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Naudojamuy sutrumpinimy sarasas

CA — karboanhidrazé arba karbonato dehidratazeé;
hCA — zmogaus karboanhidrazé arba karbonato dehidratazé;

ITC — izoterminio titravimo kalorimetrija (angl. Isothermal Titration

Calorimetry);
TSA — terminio poslinkio analizé (angl. thermal shift assay);
SAR - struktiiros ir savybiy rysys;
KSAR (QSAR) — kiekybinis struktiiros ir aktyvumo rysys;
QSPR — kiekybinis strukttiros ir savybiy rysys;

PDB — baltymy duomeny bankas (http://www.rcsb.org/) (angl. Protein
Data Bank);

PDB ID - struktiirg zymintis kodas naudojamas baltymy duomeny
banke;

RMSD (RMSE) — Sakninis vidutinis kvadratinis nuokrypis (paklaida);
VdW — van der Valso;

LOO, LOOCV — KryZminis patvirtinimas iSmetant vieng (angl. Leave—

one—out cross—
validation);
LIE — tiesiné sgveikos energija;
MD — molekuliné dinamika;
MLR — daugybiné tiesiné regresija;
CV — molekulinés dinamikos sistemos kolektyvinio kintamojo vert¢;
QM/MM - kvantiné mechanika ir molekuliné mechanika;

Aminortigs§ciy pavadinimai trumpinami standartiniu trijy raidziy trumpiniu. Po

to trumpinio gali biiti nurodytas numeris baltymo aminortigsciy sekoje.



Ivadas

Vienas 1§ svarbiausiy biochemijos mokslo praktiniy pritaikymy ir tiksly
yra kova su ligomis. Spartus technologijy ir moksliniy metody vystymasis
(pvz., funkcinés genomikos, proteomikos metodai) padeda spresti daugelj
i8sukiy. Vienas i§ jy yra baltymy — vaisty taikiniy, nustatymas, kuriuos
paveikus, bty iSgydyta liga arba bent jau palengvinta jos eiga. Ne maziau
molekulinés masés junginiai, kurie slopina arba aktyvuoja baltymus-taikinius.
Naudinga slopinti tik ligas sukelian¢iy virusy ar bakterijy baltymus, nelieCiant
svarbiy Zzmogaus organizmo baltymy. Kovojant su véziu, daznai yra taikomasi

1 baltymus, kurie svarbiis véZiniy lgsteliy i8likimui.

Ligandy (mazos molekulinés masés cheminiy junginiy), daranciy jtaka
baltymy veiklai, aptikimas ir jy savybiy tobulinimas yra pagrindinés uzduotys
Siuolaikiniame vaisty kiirime. Kyla poreikis lanks¢iy, greity ir efektyviy
paieskos strategijy skirty rasti ligandus, besijungiancius } baltymus-taikinius.
Rastieji cheminiai junginiai gerinami, kol pasiekia svarby etapg — paklitina j
klinikinius tyrimus. Juose iSsamiai patikrinti junginiai jau gali biiti naudojami
gydymui, kaip vaistai. Geresni slopikliai randami, jei jy paieskai yra naudojami
keli metodai [1]. Skaiiuojamieji metodai in silico (lotyniskai ,,silicyje®, kas
reiSkia, kad modeliavimas atliktas, panaudojant kompiuterius) modeliuoja
mazy molekuliy jungimasi ] makromolekuliy (pvz., baltymy-taikiniy)
struktiiras, susidarant tarpmolekuliniams rySiams, bei jvertina Jy
komplementarumga taikiniy atzvilgiu. Jie yra placiai taikomi ligandy atradime ir
tobulinime. NemaZo skailiaus vaisty, pavyzdziui, ZIV proteaziy slopikliy,
kiirimas buvo pladiai paremtas struktiiriniais metodais ir informatinémis
paieskos strategijomis [2]. Nepaisant to, skaiciuojamieji slopikliy paieskos
metodai néra iki galo iStobulinti. Jvairios kompiuterinés ligandy vertinimo
schemos néra visiSkai tikslios, nes teisingai nepaskai¢iuoja ligandy jungimosi
energijos.
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tobulinimas [3]. Jei selektyvumas mazas, slopiklis jungsis j kelis taikinius,
sukeldamas Salutinius poveikius. Daug slopikliy, jau naudojamy kaip vaistai,
néra ypatingai selektyvis kuriai nors vienai fermento izoformai, bet slopina
kelias [4]. Tam daZnai pasitelkiamas kiekybinio struktiiros ir aktyvumo rysSio
(KSAR, angl. QSAR) metodas. Praktikoje QSAR yra matematiniai modeliai,
naudojami cheminiy medziagy biologiniams aktyvumams prognozuoti pagal

molekulinius deskriptorius suskaic¢iuotus i§ jy cheminés struktiiros.

Karboanhidrazés arba karbonato dehidratazés (CA; EC 4.2.1.1) jeina |
metalofermenty $eima. Sie fermentai katalizuoja grjiztama anglies dioksido ir

vandens reakcijg, susidarant bikarbonato jonams ir protonams [5]:

CO; + H,O <> HCO;™ +H™T

CA 1I yra vienas i§ aktyviausiy zinomy katalizatoriy (su kca (katalitiné
konstanta)/Km (Michaelio konstanta) = 1.5 x 108 M~! s7!) [4]. CA jungiasi prie
mazdaug trisdeSimties vaisty ar preparaty klinikiniy tyrimy stadijoje. Zmogaus
CA slopikliai jau kelis deSimtmecius naudojami kaip diueretikai ar vaistai nuo

glaukomos [6].
Darbe aprasomas tyrimas vyko trimis etapais.

Pirmoje darbo dalyje buvo atlickamas QSAR modeliavimas su 62 naujai
susintetintais ketonais, kuriy dauguma yra antiproliferaciskai aktyviis pries$
vezines lasteles-taikinius. Duomenys apie tuos junginius ir jy antiproliferacinj
aktyvumg buvo gauti, bendradarbiaujant su VU Chemijos fakulteto ir VU
Biochemijos instituto mokslininkais. Buvo sukurti QSAR modeliai,
kiekybiskai aprasantys minéty junginiy antiproliferacinius aktyvumus.
Generuotieji QSAR modeliai yra naudingi naujy, dar nesusintetinty, cheminiy
junginiy, panasiy ] nagrinétaja ketony serijg, antiproliferaciniam aktyvumui
prognozuoti, ir tai gali pasitarnauti, kuriant prieSvézinius vaistus.

