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Подход, основанный на оксеноидной модели действия монооксигеназ и полуэмпирических
квантовохимических расчетах, применен для прогноза положения гидроксилирования
ароматических соединений - субстратов цитохрома Р450. Результаты сопоставлены с
экспериментальными данными по метаболизму у человека и млекопитающих.
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ВВЕДЕНИЕ. Метаболизм большого числа эндогенных и чужеродных для
организма химических соединений осуществляется с участием группы ферментов
монооксигеназ, наиболее известными представителями которых являются
цитохромы Р450. Под действием этих ферментов вещества становятся более
гидрофильными, что обеспечивает более легкое выведение чужеродных
соединений из организма [1]. С другой стороны, в процессе метаболизма
образуются интермедиаты или конечные метаболиты более токсичные, чем
исходные вещества [1-3]. Например, из веществ проканцерогенов образуются
конечные канцерогены [4]. Многие лекарства также являются субстратами
монооксигеназной ферментной системы цитохрома Р450, локализованной
преимущественно в клетках печени и желудка, причем метаболизм лекарств
может приводить к потере терапевтической активности и образованию
соединений, которые определяют вредные побочные эффекты [5].

Многие изоформы цигохрома Р450 не накладывают жестких требований на
структуру субстратов, субстраты могут свободно вращаться в полости активного
центра фермента [6-7]. Предпочтительное положение метаболического
превращения при этом определяется реакционной способностью, и, в конечном
счете электронной структурой субстрата.

Ароматические соединения являются типичными субстратами цитохрома
Р450. Многие ароматические соединения, в частности, лекарственные препараты,
могут рассматриваться как замещенные производные бензола с простыми или
сложными заместителями! Вредные эффекты, проявляющиеся при действии на

341



ПРОГНОЗ ГИДРОКСИЛИРОВАНИЯ АРОМАТИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ

организм производных бензола, представляют собой следствие биоактивации
бензольного кольца [1-6, 8]. Короткоживущими, но исключительно активными
продуктами биоактивации бензола и его производных являются ареноксиды.
Разнообразные токсические эффекты многих замещенных бензолов С6Н5Х —
результат взаимодействия ареноксида с клеточными макромолекулами [8]. Схема
гидроксилирования бензольного кольца с образованием фенолов через стадию
ареноксидов может быть представлена следующим образом [9]:

о

Fe

Экспериментальные данные свидетельствуют о том, что скорость окисления,
количество различных образовавшихся продуктов и токсичность производных
бензола зависят от природы заместителей. В предыдущих работах [10, 11] эти
зависимости были изучены с использованием квантовохимических расчетов в
рамках оксеноидной модели. Согласно этой модели, роль фермента состоит в
разрыве молекулы О2 с образованием "активного кислорода" в атомарном или
близком к атомарному состоянии, который и связывается с субстратом.
Оксеноидный механизм реакции окисления различных субстратов изучали
экспериментально и с помощью квантовохимических расчетов [12-14]. В случае
производных бензола ключевой стадией, запускающей процесс метаболизма,
является образование интермедиата с тетраэдрически координированным атомом
углерода [11]. Предполагается [10, 11], что скорость гидроксилирования
определяется устойчивостью "тетраэдрического" интермедиата относительно
исходного соединения. Модель позволила удовлетворительно предсказать (за
несколькими исключениями) преимущественное положение гидроксилирования,
относительную легкость гидроксилирования и токсичность в ряду однократно
замещенных бензолов.

Целью данной работы является применение этой модели для предсказания
положения гидроксилирования существенно более широкого круга соединений,
отнесенных к субстратам ароматического гидроксилирования в базе данных
Metabolite [15].

