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Кинетический механизм действия нестероидных противовоспалительных препаратов (НПВП) на главную
для них фармакологическую мишень, фермент простагландин#Н#синтазу (PGHS), до сих пор не установ#
лен. Показано, что ингибирование PGHS#1 из везикулярных желез барана представителем НПВП напрок#
сеном не демонстрирует конкурентный по отношению к арахидоновой кислоте характер и не описывается
в рамках обычно используемых схем, но может быть описано с учетом наличия отрицательной кооператив#
ности циклооксигеназных активных центров гомодимерного PGHS#1 при связывании напроксена (первая
молекула напроксена образует более прочный комплекс (K1 = 0,1 мкМ), чем вторая (K2 = 9,2 мкМ)). Кажу#
щийся неконкурентным наблюдаемый характер взаимодействия напроксена с ферментом объясняется мед#
ленной диссоциацией фермент#ингибиторных комплексов. Оказалось, что те же экспериментальные дан#
ные описываются и без привлечения представлений о взаимодействии между субъединицами фермента, но
в предположении о наличии смеси двух форм фермента с константами ингибирования Kα = 0,05 мкМ и
Kβ = 18,3 мкМ. Теоретическое рассмотрение и численные расчеты показали, что такое явление кинетичес#
кой конвергенции двух моделей имеет общий характер: при K2 >> K1 порождаемые кооперативной моделью
кинетические закономерности (как в состоянии равновесия, так и для кинетики ингибирования) описыва#
ются схемой, предусматривающей наличие двух форм фермента с константами ингибирования Kα = K1/2,
Kβ =2 · K2. При K2 << K1 кооперативная модель проявляет себя как схема одновременного присоединения к
ферменту двух молекул ингибитора с наблюдаемой константой ингибирования K (K = K1 · K2). Сведение от#
рицательной кооперативности к простой неоднородности препарата фермента по сродству к ингибитору
может служить удобным и простым способом для практического описания таких явлений в энзимологии,
биотехнологии, фармакологии и других областях.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: PGHS#1, COX#1, циклооксигеназа, НПВП, ингибиторы, напроксен, Алив, кинетика,
кооперативность, гомодимер.

Фермент простагландин#Н#синтаза (PGHS)
(К.Ф. 1.14.99.1, известный также как циклоок#
сигеназа (COX)), играет ключевую роль в разви#
тии воспалительных процессов в организме
млекопитающих, катализируя превращение ара#
хидоновой кислоты в простагландин Н2 – ис#
ходное соединение в биосинтезе простагланди#
нов, тромбоксана и простациклина [1]. Изофор#
ма PGHS#1 постоянно присутствует в клетках,

обеспечивая их нормальное функционирование
[2], другая изоформа (PGHS#2) нарабатывается
в ответ на определенные стимулы, такие как ци#
токины или факторы роста [3]. Действие несте#
роидных противовоспалительных препаратов
(НПВП), широко используемых в медицине,
направлено на ингибирование PGHS [4, 5].

Принято считать, что все ингибиторы PGHS
связываются в циклооксигеназном активном
центре фермента, проявляя конкурентный ме#
ханизм действия по отношению к субстрату –
арахидоновой кислоте. Об этом однозначно
свидетельствуют данные рентгеноструктурного
анализа [6, 7] и кинетические эксперименты для

ОТРИЦАТЕЛЬНАЯ КООПЕРАТИВНОСТЬ 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ КОНКУРЕНТНОГО ИНГИБИТОРА

НАПРОКСЕНА С ПРОСТАГЛАНДИН�Н�СИНТАЗОЙ�1 МОЖЕТ 
БЫТЬ ОПИСАНА КАК НЕКОНКУРЕНТНОЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ
ИНГИБИТОРА С ГЕТЕРОГЕННЫМ ПРЕПАРАТОМ ФЕРМЕНТА*

© 2018    И.С. Филимонов1, А.П. Берзова2, В.И. Бархатов1, 
А.В. Кривошей1, Н.А. Трушкин1, П.В. Вржещ1,2**

* Приложение к статье на английском языке опубликова#
но на сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) и на сайте из#
дательства Springer (Link.springer.com), том 83, вып. 2, 2018.
** Адресат для корреспонденции.



ИНГИБИРОВАНИЕ PGHS#1 НАПРОКСЕНОМ

некоторых ингибиторов [8, 9]. Во многих рабо#
тах исследовали накопление продукта бифермент#
ной реакции (простагландина E2) за 5–15 мин
[10–13]. При интерпретации результатов этих
экспериментов необходимо учитывать, что фер#
мент PGHS подвержен быстрой инактивации в
процессе катализируемых реакций [14–16] и из#
меряемая величина в этих случаях отражала не
скорость ферментативной реакции, а предель#
ный выход продукта реакции.

Фермент PGHS является димером, состоя#
щим из двух идентичных полипептидных цепей
с мол. массой 72 кДа [17]. Каждая субъединица
фермента имеет два активных центра, в одном
из которых протекает циклооксигеназная (окис#
ление арахидоновой кислоты до простагландина
G2 [18]), в другом – пероксидазная (восстанов#
ление перекисной группы простагландина G2 до
спиртовой [19]) реакция. В результате двух реак#
ций образуется простагландин H2 [20], который
далее под действием специфических ферментов –
конвертаз – превращается в другие физиологи#
чески активные соединения, такие как прос#
тагландины E2, D2, F2α, тромбоксан A2, проста#
циклин [1, 21, 22].

