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1 Ivadas

Kepenyse vykstancios citochromy P450 katalizuojamos vaisty metabolizmo reakcijos yra
pagrindinis daugelio vaisty ir kity ksenobiotiky pasalinimo is organizmo budas. Susidare
metabolitai paprastai yra maziau nuodingi ir gali buti grei¢iau pasalinami, nes po bio-
transformacijos lipofiliskos molekulés tampa labiau polinés ir geriau tirpsta vandenyje.
Visgi per greitas vaisto pasalinimas iS organizmo yra nepageidaujamas, todél farmacinés
kompanijos stengiasi padidinti vaisty kandidaty metabolinj stabilumg. Tai dazniausiai
daroma blokuojant ar pakeic¢iant zinomas molekulés vietas, kuriose vyksta oksidacija [1].
Be to, tam tikrais atvejais gali susidaryti toksiski vaisty metabolitai, kurie sukelia pasa-
linj poveikj. Siuo metu vaisty pramone reguliuojancios institucijos reikalauja patvirtinti
ne tik paties vaisto, bet ir jo biotransformacijos produkty sauguma [2]. Dél 8iy priezasciuy
vélesnése vaisto kurimo stadijose metabolitai visada yra nustatinéjami eksperimentiskai,

norint suzinoti galimg jy farmakologinj ar toksinj poveikj.

Ksenobiotiky biotransformacijos fermenty slopinimas yra pagrindiné vaisty tarpusavio
saveiky priezastis. Nuslopinus vaisto metabolizma, sulétéja jo pasisalinimas ir padidéja
koncentracija kraujyje. Dél to taip pat gali pasireiksti nepageidaujamas pasalinis povei-
kis. Keletas vaisty netgi buvo pasalinti is rinkos dél CYP3A4 slopinimo sukelty saveiky
su kitais vaistais [3]. Gebé¢jimas slopinti CYP3A4 turi buti nustatomas visiems vaisty
kandidatams [I], nes CYP3A4 yra pagrindinis vaisty metabolizmo fermentas, lemiantis
daugiau nei 50% vaisty metabolizmg. Sis baltymas yra plataus specifiskumo monooksi-

genaze, oksiduojanti labai jvairius substratus [4].

Norint kuo anksciau issiaiskinti rizika, susijusia su vaisty metabolizmu ar jo slopinimu,
dazniausiai naudojami jvairus in vitro metodai. Juos paprastai papildo ir kompiuterinis
modeliavimas [I]. Nepaisant mazesnio tikslumo, in silico metodai turi daug privalumuy:
jie yra greiti, pigus ir gali buti taikomi ankstyviausiose vaisty paieskos stadijose, netgi
pries naujy cheminiy junginiy sinteze. Nors vaisty metabolizmas yra sudétingas procesas,
jo prognozavimas turint tik medziagos strukturine formule yra jmanomas [5], o sukurti
modeliai yra placiai taikomi pramonéje. Metabolizmo viety prognozés buvo naudoja-
mos ciklooksigenazés-2 slopikliy metabolinio stabilumo optimizavimui [6], o metabolity
identifikavimas masiy spektrometrijos metodais yra greitesnis, naudojant kompiuteriu
prognozuotas ju strukturas [2, [7, 8]. CYP3A4 slopinimo prognozavimas leidzia i$ anksto

suzinoti galimas vaisty saveikas ir palengvina eksperimentiniy tyrimy planavima.



1. Ivadas

ADME savybiy, tarp jy ir metabolizmo bei citochromy P450 slopinimo, prognozavimui
daznai naudojami kiekybinio strukturos ir aktyvumo rysio (angl. quantitative structure-
activity relationship, QSAR) modeliai. Cheminiy junginiy strukturos aprasomos fizi-
kocheminiais, kvantinés chemijos, topologiniais bei dvimatés ar trimates strukturos de-
skriptoriais. Modeliy apmokymui naudojami in vitro ar in vivo eksperimenty duomenys
ir statistiniai regresijos ir klasifikacijos metodai, pvz., dalinis maziausiy kvadraty (angl.
Partial Least Squares, PLS) ar atraminiy vektoriy (angl. Support Vector Machines,
SVM) metodai.

Pagrindinis strukturos ir aktyvumo rysio modeliy trukumas yra tai, kad juos galima
taikyti tik junginiams, strukturiskai panasiems j naudotus modelio apmokymui. Jy api-
bréziama cheminés erdvés dalis yra vadinama modelio pritaikymo sritimi. Pagal OECD
(Ekonominio bendradarbiavimo ir plétros organizacijos) reikalavimus QSAR modeliams,
kiekvienas is juy turi prognozuoti konkrety eksperimentiskai matuojamag dydj, buti pa-
tikrintas, naudojant duomenis, kurie nenaudoti modeliavimui, ir, svarbiausia, susietas
su tam tikra pritaikymo sritimi [9]. Deja, dauguma ankséiau publikuoty vaisty meta-
bolizmg ar jo slopinima prognozuojanciy modeliy yra sukurti naudojant metodus, kurie
neleidzia jvertinti prognoziy patikimumo, dél to kyla klausimy dél jy praktinio panau-

dojimo galimybiy.

Norint iSspresti aukscéiau paminétas problemas, neseniai buvo sukurtas GALAS (angl.
Global, Adjusted Locally According to Similarity — Globalus, lokaliai pakoreguotas pagal
panasuma) modeliavimo metodas. Sis metodas visy pirma buvo sékmingai panaudotas
prognozuojant tolydzias savybes (LogP ir umy toksiskuma) [10, [11]. Jo esmé yra dvieju
metody kombinavimas: globalaus modelio, prognozuojancio tiriama savybe, ir lokalios
korekcijos pagal panasiy cheminiy junginiy eksperimentinius duomenis. Pastarosios taip

pat leidzia jvertinti prognozés patikimuma.

