Опубликовано:  Химико-фармацевтический журнал, 1997, Т.31, № 6, С.44-48
А.И.Хлебников,  А.А.Бакибаев,  Р.Р.Ахмеджанов,  Т.П.Новожеева,  А.С.Саратиков

КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ  СООТНОШЕНИЯ  СТРУКТУРА – АКТИВНОСТЬ  В  РЯДУ  ПРОИЗВОДНЫХ  МОЧЕВИНЫ – ИНДУКТОРОВ  ЦИТОХРОМА  Р-450  ПЕЧЕНИ.  АНАЛИЗ  МОДИФИЦИРОВАННЫМ  МЕТОДОМ  ФРОНТАЛЬНЫХ  МНОГОУГОЛЬНИКОВ

Алтайский государственный технический университет им. И.И.Ползунова, Барнаул

Томский политехнический университет

Сибирский государственный медицинский университет, Томск


В публикациях [1-4] предложен метод фронтальных многоугольников (ФМ), предназначенный для нахождения соотношений структура – биологическая активность. Его основу составляет моделирование предполагаемого рецептора участками структуры (мультиплетами), содержащими центры активности (ЦА). Комплементарность некоторой молекулы (лиганда) рецептору оценивается путем снятия “отпечатков” с ее приблизительно планарных периферийных граней и поиска оптимальных наложений (ОПН) отпечатков на мультиплеты. Локальное описание молекул на уровне трехмерного (3D) строения обеспечивает применимость метода ФМ к сериям структурно разнообразных лигандов [1-3]. Недавно разработана модификация метода, в значительной степени решающая проблему конформационной лабильности, что продемонстрировано на примере построения 3D-QSAR в ряду триазинов Бейкера – ингибиторов дигидрофолат редуктазы [4], молекулы которых обладают внутренней подвижностью. В настоящей работе модифицированный метод ФМ применяется к производным мочевины – индукторам цитохрома Р-450 печени [5-7]. Исследуемые лиганды заметно различаются размерами и формой, а также имеют внутренние вращательные степени свободы. Это делает затруднительным использование ряда других подходов к 3D-QSAR [8,9].


Несмотря на успехи, достигнутые в биохимии цитохрома Р-450 [10,11], до сих пор практически не выполнялись исследования взаимосвязей структура – биологическая активность индукторов фенобарбиталового типа. Для этой группы индукторов имеются некоторые обобщения, сделанные на качественном уровне [6,7].

Метод


1. Общая характеристика.  Используемая модификация метода ФМ [4] основана на представлении лигандов в виде совокупностей фрагментов. Каждому граничному атому X, посредством которого данный фрагмент соединен с другими, присваивались дескрипторы aXi этого атома и связанного с ним радикала RX. Величины aXi служили для описания проекций граничного атома на отпечатках и учитывались при поиске ОПН. Отпечатки сняты только с жестких фрагментов, поэтому заключенная в них структурная информация не зависит от внутреннего вращения молекул. В качестве дескрипторов aXi предложено использовать эффективный заряд атома X, рефракцию и липофильность радикала RX [4]. Если X – не граничный атом, то из указанных характеристик ему присваивался только заряд.


Поиск ОПН выполнялся с помощью комбинаторного алгоритма [2] по критерию оптимальности 

 [1,2] и приводил к матрице отнесений V размером N(K, где N – количество соединений в серии, K – количество ЦА на мультиплетах [4]. В нашей работе для построения QSAR использована также нормированная матрица отнесений 

. Нормировка выполнялась делением каждого элемента Vjk матрицы V на сумму элементов j-й строки:

                                                                         

  .                                                                 (1)

Здесь Vjk – количество проекций, отнесенных к k-му ЦА во всех ОПН j-го лиганда [4], а 

 равно доле отнесений, приходящейся на k-й ЦА. По матрицам V и 

 при N(K невозможно построить QSAR-модель традиционными способами. Для снижения размерности пространства регрессоров использован метод парциальных наименьших квадратов (ПНК) [12], позволяющий перейти от K явных к H скрытым переменным (H((N) и обнаружить связь между структурой и активностью в виде линейной функции (2):
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где 

– вычисленная биологическая активность;

      

– коэффициент перед скрытой переменной Zh.

