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Ксантиноксидаза належить до ферментів пуринового катаболізму і каталізує окиснення 
гіпоксантину і ксантину до сечової кислоти. Надмірна активність ксантиноксидази спри-
чиняє зростання рівня уратів у людському організмі і збільшення концентрації вільних 
радикалів, що ініціює розвиток низки захворювань, серед яких гіперурикемія, подагра, 
серцево-судинні хвороби. Тому пошук і вивчення інгібіторів ксантиноксидази є актуальним 
напрямком біоорганічних досліджень. На сьогодні значна кількість сполук, серед яких по-
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Азометинові похідні п-амінобензойної кислоти 
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Встановлено антиоксидантні властивості гідроксильованих азометинових похідних п-амінобензойної 
кис лоти та інгібувальний вплив цих сполук на активність ксантиноксидази. Аналіз інгібувальної актив-
нос ті серії синтезованих азометинових сполук щодо ксантиноксидази, а також результати молекулярно-
го до кінгу вказують на те, що в механізмах інгібування ферменту можуть бути задіяні карбоксильна і 
гідроксильна групи. Вплив азометинових похідних описується кінетикою змішаного типу з мікромолярними 
значеннями констант інгібування. Інгібувальна здатність найактивнішої сполуки, 4-(((1E)-(2-гідрокси-5-
нітрофеніл)метилен)аміно)бензойної кислоти, співмірна з впливом відомого інгібітора — алопуринолу. Мо-
лекулярний докінг азометинового інгібітора в активний центр ксантиноксидази свідчить про те, що кар-
боксилатна група утворює водневі зв’язки з амінокислотними залишками Arg880, Thr1010 і Glu1261, а 
гідроксильна група наближена до залишків Glu802 і Asn768. Крім того, арильні фрагменти молекули ін-
гібітора фор мують контакти із Phe914, Phe1009, Leu648, Phe1013 та іншими залишками. Антиоксидант ні 
властивості азометинів оцінено в модельній системі шляхом визначення малонового діальдегіду в тесті з 
тіобарбіту ровою кислотою. Показано, що здатність деяких сполук нейтралізувати гідроксильні радика-
ли перевищує дію тролоксу як еталонного антиоксиданту.

Ключові слова: азометини, ксантиноксидаза, інгібування, молекулярний докінг, гідроксильні радикали, 
антиоксидантні властивості.
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хідні флавоноїдів, гетероциклів і пептидів, описані як інгібітори цього ферменту. До таких 
інгібіторів також належать відомі лікарські засоби — алопуринол і фебуксостат. Однак по-
казано, що застосування алопуринолу може спричинити синдром гіперчутливості до пре-
парату [1], тоді як використання фебуксостату підвищує ризик розвитку серцево-судинних 
захворювань [2].

Азометини вивчаються як антибактеріальні, протигрибкові, противірусні, протипух-
линні і протизапальні агенти [3]. Вони здатні інгібувати ферментативну активність холінес-
тераз і деяких інших ферментів, а також виявляють антиоксидантні властивості [4]. Деякі 
азометинові похідні піразолопіримідину вивчалися як інгібітори ксантиноксидази [5].

Метою цього дослідження був пошук простих азометинових структур, здатних інгі-
бувати активність ксантиноксидази і виявляти антиоксидантні властивості. Для їх кон-
струювання використано азометиновий скафолд на основі поширених у живій природі 
п-амінобензойної кислоти і саліцилового альдегіду.

Основи Шиффа 3а–j було синтезовано відомим методом [6], що ґрунтується на взаємо-
дії еквімолярних кількостей п-амінобензойної кислоти і відповідного альдегіду в етанолі 
(cхема).

Структури сполук 3а–j доведено методами 1H ЯМР-спектроскопії, хромато-мас-спектро-
метрії та даними елементного аналізу. ІЧ-спектри азометинів з карбоксильною групою ма-
ють широку смугу в області 2400–3100 см–1 і валентні коливання імінної групи при 1677—
1691 см–1. У спектрах 1Н ЯМР наявні характеристичні сигнали імінної групи у вигляді 
широкого синглету при 8,55—9,65 м. ч., а також карбоксильної групи при 12,70–13,19 м. ч.

