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ВЛИЯНИЕ КЕТОНОВ ФЕНИЛПРОПАНОВОГО РЯДА 
НА АКТИВНОСТЬ ПРОТЕИНАЗ

В.Н. Никандров1, И.А. Илъючик1, В.Н. Коваленко2, В.А. Яцушкевич' 
‘Учреждение образования «Полесский государственный университет», 

г. Пинск, Республика Беларусь;
Учреждение образования «Белорусский государственный педагогический университет 

имени Максима Танка», г. Минск, Республика Беларусь

Введение. Для эффективной репродукции ряда вирусов, включая вирус иммунодефицита человека и ко­
ронавирусы, важна функция присущих им протеиназ, в частности близкой пепсину, сс-химотрипсин-подобной 
и папаин-подобной, что обусловливает необходимость изыскания эффективных ингибиторов этих энзимов.

Цель исследования - раскрыть особенности действия ряда соединений кетонов фенилпропанового 
ряда на активность пепсина, сс-химотрипсина и папаина.

Материалы и методы. Методом лизиса желатина в тонком слое геля агара определена активность 
очищенных образцов протеиназ при добавлении синтезированных кетонов фенилпропанового ряда.

Результаты. Добавление к пепсину зингерона (10-3—10-5 М), гесперидина и пара-гидроксибензила кам­
форы (102—10 8 М), камфоры (10’ М) усилило расщепление желатина на 27-35,22-48 и 25% соответственно. 
Действие кетона малины (10-10 s М) не превышало 17%. Слабый ингибиторный эффект (13-25%) вызвало 
добавление к энзиму пара-гидроксибензил пинаколина и ванилиден вербенона (10 2 — 10 7 М).

Желатинолитическая активность а-химотрипсина при добавлении гесперетина (10 "3-10 7 М) возрас­
тала на 11-23%; в присутствии пара-гидроксибензилиден пинаколина (10 3— 10 8 М) отмечены колебания - 
рост активности протеиназы на 20-25% и ее снижение на 20-26%.

Добавление к папаину пара-гидроксибензилидена пинаколина, ванилиден камфоры (10~3—10 8 М) и гес­
перидина (10”4-! О-8 М) вело к росту расщепления желатина на 18^10 и 16-24% соответственно. Угнетение 
активности этой протеиназы на 19—20% вызвал зингерон в минимальных концентрациях.

Заключение. Сопоставляя полученные результаты с данными литературы представляется целесо­
образным вести дальнейшие изыскания ингибиторов пепсина, папаина и а-химотрипсина, учитывая (^’-за­
висимый характер их действия, в направлении создания водорастворимых полифенольных соединений.

Ключевые слова: пепсин, а-химотрипсин, папаин, протеолитическая активность, кетоны фенилпро­
панового ряда.

Введение
Появление новых возбудителей заболеваний 

вирусной этиологии настоятельно требует изыска­
ние эффективных средств подавления их репро­
дукции в организме, тем более, что вследствие 
изменчивости вирусов уже применяемые препара­
ты оказываются недостаточно эффективными.

В структурно-функциональной специфике ряда 
вирусов заметную роль играют протеиназы. Про­
теолиз вообще является одним из генеральных ме­
ханизмов биохимической регуляции метаболизма 
и жизнедеятельности клеток, тканей и органов 
организма, а в отношении вирусов - ретровирусов 
(в частности, вируса иммунодефицита), флавиви- 
русов, вирусов герпеса, гепатита С, энтеровиру­
сов, риновирусов, пикорнавируса ЗС — реализации 
их репродукции [1, 2].

Так, аспартильная структурно близкая пепсину 
протеиназа вируса иммунодефицита человека 
HIV-1 PR (ЕС 3.4.23.16) ответственна за созрева­

ние предшественников полипротеинов Gag и Pol 
в зрелые вирусные энзимы и структурные белки 
ретровирусов [3, 4].

