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SANTRUMPOS

ADME (angl. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion) — absorbcija,

pasiskirstymas, metabolizmas, pasalinimas;
ANN (angl. Artificial Neural Network) — dirbtinis neuroninis tinklas;

BPLS (angl. Binomial Partial Least Squares) — binominis dalinis maZziausiy

kvadraty metodas;

CYP2D6 — citochromas P450 2D6, viena i§ CYP450 fermenty didSeimés

izoformy (citochromas P450, antra Seima, D poSeimis, SeStas polipeptidas);

CYP3A4 — citochromas P450 3A4, viena 1§ CYP450 fermenty didSeimés

izoformy (citochromas P450, trecia Seima, A poseimis, ketvirtas polipeptidas);

CYP450 (angl. Cytochrome P450) — citochromai P450, hema turintys,
oksidoreduktaziy klasei priklausantys fermentai, placiai dalyvaujantys

Zmogaus organizmo metabolizmo procesuose;

DMCI (angl. Data-Model Consistency Index) — duomeny ir modelio

neprieStaringumo (nuoseklumo) indeksas;

ECsy (angl. Effective Concentration Fifty) — efektyvi cheminio junginio

koncentracija sukelianti 50% maksimalaus atsako sistemoje;

ECVAM (angl. European Centre for the Validation of Alternative Methods) —

Europos alternatyviyju metody vertinimo (patikros) centras;

ESIS (angl. European Chemical Substances Information System) — Europiné

informacijos apie chemines medziagas sistema;

GABA (angl. gamma-Aminobutyric acid) — 4-aminobutano ruigstis;



GALAS (angl. Global, Adjusted Locally According to Similarity) — globalus(i),
lokaliai pakoreguotas(a) atsizvelgiant {1 panaSuma (kalbant apie modeli ar

metodika);

HPVC (angl. High Production Volume Chemicals) — didele apimtimi

gaminamos cheminés medziagos;

in silico — procesas atlickamas pasitelkiant kompiuterio ir kompiuteriniy

modeliavimo metodu pagalba;
in vitro — eksperimentas atlieckamas dirbtinés izoliacijos salygomis;
in vivo — procesas vykstantis gyvame organizme;

IP (angl. Intraperitoneal) — intraperitoninis cheminés medziagos jvedimo i
organizma biidas (medZiaga ivedama i pilvaplévés gaubiama organizmo

ertme);

IUCLID (angl. International Uniform Chemical Information Database) —

tarptautiné vieningoji cheminés informacijos duomeny bazé;

IV (angl. Intravenous) — intraveninis cheminés medZiagos jvedimo | organizma

bidas;

LDs, (angl. Lethal Dose Fifty) — medziagos dozé, 24 valandy bégyje sukelianti

imia mirt] penkiasdeSim¢iai procenty tiriamosios gyviiny imties individuy;

log Dow — visu (iskaitant jonizuotas) junginio formu pasiskirstymo tarp

vandens ir n-oktanolio koeficientas;

log Pow — neutralios junginio formos pasiskirstymo tarp vandens ir n-oktanolio

koeficientas;

log S, — junginio tirpumas vandenyje, iSreiSkiamas kaip sociosios

koncentracijos Sy, (mol/l) logaritmas;



LOO (angl. Leave-One-Out) — statistin¢ kryZzminés patikros metodika, kuomet
kiekvienos iteracijos metu yra atmetamas vienas steb¢jimas, kuriam méginama
prognozuoti savybés vert¢ naudojantis i§ likusiy duomeny sukurtu modeliu.
Iteracijy skaiCius sutampa su steb¢jimy skai¢iumi duomeny rinkinyje (t.y.

kiekvienas steb¢jimas yra iSmetamas viena karta);

LMO (angl. Leave-Many-Ouf) — LOO metodo atmaina, kuomet kiekvienos
iteracijos metu yra atmetama 1§ karto keletas atsitiktinai parinkty stebéjimuy.
Iteraciju skaiCius gali biti parenkamas taip, kad atitikty pageidaujama

tikimybe, jog kiekvienas konkretus stebéjimas bus atmestas bent viena karta;
MAE (angl. Mean Absolute Error) — vidutiné absoliutiné paklaida;

MPTP — 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinas;

N — junginiy skaicius;

NADP'/NADPH (angl. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate) —
nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas, oksidacijos-redukcijos procesuose
dalyvaujantis kofermentas; NADP" ir NADPH Zymi atitinkamai oksiduota ir

redukuotg formas;
NAPQI — N-acetil-p-benzochinono iminas;

OECD (angl. Organization for Economic Cooperation and Development) —

ekonominio bendradarbiavimo ir vystymosi organizacija;
OPS (angl. Optimal Prediction Space) — optimalios prognozeés erdve;
OR (angl. Oral) — oralinis cheminés medziagos {vedimo | organizma budas;

P-gp (angl. P-glycoprotein) — MDR1 membraninis baltymas, atsakingas uz

lastelei svetimy cheminiy medziagy pasalinima;

PLS (angl. Partial Least Squares/Projection to Latent Structures) — dalinis

maziausiy kvadraty metodas;



QSAR (angl. Quantitative Structure — Activity Relationship) — kiekybinis

struktiiros — aktyvumo sarysis;

QSPR (angl. Quantitative Structure — Property Relationship) — kiekybinis

struktliros — savybés sarysis;
R — koreliacijos koeficientas;

REACH (angl. Registration, Evaluation and Authorization of Chemicals) —

cheminiy junginiy registracija, jvertinimas ir sankcionavimas;
RI (angl. Reliability Index) — prognozés patikimumo indeksas;

RMSE (angl. Root Mean Square Error) — Saknis 1§ vidutinés kvadratinés
paklaidos;

RTECS® (angl. Registry of Toxic Effects of Chemical Substances) — cheminiy

medZziagy sukeliamy toksiniy efekty registras;
SAR (angl. Structure Activity Relationship) — struktiiros — aktyvumo sarysis;

SC (angl. Subcutaneous) — poodinis cheminés medziagos ivedimo | organizma

budas;

sd (angl. Standard Deviation) — standartinis nuokrypis;

ST (angl. Similarity Index) — molekuliy panasumo indeksas;
T, (angl. Excess Toxicity) — perteklinis toksiSkumas;

TOPKAT® (TOxicity Prediction by Komputer Assisted Technology) —
kompiuteriné programa ivairiems cheminiy junginiy toksiniams poveikiams

prognozuoti;

WDI (angl. World Drug Index) — pasaulinis vaisty indeksas.



[VADAS

Tarp visy pastaruoju metu farmacijos pramon¢je stebimy tendencijy,
keletas kelia i$skirtinai dideli Sia veikla uzsiimanciy kompaniju susiriipinima.
Nuolatos auga naujy vaistiniy junginiy paieskos bei idiegimo rinkoje kastai,
daugéja velyvuy nesékmiy, kuomet kandidato i vaistinius junginius neatitikimas
vieniems ar kitiems reikalavimams paaiSkéja tik paskutiniosiose tyrimo ir
patvirtinimo proceso pakopose. Pastarieji atvejai yra ypac skaudis, kadangi
prarandamos visos idétos pastangos ir investicijos. Tokioje situacijoje, augant
spaudimui sutrumpinti ir atpiginti naujo vaisto sukiirimo procesa, atsiranda
poreikis ieSkoti racionaliy sprendimy igalinanciy i§ esmés optimizuoti tinkamy
junginiy paieSkos eiga. Kitais Zodziais tariant, siekiama sukurti naujus ar
patobulinti jau esamus irankius ir metodus, leidzian¢ius kiek jmanoma
ankscCiau pasirinkti molekules, kurios galy gale sekmingai praeis visas vaisto
kiirimo ir bandymy pakopas [1, 2]. Biitent tokie i$Siikiai lémé kompiuteriniy,
vadinamyjy in silico, metody atsiradima, leidZianciy teoriSkai prognozuoti
pacias jvairiausias medziagy savybes ir biologinius aktyvumus dar virtualios
bibliotekos etape, t.y. net neturint laboratorijoje susintetinty junginiu.
priimtiny kandidato farmakokinetiniy savybiy uZtikrinimas. Bitent junginio
pasiskirstyma organizme nulemianciy kinetiniy veiksniy kombinacija su
specifiniu farmakologiniu jo veikimo mechanizmu ir nulemia biisimojo vaisto
efektyvuma [3]. Sio proceso esme sudaro vienalaikis visos eilés skirtingy
parametry optimizavimas siekiant geriausios pusiausvyros tarp junginio fiziko-
cheminiy savybiy ir poveikio terapiniam taikiniui stiprumo. Vienas i§ tokio
optimizavimo aspekty yra pasiekti pageidaujama junginio metaboling
stabiluma, uZztikrinanti, kad junginys pasieks savo taikini organizme chemiskai
nepakitegs. Savo ruoztu, vienas pagrindiniy pastaraji fakta nulemianciy veiksniy
yra CYP450 fermenty sistema katalizuojanti absoliu¢ia dauguma organizmui
svetimy vaistiniy junginiy cheminiy virsmy. Zvelgiant i$ tyréjo, uzsiimancio

nauju vaisty paieSka, pozicijos, faktas, jog nagrinéjama kandidata



metabolizuoja viena i§ daugelio citochromy P450 izoformy reiskia visa eilg
galimy problemy: nesusidaranti ar labai trumpam laikui susidaranti pakankama
junginio koncentracija ties taikiniu, vaisto saveika su kitais kartu vartojamais
tos pacios CYP450 izoformos substratais ar inhibitoriais ir pan. Taigi kiek
imanoma ankstyvesné informacija apie junginio metabolizma yra vienas i§
svarbiausiy naujy vaisty paieSkos faktoriy. To pasekoje in silico metoduy
kiirimas bei naudojimas neaplenké tiek CYP450, tiek ir kity metaboliniy
fermenty specifiSkumo ar regioselektyvumo tyrimy. Vis dé¢lto, Siuo atveju
modeliuojamo objekto sudétingumas lemia tai, kad pasiekimai Sioje
konkrecioje srityje kol kas yra palyginti kuklis ir didZiausio proverZio joje dar
tik tikimasi ateityje. Galimybé 1§ anksto numatyti bent jau pagrindinius
junginio metabolitus suteikia informacija apie jo struktiiroje esancius
lengviausiai metabolizuojamus centrus. Pastaryjy blokavimas (pvz., pakei¢iant
vandenilio atoma fluoru, chloru ar kitu pakaitu per daug nejtakojanciu
molekulés tlirio) arba tiesiog paSalinimas leisty stipriai sulétinti ir netgi visiskai
sustabdyti CYP450 katalizuojamas metabolizmo reakcijas. Egzistuoja ir kiti ne
visai tiesioginiai biidai tam paciam tikslui pasiekti. Pavyzdziui, junginio
lipofiliskumo  sumaZzinimas ar papildomy grupiy ivedimas Salia
metabolizuojamo  fragmento,  siekiant  sukelti  sterinius  trukdzius,
apsunkinan¢ius molekulés metabolizma. Metoprololio molekulés modifikacija
tvedant ciklopropilo Zieda [4], pateikiama 1 paveiksle, iliustruoja bitent
pastarojo tipo pavyzdi. Su detalia galimybiy studija kaip Siuolaikiniai
kompiuteriniai metodai gali biti panaudojami tokiy pasirinkto pradinio
junginio modifikacijy analiz¢je galima susipazinti M. M. Ahlstrom kartu su
kolegomis paskelbtame straipsnyje [5]. Tais atvejais, kuomet neimanoma
panaikinti visy metabolizuojamu centry molekuléje, tie patys in silico modeliai
galéty padéti identifikuoti pagrinding CYP450 izoforma metabolizuojancia
vieng ar kita konkrety centra. Selektyviu modifikaciju pagalba tokioje
situacijoje galima biity paméginti uztikrinti, kad uz visa junginio metabolizma
buty atsakinga vienintelé¢ konkreti CYP450 izoforma. Toks pasiekimas taip pat

gali turéti didziulg prakting nauda. Planuojant kuriamo vaisto vartojima kartu
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su kitais preparatais, skirtingy CYP450 izoformy nulemiamas kiekvieno i§ ju
metabolizmas minimizuoja galimos vaisty saveikos pavoju. Be kita ko, netgi
preliminaris CYP450 fermenty regioselektyvumo modeliai gali stipriai
pagelbéti analizuojant sudétingas chromatogramas bei spektrus gaunamus
eksperimentinio molekulés metabolity nustatymo metu. Si procedira
neiSvengiamai biitinai atliekama vélesnése tyrimo pakopose, jeigu junginys jas

pasiekia.

*

JER

metoprololis betaksololis

Pasalinimas dél
pirmojo praéjimo 50% 15%
metabolizmo in vivo

\Y,

(mikrosmg;qose) 0,46 nM/min 0,07 nM/min
(2m(t)1g/;2aus) 3.5-6 val. 16-22 val.

1 pav. Metoprololio molekulés modifikacija, leidzianti keleriopai prailginti
junginio egzistavimo Zzmogaus organizme puslaiki [4]. Zvaigzdute pazymétas
metoprololio pagrindinis metabolizmo kelias — CYP2D6 O-dealkilinimas

Siame darbe CYP450 fermenty regioselektyvumo modeliy kiirimui
buvo pasirinkta GALAS modeliavimo metodika [6, 7]. Pastarasis metodas,
sukurtas spresti tam tikroms empirinio QSAR modeliavimo problemoms, 1§ pat
pradziy buvo pristatytas ,,PLS + Korekcija pagal panaSuma‘ pavadinimu it tik

palyginus neseniai igijo GALAS varda, kuriuo yra vadinamas Siame tekste.
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Toks pasirinkimas buvo pagristas prielaida, jog kai kurios §io metodo savybés
tikétis nagrinéjant toki sudétinga objekta kaip fermento regioselektyvumas.
Taciau iki §iol GALAS modeliavimo metodas buvo sékmingai iSbandytas tik
prognozuojant palyginus paprastas fiziko-chemines organiniy junginiy
savybes, pvz., pasiskirstymo koeficienta tarp vandens ir n-oktanolio (log Pow)
ar tirpuma gryname vandenyje (log Sy) [6, 7]. D¢l Sios priezasties bandymas 18
karto pereiti prie tokio sudétingo biocheminio objekto kaip citochromy P450
sistema, tiesiog tikintis sékmeés, bity Siek tiek impulsyvus ir ne visiSkai
pagristas zingsnis. Vietoje to, Siame darbe buvo nusprgsta nagriné¢jamy savybiy
sudétinguma didinti palaipsniui, visy pirma paméginant pritaikyti minétaja
GALAS metodika timaus toksiSkumo (LDs,) duomeny analizei.

Paradoksalu, taciau CYP450 fermentai, atsakingi uz organizmui
svetimy cheminiy medZziagy nukenksminima, tuo paciu yra pagrindiniai
klinikin¢je praktikoje pasitaikan¢iy su junginio metabolizmu susijusio
toksiSkumo pasireiSkimy kaltininkai. Ko gero, geriausiai Sia dviprasmiska
situacija yra apibiidings Nobelio premijos medicinos srityje laureatas seras
James'as Black'as, kuris yra pasakes: ,,Esminis §iy fermenty veikimo principas
yra selektyvumo nebuvimas: jie atpaZista paplitusias bendras organiniy
molekuliy chemines ypatybes, o ne pacias molekules. Si svetimy medZiagy
metabolizmo sistema, pritaikyta molekulinei invazijai, yra tiek pat gyvybiskai
svarbi zinduoliy rusies iSlikimui, kaip ir imunologinis aparatas, kuris buvo
pritaikytas susidoroti su mikroorganizmy invazija. Molekuliniame lygmenyje
jiems abiem budinga ta pati bendra ypatybé — selektyvumo nebuvimas. Taciau
1gimtas neSaliSkumas turi taip pat ir neigiamy aspekty: imunologiné sistema
kartais apsigauna savo organizmo pavidale matydama priesa bei pradeda elgtis
savizudiskai; tuo tarpu svetimy medziagy metabolizmo sistema kartas nuo
karto pagamina produkty, kurie yra reaktingesni ir biologiskai labiau praziitingi
nei pradinis substratas® [8]. Kenksmingy metabolity susidarymo problema
aktuali netgi kai kurioms rinkoje gerai Zinomoms ir gana paprastoms

molekuléms, pavyzdziui, acetaminofenui. Sis junginys kaip pagrindiné
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veiklioji medZiaga ar viena i§ sudétiniy daliy yra sutinkamas tokiuose placiai
7inomuose vaistuose kaip citramonas, paracetamolis, APAP®, Efferalgan® ir
kt. Sio vaisto metabolity medis (r. 2 pav.) yra i§ esmés saugus, i3skyrus viena
metabolita, kuriuo virsta viso labo maziau nei 15% dozés — NAPQI [9, 10]. Sis
cheminis junginys gali reaguoti su lastelés citozolyje esanciais baltymais ir
stipriai sumazinti laisvo glutationo (GSH) kieki. Esant nors kiek didesniam
acetaminofeno perdozavimui, metabolizmo metu susidarantis NAPQI kiekis
gali sukelti kepeny nepakankamuma ir netgi mirti. Kai kuriose specifinése
zmoniy populiacijose, kurioms dél genetiniy ar kity aplinkos veiksniy budingas
mazesnis nei iprasta GSH kiekis organizme, analogiska poveiki gali sukelti

netgi nedidelés acetaminofeno dozés.

NHT(CHS NH _CH,
T T
o o)

| HO
0=S=0 S

Cl)H Glutationas/

T

o T
NH CH N CH N CH
Tr 3 T 3 = T 3
E— —_—
o 0] o
HO HO O

N-acetil-p-aminofenolis
(Acetaminofenas)

' '

NHTrCH3
O
0

|
Gliukurono ragstis

NAPQI

Baltymo arilinimo

-~ reakcija

2 pav. Reakcijos susijusios su acetaminofeno metabolizmu Zmogaus
organizme

Taigi tmaus toksiSkumo (LDsy) modeliavimo pasirinkimas pradine §ios
disertacijos tema prie§ pereinant prie metabolizmo regioselektyvumo

problemos sprendimo, galima sakyti, yra pagristas dvejopais sumetimais. Si
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savybé ne tik uzima tarping padéti sudétingumo skal¢je tarp fundamentaliai

besiskirianciy paprasciausiy fizikocheminiy savybiy aprasanciy visa junginj ir

metabolizmo fermenty regioselektyvumo, susijusio su individualiais molekulés

atomais, taciau, kaip matyti i§ pateikty pavyzdziu, taip pat yra labai glaudziai

su pastaruoju susijusi. IS tiesy detalus visu stebimy junginio metabolity

identifikavimas bei juy toksiSkumo jvertinimas yra neatsiejami ir daZniausiai

lygiagreciai atliekami bet kokio vaistinio junginio kandidato tyrimo Zingsniai.

Apibendrinant {vadinéje dalyje pateikiama informacija, pagrindiniai $ios

disertacijos tikslai buvo tokie:

Naudojant GALAS modeliavimo metodika sukurti individualius timaus
toksiskumo (LDsy) modelius SeSioms sistemoms, kiekviena kuriy sudaro
konkreti grauziky rii§ies ir cheminés medZziagos patekimo | organizma
btido kombinacija: pelé (OR, IP, IV ir SC) bei ziurké (OR ir IP);
GALAS metodo pagalba sukurti svarbiausiyju CYP450 izoformu
(CYP3A4 ir CYP2D6) regioselektyvumo modelius tipiSkiausiems $iu
fermenty katalizuojamy reakcijy tipams (alifatiniam ir aromatiniam
hidroksilinimui, bei N- ir O-dealkilinimui), tokiu biidu iSnagrinéjant
galimybes pastargja metodika pritaikyti atomo-centriniy savybiy
prognozavimui;

Ivertinti pagrindiniy GALAS metodo funkciju (lokaliy korekcijuy
atsizvelgiant | panaSuma, prognozeés patikimumo ivertinimo ir
apmokymo naujais eksperimentiniais duomenimis) veikimo efektyvuma

zenkliai iSaugus analizuojamy modeliavimo objekty sudétingumui.
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1  LITERATUROS APZVALGA

1.1 Umaus toksiskumo objektas

1.1.1 Umaus toksiSkumo (LDs;) modeliavimai

,Letaline dozé¢ penkiasdeSimt* (LDsy, angl. lethal dose fifty) yra
kiekybiné imaus cheminiy junginiy toksiSkumo israiska, nurodanti medZziagos
kieki (mg/kg), 24 valandy bégyje nuo patekimo | organizma, sukelianti mirti
50% tiriamos gyviiny populiacijos. Vienas populiariausiy cheminiy medZiagy
toksiSkumo eksperimentinio jvertinimo budy yra ju LDs, vertés nustatymas
grauzikams — konkreGiai peléms bei Ziurkéms. Siai dienai, mokslinéje
literattiroje ir {vairiose vieSose bei priecinamose komercinése duomeny bazése
(pvz., [11-13]) yra sukaupta nesuskaic¢iuojama daugybeé eksperimentiniy LDs,
duomeny. Per visa SAR ir QSAR metody egzistavimo istorija, ju taikymo
galimybés Sioje srityje buvo tyrin¢jamos nuolatos, apie ka aiskiai liudija paciuy
tvairiausiy LDsy dydziui prognozuoti pasiilyty modeliy gausa [14-17]. 1
lentel¢je pateikiamas saraSas darby, kuriuos galima iSskirti kaip vienus
zinomiausiy LDs, reikSmiy modeliavimo srityje, ir kai kurios esminés juos

apibudinancios detalés.

1 lentelé. Ankstesniy darby, nagrinéjusiyu SAR ir QSAR metody taikyma
imaus grauziky toksiSkumo (LDs,) prognozavimui, apzvalga

Metai Saltinis Tyrinétos junginiy klasés (apmol:lomojo
rinkinio)

1978  Enslein ir Craig [18] Ivairios 425
1983  Enslein et al. [19] Ivairios 1851
1985  Tichy et al. [20] Alifatiniai alkoholiai (C;-Cs) nuo 5 iki 8
1987  Enslein et al. [21] Ivairios 147
1989  Enslein et al. [22] Ivairios 3624
1991  Jaeckel ir Klein. [23] Aminai ir anilinai 26 1ir 33
1991  Lipnick [24] Alkoholiai ir ketonai 54
1996  Zakarya et al. [25] Amidai 44
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1 lentelé. Ankstesniy darby, nagrinéjusiyu SAR ir QSAR metody taikyma
imaus grauziky toksiSkumo (LDsg) prognozavimui, apZzvalga (tgsinys)

Metai Saltinis Tyrinétos junginiy klasés (apm::lomojo
rinkinio)

1997  Johnson ir Jurs [26] Anilinai 103
1998 Wang ir Bai [27] Alkoholiai 95
1999  Eldred ir Jurs [28] Organiniai fosforo junginiai 49
2002  Cronin et al. [29] Piridino dariniai 21
2003  Hansch ir Kurup [30] Barbitiratai 11
2004 Devillers [31] Organiniai fosforo junginiai 51
2006 Jean et al. [32] Chlorsilanai 10
2006  Guo et al. [33] Organiniai fosforo junginiai 38
2007  Freidig et al. [34] Ivairios 49
2007  Toropov et al. [35] Pakeisti benzeno dariniai 28
2009 Zhuet al. [36] Ivairios 3472

Be jokios abejonés, kiekvienas i§ paminéty darby yra savaip idomus
savo id¢jomis ir poziiiriu 1 problema. Juose gaunami rezultatai gali pagilinti
suvokima apie imaus toksiSkumo efekto prigimti ir pasireiSkimo mechanizmus
bei leisti kiekvienu konkreciu atveju padaryti svarbiy iSvaduy. PavyzdZziui,
Lipnick'as savo analiz¢je [24] panaudojo paprasta, taiau ganétinai efektyvy
bazinio QSAR metoda. Pasinaudodamas chemiskai nesudétingy junginiy
(monohidroksiliy alkoholiy ir so¢iyju ketony) eksperimentinémis Umaus
toksiSkumo vertémis jisai sukiiré iprasta nuo log Pony priklausanti dilinijini
(angl. bilinear) LDsy (zturké, OR) modeli. Tokiu biidu buvo siekiama
identifikuoti naujus nezinomus toksikologinius efektus, sukeliamus
sudétingesnes struktiiros junginiy, kurie savo ruoztu identifikuojami kaip 18
bazinés koreliacinés analizés iskrentan¢ios prognozés. Sis ir kiti panasiis to
paties autoriaus darbai [37, 38] yra svarbiis imaus toksiSkumo modeliy raidos
istorijoje, nes padéjo pagrindus mechanistiniam $io reiSkinio nagrin¢jimui ir
leido susieti gautus rezultatus su nagrinéjamyju junginiy reaktingumu. Taciau

bendru atveju, jau pirmasis zvilgsnis 1 1 lentelg 1§ karto atskleidzia vieng ir
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pagrinding problema, susijusia su absoliu¢ia dauguma praeityje publikuoty
Umaus toksiSkumo grauzikams QSAR modeliy. Tai labai mazas ir, kaip
taisykle, stipriai apribotas cheminés ivairovés atzvilgiu modelio apmokomasis
rinkinys. Dar viena labai aktuali problema yra tokiy modeliy statistinis
fvertinimas ir autoriy pateikiama informacija apie tai. Neretai publikuojami
modelio statistiniai parametrai yra apskaiiuojami sumazintiems junginiy
rinkiniams (prisiminkime, kad modeliy apmokomieji rinkiniai §iuo atveju ir
taip yra labai riboti). Kaip taisykle tokiais atvejais néra stengiamasi ka nors
paaiskinti — ar 1§ tiesy daliai junginiy modelio negalima taikyti, ar vis délto
modelis tiesiog prastai apraSo i jo pritaikomumo srit] patenkanc¢ius junginius.
Tiesiog atmetama tam tikra dalis pras€iausiai modelio apraSomy junginiy,
motyvuojant jog tai iSkrentancios prognozes (angl. outliers), nors dazniausiai
susidarantis ispudis yra toks, jog autoriai paprasCiausiai stengiasi pagerinti
prieSingu atveju neypatingai gerus modelio statistinius rodiklius [14]. Taip pat
jauciamas kritiSko modelio prognozuojamosios galios ivertinimo trikumas.
Daznas modelis apsiriboja tik statistiniu turimy duomeny modeliavimu,
geriausiu atveju, kartais papildomai pateikiami kryZzminés patikros duomenys
(angl. cross validation) [14]. Ir vos keletas autoriy naudoja pilnaverty
patikrinamaji junginiy rinkini, tokiu biidu korektiskai jvertindami tikéting savo
QSAR modeliy veikima naujiems junginiams [26, 31]. Tiesa sakant, atmetus
moksling iSvardinty darby reikSme, labai daugeliu atveju juy praktiné verté yra
geriausiu atveju gana ribota, kadangi atitinkamus modelius be apribojimy
galima taikyti tiktai nedideliems tos pacios klasés junginiy rinkiniams.

Kita vertus, literatiiroje iki Siol yra paskelbti vos keletas sékminguy
QSAR modeliy, galinCiy prognozuoti LDs, reikSmes praktiniu pozZitriu
pakankamo dydzio bei jvairovés junginiy rinkiniams. Tarp tokiy darbuy yra
Enslein'o kartu su kolegomis paskelbti modeliai [18, 19, 22], kurie véliau tapo
pagrindu kuriant viena zinomiausiy jvairiy su toksiSkumu susijusiy efekty
prognozavimo programy paketa — TOPKAT® [39]. Kitas svarbus pavyzdys yra
visiS8kai neseniai pasirodziusi Zhu ir bendradarbiy publikacija [36] apraSanti

tiesiogini jau minétosios TOPKAT® programos palyginima su keletu paéiy
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autoriy pasitulyty LDs, (ziurké, OR) modeliy. D¢l nagriné¢jamy junginiy kiekio
ir (vairoves pastaruosius darbus deréty laikyti paciais aktualiausiais Sios
disertacijos kontekste. Todél joje dar bus sugrizta prie kai kuriy paskutiniajame
1 lentelés darbe [36] skelbiamy rezultaty detalesnio aptarimo.

