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Âëèÿíèå ñòèðèëîâîãî êðàñèòåëÿ RH 421 íà àêòèâíîñòü àìôîòåðèöèíà

Äàíà îöåíêà ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ àíòèáèîòèêà àìôîòåðèöèíà Â (ÀÂ) è ñòèðèëîâîãî êðàñèòåëÿ RH
421 in vitro ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîäåëüíûõ ëèïèäíûõ ìåìáðàí è in vivo íà ìèêðîîðãàíèçìàõ Saccharomy-
ces cerevisiae. Íà ñîäåðæàùèõ ýðãîñòåðèí ëèïèäíûõ áèñëîÿõ ïîêàçàíî, ÷òî äîáàâêà RH 421 óâåëè÷èâàåò
ðàâíîâåñíîå ÷èñëî îòêðûòûõ àìôîòåðèöèíîâûõ êàíàëîâ â 8.5 � 3.2 ðàçà. Ìåòîäîì äèôôóçèè â àãàð ñ
áóìàæíûõ äèñêîâ óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðèñóòñòâèå RH 421 â êëåòî÷íîé òåñò-ñèñòåìå óñèëèâàåò òîêñè÷åñ-
êîå äåéñòâèå ÀÂ, ÷òî âûðàæàåòñÿ â óâåëè÷åíèè çîíû èíãèáèðîâàíèÿ ðîñòà äðîææåé â 1.5 ðàçà. Òàêèì
îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî RH 421 ÿâëÿåòñÿ ïîòåíöèàëüíûì ñèíåðãèñòîì
ïðîòèâîãðèáêîâîãî äåéñòâèÿ ÀÂ è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ ñîçäàíèÿ íîâûõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðì ñ
óëó÷øåííûìè ôàðìàêîëîãè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àìôîòåðèöèí Â, ñòèðèëîâûé êðàñèòåëü RH 421, ëèïèäíûå áèñëîè, Saccharo-
myces cerevisiae.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÂ — àìôîòåðèöèí Â, ÄÌÑÎ — äèìåòèëñóëüôîêñèä, ÄÔÔÕ —
1,2-äèôèòàíîèë-sn-ãëèöåðî-3-ôîñôîõîëèí.

Ãðèáêîâûå áîëåçíè çàíèìàþò îäíî èç âåäóùèõ ìåñò â
ïåðå÷íå äåðìàòîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Çà ïîñëåäíèå
÷åòûðå äåñÿòèëåòèÿ èõ êîëè÷åñòâî çíà÷èòåëüíî âîçðîñëî
â ñâÿçè ñ ðàñïðîñòðàíåíèåì àóòîèììóííûõ íàðóøåíèé, à
òàêæå â ðåçóëüòàòå ïðèìåíåíèÿ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå
ïîäõîäîâ, ïîäàâëÿþùèõ èììóííóþ ñèñòåìó ïàöèåíòîâ
(Ghannoum, Rice, 1999). Óâåëè÷åíèå ÷èñëà ìèêîçîâ ñâÿçà-
íî òàêæå ñ ôîðìèðîâàíèåì óñòîé÷èâîñòè ïàòîãåííûõ
øòàììîâ ê ñïåöèôè÷åñêèì ëåêàðñòâåííûì ñîåäèíåíèÿì.
Ïîýòîìó íàçíà÷àåìûå ïåðâîíà÷àëüíî ïðåïàðàòû, êóïèðî-
âàâ èíôåêöèþ, òåðÿþò ñâîþ ýôôåêòèâíîñòü ïðè ïîâòîð-
íûõ ïðîÿâëåíèÿõ çàáîëåâàíèÿ.