У вызвавшего пандемию коронавируса обнару­
жены папаин-подобная протеиназа (PLP\ отрица­
тельно регулирующая врожденный иммунный 
ответ путем нарушения STING(стимуляторов ге­
нов интерферона)-опосредованного сигналинга 
и 3-химотрипсин-подобная основная протеиназа 
(3 Cipro/Мрго), составляющая наряду с папаин-по- 
добными протеиназами основной протеиназный 
аппарат бета-коронавирусов, необходимый для 
процессинга полипротеинов, траслируемых из ви­
русных РНК [5-7].

Использование для лечения ВИЧ(вирус им­
мунодефицита человека)-инфицированных па­
циентов ингибиторов протеиназы первого поко­
ления (индинавир, ритонавир, саквинавир и др.) 
показало, что у вирусов довольно быстро разви­
вается резистентность к препаратам. Это обу­
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словлено мутациями в гене, кодирующем проте­
иназу. Такое явление вполне реально и для дру­
гих вирусов.

В настоящее время в качестве ингибиторов ви­
русных протеиназ используют пептидомиметики, 
соединения с циклическим карбамидом, 4-гидро- 
ксикумарином, маннуроновой кислотой или 4-ги- 
дрокси-5,6-дигидро-2-пирролом вместо гидрокси­
этиленового ядра, а также нафтохиноны и другие 
вещества [2].

Вследствие возможных мутаций указанного ха­
рактера и развития резистентности из-за амино­
кислотных замен в молекулах соответствующих 
протеиназ вирусов целесообразно расширение ар­
сенала соединений, ингибирующих их протеоли­
тические свойства.

Ранее было высказано соображение, что для 
первичного отбора ингибиторов протеиназы ВИЧ 
возможно использование пепсина как аналога этой 
протеиназы [8]. В силу этого логично полагать, что 
аналогами протеиназ коронавируса будут «-химо­
трипсин и папаин, которые можно использовать 
для первичного отбора ингибиторов.

Целью настоящей работы явилось исследова­
ние действия ряда фенилпропаноидов, в частности 
кетонов фенилпропанового ряда зингерона, кетона 
малины и их структурных аналогов на активность 
пепсина, «-химотрипсина и папаина.

Материалы и методы
В работе использованы образцы «-химотрипси­

на (ЕС 3.4.21.1) быка, пепсина (ЕС 3.4.23.1) свиньи 
(Sigma, США), папаина (ЕС 3.4.22.2, AppliChem, 
Германия), желатина свиньи (Fluka, Швейцария), 
агара (Melford, США).

Другие реактивы квалификации «хч» или «чда» 
были производства стран СНГ, их использовали 
после соответствующей дополнительной очистки.

Ниже приведенные соединения 2, 3, 5, 10, II 
получены конденсацией ароматических альдеги­
дов (ванилина либо и<я/?а-гидроксибензальдегида) 
с соответствующими кетонами [9]. Соединения 1, 
4, 9 получены соответственно из 2,3, 11 гидриро­
ванием двойной связи, кетон малины 8 - гидриро­
ванием иора-гидроксибензальацетона [9]. Геспе­
ридии 7 выделен из кожуры апельсина и очищен 
согласно методу [10], гесперетин 6 получен отще­
плением гликозидной части гесперидина 7 в кис­
лой среде [10].

Протеолитическую активность определяли 
по лизису желатина в тонком слое агар-агара как 
подробно описано ранее [11]. Концентрация жела­
тина составляла 10 г/л, агар-агара - 10 г/л. В каче­
стве растворителя для приготовления протеин-ага- 

ровых пластин использовали 0,15 М раствор 
NaCl, растворы энзимов готовили на 0,05 М трис- 
НС1 буфере pH 7,4, а при работе с пепсином ис­
пользовали 0,2 М ацетатный буфер pH 1,47. Пла­
стины с нанесенными пробами (10 мкл) инкубиро­
вали при +37 °С в течение 20 часов. Зоны лизиса 
визуализировали обработкой протеин-агаровых 
пластин 1 М трихлоруксусной кислотой.

Исследуемые соединения растворяли в этаноле 
или диметилсульфоксиде и добавляли к растворам 
протеиназ до конечной концентрации 10 2-10 8 М. 
В контрольные образцы вносили аликвоты соот­
ветствующих растворителей.

