
ВВЕДЕНИЕ 

Разработка новых лекарственных препаратов
является сложным длительным процессом с высоким
риском неудач. Несмотря на достигнутые в последние
годы успехи в понимании механизмов действия
лекарств, их поведения в организме, причин
развития побочных эффектов, только 10% кандидатов
в лекарства получают разрешение на использование
в клинике [1]. Основной причиной неудач
при разработке новых лекарственных препаратов
является их низкая эффективность in vivo
или недостаточность терапевтического индекса
(ключевой показатель безопасности лекарственного
средства, определяемый как отношение токсической
дозы лекарственного средства к его эффективной дозе),
обусловленная слабым взаимодействием с мишенью
или сопутствующим связыванием лекарственного
средства (ЛС) с другими (нецелевыми)
рецепторами [2-4]. Одной из причин этого является
неспособность прогнозировать эффективность
действия вещества в организме, основываясь
на данных, полученных  in vitro. Детальное понимание
механизма взаимодействия ЛС с мишенями
в организме должно способствовать более
эффективной разработке новых лекарств.

В настоящее время основным критерием
при разработке новых лекарственных препаратов
являются величины аффинности, которые описывают
насколько прочно лиганд взаимодействует со своей
мишенью [5-9]. Важность этого критерия основана
на представлении, что ЛС должно обладать большим
сродством к мишени, обеспечивающим успешную
конкуренцию с природным субстратом (эндогенным
лигандом).При скрининге соединений и их дальнейшей

оптимизации в качестве основных показателей
эффективности лекарственного средства обычно
используются термодинамические константы
равновесия, такие как концентрация, вызывающая
50% ингибирование (IC50), полумаксимальная
эффективная концентрация (EC50), равновесная
константа ингибирования (Ki) или, наиболее
корректная, равновесная константа диссоциации (Kd)
(табл. 1). В большинстве случаев эти величины
измеряются в системах in vitro. В таких закрытых
термодинамических системах лиганд и мишень
находятся при постоянных концентрациях и других
условиях во время измерения [10-13]. Однако условия,
в которых действует лекарство in vivo, сильно
отличаются от условий, в которых измеряются
величины аффинности. 

Эффективность действия лекарств in vivo
зависит не только от их аффинности к мишеням,
но и от того, насколько легко они “попадают” в цель
и как долго они находятся в ней. В последние годы
становится всё более популярной концепция,
что фармакологическая активность проявляется только
тогда, когда ЛСостаётся связанным с мишенью [13, 14].
Как только лекарство отделяется (диссоциирует)
от своей мишени, эта макромолекула-мишень
становится свободна для возобновления своей
(пато)физиологической функции. В связи с этим резко
возрос интерес к кинетике процесса связывания
белок-лиганд и особенно к процессу диссоциации
и, соответственно, ко времени пребывания лиганда
в комплексе с рецептором. В ряде исследований
было показано, что эффективность препарата лучше
коррелирует с константой скорости диссоциации,
чем с константой диссоциации (Kd) [12, 15-21].
Было показано, что кинетическое поведение ЛС
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Традиционно термодинамические величины аффинности рассматривают как критерии при разработке новых
лекарственных препаратов. В большинстве случаев эти величины измеряются в системах in vitro при постоянных
концентрациях рецептора и лиганда, что сильно отличается от условий, в которых действует лекарство in vivo.
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по отношению к его белку-мишени может влиять
на селективность [22], безопасность ЛС и его
терапевтический индекс [23]. 

Опыт последних десятилетий привёл
исследователей к осознанию того, что кинетические
свойства препарата-кандидата, а именно то,
как быстро лекарство связывается с сайтом связывания
и как долго он там находится, так же важны,
как и его термодинамические свойства [10, 11, 20, 24].
Понимание роли кинетики связывания в эффективности
действия лекарств в организме привело к созданию
академико-коммерческого партнерства K4DD (kinetics
for drug discovery, http://www.k4dd.eu/), которое было
поддержано программой Europe’s Innovative Medicines
Initiative (IMI) и включало ряд академических
институтов и всех фармацевтических гигантов [25, 26].

В данной работе взаимодействия мишень-лиганд
будут рассмотрены на примере системы
“белок-низкомолекулярное соединение”.

1. ТЕРМОДИНАМИКА И КИНЕТИКА
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ МИШЕНЬ-ЛИГАНД

Образование комплекса мишень-лиганд
происходит потому, что комплекс является более
термодинамически стабильным, чем свободные,
несвязанные компоненты; таким образом,
термодинамика обеспечивает движущую силу для
образования комплекса.

В простейшем случае процесс связывания
мишени с лигандом может быть описан моделью типа
“ключ-замок”, каждый из двух компонентов которой
может находиться в свободном и связанном состоянии: 

R + L ←→ RL.

