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SANTRUMPOS
Al (angl. artificial intelligence) — dirbtinis intelektas. Kompiuteriniy modeliavimy sritis
siekianti atkartoti zmogaus mastyma kompiuterinéje aplinkoje;

AUC (angl. area under the curve) — plotas po kreive aprasancia vaisto koncentracijos kraujyje
kitimg laike. Farmakokinetinis parametras, leidziantis jvertinti suminj efektyvy vaisto poveikj
bet kuriame pasirinktame laiko intervale;

BPLS (angl. binomial partial least squares) — binominis dalinis maziausiy kvadraty statistinis
metodas;

CAS (angl. chemical abstracts service) — cheminiy junginiy santrauky tarnyba. Amerikos
chemiky draugijos padalinys teikiantis vieSai prieinamg informacijg apie cheminius junginius;

CLtot (angl. total body clearance) — bendras organizmo Klirensas. Plazmos tiris per laiko
vieneta pilnai iSvalomas nuo pasalinés medziagos visais organizmui prieinamais budais;

Css (angl. steady state plasma concentration) — pusiausvirosios biisenos junginio koncentracija
kraujyje, kuomet jo absorbcijos greitis Zarnyne yra lygus paSalinimo i$ organizmo greiciui;

Fy (angl. hepatic availability) — kepeny nulemtas vaisto/medziagos jsisavinamumas. Dozés
dalis nepaveikta kepeny metabolizmo;

GALAS (angl. global, adjusted locally according to similarity) — globalus(i), lokaliai
pakoreguotas(a) atsizvelgiant | panaSumg modelis(metodika);

GCNN (angl. graph convolution neural network) — grafo konvoliucinis neuroninis tinklas.
Dirbtiniy neuroniniy tinkly metody grupé skirta informacijos uzrasytos grafy pavidalu analizei
panaudojant konvoliucijos principg;

HLM (angl. human liver microsomes) — Zmogaus kepeny mikrosomos;
HTS (angl. high throughput screening) — didelio nasumo eksperimentinés atrankos metodas;

InChl (angl. international chemical identifier) — tarptautinis cheminis identifikatorius.
Cheminio junginio struktiiros uzraSymo tekstine eilute formatas sukurtas [TUPAC (angl.
international union of pure and applied chemistry — tarptautinés bendrosios ir taikomosios
chemijos sgjungos);

in silico — procesas atlickamas pasitelkiant kompiuterio ir kompiuteriniy modeliavimo metody
pagalba;

in vitro — eksperimentas atlieckamas dirbtinés izoliacijos sglygomis;
in vivo — procesas vykstantis gyvame organizme;
LogP — neutralios junginio formos pasiskirstymo tarp vandens ir n-oktanolio koeficientas;

ML (angl. machine learning) — masininis mokymasis. Pac¢iu bendriausiu atveju — sritis
tyrinéjanti ir kurianti kompiuterinius metodus sugebancius ,,mokytis“, t.y., naujy duomeny
analizés biidu tobuléti konkrecios uzduoties atlikimo kontekste.

NN — netikras neigiamas klasifikacinio modelio rezultatas (angl. false negative, FN). Neigiama
prognozé esant teigiamam eksperimentiniam rezultatui, ,,nuvertinimas‘ — 11-0jo tipo klaida;



NT — netikras teigiamas klasifikacinio modelio rezultatas (angl. false positive, FP). Teigiama
prognozé esant neigiamam eksperimentiniam rezultatui, ,,netikras aliarmas® — 1-0jo tipo klaida;

P450 - citochromy (hema turinéiy, oksidoreduktaziy klasei priklausanciy fermenty, placiai
dalyvaujan¢iy Zmogaus organizmo metabolizmo procesuose) superSeima, pasiZyminti
charakteringu redukuotos formos, susijungusios su anglies monoksido molekule, absorbcijos
piku ties 450 nm bangos ilgiu;

PLS (angl. partial least squares/projection to latent structures) — dalinis maziausiy kvadraty
metodas;

RF (angl. random forest) — atsitiktinis spendimy miskas. Statistinis metodas apjungiantis savyje
keleta (dazniausiai deSimciy ar Simty eilés skaicius) sprendimy medziy (angl. decision tree)
gauty rekursinio skaidymo buidu ir visiskai atsitiktiniu budu besiskirianciais jo parametrais;

RI (angl. reliability index) — prognozés patikimumo indeksas, automatiskai apskaic¢iuojamas
kiekvienai prognozei GALAS modelyje;

SVM (angl. support vector machines) — atraminiy vektoriy klasifikatorius;

SMILES (angl. simplified molecular-input line-entry system) — supaprastinta molekuliy
jvesties eiluciy tipo jraSais sistema. Cheminio junginio struktiiros uzra§ymo tekstine eilute
formatas;

v-NN (angl. variable nearest neighbors) — kintamo artimiausiy kaimyny skai¢iaus metodas.
Statistinio pastovaus artimiausiy kaimyny skai¢iaus (angl. k nearest neighbors, KNN) metodo
variacija modeliams su chemine specifika, kuomet vietoje i§ anksto nustatyto ir pastovaus
artimiausiy kaimyny skaiciaus kiekvieng kartg yra naudojamas konkreciam tam kartui skirtas
artimiausiy kaimyny skaicius, apskaiciuotas atsizvelgiant j realy cheminj junginiy panasuma;

TN - tikras neigiamas klasifikacinio modelio rezultatas (angl. true negative, TN). Neigiama
prognozé esant neigiamam eksperimentiniam rezultatui, teisingas atmetimas;

TT - tikras teigiamas klasifikacinio modelio rezultatas (angl. true positive, TP). Teigiama
prognozé esant teigiamam eksperimentiniam rezultatui, teisingas pataikymas (angl. hit).



