
ВВЕДЕНИЕ

Относительно недавно стало известно, 
что фармакологическая активность препаратов-
ингибиторов зависит не только от аффинности, 
но и от того насколько быстро препарат связывается 
с сайтом-мишенью и как долго он там находится [1, 2].
Согласно модели, предложенной Copeland [3] эффект
от лекарственного вещества (ЛВ) продолжается 
до тех пор, пока оно связано с мишенью, и исчезает
тогда, когда комплекс лекарство-мишень диссоциирует.
Существует много примеров, когда фармакодинамика
сохраняется ещё долгое время после того, как большая
часть ЛВ элиминирована из кровотока [4, 5]. Поэтому
для поиска и разработки новых ЛВ в комплексе 
с их термодинамическими, кинетическими и
традиционными фармакологическими параметрами,
такими как ЛД50 (50% смертельная доза), 
IC50 (концентрация, вызывающая 50% ингибирование),
ЭД50 (полуэффективная доза), константа диссоциации,
всё чаще стали учитывать процессы ассоциации-
диссоциации ЛВ с мишенью и использовать параметр
“время удержания ЛВ на мишени” [1].С каждым годом
увеличивается число публикаций, в которых авторы
предлагают включать кинетику связывания препарата
с мишенью как один из этапов разработки ЛВ [6–13].
Неправильная оценка аффинности лигандов 
к мишени [14–16] имеет пагубные последствия 
для разработки ЛВ, включая неверные прогнозы
дозировки для человека, путаницу в выборе 

молекул-кандидатов для их усовершенствования,
несоответствие между оценками активности лигандов
in vivo и in vitro. 

Среди большого числа ЛВ — обратимых
ингибиторов ферментов — огромный интерес
представляют обратимые ингибиторы медленного
связывания (ИМС, slow-binding inhibitors). Обычно 
в случае быстрых обратимых ингибиторов, 
также как и для субстратов, обратимые комплексы 
с ферментом образуются в течение нескольких
микросекунд (<50 мкс). После короткого
индукционного периода наступает стационарное
состояние системы. В отличие от классических
обратимых ингибиторов, для ИМС индукционный
период намного дольше (>>50 мкс). Наблюдаемое
время индукции более чем 10 с после 
быстрого смешивания фермента и реагентов 
при постоянной температуре (термостатирование)
служит доказательством ИМС, которое должно быть
подтверждено уточнённым кинетическим анализом 
с использованием аналитического оборудования 
для изучения кинетики быстрых реакций, например,
методом остановленной струи [17–19]. Однако 
с практической точки зрения (фармакологической
значимости) наибольший интерес представляют ИМС
с более длительным временем удержания (>2 мин). 

Первые работы по кинетике медленного связывания
ингибиторов с ферментами были опубликованы 
во второй половине прошлого века [20–22]. 
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В настоящее время актуален поиск новых ингибиторов медленного связывания ферментов (ИМС) —
потенциальных лекарственных веществ для лечения различных заболеваний — и их распознавание на этапе 
in vitro исследований. ИМС, в отличие от их классических обратимых аналогов, проявляют кинетику медленного
связывания с ферментом, в ходе которой стационарное состояние в системе достигается не за микросекунды, 
а в течение более продолжительного времени. Подобные соединения могут быть перспективными лекарствами, 
так как вне зависимости от их фармакокинетики в кровотоке они обладают такими преимуществами, 
как высокая аффинность к мишени-ферменту, длительное время удержания, пролонгированное действие. 
Такие фармакологические свойства обеспечивают правильную дозировку лекарств для достижения их высокой
активности с меньшими побочными эффектами. Цель настоящего обзора заключается в рассмотрении механизмов
взаимодействия ИМС с ферментами, принципов распознавания ИМС на этапе in vitro кинетических исследований и
фармакологической значимости.
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В 1982 году Morrison представил способ анализа
кинетических зависимостей ферментативных реакций
в присутствии ИМС [23]. Согласно поиску PubMed 
по ключевым словам “slow-binding”, “inhibitors”,
“enzyme” к настоящему времени описано более 500
примеров ИМС, из которых 50 работ были
опубликованы за последние 5 лет.Интерес к подобным
соединениям обусловлен тем, что вне зависимости 
от их фармакокинетики в кровотоке они обладают
высокой аффинностью к мишени-ферменту и
длительным временем удержания [24, 25]. Поэтому 
в настоящее время ведется поиск и разработка 
новых ИМС — потенциальных ЛВ для лечения
различных заболеваний [26–29]. Установление
механизмов медленного ингибирования на этапе
разработки in vitro оценки ЛВ позволяет предсказать
более длительное время действия ЛВ и одновременно
уменьшить его дозу и побочное действие [30] 
и тем самым спрогнозировать эффективность и
безопасность будущего лекарственного препарата 
в условиях in vivo [31, 32]. 

Настоящий обзор направлен на рассмотрение
механизмов связывания ингибиторов медленного
связывания с ферментами, принципов 
распознавания ИМС на этапе in vitro исследований. 
В обзоре рассмотрены примеры прочносвязанных
ингибиторов, обладающих высоким сродством и
функциональностью в одном диапазоне концентраций
с ферментом ([E]~[I]) [30], которые в большинстве
случаев являются необратимыми ингибиторами. 
В первой части обзора представлены теоретические
основы ИМС.Во второй и третьей частях описываются
способы распознавания ИМС, ход анализа
кинетических зависимостей и определение
параметров и типа механизмов ферментативной
реакции, характеризующих ИМС. В заключительной
части приведены встречающиеся в литературе
примеры ИМС.

1. ТЕОРЕТИЧЕСКОЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЕ
ИНГИБИТОРОВ МЕДЛЕННОГО СВЯЗЫВАНИЯ

Общая схема механизма взаимодействия
фермента (E) и субстрата (S) с образованием продукта
реакции (P) в присутствии ингибиторов (I)
представлена на рисунке 1 и, как правило,
описывается моделью Михаэлиса-Ментен.

Константа ингибирования (Ki), численно 
равная концентрации ингибитора, которая 
связывает 50% фермента, и измеряемая в моль/л, —
один из основных параметров ферментативной
реакции. Чем ниже значение Ki, тем меньшее
количество ингибитора необходимо для достижения
эффекта, т.е. ниже доза ЛВ, и меньше побочных
эффектов, а именно фармако-токсикологического
действия на второстепенных мишенях. Поэтому 
в настоящее время наибольший интерес 
представляют ингибиторы, проявляющие эффект 
в нано- и пикомолярной области концентраций. 
Ki зависит от констант скорости ассоциации (kon) и
диссоциации (koff) комплекса фермент-ингибитор (EI)
(уравнение 1):

koffKi = (1).
kon

kon отражает энергетический барьер реакции
связывания фермента и ингибитора и её значение
обычно находится в пределах 103–108 M-1с-1. 
koff описывает термодинамическую стабильность
комплекса EI и измеряется в обратных 
секундах с-1 [33, 34]. Значение koff меняется 
в зависимости от механизма действия фермента и
ингибитора. Например, в одной из недавно
опубликованных работ в ходе компьютерной
симуляции кинетических зависимостей ингибирования
фермента и последующего анализа данных показано,
что с изменением koff от 100 с-1 до 0,0001 с-1 происходит
изменение типа ингибирования с конкурентного 
на бесконкурентный [35]. 

ИМС характеризуются медленным связыванием 
с ферментом и далее медленной диссоциацией,
поэтому для описания токсико-фармакологических
свойств ИМС необходимо ввести ряд кинетических
параметров. В качестве таких параметров 
используют величины, обратные константе 
скорости диссоциации koff: время удержания (τR)
(уравнение 2) и время полудиссоциации комплекса
фермент-ингибитор (t1/2) (уравнение 3) [1]: 

1
τR = (2);

koff

ln2
t1/2 = (3).

koff

τR может дать более полное понимание 
о динамической природе взаимодействий ЛВ 
с мишенью в условиях in vivo [36]. В общем случае, 
τR — это “время жизни” комплекса лекарство-мишень,
т.е. время, в течение которого лиганд и мишень
находятся в связанном состоянии. Чем выше 
это значение, тем дольше ингибитор связан 
с ферментом-мишенью и тем дольше будет
проявляться эффект ЛВ in vivo, что может позволить
уменьшить дозу приёма и пролонгировать
фармакологический эффект [37]. 
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Рисунок 1. Общая схема действия классических
обратимых ингибиторов, где Ks – константа диссоциации
фермент-субстратного комплекса, Ki и K′i – константы
ингибирования (константы диссоциации комплексов
фермент-ингибитор), k+2 – константа скорости
образования продукта реакции и свободного фермента.



kon также играет важную роль в определении
времени удержания, в первую очередь из-за эффекта
повторного связывания (rebinding) [7]. Данный 
эффект заключается в том, что в ограниченном
пространстве (в синапсах или в органеллах), 
где концентрация ингибитора на мишени будет
высокой, при диссоциации комплекса EI ингибитор
может снова связаться с этой же мишенью или 
с любой другой мишенью, находящейся рядом [4].
Этот эффект способствует увеличению времени
действия ЛВ, так как оно дольше находится 
в связанном состоянии, несмотря на его быструю
фармакокинетику. Эффект повторного связывания
будет зависеть не только от высокой концентрации ЛВ
на мишени и ограниченного пространства, 
но и от kon: чем выше kon, тем быстрее образуется
комплекс EI [38].

Для эффективных ингибиторов ферментов
значения Ki должны быть как можно ниже 
(в нано/пикомолярных концентрациях), а τR как можно
выше, вплоть до нескольких минут. Однако 
при высоких значениях τR, когда стадия диссоциации
комплекса EI очень медленная, ингибирование 
можно считать необратимым. Поэтому кинетические
исследования ингибиторов ферментов должны быть
дополнены молекулярным докингом и молекулярной
динамикой для понимания молекулярных 
механизмов связывания ингибитора с ферментом, 
что позволит определить расчётные параметры и 
даст представление о том, какие соединения
необходимо исследовать экспериментальными
методами [39–41].

