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IVADAS

Problemos aktualumas. ADME (nuo angl.: Absorption, Distribution, Meta-
bolism, Excretion — absorbcija, pasiskirstymas, metabolizmas, Salinimas) savybiy
nustatymas yra svarbi naujy vaisty kiirimo proceso dalis. Sios savybés turi didele
itakg vaisto terapeutiniam efektyvumui, saugumui, taip pat jos lemia, kaip daznai
ir kokiomis dozémis vaistas turéty biti vartojamas. Siekiant iSvengti nuostoliy, kai
tenka stabdyti projekta vélyvose pakopose ir atsisakyti potencialaus vaisto dél ne-
tinkamo farmakokinetinio profilio, biitina jvertinti vaisty kandidaty ADME savy-
bes kiek jmanoma anksé&iau'”. Sis klausimas ypa¢ aktualus CNS vaisty projektuo-
se, kadangi tanki hematoencefaliné uztvara, skirianti smegeny audinj nuo periferi-
nés cirkuliacijos, efektyviai riboja daugelio cheminiy junginiy patekimg j smege-
nis’.

ADME savybiy prognozavimas kompiuteriniais modeliais yra patraukli alter-
natyva eksperimentiniams tyrimams ankstyvose vaisty kiirimo pakopose. Skaicia-
vimai yra gerokai pigesni ir greitesni, nereikalauja turéti junginio méginio, todel
gali biiti tatkomi dar pries jo sintezg. Struktiros ir aktyvumo rySio modeliavimui
taikomus kompiuterinius metodus galima suskirstyti j dvi 1§ principo skirtingas
grupes. Pirma grupé¢ — tai statistiniai metodai, kurie ieSko empirinio rysio tarp mo-
deliuojamojo dydzio ir apraSomyjy parametry (deskriptoriy) matricos, o modelio
gerumg vertina formaliais statistiniais kriterijais. Statistiniai metodai leidZia pa-
siekti gery rezultaty tuomet, kai turima pakankamai daug eksperimentiniy duome-
ny. Pavyzdziui, jie tinka modeliuoti fizikochemines savybes (lipofiliSkuma, joni-
zaclja, tirpuma), kai kurias vaisty toksiSkumo charakteristikas. Naujas tokio pobi-
dzio metodas, pavadintas GALAS (angl.: Global, Adjusted Locally According to
Similarity — globalus, pakoreguotas lokaliai atsizvelgiant j panaSumg), buvo sukur-
tas ir apra§ytas misy grupés mokslininky™’.

Tiriant biologines savybes, tokias kaip absorbcija Zarnyne ar pasiskirstymas
audiniuose, daZnai stebima prieSinga situacija — vieSai publikuoty eksperimentiniy

duomeny (ypac in vivo matavimy) kiekis labai ribotas, o pats modeliuojamasis dy-



dis atspindi keleta skirtingais mechanizmais vykstan¢iy procesy. Tokiais atvejais
zymiai naudingesni mechanistiniai modeliai. Juose analizuojamas dydis teoriné-
mis lygtimis siejamas su paprastesniais parametrais, charakterizuojanciais pavie-
nius procesus, o pastarieji apraSomi fizikocheminiais deskriptoriais. Bendrieji teo-
riniai principai galioja visiems junginiams, tod¢l mechanistiniy modeliy pritaiky-
mo sritis maziau priklauso nuo prieinamy duomeny kiekio ir jy padengiamos che-
minés erdves.

Pagrindinis Sio darbo tikslas — atlikti vaistiniy junginiy savybiy, apibiidinan-
¢iy jy absorbcijg bei pasiskirstymg tarp kraujo ir audiniy, detalig fizikochemine
analize kiekybinio struktiiros ir aktyvumo ryS$io modeliavimo metodais. Tikslui
pasiekti buvo iSkelti tokie uzdaviniai:

1. Jvertinti GALAS metodo pritaikymo galimybes vaisty susijungimo su kraujo
plazmos baltymais stiprumui modeliuoti.

2. Nustatyti, kokios fizikocheminés vaistiniy junginiy savybés lemia jy papras-
tos difuzijos pro biologines membranas greit] bei gimininguma audiniy lipi-
dams.

3. Sukurti matematinius modelius, kurie leisty prognozuoti hematoencefalinés
uztvaros, zarnyno epitelio ir Caco-2 lgsteliy monosluoksniy pralaidumg vais-
tams, taip pat jy pasiskirstyma tarp smegeny ir kraujo bei bendra pasiskirsty-
mo tiir] remiantis vien molekuliy fizikocheminémis savybémis.

4. Palyginti jonizacijos jtakg vaisty difuzijos grei¢iui ir susijungimo su lipidais
efektyvumui nagrinétose sistemose.

5. Nustatyti, kaip vaisty pernaSos | smegenis kiekybinés charakteristikos siejasi
su kokybiniais duomenimis, apibiidinanciais vaisty patekimg i centring nervy
sistema.

Praktinis taikymas. Sukurti modeliai gali biiti naudojami farmacijos pramo-
néje ar akademiniuose tyrimuose molekuliy savybiy jvertinimui pagal jy cheming
struktiirg. log PS konstantas prognozuojancio modelio pritaikymo pavyzdys jau

yra aprasytas literatiiroje’. Svarbus fizikocheminiy modeliy taikymo aspektas yra



galimybe¢ patikslinti skai¢iavimus pakeifiant prognozuojamas log P ar pK, reiks-
mes eksperimentiSkai nustatytomis. Kitas privalumas yra tai, kad keiCiant jvesties
parametry reikSmes galima tyrinéti nagrinéjamo dydZzio priklausomybg¢ nuo fiziko-
cheminiy savybiy ir tokiu biidu jvertinti, kaip reikéty modifikuoti junginio strukti-
rg norint pasiekti tinkamas ADME charakteristikas.

Mokslinis naujumas. Dauguma Siame darbe nagrinéty savybiy yra jprasti
struktiiros ir aktyvumo ryS$io tyrimy objektai. Vis délto, ankstesniy darby autoriai
didziausig démesj skiria geresniy statistiniy rodikliy siekimui, ir daugelis jy visai
nenagrinéja modeliuojamy reiskiniy i§ biologinés pusés. Sio darbo paskirtis prie-
Singa — sukurti teoriSkai pagrjstus ir lengvai interpretuojamus modelius, kurie su-
siety vaisty biologines savybes su jy fizikocheminémis charakteristikomis.

Vienas 1§ svarbiausiy darbo aspekty — nuodugni jonizacijos jtakos tiriamiems
procesams analizé. Pristatomi modeliai suderina Zinomas teorines lygtis, aprasan-
Cias pagrindinius vaisty absorbcijos ir pasiskirstymo audiniuose principus, su joni-
niy formy specifinio pasiskirstymo israiSkomis. Tokiu biidu, jonizacijos efektas
néra ekstrapoliuojamas 1§ kity, geriau iStirty sistemy, bet nustatomas kiekvienai
sistemai atskirai.

ApraSomi vaisty pernasos pro hematoencefaling uztvarg (log PS ir log BB)
modeliai sukurti naudojant zymiai didesnius duomeny rinkinius lyginant su anks-
tesniais darbais. Iki $iol nebuvo publikuota log BB modeliy, kurie ne tik atsizvelg-
ty 1 skirtingus procesus, lemiancius Sios savybés vertes, bet ir pritaikyty teorines
Zinias netinkamy analizei eksperimentiniy duomeny identifikavimui. Taip pat Sia-
me darbe parodoma, kad iSvardinty kiekybiniy parametry déka galima atskirti po-
tencialius CNS vaistus nuo junginiy, kurie nepakankamai efektyviai perneSami j
smegenis. Sukurtas klasifikacinis modelis yra teoriSkai pagrindziamas.

