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ПОШУК НОВИХ СИНТЕТИЧНИХ ІНГІБІТОРІВ ТИРОЗИНАЗИ

З грибів Agaricus bisporus за модифікованим методом виділено ензим тирозиназу. Ви-
явлено, що введення поліетиленгліколю 4000 в процесі екстракції сприяє зменшенню 
вмісту поліфенолів у 3 рази у виділеному препараті, що приводить до зростання чисто-
ти ензиму при збільшенні його активності на 25 %. Здійснено пошук нових інгібіторів 
тирозинази серед широкого ряду сполук, в тому числі похідних 3-хлор-1,4-нафтохінону, 
ізатину, 3-гідрокси-2-нафтойної кислоти та ін. Виявлено, що 2,7-дигідроксинафталін 
є перспективним інгібітором тирозинази, його концентрація напівмаксимального 
інгібування активності ензиму може бути порівняною із значенням ІС50 койєвої кисло-
ти – класичного інгібітора меланогенезу.

Ключові слова: тирозиназа Agaricus bisporus, виділення, інгібітор,  2,7-дигідро-
ксинафталін.

Тирозиназа (монофенол, дигідрокси-L-фенілаланін: оксиген-оксидоредуктаза 
(КФ 1.14.18.1) – купрумвмісний фермент, що каталізує о-гідроксилювання моно-
фенолів з утворенням о-дифенолів і окиснення  о-дифенолів до о-хінонів в при-
сутності молекулярного кисню [8].

Тирозиназа є ключовим ферментом біосинтезу меланінових пігментів, що є од-
ними з найбільш поширених пігментів бактерій, грибів, рослин і тварин. Меланін 
є детермінантою кольору шкіри, волосся і очей, а також грає важливу роль у гоме-
остазі шкіри людини, зв’язуванні токсикантів і хімікатів, а також захисті від шкід-
ливого ультрафіолетового випромінювання, здатного викликати тяжкі патологічні 
стани, такі як ракові захворювання шкіри [2].

Разом з тим надмірне накопичення меланіну, що викликає токсичні і лікарські 
меланодермії, мелазму, лентіго та ін. захворювання є важливою сучасною дермато-
логічною і косметологічною проблемами [18]. 

Незважаючи на певні успіхи у вивченні інгібіторів тирозинази природного 
(койє ва кислота, арбутин, алоезин) і синтетичного (трополон, похідні гідрохіно-
ну, бензойної кислоти) походження [11, 17, 23, 24], актуальність таких досліджень 
знаходиться на високому рівні, оскільки існуючі інгібітори в ряді випадків неста-
більні, неекономічні, токсичні, вимагають складних методів синтезу чи виділення 
з природних об’єктів [4, 13]. 

Тому метою даної роботи був пошук нових інгібіторів тирозинази з викорис-
танням виділеного з грибів Agaricus bisporus ензиму.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Мас-спектри FAB реєстрували на спектрометрі VG 70-70 EQ. Іонізація здій-
снювалася пучком атомів аргону з енергією 10 кV (речовини розчиняли у 3-нітро-
бензиловому спирті).
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1H-Індол-2,3-діон (5), 5-бутил-1H-індол-2,3-діон (8), 5-хлоро-1H-індол-2,3-
діон (9), 5-бромо-1H-індол-2,3-діон (10) та 7-метил-1H-індол-2,3-діон (11) були 
отримані комерційним шляхом.

4-(3-Хлоро-1,4-діоксо-1,4-дигідронафталін-2-іламіно)-бензойна кислота (1). 
Синтезована, як описано у [22]. Вихід 81 %; Тпл = 188-189 °C; Мас-спектр, m/z (I, 
%): (327 (100) + 329 (35)) [M + H]+, 292 (22), 282 (20) + 284 (5), 274 (10), 248 (53).

4-(3-Хлоро-1,4-діоксо-1,4-дигідронафталін-2-іламіно)-бензойної кислоти 
метиловий естер (2). Синтезований, як описано у [22]. Вихід 76 %; Тпл = 178-
180  °C; Мас-спектр, m/z (I, %): (341 (100) + 343 (40)) [M + H]+, 310 (50) + 312 (20), 
306 (15), 282 (25), 262 (20), 247 (21).

(3-Хлоро-1,4-діоксо-1,4-дигідронафталін-2-іламіно)-оцтова кислота (3). 
Синтезована, як описано у [5]. Вихід 86 %; Тпл = 165-168 °C; Мас-спектр, m/z 
(I,  %): (265 (30) + 267 (10)) [M + H]+, 220 (100) + 222 (30).