Регрессионная модель (2) характеризуется дисперсией адекватности S2, множественным коэффициентом корреляции R, среднеквадратичным отклонением при скользящем контроле Scv и долей информации P, сохраняемой без потерь при переходе от K-мерного к H-мерному базису переменных [4,12].


Предсказательная способность уравнения (2) оценивалась по контрольному набору из n соединений, не участвовавших в построении QSAR-модели. Для них вычислены прогнозируемые значения биологической активности 

 и погрешности предсказания (j=

, где Ij – экспериментально определенная активность. Затем для всего контрольного набора рассчитывалась среднеквадратичная неточность прогноза:

                                           

  .                                           (3)


По уравнениям вида (2) найден вес Wjl каждого жесткого фрагмента [4]. Величины Wjl обладают свойством аддитивности (4):

                                                  

   ,                                                (4)

где L – количество жестких фрагментов в j-м лиганде.

Веса Wjl дают возможность выбрать химические подструктуры, перспективные в плане поиска новых биологически активных веществ.


Расчеты выполнены с помощью программного комплекса DIACHEM [4] на персональном компьютере  АТ 486.


2. Особенности описания структуры соединений.  Исследуемые производные мочевины I–XXIV относятся к индукторам фенобарбиталового типа [5-7]. Жесткие фрагменты молекул (рис. 1) выделены исходя из следующих соображений. Атомы A2 и A3, соединенные ординарной ковалентной связью, не входящей в цикл, по возможности включались в один и тот же фрагмент. Тогда атомы A1 и A4, находящиеся на концах торсионного угла A1-A2-A3-A4, должны располагаться в разных фрагментах, поскольку вокруг связи A2-A3 возможно внутреннее вращение. Например, в бензгидрилмочевинах XIII-XXIV одной из таких связей является N-C(sp3), поэтому граница разбиения проходит между sp3-углеродом и водородом (рис. 1). В результате водород группы CH образует одноатомный фрагмент, условно считаемый лабильным, т.к. он содержит недостаточно атомов для построения ФМ. Указанное правило не применялось для групп CH2 и CH3, образующих соответственно лабильные и жесткие фрагменты молекул I, V-VII, XX. Карбамидную группу в соединениях XIII-XXIV ввиду значительного n,(-сопряжения считали жесткой с транс-ориентацией связей C-N-C-N. Геометрия фрагментов выбрана по результатам конформационных расчетов [3].


Заряды атомов в качестве характеристик aX1 вычислены по методу выравнивания электроотрицательностей [13]. Рефракции aX2 и липофильности aX3 радикалов RX найдены по инкрементам [8]. Построение отпечатков и поиск ОПН осуществлялись с параметризацией, использованной ранее для ненаркотических анальгетиков [1,2], индукторов I–XXIV [3] и ингибиторов дигидрофолат редуктазы [4]. Оптимальными считались наложения с числом отнесений n0(N0 (где N0 – параметр) и критерием оптимальности 

(0,045.

Результаты и обсуждение


Ранее для индукторов I–XXIV выполнялся QSAR-анализ на основе пространственного строения молекул [3]. При этом использовались отдельные конформации лигандов, хотя многие соединения, особенно бензгидрилмочевины, имеют большое количество устойчивых конформеров. Модифицированный метод ФМ приводит к обсуждаемым ниже результатам, не зависящим от конформационного многообразия лигандов.


Экспериментальные значения ферментиндуцирующей активности Ij [5,6] и количество отпечатков NОТП жестких фрагментов указаны в табл. 1. Отпечатки лигандов I и VI, имеющих наибольшие значения Ij в исследуемом ряду, выбраны в качестве мультиплетов. Фрагменты молекул I, VI обладают элементами симметрии, и некоторые их отпечатки одинаковы с точки зрения как геометрии, так и характеристик проекций. Поэтому только 16 из 33 отпечатков обоих соединений, имеющие попарно различные структуры, считались мультиплетами. Прообразы ЦА приведены в табл. 2 согласно нумерации атомов, показанной на рис. 2.