Nepaisant visy $iy fakty, liudijan¢iy nemenka idirbi timaus toksiSkumo
modeliavimo srityje, iki Siol galima aptikti periodiskai ivairiy autoriy
iSreiSkiamuy abejoniy ar s€ékmingai prognozuoti §i dydi yra apskritai jimanoma
[40-42]. Pagrindinius sunkumus sukelia pati nagrin¢jamojo objekto prigimtis —
omus toksiSkumas yra nulemiamas tokios gausybés galimy veikimo
mechanizmy ir kity biologiniy faktoriy, jog i§ pirmo Zvilgsnio patikimos LDs,
dydzio prognozes gali 18 tiesy atrodyti sunkiai imanomos.

Viena i§ nagrin¢jamy potencialiy alternatyvy yra QSAR ir vadinamuyju
ekspertiniy sistemy (angl. expert systems) derinimas, kuomet pasireiskiantis
imus junginio toksiSkumas yra skaidomas i sudétines dalis. Kiekviena galima
biologinio veikimo pakopa ar kelias S§iuo atveju yra apraSomi savo
individualiais lokaliais QSAR modeliais [41]. Vis d¢lto, tokia koncepcija Siuo
metu yra gana smarkiai ribojama vis dar nepakankamo supratimo apie galimus
toksiSkuma nulemiancius mechanizmus. D¢l iy prieZasCiy, panaSu, jog kol kas
pilnaverciy tokio tipo Sios problemos sprendimy artimiausioje ateityje tikétis
nevertéty. Taigi, kol kas toks pozitris dazniausiai traktuojamas kaip daug,
taCiau tiktai labai ilgalaikéje  perspektyvoje Zadantis sprendimas,
pareikalausiantis daug pastangy ji igyvendinant [15, 42].

Kita imanoma strategija yra meéginti prognozuoti LDs, pasinaudojant
empirinémis koreliacijomis su ivairiausiy tipy in vitro toksiSkumo
eksperimentiniais duomenimis [43-47] ar 1§ ivairiausiy tarpriiSiniy koreliacijy
(angl. interspecies correlations). Nors in vitro tyrimas yra nepalyginamai
pigesnis nei in vivo eksperimentas, taciau kainos atzvilgiu, privalumas ir Siuo
atveju vis tiek iSlieka praktiSkai nieko nekainuojanciy in silico prognoziy
pus¢je. Be to, net ir palyginus paprastiems in vitfro tyrimams, kaip ir bendrai
paémus bet kokioms eksperimentinéms studijoms, biidingas mazesnis naSumas

ir, ko gero svarbiausia, toksiSkumo ivertinimo ,,mégintuvélyje® atveju yra
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ignoruojami gyvam organizmui kaip visumai biidingi ADME efektai [15]. Sis
trukumas yra maziau aktualus vadinamyjy tarpruSiniy koreliacijy atveju,
kadangi S$iuo atveju, priklausomai nuo pasirinkto ,modelinio® gyvojo
organizmo, teoriSkai yra jmanoma atsizvelgti bent jau { dali ADME efekty. O
kad tokie efektai yra reikSmingi galima isitikinti panagrinéjus vieng i$ biitent
tokio tipo darby, kuriame bandoma susieti grauzikams iSmatuotas LDs, vertes
su Vibrio fischeri (V.f)) bakteriju bioliuminescencijos inhibavimo ECs,

reikSmémis [48]. Literatiiroje publikuojamos tokios Siame darbe iSvestos
lygtys:

log(1/ LD, Ziurké OR) = 0,20-log(1/ EC, V.f.)— 0,96 (1)
N=471; R=035; sd=0,74

log(1/ LD, pelé OR) = 0,20 -log(1/ EC,, V.f.)— 0,86 2)
N=344; R=0,35; 5d=0,72

log(1/ LD, Ziurké IP) = 0,29 -log(1/ EC,, V.f.)— 0,48 3)
N=195; R=0,48; sd=0,82

log(l/ LD, pelé IP) = 0,25-log(1/ EC., V.f.)— 0,49 ()
N=378; R=0,43; sd=0,70

log(1/ LD, Ziurke IV) = 0,40 -log(1/ EC,, V.f.) - 0,25 (5)
N=54;,R=0,73; sd = 0,79

log(1/ LD, pelé IV) = 0,35 -log(1/ EC,, V.f.)—0,30 (6)

N=165; R=10,68; sd=0,61
Akivaizdziai matyti, jog intraveninio junginio jvedimo atveju ((5) ir (6)
lygtys), kuomet ADME efekty itaka yra praktiSkai maZiausia i§ visy jmanomy
ivedimo bidy, kadangi medziaga ivedama tiesiai | kraujotakos sistema,
gaunami Zymiai geresni rezultatai, nei likusiais atvejais. Kita vertus,
cheminéms medziagoms patenkant | organizma oraliniu keliu ir pereinant visus
imanomus apsaugos nuo paSaliniy medziagy barjerus, nesugeb¢jimas
atsizvelgti | ADME efektus skaudziai atsiliepia modelio tikslumui ir rezultatai
Siam jvedimo biidui yra prasCiausi i§ visy pateikiamy ((1) ir (2) lygtys).

Problema S§iuo atveju kaip ir kituose panasiuose darbuose nagrin¢janiuose
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tarpruSines koreliacijas su bakterijomis [49, 50] yra per daug paprastas
palyginamasis organizmas (bakterija) né i§ tolo nepriartéjantis prie sudétingos
zinduoliy organizmo sandaros. Be abejo, per visa tyrimuy Sioje srityje laika
buvo nagrin¢jamos tarprusSinés grauziky toksiSkumo koreliacijos ir su gerokai
artimesniais zinduoliams pagal savo sandaros sudétinguma organizmais:
daugialasciais bestuburiais [51, 52], kirmélémis [53], véziagyviais [50-52, 54],
Zuvimis [55-59]. Zuvy atveju, panaiai kaip ir grauZikams, kai kuriuose
tyrimuose iSskiriamos skirtingos toksiSkumo reikSmés priklausomai nuo
patekimo 1 Zuvies organizma biido (pvz., kieta medziaga patenka oraliniu keliu,
junginio doz¢ ivedama intraperitoninés injekcijos pagalba ar vandenyje
iStirpusi medZiaga pasisavinama per Ziaunas ir visu kiino pavirSiumi). Taciau
netgi Sitoks detalumas dazniausiai neduoda apciuopiamuy teigiamy rezultaty —
intraveninis toksiSkumas ir toliau daZniausiai prognozuojamas pastebimai
geriau, nei likusieji tipai (uzuomina, jog netgi zuvies organizmas yra sistema
vis dar nepakankamai atkartojanti zinduoliy kiine vykstancius biologinius
procesus) o patys rezultatai, bendrai paémus, yra labai vidutiniski. Ir visa tai,
turint omenyje, kad modeliy gavimui naudojami apmokomieji rinkiniai velgi
yra palyginti nedideli (daugiausiai keli Simtai junginiy) ir né vieno i§ Cia
paminéty interkoreliaciniy modeliy prognozuojamoji galia net nebuvo
pameéginta jvertinti nei naudojant patikrinamaji junginiy rinkini, nei LOO
(LMO) ar panasias metodikas. Visa tai didzigja dalimi nulemia nepakankamas
zinomy eksperimentiniy duomeny kiekis, kuris yra negin¢ijamai pats
didZiausias tokio tipo metody triikumas. Nesant galimybés literatiiroje surasti
jau Zinomos junginio toksiSkumo vertés palyginamojoje sistemoje, kuri
koreliuojama su imiu pelés ar Ziurkés toksiSkumu, reikia atlikti eksperimenta.
Pastarasis, be abejo, yra tikrai paprastesnis, pigesnis ir ne taip grieztai
reglamentuojamas kaip timaus toksiSkumo testai su zinduoliais, taciau vis délto
finansine ir laiko sanauduy prasme tai yra nepalyginamai sudétingiau netgi
lyginant su minétaisiais in vitro testais, jau nekalbant apie in silico prognozes.
Taigi, nors S$iai dienai prieinamos LDs, prognozés bei metodai

naudojami atitinkamiems QSAR modeliams gauti yra gana stipriai
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kritikuojami, taciau iki §iol alternatyvy in silico metodams, kokie jie bebiity,
kalbant apie Umaus toksiSkumo ivertinima dideliems junginiy rinkiniams,
praktiSkai néra. Na o kalbant apie virtualiy bibliotekuy analize, in silico
skaiCiavimai yra apskritai vienintelé¢ teoriSkai imanoma iSeitis. Del Siy
priezas¢iy imus toksiSkumas kaip tyrimo objektas QSAR modeliavimuose
niekada nebuvo dinggs i§ tyréjuy akiraio. Pastarojo meto apzvalginiuose
straipsniuose susijusiuose su Sios sudétingos savybés modeliavimu iSskiriama
keletas problemuy, 1 kurias tiesiog biitina kazkokiu btidu atsizvelgti tokio tipo
darbuose. Visy pirma, tai daznai pasitaikantis neiprastai didelis
eksperimentiniy duomeny iSsibarstymas panasSiems junginiams (nulemiamas
visiSkai  skirtingy veikimo mechanizmy, ar tiesiog papras€iausiy
eksperimentiniy klaidy) [15, 16] ir aiSku ,,duomenuy skylés* (eksperimentiniais
matavimais nepadengtos cheminés junginiy erdvés sritys) [16]. Umaus
toksiSkumo (LDs;) modeliavimui pritaikytos GALAS metodikos gebéjimas
efektyviai identifikuoti Sias problemas tarp visy prognoziy yra vienas iS$

laukiamy Sio konkretaus darbo rezultaty.

1.1.2 Eksperimentiniy LDsy matavimy kokybé

Sudétinga timaus toksiSkumo reiSkinio prigimtis lemia ne tik tai, kad §;
dydi yra sunku prognozuoti, taiau ir tai, jog ji sudétinga tiksliai iSmatuoti
eksperimentiskai. Sioje vietoje egzistuoja keletas faktoriy jtakojandiy
eksperimentinius matavimus, kurie yra vertinami labai nevienareikSmiSkai.
Vienas tokiu yra in vivo LDs, testuose naudojamy peliy ar ziurkiy lytis. Placiai
zinoma, kad bet kurios riiSies skirtingos lyties individams biidinga daugybeé
skirtumy — pradedant iSorine iS§vaizda ir baigiant vidiniy medziagy apykaitos
procesy grei¢iu, reguliavimu ir pan. Taigi natiralu, kad atsparumo cheminiy
medziagy toksiniam poveikiui poziiiriu, $ioje vietoje taip pat galima tikétis tam
tikry skirtumy. Béda ta, kad Sie skirtumai neretai yra ganétinai individualts
(lyginant su vyriSkosios lyties individais, reakcija i konkrefia cheming
medziaga gali skirtis tarkime 50% moteriSkosios giminés atstoviy), taigi esant

ribotai gyviiny imciai konkretaus eksperimento atveju, jie nebiitinai yra
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identifikuojami. Ir apskritai, atskiry ly¢iy individy skirtingas jautrumas
cheminéms medZziagoms, kai kalbama apie imini toksiSkuma, néra universalus
reiSkinys, t.y. Salia tokiy junginiy, kuriy poveikis moteriskai ir vyriskai lytims
i§ tiesy yra skirtingas, egzistuoja daugybeé tokiy, kuriems skirtingy lyciuy
atstovy atsakas yra identiSkas. Griztant prie 1 lentelés, joje taip pat galima
aptikti pavyzdziy, kuomet modelio kiirimo metu yra méginama atsizvelgti 1
lyties faktoriy, naudojant papildomus kintamuosius statistin¢je analizéje [31].
Taip pat jau minétoje TOPKAT® programoje @minio toksiskumo (LDs) vertés
vyriskos ir moteriSkos lyties atstovams kiekvienu konkre€iu atveju yra
traktuojamos kaip atskiri prognozuojami dydziai. Taciau paciu bendriausiu
atveju visuomet reikéty kelti klausima, kuriai daliai nagrinéjamyjy junginiy
skirtumai tarp lyCiy jautrumo yra aktualiis bei dar svarbiau, kokio dydZzio
skirtumy galima potencialiai tikétis. Vienoje paskutiniyjy pastarojo meto
apzvalgy tmaus toksiSkumo tema [14] yra pristatomi 10 pesticidy serijos
eksperimentiniai LDsy, duomenys Zziurkei po medziagos patekimo i organizma
oraliniu keliu [60] (Zr. 2 lentelg). Sie junginiai pateikiami kaip labai puikiai
zinomas reikSmingy skirtumy tarp atitinkamy LDs, reikSmiy vyriSkai ir
moteriSkai giminei pavyzdys. IS to seka natiirali prielaida, kad pateikiami
skirtumai ko gero turéty biiti vieni 1§ didziausiy, su kuriais apskritai galime

tikétis susidurti praktikoje.

2 lentelé. Eksperimentinés pasirinkty pesticidy klasés atstovy imaus oralinio
toksiSkumo vertés suaugusioms vyriSkos ir moteriskos lyties Sherman'o
ziurkéms [60]

. Vyriska lytis Moteriska lytis log LDs,
Junginys .

LDsg, mg/kg log LDsy LDsy, mg/kg log LDs, skirtumas
Aldrinas 39 1,59 60 1,78 -0,19
Chlordanas 335 2,53 430 2,63 -0,10
Endrinas 17,8 1,25 7,5 0,88 0,37
Delnavas 43 1,63 23 1,36 0,27
Demetonas 6,2 0,79 2,5 0,40 0,39
Diazinonas 108 2,03 76 1,88 0,15
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2 lentelé. Eksperimentinés pasirinkty pesticidy klasés atstovy timaus oralinio
toksiSkumo vertés suaugusioms vyrisSkos ir moteriSkos lyties Sherman'o
ziurkéms [60] (tgsinys)

. Vyriska lytis Moteriska lytis log LDs,
Junginys .
LDsy, mg/kg log LDsy LDsy, mg/kg log LDs, SKirtumas
EPN 36 1,56 7,7 0,89 0,67
Parationas 13 1,11 3,6 0,56 0,55
Fosdrinas 6,1 0,79 3,7 0,57 0,22
Sradanas 9,1 0,96 42 1,62 -0,66

Pirmasis 1 akis krentantis pastebéjimas yra tas, kad pateiktieji skirtumai
yra nevienareikSmiai. Kitaip tariant, néra taip, kad kazkurios lyties (pvz.,
moteriSkosios) atstovai buty visada jautresni cheminiy medZiagy poveikiui, ar
atvirk$iai. Siuo atveju tai priklauso nuo konkretaus cheminio junginio. Turint
tai omenyje, visiSkai logiSka yra J. Devillers darbe [31] padaryta iSvada, kad
nagrinéjant abiejuy lyCiy imaus toksiSkumo duomenis sujungtus i vieng rinkini
ir tiesiog analiz¢je naudojant papildomus kintamuosius identifikuojancius lyti
kiekvieno stebéjimo atveju, biitina naudoti netiesinius statistinius metodus
(pvz., ANN) norint gauti prasminga model;.

Kita vertus 1§ 2 lentelés duomeny akivaizdu, kad nors individualiis
skirtumai LDs, reikSmiy atveju ir atrodo pakankamai reikSmingi, taCiau
konvertavus pastarasias 1 modeliavime iprasta log LDs, dydi pasirodo, kad vos
triju junginiy atveju absoliutiis skirtumai tarp vyriSkos ir moteriskos giminés
individy tminio toksiSkumo (ziurké, OR) reikSmiy virSija 0,5 logaritminio
vieneto (o ir tais trim atvejais skirtumai néra stipriai didesni uz 0,5).
Literatiiroje nepavyko aptikti aiSkios nuorodos i konkre€ios LDs, vertés
eksperimentinio nustatymo paklaidos {vertinima, taCiau bendra vaizda
pakankamai nesunku susidaryti i§ elementariy samprotavimy. Palyginus
nesudétingy fiziko-cheminiy savybiy (log Pow, logSy) matavimy atveju,
standartinés paklaidos tarp {vairiose laboratorijose gaunamy rezultaty
vertinimai rodo ja esant mazdaug 0,5 logaritminio vieneto ribose [61, 62]. Tuo

tarpu tokiuose kaip LDs, nustatymo eksperimentuose, kai vertinama gyvo
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organizmo reakcija, be prie§ tai minétam atvejui buidingos eksperimentiniy
salygu ir Zmogiskojo faktoriaus jtakos atsiranda dar visa eilé nauju veiksniy
nulemian¢iy papildoma matavimy iSsibarstyma. Tai ir gyviino amzius bei
sveikata, jo sotumo, nuovargio ir netgi streso laipsnis eksperimento metu ir t.t.
Be abejo, kiek jmanoma visus Siuos veiksnius yra bandoma standartizuoti ir
kontroliuoti, taciau nereikéty pamirsti, jog bet kokia tokio pobiidzio kontrolé
yra tiek pat patikima, kiek ZmogiSkasis ja atlickancio kontrolieriaus faktorius.
Taigi, gana uztikrintai galima teigti, kad eksperimentin¢ LDs, nustatymo
paklaida yra bent jau ne maZesné nei 0,5 logaritminio vieneto, o labiausiai
tikétina, kad pastebimai didesné nei §is dydis. Siame kontekste akivaizdziai
matyti, kad skirtumai pateikiami 2 lentel¢je néra pakankamai statistiSkai
reikSmingi. Kitaip tariant, kiekvienu konkreciu atveju praktiSkai nejmanoma
atskirti ar vyriSkos ir moteriSkos giminés individams iSmatuotos LDs, vertés
skiriasi dél skirtingo abieju ly¢iuy individy jautrumo cheminei medziagai, ar dél
elementarios eksperimentines paklaidos. Nesunku numatyti, kad operuojant
tikstanciy junginiy eilés dydzio duomeny rinkiniais, eksperimentinis steb¢jimy
i$sibarstymas neiSvengiamai paprasciausiai uzgos tuos atvejus, kuomet stebimy
LDs reikSmiy skirtumai atsiranda 1§ tiesy dél skirtingo atskiry ly¢iu individy
jautrumo cheminéms medziagoms. Taigi Siuo atveju toks stebimo dydzio
diferencijavimas ir atskiras timinio toksiSkumo modeliavimas moteriskai ir
vyriskai peliy bei Ziurkiy lytims néra prasmingas, kadangi esant tokiai
eksperimentiniy duomenuy kokybei, atsizvelgti 1 atitinkamus skirtumus
papras€iausiai néra galimybiy.

Dar vienas kartais akcentuojamas panaSus faktorius yra eksperimentui
naudojamos gyviny (Siuo atveju peliy ar ziurkiy) veislés (angl. strain) itaka
[63]. PanaSiai kaip ir skirtingy lyCiy atveju, egzistuoja vos keletas LDs
modeliy i§vesty pasinaudojant eksperimentiniais rezultatais vien tik konkreciai
peliy ar ziurkiuy veislei, pvz. [20, 29, 31]. Neatsizvelgiant i tai, kad panaSiai
kaip ir su skirtingu abiejy ly€iy jautrumu, Siuo atveju dideliems duomeny
rinkiniams eksperimentiniy stebéjimu skirtingoms veisléms apjungimas 1

bendra visuma greiciausiai nedaro jokios labiau pastebimos itakos, egzistuoja

24



ir kita, gerokai pragmatiSkesné priezastis, kode¢l detaliai 1 abiejy Cia aptarty
faktoriy itaka atsizvelgiantys modeliai yra tokie reti. NeZinia, ar dél
samprotavimy analogisky pateiktiesiems Siame darbe, ar dél kokiy nors kity
priezasCiy, literatiiroje labai retai galima aptikti eksperimentinius LDs,
duomenis, kuriems be gyviino riiSies dar biity papildomai nurodoma detalesné
informacija, pavyzdziui, veisleé arba lytis. Ypa¢ aktualu tai, kad tokia
informacija néra pateikiama didZiosiose su toksiSkumu susijusiose duomeny
bazése, tokiose kaip RTECS® [12]. Be abejo, kritikuodami $ia ir kitas panagias
duomeny bazes d¢l surinkty duomenuy kokybés, mokslininkai tarp kity
atsizvelgia ir | §] fakta [64]. Taciau nepaisant visos kritikos, dél bet kokiy
priezasCiy, yra sunku tiesiog ignoruoti ranka pasiekiama Sitokio masto

duomeny $altini, kuriame bet kuriuo atveju gausu vertingos informacijos.

1.2 Citochromy P450 Seimos fermenty apzvalga

1.2.1 Zmogaus citochromai P450 ir jy katalizuojamos reakcijos

Citochromy P450 (CYP450) didSeimés (angl. superfamily) atstovai — tai
hema turintys fermentai, aptinkami visose biologinése karalystése [65] ir
absoliucioje daugumoje organizmy — tiek prokariotiniy, tiek eukariotiniy [8].
Bendras fermenty pavadinimas (CYP450) kilgs i§ specifinio absorbcijos
spektro, kuriame stebimas sugerties maksimumas regimojoje spektro dalyje,
ties 450 nm, bidingas redukuotos hemo formos kompleksui su anglies
monoksidu [66]. Zinduoliy, iskaitant ir Zmogaus, organizme citochromy P450
didSeimés fermentai yra aptinkami praktiskai visuose imanomuose audiniuose,
tatiau didziausias juy kiekis yra sukoncentruotas kepenyse [8]. Pagrindiné
CYP450 fermenty katalitiné funkcija yra paciy ivairiausiy substraty

oksidavimas [8], kurj bendru atveju galima uZraSyti tokia reakcijos lygtimi:

RH+NADPH+H" +0, > ROH +NADP" +H,O (7)

¢ia RH — substratas; ROH — oksiduotas substratas.
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Sios reakcijos pasekmé, nagrinéjant eksperimento metu gaunamus metabolitus,
gali biti ir dealkilinimas. Siuo atveju po hidroksilinimo reakcijos susidaro
nestabilis tarpiniai junginiai (O,0-; N,O-acetaliai ir pan.), kuriuose skyla rySys
tarp anglies ir heteroatomo, susidarant galutiniam produktui. Hemo centre
esanCio gelezies atomo kitimai viso (7) lygtimi apibendrinto katalitinio ciklo

metu pateikti 3 paveiksle.

420 450 500

R-OH

3 pav. Katalitinis CYP450 ciklas

Minimas ciklas yra vienodas visiems citochromy P450 fermentams ir bendru
atveju kiekvienas atskirai paimtas substrato bei aktyviojo centro susijungimas
gali biiti rezultatyvus (ciklas apsisuka ir susidaro oksiduotas substratas) arba
ne. Kai kurios katalitinio ciklo pakopos yra griztamos, tod¢l jmanomi atvejai,
ypac pacioje ciklo pradzioje, kuomet formaliai zilirint jis sustoja ir pasuka
atgal, galy gale atpalaiduodamas i§ aktyviojo centro nepakitusi substrata RH
[3]. Ciklo pradzioje substratas patenka | fermento aktyvyji centra, sudarydamas

fermento-substrato kompleksa. Jame substratas atsiduria Salia hemo,
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prieSingoje jo plokStumos pus¢je, lyginant su polipeptidinés grandings ir to
paties hemo susijungimo vieta. Prisijungusi substrato molekulé sukelia
konformacinius aktyviojo centro pakitimus, iSstumdama hemo gelezies
komplekso tolimojoje asSin¢je pozicijoje koordinuota vandens molekulg [67]
(Zr. 3 pav., 1 pakopa). Pastarajame etape geleZies atomo sukinio biivis (angl.
spin state) gali pakisti arba, lygiai taip pat sékmingai iSlikti toks pats dél tos
paprastos priezasties, jog kai kurie citochromai P450 laisvoje formoje
egzistuoja zemo sukinio (angl. low spin) buvyje, tuo tarpu kiti net ir be
prisijungusio substrato jau yra auksto sukinio (angl. high spin) buisenoje [68]. 2
ir 4 pakopose dalyvaujanciy elektrony donoras yra NADPH prostetiné grupe,
tarpininkaujant citochromo P450 reduktazei, 1$skyrus retesnius atvejus, kuomet
4 pakopoje §1 vaidmeni atlieka citochromas b5 [69, 70]. Iki dvivalentés gelezies
redukuotas citochromo P450 hemas prisijungia molekulini deguoni (3 pav. 3
pakopa), sudarydamas nestabily kompleksa, kuriam persigrupuojant gali
susidaryti visa eilé deguoni turin¢iy daleliy. Taciau pradedant §ia pakopa, visy
tarpiniy procesy ir junginiy aprasymas literatiiroje yra kur kas maziau detalus.
Galiausiai susidaro junginys, daZniausiai formaliai uZraSomas kaip [FeO]*"
arba (kaip auks¢iau pateiktame 3 paveiksle) [Fe'=0], taciau tiksli Sios dalelés
elektroniné sandara yra nezinoma [68]. Biitent pastarasis kompleksas
dazniausiai naudojamas formaliai uzraSant citochromy P450 katalizuojamy
reakciju mechanizmus ir aiSkinant $iy reakcijuy stechiometrija, tatiau taip pat
galimi ir alternatyviis mechanizmai.

Priklausomai nuo konkretaus fermento ir nagrinéjamo substrato,
CYP450 didSeimés atstovai gali katalizuoti visa eilg¢ cheminiy reakecijy. 3
paveiksle kaip pavyzdys pateikiamas vienas 1§ populiariausiy tipy -—
hidroksilinimas. Po produkto atsipalaidavimo i§ aktyviojo centro, fermentas
sugrizta 1 pradini bivi, susigrazindamas aSin¢je gelezies komplekso padétyje
koordinuojama vandens molekulg. Galimas alternatyvus vieno deguonies
atomo jvedimo | substrata kelias, apeinantis 3, 4 bei 5 etapus, yra vadinamasis
,peroksidinis Suntas* (angl. peroxide shunt), numatantis tiesiogini gelezies

okso-dalelés susidaryma, dalyvaujant atominio deguonies donorams, pvz.,
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peroksidams [71]. 3 paveiksle tai iliustruojama S pakopa, kurioje dalyvauja
hipotetinis organinis peroksidas ,,XOOH®.

