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ВСТУП 

Актуальність теми. Українським вченим І.Я. Горбачевським і німецьким 

Ф.Шардінгером було введене поняття – «ксантиноксидаза». Цей фермент 

каталізує перетворення гіпоксантину в ксантин і далі в сечову кислоту, а також 

окислення ряду птеридину, альдегідів та імідазолу. При дефіциті кисню 

ксантиноксидаза функціонує як НАД+ - залежна ксантиндегідрогеназа, причому 

механізми дії цих двох функціональних форм принципово різняться. В кінці 

1980-х років вивчення ксантиноксидази ставало все більш актуальним. Почалася 

"друга хвиля" досліджень ролі ксантиноксидази в біохімічних процесах, коли 

з'ясувалося, що ксантиноксидаза є головною системою генерування активних 

форм кисню в живих організмах. 

Сечова кислота у деяких тварин, в тому числі й у людини, є кінцевим 

продуктом розпаду пуринів, в зв'язку з чим інтенсивність утилізації продуктів 

дезамінування пуринів у них прямо залежить від активності ксантиноксидази 

та ксантиндегідрогенази. Ксантиноксидаза і ксантиндегідрогеназа 

забезпечують утилізацію всього «зайвого» ксантину, який при недостатній 

утилізації здатний викликати міалгії та інфаркти нирок. Однак, підвищений 

рівень ксинтиноксидази в плазмі відіграє роль в патогенезі інших 

патологічних станів та їх ускладнень, при яких, як передбачається, інгібітори 

ксинтиноксидази можуть володіти терапевтичною дією, що є об'єктом 

багатьох досліджень та надзвичайно актуальним питанням на сьогодні [1]. 

Метою даної роботи було дослідження 6-(N-ациламіну)пурину як 

інгібіторів ксантиноксидази.  

Відповідно до мети поставлені такі завдання:  

1. Провести аналіз наукової літератури стосовно дослідження 

структури та механізмів ферментативної активності 

ксантиноксидази; 

2. Вивчити функції ксантиноксидази в організмі людини; 

3. З'ясувати  значення інгібіторів ксантиноксидази у медицині.  
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4. Дослідити похідні 6-(N-ациламіну)пурину in vitro як інгібіторів 

ксантиноксидази. 

5. Здійснити моделювання фермент-інгібіторних комплексів похідних 

6-(N-ациламіну)пурину з ксантиноксидази.  

Об’єкт дослідження – похідні 6-(N-ациламіну)пурину як інгібітори 

ксантиноксидази. 

Предмет дослідження – інгібування ксантиноксидази похідними 6-(N-

ациламіну)пурину. 

Методи дослідженя: спектральні методи аналізу, молекулярний докінг, 

хромато-мас-спектрометрія. 

Наукова новизна одержаних результатів. Продемонстровано, що 

метоксизаміщені похідні N6-бензоїладеніну та похідних 6-(N-

ациламіно)пурину є інгібіторами ксантиноксидази. 

Особистий внесок дослідника. Магістранткою проведено огляд 

наукової літератури, виконано експериментальну частину на базі відділу 

Механізмів біоорганічних реакцій Інституту біоорганічної хімії та нафтохімії 

ім. В.П. Кухаря НАН України (зав. відділом – член кореспондент, доктор 

хімічних наук, професор Вовк Андрій Іванович). Ідея розробки належить 

науковим керівникам. Обговорення результатів дослідження, вдосконалення 

структури роботи, формулювання висновків проводились разом з 

керівниками.  

Апробація результатів дослідження. Результати кваліфікаційної 

роботи опробовані та опубліковані в збірнику статей за матеріалами VII 

Міжнародної заочної науково-практичної конференції молодих учених 

«Фундаментальні та прикладні дослідження в сучасній хімії та фармації» 

(Ніжин, 21 квітня 2020 р.) та V Міжнародної науково-практичної інтернет-

конференції «Технологічні та біофармацевтичні аспекти створення лікарських 

препаратів різної направленості дії» (Харків, 26 листопада 2020 р.) 
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Публікації. За матеріалами кваліфікаційної роботи опубліковано 2 

статті у наукових виданнях: 

1. Метоксизаміщені похідні N6-бензоїладеніну як інгібітори 

ксантиноксидази. Фундаментальні та прикладні дослідження в сучасній 

хімії та фармації: за матер.VII Міжнар. заоч. наук.- практ. конф. 

молодих учених: Ніжин, 2020. С. 75-80. 

2. Оцінка похідних 6-(N-ациламіно)пурину як інгібіторів ксантиноксидази. 

Технологічні та біофармацевтичні аспекти створення лікарських 

препаратів різної направленості дії: за матер. V Міжнар. наук.-практ. 

інтернет-конференції: Харків, 2020. С. 229-233. 

Структура і обсяг кваліфікаційної роботи. Кваліфікаційна робота 

викладена на 46 сторінках друкованого тексту і включає вступ, три розділи, 

висновки та список використаних джерел, до складу якого входить 75 

найменувань. Вона проілюстрована 8 рисунками, 2 схемами та 3 таблицями. 
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РОЗДІЛ І. КСАНТИНОКСИДАЗА: СТРУКТУРА ТА ФУНКЦІЇ 

1.1. Структура та механізм дії ксантиноксидази 

У 1902 р. Ф.Шардiнгeр [2] пoказав, щo мoлoкo мiстить фeрмeнт, який 

здатний oкиснювати альдeгiди дo кислoт, щo супрoвoджується вiднoвлeнням 

мeтилeнoвoгo синьoгo; цeй фeрмeнт тoдi називали «фeрмeнтoм Шардінгeра». 

У 1922 р. Е.Дж. Мoрган та спiвавт. [3] пoказали, щo мoлoкo мiстить фeрмeнт, 

здатний oкиснювати ксантин та гiпoксантин з oднoчасним вiднoвлeнням O2 дo 

H2O2, i цeй фeрмeнт називали ксантиноксидазою.  

Cтруктурнa oргaнiзaцiя кcaнтинoкcидaзи (кcaнтиндeгiдрoгeнaзи) дocить 

cклaднa. Фeрмeнт мaє димeрну cтруктуру, причoму при пoдiлi йoгo нa 

мoнoмeри виявляєтьcя, щo кoжeн з них oкрeмo мaє кaтaлiтичну aктивнicть. 

Мoлeкулярнa мaca фeрмeнту, визнaчeнa зa дoпoмoгoю диcк-eлeктрoфoрeзу в 

ПAAГ, cтaнoвить 283 кДж. Кoжeн мoнoмeр cклaдaєтьcя з трьoх нeiдeнтичних 

cубoдиниць, пoв'язaних мiж coбoю диcульфiдними зв'язкaми. Мoлeкулярнa 

мaca cубoдиниць, визнaчeнa тим жe мeтoдoм, cклaдaє вiдпoвiднo 135, 120 i 40 

кДж. Дo cклaду фeрмeнту вхoдить ФAД, кoвaлeнтнo зв'язaний з йoгo білковою 

чacтинoю. Нa кoжeн мoнoмeр дoвoдитьcя oднa мoлeкулa ФAД. Бiлкoвa 

чacтинa фeрмeнту бaгaтa циcтeїнoм i мicтить 60-62 вiльнi SH-групи. У 

cтруктурi кcaнтинoкcидaзи є тaкoж ферумсульфурoвi цeнтри з типoм клacтeрa 

2 Fe - 2 S. Дo cклaду фeрмeнту вхoдить мoлiбдeн, який у збуджeнoму cтaнi є 

п’ятивaлeнтним i знaхoдитьcя у виглядi тaк звaнoгo мoлiбдeнoвoгo кoфaктoрa 

- вiн зв'язaний двoмa s-зв'язкaми з ФAД, двoмa - з шecтизaмiщeними 

птeринами, прoтoнoвaними в пoлoжeннi 7 i oднiєї - з Сульфуром циcтeїну.  