Áîëüøèíñòâî èñïîëüçóåìûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðå-
ïàðàòîâ äëÿ ëå÷åíèÿ ìèêîçîâ îòíîñèòñÿ ê òðåì êëàññàì
ñîåäèíåíèé — ïîëèåíàì, ïèðèìèäèíàì è àçîëàì (Thomp-
son et al., 2009). Ïî÷òè âñå îíè íåïîñðåäñòâåííî èëè îïî-
ñðåäîâàííî âëèÿþò íà ñîäåðæàíèå â êëåòî÷íîé ñòåíêå îä-
íîãî èç îñíîâíûõ ñòðóêòóðíûõ êîìïîíåíòîâ, ñïåöèôè÷-
íîãî äëÿ äðîææåé, ãðèáîâ è íåêîòîðûõ ïðîòèñò, —
ýðãîñòåðèíà. Ýòîò ñòåðèí ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè áîëüøî-
ãî ÷èñëà êëåòî÷íûõ ïðîöåññîâ, òàêèõ êàê ýíäîöèòîç, êîì-
ïàðòìåíòàëèçàöèÿ ìåìáðàí, îáðàçîâàíèå âàêóîëåé è äð.
Íàðóøåíèé ýòèõ ôóíêöèé äîñòàòî÷íî, ÷òîáû ïîíèçèòü
æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòêè (Nes et al., 1978).

Íàèáîëåå àêòèâíî â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå äëÿ ëå÷å-
íèÿ êàê íàðóæíûõ ãðèáêîâûõ èíôåêöèé, òàê è ãëóáîêèõ
ñèñòåìíûõ ìèêîçîâ ïðèìåíÿþò ïîëèåíîâûå ìàêðî-
ëèäíûå àíòèáèîòèêè, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé áîëüøóþ
ãðóïïó ïðèðîäíûõ ñîåäèíåíèé, ïðîäóöèðóåìûõ ìèêðî-
îðãàíèçìàìè Streptomyces. Â ñîñòàâ èõ ìîëåêóë âõîäèò
ëàêòîííîå ìàêðîöèêëè÷åñêîå êîëüöî, ñîäåðæàùåå ãèäðî-

êñèëèðîâàííóþ óãëåâîäîðîäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è
öåïü ñîïðÿæåííûõ äâîéíûõ ñâÿçåé. Ñðåäè ýòèõ ïðåïàðà-
òîâ íàèáîëåå âûñîêîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ îáëà-
äàåò àìôîòåðèöèí Â (ÀÂ) (Êàñóìîâ, 2009).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðåäëîæåíû äâà âçàèìîäîïîëíÿ-
þùèõ ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ ÀÂ. Ñîãëàñíî îáùåïðèíÿòîé
òåîðèè, ÀÂ ñâÿçûâàåòñÿ ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé
ãðèáêîâûõ êëåòîê, ôîðìèðóÿ â íåé òðàíñìåìáðàííûå
ïîðû, ÷òî ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ âîäíî-ýëåêòðîëèòíîãî
áàëàíñà êëåòêè-ìèøåíè è ñîîòâåòñòâåííî ê åå ãèáåëè
(Bolard, 1986). Íåñìîòðÿ íà äëèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ ìî-
ëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâàíèÿ è ôóíêöèîíèðî-
âàíèÿ àìôîòåðèöèíîâûõ êàíàëîâ, òî÷íàÿ ìîëåêóëÿðíàÿ
àðõèòåêòóðà êàíàëà äî ñèõ ïîð íàõîäèòñÿ íà ñòàäèè îá-
ñóæäåíèÿ. Èç ïðåäëîæåííûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìîäåëåé
øèðîêî ïðèíÿòîé ÿâëÿåòñÿ ñòåðèíçàâèñèìàÿ ìîäåëü. Ñî-
ãëàñíî ýòîé ìîäåëè, ïðè äâóõñòîðîííåé îòíîñèòåëüíî
ìåìáðàíû äîáàâêå àíòèáèîòèêà ôîðìèðîâàíèå êàíàëà
ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå àññîöèàöèè äâóõ «ïîëóïîð», îá-
ðàçîâàííûõ êîìïëåêñàìè ïîëèåíîâûõ è ñòåðèíîâûõ ìî-
ëåêóë, ðàñïîëàãàþùèõñÿ â ïðîòèâîïîëîæíûõ ìîíîñëîÿõ
(Andreoli, 1974; De Kruijff et al., 1974; Marty, Finkelstein,
1975).

Âòîðîé ìåõàíèçì äåéñòâèÿ ÀÂ ïðåäëîæèëè Ãðåé è
ñîàâòîð., êîòîðûå ïîêàçàëè, ÷òî ÀÂ ìîæåò íåïîñðåäñò-
âåííî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ýðãîñòåðèíîì è âûçûâàòü ãè-
áåëü êëåòîê (Gray et al., 2012).

