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Взаємодія пропоксазепаму з ізоформами цитохрому P450 
за результатами молекулярного докінг-аналізу
Представлено членом-кореспондентом НАН України В.Є. Кузьміним

Методи комп’ютерного моделювання дають можливість оптимізувати процес попередньої оцінки 
потенціалу взаємодії майбутніх лікарських засобів. Авторами використано моделювання in silico для про-
гнозування та пояснення можливої взаємодії пропоксазепаму з ізоферментами CYP на молекулярному рівні. 
Для розрахунку вільної енергії взаємодії та визначення амінокислотних залишків процедурою молекулярно-
го докінгу було застосовано програму iGEMDOCK v2.1, досліджувані ензими — комплекси ізоформ CYP із ре-
ферентними лігандами (1A2 (2hi4), 2B6 (5uda), 2C8 (2nnj), 2C9 (1og5), 2C19 (4gqs), 2D6 (4wnu) та 3A4 (5te8), 
молекулами-субстратами для кожного ізоензиму вибрано відповідно фенацетин, бупропіон, амодіахін, 
діклофенак, S-мефенітоїн, буфуралол та мідазолам з тестостероном відповідно.

Пропоксазепам має досить високі показники вільної енергії взаємодії з усіма ізоформами CYP (8,15—9,8 
кал/моль), однак є різниця в кількості спільних амінокислотних залишків, що беруть участь у взаємодії зі 
специфічними субстратами. За різницею енергії зв’язків можна припустити, що найменший конкурентний 
(інгібувальний) ефект пропоксазепам може мати відповідно на ізоформи 3A4 (із субстратом тестостеро-
ном) та 2D6. Аналіз взаємодій пропоксазепаму з різними ізоформами CYP з урахуванням їх індивідуальних 
субстратів дає підставу припустити можливість конкурентної взаємодії для 1А2, 2С19 та 2С8 і, мен-
шою мірою, для 2С9, 3А4 та 2B6. Також можна очікувати, що пропоксазепам може бути субстратом для 
досліджуваних ізоформ цитохрому.
Ключові слова: пропоксазепам, ізоформи CYP, докінг, амінокислотні залишки, взаємодія.
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Успішно проведено першу фазу клінічних випробувань інноваційного анальгетичного за-
собу пропоксазепам, який розроблено сумісно Фізико-хімічним інститутом ім. О.В. Богат-
ського НАН України та ТДВ «ІнтерХім». Основною мішенню для знеболення сполуки є α2 
і α3 субодиниці рецепторів ГАМК [1] та інші біологічні мішені, які відповідають за перебіг 
больового синдрому: гліцинові рецептори, потенціалзалежні калієві канали, дофамінергіч-
на система, NMDA-рецептори, альфа-1 адренорецептори [2, 3]. Сполука має фармакодина-
мічний профіль, відмінний від усіх анальгетиків, оскільки одночасно гальмує і гострий, і 
хронічний біль з компонентами протизапальної та протисудомної дії [3]. За технологічни-
ми й терапевтичними показниками пропоксазепам є інноваційним засобом [4, 5].

Новий препарат повинен не лише виявляти відповідну фармакологічну дію і бути до-
статньо безпечним, але й мінімізувати ризик взаємодії з іншими лікарськими засобами 
(ВЛЗ), яка може серйозно вплинути на ефективність препаратів, що одночасно вводяться. 
Причина більшості ВЛЗ пов’язана з ферментами цитохрому P450 (CYP), які відіграють важ-
ливу роль у метаболізмі значної кількості ксенобіотиків, у тому числі й лікарських засобів 
[1]. На сьогодні у людей ідентифіковано 57 генів CYP, однак переважна більшість відомих 
препаратів метаболізуються лише декількома ізоформами CYP: 1A2, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6 та 
3A4 [2]. Основними причинами ВЛЗ, спричиненими лікарськими засобами, які метаболі-
зуються CYP, є інгібування (70 %) або індукція CYP (23 %), що може призвести до небажа-
них побічних ефектів, пов’язаних з підвищенням або зниженням їх концентрації в плазмі, 
а отже і послаблення ефективності лікування. Тому більшість фармацевтичних компаній 
проводять скринінгові тести для нових препаратів, щоб уникнути або послабити можливі 
ВЛЗ. Для цього застосовують методи in vitro з використанням мікросом або гепатоцитів 
печінки людини. Проте вони є громіздкими і мають обмеження застосування у вивченні 
співвідношення структура—активність (інгібування або індукції CYP). Навпаки, підходи in 
silico є привабливими з огляду на їх низьку вартість і можливість оцінювати за їх допомогою 
значну кількість сполук та використовувати на ранніх етапах розроблення препарату.