Disertacijos turinys. Disertacijg sudaro Sios dalys: [vadas, Literattiros apzval-
ga, Duomenys ir metodai, Teorija, Rezultatai ir jy aptarimas, ISvados, Priedai (4),
Cituojami Saltiniai (231). Pateikiami 29 paveikslai, 17 lenteliy. IS viso — 156 psl.
Disertacija paraSyta angly kalba.



GINAMIEJI TEIGINIAI

Vaisty susijungimo su plazmos baltymais (%PPB) modelis, sukurtas naudo-
jant GALAS metoda, uztikrina pakankamg skai¢iavimo tiksluma, kad prog-
nozes biity galima naudoti kaip deskriptoriy modeliuojant tolimesn; vaisty
pasiskirstymg organizme.

Vaistiniy junginiy paprastos difuzijos pro biologines membranas greit] gali-
ma apraSyti Siomis fizikocheminémis savybémis: jonizacija, lipofiliSkumu,
vandeniliniy ry$iy sudarymo potencialu bei molekulés dydziu.

Jonizuoti junginiai difunduoja pro zarnyno epitelj ar smegeny kapiliary endo-
tel] 2-3 eilémis lécCiau uz neutralias molekules. Rysio tarp difuzijos grei€io ir
jonizacijos pobiidis nepriklauso nuo analizuojamy lgsteliy tipo.

Vaisty giminingumas audiniams gerai koreliuoja su molekuliy lipofiliSkumu.
Neigiama jonizacijos jtaka nespecifinés sgveikos su lipidais stiprumui pasi-
reiSkia tik riigS§tiniams junginiams.

Vaistus galima klasifikuoti pagal patekimg j centring nervy sistemg remiantis
kiekybiniy dydziy, apibiidinanciy pusiausvyrinj pasiskirstyma tarp smegeny
ir kraujo bei Sios pusiausvyros pasiekimo greitj, tiesine kombinacija.

Pagal sukurtg klasifikacinj modelj junginys gali buti laitkomas patenkanciu |
centring nervy sistema, jeigu jis perneSamas ] smegenis pakankamai efekty-

viai, kad galéty pasiekti stacionaryjj buvi.



DUOMENYS IR METODAI

Siame darbe nagrinéjami keliy tipy kiekybiniai duomenys, tarp kuriy yra tiek

vaisty pernaSos pro biologines membranas kinetinés charakteristikos, tiek termo-

dinaminiai dydziai, apibiidinantys junginiy sgveika su plazmos baltymais bei au-

diniy lipidais.

Kinetiniai dydZiai:

log PS (angl.: Permeability-Surface area product) — hematoencefalinés uZtva-
ros pralaidumo ir smegeny kapiliary pavirSiaus ploto sandauga.

%HIA (angl.: Human Intestinal Absorption) — absorbcijos Zmogaus Zarnyne
efektyvumas, iSreikstas procentinés absorbuotos dalies pavidalu.

log P, (angl.: Effective Permeability) — Caco-2 lasteliy monosluoksniy pralai-
dumo koeficientas.

Termodinaminiai dydziai:

%PPB (angl.: Plasma Protein Binding) — susijungusios su kraujo plazmos bal-
tymais formos procentiné dalis.

log BB (angl.: Brain/Blood ratio) — pasiskirstymo tarp smegeny ir kraujo
konstanta stacionariajame biivyje.

Vss (angl.: Volume of distribution at steady-state) — stacionariojo biivio pasi-
skirstymo turis, teorin¢ sgvoka, parodanti vaisto santykin] giminingumg audi-

niy ir plazmos komponentams.

1 lentelé. Tiriamieji kiekybiniai parametrai ir atitinkamy duomeny rinkiniy dydziai.

Dydis Junginiy skai¢ius duomeny rinkinyje (N)
Apmokymo Vidinés patikros [Sorinés patikros

Kinetiniai dydziai:

log PS 125 52 43 -

Y% HIA 567 — 25° 22°

log P, (Caco-2) 473 209 300 —

Termodinaminiai dydziai:

%PPB 1162 291 - -

log BB 333 137 30° 21°

Vss 346 150 352 90

* Modelio patikrinimui panaudotas kitoks duomeny tipas nei apmokymui.
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Eksperimentiniai duomenys buvo surinkti i§ jvairiy farmakokinetikos Zinyny,
vaisty informaciniy lapeliy, ankstesniy modeliavimo darby bei daugybés originaliy
eksperimentiniy straipsniy, kuriuose pateikiamos iSmatuotos nagrin¢jamy dydziy
vertés. Duomenys buvo kritiSkai analizuojami, jtraukiant ; modeliavimui skirtg
duomeny rinkinj tik tas vertes, kurios atspindi vaisto pernasos pro biologines
membranas greit] ar pasiskirstymg audiniuose, salygota paprastos difuzijos proce-
so. Reik§mées, paveiktos aktyviosios pernaSos ar kity pasaliniy veiksniy, nebuvo
naudojamos modeliy ktirimui.

Sesiy pagrindiniy tiriamyjy savybiy duomeny rinkiniy dydziai pateikti 1 lente-
I¢je. Turimos reikSmés buvo suskirstytos ; apmokymo duomenis, skirtus modelio
parametrizavimui, bei patikrinimo duomenis modelio kokybés jvertinimui. Dauge-
liu atveju papildomai atlikta iSoriné patikra naudojant naujy junginiy duomenis,
surinktus jau pasibaigus modeliavimui (log PS, Caco-2, V), arba kita duomeny
tipa, susijus] su modeliuojamuoju teorinémis lygtimis (%HIA4, log BB).

Labai svarbi vaisty savybe, turinti didelg jtakg visiems tolimesniems pasiskirs-
tymo procesams, yra susijungimo su kraujo plazmos baltymais stiprumas (%PPB).
Siekiant sumazinti paklaidas dél %PPB netikslumo, log BB ir Vss modeliavimo
metu buvo daugiausiai remiamasi eksperimentiniais %PPB duomenimis. Modelis,
kuris galéty pakankamai tiksliai prognozuoti %PPB, kai eksperimentiniai duome-
nys neprieinami, buvo sukurtas naudojant GALAS modeliavimo metoda. Kitos
1 lenteléje paminétos savybés apraSytos netiesinémis lygéiy sistemomis, siejan-
Clomis atitinkamg dydj su fizikocheminiais deskriptoriais (lipofiliSkumas, joniza-
cija, vandeniliniy ry$iy sudarymo potencialas, molekulés dydis). Modeliai buvo
kuriami netiesinés regresijos (NLS) metodu R programoje. Siekiant uZtikrinti, kad
skirtingus procesus aprasantys parametrai biity nustatyti nepriklausomai vieni nuo
kity, koeficienty parinkimas vyko keliais etapais. Pvz., kuriant log PS model;j pir-
majame etape buvo sumodeliuotas hematoencefalinés uZtvaros pralaidumas neu-
tralioms molekuléms, ir tik po to j analiz¢ jtraukti elektrolitai bei jvertinta difuzi-

jos greicio priklausomyb¢ nuo jonizacijos.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

