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Родственная субтилизину пропротеинконвертаза человека – фурин – является важнейшей 
фармацевтической мишенью для синтеза соответствующих ингибиторов, поскольку энзим играет 
жизненно важную роль в развитии многих заболеваний человека.

Для выявления нового класса низкомолекулярных непептидных ингибиторов фурина проведен 
скрининг ряда флавоноидов и некоторых природных соединений. Найдено, что гликозилированные фла-
воноиды: рутин, нарингин, байкалин и метилгесперидин – ингибируют фурин при рН 7,2 обратимо и 
конкурентно с Ki ~ 80–200 мкМ. Значения Ki определяли по графикам Диксона и/или Эди-Хофсти, 
используя флуорогенный субстрат Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AMC. Хотя исследованные флавоноиды прояв-
ляют лишь умеренную ингибиторную активность, они могут быть полезными при разработке более 
мощных непептидных ингибиторов фурина в будущем.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: фурин, ингибиторы фурина, флавоноиды, рутин, нарингин, байкалин, 
метилгесперидин.

Ф урин (КФ 3.4.21.75) – наиболее изу-
ченный и охарактеризованный энзим, 
относящийся к семейству пропроте-

инконвертаз (ПК), является внутриклеточной 
кальцийзависимой сериновой эндопротеиназой 
животных. За счет ограниченного расщепления 
пептидных связей, он способен активировать 
предшественники различных протеинов: ре-
цепторов, гормонов, факторов роста и диффе-
ренциации, протеинов плазмы, энзимов сис-
темы свертывания крови и т.д. [1–3]. Помимо 
этого фурин участвует в процессинге различ-
ных бактериальных экзотоксинов, в том числе 
токсинов сибирской язвы [4, 5] и дифтерии [6], 
а также в активации гликопротеинов различ-
ных вирусов, например, вирусов лихорадки 
Эбола [7], gp 160 ВИЧ-1 [8], птичьего гриппа 
[9]. Также хорошо изучена способность фури-
на активировать предшественники энзимов, 
участвующих в патогенезе раковых заболева-
ний [10], болезни Альцгеймера [1–3] и других 
заболеваний. Поэтому фурин рассматривается 
как важнейшая фармакологическая мишень 
для синтеза соответствующих ингибиторов с 
целью создания на их основе современных ле-
карственных препаратов [1–3, 11]. В обзоре [12] 
представлены сведения о необратимых и обра-
тимых ингибиторах фурина пептидной, псев-

допептидной и непептидной природы. В част-
ности, обсуждаются ингибиторы протеиновой 
природы, которые включают как природные, 
так и биоинженерные протеины [12]. По мне-
нию автора, особый интерес, однако, пред-
ставляют низкомолекулярные соединения, так 
как они более доступны в плане синтеза, ме-
нее иммуногенны, метаболически могут быть 
более устойчивыми и их можно принимать 
per os. Указанными ингибиторами являются 
полиаргинины, пептидил-хлорметилкетоны, 
аминометилкетонные или кетометиленовые 
псевдопептиды, производные некоторых цик-
лических пептидов и другие небольшие пепти-
ды [12]. Для фурина известны также ингибито-
ры непептидной природы, которые включают 
производные андрографолида, выделенного из 
медицинского растения Andrographis paniculata 
[13], комплексы меди или цинка с некоторы-
ми производными пиридина [14] и небольшие 
молекулы, являющиеся производными 2,5-ди-
дезоксистрептамина [15, 16].

Учитывая субстратную специфичность 
фурина [17], которая обусловлена присутствием 
в протеиновых субстратах двух рядом располо-
женных положительно заряженных остатков 
–Arg-Arg- или –Lys-Arg-, локализованных во 
фрагменте последовательности аминокислот –
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Arg-X-Lys/Arg-Arg-, представляется несколько 
неожиданным то, что незаряженный лактон 
из A. paniculata [13], способен тормозить протео
литическую активность энзима. Тщательный 
скрининг нескольких тысяч различных соеди-
нений показал, что ингибиторами фурина яв-
ляются нафтофлоуресцеин, дикумарол, а так-
же целый ряд его производных [18].