Пoкaзaнo, щo дo cклaду кcaнтинoкcидaзи в рoзрaхунку нa кoжeн 

мoнoмeр вхoдить тaкoж oднa нaдcульфiднa групa (- S - SH), якa, мoжливo, i 

cлужить для зв'язувaння Мoлiбдeну. В хoдi дocлiджeнь булo вcтaнoвлeнo, щo 

птeрини i нaдcульфiднa групa нe бeруть бeзпoceрeдньoї учacтi в кaтaлiтичнoму 

aктi. У гoмoгeннoму cтaнi фeрмeнт швидкo iнaктивуєтьcя чeрeз кoнфoрмaцiйнi 

змiни, щo виникaють зaвдяки нaявнocтi вeликoї кiлькocтi вiльних SH-груп. 
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Пoкaзaнo, щo фeрмeнт здaтний пocтупoвo втрaчaти мoлiбдeн. З'яcувaлocя, щo 

aктивнicть кcaнтинoкcидaзи i кcaнтиндeгiдрoгeнaзи прямo зaлeжать вiд вмicту 

Мoлiбдeну в oргaнiзмi [4]. 

Мeхaнiзм дiї кcaнтинoкcидaзи дocить cклaдний. Cпoчaтку вiдбувaєтьcя 

oкиcнeння Феруму в cклaдi ферумсульфурoвoгo цeнтру фeрмeнту з 

утвoрeнням cупeрoкcиднoгo рaдикaлу. ФAД дeгiдруючий cубcтрaт, 

пeрeтвoрюючиcь у дужe aктивний ceмiхiнoн, здaтний дeгiдрувaти нaвiть вoду 

з утвoрeнням ФAДН2 тa нeгaйнo вiднoвлює cупeрoкcид в Н2O2. Eлeктрoн, щo 

зaлишивcя у ФAД, мoжe вiднoвити oкиcнeний ферумсульфурoвий цeнтр. Двa 

гiдрoкcили, щo утвoрилиcя в рeзультaтi дeгiдрувaння вoди нa двoх мoнoмeрaх 

кcaнтинoкcидaзи, кoндeнcуютьcя в мoлeкулу Н2O2. Вiддaючи eлeктрoн, 

Мoлiбдeн рoзщeплює пeрeкиc вoдню нa два йони OН–, змiнюючи при цьoму 

cвoю вaлeнтнicть. Збуджeний Мoлiбдeн зв'язуєтьcя з гiдрoкcил aнioнoм, 

зaбирaє у ньoгo втрaчeний eлeктрoн i гiдрoкcилює cубcтрaт, пeрeдaючи 

ocтaнньoму гiдрoкcильний рaдикaл. Cхeмaтичнo мeхaнiзм дiї кcaнтинoкcидaзи 

прeдcтaвлeний нa риc. 1.1. 
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Риc. 1.1. Мeхaнiзм дiї кcaнтинoкcидaзи [4]. 

 

Мeхaнiзм дiї кcaнтиндeгiдрoгeнaзи вiднocнo прocтий у пoрiвняннi з 

мeхaнiзмoм дiї кcaнтинoкcидaзи. Cпoчaтку фeрмeнт aтaкує p-зв'язoк в 

cтруктурi cубcтрaту. Вiдбувaєтьcя цe тaким чинoм: Мoлiбдeн вiддaє eлeктрoн, 

рoзривaє p-зв'язoк мiж N i C в пoлoжeннях 2 i 3 aбo 7 i 8 в cтруктурi пуринoвoгo 

ядрa cубcтрaту з приєднaнням eлeктрoнa дo Нітрогену. Aктивoвaний cубcтрaт 

лeгкo приєднує вoду, вoдa диcoцiює нa Н+ i OН–, пicля чoгo прoтoн 

приєднуєтьcя дo Нітрогену, a Мoлiбдeн зв'язуєтьcя з гідроксил-aнioнoм, 

зaбирaє у ньoгo втрaчeний eлeктрoн i гiдрoкcилює cубcтрaт, пeрeдaючи 
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ocтaнньoму гiдрoкcильний рaдикaл. Тaким чинoм, cубcтрaт гiдрaтуєтьcя. 

Утвoрeний гiдрaт cубcтрaту лeгкo дeгiдруєтьcя зa учacтю ФAД, який тут жe 

oкиcнюєтьcя, пeрeдaючи eлeктрoни i прoтoни нa НAД+, який є кiнцeвим 

aкцeптoрoм eлeктрoнiв i прoтoнiв у зазначенiй рeaкцiї. У випaдку з 

кcaнтиндeгiдрoгeнaзoю ферумсульфуровi цeнтри нe функцioнують i 

cупeрoкcид нe утвoрюєтьcя. У зв'язку з цим рeaкцiя йдe пo бiльш пoвiльнoму 

дeгiдрoгeнaзнoму шляху чeрeз cтaдiю гiдрaтaцiї cубcтрaту. У випaдку з 

кcaнтинoкcидaзoю утвoрюєтьcя cупeрoкcид, тому рeaкцiя пoвиннa йти 

швидшe, звaжaючи нa нeoбхiднicть йoгo знeшкoджeння. З цієї причини 

гiдрaтaцiя cубcтрaту нe вiдбувaєтьcя i cубcтрaт нeгaйнo пiддaєтьcя 

дeгiдрувaнню [4]. 

Кcaнтинoкcидaзa  – нeмiкрocoмaльний мoлiбдeновмicний фeрмeнт, який 

бeрe учacть у кaтaбoлiзмi пурину. Ксантиноксидаза oкиcнює гiпoкcaнтин дo 

кcaнтину, пoтiм дo ceчoвoї киcлoти (риc. 1.1). Aлoпуринoл є пoтужним 

iнгiбiтoрoм ксинтиноксидази, його викoриcтoвують для лiкувaння 

гiпeрурикeмiї. Алoпуринoл кoнкурeнтнo iнгiбує ксантиноксидазу, i вiн 

oкиcнюєтьcя дo oкcипуринoлу, який, у cвoю чeргу, є пoтужним 

пceвдooбoрoтним iнгiбiтoрoм ксантиноксидази [5]. Iнгiбувaння 

ксантиноксидази призвoдить дo змeншeння утвoрeння ceчoвoї киcлoти тa 

змeншення oпoceрeдкoвaного утвoрeння cупeрoкcид-aнioнних рaдикaлiв при 

дeяких пaтoлoгiчних умoвaх. Крiм тoгo, ксантиноксидаза тaкoж бeрe учacть у 

бioтрaнcфoрмaцiї прoтипухлиннoгo прeпaрaту 6-мeркaптoпурин (6MP). 

Врaхoвуючи тoй фaкт, щo oднoчacнe ввeдeння aлoпуринoлу i 6MP упoвiльнює 

eлiмiнaцiю ocтaнньoї cпoлуки, cильнe iнгiбувaння ксантиноксидази 

кaтaлiзoвaнoгo oкиcнeння 6MP мoжe cпричинити, нaвiть, ceрйoзну 

мiєлocупрeciю [6]. 

1.2. Функцiї ксантинoксидази в oрганiзмi людини 

Oснoвнa функцiя ксaнтинoксидaзи пoлягaє в утвoрeннi сeчoвoї кислoти 

з пeрвинних прoдуктiв oкислeння aдeнiну i гуaнiну. Ксaнтинoксидaзa 
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(ксaнтиндeгiдрoгeнaзa) зaймaє, фaктичнo, цeнтрaльнe мiсцe в рoзпaдi пуринiв. 

Цi двi функцioнaльнi фoрми є oснoвним фaктoрoм, щo лiмiтує утвoрeння 

сeчoвoї кислoти в твaриннoму oргaнiзмi [4].  

Шлях, пo якoму здiйснюється пeрeтвoрeння гiпoксaнтину в ксaнтин, i 

дaлi, в сeчoву кислoту, зaлeжить в пeршу чeргу вiд умoв, при яких функцioнує 

фeрмeнт, що вiдпoвiдaє зa цей прoцeс. При дeфiцитi Оксигену, знижeннi рН, a 

тaкoж нaдлишку нiкoтинaмiдних коферментів, ксaнтинoксидaзa функцioнує як 

НAД-зaлeжнa ксaнтиндeгiдрoгeнaзa. Iндуктoрaми aктивнoстi ксaнтинoксидaзи 

є iнтeрфeрoн i мoлiбдaти. Iнтeрфeрoн iндукує eкспрeсiю гeнiв, щo кoдують 

субoдиницi ксaнтинoксидaзи, a мoлiбдeн (у склaдi мoлiбдaтiв) aктивує 

вивiльнeння ксaнтинoксидaзнoгo aпoфeрмeнтa з бульбaшoк aпaрaту Гoльджi, 

щo призвoдить дo збiльшeння кiлькoстi aктивних мoлeкул ксaнтинoксидaзи.  