2. АНАЛИЗ КИНЕТИЧЕСКИХ ЗАВИСИМОСТЕЙ 
И ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПАРАМЕТРОВ
ФЕРМЕНТАТИВНОЙ РЕАКЦИИ ДЛЯ
ИНГИБИТОРОВ МЕДЛЕННОГО СВЯЗЫВАНИЯ 

Для классических обратимых ингибиторов
стационарное состояние в системе фермент-ингибитор-
субстрат (E-I-S) достигается за микросекунды. 
Для ингибиторов медленного связывания такое
состояние может достигаться за несколько секунд,
минут и даже часов [2, 42], т.е. стационарное состояние
системы достигается спустя некоторое время. 

Для классических ингибиторов при стационарном
состоянии наблюдается линейный рост концентрации
продукта реакции [P] во времени при условии 
избытка субстрата (рис. 2, линия 1), описываемый
уравнением (4):

[P] = V× t (4),

где [P] — концентрация продукта реакции; t — время; 
V — скорость реакции при стационарном состоянии
для классического ингибитора.

Для ИМС (рис. 2, линии 2,3) кинетические
зависимости нелинейные и подчиняются
экспоненциальному уравнению (5) [19, 20]:

(Vi – Vss) × (1 – e–kobs×t)
[P] = Vss × t + (5),

kobs

где [P] — концентрация продукта реакции; t — время;
Vss — скорость реакции при стационарном состоянии;
Vi — начальная скорость реакции; kobs — константа
скорости первого порядка.

В ходе усложнения механизма реакции,
например, при необратимой химической модификации
комплекса EI, когда Vss = 0 (рис. 3), уравнение (5)
упрощается до уравнения (6): 

Vi × (1 – e–kobs×t)
[P] = (6).

kobs

Как видно из рисунка 2, типичные 
зависимости ИМС без предварительной инкубации 
с ферментом, при условии, что субстрат находится 
в избытке, выглядят следующим образом: 
1) резкий старт с начальной скоростью Vi; 
2) снижение скорости реакции до Vss в результате
установления стационарного состояния системы; 
3) время индукции τ (lag time) [43, 44], т.е. момент
времени, при котором концентрация продукта 
при начальной скорости и при скорости стационарного
состояния была бы одинакова. Обратная величина τ
равна kobs (уравнение 7) [28]:

1
τ = (7).

kobs

В некоторых случаях связывание ингибитора 
и фермента происходит довольно долго [42], 
поэтому ферментативную реакцию проводят 
с предварительной инкубацией фермента с ИМС 
в течение некоторого времени, необходимого 
для формирования устойчивого комплекса EI. 
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Рисунок 2. Графики роста концентрации продукта
реакции во времени в присутствии классического
ингибитора (линия 1) и ИМС (линии 2 и 3) 
без предварительного инкубирования (линия 2) и 
с предварительным инкубированием (линия 3). График
построен на основе литературных данных [23, 30, 48].

Рисунок 3. Схема механизма старения фермента 
в присутствии ингибитора, где EI′ – необратимо
модифицированный комплекс фермент-ингибитор, 
P′ – уходящая группа.



Во время инкубации устанавливается равновесиемежду
ферментом и ингибитором. В результате медленной
стадии диссоциации комплекса EI на начальном
отрезке кинетической зависимости 3 (рис. 2)
наблюдается небольшой угол наклона, а рост продукта
реакции при стационарном состоянии происходит
лишь спустя некоторое время. В этом случае
начальная скорость Vi будет ниже, чем скорость
стационарного состояния [30]. В литературе описаны
также случаи, когда после инкубации фермента 
с ингибитором начальная скорость реакции 
не изменялась по сравнению с реакцией, проведённой
без инкубации, так как ингибирование происходило
только в присутствии субстрата [45].

Графики зависимостиVi, Vss и kobs от концентрации
ингибитора позволяют определить тип и механизм
действия ИМС. Как правило, тип любого ингибитора
определяется графическим методом путём построения
зависимостей 1/Vss от концентрации ингибитора
(график Диксона) и [S]/Vss от концентрации
ингибитора (график Корниш-Боудена) [46]. 

Определить тип ингибирования можно 
и с помощью графиков зависимости kobs
от концентрации субстрата. Tian и Tsou показали 
связь между значением kobs и концентрацией 
субстрата для конкурентного, неконкурентного и
бесконкурентного типов ингибирования [30, 47]. 
Так, для неконкурентного ингибитора величина kobs
не зависит от концентрации субстрата (рис. 4, кривая 1).
Для бесконкурентного ингибитора значения kobs
будут увеличиваться с повышением концентрации
субстрата (рис. 4, кривая 2). Для конкурентного
медленно-связывающегося ингибитора наблюдается
понижение kobs с увеличением концентрации субстрата
(рис. 4, кривая 3).

3. МЕХАНИЗМЫ ФЕРМЕНТАТИВНОЙ 
РЕАКЦИИ В ПРИСУТСТВИИ ИНГИБИТОРОВ
МЕДЛЕННОГО СВЯЗЫВАНИЯ 

Предложено три механизма ферментативной
реакции, протекающей в присутствии медленно-
связывающихся ингибиторов (рис. 5) [23, 30, 48].

3.1. Механизм А

Схема реакции в присутствии ИМС, протекающая
по механизму А, представлена на рисунке 5А. 
Как видно из этого рисунка — это одноступенчатый
процесс, который характеризуется медленной стадией
связывания ингибитора с ферментом и образованием
комплекса EI и далее медленной стадией диссоциации
этого комплекса. Для механизма А koff = k–3 и kon = k+3.
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Рисунок 4. График зависимости kobs от концентрации
субстрата для неконкурентного (1), бесконкурентного (2)
и конкурентного (3) типов ингибирования [30, 47].

