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С использованием различных тест-систем in vitro проведена оценка антирадикальной активности
полициклических соединений с индольным и изоиндольным фрагментами. В отношении ДФПГ,
ABTS•+ и NO•-радикалов все производные, за исключением 3,5-ди-(трет-бутил)-4-гидроксибен-
золкарбальдегид N-(2-оксо-1,2-дигидро-3Н-индол-3-илиден) гидразона, демонстрируют значи-
тельно меньшую активность по сравнению с известным антиоксидантом ионолом. По отношению
к супероксид анион-радикалу, генерированному в ферментативной (НСТ-тест) и неферментатив-
ной (аутоокисление адреналина) системах, все соединения показали высокую радикал-перехваты-
вающую способность. Высокая антирадикальная активность 3,5-ди-(трет-бутил)-4-гидроксибен-
золкарбальдегид N-(2-оксо-1,2-дигидро-3Н-индол-3-илиден) гидразона объясняется наличием
2,6-ди-трет-бутилфенольного, индолинового и азинового фрагментов, способствующих образова-
нию устойчивого интермедиата.
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Активные радикальные формы кислорода по-
стоянно присутствуют в биологических системах
в результате естественных метаболических про-
цессов [1]. Нарушение анти-/прооксидантного
баланса живого организма в сторону последнего
приводит к избыточному образованию радика-
лов, что способствует развитию окислительного
стресса и повреждению основных структур клет-
ки (ДНК, белки, ферменты, липиды) [2]. Для за-
щиты от последствий окислительного разруше-
ния используются антиоксиданты различного

§ Работа представлена в тематический выпуск “ Свободные
радикалы в фундаментальной и прикладной химии”.

строения [3]. В настоящее время предпочтение
отдается соединениям природного происхожде-
ния или их синтетическим аналогам [4, 5], но их
применение также зачастую ограничено ввиду
проявляемых ими побочных эффектов, низкой
биодоступности и канцерогенности [6].

Производные индола присутствуют во многих
натуральных продуктах, алкалоидах, пептидах [7]
и являются очень важными веществами с точки
зрения медицинского и биологического аспектов
их применения. Индольное ядро считается при-
вилегированным каркасом для создания новых
биологически-активных соединений с различны-
ми терапевтическими свойствами, включая анти-
оксидантные, противораковые, противовоспали-
тельные и антибактериальные [8–10]. Например,
известный гормон эпифиза и регулятор циркад-
ного ритма живых организмов мелатонин, в со-
став которого входит индольный фрагмент, явля-
ется хорошим поглотителем свободных радика-
лов in vivo и мощным антиоксидантом широкого
действия in vitro [11]. В связи с этим создание и
оценка антирадикальной активности новых про-
изводных индола представляется актуальным ис-
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следованием, направленным на получение анти-
оксидантов с высокой эффективностью действия
и минимальными побочными эффектами.

В работе изучена антирадикальная активность
полициклических соединений с индольным и
изоиндольным фрагментами 1–4 на различных
тест-системах in vitro в сравнении с активностью
известного синтетического антиоксиданта – 2,6-
ди-трет-бутил-4-метилфенола (ионол) 5 (рис. 1).

Для проведения экспериментов использовали
коммерчески доступные реактивы фирм “Al-
drich”, “Sigma” и “Alfa Aesar” (США).

Соединение 1 получено кипячением смеси
1.515 г (15 ммоль) 3-гидразинилидениндолин-2-
она и 3.51 г (15 ммоль) 4-гидрокси-3,5-ди-(трет-
бутил)бензальдегида в 40 мл этанола в присут-
ствии трех капель ледяной уксусной кислоты в те-
чение 10 ч. Выпавшие кристаллы желтого цвета
перекристаллизованы из смеси этанол–диоксан
(1 : 1), выход 5.37 г (95%), Тт.пл. = 250–251°С. ИК
(ν, см–1): 3330–3250 (NH, ОН), 1680 (C=O), 1640
(С=N), 1615, 1585, 1575 (C–Cаром.). 1Н ЯМР (δ,
м. д.): 1.37 с (18Н, 3tBu), 5.25 c (1H, OH), 7.12 l
(J 7.5 Гц, 1Hаром.), 7.20 т (J 7.5 Гц, 1Hаром.), 7.27 с
(2Наром.), 7.40 т (J 7.5 Гц, 1Hаром.), 8.08 с (1Н,
СН=N), 8.37 д (J 7.5 Гц, 1Hаром.), 10.65 (уш. с, 1Н,
NH). Найдено, %: С, 72.98; Н, 7.14; N, 10.97. Вычис-
лено для C23H27N3O2, %: С, 73.21; Н, 7.16; N, 11.14.