Be modelio pritaikymo srities jvertinimo, kita svarbi GALAS modeliavimo metodikos
savybé yra galimybe iSplésti Sig sritj ir pritaikyti modelj naujy junginiy savybiy prog-
nozavimui. Si adaptacija yra labai paprasta: naujy cheminiy junginiy struktiiros ir
eksperimentiniai duomenys tiesiog pridedami j lokalig modelio dalj, ir tuomet jiems su-
skai¢iuojama reikiama korekcija. Ji yra nesvarbi, jei globalaus modelio prognozés tei-
singos, tacCiau neteisingos prognozés paprastai zenkliai pakei¢iamos, remiantis naujais

eksperimentiniais duomenimis.



1. Ivadas

Darbo tikslai

Sio tyrimo pagrindiniai tikslai buvo:

o pritaikyti GALAS modeliavimo metoda su vaisty metabolizmu susijusiy savybiy

prognozavimui;

o sukurti bei patikrinti modelj, prognozuojantj metabolizmo regioselektyvuma.

Norint pasiekti siuos tikslus, buvo iskelti konkretus uzdaviniai:

 sukurti modelj, prognozuojantj tikimybe, kad organinis junginys slopins CYP3A4
($i savybé buvo pasirinkta kaip su vaisty metabolizmu susijusios savybés pavyz-
dys);

« sukurti metabolizmo regioselektyvumo modelj, prognozuojantj oksidacijos tikimy-

be kiekvienam organinio junginio atomui;

o parodyti, kaip Siuose modeliuose veikia pagrindinés GALAS modeliavimo meto-
do savybés (korekcija pagal panasuma, prognozés patikimumo indeksas, galimybeé

greitai apmokyti modelius);

« patikrinti metabolizmo regioselektyvumo prognozes naudojant naujy junginiy duo-

menis;

o palyginti metabolizmo regioselektyvumo prognozes su anksciau publikuoto modelio
SMARTCyp prognozémis.

Disertacijos turinys

Disertacija parasyta angly kalba. Ja sudaro Sios dalys: Ivadas, Literaturos apzvalga,
Duomenys ir metodai, CYP3A4 slopinimo modeliavimo rezultatai ir jy aptarimas, Meta-
bolizmo regioselektyvumo modeliavimo rezultatai ir jy aptarimas, ISvados. Disertacijoje
yra 134 puslapiai, 26 paveikslai ir 17 lenteliy. Pateikiamas 1 priedas, cituojami 182

literaturos Saltiniai.



1. Ivadas

Rezultaty mokslinis naujumas

o GALAS modeliavimo metodas buvo sékmingai pritaikytas su vaisty metabolizmu

susijusiy savybiy prognozavimui.

o Sukurtas zmogaus kepeny mikrosomy katalizuojamo metabolizmo vietas progno-
zuojantis modelis yra pirmasis regioselektyvumo QSAR modelis, kuris apibrézia

savo pritaikymo sritj.

o Sukurti CYP3A4 slopinima ir metabolizmo regioselektyvuma prognozuojantys mo-
deliai gali buti apmokomi naudojant eksperimentinius naujy junginiy duomenis
tiesiog pridedant juos j lokaliag modelio dalj, o pilnas permodeliavimas yra nereika-

lingas.

Praktinis taikymas

Siame darbe sukurti GALAS modeliai gali biiti naudojami farmacijos pramonéje. In
silico metodais galima tirti naujy vaisty kandidaty savybes dar pries juy sinteze. Prog-
nozavus CYP3A4 slopinimg galima nuspéti tikétinas vaisty saveikas ankstyviausiose ju
paieskos stadijose. Regioselektyvumo modeliavimo rezultatai leidzia tiketis praktinio
sio modelio pritaikymo metabolinio stabilumo optimizavimui ir metabolity strukturos
nustatymui. Pateikiamas prognozés patikimumo jvertinimas palengvina junginiy pri-
oritetizavimg prie§ eksperimentinius tyrimus, o naudojantis paprastu GALAS modelio
apmokymu galima jj pritaikyti junginiams, tiriamiems bet kokiame vaisty kurimo pro-
jekte.

Ginami teiginiai

o Strukturos ir aktyvumo rysio modeliai, prognozuojantys CYP3A4 slopinima ir Zmo-
gaus kepeny mikrosomy katalizuojamo metabolizmo regioselektyvuma buvo sukur-

ti naudojant GALAS modeliavimo metoda.

o Sukurti modeliai geba apibrézti savo pritaikymo sritj, suskai¢iuodami prognozés

patikimumo indeksa, kurio didesnés reiksmeés atitinka didesnj prognoziy tiksluma.



2. Duomenys ir metodai

o Sukurty GALAS modeliy pritaikymo sritis yra lengvai iSple¢iama, pridedant naujy
junginiy j lokalig modelio dalj.

o Regioselektyvumo prognoziy, gauty naudojant sukurta modelj, kokybé yra paly-
ginama su programos SMARTCyp prognozémis, kurios apskaiciuojamos kvantinés

chemijos metodais.

2 Duomenys ir metodai

2.1 CYP3A4 slopinimo duomenys

I$ literaturos buvo surinkti duomenys apie CYP3A4 slopinima 907 junginiams. Tie jungi-
niai, kurie turéjo ICsy < 40 puM, buvo klasifikuoti kaip CYP3A4 slopikliai, turintys 1Cs
> 60 puM — kaip neslopikliai, o turintys tarpines IC5o reikSmes (40-60 pM) ar priestarin-
gus rezultatus skirtinguose eksperimentuose buvo pazymeti kaip neapibrézti duomenys.
Kitas CYP3A4 slopinimo duomeny rinkinys buvo parsiystas i PubChem duomeny bazés
(assay ID 884) 2008 m. birzelio 10 d. [12]. Jis buvo suklasifikuotas dvejopai. Pirmoji
klasifikacija atitinka literaturos duomeny klasifikacija. Kitu atveju CYP3A4 slopikliai
buvo tik efektyviai §j fermentg slopinantys junginiai. Junginiy skaicius, klasifikavimo
kriterijai ir pasiskirstymas pagal CYP3A4 slopinima visuose duomeny rinkiniuose yra
pateikti [1] lenteléje.