Ранее считалось, что димерная природа
PGHS не проявляется в кинетическом механиз#
ме действия фермента, хотя приводились свиде#
тельства возможного взаимодействия между ак#
тивными центрами разных субъединиц или од#
ной субъединицы [23–25]. В последнее время
количество подобных работ возросло, и даже де#
лаются выводы о приобретенной [26, 27] или из#
начальной [28] функциональной асимметрии
субъединиц белка в составе димера.

Мы исследовали ингибирование циклоокси#
геназной активности PGHS по влиянию инги#
битора на начальную скорость потребления
растворенного молекулярного кислорода в ре#
зультате циклооксигеназной реакции. С по#
мощью этого метода в настоящей работе прове#
дено исследование кинетики взаимодействия
фермента PGHS#1 с ингибитором напроксеном
в равновесных условиях. Показано, что конку#
рентный механизм ингибирования напроксе#
ном не проявляется экспериментально, и при
этом ни одна из известных схем ингибирования
PGHS, в том числе применявшихся для описа#
ния взаимодействия PGHS и напроксена [29],
не описывает экспериментальные данные. Учет
димерной природы PGHS при описании связы#
вания напроксена позволил адекватно описать
получаемые экспериментальные данные. В то
же время оказалось, что те же данные описыва#
ются без привлечения представлений о коопера#
тивности, но в предположении о наличии в ре#
акционной системе двух форм фермента, разли#

чающихся по чувствительности к ингибитору.
Теоретический анализ и численные расчеты по#
казали, что рассматриваемые в настоящей рабо#
те кооперативные взаимодействия в случае от#
рицательной кооперативности (как в состоянии
равновесия, так и для кинетики ингибирования)
могут быть с высокой точностью описаны как
проявление простой неоднородности препарата
фермента по сродству к ингибитору.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали следующие реактивы:
Twееn#20, Tris, напроксен, ЭДТА, диэтилдитио#
карбамат натрия («MP Biomedicals Inc.», Герма#
ния), арахидоновая кислота, ферроцианид ка#
лия, хлорид гемина, гидроксид натрия («Sigma#
Aldrich», США), дитионит натрия («Panreac»,
Испания), хроматографический носитель DEAE
Sepharose Fast Flow («Amersham Biosciences»,
Австрия), соляная кислота («Химмед», Россия).
Остальные реактивы высокой степени чистоты
были произведены в России.

Получение фермента. Препарат фермента
PGHS#1 получали из везикулярных желез бара#
на путем солюбилизации с использованием не#
ионного детергента Twееn#20 и очистки с по#
мощью ионообменной хроматографии согласно
[17] с незначительными изменениями [30]. Пре#
парат фермента (чистота более 95% по результа#
там ПААГ#электрофореза) хранили в буферном
растворе (50 мМ Tris#HCl, pH 8,0, 0,5 мМ ЭДТА,
0,1 мМ ДЭДТК, 0,1% (по объему) Twееn#20, 2 мкМ
гемина) при –70 °C до использования.

Кинетические эксперименты. Во всех экспе#
риментах по измерению циклооксигеназной ак#
тивности фермента использовали буферный
раствор А (50 мМ Tris#HCl, pH 8,0, 0,1% (по объ#
ему) Twееn#20), с добавлениями ферроцианида
калия (1 мМ) и гемина (2 мкМ). Ферментатив#
ную реакцию проводили в закрытой термоста#
тируемой стеклянной ячейке с постоянным пе#
ремешиванием при 25 °С. Объем реакционной
смеси составлял 1,1–1,5 мл, объем добавляемо#
го раствора фермента (с концентрацией белка
0,5 мг/мл) 10–40 мкл. Растворы арахидоновой
кислоты (10–150 мМ) готовили в этиловом
спирте; раствор ферроцианида калия (0,1 М) го#
товили в буферном растворе (50 мМ Tris#HCl,
pH 8,0); напроксен использовали в виде 100 мМ
водного раствора натриевой соли, который раз#
бавляли перед экспериментом буферным раст#
вором (50 мМ Tris#HCl, pH 8,0) до удобной для
работы концентрации; раствор гемина готовили
по навеске (растворяли ее в небольшом количе#
стве 0,1 М NaOH, затем разводили в 20 раз бу#
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ферным раствором А). Для уточнения концент#
рации раствора гемина отбирали из него алик#
воту, смешивали с 20%#ным пиридином в 0,1 М
NaOH, добавляли дитионит натрия и измеряли
концентрацию гемина спектрофотометричес#
ким методом с использованием известных ко#
эффициентов поглощения для восстановленно#
го комплекса гемина с пиридином [31].

Эксперименты по взаимодействию ингиби#
тора и фермента проводили согласно следую#
щей схеме: в реакционную ячейку, содержащую
буферный раствор А, ферроцианид калия и ге#
мин в указанных выше концентрациях, после#
довательно добавляли ингибитор, фермент, а за#
тем, через определенный промежуток времени
после добавления фермента (время преинкуба#
ции t), в настоящем исследовании достаточный
для установления равновесия в системе фер#
мент#ингибитор (не менее 2 мин), инициирова#
ли ферментативную реакцию субстратом (ара#
хидоновой кислотой). В экспериментах, соответ#
ствующих нулевому времени преинкубации t,
изменяли порядок добавления арахидоновой
кислоты и фермента.

При построении кинетических зависимос#
тей учитывали определенное в данной работе
«мертвое время» измерительной системы в раз#
мере 1 с.

Измерение скорости ферментативной реакции.
Скорость циклооксигеназной реакции опреде#
ляли амперометрическим методом по поглоще#
нию кислорода в ходе реакции (арахидоновая
кислота + 2O2 → простагландин G2). Измерения
проводили с помощью амперометрической сис#
темы детекции кислорода на приборах Эксперт
МТХ#001 («Эконикс эксперт», Россия) и Oxy#
Graph («Hansatech Instruments Limited», Вели#
кобритания), оснащенных закрытыми газодиф#
фузионными платиновыми электродами Кларка
[32] (рис. 1).

