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摘要：对40个二芳基三嗪类HIV-1逆转录酶抑制剂进行了分子对接研究。结果表明：2个疏水性芳香取代基团与结合口底部的疏水相互作用及范德华相互作用，三嗪环母核及其R4取代基与袋口的氢键和静电作用，以及R4取代基存在的空间位阻效应是影响该系列化合物活性的重要因素。根据对接优势构象进行分子叠合和CoMSIA研究，建立了4个高预测能力的3-D构效关系模型，其中以选用立体场、静电场和疏水场建立的CoMSIA模型最优，其主成分，r2，q2(LOO)和r2pred分别为6，0.971，0.738和0.833。模型结果表明：三个力场对活性贡献由大到小分别为疏水场、静电场和立体场。因此，该系列逆转录酶抑制剂的结构优化可从以下两个方面来考虑：1、改造R3取代基加大与活性口袋底部的空间契合及疏水性作用；2、增强R4取代基与袋口氨基酸残基的静电相互作用，同时兼顾分子的柔性，避免空间位阻效应。
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Abstract: The molecular docking followed by comparative molecular similarity index analysis (CoMSIA) was employed to the three-dimensional quantitative structure-activity relationship (3D-QSAR) studies of HIV-1 reverse transcriptase inhibitory activity of 40 diaryltriazines derivatives. The results showed that hydrophobic interactions between bottom of the receptor and two aromatic rings of ligands, electrostatic interactions between receptor and the triazine ring and R4 substituent,, and the steric hindrance between the receptor and R4 substituent were the dominant factors affecting the binding affinities. Based on the docking conformations, CoMSIA were employed to the QSAR studies of 40 diaryltriazines derivatives. The number of principal components, r2, q2 (leave-one-out, LOO), r2pred of the optimal CoMSIA model were 6, 0.971, 0.738 and 0.833 respectively. Based on the results of docking and CoMSIA models, two solutions to optimize diaryltriazines derivatives were put forward: one solution was aimed to enhance the effect of hydrophobic interactions and steric complementation, the other was aimed to increase the electrostatic interactions between the receptor and R4 substituent, and, at the same time, avoid the steric effect of R4 substituent.
Key words: three-dimensional quantitative structure-activity relationship; comparative molecular similarity index analysis; molecular docking; Diaryltriazines Derivatives; reverse transcriptase Inhibitors
0 引言
艾滋病又称获得性免疫缺陷综合症(acquired immunodeficiency syndrome，AIDS)，是由人类免疫缺陷病毒Ⅰ型( human immunodeficiency virus type-1，HIV-1)感染人体淋巴细胞所导致的疾病。HIV- 1是一种逆转录病毒，逆转录酶(reverse transcriptase，RT)在其复制过程中起着关键作用，因而HIV-1 RT是抗艾滋病药物设计的一个理想靶点[1]。
近年来，非核苷类逆转录酶抑制剂(Non-nucleoside RT Inhibitors，NNRTIs)由于其非共价性，非竞争性，且单一的与HIV-1 RT的变构位点结合的特殊作用模式，已引起人们的广泛关注


[2-7] ADDIN EN.CITE 。 目前，对于NNRTIs的研究多集中于TIBO类[8]，硫代氨甲酸酯类[1]，噻唑类[9]，硫脲类[10]等，并相继研发出奈韦拉平(nevirapine，NVP)，地拉韦定(delavirdine，DLV)和依非韦伦(efavirenz，EFV)等多种药物[11]。 然而随着大量抗药性HIV-1突变株的出现[12]，HIV-1耐药性的流行已日趋严峻，因此设计合成新型抗突变NNRTIs正成为药物研发的一个迫切任务。

最近，Ludovici等


[13，14] ADDIN EN.CITE 在imidoyl thioureas (ITUs)的基础上设计出新型的二芳基三嗪类(Diaryltriazines，DATAs) NNRTIs。研究发现DATAs对野生菌株以及L100I，K103N，Y181C，Y188L突变株均具良好的抑制活性。Park等对35个DATAs和 DAPYs (Diarylpyrimidines)建立了CoMFA、CoMSIA模型[15]。 Li等对29个DATA衍生物的结合模式进行了分子动力学模拟及3D-QSAR研究[16]。 但尚未建立有效的作用模式。
本文研究对象为新合成的C6萘基取代及C2氟苯胺取代的DATA类抑制剂的衍生物