2.2 Regioselektyvumo duomenys

873 junginiy metabolizmo duomenys buvo surinkti is publikacijy, kuriose aprasyti meta-
bolitai, susidare inkubuojant organinius junginius su zmogaus kepeny mikrosomomis ar
rekombinantiniais zmogaus citochromais P450. Anglies atomai, turintys bent viena pri-
jungta vandenilio atoma, ir sieros atomai buvo pazyméti kaip metabolizmo vietos, jei
buvo stebima juy oksidacija. Visas atomy rinkinys buvo sudalintas pagal atomams budin-
gus reakcijy tipus, jo santrauka yra pateikta [2| lenteléje. Taip pat, jeigu buvo jmanoma,
buvo suzyméta, kurios metabolizmo vietos yra budingos CYP2D6 katalizuojamoms bio-

transformacijoms.



2. Duomenys ir metodast

1 lentelé: Junginiu pasiskirstymas pagal aktyvuma CYP3A4 slopinimo duomenuy

rinkiniuose.

Duomeny rinkinys Junginiy skaicius Neslopikliai Neapibreézti

Literaturos duomenys ¢ 907 497 75
(54,8%) (8,3%)

PubChem duomenys 11.060 5.496 2.532

(bendras slopinimas) ° 2 (27,4%) (49,7%) (22,8%)

PubChem duomenys 11.060 6.401 3.421

(efektyvus slopinimas) ¢ (57,9%) (30,9%)

@ Slopikliai: IC5¢ < 40 pM; neslopikliai: IC5y > 60 uM; neapibrézti junginiai: ICsq 40-60 pM

arba priestaringi skirtingy eksperimenty rezultatai.

b Slopikliai: PubChem aktyvumo jvertis > 40; neslopikliai: PubChem aktyvumo jvertis 0;
neapibrézti junginiai: kiti (taip pat ir priestaringy rezultaty kartojant eksperimentus atvejai).

¢ Slopikliai: IC5y < 5 uM ir didziausias efektyvumas > 70%; neslopikliai: ICsq > 30 uM;
neapibrézti junginiai: kiti.

2 lentelé: Regioselektyvumo modeliavimui naudoti duomeny rinkiniai.

Duomeny Aprasymas Junginiy sk. Metabolizmo Zyméty
rinkinio poaibis viety sk. atomy sk.
N-dealkilinimas Alifatinis CH prie N 511 333 1.173
O-dealkilinimas Alifatinis CH prie O 488 260 1.033
Alifatinis Alifatinis CH (like) 723 318 2.904
hidroksilinimas

Aromatinis Aromatinis CH 739 358 3.341
hidroksilinimas

S-oksidacija S, turinti <4 kaimynus 135 57 157

Is viso: 873 1.326 8.608




2. Duomenys ir metodai

Veéliau, jau sukurus modelj, i$ naujausiy publikacijy buvo surinkti 42 junginiy metabo-
lizmo duomenys, kurie buvo naudojami kaip iSorinio patikrinimo rinkinys, ir taip pat
prognozavimo palyginimui su kitomis programomis. Metabolizmo vietos juose buvo su-

zymétos remiantis tais paciais auksciau paminetais kriterijais.

2.3 Modeliavimo metodai

Junginiy strukturos buvo aprasytos fragmentiniais deskriptoriais. CYP3A4 slopinimo
atveju buvo naudojamas 379 fragmenty rinkinys, kurio didzioji dalis yra sudaryta is
funkciniy grupiy, molekulés forma aprasanciy fragmenty, ir atspindi bendra junginio
struktiira. Sis standartinis rinkinys buvo papildytas CYP3A4 specifiskuma apibiidi-
nandiais fragmentais (azotiniais heterociklais, metilenodioksibenzenu ir kt.). Kadangi
metabolizmo regioselektyvumo modelis prognozuoja ne visos molekulés savybe, o oksi-
dacijos tikimybe kiekvienam atomui, Siuo atveju buvo sukurta fragmentacija nuo centri-
nio atomo, kuri randa skirtingus fragmenty rinkinius skirtingiems molekuléje esantiems

atomais.

Prognozuojantiems modeliams kurti buvo naudojamas GALAS modeliavimo metodas
[10, 11]. Kiekvienas GALAS modelis susideda i dviejy daliy: globalaus (bazinio) mode-
lio, siuo atveju kuriamo naudojant logistine PLS regresija, ir lokaliy korekcijy, apskai-
¢iuojamy pagal panasiy apmokymo duomeny rinkinio junginiy eksperimentinius duome-

nis:

] — p — T
logit(p) = In (Tp) = z; aifi+c+A, (1)
¢ia p yra tikimybe, kad junginys yra aktyvus; Y a; f; + ¢ yra globalaus regresijos modelio
prognoze (f; — fragmento pasikartojimu molekuléje skaiCius; a; — fragmento statistinis
koeficientas; ¢ — laisvasis narys), A — lokalaus modelio korekcija pagal panasiy junginiy

duomenis.

Lokali korekcija pagal panasiy junginiy eksperimentinius duomenis ne tik pagerina mo-
delio prognozes, bet ir leidzia jvertinti prognozeés patikimuma. Skaic¢iuojant prognozes
patikimumo indeksa (angl. reliability index, RI), yra atsizvelgiama i du dalykus, le-

miancius konkrecios prognozés tiksluma:



3. Rezultatai ir jy aptarimas

o Panasiy junginiy buvima modelio apmokymo rinkinyje;

o Eksperimentiniy duomeny nepriestaringuma, lyginant juos su modelio prognozé-

mis.

Be to, pridedant naujus junginius tiesiog i korekcijos pagal panasumg duomeny rinkinj
(apmokymo biblioteka), galimas modelio pritaikymo srities iSplétimas ir adaptacija nauju

cheminiy molekuliy klasiy prognozavimui.

Norint patikrinti, kaip veikia Sios GALAS modeliavimo metodo savybés, naudojant lite-
ratiiros duomenis buvo sukurtas CYP3A4 slopinimg prognozuojantis modelis. Sis mo-
delis prognozuoja tikimybe, kad junginys bus CYP3A4 slopiklis, turintis /C5y < 40 u.
Modelis buvo patikrintas naudojant vidinj duomeny rinkinj, sudarantj mazdaug 20% lite-
raturos duomeny (190 junginiy), ir iSorinj rinkinj — PubChem duomenis. Junginys buvo
laikomas slopikliu, jei prognozuota tikimybé buvo > 0,5. Véliau buvo isbandyta gali-
mybé apmokyti sukurta modelj, pridedant naujus junginius j korekcijos pagal panasuma
biblioteka.