1. Teorija

Bendrieji désningumai. Pagal termodinaming elektrolity pasiskirstymo teori-
ja junginio pasiskirstymas tarp dviejy faziy priklauso nuo jo jonizacijos bisenos, o
skirtingos joninés formos pereina tarp faziy nepriklausomai viena nuo kitos. Kla-
sikinis $ios teorijos taikymo pavyzdys yra (1) lygtis, siejanti dvi molekuliy lipofi-
liSkumo charakteristikas — neutralios formos pasiskirstymo tarp 1-oktanolio ir
vandens koeficienta log P,s, ir nuo pH priklausomg pasiskirstymo koeficientg

log D,

logD,,, = log(Zfi R] = log(zjfi .101081%/”%,»] (1)

f; Zymi i-osios jonines formos dalj tirpale esant pasirinktam pH, P; — jos pasiskirs-
tymo koeficienta, o A; — skirtumg tarp i-osios ir neutralios formos log P.
Koeficientas log D, daznai naudojamas kaip deskriptorius struktiiros ir akty-
vumo ry$io modeliuose, kadangi §is parametras atspindi tiek lipofiliSkumo, tiek
jonizacijos efekta. Toks poziiiris turi svarby trukumg — log D,,, naudojimas reis-
kia, kad tiriamosios savybés priklausomybé nuo jonizacijos turéty biiti tokia pati,
kaip ir 1-oktanolio/vandens atveju. Biologinése sistemose Sios priklausomybes
pobidis gali skirtis, ir konkre€ioje sistemoje gali biti stebimos kitokios A; reiks-
meés nei 1-oktanolyje. Atsizvelgiant ] tai pasiskirstymo tarp dviejy faziy koeficien-
tas (K,) apraSomas joniniy formy specifinio pasiskirstymo (angl.: ion-specific par-

titioning) lygtimi:

logk, = log(Zfi -K;’,] _ log(z 7 .1ol°gK;+Ai] o

(2) lygtyje log K, priklausomybé nuo jonizacijos yra iSreiSkiama tokiu pat principu
kaip ir log D, atveju, taCiau A; reikSmés néra ekstrapoliuojamos 1§ oktano-
lio/vandens sistemos, o nustatomos kiekvienai savybei atskirai.

Neutralios formos log K, galima aprasyti molekulés lipofiliskumu (log P,,).

Taip 1 modelj gali biti jtraukiami papildomi parametrai, atspindintys vandeniliniy
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ry$iy sudarymo potencialg, (3) lygtyje toks parametras Zymimas HB. Daugelio
biologiniy savybiy priklausomybé nuo lipofiliSkumo netiesiné — labai lipofiliniai
junginiai yra sulaikomi membranoje, dél to savybés verté¢ didéja tik iki tam tikro
(optimalaus) log P,,,, o toliau didinant log P,,,, pradeda tolygiai mazeéti. Tok] pri-
klausomybeés pobiidj geriausiai aprago H. Kubinyi pasiilyta bilinijiné lygtis®:

logK® =c, +¢,log P, +alog(l+10°%"" )+ [c, HB] 3)
Co-C2, 0. 1t B yra netiesings regresijos metodu parenkami koeficientai.

Nagrinéjamy sistemu ypatumai. Biologiniy membrany pralaidumas. Vais-
ty molekulés gali jveikti lgstelinius pernasSos barjerus, tokius kaip zarnyno epitelis,
dviem biidais — tarplasteliniu (angl.: paracellular) ir vidulasteliniu (angl.: transcel-
lular). Papildoma barjerg sudaro vadinamasis nemaiSomas vandens sluoksnis
(angl.: UWL — unstirred water layer). Bendras sistemos pasiprieSinimas difuzijai
(atvirk$¢ias pralaidumo koeficientui P, dydis) apragomas (4) lygtimi:’

et —— @)
P PUWL

e

trans T 4 para

Py itaka yra reikSminga tik labai lipofiliniams junginiams, laisvai difunduo-
jantiems pro epitelio lasteliy membranas. /n vivo Zzmogaus Zarnyne Pyy; ribojamas
absorbcijos efektyvumas eksperimentiskai neatskiriamas nuo 100%’. Difuzija pro
vandeniu uzpildytas poras glaudziosiose jungtyse gali biiti apraSyta Adson et al.
pasitlytu teoriniu modeliu'’, pagal kurj tarplastelinio kelio pralaidumas (Ppara) pIri-
klauso nuo molekulés jonizacijos biisenos (dé¢l neigiamo transepitelinio potencialy
skirtumo katijonai difunduoja greic¢iau) bei jos dydzio. Difuzijos greitis staigiai
mazéja molekulés sferinio atitikmens spinduliui artéjant prie vidutinio poros spin-
dulio, kuris Zmogaus Zarnyno epitelyje siekia apie 5,6 A'', o Caco-2 lasteliy mo-
nosluoksniuose — 4,6 A. Vidulastelinio kelio pralaidumas (Pj.,) aprasomas Fiko
désniais. Analizuojant log PS duomenis nustatyta, kad apie 90% P,..,s variacijos
lemia junginio tirpumas fosfolipidin¢je membranoje, modeliuojamas (2-3) pavida-
lo lygciy sistema. Toliau Sioje santraukoje Pyyy ir Py, néra aptariami, o 2 skyriu-

je pristatomi P,,; modeliavimo rezultatai.
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Absorbcija Zmogaus Zarnyne. (4) lygties pagalba galima apskaiCiuoti Zarny-
no epitelio efektyvyj] pralaidumg vaistams (log P.y). Absorbcijos efektyvuma
(%HIA4) galima susieti su log P, pirmojo laipsnio kinetine lygtimi, tac¢iau Yu ir
Amidon parodé, kad eksperimentinius duomenis geriau atitinka septyniy kom-
partmenty CAT (angl.: Compartmental Absorption and Transit) modelis'?, kuris ir
buvo panaudotas Siame darbe:

%HIA=100%x(1-(1+C,P,)7) 5)

Hematoencefaliné uztvara. D¢l labai tankaus glaudZiyjy jung€iy tinklo tarp
kaimyniniy smegeny kapiliary endotelio lasteliy difuzija tarplasteliniu keliu be-
veik nevyksta (P, = 0). Tam, kad patekty j smegenis, molekulés turi difunduoti
pro lasteles’. NemaiSomo vandens sluoksnio storis smegeny kapiliaruose taip pat
artimas nuliui’, tatiau Pyy; narj (4) lygtyje $iuo atveju atstoja kitas veiksnys —
kraujotakos grei¢io ribojama pernaga (Pr~ 0,1 ml/s/g)".

Pasiskirstymas tarp kraujo ir audiniy. Pagrindinis skirtumas tarp biologiniy
membrany pralaidumo ir pasiskirstymo j audinius charakteristiky yra tai, kad pas-
taruoju atveju nagrin€¢jama pusiausvyra tarp dviejy vandeniniy faziy (pvz., kraujo
plazmos ir smegeny tarplastelinio skys¢io). Nuo junginio pernasos pro membrang
greicio priklauso tik tai, ar $i pusiausvyra bus pasiekta.

Jeigu junginys pasyviai difunduoja pro lgstelinius pernasos barjerus, staciona-
riajame buvyje jo laisvos (t.y. nesusijungusios su baltymais ar lipidais) formos
koncentracijos (c,”) plazmoje ir tarplasteliniame skystyje susilygina. Tuomet ne-
sudétingy matematiniy veiksmy déka galima jsitikinti, kad pusiausvyrinio pasi-
skirstymo koeficientas iSreiSkiamas junginio laisvos formos daliy (f,) skirtinguose
kompartmentuose santykiu, pvz., log BB atveju:

= log BB = logM (0)

u,br

SS SS
=C

cu ,pl u,br

Taigi, log BB reikSm¢ lemia junginio giminingumo plazmos baltymams ir
smegeny audinio komponentams (daugiausiai lipidams ir lipoproteinams) skirtu-

mai. Abiem atvejais susijungimo stiprumas priklauso nuo lipofiliSkumo, ir Sie
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efektai kompensuoja vienas kita. Siame darbe pademonstruota, kad log BB visai
nekoreliuoja su molekuliy lipofiliSkumu, nors tarp log P,,, ir pf..» (laisvos formos
smegenyse f, 5 neigiamas deSimtainis logaritmas) stebima aiSki teigiama koreliaci-
ja'*. Vienas fizikocheminis modelis negali aprasyti dviejy skirtingy procesy super-
pozicijos, todél vaisty susijungima plazmoje ir audiniuose atspindintys parametrai
turi biiti modeliuojami atskirai.