Рисунок 5. Механизмы A, B, C ферментативной реакции в присутствии ИМС. 



Отношение констант скоростей ассоциации (k+3) 
и диссоциации (k–3), как для классических
ингибиторов, равно константе ингибирования (Ki).
Механизм ассоциации/диссоциации комплекса EI
описывается приведённым выше уравнением (1). 
Для механизма А зависимость kobs от концентрации
ингибитора будет линейна и описывается 
уравнением (8), а начальная скорость реакции Vi
не зависит от концентрации ингибитора (рис. 6A):

k+3 [I]
kobs = k–3 + (8).

1 + [S]/Km

Константа диссоциации комплекса фермент-
ингибитор (k–3) будет определяться как отсечение 
на оси ординат (рис. 6A).

3.2. Механизм B

В случае протекания реакции по механизму B
(рис. 5В) ингибитор “классически” связывается 
с ферментом с образованием комплекса EI, после чего
происходит его медленная изомеризация в другую
конформацию (E*I). Эта изомеризация может быть
также связана с медленным переносом ингибитора 
от начального сайта связывания к конечному. 
Так, первая константа ингибирования (взаимодействие
фермента E и ингибитора I) описывается 
уравнением (1), но ассоциация/диссоциация проходит
быстро, как для классических ингибиторов. 
Вторая константа ингибирования (K*i), связанная 
с изомеризацией комплекса E*I, описывается
уравнением (9) при условии, что ингибитор находится
в избытке (I>>E). Этот механизм часто называют
моделью индуцированного соответствия:

[E] [I] Ki k–4K*i = = (9).
[EI] + [EI*] k+4 + k–4

При таком механизме реакции медленными
стадиями могут быть как изомеризация EI в E*I
(константа скорости k+4), так и обратный процесс
превращения E*I в EI (константа скорости k–4). 
В некоторых случаях, когда k–4<<k+4 (то есть, когда
обратная изомеризация фермента в исходную
конформацию проходит намного медленнее прямого
процесса) k–4 считают незначительной и сам процесс
необратимым [49]. Для механизма B koff описывается
уравнением (10):

k–3 k–4koff = (10).
k–3 + k+4 + k–4

При механизмеB зависимость kobs от концентрации
ингибитора является выпукло-гиперболической 
(рис. 6B) и аппроксимируется нелинейным
уравнением (11). При этом пересечение зависимости 
с осью ординат дает значение k–4 (рис. 6B). Начальная
скорость реакции Vi от концентрации ингибитора
также будет зависеть гиперболически: 

k+4 [I]
kobs = k–4 + (11).

Ki (1 + [S]/Km) + [I]

3.3. Механизм С

В случае механизма С (рис. 5С) две формы
фермента (Е и E*) находятся в медленном равновесии
друг с другом (гистерезисное поведение фермента), 
и только одна форма фермента быстро связывается 
с ингибитором (однако не исключено возможное
существование более сложной модели, в которой
связывание ингибитора медленное с обеими
конформациями), вызывая изомеризацию фермента 
в конформацию, способную связаться с ингибитором
(E<=>E*). Этот механизм часто называют моделью
конформационной селекции [23].

Для механизма С koff = k-3. Зависимость kobs
от концентрации ингибитора, представленная 
на рисунке 6С, вогнуто-гиперболическая и описывается
уравнением (12):

k-0 k0kobs = + (12).
1 + [I]/Ki 1 + [S]/Km

3.4. Необратимые и квази-необратимые ИМС

Вбольшинстве случаев медленное ингибирование
обратимо. Однако при усложнении механизма
возможны и необратимые этапы, которые приводят 
к инактивации фермента (рис. 3). Конформационные
превращения комплекса EI могут вызвать изменения 
в стабильности фермента, например, уменьшать 
его конформационную пластичность с образованием
более жёсткой структуры [50, 51].

Так, после обратимого медленного ингибирования
возможен ковалентный этап, в результате чего 
между ингибитором и активным центром фермента
образуется ковалентная связь. Наиболее часто
подобное наблюдается для ингибиторов — 
аналогов переходного состояния. В частности, 
такой тип ингибирования был показан Mucha и соавт.
для металлоаминопептидаз [52]. Исследование
механизма медленного ковалентного ингибирования
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Рисунок 6. Графики зависимости kobs от концентрации ингибитора для механизмов A, B, C ферментативной реакции
в присутствии ИМС.



аминопептидаз подобными ингибиторами
(производными амастатина и бестатина) [53, 54]
показало, что он соответствует механизму ИМС 
типа B (рис. 5B). После медленной изомеризации
комплекса EI в E*I следует этап, в результате 
которого между E* и I образуется ковалентная связь.
Другие примеры ингибиторов переходного состояния,
вызывающие ковалентное медленное ингибирование,
были рассмотрены ранее [17]. Например,
трифлуорокетон (ТФК; 1-(3-трет-бутилфенил)-2,2,2-
трифлуороэтанон) — ИМС ацетилхолинэстеразы
человека типа B с τR = 20 мин — после связывания 
с ферментом образует гемикетальную связь 
с остатком серина активного центра. Деацилирование
серина активного центра под действием воды
происходит медленно, и активность фермента
восстанавливается через 40 мин [55]. 
Необратимому ингибированию холинэстераз путём
фосфорилирования серина активного центра могут
предшествовать медленные стадии связывания. 
В частности, крезилсалигенин фосфат — активный
метаболит три-орто-крезилфосфата — является
необратимым ИМС холинэстераз типа C [56, 57].

