
 Доклады Национальной академии наук Беларуси. 2021. Т. 65, № 3. С. 309–319 309

ISSN 1561-8323 (Print)
ISSN 2524-2431 (Online)

УДК 577.152.3: 547.92  Поступило в редакцию 14.05.2021 
https://doi.org/10.29235/1561-8323-2021-65-3-309-319 Received 14.05.2021

Н. М. Литвинко1©

Институт биоорганической химии Национальной академии наук Беларуси, Минск, Республика Беларусь
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Аннотация. Изучена кинетика гидролиза фосфатидилхолина (ФХ) под действием панкреатической фосфолипа-
зы А2 IB (КФ 3.1.1.4, ФЛА2) в присутствии липофильного производного виразола – 1-(3-(трет–бутилдиметилсилани-
локси)-4-гидрокси-5-(((4-метоксифенил)дифенилметокси)метил) тетрагидрофуран-2-ил)-1H-1,2,4-триазол-3-карбок-
самида (Виразол2ЗГ), обладающего противовирусным действием. Количественно охарактеризованы обе стадии  
фосфолиполиза: связывания фермента (Ks) с поверхностью раздела фаз «липид–вода» и непосредственно каталити-
ческий акт (Km) с определением максимальной скорости реакции (Vmax). Обнаружено, что Виразол2ЗГ в концентрации 
0,5 мкмоль/мл не влияет на величину Ks; напротив, константа Михаэлиса, Km, возрастает в 1,8 раза наряду с постоян-
ством параметра Vmax. На основании постоянства величин Ks можно предполагать отсутствие в условиях данного 
эксперимента торможения распада комплекса фермент–мицелла в присутствии эффектора. Кинетические параме-
тры реакции (увеличение величины Km и неизменность Vmax в присутствии Виразол2ЗГ) свидетельствуют в пользу 
умеренного конкурентного ингибирования панкреатической ФЛА2, Ki = 65 мМ, что указывает на возможность поиска 
биологической активности антипанкреатитного действия в ряду про-лекарств (pro-drugs) нуклеозидной природы. 

Ключевые слова: ингибиторы панкреатической фосфолипазы А2, производные и аналоги гуанозина, виразол, 
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Abstract. Kinetics of phosphatidylcholine (PC) hydrolysis under the action of pancreatic phospholipase A2 IB, (EC 3.1.1.4, 
PLA2) in the presence of a lipophilic derivative of the antiviral drug Virazole 1-(3-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-4-hydroxy-5-
(((4-methoxyphenyl)diphenylmethoxy)methyl)tetrahydrofuran-2-yl)-1H-1,2,4-triazole-3-carboxamide (Virazole2ЗГ) was stud-
ied. The both steps of phospholipolysis were quantitatively characterized: the binding of the enzyme to the lipid-water inter-
face (Ks) and directly the catalytic act (Km) with the determination of the maximum reaction rate (Vmax). It was found that 
Virazole2ЗГ at a concentration of 0.5 μmol/ml does not affect the Ks value; on the contrary, the Michaelis constant, Km, increas-
es by a factor of 1.8 along with the constancy of the parameter Vmax. Based on the constancy of the Ks values, it seems to be 
assumed that there is no inhibition of the disintegration of the enzyme-micelle complex in the presence of the effector under 
the studied reaction conditions. The kinetic parameters of the reaction (the increase in Km and the constancy of Vmax in the pres-
ence of Virazole2ЗГ) testify in favor of a moderate competitive inhibition of pancreatic PLA2, Ki = 65 mM, which indicates the 
possibility of searching for the biological activity of the anti-pancreatitis action in the series of pro-drugs of nucleoside nature.
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Введение. Поиск и изучение ингибиторов панкреатической фосфолипазы А2 IB (КФ 3.1.1.4, 
ФЛА2) обусловлен особой биологической ролью этого фермента [1]. С изменением количества 
панкреатической ФЛА2 и ее каталитической активности связан ряд патологических состояний 
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организма: острый некротический панкреатит, псориаз, ишемический инсульт, ревматоидный 
артрит, онкологические и воспалительные заболевания ряда жизненно важных органов [2]. 