Kuriant zmogaus kepeny mikrosomy katalizuojamo metabolizmo regioselektyvumo mo-
delj, buvo sukurti atskiri prognozuojantys modeliai kiekvienam [2| lenteléje pavaizduotam
reakcijos tipui. Kiekvienas duomeny rinkinio poaibis buvo sudalintas j apmokymo (70%)
ir patikrinimo rinkinius (30%). Po vidinio patikrinimo naudojant Siuos duomenis, oksi-
dacijos tikimybé buvo suskaiciuota kiekvienam 42 naujy junginiy atomui, ir prognozés
siems junginiams buvo suskirstytos pagal jy kokybe j ,,puikias®, , geras®, , patenkinamas®
ir ,nepatenkinamas®“. Norint palyginti regioselektyvumo rezultatus su kitais modeliais,
metabolizmo vietos Siuos junginiuose taip pat buvo prognozuotos, naudojant progra-
ma SMARTCyp [13| 14], ir Sios prognozés taip pat suskirstytos pagal panasius kokybés

kriterijus. Taip pat buvo bandoma galimybé apmokyti regioselektyvumo model;.

3 Rezultatai ir jy aptarimas

3.1 CYP3A4 slopinimo modelis

Norint pritaikyti GALAS modeliavimo metoda savybiy, susijusiy su vaisty metabolizmu,

prognozavimui, visy pirma buvo sukurtas modelis, prognozuojantis CYP3A4 slopinimg.
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3 lentelé: Globalaus CYP3A4 slopinimo modelio prognozé vidiniam ir iSoriniam patikrini-
mo duomeny rinkiniams.

Progn. + Progn. -
Eksp. + 52 17 Jautris: 75,4%
Eksp. - 17 104 Specifiskumas: 86,0%
Tikslumas: 82,1%

Vidinis patikrinimo rinkinys

Progn. + Progn. -
Eksp. + 1.843 1.189 Jautris: 60,8%
Eksp. 855 4.641 Specifiskumas: 84,4%
Tikslumas: 76,0%

ISorinis patikrinimo rinkinys

Literaturoje publikuoti duomenys buvo naudojami apmokymui. Gautas modelis atsi-
zvelgia | bendras susijungimo su Siuo fermentu tendencijas ir prognozuoja tikimybe, kad
junginys slopina CYP3A4, turédamas IC5y < 40 pM. Véliau Sis modelis buvo apmo-
komas PubChem duomenimis. Parodyta, kad sis modelis gali prisitaikyti prie CYP3A4
slopinimo duomeny netgi tais atvejais, kai klasifikacijai naudojami skirtingi kriterijai,

t. y. tik efektyvus slopikliai (IC5y < 5 M) buvo laikomi aktyviais junginiais.

Globalus CYP3A4 slopinimo modelis buvo sukurtas naudojant logistinj PLS. Progno-
zavimo patikrinimo rinkiniams tikslumas yra apie 80% lentelé). Tai, kad adityvus
modelis gerai prognozuoja tikimybe buti CYP3A4 slopikliu, nepriestarauja zinioms apie
si baltyma. CYP3A4 aktyvusis centras yra pakankamai didelis, gali iSsiplésti prisijun-
giant ligandui ar kelioms ligandy molekuléms [I5, [16]. Sj fermenta gali slopinti netgi
junginiai, turintys moling mase > 750 Da, nors pasiekus sig slopikliy mase kity zmogaus

citochromy slopinimo efektyvumas sumazéja [17].

Visgi prognozavimo jautris, kuris yra zemesnis uz specifiskuma, rodo, kad kai kurios
CYP3A4 slopikliy savybés nebuvo aprasytos tiesiniame modelyje. Lokalios korekcijos
pagal labiausiai panasiy junginiy eksperimentinius duomenis padeda iSspresti Sig prob-
lema. Be to, jos leidzia nuspéti prognozés patikimuma, skai¢iuojant prognozés patiki-
mumo indeksa (RI), ir taip pat greitai apmokyti modelj. 1| paveiksle yra pateikiamos
ROC kreivés, kurios po korekcijos pagal panasiy junginiy duomenis artéja link idealios
klasifikacijos (tasko (1;0)). Tai rodo prognoziy pageréjima po lokalaus modeliavimo.
Prognoziu tikslumas koreliuoja su suskai¢iuotomis patikimumo indekso reikSmémis (|2
pav.): visi statistiniai parametrai yra geresni esant didesnéms RI reiksméms. Laikoma,
kad junginiai, kuriy RI < 0.3, nepatenka j modelio pritaikymo sritj [IT]. I ja patenka di-

dzioji dalis (73%) vidinio patikrinimo rinkinio junginiy, taciau tik maziau nei puse (41%)
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3. Rezultatai ir jy aptarimas
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1 pav.: ROC kreivés, skirtos globalaus ir koreguoto CYP3A4 slopinimo modelio progno-
zavimo vidiniam patikrinimo rinkiniui palyginimui: a — junginiai, patenkantys i modelio
pritaikymo sriti (RI > 0.3); b — junginiai, kuriems prognozuojama su aukstu patikimumu
(RI > 0.5). Taskiné linija rodo atsitiktini klasifikavima, punktyriné linija — bazini modeli,
iStisiné linija — modeli po panasumo korekcijos.

100%

80%
60% ORI<0,3
40% B0,3<RI<0,5
20% B0,5<RI<0,7
0% ERI>0,7
Jautris ‘ SpecifiSkumas Tikslumas Jautris ‘ SpecifiSkumas Tikslumas
Vidinis patikrinimo rinkinys ISorinis patikrinimo rinkinys

2 pav.: CYP3A4 slopinima prognozuojanc¢io GALAS modelio statistiniai parametrai
skirstant prognozes pagal patikimumo indekso reikSmes.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

Bibliote%
Bibliotekig
Bazinis
modelis Bibnotekaié
Kiekvieng kartg
atsitiktinai pasirinkta

Modeliavimo
duomenys

dalis naujy junginiy
pridedama j panaSumo BibliotekaN

korekcijos biblioteka.

