимый с контролем, в который не добавляли
смесь спиро-1,4 DHPs; +3 – рост, составляющий примерно 75% от контроля; +2 – рост, составляющий примерно 50%
от контроля; +1 – рост, составляющий 25% и менее от контроля; 0 – отсутствие видимого роста. 

Различные концентрации
использованной смеси 
спиро-1,4 DHPs (мкл/мл)

Визуальная проверка роста
A. flavus

Визуальная проверка роста
A. fumigatus

Визуальная проверка роста
C. albicans

0,07
0,08
0,09
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
Контроль без добавления
смеси спиро-1,4 DHPs

+4
+3
+2
+1
0
0
0
0
0
0
0
0
100% рост

+1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
100% рост

+2
+1
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
100% рост

Соединения Тестируемый
штамм

IZ смеси всех спиро-1,4-DHPs
(50 мкг/мл)

IZ Флуконазола
(50 мкг/мл) AI

Смесь всех спиро-1,4-DHPs
(4a-4f)

A. flavus 84 мм 41 мм 2,0
A. fumigatus 86 мм 42 мм 2,0
C. albicans 87 мм 38 мм 2,2
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Human mycoses have become a threat to health world-wide. Unfortunately there are only a limited number
of antimycotic drugs in use. In the present study, antifungal activity of earlier synthesized spiro-1,4-dihydropyridines
(1,4-DHPs) was investigated. The antifungal activity of spiro-1,4-DHPs compounds were screened against
Aspergillus flavus, A. fumigatus, and Candida albicans by using Disc Diffusion and Modified Microdilution method.
Among six spiro-1,4-DHPs compounds tested all of them showed stronger antifungal activity possibly through
inhibiting the synthesis of chitin in cell wall against A. flavus, A. fumigatus, and C. albicans as compared to fluconazole,
a standard antifungal drug. The combination of compounds showed that the synthesized compounds had synergistic,
additive effects as compared to currently used drugs as an antifungal agent. These results indicated that these
designed compounds were potential chitin synthase inhibitors and had excellent antimycotic activity for the treatment
of fungal infections. 
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