Daugeliui vaisty Zinomos eksperimentinés %PPB reikSmeés — jy pagrindy su-
kurtas modelis junginio laisvos formos dalies plazmoje (f,,,;) jvertinimui. Turint
iSmatuotg ar prognozuotg f, ,; 1§ eksperimentiniy log BB duomeny pagal (6) lygt]
galima apskaiGiuoti junginio laisvos formos dalj smegenyse (f; ). Sis parametras
savo ruoztu susiejamas su tariamgja giminingumo smegeny audiniui konstanta
K, app, kurios kitimo skalé néra apribota [0; 1] intervalu:

o, = —log f,,, =logl+X,,,) (7
log K,y priklausomybé nuo lipofiliSkumo ir jonizacijos aprasoma (2-3) pavidalo
lygciy sistema.

Pasiskirstymo tiris. Stacionariojo biivio pasiskirstymo tiirj (Vss) su junginio
laisvos formos dalimi plazmoje (f,,;) ir audiniuose (f,.) sieja fiziologiné¢ Oie-
Tozer lygtis"’. Cia pateikiama jos modifikuota iSraiSka, atsizvelgianti j Zmogui bi-
dingas fiziologiniy konstanty (V4, V) reikSmes bei indikatorin} kintamajj (Ip =
1/0), nurodant] ar junginys néra pernelyg hidrofilinis, kad galéty patekti i lasteliy
vidy:

S

u,ti

Vs = VA(1+fu,pl)+[PVR (8)

Vss kitimg daugiausiai lemia f, ,/f,,» reikSmiy santykis, todél Si savybé mode-
liuojama panasiai kaip log BB: eksperimentinés Vg vertés transformuojamos i pf,, s
ir log K}, 4, 0 pastarasis dydis apraSomas (2-3) pavidalo lyg¢iy sistema. Pazyméti-
na, kad ne visi turimi pasiskirstymo turio eksperimentiniai duomenys atitinka sta-
cionariojo buivio sglygas, taiau daugeliui junginiy skirtumas yra minimalus ir jo

galima nepaisyti.
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2. Biologiniy membrany pralaidumo modeliai

Modeliy apmokymo bei patikros statistiniai rezultatai apibendrinti 2 lenteléje.
Tiek log PS, tiek log P, (Caco-2) atveju stebima labai gera koreliacija tarp ekspe-
rimentiniy ir prognozuojamy savybiy reikSmiy (1 pav., virSuje), o panasis statisti-
niai rodikliai gauti apmokymo ir patikrinimo duomeny rinkiniams rodo, kad su-
kurti modeliai néra pernelyg prisitaike prie apmokymui panaudoty junginiy. Siek
tieck mazesnis determinacijos koeficientas log PS iSorinés patikros atveju gauna-
mas dél siauresnés reikSmiy skalés — §] duomeny rinkinj sudaro tik CNS vaistai ir
suprantama, kad beveik visy jy log PS patenka j virSutine skalés dalj (nuo -3 iki -
1), kai visa skalé apima 4 logaritminius vienetus (nuo -5 iki -1).

Absorbcijos Zmogaus Zarnyne modelio jvertinimui pritaikyta kiek nejprasta
metodika — d¢l analizei tinkamy duomeny stokos sigmoidinés kreivés centrinéje
dalyje visi turimi procentiniai %HIA duomenys panaudoti modelio apmokymui.
Patikra atlikta remiantis kitokio pobtidzio duomenimis — Zarnyno perfuzijos meto-
du nustatytais pralaidumo koeficientais (log P.y) bei absorbcijos grei¢io konstan-
tomis (log K,), kurios tiesiogiai proporcingos log P (1 pav., apacioje). Pakanka-
mai didelis $iy konstanty prognozavimo tikslumas rodo, kad modelis, parametri-
zuotas naudojant %HIA reikSmes, gerai atspindi teorinj ry$j tarp skirtingy absorb-
cijos kiekybiniy charakteristiky.

2 lentelé. Savybiy, aprasanc¢iy biologiniy membrany pralaidumg vaistams, modeliavimo rezulta-
tai.

Modeliuojamasis dydis ir duomeny rin- Statistiniai rodikliai

kinys N R’ RMSE
log PS (apmokymo duomenys) 125 0,84 0,48
log PS (vidiné patikra) 52 0,82 0,49
log PS (iSoriné patikra) 43 0,72 0,52
log P, (Caco-2, apmokymo duomenys) 473 0,81 0,50
log P, (Caco-2, vidiné patikra) 209 0,78 0,47
log P, (Caco-2, iSoriné patikra) 300 0,75 0,55
%HIA (apmokymo duomenys) 567 0,93 —
log P.y(1Soriné patikra) 25 0,72 0,45
log K, (iSoriné patikra) 22 0,84 0,35
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log PS iSoriné patikra log P, (Caco-2) iSoriné patikra

376
-4 25
2,0 A
® o) 1,5 1
E £
2 3
) k7
2 Q®
8 g
[¢]
=1,2082x - 0,177 _
SO y =0,8065x + 0,1102
’ R2=0,753
=6 =2-0
log PS (apskaiciuota) log P, (apskaiciuota)
log P, vs. log K, iSoriné patikra
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y =0,5738x + 2,3281 e} 0,8
R? = 0,8366 8
lo) 0,6 T
g °© ° 0,4 1
— o o
g g [o} 0,2 1
2 2
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X X 04
3 o 0,4
2 0,6 1
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log P.;; (apskaiéiuota) log P, (apskaiciuota)

1 pav. Eksperimentiniy ir prognozuojamy savybiy reikSmiy palyginimas smegeny endotelio bei
zarnyno epitelio pralaidumo vaistams modeliuose.

Deskriptoriy jtaka. StatistiSkai parinkti deskriptoriy koeficientai smegeny
endotelio bei zarnyno epitelio pralaidumo modeliuose apibendrinti 3 lenteléje. Di-
dZiausig teigiamg efekta paprastos difuzijos vidulasteliniu keliu grei¢iui turéjo
vaisty lipofiliskumas (¢; = +0,5..+0,7), o vandeniliniy ry$iy centry skaicius turéjo
neigiamg jtaka. BBB ir Caco-2 sistemose pastebétas rySkus difuzijos grei¢io mazé-
jimas (c; +a <0) virSijus optimaly log P,,, dél lipofiliniy medziagy sulaikymo
membranose. Bilinijiné epitelio pralaidumo priklausomybé nuo lipofiliSkumo néra
stebima analizuojant in vivo absorbcijos duomenis, nes visiSkg absorbceijg (%HIA
=~ 100%) atitinka platus log P4 reikSmiy intervalas, ir bilinijinis efektas galéty buti
reik§mingas tik ypatingai lipofilinéms molekuléms, kurios néra gerai reprezentuo-

tos tarp turimy eksperimentiniy duomeny.
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3 lentelé. NLS metodu parinktos koeficienty reikSmés biologiniy membrany pralaidumo mode-
liuose ir jy palyginimas su paprastomis in vitro sistemomis (OCT — 1-oktanolis, LIP — liposo-
mos, BBB — hematoencefalin¢ uztvara, HIA — Zmogaus zarnyno epitelis, Caco-2 — Caco-2 laste-
liy monosluoksniai.