По ранее описанным методикам получены по-
лициклические соединения 2 [12], 3 [13] и 4 [14] с
индольным и изоиндольным фрагментами, син-

тетический антиоксидант ионол 5 является ком-
мерчески доступным соединением (Sigma Aldrich).

В работе спектрофотометрическими методами
исследована радикал-перехватывающая актив-
ность соединений 1–5 в отношении супероксид
анион-радикала, генерированного в фермента-
тивной системе ксантин/ксантиноксидаза (НСТ-
тест) [15] и в системе неферментативного окисле-
ния адреналина (1-(3,4-диоксифенил)-2-метил-
аминоэтанол) до адренохрома в щелочной среде
[16], а также в отношении 2,2-дифенил-1-пикри-
лгидразильного радикала (ДФПГ-тест) [17], кати-
он-радикала 2,2'-азино-бис(3-этилбензтиазолин-
6-сульфоновой кислоты) (ABTS•+-тест) и нит-
роксильного радикала (NO•) [18].

Установлена незначительная антирадикаль-
ная активность производных 1–4 в отношении
стабильного N,N-дифенил-N-пикрилгидразиль-
ного радикала (ДФПГ-тест) по сравнению с
ионолом (табл.1).

Известны два основных механизма антиради-
кального действия потенциальных антиоксидан-
тов: перенос атома водорода (HAT, hydrogen atom
transfer) и перенос одного электрона (SET, single
electron transfer), конечные продукты при этом об-
разуются одинаковые [19]. Несмотря на наличие
редокс-активных групп и систем переноса атомов
водорода (=NH, =NOH) в структуре, соединения
2 и 4 не проявляли радикал-перехватывающих
свойств в данной модельной системе. Активность
производных соединений 1, 3 и ионола в ДФПГ-
тесте объясняется возможностью протекания ре-

Рис. 1. Структурные формулы соединений: 1 – 3,5-ди-(трет-бутил)-4-гидроксибензолкарбальдегид N-(2-оксо-1,2-
дигидро-3Н-индол-3-илиден)гидразон, 2 – 4-метил-N'-(2-оксо-1,2-дигидро-3H-индол-3-илиден)бензолсульфоно-
гидразид, 3 – метил-[4-(3,5-диоксо-2,5-дигидро-3Н-имидазо[5,1-а]изоиндол-1-ил)-3-гидроксифенил]карбамат, 4 –
метил 3-(1-гидроксииминоэтил)-5-(метоксикарбониламино)-2-метил-1H-индол-1-карбоксилат, 5 – 2,6-ди-трет-
бутил-4-метилфенол (ионол).
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акции по механизму гомолитического отрыва
атома водорода от HO-группы экранированного
фенола. Однако значения оптической плотности
ДФПГ-радикала в присутствии данных соедине-

ний резко снижаются только в течение первых
5 мин, далее реакция практически не протекает,
что свидетельствует о механизме быстрого пере-
носа электронов (SET) (рис. 2а).

Таблица 1. Антирадикальная активность соединений 1–5

Антирадикальная 
активность, инг.%

Cоединение

1 2 3 4 5

ДФПГ 9.99 ± 0.04 0.90 ± 0.01 21.51 ± 0.01 не активно 66.53 ± 0.14
ABTS 57.33 ± 0.06 32.02 ± 0.04 36.94 ± 0.05 25.96 ± 0.05 62.43 ± 0.07
НСТ 70.69 ± 0.04 66.04 ± 0.05 57.03 ± 0.06 30.09 ± 0.07 34.91 ± 0.15
аутоокисление 
адреналина