Количество ОПН (NОПН) резко уменьшается с ростом минимальной специфичности наложений N0 (табл.1). По матрицам отнесений V и 

 размером 24(121 методом ПНК построены линейные модели (2) с H=5 скрытыми переменными. Характеристики моделей перечислены в табл.3. Выбор пяти переменных дает невысокие значения Scv и позволяет сохранить в 5-мерном базисе основную долю P информации, содержащейся в исходных матрицах отнесений. Увеличение числа H до 6 и 7 повышает значение P в среднем лишь на 0,025 и 0,016 соответственно. Относительные погрешности коэффициентов (h при H=5 составляют не более 23% с доверительной вероятностью 0,95. Большинство линейных моделей адекватны на уровне значимости 0,05 (дисперсия воспроизводимости, определенная по данным [5,6], равна 5,16(10–3). Нормировка (1) заметно улучшает качество регрессионных моделей и характеристики скользящего контроля, хотя и приводит к снижению уровня полезной информации P с 96-97% до 82-93% (табл. 3). Результаты, полученные без нормировки матриц отнесений с разными значениями N0, показывают, что учет малоспецифичных ОПН (n0(2) или только высокоспецифичных ОПН (n0(5) уменьшает коэффициент корреляции и увеличивает неточность предсказания при скользящем контроле Scv по сравнению с регрессиями для N0=3 и N0=4. Использование матриц 

 вместо V почти полностью нивелирует различия в качестве QSAR-моделей при различных N0.


С целью дальнейшей оценки прогнозирующей способности метода ФМ мы разбили множество индукторов I–XXIV, выделив из него случайным образом контрольный набор молекул II, VIII, IX, XIII, XV, XVI, XXIII, XXIV, покрывающий диапазон активностей от 0 до 0,52. Оставшиеся 16 соединений использовались в качестве обучающей выборки для построения линейных регрессий методом ПНК по пяти скрытым переменным. Как и в случае N=24, при N=16 нормирование матриц отнесений приводит к повышению коэффициента корреляции и некоторому снижению величины P (табл.4). Полученные QSAR-модели применялись для вычисления ферментиндуцирующей активности 

 соединений контрольного набора и среднеквадратичных неточностей прогноза (3). Наиболее низкие значения S(  соответствуют N0=3 и N0=4. Невысокая надежность прогноза для N0=2 может быть обусловлена “информационным шумом”, производимым малоспецифичными ОПН, большинство из которых вряд ли отражают существенные особенности лиганд-рецепторного взаимодействия. При анализе только высокоспецифичных ОПН (N0=5) эти особенности, видимо, оказываются учтенными не полностью, что также снижает предсказательную ценность модели. Оптимальным следует считать значение N0=4 с точки зрения как прогнозирования данного вида активности, так и экономии ресурсов ЭВМ, поскольку снижение N0 приводит к резкому возрастанию количества ОПН (табл. 1,2). Лучшее качество прогноза наблюдается для N0=4 с нормированной матрицей отнесений. При этом величина S(=0,144 приблизительно в два раза превышает среднеквадратичную экспериментальную погрешность определения активностей Ij индукторов в контрольном наборе (см. значение ( в табл. 4). Априорное оценивание ферментиндуцирующего действия с такой надежностью представляется вполне приемлемым. 