Относительная активность фермента. Катали#
тическую активность смеси препарата фермен#
та, подвергшегося в течение времени t (время
преинкубации) контакту с ингибитором, оцени#
вали по скорости циклооксигеназного окисле#
ния добавленной в реакционную смесь арахидо#
новой кислоты (рис. 1). Для унификации ре#
зультатов, полученных в разное время, и для
удобства дальнейших расчетов и моделирования
использовали понятие относительной актив#
ности фермента – значение нормированной
скорости (Vnorm), вычисляемое как отношение
скорости ферментативной реакции к скорости
реакции в тех же условиях, но в отсутствие инги#
битора и, соответственно, при нулевом времени
преинкубации фермента с ингибитором в реак#
ционной ячейке, т.е.:

, (1)

где S и I – концентрации субстрата (арахидоно#
вой кислоты) и ингибитора соответственно.
Следует отметить, что значения нормированной
скорости оказались не зависящими от исполь#
зованной концентрации субстрата (рис. 2), и яв#
ляются функцией концентрации ингибитора I и
времени преинкубации t (поэтому здесь и далее
во всех формулах, содержащих Vnorm, в качестве
аргумента S не указана). Более подробно интер#
претация значения нормированной скорости
представлена в разделе «Результаты исследова#
ния».

Предельное значение относительной актив�
ности фермента Vnorm (I) определяли как предел
Vnorm (I, t) (1) при t → ∞ (для получения экспери#
ментальных значений использовали не менее
чем 2#минутную преинкубацию фермента и ин#
гибитора в реакционной ячейке, так как этого
времени достаточно для практического установ#
ления равновесия (рис. 2)):

,                     (2)

где V (S, I) соответствует предельному значению
V (S, I, t) при t → ∞, V (S, 0) соответствует V (S, 0, 0).
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Рис. 1. Определение скорости ферментативной реакции из
экспериментальной кривой поглощения растворенного
молекулярного кислорода. За точку начала отсчета време#
ни принят момент добавления фермента в реакционную
среду. Значение скорости ферментативной реакции соот#
ветствует тангенсу угла наклона касательной к экспери#
ментальной кривой, проведенной в момент инициации ре#
акции (для расчетов использовали аппроксимацию на#
чального участка (5–10 с) экспериментальной кривой за
вычетом скорости неферментативной реакции). t – время
преинкубации фермента с ингибитором в реакционной
ячейке, I – ингибитор, E – фермент, S – субстрат, VNE –
скорость неферментативной реакции, V(S, I, t) – скорость
ферментативной реакции, стрелками отмечены моменты
добавления соответствующих реагентов
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Математическая обработка эксперименталь�
ных данных. Анализ и графическое представле#
ние данных, полученных в ходе кинетических
экспериментов, проводили с использованием
пакета Origin 7.5. Совместную аппроксимацию
всего массива данных на рис. 3, а проводили с
помощью пакета MatLab.

Множественные аппроксимации экспери#
ментальных данных на рис. 4 осуществляли пу#
тем нахождения глобального минимума соответ#
ствующих сумм квадратов отклонений в прост#
ранстве искомых параметров. Для этого прово#
дили перебор случайным образом сгенериро#
ванных наборов параметров с последователь#
ным сужением объема пространства поиска. На
заключительном этапе в узком диапазоне опре#
деляли экстремум с помощью функции leastsq
пакета optimize библиотеки scipy [33] на языке
программирования Python. Доверительные ин#
тервалы оценивали независимо для всех иско#
мых параметров путем симуляций (более 50 000)
с использованием 6% стандартных отклонений
для Vnorm. Дисперсия для всех параметров соста#
вила не более 15%.

При аппроксимации экспериментальных за#
висимостей скорости циклооксигеназной реак#
ции от концентрации арахидоновой кислоты при
различных концентрациях напроксена (рис. 3, а)
определяли значения искомых величин при ми#
нимальном значении суммы квадратов отклоне#
ний скоростей (Sum):

,                   (3)

где Vj
exp – экспериментально определенное зна#

чение скорости циклооксигеназной реакции;
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Рис. 2. Зависимость относительной активности (Vnorm) от
времени преинкубации (t) PGHS#1 с напроксеном для двух
концентраций арахидоновой кислоты 5 и 100 мкМ (1 и 2
соответственно). Концентрация напроксена 2,5 мкМ

Рис. 3. Зависимость предельного значения скорости циклооксигеназной реакции (V) от концентрации арахидоновой кис#
лоты в двойных обратных координатах (а) и предельного значения относительной активности (Vnorm) (б) от концентрации
арахидоновой кислоты для концентраций напроксена 0, 0,07, 0,15 и 0,2 мкМ (1–4 соответственно). Во всех эксперимен#
тах время преинкубации фермента с ингибитором в реакционной ячейке составляло 3 мин. Линии на рис. 3, а соответ#
ствуют аппроксимации экспериментальных данных методом нелинейной регрессии согласно уравнению для общего слу#
чая смешанного ингибирования (4). Штриховые линии на графике 3, б соответствуют средним значениям относительных
активностей, полученных для одной концентрации напроксена. Относительную активность (см. раздел «Материалы и ме#
тоды») определяли как отношение скорости ферментативной реакции к теоретической скорости реакции в тех же усло#
виях, полученной при аппроксимации экспериментальной зависимости методом нелинейной регрессии согласно уравне#
нию Михаэлиса–Ментен в отсутствие ингибитора
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Vj
theor – соответствующее теоретически рассчи#

танное значение скорости циклооксигеназной
реакции, вычисляемое по формуле для общего
случая смешанного ингибирования:

.           (4)

Суммирование происходит одновременно
по всем результатам (j) всех серий эксперимен#
тов с различными значениями концентрации
ингибитора.