Parametrai PaaiSkinimas OCT LIP BBB HIA Caco-2
Skaliy sulygi-  Cpura  Ppara proporcingumo - - - 7,0-10™ 450
nimas daugiklis

CA Sieja %HIA su Peff — — — 5300 —
Co Laisvasis narys neelekt- 0,0 -1,7 -2.5 +2,2
rolitams
LipofiliSkumas i log P, koeficientas +1,0 +0,8 +0,5 +0,7 +0,6
o Savybés pokytis virSijus — — -1,25 — -1,6
optimaly log P,
(c1+a)
S ReikSme, artima opti- - - 5 - 4
maliam log P,
H-rysiai e Nyp koeficientas — — -0,2 -0.4 -0.4
Jonizacija Ai/c;  Elektrostatinis efektas. -2.5 — -1.4° -2,0 -1.4
Ai/c;  Skirtumas tarp jonizuo- 3,1 -1,25  -1.8 -2,3 -1,8
A/c; tos ir neutralios formos -4,1 -2,5 -3,0 -3.3 -2,8
A,/c,  difuzijos grei€io — — _ _ 4.2

Jonogeniniy grupiy jtaka transmembraninés difuzijos grei¢iui aprasytuose mo-
deliuose atspindi A; koeficientai. Tam, kad galima biity tiesiogiai palyginti joniza-
cijos efekta skirtingose sistemose, 3 lentel¢je pateiktos koeficienty reikSmeés, nor-
muotos pagal log P,,, koeficienta (A/c;). Analizuojant lentelés duomenis galima
padaryti i§vada, kad zarnyno epitelio ir smegeny endotelio pralaidumas elektroli-
tams zymiai didesnis, negu biity galima tikétis 1§ 1-oktanolio/vandens pasiskirsty-
mo duomeny. Sj skirtuma iliustruoja 2 pav., kur %HIA sigmoidiniy kreiviy po-
slinkiai elektrolitams yra mazdaug 1 logaritminiu vienetu maZesni, negu sekty 18
OCT sistemai taikomos A =~ 3-4 taisyklés’. Taigi, log D,, deskriptorius netinka
jonizacijos jtakos apraSymui — jo panaudojimas jvesty j jonizuojamy junginiy di-
fuzijos grei¢io skai¢iavimus (A; — A;°“") dydzio paklaidas. Panasus, bet dar labiau
i8reikStas nukrypimas nuo oktanolio/vandens A; reikSmiy stebétas eksperimentis-

kai analizuojant junginiy pasiskirstyma tarp vandens ir liposomy’.

? Dél aukstos kokybés log PS duomeny stokos cviterjoniniams junginiams, reik§mé ekstrapoliuota i§ Caco-2 siste-
mos.
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%HIA vs. log P,,,

® Neelektrolitai
o Monokatijonai °

A Monoanijonai

%HIA

o $ n V——
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
|°g Po/w

2 pav. Sigmoidin¢ priklausomybé tarp %HIA ir log P,4,. Tarplastelinio kelio jtakos sumazinimui
pavaizduoti tik tie junginiai, kuriy MW > 250.

Kadangi liposomose néra ekspresuojami jokie baltymai neSikliai, galima teigti,
kad palyginti didelis pralaidumas organiniams jonams yra bendras fosfolipidiniy
membrany bruozas, nors tai ir prieStarauja nuo pH priklausomo pasiskirstymo teo-
rijai, pagal kurig tik neutralios molekulés gali difunduoti pro membranas. Sis klau-
simas placiai aptariamas literatiiroje ir sitiloma keletas galimy paaiskinimy, pvz.,
jonogeniniy grupiy pK, poslinkis membranos aplinkoje.

Kitas svarbus pastebé¢jimas yra tai, kad visose tirtose biologinése sistemose
(BBB, HIA, Caco-2) gautos labai panaSios A; reikSmés: skirtumai tarp jy nevirSija
eksperimentiniy duomeny paklaidos. Pagal analogijg su 1-oktanolio/vandens sis-
tema, galima iSkelti hipotezg, kad jonizacijos jtakg biomembrany pralaidumui ga-
lima aproksimuoti empirine A = 2-3 taisykle (2 log vienety skirtumas katijonams,
3 log vienety — anijonams). Akivaizdi tolimesniy tyrimy kryptis — patikrinti ar $1
hipotez¢é galioja ir kitose sistemose, pvz., modeliuojant absorbcijg pro odg ar pla-

centos uztvarg.
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3. Pasiskirstymo tarp kraujo ir audiniy modeliai

Susijungimas su plazmos baltymais. %PPB modelis buvo sukurtas naudo-
jant GALAS (angl.: Global, Adjusted Locally According to Similarity — globalus,
pakoreguotas lokaliai atsizvelgiant ] panaSumg) modeliavimo metoda. Kiekvieng
GALAS modelj sudaro dvi dalys:

¢ Globalusis (bazinis) modelis. Apraso tiriamosios savybés rySio su molekulés
struktiira bendrasias tendencijas bei apibrézia vadinamajj dinaminio panaSumo
rakty. Tolydiems dydziams kuriamas PLS statistinio metodo pagalba.

e Lokaliosios korekcijos procediira. Analizuoja bazinio modelio prognoziy
atitikimg eksperimentiniams duomenims lokalioje cheminés erdvés srityje bei
jveda reikiamas pataisas.

Ivertinus tiriamojo junginio panaSumg j apmokomagjj rinkinj bei duomeny pa-
nasSiausiems apmokomojo rinkinio junginiams (ne)prieStaringumg bazinio mode-
lio prognozéms GALAS modelis pateikia kiekybinj prognozés tikslumo matg —
patikimumo indeksg (R/, angl.: Reliability Index), kuris kinta nuo 0 iki 1. R/ ma-
7éjimas reiskia, kad junginys tolsta nuo modelio pritaikymo srities”.

%PPB dydis iSreiSkiamas procentin¢je skal¢je, taigi, pasiZymi sigmoidine pri-
klausomybe nuo struktiiriniy ar kity deskriptoriy, atspindinciy suriS§imo energija.

Todél pries modeliavimg duomenis biitina ,,iStiesinti®.

A. Vidiné patikra (R/ 20.3) B. Vidiné patikra (R/ 2 0.6)
° 90 ~
o o
N E
o] o]
[] e} []
B B
Q Q
3 3
X X
-4 2 0 2 4 -4 2 0 2 4
log K., (apskaiciuota) log K., (apskaiciuota)

3 pav. %PPB prognozavimo rezultatai patikrinimo duomeny rinkinio junginiams, esant dviems
skirtingiems patikimumo indekso (R/) réziams: (A) junginiai, patenkantys ] modelio pritaikymo
srit] (RI > 0,3); (B) tik auksto ar vidutinio patikimumo prognozés (Rl > 0,6).
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Siam tikslui procentinés reik§més buvo paverstos tariamosios giminingumo
plazmos baltymams konstantomis log K, pagal (9) lygtl. Tuomet, bazinio PLS
modelio kiirimui bei korekcijai pagal panaSuma panaudotos log K, konstantos,
kaip parodyta (10) lygtyje. Galutiné prognozuota log K,,, reikSmé gali buti per-
skai¢iuojama atgal ;| % PPB:

%PPB
logKk, =lo 9
— g(lOO%—%PPB} ©)
log Kapp,progn. = log Kapp,bazinis + A (10)

Modelio statistiniai rodikliai pateikti 4 lenteléje, o sigmoidineé priklausomybe
tarp eksperimentiniy %PPB ir apskaiCiuoty log K, pavaizduota 3 pav. Prognoza-
vimo tikslumas palyginamas su literatiiroje publikuotais modeliais, taip pat stebi-
mas akivaizdus pageréjimas filtruojant prognozes pagal R/ reikSmes. Gauti rezul-
tatai rodo, kad GALAS metodas tinka vaisty susijungimo su plazmos baltymais
modeliavimui, o patikimumo indeksas leidzia atskirti tikslesnes prognozes nuo
maziau tiksliy.

Pasiskirstymas tarp kraujo ir audiniy. 4 lentel¢je taip pat apibendrinti
log BB ir Vs dydziy modeliavimo rezultatai, o grafinis prognoziy vaizdas patikri-
namyjy rinkiniy junginiams pateiktas 4 pav.

