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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность проблемы. Система комплемента (набор более 30 белков плазмы кро-

ви), появившаяся 600-700 миллионов лет назад, является важнейшей частью иммунной

системы Система комплемента обеспечивает связь между врожденным и адаптивным

иммунитетами, усиливая гуморальный ответ. Атака комплементом сенсибилизирован-

ных антителами клеток приводит к их лизису. При этом выделяются факторы воспале-

ния (СЗа, С5а), которые индуцируют хемотаксис лейкоцитов к очагу воспаления, опсо-

низируют чужеродные бактерии, способствуя их фамоцитозу. Очищая организм от им-

мунных комплексов, система комплемента поддерживает внутренний воспалительный

гомеостаз. После уничтожения чужеродных тел фагоцитами активация комплемента

прекращается. Однако широкий спектр иммунных, аутоиммунных и иммунодефицит-

ных заболеваний, сопровождающихся поражением собственных тканей организма, свя-

зан с чрезмерной и/или несвоевременной активацией системы комплемента (В. Morgan,

1994) К группе острых состояний можно отнести респираторный дистрессиндром

взрослых, ишемические повреждения (инфаркт миокарда, скелетных мышц, легких),

сепсис, ожоговую, раневую болезнь, астму, повторный (послеоперационный) стеноз

сосудов, синдром множественной органной недостаточности, кровотечения, синдром

Гийена-Барре В группу хронических состояний входят пароксизмальная ночная гемо-

глобинурия, гломерулонефрит, системная красная волчанка, ревматоидный артрит, бо-

лезнь Альцгеймера, отторжение органов при трансплантациях, миастения, рассеянный

склероз. Часто активация системы комплемента, приводящая к осложнениям, возникает

из-за неполной биосовместимости материалов в аппаратах для гемодиализа, искусст-

венного сердца и др.

Создание ингибиторов комплемента, способных предотвращать его деструк-

тивное действие, - важная задача современной биоорганической химии. Разрабатыва-

ются терапевтические препараты на основе природных и рекомбинантных форм естест-

венных ингибиторов системы комплемента (C1-ING и sCRl) (S S. Asghar, 1996) При-

влекательность рекомбинантных белков как терапевтических агентов заключена в уже

заложенных биологических свойствах Однако высокая стоимость рекомбинангных

белков и их возможная иммуногенность делают перспективными поиск и создание про-

стых и дешевых низкомолекулярных ишибиторов системы комплемента. На сегодняш-

ний день среди противоопухолевых, противовоспалительных, антифибринолитических

агентов найдено много ишибиторов активации комплемента in vitro. Однако, одни из

известных ингибиторов очень токсичны, другие малоактивны. В настоящеее время не

существует препаратов одобренных FDA (H Assefa, 1999, J D Lambus, 2003)



Несколько лет назад было обнаружено, что заряженные полимеры и липосомы ин-

гибируют систему комплемента. В нашей лаборатории было показано влияние плотно-

сти заряда на антигемолитическую активность. Упрощающей модификацией были

сконструированы низкомолекулярные заряженные вещества с аналогичными свойства-

ми, и выявлены важнейшие параметры, определяющие эффективность ингибирования

комплемента: жесткий гидрофобный скелет с отрицательными зарядами на концах

(О.О.Бурделев, 2000).

Данная работа посвящена не просто поиску новых ингибиторов системы компле-

мента, хотя нам удалось обнаружить высокую антигемолитическую активность дисуль-

фата бетулина Мы исследовали структурные критерии взаимодей-

ствия системы комплемента с низкомолекулярными соединениями и установили коли-

чественную взаимосвязь «структура - активность» на основе классического метода

QSAR для создания более активных эффекторов. Работа выполнена на кафедре биотех-

нологии МИТХТ в рамках госбюджетной темы НИР 1.5.00 "Синтез новых фармаколо-

гически активных веществ и изучение их биологических свойств и методов направлен-

ного транспорта с целью создания противоопухолевых, противовирусных, антипаркин-

сонических средств" и грантов РФФИ №99-04-48793, MAC № 01-04-06327.

Цель и задачи исследования. Цель настоящей работы заключалась в исследовании

структурных критериев взаимодействия системы комплемента с низкомолекулярными

соединениями. Главным критерием проявления высокой активности, по нашему мне-

нию, является наличие заряженной группы в молекуле ингибитора. Тахим образом,

было необходимо установить дополнительные структурные критерии эффективного

ингибирования, а именно: количество зарядов в структуре, их природа, расстояние ме-

жду ними, особенности строения углеродного скелета между зарядами. Важнейшими

задачами работы стали установление количественной взаимосвязи «структура - актив-

ность» в ряду полученных соединений и поиск возможных молекулярных мишеней.