IVADAS

Tinkamo vaisto pasirinkimui svarbu Zzinoti ne tik to junginio aktyvumg pries ligos
sukéléja, bet ir potencialy jo ar jo metabolity toksiSkuma, bei metabolizmo greitj, kuris lemia
tieck dozg, tiek toksiSkuma. Vaisto farmakologiniai ir/ar Salutiniai poveikiai siejami su
farmakokinetiniais parametrais, tokiais kaip plotas po kraujo plazmos koncentracijos — laiko
kreive (angl. area under the plasma concentration-time curve, AUC) ir pusiausvirosios biisenos
kraujo plazmoje koncentracija (angl. steady state plasma concentration, Css). Dél to svarbu
zinoti viso kiino klirensg (angl. total body clearance, CLtot) ir kepeny prieinamumg (angl.
hepatic availability, F;), nuo kuriy priklauso anks¢iau minéti parametrai. Galutinés ir tikslios
Siy parametry reikSmeés bet kuriam vaistui pries registravimg yra nustatomos gyvo zmogaus
organizme klinikiniy tyrimy metu. Taciau tai yra tik tyrimas, kuriuo siekiama patvirtinti ir
patikslinti jau turimas, paprastesniais metodais nustatytas, beveik visy svarbiy junginio savybiy
bent jau apytiksles reik§mes. Nei viena Siuolaikiné farmacijos kompanija neatidélioja tokiy
svarbiy vaisto savybiy nustatymo klinikiniy tyrimy stadijai, kadangi paaiskéjus su tuo
susijusioms problemoms kazkg keisti biina arba nejmanoma, arba tai susij¢ su didziuliais
projekto vélavimais ir pabrangimu. IS Hwang et al. 2016 metais atlikto tyrimo, analizuojanc¢io
priezastis, kodél naujy vaisty tyrimai buvo nutraukti 3 vaisty kiirimo fazéje, matyti, jog 22%
procentai tokiy tyrimy buvo sustabdyti dél nepakankamo finansavimo, o 17% projekty
sustabdomi nerimaujant dél juose tiriamy medziagy saugumo. Tokios nesékmés vélyviausiose
vaisty kiirimo stadijose yra pacios brangiausios, kadangi yra susijusios su daugybés mety darbo
ir milijardiniy investicijy negrjztamu praradimu.

Dél $iy priezaséiy, dar XX a. naujy vaisty paieSka émé evoliucionuoti didelio kiekio
organiniy junginiy sintetinimo ir jy bioaktyvumo matavimo ypatingai naSiais metodais
(kombinatoriné chemija, aukSto naSumo atranka in vitro (angl. high throughput screening,
HTS) ir pan.) kuo ankstyvesnése tyrimo stadijose kryptimi. Daugeliu atveju tai leido pasiekti
tik nekontroliuojama prieinamy eksperimentiniy duomeny kiekio augima, bet ne supratimg
apie tiriamus procesus, kur] galima bty panaudoti teoriniam naujy perspektyviy junginiy
dizainui. Véliau Siems tikslams pradéti naudoti kompiuteriniai duomeny analizés bei
modeliavimo metodai, leide pasiekti labai kryptinga teoring bioaktyviy molekuliy, nukreipty
prie§ konkrecCig liga ar jos sukele€ja, paieska virtualiy biblioteky stadijoje ir tik didZiausia
potencialg turin¢iy kandidaty sintetinimg praktiniams biocheminiams tyrimams. Tokiy metody
kaip maSininis mokymasis (angl. machine learning, ML) ir dirbtinis intelektas (angl. artificial
intelligence, AI) vystymasis pastaraisiais metais toliau nuosekliai didino kompiuteriniy
modeliy, galin€iy efektyviai nuspéti pacias jvairiausias potencialios vaistinés molekulés
savybes (pvz., fizikocheminius parametrus, nesurista kiekj kraujyje, pagrindiniy metaboliniy
fermenty slopinima, galimus metabolitus ir jy toksiSkuma ir t.t.), vaidmen] atrenkant geriausius
pirmtakus (angl. lead coumpound) ir provaistus (angl. prodrugs) jy nesintetinant, kas smarkiai
sumazina pasiruoSimo klinikiniams tyrimams kastus.

Ne iSimtis ir vaisty metabolizmo bei eliminavimo tyrimai ir optimizavimas, kurie
pirmiausiai i§ Zzmoniy persikélé j in vitro izoliuotus kepeny sluoksnius (angl. liver slices), véliau
individualiy kepeny lasteliy, pirminiy hepatocity (angl. primary hepatocytes), méginius,
homogenizuotus §iy lgsteliy preparatus — mikrosomas (angl. human liver microsomes, HLM),
ir, galiausiai, specializuotas kompiuterines programas. Deja, efektyviy, komerciniy, konkreciai
metabolizmo greit] Zmogaus kepenyse nusp¢janciy modeliy, dél jvairiy prieZas¢iy rinkoje iki
Siol yra labai nedaug.



Darbo tikslas: sukurti efektyvy, placiai pritatkomg model; vaistiniy junginiy
metabolizmo grei¢io zmogaus kepenyse jvertinimui.

Uzdaviniai:
e Sukurti mikrosomose nustatytos puséjimo trukmés duomeny baze;
e Jvertinti papildomy parametry (LogP ir metaboliniy centry skaiciaus)
panaudojimo modelyje tikslinguma;

e Remiantis ankstesniy uzdaviniy rezultatais ir iSvadomis, sukurti bei validuoti
galutinj model;.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Junginiy metabolizmas kepenyse

Vaistiniy medziagy metabolizmas vyksta dviem fazémis: modifikacija (pirma faze) ir
konjugacija (antra faz¢). Pirmosios fazés metu vyksta dviejy tipy reakcijos: (1)
oksidacijos/redukcijos, kurias vykdo kelios skirtingos oksidoreduktaziy Seimos, svarbiausia i$
kuriy yra citochromy P450 superSeima, bet taip pat zymy vaidmenj atlieka flavino turinCios
monooksigenazeés ir kiti fermentai; (2) hidrolizé, vykdoma jvairiy hidrolaziy, tokiy kaip
esterazés, amidazes, fosfatazés ir kt. Antros fazés metu vyksta pradinio junginio, ar
funkcionalizuoto pirmos fazés metabolito konjugacija su endogeniniais substratais.
Pagrindiniai  konjugacijy  tipai yra: metilinimas, acetilinimas, sulfonavimas,
gliukuronidavimas, fosforilinimas, glutationo ir aminoriig§¢iy prijungimas. Antros fazés
metabolizmas turi dvi pagrindines paskirtis: polinio fragmento prijungimas, didinantis
molekulés tirpumag ir palengvinantis paSalinimg i§ organizmo (pvz., sulfonavimas,
gliukuronidavimas), arba reaktyviy grupiy detoksifikacija (pvz. glutationo prijungimas) (Testa
& Kriamer, 2008).