Содержание протеинов в растворах оценивали 
по величине абсорбции при 280 нм, используя со­
ответствующие значения А%см, приведенные в пре­
дыдущей статье [12].

Все исследования выполнены восьмикратно, 
результаты обработаны статистически с вычисле­
нием /-критерия Стъюдента.

Результаты и их обсуждения
Добавление к пепсину зингерона в диапазоне 

концентраций 10 310-5 М, а также гесперидина 
и ицра-гидроксибензила камфоры в концентрации 
10 2-10 8 М сопровождалось стимуляцией расще­
пления желатина на 27—35 и 22—48% соответ­
ственно (таблица). Действие кетона малины в кон­
центрации 10 3-10 8 М было сходного характера, 
однако эффект не превышал 17%. Внесение к об­
разцу пепсина камфоры также вело к увеличению 
интенсивности расщепления желатина на 25%, но 
лишь при концентрации 10 3 М. Дегидрозингерон, 
и«/2а-гидроксибензилиден пинаколин и ванилиден 
камфора на активность этой протеиназы суще­
ственно не влияли. Слабый ингибиторный эффект 
(13-25%) вызвало добавление к энзиму napa-vw- 
дроксибензил пинаколина и ванилиден вербенона 
в концентрационном диапазоне 10 2—10 7 М.

На активность а-химотрипсина изучаемые со­
единения оказали несколько иное действие. В це­
лом, оно было более слабым, а зингерон, геспери­
дии, яцра-гидроксибензилиден камфора и камфо­
ра вообще влияния не оказали (таблица). 
Добавление гесперетина в концентрации 10 3- 
10 7 М вызвало увеличение желатинолитической 
активности химотрипсина на 11-23%.

Сложным оказался характер эффекта пара-ги- 
дроксибензилиден пинаколина: в диапазоне кон­
центраций 10 3—10 8 М отмечены колебания - рост 
активности протеиназы на 20-25% и ее снижение 
на 20-26%. Для выяснения такой особенности не­
обходимы дальнейшие исследования этого соеди­
нения более углубленного плана.
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Таблица - Изменения расщепления желатина протеиназами при добавлении кетонов фенилпропанового ряда 
(« = 8)

Table - Changes of the gelatin cleavage by proteinases upon addition of phenylpropanoid ketones (h = 8)

Концентрация, M Площадь расщепления желатина, мм2
пепсином ос-химотрипсином папаином

№ 1, зингерон, мол. масса 194,23
Контроль

і о-2
і о-3
10 4
io-5
10~6
10-7
10-8

126,29±8,50 
107,00±6,67 
160,75±7,96* 
168,13±3,74* 
170,40±6,80" 
123,71±8,21 
127,33±6,55 
134,92±7,02

360,14±9,88 
344,00±8,77 

361,63±10,95 
364,75±12,31 
368,17±13,22 
371,83±14,65 
388,14±10,26 
378,86±11,04

206,89± 10,02 
205,00±6,05 
195,31±5,55 
200,15±4,35 
211,13±3,77 
188,53±6,40 

165,30±6,76* 
168,60±4,1б"

№ 2, дегидрозингерон, мол. масса 192,21
Контроль

102
і о-3
10"4
10-5
104’
10~7
10-8

112,34±4,21 
106,50±3,61 
113,83±4,26 
115,13±1,42 
112,71±4,31 
113,63±3,49 
114,67±4,39 
112,29±3,74

305,38±11,50 
298,10±7,43 
266,00±6,92* 
280,25±7,64 
294,25±9,62 
317,63± 10,06 
262,00±7,24* 
329,81±13,71

186,00±6,75 
185,89±6,34 
183,56±6,50 
175,43±5,70 
186,67±4,34 
198,67±7,51 
193,78±7,50 
208,90±6,19"

№3, ияря-гидроксибензилиден пинаколин, мол. масса 204,26
Контроль

і о-2
і о-3
і о4
і о-5
10~6
10-7 
10-8

194,11±5,68 
201,63±6,81 
197,75±3,38 
195,29±8,88 
195,80±4,73 
187,50=1=7,18 
200,61±6,62 
206,80±6,02