МЕТОДИКА. База данных Metabolite содержит результаты изучения
метаболизма различных субстратов in vivo у человека, млекопитающих и водных
организмов, а также в различных тест-системах in vitro. Около 98% субстратов
являются лекарственными препаратами и около 2% - пищевые добавки, пестициды
и промышленные химические вещества. Тестовая выборка из этой базы содержала
24 субстрата и включала только те соединения, которые могут быть рассмотрены
как замещенные бензолы. Энергии образования исходных соединений и
интермедиатов с тетраэдрически координированным атомом углерода
рассчитывали по программе МОРАС 6.0 [16] в рамках метода MNDO. При расчете
интермедиатов геометрия метаболизируемого кольца принималась такой же, как в
ингермедиате бензола, структура которого взята из работы Korzekwa и соавторов
[10], а геометрия заместителей считалась такой же, как в исходной молекуле
субстрата. Геометрию субстрата находили оптимизацией из условия минимума
полной энергии. Рассматривали все возможные положения ароматического
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гидроксилирования в молекуле; если в молекуле имеется два или больше
бензольных кольца, рассчитывали энергии интермедиатов, образованных при
последовательном присоединении кислорода ко всем незамещенным положениям
всех бензольных колец. Согласно развиваемой модели, чем меньше разность
энергий образования интермедиата и исходного субстрата АЕ, тем легче должно
идти гидроксилирование по данному положению. 'За нуль энергии принимали
разность энергий интермедиата и исходной молекулы незамещенного бензола.
Известно, что бензол является субстратом цитохрома Р450, и его метаболизм
проходит через стадию» образования ареноксида и затем фенола [8,9].
Отрицательные значения ДЕ в таблице отвечают положениям, активированным по
сравнению с бензолом, поэтому эти положения обязательно должны
гидроксилироваться [17J. Положительные значения ЛЕ соответствуют меньшей
легкости гидроксилирования по сравнению с незамещенным бензолом. Реакция не
пойдет, если значение АЕ положительно и велико.

Результаты расчетов и экспериментальные данные приведены в таблице. Для
каждого экспериментально обнаруженного метаболита приведены условия
эксперимента, т.е. указано in vivo или in vitro проводился эксперимент, вид
экспериментального объекта и, если эта информация приведена в базе данных,
изоформа цитохрома Р450.

Таблица. Структура субстратов ароматического гидроксилирования под действием цитохрома
Р450 (атомы Н не указаны), возможные положения гидроксилирования, разности энергий ЛЕ
интермедиата с тетраэдрически координированным атомом С и исходного субстрата (за начало
отсчета энергии принято значение АЕ для бензола) и экспериментальные данные по метаболизму
(знаком " + " обозначен наблюдаемый метаболит с ОН-группой в соответствующем положении,
знаком минус - не обнаруженный)
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ. Для оценки результатов всем
возможным положениям ароматического гидроксилирования данного субстрата
были приписаны ранги в возрастающей последовательности в соответствии со
значением энергии интермедиата. В идеале "правильные" положения
гидроксилирования (метаболиты с ОН- группой в этих положениях обнаружены
экспериментально) должны иметь меньшие ранги, чем "неправильные"
положения. Точность распознавания положения гидроксилирования оценивали
по значению индекса точности прогноза [18] (index of accurancy of prediction, IAP):

IAP= 100xN{rt<rf}/(lVNf) %,
где N{rt<rf} число случаев, для которых положение, по которому идет

гидроксилирование в эксперименте ("правильное"'), имеет меньший ранг, чем
положение, по которому реакция не идет ("неправильное"), причем
сопоставлялись все пары "правильиое'Тнеправилыюе" положение
гидроксилирования. "Nt и N f - количество "правильных" и "неправильных"
положений гидроксилирования, соответственно. Эта статистика была рассчитана
для каждого субстрата и усреднена по всей выборке; усредненное значение
составляла 91,2 %.

Таким образом, статистический анализ свидетельствует, что в подавляющем
большинстве случаев предсказанное по результатам расчета положение
гидроксилирования совпадает с наблюдаемым в эксперименте. Однако в
некоторых случаях отсутствуют экспериментальные данные о гидроксилировании
в положения, в которых, согласно модели, гидроксилирование возможно.