Таким образом, к настоящему времени ус-
тановлено, что некоторые низкомолекулярные 
незаряженные соединения способны снижать 
активность фурина [13, 18, 19]. Поскольку рас-
ширение спектра таких производных и изуче-
ние их свойств и механизма действия позволит 
целенаправленно синтезировать специфичес-
кие ингибиторы фурина, целью настоящей ра-
боты является поиск и исследование свойств 
новых ингибиторов фурина (которые не содер-
жат положительного заряда) среди флавонои-
дов и ряда других природных соединений. Для 
сравнения исследовано также действие на фу-
рин такого протеина, как протаминсульфат.

Материалы и методы

Кверцетин и рутин были любезно пре-
доставлены профессором химического фа-
культета Киевскиого национального универ-
ситета им. Тараса Шевченко В. П. Хилей, а 
другие флавоноиды и изофлавоны – фирмой 
Eximedlab (Киев). Протаминсульфат получили 
от профессора С. А. Кудинова (Институт био-
химии им. А. В. Палладина НАН Украины).

В работе использовали фурин (2000 ед/мл) 
фирмы New England BioLabs и флуорогенный 
субстрат Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AMC фирмы 
Bachem (Швейцария), одна единица активнос-
ти фурина определяется как такое количест-
во энзима, которое отщепляет 1 пкМ АМК от 
флуорогенного субстрата за 1 мин в указанных 
условиях. Коммерческими препаратами явля-
ются также ЭДТА (Serva, Германия), β-мер-
каптоэтанол, HEPES и Brij 35 (Sigma, США), 
Тритон Х-100 (Fluka, Швейцария). Остальные 
реагенты – отечественные препараты квали-
фикации хч или чда.

Определение активности фурина. Аликво-
ту фурина, соответствующую отщеплению от 
субстрата 250–300 пкМ/час 7-амино-4-метил-
кумарина (АМК), инкубировали с Boc-Arg-
Val-Arg-Arg-AMC (конечная концентрация 
75–250 мкМ) в буфере рН 7,2 (100 мМ Hepes, 
1 мМ CaCl2, 0,5% Тритон Х-100 и 1 мМ β-мер-
каптоэтанол) в течение 1–5 часов при 37 °C в 
пробе объемом 150 мкл.

Реакцию останавливали добавлением 
1,5 мл ЭДТА (исходной концентрации 5 мМ). 

Количество выделившегося при этом АМК 
измеряли на спектрофлуориметре Signe-4M 
(производство Латвии) при длине волны воз-
буждения 380 нм и испускания 460 нм.

Способность исследуемых соединений 
ингибировать фурин изучали в том же буфе-
ре, рН 7,2. Аликвоту энзима выдерживали с 
5–20 мкл исследуемого соединения (исходная 
концентрация 100–600 мкМ) в течение 30 мин 
при комнатной температуре. Затем добавля-
ли субстрат до конечной концентрации 100 
или 200 мкМ и проводили реакцию в тече-
ние 1–5 часов. Расщепление флуорогенного 
субстрата останавливали добавлением раство-
ра ЭДТА, и количество выделившегося АМК 
определяли, как указано выше. Значения I50 

вычисляли с использованием линейных гра-
фиков зависимости величины ингибирования 
от концентрации исследуемого вещества. При 
этом за 100% принимали активность фурина, 
определяемую в среде инкубации в отсутствие 
указанных соединений. Величины Ki вычис-
ляли из графиков Диксона и/или Эди-Хофсти. 
Обработку результатов измерений и построе-
ние графиков осуществляли с помощью про-
грамм Origin 7.0 и 8.0 (OriginLab). Ошибка 
эксперимента не превышала 10% измеряемой 
величины.

Результаты и обсуждение

Исследование свойств фурина может дать 
ценную информацию не только для выясне-
ния важных теоретических вопросов, связан-
ных с биологией клетки [2], но и для решения 
ряда практических проблем, направленных на 
создание новых лекарственных средств на ос-
нове синтетических ингибиторов энзима [1–3, 
12, 13]. 