Слiд зaувaжити, щo aктивнiсть ксaнтинoксидaзи в знaчнiй мiрi зaлeжить 

вiд нaдхoджeння в oргaнiзм eкзoгeннoгo Мoлiбдeну. Дoбoвa пoтрeбa людини 

в Мoлiбдeнi стaнoвить 1-2 мг. Пoкaзaнo, щo в рaкoвих клiтинaх aктивнiсть 

ксaнтинoксидaзи пiдвищується в 5-20 рaзiв. Крiм тoгo, вiднoвники, тaкi як 

aскoрбiнoвa кислoтa, глутaтioн i дитioтрeїтoл, в кoнцeнтрaцiях 0,15-0,4 мМ 

aктивують ксaнтинoксидaзу, пiдтримуючи ФAД i ферумсульфуровi цeнтри в 

структурi фeрмeнту у вiднoвлeнoму стaнi, щo збiльшують кiлькiсть 

утвoрeнoгo фeрмeнтoм супeрoксиду i, вiдпoвiднo, кiлькiсть oкиснeних 

мoлeкул субстрaту [1]. 

Надмiрна активнiсть ксантиноксидази призводить до стану, вiдомого як 

подагра, поширеного ревматичного захворювання та гострого запального 

артриту [7]. Iнгiбування ксантиноксидази зменшує як судинний 

окиснювальний стрес, так i рiвень циркулюючої сечової кислоти.  

Крiм тoгo, ксaнтинoксидaзa бeрe учaсть у рoзвитку рiзних сeрцeвo-

судинних тa зaпaльних зaхвoрювaнь. Цi нaслiдки випливaють з дисфункцiї 

eндoтeлiю тa oкиснювaльнoї трaвми чeрeз вaжливий фaкт, щo фeрмeнт є нe 

тiльки внутрiшньoклiтинним. Булo пoкaзaнo, щo вiн зв’язується з eндoтeлiєм 

судин з пoдaльшим eндoцитoзoм у вiддaлeних ткaнинaх вiд джeрeлa eкспрeсiї. 



11 

 

Кiлькa дoслiджeнь тaкoж вкaзувaли нa критичну рoль ксaнтинoксидaзи при 

рoзвитку кaрдioмioпaтiї першого типу дiaбeту, дeмoнструючи прoфiлaктичний 

eфeкт aлoпуринoлу, який є спeцифiчним iнгiбiтoрoм ксaнтинoксидaзи [7]. 

Тaким чинoм, рeгульoвaнa aктивнiсть ксaнтинoксидaзи в oргaнiзмi 

людини вaжливa для здoрoв'я тa прoфiлaктики захворювань. 

1.3.  Iнгiбiтoри ксантинoксидази та їх значeння у мeдицинi 

Пошук та вивчення інгібіторів ксантиноксидази є актуальним 

напрямком біоорганічних досліджень. На сьогодні значна кількість сполук 

описані як інгібітори цього ферменту, серед яких: похідні флавоноїдів [5], 

гетероциклів [7] і пептидів [8]. 

 Два iнгiбiтoри ксантинoксидази, алoпуринoл та фeбуксoстат, були 

схвалeнi Food and Drug для ввeдeння та лiкування пoдагри. Алопуринол – 

інгібітор ксантиноксидази, за хімічною будовою – піразолопіримідин і аналог 

гіпоксантину. Механізм уратзнижуючого ефекту цієї сполуки обумовлений 

зменшенням окиснення гіпоксантину до ксантину і ксантину до МК. Це 

перший лікарський препарат, офіційно зареєстрований для лікування подагри. 

Основна причина небезпеки прийому алопуринолу у високих дозах: навіть при 

незначному зниженні функції нирок спостерігається відносно частий розвиток 

важких алергічних реакцій, перш за все синдрому лікарської гіперчутливості 

(DRESS-синдрому - drug rash with eosinophilia and systemic symptoms) [9].  

Дослідження J. Yun і співавт. встановлюють важливу синергічну роль 

концентрації лікарського засобу і алелі HLA-B * 5801 в алопуринол- або 

оксипуринол- специфічних відповідях Т-клітин. Незважаючи на переважну 

аксіому про незалежність від дози побічних лікарських реакцій типу B, 

гіперчутливість до алопуринолу в основному обумовлена специфічною для 

оксипуринолу Т-клітинною відповіддю дозозалежним чином, особливо в 

присутності алелю HLA-B * 5801 [10]. 

На відміну від алопуринолу, фебуксостат не впливає на інші ферменти 

пуринового і піримідинового метаболізму, що дозволяє називати його 



12 

 

селективним інгібітором ксантиноксидази. Фебуксостат дозволяє отримати 

клінічний ефект при значно меншій концентрації препарату в плазмі, 

порівняно з алопуринолом. Проведені клінічні дослідження показали, що 

фебуксостат в цілому добре переносився [11] і проявив себе як більш 

ефективний, ніж алопуринол [12]. Найбільш небажаними явищами при його 

прийомі були інфекційні захворювання верхніх дихальних шляхів (у 

дослідженнях APEX, CONFIRMS, FOCYS і EXCEL), за результатами 

дослідження FACT найбільш поширеними небажаними явищами були 

порушення функції печінки, і саме вони найчастіше призводили до 

припинення терапії [13]. Інші небажані явища – нудота, блювота та біль у 

суглобах відзначалися більш ніж у 1% пацієнтів, які отримували фебуксостат. 

При тривалому застосуванні фебуксостату у 5,5% пацієнтів спостерігалося 

підвищення концентрації тиреотропного гормону (> 5,5 мкМЕ/мл), у зв'язку з 

чим, пацієнтам з порушенням функції щитовидної залози, фебуксостат слід 

призначати з обережністю [14].  

Фебуксостат не рекомендується застосовувати пацієнтам з ішемічною 

хворобою серця або застійною серцевою недостатністю. В даний час 

проводиться оцінка безпеки з точки зору ризиків для серцево-судинної 

системи в рамках прискореного дослідження, яке почалося в 2011 р. за 

рекомендацією ЕМА [15]. Фeбуксoстат дoпoвнює субстратний канал, щo вeдe 

дo активнoгo цeнтру фeрмeнту i утвoрює багатoразoвi взаємoдiї з каналoм 

(рис. 2.2). 
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Рис. 2.2. Кристалiчнi структури бичачої ксантиноксидоредуктази в 

комплексi з алоксантином, фебуксостатом та люмазином (А), (В), (С). 

 

Згідно рис.2.2.  наведено, що (А) алоксантин утворює прямий зв’язок 

Mo-N з молiбденовим центром ферменту на додаток до того, що має 

багаторазовий водневий зв'язок та взаємодiї ван-дер-ваальса з залишками 

активних дiлянок (код PDB:3BDJ). (B) Фебуксостат утворює численнi 

нековалентнi взаємодiї з амiноактивним залишком активного центру i майже 

повнiстю заповнює субстратуючий канал, що веде до центру Молiбдену (код 

PDB:1N5X) . (C) Люмазин зв'язується в активному центрi Молiбдену з C4=O, 

водень пов'язаний з Arg 880 (код PDB 3ETR) [16]. 

Вольфрам замiщає Молiбден в активному центрi ферменту, що 

призводить до його необоротної iнактивацiї. Крiм того, багато похiдних 

птеридину (в тому числi фолiєва кислота) i iмiдазолу (гiстидин) iнгiбують 

ксантиноксидазу.  
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При низьких концентраціях алопуринол є субстратом та конкурентним 

інгібітором ферменту; при більш високих концентраціях він є неконкурентним 

інгібітором. Оксипуринол є неконкурентним інгібітором ферменту, утворення 

цієї сполуки разом із тривалим зберіганням у тканинах відповідає за велику 

частину фармакологічної активності алопуринолу. З точки зору 

фармакокінетики, алопуринол швидко всмоктується, досягаючи пікових 

концентрацій у плазмі крові протягом 30–60 хв після перорального прийому. 