Для этого предполагалось:

• синтезировать производные бисфенола А с различными анионными группами

(карбоксильными, фосфатными, сульфатными), определить анионный заместитель,

обеспечивающий проявление наибольшей АА1, и модифицировать им серию бис-

фенолов, ароматических спиртов и бетулина;

• получить эффекторы с э;т>анированными с помощью гидрофобных радикалов за-



ряженными группами;

• получить амфифильный ингибитор для встраивания в бислой липосом, установить

зависимость между АА и мольной долей активного вещества в липосоме, и опре-

делить оптимальное расстояние между парами заряженных групп для создания би-

дснтатного эффектора;

• поскольку среди алифатических дикарбоновых кислот (от С2 до С12) наибольшей

АА обладает малоновая кислота (О. О. Бурделев, 2000), для изучения влияния гид-

рофобности спейсера между зарядами на АА планировалось модифицировать ма-

лоновую кислоту гидрофобными заместителями, а именно: бензильным, циклопен-

тильным, фенильным;

• определить АЛ полученных соединений и ряда дикарбоновых кислот аналогичного

с бисфенолами строения, установить количественную взаимосвязь между структу-

рой полученных соединений и проявляемой активностью;

• для полученных эффекторов определить возможные молекулярные мишени среди

компонентов системы комплемента.

Научная новизна работы. Разработан новый метод сульфатирования бисфенолов,

ароматических спиртов и бетулина с высокими выходами при использовании простых и

доступных реагентов. Синтез большинства описанных в данной работе соединений

осуществлен впервые. Изучена антигемолитическая активность 53 новых низкомолеку-

лярных ингибиторов системы комплемента, установлены структурные критерии для

проявления веществами высокой АА:

- наличие одной или двух отрицательно заряженных гpyпп (предпочтительны сульфат-

ная и фосфатная);

- жесткий скелет с объемными гидрофобными заместителями;

- расстояние между заряженными группами должно находиться в пределах 0.9-1.4 нм;

- для двух серий соединений (дисульфатов бисфенолов и ароматических дикарбоновых

кислот) предложены уравнения количественной взаимосвязи «структура — актив-

ность». Значения АА, рассчитанные по этим уравнениям хорошо согласуются с экс-

периментальными данными;

- с помощью ИФА установлено снижение функциональной способности субкомпонен-

тов первого компонента комплемерта Clr и Cls в присутствии дифосфата бисфенола

А (5), дисульфата 9,9-бис-(4'-гидроксифенил)-флуорена (20) и 9,9-бис-(4'-

карбоксифенил)-флуорсна (40), что указывает на С1 как на молекулярную мишень для

исследованных соединений.



Практическая значимость работы. Обнаружены низкомолекулярные соедине-

ния, обладающие высокой антигемолитической активностью, что даст основания для их

дальнейшего изучения как потенциальных терапевтических препаратов комплемент-

ингибирующего действия. Установленные в результате работы структурные критерии

взаимодействия системы комплемента с низкомолекулярными соединениями и уравне-

ния количественной взаимосвязи «структура - активность» могут быть использованы

для направленного синтеза высокоактизных ингибиторов нового поколения с целью их

дальнейшего использования как терапевтических препаратов. Данные препараты могут

применяться как для блокирования активации системы комплемента при вызывающих

ее острых состояниях (инфаркт миокарда, менингит, септический шок и т.п.), так и для

покрытия материалов, используемых в экстракорпоральных устройствах и протезах.

Установленная нами высокая АА дисульфата бетулина стала основой заявки на получе-

ние патента РФ. Предложен метод определения и расчета АА, позволяющий снизить

относительную ошибку измерения АА.

Положения, выносимые на защиту.

1. Метод сульфатирования бисфенолов, ароматических спиртов и бетулина серной

кислотой и уксусным ангидридом в пиридине.

2. Метод определения и расчета АА, предусматривающий использование эталонного

соединения в каждой серии измерений, что позволяет учитывать отклонение зна-

чения АА эталонного вещества от истинного.

3. Субстанции, имеющие жесткий скелет, несущие объемные гидрофобные замести-

тели и отрицательные заряды (предпочтительно сульфатные и фосфатные группы),

расположенные на расстоянии 0.9-1.4 нм, обладают свойством эффективно инги-

бировать комплемент-зависимый гемолиз.

4. Уравнения количественной взаимосвязи «структура-активность» в рядах дисуль-

фатов бисфенолов и ароматических дикарбоновых кислот.

5. Снижение функциональной способности субкомпонентов первого компонента

комплемента С1г и Cls в присутствии дифосфата бисфенола А (5), дисульфата 9,9-

бис-(4'-гидроксифенил)-флуорена (20) и 9,9-бис-(4'-карбоксифенил)-флуорена (40).