307,88±15,68 
346,84±15,69 
368,50±10,23* 
298,4±13,23 
246,75±5,48* 
384,00±11,91* 
227,80±5,24* 
241,60±3,17*

146,14±7,16 
184,33±4,81* 
180,00±6,80" 
166,44±5,0б" 
201,89±6,54" 
2О5,25±7,63" 
158,33±3,66 
172,03±4,72"

№4, яяря-гидроксибензил пинаколин, мол. масса 284,35
Контроль 

10~2 
ю~3 
10 4 
10 5 
Ю4’ 
10-7 
10~8

141,50±4,58 
106,65±2,89* 
130,95±4,71 
122,40±2,88* 
122,55±3,29* 
123,90±2,04* 
139,83±5,33 
132,91±5,90

343,71±14,93 
390,29±16,85 
303,43±11,12 
310,50±9,31 

321,49±12,56 
300,70±8,46* 
298,25±15,61 
3 06,10± 10,99

195,33±5,89 
183,10±6,74 
189,00±7,03 
192,89±6,28 
195,80±7,40 
189,40±4,21
189,71±5,45 
201,67±5,95

№5, ванилиден вербеной, мол. масса 284,35
Контроль 

ю-2 
10~3 
10 4 
10~5 
10~6 
10 ~7 
10-8

202,11±5,91 
165,64±6,3б" 
174,02±4,бЗ" 
173,33±8,ltf 
199,00±5,77 
152,31 ±9,9(f 
171,47±7,91* 
232,05±7,92"

373,30±10,08 
393,25±10,11
397,88±14,16 
394,11± 11,29 
417,03±11,86 
425,00± 13,46" 
400,00± 11,56 
402,11 ±9,66

171,60±5,39
165,00±5,28
176,78±3,58
157,33±5,83
164,13±5,24
161,67±4,01
172,22±6,14
177,25±8,58

№6, гесперетин, мол. масса 302,28
Контроль 

ю-2 
10~3 
і о-4 
і о-5 
10 6 
ю-7 
10 8

151,11±5,22 
155,60±6,40

174,33±4,64* 
157,83±5,18 
154,75±5,31 
159,33±2,82 
154,57±3,19 
154,67±5,30

371,71±8,44 
379,14±9,52 

432,71±5,84* 
437,67±9,21* 
439,47±10,53" 
455,57±8,77* 
411,30±7,17* 
399,25±14,66

129,86±4,86 
110,71±2,78* 
131,11±2,54 
129,56±2,28 
142,75±6,19 
136,44±3,46 
132,56±5,02 
140,56±6,48
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Окончание таблицы

Примечание: * - статистически достоверные изменения, Р < 0,05.

Концентрация, М
Площадь расщепления желатина, мм2

пепсином сс-химотрипсином папаином
№7, гесперидии, мол. масса 610,56

Контроль 161,14±9,05 429,30±7,12 112,78±2,28
і о-2 174,88±7,94 450,90±5,85" 127,22±2,09*
і о-3 226,41±9,55" 450,00±14,17 125,13±4,40*
10~4 195,81±9,02* 416,06±8,57 130,67±5,31*
10-5 234,77±7,57" 406,03±12,39 135,78±4,18и
10-6 238,73±6,8б* 424,27±13,31 140,25±2,99"
10 7 214,00±4,91* 425,38±7,69 135,33±3,7?
10-8 219,89±8,97" 451,02±12,24 134,43±4,23*

№8, кетон малины, мол. масса 164,20
Контроль 186,29±3,51 365,43±6,05 173,37±6,49

10 2 188,89±4,77 359,57±10,17 172,89±5,63
і о-3 207,13±6,24* 344,78±8,86 173,25±4,34
і о-4 216,38±2,49* 364,75±9,42 188,11±4,57
і о-5 197,83±1,84 338,89±13,34 194,57±8,37
ю-6 210,14±3,59и 355,67±3,62 179,44±6,78
10~7 211,23±2,93* 329,25±8,71* 172,22±8,29
10 s 217,41±2,7? 305,25±9,62* 180,30±5,20