Обсудим теперь результаты более подробно. В случае соединения 1, по
данным расчетов, наиболее легко должно осуществляться гидроксилирование в
пара-положение по отношению к заместителю в бензольном кольце. Именно такой
процесс наблюдается как в экспериментах на людях, так и в тест-системах in vitro.

По результатам расчета, в соединении 2 из двух возможных более выгодным
является гидроксилирование по л*еота-положению, что и наблюдается в
эксперименте.

Для соединения 3 наиболее выгодно гидроксилирование в «ара-положение.
Такой продукт метаболизма действительно обнаружен у крыс при введении
соединения внутривенно, а также в экспериментах in vitro. Образование продута
с ОН-группой в „we/na-положснии требует на 5,5 ккал/моль больше энергии, и
такой продукт не был обнаружен.

Согласно прогнозу, гидроксилирование субстрата 4 должно идти по пара- и
ортоположениям, что и наблюдается в эксперименте. Эти положения
активированы по сравнению с бензолом, поэтому реакция должна идти более
интенсивно, чем в случае бензола. В работе Кузнецова [11] приведены
количественные оценки интенсивности метаболизма ряда замещенных бензолов с
образованием различных изомеров фенолов у млекопитающих и человека, а также
в экспериментах in vitro. При введении соединения 4 кроликам обнаружено
большое количество замещенного фенола с ОН-группой в «а/?а-положении (70%
от введенной дозы), при введении собакам - значительное количество ортпо-
изомера, тогда как лгета-изомер не был обнаружен ни в одном эксперименте.

Соединение 5 (анилин) содержит NH2-rpynny, которая является сильным
активирующим заместителем [17]. В согласии с этими соображениями и
результатами расчетов, обнаружены все три изомерных продукта реакции
ароматического гидроксилирования анилина. Значения АЕ, характеризующие
величину энергии активации, для пара- и opwo-положений самые малые во всем
ряду рассчитанных соединений, и, следовательно, интенсивность реакции
метаболизма должна быть большой, что согласуется с экспериментальными
данными [11].

Для соединения 6 наиболее устойчивы интермедиаты с атомом кислорода в
«ара-положении к заместителям в одном и другом бензольном кольце. В
экспериментах in vivo и in vitro обнаружены метаболиты с ОН-группой именно в
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этих положениях.
В соединении 7 также наиболее устойчив интермедиат, соответствующий

гидроксилированию в лора-положение. Такой метаболит был обнаружен в
экспериментах как in vivo, так и in vitro на микросомах печени человека. Однако'и
остальные - орто- и лара-гидроксилированные продукты также были обнаружены
в экспериментах т vitro (таблица). Это связано с тем, что значения АЕ для всех
положений гидроксилирования близки и мало отличаются от нуля (величины АЕ
для бензола).

Только метаболит с ОН-группой в орто-пололений к ОН-группе в молекуле
субстрата обнаружен в экспериментах in vivo и in vitro для субстрата 8. Согласно
результатам расчета, это положение активировано по сравнению с бензолом.
Интермедиат реакции образования л*е/иа-метаболита на 8,75 ккал/моль менее
устойчив. Согласно принципу Белла-Эванса-Пошши [19], энергия активации для
образования этого метаболита значительно больше, чем у opmo-изомера, и
неудивительно, что в эксперименте мета-метабопнг не обнаружен.

Энергии пара- и opmo-интермедиатов субстрата 9 очень близки (разница
всего 1 ккал/моль), однако в экспериментах in vitro обнаружен только лора-изомер.
Отсутствие op/wo-июмера может объясняться стерическими препятствиями,
связанными с наличием объемного заместителя вблизи реакционного орто-
положения. Образование мета-изомера на 4 ккал/моль менее выгодно, и в
эксперименте он не обнаружен.