1.2. In vitro kepeny metabolizmo tyrimai
Viena pirmyjy sistemy kepeny metabolizmo tyrimams — kepeny pjtiviai — buvo sukurta
Otto Heinrich Wartburg apie 1920 — uosius metus. Taciau tai brangus ir jautrus laikui metodas,
todél ilgainiui buvo sukurti nauji metodai. Turbit populiariausios $iuo metu naudojamos
sistemos yra mikrosomos ir hepatocitai. Siy trijy sistemy palyginimas pateiktas 1 pav.
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1 pav. In vitro ir in vivo sistemos naudojamos kepeny metabolizmo tyrimams naujy
vaisty kiirime, pateiktos panasumo j in vivo sistemg tvarka (Brandon et al., 2003)

Hepatocitai, specifinés kepeny lagstelés, daznai naudojami vaistiniy junginiy
metabolizmo tyrimuose, kuomet norima tirti tiek pirmos, tiek antros fazés metabolizmg.
Hepatocitai gaminami perfuzuojant kepenys ar jy dalj (Howard et al., 1967; Puviani et al.,
1998). IS kepeny izoliuoti hepatocitai gali biiti laikomi tirpale, bet juos reikia sunaudoti per



kelias valandas, arba gali biiti padaromos monosluoksniy kulttiros, kuriose hepatocitai iSlaiko
savo aktyvumg iki 4 savai¢iy (Brandon et al., 2003).

Tyrimai rodo, jog kriokonservuoti hepatocitai iSlaiko daugumos pirmos ir antros
metabolizmo faziy fermenty aktyvuma (Annaert et al., 2001; Silva et al., 1999). Tuo jie
pranaSesni uz kepeny pjuvius ar perfuzuotas kepenis. Kriokonservavimas jgalino komercing
prekyba, kurios déka hepatocitinés sistemos tapo prieinamesnés. (Hengstler et al., 2000).
Taciau tokios hepatocity kultiiry laikymo salygos komplikuoja duomeny interpretavima, nes
rezultatai i§ dalies priklauso nuo kultiiros sisteminiy faktoriy. Nors hepatocitai sudaro 80%
kepeny lasteliy, jos néra vienintelés. Likusios 20% lasteliy gali gaminti kofaktorius ir taip
kazkiek pakeisti metabolizmo eigg. Kitas hepatocitinés sistemos trilkumas yra jos variabilumas
tarp skirtingy donory.

1 lentele
Hepatocity sistemos privalumai ir trikumai (Brandon et al., 2003)
Privalumai Trokumai
Gerai charakterizuota sistema Izoliacija sudétingas ir ilgai uZtrunkantis
procesas
Aktyvumo iSlaikymas iki 4 savaiciy Tirti galima tik i§ anksto pasirinktas lgsteles

Imanoma tirti mediatorius ir fermenty | Izoliacijos metu lgstelés pazeidziamos
aktyvatorius
Galimas praturtinimas aktyviomis lgstelémis | Sunku tirti Igstelines sgveikas

Zmogaus kepeny mikrosomos yra populiariausia in vitro sistema, kuri gerai parodo
pirmos metabolizmo fazés profilj. Kepeny mikrosomos yra sudarytos i$ hepatocity
endoplazminio tinklo vezikuliy. Jos paruoSiamos diferenciSkai centrifuguojant lgsteliy lizata
(Pelkonen et al., 1974), todél i§ metabolizme dalyvaujanciy baltymy turi beveik vien
citochromus ir glukuroniltransferazes. Kadangi mikrosomose, iSgautose i§ skirtingy donory
kepeny, esanciy fermenty aktyvumas skiriasi, komerciskai parduodamuose sistemose yra
pateikiamas pamatuotas citochromy aktyvumas (Bradford, 1976; Lowry et al., 1951; Peterson,
1977).

Vieni didZiausiy mikrosominiy sistemy privalumy yra pigumas, naudojimo lengvumas,
jos yra viena i$ geriausiai apraSyty in vitro sistemy skirty vaistiniy junginiy metabolizmo
tyrimams. Taciau jos turi ir trikumy (2 lentel¢). Vienas didZiausiy mikrosominiy sistemy
trikumas yra didesnis metabolizmo greitis, dél jose esanios padidintos fermenty
koncentracijos, todél mikrosomose iSmatuoti metabolizmo puslaikiai visada bus mazesni, nei
gyvame organizme (Sidelmann et al., 2008). Taciau $i sistemos specifika vienodai veikia visus
tirlamus junginius, tad Zmogaus mikrosomos ilieka puikiai tinkamu metodu skirtingy junginiy
metabolizmo greicio palyginimui bei $io parametro optimizavimui konkre¢iam junginiui, t.y.,
poky¢iy tyrimui priklausomai nuo atliekamy struktiiros modifikacijy. Taip pat tyrimo metu
gaunami ne visi metabolitai, kadangi jose néra kity kepeny metabolizme dalyvaujanciy
fermenty ir citozoliniy kofaktoriy (Crommentuyn et al., 1998), taciau tai kritinés reik§més turi
tik labai mazai junginiy daliai.