Eksperimentiniai duomenys
naujiems junginiams

~

3 pav.: GALAS modelio apmokymo naujais junginiais testavimas.

Apmokymo patikrinimo
duomeny rinkinys

PubChem duomeny. Akivaizdu, kad siuo atveju yra reikalingas modelio apmokymas ir

pritaikymo srities iSplétimas.

[sbandant galimybes apmokyti modelj, PubChem duomenys buvo naudojami kaip naujy
eksperimentiniy duomeny pavyzdys. Pusé Sio rinkinio duomeny buvo naudojami testa-
vimui, o kiti buvo po truputj pridedami j korekcijos pagal panasuma biblioteka, kaip
parodyta (3| paveiksle. Visy pirma, modelio pritaikymo srities iSpletimas buvo parodytas
pridedant §j rinkinj, klasifikuota pagal tuos pacius kriterijus, kaip apmokymo duomenis
pav.). Maziau nei pusé prognoziu patenka j modelio pritaikymo sritj (RI > 0.3)
pridéjus apie 200 PubChem junginiy j apmokymo biblioteka, o pridéjus dar 200 junginiy
(is viso 400), si sritis jau apima apie 60% prognoziu. Toliau didinant apmokymo bibliote-
ka, modelio apmokymo sritis didéja ir apima 89% patikrinimo rinkinio pridéjus > 4000
junginiy (t. y. issipledia apie du kartus). Auksto patikimumo prognoziu (RI > 0.5)
skaiCius didéja dar greic¢iau: nuo mazdaug 14% pridéjus 200 junginiy iki 59% pridéjus
> 4000 junginiy; i$ viso apie keturis kartus. Sie rezultatai aiskiai parodo, kad modelis,
sukurtas naudojant literaturos duomenis, prisitaiké prie cheminés erdves dalies, kurioje

yra PubChem duomeny rinkinio junginiai.

Véliau tas pats [3| paveiksle pavaizduotas eksperimentas buvo pakartotas, naudojant Pub-
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3. Rezultatai ir jy aptarimas
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4 pav.: GALAS modelio apmokymo naujais junginiais testavimas: a — prognoziu,
patenkanciy i modelio pritaikymo sriti, ir auksto patikimumo prognoziu skaiciaus augimas,
pridedant PubChem duomenis, klasifikuotus taip pat, kaip modelio apmokymo rinkinys;
b — prognoziy tikslumo augimas, pridedant PubChem duomenis, imituojancius skirtinga
eksperimenta.

Chem duomeny rinkinj, kuriame tik efektyvus CYP3A4 slopikliai buvo laikomi aktyviais
slopikliais. Tokiu atveju buvo imituojamas apmokymas duomenimis, gautais naudojant
visiskai skirtinga eksperimentinj metoda. Svarbiausias apmokymo rezultatas pateiktas
paveiksle. Slopikliy atskyrimui naudojama kita ICsg riba (5 pM, o ne 40 uM), dél to
daug bazinio modelio prognoziy yra klaidingai teigiamos. Teigiamy prognoziy tikslumas
yra tik apie 46%, t. y. tik apie puse prognozuoty slopikliy yra efektyvus CYP3A4 slo-
pikliai. Klaidingai teigiamy prognoziy skaic¢ius mazéja ir teigiamy prognoziy tikslumas
auga, pridedant junginiy j apmokymo biblioteka. Svarbu ir tai, kad patikimy prognoziy
skai¢ius didéja panasiai, kaip ir pirmajame eksperimente. Sie rezultatai rodo, kad GA-
LAS modeliai gali buti apmokomi duomenimis i$ paciy jvairiausiy CYP3A4 slopinimo

eksperimenty.

Treciasis modelio apmokymo eksperimentas buvo daromas naudojant junginius, turin-
¢ius nauja cheminj karkasa. Neseniai buvo publikuoti CYP3A4 slopinimo duomenys 10
naujy vaistiniy junginiy — IGF-1R (angl. insulin-like growth factor-1 receptor) slopikliy
[18]. Visy siy junginiy, kuriy bendras karkasas pateiktas [bp paveiksle, ICyso < 40 M, dél

to jie buvo klasifikuoti kaip aktyvus slopikliai. Penki junginiai buvo pridéti j apmokymo
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3. Rezultatai ir jy aptarimas
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5 pav.: GALAS modelio apmokymas naudojant naujos cheminés klasés junginius: a
— bendras junginiu strukturinis karkasas (R; — alifatinis heterociklas, Ry — aromatinis
pakaitas); b — vidutiniuy tikimybiy ir R/ reiksmiu didéjimas (pasikliautiniai intervalai
rodo standartini nuokrypi).

biblioteka, o kitiems po kiekvieno pridéjimo buvo skaic¢iuojama tikimybé ir prognozés
patikimumo indeksas. Pradinis modelis visiems junginiams pateikia tikimybes maziau
nei 0,5, o prognoziy patikimumas labai mazas (RI tarp 0,09 ir 0,16). Kaip ir tikéta-
si, pridedant panasiy junginiy j panasumo korekcijos biblioteka, auga ir suskaic¢iuotos
tikimybés buti CYP3A4 slopikliais, ir prognozés patikimumo indekso vertés. Pridéjus
tris junginius, visiems IGF-1R slopikliams skaic¢iuojamos tikimybés ir RI reikSmeés buvo

> 0,5 — modelis prisitaiké prie junginiy turinc¢iy nauja cheminj karkasa.