Оцінка потенціалу нового анальгетичного засобу пропоксазепаму щодо пригнічення 
або активації CYP залишається важливою частиною програми його відкриття та розро-
блення [3]. Ця робота є першим звітом про використання моделювання in silico для про-
гнозування та пояснення можливої взаємодії пропоксазепаму з ізоензимами CYP на моле-
кулярному рівні, що й становило мету дослідження.

Матеріали та методи. Для процедури молекулярного докінгу використано програму 
iGEMDOCK v2.1 [4, 5]. Молекулярні структури CYP отримано з бази даних біологічних 
макромолекул [http://www.rcsb.org/]. Дослідження проведено з ізоформами CYP, які місти-
ли відповідні референтні ліганди, необхідні для утворення сталих комплексів і подальшої 
ідентифікації активного центру ензиму, а саме: 1A2 (код 2hi4, у комплексі з -нафтолом, тоб-
то 2hi4 + -нафтол), 2B6 (5uda + борнан), 2C8 (2nnj + фелодипін), 2C9 (1og5 + S-варфарин), 
2C19 (4gqs + 4-гідрокси-3,5-диметилфеніл)(2-метил-1-бензофуран-3-іл)метанон, 0XV), 
2D6 (4wnu + хінідин) та 3A4 (5te8 + мідазолам).

Ферментативну активність ізоформ CYP визначали за допомогою селективного суб-
страту («маркера»), тобто препарату (або речовини), який ідеально метаболізується єди-
ним ферментом CYP [6]. Такий маркер зареєстровано як терапевтичний препарат, який 
оцінюється в біологічних рідинах разом з його основним(и) метаболітом(ами). Нами було 
вибрано субстрат як зонд для кожного CYP, що рекомендовано Керівництвом для промис-
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ловості [7]. Специфічними субстратами зазначених ізоформ CYP були: 1A2 (фенацетин), 
2B6 (бупропіон), 2C8 (амодіахін), 2C9 (диклофенак), 2C19 (S-мефенітоїн), 2D6 (буфуралол) 
та 3A4 (мідазолам і тестостерон).

Молекулу пропоксазепаму було оптимізовано за величиною внутрішньої енергії у 
програмі Avogadro (v 1.2.0) відповідно до алгоритму молекулярних силових полів Merck 
(MMFF94, 10000 ітерацій) і збережено у форматі *.pdb.

Параметри докінгу (вільна енергія зв’язку, внесок окремих типів взаємодій) визначали 
на підставі даних силового поля з використанням 80 генерацій (generations) гнучких кон-
формацій ліганду (аналіз 300 станів у кожній генерації, population size). Детекцію центру 
зв’язування визначали за параметрами локалізації референтного ліганду; радіус центру 
зв’язування 10 Å.

Результати. Методом молекулярного докінгу розраховано вільну енергію зв’язку про-
поксазепаму та відповідних субстратів із зазначеними ізофомами CYP (табл. 1). Відносна 
різниця вільної енергії ((Eprop – Esubstr)/Eprop  100 %) є показником характеристики енергій 
зв’язку пропоксазепаму і субстрату з ензимом та їх можливої конкуренції. Аналогічний 
показник (((Elig – Esubstr)/Esubstr  100 %)) розраховано для кожного окремого ліганду, що 
дало можливість оцінити ступінь взаємодії субстрату з ензимом порівняно з відомим лі-
гандом. Від’ємні значення показника свідчать про те, що енергія взаємодії досліджуваної 
сполуки є більшою за енергію взаємодії зіставної сполуки (пропоксазепам, або ліганд).