Antroje darbo dalyje karboanhidrazés buvo pasirinktos skai¢iuojamyjy

metody palyginimo tyrimui. Buvo pritaikytas QSAR metodas tam, kad bty

pasitlyti pakeitimai sulfonamidy struktiirose, kurie pagerinty jy selektyvuma.



Buvo atlikta dvimacio QSAR ir trimacio QSAR analizé jvairioms CA
izoformoms, naudojant keturiasdeSimties slopikliy duomeny rinkinj.
Naudojantis QSAR, buvo nagrinéti selektyvumai (aktyvumy santykiai) CA XII
atzvilgiu. Taip pat buvo pritaikytas ir labiau tradicinis QSAR protokolas, kai
modeliuojami slopikliy aktyvumai prie§ atskiras CA izoformas. Sie du QSAR
atlikimo protokolai buvo palyginti, ir su naujai sukurtu QSAR deskriptoriumi
buvo pagerinta CA XII QSAR modeliy statistika. Sukurtasis deskriptorius gali
biuti dar modifikuojamas, sukuriant daug kity panasiy j ji molekuliniy

deskriptoriy.

Naudojant  jvairius  skai¢iuojamuosius metodus, buvo atlikta
palyginamoji cheminés strukttiros ir biologinio aktyvumo studija, nagrinéjant
40 karboanhidazes slopikliy serijg. Darbui buvo pasirinkti dokinimo, tiesinés
sgveikos energijos (LIE), metadinamikos ir QSAR metodai. Paskaiciuoti
jungimosi afiniSkumai buvo palyginti su eksperimentinémis vertémis, siekiant
iSnagrinéti minéty metody privalumus ir trukumus, kai jie taikomi tiriamai
karboanhidrazés slopiklio sistemai. I§ iSbandyty metody, tik QSAR rodé
ganétinai teigiamus rezultatus. To prieZastys iSnagrinétos ir aptartos. Taip pat
buvo pasitlyta LIE metodo modifikacija, kuri galutiniams skai¢iavimams
naudoja alternatyvia ,,LIE-like* lygtj. D¢l to pavyko gauti gerokai geresnius

rezultatus nei naudojant originaly LIE metoda.

TreCioje darbo dalyje buvo ieSkomi nauji vézio augimo slopikliai,
naudojantis teorija, kad galima rasti naujy vézio augimo slopikliy, ieSkant
panaSiy junginiy ] metabolitus, kurie yra substratai fermenty, aktyviai
ekspresuojamy vézinése lastelése. Norimo cheminio junginio paieSkai placios
apimties prieinamy cheminiy junginiy duomeny bazése buvo pasitelktas
Tanimoto cheminiy struktiiry panaSumo jvertis. Buvo jvertinta tikimyb¢ rasti
slopiklius, naudojantis Tanimoto jverciu, nagrinéjant Zinomy vaisty chemingés
struktiiros panaSumus ] Zmogaus metabolitus. Galiausiai buvo pasitlyti keli
junginiai, galimai vézio augimo slopikliy, poros i§ kuriy aktyvumas buvo

véliau patvirtintas eksperimentiniu keliu.



Darbo tikslas
Darbo tikslas buvo skaiCiavimais paremta naujy biologiSkai aktyviy
junginiy paieSka ir tai paieSkai skirty metody palyginimas, pritaikymas ir
patobulinimas, ypatingg démes;j skiriant QSAR.
UZzdaviniai
1. Sukurti QSAR modelius serijai 62 o—pakeisty a,B—nesociyjy ketony,
kuriy dauguma antiproliferaciskai aktyvis prieSs NB4, MCF-7 ir A549

lasteles-taikinius.

2. Palyginti dokinimo, tiesinés sgveikos energijos, metadinamikos ir

QSAR metodus. Nustatyti tinkamiausig 18 jy CA II slopikliy paieskai.

3. Patobulinti tiesinés sgveikos energijos metoda, kad jis buty geriau

pritaikytas CA II slopikliy paieskai.

4. Naudojant kelias metodikas, sukurti QSAR modelius prognozuoti 40
benzensulfonamidiniy slopikliy jungimosi konstantas ir selektyvumus
jvairioms karboanhidrazés izoformoms, bei palyginti naudoty metody

efektyvuma.

Mokslinj naujuma pagrindzZiantys darbo rezultatai

40 CA II slopikliy, benzensulfonamidy dariniy su prijungtu pirimidinio
ziedu, struktiros ir pKs verCiy palyginamieji skaiiavimai buvo atlikti,
naudojant dokinimo, LIE, metadinamikos ir QSAR metodais. Paskaifiuotosios
pKs vertés buvo palygintos su eksperimentiniais duomenimis, siekiant
iSnagrinéti visy panaudoty metody privalumus ir trikumus, juos taikant
slopikliy, prisijungusiy prie CA II, tyrimui. Naudojant QSAR, buvo gauti
teigiami rezultatai (R*> nuo 0,83 iki 0,89 tarp eksperimentiSkai iSmatuoty ir
prognozuoty pKs verciy). Buvo iSnagrinétos galimos metody sékmingumo ar
nesékmingumo priezastys. Buvo pasiiilytas LIE metodo patobulinimas. Taikant
pasiiilytaja LIE energijos skai¢iavimo lygtj, metodo rezultatai Zymiai pageré¢jo

(R? tarp eksperimentiskai i¥matuoty ir prognozuoty AGhina veréiy padidéjo nuo



0,24 iki 0,50).

Naudojant gautus o—pakeisty o,p—nesociyjy ketony antiproliferacinio
aktyvumo duomenis prieS NB4, MCF-7 ir A549 Iasteles-taikinius, buvo
sukurti jvairts 5 deskriptoriy QSAR modeliai ty junginiy antiproliferaciniam

aktyvumui paaiskinti ir prognozuoti.

Buvo jvertinta tikimybé rasti naujus slopiklius su pasitlyta panasiy ]
metabolitus slopikliy paieskos strategija, naudojant Tanimoto struktirinio
panasumo jvertj, ir toji strategija s€kmingai pritaikyta slopikliy paieSkai.
Ginamieji disertacijos teiginiai

1. Sukurtieji Sesi o—pakeisty a,p—nesociyjy ketony QSAR modeliai trims
lasteliy linijoms (NB4, MCF-7 ir A549) gali atskirti aktyvius junginius

nuo neaktyviy.

2. I8 penkiy iSbandyty metody QSAR rezultatai geriausiai koreliuoja su
eksperimentiniais duomenimis (R? intervale nuo 0,83 iki 0,89), taigi
QSAR metodas geriausiai tinka prognozuoti benzensulfonamidy

jungimosi prie CA II konstantas.