Механизм комплексообразования включает
в себя один элементарный этап – связывание

лиганда с рецептором без каких-либо
промежуточных состояний; аффинность связывания
описывается константой диссоциации Kd, которая
является отношением концентраций реагентов
в равновесном состоянии:

[R][L]
Kd = . [RL]

В равновесии Kd соответствует концентрации
лиганда, при которой занята половина сайтов
связывания мишени, и это напрямую связано
с разницей свободной энергии между связанным и
несвязанным состояниями (ΔG) через соотношение:

ΔG = −RTlnKd , 

где R – газовая постоянная, Т – температура.
Однако значение константы диссоциации, которое

описывает связывание, не даёт информации о скорости,
с которой комплекс образуется и разрушается.

Кинетика связывания лиганда с мишенью
определяется через кинетику полуреакций. Распад
и образование комплекса можно записать как:

k1
R + L        RL ,

k2

где k1 – константа скорости прямой реакции,
k2 – константа скорости обратной реакции.

Образование комплекса зависит от скорости,
с которой он образуется при ассоциации реагентов
(kon[R][L], где kon – константа скорости ассоциации)
и скорости, с которой комплекс распадается
(koff[RL], где koff – константа скорости диссоциации).
[R], [L] и [RL] представляют молярные концентрации
рецептора, лиганда и комплекса соответственно;
они не меняются, когда система находится
в равновесии. Прямой процесс ассоциации молекул –
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Таблица 1. Величины для оценки связывания белка с лигандом

Константа диссоциации (Kd)
[R][L]  1          kdKd =                =           =       [RL]         Ka ka

Измеряется в равновесных условиях

Константа ингибирования (Ki)
Vmax[S] 

Vo =                               [I]       
[S] + Km (1 +     )Ki

Ki соответствует Kd для конкурентного
ингибирования

Концентрация полумаксимального
ингибирования (IC50)

[S]       
[IC50] = Ki (1 +     )Km

Зависит от концентрации субстрата

Полумаксимальная эффективная
концентрация (EC50)

Используется при исследовании
действия на клетку или организм

Относительная аффинность (RBA)
AtestRBA =   Astandart

За стандарт принимается величина
эффекта хорошо известного соединения

D



процесс второго порядка. Обратный процесс
(диссоциации) является процессом первого порядка,
и скорость процесса зависит только от концентрации
бинарного комплекса и не зависит от концентраций
общего или свободного рецептора и лиганда.
Константа диссоциации определяется как:

Kd = kon/koff .

Из уравнений видно, что константа диссоциации –
это отношение двух констант скорости. Следовательно,
даже если два ЛС имеют одинаковую аффинность
связывания с целевым белком, кинетика связывания
может значительно отличаться. Аффинность
связывания может быть изменена или через изменение
скорости ассоциации, или через изменение скорости
диссоциации, причём эти скорости теоретически
могут не зависеть друг от друга. 

Величины скорости образования (kon) и
распада (koff) комплексов контролируются разницей
в свободной энергии между соответствующими
основными и переходными состояниями.
На рисунке 1 приведены зависимости свободной
энергии от координаты реакции для двух
систем с одинаковой аффинностью. Несмотря
на одинаковую аффинность, энергетические барьеры
для процессов ассоциации и диссоциации различны,
что приводит к различным значениям kon и koff
для этих систем. 

В реальных системах белок-лиганд профиль
свободной энергии связывания намного сложнее,
чем модель с одним барьером. Во-первых,
это происходит из-за сложных конформационных
изменений, внутримолекулярных и межмолекулярных
взаимодействий, эффектов растворителя и изменений
энтропии, вовлечённых в пути ассоциации/диссоциации.

Они изменяют профиль свободной энергии, вводя
множество небольших барьеров (которые могут
быть преодолены энергиями тепловых колебаний),
а не один доминирующий непреодолимо высокий
барьер. Во-вторых, профиль свободной энергии
может создать ряд метастабильных промежуточных
состояний, которые, в свою очередь, могут
способствовать медленной кинетике с постоянными
переходами назад и вперёд. Из-за этого kon и koff
являются суммой сложной сети переходов между
множественными конформационными минимумами,
которая требует более сложного описания, чем модель
с двумя состояниями.

Из соотношения Kd = kon/koff следует, что свободные
энергии несвязанных и связанных состояний
и переходного состояния (на рисунке 1
ему соответствует барьер между несвязанным и
связанным состояниями – этап начала образования
комплекса)могут изменяться независимо друг от друга.
Дестабилизация только переходного состояния
уменьшает обе скорости без изменения сродства;
и наоборот, стабилизация переходного состояния
увеличивает скорости. Дестабилизация связанного
состояния уменьшает аффинность и увеличивает
скорость диссоциации без изменения скорости
образования комплекса, тогда как изменение энергии
несвязанного состояния влияет только на скорость
связывания и аффинность. Лиганды с низкой
скоростью ассоциации всегда будут иметь низкую
скорость диссоциации [27]. Изменения в koff могут
привести к отсутствию влияния на Kd, если есть
компенсационные изменения в kon. Так, например,
два стериоизомера ингибитора пролилэндопептидазы
имеют одинаковую величину Kd, но обладают
различными величинами kon и koff [29]. В этом
случае оценка только величины аффинности
не позволяет выбрать наиболее оптимальный лиганд.
Таким образом, оценка перспективности новых
лигандов, основанная на определении kon и koff,
может быть более надёжной, чем основанная только
на величине аффинности. 