Антиоксидантну активність азометинів оцінювали в модельній системі за тестом на мало-
новий діальдегід (МДА-тест) [7]. Виявилося, що при концентрації 300 мкМ властивість спо лук 
3a, 3c, 3d, 3h та 3i нейтралізувати гідроксильні радикали ( 70 %) перевищує таку здатність 
тролоксу (таблиця), що використовувався як референс-препарат. Сполуки 3e і 3g характе-
ризувалися дещо нижчими значеннями проценту інгібування радикальних перетворень.

Інгібувальні властивості азометинів 3a–j визначали in vitro з використанням ксантин-
оксидази з коров’ячого молока. Наведені в таблиці значення IC50 є концентраціями сполук, 

Схема синтезу азометинів 3а–j 
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що забезпечують зниження ферментативної активності ксантиноксидази на 50 % при кон-
центрації субстрату 50 мкМ.

Аналіз залежності активності від структури інгібіторів вказує на те, що наявність 
2-гід ро ксифенільного фрагмента сприяє комплексоутворенню з ксантиноксидазою. Так, 
спо  лука 3b інгібувала активність ферменту зі значенням IC50 23 мкМ, тоді як азометино-
ва похідна 3a характеризувалася слабким впливом. Заміна гідроксильної групи в структу рі 
азометину 3b на метоксигрупу (сполука 3c) зумовила зниження спорідненості сполуки до 
ксанти ноксидази. Наявність метоксигрупи в пара-положенні фенільного фрагмента (спо-
лука 3d) не покращувала інгібувальний ефект, проте азометинова похідна 3e з диметила-
мінною групою у цьому положенні мала значення IC50, що становило 30 мкМ.

Зважаючи на викладене вище, для подальшої модифікації було вибрано структуру 3b. 
Азометинова похідна 3f із додатково введеною метоксигрупою характеризувалася зна  чен-
ням IC50 25 мкМ. За наявності атома брому в положенні 5 (сполука 3g) та в положеннях 3 і 
5 (сполука 3h) інгібувальний ефект незначно збільшився. Кращих результатів вда-
лося до  сяг ти шляхом введення нітрогрупи в положення 5 (сполука 3і) або заміни 2-гід-
роксифенільно го фрагмента 2-гідроксинафтильною групою (сполука 3j). Для цих азомети-
нів значення IC50 становили 6,4 і 4,2 мкМ відповідно, що за умов дослідів були подібними 
до значення IC50 алопуринолу (3,5 мкМ).

Коефіцієнт Хілла, розрахований з дозозалежної кривої інгібування ксантиноксидази 
сполукою 3j, становив 0,98 ± 0,17, що вказує на відсутність кооперативних ефектів у ме-
ханізмі інгібування. Графік Лайнуівера—Берка (рис. 1) свідчить про змішаний тип інгібу-
вання, розраховані значення констант інгібування Ki та Ki′ становили 0,74 ± 0,10 і 5,85 ± 
± 0,83 мкМ відповідно.

Для з’ясування молекулярних механізмів формування фермент-інгібіторних комплек-
сів було здійснено молекулярний докінг азометинових похідних в область активного центра 
ксантиноксидази (PDB код 1FIQ). Для докінгу використовували Е-ізомери азометинів 3b 
і 3f-j у конформації, що забезпечувало можливість наближення 2-гідроксильної групи бен-
зиліденового замісника до атома азоту C=N-фрагмента. Згідно з квантово-хімічними роз-
рахунками, така конформація енергетично вигідна для сполуки 3j, що, очевидно, обумовле-

Азометинові похідні п-амінобензойної кислоти 
як антиоксиданти та інгібітори ксантиноксидази

Сполука Антиоксидантна 
активність, % * IC50, мкМ Сполука Антиоксидантна 

активність, % * IC50, мкМ

3a 74 ± 2 >120 3g 60 ± 3 18 ± 3
3b Н. в.** 23 ± 6 3h 70 ± 1 11 ± 2 
3c 75 ± 2 >120 3i 72 ± 1 6,4 ± 1,7
3d 72 ± 1 105 ± 11 3j Н. в. 4,2 ± 1,0
3e 52 ± 7 30 ± 9 Тролокс 46 ± 4 —
3f Н. в. 25 ± 5 Алопуринол — 3,5 ± 0,2

* Активність подано як процент інгібування радикальних перетворень (МДА-тест) при концентрації 
сполуки 0,3 мМ. 

