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Цитохром Р–450 является ключевым компонентом монооксигеназной системы печени, ответственным за метаболизм многих ксенобиотиков [1]. Цитохром Р–450 – зависимая монооксигеназная система служит универсальным хеморецептором и хемоанализатором для широкого круга соединений [2, 3]. Взаимодействие вещества с феррицитохромом Р–450 с образованием фермент–субстратного комплекса является первой стадией в процессе окисления этого вещества. Возникновение и характер комплексов регистрируется спектрально в виде дифференциальных спектров поглощения [4,5]. Для понимания механизмов этого взаимодействия актуальны исследования соотношений структура – биологическая активность, в которых мерой активности служит константа диссоциации Кs  комплекса субстрат – цитохром Р–450.


В работах [6–8] проведены спектральные измерения величин Кs  комплексов фенобарбитал–индуцированного цитохрома Р–450 в микросомах печени крыс с рядом субстратов, описанных ранее [9] как индукторы монооксигеназной системы печени. Известно, что вид дифференциальных спектров поглощения комплексов позволяет разделить лиганды на группы субстратов I и II типа [10].  В настоящей работе анализируются данные о величинах Кs исследованных нами [6–8] комплексов цитохрома Р–450 с 15 субстратами I типа и 37 субстратами II типа. Найдены количественные соотношения структура – константа диссоциации, обладающие хорошей  прогнозирующей способностью.

Объекты и методы исследования

Образование цитохромом Р–450 комплексов с соединениями I–XV (схема 1) сопровождается спектральными изменениями I типа, а с соединениями XVI–LII (схемы 2, 3) – спектральными изменениями II типа [6–8]. Указанные субстраты включают ароматические углеводороды, производные гликолурила и барбитуровой кислоты (схема 1), мочевины и бензгидриламина (схема 2), дифеновой кислоты и карбамидсодержащих гетероциклов (схема 3), т.е. в целом представляют собой структурно разнообразный набор соединений. В таких случаях применение большинства из известных QSAR–методологий оказывается невозможным. Поэтому для построения QSAR мы использовали метод фронтальных многоугольников (ФМ) [11–14], основанный на принципе локального трёхмерного подобия молекул и ориентированный на структурно разнообразные ряды веществ.


В методе ФМ анализ соотношений структура – активность начинается с выделения в исследуемых молекулах приблизительно планарных периферийных участков, снятия с них “отпечатков” и нахождения проекций атомов на этих отпечатках. Проекциям присваиваются структурные дескрипторы – геометрические характеристики и заряды атомов. Отпечатки одной или нескольких наиболее активных молекул серии считаются совокупной моделью рецептора и называются мультиплетами, а проекции на них – центрами активности (ЦА) [11]. Затем выполняется поиск оптимальных наложений (ОПН) отпечатков исследуемых молекул на мультиплеты, причём оптимальность определяется с учётом дескрипторов проекций. Набор ОПН служит для построения регрессионной модели (1) методом парциальных наименьших квадратов [15] :




,



(1)

где 

 – рассчитанная биологическая активность; Н – количество скрытых переменных; (h – регрессионный коэффициент перед скрытой переменной  Zh. 


Переменные Zh взаимно ортогональны [15] и являются линейными комбинациями фактических переменных (элементов матрицы отнесений 

, получаемой при анализе массива ОПН [14]). Координаты Zh не имеют строгого физического смысла, поэтому в настоящей работе мы не указываем коэффициенты (h, а приводим их максимальную относительную погрешность (max  (см. обсуждение результатов).