Оксипуринол має нижчу біодоступність для прийому всередину, ніж 

алопуринол (схема 1.1).   
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Схема. 1.1. Хімічні структури вибраних інгібіторів ксантиноксидази 
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Алопуринол має відносно короткий період напіввиведення в плазмі (2–

3 год), тоді як період напіввиведення оксипуринолу набагато довший (14–30 

год) через реабсорбцію нирками [17].  

Найпоширенішими побічними ефектами алопуринолу є шлунково-

кишковий дистрес, реакції гіперчутливості та шкірний висип. Реакція 

гіперчутливості може виникнути навіть після місяців або років прийому ліків. 

Ці ефекти, як правило, спостерігаються у осіб зі зниженою функцією нирок, 

для яких дозування алопуринолу не було зменшене. Алопуринол може 

посилювати дію циклофосфаміду та пригнічувати метаболізм пероральних 

коагулянтів та пробенециду. Симптомами токсичності алопуринолу є 

лихоманка, висип, васкуліт, еозинофілія та погіршення функції нирок, що 

може призвести до летального результату, особливо у пацієнтів літнього віку 

з нирковою недостатністю, які приймають тіазидні діуретики [18].  

Знижуючи концентрацію сечової кислоти в плазмі нижче межі 

розчинності, алопуринол запобігає розвитку та прогресуванню хронічного 

подагричного артриту [19].  Утворення сечокислих каменів з терапією 

поступово зникає, а це запобігає розвитку нефропатії. На додаток до подагри 

та гіперурикемії, існує безліч потенційних терапевтичних застосувань 

алопуринолу та оксипуринолу при різних формах ішемічних та інших типів 

пошкоджень тканин та судин, запальних захворюваннях та хронічній серцевій 

недостатності.  

Хоча алопуринол є дуже ефективним препаратом, він є відносно 

слабким інгібітором ксантиноксидази в аналізах in vitro, із зафіксованими 

значеннями IC50 від 0,2 до 50 мкМ. Ранні пошуки нових інгібіторів 

ксантиноксидази, що підсилювались успіхом алопуринолу, були зосереджені 

на синтетичних похідних пурину та піримідину. Однак структура препарату, 

що базується на мотивах пурину та піримідину, відповідає за деякі побічні 

ефекти, спричинені алопуринолом, тобто висипання (виникають у 2–8% 

пацієнтів), внаслідок метаболічного перетворення ліків у відповідні 
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нуклеотиди під дією фосфорибозилтрансферази. Це спонукало до пошуку 

нових інгібіторів ксантиноксидази, які структурно відрізняються від пуринів 

[20]. 

Дещо несподіваний, але корисний поворот відбувся в 1960-х роках, коли  

Е.К. Ходжсон  та І.Фрідович  [21] з'ясували роль ксантиноксидази у 

виробництві вільних радикалів. Пізніше вони ввели геніальний аналіз для 

утворення та виявлення супероксидних радикалів на основі виробництва 

ксантиноксидази / ксантину O2. У міру посилення пошуків лікарських засобів, 

що поглинають вільні радикали, цей аналіз зазвичай використовувався для 

скринінгу активності гасіння вільних радикалів екстрактів та природних 

сполук, отриманих з рослин та інших джерел [22]. 

Авторами [20] був досягнутий певний прогрес у розумінні структури 

ферменту ксантиноксидази, і раціональні підходи до розробки лікарських 

засобів призвели до відкриття нових потужних інгібіторів ксантиноксидази 

різних класів, включаючи аналоги пурину, похідні імідазолу, триазолу та 

флавоноїди. Дві з них дуже потужні нові сполуки: 2- [3-ціано-4-(2-

метилпропокси) феніл]-4-метилтіазол-5-карбонова кислота та Y-700  (схема 

1.1) мають сприятливий токсикологічний профіль, високу біодоступність та 

більш потужну та довготривалу гіпоуремічну дію, ніж алопуринол. Наразі ці 

нові сполуки перебувають у клінічних випробуваннях на людях для лікування 

гіперурикемії та подагри [23]. 

У структурi ксантиноксидази є алостеричний центр, представлений 

одним залишком гiстидину, одним залишком серину, двома залишками 

тирозину i одним залишком фенiлаланiну. Алостеричними iнгiбiторами 

ксантиноксидази є кортикостероїди, полiхлорбiфенiли, 

полiхлордибензодiоксини, що зв'язуються з алостеричним центром ферменту. 

Цiкаво вiдзначити, що алостеричнi iнгiбiтори ксантиноксидази знижують 

продукцiю ферменту супероксиду. На рис. 1.3. показано розташування 4,9-

дихлордiбензодiоксину в аллостеричному центрi ксантиноксидази. 
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Рис.1.3. Розташування 4,9-дихлордiбензодiоксину в алостеричному 

центрi ксантиноксидази 

 

Наступними інгібіторами ксантиноксидази є основи Шиффа, які 

вивчаються як протигрибкові, антибактеріальні, противірусні, протизапальні і 

протипухлинні агенти [24]. Вони здатні до інгібування ферментативної 

активності холінестераз та деяких інших ферментів, а також проявляють 

антиоксидантні властивості [25]. Азометинові похідні пара-амінобензойної 

кислоти можуть проявляти антиоксидантні властивості та інгібувати 

ксантиноксидазу зі значенням IC50 у мікромолярному діапазоні. Аналіз 

залежності «структура–активність» вказує на те, що карбоксильна і 

гідроксильна групи в структурі азометинів мають істотне значення для 

закріплення інгібіторів у активному центрі ксантиноксидази [8]. Азометинові 

похідні пара-амінобензойної кислоти наведені на схемі 1.2. 

 



18 

 

Ar =

OH OMe

MeO N

Me

Me

OHMeO

OH

Br

OH

Br

Br OH

ON2

OH

(E)(Z)

 

 

 

Схема 2.2. Азометинові похідні пара-амінобензойної кислоти 

 

Аналіз залежності активності від структури інгібіторів вказує на те, що 

наявність 2-гідроксифенільного фрагмента сприяє комплексоутворенню з 

ксантиноксидазою [8]. 

4-(((1E)-Фенілметилен) 

аміно)бензойна кислота 

4-(((1E)-(2-Гідроксифеніл) 

метилен)аміно)бензойна кислота 

4-(((1E)-(2-Метоксифеніл) 

метилен)аміно)бензойна кислота 

4-(((1E)-(4-Метоксифеніл) 

метилен)аміно)бензойна кислота 
4-(((1E)-(4-(Диметиламіно) феніл) 

метилен)аміно)бензойна кислота 
4-(((1E)-(2-Гідрокси-3-метоксифеніл)  

метилен)аміно)бензойна кислота 

4-(((1E)-(5-Бром-2-гідроксифеніл) 

метилен)аміно)бензойна кислота 
4-(((1E)-(3,5-Дибром-2-

гідроксифеніл)метилен)аміно) 

бензойна кислота 

4-(((1E)-(2-Гідрокси-5-

нітрофеніл)метилен)аміно)     

бензойна кислота 

4-(((1E)-(2-Гідрокси-1-нафтил) 

метилен)аміно)бензойна кислота 
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Пошук інгібіторів ксантиноксидази привів до ряду ефективно діючих in 

vitro похідних 1-фенілпіразолу [26], 6-(N-бензоїламіно)пурину [27], 2-

заміщених 6-арилметиленгідразино-7Н-пуринів [28] та інших сполук [29]. 

Інгібітори ксантиноксидази зазвичай використовуються для лікування 

нефропатії та нефролітіазу, пов’язаних з гіперурикемією. Останнім часом 

спостерігається інтерес до потенційної вигоди ксантиноксидази у 

профілактиці судинних захворювань через нові докази, які свідчать про роль 

сечової кислоти сироватки крові в розвитку серцево-судинних захворювань 

[30].  

Інгібітори ксантиноксидази – це агенти, які безпосередньо пригнічують 

синтез сечової кислоти in vivo. Повідомляється [31], що деякі активні 

компоненти, які присутні в свіжих рослинних екстрактах, такі як флавоноїди 

та поліфенольні сполуки, мають інгібітори ксантиноксидази. Ці дослідження 

відкрили можливість виділення нових природних сполук, які можуть бути 

можливими інгібіторами ксантиноксидази, і призвели до зростаючого інтересу 

дослідження лікарських рослин.  

