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Пошук мембраностабілізуючих БАР серед 
бензіліденгідразидів 3-бензилксантиніл-8-
метилтіоацетатної кислоти.

В статті представлені результати досліджень антиоксидантної активності бензіліден-
гідразидів 3-бензилксантиніл-8-метилтіоацетатної кислоти з використанням in vitro методу 
шляхом неферментативного ініціювання вільнорадикального ліпопереокиснення, визначені пев-
ні закономірності «структура — біологічна дія» та встановлений ймовірний механізм анти-
оксидантної дії.
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ВСТУП
Сучасна медицина розглядає біологічну 

мембрану не тільки як оболонку, що огороджує 
клітину від навколишнього середовища, але і 
як один з найактивніших учасників метаболіч-
ного процесу [9]. Біологічна мембрана забез-
печує транспорт речовин, виконує каталітичну 
та регуляторну функції, приймає безпосередню 
участь в енергопродукції [2]. Згідно з уявлення-
ми інтегративної медицини біологічна мембрана 
забезпечує біологічну цілісність організму [8].

Порушення структури і як наслідок дисба-
ланс в мембранних функціях викликають пато-
логічні зміни в тканинах і органах і призводять 
до відповідних органих патологій. Одними з най-
більш деструктивних факторів, що впливають на 
біомембрані є активні метаболіти кисню (АМК). 
Безпосередньо шкідлива дія АМК впливає на 
найважливіші компоненти біомембран — ліпіди 
і призводить до перекисного окислення ліпідів 
(ПОЛ) [11].

Таким чином, органопротекція, реалізована 
через мембраностабілізуючу дію антиоксидант-
них лікарських препаратів, що пригнічують 
ПОЛ, є однією з актуальних проблем медицини.

Враховуючі те, що антиоксидантна дія 3-ме-
тилксантинів достатньо висвітлена в літературі 
[4;5;6], метою нашого дослідження став пошук 
антиоксидантів в ряді отриманих нами раніше 
нових бензіліденгідразидів 3-бензилксантиніл-
8-метилтіоацетатної кислоти [7].

МАТЕРІАЛИ Й МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Антиоксидантну активність (АОА) визнача-

ли з використанням in vitro-методу шляхом не-

ферментативного ініціювання вільнорадикаль-
ного ліпопереокиснення [1, 10].

В якості субстрату використовували суспен-
зію яєчних ліпопротеїнів. Робоча кількість лі-
попротеїнів, приготованих із розрахунку: ліпо-
протеїни: 0,15 М КСl = 1:1, розводять в 10 раз 
0,04 М фосфатним буфером до рН = 7,4. До 4 мл 
суспензії додавали 1 мл розчину речовини, що 
досліджується (в концентраціях 10-3, 10-5 та 10-7 
моль/л) в об’ємі 0,5 мл та 1,0 мл 0,025 М розчину 
FeSO

4
•7H

2
O (розчин готують ex tempore; ферум 

(ІІ) сульфат повинен бути свіжокристалізованим зі 
спирту). Суміш інкубували 30 хв при температурі  
37°С. Реакцію зупиняли розчином 0,5 мл 20 % 
трихлороцтової кислоти (ТХО), що містить 250 
мг/100 мл трилону Б для зв’язування іонів феруму 
(ІІ) та зупинки ВРО. Після центрифугування при 
2000 об/хв протягом 15 хв відбирали надосадкову 
рідину, вносили у пробірку з 1 мл 0,8 % тіобарбі-
турової кислоти та розміщували на 30 хв на кипля-
чій водяній бані. Після охолодження забарвлений 
комплекс виділяли додаванням до проби 4 мл бута-
нолу-1, струшували та центрифугували 15 хв при 
2000 об/хв. Ретельно відбирали верхній шар дозато-
ром та спектрофотометрично при λ = 532 нм проти 
бутанолу-1 визначали оптичну щільність. В якості 
етанолу порівняння використовували дибунол. Ре-
зультати дослідження АОА наведені в таблиці 1.