Среди гетероциклических соединений, в том числе арил(гетерил)содержащих, выявлен ряд 
специфических высокоэффективных ингибиторов ФЛА2, например, на основе индола [3], конъю-
гированных индолов и изоксазолов [4], производных бифенила [5], 2-оксоамида [6] и др. [7].

Известно, что АТФ и другие нуклеозидтрифосфаты, имеющие гетероциклический фрагмент 
в своей структуре, являются эффекторами высокомолекулярных внутриклеточных ФЛА2 [8; 9]. 
Сведения относительно влияния различных компонентов нуклеиновых кислот на активность 
низкомолекулярной пищеварительной ФЛА2 практически отсутствуют, механизм их возможно-
го действия не изучался. Ранее нами впервые было установлено, что панкреатическая ФЛА2 об-
разует трудно разделимый комплекс с некоторыми компонентами нуклеиновых кислот, который 
был выделен в гомогенном состоянии и обладал повышенной каталитической активностью фер-
мента [10]. Позднее нами было обнаружено, что субстратные свойства конъюгатов фосфатидил-
холина и фосфатидилэтаноламина с рядом модифицированных нуклеозидов по отношению  
к ФЛА2 зависят от нуклеозидной составляющей [11]. Кроме того, фосфодиэфирные производные 
ацикловира, широко известного противовирусного препарата, являются эффективными конку-
рентными ингибиторами ФЛА2 [12]. Результаты этих исследований свидетельствуют в пользу 
расширенного поиска новых биологически важных производных компонентов нуклеиновых 
кислот и изучения механизма их действия, в том числе активности в отношении ФЛА2. 

В связывание ФЛА2 с фосфолипидными мембранами вовлечены как электростатические, так 
и гидрофобные взаимодействия. Способность проявлять ферментативную активность на грани-
це двух фаз – отличительная особенность фосфолипаз как ферментов, которые кроме традици-
онного каталитического центра, где происходит превращение субстрата в продукты, имеют 
специфический участок в глобуле (сайт распознавания поверхности), ответственный за прикре-
пление к поверхности раздела «фосфолипид–вода». Поэтому активность ФЛА2 может регулиро-
ваться по двум механизмам, а именно: за счет прямого (рис. 1, 1) связывания с каталитически 
значимыми аминокислотными остатками в активном (эстеразном) центре, опосредованно  
(рис. 1, 2) при действии на сайт распознавания поверхности различных эффекторов, в структуру 
которых входят фрагменты субстрата [13]. 

Целью данного исследования является установление механизма действия на активность панкреа-
тической ФЛА2 производного противовирусного препарата виразола – 1-(3-(трет–бутил диметил-
сила нилокси)-4-гидрокси-5-(((4-метоксифенил)дифенилметокси) метил)тетрагидрофуран-2-ил)- 
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Рис. 1  Гипотетическая схема взаимодействия ФЛА2 с субстратом в реакции фосфолиполиза в присутствии соедине-
ния Виразол2ЗГ: трехмерная структура свиной панкреатической секреторной фосфолипазы А2 группы IB по данным 

ЯМР (PDB ID 1PIR)

Fig. 1. Hypothetic interaction scheme of PLA2  and the substrate in the phospholiposis reaction in the presence of Virazole2ЗГ: 
three-dimensional structure of the porcine pancreatic secretor phopholipase А2 of the group IB according to the NMR data 

(PDB ID 1PIR)
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1H-1,2,4-триазол-3-карбоксамида (производное виразола с двумя защитными группами, сокра-
щенно Виразол2ЗГ) путем выявления типа ингибирования на основе изучения кинетики фосфо-
липолиза.