Повідомлялося про активність флавоноїдів як інгібіторів 

ксантиноксидази in vitro. Відсутність гідроксильної групи при C-3 дещо 

посилює інгібуючий ефект на ксантиноксидазу [32]. У традиційній медицині 

використовуються багато рослин та їх екстрактів для лікування різних 

захворювань, які є результатом підвищеної активності ксантиноксидази. Вчені 

дослідили, чому деякі рослини та їх екстракти мають інгібуючу дію на 

активність цієї сполуки (табл. 1.1) [33]. 

Таблиця 1.1. Значення IC50 флавоноїдів та алопуринолу для інгібування 

ксантиноксидази. 

Природні сполуки  

та лікарські засоби 

Значення IC50, 

(мкМ) ± стандартне відхилення  

(±)-Таксіфолін >100 

(+)-Катехін >100 
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(−)-Епікатехін >100 

(−)-Епігалокатехін >100 

Нарингенін >50 

7-Гідроксифлаванони 38,0 ± 7,0 

5,7-Дигідроксифлавон 0,84 ± 0,13 

Апігенін 0,70 ± 0,23 

Лютеолін 0,55 ± 0,04 

 Байкалін 2,79 ± 0,01 

3-Гідроксифлавон >100 

Галангін 1,80 ± 0,07 

Кемпферол 1,06 ± 0,03 

Кверцетин 2,62 ± 0,13 

Фізетин 4,33 ± 0,19 

Морин 10,1 ± 0,70 

Міріцетин 2,38 ± 0,13 

Алопуринол 0,24 ± 0,01 

Лютеолін + Епігалокатехін (1 : 1) 0,76 ± 0,08 

 

У таблиці 1.1. наведені рослинні екстракти та чисті сполуки як потужні 

інгібітори ксантиноксидази. Досліджено взаємозв'язок структури та 

активності флавоноїдів як інгібіторів зазначеної сполуки та як поглиначів 

супероксидного радикала, що утворюються під дією ферменту 

ксантиноксидази. Гідроксильні групи при С-5 і С-7 і подвійний зв'язок між     

С-2 і С-3 були необхідними для високої інгібуючої активності на 

ксантиноксидазу. Флавони виявляли дещо вищу інгібуючу активність, ніж 

флавоноли [32]. 

Додатковим, важливим показанням для клінічного застосування 

алопуринолу та, можливо, майбутніх інгібіторів ксантиноксидази є синдром 

лізису пухлини, пов'язаний з хіміотерапією пухлини [34]. Зрозуміло, що за 
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обох показань інгібування ксантиноксидази є дуже ефективним. Алопуринол, 

який отримує активний метаболіт оксипуринолу in vivo, незворотно інгібує 

ксантиноксидазу. Незважаючи на те, що терапевтична доза алопуринолу 

досить висока, самостійне введення такої дози не обов'язково представляє 

проблему.  

Отже, проблема і потреба в нових, вдосконалених інгібіторах 

ксантиноксидази головним чином пов'язані з відносно високою частотою 

побічних ефектів, що спостерігаються при застосуванні алопуринолу у 

пацієнтів з подагрою. Ці ефекти включають гострі проблеми, такі, як: 

прогресуючий лейкоцитоз, асептичний менінгіт, нефрит, ниркова дисфункція 

та порушення функції печінки [35].  

Так званий «синдром гіперчутливості до алопуринолу» іноді може 

призвести до летального результату. Альтернативи алопуринолу досить 

обмежені. Терапевтичні варіанти у тих пацієнтів, яким традиційні 

урикозуричні препарати (алопуринол, етамід, уродан та ін.) протипоказані, 

неефективні або погано переносяться, включають повільну пероральну 

десенсибілізацію до алопуринолу та обережне введення оксипуринолу. 

Десенсибілізація до алопуринолу корисна, особливо тим, у кого інші способи 

лікування зазнали невдачі. Бензбромарон може бути ефективним для пацієнтів 

із подагрою та нирковою недостатністю легкої та середньої тяжкості. 

Рекомбінантна уратова оксидаза не є широко доступною, але вона, безумовно, 

показала перспективу для короткочасної профілактики та лікування 

хіміотерапевтичної гіперурикемії у пацієнтів з лімфопроліферативними та 

мієлопроліферативними розладами [36].  

У роботі [15] продемонстрували, що ішемічна травма кишечника мала 

місце лише при реперфузії. На основі цього спостереження було висунуто 

гіпотезу про те, що похідні ксантиноксидази сприяють ішемічному 

пошкодженню внаслідок катаболізму АТФ під час гіпоксії та збільшення 

доступності електронних акцепторів при реперфузії. 
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Одна з найбільш суперечливих напрямів дослідження щодо 

ксантиноксидази пов'язана з патогенетичною роллю ксантиноксидази в 

інфаркті міокарда. Дослідження, що проведені біля двох десятиліть тому, 

показали, що введення алопуринолу має оздоровчий ефект на ішемізовані та  

реперфузійні аритмії серця. Кардіопротекторні ефекти алопуринолу є клінічно 

придатними для використання [37]. За аналогією з кардіопротекторними 

ефектами алопуринолу сполука також була випробувана на різних моделях 

ішемізованого та реперфузованого мозку [38]. 

Попередня обробка алопуринолом є захисною в ішемізованій та 

реперфузованій кишці, тому сприятливо впливає на зміни судинної 

проникності [39], нейтрофільної інфільтрації [40], транслокації бактерій [41], 

кишкового запального рівня хемокіну [42], моторики [43] та смертності [44].  

Існують значні експериментальні дані про роль ксантиноксидази у 

ішемізованій та реперфузованій печінці та нирках. В дослідженні [45] 

пропофол (знеболюючий засіб) ослаблював ішемічно-реперфузійну травму 

печінки у пацієнтів, які перенесли операцію за рахунок зменшення 

супероксиддисмутази та активності ксантиноксидази. 

Проаналізовано, що додаткові захисні режими дії алопуринолу 

включають захист від пошкодження судин та прогресуючу гемодинамічну 

декомпенсацію і зменшення транслокації бактерій в кишечнику. Існують 

також деякі експериментальні дані щодо збільшення експресії 

ксантиноксидази та обмеженого корисного впливу алопуринолу при інших 

формах шоку (ендотоксичному, септичному, травматичному, 

анафілактичному) [46].  

Дослідження in vitro на ізольованих серцях продемонстрували, що 

прогресуючий розвиток серцевої недостатності пов'язаний із підвищенням 

рівня ксантиноксидази міокарда, що сприяє посиленню окисного стресу в 

серці [47]. У пацієнтів з ідіопатичною дилатаційною кардіоміопатією, 

внутрішньокоронарне введення алопуринолу призвело до різкого, значного 

поліпшення ефективності міокарда за рахунок зменшення споживання кисню 
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за наявності стандартної підтримуючої терапії. Гостра внутрішньовенна 

інфузія алопуринолу або хронічне лікування препаратом протягом 1 місяця 

покращили функцію ендотелію у пацієнтів [48].  

Інгібування ксантиноксидази за допомогою алопуринолу змінює NO-

залежну дисфункцію ендотелію у завзятих курців [49]. Цікаво, що конденсат 

тютюнового диму регулює ксантиноксидазу і підвищує його активність в 

клітинах ендотелію легенів. У хворих на цукровий діабет I типу, алопуринол 

знижує ступінь окисного стресу (глікація гемоглобіну, окислення глутатіону 

та перекисне окислення ліпідів), тоді як у хворих на цукровий діабет ІІ типу з 

легкою гіпертензією, тривале лікування алопуринолом привело до значного 

поліпшення функції вазорелаксанта, що залежить від периферичного 

ендотелію [50].  

Повідомляється, що природні інгібітори ксантиноксидази широко 

використовуються в традиційній індійській медицині для лікування запальних 

розладів та подагри [51].  

У народній медицині папороть деревна застосовувалася при подагрі, але 

її найактивніший компонент, кофеїнова кислота, виявилася лише слабким 

інгібітором ксантиноксидази [52].  

