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Аннотация. Обобщены однореакторные синтетические подходы к спиросочленённым (ди)азолам, перспективным в плане иссле-
дования биологической активности. Предложенные подходы включают в себя реакции конденсации с участием (гетеро)цикличе-
ских кетонов, метиленактивных компонент и N-нуклеофилов, проходящих в мягких условиях как по ступенчатому, там и по согласо-
ванному механизму. Исследована антимикробная активность полученных с помощью предложенных подходов цианозамещённых 
спиросочленённых пиразолинов и пирролидинов в отношении грамотрицательных (P. aeruginosa, E. coli) и грамположительных 
(S. aureus) бактерий (определена EC50 (мкг/мл)). В качестве контроля использовался известный компонент антимикробных пре-
паратов широкого спектра действия – ципрофлоксацин. Выяснено, что наибольший ингибирующий эффект по отношению к вы-
бранным грамотрицательным бактериям проявляет 3-амино-2-(4-нитрофенил)-1,2-диазаспиро[4.5]дек-3-ен-4-карбонитрил. При 
этом фенильный заместитель при втором атоме азота пиразолинового цикла играет важную роль, так как его замена на ароильный 
фрагмент уменьшает изучаемый эффект в несколько десятков раз вне зависимости от вида второго цикла. Умеренный и высокий 
ингибирующий эффект проявляют также замещенные спироиндолинопирролизидиндикарбонитрилы, содержащие цианогруппы 
при 2-м атоме углерода пирролизидинового цикла, а фенильный заместитель – при первом. Для пар с одинаковым типом положе-
ния заместителей наибольшей антимикробной активностью обладают соединения, содержащие 3,4 Cl2-заместитель в фенильном 
фрагменте. 
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Abstract. This work summarizes one-pot synthetic approaches to spiro-fused (di)azoles, which are promising in terms of studying biological 
activity. Proposed approaches involve condensation reactions of (hetero)cyclic ketones, methylene active moieties, and N-nucleophiles, occurring 
under mild conditions by both stepwise and concerted mechanisms. The antimicrobial activity of signals from the proposed approaches of cyano-
substituted spiro-membered pyrazolines and pyrrolidines against gram-negative (P. aeruginosa, E. coli) and gram-positive (S. aureus) losses has 
been studied (EC50 determination (μg/ml)).The well-known component of broad-spectrum antimicrobial drugs, ciprofl oxacin, has been used 
as a control. It has been found that 3-amino-2-(4-nitrophenyl)-1,2-diazaspiro[4.5]dec-3-ene-4-carbonitrile exhibits the greatest inhibitory 
eff ect against selected gram-negative bacteria. In this case, the phenyl substituent at the second nitrogen atom of the pyrazoline ring plays an 
important role, since its replacement with an aroyl fragment reduces the studied eff ect by several tens of times, regardless of the type of the 
second ring. Substituted spiroindolinopyrrolizidinedicarbonitriles, containing cyano groups at the 2nd carbon atom of the pyrrolizidine ring 
and a phenyl substituent at the fi rst, also exhibit a moderate and high inhibitory eff ect. For pairs with the same type of substituent position, 
compounds containing a 3,4 Cl2 substituent in the phenyl fragment have the greatest antimicrobial activity.
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Введение

В настоящее время среди азотсодержащих 
спиросочленённых органических соедине-
ний найдено немало веществ, проявляю-
щих различную биологическую активность 
[1–3].

Особенность расположения гетероцикли-
ческих фрагментов таких молекул связана 
с геометрией sp3-гибридизованного спиро-
узла, при которой эти фрагменты находятся 
в различных плоскостях пространства, что 
повышает доступность для взаимодействия с 
несколькими частями трёхмерной структуры 
мишени. Кроме того, благодаря ограничен-
ной конформационной подвижности, такое 
благоприятное расположение фиксируется и 
потенциально уменьшается время образования 
комплекса между лигандом и биологической 
мишенью [4].

Ранее на основе реакций конденсаций с 
участием (гетеро)циклических кетонов, ме-
тиленактивных компонент и N-нуклеофилов, 
проходящих как по ступенчатому, т ак и по со-
гласованному механизму, нами были разработа-
ны способы синтеза органических соединений, 
содержащих спироатом, связанный с атомом 
азота в составе пятичленного гетероцикличе-
ского фрагмента [5–7]. 

Синтезированные соединения представля-
ют интерес для исследования ввиду наличия 
пиразольного и индольного гетероциклических 
фрагментов, входящих в состав изученных 
соединений с высокой антимикробной актив-
ностью [8, 9]. 

В настоящей работе обобщены применяе-
мые нами однореакторные синтетические под-
ходы к спиросочленённым (ди)азолам и пока-
заны результаты испытания их антимикробной 
активности. 
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Материалы и методы

Исследование антимикробной активности
Метод измерения оптической плотности 

(в жидкой среде). Все эксперименты по опре-
делению антимикробной активности осущест-
вляли в 3 повторностях. Статистический анализ 
данных проводили с помощью программного 
пакета Excel 2007 (Microsoft, США). Результаты 
представлены в виде средних значений с ука-
занием доверительных интервалов при P = 0,05 
(уровень доверительности 95%).