4 lentelé. Savybiy, aprasanciy vaisty gimininguma kraujo plazmos baltymams ir audiniy lipi-
dams, modeliavimo rezultatai.

Modeliuojamas dydis ir duomeny Statistiniai rodikliai

rinkinys N R’ RMSE AFE
%PPB (vidiné patikra, R/ > 0,3) 265 0,70 0,59 -
%PPB (vidiné patikra, R/ > 0,6) 107 0,82 0,51 —
log BB (apmokymo duomenys) 329 0,52 0,38 —
log BB (vidiné patikra) 141 0,54 0,39 -
pfu.sr (@pmokymo duomenys) 329 0,75 0,38 —
pfusr (viding patikra) 141 0,74 0,39 —
pfu.br (180ring patikra (1)) 30 0,72 0,43 —
pfu.br (180ring patikra (2)) 21 0,72 0,35 —
Vss (apmokymo duomenys) 346 0,75 0,44 2,03
Vss (vidiné patikra) 150 0,80 0,41 1,96
Vss (1Soriné patikra (1)) 352 0,74 0,50 2,28
Vss (1Soriné patikra (2)) 90 0,73 0,47 2,09
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Visais atvejais apskaiCiuotos savybiy vertés gerai atitinka eksperimentinius
duomenis, o vidutiné kvadratiné prognozavimo klaida (RMSE) nevirsija 0,4-0,5
logaritminio vieneto. Palyginimui, log BB nustatymo eksperimentin¢ paklaida ver-
tinama apie 0,3 logaritminio vieneto'®.

Nagring¢jant konkreCias savybes verta pazyméti didesnj skirtuma tarp giminin-
gumo smegeny audiniui (pf,,-) ir log BB skai¢iavimo determinacijos koeficienty.
Siy dviejy dydziy prognozés RMSE yra visuomet vienodas pagal modelio apibré-
7ima, tadiau skai¢iuojant log BB konstantas gaunama gerokai mazesné R’ reik§meé.
Taip atsitinka dé¢l analizuojamy duomeny pobidzio — kaip jau minéta, log BB at-
spindi dviejy prieSingomis kryptimis veikian¢iy procesy efekta. Abu procesai pri-
klauso nuo lipofiliskumo ir 1§ dalies kompensuoja vienas kito poveikj. Tod¢l dau-
gelio pasyviai transportuojamy junginiy log BB reik§més koncentruojasi apie nulj
(Zr. 4 pav.). Kituose log BB modeliavimo darbuose R’ svyruoja gana plat¢iame in-
tervale (0,5-0,9), taciau geresni rodikliai gaunami tik tais atvejais, kai log BB skalé
dirbtinai iSpleciama jtraukiant aktyviai transportuojamus junginius. Gerokai svar-
besnis modelio prognozuojamosios galios rodiklis yra tai, kad panaSios RMSE
reik§més gaunamos analizuojant iSorinés patikros duomeny rinkinius, kuriuos su-
daro tiesiogiai iSmatuotos (o ne perskaiciuotos 1§ log BB) pf,, »- vertes.

Praktikoje lyginant vaisty pasiskirstymo tirius Vsg dydis paprastai néra ver-
Ciamas ] logaritming skalg. Todél jo prognozavimo tikslumg patogu vertinti naudo-
jant AFE (angl.: Average Fold Error) statistika, kuri parodo kiek karty suskai¢iuo-
ta reikSmé vidutiniSkai skiriasi nuo eksperimentinés. Tuo tarpu, 4 lenteléje pateik-
tos R’ ir RMSE reik§més charakterizuoja ne paties Vs, 0 apskaiiuoto pagal (8)
lygti giminingumo audiniams (pf,, ) prognozavimo tikslumg. Tiek apmokymo, tieck
patikros duomeny rinkiniuose AFE yra apie 2, o daugiau nei 90% junginiy prog-
nozuojama Vs reikSmé nuo eksperimentinés skiriasi maziau nei 3 kartus (atitin-

kamo intervalo ribos 4 pav. pazymétos punktyrinémis linijjomis).
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4 pav. log BB ir Vss modeliy vidinés bei iSorinés patikros rezultatai.



4 pav. galima pamatyti, kad abiejuose Vg iSorin€s patikros duomeny rinki-
niuose kai kurie junginiai turéjo stebima pf,; <0. Tokios reikSmes yra teoriskai
neleistinos, nes jos atitinka f, ;> 1. Neigiamy reik§miy atsiradimg galima paaiskin-
ti dviem prieZastimis:

e Eksperimentinés klaidos ar pasaliniy procesy, kuriy negalima apraSyti Oie-

Tozer lygtimi, poveikis nustatant Vg reikSmes;

e Netiksliy susijungimo su plazmos baltymais duomeny panaudojimas Vg per-
skaiiavimui | pf,, ;-

Pastaroji priezastis ypac aktuali pirmajame iSorinés patikros rinkinyje, kuriame
visy junginiy f,, ,; reikSmeés suskaiciuotos skyriaus pradzioje apraSyto %PPB mode-
lio pagalba (antrajame — daugumai junginiy prieinami eksperimentiniai f,, ;). Bet
kuriuo atveju, neigiama pf, ; reikSmé yra aiSkus kriterijus, leidziantis identifikuoti
,problematinius*“ duomenis. Nepaisant keleto tokiy junginiy buvimo, vidutiné
prognozavimo klaida iSoriniuose rinkiniuose tik neZymiai didesné lyginant su ap-
mokomaisiais bei vidinés patikros duomenimis. Gauti rezultatai patvirtina Vgg mo-
delio prognozuojamaja galig bei pademonstruoja, kad sukurtas %PPB modelis tin-
ka vaisty sgveikos su plazmos baltymais apytiksliam jvertinimui tiriant jy pasi-
skirstyma tarp audiniy ir kraujo.

Deskriptoriy jtaka. log BB ir Vs modeliy kiirimo metu parinkti deskriptoriy

koeficientai apibendrinti 5 lenteléje.

5 lentelé. NLS metodu parinktos koeficienty reikSmeés vaisty giminingumo audiniams mode-
liuose (BBB — pasiskirstymo tarp smegeny ir kraujo duomenys (log BB); Vss — stacionariojo bii-
vio pasiskirstymo tiirio duomenys).

Parametrai Paaiskinimas BBB Vss
Skaliy sulyginimas Co Laisvasis narys neelektrolitams -0,7 -1,7
LipofiliSkumas i log P, koeficientas +0,6 +0,5
o Savybés pokytis virSijus optimaly log P, -0,6 —
(c1+a)
S Reik§mé artima optimaliam log P, 5 —
Jonizacija A./cy  Elektrostatinis efektas. Skirtumas tarp joni- -0,2 0,0
Ai/cy  zuotos ir neutralios formos giminingumo -0,2 0,0
AJcy audiniams. -1,0 -1,8
A_z/ C1 — -2,8
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Didziausig teigiama efektg vaisty sgveikai su lipidais turé¢jo jy lipofiliSkumas
(c; = +0,5..40,6). Analizuojant vaisty giminingumg smegeny audiniui pastebétas
jungimosi prie lipidy jsisotinimas (c¢; + a = 0) pasiekus log P, = 5, tuo tarpu Vg
atveju tokio efekto neaptikta. Abiejuose modeliuose nepastebéta statistiSkai reiks-
mingos vandeniliniy ry$iy sudarymo potencialo jtakos.