3. Ivedus papildomg kintamaji (ligando van der Valso sgveiky su savimi
vidurkj per visg molekulinés dinamikos simuliacijg), buvo patobulintas

LIE metodas CA atvejui (R? padidéjo nuo 0,24 iki 0,50).

4. Kuriant specializuotus selektyvumo QSAR modelius, gaunami
aukStesni modeliy statistiniai jverciai, nei prognozuojant slopikliy
afiniSkumus porai CA izoformy atskirai, ir paskui paskaiiuojant jy

selektyvuma 1§ turimy prognoziy.
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1. Literatiiros apZvalga
1.1. Karboanhidrazeés: Seimos ir izoformos

CA jeina | metalofermenty Seima [7] su cinko (II), gelezies (II), kadmio
(II) arba kobalto (II) jonu [8]. Cinko (II) jonas jose daZniausiai yra
koordinuojamas trejomis baltymo histidiny imidazoly grupémis ir vandens
molekule ar hidroksido jonu. Karboanhidrazés jungiasi prie mazdaug 30 vaisty
ar preparaty klinikiniy tyrimy stadijoje[6]. Sie fermentai katalizuoja grjztama
anglies dioksido ir vandens reakcijg, susidarant bikarbonato jonams ir

protonams [5]:

CO; + H,0 <> HCO;~ +H™T

Remiantis $ia fermentine reakcija, buvo pasiilytas karboanhidraziy
pritaikymas, maZinant globalinio atSilimo padarinius bei gaminant naudingas
medziagas 1§ CO2 [9]. CA 1l yra vienas i§ aktyviausiy zinomy katalizatoriy (su

kea/Km= 1.5 x 105 M~" s7) [4].

Karbonato dehidratazés skirstomos | septynias Seimas, Zymimas
graikiSkomis raidémis a, B, v, 9, €, 1, {, tarp kuriy néra nei struktiiros, nei sekos
panasumy [10]. Tai reiskia, kad dél aukstos Sio fermento fiziologinés svarbos
jo katalizinis aktyvumas nepriklausomai kelis kartus susikiiré i§ naujo
jvairiuose gyvuose organizmuose. Nors yra daug CA formy, dabartinés Zinios
ir supratimas apie CA daugiausia remiasi keliais labiausiai tyrinétais o ir f3
Seimy atstovais, gryninamais i§ zinduoliy ir augaly. Neseniai buvo atrasta nauja
Sestoji CA Seima, zymima n [11]. Galima rasti literatiriniy duomeny ir apie (-
CA [12]. Priklausomai nuo CA Seimos, Zn(II), Cd(II) arba Fe(II) jonai yra
butini CA kataliziniam aktyvumui kofaktoriai, esantys CA fermenty
aktyviuosiuose centruose. IS bakterijy yra iSgryninamos a, 3 ir y CA [13]. Tos
trys pagrindinés CA Seimos (o, B ir y) placiai paplitusios gyvuose

organizmuose [14].

IS visy CA Seimy o-CA yra labiausiai tyrinéta, nes ji yra placiai paplitusi

tarp gyvy organizmy, jskaitant Zinduolius ir mones [15]. Zmogaus CA
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(zymima hCA) tyriné¢jama dél jos svarbos medicinoje ir sgveikos su
vartojamais vaistais. hCA aktyvumas yra optimalus, esant fiziologiniam
rugstingumui (pH 7,34) ir fiziologinei temperaturai (~37 °C) [16]. hCA
slopikliai yra naudojami kaip vaistai jau kelis deSimtmecius. CA,
priklausancios a Seimai, pasiZymi nemazu kataliziniu lankstumu. Jos gali
katalizuoti fermentines reakcijas ir kaip esterazés, naudojancios karboksiliniy
rugsciy, sulfoniniy riigsc¢iy ir fosforo riigsciy esterius kaip substratus.
Kinetiniais, spektroskopiniais ir masiy spektrometrijos tyrimais parodyta, kad
jos dar pasizymi ir tioesteraziniu aktyvumu, veikdamos ditiokarbamato esterj
(PhSO,NHCSSMe) [17]. CA, priklausan¢iy a-CA Seimai, aktyvusis centras yra
kiigio formos jdubos, kuri tesiasi nuo baltymo pavirSiaus iki pat centro,
gilumoje. Toji jduba yra mazdaug 15 A gylio ir 15 A plocio savo plac¢iausioje
vietoje [18]. CA, priklausan¢ios B-CA S$eimai, randamos prokariotuose,
dumbliuose ir augaluose [19]. B-CA randamos daugumoje Archaea ir Bacteria
domenams priklausanciy organizmy riisiy ir tikriausiai visose gryby ir augaly
ruSyse [20]. B-CA neegzistuoja Zzmoguje ar stuburiniuose gyviinuose [21].
Pirmiausiai B-CA buvo iSgrynintos ir iStirtos i§ dviejy daugialgs¢iy organizmy.
Syrjdnen su bendraautoriais i§grynino vieng -CA, CAH (dar kitaip vadinama
DmBCA, http://flybase.org/reports/FBgn0037646.html), i§ vaisinés muselés
Drosophila melanogaster [21]. Fasseas su bendraautoriais i§grynino B-CA i$
nematodo Caenorhabditis elegans, kuris turi pora B-CA, 1§ kuriy viena yra
kataliziSkai aktyvi [10]. B-CA tyrin¢jamos dél galimo praktinio pritaikymo kaip
baltymai-taikiniai naujiems, stuburiniy gyviiny parazitus naikinantiems
vaistiniams preparatams, kadangi B-CA paplitusios jvairiuose parazituose, bet
Ju néra stuburiniuose gyvunuose [11]. Selektyviis B-CA slopikliai sutrikdyty tik
parazitiniy organizmy veikla. Sitam teiginiui patvirtinti buvo dedami p-CA
slopikliai j augimo terpe su gyvais Leishmania parazitais, kas iSSauké jy
vidulastelines pazaidas ir zutj [24]. Yra zinoma, kad B-CA yra reikalingos
Drosophila melanogaster pateliy vaisingumui [14]. CA, priklausancios y-CA
Seimai, randamos Archaea domenui priklausanéiy organizmy rasyse [25].