ÀÂ è åãî ëèïîñîìàëüíûå ôîðìû àêòèâíû ïðîòèâ øè-
ðîêîãî ñïåêòðà ïàòîãåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, îäíàêî ó
íåêîòîðûõ øòàììîâ (â ÷àñòíîñòè, âèäîâ Ñandida lusita-
niae è Aspergillus terreus) ôîðìèðóåòñÿ óñòîé÷èâîñòü ê
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ÀÂ, âåðîÿòíåå âñåãî âñëåäñòâèå ñíèæåíèÿ áèîñèíòåçà ýð-
ãîñòåðèíà èëè ïîÿâëåíèÿ àëüòåðíàòèâíûõ ñòåðèíîâ ñ ïî-
íèæåííîé ñïîñîáíîñòüþ ê êîìïëåêñîîáðàçîâàíèþ ñ ÀÂ
(Hebeka, Solotorovsky, 1965). Ïîäîáíàÿ èçìåí÷èâîñòü âîç-
áóäèòåëåé òðåáóåò ëèáî óâåëè÷åíèÿ òåðàïåâòè÷åñêîé
äîçû, ÷òî â ñëó÷àå ÀÂ âåäåò ê òÿæåëûì ïîáî÷íûì ýôôåê-
òàì (íàðóøåíèþ ðàáîòû ïî÷åê, àðèòìèè è àíåìèè), ëèáî
ðàçðàáîòêè íà îñíîâå óæå ñóùåñòâóþùèõ ïîëèåíîâûõ
ìàêðîëèäíûõ ïðåïàðàòîâ íîâûõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðì,
îáëàäàþùèõ øèðîêèì ñïåêòðîì ïðîòèâîãðèáêîâîé àê-
òèâíîñòè è âûñîêèì òåðàïåâòè÷åñêèì èíäåêñîì (Shigemi
et al., 2011). Òàêèì îáðàçîì, ïîèñê âåùåñòâ, ñïîñîáíûõ
óñèëèâàòü äåéñòâèå óæå ñóùåñòâóþùèõ ñîåäèíåíèé, ÿâ-
ëÿåòñÿ îäíîé èç íàèáîëåå àêòóàëüíûõ çàäà÷ ñîâðåìåííîé
ôàðìàêîëîãèè.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî â ìîäåëüíûõ ëèïèäíûõ áè-
ñëîÿõ, ñîäåðæàùèõ ýðãîñòåðèí, ñòèðèëîâûé êðàñèòåëü
RH 421 óâåëè÷èâàåò ïðîâîäèìîñòü îäèíî÷íûõ ÀÂ-êàíà-
ëîâ (Ostroumova et al., 2012). Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî RH 421 óñèëèâàåò ìåìáðàí-
íóþ àêòèâíîñòü ÀÂ è ìîæåò áûòü ðàññìîòðåí êàê ïîòåí-
öèàëüíûé ñèíåðãèñò ïðîòèâîãðèáêîâîãî äåéñòâèÿ ïîëè-
åíîâîãî àíòèáèîòèêà. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ
áûëî íåîáõîäèìî óñòàíîâèòü, êàê âëèÿåò RH 421 íà ðàâ-
íîâåñíîå ÷èñëî îòêðûòûõ ÀÂ-êàíàëîâ â ìîäåëüíûõ ñî-
äåðæàùèõ ýðãîñòåðèí áèñëîÿõ, à òàêæå âûÿñíèòü âîçìîæ-
íîñòü ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ ÀÂ è ñòèðèëîâîãî êðàñèòåëÿ
â êëåòî÷íûõ ñèñòåìàõ.

Ïîýòîìó öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëîñü îïðåäåëåíèå
âëèÿíèÿ ñòèðèëîâîãî êðàñèòåëÿ RH 421 íà àêòèâíîñòü ÀÂ
â ìîäåëüíûõ ìåìáðàíàõ è â òåñò-ñèñòåìå íà êëåòêàõ
äðîææåé Saccharomyces cerevisiae.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå è ñ ï î ë ü ç î â à ë è ÀÂ èç Streptomyces sp.,
RH 421 (N-(4-ñóëüôîáóòèë)-4-(4-(4-(äèïåíòèëàìèíî)ôå-
íèë)áóòàäèåíèë) ïèðèäèíèóì), ÄÌÑÎ, KCl, Hepes, ïåí-
òàí, ýòàíîë, õëîðîôîðì, ãåêñàäåêàí (Sigma Chemical,
ÑØÀ); 1,2-äèôèòàíîèë-sn-ãëèöåðî-3-ôîñôîõîëèí (ÄÔÔÕ)
è ýðãîñòåðèí (Avanti Polar Lipids, ÑØÀ).