При аппроксимации экспериментальной за#
висимости предельного значения относитель#
ной активности от концентрации напроксена
(рис. 4) определяли значения искомых величин
при минимальном значении суммы квадратов
отклонений относительных величин (Q):

,         (5)

где V exp
normj

– экспериментально определенное
предельное значение относительной активности
фермента; V norm

theor
j
– соответствующее теоретичес#

ки рассчитанное предельное значение относи#
тельной активности фермента, вычисляемое по
формуле (8) при поиске параметров аппрокси#
мации для простой модели (7) взаимодействия
фермента и ингибитора, (13) – для кооператив#
ной модели (9), и (18) – для двухферментной
модели (14).

Поскольку для дискриминации рассматри#
ваемых моделей ингибирования критичной яв#
ляется область высоких концентраций ингиби#
тора и, соответственно, малых значений экспе#
риментально определяемых величин (рис. 4), то
при планировании соответствующих экспери#
ментов путем использования различных концен#
траций фермента была обеспечена оптималь#
ная относительная погрешность относительной
активности фермента (~6%), что, в свою оче#
редь, нашло отражение в алгоритме аппрокси#
мации (5).

В работе также проводили дополнительную
проверку соответствия предлагаемых моделей
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Рис. 4. Зависимость предельного значения относительной
активности (Vnorm (I)) от концентрации напроксена. Во всех
экспериментах время преинкубации фермента с ингибито#
ром в реакционной ячейке составляло 2 мин, концентра#
ция арахидоновой кислоты 100 мкМ. Линии на графике
соответствуют аппроксимации экспериментальных дан#
ных с использованием уравнения (8) – линия 1, уравнения
(13) – линия 2, уравнения (18) – линия 3. Найденные в
ходе аппроксимации значения параметров K, K1, K2, Kα, Kβ,
γ и χ приведены в таблице. Для наглядности на графике
приведены точечные линии, построенные с использовани#
ем уравнения (18) для констант Kα = 0,05 мкМ (линия 4),
Kβ = 18,3 мкМ (линия 5) и χ = 0,178 отдельно для каждого
слагаемого, входящего в это уравнение
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Численные значения констант, найденные в ходе аппроксимаций экспериментальных данных, представленных на рис. 4, с
использованием уравнений (8), (13) и (18)

Простая модель (7)

Кооперативная модель (9)

Двухферментная модель (14)
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экспериментальным данным по критерию Фи#
шера. Для сравнения моделей использовали
следующую формулу [34]:

,                  (6)

где Q1 и Q2 – сумма квадратов отклонений для мо#
дели 1 и модели 2 соответственно, n – количест#
во экспериментальных точек, p1 и p2 – количест#
во параметров для модели 1 и 2 соответственно.

Полученное значение F сравнивали c крити#
ческими значениями F для (f1; f2) степеней сво#
боды (где f1 = p2 – p1; f2 = n – p2) при уровнях зна#
чимости 0,05 и 0,01. Если значение F не превы#
шало критическое, тогда принималась нулевая
гипотеза (модель 2 не описывает эксперимен#
тальные данные принципиально лучше, чем мо#
дель 1). В противном случае нулевая гипотеза
отвергалась.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные результаты. Кинетика
взаимодействия PGHS�1 с напроксеном. Как
видно из представленных результатов экспери#
ментов по взаимодействию напроксена с
PGHS#1 (рис. 2), экспериментально определяе#
мая относительная активность фермента мед#
ленно снижается в процессе инкубации с инги#
битором, что свидетельствует о наличии мед#
ленных процессов в механизме взаимодействия
напроксена с ферментом. Эксперименты пока#
зали (рис. 2 и 3, б), что относительная актив#
ность PGHS#1 в присутствии напроксена не за#
висит от концентрации арахидоновой кислоты.
Это говорит о том, что быстрые обратимые и
конкурентные по отношению к арахидоновой
кислоте стадии взаимодействия PGHS#1 с нап#
роксеном отсутствуют.

Другими словами, применяемая в настоя#
щей работе процедура определения относитель#
ной активности PGHS#1 не вносит изменения в
систему фермент#ингибитор, в условиях опре#
деления активности субстрат не успевает вытес#
нить ингибитор из циклооксигеназных центров
связывания (т.е. процесс измерения не вносит
изменений в исследуемую систему). Таким об#
разом, в нашей системе для «медленного» инги#
битора напроксена значение относительной ак#
тивности является функцией концентраций ак#
тивных центров, не занятых ингибитором в мо#
мент добавления арахидоновой кислоты. Это
обстоятельство было использовано при сопос#
тавлении экспериментальных результатов и тео#
ретических моделей.

Значения относительной активности в усло#
виях экспериментов по преинкубации PGHS#1
с напроксеном не зависели также и от использу#
емой в эксперименте концентрации фермента
(данные не представлены).

Зависимость предельного значения скорости
циклооксигеназной реакции и предельного значения
относительной активности от арахидоновой
кислоты для различных концентраций напроксена.
Из рис. 3, а видно, что линии, соответствующие
аппроксимации экспериментальных данных
согласно уравнению для общего случая смешан#
ного ингибирования (4), пересекаются практи#
чески на оси абсцисс. Можно сделать вывод, что
в данных условиях наблюдается отсутствие кон#
курентности по отношению к субстрату при ин#
гибировании PGHS напроксеном. Для опреде#
ления вида зависимости скорости циклооксиге#
назной реакции от концентрации напроксена
проводили эксперименты по ингибированию при
постоянной концентрации субстрата (рис. 4).