3.5. Аллостерические ферменты и ИМС

Механизмы, описанные выше, характерны 
для ферментов, подчиняющихся кинетике 
Михаэлиса-Ментен.Однако существуют более сложные
механизмы. Например, неподчинение кинетике
Михаэлиса-Ментен из-за активации или ингибирования
фермента избытком субстрата, которые возникают 
в результате некооперативных конформационных
изменений [58], или из-за аллостерических 
эффектов в олигомерных ферментах, возникающих 
в результате кооперативности между субъединицами.
В первом случае, во избежание усложнённой 
кинетики при высоких концентрациях субстрата [59],

рекомендуется исследовать обратимое ингибирование
при низких концентрациях субстрата, то есть 
при условиях, в которых фермент подчиняется
кинетике Михаэлиса-Ментен. Во втором случае, 
для аллостерических ферментов, которые
подчиняются классической согласованной модели
Моно-Уаймена-Шанжё (МУШ) или последовательной
модели Кошланда-Немети-Филмера, связывание
аллостерических эффекторов с сайтами связывания,
отличными от активного центра, вызывает
конкурентное или неконкурентное ингибирование [60].
В этом случае графический кинетический анализ
ингибирования медленного связывания может 
быть затруднён из-за взаимодействий между
пространственной и кинетической кооперативностью.
Различные случаи иформальныеметоды кинетического
анализа описаны Segel [61]. Теоретический
кинетический анализ ИМС аллостерическихферментов
был выполнен для ИМС типа C модели МУШ [62].
Такой подход показывает сложность анализа
подобных случаев и необходимость очень точных
экспериментальных данных. В любом случае,
кинетический анализ ИМС аллостерических
ферментов должен сопровождаться молекулярным
моделированием (молекулярным докингом и
молекулярной механикой) и биофизическими
методами для изучения конформационных изменений.
Поэтому необходима комбинация различных
подходов, сочетающая кинетический и структурный
анализ ферментов [63–65].

4. ПРИМЕРЫ ИНГИБИТОРОВ МЕДЛЕННОГО
СВЯЗЫВАНИЯ С РАЗЛИЧНЫМИ 
ТИПАМИ МЕХАНИЗМОВ

В литературе существует множество примеров
ИМС для различных ферментов-мишеней (табл. 1).
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Таблица 1. Примеры ИМС – константы, механизмы, время удержания

Фермент-мишень Механизм Ингибитор Ki, нМ τR, мин Ссылка

АХЭ
А

Фасцикулин-2 0,331 14,5 [66]
Фасцикулин-2 0,0023 227 [67]

α-Токоферол 4900 (Ki) /
1600 (Ki′)

2 [57]

Гуперзин А 40,5 50,5 [70]
B C-547 0,022 20 [78]

БХЭ С Крезилсалигенинфосфат — — [62]

Тирозиназа
A 2-Флороэкол 8200 12,8

[72]
B 2-O-(2,4,6-тригидроксифенил)-6,6′-биэкол 5800 —
A Пуэрол А 107,5 333 [73]

Нейраминидаза А Производные хроменонов 310–460 20–24 [74]

PTP1B
A Теафлаванозид IV 0,2 8,3 [76]
A Угонин J 123,4 14 [77]

LpxC A Производные пиридонметилсульфона 0,010–0,274 5–124 [83]

20S протеасома
А Иксазомиб 4,9 7,2

[85]А Бортезомиб 1,6 43,8
А Деланзомиб 1,4 138

Плазмин А Макроциклы с C-концевой бензиламиновой группой 1,83–16,80 4,4–13,7 [86]
Уреаза A Фосфоновые кислоты на основе коричной кислоты 509–6040 6,8–24,4 [87]



4.1. Природные ИМС
Природный полипептид нейротоксин —

фасцикулин, содержащийся в яде зелёной мамбы
(Dendroaspis angusticeps) — один из самых 
известных примеров ИМС типа А, обладающий
высокой аффинностью и селективностью 
к ацетилхолинэстеразе (АХЭ). Ki в отношении 
АХЭ угря Electrophorus electricus составляет 0,33 нM
с временем удержания около 14,5 мин [66]. 
Его сродство к АХЭ млекопитающих намного сильнее,
например, в отношении АХЭ мыши Ki = 0,002 нM, 
а время удержания намного больше [67], именно
поэтому яд зелёной мамбы очень опасен. Подобное
сильное ингибирование связано с тем, что токсин
перекрывает вход в канал активного центра фермента.
Бутирилхолинэстераза (БХЭ) имеет меньшее сродство
к фасцикулину (на восемь порядков, Ki = 0,21 мМ).
Замена трёх аминокислотных остатков в структуреАХЭ
Tyr72Asn, Tyr124Gln, Trp286Arg, расположенных 
на периферическом участке связывания (начальном
участке связывания лигандов), на соответствующие
аминокислотные остатки, как в структуре БХЭ, 
также приводило к понижению сродства фасцикулина
к ферменту (Ki = 0,23 мМ). 