Согласно расчету, из четырех возможных положений ароматического
гидроксилирования в молекуле субстрата 10 ферментативная реакция должна идти
по орто- и лорд-положениям к ОН-группе, которая является сильным
активирующим ориетантом в реакциях электрофильного замещения [17J, причем
наиболее сильно активированы орто- и шра-положения. Значение АЕ для орто-
положения - одно из самых низких по всей выборке. Согласно принципу Белла-
Эванса-Поляни [19], энергия активации ароматического гидроксилирования для
этих положений также должна быть низкой. Соответствующие метаболиты
обнаружены в многочисленных экспериментах in vivo и in vitro на различных тест-
объектах. Наименее устойчивый интермедиат образуется по л*ета-положению к
гидроксильной группе и орто- к карбоксильной группе, которая является
дезактивирующим ориентантом, т.е. затрудняет прохождение реакции
электрофильного замещения, причем наиболее сильно в орто- и лара-положениях.
Действительно, значение ДЕ для гидроксилирования в это положение наибольшее
по всей выборке. Продукт гидроксилирования по этому положению не обнаружен
ни в одном из проводившихся экспериментов. В одном эксперименте обнаружен
метаболит с ОН-группой в .мета-положении к ОН-группе субстрата и в napa-
положении к карбоксильной группе. Согласно теории электрофильного
ароматического замещения [17] и результатам расчетов, образование этого
метаболита должно быть затруднено по сравнению с бензолом (АЕ 5,81
ккач/моль). К сожалению, количественные оценки легкости прохождения реакции
(например, количество метаболита в процентах от введенного вещества) в
литературе не приведены. Возможно, метаболит образуется в следовых количествах.

Для соединений 11 и 12 значения АЕ для всех положений гидроксилирования
близки между собой и мало отличаются от значения для бензола.
Экспериментально обнаружены все возможные метаболиты, образующиеся по
реакции ароматического гидроксилирования.

Соединение 13 содержит два активирующих заместителя.
Гидроксилирование идет в opmo-положении по отношению к ОН-группе, как
более сильному ориентанту. Гидроксилирование по jwema-положению хотя и
облегчено по отношению к бензолу, но требует на 6,5 ккал/моль больше энергии.
Возможно, метаболит не образуется из-за стерических препятствий, связанных с
наличием объемного заместителя вблизи реакционного центра.

Для соединения 14 наиболее выгодно гидроксилирование в лора-положения
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бензольных колец, что и наблюдается в эксперименте.
Согласно расчету, в соединении 15 гидроксилирование наиболее выгодно по

.мета-положению, и соответствующий метаболит обнаружен в эксперименте.
Однако энергии интермедиатов, соответствующих гидрбксилированию в орто- и
«ара-положения, ненамного больше, чем для л«е/иа-изомера, и такие метаболиты
также обнаружены в эксперименте.

Для соединения 16 наиболее выгодно гидроксилирование в лора-положение
но отношению к заместителю. Именно такой метаболит действительно наблюдали
в эксперименте. Согласно „расчету, должны наблюдаться также и два других
изомера, поскольку разность энергий менее 2 ккал/моль. Значения АЕ также низки,
так что значительных энергетических препятствий для гидроксилирования в
орто- и ,ие/иа-положения нет. Возможно, реакция не идет из-за стерических
препятствий, связанных с ориентацией соединения в активном центре фермента.

В соединении 17, согласно расчету, все положения возможного
гидроксилирования дезактивированы по сравнению с бензолом. Сильнее
дезактивировано opmo-положение, и такой метаболит не обнаружен.

В соединении 18 наименьшее значение АЕ соответствует
гидроксилированию в «ора-положение, что и наблюдается в эксперименте.