2 lentelé

Zmogaus kepeny mikrosomy privalumai ir trikumai (Brandon et al., 2003)

Privalumai Traukumai

Lengva pritaikyti Netinkami kiekybiniams matavimams
Prieinama kaina Nepilnai atspindi in vivo metabolizma
Galima tirti variacijg tarp skirtingy méginiy | Tik citochromai ir glukoroniltransferazés

Optimaliausiam vaisto kandidato parinkimui labai svarbus viso kiino klirensas (CL;,¢),
kuris yra kraujotaka susiety kiino audiniy klirensy suma. Kepeny ir inksty klirensy nuspéjimas
svarbus daugumos vaistiniy junginiy pasalinimo i$ organizmo grei¢io jvertinimui (Ito et al.,
1998). Inksty klirensas yra sékmingai modeliuojamas naudojanti duomenis gautus i§ gyviiny ir
jie proporcingai perskai¢iuojami alometriniu metodu (Huang & Isoherranen, 2018). Taciau
toks proporcingumas negali buti taikomas meéginant nuspéti kepeny klirensa, dél dideliy
tarprasiniy skirtumy (Boxenbaum, 1980; Izumi et al., 1996; Lin, 1995). Nauji metodai skirti
nuspéti in vivo Ziurkiy kepeny klirensui i§ in vitro duomeny buvo sukurti Rane et al., 1977 ir
Wilkinson, 1987, juose buvo panaudojami duomenys gauti i§ kepeny mikrosomy ar izoliuoty
hepatocity, bei atsizvelgiant | kepeny kraujotakos greitj (angl. blood flow rate) nesurista dalj
medziagos kraujyje (angl. unbound fraction in blood).

1.3. Ankstesniy darby apzvalga

Vaistiniy junginiy metabolizmo stabilumo nusp¢jimui naudojami masininiu apmokymu
paremti metodai. Dazniausiai naudojamas atsitiktiniy misky metodas (angl. random forest
method, RF), kuris yra sudarytas i§ bent keliy (dazniausiai keliy desimciy) sprendimy medziy
(angl. decision trees). Pavieniai medziai apmokomi naudojant tik dalj viso duomeny rinkinio,
o galutinis rezultatas apskai¢iuojamas kaip visy sprendimy medziy spéjimo vidurkis. Tokiu
bldu iSvengiama gilesniy medziy persimokymo tendencijos (Breiman, 2001). Reciau
naudojami kintanéio artimiausio kaimyno (angl. variable nearest neighbor, v-NN), grafy
konvoliuciniy neuroniniy tinkly (angl. graph convolutional neural network, GCNN) ar
atraminiy vektoriy klasifikatoriaus (angl. support vector machine, SVM) metodai. v-NN, kaip
ir RF, yra paremti manymu, jog panasios strukttiros bus metabolizuojamos panasiai, ir spéjimai
yra daromi remiantis visai artimais kaimynais, kurie atitinka strukttirinio panasumo kriterijus
(Liu et al., 2015). GCNN yra dirbtiniy neuroniniy tinkly variacija, naudojanti konvoliucijos
principa informacijai i$ skirtingy grafo vir§tiniy susieti (Duvenaud et al., 2015). SVM, tai grupé
prizitrimai apsimokanc¢iy metody, kurie gali baiti pritaikyti klasifikacijai ar regresijai (Ivanciuc
0., 2007).

3 lenteléje pateikti keli literatiiroje paskelbti modeliai, naudojantys auks$¢iau aprasytus
metodus. I$ jos matyti, jog geriausia statistika pasiekiama apjungiant kelis modeliavimo
metodus (konsensuso metodas). Atliekant egzistuojan¢iy modeliy analize pastebéta, jog
daugumos modeliy autoriai nevieSina savo naudoty duomeny baziy, kurios daZznai biina i$
farmaciniy jmoniy vidiniy duomeny. Tokios duomeny bazés daznai biina pritaikytos tos
jmoneés tiriamai cheminei erdvei, kas sumazina modelio spéjamajg galig kitos cheminés erdvés
srities molekuléms. Tai gerai matyti Siramshetty et al. 2021 metais aprasomiems modeliams,
iSbandant juos su rinkoje esanciy vaisty patikrinamuoju rinkiniu, kKuomet statistiniai parametrai
pastebimai suprastéjo.



Metabolinio stabilumo modeliy suvestiné

3 lentelé

Modelio statistika

- Mokomasis | Patikrinimo Modeliavimo | Mikrosomy .
Autoriai rinkinys bud metodas kilmé Parametral
y ucas c Tikslumas | Jautrumas | Specifiskumas
Liu et al Keymi RF Molekuliniai i 82% 77% 85%
iuetal., Zming _ . olekuliniai ,,pirSty 0 0 0
2015 2923 validacija V-NN Zmogus | o tspaudai® (ECFP-4) | o270 3% 88%
Konsensuso 85% 79% 89%
Leeetal., Kryzminé 5 Fizikocheminiai 0 270 2Q0
2007 11646 validacija RF Zmogus (MOE) 80% 69-77% 81-88%
25262 Kryzminé RF 80% 84% 75%
validacija GCNN 81% 84% 79%
Siramshetty 220 isleisty RF Ziurke RDKit 66% 79% 53%
etal., 2021 vaisty
patikrinamasis | GCNN 71% 80% 62%
rinkinys
7316 véliau
. surinkty Fizikocheminiai ir
Aliagas et | 475, molekuliy SVM Zmogus siediniai molekuliniai | 72% 84% 54%
al., 2015 - .| algoritmas .
patikrinamasis ,,pirsto antspaudai
rinkinys
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2. METODAI
2.1. Duomeny bazés kiirimas
Literattrinés analizés metu identifikuoti vaisty pirmtakai (angl. lead compound), kuriems
publikuoti metabolizmo puslaikio (¢, /,) arba savitojo klirenso (angl. intrinsic clearance, Cl;,;)
parametrai. Dazniausiai $ios savybés nustatomos skirtingy organizmy (zmoniy, zZiurkiy, peliy,
bezdzioniy ir Suny) kepeny mikrosomose arba hepatocituose. Naudojantis 1997 metais
pasitlyta formule (Obach et al., 1997), visas Sias savybes galima susieti tarpusavyje:

In2 Vinc

CLint Mupic

b2 = * Muic/tiv * Miiv/body> (1D

Cia CL;y; — savitasis klirensas (ml/min/kg),
Vine — misinio inkubacijos ttiris (ml),
My, — mikrosomy kiekis miSinyje (mg),

Munic/1iv— Mikrosominiy baltymy kiekis kepenyse (45 mg i§ Zmoniy ir Ziurkiy kepeny
gramo) (Iwatsubo et al., 1997),

Myiv/boay— Kepeny ir klino masés santykis (21 g zmogui, 40 g Ziurkei kilogramui kiino
masés) (Davies & Morris, 1993),

Tokiu budu buvo suvienodinti matavimo vienetai visiems duomeny bazés jraSams, kad
buity galima tiesiogiai juos palyginti.