α-Токоферол (витамин Е) является ещё одним
примером обратимого ИМС по типу A фермента 
АХЭ человека (рис. 7). Анализ кинетики
стационарного состояния, проведённый методом
Эллмана с использованием в качестве субстрата
ацетилтиохолина, показал, что α-токоферол
взаимодействует с АХЭ человека по смешанному типу
с константами ингибирования Ki = 0,49 мкM и 
K′i = 1,6 мкM, а время удержания α-токоферола
составило 2 мин. Моделирование молекулярной
динамики подтвердило, что α-токоферол образует
множественные неспецифические взаимодействия 
с поверхностьюАХЭ вблизи входа в ущелье, связываясь
с периферической стороной и далее медленно 
скользя вниз по ущелью до каталитического активного
центра, не вызывая значительных конформационных
изменений фермента (рис. 8) [57]. Полученные
результаты согласуются с константой ингибирования
АХЭ электрического угря (Electrophorus electricus) 
α-токоферол гемисукцинатом [68].

В 1998 году Sepčić и соавт. обнаружили, 
что первые 20 мин ингибирования АХЭ полимером,
содержащим N-бутил(3-бутилпиридиниевые)
мономерные звенья из морской губки Reniera sarai,
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Рисунок 7. Структуры ингибиторов медленного связывания в отношении АХЭ и БХЭ.



характеризовались нелинейной кинетикой во времени.
Авторы предположили, что полимер быстро образует
обратимый комплекс АХЭ-полимер, а затем происходит
медленное связывание остатков пиридиния полимера
на других сайтах связывания АХЭ [69]. 

Алкалоид гуперзин — ещё один пример ИМС
типа А по отношению к АХЭ и БХЭ человека.
Найденные параметры каталитической реакции
составляют Ki = 40,5 нM с временем полудиссоциации
t1/2 = 35 мин и, соответственно, временем удержания
около 50,5 мин и Ki = 42 мкM для БХЭ человека [70].

Обратимым ИМС типа В для реакции с БХЭ
является алкалоид физостигмин (эзерин) (рис. 7).
Установлено, что на начальном этапе реакции
происходит быстрое, но относительно слабое
связывание эзерина с активным центром фермента 
с дальнейшим образованием конформационного
комплекса EI*. После чего наблюдается
карбамилирование серина активного центра 
фермента и далее самая медленная стадия —
деацилирование [71]. 

Группа из Кореи [72] исследовала несколько
флоротаннинов, выделенных из морских бурых
водорослей Ecklonia cava (семейство Laminariaceae),
на ингибирующую активность в отношении
тирозиназы (EC 1.14.18.1) — ключевого
металлофермента, отвечающего за процессы,
связанные с выработкой меланина для защиты кожи 
от ультрафиолетового излучения и активных форм
кислорода, и нейромеланина, связанного с процессами
нейродегенерации и болезнью Паркинсона. 
Авторами было установлено, что два соединения,
имеющие значения IC50 менее 10 мкМ, относятся 
к ИМС типа А и В с каталитическими параметрами: 

для 2-флороэкол (Ki = 8,2±1,1 мкМ, время 
удержания 12,8 мин) и 2-O-(2,4,6-тригидроксифенил)-
6,6′-биэкол (Ki = 5,8±0,8 мкМ).Методом молекулярного
моделирования подтверждено, что данные 
молекулы связывались с аминокислотными остатками
His85 и Asn260 активного центра тирозиназы.
Исследование фенольных соединений, выделенных 
из метанольных экстрактов корней Amorpha fruticosa
этой же группой, показало, что один из компонентов —
пуэрол А — является обратимым, конкурентным ИМС
с константой скорости диссоциации 0,003 мин-1 и,
соответственно, временем удержания 333 минуты [73].

Производные хроменонов, выделенные 
из метанольных экстрактов корневой части растения
Flemingia philippinensis, включая два новых
соединения филиппин D и E, проявляли свойства
обратимых конкурентных ИМС типа А бактериальной
нейраминидазы, играющей ключевую роль 
в патогенезе ряда микробных заболеваний,
высвобождении воспалительных цитокинов, сепсисе 
и развитии биоплёнки. Константы ингибирования 
для филиппинов D и E составили 0,46±0,07 мкМ и
0,31±0,02 мкМ, а время удержания 24 мин и 20 мин
соответственно [74]. Данные были подтверждены
методом молекулярного моделирования. Другой
группой был проведён глубокий анализ, 
включающий молекулярные докинг и молекулярную
динамику, свидетельствующий о том, что ингибиторы
нейраминидазы — ксантоны, содержащие
гераниловые и пренильные группы, выделенные 
из коры корней растения Cratoxylum cochinchinense, —
обладали высокой аффинностью и низкими
константами ингибирования (IC50 варьировало 
в диапазоне 0,38–38,9 мкМ). Время удержания
соединения-лидера составило 49 мин [75].
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Рисунок 8. Профиль свободной энергии связывания α-токоферола с АХЭ человека. US (Umbrella sampling) и 
REMD-US (Replica exchange molecular dynamics) – методы молекулярной динамики. PMF (Potential mean force) –
потенциал средней силы. ξ – расстояние между хроманольным кольцом α-токоферола и активным центром 
фермента АХЭ [57] (с разрешения Elsevier).



