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В работах [1–3] мы  выполнили спектральное исследование комплексов широкого ряда гетероциклических и ациклических азотсодержащих соединений с микросомальным цитохромом Р–450 печени. Было обнаружено, что образование комплексов сопровождается возникновением дифференциальных спектров поглощения, вид которых  позволил разделить исследованные соединения на группы субстратов I и II типа [4,5]. Предполагается [3], что взаимодействие лигандов с цитохромом Р–450 по I или по II типу определяется степенью локализации электронной пары на атоме азота, в частности,  количеством соседних с ним карбонильных групп.  В настоящей работе мы измерили константы диссоциации KS  комплексов, образованных фенобарбитал–индуцированным микросомальным цитохромом Р–450 печени крыс с производными гетероциклических аминов –  бензимидазола, бензотриазола, феноксазина, – а также дифениламина, не содержащими карбонильных групп в составе молекулы. Круг изученных производных ограничивался N–незамещёнными аминами, их N–аллил- и N–пропенилпроизводными (ряды I–IV), (схема).  В ряду I дополнительно исследован также 2–(о-фторфенил) бензимидазол. Отсутствие в изучаемых рядах некоторых N–аллил-, N–пропенилпроизводных и транс–изомеров объясняется трудностью выделения их в чистом виде [6].  Для соединений Iа, IIа, IIIб, IIIв, IVа  обнаружено конкурентное комплексообразование с такими известными субстратами цитохрома Р–450, как анилин и гексенал.

Экспериментальная часть


В экспериментах использовали крыс–самцов Wistar массой 180–200 г, которым в течение 3-х суток, с интервалом 24 ч, вводили внутрибрюшинно фенобарбитал натрия (Merck) в дозе 80 мг/кг. Животных декапитировали через 48 ч после последней инъекции, и выделяли микросомальную фракцию печени методом дифференциального центрифугирования [7]. Содержание цитохрома Р–450  определяли по методу Омура и Сато [8], содержание белка – по методу Лоури [9].


Соединения  рядов I–IV синтезированы и очищены по следующим методикам: [6] (Iб, IIб),  [10] (Iв),  [11] (IIIа),  [12 ] (IIIб, IIIв). N–аллилдифениламин (IVб) получали алкилированием дифениламина в суперосновной среде [13].


Спектральные исследования проводили при комнатной температуре на спектрофотометре Perkin Elmer 124 в сканирующем двухлучевом режиме в диапазоне длин волн 370–470 нм. Непосредственно перед  выполнением оптических измерений суспензию микросом разводили 0,1 М фосфатным буфером (рН 7,4), после чего концентрация  цитохрома Р–450 составляла 4,5 нмоль/мл, а концентрация белка – 2,3 мг/мл. В рабочую кювету спектрофотометра добавляли растворы соединений Iа-в, IIа,б, IIIа-в, IVа,б  в диметилсульфоксиде (ДМСО), перегнанном непосредственно перед использованием, а в кювету сравнения – равные объёмы ДМСО. Концентрации субстратов в кювете составляли (0,07–4,21)(10-3 моль/л. При титровании суспензии микросом раствором субстрата объёмное содержание ДМСО в рабочей кювете спектрофотометра не превышало 5,0% .


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


При изучении влияния субстратов на процессы комплексообразования гексобарбитала (V) и анилина (VI) в обе кюветы спектрофотометра предварительно вводили одно из соединений Iа ((1,39 – 1,58)  (10-3 моль/л), IIа  ((3,04 – 4,04) (10-3 моль/л), IIIб (0,04 (10-3 моль/л), IIIв (0,069 (10-3 моль/л), IVа (0,15 (10-3 моль/л). Затем в рабочую кювету порциями добавляли растворы соединений V (0,05 М)  или VI (0,06  (10-3 М) в ДМСО, периодически регистрируя  возникающий дифференциальный спектр поглощения в области 370 – 470 нм.

Обсуждение результатов

Значения констант диссоциации КS   комплексов исследованных соединений с микросомальным цитохромом Р–450 перечислены в табл. 1, где указаны также количество экспериментальных точек N, полученных при титровании суспензии микросом, тип спектральных изменений с указанием положений минимума и максимума ((min и  (max) в дифференциальном спектре.  Коэффициенты корреляции линейных зависимостей в двойных обратных координатах составляли не менее 0,99. На рис. 1 в качестве примера приведены дифференциальные спектры поглощения для соединений Iа и IIIв, а на рис. 2  для этих веществ показаны графики прямых в координатах Лайнуивера–Берка.


