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В литературе описаны производные дифенила, проявляющие свойства индукторов цитохрома Р–450. К ним относятся полихлорированные дифенилы, в зависимости от расположения заместителей в ароматических фрагментах проявляющие свойства индукторов фенобарбиталового или метилхолантренового типа [1–3], а так же аминодифенилы [4].


Ранее нами [5–7] было исследовано влияние на монооксигеназную систему печени мышей и крыс некоторых замещённых дифенила, в частности, дибензазепинона и анилидов дифеновой кислоты, которые при введении экспериментальным животным проявляют свойства фенобарбиталоподобных индукторов. В свете литературных данных о различных производных дифенила – индукторах монооксигеназной системы печени – значительный интерес представляет степень сродства вышеуказанных веществ к микросомальному цитохрому Р–450, т.к. литературные данные указывают на связь ферментиндуцирующих свйств со спосбнстью соединений образовывать комплексы с микросомальным гемопротеидом [8,9]. В настоящей работе мы исследовали дифференциальные спектры поглощения, возникающие при титровании суспензии микросом печени растворами соединений I–VII   (схема), и определили кажущиеся константы диссоциации Кs фермент-субстратных комплексов.

Экспериментальная часть



Для получения микросом использовали крыс–самцов Wistar массой 160–180 г, которым в течение 3-х суток ( с интервалом в 24 ч)  внутрибрюшинно вводили фенобарбитал натрия (Merck) в дозе 80 мг/кг. Животных декапитировали через 48 ч после последней      инъекции и выделяли микросомальную фракцию печени методом дифференциального центрифугирования [10]. Содержание цитохрома Р–450  определяли по методу Омура и Сато [11], содержание белка – методом Лоури [12].


Дифенил I марки ”ч. д. а.” перекристаллизован из этанола, т.пл. 710 С.  Производные дифеновой кислоты II–VI и дибензазепинон VII получены по методикам [13] и [14] соответственно.


Спектральные исследования проводили при комнатной температуре на спектрофотометре Perkin Elmer 124 в сканирующем двухлучевом режиме. Микросомы разводили 0,1 М фосфатным буфером (рН 7,4) до концентрации цитохрома Р–450  5,0 нмоль/мл (концентрация белка 2,7 мг/мл). Растворы соединений I–VII (0,017 моль/л) готовили в диметилсульфоксиде (ДМСО) и добавляли порциями к суспензии микросом в рабочей кювете спектрофотометра. К такой же суспензии в кювете сравнения добавляли равные объёмы ДМСО, периодически регистрируя дифференциальный спектр поглощения в области 370–470 нм. Концентрация ДМСО в кювете  не превышала 0,7% (об.).


Значения Кs вычисляли  методом наименьших квадратов из концентрационных зависимостей амплитуды спектральных изменений в координатах Лайнуивера–Берка. 

Обсуждение результатов


В дифференциальном спектре поглощения комплекса соединения I наблюдается минимум при 395 нм и максимум при 424 нм, т.е. дифенил, являющийся, как известно [15], типичным субстратом цитохрома Р–450, относится к группе субстратов I типа. Графики зависимостей амплитуды спектральных изменений от концентрации некоторых веществ в двойных обратных координатах Лайнуивера-Берка изображены на рисунке. Вычисленные константы диссоциации Кs приведены в таблице, где указано также количество экспериментальных точек N, полученных в процессе титрования. Соединения II–VII формально являются структурными аналогами дифенила, однако при исследовании комплексов этих веществ получены дифференциальные спектры поглощения, характерные для субстратов II типа, с минимумом при 392–395 нм и максимумом 423–427 нм (таблица). Инверсия типа связывания, наблюдавшаяся нами ранее при переходе от дифенилметана к бензгидрилмочевинам [16], видимо, обусловлена появлением в молекуле атомов, содержащих неподелённые пары электронов и взаимодействующих с ионом Fe3+ гемовой группы [17,18].