Сверхэкспрессия одного из ключевых ферментов
протеин-тирозинфосфатазы (1BPTP1B) приводит 
к резистентности к инсулину и в конечном итоге 
к гипергликемии и метаболическим нарушениям,
которые являются важными патогенными причинами
сахарного диабета и ожирения. Теафлаванозид IV
(IC50 = 8,7±1,1 мкM) и кофеин (IC50 = 37,9±3,5 мкM),
выделенные из метанольного экстракта скорлупы
семян Camellia sinensis, ингибировали PTP1B, 
также как и урсоловая кислота (IC50 = 22,4±1,9 мкМ) —
конкурентный ингибитор данного фермента,
проявляющий смешанный ингибирующий эффект.
Константа скорости диссоциации и время удержания
теафлаванозида IV составили 0,002 мин-1 и 8,3 мин
соответственно [76]. Наибольшим сродством 
к тирозинфосфатазе 1B обладал выделенный 
из этилацетатного экстракта корней Helminthostachys
zeylanica флавоноид угонин J, проявлявший свойства
конкурентного ИМС с более длительным временем
удержания (τR = 14 мин, koff = 0,0705 мин-1), кроме того,
этот флавоноид также эффективно ингибировал 
α-глюкозидазу [77].

4.2. Синтетические ИМС

Алкиламмониевое производное 6-метилурацила
под рабочим названием C-547 (рис. 7), разрабатываемое
как препарат для лечения миастении, — пример ИМС,
взаимодействующего с АХЭ человека по механизму B.
Авторами показано [78], что образование 
исходного комплекса EI характеризуется константой

ингибирования Ki = 0,14 нМ, а затем в ходе стадии
индуцированного соответствия устанавливается
конечный комплекс c K*i = 0,022 нМ. Методом
молекулярного моделирования подтверждено, 
что благодаря конформационным изменениям
фермента для соединения C-547 становится
возможным пересекать узкий участок канала
активного центра АХЭ (“бутылочное горлышко”) 
с последующим образованием конечного комплекса
(рис. 9). Найденное расчётное значение koff
составило 0,05 мин-1, а τR — 20 мин. Однако 
в отношении БХЭ человека С-547 является
классическим обратимым ингибитором смешанного
типа с Ki = 1,77 мкМ и Ki′ = 3,17 мкМ. В дальнейших
работах было показано, что C-547 в дозе 0,01 мг/кг
защищает мышей, отравленных параоксоном (2×ЛД50),
в течение 96 ч [79].

Группа китайских исследователей занимается
разработкой ингибиторов АХЭ нового поколения 
для терапии болезни Альцгеймера с целью снижения
дозы лекарственных веществ и расширения
терапевтического окна безопасности существующих
препаратов. Так, были синтезированы 44 новых
производных донепезила, содержащие атом фтора 
в структуре. Константы диссоциации комплекса
фермент-ингибитор наиболее активных соединений
варьировались в пределах 0,004768–0,01764 с-1, 
что соответствует времени удержания около 1–3,5 мин.
Доклинические исследования фторпезила (DC20)
показали, что данное соединение может быть
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Рисунок 9. Молекулярное моделирование ингибирования АХЭ в присутствии соединения С-547 [2] 
(с разрешения Elsevier).



использовано в качестве ингибитора АХЭ нового
поколения с установленным механизмом, высокой
селективностью к фармакологической мишени и
широким терапевтическим окном безопасности [80]. 
В настоящее время проводятся клинические
испытания фторпезила [81]. 

С целью расширения терапевтического окна
разрабатываемых ингибиторов металлофермента
UDP-3-O-(R-3-гидроксимиристоил)-N-ацетилглюкоз-
аминдеацетилазы (LpxC) был проведён синтез новых
соединений на основе пиридонсульфонамида и
исследована взаимосвязь структура-кинетические
свойства [82]. Данные соединения проявили
ингибирующую активность в отношении LpxC 
с различным временем удержания на мишени [83].
Известно, что LpxC участвует в процессе биосинтеза
липида А — важного компонента клеточной 
стенки грамотрицательных бактерий. В настоящий
момент ни один из ингибиторов LpxC не прошёл
клинические испытания. Разработка нового
соединения со временем удержания до 124 мин и
значениями постантибиотического эффекта 4 ч
открывает перспективы для создания новых
ингибиторов с увеличенным временем удержания 
на мишени, приводящем к удлинению
постантибиотического эффекта после фазы
элиминирования, т.е. лучшим терапевтическим окном.
Медленным этапом являются конформационные
изменения фермента при связывании ингибитора.

Разработка ингибиторов фермента
гистондеацетилазы (HDAC) привела к созданию
нескольких лекарственных препаратов для лечения
рака [19]. Однако оказалось, что их терапевтическая
эффективность ограничена из-за плохой
селективности и проявляющихся побочных эффектов
на физиологических функциях. Кроме того, известно,
что HDAC зарекомендовала себя как мишень 
в регуляции иммунного ответа, в развитии невропатий
и болезни Альцгеймера. Недавно было показано, 
что производные 1,3,4-оксидиазолов образуют
комплексы HDAC-ингибитор с длительным временем
удержания [84] и проявляют высокую селективность 
к данной мишени [51]. Полученные ИМС являются
аналогами субстрата и образуют прочносвязанный
комплекс с ферментом.