На рис. 3, б представлена зависимость полу#
ченного из данных рис. 3, а предельного значе#
ния относительной активности (Vnorm) от концент#
рации арахидоновой кислоты для различных
концентраций напроксена. Показано, что Vnorm

практически не зависит от концентрации арахи#
доновой кислоты в диапазоне от 10 до 100 мкМ,
что подтверждает данные рис. 2. Также на рис. 3, б
добавлены штриховые прямые, параллельные
оси абсцисс, ординаты которых представляют
собой средние значения относительных актив#
ностей для соответствующих концентраций
напроксена.

Зависимость предельного значения относи�
тельной активности PGHS�1 от концентрации
напроксена. Предельное значение относитель#
ной активности представляет собой равновес#
ную характеристику и соответствует относи#
тельной активности имеющихся активных форм
фермента после установления равновесного
состояния в системе фермент#ингибитор.

На рис. 4 представлена зависимость предель#
ного значения относительной активности
PGHS#1 от концентрации ингибитора в широ#
ком диапазоне при постоянной концентрации
субстрата. Для большей наглядности и удобства
анализа экспериментальные данные представ#
лены в полулогарифмических координатах.
Штрихованная линия на рисунке проведена на
основании экспериментальных данных в соот#
ветствии с простой моделью (7) взаимодействия
фермента и ингибитора (рис. 4, линия 1),
сплошная линия соответствует кооперативной
модели (9), учитывающей взаимодействие меж#
ду циклооксигеназными активными центрами
двух субъединиц в составе димера белка (рис. 4,

6   БИОХИМИЯ  том  83  вып.  2  2018

217



ФИЛИМОНОВ  и  др.

линия 2). Штрихпунктирная линия (практичес#
ки совпавшая со сплошной линией 2) соответ#
ствует двухферментной модели (14), согласно
которой результат взаимодействия PGHS#1 с
напроксеном можно рассматривать, как прояв#
ление наличия двух форм фермента, одновре#
менно присутствующих в реакционной смеси, и
различающихся по значениям констант ингиби#
рования (0,05 и 18,3 мкМ) (рис. 4, линия 3). Для
наглядности, на графике точечными линиями
отмечены условные кривые ингибирования, со#
ответствующие взаимодействию напроксена с
каждой из двух, введенных для формального со#
ответствия эксперименту, «воображаемых» форм
фермента по отдельности (рис. 4, линии 4 и 5).

Из рис. 4 видно, что простая модель (7) не
описывает совокупность экспериментальных
данных (рис. 4, линия 1). В то же самое время,
экспериментальные данные одинаково хорошо
описываются с использованием кооперативной
(9) и двухферментной моделей (14) (рис. 4, ли#
ния 2 и 3 соответственно). Об этом также свиде#
тельствуют бóльшие значения сумм квадратов
отклонений теоретически рассчитываемых зна#
чений от экспериментальных для простой моде#
ли в сравнении с таковыми значениями для ко#
оперативной и двухферментной, и совпадение
значений сумм квадратов отклонений в случае
кооперативной и двухферментной моделей
(таблица). Для полученных экспериментальных
данных аппроксимации с использованием ко#
оперативной и двухферментной моделей прак#
тически не различаются (линии 2 и 3 на рис. 4
практически совпадают во всем диапазоне зна#
чений I), и численные значения констант диссо#
циации подчиняются соотношению: Kα = K1/2,
Kβ = 2K2 (см. раздел «Теоретические результа#
ты»).

Теоретические результаты. Ниже рассмотре#
ны три кинетические схемы взаимодействия
фермента с ингибитором. Решение для всех
схем приведено для состояния равновесия и в
предположении, что концентрация ингибитора
много больше концентрации фермента (т.е. из#
менением концентрации ингибитора при взаи#
модействии с ферментом можно пренебречь,
I = const). Приведены выражения только для
форм фермента, содержащих незанятые сайты
связывания (потенциально активные формы
фермента), выражения для полностью неактив#
ных фермент#ингибиторных комплексов могут
быть легко получены из уравнения материаль#
ного баланса по ферменту. Во всех рассматрива#
емых случаях в качестве предельного значения
относительной активности будем использовать
величину Vnorm(I), определяемую в соответствии
с уравнением (2).

Скорость реакции, катализируемой каждой
из форм фермента, можно выразить как произ#
ведение концентрации этой формы и соответ#
ствующей наблюдаемой каталитической конс#
танты скорости, зависящей от концентрации
субстрата (kcat(S)). Поскольку Vnorm(I) не являет#
ся функцией концентрации субстрата и времени
(рис. 2 и 3, б), то с использованием решений для
концентраций интермедиатов можно получить
общие выражения для скорости ферментатив#
ной реакции в случае простой (7), кооператив#
ной (9) и двухферментной (14) моделей, как ли#
нейную комбинацию концентраций интермеди#
атов, содержащих незанятые активные центры
фермента.

Простейшая кинетическая схема взаимодей�
ствия фермента с ингибитором (простая мо�
дель). Простейшая кинетическая схема обрати#
мого взаимодействия ингибитора (I) c активным
центром мономера (E):

(7)

дает:

,                     (8)

где K – равновесная константа (константа дис#
социации, константа ингибирования).