Disertacijoje  nagrin¢jamy CYP3A4 ir CYP2D6 fermenty
metabolizuojamy organizmui svetimy medziagy dalis tarp visy kepenyse
nukenksminamu ksenobiotiky (angl. xemnobiotics) grafiSkai pavaizduota 4

paveiksle [8]. Sios dvi izoformos yra vieni geriausiai iStyrinéty CYP450

kiti

—— n N

— m \

4 pav. [vairiy CYP450 fermenty izoformy nulemiamo kliniSkai svarbiy vaisty
metabolizmo dalies palyginimas

atstovy, kuriy tretinés struktiiros pakankamai detaliai nustatytos [72-75].
CYP3A4 galima sakyti yra klasikinis citochromy P450 atstovas, kuriam
budingas didelis lankstumas. Jo aktyvusis centras yra pakankamai didelis, kad
galéty talpinti didesnes molekules, taciau tuo paciu sugeba prisitaikyti ir prie
mazesniy junginiy. Viso to pasekoje, §io fermento substrato specifiSkumas yra
be galo platus, struktiiriné metabolizuojamy molekuliy jvairové yra tokia
didelé, jog praktiskai yra neimanoma iSskirti kazkokiy jas apibendrinanciy
savybiy, ty. sukurti kompaktiSko taisykliu rinkinio, leidziancio atskirti
CYP3A4 substratus nuo nesubstraty. Tai i§ esmes sutampa su teorija, kad visa
citochromy P450 didSeimé evoliucijos keliu iSsivysté kaip mazo giminingumo
fermenty grupe, skirta saugotis nuo kuo platesnés ksenobiotiky jvairovés. Kita
vertus, CYP2D6 substraty jvairoveé yra kur kas mazesné. IS tiesy, nors ir §iuo

atveju aktyviajame centre yra imanomi keli molekulés prisijungimo bidai,
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taciau konformacinis paties centro lankstumas yra kur kas mazesnis, dél to Sis
fermentas yra ko gero geriausiai aprasytas galimy substraty farmakofory (angl.
pharmacophores) poziiriu. Ilga laika bazinio azoto atomo ir nedideliu atstumu
nuo jo nutolusios plok$¢ios aromatinés sistemos buvimas molekuléje daugeliu
atveju buvo laikomi bitinais ir pakankamais CYP2D6 fermenty substraty
ypatumais [76, 77]. Tai buvo grindziama $iy molekulés sudedamyjy daliy
sudaromais vandeniliniais rySiais su atitinkamai Asp-301 ir Glu-216 fermento
polipeptidinés grandinés amino rigstimis, ieinanc¢iomis { Sio fermento aktyvyji
centra [78, 79]. Taciau su laiku vis daugejo irodymuy, kad tokio tipo saveikos
néra butinos efektyviam kai kuriy substraty metabolizavimui, pvz.: MPTP [80-
82], testosterono [83] ir pan. D¢l Siy prieZas¢iy panaSiu metu pradéjo atsirasti
alternatyvios teorijos, aiSkinan¢ios S$iy aminorigsciy svarba ne tik juy
vaidmenimi prisijungiant ir orientuojant substrata fermento aktyviajame centre,
bet ir dalyvavimu paties aktyviojo centro vientisumo bei topografijos
palaikyme [79].

Kaip jau buvo minéta, CYP450 fermentai bendrai, bei CYP3A4 ir
CYP2D6 konkreciai, gali katalizuoti pacias ivairiausias chemines reakcijas
zmogaus organizme [8, 68, 84]. Taciau pagrindinés, dazniausiai sutinkamos ir
tyrinéjamos reakcijos, kurioms literatiiroje yra pakankamai eksperimentiniy
duomeny, apibiidinanciy atitinkamy fermenty regioselektyvuma, yra keturios:
alifatinis bei aromatinis hidroksilinimas ir N- bei O-dealkilinimas. 5 paveikslas
schemiskai iliustruoja po viena 1§ galimy kiekvieno paminéto reakcijos tipo
mechanizmuy. Sie keturi reakcijy tipai i§ esmés aprépia ir kai kurias kitas, pagal
pavadinima atrodyty nesusijusias, reakcijas bei leidzia panaudoti joms Zinomus
eksperimentinius duomenis. Tarkime alkoholiy oksidacija téra atskiras
alifatinio hidroksilinimo atvejis, su po to sekanciu vicinalinio diolio
persigrupavimu i aldehida. Pastarojo oksidacija iki riigSties stechiometriskai
taip pat atitinka vandenilio pakeitimas —OH grupe, t.y. hidroksilinimas.
Aromatiniy junginiy epoksidinimo reakcija galima nagrinéti kaip atskira atveji

kartu su aromatinio hidroksilinimo duomenimis.
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Aromatinis hidroksilinimas
[FeO]3+

[Feo-]3+ [FeO* [FeO* 3
Alifatinis hidroksilinimas
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O-dealkilinimas
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N-dealkilinimas
[FeO]3+ [FeOH]3+ [FeOH]3+ 3
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R'/ H ;

S pav. Pagrindiniy CYP3A4 ir CYP2D6 fermenty katalizuojamy reakcijy tipy
mechanizmy pavyzdZiai

1.2.2 Metabolizmo fermenty regioselektyvumo modeliai

In silico metody taikymas tikslios metabolizmo vietos prognozavimui
yra Zymiai naujesné sritis, lyginant su imaus toksiSkumo modeliavimo darbais.
Taigi bendras vairiy publikacijy skaicius, kurias galima biity apZvelgti Sioje
dalyje taip pat yra zenkliai mazesnis. Taciau to paties negalima pasakyti apie
Siuose darbuose iSméginty idéju ir metody jvairovg. Visus kompiuterinius
meéginimus prognozuoti metabolizmo fermenty (absoliu¢ia dauguma atveju
CYP450 didSeimés atstovuy) tikslia atakos vieta molekuléje galime suskirstyti {

tokius tipus:
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e Pagristi nagrin¢gjamojo fermento struktiiros analize (angl. structure
based);

e Pagristi Zinomy fermento substraty struktiiry ir savybiy (reaktingumo,
fiziko-cheminiy savybiy ir t.t.) analize (angl. ligand based);

e Pagristi jvairiais imanomais, potencialius substratus apraSanciy taisykliy

rinkiniais (angl. rule based).

Kaip galima suprasti vien i§ pavadinimo, fermento struktiiros analize
pagristuose metoduose visy pirma biitina zinoti treting nagrinéjamojo fermento
ar bent jau jo aktyviojo centro struktiira. Turint §ia informacija, ivairiais
dokinimo (angl. docking) metodais pirmiausiai yra méginama numatyti
potencialaus substrato susijungima su aktyviuoju centru ir jo orientacija jame
(t.y. 18 principo yra ivertinama ar duotoji medziaga gali efektyviai susiristi su
konkretaus nagrinéjamojo fermento aktyviuoju centru). Akivaizdu, jog
dokinimo procediirai atlikti taip pat reikalinga ir trimaté nagriné¢jamojo
substrato struktiira. Antrame etape jau yra meéginama nustatyti konkrecia
metabolinio pakitimo molekuléje vieta. Tai daZniausiai atliekama lyginant
skirtingy molekuléje esanciy vandenilio atomy radikalinio atpléSimo energijas,
paskaiiuojamas naudojant jvairius kvantmechaninius metodus. Labiliausia
Stuo pozitriu vandenilio atoma turinti anglis yra laikoma labiausiai tikétina
metabolizmo vieta molekuléje, sekanti pagal radikalinio atpléSimo energijos
dyd; vandenili prisijunges anglies atomas — antra pagal svarba metabolizmo
vieta ir tt. Tokia dokinimo ir kvantmechaniniy metody kombinacija
naudojama keletoje darby [85, 86]. Vis délto, visos tiriamojo fermento
struktliros analize paremty metody variacijos turi nemazai trikumy. Visy
pirma, tai Siuolaikiniy dokinimo metoduy netobulumas. Net ir preliminari $ios
srities problematika nagrin¢jancios literatliros analiz¢ akivaizdziai rodo, kad
nuo pat tokiy metody atsiradimo praktiskai iki Siy dieny, netyla gincai d¢l
dokingo eksperimentuose naudojamy vertinimo funkcijy (angl. scoring
functions). Sios funkcijos leidzia kiekybiskai jvertinti fermento ir substrato

susijungimo kokybe bei palyginti ja su kitiems substratams gaunamais
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analogiskais rezultatais. Siy funkcijy yra sukurta be galo daug, tadiau
pagrindiné su tuo susijusi problema yra ne Sis skaicius, o faktas, kad neretai
skirtingos funkcijos taikymo tam paciam fermentui ir substratui atvejais
gaunami labai skirtingi ar net diametraliai prieSingi rezultatai [87]. Be viso to,
dokingo metodai neatsizvelgia (arba geriausiu atveju atsizvelgia minimaliai ir
gana prastai) 1 fermentui ir jo aktyviajam centrui budinga lankstuma, t.y.
galimybg kisti laike bei susijungimo procese galin¢ias dalyvauti vandens
molekules [88]. Net jeigu konkretaus metodo autoriai savo darbuose sugeba
parodyti priimting jo funkcionavima, tokios patikros rezultatai daZniausiai
nebiina vertingi praktiniu pozitriu ir negali biiti laikkomi modelio tinkamumo
patvirtinimu, kadangi visa procediira atlickama su junginiais per daug
nutolusiais nuo kompanijy vidiniuose duomeny rinkiniuose (angl. in-house
data) sutinkamy molekuliy. Galy gale, netgi reikalingos nagriné¢jamojo
fermento aktyviojo centro konfigiiracijos klausimas néra visiSkai trivialus.
Baltymo tretiné struktiira nustatoma rentgeno struktiirinés analizés pagalba,
kuriai atlikti reikalingas kristalinio biivio fermentas. ISkristalinto fermento
aktyviojo centro konfigiiracija jau gali biiti skirtinga lyginant su ta pacia
konfigiiracija tirpale, kuriame aktyvusis centras apskritai yra laike kintanti
struktiira, galinti individualiai prisitaikyti prie substrato molekulés. Tokio
individualiai pritaikyto aktyviojo centro treting struktiira galima iSsiaiskinti
analizuojant fermento ir konkretaus substrato komplekso kristalus, taciau Sie
duomenys véliau gali biiti panaudoti nebent to paties substrato ir paciy
artimiausiy jo analogy dokinimui. Visos Sios aplinkybés paaiSkina kodél kai
kuriais atvejais skirtingi aktyviojo centro konfigiiracijos tyrimai pateikia
ganétinai skirtingus duomenis. Bendru atveju, nei viena tokiu biidu gauta
tretiné baltymo struktiira negali biiti naudojama didele junginiy {vairove
pasizymin¢iy duomeny rinkiniy analizei naudojant dokinimo metodus.

Vienas 1§ literatliroje sutinkamy varianty yra prielaida, kad tiksli
metabolizmo vieta molekul¢je daugiausia priklauso tik nuo skirtingy jos atomy
reaktingumo, leidZzianti palikti tik kvantmechaning struktiiriniy metoduy

dedamaja ir tokiu btdu iSvengti visy su dokinimo metodais susijusiy problemy
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[89] (Siuo atveju tai jau grynai substraty analize pagristi metodai). S. B. Singh
su bendradarbiais savo darbe [90] papildomai iveda vandenilio atomo
prieinamumo parametra, parodydami, jog i§ visy pakankamai energetiSkai
labiliy vandenilio atomy, lengviausiai metabolizuojami tie, kurie turi
pakankama tirpikliui prieinama pavirSiaus plota (angl. solvent accesible
surface area). Tokia prielaida yra teisinga tiktai i§ dalies ir tai tik patiems
nespecifiskiausiems fermentams, pvz., CYP3A4, taigi tokiy metody taikymas
jau pagal apibrézima ne visada yra korektiSkas. Be to, jau anksCiau aptartuose
substraty analize pagristuose metoduose vis dar plac¢iai naudojami
kvantmechaniniai skai¢iavimai, labai stipriai ribojantys tokiy metody greitj.

VisiSkai kitas buidas prognozuoti tikslia metabolizmo vieta molekuléje
yra tradiciniai (Q)SAR tipo metodai, modeliavime naudojantys vien tiktai
empirinius eksperimentinius duomenis. Iki §iol paskelbta keletas tokio tipo
darby, kuriuose metabolizmo reakcijos vieta ganétinai sékmingai
prognozuojama pasinaudojant zinomy metabolizmo centry pir$ty antspaudais
(angl. fingerprints) [91, 92]. | molekulés susijungimui su fermentu bitinas
savybes (tam tikri farmakoforai, fiziko-cheminiy savybiy ribos ir pan.) Siuo
atveju atsizvelgiama pasinaudojant paciais ivairiausiais kintamaisiais
(molekule sudaranciais fragmentais; dydzio, lipofiliSkumo ir kt. deskriptoriais).
Viename i$ tokiy darby pateikiamas modeliuy tikslumo palyginimas rodo, kad
bendru atveju 1§ empiriniu (Q)SAR modeliy galima tikétis didesnio
prognozavimo tikslumo nei i§ analogiSky substraty analize pagristy modeliy,
naudojanciy pusiau empirinius kvantmechaninius parametrus [92].

Atskirai biitina paminéti ir jvairiomis taisyklémis pagristus tikslios
metabolizmo vietos prognozavimo metodus [93]. Santykinai tai vienas
elementariausiy ir papras¢iausiy molekulés metabolizmo nagrinéjimo buduy,
todél jais pagristos kompiuterinés programos, tokios kaip METEOR" [94],
pasirod¢ vienos 1§ pirmyjy ir sékmingai naudojamos iki Siol. Tokio tipo
taisykliy rinkiniuose apraSyti pagal galimybes visi imanomi molekulés
struktiiriniai fragmentai, kuriuose yra stebimos metabolinés reakcijos

zinomiems nagrin¢jamojo fermento substratams. Kitais Zodziais tariant, tokiy
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taisykliy taikymas konkre€iam junginiui leidZia gauti visy teoriSkai jmanomy
jo metabolity sarasa be galimybés ji suskirstyti 1 labiausiai tikétinus ir visiskai
nereik§mingus. Konkregiai METEOR®™ programoje $iai problemai spresti
papildomai yra idiegta ,ekspertiné sistema* (angl. expert system), kuri
visy metabolity sarada pagal pastaryjuy aktualuma. Sioje vietoje operuojama
keletu angliSky terminy, ivardinanciy skirtinga reakcijos tikétinumo laipsni.
Nors verciant { lietuviy kalba, visi trys Sie terminai iSverCiami visiskai
identiSkai, t.y. tikétinas (angl. possible, probable, plausible), ta¢iau 1§ metodo
autoriy aiSkinimy yra imanoma susidaryti tam tikra vaizda apie ju santyking
tarpusavio padéti tikétinumo skaléje (plausible > probable > possible) [93]. Vis
délto galima numanyti, jog toks neapibréztas klasifikavimas daugeliu atveju
stipriai apsunkina tokio tipo prognoziy praktini panaudojima.

Dar vienas 1§ nedaugelio $iuo metu komerciskai prieinamy metabolizmo
vietos molekuléje prognozavimo programiniy pakety yra MetaSite® [95, 96].
Teorini pastarosios programos pagrinda sudaro metodas, pagal savo prigimti
labai artimas modeliams pagristiems nagrinéjamojo fermento struktiiros
analize. Siame modelyje taip pat yra jvertinama potencialaus substrato saveika
su ji metabolizuojanciu fermentu. TaCiau autoriai pabrézia, kad tai néra
dokinimo eksperimentas [95] ir pastarajai analizei néra reikalinga Zinoti
eksperimentiSkai nustatytos tretinés baltymo struktiiros. Taigi Siam metodui
teoriSkai nebiidingos {vertinimo funkcijos parinkimo ir kitos problemos.
Metodas pagristas labiliomis molekuliy saveikos jégomis, apskai¢iuojamomis
taikant GRID jégos lauka CYP450 homologinio modeliavimo metu gautoms
struktiiroms. Taigi 1§ principo, Sis modelis nepatenka 1 nei viena aukSciau
iSvardinty tipy bei, vaizdziai Snekant, yra vienintelis toks savo klas¢je.
Nepaisant visko, ir jam biidingi tam tikri triikumai. Norint atlikti skai¢iavimus
MetaSite® programa yra reikalinga trimaté substrato struktiira. Tai visy pirma
susij¢ su papildomais laiko 1§ kompiuterio galios reikalavimais, kylanc¢iais i$
butinybés Sia struktiira optimizuoti. Be to, patys autoriai pripazista, kad

gaunami rezultatai neretai gana stipriai priklauso nuo pradinio pasirinkto
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iSeities tasko (molekulés konformacijos ir pan.) [95]. Akivaizdu, kad tai néra
pageidaujamas bet kokio metodo bruozas. Lygindami savo modeli su
MetaSite”, R. P. Sheridan ir kolegos [92] konstatuoja, kad patys programos
autoriai teigia, jog ju pafiy surinktame {vairiy junginiy rinkinyje
eksperimentikai stebima metabolizmo vieta yra tarp pirmy dviejy MetaSite®
prognozuojamy molekulés atomuy 78%, 86% ir 86% atvejy atitinkamai
CYP3A4, CYP2D6 ir CYP2C9 fermentams. Kadangi minimas junginiy
rinkinys niekada nebuvo paskelbtas, straipsnio autoriai negal€jo nei patvirtinti,
nei paneigti tokio teiginio. Savo paciy surinktam nepriklausomam
patikrinamajam junginiy rinkiniui analogiSki ju gauti rezultatai buvo
atitinkamai 62%, 72% ir 73%. Savo ruoztu darbe pasitulytu QSAR modeliy
tikslumas CYP2D6 ir CYP2C9 atvejais buvo palyginamas su $iais MetaSite®™
rezultatais, tuo tarpu CYP3A4 fermentui jie buvo pastebimai geresni. Kita
vertus MetaSite® naudojama koncepcija turi privalumy, nes jau dabar gali biti
pritaikyta fermentams, kuriems literatiiroje aptinkamy tikslios metabolizmo
vietos eksperimentiniy duomenu nepakanka tradiciniam QSAR modeliui
sukurti, pvz.: CYP1A2 ar CYP2C19 (i$ principo toks modeliavimo biidas gali
buti pritaikytas bet kuriam CYP450 fermentui, tereikia sukurti atitinkama
homologinj jo struktiiros modeli). Bet kokiu atveju, viska apibendrinanti iSvada
teigia, jog kadangi nei darbe pasiiilytas modelis, nei MetaSite® programa
nesugeb¢jo paaiskinti daugiau nei mazdaug 70% 1S literatiros surinkty
regioselektyvumo duomeny (be abejo, laikant, kad pastarieji yra teisingi), kyla
itarimas, kad visuose bandomuose modeliavimuose yra praleidZiama dalis
svarbios informacijos ir Sioje srityje dar yra daugybé erdvés darbui bei
tobuléjimui.

Kitas darbas [3], apzvelgiantis visa eile ivairiy dokingu ir
kvantmechaniniais parametrais (kartu ir atskirai) paremty modeliy sitilo toki
poziury 1 literatiiroje skelbiamuy regioselektyvumo modeliy praktinio
panaudojimo galimybes. Vélyvesnése tyrimo pakopose, kuomet jau yra tiksliai
identifikuota konkreti CYP450 izoforma, atsakinga uz didZiosios dalies

cheminio junginio metabolizma ir pasalinima i§ organizmo, galima naudoti
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létesnius, taCiau potencialiai galbut kiek tikslesnius struktiirinius metodus,
naudojancius informacija apie aktyviojo centro struktira. Taciau paciuose
ankstyviausiuose etapuose didelio nasumo atrankai substraty analize paremti
modeliai yra neabejotinai pranaSesni, kadangi yra greitesni, be to, gali buti
naudojami visiSkai be jokiy iSankstiniy Ziniy apie junginio metabolizma. Tarp
pastaryju, grynai empiriniai metodai leidzia, ko gero paprasCiausiu ir
greiCiausiu biidu pasinaudoti nuolatos ypa¢ dideliais tempais didéjanciais
eksperimentiniy citochromy P450 regioselektyvumo duomeny kiekiais. Minétu
aspektu labai gerai pasitarnauti turéty Siame darbe panaudotos GALAS
metodikos sugebéjimas kiekybiskai jvertinti prognozés patikimuma ir greitai
praplésti turimo modelio pritaikomumo erdve papras€iausiai pridedant naujus
eksperimentinius duomenis prie lokaliy korekcijy procediiros (t.y. neapmokant

1§ naujo bazinio modelio).

1.3 Modelio pritaikomumo sritis (erdveé)

Kiekvienas modelis, nepriklausomai nuo to, kokiu statistiniu metodu jis
yra paremtas, ar koks kiekis ir kokiy duomeny buvo panaudoti jo apmokymui,
pasiZymi tam tikra modelio pritatkomumo sritimi (angl. Model Applicability
Domain), uz kurios riby bet kokiy §io modelio prognoziy patikimumas tampa
labai abejotinas. Sig sritj sudaro visa jmanoma junginiy cheming jvairove
atspindincios daugiamatés erdvés dalis, kurioje galima taikyti konkrety modeli,
tikintis, kad prognoziy paklaidy pasiskirstymas bus artimas apmokomojo
rinkinio rezultatams. Visi empiriniai QSAR modeliai, skirtingai nuo
mechanistiniy, pagal apibrézima yra interpoliaciniai modeliai, t.y. skirti
duomeny rekonstravimui tam tikro diskre€iai apibrézto Zinomuy duomeny
rinkinio ribose, ir jy galimybés prognozes ekstrapoliuoti naujiems junginiams
yra pakankamai ribotos. Taigi, bet kurio tokio modelio pritaikomumo sritis
visuomet yra ganétinai glaudziai susijusi su jo apmokomojo rinkinio junginiais.
Bendru atveju, visada yra imanoma atrasti junginiy, kuriems riba, iki kurios

tokiag modelio ekstrapoliacija dar galima laikyti bent kiek realia ir patikima, bus
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perzengta. Vizualiai modelio pritaikomumo erdvés koncepcija paméginta

atvaizduoti 6 paveiksle.

Junginys yra modelio pritaikomumo srityje. Tikétina prognozes
paklaida turéty bati panasi j validacijoje apmokomajam junginiy

rinkiniui gaunamus atitinkamus rezultatus
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@ - Modelio apmokomojo rinkinio junginiai
O - Naujas junginys, kuriam atliekama prognozé

- Modelio erdvé (pritaikomumo sritis)

6 pav. Scheminis modelio pritaikomumo erdvés ir 1 ja patenkancio bei
uz jos riby esancio tiriamyjy junginiy atvaizdavimas

Modelio veikimas uz jo pritaikomumo erdvés riby gali biiti jdomus
nebent grynai teoriniu poziliriu, tuo tarpu akivaizdu, kad norint praktiSkai
pasinaudoti modelio prognozémis, informacija apie tai, ar tiriamasis junginys
patenka i pritaikomumo sritj yra absoliuciai biitina. Biitent d¢l Sios priezasties,
tarp OECD nustatyty QSAR modeliy, kaip alternatyviy tyrimo metody
vertinimo kriterijy figliruoja ir reikalavimas, kad bet kuris Siam tikslui
sitlomas modelis bty susietas su aiskiai apibrézta savo pritatkomumo sritimi
[97]. Pastaroji oficialiuose dokumentuose apibréziama kaip ,atsako ir
cheminiy struktiiry erdve, kurioje modelis pateikia atitinkamo tikslumo

prognozes* [98]. Visiskai neseniai Europos Sajungoje isigaliojus REACH
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direktyvai [99], ipareigojanciai ivertinti visy bendrijoje gaminamy ar i ja
importuojamuy cheminiy medZiagy toksiSkuma ir gyvybei keliama pavoju, buvo
rimtai susiriipinta tokiy reikalavimy pasekoje drastiskai iSaugsianciu gyviny
naudojimu in vivo toksiskumo testuose. Si situacija leidZia tikétis iSaugsianéio
alternatyviuy tyrimo metody, iskaitant ir in silico QSAR modelius, poreikio [41,
43]. To pasekoje buvo netgi ikurta atskira ECVAM institucija, uzsiimanti in
vitro 1r in silico metody, galinciy pakeisti eksperimentinius matavimus su
gyviinais, vertinimu, remiantis tame tarpe jau minétais OECD iSkeltais
kriterijjais. Tai savo ruoztu stipriai padidino susidomé¢jima modelio
pritaikomumo srities klausimais ir iSkélé Sig sritj leidzianCiy jvertinti metoduy
kiirima kaip viena aktualiausiy problemy Siuolaikiniy QSAR modeliavimy
srityje. ECVAM veikloje dalyvaujanti J. Jaworska kartu su bendradarbiais,
savo darbe sitilo $ig problema spresti apibréziant deskriptoriy erdve, kurioje
1Ssidést¢ apmokymo rinkinio junginiai — tam pasitelkiami {vairiis atstumuy,
réziy ir tikimybinio pasiskirstymo metodai [100]. S. Dimitrov ir kt.
publikacijoje [101] apraSomas pakopinis modelio pritatkomumo erdvés
jvertinimas, paeiliui atsizvelgiantis 1 bendry junginio savybiy erdve,
struktiiriniy savybiy erdve, mechanisting erdvg ir metabolinio modeliavimo
erdve. Taciau netgi patys pastarosios metodikos autoriai pripazista, jog kai
kurie 18 Siy zingsniy yra sunkiai apibréziami ir standartizuojami.

ToksiSkumo modeliavimuose modelio pritaikomumo erdvés savoka taip
pat figiiruoja ir ji néra labai nauja. Dar 1995 metais Sioje srityje buvo pristatyta
OPS metodika [102], prie kurios sukiirimo prisidéjo ir jau minétasis K. Enslein
— ankstyvuju LDs, modeliy, tapusiy TOPKAT® programos pagrindu, autorius.
Taigi nenuostabu, jog S§i metodika su laiku taip pat buvo itraukta kaip
minétosios programos dalis, ir OPS jvertinimas joje yra iSlikgs iki $iy dienu.
Vis délto OPS metodika nebuvo pilnai pavieSinta, o kai kurios jos dalys buvo
netgi patentuotos, kas savo ruoztu neleido jai iSpopuliaréti ir atrasti savo vietos
kituose QSAR modeliuose. Didziulis démesys modeliy pritaikomumo erdvés
tvertinimui skiriamas ir Sioje apzvalgoje jau minétame tyrime, susijusiame su

umaus toksiSkumo modeliavimais [36]. Kiekvienam i§ darbe pristatomy
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individualiy LDs, reikSmiy modeliy, pagal jo specifika buvo parinktas bidas,
nusakantis to modelio pritaikymo galimybes konkreiam tiriamajam junginiui.
Sioje vietoje operuojama kriterijais varijuojanéiais nuo tokiy elementariy kaip
prognozuojamos LDs, vertés patekimas { apmokomojo rinkinio junginiams
budingy Umaus toksiSkumo ver€iy intervala iki junginio padéties
daugiamacdiame apmokomojo rinkinio deskriptoriy erdve atspindinCiame
elipsoide. Klasteriavimo (angl. clustering) analize paremtuose modeliuose
tikrinama ar junginio atstumas nuo jam priskirto klasterio centroido néra
didesnis uz analogiSka atstuma bet kurio kito tam klasteriui priklausancio
apmokomojo rinkinio junginio atveju, ir t.t. Visus pastarajame darbe
panaudotus, kaip ir iki Siol ¢ia apzvelgtus, modelio pritatkomumo erdvés
nustatymo metodus sieja viena savybé — juose vienokiu ar kitokiu budu yra
jvertinamas tiriamojo junginio panaSumas i apmokomojo rinkinio molekules
(grynai cheminis panasumas, panasumas deskriptoriy ar nagrinéjamosios
savybés erdve¢je). Nors tai, be abejo, yra vienas 1§ pagrindiniy kriterijuy,
leidzian¢iy tikétis patikimos modelio prognozeés, taciau, kaip jau netrukus bus
aptarta Siame darbe, jisai néra vienintelis ir pakankamas, ypa¢ tokiy sudétingy
modeliuojamyju objekty, kaip Gimus toksiSkumas ar tuo labiau metabolizmo
fermenty regioselektyvumas atveju. Be to, né vienas 1§ apraSyty modelio
pritaikomumo erdvés jvertinimo metody néra neatsiejama integruota
atitinkamo modelio dalis. Visos statistinés ar kitokios manipuliacijos,
leidZziancios jvertinti konkretaus modelio taikymo tiriamajam junginiui
galimybg, atlieckamos nepriklausomai nuo modeliavimo proceso ir geriausiu
atveju yra susijusios tik su modelio tipu. Tai i§ principo leidzia apraSytasias
metodikas naudoti visiems atitinkamo tipo modeliams, ka galima laikyti
privalumu, tac¢iau kartu tai yra ir trikumas. Viena vertus, turint omenyje
milziniSka jvairiausiy imanomy netgi to paties tipo modeliy ivairove, labai
sunku tikétis, kad apskritai yra ymanoma universali pritaikomumo erdvés
tvertinimo metodika, patikimai veikianti visai atvejais. Kita vertus, pasakymas
,visiems modeliams* gali nuskambéti apgaulingai, kadangi norint pritaikyti

kazkuria 1§ minimy metodiky yra reikalingos i$§samios Zinios apie pati modeli —
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apmokomojo rinkinio junginiai, naudoti deskriptoriai, kartais netgi
eksperimentinés reikSmés, o $i informacija toli grazu ne visuomet yra
prieinama, ypa¢ komerciniams modeliams. Na ir galiausiai, visi paminéti
modelio pritaitkomumo erdvés jvertinimo metodai yra binominiai (kokybiniai),
t.y. nubrézia griezta riba tarp { modelio pritatkomumo erdve patenkanciy ir 18
jos iSkrentanciy junginiy. Tuo tarpu akivaizdu, kad junginiams esantiems
pritaikomumo srities centre ir jos pakraStyje, apsuptis panaSiais apmokomojo
rinkinio junginiais bei atitinkamai modelio prognozés patikimumas gali
gerokai skirtis. Dviprasmisky situacijy tikimybé egzistuoja ir nagrinéjant
junginius, esancius ties modelio pritaikomumo srities riba. Esant grieztai ribai,
du pakankamai pana$iis junginiai, esantys ant ribos, tokiy metodiky gali biti
traktuojami kaip visiSkai skirtingi. Vieno i§ ju atveju modelio taikymas gali
biti nurodytas kaip galimas, kito — ne. Tuo tarpu, logiSkai mastant, modelio
prognozés jiems abiem turéty biiti traktuojamos vienodai, t.y. vienodai mazai
patikimos.