[17，18] ADDIN EN.CITE ，研究发现该类化合物具有较高的抗HIV逆转录活性。为阐明该系列DATA类抑制剂结构与活性的关系以及与逆转录酶变构位点的结合模式，本文采用分子对接和比较分子相似性指数分析(comparative molecular similarity index analysis，CoMSIA)对该DATA类分子进行了3D-QSAR (quantitative structure-activity relationship)研究。 研究对于二芳基三嗪类的分子设计及新型HIV-RT抑制剂药物研发具有重要的理论意义和参考价值。
1 原理与方法
40个DATA类逆转录酶抑制剂的结构和活性数据


[17，18] ADDIN EN.CITE 参见表1，分子骨架如图1所示，活性标度为pIC50 (-lgIC50)。随机选取了12个分子构成预测集(test set)，其余28个分子为训练集(training set)。40个DATA类抑制剂的能量优化采用最陡梯度下降法，力场为Tripos力场，加载Gasteig-Marsili电荷，迭代1000次，能量收敛限定为0.001 kJ/mo1。分子对接和3D- QSAR均由 Sybyl 7.3软件实现。
分子对接采用Surflex-Dock模块。Surflex-Dock 以CH4，C=O，N-H为分子探针，确定受体结合腔，并将配体与受体进行柔性对接。晶体结构取自Brookheaven蛋白晶体结构数据库(http://www.rcsb.org/pdb/)，PDB编号：1S9E。Surflex-Dock采用包含电性、疏水以及熵和溶剂化效应的得分函数对配体和受体相互作用进行评价，同时确定配体在结合腔中的最优活性构象。对接完成后，选择与1S9E共结晶配体取向一致且得分最高的构象用于3D-QSAR分析。
3D-QSAR研究采用比较分子相似性指数分析方法(CoMSIA)。 与CoMFA相比，CoMSIA在力场中引入了Gaussian函数，避免了势能急剧变化的弊端[19]，同时CoMSIA还增加了疏水场(H)、氢键供体场(D)和氢键受体场(A)，可更加全面地表征与活性相关的结构信息。本文采用对接后配体的构象进行分子叠合与CoMSIA分析。在Surflex-Dock中对接构象经由受体诱导形成，因此在理论上更接近其活性构象。以活性最高的9h样本为模板，对所有化合物进行共同骨架叠合(图2)，相关参数采用默认值。交互验证(cross-validation)为留一法(leave one out，LOO)。
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图1  DATA衍生物的结构骨架

Figure 1  Sketch of diaryltriazines derivatives
表1  DATA的结构和活性
Table 1  Structures and activities of DATA derivatives
	No.
	Structure
	R1
	R2
	R3
	R4
	R5
	IC50/μmol•L-1
	pIC50（Obsd.）
	pIC50（Pred.）

	1

1
	6a
	
	Br
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NHMe
	F
	0.36
	0.444
	0.112

	2
	6b*
	
	Br
	
	NH2
	F
	0.415
	0.382
	0.406

	3
	6c
	
	Br
	
	NHEt
	F
	2.05
	-0.312
	-0.234

	4
	6d
	
	Br
	
	NHallyl
	F
	1.173
	-0.069
	-0.202

	5
	6e
	
	Br
	
	i-PrNH
	F
	9.49
	-0.977
	-0.551

	6
	6f*
	
	Cl
	
	NHMe
	F
	0.802
	0.096
	0.018

	7
	6g
	
	Cl
	
	NH2
	F
	0.709
	0.149
	0.273

	8
	6h
	
	Cl
	
	NHEt
	F
	1.618
	-0.209
	-0.265

	9
	6i*
	
	Cl
	
	NHallyl
	F
	1.98
	-0.297
	-0.36

	10
	6j
	
	Cl
	
	n-PrNH
	F
	4.911
	-0.691
	-0.554

	11
	6k
	
	
	
	NHMe
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F
	2.884
	-0.460
	-0.412

	12
	6l
	
	
	
	NH2
	F
	1.078
	-0.033
	-0.07

	13
	6m*
	
	
	
	NHEt
	F
	8.89
	-0.949
	-0.89

	14
	6n
	
	
	
	n-PrNH
	F
	4.35
	-0.638
	-0.855

	15
	6o
	
	
	