В 2018 году Hasinoff и Patel проведён анализ
кинетических параметров известных противораковых
препаратов для лечения множественной миеломы 
на основе бороновых кислот и эпоксикетонов —
ингибиторов 20S протеасомы, а также исследования
по повреждениям ими миоцитов и проявлениям
побочных эффектов, связанных с кардиотоксичностью.
Было установлено, что Иксазомиб (Ki = 4,9 нМ),
Бортезомиб (Ki = 1,6 нМ) и Деланзомиб (Ki = 1,4 нМ)
являются ингибиторами медленного связывания 
в отношении 20S протеасомы со временем удержания
равным 7,2 мин; 43,8 мин и более 138 мин,
соответственно [85].

Часто повышенная активность плазмина —
трипсиноподобной сериновой протеазы, ключевого
фермента фибринолиза — может вызвать нарушения
свертываемости крови. Поэтому Wiedemeyer и соавт. 

в 2023 году синтезировали серию высокоактивных и
селективных макроциклических ингибиторов плазмина
с константами ингибирования в пределах 1,83–16,8 нМ
и временем удержания 4,4–13,7 мин. Механизмы
связывания макроциклов объясняют их высокую
селективность в качестве ингибиторов плазмина [86].

Ингибиторы, содержащие фосфонатные/
фосфинатные группы, обладают сродством 
к металлогидролазам, включая металлопротеазы, 
и другие гидролазы, такие как уреаза. Разработка
ингибиторов уреазы обусловлена их применением 
для лечения различных патогенов, связанных 
с инфекциями, вызванными уреаза-зависимыми
микроорганизмами, например, язвой этиологии
Helicobacter pylori или хроническими инфекциями
мочевыводящих путей, колонизированных 
видами Proteus. Поиск ингибиторов с высоким
сродством к бактериальным уреазам сосредоточен 
на синтезе нескольких групп активных соединений 
на основе фосфонатов/фосфинатов.Одним из примеров
являются фосфоновые кислоты на основе коричной
кислоты — ИМС Sporosarcina pasteurii уреазы 
с константами ингибирования 0,509-6,040 мкМ и
временем удержания 6,8-24,4 мин [87]. Наиболее
активными оказались ИМС уреазы — фосфонаты или
(2-карбоксиэтил)фосфинаты на основе катехола [88],
кинетические параметры исследуемых ингибиторов
составили Ki* = 0,13 мкM и τR = 205 мин.

Из примеров, представленных выше, видно, 
что интерес к ИМС связан с тем, что они проявляют
длительное время удержания. За последние 
несколько лет этот параметр стал незаменимым
показателем эффективности соединения на ранней
стадии разработки и открытия лекарственных
препаратов [4, 37, 89].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Концепция, предложенная Copeland и
представленная в данном обзоре, подтверждает
важность стадии мониторинга и оптимизации
кинетики препарата с мишенью на этапе in vitro
для поиска новых лекарственных веществ. 
Такие параметры, как время удержания, константа
ингибирования, константы скорости ассоциации и
диссоциации, определяют эффективность применения
лекарственного вещества in vivo. Лекарства с быстрой
фармакокинетикой, но долгим временем удержания
будут иметь пролонгирующий эффект, что позволит
распределить дозирование и достигнуть высокой
эффективности с меньшими побочными эффектами.
Поэтому ингибиторы медленного связывания
представляют большой фармакологический интерес.
Однако не нужно забывать афоризм Парацельса 
“Всё — яд, всё — лекарство; то и другое 
определяет доза”. Терапевтический интерес к таким
соединениям — это всегда компромисс между
аффинностью связывания и кинетикой связывания
лигандов и рецепторов. Лиганды с высокой
аффинностью и прочносвязанные ингибиторы 
с очень низким Ki (Ki~[E]), но с очень долгим
временем удержания, могут отличаться высокой
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токсичностью. В частности, высокая токсичность
может быть связана с расположением мишени 
в ограниченном пространстве (например, в синапсах,
в митохондрии), где после диссоциации комплекса
лиганд-мишень их повторное связывание способствует
значительному увеличению времени пребывания
лиганда на мишени. 
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Currently, the search for new slow-binding inhibitors of enzymes (SBI) and their identification primary 
in vitro studies still attracts much attention in the context of their potential role as putative pharmacological agents 
for the treatment of various diseases. In contrast to their classical reversible analogues, SBI exhibit a slow enzyme
binding kinetics, where the equilibrium steady-state is reached not in microseconds, but after longer time intervals. 
Such compounds could be promising drugs, because regardless of their pharmacokinetics in the bloodstream, 
they have such advantages as high affinity for the target enzyme, long residence time on the target, and therefore,
prolonged action. These pharmacological properties ensure optimized dosage of drugs required to achieve high activity
with less side effects. In this review we have considered mechanisms of SBI interaction with enzyme targets, 
the principles of their recognition at the level of in vitro studies and analysis of binding and kinetic parameters.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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