82.22 ± 0.04 68.82 ± 0.01 59.2 ± 0.01 21.43 ± 0.03 10.14 ± 0.12

IC50 (NO•), мМ 0.94 ± 0.05 1.60 ± 0.08 1.49 ± 0.07 >5 0.81 ± 0.04

Рис. 2. Электронные спектры поглощения ДФПГ-радикала (а) и катион-радикала ABTS•+ (б) в присутствии соедине-
ний 1–5.
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В отличие от ДФПГ-теста, способность вос-
станавливать нестабильную форму катион-ради-
кала ABTS•+ проявляли все производные, но наи-
большая активность, сравнимая с эталонным со-
единением 5 (62% ингибирования), в данной
модельной системе характерна для соединения 1
(57% ингибирования) (табл. 1). Производное 1,
как и ионол, проявило смешанный механизм ан-
тирадикального действия. Только в течение пер-
вых 90 с наблюдается резкое падение значений
оптической плотности ABTS•+ с последующим
этапом снижения скорости взаимодействия, что
свидетельствует о мгновенной первоначальной
реакции за счет переноса электрона (SET) и пере-
ходом в медленную стадию протекания реакции
за счет переноса атома водорода (HAT) (рис. 2б).

Для остальных соединений на протяжении
всего времени исследования характерно посте-
пенное снижение интенсивности поглощения
катион-радикалом ABTS. Полученные результа-
ты подтверждают ранее установленный факт то-
го, что пространственно-затрудненные азотцен-
трированные ДФПГ- и ABTS-радикалы препят-
ствуют процессу переноса атома водорода,
требующего образования комплекса с водород-
ной связью между радикалом α-C–H и неподе-
ленной парой электронов азота [20], замедляя тем
самым протекание реакций по HAT- и SET-меха-
низмам.

Супероксид анион-радикал (O ) является
предшественником активных свободных радика-
лов, в частности, гидроксильного радикала HO•,
которые могут вступать в реакцию с биомакромо-
лекулами, вызывая их окислительные поврежде-
ния в результате инициации процесса пероксид-
ного окисления липидов и белков [21]. Оценка
активности соединений 1–5 в отношении O , об-
разующегося в ферментативной системе ксан-
тин/ксантиноксидаза (НСT-тест), указывает на
супероксид анион-радикал перехватывающую
способность соединений 1–3, в 1.6–2 раза превы-
шающую активность ионола 5, а ингибирующее
действие соединения 4 сравнимо с эталоном
(табл. 1). В системе неферментативного окисле-
ния адреналина в щелочной среде также установ-
лено превышение активности производных 1–4 в
отношении O  относительно реперного антиок-
сиданта в 2–8 раз. Учитывая, что в данной тест-
системе помимо О  и H2O2, образуются бикарбо-
нат-анион-радикалы, анион-радикалы диоксида
углерода и другие активные кислородные метабо-
литы [16, 22–24], можно констатировать факт
проявления суммарной антирадикальной актив-
ности производных 1–4. Кроме того, прослежи-
вается закономерность уменьшения супероксид
анион-радикал-перехватывающей способности

−i
2

−i
2

−i
2

−i
2

полициклических соединений с индольным и
изоиндольным фрагментами в ферментативной и
неферментативной системах в следующем поряд-
ке: 1 > 2 > 3 > 4, что, предположительно, объясня-
ется возможностью образования устойчивых
промежуточных радикальных продуктов. Инте-
ресно отметить, что соединение 2, несмотря на
отсутствие в его структуре редокс-активного фе-
нольного фрагмента, проявляет более выражен-
ную активность в отношении O  по сравнению с
производным 3. Кроме того, для соединения 2 ра-
нее установлена антимикробная активность в от-
ношении условно-патогенной микрофлоры
Staphylococcus aureus и Pseudomonas aerugenosa [25].

