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Kiilonboz6 szerkezetii porfirin szarmazékok anti-HIV-1
aktivitasanak modellezése

VANYUR Rozilia’, HEBERGER Karoly és JAKUS Judit
MTA Kémiai Kutatokozpont, Kémiai Intézet, Pusztaszeri ut 59-67, 1025 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

A modern orvostudomany a porfin-vazas és rokon vegytile-
teket egyre szélesebb korben alkalmazza terapias célra'?
(pl. szilard tumorok, makula degeneracio, pikkelysomor
kezelése) valamint vér ¢és vértermékek fotodinamikus
sterilizalasara®. Bizonyos fotoszenzibilizatorként ismert
vegyiiletek* fotodinamikus effektus nélkiil is képesek
inaktivalni a HIV-1 virust azzal, hogy a gpl20-as
kapszidfehérjéhez kapcsolédva megakadalyozza, hogy a
virus a T limfocitakat megfert6zze®’.

A hatékony fotoszenzibilizatorok és virusellenes szerek
fejlesztésében fontos szerepet kaphatnak a nagyszamu
molekula tesztelésére alkalmas szerkezet — hatas vizsgalatok,
amely elméleti szamitasok alapjan a hatastalan vegyiiletek
a koltséges ¢és bonyolult szintetizalas, illetve biologiai
rendszerekben valo vizsgalat nélkiil is kiszelektalhatoak.

Ebben a munkankban porfin-vazas vegyiiletek nem
fotodinamikus  anti-HIV-1  aktivitdsait = modelleztiik
tobbszords linedris regresszid (multiple linear regression
-MLR), részleges legkisebb négyzetek modszere® (partial
least squares projection to latent structures -PLS), valamint
mesterséges ideghalozat® (artificial neural network -ANN)
segitségével. A vizsgalatba bevont vegyiiletek szama,
valamint a szerkezetiik kdzotti 1ényeges eltérés lehetdséget
ad arra, hogy az épitett modellekkel szamos, anti-HIV-1
aktivitasra eddig nem vizsgalt porfin-vazas vegytiletek virus
inaktivalasi képességét is megbecsiiljik.

2. Anyagok és médszerek

2.1. Molekulaszerkezet
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2.9,16,23-tetraamino-ftalocianin (M13)

Porfin-vaz

1. Abra. Molekulak (M) alapvazanak kémiai szerkezete
2.2. Biologiai adatok
Az altalunk a szamitasokba bevont 20 kiilonb6z6 tetrapirrol-

vazas vegyiilet HIV-1 virus inaktivalasi képességét Debnath
és munkatarsai publikaltak 1994-ben'’.

*Vanytr Rozalia. Tel.: 4384141/152; Fax: 3257863; e-mail: vanyur@chemres.hu
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. Tablézat. Hematoporfirinek ¢és a klorin e, funkciéscsoportjai

R R R R R R® R R® R RP
M1 Me V Me V Me P P Me H H
M2 Me V Me V Me P P Me Me H
M3 Me Et Me Et Me P P Me H H
M4 Me HO-Et Me V Me P P Me H H
M5 Me V Me HO-Me Me P P Me H H
M6 Me G Me G Me P P Me H H
M7 A P A P A P P A H H
Mg A P A P A P A P H H
M9 Me P Me P Me P A P H H
MI0 | Me P A P Me P A P H H
Mil A P Me P A P A P H H
Mi2 | Me V Me Et Me C P Me H A

A: -CH,CO,H, C: -COH, Et: -CH,CH,, HO-Et: -CHOHCH,, Me: -CH,,
HO-Me: -CH,OH, G: -CHOHCH,OH, P: -CH,CH,CO,H, V: -CHCH, M1:
protoporfirin IX; M2: N-metil-protoporfirin IX; M3: mezoporfirin IX; M4:
3-hidroxi-etil-8-vinil-deuteroporfirin  IX; MS5: 3-vinil-8-hidroxi-metil-
deuteroporfirin IX; M6: 2,4-bisglikol-deuteroporfirin IX; M7: uroporfirin
III; M8: uroporfirin I; M9 pentakarboxil-porfirin I; M10: hexakarboxil-
porfirin I; M11: heptakarboxil-porfirin I; M12: Klorin e