№9, иара-гидроксибензил камфора, мол. масса 258,36
Контроль 158,88±3,81 358,60±13,36 145,29±3,77

і о-2 174,21±5,23 379,23±14,74 159,67±2,92*
10~3 209,17±3,88* 329,33±6,43 142,88±5,44
ПГ4 204,13±2,31* 349,75±7,35 157,57±6,60
10-5 194,29±3,06* 339,22±5,25 145,75±3,97
10~6 194,14±7,23" 310,67± 11,68* 150,71±7,02
10-7 193,28±4,8tf 356,33±18,49 147,50±5,45
10~8 192,00±3,14 366,75±8,80 136,25±2,79

№ 10, ванилиден камфора, мол. масса 286,37
Контроль 198,50±7,70 359,63±8,64 125,69±3,81

і о -2 172,89±8,28 362,30± 11,09 143,22±4,27*
і о-3 183,22±6,26 365,25±10,83 148,67±3,9бк
1О4 191,00±3,82 346,63±6,43 157,27±1,5?
10~5 211,13±4,97 347,25±12,56 130,68±1,98
10~6 188,80±7,57 328,20±5,2Ґ 136,13±2,47
10-7 171,71±7,66 400,71± 14,20й 168,58±2,22*
10~8 178,43±6,62 368,1±9,95 124,52±2,11

№11, ияра-гидроксибензилиден камфора, мол. масса 256,34
Контроль 171,67±3,22 362,38±7,44 128,96±2,05

ю-2 169,73±5,36 358,63±9,63 149,31±2,96й
і о-3 167,33±7,84 363,50±5,09 140,09±4,35
і о-4 168,57±3,72 353,80±12,27 127,38±2,04
IO5 155,83±3,14 369,57±7,71 130,19±3,77
10~6 167,52±4,99 382,83±10,05 119,53±3,21
і о-7 166,56±5,71 352,25±9,18 123,93±2,19
10-8 134,67±2,33* 352,57±9,79 120,41±3,14

№ 12, камфора, мол. масса 152, 23
Контроль 204,63±6,33 377,57±5,12 149,89±5,47

і о-2 216,33±9,28 402,89±3,74 143,56±5,61
10 3 255,83±10,14* 347,55±3,38 149,38±5,56
10 4 215,29±15,69 385,73±4,95 138,60±5,92
10~5 204,31±6,12 367,00±3,65 138,67±5,43
ю-6 190,13±10,52 395,35±4,95 152,56±7,50
10-7 222,57±14,50 395,91±5,32 138,82±4,99
10~8 224,20±4,50* 373,79±7,02 128,78±5,99"
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Особенности имело и влияние перечислен­
ных соединений на активность папаина. Здесь 
добавление к протеиназе /ш/ш-гидроксибензи- 
лидена пинаколина и ванилиден камфоры в кон­
центрации I О-3-10 х М сопровождалось ростом 
желатинолитической активности на 18-40%. 
Несколько слабее было действие гесперидина: 
в диапазоне концентраций 10 4—10 8 М прирост 
активности папаина составил 16-24%. Нужно 
отметить, что угнетение активности этой Сле­
дует на 19-20% вызвал лишь зингерон в мини­
мальных концентрациях. Остальные соедине­
ния на активность папаина существенного влия­
ния не оказали.

Причины отсутствия ингибиторного эффекта 
изучаемых соединений на активность вышеупомя­
нутых трех протеиназ, на наш взгляд, могут состо­
ять в следующем.

Большинство этих соединений за исключением 
гисперидина и гисперитина являются монофе- 
нольными.

Ранее нами было показано, что каталитиче­
ская функция пепсина и папаина реализуется 
с участием супероксидного радикала и блокиру­
ется перехватчиками последнего [13]. Для «-хи­
мотрипсина ситуация несколько иная: перехват­
чики О2' эффективны лишь при лабилизации 
структуры молекулы энзима мочевиной и только 
в начальный период протеолитического дей­
ствия [14]. Активаторная функция стрептокина­
зы, имеющая полностью ©/-зависимый харак­
тер, нечувствительна к ряду монофенольных 
соединений (тирозину, гидрохинону, пирокате­
хину, серотонину), фенолом она подавляется на 
28% при концентрации эффектора 0,3 М, и лишь 
полифенольные диазотированные лигнины бло­
кировали ее, как и активность пепсина и папаи­
на, полностью или на 60% в зависимости от ха­
рактера образца эффектора при концентрации 
10 3-5 • 10~3 М [15].