Фітинова кислота є високофосфорильованою молекулою, яка міститься 

в рослинах, що включає 1-5% по масі їстівних бобових, злакових та олійних 

насінин, має інгібуючу активність ксантиноксидази [53].  

Літоспермова кислота (LSA), виділена з коренів Salvia mitiorrhiza, 

пригнічує утворення сечової кислоти та супероксидних радикалів, і 

демонструє конкурентне інгібування ксантиноксидази. LSA має 

протизапальну дію на моделі подагричного артриту [54].  

Відомо, що ефірна олія з листя Cinnamomumos mophloeum володіє 

сильною інгібуючою активністю ксантиноксидази [55]. 

Висушені зрілі листя папайї Carica екстрагують дистильованою водою 

та оптимізують для отримання вищої інгібуючої активності ксантиноксидази. 

Далі екстракт піддають флеш-хроматографії з оберненою фазою (RPFCC) і 
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високоефективною тонкошаровою хроматографією (HPTLC) для очищення. 

Попередня ідентифікація за допомогою хімічного скринінгу виявляє наявність 

кількох вторинних метаболітів, головним чином, флавоноїдів, алкалоїдів, 

сапонінів, алкалоїдів ксантину, терпеноїдів та антранольних глікозидів, які 

можуть бути відповідальними за фармакологічні властивості цієї рослини та її 

значення у щоденному споживанні, особливо для пацієнтів із подагрою [56].  

Поліфенольні сполуки, що присутні в бобових, мають корисні 

властивості для здоров’я. Дієтичні поліфенольні сполуки, переважно 

флавоноїди, мають антиоксидантні властивості та є потужними інгібіторами 

активності ксантиноксидази. З метою відкриття нових природних дієтичних 

інгібіторів ксантиноксидази, деякі поліфенольні фракції та чисті сполуки, 

виділені з двох екстрактів рослин бобових культур, були перевірені на їх вплив 

активності ксантиноксидази. Фракції, виділені з рослинних екстрактів 

Viciafaba та Lotus edulis, були потужними інгібіторами ксантиноксидази зі 

значеннями IC50 в діапазоні від 40-135 мкг/мл та 55-260 мкг/мл, відповідно. Усі 

чисті поліфенольні сполуки інгібували ксантиноксидазу. Десять сполук 

наслідували неконкурентну інгібіторну модель, тоді як одна з них була 

конкурентним інгібітором. Ці висновки вказують на те, що флавоноїдні 

ізоляти з екстрактів рослин бобових є новими, природними інгібіторами 

ксантиноксидази [57].  

Авторами [58] проведено оцінку потенціалу видів Caulerpa як 

природного засобу від подагри. Серед морських водоростей каулерпа  

викликала інтерес у багатьох вчених через її домінуючий метаболіт 

сесквітерпеноїдів.  

Етанольний екстракт Lonicera hypoglauca (LH) досліджено [59] на 

інгібування ксантиноксидази. Екстракт етанолу та його розчинні підфракції 

суттєво пригнічують активність ксантиноксидази, значення IC50 для LH-сирої 

та LHEA становлять 48,8 та 35,2 мкг/мл. Виділені біофлавоноїди 

демонстрували значне пригнічення ксантиноксидази (IC50 = 0,85 мкг/мл). Ці 

результати дозволяють припустити, що L. Hypoglauca та її екстракти можуть 
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мати практичний інтерес для розробки та клінічного застосування в якості 

протигіперурикемічного засобу.  

Загалом виявлено, що флавоноїди мають дуже добру інгібуючу 

активність ксантиноксидази. Серед них апігенін виявився найбільш активним. 

Кверцетин, мірецетин і геністеїн також демонстрували гарні конкурентні 

інгібуючі властивості. Слід зазначити, що нарингенін взагалі не виявляв 

активності, що може свідчити про необхідність площинної структури для цієї 

діяльності [60].  

Розглянуто, що похідні кумарину, такі як ескулетин та 4-

метилескулетин, мають також гарну активність інгібіторів ксантиноксидази 

[61].  

Авторами [62] досліджена антиоксидантна активність субфракцій  

(метанол (CE), хлороформ (CHE) та етилацетат (EAE) аналізували на їх 

фітокомпоненти методом ВЕРХ). Знайдено проціанідини В1 та В2, галову 

кислоту, катехін та епікатехін. Усі екстракти виявляють інгібуючі властивості 

на ксантиноксидазу з IC50 у діапазоні від 0,80 ± 0,07 до 11,76 ± 0,50 мкМ.  

Досліджено [63] ферменти в якості інгібіторів ксантиноксидази, що 

виділені  з екстрактів коренів Tephrosiapurpurea Linn. Дослідження проводили 

на очищеній молочній ксантиноксидазі. Екстракти коренів та фітохімікати, 

отримані в дистильованій воді, інгібували молочну ксантиноксидазу залежно 

від концентрації. Фітохімічний аналіз виявив значну кількість поліфенолів та 

флавоноїдів (90% та 80% відповідно). Скринінг інгібуючої активності 

ксантиноксидази екстрактом, з точки зору кінетичних параметрів, виявив 

неконкурентний режим інгібування. Ці результати свідчать про те, що 

екстракт кореня T. purpurea має видатні лікувальні властивості.  

Авторами [64] проведено дослідження in vitro щодо інгібування 

ксантиноксидази кремнієм та такими комерційно доступними терпеноїдами, 

як бісаболол, β-каріофілен, лімонен та α-терпінен. Програму AutoDock 4.2 

використовували для досліджень молекулярного стикування, а інгібуючу 

активність ксантиноксидази in vitro проводили з використанням ксантину в 
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якості субстрату. Стандартним був алопуринол. Результати показали, що 

бісаболол виявляв найнижчу енергетичну цінність близько 7,33 ккал/моль. Усі 

інші сполуки демонстрували значення енергії зв'язування в діапазоні від 7,33 

до 5,87 ккал/моль, що було менше, ніж стандарт (4,78 ккал/моль). В аналізі 

ксантиноксидази було встановлено, що значення IC50 бісабололу становить 

34,70 мкг/мл, тоді як значення алопуринолу – 8,48 мкг/мл. Усі інші сполуки 

демонстрували значення IC50 в діапазоні від 34,70 до 68,45 мкг/мл за 

результатами дослідження.  

Таким чином, терпеноїди можуть бути перспективними засобами для 

лікування подагри та супутніх запальних розладів.  

1.4. Заключення. Постановка задачі 

Аналіз літературних джерел щодо інгібіторів ксантиноксидази, дозволяє 

константувати, що  вони можуть використовуватися  як лікарські засоби. 

Тому, дослідження 6-(N-ациламіно)пуринів та метоксизаміщених похідних 

N6-бензоїладеніну в якості інгібіторів ксантиноксидази має не лише науковий, 

а й практичний інтерес. Методи та результати дослідження зазначених 

речовин в якості інгібіторів ксантиноксидази розглянуто в розділах ІІ та ІІІ. 
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РОЗДІЛ ІІ. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 

2.1. Матеріали 

В роботі використовували ксантиноксидазу з коров’ячого молока 

(Sigma-Aldrich). Модельна система вміщувала 50 мМ натрій-фосфатний буфер 

(рН 7,4), 50 мкМ ксантин, інгібітор, 0,1 мМ ЕДТА і 1 об. % 

диметилсульфоксиду. 

2.2.  Вивчення in vitro дослідження 6-(N-ациламіно)пуринів 

Після термостатування модельної системи впродовж 5 хвилин при 25 оС 

ферментативну реакцію розпочинали додаванням ксантиноксидази (0,156 

од/мл). У випадку ініціювання реакції субстратом до реакційної суміші, яка 

вміщувала інгібітор з ферментом, після термостатування додавали ксантин. 

Швидкість реакції контролювали спектрофотометрично при довжині хвилі 

293 нм. Значення IC50 визначали з графіку співвідношення залишкової 

активності ферменту від концентрації інгібітора. 