Радикал оксида азота (NO•) является менее
активным свободным радикалом по сравнению,
например, с O . В малых концентрациях NO• иг-
рает важную роль в антимикробной, противоопу-
холевой активности, но высокие уровни данного
метаболита способны вызывать ряд патологиче-
ских осложнений [26]. Известно, что токсич-
ность NO• заметно возрастает при его взаимо-
действии с O , приводящем к образованию вы-
соко реакционноспособного пероксинитрит-
аниона (ONOO–) [27]. Изучена активность соеди-
нений 1–5 в отношении NO•, генерированного
из нитропруссида натрия, который далее взаимо-
действовал с растворенным кислородом с образо-
ванием нитрит-ионов, концентрацию которых
измеряли спектрофотометрически с помощью
реагента Грисса по нарастающему красному
окрашиванию (λ = 540 нм) [18]. Рассчитана полу-
максимальная эффективная концентрация со-
единений (EC50), свидетельствующая о большей
активности производного 1 (0.94 мМ), сравнимой
с действием ионола (0.81 мМ), как и в тесте с ка-
тион-радикалом ABTS•+ (табл. 1). Производные 2
и 3 в данной системе почти в 2 раза менее активны
эталонного соединения 5. Высокая антиради-
кальная активность производного 1 объясняется,
преимущественно, наличием в структуре 2,6-ди-
трет-бутилфенольного фрагмента, а также при-
сутствием индолинового и азинового фрагмен-
тов, способствующих повышению стабильности
образующегося ароксильного радикала.

Таким образом, в работе проведена оценка ак-
тивности полициклических соединений с индоль-
ным и изоиндольным фрагментами в отношении
радикалов ДФПГ, ABTS•+, NO• и O . Выявлена
высокая эффективность действия 3,5-ди-(трет-
бутил)-4-гидроксибензолкарбальдегид N-(2-оксо-
1,2-дигидро-3Н-индол-3-илиден)гидразона, объ-
ясняемая наличием антирадикального простран-
ственно-затрудненного фенольного фрагмента.
В сравнении с широко применяемым антиоксидан-
том ионолом данное соединение обладает незначи-
тельной перехватывающей активностью в отноше-
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нии ДФПГ-радикала, сравнимой по отношению к
ABTS•+- и NO•-радикалам, но значительно боль-
шей по отношению к супероксид анион-радика-
лу, генерированному в ферментативной и нефер-
ментативной системах. Результаты исследования
антирадикальной активности свидетельствуют о
перспективности применения данного соедине-
ния в качестве потенциального ингибитора окис-
лительных процессов. Однако при разработке но-
вых гибридных молекул важно осуществлять
комплексный скрининг биологической активно-
сти и оценку токсичности, поэтому необходимо
проведение дальнейших исследований.
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ANTI-RADICAL ACTIVITY OF POLYCYCLIC COMPOUNDS WITH INDOL
AND ISOINDOL FRAGMENTS

V. P. Osipovaa,#, M. A. Polovinkinaa, A. D. Kolumbetb, E. N. Kutlalievac,
A. V. Velikorodovc, and N. T. Berberovab

aFederal Research Center Southern Scientific Center Russian Academy of Sciences,
344006, Rostov-on-Don, Russian Federation

bAstrakhan State Technical University, 414056, Astrakhan, Russian Federation
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# E-mail: osipova_vp@mail.ru

Abstract—Using various test systems, the antiradical activity of polycyclic compounds with indole and isoin-
dole fragments was evaluated in vitro. With respect to DPPH, ABTS•+ and NO• radicals the all derivatives,
except of 3,5-di-(tert-butyl)-4-hydroxybenzenecarbaldehyde N-(2-oxo-1,2-dihydro-3H-indole-3-ylidene)
hydrazine, demonstrate significantly lower activity compared to the well-known antioxidant ionol (BHT).
With respect to the superoxide anion radical generated in the enzymatic (NBT-test) and non-enzymatic (au-
tooxidation of adrenaline) systems, all compounds indicate a greater radical-capturing capacity. The high an-
tiradical activity of 3,5-di-(tert-butyl)-4-hydroxybenzenecarbaldehyde N-(2-oxo-1,2-dihydro-3H-indol-3-
ylidene) hydrazone is explained by the presence of 2,6-di-tert-butylphenol, indoline and azine fragments,
which contribute to the formation of a stable intermediate.

Keywords: polycyclic compounds with indole and isoindole fragments, antiradical activity, DPPH, ABTS•+,
NO•, superoxide anion radical
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