2-Хлоро-3-(3-морфолін-4-іл-пропіламіно)-[1,4]нафтохінон (4). Синтезований,  
аналогічно [5]. Вихід 96 %; Тпл (гідрохлорид) > 250 °C Мас-спектр, m/z (I, %): (334 
(100) + 336 (30)) [M + H]+, 299 (20).

5-Метокси-1H-індол-2,3-діон (6) та 5-метил-1H-індол-2,3-діон (7) були отри-
мані за описаними методиками [14, 15] із виходами, близькими до наведених у 
літературі (65 та 45 % відповідно).

1H-Індол-2,3-діон-3-оксим (12). Синтезований, як описано у [7]. Вихід 85 %; 
Тпл> 220 °C (субл.); Мас-спектр, m/z (I, %): 163 (15).

5-Mетил-1H-індол-2,3-діон-3-оксим (13). Синтезований, як описано у [1]. 
Вихід 55 %; Тпл> 245 °C (субл.); Мас-спектр, m/z (I, %): 181 (20 %).

5-Mетокси-1H-індол-2,3-діон-3-оксим (14). Синтезований, як описано у [1]. 
Вихід 71 %; Тпл> 235 °C (субл.); Мас-спектр, m/z (I, %): 193 (10).

5-Хлоро-1H-індол-2,3-діон-3-оксим (15). Синтезований, як описано у [21]. 
Вихід 65 %; Тпл> 250 °C (субл.); Мас-спектр, m/z (I, %): (196 (20) + 198 (5))  
[M + H]+.

5-Бромо-1H-індол-2,3-діон-3-оксим (16). Синтезований, як описано у [21]. 
Вихід 79 %; Тпл> 280 °C (субл.); Мас-спектр, m/z (I, %): (241 (5) + 243 (5)) [M + H]+.

Гідразони 3-гідроксинафтойної кислоти (17 – 22) отримані конденсацією 
3-гідрокси-2-нафтойної кислоти з низкою гідразидів. 

Метил 3-гідроксинафтоацетат. До розчину 10 г (0,053 моль) 3-гідрокси-2-
нафтойної кислоти у метиловому спирті в присутності декількох крапель сульфат-
ної кислоти додавали 0,1 г (0,0005моль) 4-хлоробензо-сульфокислоти та витриму-
вали при кипінні 4 год. Осад, що випадав, відфільтровували та висушували. Вихід 
75 %.

3-Гідрокси-2-нафтогідразид. До розчину 17 г (0,085моль) метил-3-
гідроксинафтоацетату у метиловому спирті при 65 °С додавали 4,73 см3 (0,09 моль) 
гідразингідрату, витримували при кипінні 4 години, охолоджували. Осад, що ви-
пав, відфільтровували, промивали метиловим спиртом та висушували. Маточний 
розчин випаровували, осад, що випав, також відфільтровували, промивали метило-
вим спиртом та висушували. Вихід 88 %.

3-Гідрокси-N-((E)-((2-гідроксифеніл)іміно)метил)-2-нафтамід (17). Синтезо-
ваний, як описано у [3, 19]. Вихід 74 %; Тпл = 217 – 219 °C (за даними літератури 
217 – 219 °C [3]); Мас-спектр, m/z (I, %): 307 (100) [M + H]+.

3-Гідрокси-N-((E)-((3-гідроксифеніл)іміно)метил)-2-нафтамід (18). Синтезо-
ваний, як описано у [19]. Вихід 79 %; Тпл = 246 – 248 °C;  Мас-спектр, m/z (I, %): 
307 (100) [M + H]+.
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3-Гідрокси-N-((E)-((4-гідроксифеніл)іміно)метил)-2-нафтамід (19). Синтезо-
ваний, як описано у [19]. Вихід 83 %; Тпл = 292 – 294 °C; Мас-спектр, m/z (I, %): 
307 (100) [M + H]+.

3-Гідрокси-N-((E)-((2-метоксифеніл)іміно)метил)-2-нафтамід (20). Синтезо-
ваний, як описано у [5]. Вихід 78 %; Тпл = 275 – 277 °C (за даними літератури 274 – 
279 °C); Мас-спектр, m/z (I, %): 321 (100) [M + H]+.