Очень часто для оценки скорости распада
комплекса используют такие параметры, как время
удержания (ВУ, residence time), определяемое как:

τ = 1/koff ,

и период полураспада комплекса: t1/2 = ln2/koff.
Например, в простом механизме с двумя

состояниями (связанным и несвязанным) ЛС,
аффинность которого находится в наномолярном
диапазоне концентраций и которое связывается
с максимальной скоростью диффузионного
ограничения (kon = 109 М-1с-1), ВУ будет ~ 1 с. 

Профили свободной энергии на рисунке 1
показывают, что константы скорости, управляющие
временем жизни комплекса мишень-лиганд, зависят
от относительных свободных энергий основного и
переходных состояний в системе координат реакции.
Увеличение ВУ будет происходить за счёт комбинации
факторов, которые приводят к уменьшению koff,
и эти изменения могут даже включать
снижение аффинности комплекса мишень-лиганд.
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Рисунок 1. Профиль свободной энергии от координаты
реакции для лигандов с быстрым (чёрный) и
медленным (серый) связыванием. ΔGa – энергия
активации процесса ассоциации, ΔGd – энергия
активации процесса диссоциации. 



Так, для ряда ингибиторов еноил-АСР-редуктазы (FabI)
(фермент, участвующий в синтезе миколовых кислот –
компонента клеточной стенки микобактерий, мишень
для антитуберкулезных препаратов) было показано,
что соединение может иметь более высокую
свободную энергию для конечного комплекса,
но и более длительное ВУ, которое достигается
за счёт большого увеличения свободной энергии
переходного состояния [29-31].

В последнее десятилетие накопилось много
данных о том, что кинетика связывания
мишеней и их лигандов может сильно влиять
на фармакологические свойства соединений,
и кинетические константы могут лучше отражать
поведение лекарств в организме с его постоянно
меняющимися условиями [12, 20, 32]. В результате
в проектах по поиску и разработке новых
лекарственных препаратов всё чаще стали определять,
наравне с термодинамическими, и кинетические
параметры. Основное внимание при этом уделяется
параметру ВУ, свойствам которого и будет посвящён
следующий раздел.

2. СВОЙСТВА ВРЕМЕНИ УДЕРЖАНИЯ

Время удержания – величина обратная
константе скорости, с которой лиганд диссоциирует
от мишени (1/koff), – является неравновесным
внутренним параметром, характеризующим комплекс
мишень-лиганд [10].

2.1. Кинетическая селективность

Селективность является относительной
способностью ЛС взаимодействовать с выбранной
мишенью по сравнению с макромолекулами,
не являющимися мишенями, она несёт ценную
информацию о потенциальной возможности
нежелательных побочных эффектов. Традиционно
селективность ЛС по отношению к его предполагаемой
мишени определяется как соотношение значений
IC50 или Kd для нецелевого связывания по сравнению
с таковым для связывания с предполагаемой мишенью.
Это определение селективности фактически является
термодинамической селективностью, поскольку
оно основано на экспериментах по связыванию
в условиях равновесия (например, определении
значений IC50). В таких случаях возможность
определять селективность зависит как от знания
возможных нецелевых белков, так и от их доступности
для проведения измерений. В частности, в программах
по разработке ингибиторов киназ обычно исследуется
панель киназ для оценки селективности новых
соединений и возможных побочных эффектов [33-35].
Поскольку аффинность определяется из концентраций
мишени, лиганда и их комплекса, то в реальных
условиях in vivo, когда лекарство в организм поступает
дозированно, термодинамическая селективность,
в действительности, может зависеть от времени
между дозами.

Соединение может иметь одинаковую аффинность
к двум белкам, но различаться по скоростям
связывания и диссоциации, поэтому оценки

селективности на основе аффинности могут не дать
представления о поведении лиганда in vivo.
Лиганд из-за его различий в кинетике связывания
с разными белками может иметь величину ВУ на них,
различающуюся на несколько порядков. В результате
лиганд, связывающийся с мишенью с большой
величиной ВУ, будет долгое время находиться
в комплексе и оказывать свой терапевтический
эффект, тогда как комплекс с другой мишенью,
обладающей меньшей величиной ВУ, быстро
распадётся, и исходная мишень окажется
в свободном состоянии и сможет проявлять свой
(пато)физиологический эффект. Эта особенность
поведения лигандов в комплексах с разными
мишенями получила название кинетической
селективности. Следует отметить, что кинетическая
селективность может существовать даже в отсутствии
термодинамической селективности [36-41].

Кинетическая селективность может способствовать
увеличению безопасности лекарств. ЛС с высоким
значением ВУ для целевой мишени должны обладать
большим терапевтическим индексом, поскольку
для таких соединений возможно снижение дозы
для достижения такого же фармакологического
эффекта. Если лекарство демонстрирует длительное ВУ
на предполагаемой мишени, которое превышает
его фармакокинетическое время жизни в кровотоке,
то селективность для предполагаемой мишени,
интегрированная в промежуток времени между
дозами, может быть очень большой. Эта повышенная
селективность может обеспечить значительное
преимущество в плане безопасности лекарств
с длительным применением. 