Pagal savo katalizuojamos fermentinés reakcijos mechanizmg y Seimos CA

12



panagios j a $eimos CA. Siy dviejy $eimy baltymy erdvinés struktiiros visai
nepana$ios, neskaitant to, kad abejose Seimose cinko jong koordinuoja
histidino lickanos [26]. Cam baltymas, gryninamas i§ Archaea domeno
organizmy, tyrin¢jamas kaip modelinis y-CA Seimos atstovas. Tai
homotrimeras, kurio monomery erdviné struktiira yra nustatyta. Ji susideda i§
paraleliy spiraliy, kurios sudarytos i§ B-klos¢iy. Histidino lickanos i§ gretimy
monomery koordinuoja tris metalo jonus, taip sudarydamos fermento aktyviyjy
centry pagrindus. Arti minéty histidino liekany yra kitos kataliziskai svarbios
aminorugsciy liekanos. Jos formuoja vandeniliniy rySiy tinkla, reikalingg
reakcijos mechanizmui. Cam aktyviausia su geleZies jonu, kuris, matyt, ten
yra, esant fiziologinéms salygomis gyvame organizme [27]. CA, priklausancios
o ir { CA Seimoms, randamos titnaginiuose dumbliuose. Jos neabejotinai
svarbios CO; jsisavinime, bet galbtt dalyvauja ir SiO> jsisavinimo cikle [28].
Pirmoji CA, priklausanti 5-CA Seimai, buvo atrasta Robert ir bendraautoriy
1997 metais titnaginiuose dumblivose, Thalassiosira weissflogii [29]. Kaip ir a
bei v Seimy CA, 6-CA aktyviajame centre esantis metalo jonas prisijunggs prie
trijy histidino liekany. Nustatyta 6-CA baltymo erdviné struktiira visai kitokia,
nei kity Seimy CA. 3-CA aktyvusis centras yra kiigio formos jduboje, kuri
apytiksliai tesiasi nuo baltymo pavirSiaus iki jo centro. Jame Cd(II) metalo
jonas koordinuotas apytiksliai tetraedrine geometrija su dviem cisteino
liekanomis, histidino liekana ir vandens molekule [30, 9]. {-CA gali veikti su
Cd(II) ir Zn(IT) jonais, prijungtais aktyviajame centre, visai neprarasdama savo
katalizinio aktyvumo. Kai kurioms kitoms CA klaséms Cd(II) jonas yra veiklus
slopiklis [30]. Kokiag fiziologing funkcijg jvairiy CA Seimy baltymai atlieka
prokariotuose, néra daug zinoma. Norint visiSkai suprasti jy funkcijas,
reikalingi papildomi tyrimai [9]. e-CA randamos daugiausiai bakterijose, kai
kuriuose chemolitotrofiniuose organizmuose, jiry cianobakterijose, turin¢iose
karboksisomas, ir kai kuriuose titnagininiuose dumbliuose [31]. Anthony su
bendradarbiais atrado, kad karboksisomy apvalkalinis baltymas, vadinamas
CsoS3, kuris gryninamas 1§ Halothiobacillus neapolitanus, yra naujos ¢

Seimos CA, kuri labai skiriasi nuo kity Seimy CA [32]. CA, priklausanciy
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nesenai atrastai n1-CA Seimai, kaip a, y ir 0 Seimy CA, aktyviajame centre yra
Zn(II) jonas, koordinuotas trimis histidino lieckanomis ir vandens molekule. Jos
rastos tik jvairiose maliarijg sukelian¢iy patogeny Plasmodium risyse. n-CA
yra gana artimai susijusios su o-CA Seima, bet yra ir skirtumy tarp jy. n-CA
neturi protony perdavimo tarpininko His64 ir poros prie aktyviojo centro
esanc¢iy aminortgsciy (Glul06 ir Thr199), kurios visados biina a-CA Seimos

baltymuose [11].

Zmonése ekspresuojama a-CA $eimos 15 izoformuy, i§ kuriy 12 yra kataliziskai
aktyvios. KataliziSkai aktyvios zmogaus CA izoformos Zymimos roméniskais
skai¢iais. Zmogaus kataliziskai neaktyvios CA vadinamos CARP (angl.
carbonic anhydrase related proteins): CARP VIII, CARP X ir CARP XI [4].
Visos zZmogaus CA (hCA) skiriasi savo aminoriig§¢iy seka ir fermentiniu
aktyvumu. Zinduoliy CA izofermentai turi skirtingas kinetines savybes ir
randami skirtinguose kiino audiniuose [33]. 16 kataliziniy CA izoformy
(zymimy simboliais: I, 11, III, IV, VA, VB, VI, VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIII,
X1V, XV), atrasty zinduoliuose, atlicka svarbiy funkcijy fiziologiniuose
procesuose, tokiuose kaip kvépavimas, CO2/HCO3- transportas tarp
metabolizuojanciy audiniy ir plauciy [34-36], elektrolity sekrecija epiteliniuose
audiniuose, pavyzdziui, aSary formavimosi procesas [37, 38], cerebrospinalinio
skys€io sekrecija, kasos [34] ir skrandzio sul¢iy formavimasis [34, 39],
Slapimo riigSties gamyba ir sekrecija inksty lastelése [34, 40] ir daug kity [34].
CA L, II, III, VII ir XIII randamos lasteliy citozolyje, CA VA ir VB egzistuoja
lasteliy mitochondrijose, CA VI sekretuojama ir jeina i zinduoliy seiliy sudéti,
CA IV, IX, XII, XIV ir XV aptinkamos membranose arba susijungusios su
membrana [41].

CA slopikliai placiai tyrin¢jami, nes jie gali biiti taikomi eilés ligy
prevencijai ir gydymui [42-44, 6]. Ivairiy sulfonamidy, susijungusiy su CA,
kristalinés struktiros parodo pagrindines tos klasés junginiy sgveikas su
metalofermentu. Cinko (II) jonas, esminis katalizinio aktyvumo komponentas,

yra paciame kiiginés formos kiSenés dugne. Sulfonamidai savo anijoninéje
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formoje (R-SO2NH") jungiasi su CA izoformomis, pakeisdami prie cinko
katijono prisijungusiga vandens molekule, ir sutrikdo fermento katalizés

reakcijos ciklg [45-49].