Розрахунок квантово-механічних енерге-
тичних дескрипторів граничних молекулярних 
орбіталей: (Е

ВЗМО
)  — енергія вищої зайнятої мо-

лекулярної орбіталі та Е
НВМО

  — енергія нищої 
вакантної молекулярної орбіталі для синтезо-
ваних сполук був проведений в програмному 
комплексі WinMopac  (ver 7.2, дескриптори  — 
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HOMOEnergy, LUMOEnergy, напівемпіричний ме-
тод АМ1, з параметрами: Calculation = SinglePoint, 
WaveFunction = ClosedShell (RHF) [13]. 

Показник ліпофільності (LogP) був розра-
хований в програмному комплексі ChemAxon 
(chemicalize.org) [12].

Результати дослідження оброблені сучасни-
ми методами аналізу [3] з використанням стан-
дартного пакету програм Microsoft Office 2007 
(Mіcrosoft Excel) та «STATISTICA for Windows 
6.0» (StatSoft Inc., № AXXR712D833214FAN5). 
Достовірність міжгрупових відмінностей за 
даними експериментів встановлювали за допо-
могою t-критерію Стьюдента. Використовува-
ли рівень статистичної значущості відміннос-
тей результатів досліджень — р<0,05

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Як видно із даних, наведений в таблиці 1, 
досліджувані бензіліденгідразиди 3-бензил
ксантиніл-8-метилтіоацетатної  кислоти вияв-

ляють антиоксидантну активність в концен-
траціях 10-3 моль/л, 10-5 моль/л та 10-7 моль/л, 
за винятком сполуки А-77, яка в концентрації 
10-7 моль/л виявляє слабкі прооксидантні влас-
тивості. Серед вивчаємих сполук в концентра-
ції 10-3 моль/л найбільш активною виявилась 
сполука А-90 (п-метоксифенілметиліденгідраз
ид 3-бензилксантиніл-8-метилтіоацетатної кис-
лоти), АОА становить 67,71%, що вище за АОА 
референс-препарату дибунолу на 54,31%. Слід 
зазначити, що в концентрації 10-3 моль/л всі 
сполуки без винятку виявляють високий анти-
оксидантний ефект, що перевищує еталонний 
препарат.

При зміні концентрації до 10-5 моль/л АОА 
сполук дещо зменшується і тільки три з них 
мають показники АОА дещо вищі за дибунол. 
Це сполуки А-74, А-102 та А-103, які містять в 
складі арилиденового фрагменту молекули елек-
троноакцепторні замісники.

Таблиця 1
Антиоксидантна активність досліджуваних речовин in vitro (n = 5) 

при ініціації вільнорадикального ліпопереокиснення 

Спо-
лука

R
10-3 моль/л 10-5 моль/л 10-7 моль/л

МДА, мкмоль/л АОА,% МДА, мкмоль/л АОА,% МДА, мкмоль/л АОА,%

А-74 м-нітрофеніл 0,13 ± 0,002* 53,82 0,19 ± 0,002* 32,99 0,24 ± 0,004* 16,32

А-77 п-гідроксифеніл 0,11 ± 0,003* 61,11 0,22 ± 0,006* 22,22 0,30 ± 0,003* -4,86

А-90 п-метоксифеніл 0,09 ± 0,003* 67,71 0,21 ± 0,001* 26,74 0,23 ± 0,002* 20,49

А-93 феніл 0,15 ± 0,004* 47,92 0,26 ± 0,006* 8,68 0,24 ± 0,002* 15,28

А-102 п-бромофеніл 0,17 ± 0,003* 39,93 0,20 ± 0,004* 28,82 0,2 ± 0,001* 30,56

А-103 п-хлорофеніл 0,13 ± 0,005* 55,56 0,20 ± 0,002* 29,17 0,20 ± 0,001* 31,94

А-110 п-толіл 0,12 ± 0,005* 59,37 0,21 ± 0,001* 25,35 0,20 ± 0,003* 30,90

Інтакт 0,08±0,001 — 0,08±0,001 — 0,08±0,001* —

Контроль 0,29± 0,003

Дибунол 0,22±0,033 13,4 0,185±0,02 27,1 0,199±0,018 21,6

Примітка: * — p<0,05 по відношенню до контролю.

Для сполук А-102 та А-103 ця тенденція збе-
рігається і в концентрації 10-7 моль/л. АОА спо-
луки А-74 знижується.