Публикации. По материалам работы опубликованы: 2 статьи и тезисы 5 докладов на

научных конференциях. Подана заявка на патент РФ.

Апробация работы. Материалы диссертации были доложены на: V конференции "Но-

вые перспективы в исследовании хитина и хитозана" (Москва, Россия, 1999), школе-

конференции "Горизонты физико-химической биологии" (Пущино, Россия, 2000), меж-

дународной конференции молодых ученых "От фундаментальной науки к новым техно-



логиям. Химия и биотехнология биологически активных веществ, пищевых продуктов и

добавок. Экологически безопасные технологии" (Москва-Тверь, Россия, 2001), III Съез-

де биохимического общества (Санкт-Петербург, Россия, 2002), II Московском между-

народном конгрессе «Биотехнология: состояние и перспективы развития» (Москва,

Россия, 2003).

Структура и объем диссертации. Диссертационная работа состоит из введения, обзора

литературы, экспериментальной части, выводов и списка литературы. Работа изложена

на страницах, содержит рисунков и таблиц. Список литературы включает

источников.

Р Е З У Л Ь Т А Т Ы И ИХ О Б С У Ж Д Е Н И Е

1. СИНТЕЗ ПРОИЗВОДНЫХ БИСФЕНОЛА Ас РАЗЛИЧНЫМИ АНИОННЫМИ ГРУППАМИ

Для установления структурных критериев проявления веществами высокой

АА, необходимо было определить закономерности влияния природы заряженной груп-

пы на активность. В качестве исходного соединения для получения молекулярных мо-

делей был выбран бисфенол А (1), как структура с жестким гидрофобным скелетом,

позволяющая вводить одну или две сульфатные, фосфатные или карбоксимстильные

группы.

О-Карбоксиметилбисфенол А (3) и ди-О-карбоксиметилбисфенол А (2) полу-

чали апеллированием бисфенола А хлоруксусной кислотой (схема 1) в щелочной среде

при 95°С.

Для получения 2,2-бис-(4'-фосфонооксифенил)-пропана (5) (схема 1) в качест-

ве фосфорилирующуго агента использовали хлорокись фосфора. Синтез проводили при

температуре 90-95°С. Полученный в ходе реакции тетрахлорфосфат растворяли в теп-

лой воде (при этом происходил гидролиз до дифосфата (5)).



Разработка метода сульфатировяния бисфенола А. Обычно в качестве

сульфатирукщих агентов для модификации фенолов используют комплекс SO3 с пири-

дином или хлорсульфоновую кислоту. Однако, мы обнаружили, что использование этих

реагентов для сульфагирования бисфенолов имеет ряд недостатков: низкая конверсия

исходного соединения, значительная примесь моносульфата, выделение целевого про-

дукта осложняется присутствием в реакционной смеси большого количества полярных

примесей. Разработанный в настоящей работе способ позволяет получать дисульфаты

бисфенолов с высоким выходом при использовании простых и доступных реагентов.

Было найдено, что сульфатирование бисфенола А (1) (схема 1) эффективно

протекает при использованиии шестикратного избытка серной кислоты и уксусного

ангидрида в пиридине. При перемешивании в течение 30 мин при 55-60°С наблюдалась

полная конверсия исходного соединения. В реакционной смеси присутствовал преиму-

щественно дисульфат (7) со следовыми количествами моносульфата (6) и продукта О-

ацетилирования. Существенное влияние на ход реакции оказывает количество пириди-

на и порядок прибавления реагентов. По-видимому, до прибавления субстрата в реак-

ционной смеси должны быть созданы условия для образования активного сульфати-

рующего комплекса - ацетилсульфата.

По окончании реакции смесь охлаждали в ледяной бане и нейтрализовали рас-



твором аммиака. Дисульфат бисфенола Л (7) выделяли в виде аммониевых солей коло-

ночной хроматографией на силикателе. По аналогичной методике (схема 1) был полу-

чен сульфат О-карбоксиметилбисфенола А (4).

2. СИНТЕЗ ДИСУЛЬФАТОВ БИСФЕНОЛОВ, АРОМАТИЧЕСКИХ СПИРТОВ И БЕТУЛИНА

Определение АА производных бисфенола А с различными анионными заместите-

лями показало, что введение в молекулу бисфенола А сульфатной или фосфатной групп

обеспечивает наибольший антигемолитический эффект. Для установления влияния осо-

бенностей структуры дисульфатов на активность был выбран для модификации ряд

бисфенолов и других диолов, различающихся гидрофобностью заместителей, их объе-

мом, жесткостью скелета, расстоянием между заряженными группами. Таким образом,

были синтезированы: ряд дисульфатов бисфенолов (8-34), с различной структурой цен-

трального заместителя и заместителями в бензольных ядрах, но с практически одинако-

вым расстоянием между заряженными группами; а также дисульфаты резорцина (50),

пирокатехина (51), гидрохинона (52), а также дисульфат бетулина (53).

