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Исследование влияния ионов металлов на активность

карбоксилэстеразы печени свиньи методом QSАR

Исследовано влияние 17 ионов металлов различных групп на эстеразную активность

карбоксилэстеразы, выделенной из печени свиньи. Показано активирующее влияние

ионов Na+ на активность фермента. С использованием в качестве дескрипторов атом-

ных и ионных радиусов, а также ионизационной электроотрицательности впервые

была получена QSАR модель, описывающая влияние широкого набора ионов металлов

на активность карбоксилэстеразы.

Карбоксилэстераза (КФ 3.1.1.1) печени свиньи, обладающая широкой субстратной специ-
фичностью и высокой стереоселективностью [1], является перспективной для исследования
метаболизма, активации лекарственных веществ и пролекарств in vitro [2], а также для
стереоселективного гидролиза и синтеза широкого ряда алициклических, карбо- и гете-
роциклических соединений [3]. В литературе имеются сведения о влиянии ионов метал-
лов на эстеразную активность карбоксилэстераз различного происхождения. Это влияние
осуществляется за счет неспецифического связывания ионов металлов молекулами фер-
мента. В результате некоторые ионы металлов, например K+, Na+, Ca2+, Mn2+, являют-
ся активаторами карбоксилэстеразы, тогда как другие — Ni2+, Cu2+, Co2+, Cd2+, Hg2+

могут ингибировать активность фермента [4, 5]. С помощью анализа QSAR (Quantitative
Structure-Activity Relationship) исследовано влияние ограниченного числа ионов металлов
на эстеразную активность Tetrahymena pyriformis. Для построения модели использовали
коэффициент мягкости ионов металлов (R2 = 0,82) [6].

Поскольку действие ионов металлов на эстеразную активность карбоксилэстеразы пече-
ни свиньи изучено недостаточно, актуально использование метода QSAR для исследования
влияния расширенного ряда ионов металлов с широким набором характеристик на актив-
ность фермента.

Материалы и методы исследовения. Карбоксилэстеразу из микросомальной фрак-
ции (МФ) выделяли согласно с разработанным методом, описанным в публикации [7]. В вы-
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деленном препарате карбоксилэстеразы были определены: содержание белка методом Лоу-
ри в модификации Хартри [8], эстеразная активность — с помощью 1-нафтилацетата [9];
влияние ионов металлов — по изменению эстеразной активности карбоксилэстеразы в их
присутствии (конечная концентрация хлоридов металлов составляла 1 ммоль/дм3). Для
получения количественной оценки влияния ионов металлов на эстеразную активность при-
менялся метод множественной линейной регрессии [10]. В качестве дескрипторов, описыва-
ющих свойства ионов металлов, использовали 70 характеристик [11], в том числе размеры,
поляризуемость, термодинамические характеристики.

Результаты и их обсуждение. Нами разработан новый эффективный и доступный
метод выделения препарата карбоксилэстеразы (заключающийся в получении МФ из пе-
чени свиньи методом низкоскоростной седиментации с использованием Са2+), последую-
щей экстракцией фермента раствором пирофосфата натрия и фракционированием фер-
мента сульфатом аммония, что позволило выделить ферментный препарат с выходом белка
2,24 мг/г ткани и эстеразной активностью 149,0 мкмоль/(мг белка · мин) [7].

Полное ингибирование указанного препарата селективным ингибитором карбоксилэсте-
раз ди-(n-нитрофенил)фосфатом (180 мкмоль/дм3) подтверждает его принадлежность к се-
мейству карбоксилэстераз, а также свидетельствует об отсутствии примесей других эстераз.
О принадлежности данного фермента к семейству карбоксилэстераз свидетельствуют и ре-
зультаты SDS- и нативного электрофореза [7]. Исследование влияния 17 ионов металлов
на эстеразную активность полученной карбоксилэстеразы показало, что добавление в реак-
ционную среду хлорида Na привело к активации фермента на 16%. Остальные хлориды
являлись в большей или меньшей степени ингибиторами фермента (табл. 1).

С использованием метода пошаговой линейной регрессии нами получена количествен-
ная оценка влияния ионов металлов на эстеразную активность. Для этого вся выборка была
разделена на два набора: обучающий — 14 ионов и тестовый — 3 иона (см. табл. 1). К тесто-

Таблица 1. Наблюдаемые и предсказанные значения активности карбоксилэстеразы и исходные значения
дескрипторов металлов, используемых в полученной регрессионной модели

Ион
металла

Активность фермента, % Дескриптор, %

Aнабл Aпред EN
I

r
A

r
I6

D = r
A
− r

I6

Li+ 105,4 100,9 0,90 1,55 0,76 0,79

Na+ 115,7 94,7 0,88 1,89 1,02 0,87

K+ 85,5 91,3 0,81 2,36 1,38 0,98

Cu+∗ 12,1 28,0 1,14 1,97 0,77 1,20

Mg2+ 35,0 41,9 1,31 1,60 0,72 0,88

Zn2+ 52,0 24,4 1,66 1,39 0,74 0,65

Sr2+ 20,4 53,9 1,13 2,15 1,18 0,97

Cd2+ 22,5 28,7 1,66 1,56 0,95 0,61

Ba2+ 77,7 72,9 1,07 2,21 1,35 0,86

Al3+ 78,1 87,9 1,64 1,43 1,35 0,08

La3+ 50,4 41,4 1,35 1,87 1,03 0,84

Sn2+ 32,2 28,8 1,41 1,58 0,69 0,89

Mn2+∗ 92,4 77,4 1,38 1,30 0,83 0,47

Fe2+ 37,8 55,7 1,40 1,26 0,61 0,65

Co2+ 69,6 55,3 1,43 1,25 0,63 0,62

Ni2+∗ 57,1 60,4 1,45 1,24 0,69 0,55

Cr3+ 10,4 14,8 1,74 1,27 0,62 0,65

∗Металлы тестовой выборки.
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Рис. 1. Соотношение наблюдаемых и предсказанных значений изменения активности фермента для обучаю-
щей (1 ) и тестовой (2 ) выборок