2. Téablazat. Mezo-tetrafenil-porfirinek funkcioscsoportjai

R’ R R" R"? R"
Ml14 | H Ar Ar Ar Ar
MI15 | H OCOOH  ®COOH  ®COOH  PCOOH
Ml6 | CH, @®COOH ®COOH @®COOH  ®COOH
M17 | H ®COOH ®COOH  ©H OCOOH
MI18 | H O®COOH ®COOH  @Cl OCOOH
MI19 | H ®CH, ®CH, ®COOH  ®CH,
M20 | H OCONH, ®CONH, ©&CONH, ®CONH

Ar: -CH,, ®: -CH,-; M14: tetrafenil-porfirin; M15: tetra(4-karboxi-
fenil)-porfirin; M16: N-metil-tetra(4-karboxi-fenil)-porfirin; M17: 5-
fenil-10,15,20-tri(karboxi-fenil)-porfirin; M18: 5-(p-klorofenil-10,15,20-
tri(karboxi-fenil)-porfirin; M19:  5-(p-karboxi-fenil)-10,15,20-tri(tolil)-

porfirin; M20: tetra(4-karboxi-amido-fenil)-porfirin.

A megadott anti-HIV-1 aktivitas (log 1/EC,): azon porfirin
koncentraci6 (mM) reciprokdnak logaritmusa, amely
mellett P24-es HIV-1 magfehérje termelése 50%-ra csokken
virussal fert6zott MT-2 human T limfocita sejtekben. A
virusfehérje mennyiségi meghatarozasat ELISA (enzyme-
linked immunoadsorbent assay) teszttel végezték.
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2.3. Geometria-optimalizalas és konformacié

analizis

A 3D szerkezetek geometria-optimalizalasat és konformacio
analizisét a HyperChem® programmal'’, azon belill az
MM" nevii molekula mechanikai modszer felhaszndlasaval
végeztik. Az adott molekuldhoz tartozd legkisebb
potencialis energiaji harom dimenzids szerkezetet 1024
konformer koziil valasztottuk ki. A kétdimenzios (2D),
a fenti haromdimenzios (3D) szerkezeteket, valamint a
biologiai aktivitasadatokat IsisBase programmal'? rendeztiik
adatbazisba.

2.4. Szamitasok

A két- és haromdimenzids szerkezetekbdl 87 elméleti
leird wvaltozét (deszkriptort) szamitottuk ki a 3DNET
programmal®®. Az eredeti 20 molekula koziil harmat (M3, M7
és M17; lasd 1. abra) félretettiink kiils6 ellendrzésre, majd a
maradék 17 molekula alapjan a kémiai szerkezet - anti-HI'V-
1 aktivitas - Osszefliggést jol leird modelleket épitettiink
mindharom moédszerrel. Az MLR szamitasokat a Statistica™
programcsomaggal'®, mig az ANN szamitasokat a 3SDNET
programmal végeztik. A PLS modszer megvaldsitasara
mindkét programot alkalmaztuk.

2.5. Vailtozékivalasztas és modellépités

A tobbszOroés linedris regresszids szamitasokndl az
elézetesen kiszamitott deszkriptorok koziil az elsé modell
(MLR I) esetében elére iranyuld valtozobevonassal
(forward selection, FS), mig a masodik modell (MLR II)
esetében egy fokomponenselemzést (principal component
analysis, PCA) kovetd el6reirdnyuld valtozobevondssal
valasztottuk ki azokat a deszkriptorokat amelyek 5%-os
szinten mégszignifikdnsnak bizonyultak. Az eredeti 87
deszkriptor kozil kivalasztott 15 valtozéra vonatkozd
pontok a kétdimenzios fékomponens egyiitthatd térben
kozel esnek az HIV-1 aktivitasra vonatkozo ponthoz.