Duomeny bazé uzpildoma maksimaliai, t.y., jei straipsnyje pateiktos kelios reikSmés
skirtingoms sistemoms, jos visos yra fiksuojamos, paliekant sprendimus dél konkreciy
duomeny praktinio panaudojimo vélesniam etapui. Taip pat, priklausomai nuo originaliame
Saltinyje naudojamo formato, cheminés junginiy struktiiros perpieSiamos, rekonstruojamos 18
SMILES ar InChl uzraSymy, arba sugeneruojamos i$ junginio pavadinimo. Taip pat,
struktiirinés formulés, pagal galimybes, patikrinamos pagal straipsniuose pateikiamus kitus
identifikatorius (CAS numerius, junginiy pavadinimus ir pan.).

2.2. Programiné jranga
Modelis ir duomeny bazé kuriami Algorithm Builder® programoje (ACD/Labs, 2022;
Japertas et al., 2002). Taip pat buvo naudotasi $ioje programoje jdiegtu BPLS (angl. binomial
partial least squares) paketu kokybiniy duomeny statistinei analizei, bei GALAS (angl. global
adjusted locally, according to similarity) modeliavimo metodika.

Pats modelis i§mégintas jj integruojant j ACD/Percepta® programa (ACD/Labs, 2021),
kuri taip pat jau turi jdiegta eil¢ kity modeliy aktualiy $iam darbui (LogP, metaboliniy centry
nuspéjimas).

Modelio tikslumo statistiniai parametrai apskaiciuoti Microsoft Excel programa
(Microsoft Corporation, 2022).

2.3. Naudojami parametrai
2.3.1. Struktariniai fragmentai
Vaistinés molekulés metabolizmo greiciui didelés jtakos turi struktiira, nes tai lemia jos
sgveikos stiprumg su kepeny fermentais, tad svarbu modeliuojant  tai atsizvelgti. Algorithm
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Builder® programa turi funkcija ieskoti fragmenty molekuléje tiek dinamiskai, remiantis
jvairiomis jungéiy nutraukimo taisyklémis, tiek statiS8kai, t.y., pagal vartotojo pateikta
fragmenty sgrasg. Modeliui kurti panaudotas butent pastarasis fragmentacijos tipas kartu su jau
egzistuojan¢ia daZniausiai organinése molekulése pasitaikanciy fragmenty duomeny baze,
sudaryta i§ 379 fragmenty, kuri sukurta ple¢iant Platts et al., 1999 publikuotg fragmenty rinkinj.

2.3.2. Fizikocheminiai parametrai
Pagrindinis fizikocheminis parametras naudotas modelio kiirimui ir tobulinimui buvo
pasiskirstymo koeficientas tarp 1 — oktanolio ir vandens (LogP). Sis parametras naudojamas
apibiidinant molekulés lipofiliSkuma, todél yra svarbus nuspéjant molekulés galimybes patekti
] skirtingus audinius bei membranas.

2.3.3. Biocheminiai parametrai
Organizmuose uz molekuliy metabolizma atsakingi jvairiis fermentai, kurie specifiski
tam tikriems molekuliniams fragmentams (metaboliniams centrams). Kadangi naudotoje
ACD/Percepta® programoje jau yra modelis skirtas biitent tokiems centrams nustatyti, buvo
bandomg Sig informacija panaudoti kaip papildoma parametrg statistin¢je analizéje, kadangi
prielaida, jog cheminés medziagos metabolinis stabilumas gali priklausyti nuo to kiek tokiy
fragmenty ji turi, yra nors ir labai supaprastinta, taciau pakankamai logiska.

Naudojantis ACD/Percepta® programa atlikta galimy metaboliniy centry paieska
molekulése, esanciose duomeny bazéje. Programa pateikia galimas metaboliniy centry vietas
su patikimumo koeficientais RI (angl. reliability index). Nuspresta, jog bus naudojamas, tik
metabolizmo viety skaiCius, kuriy tikétinumo jvertis apskaiéiuotas i§ prognozuotos tikimybés
ir minéto IR parametro buvo nemazesnis kaip 0,5, kiekvienoje molekuléje.

2.4. Statistiniai metodai
2.4.1. Statistiniai modeliai
Molekulés metaboliniam stabilumui prognozuoti buvo naudojamas GALAS, globalus
pakoreguotas lokaliai atsizvelgiant j pana$uma, metodas Sis modelis yra sudarytas i§ dviejy
pagrindiniy daliy: algoritmo skai¢iuojancio bazing prognoze¢ (angl. baseline), ir galuting verte
skai¢iuojancio algoritmo, kuris pasiremdamas panasumo analize jveda pataisg bazinio modelio
nuspétai reikSmei.

Pirmoji dalis yra globalus modelis. Siame darbe ji yra paremta BPLS, regresiniu
binominiu daliniy maziausiy kvadraty metodu (BPLS), kuris, savo ruoztu, remiasi PLS, dalinio
maziausiy kvadraty, arba kartais dar i$Sifruojamo kaip projekcijos j latentines struktiiras, (angl.
partial least squares arba projection to latent structures) metodu. Pastarasis buvo sukurtas
specialiai cheminiy sistemy statistinei analizei. PLS — tai metodas, kurio i$skirtinis privalumas
yra jo gebéjimas analizuoti dideles, turinias daug tuséiy tarpy ir tarpusavyje koreliuojanéiy
kintamyjy, matricas. Pagrindinis $io metodo tikslas surasti ,,pasléptus® (latentinius)
kintamuosius, kurie, biidami principiniai vienos matricos komponentai, gerai aprasyty kita
matricg. BPLS yra PLS variacija skirta binominiams duomenims apdoroti. Abu Sie metodai yra
tiesiniai ir adityviis. Si globalioji modelio dalis i$moksta visuotines tendencijas
modeliuojamoje savybéje ir apibréZia panasuma, iSrinkdama svarbiausius strukttrinius
bruozus, nulemiancius panaSumga tarp abiejy lyginamy junginiy.