Ôîðìèðîâàíèå áèñëîéíûõ ëèïèäíûõ ìåìáðàí ïðîâî-
äèëè ïî ì å ò î ä ó Ì î í ò à ë à è Ì þ ë ë å ð à (Montall,
Mueller, 1972) ïóòåì ñâåäåíèÿ êîíäåíñèðîâàííûõ ëèïèä-
íûõ ìîíîñëîåâ íà îòâåðñòèè â òåôëîíîâîé ïëåíêå, ðàçäå-
ëÿþùåé ýêñïåðèìåíòàëüíóþ êàìåðó íà äâà (öèñ è òðàíñ)
îòäåëåíèÿ. Îáúåì êàæäîãî îòäåëåíèÿ ñîñòàâëÿë 1.5 ìë,
òîëùèíà òåôëîíîâîé ïëåíêè — 10 ìêì, äèàìåòð îòâåð-
ñòèÿ — îêîëî 50 ìêì. Ïåðåä íà÷àëîì ïðîöåññà ôîðìèðî-
âàíèÿ áèñëîåâ îòâåðñòèå â òåôëîíîâîé ïëåíêå îáðàáàòû-
âàëè ãåêñàäåêàíîì. Ìîíîñëîè ôîðìèðîâàëè èç ñìåñè
ÄÔÔÕ è ýðãîñòåðèíà íà ãðàíèöå âîäà—âîçäóõ èç ðàñòâî-
ðà ëèïèäà â ïåíòàíå (1 ìã/ìë). Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ýêñïåðèìåíòû ïî èçìåðåíèþ êà-
íàëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè ÀÂ ïðîâîäèëè ïðè îäèíàêî-
âîì ïî îáå ñòîðîíû ìåìáðàíû èîííîì ñîñòàâå âîäíûõ
ðàñòâîðîâ ýëåêòðîëèòà (2.0 M KCl), êèñëîòíîñòü ðàñòâî-
ðîâ (ðÍ 7.0) ïîääåðæèâàëè áóôåðíîé ñìåñüþ Hepes
(5 ìÌ). Äëÿ ïîäà÷è òðàíñìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà è îò-
âåäåíèÿ ñèãíàëà ñ ìåìáðàíû èñïîëüçîâàëè õëîð-ñåðåáðÿ-
íûå ýëåêòðîäû, ñîåäèíåííûå ñ ðàñòâîðàìè êàìåðû ÷åðåç
ìîñòèêè, ñîäåðæàùèå 1.5 % àãàðîçû â ðàñòâîðå 2 Ì KCl.
Ïîëîæèòåëüíûì ñ÷èòàëè ïîòåíöèàë, âûçûâàþùèé ïîòîê
êàòèîíîâ èç öèñ- â òðàíñ-îòäåëåíèå êàìåðû. ÀÂ äîáàâëÿ-

ëè ê âîäíîé ôàçå îáîèõ îòäåëåíèé êàìåðû èç ðàñòâîðà â
ÄÌÑÎ (0.1 ìã/ìë) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè â îêîëî-
ìåìáðàííûõ ðàñòâîðàõ 10–8—10–7 Ì. Ýëåêòðîôèçèîëîãè-
÷åñêèå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå. Ñòèðèëîâûé êðàñèòåëü RH 421 ââîäèëè â ìåìáðàíî-
îìûâàþùèå ðàñòâîðû èç ìèëëèìîëÿðíûõ ðàñòâîðîâ â
ýòàíîëå äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5 ìêÌ. Áûëî ïðîâåäå-
íî ïÿòü íåçàâèñèìûõ èçìåðåíèé.