Судя по виду дифференциальных спектров поглощения, изученные соединения можно разбить на группы субстратов I  типа (феноксазины IIIа-в, замещённый дифениламин IVб, имеющие значения (min  при 417–425 нм, (max –  392–398 нм) и  II  типа (бензимидазолы Iа-в, бензотриазолы IIа,б,  дифениламин IVа,  характеризующиеся величинами (min  в области 389–395 нм и (max  – в области 424–429 нм). Предполагается [3–5], что причиной спектральных изменений II типа является взаимодействие субстрата, имеющего гетероатомы с неподелёнными электронными парами (НЭП), с ионом Fe3+ в гемовой части цитохрома Р–450. В ряду производных мочевины при анализе химической природы субстратов было обнаружено, что при возрастании количества карбонильных групп, сопряжённых с атомом азота, происходит инверсия типа связывания с II на I. По-видимому, определяющую роль в этом случае играет степень делокализации НЭП атома азота. 


Молекулы исследованных производных бензимидазола и бензотриазола содержат пиридиновые атомы азота с несопряжёнными НЭП, что может обусловливать эффективное взаимодействие с гемовой частью цитохрома Р–450. Например, молекулы некоторых однозамещённых имидазолов также вызывают II тип спектральных изменений при комплексообразовании с гемопротеидом фенобарбитал–индуцированных микросом [14]. В незамещённом феноксазине IIIа и в молекулах IIIб , IIIв  НЭП обоих гетероатомов одновременно находятся в сопряжении с двумя бензольными кольцами, поскольку гетероцикл феноксазина имеет структуру, близкую к планарной. Методом молекулярной механики с параметризацией, использованной в работе [15], мы определили, что двугранные углы между бензольными кольцами гетероцикла составляют 180( (IIIа), 165,4(  (IIIб) и 171,8( (IIIв). Это способствует значительному снижению локализации НЭП и, видимо, делает её недостаточной для взаимодействия с ионом Fe3+  в составе гемопротеида.


 Весьма интересен факт инверсии типа спектральных изменений с II на I при переходе от дифениламина IVа  к  N–аллилзамещённому соединению IVб.  Метод молекулярной механики приводит для вторичного амина IVа  к  пропеллерной конформации, в которой угол между плоскостями фенильных радикалов равен 52( .  Следовательно, НЭП атома азота не может одновременно находиться в сопряжении с двумя бензольными кольцами, что, на наш взгляд, должно способствовать более эффективному взаимодействию с гемовой частью цитохрома Р–450, чем в случае феноксазина IIIа. Появление аллильного заместителя в третичном амине IVб   приводит к дальнейшему увеличению двугранного угла до 83( , но в то же время стерически экранирует НЭП атома азота, делая её менее доступной, чем в молекуле IVа  (рис. 3).


Анализ величин КS (табл. 1) позволяет выявить следующие особенности изменения устойчивости фермент–субстратных комплексов в  зависимости от структуры лигандов. N–аллил- и N–пропенилпроизводные имеют довольно низкие значения констант диссоциации в сравнении с N–незамещёнными аминами : (2,2 – 5,0) ( 10-6 М (субстраты I типа) и (5,5 – 11,5) ( 10-6 М (субстраты II типа). Наибольшее снижение КS  (в 30 раз) при N–замещении наблюдается для  бензотриазола IIа  и его производного IIб. N–аллилирование бензимидазола уменьшает КS   не столь значительно (приблизительно в 3 раза).


Для соединений Iа-в, IIа, IIб, IIIб, IIIв, IVа, IVб мы вычислили значения констант диссоциации комплексов с цитохромом Р–450, используя QSAR–модели, полученные в работе [16] по выборкам субстратов I и II типа. В табл. 2 приведены рассчитанные величины 

 и экспериментальные значения рКs , а также неточности ( =

– рКs . Среднеквадратичная неточность составляет 0,34, что говорит о хорошей прогнозирующей способности полученных ранее [16] соотношений структура–активность. 