Didziausig kokybinj skirtumg tarp sistemy, charakterizuojanc¢iy biomembrany
pralaidumg ir pasiskirstyma ] audinius, sudaro jonizacijos jtaka nagrinéjamiems
procesams. Bazés bei cviterjonai jungiasi prie lipidy taip pat efektyviai, kaip ir ne-
jonizuojami junginiai (bazés — prie anijoniniy fosfolipidy (fosfatidilcholino), kitos
joninés formos — prie neutraliy fospolipidy, pvz., fosfatidilserino)''®. Tik ragstys
pasizymi pastebimai maZesniu giminingumu audiniams dél elektrostatinés stiimos
nuo neigiamai jkrauty fosfolipidiniy membrany pavirSiaus. Taip pat yra akivaizdus
kiekybinis skirtumas tarp anijoniniy grupiy jtakos BBB ir Vg sistemose. Smege-
nyse A_ absoliutiné verté¢ yra mazesné, kadangi silpnesnis anijony susijungimas su
lipidais i§ dalies kompensuojamas jy stipresnés sgveikos su smegeny albuminu.
Fiziologingje Vs skaiCiavimo lygtyje jau atsizvelgta j tarplasteliniame skystyje
esancio albumino jtaka, todél modeliuojamasis pf, ; dydis atspindi vaisty sgveikg
tik su lipidais ir ,,kompensacinis efektas nepasireiskia.

Kaip ir biomembrany pralaidumo atveju, galima manyti, kad vaisty jonizacijos
jtakg jy giminingumui lipidams visose sistemose turéty biiti vienoda. ApraSytas
Vss modelis 1§ dalies jau yra tokio apibendrinimo pavyzdys, nes bendrasis pasi-
skirstymo tiiris organizme prognozuojamas vienos lygties pagalba neskiriant jvai-
riy audiniy tipy. Remiantis Siuo modeliu iSkelta hipotez¢, kad teigiamai jkrautos ir
cviterjoninés formos buvimas neturi jtakos vaisty susijungimo su lipidais stipru-
mui, tuo tarpu anijonai jungiasi apie 100 karty silpniau (A = 2).

Visgi, §1 hipotezé remiasi tik vienos savybés modeliu, o log BB konstantos d¢l
butinybés papildomai atsizvelgti | saveika su albuminu jos tikrinimui netinka. Dél
Sios priezasties norint jvertinti iSkeltos hipotezés tinkamumg kitoms sistemoms

reikéjo kito parametro, atspindin¢io molekuliy saveika vien su lipidais.
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A. log Kp, inc (A =4 modelis) B. log K, inc (A =2 modelis)
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5 pav. Vaisty susijungimo su kepeny mikrosomomis prognozavimo rezultatai: (A) Austin et al.
modelis (A =4; RMSE = 0,63); (B) testuojamasis modelis (A = 2; RMSE = 0,52).

Siam tikslui buvo panaudoti duomenys, apibtidinantys vaisty susijungima su
kepeny mikrosomomis. I§ Austin et al. straipsnio'’ surinktos 56 vaisty laisvos
formos dalys mikrosomy inkubacijose (f,..). Straipsnio autoriai paverté f,, ;. ta-
riamosiomis giminingumo mikrosomoms konstantomis (log K ;,.) ir pasiiilé pa-
prasta fizikochemin] model; pastarojo dydzio prognozavimui. Pagal jy model;
junginio riigStinés formos log K, ;.. proporcinga log D,,,, o visy kity joniniy formy
log K}, i, proporcinga log P,,,. Taigi, Austin et al. modelis 1§ esmés sutampa su
testuojamuoju modeliu, iSskyrus vienintel] aspekta — anijoninés grupés jtaka jun-
gimuisi prie mikrosomy (A). Siame darbe laikoma, kad A =2, o Austin et al. darbe
atitinkama reikSmé ekstrapoliuota 1§ oktanolio/vandens sistemos (A =4). Abiejy
modeliy uZtikrinamas log K ;,. prognozavimo tikslumas palyginamas 5 pav. Ka-
dangi duomeny rinkinyje vyrauja neutrallis ir baziniai vaistai, kuriems prognozés
i§ principo nesiskiria, pereinant nuo vieno modelio prie kito bendras R’ pakinta
labai nezymiai. Esminis pokytis atsiranda apatin¢je skalés dalyje, kur susikaupia
rigStiniai junginiai. ,,A =4 modelis jveda pernelyg grieztg pataisa anijoninei for-
mai, kas atsispindi tiek RMSE statistikoje, tiek regresijos tiesés nuolinkio kampe
(testuojamojo ,,A = 2 modelio atveju ties¢ statesné, artima y = x). Gauti rezultatai
rodo, kad apibendrintas jungimosi prie lipidy modelis tinka ne tik pasiskirstymo
tiriui, bet ir kitoms vaisty pasiskirstyma audiniuose charakterizuojan¢ioms savy-

béms prognozuoti.
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4. Patekimas j centrin¢ nervy sistemag
Apzvelgtos vaisty pernasos ] smegenis kiekybinés charakteristikos apraSo

konkre€ius §io proceso kinetinius ar termodinaminius aspektus. Visgi, pagrindinis

klausimas tiriant potencialius CNS vaistus yra bendresnis — ar pernasa vyksta pa-
kankamai efektyviai, kad vaistas galéty pasiekti savo taikinj smegenyse? D¢l Sios
priezasties be kiekybiniy parametry taip pat analizuojami ir kokybiniai duomenys,
kuomet vaistai klasifikuojami ] patenkanCius ir nepatenkancius ] smegenis

(BBB+/-). Vienas 1§ §io darbo uzdaviniy buvo rySio tarp tolydziyjy savybiy

(log PS, log BB) ir BBB+/— klasifikacijos radimas bei teorinis pagrindimas.
Kokybiniai duomenys. Analizei pasirinktas duomeny rinkinys, kurj sudare

apie 1600 vaistiniy junginiy i§ WDI (angl.: World Drug Index) duomeny bazes,

publikuotas Adenot ir Lahana straipsnyje™. Teigiamais (BBB+) laikomi junginiai,
priskirti neuroterapeutiniy vaisty kategorijai, o neigiamais (BBB—) — vaisty klasés,
apie kurias turima duomeny, liudijanciy, kad Sie junginiai nepatenka j smegenis.

Kiekybiniai parametrai. Galutiniame klasifikacijos modelyje panaudoti du
tolydieji parametrai:

o log (PS - f.») — dydis, atvirk§Ciai proporcingas pusiausvyros tarp smegeny ir
kraujo pasiekimo puslaikiui (¢;,)*'. CNS vaisty atveju parodo, kaip greitai pa-
sireiSkia poveikis.

e log BB — vaisto koncentracijy smegenyse ir kraujyje santykis pasiekus pu-

siausvyra, kurig apibrézia ¢;,, dydis. Parodo CNS vaisty veikimo trukme.

6 lentelé. Vaisty klasifikacijos pagal patekimg j CNS rezultatai (dazniy lentel¢).