2.2. Время удержания не зависит 
от концентрации лиганда 

В организме концентрация ЛС, доступного
для взаимодействия с мишенью, может постоянно
меняться из-за различных физиологических
процессов. Такие процессы включают абсорбцию ЛС
в желудочно-кишечном тракте, его метаболизм
в печени, распределение в тканях и др. [42].
Поэтому, равновесные константы взаимодействий
мишень-лиганд могут неверно отражать
взаимодействие в открытых неравновесных
условиях in vivo. Диссоциация лиганда из бинарного
комплекса мишень-лиганд представляет собой
мономолекулярный процесс и зависит только
от времени и концентрации бинарного комплекса.
Таким образом, в отличие от термодинамических
констант, величина ВУ не зависит от концентрации
свободного лиганда в системе, а определяется только
свойствами самого комплекса. Так же на величину ВУ
не влияет наличие в среде природного лиганда.
Концентрация комплекса мишень-лиганд после
удаления лиганда из среды снижается
по экспоненциальному закону. В результате, за время,
равное ВУ, концентрация комплекса мишень-лиганд
снижается на 63% (рис. 2). Более интуитивно
понятный параметр, который уже упоминался выше, –
период полураспада комплекса (t1/2), показывающий
время, за которое распадётся половина комплексов [43].
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2.3. Лиганд может оказывать фармакологическое
действие, когда его “нет” в организме

С предыдущим свойством ВУ связана ещё одна
интересная особенность. В организме может
возникать ситуация, когда свободная концентрация
лекарства с большим ВУ уже упала ниже Kd,
но значительная популяция рецепторов все ещё будет
занята лекарственным средством, а фармакологический
эффект будет сохраняться. Если время
пребывания лиганда на его мишени превышает
фармакокинетический период его полувыведения
из системного кровообращения, то лиганд
всё еще присутствует на мишени и оказывает своё
фармакологическое действие, тогда как его основная
часть уже выведена из организма [10, 11, 43].
В настоящее время описан ряд примеров лекарств
с длительным ВУ, которые демонстрируют
эту фармакокинетическую и фармакодинамическую
временную связь [10, 11, 20]. Так, для финастерида
(Finasteride, прочносвязанный ингибитор 5α-редуктазы,
который блокирует продукцию дегидротестостерона
из тестостерона и используется в клинике
для лечения аденомы простаты) было показано,
что при однократном введении его концентрация
в плазме через сутки снижается до очень низких
величин (период полувыведения составляет 4,7–7,1 ч),
тогда как значимый фармакологический эффект
сохраняется более трёх суток [44]. Такая способность
поддерживать длительную фармакодинамику после
выведения большого количества лекарственного
средства из организма может обеспечить важные
преимущества с точки зрения удобства режима
дозирования для пациентов и предотвращения
опосредованных токсических эффектов [10-12].

2.4. Преодоление лекарственной резистентности

Ещё одним преимуществом соединений
с большим ВУ может быть способность таких
соединений препятствовать развитию лекарственной

резистентности, вызванной точечными мутациями.
Даже если точечная мутация и приводит
к снижению ВУ в несколько раз, такое лекарство
ещё будет сохранять способность эффективно
блокировать свою мишень. Например, для ингибитора
протеазы ВИЧ дарунавира (darunavir), который
имеет ВУ для фермента дикого типа >240 ч,
было показано, что мутации, уменьшающие его ВУ
в тысячу раз, не приводят к ослаблению
антивирусной активности этого лекарства [45]. 

2.5. Взаимосвязь Kd, kon и koff

Как уже было отмечено выше, величины kon и koff
могут изменяться независимо друг от друга,
давая весь спектр величин Kd. Однако,
по данным ряда исследований, при связывании
высокоэффективных лигандов с рецепторами
значение kon меняется незначительно в ряду серии
лигандов с общим скелетом (гомологичные
соединения) при взаимодействии с общим рецептором,
или наоборот, для одного лиганда, взаимодействующего
с рецепторами с близкой структурой [14, 27, 29].
В таких случаях различия в величинах Kd в основном
определяются значениями koff. Так, в исследованиях
по связыванию саквинавира (saquinavir) с протеазой
ВИЧ-1 дикого типа и с мутантами, обладающими
лекарственной резистентностью, было показано,
что значения kon для саквинавира варьировались
только в два раза для всех изученных ферментов,
тогда как величины koff (и, следовательно, ВУ)
изменялись в пределах нескольких порядков
и хорошо коррелировали со значениями Ki и IC50
для репликации вируса [46]. Схожие результаты
были получены для взаимодействия биотина
со стрептавидином и его мутантными
формами [47]. Для серии гомологичных ингибиторов
протеин-метилтрансферазы DOT1L было обнаружено,
что при их связывании с ферментом величина kon
практически не меняется, а основной вклад
в изменение величины Kd оказывает величина koff [48].
Однако из вышесказанного не следует считать,
что только koff определяет эффективность
связывания соединений. В частности, для обратной
транскриптазы ВИЧ было показано, что мутация
Lys103Asn приводит к изменению структуры входа
в аллостерический сайт, в результате чего
ненуклеозидные ингибиторы этого фермента
хуже входят в этот сайт, то есть данная
мутация влияет на kon [49-51]. Схожий механизм
был предположен для входа лигандов в активный
центр цитохрома Р450 1А2 [52]. 