CA yra taikinys keliems glaukomai gydyti placiai naudojamiems
vaistams, tokiems kaip acetazolamidas (N-(5-sulfamoil-1,3,4-tiadiazol-2-
il)acetamidas), metazolamidas (N-[5-(aminosulfonil)-3-metil-1,3,4-tiadiazol-
2(3H)-iliden]acetamidas) ir  dichlorfenamidas  (4,5-dichlorbenzen-1,3-
preparatus, yra slopikliy, selektyviy svarbioms fermento izoformoms,
sukiirimas [3]. Tokie slopikliai kaip vaistai tada biity saviti ir tam tikrai ligos
eigai. Sukurti efektyviis zmogaus CA XII slopikliai galéty buti panaudoti
hipoksiniy augliy gydyme [51]. Dél CA svarbos daug skaic¢iuojamyjy chemineés
informatikos metody taikomi jos slopikliy jungimuisi paaiskinti ir prognozuoti
[52-54]. Vienas 1§ placiausiai atliekamy ir efektyviausiy metody CA slopikliy
aktyvumy prognozavimui yra QSAR [55]. Supuran su bendraautoriais
parasytos apzvalgos ir knygos apibendrina QSAR tyrimus su jvairiais
sulfonamidais, slopinanciais jvairias CA izoformas [56, 57]. Be sulfonamidiniy
CA slopikliy, dar yra Zinomi nesulfonamidiniai CA slopikliai, kaip fenoliai,
poliaminai, karboksirligS§tys, kumarinai, sulfokumarinai, 2-tioksokumarinai,
fulerenai [58]. CA II yra svarbus taikinys skai¢iuojamiesiems metodams bei
geras skai¢iavimy objektas ty metody vystymui ir palyginimui, nes literatiiroje
ir duomeny bazése yra daug eksperimentiniy duomeny: kinetiniy matavimy,
jungimosi konstanty, kristalografiniy struktiiry su prisijungusiais ligandais.
Karboanhidrazés yra geros modelinés sistemos tirti baltymo-ligando sgveikai
[59]. Misy grupé aktyviai dalyvauja naujy CA slopikliy paieskoje ir jy
skaic¢iuojamojoje analizeje [60-62]. CA XII yra svarbus taikinys vézio gydyme
[63]. Daugybéje risiy hipoksiniy augliy CA IX ir CA XII gerokai labiau
ekspresuojamos, nei jprastai kituose audiniuose [64]. Sie du izofermentai
sukelia auglio rugstéjima, to pasékoje metastazes, invazijg. Jy slopinimas

sutrikdo vézio vystymasi, sukelia prieSvézin; efekta [65]. Pries CA IX buvo
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inksty lagsteliy véziui gydyti [66]. Kaip galimi prieSvéziniai vaistai, reikalingi
efektyviis CA IX arba CA XII slopikliai, kurie kuo maziau slopinty kitas CA
izoformas, ypa¢ CA I ir CA II, tam, kad biity sumazintas nepageidaujamas
Salutinis poveikis. Dél Siy priezasCiy Siam tyrimui CA II ir CA XII buvo
pasirinktos kaip pagrindiniai taikiniai, iSbandant ir lyginant jvairius

skai¢iavimo metodus.

1.2 Dokinimo metodai ir programos

Mazy molekuliy prisijungimo prie dideliy  baltymy-taikiniy
modeliavimas yra svarbus, jvertinant aktyviy junginiy (ligandy) jtaka
svarbiems biologiniams ir biocheminiams procesams. Molekuliy dokinimas yra
skai¢iuojamosios chemijos metodas, kuris nagrinéja mazy molekuliy
konformacijas jy prisijungimo prie baltymy-taikiniy vietose. Tikslus ligando
prisijungimo prie baltymo prognozavimas, kuris yra dokinimo uzdavinio
sprendimas, yra didelés svarbos Siuolaikiniame, struktiira paremtame,
biologiskai aktyviy junginiy, vaisty kiirime [67]. Jei ligandas turi daug lanksciy
cheminiy ry$iy, jis gali turéti daug jvairiy konformacijy, i§ kuriy viena (retais
atvejais kelios) nustatoma rentgenostruktiirinés analizés metodu, kaip
eksperimentiné jungimosi konformacija. Dokinimo vertinimo funkcijos
naudojamos dokinime, siekiant jvertinti, kurios i§ nagrin¢jamy konformacijy
geriausiai atitinka prisijungimo vieta [68], bei jvertinant ligando ir taikinio
susiri§imo stipruma [69]. Ivairiose molekulinio dokinimo programose ligando
konformacijy generavimo, atrankos ir optimizavimo procediira atlickama,
pasitelkiant jvairius algoritmus. Tai gali biiti genetinis algoritmas, ,,Monte
Carlo® simuliacija, simuliuotas griidinimas, atstumy geometrija paremti
algoritmai (angl. distance geometry) ir kiti skai¢iuojamieji metodai. Kiekvieng
1§ tokiy konformacijy generavimo procediry link optimalaus rezultato turi
vesti vertinimo funkcija. Norint teisingai iSspresti dokinimo uzdavinj, biitini du
dalykai: efektyvi konformacijy paieskos procediira ir kokybiska vertinimo

funkcija. Svarbi vertinimo funkcijos ir konformacijy paieskos procediiros
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savybé yra jos greitis: jos abi turi biiti pakankamai greitos, kad jas biity galima
taikyti, siekiant jvertinti didziulj kiekj galimai teisingy ligando konformacijy ir
padéciy baltymo atzvilgiu [70]. Jei dokinami keli ligandai, vertinimo funkcija
ir ja paskaiciuoti dokinimo jverciai, gali buti panaudojami ir reitinguoti tuos
ligandus tarpusavyje pagal tai, kaip gerai jie turéty jungtis prie baltymo. Minéti
jverciai ligandy rinkiniui turi koreliuoti su eksperimentiskai iSmatuotu ligando

afiniSkumu baltymui [71].

Molekuliy dokinimo sritis egzistuoja ir plétojasi nuo savo atsiradimo jau
kelis deSimtmecius. 1988 metais buvo sukurta pirmoji kompiuteriné dokinimo
programa DOCK [72]. Su Siuolaikinémis populiariomis dokinimo
programomis galima pakankamai greitai ir tiksliai prognozuoti ligandy-
baltymy kompleksy struktiras [68]. Placiai naudojamos dokinimo programos
yra DOCK, [73] AUTODOCK, [74] FLEXX, [75] GOLD, [76] POSIT, [77]
FRED [78-80] ir daug kity. DOCK (http://dock.compbio.ucsf.edu/) dokinimo
programoje ligando konformacijos paieSkos strategija yra laipsniSkas
nagriné¢jamos ligando struktiiros rekonstravimas i§ funkciniy grupiy baltymo
aktyviajame centre bei atsitiktiné konformacijy paieska. Joje paprastai
skai¢iuojama vertinimo funkcija, paremta Kulono ir Lenardo-Dzonso
potencialais bei kai kuriomis kitomis papildomomis funkcijoms. PavyzdZiui,
BUMP FILTER vertinimo funkcija skai¢iuoja persidengian¢ius Van der Valso
tirius tarp ligando ir baltymo ir tokiu budu leidzia 1§ karto atmesti prastus
rezultatus, o CONTACT SCORE skaic¢iuoja ligando ir baltymo atomus, kurie yra
arCiau nei tam tikras ribinis atstumas, t.y., lie€iasi vienas su kitu [73, 81].
AuTODOCK  (http://autodock.scripps.edu/) kiiréjai ligando konformacijos
paieskai taiko Lamarko genetinj modelj, kuriame individo fenotipo adaptacijos
prie aplinkos salygy yra atgaliniu rySiu jtraukiamos ] genotipg ir tampa
paveldimomis savybémis. Simuliuojamas genotipas Siuo atveju yra ligando
konformacija, kuri turi ,evoliucionuoti“ kompiuteriniame modeliavime |
optimalig. Be Lamarko genetinémis teorijomis paremto ligando konformacijos