Antroji dalis yra lokali ir atlieka bazinio modelio spéjimy pataisymg analizuodama
kiekvieno junginio panaSiausius cheminés erdvés srities kaimynus, taip jvedant netiesinj
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elementg, kuris beveik visada pasireiSkia net ir paciose paprasCiausiose savybése ar
aktyvumuose (Japertas, 2007).

2.4.2. Statistinial parametrai

Dazniausiai modelio nuspéjimy tikslumas tikrinamas atliekant visy to modelio nuspéjimy
patikrinamajame rinkinyje, atsitiktinai sudarytame i§ duomeny bazéje esanciy duomeny,
analize, juos lyginant su pamatuotais ir suskirstant j keturias grupes: tikras teigiamas, toliau
TT, (angl. true positive, TP), netikras neigiamas, toliau NN, (angl. false negative, FN), netikras
teigiamas, toliau NT, (angl. false positive, FP) ir tikras neigiamas, toliau TN, (angl. true
negative, TN). Sias grupes galima sudéti j vadinamaja klaidy lentele (angl. confusion matrix)
(4 lentelé), kurios stulpeliuose pateikti nuspéti duomenis, eilutése — gauti i$ eksperimenty.

4 lentelé

Modelio nuspéjimo tikslumo analizé klaidy lentelés pavidalu

Nusp. - -
Eksp. Teigiamas | Neigiamas
Teigiamas T NN
Neigiamas NT TN

Toks rezultaty pateikimas yra skaitinis ir tinka tik modeliams padarytiems i§ tokio pacio
dydZio duomeny baziy. Todél modeliams apibudinti naudojami trys statistiniai parametrai:
jautrumas (2 formul¢), specifiSkumas (3 formule) ir tikslumas (4 formul¢).

L —
TT + NN
TN
S=nr+in &
TT + TN

I = A NNTNT TN (4)

Cia, J — modelio jautrumas,
S — modelio specifiSkumas,

T — tikslumas.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Duomeny bazés paruoSimas ir analizé
Surinkus literatiiroje apraSytas t;,, ir Cl;,, vertes skirtingiems junginiams gauta
duomeny bazé suskirstoma j mazesnes kategorijas, pagal organizmg ir kur verté pamatuota
(pvz., viena grupé zmogaus mikrosomose, Kita — ziurkés hepatocituose). Surinkti ne tik
kiekybiniai bet ir kokybiniai (daugiau, maziau) $iy savybiy jvertinimai.

I$ viso surinkta 1010 junginiy duomenys i$ jvairiy literatiros Saltiniy (zr. Klaida!
Nerastas nuorodos Saltinis.). Atlikus analize paaiSkéjo, kad daugiausia duomeny yra i$
zmogaus mikrosomuy, visa statistika pateikta 5 lenteléje. Kadangi kiekybinius duomenis lengvai
galima paversti kokybiniais buvo nuspresta juos apjungti. Literatiroje dazniausiai junginiai
kuriy t; ,, >30 min yra laikomi stabiliais (Lee et al., 2007; Liu et al., 2015; Sakiyama et al.,
2008), tod¢l ir Siame darbe taip klasifikuojami junginiai.

5 lentelé

Darbo metu surinkty duomeny apie t; /, ir Cl;, vertes kiekis skirtingose gyviiny rii§yse

Gyviinas | Mikrosomose | Hepatocituose
Kiekybiniai duomenys

Zmogus 400 49
Ziurké 170 80
Pelé 206 9
Suo 9 4
Bezdzioné 3 0
Kokybiniai duomenys

Zmogus 328 13
Ziurké 175 3
Pelé 193 1
Suo 6 6
Bezdzioné 1 0

Modeliui kurti buvo pasirinkta duomeny bazé sudaryta i§ kokybiniy Zmogaus
mikrosomose pamatuoty duomeny, kurie yra aiSkiai apibréZiami stabiliais/nestabiliais,
naudojant ribing metabolizmo puslaikio reikSme — 30 minuciy. Gauta duomeny bazé yra
sudaryta i§ 728 naujy junginiy. Duomeny bazéje sukauptus duomenis veréiant j dvejetainj
formata susidurta su keliais binariskai neapibréziamais duomenimis. Pavyzdziui, kai junginio
pus¢jimo trukmé yra mazesné nei 120 min, nejmanoma pasakyti ar ji yra mazesn¢ uz 30
minuciy ar didesné. Norint pajvairinti bei praplésti duomeny baze, nauji duomenys buvo
prijungti prie 2009 metais surinkty duomeny, sudarant 1930 junginiy rinkinj. ISvalius pastarajj
nuo jrasy, kuriuose metabolinio puséjimo puslaikis yra tiksliai lygus arba labai artimas
pasirinktai klasifikavimo ribai (¢;/, = 30 min) gauta galutiné modeliavimui skirta duomeny
bazé susidedanti i§ 1140 junginiy.
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3.2. Egzistuojanc¢io modelio nuspéjimo tikslumo patikrinimas