Из табл. 2 видно, что мультиплеты вносят различный вклад в суммарное количество ОПН. Можно выделить участки структуры, наиболее общие для соединений I–XXIV. Такие участки содержатся в мультиплетах 1, 3, 4, 14, 15, на которые приходится 75-88%  ОПН. Центры активности на мультиплете 1 имеют в качестве прообразов атомы гетероциклического фрагмента фенобарбитала I. Мультиплеты 3 и 4 построены по фенильным кольцам молекул I и VI соответственно, а 14 и 15 – по бициклическому фрагменту замещенного гликолурила VI (табл. 2, рис. 2). Можно ожидать, что учет ОПН с участием только вышеуказанных пяти мультиплетов позволит построить QSAR неплохого качества. Действительно, при N0=4, H=5 с нормировкой (1) получена регрессионная модель со следующими характеристиками: Scv=0,112; P=0,811; S2=9,94(10–3; R=0,901; N=24. Использованная выше обучающая выборка из 16 соединений дает в этом случае модель (P=0,872; S2=1,44(10–2; R=0,896), обеспечивающую прогноз для индукторов контрольного набора с неточностью S(=0,160 ((=2,36), что ненамного хуже, чем по мультиплетам 1-16 (S(=0,144; (=2,13). Учет только наиболее “важных” мультиплетов резко сокращает объем требуемой памяти ЭВМ благодаря снижению числа столбцов в матрице отнесений. Вероятно, использование отпечатков других соединений серии в качестве мультиплетов позволит после поиска ОПН обнаружить новые “важные” участки структуры и повысить надежность QSAR. Эта возможность нами пока не рассматривается, т.к. рост количества мультиплетов увеличивает затраты на поиск ОПН по алгоритму [2], что имеет наибольшую трудоемкость в методе ФМ.


Особого внимания заслуживают вклады подструктур Ф1–Ф5 в биологическую активность. Мы вычислили Wjl для жестких фрагментов соединений I-XXIV при N0=3 и N0=4 с нормированными матрицами отнесений (табл. 5). Наиболее перспективными для дизайна новых индукторов являются “строительные блоки”, вес которых заметно больше нуля (подчеркнутые числа в табл. 5). Значительный вклад в активность индукторов I, VI, IX-XII вносит гетероциклический фрагмент Ф1. Для молекул V, VIII суммарный вес фенильных групп Ф2 и Ф3 преобладает над весом гетероцикла. Кроме того, ароматические ядра играют немалую роль в проявлении активности индукторами I, XIII, XX. Это соответствует наблюдениям, сделанным в работе [6], где отмечается повышенная ферментиндуцирующая активность некоторых карбамидсодержащих гетероциклов, имеющих фенильные группы у атомов углерода. Можно отметить также резкое возрастание Wjl фрагмента Ф1 при переходе от соединения VII к молекулам IX, X, т.е. при аннелировании шестичленного азагетероцикла с ароматическим ядром. Известно, что аннелирование в этом случае дает ощутимый рост ферментиндуцирующей активности [6]. Интересно, что фрагмент Ф1 бензгидрилмочевин XIII-XXIV вносит слабо выраженный отрицательный вклад в величину 

, а максимальное значение Wjl у этого ряда молекул имеют ароматические заместители Ф2 и Ф3 (табл. 5). По-видимому, структура фенильных колец в большей мере контролирует лиганд-рецепторное взаимодействие, чем структура карбамидного фрагмента. Однако роль последнего может быть не менее важной для осуществления неспецифических взаимодействий (например, для ассоциации с полярной областью предполагаемого рецептора и/или заполнения полости соответствующего размера). Известно, что полярный участок присутствует в молекулах большинства индукторов фенобарбиталового типа [7]. Карбамидный фрагмент Ф1 следует рассматривать как модификатор смежных фрагментов Ф2, Ф3, строение которых учитывает его свойства (липофильность и рефракцию), ответственные за неспецифические взаимодействия. Поэтому относительно высокий вес ароматических колец индукторов XIII-XXIV нельзя отделять от наличия карбамидной группы в их молекулах. Заметим, что вес фенильного фрагмента Ф2, модифицированного различными заместителями в соединениях I, III-XXIV, варьируется довольно широко (от 0,06 до 0,37). Практическое использование величин Wjl для de novo дизайна биологически активных веществ ограничено отсутствием необходимых алгоритмов. Возможные пути к созданию таких алгоритмов намечены в статье [4].