Аналіз хімічної структури бензіліденгідра-
зидів 3-бензилксантиніл-8-метилтіоацетатної 
кислоти та характеру АОА дії дозволяє зроби-
ти припущення, що досліджувані сполуки за 
механізмом дії можна віднести до «скавендже-
рів» вільних радикалів або «спінових пасток». 
В якості обгрунтування даної гіпотези нами був 
проведений кореляційний аналіз між квантово-
механічними енергетичними та молекулярними 
дескрипторами сполук і АОА, що вони виявля-
ють (табл. 2).

Як видно з даних таблиці 2 енергетичні па-
раметри Е

НВМО
  — енергія вищої зайнятої моле-

кулярної орбіталі (дескриптор HOMO
Energy

) та 
Е

НВМО
 — енергія вакантної молекулярної орбіта-

лі (дескриптор LUMO
Energy

) з найбільшим ступе-
нем впливають на значення АОА. При цьому, як 
для параметра Е

НВМО
 так й для параметра Е

НВМО
 

найбільший коефіцієнт зворотної кореляції роз-
рахований для концентрації 10-5 моль/л та ста-
новить відповідно R =  –0,7743 та R = –0,7786. 
Це можна пояснити наявністю в структурі дослі-
джуваних молекул атому Сульфуру, який при 
утворенні інтермедіатів з вільними радикалами 
може виступати в якості донору або акцептору 
електронів.

Слабка кореляційна залежність між кванто-
во-хімічними енергетичними дескрипторами та 
АОА в концентрація 10-3 моль/л та 10-7 моль/л 
свідчить, що в більшій концентрації досліджува-
ні сполуки можуть переважно виступать в якості 
донорів електронів, а в низькій — акцепторів.

Також нами був досліджений взаємозв’язок 
дескриптора LogP, який характеризує здатність 
сполуки розчинятися в ліпідному бішарі мемб-
ран та показника АОА (табл. 2). В цьому випадку 
найбільша залежність спостерігається в концен-
трації 10-7 моль/л, оскільки коефіцієнт кореля-
ції в даному випадку становив R = 0,7538.

Таблиця 2
КВАНТОВО-МЕХАНІЧНІ ЕНЕРГЕТИЧНІ ТА МОЛЕКУЛЯРНІ 

ДЕСКРИПТОРИ ДОСЛІДЖУВАНИХ РЕЧОВИН
Сполука Е

НВМО
, еВ Е

ВЗМО
, еВ LogP

А-74 -1,12526 -9,16944 2,1

А-77 -0,9165 -9,13519 2,33

А-90 -0,82139 -9,11464 2,58

А-93 -0,70536 -9,07008 2,36

А-102 -0,99654 -9,19113 3,23

А-103 -0,98053 -9,18782 3,08

А-110 -0,75239 -9,09709 2,86

ВИСНОВКИ

В результаті проведених in  vitro досліджень 
АОА шляхом неферментативного ініціюван-
ня  вільнорадикального  ліпопереокиснення 
було  встановлено,  що  бензіліденгідразиди 
3-бензилксантиніл-8-метилтіоацетатної кисло-
ти виявляють виражену антиоксидантну актив-
ність, показники якої корелюються з квантово-
механічними енергетичними та молекулярними 
дескрипторами. Проведене дослідження свід-
чить, що досліджувані сполуки можуть бути від-
несені до групи скавенджерів або «спінових пас-
ток» з вираженою мембраностабілізуючою дією. 
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Поиск мембраностабилизирующих БАВ среди бензилилиденгидразидов 
3-бензилксантинил-8-метилтиоуксусной кислоты.

В статье представлены результаты исследований антиоксидантной активности бензи-
лиденгидразидов 3-бензилксантинил-8-метилтиоуксусной кислоты с использованием 
in vitro метода путем неферментативной инициации свободнорадикального липопере-
окисления, установлены определенные закономерности «структура  — биологическое 
действие» и установлен вероятный механизм антиоксидантного действия.
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Синтез, фізико-хімічні та біологічні 
властивості 8-бензиліденгідразино-1-
етилтеобромінів

Розроблені прості препаративні методики синтезу неописаних раніше в літературі 1-етил-
8-бензиліденгідразинотеобромінів — потенційних біологічно активних сполук. Будова синтезо-
ваних сполук доведено даними елементного аналізу та ПМР-спектроскопії. За допомогою розра-
хованих молекулярних дескрипторів показано перспективність подальших досліджень in vitro 
та in vivo синтезованих речовин. Вивчено протимікробну, протигрибкову та антиоксидантну 
активність одержаних сполук.