Для описания взаимосвязи этих трёх констант
часто используется представление результатов в виде
кинетической карты, на которой на осях откладывают
величины kon и koff [53] (рис. 3). На ней отчётливо
видно, что соединения с одинаковой аффинностью
могут иметь кинетические параметры, отличающиеся
на несколько порядков.

Таким образом, следует подчеркнуть,
что для адекватного описания процесса
взаимодействия белок-лиганд необходимо измерение
всех трёх констант.
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Рисунок 2. Изменение концентрации комплекса
белок-лиганд в ходе диссоциации. График
построен при параметрах: начальная концентрация
комплекса – 100 нМ, koff – 10-2 c-1. Изменение концентрации
комплекса описывается уравнением C(t) = C(0)×e−kofft.



2.6. Роль kon в связывании лиганда в клетке

В настоящее время основное внимание уделяют
скорости распада комплекса (или ВУ), но скорость
образования комплекса так же важна и может
вносить существенный вклад в фармакологическое
действие и даже быть фактором, определяющим
аффинность [42, 54-57]. В частности, за счёт явления
повторного связывания (drug rebinding) [14, 58],
когда соединение с высокой скоростью ассоциации,
которое диссоциировало от мишени, успевает
повторно связаться с ней.

Высокая величина kon может способствовать более
быстрому началу действия лекарств [59]. Это может
представлять интерес для лекарственных препаратов
для быстрого (экстренного) облегчение симптомов
и может улучшить соблюдение пациентом режима
приема лекарств [60, 61]. Примером лекарств,
для которых полезной особенностью является быстрое
связывание, могут быть ингибиторы тромбина,
используемые для предотвращения тромбозов [62].

3.ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА ВЕЛИЧИНЫ kon И koff

О молекулярных детерминантах, определяющих
кинетику связывания, известно гораздо меньше,
чем для аффинности связывания. Основная проблема
с кинетикой – трудность в характеристике переходных
состояний. Сродство связывания зависит от разницы
в свободной энергии между связанным и несвязанным
состояниями, каждое из которых является стабильным
и обычно легко наблюдаемым. Скорости образования
и распада комплексов зависят от величины барьера
свободной энергии, разделяющего эти состояния.
Однако взаиморасположение и конформации лиганда
и белка в точке с самой высокой свободной энергией
(переходное состояние) обычно неизвестно, поскольку

существует только кратковременно. Таким образом,
понимание молекулярных взаимодействий между
белком и лигандом в переходном состоянии имеет
центральное значение для рационального контроля
кинетики связывания лиганда [22, 40, 63].

Рентгеноструктурный (РСА) анализ или
ЯМР-спектроскопия позволяют определить структуры
основного состояния, тогда как переходные
состояния остаются в основном неизвестны.
Для их выявления используют методы молекулярного
моделирования [64]. Другим подходом является
анализ молекулярных свойств лигандов, которые
коррелируют с ВУ, и исследование изменения
конформации мишени (полученных РСА) в комплексах
с лигандами, имеющих разное ВУ.

В качестве основных факторов,
влияющих на кинетические параметры,
обычно рассматривают молекулярную массу,
липофильность, электростатические взаимодействия
и конформационные переходы [65-67]. 

3.1. Доступность места связывания и размер лиганда

Одним из основных факторов, увеличивающих ВУ
в комплексе рецептор-лиганд, является высокая
молекулярная масса последнего. В ряде исследований,
основанных на больших выборках лигандов GPCR
(рецепторы, сопряжённые с G-белками), протеинкиназ
и других ферментов было показано, что соединения
с более высокой молекулярной массой
характеризуются тенденцией иметь более низкую
скорость диссоциации, то есть более длительное ВУ,
независимо от связанных с ним факторов,
таких как гидрофобность [65, 66]. Для величины
гидрофобности, которая хорошо коррелирует
с размером молекул, так же выявлена тенденция
увеличения ВУ с возрастанием величины
гидрофобности (clogP) [65].

Скорость связывания ЛС должна регулироваться
и доступностью места связывания в белке
для лиганда. Затруднённый вход и выход лиганда
(например, через входные ворота в место связывания,
заглубленного в полости белка) должен обуславливать
более медленные kon и koff, чем для более открытого
места связывания. Например, мутации, влияющие
на структуру входа в активный центр фермента,
могут серьёзно влиять на скорость транспорта
лиганда в него [49-52].

Однако в таких исследованиях очень трудно
разделить детерминанты, ответственные за koff и Kd
(которая является koff/kon). Корреляция ВУ
смолекулярной массой может отражать либо известную
корреляцию молекулярной массы с аффинностью
(стабилизацию в связанном состоянии), либо
корреляцию с высотой барьера (дестабилизацию
переходного состояния). 