** Н. в. — активність не визначалась через погану розчинність сполуки за умов експерименту.
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но внутрішньомолекулярними водневими 
взаємодіями.

Отримані моделі зв’язування азомети-
нів 3b, 3d–j в області активного центра 
ксантиноксидази характеризуються подіб-
ним розташуванням лігандів (рис. 2, а). Зав-
дяки кар боксильній групі залишку п-аміно-
бензойної кислоти сполука 3j утворює вод-
неві контакти з амінокислотними залишками Arg880, Thr1010 і Glu1261 (через мо лекулу 
води HOH1457), тоді як гідроксильна група гідроксинафталенового замісника формує вод-
невий контакт з Asn768 і додатково може бути залучена до водневого зв’язку з Glu802, амі-
нокислотним залишком, важливим для стабілізації фермент-субстратного комплексу. Крім 
того, залишок п-амінобензойної кислоти сполуки 3j забезпечує ароматичні взаємодії з 
Phe914 і Phe1009, а нафтильний фрагмент має гідрофобні контакти з алкільними групами 
залишків Leu648, Leu648, Val1011і Leu1014 та арильною групою Phe1013 (див. рис. 2, б).

Таким чином, азометинові похідні п-амінобензойної кислоти здатні виявляти антиок-
сидантні властивості та інгібувати ксантиноксидазу зі значенням IC50 у мікромолярному 
діапазоні. Механізми дії сполук на активність ферменту описуються закономірностями змі-
шаного типу. Аналіз залежності структура–активність вказує на те, що карбоксильна і гід-
роксильна групи в структурі азометинів мають істотне значення для закріплення інгібіторів 
у активному центрі ксантиноксидази.

Експериментальна частина. Спектри 1Н ЯМР записані на приладах Varian Mercury або 
Varian Unityplus 400 у ДМСО-d6, внутрішній стандарт — залишкові протони розчинника. 

Рис. 1. Графік Лайнуівера–Берка, що описує ін гі-
бування активності ксантиноксидази сполукою 3j. 
Концентрація інгібітора: 0 ( ), 2 мкМ ( ), 4 мкМ 
( ) та 6 мкМ ( )

Рис. 2. Суперпозиція азометинових структур 3b, 3d–j в області активного центра ксантиноксидази (а) 
і модель зв’язування сполуки 3j в активному центрі ферменту (б)



78 ISSN 1025-6415. Dopov. Nac. akad. nauk Ukr. 2020. № 6

О.Л. Кобзар, А.В. Татарчук, М.В. Качаєва, С.Г. Пільо, О.В. Суховєєв, В.В. Суховєєв, В.С. Броварець, А.І. Вовк

ІЧ-спектри реєстрували на спектрометрі Vertex-70 у таблетках KBr. Хромато-мас-спектри 
отримані з використанням рідинної хромато-мас-спектрометричної системи на хромато-
графі Agilent 1100 Series. Температури топлення вимірювали на приладі Fisher-Johns.

Загальна методика синтезу сполук 3a–j. Суміш відповідного ароматичного альде-
гіду 1 (0,01 ммоль) і 4-амінобензойної кислоти 2 (0,01 ммоль) в етанолі (50 мл) кип’ятили 
зі зворотним холодильником протягом 4—5 год. Після охолодження, фільтрування і про-
мивання етанолом одержували сполуки 3, які перекристалізовували з етанолу.

4-(((1E)-Фенілметилен)аміно)бензойна кислота (3a). Вихід 1,69 г (75 %), Тпл 183—
185 °C (EtOH) (Тпл 193,5 °C [8]). Спектр ІЧ, υ, cм–1: 2875; 2547; 1681; 1594; 1425; 1289; 
1173; 935; 849; 772; 754; 687; 552. Спектр 1Н ЯМР (300 MГц, ДMСO-d6), δ, м. ч. (J, Гц): 
13,19 (1H, ш с, C(O)OH); 8,75 (1H, с, CH); 8,14 (2H, д, J = 8,7 Гц, Ar); 7,62—7,65 (3H, м, 
Ar); 7,44 (2H, д, J = 8,7 Гц, Ar). Maс-спектр, m/z: 226 [M + H]+. Знайдено, %: C 74,52; H 4,90; 
N 6,34. C14H11NO2. Розраховано, %: C 74,65; H 4,92; N 6,22.

