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Синтезирован ряд производных 5-амино-1Н-пиразола с целью исследования в качестве ин-
гибиторов фурина. Найдено, что наиболее эффективное соединение – 5-амино-4-ацетиламино-3-
(4-метилфениламино)-1Н-пиразол – снижает активность фурина по механизму смешанного инги-
бирования с Кі 288 мкМ. Результаты проведенной работы позволяют наметить пути химической 
модификации структуры производных 5-амино-1Н-пиразолов для создания более мощных ингибиторов 
фурина непептидной природы.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: фурин, ингибиторы фурина, производные 5-амино-1Н-пиразола.

Ф урин животных (EC 3.4.21.75) явля-
ется кальцийзависимой сериновой 
эндопротеазой, принадлежащей к се-

мейству пропротеинконвертаз (ПК), которые 
осуществляют специфическое расщепление 
первоначально синтезируемых неактивных 
предшественников протеинов, превращая их 
в «зрелые» активные продукты. Фурин, как и 
другие ПК вовлекается в процессинг широкого 
круга протеинов-предшественников: гормонов 
и нейропептидов, факторов роста и дифферен-
циации, рецепторных протеинов плазматичес
кой мембраны, факторов свертывания крови 
и адгезивных молекул [1–4]. В связи с этим 
фурин играет важную роль в эмбриогенезе, 
гомеостазе и других биологических процессах. 
Кроме того, он способен активировать пато-
логические агенты различных бактерий, на-
пример, токсины дифтерии, сибирской язвы, 
дизентерии, коклюша  и возбудителей других 
заболеваний. Расщепление фурином гликопро-
теинов вирусов необходимо для распростране-
ния таких инфекций, как ВИЧ-1, лихорадка 
Эбола, птичий грипп H5N1, корь и т.д. [1–4]. 
Энзим участвует также в развитии таких забо-
леваний, как рак, болезнь Альцгеймера и ряд 
патологий обмена веществ. В связи с той ро-
лью, которую фурин играет в патофизиологии 
человека, энзим рассматривают как важную 
фармакологическую мишень для синтеза соот-
ветствующих эффективных и специфических 
ингибиторов – препаратов, потенциально об-

ладающих ценными клиническими и терапев-
тическими  характеристиками [1–4]. 

При дизайне ингибиторов фурина обыч-
но исходят из того факта, что протеолиз суб-
стратов, ускоряемый энзимом, протекает по 
С-концу пары остатков основных аминокис-
лот -Arg-Arg- или -Lys-Arg- (ниже отмечено 
стрелкой), которые локализуются на участ-
ке полипептидной цепи, содержащей кластер 
аминокислот с положительно заряженными 
боковыми радикалами: -(Lys/Arg)-(X)n-(Lys/
Arg)-↓, где n = 0, 2, 4 или 6, а Х – любая обыч-
ная аминокислота, кроме Cys [5]. К настояще-
му времени опубликовано несколько обзоров 
[4–6], посвященных созданию протеиновых 
и пептидных ингибиторов фурина; синтезу 
псевдопептидов, содержащих на С-конце пару 
остатков основных аминокислот и соединений 
непептидной природы, а также изучению их 
способности подавлять патологические про-
цессы, указанные выше. Для пропротеинкон-
вертаз идентифицировано всего несколько 
эндогенных протеиновых ингибиторов и соз-
даны ингибиторы, которые представляют со-
бой биоинженерные варианты различных сер-
пинов [1–6]. 

Необратимыми синтетическими ингиби-
торами фурина являются пептидил-хлорме-
тилкетоны. Например, Decanoyl-Arg-Val-Lys-
Arg-CO-CH2-Cl, будучи весьма активным, но 
неспецифическим ингибитором фурина, бло-
кирует расщепление энзимом ВИЧ gp160. Соз-
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даны также обратимые ингибиторы пептид-
ной и псевдопептидной природы и пептиды, 
на С-конце которых присутствуют непротеи-
ногенные аминокислоты. Например, в работе 
[6] сообщается о фенилацетил-аргинил-валил-
аргинил-4-амидинобензиламиде, который со-
держит в Р1 декарбоксилированный миметик 
аргинина. Это соединение ингибирует фурин с 
Ki 0,81 нМ и является, по-видимому, наиболее 
мощным синтетическим ингибитором дан-
ного энзима [6]. Обратимыми ингибиторами 
фурина являются полиаргинины, среди кото-
рых наиболее эффективным оказался нона-D-
аргининамид (Ki 1,3 нМ), защищающий клет-
ки RAW 264.7 от сибирской язвы [7] . 