В настоящей работе мы исходим из того, что изучение типа ингибирования гидролиза фос-
фатидилхолина (ФХ) с участием ФЛА2 (конкурентный, неконкурентный, смешанный) в присут-
ствии Виразол2ЗГ, с помощью кинетического метода Э. Денниса и соавт. [14] позволит прояснить 
механизм взаимодействия Виразол2ЗГ с ФЛА2. Мы полагаем, что кинетические параметры такого 
взаимодействия позволят обосновать новые подходы к направленному влиянию на активность 
секреторных фосфолиполитических ферментов. Например, для нормализации повышенной ак-
тивности ФЛА2 в случае острого некротического панкреатита, ферментом-маркером которого 
является этот биокатализатор. 

Выбор Виразол2ЗГ в качестве объекта исследования основан на результатах скрининга ряда 
производных нуклеозидов по их влиянию на фосфолиполиз в условиях гель-диффузии, при этом 
Виразол2ЗГ наиболее эффективно (до 68 %) ингибировал ФЛА2 [15]. 

Материалы и методы исследования. В работе использовали коммерческий препарат ФЛА2 
поджелудочной железы свиньи (Sigma, P6534), Trizma™, Tris (2- амино- 2- гидроксиметил- пропан- 
1,3- диол) и ЭДТА (Serva, Германия), остальные реактивы были производства фирмы Реахим 
(Россия). Все органические растворители перед использованием очищались перегонкой. Виразол2ЗГ, 
индивидуальность и структура которого подтверждена ВЭЖХ (хроматограф Waters, США), УФ- 
(Specord M-400 (Kaрл Цейс, Германия) и 1H ЯМР-спектроскопией, синтезирован в рамках со-
вместных исследований, поддержанных Белорусским республиканским фондом фундаменталь-
ных исследований (грант № Х10-096), сотрудниками лаборатории нуклеотидов и полинуклеотидов 
Института биоорганической химии НАН Беларуси [15]. Фосфатидилхолин выделен из куриного 
яйца по модифицированной методике [16]. 

Исследование фосфолиполиза в присутствии эффектора. Для установления характера дей-
ствия (ингибиторное, активирующее, нейтральное) Виразол2ЗГ на ФЛА2 фермент преинкубировали 
с эффектором в течение 60 мин. Концентрация эффектора составляла 0,5 мкмоль/мл. Смешанные 
мицеллы готовили включением ФХ в фазу поверхностно-активного вещества – дезоксихолата 
натрия (ДОХ, анионный детергент, при оптимальном соотношении 1 : 2) после удаления раство-
рителя из раствора ФХ в хлороформе. Диметилсульфоксид (ДМСО) добавляли к 0,05 М Tris-НСl, 
рН 8,0 – 1 : 10 соответственно. 

Реакционная смесь содержала ФХ (0,5 мкмоль), 2 мМ СаС12 и 0,05 М Tris-НСl, 8,0. Реакцию 
гидролиза смешанных мицелл ФХ с ДОХ начинали добавлением в среду при 40 °С раствора 
ФЛА2 поджелудочной железы (5 мкг/мл) и останавливали ЭДТА до конечной концентрации  
15 мМ, упаривали пробу при 40 °С. Продукты ферментативной реакции анализировали с помо-
щью тонкослойной хроматографии на силикагеле в системе растворителей хлороформ/метанол/
вода 10 : 6 : 1. Пластины проявляли реагентом Васьковского на фосфолипиды [17], пятна фосфо-
липида и его лизопроизводного выскребали, в них определяли содержание фосфора по методу, 
описанному в [17]. 

Исследование кинетики ингибирования реакции фосфолиполиза. Определение кинетических 
параметров реакции в присутствии эффектора и без него (V, Vi, Ks, Ksi, Km, Kmi, Ki) проводили на 
основе построения графиков Лайнуивера–Берка в двойных обратных координатах, позволяю-
щих определить тип и механизм ингибирования, а также обосновать возможный путь регуляции 
ферментативного гидролиза фосфолипидов [18]. Для этого использовали смешанные мицеллы 
ФХ c ДОХ в условиях двухкомпонентной модели Денниса, предложенной для гидролиза ФЛА2 
смешанных мицелл растворимых короткоцепочечных фоcфолипидов с детергентами, когда суб-
страт на межфазной мицеллярной поверхности полностью доcтупен для фермента [14] в соответ-
ствии со следующей схемой:

 
1 2 3

1 2
,

k k k
k k

E A EA B EAB EA P
− −

→ →+ + → +← ←   (схема 1)

на которой отражено связывание растворимого в воде фермента (E) с межфазной мицелляр- 
ной поверхностью A (смешанная мицелла) – общая концентрация фоcфолипида и детергента  
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в объеме (мМ)), затем следует взаимодействие с фосфолипидами (B – концентрация фоcфолипи-
да на поверхноcти раздела фаз, выраженная как его мольная доля ( / ( ),B Pl Pl D= +  где Pl – кон-
центрация фосфолипида, D – концентрация детергента)), входящими в состав мицелл, и катали-
тический гидролиз (P – продукты). 

Для проведения кинетического анализа готовили смесь ФХ с ДОХ, отвечающую определен-
ной мольной доле ФХ (В) в смешанной мицелле. В первой серии мицелл мольная доля субстрата, 
составляла 0,333, т. е. соотношение субстрат/детергент 1 : 2, во второй серии В = 0,166 (соотно-
шение субстрат/детергент – 1 : 5), в третьей серии В = 0,125 (соотношение субстрат/детергент – 
1 : 7), в четвертой серии В = 0,083 (соотношение субстрат/детергент – 1 : 11). Далее для каждой 
серии мицелл производили несколько разведений, соответствующих следующей сумме концен-
траций фосфолипида с ДОХ: [A] = 3,0, 6,0, 9,0 и 12,0 мМ. Это обеспечивает изменение концентра-
ции ФХ в пределах межфазной поверхности. Такой подход позволяет создать условия для приме-
нения графического метода Лайнуивера–Берка [18] и определения кинетических параметров ли-
политической реакции при использовании нерастворимого в воде природного субстрата [19]. 
Затем для каждого разведения в отдельности добавляли кофактор – раствор хлористого кальция 
(2 мМ), устанавливали необходимое рН (8,0) и вносили раствор фермента (5 мкг/мл).

Определение активности ФЛА2. В отличие от оригинальной методики [18], предусматриваю-
щей определение продукта реакции – жирной кислоты – по увеличению концентрации ионов 
водорода с помощью рН-стата, в нашей модификации, целенаправленно разработанной для ис-
пользования нерастворимых нативных субстратов, содержащих длинноцепочечные жирные 
кислоты [19], активность фермента измерялась более точно по концентрации другого продукта – 
лизофосфолипида, отделяемого от исходного субстрата с помощью ТСХ и определяемого коли-
чественно с использованием реактива Васьковского и колориметрии [17].

Результаты и их обсуждение. Первичный скрининг действия ряда гуанозинсодержащих 
производных на фосфолиполиз липопротеинового комплекса яичного желтка показал, что гуа-
нозин и 2-дезоксигуанозин снижали активность ФЛА2 на 11 и 21 % соответственно. Однако 6-тио- 
2′-дезокси-гуанозин ингибировал активность данного фермента на 44 % [20]. В условиях диф- 
фузии фермента в субстрат-содержащий гель наибольший ингибирующий эффект (до 68 % от 
контроля) проявил Виразол2ЗГ, производное виразола – одного из широко известных противови-
русных нуклеозидных препаратов, содержащего две защитные липофильные группы [15], струк-
турные формулы которого представлены ниже: 

O

MeO

Si
Me

Me
MeMe

MeO

O N

N

N
NH2

O

HO

Известно, что активность ФЛА2 зависит от заряда и надмолекулярной организации субстра-
та. В частности, панкреатическая ФЛА2 специфична к отрицательному заряду межфазной по-
верхности, поскольку для осуществления пищеварения, в процессе которого гидролизуются 
фосфолипиды, происходит эмульгирование пищи желчными кислотами.