Arészlegeslegkisebbnégyzetekmaddszerénekalkalmazasakor
az eredeti deszkriptorok linearis kombinaciojaval létrehozott
1j valtozokkal épitettiink modelleket. Az els6é 1épésében
nyert modellnél 3 PLS komponenst képeztiink az eredeti
87 valtozé kombinacioibol, majd a kdvetkez6 modellépitési
eljarasban résztvevd 18 eredeti deszkriptort a regresszios
koefficiensek abszolut értéke alapjan (pl. >0,1) valasztottuk
ki. A fenti modszert alkalmazva, tobb 1épésben a valtozok
szamat tovabb csokkentettik. A legjobb modellben
(PLS III 9C) 11 deszkriptor kombinacidjabol képzett 9
komponens vett részt. A modelloptimalizalast a 3DNET
program auto-QSAR egységével folytattuk. A kapott 3
komponensti modell (PLS IV 3C) 3 deszkriptort hasznalt
fel a rendelkezésre allo 11 valtozobol, s ezzel valdjaban egy
MLR modellnek felel meg.

Az altalunk hasznalt haromrétegli, visszafuttatasos
algoritmussal tanuld, mesterséges ideghalozat szerkezetét
és mikodési elvét korabbi kdzleményilinkben részletesen
ismertettiik!®. Az alkalmazott ideghalozatok rejtett rétege
harom (ANN_V ¢és ANN_VII modellek esetében) és négy
(ANN_VI, ANN VIII és ANN IX modellek esetében)
neuront tartalmaznak. A legigéretesebb két-, (ANN_VII,
ANN_VIII, ANN IX) és harom deszkriptoros (ANN _V,
ANN_VI) modellek statisztikai jellemzdit vizsgaltuk.

A modellek aktivitast leiro képességét az R*-tel, a tobbszoros
determinacids egyiitthatoval jellemeztiik.

2.6. Modellek ellenorzése

Az egy-elem-kihagyasos (leave-one-out, LOO)
keresztellendrzés soran a modell eldrejelzési képességét
vizsgaltuk. A keresztellendrzést minden egyes molekulara
elvégeztik vgy, hogy kihagytuk azt a modellépitési
eljarasbol, majd a nélkile megépitett modellel a
hozzatartozoé aktivitasértéket becstiltik meg. A becsiilt
aktivitast 6sszehasonlitottuk a kisérleti biologiai aktivitassal.
Az elbrejelzés josaga a Q7 értékével adhatd meg.
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ahol i = tesztelt molekuldk szdma, Y, = kisérleti aktivitas, \?i = szamitott
aktivitas a kihagyott molekula nélkiil épitett modellel és Y, = kisérleti
aktivitasok kihagyott molekula nélkiili atlaga.

A bemend adatok véletlenszerii Osszekeverése utan is
meghataroztuk az egy-elem-kihagyasos O értékeket.

A modellek eldrejelzdé-képességét tobb-elem-kihagyasos
(leave-n-out, LNO) keresztellenérzéssel is ellendriztiik.
A valtozokivalasztasban résztvevé 17 vegyiilet koziil
szamitasonként 4 molekulat kihagytunk a modellépitési
eljarasbol (az adott deszkriptor kombinacidé valtoztatdsa
nélkil), majd megbecsiiltiik aktivitas értékeiket. Az eljarast
nyolcszor ismételtiik meg tgy, hogy minden egyes molekula
legalabb egyszer a teszt-csoportba keriiljon. Az eldrejelzés
jOsagat szamitasonként meghataroztuk, majd a nyolc Q7 érték
atlagaval jellemeztiik az adott deszkriptor kombinaciot.

Legutols6  ellendrz6  1épésként,  mindegyik (17
molekulaval betanitott) modellel megbecsiiltik a harom,
valtozozoszelektalasi €s modellépitési eljarasbol kihagyott
vegylilet aktivitas értékeét.

3. Eredmények és értékelésiik

A HIV-1 virus inaktivalasanak eldrejelzésére szolgalo,
igéretes modellek deszkriptorait az 3. tablazatban, a
szerkezet — aktivitds — Osszefliggést leird és elorejelzd
tulajdonsagokat a 4. tablazatban foglaltuk dssze.

A PLS modellek aktivitast leird képességei nagyon jok (PLS
9C modellre R’= 0.9541 (SD = 0.1576) és PLS 3C modellre
R’=0.9982 (SD = 0.0281)), de elérejelzé képességeik nem
érik el a 0.6 koriili értéket (mindkét modellre 0°=0.417), igy
azokat a tovabbi vizsgalatokbol kihagytuk.