paieskos algoritmo, AUTODOCK gali naudoti tradicin] genetinj algoritmg bei
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pagal ,Monte Carlo“ teorijg simuliuotg gridinimg. AUTODOCK laisvosios
energijos vertinimo funkcija yra empiriSkai parametrizuota, kalibruojant
trisdeSimt eksperimentiSkai nustatyty ligando-baltymo susijungimo erdviniy
struktiiry su iSmatuotomis afiniSkumo konstantomis tiems kompleksams [74].
FLEXX (https://www.biosolveit.de/LeadlT/) dokinimo programa (LEADIT
programinio paketo dalis, BioSolvelT GmbH) suderina dokinamy ligandy
atitinkamg fizikiniy ir cheminiy savybiy modelj su efektyviais jy konformacijy
paieskos metodais [75]. GOLD (https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-
discovery/components/gold/) (angl. Genetic Optimisation for Ligand Docking)
yra automatizuota ligandy dokinimo programa, kuri prisijjungimo konformacijy
paieskai taiko tradicin; genetin] algoritmg. Atliekama ir ribota baltymo
aktyviojo centro pasirinkty fragmenty konformaciné paieska. PrieSingai nei
daugumoje kity dokinimo programy, yra atsizvelgiama ] tai, kad ligandas turi
pakeisti vandenj savo prisijungimo vietoje [76]. ISsamus baltymo struktiriniy
pakitimy, kai prie jo jungiasi ligandas, nagrinéjimas pareikalauty daug
skai¢iuojamyjy resursy, tad dauguma dokinimo programy laikosi prielaidos,
kad baltymo struktiira nekinta, prie jos prijungiant mazos molekulinés maseés
molekulei. OEDOCKING programinio paketo dalis
(http://www.eyesopen.com/oedocking) dokinimo jrankis FRED (OpenEye
Scientific Software, Inc.), turi ne tik tradicinj dokinimo rezima, bet ir hibridinj
rezima, kuriame be baltymo erdvinés struktiiros, kaip jprastai, nagringja ir kitas
eksperimentiSkai nustatytas prisijjungusio ligando struktiras dokinimo
uzdaviniui tiksliau i¥spresti [79]. FRED 70% ligandy struktiiry dokina 2 A
tikslumu atliktame dokinimo kokybés teste [82]. POSIT yra kitas OEDOCKING
programinio paketo dokinimo jrankis. Jis sukurtas, laikantis principo, kad
dokinimo prognozés kokybé yra susijusi su dokinimo programos vertinimo
funkcijai parametrizuoti naudoty eksperimentiniy duomeny apie prie baltymy
prisijungusius ligandus kokybe ir prieinamumu. POSIT dar jtraukia informacija
apie geometrines formas ir cheminius panasumus, kad geriau iSnaudoty
informacija apie kristalografines ligandy konformacijas. Taikinio struktira ir

eksperimentis$kai nustatytos ligando konformacijos taikinio atzvilgiu POSIT
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dokinime naudojamos minimizuojant ligandg. Tai vadinama formos valdomu
ligando minizavimu (angl. shape-guided ligand minimization). Visa tai leidzia

geriau prognozuoti ligando prisijungimo konformacijg [77].

Vienas i§ daznai naudojamy dokinimo metody yra virtualioji junginiy
atranka (angl. virtual screening) [83]. Dokinimo pagalba i§ egzistuojanciy arba
planuojamy sintetinti junginiy duomeny baziy yra atrenkami ligandai su
geriausiu ~ prognozuojamu  afiniSkumu  baltymo-taikinio atzvilgiu.
Eksperimentiskai iSbandzius atrinktuosius junginius, lengviau ir pigiau
randami perspektyviis slopikliai, turintys auksta afiniSkumg norimam
biologiniam taikiniui. Dokinimo programy tinkamumas virtualiajai junginiy
atrankai remiasi dokinimo greiCiu ir tikslumu. Kadangi dokinimo programy
tikslumas visada yra ribotas, paprastai eksperimentiniam aktyvumo
patikrinimui yra paimamas didesnis kiekis molekuliy-kandidaty, siekiant, kad
nebuty per klaidg iSmetami teisingai teigiami (angl. frue positive) ligandai, nes
kai kada jie pasizymi Zemesnémis vertinimo funkcijos reikSmémis, palyginti su
geriausius jvertinimus gavusiais klaidingai teigiamais (angl. false positive)
junginiais. Yra nemaZzai apzvalgy, kuriose lyginamos jvairios dokinimo
programos, jy versijos, ir dokinimo algoritmai [84-86] bei lyginama, kaip su
dokinimo programomis atkartojami eksperimentiniai rezultatai [87-89].
Kontoyianni ir bendraautoriai iSbandé FLEXX, DOCK, GOLD, LIGANDFIT ir
GLIDE programas, i§ kuriy su GOLD ir GLIDE geriausiai prognozavo ligandy
prisijungimo konformacijas ir padétis baltymo atzvilgiu [84]. 2004 metais
Kellenberger ir bendraautoriai iSbandé kelias dokinimo programas. Geriausiai
1§ jy savo uzdavinj atliko GLIDE, GOLD ir SURFLEX programos [85]. 2005
metais ta pati Kontoyianni ir bendraautoriy grupé¢ veél bandé dokinimo
programas ir, iSnagringj¢ rezultatus, pri¢jo iSvados, kad geriausia programa yra
LIGANDFIT, joje naudojant LIGSCOREl1 arba GOLD vertinimo funkcijas.
Minétos programos ir vertinimo funkcijos sugebéjo atrinkti daugiausiai
biologiskai aktyviy junginiy i$ aktyviy ir neaktyviy junginiy misinio [86]. 2015
metais Jug ir bendraautoriai palygino AUTODOCK, FRED, CDOCKER, FLEXX
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ir GOLD programas ir kritiSkai jas jvertino. IS jy FRED pasirodé esanti
geriausia [90]. Palyginimo rezultaty jvairové paaiskintina tuo, kad skirtingos
programos skirtingai gerai veikia su skirtingais taikiniais ir jvairiais ligandais.
2015 metais paraSyta moksliniy straipsniy apzvalga pateikia medziagos apie
tai, kad molekulinio dokinimo rezultaty pritaikomumas gali biiti abejotinas,
nepaisant auksty pacios dokinimo programos pateikty jveréiy, nes net jei

ligandas jungiasi ] taikinj, néra aiSku ar jis bus slopiklis, ar aktyvatorius [91].