Pabaigoje galima pridurti, kad situacija su modelio pritatkomumo
erdvés jvertinimu darbuose susijusiuose su imaus toksiSkumo ir metabolizmo
regioselektyvumo modeliavimais yra visiSkai skirtinga. Né vienas 1§ Sioje
apzvalgoje aptarty tikslios metabolizmo vietos molekuléje modeliy apie Sia
problema neuzsimena. Siame kontekste, sékmingas GALAS modeliavimo
metodikos pritaikymas, be abejo, biity reikSmingas pasiekimas tiek Gimaus
toksiSkumo, tieck CYP3A4 ir CYP2D6 fermenty regioselektyvumo
modeliavimuose, tafiau pastaruoju atveju tai buty apskritai naujas zingsnis 1
prieki tokio tipo tyrimuose. GALAS metodikoje idiegtas modelio
pritaikomumo erdvés ivertinimo mechanizmas yra sudedamoji modelio dalis,
operuojanti kai kuriais galutiniy prognoziy apskai¢iavimui naudojamais
parametrais. Sis metodas jvertina ne tik tiriamojo junginio panasuma i
apmokomaji rinkini, bet ir duomeny tolyduma modelio atzvilgiu panaSiausiems
junginiams bei pateikia kiekybini prognozés patikimumo ivertinima (R/),
leidZiant; diferencijuoti junginius pagal ju ,atstuma“ nuo modelio

pritaitkomumo srities centro.

40



2  METODINE DALIS

2.1 Duomenys ir programiné jranga

2.1.1 ToksiSkumo (LDsy) duomeny bazé

Siame darbe naudotas Gmaus toksiskumo grauzikams LDs, verciy
rinkinys buvo pagrindinai surinktas i§ RTECS® duomeny bazés [12]. Pastaroji
buvo kruops€iai perziiréta siekiant uztikrinti maksimalia pradiniy
modeliavimo duomenuy kokybe. IS rinkinio buvo paSalinti visi pasitaike
nekovalentiniai kompleksai, organiniy junginiy mis$iniai ar druskos ir junginiai
su neteisingomis struktirinémis formulémis (iSskyrus tuos atvejus, kuomet
buvo imanomas greitas ir daug pastangy nereikalaujantis ju iStaisymas). Be
viso to, taip pat buvo stengtasi pagal galimybes identifikuoti eksperimentines
LDsy nustatymo klaidas. Akivaizdu, kad to padaryti praktiSkai nejmanoma
turint tiktai viena LDsy reikSme, susijusia su konkre€iu junginiu. Tacdiau tuo
atveju, kuomet tai paciai molekulei yra Zzinomi keli Umaus toksiSkumo
matavimo rezultatai skirtingoms grauziky rii§ims ar jvedimo | organizma
keliams, galima remtis keletu elementariy loginiy prielaidy. Pavyzdziui,
cheminio junginio kiekis reikalingas sukelti iminj apsinuodijima ivedant ji i
organizmg intraveniniu keliu visada yra Zymiai maZesnis palyginus su kiekiu
sukelian¢iu analogiSska efekta esant oraliniam patekimui | organizma. Tai
nulemia ta paprasta aplinkybé¢, kad intraveniniu keliu patekdamas tiesiai i
kraujotakos sistema junginys aplenkia visa eilg¢ organizmo gynybiniy barjeruy,
itakojanc¢iy medziagos oralini isisavinima (angl. oral bioavailability) ir tokie
faktoriai kaip tirpumas, absorbcija Zarnyne, pasalinimas per P-gp baltymus,
pirmojo pra¢jimo metabolizmas (angl. first-pass metabolism) ir kiti tampa
nebeaktualiis. [vairlis pasvarstymai galimi ir jei kalba eina apie to paties
junginio LDs, reikSmes esant identiSkiems j{vedimo buidams, ta¢iau skirtingoms
grauziky rusims. IS vienos pusés akivaizdu, kad Siame darbe nagrinéjamos pelé
ir Zziurke yra skirtingos Zinduoliy riiSys turinc¢ios kiekviena savo ypatumy (pvz.,

metaboliniy fermenty ivairove, ju kiekiai bei aktyvumas) ir ju jautrumas
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cheminéms medZiagoms yra neiSvengiamai skirtingas. Kita vertus literattiroje
galima aptikti visa eil¢ tarpriiSiniy koreliacijy, kurios 1§ pirmo zvilgsnio rodo
netgi stebinanti pelés ir Ziurkés imaus toksiSkumo atsako panasuma esant tam
paciam junginio patekimo | organizma keliui [48]:

log(1/ LD, Ziurké OR) = 0,97 -log(1/ LD,, pelé OR)—0,04 (8)
N=330; R=0,94; R* = 0,88; sd = 0,30

log(1/ LD, Ziurkeé 1P) =1,02 -log(1/ LD,, pele IP)—0,02 9)
N=162; R=0,96; R*=0,92; sd = 0,28

log(1/ LD, Ziurke IV) = 0,99 -log(1/ LD, pelé IV)-0,10  (10)

N=41;R=097; R*=0,94; sd = 0,29
Vis délto, deréty atkreipti démesi, kad visos jos gautos labai ribotiems
duomeny rinkiniams, todél stipriai idealizuoja tikraja situacija, kadangi
Zinomas ne vienas junginys, kurio Gimus toksiSkumas pelei ir ziurkei skiriasi
kelis ar net keliolika karty.

Apibendrinant galima pazymeéti, kad nors Sios dvi risys be abejo yra
skirtingos, jos vis délto néra nutolusios tiek, kad to paties junginio LDs
reikSmeés pelei ir ziurkei, esant identiSkam patekimo 1 organizma keliui,
besiskiriancios Simtus ar daugiau karty, nekelty visiSkai jokiy abejoniy. Taigi 1§
galutinés duomeny bazés taip pat buvo paSalinti tokiu biidu nustatyti junginiai
(lyginant tas pacias LDs, reikSmes skirtingoms rii§ims ar ivairias LDs, reikSmes
tai paciai ruisiai), akivaizdziai iSkrentantys i§ bendry désningumy konteksto.

Tais atvejais, kuomet konkretus junginys biidavo taip pat itrauktas i
IUCLID duomeny baze, jo cheminéje specifikacijoje (angl. chemical data
sheet) esanti informacija susijusi su Umiu toksiSkumu biidavo lyginama su
RTECS® duomenimis ir tokiu biidu panaudojama galutinio duomeny rinkinio
fraSy patvirtinimui, pataisymui ar pasalinimui. IUCLID duomenuy bazé
(prieinama internetu per Europing informacijos apie chemines medziagas
sistema — ESIS) pateikia 2604-iy dideliais kiekiais gaminamy (HPVC)
cheminiy junginiy duomenis, surinktus 1§ Europos pramonés imoniy,
vadovaujantis S§iuo metu egzistuojanciomis cheminio pavojaus jvertinimo

(angl. chemical risk assessment) procediromis [11]. Be viso kito, galutinis
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LDs, verciy rinkinys buvo papildytas 1§ Sios duomeny bazés paimtais keletu
junginiy, nesan¢iy RTECS®.

Gautas galutinis toksiSkumo duomenuy rinkinys buvo sudarytas iS
daugiau nei 75000 junginiy. Kiekvienam i§ $iy junginiy buvo nurodytos LDs,
reikSmés bent vienai 1§ nagrinéjamy sistemy (iimus toksiSkumas peléms esant
oraliniam, intraperitoniniam, intraveniniam ar poodiniam ivedimo biidui, ir
imus toksiSkumas Zziurkéms esant oraliniam ar intraperitoniniam jvedimo
budui). Prie§ pradedant modeliavima, surinktosios LDs, reikSmés buvo
pervestos 1 logaritming skale (log LDs) ir kiekvienas 1§ SeSiy atskiry sistemy
duomeny rinkiniy buvo atsitiktiniu biidu suskaidytas 1 apmokomaji (70%) bei
patikrinamaji (30%) rinkinius. Siame darbe naudoto toksiskumo duomeny

rinkinio struktira ir sudétis yra apibendrinta 3 lentel¢je.

3 lentelé. Darbe naudoty imaus toksiskumo (LDs,) duomeny rinkiniy dydziai

N
Rusis Ivesties budas Viso Apmokomasis Patikrinamasis
Rinkinys Rinkinys
Fiurke Oralinis (OR) 8631 6464 2167
Intraperitoninis (IP) 5002 3751 1251
Oralinis (OR) 19571 14678 4893
Pelé Intraperitoninis (IP) 36031 27004 9027
Intraveninis (IV) 19963 14972 4991
Poodinis (SC) 8577 6432 2145

Pastaruoju metu pasirodgs timaus toksiSkumo prognozavimo Ziurkéms
po oralinio medziagos (vedimo tyrimas [36] tapo dar vienu vertingu $io tipo
duomeny S$altiniu. I$ Sio straipsnio autoriy buvo gauta 7385 junginiy duomeny

bazé su struktiiromis ir eksperimentinémis LDs, (ziurké, OR) vertémis'.

" Disertacijos autorius noréty iSreik§ti padéka visiems pastarojo straipsnio [36]
autoriams uz suteikta galimybe Siame darbe pasinaudoti ju surinkta wmaus
toksiSkumo ver¢iy duomeny baze bei atskirai i§ viso ju biirio paminéti Alexander
Tropsha bei Todd. M. Martin, su kuriais Siuo klausimu buvo susira§in¢jama tiesiogiai.
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Palyginus minima duomeny baze su Sioje disertacijoje pristatomo analogiSko
modelio apmokomuoju rinkiniu buvo aptikta 2718 naujy junginiy. Sie

papildomi junginiai sudaré prielaidas atlikti iSoring Sio modelio patikra.

2.1.2 Metabolizmo regioselektyvumo duomenys

Metabolizmo fermenty CYP3A4 ir CYP2D6 regioselektyvumo modeliai
buvo kuriami remiantis 681 junginio eksperimentiniais duomenimis, surinktais
1§ moksliniy publikacijy, kuriy absoliuc¢ia dauguma sudaré moksliniai
straipsniai detaliai nagrin¢jantys vieno konkretaus junginio metabolizmo
tyrimy rezultatus. Vienas pagrindiniy literatiiroje sutinkamy junginio
metabolity identifikavimo biidy yra inkubacija su grynu rekombinantiniu
fermentu (Siuo konkreciu atveju CYP3A4 ar CYP2D6) ir tolesné susidariusio
miSinio analizé [103]. Kitas populiarus biidas yra Zmogaus kepeny
mikrosomose (t.y. veikiant visiems imanomiems CYP450 Seimos fermentams)
susidaranciy metabolity spektro normaliomis salygomis ir esant tipiniy vieno
konkretaus fermento inhibitoriy, pavyzdziui, ketokonazolio [104-106],
ritonaviro [106, 107] ir kity, CYP3A4 ar chinidino [108, 109], fluoksetino
[110, 111] ir kity, CYP2D6 atveju, lyginimas [103]. Analizuojant i§vardintus
eksperimentinius duomenis metabolizma aprasSantis kintamasis buvo formaliai
priskiriamas individualiems molekulés atomams, t.y. Siuo atveju biitent jie, o
ne pacios molekulés yra duomeny rinkinio sudétiniai vienetai. Kiekvienoje
molekuléje visi anglies atomai, turintys bent viena prijungta vandenil;, buvo
pazymeéti kaip metabolizmo vietos, jei atitinkamoje pozicijoje buvo stebimas
CYP3A4 ar CYP2D6 katalizuojamas hidroksilinimas. Azoto ir deguonies
dealkilinimo reakcijuy atveju analogiskai buvo suzymeéti nueinanciyju grupiy
anglies atomai, sudarantys nutriikstantj rySi su heteroatomu. Visi kiti anglies
atomai, turintys ryS$iy su vandeniliais, buvo pazymeéti kaip nemetabolizuojamos
pozicijos. 7 paveiksle pateikiama keletas molekulés atomuy zyméjimo,
remiantis  eksperimentiniais  rezultatais, = pavyzdziy. = N-propil-3,4-
metilendioksiamfetamino ir dihidrokodeino molekulése yra stebimas CYP2D6

katalizuojamas O-dealkilinimas [112, 113]. Pastarajame junginyje taip pat
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nustatyta CYP3A4 N-dealkilinimo reakcija [113], tuo tarpu kortizolio
molekuléje veikiant Siam fermentui vyksta anglies atomo hidroksilinimas [114,
115]. Kiekvienas tokiu biudu pazymétas ,teigiamas™ ar ,neigiamas* atomas
duomeny rinkinyje buvo itrauktas kaip atskiras irasas. Pavyzdziui, CYP3A4
metabolizmo  regioselektyvumo  duomeny  rinkinyje =~ N-propil-3,4-
metilendioksiamfetaminas, kortizolis ir dihidrokodeinas yra atspindéti sarasais
1§ atitinkamai 10 (visi ,,neigiami®), 15 (1 ,,teigiamas‘ ir 14 ,,neigiamu‘) ir 13 (1

Hteigiamas® bei 12 ,,neigiamy‘‘) formaliai suzymety atomy.

CHs3

- HN
{ /\
@

N-propil-3,4-metilendioksi-
amfetaminas Kortizolis

CHs3

.
-----

i -CYP3A4 metabolizmo vieta
CYP2D6 ir CYP3A4
- metabolizmo nejtakojama
Dihidrokodeinas pozicija

7 pav. Metabolizmo viety zyméjimo molekuléje pavyzdziai

Tokiu biidu formaliai suzyméjus ,teigiamas® ir ,neigiamas“ CYP3A4 bei
CYP2D6 metabolizmo vietas atitinkamai 560 ir 526 junginiams, abiem atvejais
gautos mazdaug 5500 atomy duomeny bazés. Atsizvelgiant | pazymeéty anglies

atomy tipa ir padéti molekuléje, Sie rinkiniai buvo suskaidyti 1 atskirus

45



poaibius, susijusius su atitinkamais metabolizmo reakciju tipais (N-
dealkilinimas, O-dealkilinimas, alifatinis ir aromatinis hidroksilinimas) [84].
Kiekvieno fermento ir reakcijos tipo atveju gauty duomeny rinkiniy dydZziai
pateikiami 4 lenteléje. Kiekvienas 1§ ju buvo toliau atsitiktiniu biidu
suskaidytas 1 apmokomaji (70%) ir patikrinamaji (30%) rinkinius, kurie buvo

panaudoti atitinkamy individualiy modeliy sudarymui bei patikrai.

4 lentelé. Darbe naudoto CYP3A4 ir CYP2D6 metabolizmo regioselektyvumo
duomeny rinkinio strukttira

Rinkinys Metabolizuojamy Bendras pazyméty

atomy skaicius atomy skaicius

CYP3A4

N-dealkilinimas 345 199 824
O-dealkilinimas 310 104 688
Alifatinis hidroksilinimas 475 172 2057
Aromatinis hidroksilinimas 462 111 2087
CYP2D6

N-dealkilinimas 357 73 849
O-dealkilinimas 296 61 610
Alifatinis hidroksilinimas 456 27 1901
Aromatinis hidroksilinimas 458 86 2110

2.1.3 Programiné jranga

Siame darbe aprasytuose tyrimuose buvo pla¢iai naudojamos keletas
specializuoty kompiuteriniy programy. Darbui su duomeny bazémis, modeliy
kiirimui reikalingy fragmentiniy deskriptoriy generavimui (molekuliy
fragmentavimui) buvo naudojama Algorithm Builder® programa [116, 117].
Sios programos statistikos pakete jdiegtais PLS [118], BPLS, ir GALAS [6, 7]
metodais buvo naudojamasi atitinkamai timaus toksiSkumo ir metabolizmo
regioselektyvumo duomeny statistinei analizei bei modeliy sudarymui.
Metabolizmo regioselektyvumo modeliy pritaikomumo srities iSplétimo

eksperimentuose, sukurtyju modeliy apmokymas naujais junginiais buvo
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atlickamas naudojantis ju versijomis igyvendintomis ACD/ADME Suite®
programoje [119].

2.2 Deskriptoriy generavimas

2.2.1 Fragmentiniai deskriptoriai imaus toksiSkumo (LDs)
modeliavimui

Umaus toksiskumo duomeny baze sudarandios molekulés buvo
apraSytos naudojant fragmentiniy deskriptoriy rinkini, kur; galima bity
traktuoti kaip sudaryta i$ dviejy esminiy daliy, atliekanciy skirtingas funkcijas.
Pagrinding dali sudar¢ iprastiniai dazname modelyje naudojami fragmentiniai
deskriptoriai, tokie kaip atomai, funkcinés grupés, molekulés forma nusakantys
fragmentai ir kiti. Sis fragmenty saradas buvo gautas i¥ple¢iant J. A. Platts'o
darbe [120] naudota analogiSka fragmenty rinkini [6]. Keletas tokio tipo
fragmenty pavyzdziy i§ Sio saraSo pateikiami 8 paveiksle. Siy fragmentiniy
deskriptoriy naudojimas suteikia modeliui informacija apie tokias esmines
junginio savybes kaip jo dydis (bendras fragmenty skaiius ir aptinkamy
fragmenty dydis), Sakotumas, priklausymas atskiroms klaséms, pavyzdziui, tai
neutralus ar besijonizuojantis (jeigu pastarasis, tai ar riigStis, ar baze, ar
amfoterinis), alifatinis ar aromatinis junginys (jeigu pastarasis, tai ar
heterociklinis) ir daugybe kity — trumpiau tariant, bendraja organinio junginio
cheming sudétj ir struktiira.

Sis bendryjy fragmenty sarasas buvo papildytas tam tikrais specifiniais
fragmentais — vadinamaisiais toksikoforais (angl. toxicophores). Toksikoforai
— tai molekulés struktiiros fragmentai, atsakingi uz juos turin€io junginio
toksinio veikimo mechanizma ir lemiantys zymu jo LDs, reikSmés sumaZz¢jima
lyginant su labai artimomis, tadiau toksikoforo neturinéiomis medziagomis. Sia
fragmentiniy deskriptoriy rinkinio dalimi buvo siekta atsizvelgti bent jau i
pacias Zinomiausias ir pavojingiausias saveikas organizme bei toksinio
poveikio mechanizmus, nulemiancius stipraus @minio apsinuodijimo
pasireiSkima. Keletas tipiniy toksikofory pavyzdziy aprasomuy literatiiroje

iSvardinta 5 lentel¢je. Disertacijoje pristatomuy tmaus toksiSkumo modeliy
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kiirimui naudoty toksikofory iSsamus sarasas ir papildoma Siuos fragmentus

apibiidinanti statistin¢ informacija, pateikiami prieduose Nr.1 ir Nr.2.

I a
Atominiai N n ||
deskriptoriai c
a/ \a
Alifatinis imino Piridininio tipo Kondensuota
tipo azotas azotas aromatiné anglis
A—A
Q Cx
Apibendrintos / \ CI/ X //A\\
struktdros A—A \ /
A—
Trinaris Oksazolo tipo -
heterociklas struktdros [2.2.1] Biciklas
Individuali A
ndividualios
funkcinés /\” c—< 0 0]
grupés
O Hal
a, B — nesotus Benzil- Chinonas
karbonilas halogenidai

8 pav. Umaus toksiskumo modeliavimui naudoty bendryjy Platts'o tipo
fragmenty pavyzdziai. Cia A — bet koks atomas, a — bet koks aromatinis
atomas, Q — bet koks heteroatomas (N, O, S), q — bet koks aromatinis
heteroatomas, Hal — bet koks halogenas, n — aromatinis azotas, ¢ — aromating
anglis

5 lentelé. Ankstesnése studijose [15, 24, 117, 121-126] identifikuoty ir
apibendrinty toksikofory pavyzdziai

Junginiy . Radikalas oy e
Klasé Toksikoforas [R, X ar Y) Apibuadinimas
R T&skvrus Cholinesterazes
o inhibicija. Efektas
(Tio)fosfatai R—P=—=0(S) HoN— pastebimai sustipréja,
b st_ jei R yra teigiamai

tkrautas [121]
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5 lentelé. Ankstesnése studijose [15, 24, 117, 121-126] identifikuoty ir

apibendrinty toksikofory pavyzdZziai (tgsinys)

Radikalas
(R, X arY)

Junginiy

Klasé Toksikoforas

Apibuadinimas

0O

Karbamatai R\O )k

Aromatinis arba
N oksimo tipo

Cholinesterazes
inhibicija. Efektas
pastebimai sustipréja,
jei pakaitas prie
azoto atomo yra

-CH,R [121]
Krebso ciklo
inhibicija,
Metileno R F Lyginis anglies  fluorocitrato
fluoridai ~ atomy skai¢ius  kaupimasis ir
akonitazés inhibicija
[122]
Garsty¢iy X N Makromolekuliy
dujy dariniai \/\CI(Br,l) N— alkilinimas [123]
ﬁ;ﬁﬂggn R CI(Br,]) =\ O 95 Makromolekuliy
> ~ alkilinimas [24]
halogenidai —_
Aziridino ir :
e X Makromolekuliy
aziridinio f > N* N oo
dariniai SN /UN alkilinimas [24, 124]
X ——N
X C e ey .
\\ Cianido iSsiskyrimas
Aktyvuoti ———=——N Bet koks ir kvépavimo
nitrilai heteroatomas  grandinés slopinimas
/{N [24, 125]
X
. 0 Alkilinirpas pagal
Aktyvuoti S— Michaelio
dvigubieji —\— 6 O prisijungimo
rySiai R B reakcijos
N=—

mechanizma [24]
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5 lentelé. Ankstesnése studijose [15, 24, 117, 121-126] identifikuoty ir
apibendrinty toksikofory pavyzdziai (tgsinys)

. . . Radikalas oo e .
Junginiy klasé Toksikoforas R, X ar Y) Apibudinimas
k X —-P,C,Si; Nekonkurentiné
. : [ 1. — P, C, Si; ekonkurentine
B'1c'1k10fosfata1, Fg \“]\2% = Y —N, C; GABA receptoriaus
biciklo- o_ 2.0 R — aromatinis pikrotoksinino
ortokarboksilatai, Ny .. PIKTOLOKS
silatranai | z1eda§ arba prisijungimo centro
R alkinas inhibicija [126]

2.2.2 Sluoksniné atomo-centriné fragmentacija

Kaip jau buvo paminéta duomeny rinkiniy apra§yme (zr. 2.1.2 skyriy)
modeliuojant metabolizmo fermenty regioselektyvuma Siame darbe stebima
savybés reikSmé buvo formaliai priskirta kiekvienam atskirai paimtam
molekulés atomui. D¢l Sios priezasties regioselektyvumo atveju negali buti
panaudota nei viena 1§ daugybés molekulés fragmentacijos schemy sukurty
vadinamyjy ,,visos molekulés (angl. whole-molecule) savybiy analizei (pvz.,
log Pow). Visu Siu schemuy paskirtis yra generuoti vienintelj ir vienareikSmi
molekulés skaitmenini atvaizdavima naudojamyjuy deskriptoriy (kintamuyju)
matricoje. Tuo tarpu Sioje situacijoje yra reikalingas biidas gauti visa eile
skirtingy ir unikaliy struktiiros apraSymu, priklausan¢iy nuo pasirinkto
konkregiai mus dominanéio atomo molekuléje. Siam tikslui buvo pasitelktas
specialiai sukurtas atomo-centrinés fragmentacijos metodas, suteikiantis
informacija apie pasirinktame saraSe esanciy atomy ir fragmenty buvima
pozicijose (vadinamose sluoksniais), vienodai nutolusiose nuo pasirinkto
atomo. Pastarasis, savo ruoztu, duomeny bazéje yra pazymeétas kaip teigiamas
ar neigiamas metabolizmo centras. Kaip matyti i§ scheminés §io fragmentacijos
metodo iliustracijos 9 paveiksle, sluoksniy numeracija molekuléje atlickama
bangos algoritmo pagalba.

Pasitlytas sluoksninés fragmentacijos metodas pagrindine savo id¢ja
yra labai panaSus | vadinamaji HOSE koda (angl. HOSE code) paskelbta dar

1978 metais [127]. Generuojant $i koda taip pat atsizvelgiama i atomus,
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Testosteronas Verapamilas

9 pav. Keletas atomo-centrinés fragmentacijos sluoksniy numeravimo
pavyzdziy

esancius skirtinguose sluoksniuose nuo pasirinkto fragmentacijos centro. Siuo
atveju kiekvienam tolesniam sluoksniui charakterizuoti yra panaudojama
informacija apie visus prie$ tai esancius sluoksnius. Pavyzdziui, §iuo principu
aprasant fragmenta R-CH,-CH,-Cl (atskaitos tasku pasirinkus radikala R),
gautajame HOSE kode biity jtraukta tokia informacija: 1 sluoksnis — -CHj,-
grupe¢; 2 sluoksnis — -CH,- grupé prijungta per pirmajame sluoksnyje esancia
kita -CH,- grupg; 3 sluoksnis — Cl atomas, sujungtas su kodo atskaitos tasku
-CH,-CH,- grandine. Analogisku biidu apras¢ fragmenta R-O-CH,-Cl gautume
HOSE koda neturinti visiS$kai nieko bendro su pirmuoju pavyzdziu. Kadangi
Siuo atveju skiriasi pats pirmasis sluoksnis, automatiSkai nebesutampa ir
tolesniuose sluoksniuose esan¢iy atomy susijungimo su radikalu R keliai.
[Svardintosios savybés lemia HOSE kodu sugebé¢jima ypatingai detaliai
apraSyti bet kurio pasirinkto molekulés atomo artimiausia cheming apsupti. Su
Siomis savybémis susijes ir bene pagrindinis tokiy kody panaudojimo biidas —
spektry, pavyzdziui *C-BMR, prognozavimas. Siuo atveju ieskoma konkretaus
anglies atomo HOSE kodo analogy duomeny bazéje su eksperimentinémis

cheminio poslinkio reikSmémis. Yra laikoma, kad aptikus HOSE kody
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atitikima 1ki ketvirto ar aukStesnio lygmens, su didele tikimybe galima
prognozuoti, jog atitinkamy anglies atomy cheminiai poslinkiai “C-BMR
spektre bus labai pana$iis. Kita vertus, ketvirtas ar penktas sluoksnis yra
praktiSkai HOSE kody panaudojimo riba. D¢l ypatingai radikalaus deskriptoriy
diferencijavimo atsizvelgiant | menkiausius skirtumus, didinant analizuojamy
sluoksniy skaiCiy, generuojamy kintamyju skaiCius labai greitai auga 1
begalybg.

