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Íà îñíîâå QSAR-ìîäåëåé, ïîñòðîåííûõ ìåòîäîì ôðîíòàëüíûõ ìíîãîóãîëüíèêîâ (ÔÌ),
âûïîëíåíî êîíñòðóèðîâàíèå íîâûõ ëèãàíäîâ öèòîõðîìà P-450 CYPIIB1. Îñóùåñòâëåí
de novo äèçàéí è ñèíòåç ñëåäóþùèõ ñîåäèíåíèé: 2-ôåíèë-6-áåíçèë-2,4,6,8-òåòðààçàáè-
öèêëî[3.3.0]îêòàí-3,7-äèîí, N-àöåòèë-N’-(1-ôåíèëýòèë)ìî÷åâèíà, (1-ôåíèë-3-ìåòèëáó-
òèë)ìî÷åâèíà. Ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè èññëåäîâàíî âçàèìîäåéñòâèå ýòèõ âåùåñòâ ñ ôå-
íîáàðáèòàë-èíäóöèðîâàííûìè ìèêðîñîìàìè ïå÷åíè êðûñ. Èçìåðåííûå êîíñòàíòû äèñ-
ñîöèàöèè Ks ôåðìåíò-ñóáñòðàòíûõ êîìïëåêñîâ õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñî çíà÷åíèÿìè,
ïðåäñêàçàííûìè ñ ïîìîùüþ QSAR-ìîäåëåé. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î
ïåðñïåêòèâíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäà ÔÌ äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêè àêòèâ-
íûõ ñîåäèíåíèé.

Ðàíåå [1 – 4] ìû ñîîáùàëè îá èññëåäîâàíèè âçàèìî-
äåéñòâèÿ àöèêëè÷åñêèõ è ãåòåðîöèêëè÷åñêèõ ñîåäèíå-
íèé ìî÷åâèíû ñ öèòîõðîìîì P-450 ôåíîáàðáèòàë-èíäó-
öèðîâàííûõ ìèêðîñîì ïå÷åíè êðûñ è ïîñòðîåíèè óäîâ-
ëåòâîðèòåëüíûõ êîëè÷åñòâåííûõ ìîäåëåé âçàèìîñâÿçè
ñòðóêòóðà — êîíñòàíòà äèññîöèàöèè (Ks ) äëÿ èññëåäî-
âàííûõ íàìè ñóáñòðàòîâ I è II òèïà. Èíäóêöèÿ ôåíîáàð-
áèòàëîì ïðèâîäèò ê ïðåîáëàäàíèþ â ìèêðîñîìàõ èçî-
ôîðìû CYPIIB1 öèòîõðîìà P-450 [5]. Êàê óæå îòìå÷à-
ëîñü [4], ðàçðàáîòàííûé íàìè ìåòîä ôðîíòàëüíûõ
ìíîãîóãîëüíèêîâ (ÔÌ) [6 – 8] ïîçâîëÿåò íå òîëüêî ñòðî-
èòü êîëè÷åñòâåííûå ñîîòíîøåíèÿ ñòðóêòóðà – àêòèâ-
íîñòü, íî è êîíñòðóèðîâàòü íà îñíîâå óæå èññëåäîâàííûõ
ñîåäèíåíèé íîâûå âåùåñòâà ñ çàäàííûì óðîâíåì áèîëî-
ãè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàìè âûïîëíåí de novo äèçàéí
õèìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé I – III (ñõåìà), îáëàäàþùèõ
ñðîäñòâîì ê ìèêðîñîìàëüíîìó öèòîõðîìó P-450, îñó-
ùåñòâë¸í èõ ñèíòåç è ïðîâåäåíî ñïåêòðîñêîïè÷åñêîå
îïðåäåëåíèå êîíñòàíò äèññîöèàöèè ôåðìåíò-ñóáñòðàò-
íûõ êîìïëåêñîâ. Ýòî ïîçâîëèëî ïðîâåðèòü êîððåêòíîñòü
àïðèîðíîé îöåíêè âåëè÷èíû áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè
íîâûõ ñîåäèíåíèé ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÔÌ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ ðÿäà íîâûõ ëèãàíäîâ áûë èñïî-
ëüçîâàí ïîäõîä, ïîçâîëÿþùèé ïðîâîäèòü îïòèìàëüíîå
ïîñòðîåíèå õèìè÷åñêèõ ñòðóêòóð èç ìîëåêóëÿðíûõ ôðàã-
ìåíòîâ [9]. Îñíîâîé äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ ñëóæèë íàáîð
ñóáìîëåêóë, èñïîëüçîâàííûé ðàíåå [4] ïðè ïîñòðîåíèè
ñîîòíîøåíèé ñòðóêòóðà — Ks .