3.2 Metabolizmo regioselektyvumo modelis

Regioselektyvumo modelio pirminio patikrinimo rezultatai yra pateikiami [ lenteléje.
Joje visy reakcijy patikrinimo rinkiniai yra sujungti j viena duomeny rinkinj. Globalaus
modelio prognozés yra neblogos, 68% metabolizmo viety prognozuojama tikimybé > 0,5,
o i$ viso 79% atomy yra teisingai klasifikuojami. Panagrinéjus fragmenty koeficientus,
galima interpretuoti §j modelj kaip aprasant] metabolizmo viety aktyvuma citochromy

P450 katalizuojamose reakcijose.

Visgi globalus modelis randa daug klaidingai teigiamy metabolizmo viety (apie 16%

visy prognoziuy). Lokalios korekcijos pagal panasuma kei¢ia Sig situacija. Nors jautris
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

4 lentelé: Regioselektyvumo prognozavimo vidiniam patikrinimo rinkiniui rezultatai.

Progn. + Progn. -
Steb. + 273 128 Jautris: 68,1%
Steb. - 420 1759 Specifiskumas: 80,7%
Tikslumas: 78,8%

Globalus modelis

Progn. + Progn. -
Steb. + 260 141 Jautris: 64,8%
Steb. - 133 2046 Specifiskumas: 93,9%
Tikslumas: 89,4%

Po lokalios korekcijos

Progn. + Progn. -
Steb. + 203 97 Jautris: 67,7%
Steb. - 71 1864 Specifiskumas: 96,3%
Tikslumas: 92,5%

Po lokalios korekcijos, RI > 0,3

Progn. + Progn. -
Steb. + 119 34 Jautris: 77,8%
Steb. - 22 1310 Specifiskumas: 98,4%
Tikslumas: 96,2%

Po lokalios korekcijos, RI > 0,5

siek tiek sumazéja iki 65%, stebimas klaidingai teigiamy prognoziy skaiciaus mazéjimas
ir specifiskumo padidéjimas iki 94%. Bendras prognozavimo tikslumas isauga iki 89%.
Panasus ir stabilus rezultatai buvo stebimi visy 5 reakcijy atveju. Be to, prognozeés
patikimumo indeksas efektyviai randa teisingas prognozes, kaip ir CYP3A4 slopinimo

modelyje.

Veéliau modelis buvo patikrintas naudojant 42 naujy junginiy duomenis. 30 junginiy
(71%) didziausia tikimybé buvo prognozuota eksperimentiskai nustatytai metabolizmo
vietai. Bent viena tokia vieta tarp triju labiausiai tikétiny atomy buvo rasta 35 jun-
giniams (83%). IS viso 43 i 73 metabolizmo viety buvo suskai¢iuota tikimybe > 0,5
(jautris 59%).

Dauguma ankstesniy regioselektyvumo modeliy jvertinimy apsiriboja tokiu keliy metabo-
lizmo viety su didZiausiu jver¢iu nagrinéjimu [19-23], tac¢iau Sis poziuris néra tinkamas.
Atomas, kuriam prognozuotas didziausias metabolizmo jvertis, zinoma, yra labiausiai
tikétina oksidacijos vieta molekuléje, bet pati suskaic¢iuota jvercio verté (tikimybe, ak-
tyvacijos energija ar kt.) gali buti nereiksminga ir rodyti, kad $i metabolizmo vieta
nereikSminga, o cheminis junginys apskritai néra biotransformuojamas. Dél to vertinant
sukurto modelio prognoziy kokybe buvo stengiamasi atkreipti démesj ne tik j atomo

rangg, isrikiavus juos pagal prognozuota tikimybe, bet ir j pacias skaic¢iuotas tikimybes.
6] paveiksle yra pateiktas prognoziy iSorinio patikrinimo rinkinio junginiams pasiskirsty-
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

OPuikios
OGeros
22 gpatenkinamos
@ Nepatenkinamos

6 pav.: Regioselektyvumo modelio prognoziy iSorinio patikrinimo rinkinio junginiams
pasiskirstymas pagal ju kokybe.

mas pagal priskirtas kokybeés klases. [7] paveiksle yra pateikiami prognoziy pavyzdziai.

Regioselektyvumo prognozé junginiui buvo pazymeta kaip ,,puiki, jei visoms eksperi-
mentiskai nustatytoms metabolizmo vietoms buvo skaic¢iuojama tikimybe > 0,5, o ato-
mas su didziausia tikimybe buvo oksiduojamas. Tais atvejais, kai daugumai metabolizmo
viety buvo prognozuotos tikimybés > 0,5, prognozé buvo laikoma , gera“, nors spéjamos
labiausiai tikétinos metabolizmo vietos atomo oksidacija eksperimentiskai ne visada bu-

davo stebima.

,Puikios“ ir  geros“ prognozés buvo gautos daugiau nei 60% junginiy (22 ,puikios® ir
5 ,geros®). Tarp ju yra jvairiy vaisty klasiu junginiuy. Akivaizdu, kad gerai zinomoms
vaisty klaséms, tokioms kaip steroidai, opioidai, fosfodiesterazés-5 slopikliai, regioselek-
tyvumo prognozés buvo ,puikios”, nes daug Siy junginiy analogy yra modelio apmokymo
rinkinyje. Taciau svarbu ir tai, kad tarp junginiy, kuriy metabolizmo vietos prognozuotos

teisingai, buvo pakankamai daug naujy vaistiniy medziagy.

Tais atvejais, kai maziau nei pusei metabolizmo viety suskaiciuota tikimybé > 0,5, prog-
nozes buvo zymimos kaip ,,patenkinamos®. Taip pat siai kokybeés klasei buvo priskiriami
junginiai, kuriy vienintelé eksperimentiskai nustatyta metabolizmo vieta buvo pripazjs-
tama kaip labiausiai tikétina, bet tikimybé nesiekdavo 0,5. Nors daugumos ,patenkina-
my“ prognoziy patikimumo indeksas buvo zemas, visgi bent vienas galimas metabolitas

budavo prognozuojamas.