Nagrinéjant metabolizmo fermenty regioselektyvuma, pirmyju penkiy
sluoksniy analizés nepakanka, todél kuriant sluoksninés fragmentacijos metoda
Sios disertacijos tikslams, kai kuriose vietose buvo pritaikyti i§ esmés nuo
HOSE kody sudarymo taisykliy besiskiriantys principai. Visy pirma, sluoksniy
apraSymui S§iuo metodu yra naudojama informacija grieztai tik apie ta konkrety
sluoksni. Griztant prie pavyzdzio su R-CH,-CH,-Cl ir R-O-CH,-Cl, antrasis ir
treCiasis sluoksniai Siuo atveju visiSkai sutapty bei biity apraSomi kiekvienas
tuo paciu deskriptoriumi. Taigi Siuo konkreciu atveju, vietoje SeSiy
deskriptoriy, reikalingy naudojant HOSE koda, galima iSsiversti su keturiais.
Siekiant iSvengti pernelyg didelio molekuliy supanas¢jimo taikant naujaji
sluoksninés fragmentacijos metoda, sluoksniams buvo suteikti svoriai. Ju
pagalba buvo apibrézta didziausia pirmyju sluoksniy jtaka panaSumui,
palaipsniui maz¢janti tolstant nuo fragmentacijos iSeities tasko. Tokiu biidu
buvo uztikrinta, kad, pavyzdziui, tie patys fragmentai R-CH,-CH,-Cl ir
R-O-CH,-Cl, nepaisant vienintelio skirtumo pirmajame sluoksnyje, iSlaikant
cheming logika biity traktuojami kaip pakankamai skirtingi. Antroji pristatomo
metodo ypatybé yra ta, kad fragmentacijoje naudojama kintamyjuy saraSa
sudaro ne vien atskiri atomai, bet ir iStisi fragmentai. Kitaip tariant, vietoje to,
kad aprasant konkretaus atomo aplinka molekul¢je minéti SeSis skirtingais
atstumais nuo jo nutolusius aromatinius anglies atomus, galima viska
apibendrinti nurodant tam tikrame sluoksnyje esantj visa benzeno Zieda kaip
vieng deskriptoriy.

ISvardinti pakeitimai leido Zenkliai sumaZinti sluoksninés atomo-

centrinés fragmentacijos metu susidaranti kintamyjy skaiciy, lyginant su HOSE
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kodu generavimo metodu. Taciau net ir §iuo atveju generuojamy deskriptoriy
skaiCius iSlieka viena opiausiy problemy. Tarkime, kad atomo-centringje
fragmentacijoje norime panaudoti n fragmenty, kuriy ieSkosime molekuléje,
sarasa. Tuomet, jeigu nagrinésime k sluoksniy nuo pradinio atomo, galutinéje
duomeny matricoje turésime n x k kintamyjy (vietoj tiesiog » iprastiniu visos
molekulés fragmentacijos atveju), nes bet kuris 1§ fragmenty gali pasitaikyti bet
kuriame 1§ sluoksniy. Daugeliu atvejy tai vis dar didelis skaicius, taigi siekiant
dar labiau suSvelninti toki kintamyjy skai¢iaus padidéjima lyginant su faktiskai
naudojamy fragmenty kiekiu, buvo pritaikyta sluoksniy apjungimo schema,
leidzianti jiems Siek tiek persikloti. T.y. pats metabolizmo centras (0-is
sluoksnis) bei pirmieji du sluoksniai yra aprasomi individualiai, o toliau 3-ias ir
4-as sluoksniai apjungiami ir naudojami statistin¢je analizéje kaip vienas
kintamasis. Analogiskai apjungiami 4-as, 5-as bei 6-as sluoksniai ir t.t. (zr. 10
pav.). Si schema leidzia apsiriboti septyneriopu kintamyjy skaidiaus
padidéjimu, nors realiai molekuléje yra nagriné¢jami 15 sluoksniy. Aromatinio
anglies atomo hidroksilinimo atveju tikslus ir nepersidengiantis sluoksniy
apraSymas buvo iSpléstas iki pirmyjy penkiy sluoksniy iskaitant pati
metabolizmo centra, tuo tikslu, kad detaliai biity apraSomas bent jau pirmasis
atomas pakaito, esanfio bet kurioje SeSianario ziedo pozicijoje
metabolizuojamo ar nemetabolizuojamo atomo atzvilgiu (t.y. orto-, meta-,
para- padétyse).

Papildomai kuriant modeli deskriptoriais buvo panaudotas sarasas
klasikiniy grupiu, pasizyminciu stipriais elektroniniais efektais (pvz., -NO,,
-CF; ir pan.). Nagrin¢jamosiose metabolizmo reakcijose, katalizuojamose
citochromy P450, greiti limituojanti pakopa yra radikaliné reakcija (vandenilio
radikalo atskélimas nuo anglies atomo [128-133] arba tiesioginis elektrono
atpléSimas nuo heteroatomo kai kuriais N- ir O-dealkilinimo atvejais [134,
135]), taigi bet kokie veiksniai, potencialiai jtakojantys elektrony tankj atomo
aplinkoje, gali nulemti galimybe toje vietoje vykti metabolizmo reakcijai.
Paminétyjy grupiy buvimo molekuléje jtaka konkreciam metabolizmo centrui

buvo apskaifiuojama pagal analogija su elektroniniy saveiky silpnéjimu
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VirtualUs sluoksniai modelyje
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10 pav. Sluoksniy apjungimo schema

priklausomai nuo atstumo tarp saveikos centry molekuléje. Pasirinktas gesimo
koeficientas — 0,6, t.y., pavyzdZziui, tre¢iajame sluoksnyje esancios grupes jtaka
bus lygi (0,6)°=0,36 tokios padios grupés esanlios pirmajame sluoksnyje
elektroninio efekto, SeStajame — (0,6)520,078 ir tt. Kita vertus, darant
prielaida, kad $io saraSo grupiy jtaka apsiriboja elektroniniais efektais, pasidaro
nebe taip svarbu, kiek konkrecCiy grupiy kokiu atstumu yra nuo pazyméto
centrinio atomo, svarbi tiktai suminé juy jtaka, kuri ir yra naudojama kaip
vienintelis deskriptorius kiekvienos konkrecios grupés atveju. Pavyzdziui, tiek
turincio vieng vienintele¢ -NO, grup¢ antrame sluoksnyje, tiek turinCio tris

tokias grupes (tarkime dvi treCiame ir viena penktame) junginio atveju, -NO,
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grupés jtakos apraSymui bus naudojamas vienas ir tas pats deskriptorius, skirsis

tik jo reik§meés — atitinkamai (0,6)'=0,6 ir 2 x (0,6)* + (0,6)*=0,85.

2.3 Statistiniai metodai

2.3.1 GALAS modeliavimo metodika

Schemiskai Siame darbe naudota GALAS modeliavimo metoda [6, 7]
galima jsivaizduoti kaip dviejy sistemy kombinacija:

e Kiekybiniu struktiiros-aktyvumo sarySiu pagristas modelis skirtas
prognozuoti pasirinkta dominancia savybe ar aktyvuma — pradinis
(,,bazinis*) modelis;

e PanaSumo analizés pagrindu atlieckama korekcijos procedira,
identifikuojanti panaSiausius apmokomojo rinkinio junginius ir
atsizvelgiant | ju eksperimentiSkai iSmatuotas reikSmes nustatanti ar
bazinio QSAR modelio prognozé konkrefiam junginiui néra iSkreipta

sisteminiy paklaidy.

Pirmoji dalis yra globalusis modelis. Siuo konkre¢iu atveju ji yra
paremta PLS arba BPLS — tiesiniu, adityviniu metodu. Sis modelis i¥moksta
globalias tendencijas nagrin¢jamojoje savyb¢je ir dinamiskai apibrézia
panaSsumo savoka. Kitaip tariant ,,iSmoksta® panaSumo rakta, iSrenka
svarbiausius struktlirinius bruozus, nulemiancius dviejy lyginamy junginiy
panaSuma konkrecios nagrinéjamos savybés atveju. Tuo tarpu antrasis modelio
zingsnis turéty biti traktuojamas kaip lokalusis modelis. Analizuodamas bet
kurio junginio panaSiausius kaimynus aplinkin¢je cheminés erdvés srityje jis
atlicka baziniy prognoziy korekcijas, tokiu biidu jvesdamas netiesiSkumo
elementa, kuris yra neiSvengiamas praktiSkai visose, iskaitant pacias
paprasciausias, savybése ar aktyvumuose.

Be didesnio prognozavimo tikslumo, lyginant su klasikiniais QSAR
metodais, GALAS modeliavimo metodika pasizymi kitomis dviem ne maziau

svarbiomis savybémis: galimybe kiekybiSkai ivertinti sukurto modelio
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pritaitkomumo srit] ir sugebéjimu greitai apsimokyti naujais, modelio kiirime

nenaudotais junginiais.

2.3.2 PLS ir BPLS metodai bei bazinis QSAR modelis

Siame darbe naudoto PLS [118] metodo istorija yra vienas i§ pavyzdziy,
kuomet specifiniai cheminiy sistemy savitumai itakoja naujy statistiniy
metody, skirty ju analizei atsiradima ir vystymasi. Taip jau atsitiko, kad
cheminés specifikos keliamos problemos sutapo su tomis, kuriy sprendimui
buvo suskurtas §is metodas, todé¢l jis labai placiai paplito chemometrijoje ir
chemoinformatikoje, tuo tarpu kai kitose statistikos srityse PLS yra
naudojamas labai ribotai.

Taigi PLS — tai tiesinés regresijos metodas, skirtas susieti dvi duomeny
matricas X ir Y. ISskirtinis §io metodo privalumas — galimybé analizuoti
dideles, mazai ,,jsodrintas (turin¢ias daug tus¢iy jrasy) tarpusavyje koreliuoty
kintamuyjy matricas. Sis metodas — tai optimizavimo uzdavinys, kai sickiama
rasti tokius “uzsléptus” kintamuosius T, kurie biity principiniai X matricos
komponentai ir gerai apraSyty Y matrica. Si optimizavimo problema
sprendziama, pasinaudojant Zemiau suraSytomis lygtimis.

PLS modelyje ieSkoma A naujy, latentiniy X matricos kintamyju (angl.

scores), zymimuy ¢, (a=1, 2, ..., A):
ZLia :zWZaxik (11)
k
Cia x; — pradiniai kintamieji; wka* — pradiniy kintamuyjy svoriai.

Apskaiciuotiems ¢, kintamiesiems keliama uzduotis — geras Y matricos

prognozavimas:

yim = Zcmatia + f;‘m (12)

¢ia ¢, — latentiniy kintamyjy koeficientai; f;,, — skirtumai tarp stebimuy
verciy ir modelio, sudarantys Y matricos skirtumy matrica F.

Arba perrasius kaip regresijos modeli:
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yim = chnazw;:axik + f;m = mek'xik + f;'m (13)
a k k

¢ia b,, =Y ¢, w, —PLS regresijos koeficientai.
a

Latentiniai X matricos kintamieji pasizymi tokiomis savybémis:

e Juyra keletas (A vienety) ir jie yra ortogonaldis;

e FEgzistuoja tokios X matricos ,santraukos”, sudarytos 1§ latentiniy
kintamyjuy, kad e; liekanos, gaunamos 1§ ,santraukos® atgal

atvaizduojant matrica X, blity mazos:

X, = Ztmpak +e, (14)

¢ia paka— latentiniy kintamyju pervedimo i pradinius koeficientai; e;, —

»santraukos* atvaizdavimo i pradinius kintamuosius liekana.

Parankiausias btidas PLS modelio apskaifiavimui yra iteracinis, t.y.
principiniai komponentai yra apskaiciuojami paeiliui po viena, panaudojant
informacija, likusia po ankstesniy komponenty iStraukimo. Apskaiciavus
pirmaji latentini kintamaji ¢;, 1§ jo, panaudojant koeficientus p;, gaunama
pradiniy kintamuyjy pavidalo matriciné pirmojo komponento israiska ¢;;p;, kuri
atimama 1§ pradinés kintamyjy matricos X. Po pirmojo komponento
,»1Straukimo* matricoje likusi informacija yra panaudojama sekancio latentinio
kintamojo (;;) apskai¢iavimui. Taip komponentai traukiami tol, kol matricoje
lieka tik vadinamasis triukSmas (angl. noise), nebeturintis modeliui vertingos
informacijos (e; 14 lygtyje). MatematiSkai iteracini procesa galima atvaizduoti

tokiomis lygtimis:

tia+1 = Z Wka+leik,a (15)
k

€ia =Cpan " Liulu (16)

€iro = Xi (17)

¢ia ey, — lieckany matrica, likusi po a-tojo komponento iStraukimo; wy,+;
— liekany ey, svoriai, ey,; — liekany matrica, likusi po (a-1)-ojo
komponento iStraukimo; ¢;,p,; — matriciné a-tojo komponento iSraiska;
eir.o — pradiné matrica, naudojama 1-ojo komponento apskaiciavimui.
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Liekany svorius w, naudojamus iteraciniame procese, su pradiniy

kintamuyjy svoriais w" sieja §i lygtis:
W =WP'W)"' (18)

Naudojant iteracini principiniy komponenty traukimo biida, atsiranda
galimybé maksimaliai optimizuoti modelj, t.y. papildomus komponentus
traukti 1§ matricos tik tol, kol geréja modelio statistiniai parametrai.

Suskai¢iavus modelio parametrus, naudojant PLS yra gaunami ne tik
lygties koeficientai, bet ir visa eilé matricy (zr. 11 pav.), kurios yra
panaudojamos papildomiems statistiniams modelio jvertinimams, negalimiems

atlikus jprasta MLR analizg.

P'
1 2 3 4 k K T U M
1
2 X Y
: >
Xik Yim
N
W' CV —
B' by

11 pav. X ir Y matricy i$skaidymas i kitas, PLS procediiroje naudojamas,
matricas

BPLS metodas i§ esmés yra binominés regresijos ir PLS kombinacija,
apjungianti naudingiausias $iy metody savybes. Jis pasiZymi binominés
regresijos galimybémis apdoroti binarinius duomenis, atspindin¢ius molekulés
aktyvuma arba priklausyma tam tikrai kokybinei klasei, ir PLS sugebéjimu
dirbti su didelémis, mazai “isodrintomis” (turiniomis daug tusciy irasy)

tarpusavyje koreliuoty kintamyjy matricomis. BPLS modelio prognozuojama
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reikSmeé konkre€ios molekulés atveju yra jos aktyvumo arba priklausymo

kokybinei klasei tikimybé, iSreiSkiama tokia lygtimi:

p=l/(1+e™), kur x=> a,F, (19)

dia p — prognozuojamla tikimybé; a; — i-tojo fragmento itakos

koeficientas; F; — i-tojo fragmento pasitaikymo molekuléje daznis.

Remiantis auk$¢iau apraSytais PLS ir BPLS metodais, kombinuojant
juos su daugkartinés plétros procediira (angl. bootstraping) [136] buvo sukurti
atitinkamai 6 baziniai imaus toksiSkumo modeliai skirtingy gyviny rasiy bei
patekimo 1 organizma keliy duomeny rinkiniams (Zr. 3 lentelg) ir 8 baziniai
modeliai remiantis duomenimis apie {vairius skirtingy fermenty katalizuojamy
metabolizmo reakcijy tipus (zr. 4 lentelg). Kartotinés plétros procediira numato
atsitikting pradinio duomenuy rinkinio jraSy parinkima, formuojant
apmokomuosius poaibius ir atskiro PLS ar BPLS modelio parametrizavima
kiekvienam 1§ ju. Kiekvienas i§ tokiy poaibiy yra tokio paties dydzio kaip ir
pradinis duomeny rinkinys, tafiau atsitiktinio uzpildymo metu kai kurie
pradinio rinkinio junginiai { ji yra itraukiami daugiau nei vieng karta, tuo tarpu
kiti apskritai 1 ji nepatenka. Visa atsitiktinio poaibio parinkimo procediira yra
kartojama 100 karty kiekvieno konkretaus bazinio modelio atveju. Tokiu bidu
vieto] vieno statistiniy parametry rinkinio (prognozuoty savybés reikSmiy ir
lygties koeficienty) gauname 100 analogisky ir Siek tiek skirtingy statistiniy
parametry rinkiniy, t.y. bet kuris tokiu biidu sukurtas bazinis modelis 1§ esmés
junginiui pateikia vektoriy, susidedanti 1§ 100 prognozuoty savybeés verciy,
kurios visos Siek tiek tarpusavyje skiriasi. Galutiné bazinio (globalaus) modelio
prognoz¢ yra apskaic¢iuojama kaip $iy 100 verciy aritmetinis vidurkis.

Si informacija taip pat panaudojama panaSumui nustatyti. Lyginant bet
kuriuos du junginius, jei ju vektoriuose stebimos panasios prognozuoty veréiy
kitimo tendencijos, laikoma, kad S§ie junginiai yra panasiis nagrin¢jamos
savybes atveju [6, 7]. Kadangi tik tokiu atveju skirtumai apmokomojo rinkinio
poaibiuose, naudotuose apmokant 100 PLS ar BPLS modeliy, sudaranciy

bazini QSAR model;, galéty panaSiai jtakoti prognozuotas vertes abiem
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junginiams. KiekybiSkai §i informacija iSreiSkiama individualiu panaSumo
indeksu tarp dvieju junginiu (S7;), apskaiCiuojamu kaip koreliacijos
koeficientas tarp bazinio modelio Siems junginiams prognozuoty verciy
vektoriy [6, 7]. Svarbiausias tokio panasumo traktavimo aspektas yra tai, kad
jis yra apibréZiamas dinamiskai, modelio parametrizavimo metu, ir Siame
procese yra atsizvelgiama i1 modeliuojamaja savybe, kadangi bendru atveju tai,
kas yra panaSu savybés (aktyvumo) A atveju, gali turéti pastebimai menkesng

itaka panaSumui savybés (aktyvumo) B atveju.

2.3.3 Lokalus modelis ir baziniy prognoziy korekcijos

Tiesinio modelio globaliy prognoziy nauda daugeliu atveju gali biiti
ganétinai ribota, kadangi dideliy ir chemiSkai ivairiy junginiy rinkiniy atveju
klasikinis QSAR modelis téra tiesinis priart¢jimas, kuris iSglotnina
nagrinéjamosios savybés ar aktyvumo profili. Realiai beveik visy savybiy
atveju yra stebimos lokalios cheminés erdvés sritys, nukrypstanc¢ios nuo bendry
tiesiniy désningumy. G. M. Maggiora savo straipsnyje pateikia labai vaizdinga
Sios situacijos apibudinima, kuris iSvertus skambéty mazdaug taip: ,,Daugeli
mety buvo laikoma, kad panaSios molekulés yra linkusios pasizyméti panaSiu
aktyvumu, ko pasekoje susidarantis savybés landSaftas galéty biiti lyginamas
su Svelniai banguojan¢iomis kalvomis Kanzaso prerijoje. Taciau vis daugéja
irodymy rodanciy, jog $is vaizdas néra toks visuotinis, kaip manyta iki $iol, ir
daugeliu atveju labiau primena raizyta Jutoje esancio Bryce'o kanjono
krastovaizdi*“ [137]. Kuo sudétingesné yra nagrin€¢jamoji savybé ar aktyvumas,
tuo daugiau panaSiy nukrypimy galima tikétis. IS esmés, nagrin¢jant tokias su
biocheminémis sistemomis susijusias savybes ir aktyvumus kaip tmus
toksiSkumas ar metabolizmas, Sie lokalis reiskiniai yra ypa¢ svarbiis. Biitent
jie daznai apsprendzia pageidaujamo ar nepageidaujamo efekto atsiradima,
susijusi su konkreCios cheminés erdvés srities junginiams biidinga jonizacija,
tirpumo désningumais, hidrofobiniu sulaikymu membranose ar audiniuose,
farmakoforiniu ,,rakto-spynos* atitikimu, sugebéjimu kovalentiSkai prisijungti

prie biologiniy makromolekuliy ir t.t., ir pan.
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D¢l S$iy priezas¢iy GALAS metodikoje egzistuoja antroji, panaSumo
analiz¢ naudojanti dalis. Ji paremta globalaus QSAR modelio veikimo mus
dominanéio junginio kaimyninéje chemin¢je aplinkoje ivertinimu, t.y.,
eksperimentiniy duomeny ir baziniy QSAR modelio prognoziy palyginimu
panaSiausiems apmokomojo rinkinio junginiams. Jeigu bazinéms S§iy junginiy
prognozeéms yra buidingos kokios nors sisteminés paklaidos, lyginant su jiems
1ISmatuotomis savybés ar aktyvumo vertémis, galima tikétis, jog tas pats galioja
ir konkreciai analizuojamai molekulei, t.y., jos bazinei PLS ar BPLS modelio
prognozei yra reikalinga lokaliné pataisa (4). Pastaroji yra apskaiciuojama kaip
panasiausiems apmokomojo rinkinio junginiams nustatyty skirtumy tarp

globaliy QSAR prognoziy ir eksperimentiniy duomeny svorinis vidurkis [6, 7]:
A=Y a™"-SI,-4,/ a" (20)
i=1 i=1

¢ia 4 — nagrinéjamam junginiui reikalinga korekcija; a — konstanta,
itakojanti svorinio vidurkio skai¢iavima, kai ji lygi 1, gauname paprasta
vidurki; SI; — panaSumas (panaSumo indeksas) tarp nagrinéjamo
junginio ir i-tojo panaSiausio 1§ apmokomojo rinkinio junginiy,
apskai¢iuojamas kaip koreliacijos koeficientas tarp dviejuy prognozuoty
reikSmiy vektoriy i§ kartotinés plétros modeliy; 4; — skirtumas tarp
globalaus modelio prognozuotos ir iSmatuotosios savybeés reikSmiy

i-tajam panaSiausiam junginiui: 4. =Y, —Y ; n — Konstanta, nurodanti

kiek panaSiausiy junginiy reikia imti ska;iéiuloj ant korekcija.
Akivaizdu, jog (20) lygties rezultatas priklauso nuo panaSiausiy junginiy
skaiCiaus (n), naudojamo analiz¢je. EmpiriSkai nustatyta, kad optimalios
modelio charakteristikos pasiekiamos korekcijy skai¢iavimui naudojant penkis
panaSiausius apmokomojo rinkinio junginius, nes tokiu biidu uZtikrinama
pusiausvyra tarp modelio apmokymo naujais junginiais grei¢io ir atsitiktiniy

klaidy tikimybes [6, 7].

2.3.4 Modelio pritaikomumo srities jvertinimas

Kaip jau buvo minéta, GALAS modeliavimo metodika leidzia
kiekybiskai jvertinti sukurto modelio pritatkomumo sriti. Jos ivertinimo

procediiroje atsizvelgiama 1 du pagrindinius aspektus:
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e Analizuojamojo junginio panaSumas | apmokomaji rinkini. Patikima
prognozé¢ néra imanoma, jeigu apmokomajame rinkinyje neturime
junginiy, panaSiy 1 mus dominantj. Kiekybinis kriterijus — panasumo
indeksas (S7).

e Eksperimentiniy duomenuy panaSiems junginiams neprieStaringumas
modeliui. Netgi turint panasiy junginiy apmokomojoje duomeny bazéje,
prognozés patikimumas gali biiti mazas, jei jiems turimi
eksperimentiniai duomenys prieStarauja modeliui. Kiekybinis kriterijus

—modelio ir duomeny nepriestaringumo indeksas (DMCI).

Minimi indeksai apskaiCiuojami atitinkamai vidurkinant individualius
mus dominancio junginio ir n panaSiausiy apmokomojo rinkinio junginiy
panasumy indeksus (S7;) bei lyginant ty paciy panaSiausiy junginiy skirtumus
tarp eksperimentiniu duomeny ir bazinés prognozés (4;) su (20) lygtyje
apskai¢iuojama lokalia korekcija mus dominan¢iam junginiui (kuo didesnis
individualiy skirtumy iSsibarstymas apie vidurki 4, tuo didesnis duomeny

priestaringumas modeliui) [6, 7]:
SI=Ya™"-8I,/> a" (21)
i=1 i=1
¢ia SI — panasumo | modelio junginius indeksas.

n

—(Zn: @ SL(A=4,)2 1) a1 b

DMCIl =e¢ = (22)

¢ia DMCI — duomeny ir modelio neprieStaringumo indeksas; b —
empirin¢ konstanta, kuria apibréZziama, koks duomeny iSsibarstymas
nebetoleruotinas ir DMCI tampa artimas nuliui, pvz., deSimtadalis visos
igyjamy reikSmiy skalés.
Abiem atvejais naudojamas panaSiausiy apmokomojo rinkinio junginiy
skaicius (n) yra tas pats kaip ir apskaiciuojant lokalig korekcija (4) pagal (20)
lygti, t.y. penki.

Galutinis prognozes patikimumo indeksas (R/) gaunamas taip [6, 7]:
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RI = SI- DMCI (23)

Patikimumo indeksas (kaip ir abu lygtyje dauginami indeksai) kinta
intervale nuo 0 iki 1 — reikSmés maze¢jimas rodo, jog junginys tolsta nuo
modelio pritaikomumo srities, tuo tarpu didéjancios RI reikSmés leidzia vis
labiau pasitikéti prognozés patikimumu. Kadangi prognozés patikimumo
indeksas apskai¢iuojamas kaip dviejy indeksy sandauga, jo verté nykstamai
mazéja bet kuriam i§ daugikliy artéjant prie 0. Sis faktas atspindi pagrinding
prielaida — norint gauti patikima prognoze¢ reikalingi tiek panaSiis junginiai,
tiek ju eksperimentiniai duomenys neprieStaraujantys modeliui (tiek S7, tiek
DMCI vertés aukstos). Tuo tarpu jei su bent vienu i§ Siy kriteriju kyla

problemuy, patikimas prognozavimas pasidaro problematiskas.
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3 REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Umaus toksiskumo (LDsy) modeliavimy rezultatai

3.1.1 Baziniy (globaliy) ir galutiniy (lokaliy) modeliy palyginimas

GALAS metodika paremty @imaus toksiSkumo modeliy skirtingoms
grauziky ruSims ir patekimo 1 organizma keliams veikimas bei ju
pritaikomumo srities nustatymo patikimumas buvo vertinami pasitelkiant
atitinkamus patikrinamuosius junginiy rinkinius aprasytus 3 lenteléje (2.1.1
skyrius). Zemiau esandioje 6 lenteléje pateikiami pagrindiniai statistiniai
parametrai, iliustruojantys atitinkamy modeliy charakteristikas prie§ ir po
lokalios, panasumo analize paremtos, korekcijos (4) pritaikyma — bazinis ir

galutinis modelis atitinkamai.