Поскольку ряды I–IV содержат субстраты, вызывающие как I, так и  II тип спектральных изменений, целесообразно было исследовать их влияние на процессы комплексообразования цитохрома Р–450 с типичными субстратами I типа (гексобарбитал V)  и II типа (анилин VI). На рис. 4 представлены кривые насыщения при титровании гексобарбиталом суспензии микросом в отсутствие других субстратов, а также после добавления в обе кюветы спектрофотометра соединений Iа , IIа , IIIб, IIIв в концентрациях, вызывавших максимальную величину спектральных изменений в условиях определения их КS (см. экспериментальную часть). Вид полученных кривых насыщения указывает на достоверное снижение величины   ( A в присутствии этих соединений, т.е. имеет место конкуренция субстратов Iа, IIа, IIIб, IIIв с гексобарбиталом за центры связывания на апопротеине. Аналогичное снижение  ( A обнаружено нами при добавлении в рабочую кювету раствора анилина – субстрата II типа  – в присутствии в обеих кюветах соединений Iа, IIа, IVа (рис. 5а, б). Примечателен тот факт, что бензимидазол Iа и бензотриазол IIа,  вызывая спектральные изменения II типа и препятствуя комплексообразованию анилина с цитохромом Р–450, в то же время конкурируют за центры связывания с гексобарбиталом – субстратом I типа. Подобное явление наблюдалось ранее [14] для однозамещённых имидазолов – клотримазола и миконазола, которые, сами являясь субстратами II типа, препятствуют комплексообразованию гексобарбитала с гемопротеидом фенобарбитал–индуцированных микросом печени крыс. В работе [14] это объяснялось возможностью связывания имидазолов с двумя сайтами цитохрома – в гемовой части и в  апопротеине, – преимущественно с первым из них. Связывание с двумя центрами цитохрома Р–450 описано также для 9–гидроксиэллиптицина и других ингибиторов [17,18]. Учитывая то, что гексобарбитал является характерным субстратом для фенобарбитал–индуцированого цитохрома Р–450 [19] подсемейства 2В, а анилин – для цитохромов подсемейства 2Е [20], представленные нами результаты могут отражать степень сродства изученных соединений рядов I–IV к различным изоформам цитохрома Р–450. 


Полученные нами данные о характере взаимодействия соединений Iа-в, IIа,б,  IIIа-в, IVа,б  с цитохромом Р–450 печени позволяют предположить наличие у них свойств ингибиторов окислительного метаболизма ксенобиотиков, что планируется в дальнейшем проверить путём проведения экспериментов на моделях in vitro и in vivo.
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Таблица 1

Характеристики фермент–субстратных комплексов   соединений

 I–XVII с цитохромом Р–450

Соединение
Тип спектральных изменений  

     ((min  , (max , нм)*


КS**, моль/л
N

Iа
II   (389, 428)
3,19(8) (10–5
8

Iб
II   (392, 428)
1,15(2) (10–5
8

Iв
II  (396,  425)
9,77(25) (10–6
6

IIа
II  (390, 429)
1,64(5) (10–4
13

IIб
II   (389, 427)
5,53(30) (10–6
5

           IIIа***
I   (425, 398)
–
–

IIIб
I   (417,  393)
2,20(10) (10–6
4

IIIв
I   (417, 393)
5,01(12) (10–6
7

IVа
II  (395, 424)
1,09(7) (10–4
6

IVб
I   (418, 392)
5,02(14) (10–6
4


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

                


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

 



***При титровании суспензии микросом раствором соединения IIIа  наблюдались слабые изменения величины     ( А, не позволившие надёжно определить величину КS. 

Таблица 2

Экспериментальные и рассчитанные значения  рКs                               для использованных комплексов

Соедине-ние


рКs



(
Соедине-ние
рКs



(

Iа
4,50
4,38
-0,12
IIIб
5,66
5,51
-0,15

Iб
4,94
4,63
-0,31
IIIв
5,30
5,53
0,23

Iв
5,01
4,44
-0,57
IVа
3,96
4,35
0,39

IIа
3,79
4,38
0,59
IVб
5,30
5,29
-0,01

IIб
5,26
5,18
-0,08











Рис. 1. Дифференциальные спектры поглощения бензимидазола Iа (а) и цис-пропенилфеноксазина IIIв (б). [Iа]=1,580 ( 10-3 моль/л; [IIIв]=0,012 ( 10-3 моль/л; концентрация цитохрома Р-450 4,5 нмоль/мл. Толщина кюветы 1,00 см.







Рис. 2. Зависимости амплитуды спектральных изменений ( A от концентрации С субстратов Ia (а) и IIIв (б) в координатах Лайнуивера-Берка. Концентрация цитохрома Р-450  4,5 нмоль/мл. Толщина кюветы 1,00 см.



IVа


IVб
Рис. 3. Конформации молекул IVа  IVб,  полученные методом молекулярной механики.




Рис. 4. Зависимость величины спектральных изменений от концентрации гексобарбитала в отсутствие других субстратов (() и в присутствии (в обеих кюветах) соединений в следующих концентрациях: [Iа]=1,58 (10-3 ((); [IIа]=3,04 (10-3  ((); [IIIб]=0,04  (10-3 (

); [IIIв]=0,07  (10-3 (ж). Концентрация цитохрома Р-450  4,5 нмоль/мл. Толщина кюветы 1,00 см. 

 





Рис. 5. Зависимость величины спектральных изменений от концентрации анилина в отсутствие других субстратов (() и в присутствии (в обеих кюветах) соединений в следующих концентрациях: [IVа]=0,15 (10-3 (ж); [Iа]=1,39 (10-3  ((); [IIa]=4,04  (10-3 ((). Концентрация цитохрома Р-450  4,5 нмоль/мл. Толщина кюветы 1,00 см.
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