Выполняя программу поиска новых ин-
гибиторов фурина, мы обратили внимание на 
низкомолекулярные соединения нейтрального 
характера, поскольку изучение их свойств поз-
волит, как мы надеемся, обнаружить произ-
водные с механизмом действия, отличным от 
механизма действия соединений протеиново-
пептидной природы.

Учитывая данные литературы [13, 18, 19], 
наше внимание было обращено на флавонои-
ды и некоторые природные соединения, содер-
жащиеся в растениях. В частности мы изучили 
ряд флавоноидов (кверцетин, рутин, нарингин 
и др.), изофлавонов (генистеин, дайдзеин), 
эллаговую кислоту, дибензофурановое произ-
водное, найденное в лишайниках, и микоток-
син зеараленон. Их формулы представлены на 
рис. 1.

експериментальні роботи
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Прежде всего, был осуществлен скрининг 
этих соединений при их конечной концентра-
ции 0,3 мг/мл. В табл. 1 представлены соот-
ветствующие данные.

Изучение влияния данных веществ на ак-
тивность фурина показало, что при увеличе-
нии их концентрации происходит зависимое 
от дозы торможение активности энзима. Ин-
гибирование исследуемой реакции наглядно 
демонстрирует рис. 2, на котором представлено 
постепенное нарастание интенсивности флуо-
ресценции во время гидролиза флуорогенного 
субстрата Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AMC фурином 
(кривые 1–5) и отсутствие характерной кривой 

флуоресценции даже после 3 часов инкубации 
пробы с рутином (кривая 6).

Из данных, представленных на рис. 3 ясно, 
что рутин, несмотря на отсутствие в его моле-
куле положительного заряда, ингибирует фу-
рин конкурентно. Можно предположить, что 
и другие исследованные флавоноиды (табл. 1), 
подобно соединениям, изученным в работах 
[13, 18], также являются конкурентными ин-
гибиторами фурина, хотя для окончательного 
вывода требуются дополнительные исследова-
ния.

Полученные нами данные свидетельству-
ют о том, что негликозилированные биофла-

Рис. 1. Названия и химическое строение исследованных соединений
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Рис. 2. Интенсивность флуоресценции при гидролизе флуорогенного субстрата Boc-Arg-Val-Arg-Arg-
AMC (100 мкМ) фурином (5 ед.) при рН 7,2 и t = 37 °C; время реакции: 1 – 30 мин; 2 – 1 час 15 мин; 
3 – 2 ч; 4 – 3 ч; 5 – 5 ч; 6 – 3 ч в присутствии рутина
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Т а б л и ц а  1. Ингибирование фурина исследуемыми соединениями*

*Примечание. Условия проведения реакции: содержание фурина в пробе 5 ед.; концентрация флуорогенно-
го субстрата 100 мкМ; объем пробы 150 мкл; время предварительной инкубации исследуемого соединения 
(0,3 мг/мл) с фурином 30 мин при комнатной температуре; продолжительность энзиматической реакции 5 ч 
при рН 7,2 и температуре 37 °С

Исследуемый препарат
Интенсивность 

флуоресценции, усл. ед.
Ингибирование, %

Без ингибитора 7,52 –

Протаминсульфат 4,17 45

Кверцетин Выпадает в осадок

Рутин 	 3,68 51

Байкалин 3,39 55

Генистеин Выпадает в осадок

Нарингенин Выпадает в осадок

Нарингин 4,59 39

Дайдзеин Выпадает в осадок

Метилгесперидин 3,43 54

Зеараленон 7,35 2

Усниновая кислота 7,53 Не ингибирует

Эллаговая кислота Выпадает в осадок

5

2

6

4

3

1

воноиды (кверцетин, нарингенин, дайдзеин и 
генистеин) плохо растворяются в буфере для 
проведения реакции с фурином. В условиях 

эксперимента они выпадают в осадок, что пре-
пятствует определению величины их тормозя-
щего действия. 