6 lentelé. Umaus toksiSkumo (LDsg) prognozavimo rezultatai patikrinamuyjy
rinkiniy junginiams, patenkantiems j atitinkamy modeliy pritaikomumo sritis
(RI>0,3)

. . Bazinis Galutinis
Rausis Ivesties budas NRri>0,3 . .
R RMSE R RMSE
Fie Oralinis (OR) 1976 (91%) 0,45 0,66 0,56 0,59
turke
Intraperitoninis (IP) 1130 (90%) 0,31 0,62 0,42 0,58
Oralinis (OR) 4545 (93%) 0,30 0,47 0,49 0,40

Intraperitoninis (IP) 8568 (95%) 0,35 0,50 0,56 0,41
Intraveninis (IV) 4754 (95%) 047 0,48 0,61 0,41
Poodinis (SC) 2056 (96%) 0,40 0,59 0,54 0,52

Pelé

Pateiktieji rezultatai apima tiktai patenkinamo ar didesnio patikimumo
(RI>0,3) prognozes, kadangi junginiai, kuriems modelio prognozés yra
nepatikimos (R/ < 0,3) pagal apibréZima nepatenka | modelio pritatkomumo
srit] ir ju panaudojimas analiz¢je nesuteikia jokios prasmingos informacijos
apie modelio veikima. Kaip matyti 1§ 6 lentelés duomeny, tokiy junginiy kiekis

kiekvienu atskiru atveju sudaro ne daugiau kaip 5-10% viso patikrinamojo
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rinkinio dydZio. Visais atvejais korekcijos pagal panaSuma taikymas dave
pastebimy teigiamy rezultaty (R* vidutiniskai iSaugo 0,15, RMSE sumaZé&jo
0,07). Tai rodo, kad esant galimybiy apmokomajame rinkinyje aptikti bent
kelias i tiriamaji jungini panasSias molekules su nuosekliais eksperimentiniais
duomenimis, bazinio modelio veikimo lokalioje cheminéje erdvéje analizé
daugeliu atveju leidzia aptikti tam tikrus Sio tiesinio modelio nepaaiskinamus
svyravimus. Kitais Zodziais tariant, pateiktieji rezultatai patvirtina jvairiy
netiesiniy efekty svarba ir 1 tai sugebancios atsizvelgti modeliavimo metodikos
nauda tokio biologinio aktyvumo kaip Gimus toksiSkumas nagrinéjime. Kaip jau
buvo minéta, tokie netiesiSkumai kaip taisyklé atsiranda dél adityvumo
principo i8im¢iy, t.y. situacijose, kuomet tam tikra molekulés struktiiros dalis
dél kokiy nors priezas¢iy yra atsakinga uz Zymiai didesnj jnasa junginio timiam
toksiSkumui, nei apskaiciuojamas pagal ja sudaranciy struktiiriniy deskriptoriy
koeficientus.

Vienas idomesniy pastebéjimy Sioje vietoje buty tai, kad Siame darbe
panaudotoje GALAS metodikoje galima izvelgti tam tikry analogiju su
klasikine iSkrentan¢iy prognoziy analize (angl. outlier based analysis),
pasiilyta R. L. Lipnick'o [24, 37, 38]. Pastarajame metode naudojamas
dilinijinis nuo log Pow priklausomas bazinés narkozés modelis, paremtas
apmokomuoju rinkiniu sudarytu i§ monohidroksiliy alkoholiy ir sociyu
monoketony. Tokio paprasto apmokomojo rinkinio naudojimo pasekoje bet
kokie sudétingesni junginiai buvo blogai apraSomi S§io modelio ir jiems
prognozuojamos Umaus toksiSkumo (LDsy) reikSmés daugiau ar maZiau
nukrypdavo nuo eksperimentiskai stebimy. Sis skirtumas buvo pavadintas

,pertekliniu toksiSkumu* (angl. excessive toxicity — T):

(baziné toksiskumo prognozeé)

24)

© (eksperimentiskai stebimas toksiskumas)

T, reikSmiy analiz¢ igalino suklasifikuoti iSkrentanCias prognozes i
atskiras grupes ir identifikuoti su cheminiu reaktyvumu susijusias specifines

saveikas bei mechanizmus atsakingus uz konkrecios junginiy klasés toksinio
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poveikio pobidi, pavyzdziui, makromolekuliy alkilinimas ar acilinimas,
Michaelio tipo prisijungimas, Schiff'o baziy susidarymas, cianido iSsiskyrimas
ir kt. Bendru atveju GALAS modeliuose naudojamas zymiai sudétingesnis ir
tikslesnis bazinis modelis, pagal galimybes apimantis kiek imanoma platesng
junginiy ivairove. Taciau neiSvengiamai modeliui teks nagrinéti junginius,
turin€ius specifiniy struktiiriniy ypatybiy, atsakingy uz stipry toksini poveiki,
taiau ,,nezinomy“ modeliui. Daugeliu atveju bazinis modelis nesugebés
atspindéti realybéje egzistuojancios tokio naujovisko toksikoforo stiprios
teigiamos jtakos Umiam toksiSkumui tiesiog sumuodamas jam Zinomy
toksikofora sudaran¢iy smulkesniy fragmentiniy deskriptoriy statistinius
koeficientus. To pasekoje tokiam junginiui prognozuojama bazin¢ LDs, verte
bus per maZza. Jei modelio apmokomajame rinkinyje ar papildomoje panasiy
junginiy bibliotekoje bus pakankamas kiekis panasiy molekuliy su baziniam
modeliui neprieStaringais eksperimentiniais duomenimis, panaSumo korekcijos
procediira suskaiCiuoty didele 4 reikSme¢ kartu su aukStu prognozés
patikimumo indeksu (R/). Tai savo ruoztu reiksSty, jog tiriamasis junginys yra
naudojamo modelio pritaikomumo srityje (t.y. apmokomajame rinkinyje yra
pakankamai informacijos panaSiems junginiams, kad gauti geros kokybeés
prognoze), taciau bazinio QSAR modelio atveju tai yra iSkrentanti prognozeé.
Siuo poziiiriu 4 reik§més galéty biiti laikomos Lipnick'o naudoto T, parametro
analogu. Pagrindinis Siy idéjy skirtumas tas, kad A reikSmé konkreciam
junginiui  apskaiiuojama  remiantis  eksperimentiniais  duomenimis
panaSiausiems junginiams vietoj to paties junginio iSmatuotos LDs, vertes,
naudojamos 7, atveju. Sis konkretus faktas néra vienareik§mis ir atskirais
atvejais tai gali biiti metodo trikumas, taCiau neabejotinas ir toks Sio
skai¢iavimo biido privalumas, kad jis gali biiti pritaikytas visiSkai naujiems
junginiams, kuriems eksperimentinis Umaus toksiSkumo ijvertinimas néra
zinomas. Prognoziy klasifikavimas pagal 4 reikSmes potencialiai galéty
atskleisti klases junginiy, kurie sistemiSkai yra identifikuojami kaip bazinio
modelio iSkrentanCios prognozés ir visi gauna panaSiai dideles lokalias

panasumo korekcijas. Labiausiai tikétina tokiy rezultaty priezastis yra tam tikri
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Siems junginiams budingi struktliros fragmentai, nulemiantys ju toksini
veikima per specifines saveikas ir mechanizmus organizmo viduje, kurie yra
nezinomi arba modeliui, arba netgi apskritai. Akivaizdu, kad tokios junginiy
klasés bty idomus objektas tolesnéms detalioms studijoms. Nors tokio tipo
analizé¢ nebuvo iSkelta tarp Sio darbo tiksly, svarbu paminéti, jog papildomos
informacijos, GALAS modelio pateikiamos kartu su galutine prognozuota
LDs, reikSme, gausa sudaro visas prielaidas tokioms naujy mechanistiniy
1zvalgy paieskoms timaus toksiSkumo duomeny analizéje.

Nepaisant lokalios panasumo korekcijos procediiros daromos teigiamos
itakos prognozuojamoms LDs, vertéms, galutiniai rezultatai imant domén
konkregias statistiniy parametry reikmes (ypa& R?) vis délto néra jspadingi. I3
dalies tai yra rezultatas, patvirtinantis literatiiros apzvalgoje mingétas
problemas, susijusias su LDs, prognozavimu didesniems ir struktiiriSkai
tvairiems junginiy rinkiniams bei biitinybg vertinti tokiy Gimaus toksiSkumo
modeliy pritaikomumo sritj ir rezultatus analizuoti tiktai atsizvelgiant | ja.
Todéel visais atvejais pagrindinis Sio darbo akcentas yra ne abstrakcios
koreliacijos koeficienty, vidutiniy paklaidy ar kity statistiniy parametry

reikSmes, taciau ju priklausomybés nuo prognozes patikimumo analize.

3.1.2 RMSE priklausomybé nuo RI

12 paveiksle pateikiamos RMSE reikSmiy pasiskirstymo priklausomai
nuo apskaiciuotojo konkrecios prognozés patikimumo indekso histogramos
visoms SeSioms Siame darbe nagrin€¢jamoms sistemoms, i§ kuriy matyti, kad
didéjant R/ prognozavimo paklaidos nuosekliai maz¢ja. Prognozés patikimumo
koeficientui virSijus tam tikra riba (0,5 ar 0,75, priklausomai nuo atvejo),
RMSE nukrenta iki 0,5 logaritminio vieneto ir netgi maziau, kas yra
palyginama su LDs, nustatymo skirtingose laboratorijose paklaida. Sie
rezultatai akivaizdziai irodo pasirinktos GALAS metodikos efektyvuma
sukurtyjy modeliy pritaikomumo srities jvertinime. Siokios tokios i§imtys,
turint omenyje RMSE ir RI koreliacija, yra stebimos srityje kuomet R/ <0,3.

RMSE reikSmiy svyravimai Sioms prognozeéms, matomi 12 paveikslo (b), (d) ir
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(f) dalyse, paaiSkinami tuo paprastu faktu, jog kai kuriy R/ réziy atveju
statistiniai rezultatai yra iSkraipomi dél labai maZo | juo patenkanciy junginiy
skaiCiaus. Taciau bet kokiu atveju Sie iSkraipymai yra nereik§Smingi, kadangi,
visy pirma, tai lie€ia palyginti nedidelg dali visy junginiy (5-10%, priklausomai
nuo duomeny rinkinio), o be to — minimos RMSE reikSmés vis tiek yra
pakankamai didelés (neretai virSija 1 logaritmini vieneta), tad atitinkamy
prognoziy priskyrimas 1 nepatikimy klas¢ nekelia jokiy abejoniuy. LDs

prognozéms su didesniu patikimumo indeksu RMSE reikSmeés yra pastebimai
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0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Prognozés patikimumo indeksas (RI)
12 pav. Priklausomai nuo apskaiciuoto prognozés patikimumo indekso

stebimy RMSE reikSmiy pasiskirstymo histogramos atitinkamoms grauziky
rasims ir tirlamyjy junginiy patekimo i organizma keliams
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12 pav. Priklausomai nuo apskai¢iuoto prognozes patikimumo indekso
stebimy RMSE reikSmiy pasiskirstymo histogramos atitinkamoms grauziky
rasims ir tirlamyjy junginiy patekimo | organizma keliams (t¢sinys)
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Nepatikimos | Ribiné | Vidutiné | Auksta
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(f) Pelé (SC)

1,5

’ [ FERE:

0O 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0
Prognozés patikimumo indeksas (RI)

RMSE

12 pav. Priklausomai nuo apskai¢iuoto prognozes patikimumo indekso
stebimy RMSE reikSmiy pasiskirstymo histogramos atitinkamoms grauziky
rasims ir tirlamyjy junginiy patekimo | organizma keliams (t¢sinys)

mazesnés ir, kas svarbiausia, pradedant visy nagrin¢gjamyjy modeliy
pritaikomumo srities ribiniais regionais ir toliau (R/>0,3), RMSE ir RI
priklausomybé praktiskai visada yra nuosekli. Siuo faktu, be kita ko, ir yra
grindZiamas prognoziy suskirstymas i skirtingo patikimumo kategorijas.

Tokios klasifikacijos prasmingumu galima jsitikinti nagrinéjant 13
paveiksle pateiktus duomenis. Kaip pavyzdiné sistema Siai iliustracijai buvo
pasirinktas imaus toksiSkumo peléms po intraperitoninés medziagos jvesties
modelis, kadangi jo atveju turimas patikrinamasis rinkinys yra pats didziausias
ir jvairiausias 1S visy LDs, duomenuy baziy naudoty Siame darbe. Grafikuose
palyginama koreliacija tarp stebimuy LDs, verciy ir skirtingas patikimumo
klases apimancios prognoziy dalies — pakankamo patikimumo (R/ > 0,3; Ngp 3
= 8568) bei aukSto patikimumo (Rl > 0,75; Ngpo75 = 2537). Tuo tarpu kai
pirmasis grafikas (13 pav. (a)) primena iSsibarsCiusiy taSky debesi, kuriame
beveik 5% prognozuotos LDs, reikSmeés nuokrypiy nuo eksperimentiniy
duomeny virsija 1 logaritmini vieneta, antruoju atveju (13 pav. (b)) stebimas
vaizdas labiau primena tipini QSPR atveji su R® ir RMSE reikimémis
(atitinkamai 0,74 ir 0,26) labiau iprastomis ne LDsy, o kur kas paprastesniy

savybiy, pavyzdziui log Ponw, modeliavimo atvejams. AukSto patikimumo
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prognoziy atveju, paklaidy virSijanciy 1 logaritmini vieneta skaicius taip pat

sumaz¢ja praktiSkai deSimteriopai — iki mazdaug 0,5%. Bendru atveju

a
@) Rl >0,3 .l .
N = 8568 ©
) R*=0,56 5
S |RMSE =0,41 9
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Q.
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8 T 1
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-
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RI > 0,75
- N = 2537
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Q
E
-
]
o
()
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2
3
o)
—
o)
o

logLD 5 (prognozuotas)

13 pav. Eksperimentiniy ir apskai¢iuotyju log LDs, reikSmiy
priklausomybé¢ pasirinktam patikrinamajam rinkiniui (pelé, IP), esant
dviems skirtingoms R/ riboms
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labiausiai tikétina, kad tai, jog tokio dydzio paklaidos apskritai iSlieka, yra
eksperimentiniy klaidy pasekmé. AukStas R/ reiSkia, kad Siuo atveju
apmokomajame rinkinyje ne tik randamas pakankamas kiekis labai artimy
junginio analoguy, bet ir visy juy eksperimentiniai LDs, matavimai yra modelio
puikiai atkartojami. Taigi tikimybé stipriai apsirikti jvertinant junginio
pavojinguma (toksiSka jungini pripazinti saugiu ar atvirksciai) didelio
patikimumo prognoziy atveju yra minimali realiame gyvenime, kadangi ji
atspindintis eksperimentas, prieStaraujantis tokiai prognozei, greifiausiai
,Kklysta®. Taciau pats tokiy paklaidy egzistavimo faktas reisSkia, jog net esant
RI> 0,75, praktinio prognozés taikymo atveju reikéty iSlaikyti derama
atsarguma. Nors Siuo atveju eksperimentiné klaida ir yra tikétina tokiy
nukrypimy priezastis, teoriSkai ji néra vienintel¢ galima (pvz., taip pat

imanomas klaidingas panaSumo nustatymo procediiros suveikimas ar pan.).

3.1.3 ISoriné modelio patikra

Galimybé atlikti pilnaverti iSorini modelio prognozuojamosios galios
tvertinima (angl. external validation) vienam 18 Siame darbe pristatomy Gimaus
toksiSkumo modeliy atsirado déka vieno paskutiniyju pastaruoju metu
pasirodZiusio tyrimo, susijusio su LDsy, reikSmiy modeliavimu [36].
Pastarajame straipsnyje minimas 7385 junginiy rinkinys, kuriems Zinomas
medziagy, patenkanciy i organizma oraliniu keliu, imaus toksiSkumo ziurkéms
tvertinimas. Savo dydZziu §is yra palyginamas su analogiS$ka duomeny baze
naudota Siame darbe, tod¢l galima buvo pagristai tikétis, jog tarp tokios
duomeny gausos pavyks atrasti bent kiek didesni skai¢iy nezinomy modeliui
junginiy, kas leisty atlikti pakankamai plataus masto modelio i§bandyma su
visiSkai naujais junginiais. Darbiné minimo duomeny rinkinio versija (su
visomis 7385 junginiy struktiirinémis formulémis ir eksperimentiSkai
iSmatuotomis LDs, (ziurké, OR) vertémis) buvo gauta susisiekus su S§io
straipsnio [36] autoriais. Kaip paaiSkéjo, Sio rinkinio dalis nesikertanti su
vidine Gimaus toksiSkumo ziurkei, esant oraliniam patekimo i organizma biidui,

duomeny baze yra sudaryta 1§ 2718 junginiy. Statistiniy parametry rezultatai,
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gaunami taikant darbe pristatoma oraliniu biidu jvedamy medziagy toksiSkumo

ziurkéms modeli Siems junginiams pateikiami 7 lenteléje.

7 lentelé. LDs, (Ziurke, OR) modelio statistiniai rezultatai iSoriniam
patikrinamajam 2718 junginiy rinkiniui

RI rézis N R? RMSE MAE
RI>0,3 2501 (92%) 0,63 0,60 0,44
RI>0,5 1804 (66%) 0,70 0,55 0,40
RI> 0,75 430 (16%) 0,81 0,44 0,30

Pirmasis {1 akis krentantis pastebéjimas yra tas, kad koreliacijos
koeficiento kvadrato ir RMSE reikSmés junginiams patenkantiems i modelio
pritatkomumo sriti (R/>0,3) Siuo atveju yra praktiSkai identiSkos
analogiSkoms galutinio oraliSkai 1 organizma patenkan¢iy medZiagy
toksiSkumo ziurkei modelio charakteristikoms vidinio patikrinamojo duomeny
rinkinio atveju (Zr. pirma eilute 6 lenteléje). Toks nagriné¢jamo modelio
veikimo palyginimas vidiniam ir iSoriniam patikrinamajam junginiy rinkiniui
yra vienas i§ pagrindiniy aspekty nagrinéjamy iSorinés patikros metu. Siuo
atveju gauti palyginami rezultatai vienareikSmiSkai rodo, kad modelis néra
,persimokes®, kadangi jo prognozavimo galia iSlieka praktiSkai nepakitusi
nepriklausomai nuo patikrinamojo junginiy rinkinio. Vidinis patikrinamasis
rinkinys yra sudaromas atsitiktiniu biidu, ta¢iau vis délto jis atrenkamas i$ tos
pacios pradinés visy turimy junginiy imties, kurios didziaja dali atspindi ir
apmokomasis rinkinys. Taigi nors apylygiai (ar bent jau ne per daug drastiSkai
besiskiriantys) statistiniai modelio rezultatai apmokomajam ir vidiniam
patikrinamajam junginiy rinkiniams ir yra pirminis kriterijus, parodantis ar
modelis néra per daug prisitaikgs prie pradiniy duomeny, rezultaty
nuoseklumas dar ir iSoriniam patikrinamajam junginiy rinkiniui yra
neabejotinai svaresnis argumentas modelio naudai.

7 lenteléje kartu su jau jprastinémis RMSE ir R* taip pat pateikiamos
vidutiniy absoliutiniy paklaidy (MAE) reikSmés. Straipsnyje 1§ kurio kiles
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iSorinis patikrinamasis duomeny rinkinys [36] §is parametras buvo naudojamas
kaip pagrindinis vidutinés modelio prognozés paklaidos matas, taigi
palyginimo tikslais MAE reikSmés taip pat buvo apskaiciuotos ir Siame darbe.
Savo tyrime [36] H. Zhu ir jo kolegos bando objektyviai palyginti penkis
skirtingy tipy tmaus toksiSkumo ziurkéms po oralinio medziagos ivedimo
modelius su viena populiariausiy kompiuteriniy programy timaus toksiSkumo
prognozavimo srityje — TOPKAT® [39]. Tarp turimy 7385 junginiy su
iSmatuotomis LDs, (ziurké, OR) reikSmémis jie identifikavo 3913, kurie
nebuvo sutinkami Sios programos apmokomajame duomeny rinkinyje (t.y. jos
atzvilgiu galéjo biiti panaudoti kaip iSorinis patikrinamasis rinkinys).
Naudodamiesi likusiais 3472 junginiais autoriai apmoke penkis skirtingomis ir
gana jvairiomis metodikomis pagristus modelius. Kiekviename i§ metody buvo
numatyta galimybé ivertinti modelio pritatkomumo sritj, nors tai ir tebuvo
vienintelis kokybinis kriterijus — junginys arba patenka { Sia sritj, arba ne.
Procentiné i pritaikomumo sriti patenkanc¢iy junginiy skaiciaus iSraiSka Siame
darbe vadinama ,,apréptimi* (angl. coverage). Stengdamiesi i§gauti maksimaly
tiksluma ir siekiant Sio tikslo norédami iSnaudoti stipriausias kiekvieno
modelio puses tuo paciu apeinant juy trilkumus, jie taip pat sukiiré SeSta models,
paremta pirmyjuy penkiu konsensusu (angl. consensus model). T.y. 1§ esmés
kiekvieno junginio atveju yra parenkamas modelis geriausiai tinkamas jo
imaus toksiSkumo prognozei. Nors imant visus penkis modelius atskirai,
kiekvieno 1§ juy pritaikomumo sritis yra mazai idomi visiems likusiems
modeliams, taCiau konsensuso modelio atveju skirtingo dydZio atskiry modeliy
pritatkomumo sritys, apibréziamos skirtingos prigimties ir grieZtumo
kriterijais, 1§ esmeés atitinka bendrojo modelio pritaitkomumo srities dalis,
kuriose galima tikétis skirtingo tikslumo prognoziy. Didziausios ,,aprépties
modelio pritatkomumo srityje esantiems junginiams labiau tikétina situacija,
kuomet bendra konsensuso prognozé¢ gaunama tik i§ dalies (ar apskritai tik 1§
vienintelés) visy turimy modeliy prognoziy, kadangi nemaza dalis tokiy
junginiy tiesiog nepateks 1 mazesnés ,,aprepties modeliy pritaikomumo sritj. Ir

atvirksc¢iai, kuo mazesné modelio ,,apréptis®, tuo joje esantiems junginiams
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zinomy atskiry modeliy prognoziy, kurias galima panaudoti bendrame
konsensuso modelyje, skaicius tikétina yra didesnis. Didziausia tikimybe, kad
konsensuso prognoze yra paremta visy penkiy turimy modeliy individualiomis
prognozémis, be abejo yra maziausios ,aprépties modelio pritaikomumo
srityje esantiems junginiams. Bendru atveju, konsensuso modelyje didesnis
turimy individualiy prognoziy skaiCius leidzia tikétis geresnés galutinés
bendros prognozés kokybés. Be kita ko, straipsnio autoriai pastebi, jog gautieji
rezultatai leidzia daryti iSvada apie egzistuojant; désninguma — kuo mazesné
(t.y. griezCiau apibrézta) yra modelio pritaikomumo sritis, tuo joje gaunamy
prognoziy paklaidos yra mazesnés. Arba zvelgiant i§ prieSingos perspektyvos —
siekiant geresniy modelio statistiniy charakteristiky neiSvengiamai tenka aukoti
dalj jo pritaikomumo erdvés.

Apibendrinant Siuos samprotavimus, akivaizdu, kad kuo mazesné
bendro 3913 junginiy iSorinio patikrinamojo rinkinio dalis, atitinkanti kazkurio
atskiro konkretaus modelio pritatkomumo sriti, yra imama domén konsensuso
modelio atveju, tuo gaunamos prognozeés turéty biiti tikslesnés. Su Siuo
modeliu susij¢ rezultatai, pateikiami 8 lentelés kairiojoje dalyje, akivaizdziai

iliustruoja $1 fakta.

8 lentelé. Konsensuso ir TOPKAT® modeliy rezultaty palyginimas
nepriklausomam 3913 junginiy patikrinamajam rinkiniui [36]

L. Konsensuso modelis TOPKAT®
Apreéptis . .
R MAE R MAE
74% 0,42 0,52 0,35 0,59
66% 0,48 0,51 0,25 0,70
19% 0.71 0,39 0,54 0,52

Pagal savo prigimti skirtingo dydzio ,apréptys®, nagrinéjamos 8
lentel¢je yra visiSkai analogiSkos junginiy, patenkanciy i tam tikra RI réZj,
skaiCiui Siame darbe pristatomo Umaus toksiSkumo ziurkei po oralinio

medziagos jvedimo modelio atveju. Sioje vietoje negalima nepastebéti, jog
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H. Zhu ir kolegy straipsnyje [36] nagrin¢jami konkretts ,,aprépciy* dydziai
procentais (74%, 66% bei 19%) yra labai artimi 1 skirtingas patikimumo
kategorijas patenkanciy iSorinio patikrinamojo rinkinio junginiy santykiniy
daliy dydziams Siame darbe aprasomos LDs, (ziurké, OR) modelio patikros
atveju (92%, 66% ir 16%, esant R/ daugiau uz atitinkamai 0,3, 0,5 ir 0,75 — Zr.
7 lentelg). Be abejo, patikrinamieji duomeny rinkiniai, nuo kuriy dydzio
skai¢iuojami Sie procentai abiem atvejais yra pakankamai skirtingi (plg. 3913
ir 2718 junginiy), taigi automatiskai skirsis tiek atitinkamas ju dalis sudaranciy
junginiy absoliutus skaicius, tiek ju cheminés struktiiros. Tai savo ruoztu
neleidzia daryti tiesioginiy griezty iSvady apie tai, jog kazkuris i§ §iy modeliy
yra tikslesnis, geresnis, ir apskritai bet kuriuo poZiliriu pranasesnis arba
atvirk§¢iai. Tagiau 7 ir 8 lentelése pateikiamos R> bei MAE reik§meés
neabejotinai leidZia suprasti, jog Siame darbe aptariamas timaus oraliniu keliu {
ziurkés organizma patenkanciy medziagy toksiSkumo modelis tikslumo
pozitiriu galima sakyti priklauso panasiai kategorijai kaip ir neseniai paskelbtas
konsensuso modelis skirtas LDs, (Ziurke, OR) ver¢iy prognozavimui [36]. Tuo
tarpu pastarasis, objektyviai vertinant, visais atvejais buvo pranaSesnis nei
analogiskas TOPKAT® programos, skaitomos vienu i§ etalony wmaus

toksiSkumo prognozavime, modelis.

3.1.4 Prognoziy klasifikacija pagal patikimuma

Gera RMSE ir RI verciy koreliacija (Zr. 12 pav.) sudaro prielaidas gautus
modelius panaudoti sékmingai automatinei junginiy atrankai (angl. automated
screening) bei ruSiavimui pagal svarba (angl. prioritization) prie§ in vitro
testus ar net in vivo imaus toksiSkumo nustatymo eksperimentus su gyviinais,
priklausomai nuo vaisto kirimo (angl. drug development) pakopos.
Pavyzdziui, junginiai kuriems prognozuojama maza LDs, reikSme (t.y. tikétinai
toksiski) ir aukStas prognozés patikimumo indeksas R/ (t.y. patikima, geros
kokybés prognoze) galéty biiti paSalinami 1§ tolesnés analizés esant pirmai
galimybei, netgi be jokiy in vitro matavimy. Ir atvirks¢iai, junginiai su

didelémis prognozuojamomis LDs, (t.y. tikétinai netoksiski) ir Zemomis
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apskai¢iuotomis R/ (t.y. abejotina prognozé) vertémis turéty biti
eksperimentiSkai patikrinami pirmiausiai. Kaip pavaizduota 12 paveiksle, buvo
pasirinktos trys ribinés R/ reikSmes (0,3, 0,5 ir 0,75), leidzianCios visas
prognozes suskirstyti i keturias kokybines klases (nepatikimos ir ribings,
vidutinés bei aukStos kokybés prognozeés). 9 lentel¢je pateikiamas junginiy
skaiCiaus ir RMSE reikSmiy pasiskirstymas, atsizvelgiant i Sias keturias
kategorijas, @imaus intraperitoniniu biidu ivedamuy medziagy toksiSkumo

peléms modelio patikrinamojo duomeny rinkinio atveju (N = 9025).