3.2. Электростатическое взаимодействие

Электростатические взаимодействия между
заряженным лигандом и заряженным рецептором
влияют как на скорость ассоциации, так и на скорость
диссоциации. Увеличение ионной силы раствора
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Рисунок 3. Кинетическая карта, построенная
по результатам [54]. Величины Kd – параллельные
диагональные линии. Точками показаны значения
kon и koff для агонистов рецептора аденозина А3.



(экранирующие заряды) обычно уменьшает скорости
связывания, но почти не влияет на скорости
диссоциации [68]. На больших расстояниях
электростатическое взаимодействие влияет на скорость
связывания за счёт предориентации молекул
и их притяжения (или отталкивания). Скорости
распада комплекса так же могут быть модулированы
электростатикой, но, как правило, это происходит
на коротких расстояниях за счёт образования
солевых мостиков, водородных связей, π-ионных
взаимодействий [68-71]. Например, связывание
ингибитора ацетилхолинэстеразы, в структуре
которого была заряженная группа, происходило
в 50 раз быстрее, а диссоциация – в 10 раз медленнее,
чем связывание почти идентичного аналога
без заряженной группы [72]. При этом в литературе
описаны и значительные отклонения в зависимости
скорости связывания от величины заряда [73, 74].

3.3. Роль воды

В настоящее время установлено, что движение
воды в месте связывания может серьезно влиять
на кинетику взаимодействия белок-лиганд [63, 75-80].
На больших расстояниях движение воды
из гидрофобных областей места связывания может
препятствовать проникновению лиганда в место
связывания, снижая kon [63, 79, 81]. При этом
происходит вытеснение связанной с мишенью воды
из места связывания. Эта стадия дегидратации
создаёт энергетический барьер при связывании
лиганда. Гидрофобные заместители лигандов должны
легче вытеснять молекулы воды из гидрофобных
карманов связывания и, следовательно, ускорять
связывание лигандов. Было показано, что введение
гидрофильных групп в структуры лигандов,
которые связываются с гидрофобными участками
белка приводит к снижению скорости связывания
и увеличивает ВУ [82]. При этом основной движущей
силой была дестабилизация переходного состояния. 

В случае, когда лиганд и рецептор
взаимодействуют через водородные связи,
экранированные от воды окружающими
гидрофобными областями, полученный комплекс
является кинетически более стабильным, чем, если бы
водородные связи были менее экранированны [78].
Это так же связывают с образованием кинетического
барьера при связывании и распаде комплекса
вследствие затруднённой диффузии воды
в гидрофобные участки места связывания.

3.4. Конформационные изменения

Лиганды и рецепторы находятся в постоянном
тепловом движении, изменяя свою конформацию.
Эти изменения могут существенным образом влиять
на кинетику связывания и распада комплексов.
Анализ большой выборки лигандов для различных
белков выявил прямую зависимость между
длительностью ВУ лиганда и количеством
вращающихся связей [66]: чем больше вращающихся
связей, тем больше величина ВУ. В случае
ограничения конформационной подвижности лиганда
скорость связывания увеличивается [83]. 

Связывание белок-лиганд, при котором происходят
конформационные перестройки, наиболее точно
описывает модель индуцированного соответствия,
которую можно описать уравнением:

k1 k3
R + L        RL          RL*,

k2 k4

Согласно этой модели, лиганд (L) встречает
мишень (R), которая имеет субоптимальную
комплементарность с молекулой лиганда. Начальное
связывание происходит в этом конформационном
состоянии с образованием первоначального
комплекса (RL), определяемого константой скорости
ассоциации (k1), константой скорости диссоциации (k2)
и равновесной константой диссоциации (Kd). Вслед
за быстрым образованием первоначального комплекса
мишень-лиганд следует медленный этап, приводящий
к образованию конечного комплекса (RL*). Считается,
что этот второй этап включает изменение
конформаций мишени и лиганда. Конформационные
изменения приводят к большей стерической и
электронной комплементарности между лигандом
и его сайтом связывания на мишени и часто к большей
изоляции этого сайта связывания от внешнего
растворителя [12, 13], что усиливает гидрофобные
взаимодействия, стабилизируя состояние RL*.
Образование и разрушение первоначального
комплекса обычно происходит быстро, тогда как
изменения конформации – более длительный процесс.
Поскольку конечный комплекс намного более
стабилен, чем первоначальный, то с этим механизмом
взаимодействия обычно связывают более высокую
аффинность. Теоретически ВУ для этого механизма
представляет собой компиляцию нескольких констант
скорости, однако в большинстве случаев этап
обратной изомеризации (с константой k4) определяет
скорость распада комплекса и, таким образом,
ВУ примерно равно 1/k4.

К сожалению, в настоящее время мало
структурной информации для сравнения различных
лиганд-связанных конформеров мишеней (например,
RL и RL*). В основном проводится сопоставление
структур свободных белков и их комплексов
с различными лигандами. Считается, что основные
изменения конформации белка, приводящие
к усилению связывания лиганда с рецептором, могут
включать изменения конформации аминокислотных
остатков, структурирование отдельных участков белка,
движения петель. 