Для фурина известны также непептид-
ные ингибиторы: незаряженный андрогра-
фолид, выделенный из растения Andrographis 
paniculata, и его О-гликозилированные или 
О-сукциноилированные производные [8]; ряд 
гетероциклических соединений – производ
ных пиридина, способных создавать ком-
плексы с ионами меди или цинка [9], а также 
производные 2,5-дидезоксистрептамина, со-
держащие в своей структуре от двух до шести 
гуанидиновых групп [10]. Недавно было обна-
ружено, что производные дикумарола и ряда 
гетероциклических соединений, относящихся 
к разным классам органических соединений, 
ингибируют фурин конкурентно или неконку-
рентно с Ki в пределах 1–185 мкМ [11]. Инги-
биторами фурина являются некоторые флаво-
ноиды, которые, хотя и не содержат в своей 
молекуле групп с положительным зарядом, но, 
тем не менее, ингибируют энзим конкурентно 
[12, 13]. По последним данным ряд амидино-
гидразонов также ингибирует фурин (Ki 0,46–
376 мкМ) [14].

В активном центре фурин содержит 16 от-
рицательно заряженных остатков аминокис-
лот, т.е. наибольшее число их по сравнению 
с другими пропротеинконвертазами [15]. Рас-
четные методы и компьютерное моделирова-
ние показало, что различия в строении участ-
ков полипептидной цепи ПК за пределами 
связывающего участка активного центра более 
значительны, чем в районе активного центра 
[16]. Поэтому можно предположить, что низ-
комолекулярные соединения, которые способ-
ны взаимодействовать с фурином за пределами 
его активного центра, окажутся более специ-
фичными, чем пептиды, взаимодействующие 
лишь с зоной активного центра энзима.

Ранее нами было обнаружено, что некото-
рые азолы в условиях эксперимента могут по-
давлять активность фурина [17, 18]. Было бы 

весьма интересно расширить круг изучаемых 
гетероциклов и исследовать новые производ
ные в качестве ингибиторов фурина.

Целью настоящей работы является синтез 
и исследование антифуриновой активности 
ряда производных 5-амино-4-ациламино-1Н-
пиразола.

Материалы и методы

В работе использовали фурин (2000 ед/мл, 
New England BioLabs, Англия) и флуорогенный 
субстрат Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AMC (Bachem, 
CША). За одну единицу активности фурина 
принимали такое количество энзима, которое 
в указанных условиях отщепляет 1 пкМ АМС 
от флуорогенного субстрата за 1 мин. Коммер-
ческими препаратами являются также ЭДТА 
(Serva, Германия), β-меркаптоэтанол, Hepes 
и Brij 35 (Sigma, США), Тритон Х-100 (Fluka, 
Швейцария). Остальные реагенты – отече-
ственного производства квалификации хч или 
чда.

Синтез производных 5-амино-4-ациламино-
1Н-пиразолов. Все исследуемые соедине-
ния были получены из соответствующих 
2-ациламино-3,3-дихлоракрилонитрилов ме-
тодами, представленными на схеме 1.

Определение активности фурина. Али
квоту фурина, соответствующую отщепле-
нию от субстрата ~ 300 пкМ/час 7-амино-
4-метилкумарина (АМС), инкубировали с 
Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AMC, (конечная концен-
трация 75–250 мкМ) в буфере рН 7,2 (100 мМ 
Hepes, 1 мМ CaCl2, 0,5% Тритон Х-100 и 1 мМ 
β-меркаптоэтанол) в течение 1 часа при 37 °С в 
пробе объемом 150 мкл. 

 Реакцию останавливали добавлением 
1,5 мл ЭДТА (исходной концентрации 5 мМ). 
Относительную флуоресценцию измеряли в 
условных единицах флуоресценции на спек-
трофлуориметре Signe-4M (производство Лат-
вии) при длине волны возбуждения 380 нм и 
испускания 460 нм.

Способность исследуемых соедине-
ний ингибировать фурин определяли в том 
же буфере рН 7,2. Для этого аликвоту энзи-
ма выдерживали с 5–10 мкл изучаемого со-
единения в ДМСО (исходной концентрации 
300–600 мкМ) в течение 30 мин при комнат-
ной температуре. Затем добавляли субстрат до 
конечной концентрации 100 или 200 мкМ (об-
щий объем смеси 150 мкл) и энзиматическую 
реакцию проводили в течение 1 часа при тем-
пературе 37 °С. Расщепление флуорогенного 
субстрата останавливали добавлением раство-
ра ЭДТА, и количество выделившегося АМС 
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определяли, как указано выше, вычитая при 
этом величины собственной флуоресценции 
исследуемых соединений. 