Применение варианта метода ФМ [4] к индукторам I-XXIV показывает, что менее подробное описание трехмерной структуры лигандов в результате их абстрактной фрагментации все же позволяет получить достаточную для практических целей надежность количественного моделирования биологической активности соединений, заметно различающихся строением молекул. При этом учитываются лишь данные о структуре и порядке сочленения молекулярных фрагментов без каких-либо предположений об их точной пространственной ориентации, и не требуется использование баз данных [14], содержащих огромное количество всевозможных конформаций.
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Таблица 1

Ферментиндуцирующая активность и результаты поиска ОПН для соединений I-XXIV

Соед.
Ij*
NОТП
NОПН




N0=2
N0=3
N0=4
N0=5

I
0,699
5
925
329
84
16

II
0
12
1515
507
157
74

III
0,156
23
2997
926
331
85

IV
0,456
22
2929
941
317
66

V
0,523
20
1904
610
122
32

VI
0,699
28
2950
1114
559
113

VII
0,023
13
1468
423
79
29

VIII
0,523
6
1101
487
116
14

IX
0,398
4
1122
626
165
56

X
0,523
11
1861
804
169
42

XI
0,260
8
1329
597
159
46

XII
0,602
9
1581
725
199
76

XIII
0,420
6
990
463
84
14

XIV
0,420
6
1021
433
63
18

XV
0,260
6
1014
439
71
18

XVI
0,167
6
1032
481
69
15

XVII
0,167
6
1029
438
75
24

XVIII
0,143
6
1014
437
77
18

XIX
0,174
6
1022
461
75
10

XX
0,337
7
886
377
60
10

XXI
0,076
6
1011
427
57
8

XXII
0,222
6
1010
419
55
10

XXIII
0,319
6
1005
420
64
10

XXIV
0,495
8
1216
560
72
8

Примечание. * Активность вычислена по уравнению Ij=lg(100/Aj), где Aj – длительность гексобарбиталового сна экспериментальных животных в % от контроля [5,6].

Таблица 2

Мультиплеты и количество ОПН с их участием

Мульти-плет*
Атомы-прообразы ЦА**
NОПН



N0=2
N0=3
N0=4
N0=5

1
1-11
5101
1553
522
142

2
26-29
699
95
6
0

3
12-22
6854
3983
677
218

4
15-25
6687
3942
681
126

5
1, 5-8, 10, 12, 14
1825
368
173
32

6
1, 5-8, 10, 12, 14
1828
353
158
27

7
1, 5, 12, 13
131
14
2
0

8
1, 5, 12, 13
127
14
2
0

9
5, 9, 10, 12, 13
303
31
6
2

10
1, 5-8, 10-12
759
186
92
14

11
1, 5-8, 10-12
583
121
65
7

12
2-5, 9, 11, 12
803
203
114
17

13
2-5, 9, 11, 12
740
167
104
12

14
3, 4, 6-10, 12-14
3819
1333
356
113

15
2-4, 6-12, 14
3031
1021
315
102

16
27-30
642
60
6
0

Примечания.  * Мультиплеты 1-3 представляют собой отпечатки молекулы I, а мультиплеты 4-16 – отпечатки молекулы VI.

                          ** Совпадающие множества прообразов соответствуют двусторонним ФМ [1].

Таблица 3

Характеристики QSAR и результаты скользящего контроля для ферментиндуцирующей активности соединений I-XXIV

Форма матрицы отнесений
N0
S2(102
R
Scv
P


2
1,58
0,837
0,140
0,960

V
3
1,09
0,891
0,116
0,961


4
1,27
0,872
0,113
0,964


5
1,81
0,811
0,157
0,969


2
0,90
0,911
0,109
0,880




3
0,92
0,909
0,095
0,931


4
0,95
0,906
0,104
0,825


5
0,93
0,908
0,105
0,821

Таблица 4

Характеристики QSAR для обучающей выборки из 16 молекул и результаты прогноза ферментиндуцирующей активности в контрольном наборе из 8 соединений

Форма матрицы отнесений
N0
S2(102
R
P
S(
(*


2
1,07
0,924
0,969
0,247
3,64

V
3
1,23
0,912
0,975
0,154
2,28


4
1,66
0,880
0,975
0,186
2,74


5
1,58
0,885
0,984
0,293
4,32


2
0,83
0,942
0,922
0,191
2,82




3
0,84
0,941
0,940
0,153
2,26


4
1,08
0,923
0,855
0,144
2,13


5
1,62
0,870
0,906
0,202
2,98

Примечание. * Величина ( равна отношению неточности прогноза S( к среднеквадратичной экспериментальной погрешности определения активности индукторов контрольного набора [5,6].