Для преодоления проблемы конформационной лабильности, присущей многим подходам к 3D–QSAR, мы применяли модификацию метода ФМ [12], в которой изучаемые химические структуры разбиваются на фрагменты (субмолекулы), а отпечатки строятся только для жёстких субмолекул. Окружение фрагментов учитывается включением рефракции и липофильнсти заместителей в набор дескрипторов проекций атомов, имеющих эти заместители. Разбиение молекул I–LII на фрагменты показано выделением связей на схемах 1–3. Жёсткими считались все субмолекулы, кроме групп СН, CH2, (CH2)2, C=O, отдельных атомов водорода, а также  циклогексенового кольца в соединении XIV. Карбамидсодержащему фрагменту в производных мочевины XVI–XXXVII, XLI приписывали жёсткую структуру из-за наличия в нём р,( –сопряжения. В ацетилмочевинах XXXIX, XL субмолекулу, включающую по две группы NH и CO, считали жёсткой и имеющей псевдоциклическую геометрию (схема 2) ввиду возможности образования внутримолекулярной водородной связи 
 . Оптимальное геометрическое строение лигандов определено методом молекулярной механики с помощью программного комплекса АСТРА [16] (соединения II, III, XVI–XXV, XXVII–XXIX, XXXII–XXXVI, XXXIX, XL, XLIV, XLVIII, параметризация Дашевского [17]) или программы HyperChem [18] (соединения I, IV–XV, XXVI, XXX, XXXI, XXXVII, XXXVIII, XLI–XLIII, XLV–XLVII, XLIX–LII, параметризация ММ+). Заряды атомов в качестве дескрипторов проекций вычислены по схеме выравнивания электроотрицательностей [19]. 


Расчёты методом ФМ проводились с использованием параметризации, описанной в работе  [12].  Поиск ОПН выполнен при N0=4 (минимально необходимое количество проекций, отнесённых к ЦА в каждом ОПН) и граничном значении критерия оптимальности К0=0,045 [12]. Параметр N0 выбран исходя из того, что в ряду из 106 или 110 индукторов цитохрома Р–450  при N0=4  были найдены лучшие соотношения структура – активность, чем с величинами N0=3 и N0=5 [20]. Рефракции rm  и липофильности (m субмолекул вычислены по атомным инкрементам [21]. В качестве меры биологической активности применяли величины рКs  по данным работ [6–8].

Обсуждение результатов


Экспериментальные значения рКs  для комплексов субстратов I типа I–XV и количество отпечатков Nотп приведены в табл. 1, а аналогичные данные для субстратов II типа XVI–LII – в табл. 2. Построение QSAR–моделей осуществлялось независимо в каждом из этих рядов соединений.


Для субстратов I типа  в качестве мультиплетов выбраны отпечатки молекул II, V, VII, VIII, наиболее прочно связывающихся с микросомальным цитохромом Р–450, а также фнобарбитала IV, образующего наименее устойчивый комплекс. Для симметричных субмолекул в число мультиплетов включали только структурно различающиеся отпечатки [12],  общее количество которых составило 18.  Количество ОПН (Nопн) для каждого из субстратов  I–XV указано в табл. 1. По массиву ОПН построена нормированная матрица отнесений 

 [14]. К матрице 

, имеющей 15 строк ( по числу соединений серии) и 166 столбцов  ( по общему количеству ЦА на всех мультиплетах) применяли метод парциальных наименьших квадратов, позволивший уменьшить размерность пространства параметров от 166 до Н скрытых переменных.  Доля заключённой в матрицах 

 информации, сохраняемая после понижения размерности базиса переменных до Н [15], для всех обсуждаемых ниже соотношений структура – активность составляла 90–96%. В табл. 3 в зависимости от числа Н приведены дисперсии адекватности S2,  множественные коэффициенты корреляции R регрессионных уравнений  и величины (max.  По этим данным для субстратов I типа мы выбрали оптимальное значение Н=5, исходя главным образом из условия минимальности относительной погрешности (max коэффициентов (h. Так, при Н=4 и Н=6 погрешность (max достигает 26% и 18% соответственно, а при Н=5 она не превышает 13% (все приводимые величины (max оценены с доверительной вероятностью 0,95). В 5–мерном базисе обеспечивается высокое значение R2cv=0,767, полученное в процедуре скользящего контроля [14]. Коэффициент корреляции R для модели с Н=5 равен 0,951; наибольшее отклонение  рассчитанной величины 

 от экспериментальной рКs составляет 0,53 (соединения IV и VIII). Отличия значений 

 , определённых при скользящем контроле, от измеренных рКs  (табл. 1) соответствуют среднеквадратичной неточности прогноза, равной 0,39, что свидетельствует о хорошей прогнозирующей способности QSAR–модели при Н=5, если учесть, что экспериментально полученные константы диссоциации комплексов цитохрома Р–450 с исследуемыми субстратами I типа различаются более чем на три порядка (табл. 1).