Константа диссоциации Кs, вычисленная по результатам титрования микросом раствором дибензазепинона VII, имеет довольно низкое значение (таблица), что указывает на высокое сродство соединения VII к фенобарбитал–индуцированному цитохрому Р–450. Молекула VII  обладает конформационно жёсткой структурой. Ароматические фрагменты в ней лишены подвижности, а двугранный угол между плоскостями бензольных колец, по данным конформационных расчётов методом молекулярной механики, составляет 350 [19]. В связи с этим необходимо упомянуть о результатах, касающихся цитохром   Р–450 – индуцирующей активности полихлорированных дифенилов [2,3]. Для проявления ферментиндуцирующего эффекта необходимо наличие атомов галогена в орто–положениях обоих ароматических циклов дифенила [2,3], что, по данным работы [20], обуславливает выраженную некопланарность молекул и приблизительно ортогональное расположение бензольных колец. Таким образом, для соединения VII, как индуктора цитохрома Р–450 [5–7], с его низким значением двугранного угла, условие ортогональности ароматических колец не является обязательным для проявления ферментиндуцирующих свойств. Одним из обязательных условий возникновения этих свойств, согласно Remmer [8], служит образование ксенобиотиком прочного фермент–субстратного комплекса. Следовательно, можно предположить, что индуцирующее влияние VII на монооксигеназную систему печени  во многом определяется донорными характеристиками атома азота и его стерической доступностью для взаимодействия с ионом Fe3+ гемовой группы.


Другой ряд производных дифенила – амиды дифеновой кислоты (II–VI) – также имеют высокую степень сродства к цитохрому Р–450 фенобарбитал–индуцированных микросом печени (таблица).  Наиболее низкое значение Кs имеет нитропроизводное IV. Примечателен тот факт, что соединение IV пролонгирует гексобарбиталовый сон мышей. Спустя 48 ч после введения IV удлинение сна составило 50% от контроля [7], что может свидетельствовать об ингибировании м–нитроанилидом IV метаболизма гексобарбитала in vivo, связанном с образованием прочного фермент–субстратного комплекса. Поэтому,  на наш взгляд, дальнейшее более детальное изучение амидов дифеновой кислоты как субстратов цитохрома Р–450 является перспективным в плане поиска высокоспецифичных ингибриторов окислительного метаболизма ксенобиотиков и для исследования активного центра рецептора.


Данные, полученные в настоящей статье, наряду с результатами работы [16], планируется в дальнейшем использовать для построения  QSAR–моделей с целью поиска веществ, обладающих высоким сродством к цитохрому Р–450.


Авторы глубоко признательны А.А.Бакибаеву, А.Ю.Яговкину, В.П.Васильевой, выполнившим синтез соединений I–VII.
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Таблица 

Характеристики фермент–субстратных комплексов соединений I–VII с цитохромом Р–450.

Соединение
Тип спектральных изменений       ((min ,(max,нм)*


К s**, моль/л
N

I
I   (424, 395)
1,01(7) (10–5
6

II
II   (392, 425)
2,55(12) (10–5
4

III
II   (392,  423)
4,01(36) (10–5
5

IV
II   (395, 423)
4,89(25) (10–7
5

V
II   (392, 426)
6,95(26) (10–6
5

VI
II   (393, 425)
4,41(12) (10–6
4

VII
II   (393, 427)
5,08(19) (10–6
6


Примечание:  
* Погрешность определения положений минимумов и максимумов составляла 1–2 нм.





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

Схема 
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Рисунок. Зависимости амплитуды спектральных изменений (А от концентрации С субстратов I (а) и  (б). Концентрация цитохрома Р-450  5,0 нмоль/мл. Толщина кюветы 1,00 см; r=0,99.
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Enzyme-substrate complexes of diphenyl derivatives with microsomal Cytochrome P450. Electron spectra and dissociation constants.

Adding diphenyl, o,o(-diphenyldicarboxylic acid (DDCA) amides, or dibenzazepinone solutions to suspension of liver microsomes obtained from phenobarbital-treated rats, led to the appearance of difference spectra characteristic for substrate binding with Cytochrome P450. The spectrum of diphenyl complex has maximum at (max=395 nm and minimum at (min=424 nm, i.e. diphenyl belongs to the group of type I substrates. The other derivatives investigated are type II substrates ((max=423(427 nm, (min=392(395 nm). It was proposed that nitrogen electronic pairs play significant role in the type II binding observed for these compounds. Dissociation constants KS were calculated from the plots of reverse absorbance vs. reverse substrate concentration. The KS values are within the range from 4.89(10–7 M (DDCA m-nitroanilide) to 2.55(10–5 M (DDCA o-methylanilide).
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