вому набору случайным образом были отнесены ионы металлов Cu+, Mn2+, Ni2+. В таблице
приведены значения активности фермента в присутствии ионов металлов, а также значения
дескрипторов, используемых для построения модели.

В результате регрессионного анализа была получена адекватная двухпараметрическая
QSАR модель, описывающая изменение активности (A, %) фермента в присутствии ионов
металлов:

A = 293 − 120EN I
− 107D, (1)

где EN I — ионизационная электроотрицательность; D = rA − rI6 — разность между атом-
ным радиусом Me (rA) и ионным радиусом для координационного числа, равного 6 (rI6).
Статистические характеристики модели следующие: коэффициент корреляции R2 = 0,77;
среднеквадратичная ошибка предсказания SE = 17,1; критерий Фишера F = 18,2, что
значительно превышает критическое значение (Fкр = 3,0). Модель является устойчивой
(коэффициент корреляции в условиях скользящего контроля Q2 = 0,59) и обладает хоро-
шей предсказывающей способностью (R2

test = 0,85). Диаграмму соотношения наблюдаемых
и предсказанных значений изменения активности фермента для обучающей и тестовой
выборок демонстрирует рис. 1.

Параметры, используемые в модели, с одной стороны, характеризуют поляризующее
влияние ионов (EN I), с другой — способность тех же ионов к поляризации (параметр D =
= rA−rI6 фактически отражает размер электронной оболочки), т. е., чем меньше величины
EN I и D, тем выше активность фермента в присутствии иона металла. Рассматриваемые
свойства, в сущности, отражают обратные тенденции в распределении электронной плотно-
сти: коэффициент взаимных корреляций для них равен R(EN I ,D) = −0,65 (рис. 2). Сильно
поляризующие ионы (Al3+) имеют высокое значение EN I , но низкое значение D, а наибо-
лее поляризующиеся ионы (Cu+) — напротив, низкое значение EN I и высокое значение D

(см. табл. 1). В связи с этим, максимальная активность фермента сохраняется в присутствии
ионов щелочных металлов, обладающих низкой ионизационной электроотрицательностью
(EN I) и средними значениями D.

Рис. 3 иллюстрирует соотношение абсолютных величин нормированных (приведенных
к единой шкале) вкладов значений дескрипторов (EN I , D, %) в изучаемое свойство, рас-
считанных по уравнению (1). Как видно из диаграммы, ионизационная электроотрицатель-
ность в большей степени влияет на изменение активности фермента.
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Рис. 2. Соотношение между ионизационной электроотрицательностью ионов металлов (EN
I) и парамет-

ром D, характеризующим размер электронной оболочки

Рис. 3. Процентное соотношение вкладов дескрипторов в изменение активности карбоксилэстеразы

Полученные результаты относительно влияния переходных металлов на активность
карбоксилэстеразы полностью согласуются с рядом Ирвинга–Вильямса (Mn2+ < Co2+ <

< Ni2+ < Cu2+ > Zn2+) в соответствии с прочностью комплекса иона металла с молекулой
белка (H. Irving, R. J. P. Williams, 1953). Построенная QSAR модель позволяет установить
количественный вклад структурных характеристик расширенного набора ионов металлов
в изменение активности карбоксилэстеразы с возможностью ее прогноза.

Таким образом, установлено активирующее влияние ионов Na+ на активность карбок-
силэстеразы микросомальной фракции печени свиньи. Нами впервые была получена QSАR
модель, описывающая влияние ионов металлов различных групп на активность карбоксил-
эстеразы печени свиньи.
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Дослiдження впливу iонiв металiв на активнiсть карбоксилестерази

печiнки свинi методом QSАR

Дослiджено вплив 17 iонiв металiв рiзних груп на естеразну активнiсть карбоксилестера-

зи, видiленої з печiнки свинi. Показано активуючий вплив iонiв Na+ на активнiсть фермен-

ту. З використанням як дескрипторiв атомних та iонних радiусiв, а також iонiзацiйної

електронегативностi вперше було отримано QSАR модель, що описує вплив широкого на-

бору iонiв металiв на активнiсть карбоксилестерази.

Academician of the NAS of Ukraine S.A. Andronati, E. A. Shesterenko,

A.G. Artemenko, P. G. Polyschuk, E.N. Muratov, O. S. Sevastyanov,

I. I. Romanovska, V. E. Kuz’min

Investigation of metal ions influence on the activity of pig liver carboxyl

esterase by the QSAR method

The influence of 17 metal ions belonging to different groups on the activity of carboxyl esterase

isolated from porcine liver is studied. The activating action of Na+ ions on the enzyme activity is

shown. Using atomic and ionic radii, as well as the ionization electronegativity as descriptors, the

QSAR model describing the influence of the wide collection of metal ions on the carboxyl esterase

activity is first developed.
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