Mindkét MLR modell (MLR I ¢és MLR II) aktivitast
leird képessége elmarad az egyéb moddszerekkel épitett
modellek hasonlo tulajdonsagaitdl. Ennek ellenére, az
egy-elem-kihagyasos keresztellenOrzés szerint, O’ értékeik
meghaladjak az irodalomban kozolt, CoMFA mddszerrel
épitett modell elérejelzd képességét (0.59)!°.
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3. Tablazat. Az aktivitas eldrejelzésére szolgalod legjobb modellek

Modellek Deszkriptorok

MLR_I _FS AMASS, MASSI, ESTA
MLR_II PCA POL1, APOL, p

ANN V 3N KMASS, DF, DBE

ANN VI 4N HOMO, DF, DBE
ANN_VII 3N DF, DBE

ANN_VIII 4N DF, DBE

ANN IX 4N DF, ESTA

DBE: kettdskotés ekvivalens deszkriptor; DF'®: kémiai kotés forgasi
szabadsagi foka; HOMO'”: legmagasabb betoltott molekulapalya energiaja;
KMASS': atomi tomeggel stlyozott molekula-alak deszkriptor; AMASS,
APOL'®: atomi tdmeggel tovabba atomi polarizacioval salyozott molekula
-méret deszkriptorok; MASS1, POL1': atomi tomeggel tovabba atomi
polarizacioval stlyozott iranyfiiggd sajatérték; ESTA!': elektrosztatikus
teljes hidrogén kotés savassag; pu'°: szamitott dipolusmomentum.

4. Tablazat. Az aktivitast leird modellek jellemzése

Modellek R? (SD) 0’

MLR_I FS 0.8275 (0.4440) |0.715
MLR_II-PCA 0.7898 (0.4901) | 0.650
ANN_V_3N 0.9654 (0.1242) |0.770°

ANN_VI_4N 0.9877 (0.0787) |0.846
ANN_VIL_3N 0.9654 (0.1368) |0.673¢
ANN_VII_4N  [0.9040 (0.2280) [0.475
ANN_IX 4N 0.6766 (0.4183) ]0.567°

PCA: f6komponens-elemzés (principal component analysis), FS: elére
iranyul6 valtozobevonas (forward selection), N: rejtett idegsejtek szama
(neuron) , R’ tobbszoros determinacios egyiitthatd, SD: rezidualis szoras,
Q:az eldrejelzés josaga. *: M8-as vegyiilet kihagyasaval szamitott érték, ®:
M13-es vegyiilet kihagyasaval szamitott érték.

A legjobb modellt (ANN_VI) alkoté deszkriptorok a
kémiai kotés forgasi szabadsagi foka (DF), a kett6skotés
ekvivalens (DBE= 1x a gytriik szama + 1x a kettdskotések
szama + 2x a harmas-kotések szdma) deszkriptor, valamint
a legmagasabb betdltott molekulapalya (HOMO) energiaja.
A legjobb, 3 rejtett neuron alkalmazasaval megépitett
modellben (ANN_V) a HOMO energia helyett az atomi
tomegekkel sulyozott, molekula-alak deszkriptor szerepel
(KMASS). Ez a modell azonban az LOO ellendrzés alapjan
nem alkalmas az uroporfirin I (M8) aktivitasanak becslésére.
A deszkriptor kombinacio eldrejelzé képessége (Q°= 0.549-
rél) nagymértékben javult (Q’= 0.77-re), amikor a vegylilet
szerepelt a tanitd halmazban, de aktivitas értékét nem
becsiiltiikk meg a keresztellenérzéskor.

Mivel mindkét harom deszkriptoros ANN modellben
szerepelnek a DF és DBE valtozok, ezért harom és négy
rejtett idegsejt szam mellett is teszteltiik kombinacidjukat.
A harom idegsejtet tartalmazé modellnél (ANN_VII)
ugyancsak akkor kaptunk elfogadhaté Q° értéket, ha az
uroporfirin I (M8) vegyiiletet kihagytuk a tesztcsoportbol,
de a tanitd csoportbol nem (Q? érték 0.345-r61 0.673-ra
javult).