Изучение влияния Виразол2ЗГ на панкреатическую ФЛА2, в отличие от наших предыдущих 
исследований [19], проводили в модельных условиях, оптимальных для фермента (рН, темпера-
тура) и максимально приближенных к физико-химическому состоянию субстрата в среде пище-
варения, поэтому использовали субстрат в мицеллярной фазе, сформированной детергентом  
с отрицательным зарядом (дезоксихолатом натрия).
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В условиях использования субстрата ФЛА2 в мицеллярной фазе обнаружен выраженный ин-
гибирующий эффект Виразол2ЗГ. Данное соединение в концентрации 0,5 мкмоль/мл снижает  
в 1,4 раза скорость гидролиза ФХ в мицеллярной фазе с 14,6 до 10,2 мкмоль · мин–1 · мг–1 (табл. 1).

Т а б л и ц а 1. Кинетика гидролиза ФХ в составе мицеллярной фазы под действием ФЛА2 в отсутствие 
(контроль) и присутствии Виразол2ЗГ

T a b l e 1. Hydrolysis kinetics of phosphatidylcholine as part of the micellar phase under the action of PLA2  
in the absence (control) and in the presence of Virazole2ЗГ

Время, мин 
Time, min

Скорость реакции,  мкмоль · мин–1 · мг–1 

Reaction rate, μmol · min–1 · mg–1
Относительная скорость реакции, Vопыта/Vконтроля 

Relative reaction speed Vexperiment/VcontrolКонтроль 
Control

Виразол2ЗГ 

Virasole2ЗГ

2 14,6 10,2 0,7
5 9,5 6,1 0,65
10 3,7 3,6 0,98

Полученные данные полностью подтверждают результаты первичного скрининга действия 
этих эффекторов на фосфолиполиз методом гель-диффузии [15]. 

Количественная оценка фосфолиполиза традиционными методами кинетики затруднена  
в связи с нерастворимостью субстрата в водной среде, его способностью образовывать надмоле-
кулярные структуры, в которых не все молекулы доступны для фермента. В связи с этим в осно-
ву нашего кинетического анализа был положен метод Э. Денниса [14], схема которого описана  
в экспериментальной части.

ФЛА2 – фермент, осуществляющий межфазный катализ. Поэтому липолитическая реакция, 
катализируемая ФЛА2, характеризуется двумя константами: константой равновесия образова-
ния комплекса фермент-поверхность раздела фаз (Ks) и константой Михаэлиса (Km).

В связи с тем, что в структуре молекулы изучаемого соединения имеются гидрофобные  
(арильные, гетерильные и метильные группы) и гидрофильные (заряженные O, N и Si атомы) 
составляющие, для выявления взаимосвязи «структура–функция» в проявлении регуляторных 
свойств Виразол2ЗГ по отношению к фосфолиполизу, представляло особый интерес установление 
типа ингибирования ФЛА2. 

Как известно, графический метод кинетического анализа в классическом варианте Лай-
нуивера–Берка позволяет определить в двойных обратных координатах тип ингибирования по 
взаиморасположению кинетических кривых в отсутствие и в присутствии эффектора. Для кон-
курентного типа характерно пересечение прямых в одной точке на оси ординат, что свидетель-
ствует об одинаковой максимальной скорости реакции в отсутствие и присутствии эффектора,  
а также бóльшим углом наклона кривой в присутствии ингибитора по сравнению с контролем, 
то есть Kmi > Km. При неконкурентном ингибировании прямые пересекают ось ординат в разных 
точках и сходятся в одной точке на оси ординат в левом верхнем квадранте графика [18]. 

При этом конкурентный тип ингибирования, учитывая особенности двухстадийного взаимо-
действия ФЛА2 с субстратом, указывал бы на связывание эффектора с каталитическим центром 
фермента, характеризуемым Km, неконкурентный или смешанный тип – свидетельствовал бы  
о препятствии взаимодействию ФЛА2 с межфазной поверхностью «липид–вода», характеризуе-
мому Ks. В первом случае Виразол2ЗГ стал бы привлекательным для дальнейшего исследования  
в качестве нового противовоспалительного антипанкреатитного средства.