Кинетическая схема взаимодействия гомоди�
мерного фермента с ингибитором с учетом ко�
операции активных центров (кооперативная мо�
дель). В настоящем разделе приведено равновес#
ное решение для кинетической схемы обрати#
мого взаимодействия ингибитора (I) с активны#
ми центрами гомодимерного фермента (EE) с
учетом возможного кооперативного взаимодей#
ствия активных центров фермента (9). Это взаи#
модействие выражается в том, что кинетические
константы, описывающие взаимодействие ин#
гибитора со свободной формой фермента (EE),
в общем виде отличаются от кинетических
констант, описывающих взаимодействие инги#
битора с димером фермента, один из активных
центров которого занят ингибитором (EEI или
IEE).

(9)

С учетом того, что IEE и EEI являются од#
ним и тем же соединением (кроме того, в силу
симметрии системы их концентрации равны

БИОХИМИЯ  том  83  вып.  2  2018

218



ИНГИБИРОВАНИЕ PGHS#1 НАПРОКСЕНОМ

друг другу), обозначив сумму концентраций EEI
и IEE через EEI*, получим:

,     (10_1)

,    (10_2)

где K1, K2 – равновесные константы (константы
диссоциации, константы ингибирования), EE0 –
общая концентрация димеров фермента.

Для скорости ферментативной реакции:

, (11)

,             (12)

где k1
cat(S) и k2

cat(S) – наблюдаемые каталитичес#
кие константы скорости ферментативной реак#
ции для свободного мономера в комплексах EE
и IEE (или EEI), соответственно. Коэффициент 2
в уравнениях (11) и (12) отражает то, что в соста#
ве полностью свободного димера фермента оба
мономера проявляют каталитическую актив#
ность. Введем обозначение γ = k2

cat(S)/k1
cat(S) –

отношение активности свободного мономера в
комплексе IEE (или EEI) к активности мономера
в комплексе EE, тогда с учетом (2) и (10) – (12):

.          (13)

Стоит заметить, что результаты приведенных
экспериментов (рис. 2 и 3, б) позволяют считать,
что рассчитываемое в рамках кооперативной
модели значение γ не зависит от S.

Кинетическая схема в случае одновременного
взаимодействия двух форм фермента с ингибито�
ром (двухферментная модель). В настоящем раз#
деле приведено равновесное решение для слу#
чая, когда в реакционной среде присутствуют
две формы фермента (Eα и Eβ), каждая из кото#
рых независимо взаимодействует с ингибитором
(I) согласно простейшей кинетической схеме
обратимого взаимодействия ингибитора c ак#
тивным центром (14). При этом равновесные
константы ингибирования (Kα и Kβ) для этих
ферментов в общем случае различны. Из:

(14)

получим:

(15)

и

,            (16)

где kα
cat(S) и kβ

cat(S) – наблюдаемые каталитичес#
кие константы скорости ферментативной реак#
ции для Eα и Eβ, соответственно. Введем:

,                    (17)

где χ – отношение активностей двух ферментов
Eα и Eβ. Стоит заметить, что результаты приве#
денных экспериментов (рис. 2 и 3, б) позволяют
считать, что рассчитываемое в рамках двухфер#
ментной модели значение χ не зависит от S. Тог#
да с учетом (2) и (15) – (17):

.  (18)

Аппроксимация экспериментальных данных и
сравнение моделей. Уравнения (8), (13) и (18), со#
ответствующие простой, кооперативной и двух#
ферментной моделям, были использованы для
аппроксимации экспериментальных зависи#
мостей относительной активности от концент#
рации напроксена (рис. 4).

Найденные в ходе аппроксимации экспери#
ментальных зависимостей значения констант
для трех кинетических моделей представлены в
сводной таблице.

Кроме констант K, K1, K2, Kα, Kβ, γ и χ, при#
ведены значения вычисляемых по формуле (5)
(см. раздел «Методы исследования») сумм квад#
ратов отклонений относительных величин (Q),
количество экспериментальных точек (n) и па#
раметров модели (p) для соответствующих ап#
проксимаций, и значения F, вычисляемые по
формуле (6) (см. раздел «Методы исследова#
ния») при сравнении простой и кооперативной
модели, а также простой и гетерогенной модели.

Если сравнить полученные значения F с
критическими значениями F при уровне значи#
мости 0,05 (F = 3,55) и при уровне значимости
0,01 (F = 6,01), то во всех случаях отвергается ну#
левая гипотеза, и подтверждается, что коопера#
тивная/гетерогенная модели описывают взаи#
модействие фермента с напроксеном принци#
пиально лучше, чем простая модель.

Взаимосвязь между кооперативной и двухфер�
ментной моделями. Легко убедиться (см. При#
ложение, в котором приведено строгое доказа#
тельство) в том, что выражение для предельно#
го значения относительной активности фермен#
та для кооперативной модели (13) при условии
K1 << K2 с точностью до безразмерной величины
K1/K2 принимает следующий вид:
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.        (19)

Т.е. при условии K1 << K2 правые части (13) и
(19) равны друг другу.

В свою очередь, выражение (19) совпадает с
аналогичным выражением для двухферментной
модели (18) при условии:

,                             (20)

,                               (21)

.                              (22)

Полученные в ходе аппроксимации экспери#
ментальных данных значения величин (таблица)
хорошо удовлетворяют соотношениям (20)–(22).

Последнее выражение (22) ярко демонстри#
рует ограниченный характер двухферментной
модели по сравнению с кооперативной; двух#
ферментная модель может быть применена
только при условии 0 � γ < 2, т.е. она непримени#
ма, когда I является сильным активатором ко#
оперативного фермента (занятие одного из двух
активных центров гомодимера фермента приво#
дит при γ > 2 к суммарному выигрышу в катали#
тической активности димера).