È ç ì å ð å í è ÿ è î ö è ô ð î â ê ó ò ð à í ñ ì å ì á -
ð à í í û õ ò î ê î â ïðîâîäèëè â ðåæèìå ôèêñàöèè ïîòåí-
öèàëà ñ ïîìîùüþ Axopatch 200B è Digidata 1440A (Axon
Instruments, ÑØÀ). Îáðàáîòêó çàïèñåé òðàíñìåìáðàííûõ
òîêîâ îñóùåñòâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî ïà-
êåòà Clampfit 9.0 (Axon Instruments, ÑØÀ). Ñòàòèñòè÷å-
ñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðîèçâîäèëè ïðè ïîìî-
ùè ïðîãðàììû Origin 8.0 (OriginLab, ÑØÀ).

Â êà÷åñòâå ê ë å ò î ÷ í î é ò å ñ ò - ñ è ñ ò å ì û áûë èñïî-
ëüçîâàí øòàìì äðîææåé Saccharomyces cerevisiae
YPH925 (MATÜ trp1-63 ura3-52 ade2-101 his3delta200
trp1delta63 leu2delta1 cyh2R kar1delta15) (Spencer et al.,
1994). Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ äðîææåâûõ êëåòîê èñïîëü-
çîâàëè ïîëíóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ñ òðàäèöèîííûìè
êîìïîíåíòàìè (Difco, ÑØÀ) (Sherman et al., 1986). Äðîæ-
æè âûðàùèâàëè â òåðìîñòàòå ïðè 30 °C.

Äåéñòâèå ïðåïàðàòîâ íà êëåòêè S. cerevisiae in vitro
îöåíèâàëè ì å ò î ä î ì ä è ô ô ó ç è è â à ã à ð ñ áóìàæíûõ
äèñêîâ. Èñïîëüçîâàëè ñóñïåíçèþ, ñîäåðæàùóþ ïðèìåðíî
1�105—2�105 êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ñòàöèîíàðíîé ôàçå
ðîñòà, êîòîðóþ íàíîñèëè íà òâåðäóþ ïîëíóþ ïèòàòåëü-
íóþ ñðåäó â ÷àøêàõ Ïåòðè. Ñâåðõó ïîìåùàëè ñòåðèëüíûå
áóìàæíûå äèñêè (Whatman, GE Healthcare, Âåëèêîáðèòà-
íèÿ), êîòîðûå ïðîïèòûâàëè ïðåïàðàòàìè èëè ðàñòâîðèòå-
ëÿìè. Äèñêè ðàçìåùàëè ëèáî ïîîäèíî÷êå, ëèáî ïàðàìè,
òàê ÷òîáû êðàÿ äèñêîâ ñîïðèêàñàëèñü. Ðàññòîÿíèå ìåæäó
öåíòðàìè äèñêîâ è öåíòðàìè ïàð äèñêîâ áûëî íå ìåíåå
30 ìì. Ïîñëå íàíåñåíèÿ òåñòèðóåìûõ ñîåäèíåíèé ÷àøêè
ïîìåùàëè â òåðìîñòàò íà 2 ñóò. Çîíû ïîäàâëåíèÿ ðîñòà
äðîææåé ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïðîçðà÷íûå êîëüöà âîêðóã
äèñêîâ íà ôîíå ðàâíîìåðíîãî äðîææåâîãî ãàçîíà. Êîëè-
÷åñòâåííóþ îöåíêó ïëîùàäè ýòèõ çîí è ïîñëåäóþùóþ
îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî-
ãðàììíîãî ïàêåòà ImageJ (Wayne Rasband, ÑØÀ). Äëÿ
îöåíêè è àíàëèçà ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðèìåíÿëè ñòàí-
äàðòíûå ìåòîäû îïèñàòåëüíîé ñòàòèñòèêè: ñðåäíåå àðèô-
ìåòè÷åñêîå çíà÷åíèå, ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå îò ñðåäíåé
âåëè÷èíû, 95%-íîå äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû. Íîðìàëü-
íîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ äàííûõ îöåíèâàëè ïî êðèòåðèþ
Êîëìîãîðîâà—Ñìèðíîâà, ñðàâíåíèå âûáîðîê îñóùåñòâ-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà (Ëàíã, Ñåñèê,
2011).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ââåäåíèå ñòèðèëîâîãî êðàñèòåëÿ RH 421 â ìåìáðàíî-
îìûâàþùèé ðàñòâîð ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ êàíàëîîáðà-
çóþùåé àêòèâíîñòè â ìîäåëüíûõ ëèïèäíûõ áèñëîÿõ. Êàê
âèäíî íà ðèñ. 1, äîáàâêà RH 421 â ìåìáðàíîîìûâàþùèå
ðàñòâîðû äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5 ìêÌ âûçûâàåò
7-êðàòíûé ðîñò ðàâíîâåñíîãî ÷èñëà îòêðûòûõ ÀÂ-êàíà-
ëîâ (Nop) â ëèïèäíûõ áèñëîÿõ, ñôîðìèðîâàííûõ èç ñìåñè
ÄÔÔÕ è ýðãîñòåðèíà è îìûâàåìûõ 2 Ì KCl (ðÍ 7.0).
Ñðåäíåå çíà÷åíèå óâåëè÷åíèÿ Nop çà ñ÷åò ââåäåíèÿ RH
421, ïîëó÷åííîå â ïÿòè íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòàõ, ñî-
ñòàâëÿåò 8.5 � 3.2 ðàçà.
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Óâåëè÷åíèå êàíàëîîáðàçóþùåé àêòèâíîñòè ÀÂ â
ïðèñóòñòâèè RH 421 óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü ñèíåðãè-
÷åñêîãî âëèÿíèÿ ñòèðèëîâîãî êðàñèòåëÿ íà ïðîòèâîãðèá-
êîâîå äåéñòâèå ÀÂ. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ
áûëè ïðîâåäåíû ýêñïåðèìåíòû íà äðîææåâûõ òåñò-ñèñ-
òåìàõ.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âëèÿíèÿ êðàñèòåëÿ RH 421 íà ïðî-
òèâîãðèáêîâóþ àêòèâíîñòü ÀÂ èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðò-
íûé ìåòîä äèôôóçèè â àãàð ñ áóìàæíûõ äèñêîâ, ïîçâîëÿ-
þùèé êîëè÷åñòâåííî îöåíèòü ïðîòèâîìèêðîáíóþ àêòèâ-
íîñòü ïðåïàðàòîâ.