9 lentelé. Junginiy pasiskirstymas pagal prognoziy patikimumo klases,
priskirtas atsizvelgiant | apskai€iuotas prognozes patikimumo indekso (R/)
reik§mes pasirinktiems duomeny rinkiniams. Cia ,,Rinkinys Nr. 1 — PubChem
duomeny baze (N =24857) [138], ,,Rinkinys Nr. 2 — pasaulinis vaisty sarasas
(N=4246)[139]

LDsy patikrinamasis rinkinys Rinkinys Rinkinys

Prognozts (pelé, IP) Nr. 1 Nr. 2
klasifikacija
RI N  RMSE N N
Ribiné kokybé 0,30+0,50 % ;‘;8/2) 0.60 1%51;1/3 %;458/2)
Vidutiné kokybé  0,50+0,75 ‘(‘550‘029) 0.41 ?2885/‘§ %356 1/5)
Aukita kokybe  0,75+1,00 %2583/7) 0.26 (21(1 1) (278/9)

Kaip jau buvo stebima visais ankstesniais atvejais, augant prognozes
patikimumo indeksui RMSE reikSmés nuolat mazéja ir §; karta. Tuo tarpu
junginiy skaiciaus pasiskirstymo kreivés maksimumas stebimas R/ rézyje tarp
0,5 ir 0,75, kas atitinka RMSE <0,5. Tokia paklaida yra visiSkai pakankama
apytiksliam toksiSkumo jvertinimui be jokiy in vitro eksperimenty (paciuose
ankstyviausiuose junginio tyrimuy etapuose). Kadangi prognoziy, kurioms
apskaiCiuotas patikimumo indeksas R/ yra aukStesnis uz 0,5, skaiius sudaro
75% visy nagrin¢jamojo duomeny rinkinio junginiy, tokiu atveju vadovaujantis

Sia strategija tik 25% junginiy biity reikalingos papildomos iSlaidos, susijusios
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su in vitro eksperimentais. Sis procentas galéty biiti maZinamas ir dar labiau,
pavyzdziui, papildomai kaip kriterijy nustatant nuo kokios (ar atvirksciai, iki
kokios) prognozuotosios LDs, vertés junginiui taikyti eksperimentinius
tyrimus. Be abejo, kiekvienu konkreciu atveju, priklausomai nuo norimy
pasiekti tiksly, reikéty vadovautis skirtingais kriterijais. Tarkime vélesnése
vaisto kandidato optimizavimo pakopose galéty biiti naudojamos jau kitokios
RI ar LDs, ribinés reikSmés ir vienas i§ daugybés jmanomy junginiy atrankos
eksperimentiniam testavimui scenarijy galéty, pavyzdziui, atrodyti taip.
Pirmiausiai toksiSkumas eksperimentiskai ivertinamas junginiams, kuriems
LDs, prognoziy patikimumo indeksas R/ < 0,3 (griztant prie LDsy (pele, IP)
patikrinamojo rinkinio pavyzdzio 9 lentel¢je tai buty apie 5% visu junginiy).
Toliau tmaus toksiSkumo vertés eksperimentiSkai iSmatuojamos tam tikro
dydzio ribinés kokybes (RI= 0,30 + 0,50) LDs, prognoziy atveju (konkreciu
junginiy 9 lentel¢je atveju tai galéty sudaryti nuo keleto iki visy 16% rinkinio
junginiy, ribiniu atveju atsisakius prognozuotos LDs, vertes dydzio apribojimy)

Ir t.t.

3.1.5 Apskaiciuoty RI reikSmiy pasiskirstymo désningumai

ivairiuose duomeny rinkiniuose

Paskutinieji du 9 lentelés stulpeliai pateikia junginiy skaiciaus
pasiskirstymo skirtingose RI klasése duomenis dviem nepriklausomiems
junginiy rinkiniams. Pirmasis 18 jy surinktas i§ PubChem duomeny bazés [138]
(N =24857), tuo tarpu antrasis yra pavyzdiné atranka (N = 4246) i§ pasaulinio
vaisty saraSo [139]. Pirmojo rinkinio sudarymui i§ visy PubChem duomeny
baze sudaranciy irasy buvo pasirinkta ta dalis molekuliy, kuriy identifikaciniai
numeriai (ID) yra tarpe tarp 42575001 ir 42600000, t.y. i$ viso 25000 junginiu.
IS gautojo saraso buvo paSalinti visi neorganiniai junginiai ir medziagy
miSiniai. Taip pat visos aptiktos organiniy elektrolity jonizuotos formos
(druskos) buvo atstatytos | neutralias (t.y. pakeistos atitinkamy laisvy riig8¢iy

ar baziy struktiromis) tokiu bidu gaunant galutini pirmojo rinkinio pavidala.
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Abi Sios papildomai | analiz¢ jtrauktos duomeny bazés yra niekaip
nesusijusios su Gimaus toksiSkumo reiSkiniu, t.y. tarp Saltiniy, 1§ kuriy jos
sudarytos, nefigiiruoja nei su eksperimentiniy LDs, reikSmiy nustatymu, nei su
ju modeliavimu susij¢ tyrimai. Tai savo ruoztu leidzia tikétis iSvengti
potencialaus su toksiSkumu susijusiy duomeny rinkiniy sudéciai biidingo
tendencingumo. Duomeny baziy nevienalytiSkumo problema yra aktuali
daugumos savybiy ar biologiniy aktyvumu atveju. Dazniausiai naujo
konkrec¢iam tikslui kuriamo junginio savybés ar biologiniai aktyvumai gali biti
traktuojami tik vienareikSmiSkai — jie yra arba pageidaujami, arba
nepageidaujami. D¢l Sios priezasties tyrimuose démesys sutelkiamas ties tam
tikromis junginiy klasémis, 1§ kuriy i§ anksto tikimasi vienokio ar kitokio
rezultato. Be to, neigiamiems tyrimo rezultatams, t.y. junginiams, kuriems vis
délto nustatytas nepakankamas teigiamas aktyvumas ar rastas rySkus
nepageidaujamas efektas, skiriamas Zymiai mazesnis démesys, o kartais jie ir
apskritai nepublikuojami. Visa tai neretai priveda prie situacijos, kuomet viesai
prieinamy eksperimentiniy duomeny pasiskirstymas yra labai aiSkiai
pasislinkes 1 junginiy pasizyminc¢iy arba nepasizymin¢iy konkreciu biologiniu
aktyvumu (analogisSkai, turin€iy aiSkiai iSreikSta didesng ar mazesng reikSme
tolydziu savybiy atveju) puse. Be jokios abejonés, visi Sie faktoriai jtakoja ir
struktliring tokiy duomeny rinkiniy {vairovg¢. Bendrai paémus, imaus
toksiSkumo atveju galima teigti, jog nenuodingi junginiai praktiskai
neegzistuoja — vienintelis klausimas yra reikalinga dozé. Taigi Siuo atveju
situacija su prieinamy duomeny Saltiniy vienalytiSkumu yra pastebimai
geresné, kadangi eksperimentinis toksiSkumo {vertinimas yra aktualus vos ne
visiems junginiams ir to pasekoje iSmatuotos LDsy reikSmés yra Zinomos
pakankamai dideliam skaiciui (pakanka pazvelgti 1 Siame darbe naudojamuy
duomeny rinkiniy dydzius) paciy ivairiausiy struktiiry bei nuodingumo laipsnio
cheminiy junginiy. Taciau vis dé¢lto iSlieka labai tikétina, jog pasirinke netgi
gerokai mazesng, taciau kitokios kilmés duomeny baze (pvz., PubChem ar
WDI) joje aptiksime ne viena ir ne du menkai Gimaus toksiSkumo poZitriu

iSnagrinéty struktiiriniy klasiy atstovus. Todél modelio iSbandymas su tokiais
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nepriklausomais junginiy rinkiniais gali pagerinti supratima apie tai, kokios
sukurty modeliy pritatkomumo erdvés ir apskaiiuotyju RI verCiy galétume
tikétis ji taikydami realaus gyvenimo situacijose.

IS pateikty rezultaty matyti, jog R/ > 0,5 atitinka mazdaug 35% junginiy
(vidurkis abiem duomenu bazéms). Visy pirma reikétuy pastebéti, kad Sis
skaiCius, lygiai kaip ir dalis prognoziy, perzengian¢iy kitas nagrin¢jamas
patikimumo indekso ribines reikSmes, $iuo atveju yra Zymiai mazesni nei toje
pacioje 9 lentel¢je pateikiami analogiSki rezultatai LDs, (pelé, IP) modelio
patikrinamojo rinkinio atveju. Tai patvirtina praeitoje pastraipoje iSkelta
hipotezg, jog panaudotas dvi nepriklausomas duomenuy bazes sudaranciy
junginiy ir darbe naudoty Umaus toksiSkumo duomeny rinkiniuose esanciy
molekuliy cheminé jvairové pastebimai skiriasi. Be kita ko tai taip pat reiskia,
jog ankstyvuosiuose vaisto kiirimo proceso etapuose iki trecdalio aptinkamy
potencialiy kandidaty i vaistinio junginio pirmtakus (angl. lead candidate)
atveju galima bty i§vengti eksperimentiniy in vitro matavimy. Sioje vietoje
galima prisiminti, kad in vitro testams budingi tam tikri trikumai [15], tuo
tarpu eksperimenty su gyviinais tokiose ankstyvose tyrimo pakopose niekas
neatlieka. /n vivo testy stengiamasi apskritai kiek ymanoma iSvengti, taigi jie
nebent atliekami vélyvuose priesklinikiniuose tyrimuose, taciau iki to laiko 1
konkrety jungini jau yra investuota daugybé pinigy, taigi tiek vaisto kiiréjai,
tiek investuotojai tikrai néra nusiteike Sioje vietoje suzinoti apie bet kokius
stebimus ju junginio sukeliamus tGimius reiSkinius. Kita vertus, prognoziy su
apskaiCiuotu R/ > 0,75 skaiCius gali nukristi ir iki vos 1% (PubChem atvejis).
Taigi priesklinikiniuose tyrimuose Umus toksiSkumas vis délto turéty biti
eksperimentiSkai ivertinamas visiems junginiams. Gera Zinia $iuo atveju yra ta,
kad absoliu¢ia dauguma atvejy tai téra vienas ar du lik¢ kandidatai. Apskritai
toks rezultatas neturéty stebinti atsizvelgiant { vidini paciai LDs, savybei
budinga sudétinguma ir ta fakta, kad panaSaus pobiidzio Gimaus toksiSkumo
prognoziy taikymo galimybés iki Siol net nebuvo rimtai vertinamos kaip

manomos.
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3.2 Citochromy P450 Seimos metabolizmo fermenty (CYP3A4
ir CYP2D6) regioselektyvumo modeliavimy rezultatai

3.2.1 Baziniy ir lokaliai pakoreguoty GALAS modelio prognoziy
palyginimas

Kaip aprasyta metodin¢je dalyje (zr. 2.1.2 skyriy), gautyju
regioselektyvumo modeliu charakteristiky vidiné patikra buvo vykdoma
pasinaudojant patikrinamaisiais junginiy rinkiniais, sudaranciais 30% pradiniy
duomeny poaibiy kiekvieno 1§ dvieju fermenty ir keturiy nagrinéjamy
metabolizmo reakciju tipy atveju. Zemiau esanti 10 lentelé pateikia tokio
testavimo detalius rezultatus CYP3A4 N-dealkilinimo ir CYP2D6 O-
dealkilinimo reakcijoms, kurios buvo pasirinktos kaip patys tipiskiausi
nagrinéjamojo objekto pavyzdziai. Tais paliais dviem atvejais gaunamy
modeliy  veikima apibendrinanciy statistiniy  charakteristiku  (jautrio,
specifiSkumo 1r bendro tikslumo) reikSmeés iSvardytos 11 lenteléje. Bendrai
paémus, jau baziniy prognoziy atveju gaunami rezultatai yra visiSkai
patenkinami atsizvelgiant i sudétinga nagriné¢jamos savybés prigimti (bendras
modelio tikslumas CYP3A4 N-dealkilinimo ir CYP2D6 O-dealkilinimo atveju
atitinkamai 72% ir 86%). Taciau detalus zvilgsnis i pateiktus rezultatus taip pat
atskleidZia ir keleta Siems baziniams modeliams biidingy problemu, pavyzdZziui
Sioki toki specifiSkumo (sugebéjimo teisingai identifikuoti neigiamus
eksperimentinius steb¢jimus) trikuma.

11 lenteléje pateikiamos Sio statistinio parametro reikSmeés baziniams
modeliams i§ tiesy néra tokios labai jau mazos, ypa¢ tokio sudétingumo
modeliui. CYP2D6 O-dealkilinimo bazinio modelio specifiSkumas yra artimas
jautriui, tuo tarpu CYP3A4 N-dealkilinimo atveju jisai yra netgi pastebimai
didesnis (plg., 73% su 67%), taigi atrodyty, jog tai tikrai néra ta sritis, 1 kuria
pirmiausiai reikéty kreipti démesj ir, Siuo atveju atvirkSc¢iai, labiau reikéty
susirtipinti modelio jautriu. Vis délto reikéty nepamirsti keleto fakty. Visy
pirma, 11 lentel¢je pateikiamos statistiniy parametry vertés yra

apskaic¢iuojamos itraukiant neapibréztas prognozes (prognozuota tikimybé
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10 lentelé. CYP3A4 N-dealkilinimo ir CYP2D6 O-dealkilinimo reakciju
regioselektyvumo prognozavimo rezultatai patikrinamiesiems duomeny
rinkiniams

Modelis ir duomeny Apskaitiuota tikimybé (p)
rinkinys <04  04:06  >06

CYP3A4 N-dealkilinimas

Bazinés prognozes Neigiamas 116 (550%) 13 (6,2%) 30 (14,2%)

Patikrinamasis rinkinys" Teigiamas 10 @,7%) 7 (3.3%) 35 (16,6%)
GALAS modelis Neigiamas 136 (64,5%) 8 (3.8%) 15 (7.1%)
Patikrinamasis rinkinys* Teigiamas 8 (3.8%) 5 (2.4%) 39 (18,5%)
GALAS modelis Neigiamas 77 (68,8%) 2 (1,8%) 2 (1,8%)
RI> 0,5 Teigiamas 2 (1,8%) 2 (1,8%) 27 (24,1%)
GALAS modelis Neigiamas 30 (71,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
RI>0,7 Teigiamas 1 (2.4%) 1 (2.4%) 10 (23.8%)
CYP2D6 O-dealkilinimas
Bazinés prognozes Neigiamas 128 (76,6%) 11 (6,6%) 11 6,6%)
Patikrinamasis rinkinys’ Teigiamas 1 (0.6%) 1 (0.6%) 15 9,0%)
GALAS modelis Neigiamas 141 (84,4%) 7 (4,2%) 2 (1,2%)
Patikrinamasis rinkinys* Teigiamas 2 (1,2%) 1 (0,6%) 14 (8,4%)
GALAS modelis Neigiamas 128 (88,3%) 3 2.1%) 1 (0,7%)
RI>0,5 Teigiamas 2 (1,4%) 0 (0,0%) 11 (7,6%)
GALAS modelis Neigiamas 96 (93,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
RI>0,7 Teigiamas 0 (0,0%) 0 (0,0%) 7 (6,8%)

Apskaiciuojant pateiktus rezultatus néra atsizvelgiama | nepatikimas
prognozes (Rl <0,3). Dél Sios priezasties 1§ pradinio patikrinamojo duomeny
rinkinio CYP3A4 N-dealkilinimo atveju yra atmetami 37 pazymeti atomai (i$
Ju 10 yra teigiami metabolizmo centrai). CYP2D6 O-dealkilinimo atveju Sie
skaiciai yra atitinkamai 10 pazyméty atomy ir 2 teigiami metabolizmo centrai.
Detalus junginiy pasiskirstymas pagal apskaiCiuota prognoziy patikimuma
abiem patikrinamiesiems rinkiniams pateikiami 12 lentel¢je.

p=04-+0,6), ty. atspindinios blogiausia jmanoma atveji, kadangi
apskai¢iuojant visus iSvardintus statistinius parametrus tokiu biidu, S$ios

prognozés yra traktuojamos kaip klaidingos. Vertinant jas ne taip grieztai, t.y.
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11 lentelé. Pateikty detaliy CYP3A4 N-dealkilinimo ir CYP2D6 O-
dealkilinimo reakcijy regioselektyvumo modeliavimo rezultaty apibendrinimas

Modelis ir duomeny Jautris Specifis- Bendras
rinkinys kumas tikslumas
CYP3A4 N-dealkilinimas
Bazinés prognozés o o o
Patikrinamasis rinkinys" 67% 3% 2%
GALAS modelis 0 0 0
Patikrinamasis rinkinys" 75% 86% 83%
GALAS modelis Rl > 0,5 87% 95% 93%
GALAS modelis RI> 0,7 83% 100% 95%
CYP2D6 O-dealkilinimas
Bazinés prognozes o o o
Patikrinamasis rinkinys 88% 85% 86%
GALAS modelis 82% 94% 93%
Patikrinamasis rinkinys
GALAS modelis RI> 0,5 85% 97% 96%
GALAS modelis Rl > 0,7 100% 100% 100%

12 lentelé. CYP3 A4 N-dealkilinimo ir CYP2D6 O-dealkilinimo reakcijy
regioselektyvumo patikrinamyjy duomeny rinkiniy atomy pasiskirstymai pagal
jiems prognozuotos metabolizmo tikimybés patikimumo indekso (R/) reikSmg

Prognozés Rl N (teigiamy N (pazZyméty
klasifikacija metabolizmo centry) atomy)

CYP3A4 N-dealkilinimas

Nepatikima 0,0+0,3 10 (16%) 37 (15 %)
Ribin¢ kokybe 0,3+0,5 21 (34%) 99 (40 %)
Vidutiné kokybé 0,5+0,7 19 (31%) 70 (28 %)
Auksta kokybé 0,7+1,0 12 (19%) 42 (17 %)
CYP2D6 O-dealkilinimas

Nepatikima 0,0+0,3 2 (11 %) 10 (6 %)
Ribin¢ kokybe 0,3+0,5 4 (21 %) 22 (12 %)
Vidutiné kokybé 0,5+0,7 6 (32 %) 42 (24 %)
Auksta kokybé 0,7+1,0 7 (37 %) 103 (58 %)
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laikant tiesiog neapibréztomis prognozémis, apie kurias nieko neZinoma, ir
paprasCiausiai paSalinant 1§ statistinés analizés, apskaifiuojamos modelio
veiklos charakteristikos Siek tiek pageréja. Kadangi CYP3A4 N-dealkilinimo
bazinio modelio atveju santykinai tokios neapibréztos prognozes yra daznesnés
tarp atomy, prie kuriy eksperimentiskai yra stebimos metabolizmo reakcijos (7
1§ 52 prie§ 13 i§ 159), teigiami pokyciai susij¢ su jy atmetimu labiau atsiliepia
§10 modelio jautriui nei specifiSkumui. Galiausiai §iuo biidu gaunamos ne tik
didesnés, bet ir kiekvieno 1§ dvieju modeliy atveju praktiskai identiskos jautrio
bei specifiSkumo charakteristiky vertés (atitinkamai 78% ir 79% CYP3A4 N-
dealkilinimo bei 94% ir 92% CYP2D6 O-dealkilinimo baziniams modeliams).
Kita vertus, tiek jautris, tiek specifiSkumas yra santykinés charakteristikos,
tod¢l netgi esant vienodoms juy reikSméms situacija su klaidingomis
prognozémis abiejuose prognozuojamos tikimybés intervalo galuose gali biiti
pakankamai  skirtinga. Siame darbe naudojamuose  metabolizmo
regioselektyvumo duomeny rinkiniuose nemetabolizuojamy atomuy skaicius
vir§ija zinomy metabolizmo centry skai¢iy nuo maziausiai mazdaug 3
(CYP3A4 N-dealkilinimas) iki daugiau nei 20 (CYP2D6 alifatinis ir aromatinis
hidroksilinimas) karty (Zr. 4 lentelg). Automatiskai modelio specifiSkumo
charakteristikos (apibiidinanc¢ios sugeb¢jima teisingai identifikuoti neigiamus
eksperimentinius rezultatus) sumazéjimas tam tikru fiksuotu dydziu (tarkime
1%) yra lygiai tiek pat karty pavojingesnis absoliutaus atsirandanciy klaidingy
prognoziy skaiiaus pozitriu uz tokiu paciu dydziu sumazéjusi modelio jautri,
nusakant] modelio sugebéjima aptikti teigiamus steb&jimus. Kitais zodZiais
tariant, netgi esant pakankamai aukStoms modelio specifiSkumo vertéms Siuo
atveju vis tiek susidaro palyginus nemazas absoliutus kiekis klaidingai
teigiamy (angl. false positive) prognoziy — statistikoje vadinamy I-osios riisies
klaidomis. Zitrint i detalius baziniy prognoziu rezultatus patikrinamajam
rinkiniui 10 lentel¢je (analogiskai kaip ir imaus toksiSkumo atveju i§ rezultaty
analizés visais atvejais paSalinamos nepatikimos prognozés — R/ < 0,3) matyti,
jog Siy klaidingai teigiamy prognoziy skaiCius yra toks, kad abiem atvejais

svarstant teigiama modelio prognoze (p > 0,6) téra mazdaug 50% tikimybe,

84



kad ji teisinga (atitinkamai 35 1§ 65 CYP3A4 N-dealkilinimo ir 15 1§ 26
CYP2D6 O-dealkilinimo atvejais), o tai jau yra rimta problema. Situacija
zenkliai pageréja pritaikius panaSumo analize pagristas lokalias korekcijas, tuo
tarpu imant domén tiktai vidutinés ir aukStesnés kokybés prognozes (Rl > 0,5),
kurios vis dar sudaro apie 50% patikrinamyjy rinkiniy dydzio (Zr. 12 lentelg),
klaidingai teigiamos (kaip beje ir kelios buvusios klaidingai neigiamos)
prognozés praktiSkai visiSkai iSnyksta (Zr. 10 lentelg).

Kitas pasteb¢jimas susijgs su jau minétomis neapibréztomis
prognozémis (prognozuota tikimyb¢ p = 0,4 + 0,6). Nors negalima sakyti, jog
pradinis tokiy prognoziy skaiCius yra nepriimtinai didelis (svyruoja nuo
apytiksliai 10% iki 7% priklausomai nuo modelio), taciau abieju modeliy
atveju tokiy prognoziy skaiCius akivaizdZiai maz¢ja augant nagrinéjamy
rezultaty patikimumo indeksui (R/> 0,5 ir R/ > 0,7). Tai savo ruoztu parodo
prognozés patikimumo indekso jvertinimo metodikos sugebéjima dauguma
tarpiniame tikimybiy intervale esanciy prognoziy identifikuoti kaip
nepatikimas. Apibendrinant, galima teigti, kad panaudota GALAS
modeliavimo metodika ir Siuo atveju buvo visapusisSkai pranaSesné uz paprastu

BPLS metodu pagrista bazini modeli.

3.2.2 Metabolizmo regioselektyvumo modeliy pritaikomumo sritis

Kaip jau buvo uzsiminta, metabolizmo fermenty regioselektyvumas yra
savybé susijusi ne su visa molekule kaip vienu vienetu, o su kiekvienu
individualiu ja sudaranciu atomu. Ar vyks fermento katalizuojama metaboliné
reakcija prie konkretaus atomo priklauso nuo jo cheminés apsupties junginyje,
kuriai savo ruoztu biidingas daug didesnis laisvés laipsniy skaicius, nei bendrai
paimtos molekulés cheminei sudéciai. Akivaizdu, kad 1§ to paties fiksuoto
funkciniy grupiy rinkinio, skirtingai jas iSdéstant galime gauti labai didele
individualiy molekules sudaran¢iy atomuy ivairovg. Tuo tarpu viso junginio
cheminés sudéties pozitiriu Sios molekulés vis tiek priklausys tai paciai

funkcinei klasei (pvz., aminoriugstims, karboniliniams junginiams,
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aromatiniams heterocikliniams junginiams, sotiesiems ar nesotiesiems
angliavandeniliams ar bet kuriai kitai). Be abejo, didesniy ar mazesniy
skirtumy atsirandanciy pergrupuojant molekule sudarancius sudétinius blokus
taip pat pasitaikys (pvz., a, B-nesotus ketonas virsta nekonjuguotu nesociuoju
ketonu, kondensuota Ziedy sistema tampa keleto pavieniy ziedy rinkiniu ir t.t.,
ir pan.). Taciau bendru atveju, dvieju molekuliy sudaryty i$ skirtingai ju viduje
iSdéstyty identiSkuy funkciniy grupiu panasumas CYP3A4 ar CYP2D6
metabolizmo vietos pozilriu bus pastebimai mazesnis nei visa molekule
charakterizuojancios savybés atveju (pvz., log Pow). Akivaizdziam Sio fakto
iliustravimui 14 paveiksle pateikiami dvieju vienodos atominés ir praktiSkai
identiSkos funkcinés sudéties molekuliy tarpusavio panasumo indeksy (S7))
palyginimas log Ponw bei CYP3A4 katalizuojamo metabolizmo prie keliy
pasirinkty atomy atvejais. Kaip matyti, 14 paveikslo (B) dalies paskutiniosios
atomy poros atveju panaSumo koeficientas yra visiskai nulinis. Taip yra dél to,
kad Sioje situacijoje jau tenka kalbéti apie skirtingus metabolizmo reakciju,
vykstanciy prie §iy atomuy tipus (O- ir N-dealkilinimas), todél bet koks
bandymas taikyti ta pati modeli, t.y. netgi vertinti Siy atomy panasuma vieno
modelio kontekste, yra apskritai nekorektiSkas. IS Sios situacijos sekancias
iSvadas galima bty formuluoti dvejopai. Norint gauti tokia pacia prognozes
patikimumo indekso (R/) reikSme metabolizmo regioselektyvumo modelio
atveju apmokomajame rinkinyje yra reikalingi eksperto akimis Zymiai
panaSesni  junginiai. AnalogiSkai, esant vienodiems panaSiausiems
apmokomojo rinkinio junginiams, metabolizmo regioselektyvumo modelio
atveju gaunama prognoz¢ biity maziau patikima. Taciau nepriklausomai nuo
to, 1S kurios pusés pazvelgsime 1 Siuos faktus, visy Siy prieZasCiy pasekmé yra
viena — metabolizmo regioselektyvumo QSAR modeliy pritaikomumo erdve
visuomet yra Zymiai glaudziau susijusi su apmokomojo rinkinio junginiais, t.y.
mazesne, nei 1§ ty paciy junginiy gauto visos molekulés savybe
prognozuojancio modelio. O tai automatiSkai dar labiau sumazina tikimybg,

kad tokie modeliai gerai veiks cheminés erdvés srityse, esancCiose bent kiek
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toliau nuo apmokomojo rinkinio junginiy. 15 paveiksle pameéginta vaizdziai
pailiustruoti 1§ ty paciy junginiy gaunamy visos molekulés savybés (pvz., jau
anksC¢iau minétas log Ponw) 1r kurios nors 1§ metabolizmo reakcijy

regioselektyvumo modeliy pritaikomumo srities dydzius.

A CHs
HO
= |N
SI,= 0,71
HaC HeC” NH
CH,
HO
= |N
Sl,= 0,52 .
HeC” NH
CH,
HO ¥
= |N
SI.= 0,51
Hee” NH
CH,

2
1
o
o
o o
@)
T
>* 5
Z
I5 ;
—=

14 pav. Molekuliy tarpusavio panaSumo indeksai log Pow (A) ir CYP3A4
fermento metabolizmo prie Zvaigzdutémis pazyméty atomy (B) atvejais

Viena vertus, Sioje situacijoje ypatingai svarbus pasidaro GALAS
modeliavimo metodikos sugebéjimas jvertinti gaunamy modeliy pritaikomumo

sriti. Kita vertus, dél visy iSvardinty faktoriy, nagrinéjamy metabolizmo
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15 pav. Visos molekulés savybes (Sviesesne pilka spalva) ir atomo-centrinés
savybeés (tamsesné pilka spalva), pvz. metabolizmo regioselektyvumo,
modeliy gauty i$ ty paciy junginiy pritatkomumo srities palyginimas

regioselektyvumo modeliy atveju dideles paklaidas lemiantis ekstrapoliavimas
prasideda kur kas anksciau nei tai buvo iprasta, pavyzdziui, anks¢iau aprasyto
Umaus toksiSkumo atveju. Todél Siuo atveju, ko gero, turéty prasmeés
nusistatyti grieztesni prognozes itraukimo 1 bendra rezultaty analize kriterijy ir
atsizvelgti tiktais 1 bent jau vidutinés ir aukStesnés kokybés prognozuotas

tikimybes (RI > 0,5).