Значения [I]50 определяли с использова-
нием линейного графика зависимости величи-
ны ингибирования от концентрации исследуе
мого вещества (рис. 1). При этом применяли 
достаточно высокие концентрации исследуе-
мых соединений для того, чтобы ингибитор-
ный эффект гетероциклов находился в преде-
лах ~20–80%. Активность энзима, найденная 
в среде инкубации в отсутствие указанных 
соединений, принимали за 100%. Эффектив-
ность ингибирования  вычисляли по формуле:

Ингибирование, % = [(F0 – F)/F0] × 100,

где F0 – относительная флуоресценция реак
ционной смеси в отсутствии исследуемого 
вещества; F – флуоресценция в присутствии 
исследуемого вещества. Найдено, что [I]50 
для аминопиразола 5 составляет, например, 
670 мкМ, а для соединения 6 – 325 мкМ. 

Обработку результатов измерений и по-
строение графиков осуществляли с помо-
щью программ Origin 5.0 Professional и 8.0 
(OriginLab). Ошибка эксперимента не превы-
шала 10% измеряемой величины.

Результаты и обсуждение

Синтез и исследование свойств низкомо-
лекулярных ингибиторов фурина может дать 
ценную информацию не только для выяснения 
важных теоретических вопросов, связанных с 

функциями этого энзима, но и для решения 
практических задач по созданию новых лекар-
ственных препаратов на основе синтетических 
ингибиторов фурина [4, 5].

Синтез исследуемых пиразолов проводи-
ли по схеме 1.

По предварительным данным они явля-
ются малотоксичными. Например, ЛД50 для 
пиразола 5 составляет на мышах 898 ± 71 мг/кг. 

В таблице представлены данные скринин-
га изученных гетероциклов в качестве ингиби-
торов фурина. Согласно полученным данным, 
среди 5-аминопиразолов наиболее эффектив-
ными ингибиторами являются соединения 3, 
6, 8 и 13, которые в условиях эксперимента ин-
гибируют фурин на 73–98%. 

Сравнение структуры гетероциклов 6 и 
8 позволяет сделать вывод о том, что замена 
ацетиламинного фрагмента, находящегося в 
4-ом положении пиразола, на более объемную 
бензоиламиногруппу обусловливает снижение 
ингибиторной активности фурина на 25%. Та 
же тенденция реализуется в ряду соединений  
13–15. Уменьшение данного эффекта наблю-
дается также в том случае, если в заместите-
ле, находящемся в 3-ем положении пиразола, 
вместо NH-группы (соединение 6), способной 
давать водородную связь, ввести сульфидную 
группу (пиразолы 1 и 2), которая, возможно, 
не образует соответствующей водородной связи.

Cопоставляя значения активности соеди-
нений 3, 7, 8 легко сделать вывод о том, что  
введение более липофильных заместителей 

Рис. 1. График для определения [I]50 5-амино-4-ацетиламино-3-(4-метилфениламино)-1Н-пиразола 6
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(атом хлора или метильная группа) в бензоль-
ное кольцо ариламинного фрагмента в 3-ем по-
ложении пиразола, обусловливает повышение 
ингибиторной активности. В противополож-
ность этому наличие метильного заместителя 
в ароматическом ядре 4-бензоиламиногруппы 
аминопиразола ведет к снижению ингибитор-
ной активности (соединения 7 и 9).

Построением графиков Лайнуивера-Берка 
для пиразола 6, т.е. для самого активного про-
изводного исследуемого ряда гетероциклов, 
определяли механизм его действия на фурин. 
Исходя из данных рис. 2, можно заключить, 
что оно ингибирует энзим по механизму сме-
шанного ингибирования [23, 24] (схема 2). Фи-
зический смысл символов, представленных на 

Схема 1. Синтез производных 5-амино-1Н-пиразола
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Условия: 1–3 a) RSH, Et3N, MeCN, 20–25 °С, 6 ч; b) N2H4⋅H2О, EtOH, 80 °C, 2 ч [19]; 4–10 c) RNH2, ДМФА, 
20–25 °C, 100 ч; d) N2H4⋅H2О, (CH2)2(OH)2, 160 °C, 3 ч [20]; 11,12 e) имидазол, THF, 70 °C, 8 ч; f)N2H4⋅H2О, 
THF, 70°C, 6 ч [21]; 13–15 g) N2H4⋅H2О, EtOH, 20–25 °C, 6 ч; h) (CH3CO)2CH2, EtOH, 80 °C, 2 ч; i) N2H4⋅H2О, 
EtOH, 80 °C, 5 ч [22]