Ключові слова: теобромін, синтез, ПМР-спектроскопія, біологічна дія, протимікробна дія, проти-
грибкова дія, антиоксидантна активність.

Вступ
Сучасні антибіотики і синтетичні антимікроб-

ні препарати займають провідне місце в лікуван-
ні бактеріальних інфекцій [1-3]. Незважаючи на 
високу вибірковість дії, антибіотики викликають 
ряд побічних ефектів: алергічні реакції, супер-
інфекції (дисбактеріоз, ослаблення імунітету) і 
токсичні явища (диспепсію, флебіти, порушення 
функції печінки і нирок та ін) [4-6]. Слід зазна-
чити, що в останні роки значно зросла частота 
грибкових захворювань. Це пов’язано з різким 
збільшенням числа факторів ризику розвитку 
мікозів (активна антибіотикотерапія, проведення 
реанімаційних заходів, використання глюкокор-
тикоїдних і імуносупресивних препаратів та ін.). 

На сьогоднішній день досить актуальною є 
проблема перекисного окислення ліпідів. Даний 
процес є складовою частиною оксидативного 
стресу, який лежить в основі різноманітних хво-
роб серцево-судинної системи. Слід зазначити, 
що оксидативний стрес викликає не тільки кова-
лентну модифікацію ліпідів, а й білків, нуклео-
тидів, вітамінів та ін. 

Виходячи з вищевказаного, розробка сучас-
них фармакологічних препаратів з протимікроб-
ною, протигрибковою, антиоксидантною дією є 
актуальним і перспективним напрямком сучас-
ної фармацевтичної науки. 

Раніше нами була показана перспективність 
пошуку антиоксидантів серед похідних теобро-
міну [7-11].

Метою даної роботи є розробка простих ла-
бораторних методів синтезу неописаних в літера-

турі 1-етил-8-бензиліденгідразинотеобромінів та 
вивчення їх протимікробної, протигрибкової та 
антиоксидантної дії.
Матеріали та методи досліджень

Температуру плавлення визначали від-
критим капілярним способом на приладі ПТП 
(М). Елементний аналіз виконано на приладі 
Elementar Vario L cube, ПМР-спектри були зняті 
на спектрометрі Bruker SF-400 (робоча частота 
400 МГц, розчинник ДМСО-d6 або ДМСО-d6 + 
CDCl

3
, внутрішній стандарт  — ТМС). Дані еле-

ментного аналізу відповідають розрахованим.
Аналітичні дані синтезованих сполук наведе-

но в таблицях 1, 2.
Молекулярні дескриптори розраховували за 

допомогою комп’ютерних програм ALOGPS та 
DRAGON. Біологічні властивості синтезованих 
сполук розраховувались за допомогою GUSAR 
та ACD/Percepta Platform.

Синтез 8-гідразино-1-етилтеоброміну 
(2). Суміш 2,87 г (0,01 моль) 8-бромо-1-
етилтеоброміну (1) [12], 5 мл (0,1 моль) гідрази-
ну гідрату, 40 мл Н

2
О, 10 мл діоксану кип’ятять 

1 годину, охолоджують. Осад, що утворився, 
відфільтровують, промивають водою, сушать. 
Кристалізують із водного діоксану.

Синтез 1-етилт-8-п-метилбензиліденгідра
зинотеоброміну (3). Суміш 1,2 г (5 ммоль) 
8-гідразино-1-етилтеоброміну (2), 1 мл (6 ммоль) 
п-метилбензальдегіду, 15 мл Н

2
О, 30 мл етанолу, 

5 крапель HCl кип’ятять 10 хвилин, охолоджу-
ють. Осад, що утворився, відфільтровують, про-
мивають водою, пропанолом-2, естером, сушать.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=mboc4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=mboc4
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