експериментальні роботи
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Растворимость кверцетина в воде возрас-
тает, как известно, в щелочной среде, поэтому 
было проведено его тестирование при рН 9,0, 
хотя при этом значении рН активность энзима 
снижается более чем в 2 раза по сравнению с 
его активностью при оптимальных условиях. 
Оказалось, что при рН 9,0 кверцетин слабо, 
но отчетливо ингибирует фурин (примерно на 
10%). Ранее на культуре клеток было обнару-
жено, что активность фурина уменьшается в 
присутствии некоторых природных полифено-
лов (и кверцетина в том числе), хотя в клетке 
это может протекать по разным механизмам. 
Наши эксперименты при рН 9,0 свидетельст
вуют о том, что кверцетин способен непо
средственно взаимодействовать с фурином и 
влиять тем самым на его активность. Инги-
биторную активность нарингенина, дайдзеи-
на, генистеина, а также эллаговой кислоты в 
этих условиях определить, однако, не удалось, 
так как в буфере и при рН 9,0 эти вещества не 
растворяются.

Значения параметров ингибирования (Ki ) 
соединений, указанных в табл. 1, определяли 
лишь для тех производных, которые в услови-
ях предварительного эксперимента подавляли 
активность фурина не менее, чем на 40%. Это 
характерно для рутина, нарингина, байкалина 

и метилгесперидина. Полученные значения Ki 
представлены в табл. 2. Процесс ингибирова-
ния фурина флавоноидами изучали, осуществ
ляя инкубацию пробы энзима с исследуемыми 
соединениями при различной их концентра-
ции. Последующее построение графиков Лай-
нуивера-Бэрка и/или Эди-Хофсти позволило 
установить, что, например, рутин ингибирует 
фурин конкурентно (рис. 3), а торможение на-
рингином носит смешанный характер (данные 
не приведены). Следует подчеркнуть, что при 
фиксированной концентрации ингибитора эф-
фективность торможения ослабевает с увели-
чением концентрации субстрата. Например, 
нарингин (670 мкМ) ингибирует фурин на 65% 

Рис. 3. График Лайнуивера-Бэрка конкурентного ингибирования рутином гидролиза флуорогенного суб-
страта Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AMC (75–250 мкМ) фурином (5 ед) при рН 7,2 и t = 37 °C; 1 – в отсут
ствие рутина; 2 – в присутствии рутина (700 мкМ)
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Т а б л и ц а  2. Величины констант ингибирова-
ния фурина некоторыми из исследуемых соеди-
нений

Название соединения Величина Ki, мкМ

Рутин 160

Нарингин 226

Байкалин 80

Метилгесперидин 150

1/А, (усл. ед./ч)-1 × 10

В. К. КИБИРЕВ, Т. В. ОСАДЧУК, О. Б. ВАДЗЮК, М. М. ГАРАЗД
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при концентрации субстрата 75 мкМ, на 54% 
при концентрации субстрата 150 мкМ и всего 
лишь на 25% при концентрации флуорогенно-
го субстрата 200 мкМ.

Значения Ki вычисляли, как правило, по 
графикам, построенным в координатах Дик-
сона [20]. Предварительно определяли также 
величину Km хромогенного субстрата в исполь-
зуемых нами условиях проведения энзимати-
ческой реакции (см. раздел Материалы и ме-
тоды). Значение Km получили равным 55 мкМ, 
что совпадает с величиной 51,6 – 57 мкМ, 
опубликованной в работе [21].

Принимая во внимание субстратную спе-
цифичность фурина, изучали также ингиби-
торный эффект протаминсульфата – протеина, 
молекула которого обогащена остатками поло-
жительно заряженного аргинина. Проведенная 
работа показывает, что протаминсульфат дейст
вительно способен ингибировать фурин. 