3-Гідрокси-N-((E)-((4-метоксифеніл)іміно)метил)-2-нафтамід (21). Син те-
зований, як описано у [3]. Вихід 85 %; Тпл = 234 – 235 °C; Мас-спектр, m/z (I, %): 
321 (100) [M + H]+.

3-Гідрокси-N-((E)-((2-гідрокси-5-бромофеніл)іміно)метил)-2-нафтамід (22). 
Синтезований, як описано у [3]. Вихід 85 %; Тпл = 258 – 259 °C;  Мас-спектр, m/z 
(I, %): 386 (100) [M + H]+.

У роботі використовували препарат тирозинази з грибів Agaricus bisporus, отри-
маний згідно методу [16], модифікованому додаванням у процесі виділення тиро-
зинази поліетиленгліколю-4000. 

Для виділення ензиму 1кг грибів гомогенізували з 2 дм3 охолодженого екстра-
генту (водні розчини, що містять 1% аскорбінової кислоти і 0,2% бензойної кис-
лоти, рН розчину доводили гідроксидом амонію до 5,3), перемішували протягом 
години, після чого отриманий екстракт центрифугували при 11 000 об/хв 30 хв, при 
температурі 0°C. Осадження ферменту проводили, насичуючи надосадову рідину 
сульфатом амонію до 80% і центрифугували в аналогічних умовах. До осаду до-
давали 20 см3 розчину бензойної й аскорбінової кислот і діалізували протягом 3-х 
днів проти розчину аскорбінової і бензойної кислот, а потім замінювали на дис-
тильовану воду. Діалізований розчин насичували поліетиленгліколем 4000 (ПЕГ-
4000) до 35 % та центрифугували при 11 000 об/хв. (10 000 g) 10 хв. Отриманий 
осад повторно розчиняли в водному розчині, що містив 1% аскорбінової кислоти 
(рН 5,3) та діалізували проти дистильованої води. Виділення проводили при тем-
пературі 0 °С.

У виділеному препараті тирозинази визначали вміст білка за методом 
Лоурі в модифікації Хартрі [9], вміст поліфенолів [20], активність за L-ди-
гідроксифенілаланіном (L-ДОФА) [10] і L-тирозином згідно методу [12] з деякими 
модифікаціями. У пробірку, що містить 2,5 см3 2,5 ммоль/дм3 розчину L-тирозину 
в натрій-фосфатному буферному розчині (0,05 моль/дм3, рН 6,5), вносили 0,5 см3 
розчину ферменту. Через 10 хв інкубації при 25 °С фотометрували при 475 нм в 
кюветі з довжиною ходу променя 1 см.

рН-Оптимум ензиму визначали, додаючи до нього розчин субстрату та відпо-
відні буферні розчини з різними значеннями рН (3,0-10,0). Після чого визначали 
активність за вищеописаною методикою. 

Температурний оптимум визначали, вимірюючи активність тирозинази при 
температурі 2 – 80 °С.

Вплив органічних розчинників на активність тирозинази визначали згідно опи-
саній вище методиці за L-тирозином, з використанням для розчинення субстрату 
водно-органічних розчинів.

Інгібування тирозинази досліджували, визначаючи моно- і дифенолазну актив-
ності ензиму за описаними вище методиками у присутності інгібітора в діапазоні 
концентрацій від 10 до 500 мкмоль/дм3. Концентрацію напівмаксимального інгі-
бування тирозинази ІС50 визначали з графіка залежності активності ферменту від 
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концентрації інгібітора, використовуючи лінійну ділянку кривої та екстраполюю-
чи її до 50 % збереження активності ензиму. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Скринінг інгібіторів тирозинази проводили з використанням ензиму із грибів 
Agaricus bisporus через те, що тирозинази людини і Agaricus bisporus мають близь-
ку специфічність [8, 11].

З грибів Agaricus bisporus виділили препарат тирозинази. Методику отримання 
ензиму [16] модифікували додаванням в процесі виділенняПЕГ-4000 для видален-
ня ендогенних поліфенолів, продукти окиснення яких є інгібіторами тирозинази. 
Введення ПЕГ-4000 дозволило зменшити в 3 рази кількість вільних поліфенолів, 
що сприяло підвищенню активності тирозинази на 25%.

Перевагою даного методу виділення є використання водних розчинів і прове-
дення процесу при 0-4 ºС, на відміну від більшості таких, що широко використову-
ються і потребують застосування значної кількості токсичних органічних розчин-
ників і підтримання низьких температур (-20 °С) [8]. Біохімічні і фізико-хімічні 
властивості отриманого препарату тирозинази представлені в табл. 1.