Az egyes deszkriptorok ¢és a vizsgalt biologiai aktivitas
kozotti 0sszefiiggést abrazolva jol lathatd, hogy a kémiai

kotés forgasi szabadsagi fokaval nagyon jol leirhato
a hematoporfirin szarmazékok és a klorin anti-HIV-1
aktivitasa, de nem képes megkiilonbdztetni egymastol az
egyes tetrafenil-porfirineket és a ftalocianint (2. abra).
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Kémiai kotés forgasi szabadsagi foka

2. Abra. DF-anti-HIV-1 aktivitds 6sszefliggés

A kettskotés ekvivalens deszkriptor (DBE) és a
legmagasabb betoltott molekulapalya (HOMO) energiaja az
egyes tetrafenil-porfirinek elkiilonitéséhez jarul hozza, mig a
molekula-alak deszkriptor (KMASS) a ftalocianint valasztja
el ettdl a vegyiiletcsoporttol (nem abrazoltuk).

Az ANN_IX modellben a kémiai kotés forgési szabadsagi
foka (DF) mellett az elektrosztatikus teljes hidrogén kotés
savassag deszkriptor szerepel (ESTA) (3. abra).Az ESTA
deszkriptor ¢és az anti-HIV-1 aktivitds kozotti Osszefliggés
nemlinedris. A fiiggvény, bar jol megkiilonbozteti a
porfirineket, a tetemes rezidualis szorasok miatt eldrejelzésre
nem alkalmas 6nmagaban.

oo
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Meért anti-HIV-1 aktivitas
log (1/ EC, )

=20
06 ng 10 12 14 16

Elektrosztatikus teljes hidrogénkotés savassag

3. Abra. ESTA — anti-HIV-1 aktivitas osszefiiggés

3.1. Modellek ellenorzése

Az n-elem-kihagyasos keresztellendrzés, valamint a
harom nem vizsgalt porfirin aktivitdsanak eldrejelzésére
kapott eredményeket az 5. tablazatban foglaltuk ossze. Az
MLR I modell az n-elem-kihagyasos ellenérzéskor nagyon
jo eredményt adott, de a kiils6 mintak aktivitasértékét
rosszabbul jelezte elére, mintha azt a 17 molekula kisérleti
aktivitasainak atlagaval becsiiltiik volna.
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5. Tablazat. Az aktivitast leird6 modellek ellenérzése

Modellek N-elemes Kiils6 Q°
o (SD)

MLR I FS 0.730  (0.094) | -1.253

MLR_II-PCA 0.390  (0.368) | -

ANN_V_3N 0.747  (0.122) 0.788

ANN_VI 4N 0.879
ANN VII 3N | 0.584
ANN VIII 4N | 0.342
ANN_IX 4N 0.619

(0.136) | 0.612
(0.766) | 0.773
(1.124) | -

0279) | 0.742

2 : nyolcszor, kiilonb6z6 vegyiilet kombinacioval megismételt négy-elem-
kihagyasos keresztellendrzéskor kapott értékek atlaga, s a hozza tartozo
rezidualis szoras.

A két harom-deszkriptoros ANN modell (ANN_V és ANN
VI) tobb mint 70%-o0s megbizhatésagot mutatott az n-clem-
kihagyasos ellenérzés szerint.

A kiils6 mintas vizsgalatnal harom modell Q7 értéke is
meghaladja a 0.7-et (ANN modell V,VII és IX). A 4. dbran
bemutatjuk a harom tesztvegyiilet aktivitdsat legjobban
elérejelzé modellel késziilt becslést.

0

on

a4

a8

Meért anti-HIV-1 aktivitas
log (1/ EC,)

21 BT 42 ] a4 on 0}

Szamitott anti-HIV-1 aktivitas

4. Abra. Kiils6 ellendrzés az ANN_V modellel

A modell elérejelzé képességét jellemzé Q2 =0.788 érték
azt jelenti, hogy az adott deszkriptor-kombindci6é a harom
vegylilet kozotti kiilonbséget 78.8%-ban képes a kémiai
szerkezetiikbeli kiilonbségek alapjan megmagyarazni.