Как указывалось выше, в число мультиплетов были включены отпечатки не только молекул II, V, VII, VIII, образующих прочные фермент–субстратные комплексы, но и фенобарбитала IV, комплекс которого имеет наименьшее рКs в ряду I–XV. Целесообразность этого обусловлена тем, что соединение IV применялось [6–8] для индукции цитохрома Р–450b в печени эксперимеентальных животных. Следует отметить, что исключение отпечатков фенобарбитала из последовательности мультиплетов заметно снижает качество корреляции. Характеристики полученной при этом регрессионной модели (Н=5, S2=0,191, R=0,910) статистически значимо ухудшаются сравнительно с приведёнными в табл. 3 для Н=5.


В ряду субстратов II типа наибольшим сродством к микросомальному  цитохрому Р–450 обладают соединения XXV, XXXVII, XLVII (табл. 2),  отпечатки которых считались мультиплетами при построении QSAR для серии из 37 молекул XVI–LII.  Количество ЦА на 14 структурно различающихся мультиплетах составляет в этом случае 139.  Таким образом, матрица отнесений 

 имеет размер 37(139. Понижение размерности пространства параметров не приводит к столь выраженному минимуму относительных погрешностей (max в зависимости от Н (табл. 3), как это имеет место  для субстратов I типа. Мы выбрали в качестве оптимальной QSAR–модель в подпространстве из Н=9 скрытых переменных.  Переход к Н=10 незначительно увеличивает качество корреляции, но снижает статистическую обусловленность линейной модели в результате  введения дополнительной переменной [15].  При Н=9  максимальное отклонение рассчитанной биологической активности от экспериментальной, равное 0,82, достигается для о-бромбензгидрилмочевины XIX. Процедура скользящего контроля приводит к значению R2cv=0,676, а среднеквадратичная неточность предсказания величин рКs составляет 0,39. Следовательно, обсуждаемые QSAR–модели с Н=9 (субстраты II типа) и Н=5 (субстраты I типа)  по прогнозирующей способности очень близки между собой. 


Для проверки возможности правильно оценивать значения рКs с помощью получаемых соотношений структура – активность мы применили также разбиение каждого ряда субстратов на обучающую выборку (множество Т) и контрольную выборку (множество С). Построение QSAR–моделей на основе обучающих выборок и расчёт рКs внутри контрольных выборок осуществляли по тем же наборам ОПН, что и построение моделей, представленных в табл. 3, при Н=5 и Н=9 для рядов I–XV и  XVI–LII соответственно. Качество прогноза определяли, вычисляя величину R2с по уравнению (2):




,



(2)

где 

 и 

 – экспериментальная и вычисленная величины рКs     i–го соединения из множества С; 

 –  среднее значение рКs ,  определённое по субстратам множества Т.


Контрольная выборка для субстратов I типа включала соединения I, II, IV, VIII, выделенные случайным образом из ряда I–XV. По остальным 11 субстратам  этого ряда построена модель, имеющая S2=0,023, R=0,986, (max=15% . Рассчитанные величины неточностей ((i=

 – 

) прогноза активности соединений контрольной выборки составляют 0,19 (I), 0,49 (II), 0,75(IV), -0,55(VIII), что соответствует значению R2с=0,809. Связь между рКs и 

 субстратов I, II, IV, VIII показана графически на рис. 1.