Mazy organiniy junginiy dokinimas buvo taip pat alieckamas ir |
karboanhidrazés receptoriy, bet neretai buvo susiduriama su jvairiais
sunkumais, kurie didele dalimi susij¢ su daugelio dokinimo programy
nesugeb¢jimu teisingai sumodeliuoti donorinj-akceptorinj rysj tarp cinko ir
ligando bei dél to, kad néra teisingy torsiniy kampy parametry tarp
sulfonamido grupés ir likusio ligando [92, 93]. D¢l to gali tekti naudoti ligando
suvarZymus [60, 61]. Be to, Xiang ir bendraautoriai atliko skai¢iuojamuosius
tyrimus, kurivose rankiniu biidu iSrinko teisingas sudokinty ligandy
konformacijas tolesniems tyrimams, kad pataisyty AUTODOCK VINA
programoje esancios automatinés ligandy konformacijy vertinimo funkcijos

trakumus [94].

Su dokinimo programomis paprastai bandoma suskaiciuoti bendrg indélj
visy energetiniy efekty, kurie atsiranda dél suformavimo ir nutraukimo jvairiy
cheminiy saveiky tarp baltymo, ligando ir tirpiklio (jprastai vandens). Kita
vertus, jvairiose programose su tirpikliu susij¢ efektai daZznai lieka
ignoruojami. Pirmieji dokinimo metoda pasiiilé Blaney ir Kuntz [95]. Jy
metodo versija apsiribojo tik fiksuotomis baltymo ir ligando konformacijomis.
Nei ligando, nei baltymo struktiiry optimaliy konformacijy nebuvo ieskoma.
Veéliau Sis metodo trikumas buvo paSalintas, realizuota optimalesnés ligando
konformacijos paieSka tarp jo jvairiy konformacijy [96-98]. Programiskai buvo
jgyvendinta galimybeé atlikti daling taikinio konformacing paieska, randant
konformacija, kuri geriausiai prisijungia liganda [99]. Tokia paieska apsiriboja

keliomis aminoriigs¢iy lieckanomis, kurios gali laisvai judéti, keisti
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konformacija dokinimo metu. Tas aminoriigs¢iy liekanas i§ visy esamy
pasirenka dokinimo programos naudotojas kaip galimai keicianc¢ias
konformacijg ligando prisijungimo metu. Dokinimas j visiSkai konformaciskai
judry taikinj vis dar niekad neatlieckamas [96]. Tai skai¢iuojamuoju pozitriu
sudétinga problema, mat taikinys-baltymas gali turéti Simtus ar net tikstancius

konformacijas galinCiy keisti cheminiy rySiy.

Dokinimas buvo atlieckamas su CA 1II ligandais ir anksc¢iau [100-102],
bet arba palyginimas su eksperimentiniais ligandy saveikos energijos nebuvo
atlickamas [103], arba dokinimo rezultatai buvo atidéti lentel¢je kartu su
eksperimentiniais duomenimis, bet jy statistiné analizé nebuvo atlikta [104],
arba buvo publikuota prasta koreliacija tarp paskai¢iuotos ligandy jungimosi
laisvosios energijos (AG) ir jy eksperimentiniy CA Il slopinimo konstanty

[105].

1.3 Ligandy jungimosi laisvosios energijos skai¢iavimai tiesinés
saveikos energijos metodu

Tiesiné¢ sgveikos energija (angl. linear interaction energy, LIE) yra
alternatyvus metodas prognozuoti AG vertes [106]. Siame metode, yra
atlickami du atskiri molekulinés dinamikos (MD) skai¢iavimai: vienas su
ligandu jo prisijungimo vietoje taikinyje-baltyme, ir kitas su atskiru ligandu
tirpiklyje (vandenyje). Tada AGpina aproksimuojama kaip vidutinis skirtumas

tarp dviejy sgveiky dviem ligando biisenoms:
AGbind:a« Vel)bond_( Vel)free)"'ﬁ(( Vvdw)bond_< Vvdw)free)+y. ( 1.3- 1)

Sioje lygtyje (Ve it (Viaw) yra vidurkiai elektrostatiniy ir van der Valso
sgveiky tarp ligando ir jo aplinkos (vandens arba taikinio ir vandens,
priklausomai nuo skaiiavimo) per visg molekulinés dinamikos simuliacijg.
Apatinis indeksas ,,free* Zymi sgveika, kai ligandas yra tirpiklyje, o apatinis
indeksas ,,bond“ Zymi saveika, kai ligandas susijunges su taikiniu. Sie
skirtumai dauginami 1§ empiriniy koeficienty a ir f, ir dar pridedamas
pastovius laisvosios energijos dedamasis y. Literatiroje buvo paskelbti jvairiis

Siy trijy koeficienty rinkiniai LIE metodui. Galiausiai prieita iSvados, kad tie
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koeficientai priklauso nuo MD simuliacijoje naudojamo jégos lauko ir nuo
nagriné¢jamos baltymo-ligando sistemos ypatybiy [107-112]. Iki Siol
literatliroje nebuvo duomeny apie sékmingg LIE metodo pritaikyma CA.
Kosugi et al. pastebéjo, kad tik keli LIE metodo taikymai apraSyti
metalofermentams, nes néra sukurto bendro jégos lauko, kuris aprasyty tiek
baltyma, tiek jo koordinacinius rySius su metalo jonais [113]. Kita vertus, LIE
yra kiek sékmingai naudojama kitoms ligando-baltymo sistemoms tirti [114-
118]. Pagerintas hibridinis kvantinés mechanikos ir molekulinés mechanikos
(QM/MM) LIE modelis yra pasitlytas slopikliy afiniSkumo prognozavimui

cinko jong turin¢iuose metalofermentuose [115].