Использованные нами флавоноиды про-
являют умеренную ингибиторную активность 
и по сравнению с другими изученными ней
тральными низкомолекулярными соедине-
ниями [18-19] являются более слабыми ин-
гибиторами фурина. Исследование свойств 
непептидных ингибиторов может, однако, при-
вести к созданию соединений, которые будут 
специфически взаимодействовать с активным 
или аллостерическим центром энзима, инду-
цируя в его молекуле определенные конформа-
ционные изменения, обусловливающие сни-
жение активности фурина. Создание именно 
аллостерических ингибиторов ПК (в том числе 
и фурина) является, по мнению авторов рабо-
ты [22], магистральным направлением поиска 
новых специфических ингибиторов указанных 
энзимов.

Итак, проведенная работа показала, что 
рутин, нарингин и некоторые другие гликози-
лированные флавоноиды, не имеющие в моле-
куле положительного заряда, способны взаи-
модействовать с фурином и ингибировать его 
конкурентно с величиной Ki, находящейся в 
пределах ~ 80–200 мкМ. Конкуренция иссле-
дованных соединений с субстратом свидетель-
ствует о том, что флавоноиды непосредствен-
но связываются с активным центром энзима. 
Хотя механизм такого взаимодействия пока не 
совсем ясен, можно предположить, что тормо-
жение обусловлено как гидрофобными взаимо-
действиями остова молекулы флавоноидов, так 
и образованием водородных связей между гид-
роксильными группами гликозилированного 

фрагмента и остатками аминокислот активно-
го центра фурина. В пользу этого предполо-
жения свидетельствует работа [13], в которой 
показано, что гликозилирование андрографо-
лида обусловливает рост его ингибиторной ак-
тивности. Различия в эффективности тормо-
жения фурина в исследованных соединениях 
зависят, по-видимому, от способа ориентации 
в пространстве их гликозидных группировок, 
обеспечивающих точную «подгонку» молеку-
лы флавоноида к энзиму и ее наиболее про-
дуктивное взаимодействие со связывающим 
центром фурина.

Авторы глубоко признательны проф. 
Смирновой И. В. за постоянный интерес к ра-
боте и за помощь в приобретении фурина и 
ряда других реагентов и препаратов. 
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Споріднена субтилізину пропротеїнкон-
вертаза людини – фурин – є найважливішою 
фармацевтичною мішенню для створення від-
повідних інгібіторів, оскільки ензим відіграє 
життєво важливу роль у розвитку багатьох за-
хворювань людини. 

Для виявлення нового класу низькомоле-
кулярних непептидних інгібіторів фурину здій-
снено скринінг низки флавоноїдів та деяких 
природних сполук. Знайдено, що глікозильо-
вані флавоноїди: рутин, нарингін, байкалін та 
метилгесперидин інгібують фурин при рН 7,2 
зворотно і конкурентно з Ki ~ 80–200 мкМ. 
Величини Ki визначали із графіків у координа-
тах Діксона або Еді-Хофсті, використовуючи 
флуорогенний субстрат Boc-Arg-Val-Arg-Arg-
AMC. Хоча досліджувані флавоноїди виявля-
ють лише помірну інгібіторну активність, вони 
можуть бути корисними для розробки більш 
потужних непептидних інгібіторів фурину в 
майбутньому.

Ключові слова: фурин, інгібітори фурину, 
флавоноїди, рутин, нарингін, байкалін, метил
гесперидин.
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S u m m a r y

Furin, a human subtilisin-related proprotein 
convertase, is the most important pharmaceutical 
target because it plays a vital role in development 
of numerous disease processes. To identify a new 
class of small non-peptide inhibitors of furin we 
performed a study of several flavonoids and some 
natural products. Glycosylated flavonoids: rutin, 
naringin, baikalin and methylhesperidin were 
shown to inhibit furin at pH 7.2 reversibly and 
competitively with Ki ~ 80–200 µM. The Ki values 
were derived from Dixon and/or Eadie-Hofstee 
plots using fluorogenic substrate Boc-Arg-Val-Arg-
Arg-AMC. Although studied flavonoids display 
only a temperate furin inhibition, they may serve 
as a great potential for the future development of 
more potent non-peptide inhibitors against furin.

K e y  w o r d s: furin, inhibitors of furin, fla-
vonoids, rutin, naringin, baikalin, methylhesperi-
din.
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