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Спектральное  исследование  фермент–субстратных  комплексов  производных  мочевины  и  дифенилметана  с  цитохромом  Р–450  микросом  печени.
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В предыдущих работах нами было исследовано влияние различных ациклических мочевин на монооксигеназную систему печени экспериментальных животных. Установлено, что ряд производных бензгидрилмочевины проявляет свойстива индукторов цитохрома Р–450 по фенобарбиталовому типу. Для исследованных соединений мочевины описаны некоторые количественные и качественные закономерности взаимосвязи “структура–активность”[1-6]. Вместе с тем, до настоящего времени отсутствовали систематические данные о ключевом этапе взаимодействия исследуемых нами ксенобиотиков с монооксигеназной системой – реакции связывания с цитохромом Р–450, сопровождающейся образованием фермент–субстратных комплексов.


В настоящей работе мы получили дифференциальные спектры поглощения фермент–субстратных комплексов некоторых ациклических мочевин и их структурных аналогов (соединения I–XXVII, схема 1) и определили константы диссоциации этих комплексов KS.

Экспериментальная часть


В экспериментах использовали крыс–самцов Wistar массой 160–180 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.  Микросомальную фракцию печени крыс выделяли методом дифференциального центрифугирования [7]. Содержание цитохрома Р–450  определяли по методу Омура и Сато [8], содержание белка – по методу Лоури [9].


Соединения I–XXVII синтезированы и очищены по следующим методикам: [10] (I–III, XXVI, XXVII), [11,12] (IV–XXI),  [13] (XXII),  [1] (XXIII, XXV), [14] (XXIV).


Спектральные исследования проводили при комнатной температуре на спектрофотометре Perkin Elmer 124 в сканирующем двухлучевом режиме. При выполнении спектральных измерений 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). Исследуемые субстраты растворяли в свежеперегнанном диметилсульфоксиде (ДМСО) непосредственно перед использованием. Концентрации растворов в ДМСО составляли 0,01–0,05 моль/л. При титровании суспензии микросом раствором субстрата объёмное содержание ДМСО в рабочей кювете спектрофотометра не превышало 2,5% ; в кювету сравнения добавляли равный объём ДМСО.


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

Обсуждение результатов


Проведённые эксперименты показали, что исследуемые нами азотсодержащие соединения I–XXI, XXIII–XXVII связываются с микросомальным цитохромом Р–450 как субстраты II типа, давая характерный дифференциальный спектр поглощения (рис.1,а) с максимумом при 420–429 нм и минимумом при 385–402 нм. Аналогичный спектр наблюдается для комплексов цитохрома Р–450 с анилином и другими аминами [15]. Концентрационные зависимости амплитуды спектральных изменений в координатах Лайнуивера–Берка имеют линейный вид (см. примеры на рис.2) с коэффициентами корреляции 0,98–1,00. В табл.1 представлены положения минимумов и максимумов на спектральных кривых, константы диссоциации КS и число экспериментальных точек N, использованных для построения линейных зависимостей.


Судя по значениям КS, исследуемые соединения мочевины обладают различной степенью сродства к фенобарбитал–индуцированному цитохрому Р–450 микросом печени. Величины КS для этих субстратов колеблются от 1,3 (10–6 М (XXVI) до 4,8 (10–4 М (I). Полученные результаты позволяют сделать предварительный анализ влияния структурных параметров молекул на прочность образуемых ими комплексов с цитохромом Р–450. В ряду I–XXVII наиболее высокое значение КS имеет комплекс бензилмочевины I. Введение углеводородных радикалов R  по метиленовому углероду молекулы I приводит к значительному снижению КS. Так, для этилзамещённого II КS уменьшается в 72 раза. Более объёмные и липофильные группировки R (i-C3H7, C6H5) в соединениях III, IV вызывают не столь выраженное изменение сродства к цитохрому Р–450. Предположение об отсутствии монотонной зависимости КS от размера и гидрофобных свойств заместителей в изучаемом ряду карбамидов подтверждается и при рассмотрении производных бензгидрилмочевины IV–XXI. Тем не менее, среди бензгидрилмочевин прослеживается зависимость КS от типа и места замещения. Наибольшее снижение КS, т.е. увеличение прочности комплексов, отмечается при мета–замещении молекулы IV. В ряду мета–производных X–XIV весьма высокое сродство к цитохрому Р–450 имеют хлор–, бром– и иодсодержащие соединения XI, XII, XIII с величинами КS порядка10–6 М. Симметричное п,п(–замещение (субстраты XX, XXI) практически не отражается на прочности комплексов. Следует также отметить, что повышенная жёсткость трициклического флуоренильного радикала в молекуле XXVII сопровождается более высоким сродством к активному центру фермента, чем у соединения IV (табл.1).


Общепризнанным является мнение о непосредственном взаимодействии субстратов, имеющих неподелённую электронную пару и дающих II тип спектральных изменений, с ионом Fe3+ в гемовой группе цитохрома Р–450 [15,16].  Действительно, дифференциальный спектр фермент-субстратного комплекса гемопротеида с дифенилметаном XXII (рис.1,б), не содержащим свободных электронных пар, имеет максимум при 390 нм и минимум при 423 нм, что характерно для субстратов I типа. Наличие азотсодержащей группировки у sp3- углерода в производных дифенилметана IV–XXI, XXIII, XXIV приводит к спектру поглощения комплексов, свойственному субстратам II типа (табл.1). Замещение по второму атому азота бензгидрилмочевины, т.е. переход от молекулы IV к субстратам XXV, XXVI, сохраняет II тип спектральных изменений и вызывает значительное увеличение прочности комплексов с цитохромом Р–450 (КS уменьшается в 26 и 89 раз соответственно). По-видимому, в этом случае играет роль взаимодействие второго заместителя с окружением гема в молекуле фермента. 