2.3.  Моделювання способу зв’язування N6-(3,4-

диметоксибензоїл)аденіну в активному центрі 

ксантиноксидази 

Спосіб зв’язування N6-(3,4-диметоксибензоїл)аденіну в активному 

центрі ксантиноксидази моделювали за допомогою модифікованої версії 

програми Autodock 4.2 [65]. Сполуку було орієнтовано пуриновим 

фрагментом в область активного центру ланцюга С кристалічної структури 

ксантиноксидази з PDB кодом 3B9J [66], що в якості ліганда в активному 

центрі вміщувала 2-гідрокси-6-метилпурин. З метою орієнтації інгібітора для 

атома C8 пуринового фрагменту було задано область закріплення з радіусом 3 

Å та центром з координатами x, y та z -57,055, -18,200 та 19,928, відповідно. 

Перед початком моделювання з файлу ферменту, завантаженого з PDB 
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серверу (www.rcsb.org), вилучено ліганди, молекули води та зайві субодиниці 

ферменту. Однак, молекула води HOH1365, що бере участь в каталітичному 

перетворенні субстрату та є важливою для закріплення 2-гідрокси-6-

метилпурину, не була вилучена [67]. Крім того, атом Оксигену каталітично 

важливої гідроксильної групи молібденового кофактору було заміщено 

атомом Оксигену молекули води з відповідною назвою HOH(MOS1334). 

Структуру інгібітора оптимізовано у силовому полі MMFF94s програмою 

Avogadro [68] та підготовлено до докінгу програмою MGLTools. Режими 

зв’язування передбачено генетичним алгоритмом Ламарка (LGA). Отримані 

моделі фермент-інгібіторних комплексів з найнижчою енергією зв’язування 

проаналізовано за допомогою програми Discovery Studio. 

2.4.  Моделювання способу зв’язування 4-((9H-пурин-6-іл)аміно)-

N-(9H-пурин-6-іл)бензаміду в активному центрі 

ксантиноксидази 

Моделювання способу зв’язування N1,N4-біс(9H-пурин-6-іл)бензен-1,4-

дикарбоксамід в області активного центру ксантиноксидази виконано за 

допомогою програми Autodock 4.2 з використанням генетичного алгоритму 

Ламарка (LGA). Докінг сполуки було здійснено в ланцюг С кристалічної 

структури ксантиноксидази з кодом 3B9J [66]. Підготовка файлу фермента, 

завантаженого з PDB серверу (www.rcsb.org), включала видалення лігандів, 

молекул води та зайвих субодиниць ксантиноксидази. Проте молекула води 

HOH1365, що може брати участь в ферментативному процесі і є важливою для 

закріплення 2-гідрокси-6-метилпурину у кристалічній структурі ферменту, не 

була вилучена [67]. Каталітично важливу гідроксильну групу молібденового 

кофактору було замінено молекулою води з відповідною назвою 

HOH(MOS1334). Структуру сполуки оптимізовано з використанням силового 

поля MMFF94s у програмі Avogadro [68]. Підготовку файлів для докінгу 

здійснено програмою MGLTools. Модель зв’язування сполуки N1,N4-біс(9H-
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пурин-6-іл)бензен-1,4-дикарбоксамід в області активного центру 

ксантиноксидази було розглянуто за допомогою програми Discovery Studio. 

Таким чином, нами вивчено in vitro дослідження 6-(N-

ациламіно)пуринів, моделювання способу зв’язування N6-(3,4-

диметоксибензоїл)аденіну в активному центрі ксантиноксидази та 

моделювання  способу зв’язування 4-((9H-пурин-6-іл)аміно)-N-(9H-пурин-6-

іл)бензаміду в активному центрі ксантиноксидази. 

  



30 

 

РОЗДІЛ ІІІ. ВИВЧЕННЯ ПОХІДНИХ 6-(N-АЦИЛАМІНО)ПУРИНУ ЯК 

ІНГІБІТОРІВ КСАНТИНОКСИДАЗИ 

3.1. Метоксизаміщені похідні N6-бензоїладеніну як інгібітори 

ксантиноксидази 

Нами [69] досліджено N6-(2-метоксибензоїл)аденіну, N6-(3,4-

диметоксибензоїл)аденіну і N6-(2,4,5-триметоксибензоїл)аденіну (сполуки 

3.1-3.3, рис. 3.1)  в якості інгібіторів ксантиноксидази. 

 

Рис. 3.1. Структури метоксизаміщених похідних N6-бензоїладеніну. 

 

Результати досліджень in vitro вказують на те, що інгібувальний ефект 

сполук 3.1-3.3 на активність ксантиноксидази характеризується повільним 

облаштуванням інгібітора в активному центрі ферменту. Тому для кількісної 

оцінки впливу інгібіторів було використано два методичних підходи, перший 

з яких передбачав ініціювання ферментативної реакції додаванням ферменту, 

а другий – субстрату, тобто, інгібітор попередньо витримувався або з 

субстратом, або з ферментом. При ініціюванні ферментативної реакції 

додаванням ксантиноксидази до суміші субстрату з інгібітором наявність 

метоксигруп у структурі сполук 3.1-3.3 приводила до зменшення 

інгібувального впливу у порівнянні з N6-бензоїладеніном, для якого значення 

IC50 становить 0,55 мкМ (табл. 3.1). При цьому найслабший інгібувальний 

ефект відслідковувався для N6-(2,4,5-триметоксибензоїл)аденіну (3.3). Значно 

меншу залишкову активність ксантиноксидази реєстрували при попередньому 

інкубуванні ферменту з інгібітором з подальшим додаванням субстрату. 
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Залежність активності ферменту від концентрації інгібіторів 3.1-3.3 за цих 

умов демонструє рис. 3.2. 

 

Таблиця 3.1. Інгібування активності ксантиноксидази сполуками 3.1-3.3а 

Сполука IC50, мкMб IC50, мкMв 

3.1 1,32 ± 0,49 0,2 ± 0,013 

3.2 1,04 ± 0,02 0,6 ± 0,12 

3.3 21,04 ± 1,58 1,57 ± 0,46 

азначення ІС50 є середнім з двох-трьох вимірювань ± стандартне відхилення; 

бреакцію ініціювали додаванням ферменту; вреакцію ініціювали додаванням 

субстрату. 

 

 

Рис. 3.2. Інгібування ксантиноксидази сполуками 3.1 (Δ), 3.2 (□) та 3.3 

(◊) при інкубуванні ксантиноксидази з інгібітором з подальшим додаванням 

субстрату. 

 

Із табл. 3.1 видно, що різниця в активності інгібіторів, яка визначалася 

за першою або за другою методикою, найбільшою мірою проявляється для 

сполук 3.1 та 3.3. Спільною рисою у структурі цих сполук є наявність 

метоксигрупи в орто-положенні бензоїльного фрагменту, що, очевидно, 
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перешкоджає вільному розташтуванню інгібітора в активному центрі 

ксантиноксидази. 

Відомо, що аденін характеризується можливістю існування кількох 

таутомерних форм. Відповідно до комп’ютерних розрахунків та даних ЯМР 

спектроскопії, 9NH-таутомер є найбільш енергетично вигідним. Це 

обумовлено стеричними перешкодами при розташуванні протону біля атома 

нітрогену в положенні 7 внаслідок впливу аміногрупи аденіну [70, 71]. Проте 

кристалічна структура N6-бензоїладеніну свідчать про існування 7NH-

таутомерної форми, що обумовлено внутрішнім міжмолекулярним зв’язком 

поміж атомом оксигену карбонільної групи та протоном, що розміщений біля 

атому нітрогену в положенні 7 пуринового фрагменту [72, 73]. Тому для 

докінгу було обрано структури N6-(3,4-диметоксибензоїл)аденіну (3.2) в 7NH- 

та 9NH-таутомерних формах. 

Відповідно до результатів молекулярного докінгу, 7NH-таутомер N6-

(3,4-диметоксибензоїл)аденіну (3.2) має вільну енергію зв’язування в 

активному центрі ксантиноксидази -8,41 ккал/моль, тоді як майже ідентичне 

положення 9NH-таутомеру має енергію зв’язування -8,16 ккал/моль. 

Розміщуючись в області активного центру ксантиноксидази (рис. 3.3A) 7NH- 

таутомер сполуки 3.2 займає місце субстрату – 2-гідрокси-6-метилпурину 

(рис. 3.3Б). Закріплення положення пуринового фрагменту інгібітора 

забезпечується за рахунок водневих зв’язків з амінокислотними залишками 

Glu802 та Ser876, π-стекінг-взаємодією з Phe914 та Phe1009, а також 

гідрофобними та електростатичними взаємодіями з Ala910, Ala1078 і Ala1079. 