Более того, в случае отрицательной коопера#
тивности при взаимодействии активных цент#
ров фермента (K1 << K2, (9)) двухферментная
модель (14) также хорошо описывает и кинетику
взаимодействия ингибитора для кооперативной
модели (см. Приложение, в котором приведены
соотношения между элементарными константа#
ми для обеих моделей).

Стоит также обратить внимание на случай
K1 >> K2. Нетрудно убедиться, что в этом случае
концентрациями интермедиатов IEE и EEI мож#
но пренебречь во всем диапазоне концентраций
I и выражение для Vnorm (I) будет иметь вид:

, (23)

демонстрируя положительную кооперативность
с коэффициентом Хилла, равным 2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ингибиторы PGHS имеют важное фармако#
логическое значение. Установление циклоокси#
геназы в качестве мишени действия противо#
воспалительных нестероидных препаратов [4]
было отмечено Нобелевской премией в 1982 г.
С тех пор панель НПВП значительно расшири#

лась, разработаны селективные ингибиторы к
PGHS#1 и PGHS#2 [5]. Несмотря на это, меха#
низм ингибирования PGHS этими веществами
до конца не определен.

Для описания действия НПВП на PGHS ис#
пользуют различные модели. При этом ингиби#
торы делят на быстрые и медленные, обратимые
и необратимые [35]. Наряду с одностадийными
[35] для описания механизма взаимодействия
НПВП с PGHS применяют двухстадийные мо#
дели с быстрой равновесной конкурентной пер#
вой стадией и медленной необратимой [36–38]
или медленной обратимой [39] второй стадией.
В [40] предлагают использовать трехстадийную
схему ингибирования. Применение различных
методов определения активности фермента и
различные условия проведения экспериментов
приводят не только к большим различиям в ко#
личественных характеристиках свойств ингиби#
торов, получаемых различными исследователя#
ми [41], но и к противоречивой качественной
классификации. Так, тот же напроксен относят
как к медленным [29, 41], так и к быстрым [35]
ингибиторам.

Приведенные в настоящей работе экспери#
ментальные данные (рис. 2 и 3) показывают, что
ингибирование напроксеном детектируемой по
начальной скорости циклооксигеназной реак#
ции PGHS#1 не носит конкурентного характера
по отношению к арахидоновой кислоте. Это на#
ходится в кажущемся противоречии с представ#
лениями о том, что напроксен образует комп#
лекс именно с активным центром фермента [6,
7]. Приведенные в настоящей работе экспери#
ментальные результаты свидетельствуют о мед#
ленном образовании комплексов фермент#нап#
роксен, что и является причиной кажущихся не#
конкурентными взаимоотношений напроксена
и арахидоновой кислоты (за времена определе#
ния начальной скорости циклооксигеназной ре#
акции напроксен не успевает высвободиться из
активного центра PGHS#1).

Как следует из данных, представленных на
рис. 4, ингибирование PGHS#1 напроксеном не
описывается простейшей моделью связывания
(7). Для приведения экспериментальных дан#
ных в соответствии с кинетической моделью
оказалось достаточным учесть димерный харак#
тер PGHS#1: как следует из рис. 4, кооператив#
ная модель (9), предполагающая зависимость
константы диссоциации комплекса напроксена
с активным центром фермента от наличия нап#
роксена в активном центре соседнего мономера
(линия 2), хорошо описывает эксперименталь#
ные данные.

При этом заслуживает внимания принципи#
альная невозможность кинетически отличить

БИОХИМИЯ  том  83  вып.  2  2018

220



ИНГИБИРОВАНИЕ PGHS#1 НАПРОКСЕНОМ

схему с различной прочностью связывания пер#
вой и второй молекулы ингибитора с димером
PGHS#1 (9) и схему, предусматривающую нали#
чие в препарате фермента смеси двух форм фер#
мента с разным сродством к напроксену (14).
Это хорошо иллюстрирует рис. 4, на котором
линии 2 и 3 совпадают друг с другом.

В работах, касающихся описаний отрица#
тельной кооперативности ферментов и рецепто#
ров, обращали внимание на то, что отрицатель#
ная кооперативность трудно отличима от исход#
ной гетерогенности центров связывания
[42–46]. В настоящей работе показано, что ис#
пользуемая модель кооперативности (9) при ус#
ловии K2 >> K1 описывается схемой, предусмат#
ривающей наличие в препарате фермента смеси
двух форм фермента с разным сродством к ин#
гибитору (14), причем во всем диапазоне концен#
траций ингибитора, как в равновесном состоя#
нии, так и для кинетики ингибирования. Полу#
чены необходимые соотношения кинетических
и равновесных констант, приводящие к полной
конвергенции этих двух моделей.

Таким образом, в нашем случае отрицатель#
ная кооперативность при взаимодействии гомо#
димера фермента с ингибитором (K1 = 0,1 мкМ,
K2 = 9,2 мкМ) эквивалентна предположению, что
препарат фермента, гетерогенный по сродству к
ингибитору, и содержит 85% с Kα = 0,05 мкМ и
15% с Kβ = 18,3 мкМ (процентное содержание
отражает каталитическую активность компо#
нентов). Это позволяет описать представления
[28] о том, что фермент является предсуществу#
ющим функциональным гетеродимером. Одна#
ко в случае PGHS такие представления не выг#
лядят обоснованными, так как этот белок коди#
руется уникальной последовательностью ДНК
[47], и гетерогенности по другим свойствам для
этого фермента ранее не было отмечено. По на#
шему мнению, характер ингибирования PGHS#1
напроксеном в действительности отражает ко#
оперативное взаимодействие активных центров
в димерах фермента, однако в практической ра#
боте врачу или фармакологу представление о ге#
терогенности препарата гораздо проще и при#
вычнее, чем привлечение представлений о ко#
оперативных взаимодействиях. Поскольку обе
модели в равной степени описывают наблюдае#
мые свойства ингибитора, применение двух#
ферментной модели можно считать своеобраз#
ным «мнемоническим приемом».