Перечисленные соединения получали по разработанной нами методике сульфати-

рования бисфенола А (схема 1) с выходами 58-95% (табл.1). Для определения АА суль-

фаты переводили в натриевые соли прибавлением эквивалентного количества NaOH в

метаноле. Получить дисульфаты бисфенолов (35-37) не удалось, по-видимому, не толь-

ко из-за пониженной нуклеофильности фенолыюго гидроксила в силу большого элек-

троноакцепторного эффекта заместителей, но и из-за возможных стерических препятст-

вий.

Попытки получить бисфенолы на основе а-нафтола и ацетона, Of-нафтола и пропа-

наля не привели к успеху.

3. ПОЛУЧЕНИЕ ДИСУЛЬФАТОВ «тр/ло-зАМЕЩЕнных ПРОИЗВОДНЫХ БИСФЕНОЛА А

Для изучения влияния на активность заместителей в бензольных ядрах бисфенола

А были синтезированы ор/яо-замещенные производные бисфенола А (схема 2). Мы

предположили, что гидрофобные «зонтики» рядом с заряженными группами создадут

экран от сольватной «шубы», усиливая электростатическое взаимодействие эффектора с

мишенью.



Для получения 2,2-бис-(4'-гидрокси-3'-хлорфенил)-нропана (Па) перемеши-

вали смесь бисфенола А, 30%-ного раствора Н2О2 и концентрированной соляной кисло-

той при комнатной температуре в диэтиловом эфире. Реакцию проводили до полной

конверсии Н2О2, содержание которой определяли йодометрическим методом.

2,2-Бис-(4'-гидрокси-3'-йодфенил)-пропан (13а) получали взаимодействием

бисфенола А с раствором йодида калия и йода в 25%-ном водном аммиаке.

Диаллильное производное бисфенола А (31а) получали перегруппировкой

Кляйзена из О-аллилового эфира бисфенола А кипячением в дичетиланилине (ДМА).

Последующим гидрированием получали дипропильное производное (30а).

Синтезированные орmо-замещенные производные бисфенола А (11а, 13а, 30а,

31а) сульфатировали по вышеописанной методике с получением соответствующих ди-

сульфатов (11,13, 30,31).

Попьпки ввести трет-бутильную группу в молекулу бисфенола А (подбор

алкилирующих агентов с различной алкилирующей силой, катализаторов различной

активности, растворителей) окончились неудачей. Несмотря на то, что в литературе

имеются сведения о получении таких продуктов (выходы до 9%, остальное - продукты

разложения), нам удалось выделить лишь моно и ди-трет-бутилфенолы

Модифицировать бисфенол А ацетильными группами в opmo-положенис так

же не удалось. Реакция в условиях перегруппировки Фриса предварительно полученно-



го ди-О-ацетилбисфенола А приводила к 4-ацетилфенолу и исходному бисфенолу Л.

По-видимому, в присутствии катализаторов Фриделя-Крафтса молекула бисфенола А

неустойчива и распадается.

4. ПОЛУЧЕНИЕ 2-ЗАМЕЩЕННЫХ МАЛОНОВЫХ КИСЛОТ

Ранее в нашей лаборатории было установлено, что из ряда алифатических ди-

карбоновых кислот (от С2 до С12) наибольшей активностью обладает малоновая кисло-

та (О.О.Бурделев, 2000). Для изучения влияния гидрофобное™ спейсера на проявляе-

мую активность были синтезированы следующие 2-замещенные аналоги: 2-

бензилмалоновая кислота (55), 2-фенилмалоновая кислота (56), 2-

циклопентилмалоновая кислота (57). Эфир 2-фенилмалоновой кислоты получали кон-

денсацией Кляйзена с последующим декарбонилированием (схема 3). Для получения

эфира 2-бензилмалоновой кислоты бензальдегид конденсировали с малоновым эфиром

по Кневенагелю с последующим гидрированием. Алкилированием малонового эфира

циклопентилбромидом в присутствии гидрида натрия получали эфир 2-

циклопентилмалоновой кислоты. Полученные эфиры гидролизовали до динатриевых

солей.