4-(((1E)-(2-Гідроксифеніл)метилен)аміно)бензойна кислота (3b). Вихід 1,89 г (78 %), 
Тпл 230—232 °C (EtOH) (Тпл 265—267 °C [9]). Спектр ІЧ, υ, cм–1: 2812; 2551; 1679; 1597; 
1567; 1429; 1320; 1286; 1177; 941; 848; 774; 749; 676; 549; 516. Спектр 1H ЯМР (300 MГц, 
ДMСO-d6), δ, м. ч. (J, Гц): 13,35 (1H, ш с, OH); 13,01 (1H, ш с, C(O)OH); 9,13 (1H, с, CH); 
8,17 (2H, д, J = 8,4 Гц, Ar); 7,77—7,80 (1H, м, Ar); 7,62 (2H, д, J = 8,4 Гц, Ar); 7,52—7,57 
(1H, м, Ar); 7,06—7,11 (2H, м, Ar). Maс-спектр, m/z: 242,5 [M + H]+. Знайдено, %: C 69,57; 
H 4,51; N 5,89. C14H11NO3. Розраховано, %: C 69,70; H 4,60; N 5,81.

4-(((1E)-(2-Метоксифеніл)метилен)аміно)бензойна кислота (3c). Вихід 2,02 г (79 %), 
Тпл 208—210 °C (EtOH) (Тпл 197 °C [10]). Спектр ІЧ, υ, cм–1: 2838; 2549; 1687; 1593; 1428; 
1317; 1292; 1254; 1164; 1104; 1022; 924; 891; 853; 772; 750; 664; 556; 535. Спектр 1H ЯМР 
(300 MГц, ДMСO-d6), δ, м. ч. ( J, Гц): 13,10 (1H, ш с, C(O)OH); 8,98 (1H, с, CH); 8,12—8,17 
(3H, м, Ar); 7,60—7,65 (1H, м, Ar); 7,39 (2H, д,  J = 8,4 Гц, Ar); 7,27 (1H, д,  J = 8,1 Гц, Ar); 7,16 
(1H, т, J = 7,7 Гц, Ar). Maс-спектр, m/z: 256,3 [M + H]+. Знайдено, %: C 70,45; H 5,20; N 5,58. 
C15H13NO3. Розраховано, %: C 70,58; H 5,13; N 5,49.

4-(((1E)-(4-Метоксифеніл)метилен)аміно)бензойна кислота (3d). Вихід 1,90 г (74 %), 
Тпл 195—197 °C (EtOH) (Тпл 207 °C [8]). Спектр ІЧ, υ, cм–1: 2840; 2543; 1684; 1595; 1570; 
1511; 1422; 1316; 1290; 1258; 1161; 1105; 929; 832; 775; 757; 656; 553; 533. Спектр 1H ЯМР 
(300 MГц, ДMСO-d6), δ, м. ч. ( J, Гц): 13,01 (1H, ш с, C(O)OH); 8,67 (1H, с, CH); 8,12 (2H, д, 
J = 8,4 Гц, Ar); 8,04 (2H, д, J = 9,0 Гц, Ar); 7,40 (2H, д,  J = 8,4 Гц, Ar); 8,02 (2H, д, J = 9,0 Гц, Ar); 
3,97 (3H, с, CH3). Maс-спектр, m/z: 256,3 [M + H]+. Знайдено, %: C 70,67; H 5,02; N 5,61. 
C15H13NO3. Розраховано, %: C 70,58; H 5,13; N 5,49.

4-(((1E)-(4-(Диметиламіно)феніл)метилен)аміно)бензойна кислота (3e). Вихід 2,07 г 
(77 %), Тпл 261—263 °C (EtOH) (Тпл 255–257 °C [8]). Спектр ІЧ, υ, cм–1: 2817; 2531; 1680; 
1584; 1526; 1418; 1286; 1162; 942; 851; 816; 773; 752; 698; 538. Спектр 1Н ЯМР (300 MГц, 
ДMСO-d6), δ, м. ч. ( J, Гц): 13,09 (1H, ш с, C(O)OH); 8,55 (1H, с, CH); 8,10 (2H, д,  J = 8,7 Гц, 
Ar); 7,89 (2H, д,  J = 8,7 Гц, Ar); 7,35 (2H, д,  J = 8,4 Гц, Ar); 6,91 (2H, д,  J = 8,4 Гц, Ar). Maс-
спектр, m/z: 269,3 [M + H]+. Знайдено, %: C 71,49; H 6,12; N 10,54. C16H16N2O2. Роз рахо-
вано, %: C 71,62; H 6,01; N 10,44.

