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Ранее [1,2] мы сообщали об образовании фермент–субстратных комплексов ациклических производных мочевины и амидов с микросомальным цитохромом Р–450 печени. Эти комплексы имеют дифференциальные спектры поглощения, характерные для субстратов II типа [1,2], что обусловлено, по-видимому, наличием амидного атома азота с неподелённой парой электронов [3,4]. В работах [1,2] отмечалась также инверсия типа связывания с I на II при переходе от дифенилметана к бензгидрилмочевинам и от дифенила к амидам дифеновой кислоты и дибензазепинону.


В настоящей работе мы провели спектральное исследование фермент–субстратных комплексов карбамидсодержащих гетероциклов I–XVII (схема 1) с цитохромом Р–450 микросом печени крыс, получавших фенобарбитал.

Экспериментальная часть


Фенобарбитал–индуцированные микросомы печени крыс–самцов Wistar выделяли способом, описанным в работах [1, 2]. Содержание цитохрома Р–450  определяли по методу Омура и Сато [5], содержание белка – по методу Лоури [6].


В экспериментах использовали гексенал XI и дифенин XV отечественного производства; соединения XVI, XVII были получены  по методикам [7]; барбитураты I–X и гексагидропиримидиндионы XII–XIV синтезированы методами [8,9].


Спектральные исследования проводили при комнатной температуре на спектрофотометре Perkin Elmer 124 в сканирующем двухлучевом режиме. Для титрования микросом предварительно готовили растворы соединений I–XVII (0,002 – 0,150 моль/л) в свежеперегнанном диметилсульфоксиде (ДМСО). Микросомы непосредственно перед экспериментом разводили 0,1 М фосфатным буфером (pH 7,4) до концентрации цитохрома Р–450  5,0 нмоль/мл (концентрация белка 2,7 мг/мл). Раствор субстрата в ДМСО добавляли порциями к суспензии микросом в рабочей кювете спектрофотометра, добавляя равные объёмы ДМСО в кювету сравнения и регистрируя дифференциальный спектр поглощения в диапазоне 370–470 нм.  Содержание ДМСО в кювете не превышало 4% (об.).


Значения кажущихся констант диссоциации КS определяли  методом наименьших квадратов из линейных зависимостей в координатах Лайнуивера–Берка. 

Обсуждение результатов


На рис. 1 в качестве примера показаны дифференциальные спектры поглощения фермент–субстратных комплексов отдельных соединений, а на рис. 2  –  графики концентрационных зависимостей амплитуды спектральных изменений в координатах Лайнуивера —Берка. Коэффициенты линейной корреляции составляли 0,98—1,00. В табл. 1 приведены константы диссоциации Кs и число экспериментальных точек N,  полученных в процессе титрования.


Прежде всего обращает на себя внимание тот факт, что, несмотря на структурное сходство гетероциклических систем в молекулах I–XVII, по положениям максимумов и минимумов в дифференциальных спектрах  поглощения комплексов их можно разделить на субстраты I и II типа (табл.1). К последним относятся соединения XII, XIV–XVI, имеющие максимумы поглощения в области 420–424 нм и минимумы при 386–395 нм. В публикациях [3,4] было выдвинуто ставшее общепризнанным предположение о непосредственном взаимодействии субстратов II типа с ионом Fe3+ в активном центре цитохрома Р–450 за счёт атомов, содержащих неподелённые электронные пары. Это предположение согласуется также с результатами наших предыдущих работ [1,2], где мы наблюдали инверсию типа связывания с I на II при появлении в молекуле азотсодержащей группировки.


Сопоставляя химические структуры субстратов II типа, можно заметить, что в большинстве из них имеется атом азота, сопряжённый лишь с одной карбонильной группой. Этот признак характерен и для ациклических амидов и мочевин, которым тоже присущ II тип спектральных изменений [1, 2]. В молекулах барбитуратов I–XI и соединения XIII, являющихся субстратами I типа, атомы азота сопряжены одновременно с двумя карбонильными группами. Это значительно уменьшает локализацию электронных пар, которая, видимо, становится недостаточной для взаимодействия с гемовым центром цитохрома Р–450. Отмеченная закономерность не соблюдается лишь в случае замещённого гликолурила XVII, который, однако, содержит фенильные группы, включённые в общую систему сопряжения с атомами азота.


Анализ экспериментальных данных для субстратов I типа ((min= 419–425 нм, (max = 378–404 нм) показывает, что они имеют существенно различную степень сродства к микросомальному цитохрому Р–450 :  значения Кs изменяются в широком диапазоне от 2,94(10–6 М (соединение VIII) до 2,97(10–3 М (фенобарбитал II). Предварительное сопоставление констант диссоциации не позволило нам обнаружить сколько-нибудь строгих закономерностей в изменении Кs , кроме того факта, что появление бензильных групп у атома азота или углерода в молекулах VII–IX вызывает резкое увеличение прочности фермент–субстратных комплексов. Константа диссоциации Кs  при введении бензильных заместителей в молекулу барбитуровой кислоты снижается в 450–1000 раз по сравнению с фенобарбиталом.


Среди исследованных субстратов II типа XII, XIV–XVI нет столь резких различий в прочности комплексов, как среди барбитуратов. Сравнивая соединения XII, XIV–XVI с изученными нами производными мочевины [1], можно констатировать, что по значениям Кs они занимают промежуточное положение между бензилмочевиной (Кs = 4,75(10–4 М) и N,N(–дибензгидрилмочевиной (Кs = 1,33(10–6 М).