Довольно обширный массив экспериментальных данных об устойчивости комплексов микросомального цитохрома Р–450 с субстратами II типа [6–8] позволил нам  увеличить количество соединений в контрольной выборке до десяти. Случайным образом из ряда XVI–LII выбраны 10 субстратов, составивших множество С. По обучающей выборке из остальных 27 соединений  найдена QSAR–модель (S2=0,144; R=0,878; (max=33%), дающая следующие неточности прогноза (i для веществ из контрольной выборки: 0,33 (XVII), -0,25 (XX), -0,54 (XXIII), -0,19 (XXIV), -0,01 (XXVI), -0,69 (XXXV), -0,33 (XXXVIII), -0,11 (XLV), -0,06 (XLVII), 0,13 (LII) (R2c=0,860, рис. 2а). Однако в этом случае множество С не является вполне представительным для соединений XVI–LII, т.к.  не содержит все типы химических структур исследуемого ряда субстратов II типа. Поэтому мы применили несколько иной подход к случайному формированию контрольной выборки,  добавив условие вхождения в неё хотя бы по одному соединению из следующих подмножеств: бензгидрилмочевины и их аналоги (XVI–XXXIII, XXXVII, XXXVIII, XLI, XLII), арилалкилмочевины (XXXIV–XXXVI), ацетилмочевины (XXXIX, XL), производные дифеновой кислоты (XLIII–XLVII), карбамидсодержащие гетероциклы (XLVIII–LI), дибензазепинон (LII). Отвечающие этому условию множества Т (27 субстратов) и С (10 субстратов)  позволили получить регрессионное уравнение удовлетворительного качества (S2=0,053; R=0,950; (max=10%). Значения (i  для соединений контрольной выборки равны 0,93 (XIX), -0,05(XXIV), 0,36 (XXX), 0,75 (XXXIV), -0,77 (XL), 0,03 (XLIV), 0,17 (XLVII), -0,34 (XLVIII), 0,62 (XLIX), 0,40 (LII) (R2c=0,659, рис. 2б). Снижение качества прогноза активности сравнительно с результатами, представленными на рис. 2а, видимо, связано со значительным структурным разнообразием молекул, образующих данное множество С. Отметим, что наибольшая неточность (i=0,93 наблюдается в случае о-бромбензгидрилмочевины XIX,  которая отклоняется также от общей закономерности для субстратов II типа, имея самое значительное несовпадение 

 с экспериментальной величиной рКs (табл. 2). Исключение субстрата XIX из контрольной и обучающей выборок приводит к величине R2c=0,729 для оставшихся 9 соединений множества С (XXIV, XXX, XXXIV, XL, XLIV, XLVII–XLIX, LII).


Диаграммы, изображённые на рис.1, 2, и значения R2c свидетельствуют о возможности достаточно надёжно оценивать константы диссоциации  комплексов субстратов I и II типа с цитохромом Р–450.


Одно из положительных качеств метода ФМ заключается в том, что коэффициенты (h линейной регрессии позволяют определить вклад (вес Wl) каждой из жёстких субмолекул данного соединения в величину его биологической активности, т.е. в значение 

 , рассчитанное по уравнению (1). Веса Wl  обладают свойством аддитивности (3) [12, 14]: 




,




(3)

где L – количество жёстких фрагментов в молекуле субстрата.

Поэтому субмолекулы с высокими Wl интересны в плане конструирования новых лигандов. В табл. 4 перечислены фрагменты, имеющие Wl ( 3,5. Значительным весом обладают некоторые фенильные фрагменты. Это обстоятельство, а также различие Wl  для фенильных колец обусловлены разным характером их замещения, т.к. описание структуры субмолекулы в методе ФМ включает не только её химическое строение, но и свойства заместителей [12, 14], в данном случае молярную рефракцию rm и липофильность (m. Интересно отметить, что  фенильные субмолекулы с высокими Wl  в ряду субстратов I типа имеют объёмные заместители (( rm=50...70 см3/моль, табл. 4), а для боковых цепей фенильных фрагментов (Wl ( 4) в субстратах II типа значения рефракций  существенно ниже (( rm=20...40 см3/моль). Это, видимо, связано с необходимостью доступа молекулы к иону Fe3+ в гемовой части цитохрома Р–450, что приводит к комплексообразованию по II типу [10, 22] и накладывает определённые ограничения на объём лиганда.