Поскольку вопрос о полном совпадении ки#
нетического поведения двух моделей (9 и 14)
выходит за рамки рассмотрения ингибирования
PGHS#1 напроксеном и носит общий характер,
следует решить вопрос о принципиальной воз#
можности дискриминации таких механизмов на

практике. Как сказано выше, при указанном со#
отношении констант диссоциации получаемые
выражения численно совпадают друг с другом,
поэтому повышение точности эксперимента и
точности численных расчетов не приведет к ус#
пеху в этом деле. Для успешной дискриминации
следует обратить внимание на то, что коопера#
тивная модель предусматривает наличие исход#
но гомогенного препарата фермента, гетероген#
ность возникает уже на стадии взаимодействия с
ингибитором. В отличие от нее двухферментная
модель предполагает наличие исходно гетеро#
генного (по меньшей мере, по силе связывания
ингибитора) препарата фермента.

Следует ожидать, что изначальная гетероген#
ность фермента не может не проявляться в дру#
гих свойствах фермента (кинетика связывания
субстрата или других ингибиторов, чувствитель#
ность к pH среды, температуре, ионной силе и
пр.), возможно, проявляясь затем в соответству#
ющих экспериментах. В частности, было пока#
зано, что взаимодействие PGHS#1 в аналогич#
ных условиях с другими ингибиторами (индоме#
тацином и диклофенаком) описывается прос#
тым механизмом [48]. Можно предположить,
что, если бы гетерогенность фермента имела
место в действительности, она проявлялась бы
при взаимодействии с разными ингибиторами, а
не только с напроксеном. В то же время, есть ос#
нования считать, что проявление кооператив#
ных взаимодействий может зависеть от природы
связываемого лиганда [23–25]. Более того, лю#
бой неоднородный препарат принципиально
может быть подвергнут разделению на однород#
ные составляющие. Причем исходная предпо#
сылка гетерогенности – существенное отличие в
аффинности к ингибитору – может служить ос#
новой для разработки способа разделения тако#
го препарата путем аффинной хроматографии с
использованием в качестве активного компо#
нента стационарной фазы того же ингибитора
(или его аналога), химически связанного с хро#
матографическим носителем.

Для характеристики ингибиторов, демон#
стрирующих подобное поведение при взаимо#
действии с ферментом, недостаточно приво#
дить часто используемую в литературе (в фарма#
кологии) величину [I]50. В работе [49] было
предложено использование весьма наглядного
понятия – степени кооперативности, фактичес#
ки представляющей собой величину, равную от#
ношению [I]90/[I]10. Данный подход не получил
широкого распространения, однако, с нашей
точки зрения, для характеристики ингибиторов
может быть весьма удобным. Так, в нашем слу#
чае для ингибирования в пределах от 90% актив#
ности PGHS#1 до 10% необходимо увеличение
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концентрации напроксена примерно в 1500 раз
(рис. 4, линия 3), в то время как для такого же
изменения в случае обычного ингибитора,
действующего по простейшему механизму, не#
обходимо увеличение концентрации ингибито#
ра всего в 81 раз (рис. 4, линия 1).

Такое значение степени кооперативности го#
ворит о том, что фармакологическое действие
напроксена развивается в гораздо большем кон#
центрационном диапазоне, чем для обычных
ингибиторов. Этот факт позволяет назвать нап#
роксен «мягким» ингибитором, развивающим
ингибиторное действие в широком диапазоне
концентраций и не оставляющим следов своей
деятельности после удаления свободной формы

из организма вследствие полностью обратимого
характера действия. Несомненно, такие свой#
ства напроксена должны учитываться при его
назначении для лечения.
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The kinetic mechanism of interaction of nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs) with their main pharmaco#
logical target, prostaglandin H synthase (PGHS), has not yet been established. In the present work, we show that the
inhibition of PGHS#1 from sheep vesicular glands by naproxen (a representative NSAID) shows non#competitive
character in relation to arachidonic acid and cannot be described in the framework of commonly used kinetic
schemes, but it can be described taking into account the availability of negative cooperativity of cyclooxygenase active
sites of PGHS#1 homodimer when binding naproxen (the first molecule of naproxen forms a more stable complex
(K1 = 0.1 μM) than the second (K2 = 9.2 μM)). The interaction of the enzyme with naproxen (well recognized as com#
petitive) manifested itself as a noncompetitive interaction due to slow dissociation of the enzyme–inhibitor complexes.
The experimental data could also be described in the framework of commonly used kinetic schemes, but with the assump#
tion that there was a mixture of the two enzyme species with inhibition constants Kα = 0.05 μM and Kβ = 18.3 μM.
Theoretical analysis and numerical calculations showed that the phenomenon of kinetic convergence of the two models
has general nature: when K2 >> K1, the kinetic patterns (both for transient kinetics and in a state of equilibrium) generated
by the cooperative model are described by a scheme providing the presence of two enzyme forms with inhibition con#
stants Kα = K1/2, Kβ =2 · K2. When K2 << K1, the cooperative model manifests itself as the scheme with two inhibitor
molecules simultaneously joining to the enzyme with the observed inhibition constant K (K = K1 · K2). Use of the simple
assumption of inhomogeneity of the enzyme preparation in relation to the affinity to the inhibitor instead of the
assumption of negative cooperativity can serve as a convenient and easy way for practical description of such phe#
nomena in enzymology, biotechnology, pharmacology, and other fields.
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