Следует отметить, что при титровании растворами соединений I–XVII  микросом печени, полученных от контрольной группы крыс, не обработанных фенобарбиталом, были обнаружены очень слабые спектральные изменения или их отсутствие. Аналогичные результаты мы получили  для производных мочевины, дифенилметана и дифенила, описанных в работах [1, 2]. Величину эффективной константы диссоциации удалось измерить только для бензилзамещённого VII [Кs= 3,73(32) (10–5 М;  N=5]. Это значение Кs примерно в 6 раз выше, чем наблюдавшееся после индукции  фенобарбиталом (табл.1). Отсутствие отчётливых спектральных изменений в опытах с контрольными микросомами может свидетельствовать о специфическом связывании исследованных субстратов с фенобарбитал-индуцированным ферментом. Суммарная концентрация изоформ цитохрома Р–450 в суспензии контрольных микросом, взятой для титрования, составляла 1,4 нмоль/мл (концентрация белка 2 мг/мл). 


Более детальный анализ взаимосвязей между структурой молекул I–XVII и прочностью образуемых ими фермент-субстратных комплексов, а также комплексов соединений, исследованных в работах [1, 2], предполагается провести в дальнейшем с использованием QSAR–методологий.
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Таблица 1

Характеристики фермент–субстратных комплексов   соединений

 I–XVII с цитохромом Р–450

Субстрат
Тип спектральных изменений  

     ((min ,(max,нм)*


КS**, моль/л
N

I
I   (423, 393)
1,66(5) (10–4
10

II
I   (423, 378)
2,97(9) (10–3
8

III
I   (425,  386)
5,54(32) (10–6
4

IV
I   (420, 388)
1,39(5) (10–5
7

V
I   (425, 389)
1,51(6) (10–5
5

VI
I   (423,404)
1,31(23) (10–4
5

VII
I   (423, 394)
6,57(22) (10–6
8

VIII
I   (420, 393)
2,94(9) (10–6
5

IX
I   (419, 384)
6,26(25) (10–6
6

X
I   (424, 395)
3,04(22) (10–5
6

XI
I   (419, 391)
1,39(2) (10–4
17

XII
II   (393, 420)
3,50(16) (10–4
10

XIII
I   (425, 392)
1,34(15) (10–4
4

XIV
II   (395, 422)
5,83(86) (10–6
5

XV
II   (395, 424)
8,20(60) (10–5
6

XVI
II   (386, 422)
3,09(17) (10–5
7

XVII
I   (419,395)
1,69(7) (10–5
4


Примечания: 
* Погрешность в определении положений минимумов и максимумов составляла 1–2 нм.

                


**  В скобках указаны стандартные отклонения в единицах последнего разряда.

Схема 1

     

I–XI
R1 =R2 = H (I–VI); R3 =R4 = C2H5 (I); 

R3=C2H5 , R4=C6H5 (II); R3 =R4 =C6H5 (III);

R3=CH3 , R4=CH(C6H5)2 (IV);

R3=C2H5 , R4=CH2 COC6H5 (V);

R3=Br, R4=CH(C6H5)2  (VI);

R1 =H, R2=CH2C6H5, R3=C2H5, R4= C6H5 (VII);

R1=R2= CH2 C6H5 , R3=C2H5 , R4=C6H5 (VIII);

R1=H, R2=R3=R4=CH2 C6H5 (IX);

 R1=H, R2=COC6H5,  R3=C2H5, R4= i–C5H11 (X);

 R1=Na, R2=R3=CH3, R4= циклогексен-1-ил (XI)
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Рис. 1. Дифференциальные спектры поглощения комплексов фенобарбитала II (а) и соединения XII (б). [II]=3,90 (10-3 моль/л; [XII]=0,472 (10-3 моль/л; концентрация цитохрома Р-450  5,0 нмоль/мл. Толщина кюветы 1,00 см.







Рис. 2. Зависимости амплитуды спектральных изменений (A от концентрации С субстратов II (а) и XII (б) в координатах Лайнуивера-Берка. Концентрация цитохрома Р-450  5,0 нмоль/мл. Толщина кюветы 1,00 см.
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Investigation of enzyme-substrate complexes of carbamide-containing heterocycles with microsomal Cytochrome P450 by the method of electron spectroscopy

Barbituric acid derivatives, substituted dioxohexahydropyrimidines, and other carbamide-containing hetrocycles (total 17 compounds) were used as substrates in complex formation with phenobarbital-induced microsomal Cytochrome P450 from rats. The complexes revealed type I ((min=419(425 nm, (max=378(404 nm) or type II ((min=386(395 nm, (max=420(424 nm) spectral perturbations in difference spectra. It was pointed out that all but one of the 13 type I substrates have nitrogen atoms, each conjugated with two carbonyl groups (barbiturates, 1,3-diacetyl-5-ethyl-5-phenyl-4,6-dioxohexahydropyrimidine). This conjugation decreases nitrogen lone pair localization and, probably, makes it to be insufficient for interaction with Fe3+ ion. The other compounds, as well as type II substrates described in our previous papers, have at least one nitrogen atom conjugated with fewer than two carbonyl groups. Dissociation constants Ks for barbiturates vary from 2.9(10–6 M to 3.0(10–3 M. Benzyl groups in 1-, 3-, or 5-position of barbituric acid molecule significantly decrease the Ks values as compared with other barbiturates.
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