4-(((1E)-(2-Гідрокси-3-метоксифеніл)метилен)аміно)бензойна кислота (3f). Вихід 2,07 г 
(76 %), Тпл > 270 °C (EtOH). Спектр ІЧ, υ, cм–1: 2838; 2533; 1689; 1594; 1573; 1479; 1422; 
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1313; 1285; 1255; 1169; 967; 858; 781; 731; 692; 547. Спектр 1H ЯМР (400 MГц, ДMСO-d6), 
δ, м. ч. ( J, Гц): 12,77 (2H, ш с, OH, C(O)OH); 8,97 (1H, с, CH); 8,03 (2H, д, J = 7.2 Гц, Ar); 7,47 
(2H, д, J = 7,6 Гц, Ar); 7,23—7,28 (1H, м, Ar); 7,15 (2H, д, J = 8,4 Гц, Ar); 6,92 (1H, т, J = 7,2 Гц, 
Ar); 3,83 (3H, с, CH3). Maс-спектр, m/z: 272,3 [M + H]+. Знайдено, %: C 66,30; H 4,84; N 5,26. 
C15H13NO4. Розраховано, %: C 66,41; H 4,83; N 5,16.

4-(((1E)-(5-Бром-2-гідроксифеніл)метилен)аміно)бензойна кислота (3g). Вихід 2,57 г 
(80 %), Тпл 250 °C (EtOH) (Тпл 254—255 °C [11]). Спектр ІЧ, υ, cм–1: 2831; 2552; 1681; 1596; 
1561; 1480; 1432; 1319; 1279; 1175; 944; 859; 775; 749; 696; 555; 515. Спектр 1H ЯМР (400 MГц, 
ДMСO-d6), δ, м. ч. ( J, Гц): 13,27 (1H, с, OH); 13,03 (1H, ш с, C(O)OH); 9,12 (1H, с, CH); 8,18 
(2H, д, J = 8,4 Гц, Ar); 8,00 (1H, д,  J = 2,4 Гц, Ar); 7,62–7,70 (3H, м, Ar); 7,08 (1H, д, J = 9,0 Гц, 
Ar). Maс-спектр, m/z: 321,2 [M + H]+. Знайдено, %: C 52,39; H 3,02; N 4,55. C14H10BrNO3. 
Розраховано, %: C 52,52; H 3,15; N 4,38.

4-(((1E)-(3,5-Дибром-2-гідроксифеніл)метилен)аміно)бензойна кислота (3h). Ви-
хід 2,96 г (74 %), Тпл > 270 °C (EtOH) (Тпл 307 °C [12]). Спектр ІЧ, υ, cм–1: 2824; 2549; 
1682; 1593; 1548; 1427; 1319; 1290; 1158; 939; 866; 772; 737; 690; 557; 545. Спектр 1H ЯМР 
(400 MГц, ДMСO-d6), δ, м. ч. (J, Гц): 14,18 (1H, ш с, OH); 12,70 (1H, ш с, C(O)OH); 9,03 
(1H, с, CH); 8,03 (2H, д, J = 8,4 Гц, Ar); 7,88—7,93 (2H, м, Ar); 7,54 (2H, м, Ar). Maс-спектр, 
m/z: 400,0 [M + H]+. Знайдено, %: C 42,25; H 2,15; N 3,63. C14H9Br2NO3. Розраховано, %: 
C 42,14; H 2,27; N 3,51.