Ïîäõîä ê de novo äèçàéíó ìîëåêóëÿðíûõ ñòðóêòóð [9]
ïðåäïîëàãàåò èñïîëüçîâàíèå íàáîðà ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ
õàðàêòåðèñòèê ôðàãìåíòîâ, âàæíûõ äëÿ ïðîöåññà ìîëå-
êóëÿðíîãî ðàñïîçíàâàíèÿ. Â êà÷åñòâå òàêèõ õàðàêòåðè-
ñòèê (äåñêðèïòîðîâ) áûëè âûáðàíû ìîëÿðíàÿ ðåôðàêöèÿ
è ãèäðîôîáíîñòü, ðàññ÷èòàííûå â ðàáîòå [4] ïî àòîìíûì
èíêðåìåíòàì [10]. Îïòèìàëüíîå êîíñòðóèðîâàíèå ïðîâî-
äèëîñü òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû â öåëåâûõ ìîëåêóëÿðíûõ
ñòðóêòóðàõ îêðóæåíèå ôðàãìåíòîâ áûëî áëèçêèì ê òàêî-

âîìó â èñõîäíîì îáó÷àþùåì íàáîðå áèîëîãè÷åñêè àê-
òèâíûõ ñîåäèíåíèé [4]. Êðèòåðèé îïòèìàëüíîñòè �
âû÷èñëÿëè èç ñëåäóþùèõ ñîîòíîøåíèé.
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ãäå n — êîëè÷åñòâî àòîìîâ, ñìåæíûõ ñ äðóãèìè ôðàãìåí-
òàìè â ìîëåêóëÿðíîé ñòðóêòóðå M; ri è Ri — ðåôðàêöèè
çàìåñòèòåëåé ïðè i-ì àòîìå ñîîòâåòñòâåííî â ìîëåêóëå M

è â ñîåäèíåíèè èç îáó÷àþùåé âûáîðêè, ñîäåðæàùåì
äàííûé ôðàãìåíò; hi è Hi — àíàëîãè÷íûå çíà÷åíèÿ ãèä-
ðîôîáíîñòè çàìåñòèòåëåé; m — êîëè÷åñòâî àòîìîâ,
ñìåæíûõ ñ äðóãèìè ôðàãìåíòàìè, âî âñåõ ñîåäèíåíèÿõ
îáó÷àþùåé âûáîðêè; Rñð è Hñð — ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ðåô-
ðàêöèè è ãèäðîôîáíîñòè çàìåñòèòåëåé âî âñåõ ìîëåêó-
ëÿðíûõ ôðàãìåíòàõ ñîåäèíåíèé îáó÷àþùåé âûáîðêè;
wr = 0,00032 è wh = 0,2 — âåñîâûå êîýôôèöèåíòû.

Ñîåäèíåíèÿ I – III, íàéäåííûå â ðåçóëüòàòå êîíñòðóè-
ðîâàíèÿ ïî àëãîðèòìó [9], èìåþò êðèòåðèè îïòèìàëüíî-
ñòè � îò 0,003 äî 0,124.

Ãëèêîëóðèë I ïîëó÷àëè êîíäåíñàöèåé ãëèîêñàëÿ ñ
N-ôåíèë- è N-áåíçèëìî÷åâèíîé [11]. Ñîåäèíåíèÿ II, III
ñèíòåçèðîâàëè ïî ìåòîäèêàì [12].

Áèîëîãè÷åñêèå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà ìèêðîñî-
ìàõ ïå÷åíè êðûñ-ñàìöîâ ëèíèè Wistar ìàññîé 180 – 200 ã,
êîòîðûì ñ èíòåðâàëîì â 24 ÷ òðèæäû âíóòðèáðþøèííî
ââîäèëè ôåíîáàðáèòàë-íàòðèé (Merck) â äîçå 80 ìã
êã.
Æèâîòíûõ äåêàïèòèðîâàëè ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå ïîñëåäíåé
èíúåêöèè. Ìèêðîñîìàëüíóþ ôðàêöèþ ïå÷åíè âûäåëÿëè
ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëüíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ [13].
Ñîäåðæàíèå ãåìîïðîòåèäà îïðåäåëÿëè ìåòîäîì Omura è
Sato [14]; ñîäåðæàíèå ìèêðîñîìàëüíîãî áåëêà óñòàíàâëè-
âàëè ïî Lowry [15]. Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ïðîâåäåíèåì
ôîòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé ñîåäèíåíèÿ I – III ðàñòâîðÿ-
ëè â ñâåæåïåðåãíàííîì äèìåòèëñóëüôîêñèäå (ÄÌÑÎ) â
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êîíöåíòðàöèÿõ 1,46 � 10 – 4; 4,25 � 10 – 3; 1,65 � 10 – 2 ìîëü
ë
ñîîòâåòñòâåííî. Ñóñïåíçèþ ìèêðîñîì ãîòîâèëè â 0,1 M
ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 7,4) è ïåðåíîñèëè â êþâåòû ñïåê-
òðîôîòîìåòðà Perkin Elmer 124. Â ðàáî÷óþ êþâåòó äî-
áàâëÿëè ïîðöèÿìè ðàñòâîð ñóáñòðàòà, à â êþâåòó ñðàâíå-
íèÿ — ðàâíûå ïîðöèè ÄÌÑÎ, ïåðèîäè÷åñêè ðåãèñòðè-
ðóÿ äèôôåðåíöèàëüíûé ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ â îáëàñòè
370 – 470 íì. Êîíöåíòðàöèè ñóáñòðàòîâ â ðàáî÷åé êþâå-
òå íàõîäèëèñü â äèàïàçîíå îò 3 � 10 – 7 äî 1 � 10 – 4 M. Óäå-
ëüíîå ñîäåðæàíèå áåëêà è öèòîõðîìà P-450 â èñïîëüçî-
âàííîé ñóñïåíçèè ìèêðîñîì â êþâåòå ñîñòàâëÿëî
2,20 ìã
ìë è 4,55 íìîëü
ìë ñîîòâåòñòâåííî. Çíà÷åíèÿ Ks