Использованные соединения являются гидро­
фобными. Нами было показано, что замещение 
воды этанолом на 40-50% (как и в настоящем экс­
перименте) не оказывает влияние на активность 
«-химотрипсина, но ведет к увеличению фибрино­
литической активности пепсина и папаина на 
20-35% [16]. Замещение же воды диметилсуль­
фоксидом на 50% также не отражается существен­
но на активности а-химотрипсина, но увеличивает 
фибринолитическую активность пепсина на 30% 
и подавляет таковую папаина на 60% [17]. Следо­
вательно, растворитель органического характера 
может вносить заметный интерферирующий вклад 
в реализации эффекта соединений.

Заключение
Сопоставляя полученные результаты с данны­

ми литературы представляется целесообразным 
вести дальнейшие изыскания ингибиторов пепси­
на, папаина и «-химотрипсина, учитывая ©/-зави­
симый характер их действия, в направлении созда­
ния водорастворимых полифенольных соедине­
ний. Это впервые было продемонстрировано нами 
в 1990 году [15, 17] и нашло выражение в создании 
полифенольных ингибиторов аспартильной проте­
иназы вируса иммунодефицита человека [18].
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EFFECT OF PHENYLPROPANOID KETONES 
ON ACTIVITY OF THE PROTEINASES

V.N. Nikandrov1, I.A. Ilyuchyk1, V.N. Kovalenko", V.A. Yatsushkevich'

‘Polessky State University, Pinsk, Republic of Belarus
2 Belarusian State Pedagogical University, Minsk, Republic of Belarus

Background. For the efficient reproduction of a number of viruses, including the human immunodeficiency 
virus and coronaviruses, the function of their inherent proteinases, in particular, those close to pepsin, 
cc-chymotrypsin-like and papain-like, is important, which necessitates the search for effective inhibitors of these 
enzymes.

Objective. To reveal the features of the action of a number of compounds of phenylpropane ketones on the 
activity of pepsin, cc-chymotrypsin and papain.

Material and Methods. The activity ofpurified proteinase samples was determined by the method of gelatin 
lysis in a agar gel thin layer with the addition of synthesized phenylpropane ketones.

Results. The addition of zingerone (103—105 M), hesperidin, and para-hydroxybenzyl camphor (IO2- 10s 
M), camphor (10 3 M) to pepsin increased gelatin degradation by 27-35, 22-48 and 25% respectively. The effect 
of raspberry ketone (10“3-10-8 M) did not exceed 17%. A weak inhibitory effect, 13-25%, was caused by the 
addition of p-hydroxybenzyl pinacolin and vaniliden verbenone (10 2—10 7 M) to the enzyme.

The gelatinolytic activity of cc-chymotrypsin increased by 11-23% with the hesperetin (1() 3—10 7 M) 
addition; in the p-hydroxybenzylidene pinacolin (10 3—10 8 M) presence fluctuations were noted: an increase in 
proteinase activity by 20-25% and its decrease by 20-26%.

The addition ofpara-hydroxybenzylidene pinacolin, vaniliden camphor (10-3-10 8 M), and hesperidin (10“*- 
10s M) to papain led to an increase in gelatin cleavage by 18^10 and 16-24%, respectively. The inhibition of the 
activity of this proteinase by 19-20% was caused by zingerone in minimal concentrations.

Conclusions. Comparing the obtained results with literature data, it seems appropriate to conduct further 
research on inhibitors of pepsin, papain and cc-chymotrypsin, taking into account the O2‘-dependent nature of their 
action, towards the creation of water-soluble polyphenolic compounds.

Keywords: pepsin, cc-chymotrypsin, papain, proteolytic activity, phenylpropane ketones.
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