	i-PrNH
	F
	18.3
	-1.262
	-1.096

	16


	8a
	H
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NHMe
	
	0.186
	0.73
	0.646

	17
	8b
	H
	
	
	NH2
	
	0.107
	0.97
	0.927

	18
	8c*
	H
	
	
	n-PrNH
	
	2.7
	-0.431
	0.197

	19
	8d*
	Cl
	
	
	NHMe
	
	0.093
	1.032
	0.284

	20
	8e
	Cl
	
	
	NH2
	
	0.062
	1.208
	1.175

	21
	8f
	Cl
	
	
	NHEt
	
	0.733
	0.135
	0.18

	22
	8g
	Cl
	
	
	n-PrNH
	
	1.63
	-0.212
	-0.334

	23
	9a*
	
	H
	H
	NHMe
	
	0.26

0.09

0.156

0.256


	0.585
	0.522

	24
	9b
	
	H
	H
	NH2
	
	0.09
	1.046
	1.171

	25
	9c*
	
	Br
	Br
	NHEt
	
	0.156
	0.807
	0.954

	26
	9d
	
	Br
	Br
	n-PrNH
	
	0.256
	0.592
	0.491

	27
	9e
	
	Br
	Br
	i-PrNH
	
	0.693


	0.164
	0.207

	28
	9f
	
	Br
	H
	i-PrNH
	
	1.065
	-0.027
	-0.089

	29
	9g
	
	H
	Br
	NHMe
	
	0.284
	0.547
	0.562

	30
	9h
	
	Br
	H
	NHMe
	
	0.0093
	2.032
	2.063

	31
	9i*
	
	Br
	H
	NH2
	
	0.0094
	2.027
	1.669

	32
	9j
	
	Br
	H
	n-PrNH
	
	0.203
	0.693
	0.734

	33
	9k
	
	Cl
	H
	NHEt
	
	0.114
	0.943
	0.676

	34
	9l*
	
	Cl
	H
	n-PrNH
	
	0.187
	0.728
	0.573

	35
	9m
	
	Br
	Br
	NHMe
	
	0.0184
	1.735
	1.889

	36
	9n*
	
	Br
	Br
	NH2
	
	0.0195
	1.71
	1.093

	37
	9o
	
	Cl
	H
	NHMe
	
	0.0118
	1.928
	0.926

	38
	9p
	
	Cl
	H
	NH2
	
	0.0287
	1.542
	1.562

	39
	9q*
	
	H
	Br
	NH2
	
	0.0808
	1.093
	0.547

	40
	9r
	
	Cl
	H
	N3
	
	0.06
	1.222
	1.257


注：*test set
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图2  DATA衍生物叠合图

Figure 2  Molecular superimposition of diaryltriazines derivatives
2 结果与讨论
2.1 分子对接
图3为1S9E的共晶体配体 R129385的晶体构象与对接构象比较图。可以看出，配体的对接构象与晶体中原配体的构象十分相似，其均方根距离(root mean square distance，RMSD)为 1.27Å，说明对接可较好地重现该类配体与受体的结合模式。
图4为活性最高样本9h的对接图(虚线表示氢键)，可以看出9h在活性口袋中呈“蝴蝶”样构象： 其三嗪环母核及C4位取代基朝向袋口，而C2位和C6位的芳香取代基呈“翅膀”状朝向袋底。样本9h和Lys101共形成了2个氢键：1)三嗪环C2位连接的-NH-与Lys101上的C=O形成1个氢键(H-O 2.59Å)；2)三嗪环的N原子与Lys101上的-NH-形成1个氢键(H-N 2.95Å)。进一步分析发现：所有化合物对接后均可与Lys101形成两个氢键，因此氢键作用可能是该DATA类HIV-1 RT抑制剂的一个共同特征。
在三嗪环C6位取代基周围主要以疏水性残基为主，如 Ile180、Tyr181、Trp229及Val106等。由于C6位取代的萘氧基疏水性较苯氧基强，因此样本1~10、16~22和23~40的活性普遍比样本11~15高；同样，与C6取代基相关的R1(16~22)，R2和 R3(1~10，23~40)基团也以疏水性取代有利。在样本1~10中，Br取代大都比Cl取代的活性要高，如样本1和2活性比6和7的活性高。在样本16~22中，R1=Cl的活性比R1=H的活性要高。对于23~40样本， R2位的疏水取代似乎比R3位的疏水取代更为有利，如样本30和31分别比29和39的活性要高。以上分析显示：疏水性是影响亲合活性的一个重要因素。
三嗪环C4位取代基可能存在空间位阻效应。如样本1和2；6和7；30和31分别为体积较小的甲氨基和氨基，活性相对较高；而样本3~5、8~10以及32~34的R4位分别体积相对较大乙氨基，丙烯氨基和丙氨基，活性相对较低。以上分析暗示在R4在受体袋口处存在空间位阻效应。
图5为Ligplot软件[20，21]绘制的样本9h与1S9E受体结合模式图。从图5可以清楚地看到连接三嗪环的两个芳香取代基与袋底发生强烈的疏水性相互作用和范德华相互作用，而三嗪环及R4取代基则与袋口发生静电作用，包括2个氢键相互作用。
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图3  R129385的对接构象与原配体位置比较
Figure 3  Conformation of R129385-crystal structure (green) as compared to

its docking conformation (red)
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图4  样本9h与1S9E对接图
Figure 4  Docking of sample 9h to 1S9E
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图5  样本9h与1S9E活性残基的对接作用模式