4-(((1E)-(2-Гідрокси-5-нітрофеніл)метилен)аміно)бензойна кислота (3i). Вихід 2,21 г 
(77 %), Тпл = 205—207 °C (EtOH) (Тпл 217 °C [13]) . Спектр ІЧ, υ, cм–1: 2811; 2532; 1691; 
1596; 1567; 1477; 1422; 1350; 1284; 1171; 939; 832; 772; 749; 695; 549; 515. Спектр 1H ЯМР 
(400 MГц, ДMСO-d6), δ, м. ч. (J, Гц): 13,75 (1H, ш с, OH); 12,69 (1H, ш с, C(O)OH); 9,14 
(1H,с, CH); 8,69 (1H, д, J = 2,4 Гц, Ar); 8,03 (2H, д, J = 8,4 Гц, Ar); 7,13—7,19 (1H, м, Ar); 
7,15 (2H, д, J = 8,4 Гц, Ar); 6,92 (1H, т, J = 7,2 Гц, Ar); 3,83 (3H, с, CH3). Maс-спектр, m/z: 
287,3 [M + H]+. Знайдено, %: C 58,66; H 3,45; N 9,89. C14H10N2O5. Розраховано, %: C 58,74; 
H 3,52; N 9,79.

4-(((1E)-(2-Гідрокси-1-нафтил)метилен)аміно)бензойна кислота (3j). Вихід 2,22 г (76 %), 
Тпл > 270 °C (EtOH) (Тпл 282 °C [14]). Спектр ІЧ, υ, cм–1: 2822; 2542; 1677; 1626; 1584; 1543; 
1488; 1430; 1291; 1151; 935; 851; 825; 770; 744; 555; 490. Спектр 1H ЯМР (400 MГц, ДMСO-
d6), δ, м. ч. (J, Гц): 15,46 (1H, с, OH); 12,88 (1H, ш с, C(O)OH); 9,65 (1H, с, CH); 8,49 (1H, д, 
J = 8,4 Гц, Ar); 8,03 (2H, д, J = 7,6 Гц, Ar); 7,93 (1H, д, J = 9,6 Гц, Ar); 7,70—7,79 (3H, м, Ar); 7,55 
(1H, т, J = 8,0 Гц, Ar); 7,36 (1H, т, J = 7,0 Гц, Ar); 6,98 (1H, д, J = 9,2 Гц, Ar). Maс-спектр, m/z: 
292,4 [M + H]+. Знайдено, %: C 74,34; H 4,37; N 4,89. C18H13NO3. Розраховано, %: C 74,22; 
H 4,50; N 4,81.

In vitro дослідження сполук 3а–j як інгібіторів ксантиноксидази. У дослідженнях 
використано ксантиноксидазу з коров’ячого молока фірми Sigma-Aldrich. Реакційна су-
міш для тестування інгібувального впливу азометинів містила 50 мМ фосфатний буфер 
(pH 7,4), 50 мкМ ксантин, інгібітор у концентрації від 0,1 до 150 мкМ, 0,1 мМ ЕДТА і 1 об. % 
ДМСО. Модельну систему термостатували протягом 5 хв при 25 °С, після чого реакцію 
розпочинали додаванням ксантиноксидази. Швидкість реакції детектували спектрофотоме-
трично за зміною оптичної густини при довжині хвилі 293 нм. Для розрахунків використа-
но значення коефіцієнта молярної екстинції сечової кислоти, що дорівнює 12,2 мМ–1 ⋅ см–1. 
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Розраховане з графіка Лайнуівера—Берка значення константи Міхаеліса становило 
4,9 мкМ. Значення IC50, Km і констант інгібування Ki та Ki′ наведено зі стандартним від-
хиленням, а нахил Хілла — як значення ± стандартна помилка.

Дослідження азометинових похідних п-амінобензойної кислоти як антиоксидан-
тів. Здатність сполук нейтралізувати гідроксильні радикали вивчали з використанням мо-
дифікованого МДА-тесту [7]. Реакційна суміш містила 50 мкМ хлорид заліза(ІІ), 100 мкМ 
ЕДТА, 50 мМ фосфатний буфер (pH 7,4), 2,8 мМ 2-дезоксирибозу, воду та 2,8 мМ пе-
роксид водню. Концентрація сполуки, що тестувалася, становила 0,3 мМ. Модельну сис-
тему термостатували 1 год при 37 °С, після чого до неї додавали 1 мл 2,8 %-го водного роз-
чину трихлорооцтової кислоти і 1 мл 1 %-го розчину тіобарбітурової кислоти у розчині 
50 мМ гідроксиду натрію. Отриману суміш термостатували на водяній бані протягом 20 хв 
при 80—100 °С. Аналіз проводили спектрофотометрично за концентрацією продуктів ре-
акції тіобарбітурової кислоти з малоновим діальдегідом при 532 нм.