5. СИНТЕЗ АМФИФИЛЬНОГО ДИСУЛЬФАТА БИСФЕНОЛА ДЛЯ ВСТРАИВАНИЯ В ЛИПОСОМЫ

Одним из важнейших этапов конструирования лекарственных препаратов яв-

ляется определение молекулярной мишени, с которой взаимодействует лекарственная

субстанция. Так как известно, что отрицательно заряженные полимеры взаимодейству-

ют с Clq, очень вероятно, что и исследуемые эффекторы имеют ту же мишень. У этой

молекулы 6 функциональных участков (рис. 2, 3), поэтому связывание эффектора с не-

сколькими из них может приводить к получению более прочного комплекса и, следова-

тельно, к лучшему ингибированию. Для проверки этой гипотезы мы синтезировали

дисульфат аналога бисфенола А с жирным хвостом (34) для инкорпорации его в липо-

сомы.



Предлагаемая модель удобна тем, что простым изменением соотношения эф-

фектор.липид можно изменять расстояние между парами заряженных групп равномер-

но распределенных в бислое (рис. 3).

Синтез дисульфата 1,1-ди-(4'-гидроксифенил)-гексадекана (34) проводили по

схеме 4. Окислением пальмитинового спирта диметилсульфоксидом в присутствии пя-

тиокиси фосфора получали соответствующий альдегид, который конденсировали с фе-

нолом в кислой среде. В результате получали смесь изомерных бисфенолов. После

третьей перекристаллизации из толуола выделяли конечный продукт с выходом 7.5%.

Выход реакции сульфатирования составил 67%.

Структуру всех полученных соединений подтверждали данными 'Н-ЯМР спектро-

скопии, хроматомасс-спектрометрии и элементного анализа.

6. АНТИГЕМОЛИТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ПОЛУЧЕННЫХ СОЕДИНЕНИЙ

АЛ определяли in vitro в гемолитической системе, содержащей бараньи эритроци-

ты, сенсибилизированные кроличьими антителами, вероналовый буфер (рН 7.4), ком-

племент морской свинки и раствор исследуемого вещества в различных концентрациях.

В результате лизиса эритроцитов происходит высвобождение гемоглобина из эритроци-

тов в раствор, по интенсивности окраски которого судят о степени гемолиза. ЛА вы-

числяли по формуле:



где АЕ - оптическое поглощение при 414 нм в эксперименте,
- оптическое поглощение при 414 нм в контрольном образце системы при 70-

80%-ном гемолизе, среднее арифметическое из трех измерений,
- оптическое поглощение при 414 нм в кошрольном образце испытуемого

вещества (только для окрашенных или светорассеиваюших образцов),
- оптическое поглощение при 414 нм в контрольном образце на спонтанный

лизис эритроцитов.

В связи со сложностью системы для детектирования АА наблюдается значи-

тельный разброс определяемых значений в различных сериях экспериментов. Для учета

неконтролируемых изменений условий эксперимента каждая серия определения ЛА

включала тестирование эталонного соединения - сульфетрона (49), активность которого

составляет и определена в более 50 опытах. Для сравнения АА из-

меряемых соединений рассчитывали значения, приведенные к АА эталона

- экспериментальное значение для исследуемого образца

данной серии, - значение активности сульфетрона, найденное в этой же серии).

Значения АА, представленные в табл. 1, являются произведением В ре-

зультате такой обработки результатов экспериментов удалось значительно сократить

разброс получаемых значений.

В результате тестирования было установлено, что все исследованные соединения

проявляют АА (табл. 1). Мы установили следующие закономерности.

• Бисфенол А при рН 7.4 не заряжен и не проявляет активности даже при мак-

симальных концентрациях (более 5000 мкМ) Введение одной заряженной группы при-

водит к появлению активности (541 мкМ, 380 мкМ для карбоксиметилыюй и сульфат-

ной групп соответственно). Добавление еще одной такой же группы в случае с ди-О-

карбоксиметилбисфенолом А (2) ухудшает активность (1022 мкМ), а в случае с дисуль-

фатом бисфенола А (7) улучшает (247 мкМ) Дифосфат показал самую высокую актив-

ность (219 мкМ). Добавление карбоксильной группы к моносульфату не изменяет ак-

тивности.

Таким образом, впервые показано, что для проявления АА достаточно одной ани-

онной группы. Добавление второй отрицательно заряженной группы оказывает поло-

жительный, но не очень значительный эффект. Исключение составляет карбоксиме-

тильная группа.

• Установлено, что по сравнению с дисульфатом дифенилолметана (8) (643

мкМ) соединения с объемными гидрофобными заместителями (циклогексильным,

флуоренильным, антроновым) при центральном атоме углерода проявляют на порядок

большую АА (40-45 мкМ, (19-21)). Этильные группы дисульфата тетрагидродиэтил-



стильбестрола (25), перфторированная углеродная цепь (16), бинафтиловый скелет (33)

также обеспечивают высокую АЛ.