Полученные QSAR–модели и веса фрагментов планируется далее использовать для конструирования новых субстратов  I и II типа, образующих устойчивые комплексы с цитохромом Р–450. Возможные подходы к такому конструированию предложены нами в статьях [20, 23].
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Таблица 1

Биологические активности субстратов I типа и некоторые характеристики соотношения структура – активность при Н=5

Соединение


рКs*





Nотп


Nопн




– рКs



I

II

III

IV

V

VI

VII

VIII

IX

X

XI

XII

XIII

XIV

XV
5,00

5,64

4,77

2,53

5,20

5,18

5,53

5,26

4,86

3,88

4,82

3,78

4,52

    3,86**

3,87
5,07

5,90

4,36

3,06

5,20

5,10

5,75

4,73

4,95

3,91

4,81

3,88

4,52

3,84

3,61
4

4

18

5

12

7

9

6

7

11

5

4

15

9

7
381

207

539

263

457

356

506

478

447

400

252

85

226

111

197
0,11

0,70

-0,62

0,82

0,00

-0,09

0,32

-0,65

0,10

0,04

-0,01

0,26

0,00

-0,10

-0,37

Примечания. * По данным [6–8].

                      ** Использована величина Кs  для комплекса цитохрома Р–450 с гексеналом (N–натрийпроизводным соединения XIV).

 Таблица 2

Биологические активности субстратов II типа и некоторые характеристики соотношения структура – активность при Н=9

Соединение


рКs*






Nотп


Nопн




– рКs



XVI

XVII

XVIII

XIX

XX
3,93

3,76

4,78

3,56

4,07
4,01

4,06

4,41

4,38

3,83
6

6

6

6

6
363

426

397

385

378
0,08

0,33

-0,40

0,91

-0,26

XXI

XXII

XXIII

XXIV

XXV
3,88

4,10

5,23

5,05

5,37
4,06

4,50

4,79

5,00

5,21
7

6

6

6

6
272

440

430

417

394
0,26

0,42

-0,47

-0,06

-0,18

XXVI

XXVII

XXVIII

XXIX

XXX
4,76

4,42

4,14

4,14

4,34
4,79

4,49

4,37

4,11

4,45
6

6

6

6

11
439

404

407

346

341
0,04

0,08

0,26

-0,03

0,13

XXXI

XXXII

XXXIII

XXXIV

XXXV
4,45

3,81

3,94

3,32

5,18
4,35

3,79

3,70

3,93

4,88
8

8

6

4

5
340

238

348

198

182
-0,15

-0,05

-0,40

0,99

-0,47

Табл. 2 (продолжение)

XXXVI

XXXVII

XXXVIII

XXXIX

XL
4,34

5,88

5,20

4,74

5,35
4,29

6,08

5,12

5,09

4,68
6

10

5

12

11
158

755

362

233

403
-0,07

0,45

-0,11

0,85

-0,77

XLI

XLII

XLIII

XLIV

XLV
4,88

4,06

4,59

4,40

5,16
4,63

3,98

4,50

4,37

5,09
7

6

9

9

8
1284

356

312

390

304
-0,37

-0,11

-0,12

-0,03

-0,10

XLVI

XLVII

XLVIII

XLIX

L

LI

LII
5,36

6,31

4,51

3,46

5,23

4,09

5,29
5,34

6,37

4,20

3,83

5,26

3,74

5,40
8

10

11

7

15

7

22
526

527

211

225

473

429

771
-0,02

0,09

-0,42

0,57

0,03

-0,48

0,24

Примечание.  * По данным [6–8].

Таблица 3

Характеристики количественных соотношений структура – активность для субстратов цитохрома Р–450 в зависимости от числа скрытых переменных.