Figure 5  The docking result of sample 9h is showed by Ligplot
2.2 3D-QSAR

28个训练集样本建立的CoMSIA模型结果参见表2。 表中r2pred为模型对12个预测集样本的预测活性与实验活性回归方程的决定系数。可以看到筛选出的4个CoMSIA模型都具有非常好的外部预测能力，其r2pred均大于0.65。考虑到模型的复杂度，最后选择静电场、立体场和疏水场建立的CoMSIA模型2为最优模型，其主成分数，r2，q2(LOO)和r2pred分别为6，0.971，0.738和0.8331。估计标准误差SEE为0.176，F值为119.012。 静电场、立体场和疏水场的贡献分别为20.8%，39.0%和0.401%。该最优模型对28个训练集样本和12个预测集样本活性的预测值参见表1。 图6为训练集和预测集样本活性的线性回归图，可以看出该模型具有极好的外部预测能力。
表2. CoMSIA建模结果
Table 2  The statistic results of CoMSIA models

	Model
	Fields
	r2
	q2
	n
	s
	F
	r2pred
	Fraction

	
	
	
	
	
	
	
	
	S
	E
	H
	D
	A

	1
	S+E
	0.966
	0.691
	6
	0.181
	99.783
	0.6598
	0.398
	0.602
	—
	—
	—

	2
	S+E+H
	0.971
	0.738
	6
	0.167
	119.012
	0.8331
	0.208
	0.390
	0.401
	—
	—

	3
	S+E+H+D
	0.966
	0.703
	6
	0.182
	99.616
	0.7906
	0.165
	0.310
	0.326
	0.200
	—

	4
	S+E+H+D+A
	0.953
	0.677
	6
	0.215
	70.301
	0.7887
	0.141
	0.240
	0.268
	0.188
	0.163
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图6  40个二芳基三嗪类衍生物活性的预测值与观测值的线性回归图

Figure 6  Linear regression between observed and calculated pIC50 of 40 diaryltriazines derivatives
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(a)                          (b)                             (c)

图7  CoMSIA模型的等势图
Figure 7  3D contour plot of the CoMSIA model (a) steric field map; (b) electrostatic field map; 

(c) hydrophobic field map
图7为CoMSIA模型2的等势图。在立体场等势图7(a)中，样本9h的 R4近端一侧有一黄色区域，表示样本的此区域不宜有大体积的取代基团，说明在R4在受体袋口处存在空间位阻效应。C6位萘环附近有一片绿色区域，表示此处引入体积较大的基团有利于活性的提高。图7(b)为CoMSIA静电场等势图。由图可知，样本9h三嗪环2位取代的苯环上出现红色区域，表示此处的负电性对活性有利；相反在R4取代基以及2位取代的仲氨基附近出现蓝色区域，表示该处的正电性对活性有利。 这与对接分析中袋口的氢键及电性相互作用相吻合。图7(c)为CoMSIA疏水场等势图。样本R4位侧存在白色区域，表明该处宜连接亲水性基团。样本9h的萘环附近出现紫色区域，说明此处引入疏水性基团对活性有利，与对接结果相一致。
3 结论

二芳基三嗪类(Diaryltriazines，DATAs)逆转录酶抑制剂是一类极有发展前景的抗艾滋病药物，其不仅具有较高的抑制活性，同时对多种突变株也具有较强的抑制作用。本文采用分子对接和CoMSIA方法对40个DATAs与HIV-1逆转录酶的作用模式进行了深入细致的研究，并建立了高质量的3-D定量构效关系模型。模型的交互验证q2及外部预测r2均在0.70以上。研究结果表明，该系列DATA化合物在受体活性口袋中，通过2个疏水性芳香取代基团与结合口底部发生较强的疏水性相互作用及范德华相互作用，而三嗪环母核及其C4取代基则通过氢键和静电作用与袋口的极性氨基酸氨基发生作用。此外，R4取代基也存在一定的空间位阻效应。以分子对接构象对40个样本进行骨架叠合及CoMSIA研究，得到了高质量的3-D构效关系模型，模型结果分析表明：对抑制活性贡献由大到小分别为疏水场、静电场和立体场，对接结果相一致。因此，该系列DATAs逆转录酶抑制剂一方面可以通过改造R3取代基加大与活性口袋底部的空间契合及疏水性作用，一方面可以可通过增强R4取代基正电性，同时兼顾分子的柔性，避免和袋口残基的空间位阻效应。
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