Для изучения типа ингибирования фосфолиполиза скорость реакции рассчитывали, соглас-
но схеме 1 по уравнению

 
max ,

s m m

V BAv
K K K A BA

=
+ +

  (1)

где v – начальная скорость реакции; Vmax – максимальная скорость реакции; A – общая концен-
трация фосфолипида и детергента в объеме (мМ); В – концентрация фосфолипида на поверхно-
сти раздела фаз (мольная доля).
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Определение кинетических констант при начальных скоростях реакции (до 2 мин) осущест-
вляли в системе, в которой концентрация фосфолипида в составе межфазной поверхности сме-
шанных мицелл в пределах каждой зависимости (кривой) поддерживалась постоянной ([В] = const), 
тогда как общая концентрация мицеллярных центров связывания фермента ([A]) изменялась.  
В этом случае уравнение зависимости 1 / v от 1 / A, производное от (1) в двойных обратных коор-
динатах, на основании которого рассчитывались параметры реакции, имеет вид

 max max

1 1 1 1 ,s m mK K K
v V B A V B

   = + +     
  (2)

а зависимость 1 / v от 1 / А из уравнения (2) прямолинейна. Мицелла рассматривается как 
кинетический аналог кофактора, который не изменяется в процессе реакции.

На первом этапе исследования определяли начальную скорость реакций для каждого значе-
ния А (схема 1) при оптимальном времени (до 2 мин), соответствующем, как традиционно при-
нято в кинетических исследованиях [18], половине прямолинейного участка на кривой зависи-
мости степени гидролиза субстрата под действием ФЛА2 от продолжительности реакции с экс-
тракцией продуктов фосфолиполиза через 2, 5, 10 и 30 мин. На рис. 2 на примере исходной 
реакции со значением А (ФХ + ДОХ) = 3,0 мМ, В = 0,33 (ФХ : ДОХ = 1 : 2) представлен способ 
вычисления на первичном графике координаты каждой точки (скорости реакции), использован-
ной для построения вторичных графиков зависимости 1 / V от 1 / A на рис. 3 и 4.

Рис. 2. Зависимость степени гидролиза субстрата под действием ФЛА2 от продолжительности реакции

Fig. 2. Dependence of the hydrolysis degree of the substrate under the action of PLA2 on the reaction time

Конечные данные кинетики реакции гидролиза ФХ в смешанных мицеллах, катализируемой 
ФЛА2, с использованием рассчитанных скоростей реакции, при переменной [A] и постоянной [В] 
представлены на рис. 3 и 4. Для всех четырех значений В (при соотношениях ФХ : ДОХ 1 : 2, 
1 : 5, 1 : 7 и 1 : 11) удается однозначно провести прямые линии через экспериментальные точки. 
Прямые линии пересекаются в одной точке в левом квадранте графика c координатами, равными 
1 / Ks, 1 / V и отсекают от оси ординат отрезки (отсечки), равные 1 / v при А → ∞ (рис. 3). Вторично 
построенная зависимость этих отсечек от 1 / В, представленная на рис. 5 (контроль), также пря-
молинейна и пересекает ось абсцисс в точке 1 / В = –1 / Km, а ось ординат в точке 1 / V = 1 / Vmax. 
Последний график (рис. 5) соответствует классической зависимости 1 / V от 1 / S Лайнуивера–
Берка [14; 18]. 

Полная доступность для фермента всех молекул субстрата в мицеллярной фазе позволяет 
количественно охарактеризовать согласно схеме 1 как стадию связывания фермента с поверхно-
стью раздела «липид–вода» 1 1( / ),sK k k−=  так и каталитическую стадию 2 3 2( ( ) / ),mK k k k−= +   
а также установить, на какой из них проявляется действие ингибитора ( ([ ][ ]) / [ ])iK E I EI=  (рис. 5).
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Рис. 3. Зависимость в двойных обратных координатах скорости гидролиза ФХ под действием ФЛА2 (10 мкг/мл)  
от суммарной молярной концентрации фосфолипида и детергента при гидролизе смешанных мицелл ФХ : ДОХ–Na