4. Osszefoglalas

Célunk volt, hogy mennyiségi szerkezet-hatas-0sszefliggést
mutassunk ki fotoszenzibilizatorként megismert tetrapirrol-
vazas molekuldk haromdimenzids szerkezete ¢és nem
fotodinamikus anti-HIV-1 aktivitasa kozott.

A modellépitési eljarasok 0Osszehasonlitasaval megalla-
pitottuk, hogy mindharom moédszer (MLR, PLS és ANN)
alkalmas a porfirinek kémiai szerkezete és HIV-1 virus
inaktivald hatasa kozotti kapcsolat leirdsara. A belsd és
kiils6 ellendrzések szerint megbizhatd elérejelzést csak a
mesterséges ideghaldzattal épitett modellekkel kaptunk. A

legfontosabb paraméter mindegyik ANN modell szerint a
kémiai kotés forgasi szabadsagi foka (DF). Ez a valtozo
azonban Onmagaban nem alkalmas a vizsgalt aktivitas
becslésére, még legalabb egy, a kettskotés ekvivalens
deszkriptor (DBE) vagy az elektrosztatikus teljes
hidrogénkotés savassag deszkriptor (ESTA) hozzajarulasa
sziikséges. A Dbelsd ellendrzési mutatok még jobban
javithatok egy harmadik valtozo alkalmazasaval (HOMO
vagy KMASS).

Mindent 0Osszevetve elmondhatjuk, hogy a mesterséges
ideghalozattal épitett modelljeink alkalmasak arra, hogy egy
nagyobb mintaszamu, ebben a vizsgalatban nem szerepld,
porfin-vazas csoport anti-HIV-1 aktivitasat elérejelezziik.
A Kkiilso ellendrzési eljarasba bevont molekuldk kis szama
miatt ajanljuk, hogy a négy legjobb ANN modellel becsiilt
log(1/EC, ) értekek atlagat fogadjuk el varhato aktivitas-
értéknek.

Koszonetnyilvanitas

A munka az Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alap (T034986)
tamogatasaval késziilt.
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Modeling of anti-HIV-1 activity of a diverse set of
porphyrin derivatives

Various modeling methods {multiple linear regression (MLR),
projection of latent structures (PLS) and artificial neural networks
(ANN)} were compared in the modeling of anti-HIV-1 activity of
porphyrin derivatives (see Figure 1, Table 1 and Table 2).

The molecular structures were characterized by various topological
and quantumchemical descriptors. Based on the three-dimensional
structure of the geometry-optimized molecules, 87 theoretical
descriptors were calculated by 3DNET program. These input
descriptors were tested as independent variables and used for
model building.

All methods were suitable to build models to describe the studied
biological activity (high R’ values in Table 4).

The predictive abilities of the best fitting models were checked by
leave-one-out (LOO) (Table 3 and Table 4), leave-n-out (LNO)
cross-validation and also by external validation (Table 5). The
models built by MLR could not predict the biological activities of
compounds in the external validation set, while PLS models also
gave bad results during the validation processes (LOO Q°=0.417).
Only ANN models have shown good predictive ability in all
validation steps, due to the inherent nonlinearity of the data sets
(see figures).

The degree of chemical bond rotational freedom descriptor (DF)
was the most important variable, but could not predict the activity
without other descriptors (Figure 2). The double bond equivalent
descriptor (DBE) and WHIM descriptor weighted by atomic
mass (KMASS), or energy of highest occupied molecular orbital
(HOMO), or electrostatic total hydrogen bond acidity (ESTA) were
also needed to predict anti-HIV-1 activity.

The best prediction was achieved by a three-descriptor ANN
model, model ANN_V (Figure 4). The external Q° value of this
model was 0.788, explaining 78.8 % of the changes in the activity,
Nevertheless, all of the ANN models were able to predict the
studied activity with a 9° > 0.6.

Our ANN models were able to predict biological activities of a
wide range of nontested tetrapyrrole molecules on the basis of
their three-dimensional structures. Because of the low number of
compounds in external validation set, we suggest to use the average
value of biological activities calculated with the best four ANN
models to predict anti-HIV-1 activity of similar compounds.

Beérkezett: 2003. VIII. 1.
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