îïðåäåëÿëè ìåòîäîì íàèìåíüøèõ êâàäðàòîâ èç êîíöåíò-
ðàöèîííûõ çàâèñèìîñòåé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè â äâîé-
íûõ îáðàòíûõ êîîðäèíàòàõ Ëàéíóèâåðà – Áåðêà.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Äëÿ ñêîíñòðóèðîâàííûõ íàìè õèìè÷åñêèõ ñòðóêòóð
I – III íà ñõåìå ïðèâåäåíû çíà÷åíèÿ ïðîãíîçà áèîëîãè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòè pKs�, íàéäåííûå ïî êîëè÷åñòâåííûì ñî-
îòíîøåíèÿì ñòðóêòóðà – àêòèâíîñòü (ÊÑÑÀ) ñóáñòðàòîâ
I òèïà — äëÿ ãëèêîëóðèëà I, à äëÿ ñîåäèíåíèé II, III — ïî
ÊÑÑÀ ñóáñòðàòîâ II òèïà [4]. Ýòè õàðàêòåðèñòèêè äàëåå
ñîïîñòàâëÿëèñü ñ ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðåäåë¸ííûìè âå-
ëè÷èíàìè pKs ôåðìåíò-ñóáñòðàòíûõ êîìïëåêñîâ (ñõåìà).

Êîìïëåêñîîáðàçîâàíèå öèòîõðîìà P-450 ñ ëèãàíäîì I ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ ïîÿâëåíèåì ñïåêòðàëüíûõ èçìåíåíèé I

òèïà (�min = 425 íì, �max = 385 íì), à ñ ëèãàíäàìè II, III —
ñïåêòðàëüíûõ èçìåíåíèé II òèïà (�min = 393 – 395 íì,
�max = 427 – 428 íì). Äèôôåðåíöèàëüíûå ñïåêòðû ïîãëî-
ùåíèÿ êîìïëåêñîâ èçîáðàæåíû íà ðèñ. 1. Òèï íàáëþäàå-
ìûõ ñïåêòðàëüíûõ èçìåíåíèé ñîîòâåòñòâóåò ÊÑÑÀ-ìî-
äåëè, èñïîëüçîâàííîé ïðè êîíñòðóèðîâàíèè è îïðåäåëå-
íèè âåëè÷èí pKs�. Ëèíåéíûå çàâèñèìîñòè â êîîðäèíàòàõ
Ëàéíóèâåðà – Áåðêà (ðèñ. 2 – 4) èìåþò êîýôôèöèåíòû
êîððåëÿöèè íå íèæå 0,99. Ïðî÷íîñòü îáðàçóåìûõ ôåð-
ìåíò-ñóáñòðàòíûõ êîìïëåêñîâ âåñüìà âûñîêà. Â ñëó÷àå
ñóáñòðàòîâ II òèïà (II) è (III) ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðå-
äåë¸ííàÿ âåëè÷èíà pKs ñîñòàâëÿåò ïîðÿäêà 5,3 – 5,6, à
äëÿ ñóáñòðàòà I òèïà (I) îíà äîñòèãàåò 6,29 (ñõåìà).

Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî äèôôåðåíöèàëüíûå ñïåêòðû
ïîãëîùåíèÿ, õàðàêòåðíûå äëÿ êîìïëåêñîâ ñîåäèíåíèé II
è III, íå íàáëþäàþòñÿ â ñëó÷àå ïðåäâàðèòåëüíîãî äîáàâ-
ëåíèÿ ìåòèðàïîíà (IV) èëè êëîòðèìàçîëà (V) â îáå êþâå-
òû ñïåêòðîôîòîìåòðà â íàñûùàþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ.
Ýòî ãîâîðèò î íàëè÷èè êîíêóðåíöèè çà ñâÿçûâàíèå ñ àê-
òèâíûì öåíòðîì ãåìîïðîòåèäà ìåæäó èññëåäóåìûìè ëè-
ãàíäàìè II, III è ìåòèðàïîíîì èëè êëîòðèìàçîëîì. Ñîå-
äèíåíèÿ IV è V èçâåñòíû êàê ëèãàíäû ãåìîâîé ÷àñòè öè-
òîõðîìà P-450 [16, 17], èçáèðàòåëüíî ñâÿçûâàþùèåñÿ ñ
èçîôîðìîé P-450b (CYPIIB1) â ôåíîáàðáèòàë-èíäóöèðî-
âàííûõ ìèêðîñîìàõ ïå÷åíè êðûñ. Îòìå÷åííîå îáñòîÿòå-
ëüñòâî, à òàêæå âåñüìà íèçêèå çíà÷åíèÿ Ks ôåðìåíò-ñóá-
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Ðèñ. 1. Äèôôåðåíöèàëüíûå ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ êîìïëåêñîâ
àðèëàëêèëìî÷åâèí II, III (à ) è ãëèêîëóðèëà I (á ) ñ öèòîõðîìîì
P-450. Òîëùèíà êþâåòû 1,00 ñì. Ñïåêòðàëüíûå êðèâûå äëÿ êîì-
ïëåêñîâ ñóáñòðàòîâ II è III ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàþò.
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ñòðàòíûõ êîìïëåêñîâ ñîåäèíåíèé II è III, íà íàø âçãëÿä,
ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä îá èçáèðàòåëüíîì õàðàêòåðå èõ
âçàèìîäåéñòâèÿ ñ îñíîâíîé ôåíîáàðáèòàë-èíäóöèðîâàí-
íîé èçîôîðìîé öèòîõðîìà P-450 è ïîçâîëÿåò ðàññìàòðè-
âàòü ëèãàíäû II è III êàê ïîòåíöèàëüíûå èíãèáèòîðû êà-
òàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè CYPIIB1. Ìû òàêæå îáíàðóæè-
ëè, ÷òî ïðåäâàðèòåëüíîå äîáàâëåíèå ñîåäèíåíèÿ I â
íàñûùàþùåé êîíöåíòðàöèè â îáå êþâåòû ñïåêòðîôîòî-
ìåòðà ïðèâîäèò ê èñ÷åçíîâåíèþ ñïåêòðàëüíûõ èçìåíå-
íèé I òèïà, õàðàêòåðíûõ äëÿ ãåêñîáàðáèòàëà (VI). Ïî-
ñëåäíèé èçâåñòåí êàê ëèãàíä àïîïðîòåèíîâîé ÷àñòè ãå-
ìîïðîòåèäà, óñêîðåíèå ìåòàáîëèçìà êîòîðîãî õàðàêòåðíî
äëÿ ôåíîáàðáèòàëîâîãî òèïà èíäóêöèè [18, 19].

Îòêëîíåíèå ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðåäåë¸ííûõ pKs îò
çíà÷åíèé pKs� äëÿ ëèãàíäîâ I – III ðàâíî â ñðåäíåì 0,41.
Ýòî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü âïîëíå óäîâëåòâîðèòåëüíûì êà÷å-
ñòâî ïðîãíîçà àêòèâíîñòè ïðè âûïîëíåííîì de novo äè-
çàéíå áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ. Ñëåäóåò ïîä÷åðê-
íóòü, ÷òî ïðèìåíåíèå ìåòîäà ÔÌ è àëãîðèòìà [9] äëÿ
ýòîé öåëè â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñäåëàíî âïåðâûå, è ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò ïåðñïåêòèâíîñòü èñïî-
ëüçóåìîãî ïîäõîäà.
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DESIGN OF NEW CYTOCHROME P450 LIGANDS AMONG UREA DERIVATIVES
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Design of Cytochrome P450 CYPIIB1 ligands was performed on the base of QSAR models derived by the Frontal Polygon (FP) method. The following com-
pounds were designed: 2-phenyl-6-benzyl-2,4,6,8-tetraazabicyclo[3.3.0]octane-3,7-dione, N-acetyl-N’-(1-phenylethyl)urea, (1-phenyl-3-methylbutyl)urea.
Their interaction with phenobarbital-induced hepatic microsomes from rat was investigated spectrophotometrically. The dissociation constants Ks of enzy-
me-substrate complexes measured are in good agreement with the values predicted by QSAR models. The results demonstrate usefulness of FP method for
design of biologically active compounds.
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Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòè àìïëèòóäû ñïåêòðàëüíûõ èçìåíåíèé �A
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