ACD/Percepta® programoje jau yra sukurtas kepeny metabolizmo modelis naudojantis
2009 mety duomeny baze. Buvo nuspresta §io modelio nuspéjimo tikslumag patikrinti
naudojantis naujai surinkta duomeny baze, tam kad bty galima sekti ar naujai sukurtas modelis
yra patikimesnis. | programg jkeltos visos 1010 naujai surinkty strukttiry bei joms pamatuotas
mikrosominis metabolizmo puslaikis (kadangi $is Zingsnis atliktas prie$ suvienodinant vienetus
bei sudarant binomines struktiiry patikimumo analizé atlikta tik su 385 junginiais, i$ kuriy dalis
negaléjo biti tiksliai apibiidinami binomiskai). Tuomet Sioms molekuléms senuoju modeliu
nuspétas metabolinis stabilumas, kuris iSreiSkiamas tikimybe, kad molekulé¢ bus nestabili
kepeny mikrosomose (jos metabolizmo puslaikis mazesnis nei 30 minuciy). Modelio spéjimai
kategorizuoti | tris grupes: stabillis ir nestabilGs junginiai zmogaus mikrosomose bei
neapibréztos prognozés. Priskyrimas konkreciai kategorijai vykdomas pagal prognozuota
tikimybe kad junginys bus nestabilus. Senojo modelio nuspéjimo galimybés naujai duomeny
bazei buvo labai menkos ir patikimumo analiz¢ buvo galima jvykdyti, tik tuo atveju, kai
skirstymas vykdomas tik j dvi grupes: jei stabilumo tikimybé <0,5, tuomet molekulé stabili, jei
>0,5 — nestabili (t.y., eliminuojant neapibrézty prognoziy kategorija, kuri, jeigu naudojama,
sudaro didzigjg dalj senojo modelio spéjimy naujos duomeny bazés junginiams). Naudojantis
6 lenteléje pateiktais tikslumo analizés duomenimis galima paskaic¢iuoti modelio jautrumg ir
specifiSkuma naujai surinktiems duomenims. Naudojant 2 ir 3 lygtis suskaiciuotas jautrumas
ir specifiSkumas Siems duomenims atitinkamai buvo 0,44 ir 0,67.

6 lentelé

Zmogaus kepeny mikrosominio metabolizmo nuspéjimo senuoju modelius, tikslumo

analizé.
Nusp. Nestabilus | Stabilus
Eksp.
Nestabilus 35 45
Stabilus 88 178

3.3. Modelio, nuspéjancio molekulés stabiluma Zmogaus mikrosomose, kiirimas
3.3.1. Bazinio modelio kiirimas ir tobulinimas

Algoritmo kiirimo pradzioje pagrindiné 1140 junginiy bazé atsitiktiniu biidu suskirstyta
1 mokomaj; ir patikrinamajj rinkinius, kuriuos atitinkamai sudaré 798 (70%) ir 342 (30%)
junginiy. Mokomajam rinkiniui buvo atliekamas BPLS savirankos (angl. bootstrap) metodas,
kuris sustabdomas pasiekus optimaly statistiskai reik§mingy kintamyjy kiekj, geriausiai
aprasant] modeliuojamg dydj, bet dar nepasiekiantj modelio persimokymo (angl. overfitting).
Siuo atveju sistema parinko 8 statistidkai reikimingus komponentus. Atliekama $io modelio
(bazinio (angl. baseline) modelio) tikslumo analizé mokomajam rinkiniui, kurios rezultatai
pateikiami 7 lenteléje. Pasinaudojus 2 ir 3 formulémis, paskai¢iuota, kad $io modelio jautrumas
yra 0,69, o specifiSkumas — 0,81. Taip pat naudojantis 4 formule apskai¢iuotas modelio
nuspéjamy rezultaty tikslumas, kuris yra 0,76.
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7 lentelé

Naujai sukurto bazinio modelio tikslumo analizés duomenys mokomajam rinkiniui

Nusp. Nestabilus | Stabilus
Eksp.
Nestabilus 234 105
Stabilus 87 372

Tuomet méginta patobulinti §j bazinj modelj nepriklausomais kintamaisiais pridedant
LogP arba metaboliniy centry skai¢iy. Apmokius algoritma, Algorithm Builder® programoje
pateikiami kiekvieno kintamojo koeficientai su standartiniu nuokrypiu. IS to pastebéta, jog
metaboliniy centry skai¢ius, kuriy kintamojo koeficientas buvo 4,94 -1072 4+ 8,97 - 1072,
néra reik§mingi zmogaus mikrosomy metabolizmo grei¢iui, nes standartinis nuokrypis didesnis
nei koeficientas, dél ko statistiskai koeficientas nesiskiria nuo 0. Tac¢iau LogP turi reikSminga
jtakg modeliui, nes jo koeficientas yra 0,61 + 0,16. Todél buvo sukurtas patobulintas bazinis
modelis, kurio statistika mokomajam rinkiniui: jautrumas — 0,69, specifiSkumas — 0,84, 0
tikslumas — 0,77, o analizé pateikta 8 lenteléje.

8 lentelé

Metabolinio stabilumo bazinio modelio su LogP kintamuoju tikslumo analizé
mokomajam rinkiniui

Nusp. Nestabilus | Stabilus
Eksp.
Nestabilus 233 106
Stabilus 74 385

Sis modelis buvo i§mégintas su patikrinamuoju rinkiniu, bei atlikta tikslumo analize (9
lentelé). Siam rinkiniui statistika neZzymiai prastesné nei mokomajam rinkiniui (jautrumas —
0,66, specifiSkumas — 0,81, tikslumas — 0,74), ta¢iau ne tiek kad tai galima bty traktuoti kaip
bazinio modelio persimokyma ir per didele adaptacijg prie mokomojo rinkinio.

9 lentelé

Metabolinio stabilumo bazinio modelio su LogP kintamuoju tikslumo analizé
patikrinamajam rinkiniui

Nusp. Nestabilus | Stabilus
Eksp.
Nestabilus 103 53
Stabilus 36 150
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3.3.2. GALAS modelio kiirimas
Toliau méginta modelj gerinti pridedant taisyma pagal panasSumg (antroji GALAS
metodo pakopa). Sis modelis yra skirtas patikslinti reik§miy nuspéjima, kas ir stebima atlikus
tikslumo analize¢ naudojantis 10 lentelé. Matome, jog tokio modelio jautrumas yra 0,65,
specifiSkumas — 0,85, o tikslumas — 0,76.