Изменение конформации боковых групп
аминокислотных остатков может способствовать
лучшей стерической комплементарности, усилению
водородных или ионных связей. Такие
конформационные изменения могут привести
к образованию дополнительных полостей в месте
связывания. Примером может служить образование
“заднего кармана” при взаимодействии протеинкиназ
с конкурентными ингибиторами [27, 84-86] или
“бокового кармана” при связывании селективных
ингибиторов COX2 [87]. Связывание ингибиторов
с еноил-АСР-редуктазой Mycobacterium tuberculosis
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вызывает превращение неупорядоченной петли
в спираль в активном сайте, что существенно влияет
на скорость связывания и диссоциации ингибитора [30]. 

Хорошо известным примером движения больших
участков белка является закрытие активного центра
у протеазы ВИЧ после связывания лиганда [88, 89].
Закрытие активного центра не просто блокирует
путь выхода связанного лиганда, но и создаёт среду
с более низкой диэлектрической проницаемостью,
защищенную от внешнего растворителя [78, 89].
Экранирующая растворитель среда приводит
к усилению нековалентных сил между белком
и лигандом, таких как водородные связи,
гидрофобные силы и силы Ван-дер-Ваальса.
Конформационные изменения могут давать
дополнительные функциональные группы [30],
способствующие многоточечному связыванию [85],
что должно увеличивать ВУ.

При исследовании ингибирования термолизина
было показано, что введение метилбензольной группы
в структуру фосфатсодержащего пептидомиметика
увеличивает ВУ в 74 тыс. раз (с трёх минут
до 168 дней) [90]. Анализ кристаллической структуры
комплекса термолизина с этим ингибитором
показал, что метилбензольный заместитель
взаимодействует с Phe114. Взаимодействие двух
объёмных ароматических групп препятствует
вращению бокового радикала Asn112, который
участвует в процессе открывания/закрывания
активного центра фермента, тем самым, блокируя
выход ингибитора из активного центра, что выражается
в резком увеличении ВУ (рис. 4). 

Процесс диссоциации комплекса, образованного
по модели индуцированного соответствия,
рассматривают как обратный процесс (retrograde

induced-fit mechanism), по которому происходит
обратная конверсия комплекса RL* в комплекс RL,
после чего комплекс диссоциирует [13].

4. ОГРАНИЧЕНИЯ КОНЦЕПЦИИ 
ВРЕМЕНИ УДЕРЖАНИЯ

В литературе рассматривается несколько
возможных ограничений использования концепции ВУ.
Первое связано с соотношением ВУ лиганда на белке
и времени жизни самого белка. Очевидно, что если ВУ
намного больше времени жизни белка в клетке,
то это не даст дополнительных преимуществ
в фармакологическом действии лиганда [91].
Кроме того, если белок-мишень быстро синтезируется
клеткой, то новосинтезированный белок будет
выполнять свою патофизиологическую функцию,
поскольку на него не будет воздействовать лиганд,
уже связанный со “старыми” белками. В этом случае
необходимо поддерживать концентрацию свободного
лиганда в клетке на значительном уровне, то есть
в таком случае лучше опираться на значения Kd.
Эта ситуация может возникнуть при заболеваниях,
вызванных быстроразмножающимися вирусами или
микроорганизмами [10, 11].

Используя модель, которая учитывает
как фармакинетику, так и кинетику связывания
лиганда, было показано, что продление
фармакологического эффекта вследствие длительного
ВУ лиганда может происходить только тогда, когда
диссоциация происходит медленнее, чем элиминация
лекарственного препарата. Однако для ряда ЛС
или кандидатов наблюдается обратное соотношение,
то есть они имеют более медленную элиминацию
по сравнению с диссоциацией [43].
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Рисунок 4. Взаимодействие ингибитора с большим ВУ с термолизином (PDB 4tmn). Взаимодействие ароматического
кольца ингибитора с Phe114 стабилизирует Asn112 в закрытой конформации и препятствует выходу ингибитора
из активного центра, что приводит к многократному увеличению ВУ. Каталитический ион цинка показан сферой.



В ряде случаев длительное ВУ может привести
к токсическим последствиям. Это может происходить
тогда, когда фармакологический эффект возникает
только при коротком воздействии, тогда как
длительное блокирование работы рецептора может
привести к побочным эффектам [10, 11, 92, 94].
В таком случае наиболее благоприятная стратегия
для пациентов будет достигаться за счёт сочетания
более короткого ВУ и разумного выбора в режиме
дозирования лекарства. Такая ситуация характерна
для блокаторов дофаминовых рецепторов D2, которые
действуют как атипичные антипсихотики [65, 94, 95].