Stebima\prognozuota BBB+ BBB- Tikslumas

BBB+ 1239 72 94.5%
(Jautris)

BBB- 26 244 90.4%

(specifiSkumas)
Tikslumas 97.9% 77.2% 93.8%
(teigiamy prognoziy  (neigiamy prognoziy  (bendras tikslumas)
tikslumas) tikslumas)
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Klasifikacinis modelis. Junginiy priskyrimas tam tikrai klasei vykdomas re-
miantis klasifikacijos jverciu (Sgpp), kuris apibréZiamas kaip auk$¢iau iSvardinty
kiekybiniy parametry suma. I$ teoriniy modeliy seka, kad jei galioja pasyvios difu-
zijos prielaida, (11) lygtyje pateikta klasifikacijos jvercio iSraiSka gali biiti supap-
rastinta iki vieno parametro — log(PS - f,, ). Sis dydis pagal savo prasme atitinka
in vivo hematoencefalinés uztvaros pralaiduma, t.y. log PS, pakoreguota pagal
junginio laisvos formos dalj kraujo plazmoje:

Syss =log(PS - £, )+log BB =log(PS - £, ) (11)

Ribiné¢ jvercio reikSme, skirianti dvi klases, buvo parinkta LDA (angl.: Linear
Discriminant Analysis) metodu. Nustatyta, kad optimali ribiné reikSmé Sgpp = -3.5.
Ja pritaikius gautas subalansuotas modelis, kurio tiek jautris, tiek specifiSkumas
didesnis uz 90%, o bendras klasifikacijos tikslumas artimas 94% (zr. 6 lentele ir
6 pav.). Pasiektas klasiy atskyrimo lygis yra geresnis nei ankstesniuose darbuose,

naudojanciuose tg pat] duomeny rinkinj.
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6 pav. Vaisty klasifikacijos pagal patekimg j CNS rezultatai. Istrizainés taSkai atitinka ribing
klasifikacijos jvercio reikSme (Szgz = -3,5). Junginiai vir$ jstrizainés priskiriami BBB+ klasei,
junginiai Zemiau jstrizainés — BBB— klasei.
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Teorinis pagrindimas. I§ literatiros Zinoma, kad junginiy pernasos j smege-
nis efektyvuma gerai atspindi laisvos formos pasiskirstymo tarp smegeny ir kraujo
koeficientas K,”. Tiesioginiam modeliavimui §is parametras netinka, nes jo
reik§me daugiausiai lemia pernaSos mechanizmas, o pasyviai difunduojantiems
vaistams K, stacionariajame blvyje turéty buti visuomet lygus vienetui’’. Vis
delto, net ir tiriant pasyviai perneSamus junginius sutinkamos reik§mes K, < 1.
Galimas paaiSkinimas yra toks: atitinkami junginiai difunduoja pernelyg létai ir
nesugeba pasiekti stacionaraus buvio. Tokioje situacijoje galima tikétis tam tikro
rysio tarp log K, ir log PS. 1§ tikryjy, kaip parodyta 7 pav., (A), pasalinus P-gp
neSiklio substratus, gauta nebloga koreliacija tarp log PS ir eksperimentiniy
log K," konstanty, surinkty i§ Fridén et al. straipsnio®. Dar svarbiau, koreliacija
zymiai pager¢jo pakeitus log PS in vivo difuzijos greit] atspindiniu parametru
log(PS - f,,,1) arba jam tapaCiu CNS klasifikacijos jverciu Spgz (7 pav., (B)).

IS $iy rezultaty galima padaryti kelias iSvadas. Pirma, sukurto klasifikacinio
modelio veikimas pagrindZiamas tuo, kad klasifikacijos jvertis gerai atspindi mo-
lekuliy patekimo j CNS kiekybinj matg. Antra, vaistai gali buti priskiriami BBB+
klasei, jeigu jy difuzijos pro hematoencefaling uZtvarg greitis pakankamas tam,

kad biity pasiekta pusiausvyra tarp smegeny ir kraujo.

A. log K, vs. log PS B. log K, vs. log (PS - f,,)
+0 +9
y = 0,4244x + 0,4867 y =0,5301x + 1,0887
R?=0,5726 0,5 R2=0,7372 0,5 A
[
00 —o 00
J ] 0
-0,5 1 -0,5
g g
X 1,0 ¥ 1,0 1
) )
° o
1,5 1 1,5 1
2,0 1 2,0 1
2,5 1 2,5 1
log PS = log (PS - f,1) o

7 pav. Koreliacija tarp log K,” ir hematoencefalinés uztvaros pralaidumo charakteristiky:
(A) eksperimentiskai (in situ) nustatomo log PS; (B) in vivo pralaidumo mato log(PS - f,, 1)
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ISVADOS

GALAS modeliavimo metodas sékmingai pritaikytas vaisty susijungimo su
kraujo plazmos baltymais stiprumo (%PPB) jvertinimui. Sukurto modelio
prognozés pakankamai tikslios, kad jas biity galima naudoti kaip deskripto-
riy modeliuojant tolimesn] vaisty pasiskirstymg organizme.

Paprastos difuzijos pro Zarnyno epitelj ar smegeny kapiliary endotelj greitis
gali biiti apraSytas vien molekuliy fizikocheminémis savybémis, tokiomis
kaip jonizacija, lipofiliSkumas, vandeniliniy rySiy sudarymo potencialas bei
molekulés dydis.

Visose tirtose sistemose stebima panasi difuzijos greicio priklausomybés
nuo jonizacijos kiekybin¢ iSraiSka: jonizuoti junginiai difunduoja pro biolo-
gines membranas 2-3 eilémis lé¢iau uZ neutralias molekules.

DidZigja dalj vaisty giminingumo audiniams variacijos lemia jy lipofilisku-
mo skirtumai. Reik§minga priklausomybé nuo jonizacijos stebima tik rugs-
tiniams junginiams, tuo tarpu bazés ir cviterjonai jungiasi prie audiniy lipi-
diniy komponenty taip pat efektyviai kaip ir neutralios molekulés.

Remiantis auk$¢iau iSdéstytais teiginiais sukurti fizikocheminiai modeliai,
prognozuojantys hematoencefalinés uztvaros (log PS) ir Caco-2 lasteliy
monosluoksniy pralaidumg (log P,), absorbcijos Zmogaus Zarnyne efekty-
vuma (%HIA), pasiskirstymo tarp smegeny ir kraujo konstantg (log BB) bei
stacionariojo biivio pasiskirstymo tiirj (Vss). Visy tiriamyjy savybiy vidutiné
kvadratiné prognozavimo klaida nevir$ija 0,4-0,5 logaritminio vieneto.
Pusiausvyrinio pasiskirstymo tarp smegeny ir kraujo bei $ios pusiausvyros
pasiekimo grei¢io tiesiné kombinacija leidzia 94% tikslumu klasifikuoti
vaistus pagal jy patekimg ] centring nervy sistema.

Tolimesn¢ klasifikacinio modelio analizé¢ parode, kad vaista galima laikyti
patenkanciu ] centring nervy sistema, jeigu jo pernasos ] smegenis efekty-

vumas pakankamas stacionariajam buviui pasiekti.
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SUMMARY

Evaluating pharmacokinetic profiles of novel chemicals using computational
methods has become an attractive alternative to experimental studies in the earliest
stages of drug discovery projects. The objective of this work was to develop me-
chanistic quantitative structure activity relationship models that would facilitate
the assessment of drug absorption and distribution in the body. The analysis in-
volved several parameters reflecting the rate of passive diffusion across biological
membranes (blood-brain barrier and Caco-2 monolayer permeability, extent of
human intestinal absorption) as well as thermodynamic constants related to drug
distribution between plasma and tissues: plasma protein binding strength, steady-
state brain/blood partitioning ratio, steady-state volume of distribution.

Permeation through cellular transport barriers was modeled by nonlinear equa-
tions relating the passive diffusion rate to physicochemical properties of drugs:
lipophilicity, ionization, hydrogen bonding potential and molecular size. The pre-
sented models of intestinal permeability accounted for both transcellular and para-
cellular transport routes. It was demonstrated that brain endothelium and intestinal
epithelium exhibit a quantitatively similar pattern of permeability-ionization de-
pendence — in all considered systems ionized species permeated 2 to 3 orders of
magnitude slower than neutral molecules.

Analysis of tissue to plasma partitioning data revealed the necessity to split
original experimental values into separate terms reflecting plasma and tissue bind-
ing strength. Drugs’ affinity to tissues could then be described by their lipophilici-
ty, whereas detrimental effect of ionization was only observed for acidic drugs.
All developed models demonstrated good agreement between observed and pre-
dicted values with residual mean square error of predictions for validation set
compounds in the range of 0,4-0,5 logarithmic units. Finally, it was shown that a
linear combination of quantitative blood-brain barrier transport parameters allows
classifying drugs according to their access to central nervous system with 94%

overall accuracy.
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