• Мы установили, что введение атомов галогена в бензольные ядра также значи-

тельно увеличивает активность (46-48), причем она возрастает в ряду С1< Вг< I (11-13).

Наибольшую активность проявляет дисульфат бисфенола, модифицированный более

объемными и гидрофобными атомами йода (13).

Введение в бензольные ядра двух и четырех метальных групп (9, 10) вызвало не-

ожиданное снижение активности при увеличении общей гидрофобности остова. По-

видимому, на АА дисульфатов бисфенолов оказывают влияние электронные свойства

заместителей в орmо-положениях к сульфатной группе: донорные заместители вызыва-

ют снижение АЛ (9, 10), акцепторные - увеличение (11-13). Несмотря на элсктронодо-

норные свойства пропильного и аллильного радикалов (30, 31) их более высокая по

сравнению с метильными заместителями гидрофобность и способность экранировать

заряженные группы придают соединениям (30) и (31) высокую АА.







Активность полученных 2-замещенных малоновых кислот (55-57), содержащих

гидрофобные заместители, не превысила значений АА исходной малоновой кислоты

(54). Можно предположить, что малоновые кислоты с расстоянием между зарядами 0.24

нм имеют другую мишень связывания и закономерности, установленные для дисульфа-

тов бисфенолов (расстояние между заряженными группами 0.9-1.4 нм) и дикарбоновых

кислот аналогичного бисфенолам строения (0.6-1.3 нм), для 2-замещенных малоновых

кислот не выполняются.

Самым активным соединением оказался дисульфат бетулина (53), наиболее гид-

рофобное соединение. Многие производные выделяемого из березовой коры тритерпе-

на бетулина обладают противораковой, противотуберкулезной (A.Podgrebnyak, 2003),

противогрибковой (P.Krasutsky,2003), анти-ВИЧ (K.Lee, 2003) активностью. Их отли-

чают высокие терапевтические индексы и низкая токсичность. Установленная нами

высокая АА дисульфата бетулина стала основой оформленной нами заявки на патент

РФ.

7. Количественная взаимосвязь «структура-активность» (QSAR)

В последние десятилетия лекарственная химия широко использует методы матема-

тического моделирования для создания новых активных соединений. Компьютерное

молекулярное моделирование на основе фрагментного подхода, молекулярный докинг и

исследование количественных соотношений «структура-активность» (QSAR) позволя-

ют изучать рецептор-лигандные взаимодействия, предсказывать активность соедине-

ний, объединенных в электронные банки данных, оптимизировать уже известные

структуры, направлено синтезировать активные соединения.

Сульфетрон любезно предоставлен проф. Голощаповым Н.М (ОЭП «Иммунопрепарат» пос.
Зеленая Дубрава, п/о Краснозаводск)

17



В основе классического метода QSAR лежит регрессионный анализ взаимосвязи

между биологической активностью ряда подобных соединений и описывающих их

свойства дескрипторов. Среди этих дескрипторов - гидрофобность (LogP), молекуляр-

ная рефракция (MR), донорно-акцепторные свойства молекулы, поляризуемость, объем

и площадь поверхности молекулы и т. п. Вывести регрессионное уравнение QSAR оз-

начает найти физико-химические свойства, оказывающие наибольшее влияние на про-

являемую биологическую активность и вычислить значения коэффициентов при описы-

вающих эти свойства дескрипторах (уравнение II).

(II), где

- переменные (дескрипторы), описывающие структурные особенности
молекул и физико-химические свойства эффекторов;

- коэффициенты и свободный член регрессионного уравнения.

В качестве возможных дескрипторов мы рассматривали гидрофобность

расстояние между зарядами, объем и площадь молекулы, молярную рефракцию (MR),

поляризуемость (Pol), энергию гидратации (Eh), энергии высшей заселенной и низшей

незанятой молекулярных орбиталей частичные заряды на различных

атомах молекулы. Большинство параметров рассчитывались как для всей молекулы, так

и для ее фрагментов. Из всего множества дескрипторов для выборки из 21 соединения

необходимо было выбрать не более 4-х, значения которых максимально коррелировали

с экспериментальными данными, и вывести математическую модель, параметры адек-

ватности которой были бы наилучшими: коэффициент корреляции r2 стремился к еди-

нице, а критерий Фишера F был выше своего табличного значения

В результате построения ряда моделей и оценки их адекватности нами были вы-

браны следующие значимые структурные переменные:

• для ряда дисульфатов бисфенолов (7-14, 16-23, 25-29) - вычисленная гидрофоб-

ность молекулы поляризуемость радикала -Х- при центральном атоме уг-

лерода (Pol), сумма частичных отрицательных зарядов - на углеродных атомах в

opmo-положении относительно сульфатной группы (Sz). После нормировки значе-

ний дескрипторов регрессионное уравнение имеет вид:



Хорошую корреляцию экспериментальных и вычисленных значений АА ил-

люстрирует рис.1. Найденные коэффициенты регрессионного уравнения III показыва-

ют, что существует положительная корреляция АА со всеми значимыми дескриптора-

ми. При этом дескрипторы имеют примерно равный вес, что указывает на то, что и гид-

рофобные, и электростатические (меру которых выражают Pol и S ) взаимодействия

эффектора с мишенью имеют большое значение.