Fig. 3. Dependence of the phosphatidylcholine hydrolysis reaction in the double reciprocal coordinates under the action  
of PLA2 (10 µg/ml) on the total molar concentration of phospholipid and detergent at hydrolysis of mixed micelles  

of phosphatidylcholine: sodium deoxyhalate – Na
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Рис. 4. Зависимость в двойных обратных координатах скорости гидролиза ФХ под действием ФЛА2 (10 мкг/мл) 
от суммарной молярной концентрации фосфолипида и детергента при гидролизе смешанных мицелл ФХ : ДОХ–Na 

в присутствии 0,5 мМ Виразол2ЗГ

Fig. 4. Dependence of the phosphatidylcholine hydrolysis reaction in the double reciprocal coordinates under the action  
of PLA2 (10 µg/ml) on the total molar concentration of phospholipid and detergent at hydrolysis of mixed micelles  

of phosphatidylcholine: sodium deoxyhalate – Na in the presence of 0.5 mM of Virazole2ЗГ
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Сравнивая	на	рис.	5	вторичные	зависимости	1 / V от	1 / В,	выведенные	из	зависимости	1 / (V)А 
от	1 / А	в	присутствии	ингибитора	(рис.	4)	и	без	него	(рис.	3)	видно,	что	в	первом	случае	тангенс	
угла	наклона	(угловой	коэффициент)	полученной	прямой	больше,	чем	во	втором,	а	точка	пересе-
чения	с	осью	1 / V	остается	неизменной,	т. е.	Vmax = Vmaxi (1,0 . 102	мкмоль	. мин–1	. мг–1).	Этот	факт	
свидетельствует	о	том,	что	наблюдаемое	ингибирование	носит	конкурентный	характер.	Исходя	
из	этого,	поскольку	угловой	коэффициент	для	заторможенной	реакции	(опыт)	больше	угла	на-
клона	незаторможенной	реакции	(контроль)	в	(1 + [I] / Ki)	раз,	рассчитали	величину	константы	
ингибирования,	Ki = 6,5 . 10–4	М	[17;	18].

Значения	рассчитанных	из	графиков	на	рис.	3–5	констант	равновесия	образования	комплекса	
фермент–поверхность	раздела	фаз	(Ks)	и	констант	Михаэлиса	(Km)	и	скоростей	реакции	в	присут-
ствии	и	отсутствие	ингибитора	приведены	в	табл.	2.

Т	а	б	л	и	ц	а	2.	Значения кинетических параметров в присутствии ингибитора Виразол2ЗГ и без него

T a b l e 2. Values of the kinetic parameters in the presence of the inhibitor Virazole2ЗГ and without it

C Виразол2ЗГ Без	Виразол2ЗГ

–1	/	Ks –0,03 –1	/	Ksi –0,03
1 / Vmax 0,01 1 / Vmaxi 0,01
Ks 33	мМ Ksi 33	мМ
Km 0,22	мМ Kmi 0,39 мМ
Ki = Ci / (Kmi / (Km – 1)) 0,65 мM

Сравнение	 значений	 констант	 реакций	 в	 присутствии	 ингибитора	 (Kmi = 3,9 . 10–4	 М,	
Ksi = 3,3 . 10–2	М)	и	без	него	(Km = 2,2 . 10–4	М,	Ks = 3,3 . 10–2	М),	полученных	из	данных,	представ-
ленных	на	рис.	3	и	4,	показывает,	что	Km	увеличилась	в	1,8	раз,	а	константа	равновесия	образова-
ния	комплекса	фермент–мицелла	не	изменяется,	что	свидетельствует	о	действии	эффектора	на	
каталитически	значимый	участок	активного	центра	панкреатической	ФЛА2. 