Аналізом результатів докінгу було визначено спільні амінокислотні залишки кожної з 
ізоформ CYP, що беруть значну (з тих, що сумарно зумовлюють більш ніж 50 % загальної 

Таблиця 1. Розрахована енергія зв’язку (ккал/моль) сполук 
з ізоформами CYP (ліганд — сполука в активному центрі ензиму, 
субстрат — сполука в дослідженнях in vitro, E — різниця енергій взаємодії)

Ізоформа 
CYP

Субстрат / 
ліганд

Пропоксазепам,
Eprop, ккал/моль

Субстрат,
Esubstr, ккал/моль

Відносна різниця 
вільної енергії, 
E/Eprop  100 %)

Ліганд,
Elig, ккал/моль

Відносна різниця 
вільної енергії, 
E/Esubstr  100 %

1A2 Фенацетин
-нафтол 9,82 7,31 25,56 10,81 32,38

2B6 Бупропіон
борнан 8,89 6,19 30,37 4,39 –41,00

2C8 Амодіахін
фелодипін 9,37 8,73 6,83 7,99 –9,26

2C9 Диклофенак
S-варфарин 8,79 7,62 13,31 8,74 12,81

2C19 S-мефенітоїн
0XV1 8,7 7 19,54 8,57 18,32

2D6 Буфуралол
хінідін 8,15 9,38 –15,09 10,24 8,40

3A4 Тестостерон2

Мідазолам2 8,93 8,94
8,32

–0,11
6,83

8,32
8,94

–7,45
6,94

Примітка: 1 4-Гідрокси-3,5-диметилфеніл(2-метил-1-бензофуран-3-іл)метанон; 2 Збігається з лігандом.
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енергії взаємодії) участь в утворенні зв’язків як з пропоксазепамом, так і з певним суб-
стратом чи лігандом (табл. 2). Доведено, що лише ізоформи 2C8 та 2C19 мають три або два 
таких спільних амінокислотних залишки, здатних до певної стеричної взаємодії з субстра-
тами, лігандами та пропоксазепамом. Натомість, у інших ізоформ CYP є значно більша 
кількість амінокислотних залишків, що беруть участь у зазначеному процесі.

З урахуванням встановлених спільних амінокислотних залишків, що беруть участь у 
формуванні зв’язків з ізоформами CYP, було розраховано сумарну енергію зв’язків, що ви-
значаються цими амінокислотами, а також їх внесок у загальну енергію зв’язку з кожною зі 
сполук (табл. 3). Встановлено різний внесок спільних амінокислотних залишків у загальну 
енергію зв’язку кожної зі сполук. Так, для пропоксазепаму цей показник менший за 10 % 
у випадку 1A2 та 2C19 (див. табл. 3), тоді як у разі взаємодії з 2B6, 2C9, 2D6 та 3A4 (міда-
золам/тестостерон відповідно) він перевищує 50 %. Маркерні субстрати мають загальний 
відсоток внеску більший за 50 %, лише для ізоформ 2C9, 2D6 та 3A4 (субстрат — мідазо-
лам), а для референтних лігандів спостерігається значна різниця загальної величини вне-
ску в енергію взаємодії з ензимом.

Таблиця 2. Спільні амінокислотні залишки, що беруть участь 
у взаємодії індивідуальних ізоформ цитохрому CYP з пропоксазепамом, субстратом та лігандом

CYP 1A2 2B6 2C8 2C9 2C19 2D6 3A4

А
мі

но
ки

сл
от

ні
 за

ли
ш

ки

THR-124 ARG-98 ALA-297 PHE-100 ILE-362 GLN-244 ARG-105
ASP-313 VAL-113 THR-301 LEU-102 HEM-501 PHE-120 ASP-214
ALA-317 ILE-114 LEU-361 ALA-103 ALA-209 PHE-215
ASP-320 ALA-298 PHE-114 GLY-212 LEU-216
LEU-497 VAL-367 ASN-217 LEU-213 ASP-217