Ïåðâûì ýòàïîì ðàáîòû áûëî îïðåäåëåíèå ìèíèìàëü-
íîé èíãèáèðóþùåé êîíöåíòðàöèè ÀÂ â èñïîëüçóåìîé ñè-
ñòåìå. Êëåòêè âûñåâàëè íà òâåðäóþ ïîëíóþ ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó â ÷àøêè Ïåòðè, à ñâåðõó ïîìåùàëè ñòåðèëüíûå áó-
ìàæíûå äèñêè. Ðàññòîÿíèå ìåæäó öåíòðàìè äèñêîâ ñî-
ñòàâëÿëî íå ìåíåå 30 ìì. Íà áóìàæíûå äèñêè íàíîñèëè
ðàñòâîðû ÀÂ â ÄÌÑÎ â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò 4.000
äî 0.064 ìã/ìë. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ íà áóìàæíûé äèñê
íàíîñèëè ÄÌÑÎ. Ïîñëå 2 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ èçìåðÿëè
äèàìåòð îáëàñòåé ïîäàâëåíèÿ ðîñòà äðîææåé, êîòîðûå
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé çîíû ïèòàòåëüíîé ñðåäû áåç êëåòî÷-
íîãî ãàçîíà âîêðóã äèñêîâ íà ôîíå ðàâíîìåðíîãî ðîñòà
äðîææåâûõ êëåòîê íà îñòàëüíîé ïëîùàäè ÷àøåê Ïåòðè.
Ðåçóëüòàòû îïûòîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå.

Èñõîäÿ èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ, ìèíèìàëüíàÿ èíãèáè-
ðóþùàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÀÂ ñîñòàâëÿåò 0.5 ìã/ìë. Ýòó êîí-
öåíòðàöèþ èñïîëüçîâàëè âî âñåõ ïîñëåäóþùèõ îïûòàõ â
ýòîé òåñò-ñèñòåìå.