Таблица 5

Веса Wjl жестких фрагментов молекул I-XXIV*

Соеди-

нение
Ф1
Ф2
Ф3
Соеди-

нение
Ф1
Ф2
Ф3

I
0,31
0,37
0,00
XIII
–0,11
0,28
0,29

II
0,02


XIV
–0,11
0,13
0,23

III
0,14
0,09

XV
–0,12
0,14
0,19

IV
0,21
0,06
0,06
XVI
–0,10
0,14
0,32

V
0,17
0,16
0,16
XVII
–0,11
0,10
0,19

VI**
0,57
0,06
0,07
XVIII
–0,11
0,09
0,18

VII**
–0,15
0,18
0,02
XIX
–0,11
0,14
0,12

VIII
0,14
0,18
0,19
XX**
–0,13
0,35
0,12

IX
0,31
0,13

XXI
–0,13
0,18
0,17

X
0,39
0,09

XXII
–0,12
0,16
0,16

XI
0,29
0,07

XXIII
–0,12
0,15
0,24

XII
0,50
0,06

XXIV***
–0,09
0,21
0,14

Примечания. * Веса фрагментов получены как среднее арифметическое для вариантов расчета при N0=3 и N0=4 с нормированными матрицами отнесений. Различия весов между этими вариантами составляют в среднем 0,09. Подчеркнутые значения соответствуют фрагментам, перспективным для конструирования новых индукторов (Wjl>0,25).

                        ** Для Ф4 (молекулы VI, VII, XX) и Ф5 (молекула VI) веса равны 0,00.

                       *** Вес фрагмента Ф4 равен 0,19.

Рис. 1.  Ряд индукторов цитохрома P-450 печени и жесткие фрагменты их молекул. В соединениях XX, XXIV заместители o-Me и п-Ph выделены в отдельный фрагмент Ф4, а Ф3 представляет собой фениленовый цикл.

Рис. 2.  Нумерация атомов соединений I и VI, принятая в данной работе.
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Количественные соотношения структура – активность в ряду производных мочевины – индукторов цитохрома Р-450 печени. Анализ модифицированным методом фронтальных многоугольников.

А.И.Хлебников, А.А.Бакибаев, Р.Р.Ахмеджанов, Т.П.Новожеева, А.С.Саратиков


Методом фронтальных многоугольников (ФМ) обнаружены количественные взаимосвязи структура – активность (QSAR) в ряду производных мочевины, являющихся индукторами цитохрома Р-450 печени. Использованный вариант метода ФМ обеспечивает построение надежных QSAR-моделей по 24 структурно разнообразным и конформационно лабильным соединениям. Для 8 веществ выполнен прогноз величины ферментиндуцирующего действия по обучающей выборке из 16 молекул. Среднеквадратичная неточность прогноза в ряде случаев превышает экспериментальную не более чем в 2,1–2,3 раза. Обсуждаются перспективы использования полученных результатов для конструирования новых эффективных индукторов цитохрома Р-450.

Quantitative structure–activity relationships in a series of urea derivatives – Cytochrome P-450 inductors. Analysis by the modified frontal polygon method.

A.I.Khlebnikov, A.A.Bakibaev, R.R.Akhmedzhanov, T.P.Novozheeva, A.S.Saratikov


With use of the frontal polygon (FP) method, quantitative structure–activity relationships (QSAR) were discovered in a series of urea derivatives inducing hepatic Cytochrome P-450. Version of the FP method used provides reliable QSAR for 24 structurally diverse and conformationally flexible compounds. Predictions of inducing action were made for 8 substances with the training set consisting of 16 molecules. In some cases prediction rms error exceeds the experimental error not more than 2.1–2.3 times. Perspectives of applying the results to designing novel effective Cytochrome P-450 inductors are discussed.
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