ARG-434 LEU-366 GLU-216 PRO-218
CYS-436 PRO-367 GLN-244 ALA-370
LEU-437 PHE-476 PHE-247 GLU-374

SER-304 GLY-481
PHE-483 LEU-482

Таблиця 3. Внесок енергії зв’язку у взаємодію сполук 
із спільними амінокислотними залишками ізоформ CYP

CYP Пропоксазепам Субстрат Ліганд

1A2 7,8 27,9 23,9
2B6 54,8 44,3 10,9
2C8 20,9 1,8 3,0
2C9 59,0 59,2 48,7
C19 5,7 20,1 3,0
2D6 57,8 63,9 54,6

3A4 (мідазолам) 58,2 62,2 40,4
3A4 (тестостерон) 58,2 40,4 62,2
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Обговорення результатів. Ферментативна активність ізоформ CYP має вирішальне 
значення в ефективності та безпечності лікарського засобу, залежного від його метаболіз-
му. Більшість ліків піддається дезактивації CYP, але деякі речовини біоактивуються CYP 
з утворенням фармакологічно активних сполук. Також низка препаратів можуть підви-
щувати або знижувати активність різних CYP завдяки здатності зв’язуватися з ними. Тому 
важливим є визначення взаємодії новаторського препарату з найбільш клінічно значущи-
ми ізоферментами CYP. Відомо [13], що зі 110 лікарських засобів, які широко використо-
вуються в медичній практиці, більш ніж 60 % метаболізуються одним або декількома CYP:  
3A4 (44 %), 2D6 (41 %), 2C19 (26 %),  1A2 (9 %) та  2C9 (4 %). Тому зазначені ізоформи CYP 
було використано нами у дослідженні.

Вільна енергія зв’язку є мірою здатності взаємодії сполуки та ензиму і вона відбиває 
її специфіку, оскільки у разі збільшення цього показника зростає вірогідність контакту 
двох молекул із подальшою відповідною реакцією. Методом молекулярного докінгу вста-
новлено, що пропоксазепам має досить високі показники вільної енергії взаємодії з усіма 
ізоформами CYP (див. табл. 1). Також досить високі показники вільної енергії взаємодії 
мають більшість лігандів (крім борнану, ліганду ізофрми CYP2B6), як наслідок утворення 
найбільш сталої взаємної конформації молекули ліганду та ферменту. Однак щодо суб-
стратів, то їх енергія взаємодії переважно є меншою за аналогічні показники зв’язування 
референтних лігандів (див. табл. 1), втім, це пояснюється тим, що ці субстрати також під-
даються трансформації в активному центрі, тому повинна зберігатися певна рухомість 
комплексу, яка досягається внаслідок зменшення енергії зв’язку. Для кількісної оцінки цієї 
рухомості було використано показник відносної різниці між енергіями взаємодії рефе-
рентного ліганду та субстрату. Показово, що для п’яти досліджуваних ізоформ це значення 
є позитивним, тобто зв’язок референтних лігандів міцніший, ніж відповідних молекул суб-
стратів. Для ізоформ 2B6 та 2C8 отримані значення від’ємні, що вказує на меншу (для 2B6 
істотно) енергію зв’язку ліганду, ніж відповідного субстрату. Поясненням високої енергії 
зв’язку з лігандами є те, що комплекси ензимів з лігандами використовують для отриман-
ня статичної кристалічної структури протеїнової молекули, тоді як взаємодія субстрату з 
активним центром є процесом динамічним, коли перебіг реакції потребує певної рухомос-
ті молекули субстрату. Також зазначене обумовлює необхідність використання у порів-
няльному аналізі результатів докінг-аналізу саме показників зв’язування субстратів, а не 
референтних лігандів, хоча останні дають величини енергії зв’язування, що максимально 
відповідають використаній структурі ензиму. На підставі цього подальший аналіз взаємо-
дії пропоксазепаму з ізоформами CYP було проведено з урахуванням енергії зв’язування 
саме відповідних субстратів.