3.2.3 Regioselektyvumo prognozavimo rezultatai likusiems
metabolizmo reakcijy tipams

Turint omenyje praeitame skyriuje iSdéstytas mintis, visy tolesniy
rezultaty aptarimy metu didziausias démesys bus kreipiamas tik | pakankamo
(vidutinio ir didesnio) patikimumo (R/ > 0,5) prognozes. Atitinkami rezultatai
likusiems $iy dvieju fermenty metaboliniy reakciju tipams pateikiami 13 ir 14
lentelése. Trumpai galima bty tiktai paminéti, jog ir Siais atvejais problemos
su atitinkamais baziniais modeliais ir GALAS modelio tikslumo augimo

tendencijos atlikus lokalias panaSumo analize pagristas korekcijas isliko tokios
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13 lentelé. Vidutinés ir aukstesnés kokybés (R/ > 0,5) CYP3A4 ir CYP2D6
fermenty regioselektyvumo modeliy prognozés likusioms darbe nagrinétoms

reakcijoms
Reakeija Apskaiciuota tikimybé (p)
<0,4 0,4+0,6 >0,6

CYP3A4 alifatinis  Neigiamas 347 (92,8%) 3 (0,8%) 2 (0,5%)
hidroksilinimas Teigiamas 5 (1.3%) 0 (0,0%) 17 @4.5%)
CYP3A4 aromatinis  Neigiamas 394 (94,9%) 8 (1,9%) 2 (0,5%)
hidroksilinimas Teigiamas 4 (1,0%) 1 (0.2%) 6 (1,4%)
CYP3A4 Neigiamas 108 (93,9%) 2 (1,7%) 0 (0,0%)
O-dealkilinimas Teigiamas 1 (0.9%) 0 (0,0%) 4 (3.5%)
CYP2D6 Neigiamas 825 (97,4%) 10 (1.2%) 2 (0.2%)
hidroksilinimas Teigiamas 3 (0.4%) 1 (0,1%) 6 (0.7%)
CYP2D6 Neigiamas 177 (93,7%) 0 (0,0%) 1 (0,5%)
N-dealkilinimas Teigiamas 6 (3,2%) 1 (0,5%) 4 2,1%)

* Modelis gautas i§ jungtinio CYP2D6 alifatinio ir aromatinio hidroksilinimo
duomeny rinkinio (daugiau komentary Siuo klausimu pateikiama
pagrindiniame tekste).

14 lentelé. 13 lenteléje pateikiamy likusiy disertacijoje nagrinéty metabolizmo
reakcijy regioselektyvumo modeliavimo rezultaty apibendrinimas

Reakcija Jautris  SpecifiSkumas Bendras tikslumas
CYP3A4_ a_hfaﬁms 770, 999, 979
hidroksilinimas
CYP3A4 aromatinis 55% 98% 96%
hidroksilinimas
CYP3A4 o 0 o
O-dealkilinimas 80% 98% 7%
CYP2D6 o 0 o
hidroksilinimas 60% 99% 8%
CYP2D6

0 0 0
N-dealkilinimas 36% 99% 96%

pacios kaip ir anksCiau detaliai iSnagrinétoms CYP3A4 N-dealkilinimo bei

CYP2D6 O-dealkilinimo reakcijoms. Kaip matyti CYP2D6 atveju pateikiami
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rezultatai tiktai vienam bendram hidroksilinimo modeliui. Deja, CYP2D6
alifatinio hidroksilinimo atveju eksperimentiniai duomenys buvo nepakankami
tam kad atskirai gauti prasminga Sio reakcijos tipo modeli. Konkreciai,
teigiamy metabolizmo centry dalis tarp visu duomeny buvo per maza, o
eksperimentiSkai identifikuoti substratai buvo per daug skirtingi, kad galima
bty daryti bet kokias statistiSkai patikimas iSvadas naudojant modeliavimo
metodika, be viso kitko paremta ir panaSumo analize. Siekiant iSvengti turimos
jau surinktos informacijos nepanaudojimo (t.y. tiesiog praradimo), buvo
pameéginta ja prijungti prie CYP2D6 aromatinio hidroksilinimo duomeny
rinkinio. Nors pagal pasirinkta modeliavimo strategija aromatiniai ir alifatiniai
anglies atomai traktuojami kaip skirtingi hidroksilinimo reakcijos centry tipai,
taiau, perziir¢jus visus duomenuy bazéje turimus eksperimentiskai
identifikuotus $iy dviejy tipy metabolizmo centrus, pasirodé, kad dauguma ju
yra struktiiriSkai labai panaSiuose junginiuose. Taigi Siuo atveju galima tikétis
ir daryti prielaida, kad CYP2D6 katalizuojamos hidroksilinimo reakcijos
vyksmas prie konkretaus anglies atomo yra labiau nulemiamas apskritai visos
molekulés sugeb¢jimu prisijungti prie fermento aktyviojo centro ir su jo
apsuptimi molekulé¢je nei su paties atomo chemine prigimtimi. Todél
hidroksilinimo atveju galima méginti apjungti alifatiniy ir aromatiniy
metabolizmo centry duomeny bazes bei kurti bendra modelj. Pats faktas, kad
remiantis i$sakyta prielaida pavyko sukurti modeli, sékmingai identifikuojanty
abieju skirtingy tipy CYP2D6 hidroksilinimo centrus, praktiSkai jrodo tokiy
samprotavimy bent jau dalini pagristuma. Taciau Sioje vietoje deréty paminéti,
kad apraSytieji veiksmai tebuvo bandymas kaip nors iSspresti susiklosCiusia
padet; — galima pasakyti, renkantis mazesng 1§ dviejy blogybiu: jungtinio
prielaidomis pagristo ir galimai ne tokio kokybisko modelio kiirimo bei visi§ko
dalies duomeny nepanaudojimo. Turint pakankamai duomeny, korektiskas
pozituris biity svarstyti atskiry modeliy kiirima alifatinio ir aromatinio
hidroksilinimo reakcijoms.

Disponuojant visy Siame darbe sukurty Zmogaus CYP450 metabolizmo

fermenty Seimos atstovy regioselektyvumo modeliy skirtingoms reakcijoms
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ansambliu jau galime prognozuoti pacius pagrindinius cheminiy junginiy
pirmosios fazés metabolitus (angl. phase I metabolites). 16 paveiksle
pateikiamos apibendrintos visy modeliy prognozés trims pasirinktiems
junginiams, kuriuos sudarantys atomai nebuvo jtraukti { nei viena i§ modeliy
apmokymui naudota duomeny rinkinj. Siame pavyzdyje akcentuojamos su
dideliu patikimumu (R/>0,5) prognozuojamos metabolizmo vietos
junginiuose (p >0,6). Palyginimui galime prisiminti eksperimentinius
metabolizmo tyrimy rezultatus tiems patiems trims junginiams, jau pateiktus

ankscCiau (Zr. 7 pav.).

CYP2D6 CYP3A4
O-dealkilinimas alifatinis
p =0,95 CH, hidroksilinimas
=0,89 p=0,74 o
=0,64 OH

I
<m o
N-propil-3,4-metilendioksiamfetaminas /

CYP2D6 CH Kortizolis
O-dealkilinimas
P=Se CYP3A4 CYP3A4
=0,89 N-dealkilinimas alifatinis
p = 0,94 hidroksilinimas
RI = 0,92 p=0,91
CYP2D6 A = 0Lre
N-dealkilinimas
HsC——O on P=080
Rl =0,57
Dihidrokodeinas

16 pav. Regioselektyvumo modeliy prognozuojamy metabolizmo viety
molekulése pavyzdZziai

Griztant prie rezultaty pateikiamuy 13 lenteléje sunku nepastebéti to

fakto, kad bendrai paémus patikimai prognozuojamy teigiamy metabolizmo
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centry skaicius yra palyginti labai mazas (daugeliu atveju mazesnis nei 10). Be
abejo, reikia prisiminti, kad ir pradiniuose duomeny rinkiniuose
eksperimentiSkai identifikuoty metabolizmo viety skaiCius yra nedidelis (o
patikrinamuosiuose duomeny rinkiniuose jisai yra atitinkamai dar mazesnis),
taigi Siose grafose nereikéty tikétis keliy deSiméiy eilés skaiciy. Taciau vis
délto, tokie centrai be abejo egzistuoja, tuo tarpu labai auksSto patikimumo
(RI>0,7) prognoziy atveju kai kuriems reakciju tipams (pvz., CYP3A4
aromatiniam hidroksilinimui ar O-dealkilinimui) teigiamy prognoziy skaicius
yra lygus nuliui. Abu Sie reakcijy tipai néra tarp dazniausiai CYP3A4 fermento
katalizuojamy reakcijy, tuo tarpu eksperimentiniuose citochromy P450
metabolizmo tyrimuose ir su jais susijusiuose literatiiriniuose Saltiniuose labai
daznai démesys sutelkiamas ties pagrindinémis tipinémis konkretaus fermento
reakcijomis (pvz., CYP3A4 atveju tokia paprastai laikoma N-dealkilinimo
reakcija). Dél mazesnio eksperimentiniy duomeny kiekio ir ypac¢ identifikuoty
teigiamy metabolizmo centry skaiCiaus trikumo maz¢ja ir atitinkamiems
reakcijy tipams kuriamy fermento regioselektyvumo modeliy pritatkomumo
erdve. Nors galimybé uztikrintai pasakyti, jog fermento katalizuojama konkreti
metaboliné reakcija prie pasirinkto atomo nevyksta taip pat yra svarbi, Zymiai
aktualesnis yra 1 modelio pritaikomumo sriti patenkanciy teigiamy centry
skaiCius, kuris Siuo atveju ir nukencia. Kitaip tariant, galimybé¢, kad Siame
darbe pristatyti CYP450 fermenty izoformu regioselektyvumo modeliai
paremti i§ vieSal prieinamy Saltiniy surinktais duomenimis su dideliu
patikimumu identifikuos antraeilius metabolitus (angl. minor metabolites)
vienodai sékmingai kaip ir pagrindinius, yra mazai tikétina. Be abejo, Sios
aplinkybe¢s, nepaisant visy kity biidingy teigiamy savybiy, iskaitant ir galimybe
tvertinti pritatkomumo sriti bei konkre€ios prognozés patikimuma, rimtai
riboja $iy modeliy taikymo galimybes tais atvejais, kuomet domimasi visais
imanomais junginio metaboliniais kitimais. Siuo atveju i pagalba ateina dar
viena labai naudinga GALAS metodu sukurty modeliy savybé — galimybé¢

greitai 1Splésti modelio pritatkomumo erdve naujais junginiais.
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3.2.4 CYP3A4ir CYP2D6 regioselektyvumo modeliy apmokymo
naujais junginiais bandymas

Sio darbo metu sukurty GALAS regioselektyvumo modeliy
sugeb¢jimas apsimokyti naujais, modeliui anks¢iau neZinomais junginiais buvo
iSbandytas vadovaujantis dviem testavimo scenarijais. Jy pagrinda sudaro
specialiai sukurti atitinkamy CYP450 izoformy modeliai, 1 kuriuos specialiai
neijtraukiami visi vienai kokiai nors struktirinei junginiy klasei bei visiems i ja
panaSiems analogams priklausantys atomai. Nuo minéty atomuy iSgryninti
apmokomieji rinkiniai buvo naudoti atitinkamiems baziniams modeliams gauti
ir kaip pradinés panaSiy metabolizmo centry bibliotekos lokaliy korekciju
apskai¢iavimo procedurose. Siy modeliy pagalba, 1§ neijtrauktyjy 1 modeli
junginiy tarpo atsitiktiniu biidu iSrinktai patikrinamajai molekulei buvo
prognozuotos labiausiai tikétinos metabolizmo vietos. Vienas po kito dar trijy
atsitiktiniy tos pacios junginiy klasés atstovy sudétiniai atomai paeiliui
pridedami prie GALAS modeliy panaSiy metabolizmo centry biblioteky,
naudojamy korekcijoms pagal panaSuma nustatyti. Po kiekvieno naujy
duomeny pridéjimo metabolizmo viety prognozavimo procediira bandomajam
junginiui buvo kartojama, stebint gaunamy tikimybiy ir prognoziy patikimumo
indeksy reikSmiy dinamika. Schemiskai visa tokio testavimo scenarijaus eiga
pavaizduota 17 paveiksle.

CYP3A4 regioselektyvumo modeliy atveju i§ apmokomojo rinkinio
buvo eliminuoti visi benzodiazepiny klasés junginiai. Tarp 14 atmesty
molekuliy buvo iSskirta grupé junginiy, turinciy savo struktiiroje azolo zieda ir
dvi eksperimentiskai patvirtintas CYP3A4 alifatinio hidroksilinimo vietas
[140-143]. Atsitiktiniu biidu 1§ Sios grupés atrinktiems trims junginiams
(brotizolamas, triazolamas ir alprazolamas) priklausanc¢ius atomus
charakterizuojantys eksperimentiniai rezultatai buvo pasilikti atitinkamy
CYP3A4 regioselektyvumo modeliy apmokymui, tuo tarpu standartiniam
CYP3A4 substratui midazolamui teko patikrinamojo junginio vaidmuo (Zr. 15

lentele ir 18 paveiksla).
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/\ Bazinis
¥/ modelis

Pradiniai CYP3A4 ir CYP2D6 Pradiné
duomeny rinkiniai (zr. Skyriy biblioteka
2.1.2) papildomai iSvalyti
nuo pasirinktg struktdrine
junginiy klase sudaranciy,

Modifikuota

atomy
~ biblioteka Nr.1

- N Kiekviena kartg
—( ’ visi vieno
L LY arsitiktinai

‘ - parinkto junginio
O j“\ atomai yra
. pridedami prie

oH bibliotekos

Modifikuota
biblioteka Nr.2

Modifikuota
biblioteka Nr.3

Atomai, priklausantys
i$ pradiniy duomeny
rinkiniy pasalintos
klasés junginiams

Atsitiktiné atranka Patikrinamasis
junginys

17 pav. GALAS regioselektyvumo modeliy prisitaikymo prie naujy junginiy
testavimo eksperimento eigos iliustracija

R2
*
CH,4
—
\ \
N S
R4 * Q

18 pav. Apibendrinta benzodiazepiny klasés junginiy, naudoty CYP3A4
regioselektyvumo modeliy apmokymo naujais junginiais eksperimente
struktiira. Pakaity reikimés pateikiamos 15 lenteléje. Zvaigzdutémis pazymétos
eksperimentisSkai nustatytos metabolizmo vietos
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15 lentelé. Apmokymo naujais duomenimis virtualiame testavime naudoty
benzodiazepino klasés junginiy sudétis (apibendrintg struktiirg Zr. 18 pav.)

Pavadinimas R,

Brotizolamas -Cl & s -N=

Triazolamas -Cl @
Alprazolamas -H @ -N=
Midazolamas -F @ -CH=

Gauty CYP3A4 regioselektyvumo modeliy prognoziy midazolamo
molekulei rezultatai naudojant skirtingas panasiy atomy bibliotekas pateikiami
19 paveiksle. Kaip matyti, né viena i§ eksperimentiskai Zinomy CYP3A4
katalizuojamo metabolizmo viety néra aptinkama pradinio modelio,
naudojancio originalia panaSiy metabolizmo centry biblioteka, sudaryta i$
apmokomojo rinkinio, 1 kuri specialiai neijtraukti benzodiazepinams artimy
struktliry atomai. Maza to, vieno vienintelio atomo atveju prognozes
patikimumo indeksas virSija 0,5 riba (juoda spalva). Kitais zodziais tariant,
turédami 19 paveikslo (A) dalyje matomas prognozes, apie galima junginio
metabolizmo kelig praktiSkai nieko neimanoma spregsti. Situacija pradeda
pastebimai keistis panaSiy atomy bibliotekoje, naudojamoje skai¢iuojant
lokalias korekcijas, palaipsniui daugejant informacijos apie metabolizmo
centrus, pana$ius | tirlamojo junginio atomus. Pridéjus prie bibliotekos
eksperimentinius duomenis apie vykstancias (ar atvirk§¢iai nevykstancias)

metabolines reakcijas ties brotizolamo ir triazolamo molekuliy atomais (19
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pav. (C)), beveik visy testuojamam junginiui gaunamy prognoziy patikimumo
indeksas i1Sauga iki R/ >0,5. Be to, aiSkiai iSryskéja dvi molekulés vietos,
kuriose, pasak modelio, su labai didele tikimybe galima tikétis atitinkamy
CYP3A4 fermento inicijuojamy cheminiy pakitimy (19 paveiksle iSskirtos
parySkintu  didesniu  Sriftu). Modeli papildzius informacija  apie
eksperimentiSkai stebimas su CYP3A4 susijusias metabolizmo reakcijas

alprazolamo molekul¢je rezultatai nagrinéjamai midazolamo molekulei dar

A HsC N B HsC N

\K \K

N / N /
0,66 (0,51)
cl ——N Cl
F F
0,04 (0,58) 0,04 (0,62)
0,12 (0,57) 0,04 (0,63)
0,83 (0,63) 0,89 (0,74)

C HsC N D HsC

Y
0,12 (0,56) N /

0,17 (0,56)

0,08 (0,57)

0,04 (0,75)

0,14 (0,71)

0,26 (0,68)

0,05 (0,78)

N
Y
0,09 (0,71) N /
0,14 (0,71)
0,90 (0,75)
—N

0,07 (0,70)

0,05 (0,80)

0,16 (0,76) 0,05 (0,80)

0,19 (0,72)

19 pav. GALAS CYP3A4 regioselektyvumo modeliy prognozes
midazolamo molekulei: (A) naudojant model; su pradine biblioteka, (B)
pridéjus brotizolamo, (C) brotizolamo ir triazolamo bei (D) visy trijy
benzodiazepiny eksperimentinius duomenis prie lokalios panasumo
korekcijos jvertinimo proceduros
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labiau pager¢ja — galiausiai absoliu¢ios daugumos atomy atveju metabolizmo
tikimybé prognozuojama su labai aukStu patikimumu (R/ > 0,7).

CYP2D6 regioselektyvumo modeliy testavimas pagal analogiSka
scenarijuy buvo atliktas pasinaudojant eksperimentiniais duomenimis
propranololiui ir jo analogams. IS viso 1§ pradiniy duomeny rinkiniy buvo
atmesti 9-iy tokiy junginiy sudétiniai atomai. Pagal analogija su CYP3A4
atveju, 18 Sios grupés buvo pasirinkti 4 junginiai — vienas (pats propranololis)
testavimui ir trys jo analogai modelio apmokymui (zr. 16 lentele ir 20
paveiksla). Visiems nagrin¢jamiems junginiams eksperimentiSkai nustatytos
trys CYP2D6 metabolizmo vietos (viena N-dealkilinimo ir dvi aromatinio
hidroksilinimo) [144]. Naudojant keturias gautas panasSiy metabolizmo centry
bibliotekas gautos prognozés propranololio molekulés atomams pateikiamos
21 paveiksle. Visiskai analogiskai kaip ir ka tik nagrinétame CYP3A4 variante,
pradine panaSiy atomy biblioteka, neturin€ia jokios informacijos apie
propranololiui artimus junginius, paremtas GALAS modelis duoda visiskai
neapibréztas prognozes (21 pav. (A)), 1§ kuriy praktiSkai neimanoma daryti
jokiy iSvady. Pakankamo patikimumo prognoziy (R/>0,5) Siuo atveju
gaunama Siek tiek daugiau, taciau jokios informacijos apie labiausiai tikétinas
metabolizmo vietas junginyje jos nesuteikia, nes visos yra neigiamos. Turint
omenyje eksperimentinius duomenis, $iuo atveju galime pastebéti, jog vienam

1§ tokiy atomy prognozuojama labai maza tikimybe¢ ji netgi klaidingai priskiria

* CH,
O/\K\NHJ*\R
OH
20 pav. Apibendrinta propranololio ir jo analogy, naudoty CYP2D6
regioselektyvumo modeliy apmokymo naujais junginiais eksperimente

struktiira. Pakaity reik§més pateikiamos 16 lenteléje. Zvaigzdutémis
pazymétos eksperimentiSkai nustatytos metabolizmo vietos
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16 lentelé. Apmokymo naujais duomenimis virtualiame testavime naudoty
propranololio ir jo analogy sudétis (apibendrinta struktiirg Zr. 20 pav.)

Pavadinimas R
Propranololis (izopropil- analogas) -CH;
2,2,2-trifluoro-1-metiletil- analogas -CF;
1,2,2-trimetilpropil- analogas -C(CHy);
3,3,3-trifluoro-1-metilpropil- analogas -CH,CF;
0,09 (0,60) 0,08 (0,73)
A CH3 B CHs
0,09 (0,60))@0155) OH 0,08 (0,7&“”1) CH

HaC NH HaC NH

0,05 (0,72) 0,05 (0,79)

0,19 (0,76) 0,17 (0,80)

.
S

0,37 (0,30)
0,87 (0,56)
0,10 (0,72) 0,08 (0,83)
C CH3 D CHs
0,77 (0,77 0,87 (0,80
0,10(0,72))\( ) OH o,os<o,sa))\( ) OH

HaC NH HaC NH

0,05 (0,81) 0,05 (0,84)

0,14 (0,75) 0,11 (0,76)

.
>

0,25 (0,57) 0,22 (0,63)

0,22 (0,59) 0,17 (0,66)

o
o

0,92 (0,68) 0,94 (0,67) 0,94 (0,70) 0,96 (0,74)

21 pav. GALAS CYP2D6 regioselektyvumo modeliy prognozés
propranololio molekulei: (A) naudojant modeli su pradine biblioteka, (B)
pridéjus viena, (C) du bei (D) visus tris propranololio analogus ir ju
eksperimentinius duomenis prie lokalios panasumo korekcijos jvertinimo
procediiros
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prie molekulés viety, kuriose CYP2D6 itakojamas metabolizmas nevyksta.
Kita vertus, visa eil¢ potencialiy metabolizmo viety aptinkama kondensuotoje
aromatiniy ziedy sistemoje, taCiau $iy prognoziy patikimumas yra Zemas.
Vienas po kito trijy pasirinkty propranololio analogy eksperimentiniy CYP2D6
metabolizmo duomenuy prid¢jimas prie GALAS modelio lokalios korekcijos
pagal panaSuma procediiroje naudojamos panaSiy metabolizmo centry
bibliotekos, palaipsniui Zenkliai pagerina gaunamy prognoziy patikimuma ir
tiksluma (21 pav. (B)-(D)). Galutiniame rezultate visos trys eksperimentiSkai
stebimos CYP2D6 metabolizmo vietos propranololio molekuléje yra su dideliu
patikimumu modelio identifikuojamos kaip labiausiai tikétini metabolizmo
centrai. Tuo tarpu du aromatiniame Ziede esantys atomai, pradinio modelio
nurodyti kaip galimos metabolizmo vietos, galiausiai yra teisingai
perklasifikuojami kaip molekulés vietos, neitakojamos jokiy CYP2D6
katalizuojamy reakciju.

ISnagrinéti pavyzdziai vaizdziai patvirtina, kad nepaisant kai kuriy cia
aptarty trukumy, sukurti CYP3A4 ir CYP2D6 fermenty regioselektyvumo
modeliai, netgi dabartiniame jy iSplétojimo lygyje, turi potencialo praktiniam
taikymui. Tai nulemia tokios naudingos juy savybés kaip galimybé kiekybiSkai
pvertinti gaunamuy prognoziy patikimuma bei, visy svarbiausia, galimybé
iSplésti modeliy pritaikomumo sriti apimant naujas, apmokomajam rinkiniui
nezinomas junginiy klases, dominancias tyré¢ja. Ypa¢ turint omenyje, kad
aprasSytasis modelio veikimo pageréjimas, pridéjus panaSiy metabolizmo
centry, pasiekiamas tuoj pat ir nereikalauja ilgai uZtrunkancios statistinés

bazinio modelio parametrizavimo i§ naujo procediiros.
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ISVADOS

Sukurti @imaus toksiSkumo dviems grauziky rasims ir visai eilei
skirtingy medziagos patekimo 1 organizma buduy bei CYP3A4 ir
CYP2D6 fermenty regioselektyvumo pagrindinése ju katalizuojamose
metabolinése reakcijose prognozavimo modeliai (i$ viso 13 individualiy
modeliy). Absoliuciai visais atvejais buvo pademonstruotas GALAS
metodikos pranaSumas lyginant su tiesiniu globaliu PLS ar BPLS
paremtu modeliu, patvirtinantis reikSminga ivairiy netiesiniy efekty
lokaliose cheminés erdvés srityse itaka nagrin€¢jamyju modeliavimo

objekty atveju.

Vieno i§ sukurtyjy Gimaus toksiSkumo modelio iSorinés patikros metu
gauti rezultatai leidZia teigti, jog kalbant vien tik apie prognoziu
tiksluma, t.y., neatsizvelgiant | papildomus GALAS metodo suteikiamus
pranaSumus, Sio darbo rezultatai yra palyginami su naujausiais kity
autoriy pasiekimais ir pastebimai geresni lyginant su vienu
populiariausiu  ir dazniausiai praktikoje naudojamu metodu -—

TOPKAT®,

Visiems modeliams stebimas prognoziy paklaidy ar klaidingy
klasifikacijyu ir neapibrézty prognoziy skaiCiaus mazéjimas kylant
apskai¢iuotam prognozés patikimumo indeksui (R/) akivaizdziai parodo
Sio GALAS metodikos sudétinio komponento sugebéjima sé¢kmingai
apraSyti gautyju modeliy pritaikomumo srit;. Taigi darbe pristatytieji
modeliai atitinka vieng pagrindiniy alternatyviems tyrimo metodams ES

instituciju keliamy reikalavimuy.

Aiski prognoziy tikslumo priklausomybé nuo ju patikimumo ivertinimo
suteikia galimybe jas suskaidyti 1 kokybines klases pagal
apskaiCiuotasias R/ reikSmes. Tai savo ruoZtu ijgalina junginiy

prioritetizavima prie§ eksperimentinius matavimus ir priklausomai nuo
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vaisto kiirimo pakopos bei keliamy uzdaviniy sumazinti pastaryjy

skaiciy.

Pademonstruotas GALAS modelio sugebéjimas greitai ir efektyviai
apsimokyti naujais eksperimentiniais duomenimis, iSplefiant jo
pritaikomumo sriti, zenkliai padidina pristatomyjy modeliy praktinio
panaudojimo potenciala, netgi nepaisant kai kuriy ju pradiniy trikumuy,
pavyzdziui, ribotos CYP3A4 ir CYP2D6 regioselektyvumo modeliy

galimybeés identifikuoti antraeilius bei nereikSmingus metabolitus.

GALAS modeliavimo metodas buvo sékmingai pritaikytas kokybiniy
atomo-centriniy  savybiy prognozavimui, panaudojant pasiilyta
sluoksninés fragmentacijos metoda ir kitus patobulinimus. Sis faktas
suteikia vilé¢iy analogiSka modeliavimo strategija pritaikyti kity svarbiy
metabolizmo fermenty (pvz., CYP2C9, CYP2C19, CYP1A2 ir kity)
regioselektyvumo duomeny analizei, tgsiant $ios temos nagringjima

ateityje.

Parodyta, jog visy pristatomy modeliy pagrinda sudaranti GALAS
modeliavimo metodika atveria kai kurias ne visai tradicines ju
panaudojimo galimybes. Pavyzdziui, iSkrentaniy prognoziy analize ir
nauju mechanistiniu poziliriu (domiu junginiy klasiy paieska,

eksperimentiniy matavimy klaidy identifikavimas ir kiti.
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