Соединения (24, 30, 31) составили контрольную группу, значения активности

которых были предсказаны с помощью уравнения III: (ошибка 85%),

• Для ряда ароматических дикарбоновых кислот (38-48) значимыми дескрипторами

оказались гидрофобность молекулы (cLogP) и расстояние между зарядами (R). По-

сле нормировки значений дескрипторов регрессионное уравнение имеет вид:

(IV),

Найденные коэффициенты регрессионного уравнения IV показывают, что гидрофоб-

ность вносит наибольший вклад в проявляемую А А.



8. ПОИСК БИОЛОГИЧЕСКОЙ МИШЕНИ ДЛЯ ИССЛЕДОВАННЫХ СОЕДИНЕНИЙ СРЕДИ

КОМПОНЕНТОВ СИСТЕМЫ КОМПЛЕМЕНТА

Известно, что полианионные соединения, в частности полисульфаты, ингибируют

большинство стадий активации комплемента (D.Walb, 1971). Lauenstein (1965) и

Raepple (1976) установили, что сульфатированные полисахариды ингибируют действие

компонента С1, взаимодействуя с его субкомпонентом Clq. Это действие сохранил

ближайший низкомолекулярный аналог сурамин, имеющий 6 сульфогрупп. В нашей

лаборатории также было показано, что отрицательно заряженные полимеры взаимодей-

ствуют с Clq (О. Burdelev, 1998).

Clq состоит из 18 полипентидных цепей (6А, 6В и 6С цепей), каждая из которых

содержит N-концевсй коллагеноподобный участок и С-концевую глобулярную область.

Цепи ассоциированы вместе таким образом, что полная молекула содержит шесть гло-

булярных головок, прикрепленных к центральному участку посредством гибких стеб-

лей и внешне напоминает букет тюльпанов (Н R.Knobel, 1975).

Поскольку молекула Clq состоит из шести идентичных функциональных субъеди-

ниц и, следовательно, содержит шесть мест связывания с отрицательно заряженными

субстанциями, эффекторы, способные взаимодействовать с двумя и более фрагментами

Clq должны быть на порядок активней. Так, Anderson (1999) включил дипептид Тгр-

Туг, ингибирующий комплемент путем связывания с Clq (IC5o
=15 мМ), в состав поли-

мерной матрицы (в качестве матрицы использовались бычий сывороточный альбумин и

декстран) и показал увеличение АА в 115 раз



Мы предположили, что липосома, в бислой которой включен отрицательно заря-

женный амфифильный эффектор (34), будет связываться с Clq на порядок эффективнее

(рис. ЗБ). Изменение концентрации эффектора при формировании липосом позволяет

менять расстояние между парами заряженных групп на поверхности мембраны. Из гра-

фика зависимости между ЛА и мольной долей активного вещества в липосоме можно

будет определить оптимальное расстояние между заряженными молекулами и создать

бидентатный эффектор, расстояние между парами заряженных групп которого будет

соответствовать максимально эффективному (рис. ЗА).

Значительное увеличение активности линосомных и бидентантых эффекторов по

сравнению с монодентатными могло бы косвенно подтвердить, что дисульфаты бисфе-

нолов ингибируют комплемент посредством связывания с Clq.

Для синтезированного амфифильного дисульфата 1,1-ди-(4'-гидроксифенил)-

гексадекана (34) удалось установить только мкМ, так как эффектор кроме АА

проявляет свойства детергента и при более высоких концентрациях

преимущественно лизировал эритроциты. Включение дисульфата 1,1-ди-(4'-

гидроксифенил)-гексадекана (34) в липосомы частично нивелировало гемолитические

свойства, что позволило изучить зависимость АЛ от содержания активного вещества в

бислое. Максимальная активность проявляется при мольной доле эффектора в липосо-

мах 0.049-0.069, что соответствует расстоянию 4.2-3.5 нм между парами зарядов на

поверхности мембраны.