Відносна різниця енергій зв’язування пропоксазепаму та субстратів лише для двох 
ізоформ CYP (2D6 та 3A4) має від’ємні значення (див. табл. 1), при цьому для ізоформи 
3A4 це виявляється лише в разі використання як субстрату тестостерону (реакція 6β — 
гідроксилювання) [14]. Втім, слід відзначити, що у випадку 3A4/тестостерон це значення 
наближається майже до 0, що свідчить про порівняно близькі величини енергій взаємодії 
сполук з ензимом. За спаданням величини відносної різниці енергій взаємодій з пропо-
ксазепамом ізоформи CYP можуть бути розташовані таким чином: 2B6 > 1A2 > 2C19 > 2
C9> 2C8 ≈ 3A4 (мідазолам) > 3A4 (тестостерон) > 2D6. Виходячи з припущення, що ефек-
тивність конкурентної взаємодії з ензимом обумовлена різницею між енергіями утворення 
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зв’язків, можна припустити, що пропоксазепам має найменшу конкурентну (гальмівну) 
дію на CYP3A4 (із субстратом тестостероном) та CYP2D6. Натомість, ізоформи, для яких 
відносна різниця енергії взаємодії між пропоксазепамом та субстратом є позитивною, очі-
кувано можуть зазнавати інгібіторного впливу пропоксазепаму.

Хоча величина енергії взаємодії є інтегральною характеристикою можливості утворен-
ня комплексу з ензимом та потенційного інгібування його активності, більш важливими є 
стеричні можливості взаємодії, зокрема залученість до утворення зв’язків однакових аміно-
кислотних залишків і той внесок у загальну енергію взаємодії, який вони зумовлюють. Тому 
для кожної з ізоформ CYP було визначено ті амінокислотні залишки, що, за результатами 
молекулярного докінгу, найбільш задіяні в утворенні зв’язків з референтним лігандом, від-
повідним субстратом та пропоксазепамом (див. табл. 2), а також розраховано відносний 
внесок взаємодії з цими залишками у загальну енергію зв’язування (див. табл. 3).

Встановлено, що ізоформи CYP відрізняються за кількістю спільних амінокислотних 
залишків, що впливають на конформаційний стан ензиму і взаємодіють з досліджуваними 
сполуками. Так, найменша кількість спільних амінокислотних залишків притаманна ізо-
формам 2C8 та 2C19, при цьому в останньому спільним для субстрату, ліганду та пропо-
ксазепаму є навіть залишок гему (див. табл. 2). Ізоформи 1A2, 2B6 та 2C9 мають по п’ять 
спільних амінокислотних залишків, тоді як 2D6 та 3A4 — по 10 залишків, що беруть участь 
в утворенні зв’язків. Зазначене свідчить про певну специфічність деяких ізоформ до по-
тенційних субстратів, тобто чим більша кількість спільних амінокислотних залишків, тим 
меншою є вимоги до просторової відповідності певної молекули активному центру ензи-
му. З цієї позиції можна вважати, що ізоформи 2D6 та 3A4 є найменш специфічними (з 
урахуванням референтного ліганду) до визначення конкурентних властивостей пропо-
ксазепаму у відношенні до індивідуального субстрату, тоді як ізоформи 2C8 та 2C19 — 
найбільш специфічними (оскільки додаткова взаємодія молекул здійснюється за рахунок 
амінокислотних залишків, за які немає конкуренції між пропоксазепамом та субстратом). 
Тож за конкурентною специфічністю ізоформи можуть бути розташовані таким чином за 
зменшенням специфічності активного центру ензиму до потенційного субстрату: 2C19 > 
2C8 > 1A2 > 2B6 = 2C9 > 2D6 = 3A4. Відповідно, слід очікувати, що 2C19 найбільш, а 3А4 
найменш вразливі щодо гальмівної дії пропоксазепаму.