Неожиданный побочный эффект был выявлен
при исследовании роксифибана – антагониста
долгоживущего рецептора гликопротеина IIb/IIIa
поверхности тромбоцитов. Было обнаружено,
что препарат вызывает изменение конформации
рецептора, при этом на поверхности белка появляются
неоэпитопы, называемые лиганд-индуцированными
сайтами связывания. Распознавание антителами
эпитопов in vivo вызывало иммунную элиминацию
тромбоцитов, что приводило к тяжелой
тромбоцитопении у ~ 2% пациентов [96, 97].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Традиционной стратегией разработки новых
лекарственных препаратов всегда было повышение
термодинамического сродства (Kd или IC50) лиганда
к его основной мишени. За счёт этого сродства
предполагалось достичь высокой эффективности и
селективности действия лекарств и снижения
вероятности развития побочных эффектов.
Однако исследования последних лет показывают,
что кинетические параметры связывания лиганда
с мишенью могут вносить не меньший, а порой
и больший вклад в эффективность действия
лекарств [15-21]. Неудачи в разработке новых
лекарственных средств, особенно на последних
этапах из-за недостаточной эффективности,
недостаточного терапевтического индекса или
наличия побочных эффектов, во многом могут быть
связаны с недооценкой кинетических особенностей
взаимодействия лиганд-белок.

Осознание важности кинетических параметров
в связывании белок-лиганд является серьёзным
сдвигом парадигмы в разработке лекарств –

от статической картины термодинамических
характеристик к динамическим представлениям,
связывающим скорости ассоциации/диссоциации
в системе мишень-лиганд с фармакологическим
эффектом, фармакокинетикой и фармакодинамикой,
и, в конечном итоге, с эффективностью и
безопасностью лекарств.

С практической точки зрения, развитие
этой концепции предполагает включение оценки
кинетических параметров связывания уже на ранних
стадиях разработки лекарств. Разработка лекарств
с оптимизированными кинетическими параметрами
потребует более детального изучения механизмов и
путей связывания и диссоциации лигандов, выявления
метастабильных состояний комплексов. Оценка
кинетики связывания на ранней стадии разработки
лекарственного средства может предоставить
дополнительные критерии для отбора наиболее
перспективных соединений для дальнейшего
их продвижения [98-100]. Рациональный учёт
кинетических параметров связывания позволит
разрабатывать лиганды с улучшенной селективностью,
с более длительным временем нахождением лиганда
в комплексе с белком, проявляющие меньше
побочных эффектов Экспериментальные методы,
используемые для измерения кинетических
параметров, такие как поверхностный плазмонный
резонанс или биохимические измерения по сдвигу
значения IC50 после предварительной инкубации
лиганда и мишени или путём введения стадии
промывания для удаления временно связанного
лиганда, являются относительно простыми и лёгкими
для включения в программы по разработке
лекарств без серьезного увеличения сроков
проекта. Включение кинетических параметров
в фармакокинетические/фармакодинамические модели
может привести к улучшению предсказаний
поведения лекарств в организме. Все эти направления
могут способствовать увеличению показателя
успешности разработки новых лекарств.

В таблице 2 приведены кинетические константы
для ряда низкомолекулярных лекарств. Хотя кинетика
взаимодействия мишень-лиганд была рассмотрена
на примере системы “белок-низкомолекулярное
соединение”, всё вышесказанное применимо для белков,
пептидов, антител, нуклеиновых кислот, используемых
в терапии или в диагностических системах.
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Таблица 2. Примеры кинетических параметров и аффинности для лекарств из разных классов 

Примечание: (исходные данные взяты из [42, 43].)

Лекарство Мишень Болезнь Kd (нМ) kon (М-1с-1) koff (с-1)
Desloratadine H1 рецептор аллергия 1,4 1,8×105 2,5×10–4

Candesartan AT1 рецептор гипертензия 6,1 9,8×104 1,6×10–4

Aliskiren Ренин гипертензия 0,3 4,0×105 1,1×10–4

Saquinavir Протеаза ВИЧ ВИЧ 0,44 1,1×106 4,1×10–4

Amprenavir Протеаза ВИЧ ВИЧ 1,1 4,4×106 4,9×10–3

Gefitinib EGFR рак лёгкого 1,4 5,5×106 7,6×10–3

Elvitegravir Интеграза ВИЧ ВИЧ 4,0 2,1×106 8,3×10–3

Deoxyconformycin Аденозиндеаминаза инфекционные заболевания 0,002 2,4×106 4,8×10–6

Oseltamivir Нейраминидаза грипп 0,3 7,9×105 2,5×10–4

Tiotropium Мускариновый
M3 рецептор

хроническая обструктивная
болезнь лёгких 0,01 7,6×105 7,2×10–4
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Traditionally, the thermodynamic values of affinity are considered as the main criterion for the development
of new drugs. Usually, these values for drugs are measured in vitro at steady concentrations of the receptor and ligand,
which are differed from in vivo environment. Recent studies have shown that the kinetics of the process of drug binding
to its receptor make significant contribution in the drug effectiveness. This has increased attention in characterizing
and predicting the rate constants of association and dissociation of the receptor ligand at the stage of preclinical studies
of drug candidates. A drug with a long residence time can determine ligand-receptor selectivity (kinetic selectivity),
maintain pharmacological activity of the drug at its low concentration in vivo. The paper discusses the theoretical basis
of protein-ligand binding, molecular determinants that control the kinetics of the drug-receptor binding. Understanding
the molecular features underlying the kinetics of receptor-ligand binding will contribute to the rational design of drugs
with desired properties.
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