Tik 6 junginiams nepavyko identifikuoti nei vienos metabolizmo vietos nei pagal su-
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3. Rezultatai ir jy aptarimas
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7 pav.: Regioselektyvumo prognoziy pavyzdziai. Eksperimentiskai nustatytos metabolizmo
vietos yra apibréztos [24H31], ryskios rodyklés rodo patikimai prognozuotas metabolizmo
vietas (tikimybeé ir RI >0,5), punktyrinés — prognozuotas vietas su RI1<0,5.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

Pradinis modelis +1 junginys +2 junginiai +3 junginiai
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8 pav.: Fluorpropranololio metabolizmo viety prognozavimo pokyciai, apmokant regiose-
lektyvumo modelj.

skaiCiuota tikimybe, nei pagal ranga (,nepatenkinamos“ prognozés). 5 i$ ju yra gam-
tiniai junginiai — tulzies rugstys, antriniai metabolitai, kuriy analogy nebuvo modelio
apmokymo rinkinyje, sudarytame daugiausiai iS vaisty. Tokiy gamtiniy medziagy bio-
transformacijos reakcijos paprastai yra nestandartinés, ir dél to sunkiai prognozuojamos.
Deél to galima teigti, kad modelio prognozeés gerai atspindi vaistiniy junginiy reaktingu-
ma zmogaus citochromy P450 katalizuojamose reakcijose. Be to, lyginant siame darbe
sukurto modelio prognozes su programos SMARTCyp, kuri remiasi kvantinés chemijos

skaic¢iavimais, prognozémis, buvo pastebéta, kad abi programos randa vienodai ,,puikiy®

ir ,,gery” prognoziy.

Viena i$ pagrindiniy problemy, pastebéty naudojant modelj naujy junginiy metabolizmo
viety speéjimui, yra tai, kad dauguma prognoziy turéjo zema patikimumo indeksa, t. y.
naujy vaistiniy medziagy atomai nepriklauso modelio pritaikymo sri¢iai. Buvo nuspresta
pabandyti modelj apmokyti taip pat, kaip jau buvo padaryta CYP3A4 slopinimo atveju.
Regioselektyvumo modelio adaptacijai tirti buvo pasirinkti propranololio analogai, kurie
yra oksiduojami CYP2D6 ir CYP1A2 ir turi po tris metabolizmo vietas [32] 33].

Visy pirma buvo sukurtas specialus modelis, naudojant apmokymo rinkinj, is kurio buvo
pasalinti visi propranololio analogai ir metabolitai. Tuomet j korekcijos pagal panasuma
biblioteka buvo po vieng prideéti trys junginiai. Po kiekvieno pridéjimo buvo skaic¢iuoja-
mos metabolizmo tikimybeés kiekvienam propranololio analogy atomui. Fluorproranolo-

lio metabolizmo viety spéjimo pavyzdys yra pateiktas |8 paveiksle.
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9 pav.: Klaidingai teigiamu prognoziu dalis zmogaus kepenu mikrosomu katalizuojamo
metabolizmo regioselektyvumo modelyje ir modelyje, apmokytame naudojant CYP2D6
duomenis.

Pradinis modelis, sukurtas be propranololio dariniy, prognozuoja tik viena metabolizmo
vieta is trijy, t. y. tik ,,patenkinamai“. Po pirmo pridéto panasaus junginio, abi aromati-
nio hidroksilinimo vietos yra randamos, o pridéjus du analogus, jos yra prognozuojamos
su dideliu patikimumu. Pridéjus trecig junginj, randama ir N-dealkilinimo vieta — gau-
nama ,puiki“ prognozé. Svarbu yra tai, kad auga ne tik metabolizmo tikimybé, bet ir
visy atomy prognozés patikimumo indeksas, o tai aiskiai parodo, kad naujos cheminés

klasés junginiai tampa modelio pritaikymo srities dalimi.

Sékmingai pritaikius regioselektyvumo GALAS modelj naujy junginiy klasiy prognoza-
vimui, iskilo klausimas, ar galima §j modelj pritaikyti konkreciy fermenty katalizuojamy
reakcijy regioselektyvumui prognozuoti? Juk tolimesnése vaisto kandidato metabolizmo
tyrimo stadijose yra visada nustatiné¢jama, kurie fermentai lemia konkreciy metabolity
susidaryma. Siuo atveju jy katalizuojamo metabolizmo regioselektyvmo prognozavimas
buty labai naudingas. Jei tarsime, kad globalus regioselektyvumo modelis atspindi bend-
ras reaktingumo tendencijas, o lokalios korekcijos — prisijungimo baltymo aktyviajame
centre jtaka, tai naudojant tik atskiry fermenty duomenis kaip panasumo korekcijy bib-

lioteka, turéty buti jmanoma pritaikyti modelj jy specifiskumui.

Tokio pritaikymo isbandymui buvo pasirinktas CYP2D6, kuris pasizymi aiskiau isreiks-
tu specifiskumu nei kiti zmogaus vaisty metabolizmo fermentai. CYP2D6 substratai
yra aromatiniai junginiai, turintys bazine grupe, nutolusiag 5-10 A nuo aromatinio ziedo
[34, 35]. Kaip ir tikétasi, didelé dalis bazinio modelio prognoziy yra klaidingai teigiamos

(apie 24% visy prognoziy, lyginant su 16% bendrame zmogaus mikrosomy modelyje, [9]
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

pav.). Po korekcijos naudojant CYP2D6 katalizuojamo metabolizmo duomenis, situ-
acija keiciasi, ir abiejy modeliy klaidingai teigiamy prognoziy dalis yra panasi. Be to,
filtruojant prognozes pagal patikimumo indeksa, matomos panasios klaidingy spéjimy
skaic¢iaus sumazéejimo tendencijos, kaip ir zmogaus kepeny mikrosomy metabolizmo mo-
delyje. Tai leidzia teigti, kad panasumo korekcija pagal CYP2D6 specifiSkumo duomenis
leido pritaikyti prognozavima Sio fermento specifiskumui. Manome, kad si strategija

turéty sekmingai veikti ir kity mikrosominiy fermenty atveju.
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4. Isvados

Isvados

. Strukturos ir aktyvumo rysio modelis prognozuojantis CYP3A4 slopinimg buvo
sukurtas naudojant GALAS modeliavimo metoda. Jo prognozés gerai atitinka
eksperimenty rezultatus: junginiams, priklausantiems modelio pritaikymo sri¢iai,

prognoziy tikslumas yra 89%.