Комп’ютерне моделювання фермент-інгібіторних комплексів. Азометинові похід-
ні п-амінобензойної кислоти було доковано в область активного центра (ланцюг С) ксан-
тиноксидази з коров’ячого молока. Методика проведення докінгу описана в [15]. Докінг 
здійснено програмою Autodock 4.2. Для аналізу одержаних моделей фермент-інгібіторних 
комплексів застосовували програму Discovery Studio (Accelrys, Сан-Дієго, США).
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АЗОМЕТИНОВЫЕ ПРОИЗВОДНЫЕ п-АМИНОБЕНЗОЙНОЙ КИСЛОТЫ 
КАК АНТИОКСИДАНТЫ И ИНГИБИТОРЫ КСАНТИНОКСИДАЗЫ

Установлены антиоксидантные свойства гидроксилированных азометиновых производных п-амино-
бензойной кислоты и ингибирующее влияние этих соединений на активность ксантиноксидазы. Анализ 
ингибирующей активности серии синтезированных азометинов относительно ксантиноксидазы, а также 
результаты молекулярного докинга указывают на то, что в механизмах ингибирования фермента мо-
гут быть задействованы карбоксильная и гидроксильная группы. Влияние азометиновых производных 
описывается кинетикой смешанного типа с микромолярными значениями констант ингибирования. 
Ин ги бирующая способность наиболее активного соединения, 4-(((1E)-(2-гидрокси-5-нитрофенил)ме-
ти лен)амино)бензойной кислоты, соизмерима с влиянием известного ингибитора — аллопуринола. 
Молекулярный докинг азометинового ингибитора в активный центр ксантиноксидазы свидетельству-
ет о том, что карбоксилатная группа образует водородные связи с аминокислотными остатками Arg880, 
Thr1010 и Glu1261, а гидроксильная группа приближена к остаткам Glu802 и Asn768. Кроме того, ариль-
ные фрагменты молекулы ингибитора формируют контакты с Phe914, Phe1009, Leu648, Phe1013 и дру-
гими остатками. Антиоксидантная активность азометинов оценена в модельной системе путем опреде-
ления малонового диальдегида в тесте с тиобарбитуровой кислотой. Показано, что способность некото-
рых соединений нейтрализовать гидроксильные радикалы превышает действие тролокса как эталонного 
антиоксиданта.

Ключевые слова: азометины, ксантиноксидаза, ингибирование, молекулярный докинг, гидроксильные ра-
дикалы, антиоксидантные свойства.
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AZOMETHINE DERIVATIVES OF p-AMINOBENZOIC ACID 
AS ANTIOXIDANTS AND XANTHINE OXIDASE INHIBITORS

Antioxidant properties of hydroxylated azomethine derivatives of p-aminobenzoic acid and their inhibitory ef-
fect on xanthine oxidase activity have been established. Analysis of inhibitory activities of a series of synthe sized 
azomethine compounds towards xanthine oxidase, as well as molecular docking study indicated that carboxylate 
and hydroxyl groups can be involved in mechanisms of the enzyme inhibition. The azomethine derivatives are 
shown to exhibit the mixed type of inhibition, and inhibitory activities of some of them are in the micromolar 
ranges. The effect of the most active 4-(((1E)-(2-hydroxy-5-nitrophenyl)methylene)amino)benzoic acid was 
comparable to that of the known inhibitor allopurinol. According to molecular docking results, the carboxylate 
group of the azomethine inhibitor can form hydrogen bonds with the amino acid residues of Arg880, Thr1010, 
and Glu1261 in the active site of xanthine oxidase, while the hydroxyl group is close to the residues of Glu802 
and Asn768. In addition, aryl groups of the inhibitor molecule form contacts with Phe914, Phe1009, Leu648, 
Phe1013, and other amino acid residues. The antioxidant activity of the azomethines is evaluated in the model 
system by the detection of malonic dialdehyde with the thiobarbituric acid test. The ability of some compounds 
to neutralize hydroxyl radicals exceeded the effect of trolox as a reference antioxidant.

Keywords: azomethines, xanthine oxidase, inhibition, molecular docking, hydroxyl radicals, antioxidant properties.