Интересно, что  при добавлении к суспензии микросом кислородсодержащего аналога бензгидриламина – бензгидрола (C6H5)2CHOH –  нам не удалось зафиксировать спектральных изменений, наблюдавшихся для субстратов I  или II типа. Следовательно, по крайней мере в отношении бензгидриламина XXIII, можно утверждать, что образование комплекса II типа с цитохромом Р–450 обусловлено именно наличием атома азота, как это предполагалось ранее для анилина и других субстратов [15].


Авторы выражают глубокую благодарность А.А.Бакибаеву и Л.Г.Тигнибидиной, синтезировавшим ряд производных мочевины и дифенилметана.
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Схема 1



I–IV
R=H (I), C2H5 (II), i–C3H7 (III),

C6H5 (IV)



V–XXI
R=H (V–XIX);

R1=o-F (V), o-Cl (VI), o-Br (VII),             o-I (VIII), o-CH3 (IX), м-F (X), м-Cl (XI), м-Br (XII), м-I (XIII),      м-NO2  (XIV), п-F (XV), п-Cl (XVI), п-N(CH3)2  (XVII),  п-OH (XVIII),  п-NO2 (XIX);

R=R1=Cl (XX), п-CH3 (XXI)



XXII–XXIV
R=H (XXII), NH2 (XXIII),

 NHCHO (XXIV)



XXV, XXVI
R=COCH3 (XXV), CH(C6H5)2  (XXVI)



XXVII


Таблица 1

Характеристики фермент–субстратных комлексов   соединений

 I–XXVII с цитохромом Р–450

Субстрат
Тип спектральных изменений  

     ((min ,(max,нм)*
КS**, моль/л
N

I
II   (391, 421)
4,75(18) (10–4
10

II
II   (393, 426)
6,63(12) (10–6
5

III
II   (393,  426)
4,55(7) (10–5
4

IV
II   (392, 423)
1,18(7) (10–4
7

V
II   (394, 426)
1,73(4) (10–4
7

VI
II   (396, 428)
1,66(7) (10–5
4

VII
II   (394, 426)
2,74(6) (10–4
4

VIII
II   (395, 424)
8,51(30) (10–5
5

IX
II   (394, 424)
1,31(4) (10–4
7

X
II   (399, 423)
8,01(36) (10–5
7

XI
II   (395, 424)
5,89(9) (10–6
4

XII
II   (395, 427)
8,85(19) (10–6
6

XIII
II   (397, 425)
4,31(18) (10–6
7

XIV
II   (402, 426)
1,75(7) (10–5
5

XV
II   (395, 425)
3,77(14) (10–5
7

XVI
II   (394, 425)
7,18(37) (10–5
6

XVII
II   (385, 428)
3,55(19) (10–5
5

XVIII
II   (395, 425)
7,33(27) (10–5
7

XIX
II   (394, 424)
4,55(18) (10–5
6

XX
II   (394, 424)
1,16(26) (10–4
5

XXI
II   (398, 426)
1,54(8) (10–4
6

XXII
I   (423, 390)
2,31(26) (10–6
4

XXIII***
II   (396, 429)
6,31(29) (10–6
7

XXIV
II   (392, 423)
8,64(41) (10–5
7

XXV
II   (394, 421)
4,47(36) (10–6
4

XXVI
II   (395, 428)
1,33(3) (10–6
10

XXVII
II   (393, 426)
1,33(11) (10–5
4


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

                


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

                               
***  К суспензии микросом в фосфатном буфере  добавляли раствор  гидрохлорида соединения XXIII. 







Рис. 1. Дифференциальные спектры поглощения о-хлорбензгидрилмочевины VI (а) и дифенилметана XXII (б). [VI]=0,387 ( 10-3 моль/л; [XXII]=0,046 ( 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 XXIV (а) и XXVI (б) в координатах Лайнуивера-Берка. Концентрация цитохрома Р-450  5,0 нмоль/мл. Толщина кюветы 1,00 см.
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Spectral investigation of enzyme-substrate complexes of urea and diphenylmethane derivatives with Cytochrome P450 from liver microsomes

Investigation of enzyme-substrate complexes formed by urea and diphenylmethane derivatives with microsomal Cytochrome P450 has been undertaken by the method of electron spectroscopy. The microsomal fraction was obtained from liver of phenobarbital-treated rats. Arylalkylureas, substituted benzohydrylureas, fluorenylurea, diphenylmethane, benzohydrylamine, and benzohydrylformamide were used as substrates. Titration of liver microsomes by diphenylmethane solution resulted in the appearance of type I difference spectrum with the minimum at 423 nm and maximum at 390 nm (dissociation constant KS=2.3(10–6 M). All the nitrogen-containing compounds investigated gave type II spectra on adding their solutions to microsomal suspension (minima and maxima within the ranges 385(402 nm and 420(429 nm, respectively). Dissociation constants KS vary from 1.3(10–6 M to 4.8(10–4 M. N,N(-disubstituted ureas and benzohydrylureas containing halogen in m-position of one benzene ring have the highest affinity to microsomal Cytochrome P450 among the type II substrates.
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