10 lentelé

GALAS metabolinio stabilumo modelio su LogP kintamuoju tikslumo analizé
patikrinamajam rinkiniui

Nusp. Nestabilus | Stabilus
Eksp.
Nestabilus 102 54
Stabilus 28 158

GALAS modelis be tikimybés prognozés pateikia patikimumo indeksg (RI), kuris
parodo, spéjimo patikimumg pagal mokomajame rinkinyje esanéiy molekuliy panasuma bei
joms stebimy eksperimentiniy savybés verciy atitikimo bazinio modelio prognozéms laipsni.
Suskirs¢ius mokomajj rinkinj pagal modelio spéjimy patikimumo parametra, matyti, jog
kuomet RI > 0,3 padengiama 72,5% patikrinamojo rinkinio (248 jrasai), esant RI > 0,5
padengiama 48,0% duomeny (164 jrasai), 0 esant RI > 0,75 padengiama 12,6% (43 jrasai)
duomeny rinkinio. 11 lentelé pateiktas spéjimy pasiskirstymas atsizvelgiant j patikimumo
indeksa. IS $iy rezultaty iSvestos statistikos:

e Kuomet RI > 0,3, jautrumas — 0,71, specifiSkumas — 0,90, tikslumas — 0,81;
e Kuomet RI > 0,5, jautrumas — 0,82, specifiSkumas — 0,93, tikslumas — 0,88;
e Kuomet RI > 0,75, jautrumas — 0,83, specifiskumas — 1,00, tikslumas — 0,95.

Si statistika iliustruota 2 pav., kas aiskiai parodo, jog visi statistiniai parametrai geréja,
esant didesniam patikimumo indeksui.
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11 lentelé

GALAS metabolinio stabilumo modelio su LogP kintamuoju tikslumo analizés
atsizvelgiant j RI vertes patikrinamajam rinkiniui

RI > 0,3
Nusp. Nestabilus | Stabilus
Eksp.
Nestabilus 82 33
Stabilus 14 119
RI > 0,75
Nusp. . i
Nestabilus | Stabilus
Eksp.
Nestabilus 10 2
Stabilus 0 31
| T ma.

Speci

Siumas

RI > 0,5
Nusp. Nestabilus | Stabilus
Eksp.
Nestabilus 58 13
Stabilus 7 86

=1

un

2 pav. Grafikas vaizduojantis statistiniy parametry pasikeitima priklausomai nuo
prognoziy patikimumo indekso
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ISVADOS

IS publikuoty duomeny sukurta 728 junginiy duomeny bazé SuU junginiy
metabolinio stabilumo duomenimis zmogaus kepeny mikrosomose, kuri véliau
prijungta prie analogiSskos 2009 mety duomeny bazés, sudarant bendrg 1930
junginiy rinkinj tolesnei analizei. Sis rinkinys néra didZiausias, lyginant su kity
autoriy darbais, taCiau padengia placig cheming erdvg.

Sukdirus bazinius modelius papildytus LogP ir metaboliniy centry skai¢iumi kaip
kintamaisiais statistinéje analizéje, pastebéta, jog antrasis parametras néra
statistiSkai reikmingas modeliui(koeficiento verté¢ — 4,94 - 1072 + 8,97 - 1072),
tuo tarpu LogP pasizyméjo tiek statistiniu reikSmingumu (koeficiento verté —
0,61 + 0,16), tick teigiama jtaka modelio tikslumui. Tokie rezultatai pagrindzia
hipoteze, jog LogP apraso molekulés geb¢jima jsiskverbti | membrang, kurioje
yra kepeny mikrosomy metaboliniy fermenty aktyvieji centrai.

Geriausi rezultatai pasiekti naudojantis pilna GALAS modeliavimo metodika,
kuomet tarp bazinio algoritmo kintamyjy yra pridétas LogP. Tokio modelio
statistika pilnam patikrinamajam rinkiniui: jautrumas yra 0,65, specifiSkumas —
0,85, o tikslumas — 0,76.

Prognozés patikimumo indekso (RI) parametras apskai¢iuojamas GALAS
modeliuose, kaip ir ankstesniuose $io metodo taikymo pavyzdziuose (Dapkunas
et al., 2009; Didziapetris et al., 2010; Sazonovas et al., 2010), pademonstravo
savo veiksmingumg ir vert¢. Be to, kad leido atmesti junginius akivaizdZziai
nepatenkancius j nagrinéjamo modelio pritatkomumo sritj, jis leido atlikti atskirg
analize tik patiems patikimiausiems modelio nuspéjimams, kuriy atveju
pasiekiama statistika gerokai lenkia visus literatliros apzvalgoje pateiktus
ankstesnius rezultatus, pvz., RI > 0,5: jautrumas — 0,82, specifiskumas — 0,93,
tikslumas — 0,88.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

EDITA SKINDERYTE

In silico metodais paremtas vaistiniy junginiy metabolizmo puslaikio tyrimas

Vaisto dozei, toksiSkumui nustatyti svarbu zinoti molekulés metabolinj stabilumg. Norint
sumazinti vaisto kiirimo kaStus svarbu Siuos duomenis zinoti kuo anksc¢iau. Todél vis
populiaréja molekulés savybiy spéjimas naudojantis kompiuteriniais modeliais. Siuo metu
rinkoje esantys ar literattiroje apraSyti metabolinio stabilumo modeliai sukurti naudojantis
komerciniy jmoniy duomeny bazémis, kurios yra specifiskos jy tiriamai cheminei erdvei.

Siame darbe sukurtas modelis, nors néra paremtas didele duomeny baze, bet padengia
placia chemine erdve. Tobulinant modelj pastebéta, jog galimy metaboliniy centry kiekis
molekuléje néra reikSmingas tos molekulés metaboliniam stabilumui, 0 LogP atvirksciai — turi
jtakos molekulés pusé¢jimo trukmés organizme prognozés tikslumui.
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

EDITA SKINDERYTE
In Silico Based Analysis of Metabolic Half-life for Drug-like Compounds

Metabolic stability of a drug-candidate molecule is an essential property in the
assessment of the required dosage and potential toxicity to the humans. Ideally, this information
should be acquired as early as possible to lower the cost of the drug development process. For
these purposes the use of computer models for molecular property prediction is getting
increasingly popular. Metabolic stability models commercially available today or published in
the literature up to date are usually created using proprietary databases of commercial
companies, hence are specific for the chemical space of their research interest.

The model described in this work is based on a relatively small yet diverse database,
covering a wide chemical space. A notable finding during the model development was the fact
that the predicted number of metabolic soft-spots for a compound isn’t descriptive of its
metabolic half-life in any way. On the other hand, LogP did have a statistically significant
impact on the accuracy of the model predicting molecule’s metabolic stability.
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