Таблиця 1
Біохімічні і фізико-хімічні властивості тирозинази, виділеної із грибів Agaricus bisporus

Властивості ферменту Показники 
(М±m)*

Вихід білка, мг/г грибів 0,82±0,03

Монофенолазна активність (за тирозином), од/мг білка за хв 391,0±16,1

Дифенолазна активність (за L-ДОФА), од/мг білка за хв 4340,0±177,9

рН-оптимум 6,5

Термооптимум, ºС 40

* При n=3

Необхідність використання водно-органічних розчинів при дослідженні впливу 
інгібіторів на активність обумовлена недостатньою розчинністю останніх у воді. 
Для підвищення їх розчинності використовують органічні розчинники, однак їх 
додавання може призводити до зниження активності ензиму. 

Вивчення застосування органічних розчинників в процесі окиснення тирозину 
показало значний вплив етилового спирту на монофенолазну активність тирозина-
зи, а також зниження активності ензиму в присутності ацетонітрилу та ДМСО у 
концентрації 5 % (табл. 2). ДМСО у концентрації 2 % не впливає на активність ти-
розинази, тому його було обрано для подальших досліджень (у випадках, де це до-
зволяла розчинність досліджуваних сполук). 

Відомо, що ряд сполук, які мають у своїй структурі хіноїдний фрагмент, кар-
боксильні групи, карбонільні групи в положенні 1,2 в гетероциклічному фрагмен-
ті, гідроксильні групи в певному положенні ароматичного чи гетероциклу, є інгібі-
торами тирозинази [4, 11, 13].
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Таблиця 2
Зміна монофенолазної активності тирозинази під впливом органічних розчинників

Розчинник Активність ферменту, %
(М±м)*

Буферний розчин без додавання органічного розчинника 100,0±2,9

Етиловий спирт, 15 % 36,6±1,1

Ацетонітрил, 2% 90,2±2,9

ДМСО, 2 % 100,0±3,0

ДМСО, 5 % 73,9±2,1

*При n=3

В ході дослідження був проведений скринінг широкого ряду сполук, в тому 
числі похідних 3-хлор-1,4-нафтохінону, ізатину, 3-гідрокси-2-нафтойної кислоти 
та ін., на їх здатність інгібувати тирозиназу грибів Agaricus bisporus. (рис. 1).

При визначенні впливу досліджуваних речовин на монофенолазну і дифенолаз-
ну активність ензиму в концентраціях 0,1-0,5 ммоль/дм3 не виявлено інгібуючої 
дії, подальше збільшення концентрації було недоцільним через те, що вони значно 
перевищують такі для відомих ефективних інгібіторів тирозинази [4, 11, 13]. Отже, 
вивчені сполуки не є придатними для подальших досліджень.

Під час дослідження інгібіторів виникає проблема неможливості порівняння 
інгібуючої здатності через відмінності в умовах визначення активності. Тому як 
позитивний контроль зазвичай використовують добре відомий інгібітор тирози-
нази. В даній роботі як стандартний інгібітор порівняння використовували койє-
ву кислоту.

Інгібування активності тирозинази койєвою кислотою визначали за дво-
ма субстратами (L-тирозин, L-ДОФА). Для стандартного інгібітора значення 
ІС50становило 60,75 і 31,9 мкмоль/дм3, відповідно (рис. 2, рис. 3).

Відомо, що одним з природних субстратів тирозинази грибів є  1,8-дигідрокси-
нафталін (рис. 4, сполука 24), тому було припущено, що 2,7-ди гідроксинафталін 
(рис. 4, сполука 25) може бути перспективним інгібітором активності ензиму.

При дослідженні інгібуючого впливу 2,7-дигідроксинафталіну була визначе-
на його специфічність по відношенню до монофенолазної активності тирозинази. 
Додавання 2,7-дигідроксинафталіну істотно знижує монофенолазну активність і 
ніяк не впливає на дифенолазну активність ензиму. Окиснення тирозину є першою 
і швидкість-лімітуючою стадією у тирозиназному каталізі, тому відсутність впли-
ву на окиснення L-ДОФА не знижує практичної цінності інгібітора [6, 11].

Значення концентрації напівмаксимального інгібування для сполуки 25 за 
L-тирозином становило 96,5 мкмоль/дм3 (рис. 2).