H
S2
R
(max  , %

Субстраты I типа

4

5

6
0,278

0,105

0,054
0,849

0,951

0,978
26

13

18

Субстраты II типа

8

9

10

11
0,146

0,113

0,086

0,074
0,875

0,908

0,934

0,945
13

11

11

15

Таблица 4

Веса Wl  для жёстких субмолекул субстратов цитохрома Р–450*

Соединение


Фрагмент


Wl


( rm **


( (m **



XV


4,5
60,73
-2,55

XII


4,0
19,98
1,98

XIV


3,9
36,54
2,20

XIII


3,8
69,69
0,06

XI


3,5
51,77
-1,46

LII


5,4
1,03
-0,10

XLI


4,7
17,86
-1,30

Табл. 4 (продолжение)

XXXV


4,4
30,27
-0,75

XXXIV


4,1
21,31
-1,27

XLIX


4,1
39,05
-1,14

Примечание. * Приведены фрагменты, имеющие Wl ( 3,5, в порядке убывания Wl  для субстратов I типа и II типа.

                     ** ( rm и  ( (m – соответственно суммарные молярные рефракции и липофильности заместителей в данном фрагменте, вычисленные по инкрементам [21].

Схема 1 


     

                     I                                           II


 

IV–XIV


III

R1=R2=H, R3=C2H5, R4=C6H5 (IV); R1=H, R2=R3=R4=CH2C6H5 (V);R1=H, R2=CH2C6H5, R3=C2H5,  R4=C6H5(VI); R1=R2=CH2C6H5, R3=C2H5,  R4=C6H5(VII); R1=R2=H, R3=R4=C6H5 (VIII); R1=R2=H,  R3=CH3, R4=CH(C6H5)2 (IX); R1=R2=H, R3=Br, R4=CH(C6H5)2  (X); R1=R2=H, R3=C2H5, R4=CH2COC6H5 (XI); R1=R2=H, R3=R4=C2H5, (XII); R1=H, R2=COC6H5, R3=C2H5, R4=(CH2)2CH(CH3)2 (XIII); R1=H, R2=R3=CH3, R4= 3-циклогексенил (XIV)

 

XV

Связи между фрагментами, не показанные на общей формуле соединений IV–XIV:



(IV, VI, VII, XI–XIII)



(XI)




(V–VII)



(XIII)



(XIII)


(IX, X)



(XIV)

В молекуле X атом брома не выделялся в отдельный фрагмент R3, а считался входящим в гетероциклическую субмолекулу

Схема 2



R=H (XVI), o-F (XVII), о-Cl (XVIII), о-Br (XIX), о-I (XX), о-CH3 (XXI), м-F (XXII), м-Cl (XXIII), м-Br (XXIV),

 м-I (XXV), м-NO2  (XXVI), n-F (XXVII), n-Cl (XXVIII), 

n-OH (XXIX), n- NO2 (XXX), n-N(CH3)2 (XXXI)




XXXII


XXXIII


XXXIV–XXXVI

R=H (XXXIV),

C2H5 (XXXV), 

CH(CH3)2 (XXXVI)



XXXVII


XXXVIII


XXXIX, XL

R=CH3 (XXXIX), C6H5 (XL)





Связи между фрагментами, не показанные на общих формулах:

        
                 
              

   

               (XXI)              (XXVI, XXX)         (XXIX)

      

         

       (XXXI)                                (XXXV)  

(XXXVI)



Схема 3



XLIII, XLIV

R=o-CH3 (XLIII), n-CH3 (XLIV)
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Рис. 1. Соответствие между экспериментальными и вычисленными значениями рКs для контрольной выборки субстратов I типа (соединения I, II, IV, VIII).




     

 

Рис. 2. Соответствие между экспериментальными и вычисленными значениями рКs для контрольных выборок субстратов II типа: а) соединения XVII, XX, XXIII, XXIV, XXVI, XXXV, XXXVIII, XLV, XLVII, LII; б) соединения XIX, XXIV, XXX, XXXIV, XL, XLIV, XLVII, XLVIII, XLIX, LII.
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