. Sukurtas modelis, prognozuojantis zmogaus kepeny mikrosomy katalizuojamo meta-
bolizmo regioselektyvuma, skaiciuoja oksidacijos tikimybe kiekvienam molekulés
atomui, ir taip pat pateikia prognozés patikimumo jvertinima, taip apibrézdamas
modelio pritaikymo sritj. Teisingai identifikuota 78% metabolizmo viety i$ ty,

kurios buvo stebétos eksperimentiskai ir prognozuotos su dideliu patikimumu.

. Visuose sukurtuose modeliuose lokalios korekcijos pagal panasuma pagerina klasi-
fikacijos tiksluma, o suskaic¢iuotos prognozés patikimumo indekso vertés koreliuoja

su prognoziy kokybe.

. Galimybé apmokyti GALAS modelj buvo parodyta pridedant naujy cheminiy jun-
giniy eksperimentinius duomenis j lokalia CYP3A4 slopinimo modelio dalj. Po
Sios proceduros modelio pritaikymo sritis issiplété ir buvo prognozuojami nauji

fermento slopikliai.

. Taip pat pademonstruota regioselektyvumo modelio apmokymo galimybé. Modelis
buvo pritaikytas anks¢iau nerasty metabolizmo viety prognozavimui molekulése,
turinciose naujg strukturinj karkasg. Be to, modelis buvo pritaikytas konkretaus

fermento — CYP2D6 — specifiSkumo prognozavimui.

. Regioselektyvuma prognozuojantis modelis buvo patikrintas naudojant 42 naujuy
junginiy duomenis. 27 is jy dauguma metabolizmo viety buvo teisingai progno-
zuotos, o 36 molekulése buvo rasta bent viena eksperimentiskai nustatyta metabo-
lizmo vieta. Sie rezultatai yra palyginami su programos SMARTCyp prognozémis,

apskaic¢iuotomis kvantinés chemijos metodais.
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7 Summary

The use of computational tools for estimation of drug metabolism-related properties is
highly encouraged as these properties are desired to be known in the earliest stages of
drug discovery. Prediction of possible sites of metabolism allows forecasting the major
metabolites which facilitates experimental elucidation of their structures and optimi-
zation of metabolic stability. Moreover, in silico analysis of inhibition of xenobiotic
metabolizing enzymes can be useful in the identification of compounds possessing the

risk to cause drug-drug interactions.

The ADME properties of drug candidates, including hepatic metabolism, can be predic-
ted using quantitative structure-activity relationship (QSAR) models. A novel QSAR
modeling method, called GALAS (Global, Adjusted Locally According to Similarity),
has been introduced recently. This method is a combination of a baseline global QSAR
model and local similarity based corrections. It allows forecasting the reliability of pre-
diction thus defining the model applicability domain. This domain can be later easily
expanded by simply adding new data to the local part of the model. The application
of the GALAS modeling method for drug metabolism-related properties, namely human
cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) inhibition and regioselectivity of metabolism in human

liver microsomes, was the main objective of this study.

A structure-activity relationship model predicting the probability for a compound to
inhibit CYP3A4 has been developed using data for > 800 compounds from various
literature sources and tested on PubChem screening data. For compounds within the
model applicability domain the statistical results approach the data consistency between
experimental data from literature and PubChem datasets with the overall accuracy of
89%. However, the original model is applicable only for less than a half of PubChem
database. Since the similarity correction procedure of GALAS modeling method allows
straightforward model training, the possibility to expand the applicability domain has
been investigated. Experimental data from PubChem dataset served as an example of in-
house data. The model successfully adapted itself to both data classified using the same
and different IC5y threshold compared with the training set. In addition, adjustment
of the CYP3A4 inhibition model to compounds with a novel chemical scaffold has been
demonstrated. The reported GALAS model is proposed as a useful tool for virtual
screening of compounds for possible drug-drug interactions even prior to the actual

synthesis.
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7. Summary

Later a model predicting sites of human liver microsomal metabolism was developed. It
calculates the probability to be metabolized by human cytochrome P450 enzymes for
any atom in a molecule and allows forecasting the most probable phase I metabolites.
Experimental data for 873 compounds were used for modeling. Every atom in the mo-
lecule has been marked whether it is a metabolism site or not, resulting in dataset with
> 8500 atoms (> 1300 different metabolism sites). The whole dataset of atoms has been
split into subsets according to reaction types and five different models have been de-
veloped for major reaction types (aromatic and aliphatic hydroxylation, N-dealkylation,
O-dealkylation, S-oxidation).

The performance of the model was initially validated on internal test sets, which con-
tained 30% of initial atoms. Baseline models already showed acceptable results, and
the overall accuracy of predictions increased after the similarity based corrections. Mo-
reover, the numbers of mispredictions reduced significantly when only results of higher

reliability are taken into account.

The regioselectivity predictions have been evaluated using newly published data for 42
drug-like compounds. The predictions were divided into four groups according to their
quality (“Excellent”, “Good”, “Satisfactory”, and “Unsatisfactory”). At least one meta-
bolism site was found for more than 80% of compounds, and more than 60% of them
had most sites predicted (“Excellent” or “Good” results). Some compounds obtaining
such predictions belong to well-known drug classes, which are well represented in the
training sets, but there are some novel drugs as well. While most of the “Satisfacto-
ry” predictions had low reliability, the experimentally determined metabolism sites were
still predicted correctly by the model. No metabolism sites were predicted for only 6
compounds (“unsatisfactory” results). Most of them are natural compounds which con-
tain sites not typical for cytochrome P450-mediated metabolism. It is also important
to note that the overall evaluation results are in good agreement with the predictions of

SMARTCyp software, which is based on different computational methods.

The regioselectivity model was trained using propranolol analogues as an example of
a new compound class. New metabolism sites could be identified after the training
procedure, and the reliability of predictions increased for all atoms. This shows good
promise for this model to be successfully adapted to in-house data in pharmaceutical
industry. Analogously the developed model was adapted for cytochrome P450 isoform

profiling by training with data for individual enzymes.
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