Культуру засеивали в жидкую среду LB на 
18 ч. Затем в 25 мл среды добавляли 100 мкл 
культуры и инкубировали 1 ч при температуре 
37°. В стерильный 96-луночный иммуноло-
гический планшет вносили 150 мкл жидкой 
питательной среды LB. Затем добавляли 24 мкл 
заранее приготовленных растворов исследу-
емых соединений в ДМСО в концентрации 
10 мкг/мл. Затем делали ряд двукратных раз-
ведений от 0,195 до 400 мкг/мл, после чего 

добавляли 150 мкл бактериальной культуры. 
Измерения проводили с помощью планшетного 
спектрофотометра (Multiskan Ascent, Thermo 
Scientific), при длине волны 595 см. Затем 
определяли EC50 (мкг/мл).

Результаты и их обсуждение

Синтез полизамещённых пиразолинов, 
спиросочленённых с алициклическим коль-
цом, удобно осуществлять через многокомпо-
нентное взаимодействие замещенных гидрази-
нов или гидразидов с динитрилом малоновой 
кислоты и циклоалканонами. Динитрил мало-
новой кислоты наряду с высокой активностью 
за счёт CH-кислотности обеспечивает вхож-
дение в целевое соединение сопряжённой 
аминогруппы и фармакофорной нитрильной 
группы. Указанное взаимодействие наиболее 
хорошо протекает в условиях ультразвуковой 
или микроволновой активации в воде или эта-
ноле [5, 6] с выходами 70–85%.

Для синтеза пирролидинов (пирролизи-
динов), спиросочленённых с фармакофорным 
индолиноновым фрагментом, удобно исполь-
зовать трёхкомпонентную реакцию между 
предварительно полученным из динитрила 
малоновой кислоты и бензальдегидов арилиден-
малонодинитрилом, изатином и аминокислота-
ми и их производными (саркозином, пролином). 
Превращение реализуется как 1,3-диполярное 

циклоприсоединение промежуточно образу-
ющегося азометинилида к активированной 
двойной связи илидена. При этом в целевое 
соединение входит две цианогруппы. Согласо-
ванный механизм реакции обеспечивает её вы-
сокую регио- и диастереоселективность. Нами 
подобраны условия для селективного получения 
изомерных спироиндолинопирролидизидинов 
12–14 и 15, 16 [7].
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Биологическая активность соединений 
1–16 исследовалась в отношении грамотри-
цательных (P. aeruginosa, E. coli) и грамполо-
жительных (S. aureus) бактерий. В качестве 

контроля использовался известный компонент 
антимикробных препаратов широкого спектра 
действия – ципрофлоксацин. Полученные ре-
зультаты приведены в таблице. 

1)*   
2)*     (2 )    (15 ) 

Результаты изучения антимикробной активности соединений 1–16
Antimicrobial activity of compounds 1–16

№
Штаммы бактерий (EC50, мкг/мл) /

Bacterial strains (EC50, μg/ml)

P. aeruginosa ATCC 9027 S. aureus ATCC 25923 E. coli K-12

1 0,6±0,4 122±8 0,209±0,006

2 – 104±4 122±7

3 69±4 78±5 196±2

4 – – 301±13

5 – – 357±27

6 189±6 193±21 94±13

7 – 270±28 304±11

8 – – –

9 – – –

10 356±7 21±3 376±6

11 178±10 61±4 –

12 12±3 8,6±0,7 176±11

13 5,9±1,1 3,4±0,3 80±8

14 64±2 23±2 131±4

15 40±3 74±3 145±8

16 55±4 18±2 –

Ципрофлоксацин /
Ciprofl oxacin 76,16±1,02 23±2 2,8±0,6

Наибольший ингибирующий эффект по 
отношению к выбранным грамотрицательным 

бактериям проявляет 3-амино-2-(4-нитрофенил)-
1,2-диазаспиро[4.5]дек-3-ен-4-карбонитрил 1, 

А. А. Мещерякова и др. Некоторые цианозамещённые спиросочленённые пиразолины 
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содержащий фенильный заместитель при 
втором атоме азота пиразолинового цикла. 
Наличие этого заместителя, видимо, играет 
важную роль, так как его замена на ароильный 
фрагмент (2–7) уменьшает изучаемый эффект 
в несколько десятков раз вне зависимости от 
вида второго цикла.

Умеренный и высокий ингибирующий эф-
фект по отношению к P. aeruginosa и S. aureus 
проявляют также замещенные спироиндо-
линопирролизидиндикарбонитрилы 10–16 с 
различным положением дикарбонитрильного 
и фенильного заместителей, однако следует за-
метить, что лучшие результаты получены для 
соединений 12–14, содержащих цианогруппы 
при 2-м атоме углерода пирролизидинового 
цикла, а фенильный заместитель – при первом. 
Для пар с одинаковым типом положения заме-
стителей (13 и 16, 12 и 15) наибольшей анти-
микробной активностью обладают соединения, 
содержащие 3,4 Cl2-заместитель в фенильном 
фрагменте. 

Полученные результаты свидетельству-
ют о перспективности синтеза и исследова-
ния антимикробной активности более ши-
роко круга замещенных 3-амино-2-(R-фе-
нил)-1,2-диазаспиро[4.5]дек-3-ен-4-карбо-
нит  рилов и 2-оксо-1’-(R-арил)-5’,6’,7’,7a’-
тетро гидроспиро[индолин-3,3’-пирролизин]-
2’,2’(1’H)-ди карбонитрилов. 
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