Концентрація напівмаксимального інгібування монофенолазної активності ти-
розинази 2,7-дигідроксинафталіном може бути порівняною із значенням ІС50 стан-
дартного інгібітора. 

Таким чином, здійснено пошук інгібіторів тирозинази серед широкого ряду 
сполук, в тому числі похідних 3-хлор-1,4-нафтохінону, ізатину, 3-гідрокси-2-
нафтойної кислоти та ін., з використанням ензиму, виділеного за модифікованим 
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Рис. 1. Структури досліджуваних сполук.
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Рис. 2. Залежність збереження монофенолазної активності тирозинази від концентрації 
інгібітора: койєвої кислоти (1) і 2,7-дигідроксинафталіну (2).

Рис. 3. Залежність збереження дифенолазної активності тирозинази  
від концентрації койєвої кислоти.
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Рис. 4. Субстрат тирозинази грибів - 1,8 дигідроксинафталін 

(24) та потенційний інгібітор тирозинази - 2,7 
дигідроксинафталін (25).
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методом. Виявлено, що значний вплив на активність тирозинази, близький до койє-
вої кислоти – класичного інгібітора меланогенезу, чинить 2,7-дигідрок синафталін.
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ПОИСК НОВЫХ СИНТЕТИЧЕСКИХ ИНГИБИТОРОВ 
ТИРОЗИНАЗЫ

Из грибов Agaricus bisporus по модифицированному методу выделен энзим тирозиназа. 
Выявлено, что введение полеиэтиленгликоля 4000 в процессе экстракции способству-
ет уменьшению содержания полифенолов в 3 раза в выделенном препарате, что приво-
дит к росту чистоты энзима при увеличении его активности на 25%. Осуществлен по-
иск новых ингибиторов тирозиназы среди широкого ряда соединений, в том числе про-
изводных 3-хлор-1,4-нафтохинона, изатина, 3-гидрокси-2-нафтойнойкислоты и др. Вы-
явлено, что 2,7-дигидроксинафталин является перспективным ингибитором тирозина-
зы, его концентрация полумаксимального ингибирования активности энзима сравнима 
со значением IC50 койевой кислоты – классического ингибитора меланогенеза.

Ключевые слова: тирозиназа Agaricus bisporus, выделение, ингибитор, 2,7-дигидрок-
синафталин.
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SEARCH OF NEW SYNTHETIC INHIBITORS OF TYROSINASE

Melanin pigmentation of skin plays the most important role in the protection of organism 
against UV-irradiation, but the excessive accumulation of melanin brings to toxic 
melanodermia, melasma, lentigo and other skin lesions. Tyrosinase is the key enzyme of 
skin melanin pigment biosynthesis. In spite of certain progress in investigation of natural and 
synthetic tyrosinase inhibitors, actuality of such studies is of a high level, because the existing 
inhibitors are in some cases unstable, expensive, toxic, requires complex methods of synthesis 
or isolation from natural sources. 
The aim of the work is screening of new tyrosinase inhibitors, using the enzyme, isolated from 
Agaricus bisporus.
Tyrosinase was isolated from Agaricus bisporus mushrooms by a modified method. It was 
found, that the introduction of polyethylene glycol 4000 in the extraction process promotes 
3-fold reduction of polyphenol content, which leads to increase purity of enzyme with an 
increase in its activity by 25%. A search for new tyrosinase inhibitors among a wide range 
of compounds, including derivatives of 3-chloro-1,4-naphthoquinone, isatin, 3-hydroxy-2-
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naphthoic acid, etc was conducted. The studied substances did not displayed inhibitory effect 
at concentration of 0,1-0,5 mmol/dm3.
It is known, that the natural substrate of mushroom tyrosinase is 1,8-dihydroxynaphthalene, 
thus it was supposed that the 2,7-dihydroxynaphthalene may be prospective inhibitor of 
enzyme activity. It was shown, that the concentration of half-maximal inhibition of tyrosinase 
monophenolase activity by 2,7-dihydroxynaphthalene is close to that of kojic acid – classic 
inhibitor of melanogenesis. It was found, that 2,7-dihydroxynaphthalene exerts inhibitory 
action only on monophenolase activity of tyrosinase in contrast to kojic acid, which inhibits 
both monophenolase and diphenolase enzyme activity.

Key words: tyrosinase, Agaricus bisporus, isolation, inhibitor, 2,7-dihydroxynaphthalene.
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