Крім того, є контакт пуринового фрагменту з Glu1261 через молекулу води 

HOH1336. 3,4-Диметоксизаміщений бензоїльний фрагмент інгібітора 

розташовується на виході з активного центру ксантиноксидази у гідрофобній 

області, що оточена амінокислотними залишками Leu648, Leu873, Leu1014 та 

Pro1076. Необхідно зазначити, що відстань від каталітично важливого атома 

оксигену молібденового кофактору, що в моделі представлений молекулою 

води HOH(MOS1334), до атома С8 пуринового фрагмента інгібітора складає 
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2,82 Å, тоді як відстань до цього атома в структурі субстрату 2-гідрокси-6-

метилпурину становить 2,23 Å (рис. 3.3Б).  

 

Рис. 3.3. Модель зв’язування сполуки 3.2 в активному центрі 

ксантиноксидази (А) та порівняння положення пуринового фрагменту цієї 

сполуки з позицією  

2-гідрокси-6-метилпурину в PDB кристалі (Б). 

 

Таким чином, метоксизаміщені похідні N6-бензоїладеніну, які є 

інгібіторами BRD4, здатні інгібувати активність ксантиноксидази, повільно 

зв’язуючись з ферментом. Отримані результати молекулярного моделювання 

вказують на те, що N6-бензоїлзаміщені похідні аденіну можуть 

закріплюватися в активному центрі ксантиноксидази, конкуруючи за місце 

зв’язування з субстратом. 

3.2.  Оцінка впливу похідних 6-(N-ациламіно)пурину на ферментативну 

активність ксантиноксидази 

Зважаючи на потенціал похідних 6-(N-бензоїламіно)пурину як 

мультитаргетних біоактивних сполук, нами також [74] проведено оцінку 

нових 6-(N-ациламіно)пуринів 3.5-3.9  в якості інгібіторів ксантиноксидази 

(рис. 3.4). 
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Рис. 3.4. Структури досліджених 6-(N-ациламіно)пуринів 3.4-3.9. 

 

Вивчення in vitro 6-(N-ациламіно)пуринів 3.4-3.9 проведено з 

використанням ксантиноксидази з коров’ячого молока, яка має значну 

амінокислотну ідентичність з ксантиноксидазою з печінки людини [75]. 

Значення IC50, наведені в табл. 3.2, є концентраціями сполук, за яких 

активність ферменту знижується на 50%. Аналіз залежності структура-

активність вказує на те, що заміна бензоїльного фрагменту в структурі 

референс-сполуки 3.4 на залишок тіофенкарбонової кислоти не має значного 

впливу на інгібування ксантиноксидази сполукою 3.5, тоді як залишок α-

нафтойної кислоти в структурі сполуки 3.6 на порядок знизив значення IC50. 

Зростання інгібування спостерігалось для сполуки 3.7, що містила в положенні 

6 пуринового фрагменту залишок 4-оксо-4H-хромен-2-карбонової кислоти. 

Структурно близький до цього фрагменту залишок бензо[b][1,4]діоксан-2-

карбонової кислоти знижував значення IC50 для сполуки 3.8 на два порядки. 

Сполука 3.9, яка містила два фрагменти пурину, продемонструвала значення 

IC50 0,20 мкМ, яке було вдвічі кращим, ніж для референс-сполуки 3.4, та 

співмірним зі значенням IC50, отриманим для сполуки 3.7. 
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Tаблиця 3.2. Значення IC50 для похідних 6-(N-ациламіно)пурину 3.4-3.9 

як інгібіторів ксантиноксидазиа 

Сполука IC50, мкМ 

3.4 0,55 ± 0,04 [69] 

3.5 0,82 ± 0,18 

3.6 5,03 ± 0,49 

3.7 0,17 ± 0,03 

3.8 16,81 ± 8,05 

3.9 0,20 ± 0,06 

аЗначення IC50 є середнім з двох-трьох вимірювань ± стандартне 

відхилення. 

 

Отримана модель зв’язування сполуки 3.9 в області активного центру 

ксантиноксидази, що представлена на рис. 3.5, характеризується енергією 

докінгу -9,38 ккал/моль. У цій моделі один з пуринових фрагментів сполуки 

3.9 формує водневі зв’язки з амінокислотним залишком Glu802, Thr1010, а 

також з Glu1261 через молекулу води HOH1365. Додатково положення цього 

пуринового фрагменту стабілізовано за рахунок π-стекінг взаємодій з 

амінокислотним залишком Phe914 та гідрофобними взаємодіями з залишком 

Phe1009. Бензоїльний фрагмент інгібітора розміщується на виході з активного 

центру ксантиноксидази і оточений гідрофобними амінокислотними 

залишками Leu648, Leu873, Val1011 та Leu1014. Положення іншого 

пуринового фрагменту в представленій моделі фермент-інгібіторного 

комплексу характеризується π-катіонною взаємодією з амінокислотним 

залишком Lys771. 
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Рис. 3.5. Модель зв’язування сполуки 3.9 в області активного центру 

ксантиноксидази. 

 

Таким чином, зростання інгібування спостерігалось для сполуки 3.7, що 

містила в положенні 6 пуринового фрагменту залишок 4-оксо-4H-хромен-2-

карбонової кислоти. Сполука 3.9, яка містила два фрагменти пурину, 

продемонструвала значення IC50 0,20 мкМ, яке було вдвічі кращим, ніж для 

референс-сполуки 3.4, та співмірним зі значенням IC50, отриманим для 

сполуки 3.7.  

Отже, нами вивчено сполуки N6-(2-метоксибензоїл)аденіну, N6-(3,4-

диметоксибензоїл)аденіну і N6-(2,4,5-триметоксибензоїл)аденіну нові похідні 

пурину в якості інгібіторів ксантиноксидази. Результати досліджень in vitro 

показали, що інгібувальний ефект даних сполук 3.1-3.3 на активність 

ксантиноксидази характеризується повільним облаштуванням інгібітора в 

активному центрі ферменту. Також вивчено 6-(N-ациламіно)пурини  3.4-3.9 де 

показано,  що заміна бензоїльного залишку підвищує спорідненість сполук до 

ксантиноксидази.  

  



37 

 

ВИСНОВКИ 

1. Здійснено аналіз наукової літератури стосовно  структури та 

механiзму дiї ксантиноксидази.  

2. Наведено функцiї ксантиноксидази в органiзмi людини та 

виявлено, що основна функцiя ксантиноксидази полягає в утвореннi сечової 

кислоти з первинних продуктiв окислення аденiну i гуанiну.  

3. Проаналізовано iнгiбiтори ксантиноксидази та їх значення у 

медицинi. Серед багатьох вiдомих iнгiбiторiв ксантиноксидази алопуринол, 

оксипуринол та фебуксостат широко використовувались для лiкування 

гiперурикемiї та подагри. 

4. Встановлено, що N6-(2-метоксибензоїл)аденін, N6-(3,4-

диметоксибензоїл)аденін і N6-(2,4,5-триметоксибензоїл)аденін інгібують 

ксантиноксидазу, демонструючи властивості інгібіторів, що повільно 

зв’язуються. За результатами молекулярного докінгу проаналізовано 

можливий спосіб закріплення інгібіторів в активному центрі ксантиноксидази. 

5. Здійснено оцінку деяких 6-(N-ациламіно)пуринів як інгібіторів 

ксантиноксидази. Показано, що заміна бензоїльного залишку в структурі 6-(N-

ациламіно)пурину на залишок 4-оксо-4H-хромен-2-карбонової кислоти та 

функціоналізація 6-(N-бензоїламіно)пурину додатковим фрагментом пурину 

підвищує спорідненість сполук до ксантиноксидази. На основі результатів 

молекулярного докінгу запропоновано можливий спосіб зв’язування сполуки 

3.9 в області активного центру ферменту. 

6. Матеріали кваліфікаційної роботи можуть бути використані при 

проведенні факультативних занять з хімії у закладах середньої освіти (ліцеях 

з профільного навчання та спеціалізованих школах з поглибленим вивченням 

природничих дисциплін). 
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