																		–6													–4												–2														0																2														4															6																8														10													12												14
1/В

Рис.	5.	Зависимость	в	двойных	обратных	координатах	скорости	гидролиза	ФХ	(1 / V	при	А → ∞)	под	действием	
ФЛА2	(10	мкг/мл)	от	мольной	доли	липида	в	составе	смешанных	мицелл	ФХ : ДХ–Na	(1 / В)	в	присутствии	(опыт)	 

и	отсутствие	(контроль)	Виразол2ЗГ

Fig. 5. Dependence of the phosphatidylcholine hydrolysis reaction in the double reciprocal coordinates (1 / V at А	→	∞)	
under the action of PLA2 (10 µg/ml) on the molar fraction of lipid as part of mixed micelles of phosphatidylcholine: sodium 

deoxyhalate	–	Na	(1	/	В) in the presence (experiment) and in the absence (control) of Virazole2ЗГ 
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Общая модель гидролиза ФЛА2 субстратов, находящихся на границе раздела фаз, согласно 
[21], реализуется следующим образом:

 

Полагают, что фермент (Е) из раствора связывается на поверхности раздела фаз и может на-
ходиться в конформациях (ЕС и ЕС*) с малой и высокой ферментативной активностью. Равновесие 
между этими двумя формами определяется свойствами как фермента, так и поверхности раздела 
фаз. Различия в ферментативной активности ФЛА2 объясняются сдвигом равновесий [21]: 

 Е  ЕС*  ЕС*. 

Таким образом, в присутствии эффектора (Еf ) происходит, вероятнее всего, конкуренция 
с субстратом за связывание в активном центре фермента и уменьшение образования продукта 
реакции. Увеличение Km в 1,8 раза в присутствии липофильного производного виразола (Вира-
зол2ЗГ) наряду с неизменившимся значением Vmax показывает, что данное соединение является 
ингибитором ФЛА2 с умеренным конкурентным действием (Ki = 6,5 . 10–4 М), сравнимым по эф-
фекту торможения фосфолиполиза с некоторыми наиболее сильными аминоацильными произ-
водными ФХ (Ki = 5,4 . 10–4 М ... 8,0 . 10–4 М [22]). Причем, конкуренция между субстратом и эф-
фектором идет за связывание с каталитическим центром фермента. Неизменность константы 
связывания с поверхностью раздела фаз в присутствии эффектора свидетельствует об отсут-
ствии торможения распада комплекса фермент–мицелла. 

Заключение. В результате проведенного исследования установлено, что Виразол2ЗГ ингиби-
рует панкреатическую ФЛА2 в эквимолярной концентрации с ФХ (0,5 мкмоль/л) в мицеллярной 
фазе. 

Впервые количественно охарактеризованы обе стадии фосфолиполиза в модельных физиоло-
гических условиях: связывания фермента на поверхности раздела фаз «липид–вода» и непосред-
ственно каталитический акт с определением соответствующих кинетических констант (Ks и Km), 
а также максимальной скорости реакции (Vmax). Используя метод Э. Денниса, адекватно описыва-
ющий двухэтапный фосфолиполиз, показано, что Виразол2ЗГ не влияет на величину Ks, но почти 
вдвое увеличивает значение Km при неизменности Vmax. Кинетические параметры реакции свиде-
тельствуют в пользу конкурентного механизма ингибирования Виразол2ЗГ панкреатической 
ФЛА2 (Ki = 65 мМ).

На основании полученных результатов можно предположить, что необходимым условием 
для проявления ингибиторного действия Виразол2ЗГ является наличие в молекуле эффектора 
трет-бутилдиметилсиланилокси группы. Принимая во внимание, что атом кремния в Виразол2ЗГ 

экранирован пятью гидрофобными метильными группами, более определенные выводы о роли 
этого атома в наблюдаемых эффектах можно будет сделать после сравнительного ингибиторно-
го анализа Виразол2ЗГ, в котором атом кремния заменен на атом углерода. Очевидно, что две 
объемных гидрофобных группировки в молекуле Виразол2ЗГ также вносят значительный вклад 
в наблюдаемые эффекты. 

В заключение следует отметить, что полученные результаты говорят о перспективности по-
иска активных антипанкреатитных соединений в ряду про-лекарств (pro-drugs) нуклеозидной 
природы. 
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