Ñëåäóþùèé ýòàï — îöåíêà âîçìîæíîãî ïðîòèâî-
ãðèáêîâîãî äåéñòâèÿ RH 421. Íà áóìàæíûå äèñêè, ïîìå-
ùåííûå íà òâåðäóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ñ êëåòêàìè äðîæ-
æåé, íàíîñèëè ðàñòâîðû RH 421 (â ýòàíîëå) â äèàïàçîíå
êîíöåíòðàöèé îò 10–2 äî 10–5 Ì. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2. Íè â îäíîé èç èñïîëüçóåìûõ êîí-
öåíòðàöèé RH 421 íå âûçûâàåò îáðàçîâàíèÿ îáëàñòè èí-
ãèáèðîâàíèÿ. Ïîñêîëüêó ïðè êîíöåíòðàöèè 10–2 Ì RH
421 âûçûâàåò ÷àñòè÷íîå îêðàøèâàíèå êëåòîê â êðàñíûé
öâåò, äëÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé âûáðàíà êîíöåíòðà-
öèÿ 10–3 Ì, ïðè äåéñòâèè êîòîðîé îêðàøèâàíèÿ êëåòîê íå
ïðîèñõîäèò.

Ïîñëå âûáîðà ðàáî÷èõ êîíöåíòðàöèé ÀÂ è åãî ïîòåí-
öèàëüíîãî ñèíåðãèñòà îöåíèâàëè èõ ñîâìåñòíîå äåéñòâèå
íà äðîææåâîé øòàìì. Äëÿ ýòîãî ìåòîä äèôôóçèè â àãàð
áûë ìîäèôèöèðîâàí: íà ñðåäó ñ ìèêðîîðãàíèçìàìè íà-
êëàäûâàëè ïàðû áóìàæíûõ äèñêîâ, ñîïðèêàñàþùèåñÿ
êðàÿìè. Íà îäèí èç äèñêîâ íàíîñèëè ÀÂ â êîíöåíòðàöèè
0.5 ìã/ìë, à íà ïàðíûé — ëèáî RH 421 (10–3 Ì), ëèáî ðàñ-
òâîðèòåëü, 96%-íûé ýòèëîâûé ñïèðò (êîíòðîëü), ïîñëå
÷åãî ðàññ÷èòûâàëè ïëîùàäü îáëàñòè èíãèáèðîâàíèÿ ðîñ-
òà êëåòîê âîêðóã ïàðû äèñêîâ. Íà ðèñ. 3 ìîæíî âèäåòü
÷åòêèå îáëàñòè èíãèáèðîâàíèÿ, êîòîðûå ïðè ñîâìåñòíîì
äåéñòâèè ÀÂ è RH 421 (ðèñ. 3, à) â äâóõ ñëó÷àÿõ èç òðåõ
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ñòèðèëîâîãî êðàñèòåëÿ RH 421 íà ðàâíîâåñíîå
÷èñëî ôóíêöèîíèðóþùèõ â ìåìáðàíå àìôîòåðèöèíîâûõ êàíà-

ëîâ (Nop).

Ìåìáðàíà ñôîðìèðîâàíà èç ÄÔÔÕ è ýðãîñòåðèíà (67:33, Ì%) è îìûâà-
åòñÿ 2.0 Ì KCl (pH 7.0). Òðàíñìåìáðàííûé ïîòåíöèàë 50 ìÂ. Ñòðåëêîé

óêàçàí ìîìåíò ââåäåíèÿ RH 421 äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 5 ìêÌ.

Çàâèñèìîñòü çîíû èíãèáèðîâàíèÿ ðîñòà äðîææåé
îò êîíöåíòðàöèè àìôîòåðèöèíà Â (ÀÂ)

[ÀÂ], ìã/ìë Äèàìåòð çîíû èíãèáèðîâàíèÿ, ñì

4.000 1.35 � 0.05

3.200 1.21 � 0.08

1.280 1.13 � 0.08

0.500 1.00 � 0.05

0.256 Íåò

0.000 »

100 % ÄÌÑÎ

Ðèñ. 2. Ïðîâåðêà âëèÿíèÿ ñòèðèëîâîãî êðàñèòåëÿ RH 421 íà
ðîñò Saccharomyces cerevisiae.

Äèñêè ñ êðàñèòåëåì RH 421, íàíåñåííûì â êîíöåíòðàöèÿõ 10–2 (1),
10–3 (2), 10–4 (3) è 10–5 (4) Ì, íàëîæåíû íà ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ñ ìèêðî-

îðãàíèçìàìè. Èíãèáèðîâàíèå ðîñòà âî âñåõ ñëó÷àÿõ îòñóòñòâóåò.