Группа OR является сильным активирующим заместителем, причем
наиболее сильно активированы пара- и o/wjo-положения. Карбонильная же группа
является дезактивирующим заместителем. В согласии с теорией, наименьшее
значение АЕ, для соединения 19, в котором имеется бензольное кольцо,
замещенное этими двумя группами, соответствует «ара-положению по
отношению к группе OR. Соответствующий метаболит обнаружен в
экспериментах на человеке и собаках, а также in vitro на микросомах печени
человека. Op/wo-положение к карбонильной группе и .ме/иа-положение к группе
OR сильно дезактивировано, значение АЕ одно из самых высоких по выборке, и
реакция по этому положению не идет. Образование метаболита с ОН-группой в
«ара-положении к карбонильной группе и л/е/яа-положении к группе OR
энергетически невыгодно, однако такой метаболит был обнаружен в одном
эксперименте. Среди возможных положений гидроксилирования другого
бензольного кольца наименьшее значение АЕ соответствует «ара-положению к
заместителю, и такой метаболит был обнаружен в эксперименте.

Afe/wa-положение к метокси группе в соединении 20 сильно дезактивировано
(ДЕ 7,14 ккал/моль), и метаболит с ОН-группой в этом положении не обнаружен.
Другие положения активированы, и соответствующие метаболиты обнаружены в
экспериментах in vitro.

Значения АЕ для двух возможных положений гидроксилирования
соединения 21 близки между собой и мало отличаются от значения АЕ для бензола.
Соответствующие метаболиты обнаружены в эксперименте.

Хлор является дезактивирующим заместителем, и значения АЕ для всех
возможных положений гидроксилирования соединения 22 больше, чем в бензоле.
Экспериментально не обнаружен метаболит, соответствующий наиболее сильно
дезактивированному положению.

В эксперименте in vitro обнаружен единственный продукт реакции
ароматического гидроксилирования соединения 23. Это метаболит с ОН-группой в
«apa-положении к заместителю. Согласно результатам расчета наименьшее
значение АЕ соответствует уие/иа-положению. Разница энергий интермедиатов
составляет всего 2,4 ккал/моль, и величина ДЕ ненамного больше, чем в бензоле.
Можно предположить, что в других экспериментах могут быть обнаружены другие
метаболиты. Возможно, региоселективность в данном случае определяется
ориентацией субстрата в активном центре фермента.

Для соединения 24 наиболее энергетически выгодно гидроксилирование в
«ара-положение к мостиковой группе NH. Такие метаболиты наблюдаются в
эксперименте. Opmo-положение к NH группе также активировано, однако
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соответствующий метаболит не обнаружен, вероятно из-за стерических
препятствий.

В 'заключение ещё раз подчеркнём связь результатов квантовохимического
прогноза положений гидроксилирования рассмотренных субстратов с принятым в
органической химии методом прогноза направления реакций электрофильного
замещения в ароматическом ряду, основанным на ориентационных свойствах
заместителей. Заместители разделяются на активирующие орто- и пара-
положения и дезактивирующие все положения, причём мета-положение
дезактивировано меньше, чем орто- и пара-положения (.мета-ориентанты). Все
ароматические' соединения, содержащие в качестве заместителей орто- и пара-
ориентанты (группы ОН, OR, NH2, CH3 и др.) гидроксилируются легче чем бензол,
а содержащие ;иета-ориентанты (группы NO2, CF3, СО2Н, CHO и др.) труднее, чем бензол.

ВЫВОДЫ. Предложенная модель прогноза положения ароматического
гидроксилирования соединений ряда замещенных бензолов хорошо описывает
экспериментальные данные по метаболизму и может быть использована для
предсказания пути метаболизма неизученных соединений.
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QUANTUM CHEMICAL MODEL FOR THE PREDICTION OF THE SITE OF
CYTOCHROME P450 MEDIATED HYDROXYLATION OF AROMATIC SUBSTANCES

N. V. Kharchevnikova1, А.V. Dmitriev2, Yu. V. Borodina2, P. N. Dyachkov3
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An approach based on the oxenoid model of monooxygenase action and semiempirical quantum
chemical calculations was applied to the prediction of aromatic hydroxylation sites of cytochrome P450
substrates. The results were compared with experimental data on the metabolism in mammals and human
from Metabolite database.

Key words: metabolism, quantum chemical model, hydroxylation, aromatic substances,
cytochrome P450.
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