IC30 для дисульфата 1,1-ДИ-(4'-гидроксифенил)-гексадекана (34) в составе липосом

составляет 385 мкМ7. Низкая ЛА может объясняться не только гемолитическими свой-

ствами амфифильного бисфенола, который, по-видимому, частично находился в рас-

творе, но и тем, что Clq не является биологической мишенью для дисульфатов бисфе-

нолов.

Для формирования более активных и стабильных полидентатных липосом необхо-

димо использовать эффекторы с меньшей ККМ. Такими свойствами может обладать,

например, аналог (34) с двумя алифатическими углеродными цепями (возможно час-

тично ненасыщенными).

Мы использовали еще один подход для поиска мишеней для синтезированных со-

единений. Он основан на определении функциональной способности С1г и Cls с помо-

щью ИФА. К иммобилизованным на плашках молекулам Clq добавляли RClq и эффек-

тор либо смесь предварительно инкубированных RClq и эффектора. Во всех случаях

фиксировали уменьшение активности Clr и Cls. Причем для сульфетрона (4 сульфо-

группы) эффективность ингибирования для двух вариантов не различалась, что можно

идентифицировать как отсутствие ингибирования Clr и Cls. Следовательно, его дейст-

вие связано лишь с взаимодействием с Clq. Эффекторы (5), (20), (40) ингибировали

активность С1г и Cls лучше при предварительной инкубации с RClq (содержащей С1г

и Cls). Это может свидетельствовать о том, что эти вещества могут ингибировать также

Clr и Cls 8 .

8. Выводы

1. Разработан метод сульфатирования бисфенолов, ароматических спиртов и

бетулина действием серной кислоты и уксусного ангидрида в пиридине.

2. Синтезированы производные бисфенола Л с различными анионными замести-

телями (сульфатными, фосфатными, карбоксиметильными), ряд дисульфатоз бис-

фенолов, ароматических спиртов и бетулина.

3. Определена АЛ полученных соединений, а также ряда дикарбоновых кислот

аналогичного с бисфенолами строения. Установлены следующие закономерности.

• Впервые показано, что для проявления АА достаточно одной анионной группы.

Добавление второй отрицательно заряженной группы оказывает положительный,



но нс очень значительный эффект, исключение составляет карбоксиметильная

группа. Наибольшую активность обеспечивают две фосфатные группы.

• Установлено, что введение в структуру объемных гидрофобных заместителей

(циклогексильного, флуоренильного, антронового) приводит к существенному

увеличению активности.

• Показано, что электронодонорные заместители (метальные группы) в бензоль-

ных ядрах в орmо-положениях к сульфатной группе вызывают снижение АА,

электроноакцепторные (атомы галогена) - увеличение. Несмотря на электронодо-

норные свойства пропильного и аллильного радикалов, их высокая гидрофоб-

ность и способность экранировать заряженные группы оказывают активирующее

воздействие.

4. Выявлена количественная взаимосвязь «структура - активность» (QSAR) в

ряду дисульфатов бисфенолов. Значимыми дескрипторами являются сумма час-

тичных отрицательных зарядов на орmо-углеродных атомах бензольных ядер отно-

сительно сульфатной группы, гидрофобность молекулы и поляризуемость цен-

трального радикала. С помощью этого уравнения для трех соединений контроль-

ной группы была предсказана ЛА с ошибкой 25-85%.

В уравнении количественной взаимосвязи «структура - активность» для аро-

матических дикарбоновых кислот значимыми дескрипторами являются расстояние

между зарядами и гидрофобность молекул.

5. Изучена зависимость АА дисульфата 1,1-ди-(4'-гидроксифенил)-гексадскана

(34) в составе липосом от содержания активного вещества. Показано, что макси-

мальная активность проявляется при мольной доле эффектора 0.049-0.069, что со-

ответствует расстоянию 4.2-3.5 нм между парами зарядов на поверхности мембра-

ны.

6. С помощью ИФА показано взаимодействие сульфетрона (49) с Clq и сниже-

ние функциональной способности С1г и Cls в присутствии дифосфата бисфенола А

(5), дисульфата 9,9-бис-(4'-гидроксифенил)-флуорена (20) и 9,9-бис-(4'-

карбоксифенил)-флуорена (40), что позволяет рассматривать эти белки наряду с

Clq в качестве возможных молекулярных мишеней.

7. Разработан методический прием, позволяющий уменьшить разброс экспери-

ментальных значений при определении АА. Он заключается в тестировании эта-

лонного соединения — сульфетрона (49) в каждой серии экспериментов для учета

неконтролируемых изменений условий опыта Для сравнения АА измеряемых со-

единений рассчитывали значения, приведенные к АА эталона.

8. Установлена высокая АА дисульфата бетулина (IC50

=6.9±3.1 мкМ).
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