Ðèñ. 3. Çîíû èíãèáèðîâàíèÿ ðîñòà Saccharomyces cerevisiae
(óêàçàíû ñòðåëêàìè), ïîëó÷åííûå ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè
ÀÂ è ñòèðèëîâîãî êðàñèòåëÿ RH 421 (à) è ÀÂ è 96%-íîãî ýòà-

íîëà (á).

Îáúÿñíåíèÿ â òåêñòå.



áîëüøå, ÷åì â êîíòðîëå (ðèñ. 3, á). Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé
îöåíêè îáëàñòåé èíãèáèðîâàíèÿ ðàññ÷èòûâàëè èõ ïëîùà-
äè â ïðîãðàììå ImageJ.

Ñðàâíåíèå ñðåäíèõ ïëîùàäåé îáëàñòåé èíãèáèðîâà-
íèÿ, ïîëó÷åííûõ ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè AB è RH421
(n = 50) è êîãäà ÀÂ äåéñòâîâàë îòäåëüíî (n = 44), âûÿâèëî
óâåëè÷åíèå ñðåäíåé ïëîùàäè ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè
AB è RH421 : 46.5 ïðîòèâ 31.1 ìì2 â ñëó÷àå äåéñòâèÿ òî-
ëüêî ÀÂ. Ðàçíîñòü ñðåäíèõ çíà÷åíèé ñîñòàâèëà 15.4 ìì2

(ðàçáðîñ çíà÷åíèé 12.5—19.2 ìì2, äîâåðèòåëüíûé èíòåð-
âàë 95 %, êðèòåðèé Ñòüþäåíòà t = 9.1, êîëè÷åñòâî ñòåïå-
íåé ñâîáîäû 43, P < 0.001).

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïðè-
ñóòñòâèå RH 421 â òåñò-ñèñòåìå óñèëèâàåò ïðîòèâîãðèá-
êîâóþ àêòèâíîñòü ÀÂ, è ýòî ïîäòâåðæäàåò äàííûå, ïî-
ëó÷åííûå íà ìîäåëüíûõ ìåìáðàíàõ in vitro. Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íîâîå íàïðàâëåíèå ïîèñêà ïîòåí-
öèàëüíûõ ñèíåðãèñòîâ ïðîòèâîãðèáêîâîãî äåéñòâèÿ ïî-
ëèåíîâ, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ñîçäàíèÿ
íà èõ îñíîâå ëå÷åáíûõ ïðåïàðàòîâ ñ óëó÷øåííûìè ôàð-
ìàêîëîãè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè. Â äàëüíåéøåì ýòî ìîæåò
ñïîñîáñòâîâàòü ðàñøèðåíèþ ñôåðû èñïîëüçîâàíèÿ ïîëè-
åíîâûõ àíòèáèîòèêîâ â òåðàïåâòè÷åñêèõ öåëÿõ.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Ë. Â. Ùàãèíîé è
Î. Â. Íåâçãëÿäîâîé çà ó÷àñòèå â îáñóæäåíèè ðåçóëü-
òàòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå ïðîãðàììû ïðåçèäåíòà ÐÔ (ÌÊ-1813.2012.4),
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêò 12-04-00948), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìî-
ëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è ÃÊ ¹ 8119 (ÌÎÍ
ÐÔ, ÔÖÏ «ÍÍÏÊÈÐ»).
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THE EFFECTS OF RH 421 ON THE ACTIVITY OF AMPHOTERICIN B IN CELL
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The combined action of polyene macrolide antibiotic amphotericin B and styryl dye RH 421 in model lipid
membranes and in yeast Saccharomyces cerevisiae has been studied. RH 421 insertion inti the ergosterol-conta-
ining lipid bilayers led to the increase of the steady-state number of open amphotericin channels by 8.5 ± 3.2 ti-
mes. Paper disk agar diffusion method has demonstrated that RH 421 enhanced the antimicrobial effect of amp-
hotericin B leading to an increase in the zone of growth inhibition of S. cerevisiae strain by 1.5 times. Our data
suggest that RH 421 is a potential synergist of amphotericin B and can be used in new formulations with impro-
ved pharmacological properties.
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