Рис. 2. График Лайнуивера-Берка смешанного ингибирования фурина 5-амино-4-ацетиламино-3-(4-
метилфениламино)-1Н-пиразолом 6 при рН 7,2 и температуре 37 °С: 1 – без ингибитора, 2 – с до-
бавлением соединения 6 (300 мкМ)
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Скрининг производных 5-амино-4-ациламино-1Н-пиразолов в качестве ингибиторов фурина 
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Т а б л и ц а . Продолжение

Использовали следующие условия проведения реакции: содержание фурина в пробе 5 ед.; время предвари-
тельной инкубации фурина с исследуемыми соединениями (при концентрации 670 мкМ) 30 мин при ком-
натной температуре; после добавления флуорогенного субстрата Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AMC (конечная кон-
центрация 100 мкМ) объем пробы равнялся 150 мкл; энзиматическая реакция длилась 1 ч при рН 7,2 и 37 °С
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Схема 2. Влияние обратимых ингибиторов на 
двухстадийную энзиматическую реакцию

схеме 2, раскрыт в монографии Т. Келети [24]. 
В ней дан также способ расчета констант ин-
гибирования по координатам точек пересече-
ния графиков Лайнуивера-Берка с абсциссой 
и ординатой, а также по тангенсам угла на-
клона соответствующих прямых, что дало сле-
дующие кинетические параметры: Ki 288 мкМ 
и Ki′ 210 мкМ.

Ранее нами было найдено, что в услови-
ях эксперимента фурин ускоряет расщепле-
ние флуорогенного субстрата со значением 
Km 54 мкМ. Таким образом, взаимодействие 
аминопиразола 6 с энзимом промотирует по-
следующее присоединение к нему субстрата и 
наоборот. Изменение величины Vmax (рис. 2) в 
присутствии соединения 6 обусловлено, по-
видимому, тем, что тройной комплекс энзим-
субстрат-ингибитор способен частично распа-
даться на продукты реакции.

Хотя исследованные аминопиразолы про-
являют низкую активность по сравнению с 
другими гетероциклами (например, с производ
ными кумарина [11]), данные проведенной ра-
боты позволяют наметить пути химической мо-
дификации структуры 5-амино-1Н-пиразолов 
для создания более мощных ингибиторов фу-
рина. С этой целью необходимо синтезировать 
производные 5-аминопиразола с ациламино-
группой небольшого объема в 4-ом положении 
гетероцикла; а заместитель в 3-ем положении 
должен содержать липофильные группировки.

Авторы глубоко признательны профессо-
ру И. В. Смирновой за постоянный интерес к 
работе и за помощь в приобретении фурина 
и других препаратов. Выражаем также благо-
дарность проф. Запорожского национального 
университета Л. А. Омельянчик за определе-
ние токсичности ряда исследуемых нами сое
динений.
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Синтезована низка похідних 5-аміно-1Н-
піразолу з метою вивчення їх як інгібіторів 
фурину. Знайдено, що найефективніша спо-
лука – 5-аміно-4-ацетиламіно-3-(4-метил
феніламіно)-1Н-піразол – знижує активність 
фурину за механізмом змішаного інгібування з 
К і 288 мкМ. Результати проведеної роботи до-
зволяють намітити шляхи хімічної модифікації 
структури похідних 5-аміно-1Н-піразолів для 
створення більш потужних інгібіторів фурину 
непептидної природи.

К л ю ч о в і  с л о в а: фурин, інгібітори фу-
рина, похідні 5-аміно-1Н-піразола.
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S u m m a r y

A series of 5-amino-1H-pyrazoles was syn-
thesized and studied as inhibitors of furin. The 
most potent compound, 5-amino-4-acetylamino-
3-(4-methylphenylamino)-1H-pyrazole, was found 
to retard the activity of furin by mixed-type inhi-
bition with Ki = 288 μМ. These findings permit to 
plan new ways for chemical modifications of the 
5-amino-1H-pyrazole structure and design more 
potent furin inhibitors of non-peptide nature.

K e y  w o r d s: furin, inhibitors of furin, de-
rivatives of 5-amino-1H-pyrazole.
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