Залежно від своєї хімічної будови амінокислотні залишки здатні утворювати зв’язки, 
що різняться за своєю енергією. Тому слід очікувати різної сумарної енергії зв’язку для 
відповідних спільних амінокислотних залишків і, відповідно, різного їх внеску в загаль-
ну енергію взаємодії з досліджуваними ізоформами. Дійсно, відсотковий внесок сумарної 
енергії зв’язку спільних амінокислотних залишків значно відрізняється залежно від ізо-
форми цитохрому та досліджуваної сполуки. Так, для пропоксазепаму для ізоформ 2B6, 
2C9, 2D6 та 3A4 це значення перевищує 50 % загальної енергії зв’язку (див. табл. 3). Про-
те порівняно з відносним внеском у загальну енергію зв’язку із субстратом істотне пере-
вищення спостерігається лише для 2C8 і помірне для 3A4 (з субстратом тестостероном). 
Відсотковий внесок у загальну енергію взаємодії референтних лігандів також досить різ-
ниться, що загалом вказує на те, що спільні амінокислотні залишки, хоч і беруть участь у 
орієнтації та фіксації цих сполук в активному центрі, але все ж значний внесок визначають 
й окремі амінокислотні залишки, що є специфічними для кожної з досліджуваних сполук. 
Тож з урахуванням відносного внеску енергій взаємодії із спільними амінокислотними за-
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лишками у загальну енергію взаємодії ймовірною є конкуренція між пропоксазепамом і 
відповідними субстратами у разі ізоформ 2B6, 2C8 та 3A4 (у реакції 6β-гідроксилювання 
тестостерону). Крім того, слід враховувати, що у формуванні міжмолекулярних зв’язків 
беруть участь також інші амінокислотні залишки, що є більш унікальними для кожного з 
ізоферментів та відповідного субстрату.

Загалом аналіз взаємодій пропоксазепаму з різними ізоформами CYP з урахуванням 
їх індивідуальних субстратів дає підставу припустити можливість конкурентної взаємодії 
для 1А2, 2С19 та 2С8 і, меншою мірою, для 2С9, 3А4 та 2B6. 

Дослідження виконано в межах фінансування дослідницького проєкту «Визначення без-
печності новаторського анальгетичного засобу пропоксазепаму при його хімічній та біоло-
гічній взаємодії з іншими препаратами в умовах політерапії» у Фізико-хімічному інститу-
ті ім. О.В. Богатського НАН України  за бюджетною програмою  КПКВК 6541230 (постано-
ва НАН України № 414 від 28.12.2022, № держреєстрації 0123U100824).
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PROPOXAZEPAM INTERACTION WITH CYTOCHROMES P450 
ISOFORMS BASED ON MOLECULAR DOCKING ANALYSIS

Computer modeling methods allow for the optimization of the preliminary evaluation of potential drug interactions. 
The aim of this study was to utilize in silico modeling to predict and explain the possible interactions of 
propoxazepam with CYP isoenzymes at the molecular level. The iGEMDOCK v2.1 program was used to calculate 
the free energy of interaction and determine the amino acid residues through the molecular docking procedure. 
The enzymes studied were complexes of CYP isoforms with reference ligands: 1A2 (2hi4), 2B6 (5uda), 2C8 (2nnj), 
2C9 (1og5), 2C19 (4gqs), 2D6 (4wnu), and 3A4 (5te8). The respective substrate molecules for each isoenzyme were 
phenacetin, bupropion, amodiaquine, diclofenac, S-mephenytoin, bufuralol, and midazolam with testosterone.

Propoxazepam exhibited high values of free energy of interaction with all the studied CYP isoenzymes (8.15-
9.8 cal/mole), although there were differences in the quantity of common amino acid residues participating in the 
interaction with individual substrates. Based on the binding energy values, it can be assumed that propoxazepam 
has the lowest competitive (inhibitory) effect on isoform 3A4 (with testosterone as the substrate) and on 2D6. The 
results of the analysis of propoxazepam interaction with different CYP isoenzymes suggest the possibility of 
competitive interactions with 1A2, 2C19, and 2C8, and to a lesser degree, with 2C9, 3A4, and 2B6. Additionally, 
propoxazepam is expected to be a substrate for these CYP isoforms.
Keywords: propoxazepam, CYP isoforms, docking, amino acid residues, interaction.
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