1.4. Liganduy laisvosios energijos skaifiavimai metadinamikos
metodu

Viena i§ molekulinés dinamikos problemy yra pernelyg trumpa
simuliacijos trukmé. Dauguma biologiskai svarbiy biomakromolekuliy
konformacijy pokycCiy trunka kur kas ilgiau, negu iSgalima modeliuoti su
esamais  kompiuteriniais  resursais.  Viena  iSeiiy  biity  naudoti
nepusiausvyrinius molekulinés dinamikos metodu (angl. non-equilibrium
molecular dynamics). Tarp nepusiausvyriniy MD metody yra paminétini
pagreitinta molekuliné dinamika (angl. accelerated MD) [119], metadinamika
[120], piltuvo metadinamika (angl. funnel metadynamics) [121], A-
metadinamika [122], altruistiné metadinamika [123] ir kiti. IS jy, metadinamika
buvo pasirinkta kaip dar vienas metodas ligandy prisijungimo afiniSkumui prie
CA prognozuoti. Metadinamika jgalina sumaZinti kompiuteriniy resursy
reikalavimus iki praktiskai prieinamy [124]. Metadinamika leidZia rekonstruoti
laisvosios energijos pavirSiy kaip funkcija nuo pasirinkty simuliuojamos
sistemos kolektyviniy kintamyjy (CV) veréiy. Standartinéje metadinamikoje
yra jtraukiamas papildomas (angl. bias) potencialas - nedidelis Gauso tipo
funkcijos kalnelis, kuris yra pastoviai pridedamas simuliacijos metu
aplankytuose taskuose CV erdvé¢je. Sistema nuolat skatinama keliauti po
naujus aukStos laisvosios energijos regionus, nes likti toje pacioje zemos

energijos biisenoje jai trukdo vis augantis papildomas potencialas [124]. Tokiu
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biudu, ilgainiui zemiausios potencialinés energijos taskai CV erdvéje yra
uzpildomi papildomo potencialo funkcijoms, kas leidzia nustatyti tiksly
potencialinés energijos pavirsiy. Siuo papildomu potencialu poky¢iai MD
simuliacijoje pagreitinami, ir reti jvykiai jvyksta per palyginti trumpa laika,
nereikalaujant gausiy kompiuteriniy resursy. Metadinamika, be kity taikymuy,
naudojama tirti ligandy prisijungimg ir indukuotus konformacinius pokyc¢ius
[125]. Kita vertus, metadinamika gana sékmingai taikoma kitoms ligando-
baltymo sistemoms tirti [126-129]. Iki Siol nebuvo apraSytas sékmingas

metadinamikos atlikimas su CA.

1.5. Kiekybinio struktiiros ir aktyvumo rysio samprata ir metodai
1.5.1. QSAR - kas tai?

Kitas metodas, tinkamas ligandy jungimosi prie baltymy afiniSkumui ir
savitumui prognozuoti — QSAR. QSAR tyrimy tikslas — atskleisti, kaip
nustatyti cheminés medziagos geb¢jima sukelti tam tikra poveiki pagal jos
cheming struktiirg, taikant analogija su kitomis jau zinomy struktiiry ir
aktyvumy medziagomis [130, 131]. Praktikoje QSAR yra matematiniai
modeliai, naudojami cheminiy medziagy biologiniams aktyvumams
prognozuoti pagal jy molekuling struktiirg. Tai klasikinis, plac¢iai taikomas
chemineés informatikos metodas, daznai naudojamas kaip vienas i§ pagrindiniy
skaic¢iuojamosios chemijos metody ligandy jungimosi ar slopinimo aktyvumo
eksperimentiniams duomenims racionalizuoti ir prognozuoti [132]. Tarkime,
norint nuodugniai iSnagrinéti cheminiy junginiy serija, kurioje yra keturios
galimos pakaity vietos, kiekvienoje i§ jy — deSimt galimy funkciniy grupiy,
reikia Zinoti, jog tokia serija i§ viso susidarys 1§ deSimties tiikstan¢iy cheminiy
junginiy. Visus tuos junginius susintetinti ir iSmatuoti jy norimas savybes
reikty daug laiko ir iStekliy. ISeitis — susintetinti maza dal; galimy junginiy, ir
pagal gautus duomenis nustatyti empirines taisykles, kurias galima biity
panaudoti likusiy tos serijos cheminiy junginiy savybéms prognozuoti.
Paprastai tam pasitelkiamas QSAR. Kiekybinis struktiiros ir aktyvumo rysys,

visy pirma, grindZiamas bendraisiais medicininés chemijos principais, pagal
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kuriuos teigiama, kad skirtumai cheminio junginio struktiros bruozuose
nulemia to cheminio junginio biologinj aktyvumg. Biologinis cheminio
junginio aktyvumas susijes su to junginio chemine struktiira ar fizikinémis-
cheminémis savybémis, be to, panaSios cheminés struktiiros molekulés
daZnokai linkusios jungtis prie savo biologinio taikinio panaSiai, todel gali
pasizyméti panasiu biologiniu aktyvumu [133]. Laikomasi ir principo, kad ne
kiekvienas cheminés struktiiros fragmentas vienodai svarbus galutiniam,
bendram biologiniam aktyvumui: kai kurie jos fragmentai gali turéti maza,
artimg nuliui arba neigiamg jtaka. Reikia atsizvelgti j tai, kad kai kurie
cheminés struktiros fragmentai gali daryti skirtingg jtakg biologiniam
aktyvumui priklausomai nuo to, ar yra kity svarbiy fragmenty toje struktiiroje,
ir kur jie yra. Tam tikras | cheming struktiirg jtrauktas fragmentas gali sukelti
konformacinius pokyc¢ius, po kuriy kardinaliai keiCiasi seniau nagrinéty
fragmenty jtaka, mat po konformaciniy pokyc¢iy jie jau sgveikauja su visai
kitomis receptoriaus (taikinio) vietomis. Zinant, kad nagrin¢jamoje serijoje
skirtingi junginiai biologiSkai aktyvus dél kiek skirtingy struktiiriniy savybiy,
jas 1iSsiaiSkinus ir iSnagrinéjus, galiausiai galima sukomponuoti nauja,
aktyvesne cheming struktiirg su keliais biologiniam aktyvumui teigiamg jtaka

daranciais fragmentais ir pasalinti vien neigiamg jtakg darancius fragmentus.

Atliekant QSAR, informacija apie molekulés cheming struktiirg
pirmiausia matematiSkai iSreiSkiama molekuliniais deskriptoriais. Junginio
fizikinés ir cheminés savybés irgi gali biiti panaudojamos kaip molekuliniai
deskriptoriai. Jvedus 1 QSAR deskriptoriy skai¢iavimo programg junginio
chemine struktiira, jvairiy algoritmy pagalba sugeneruojamas rinkinys
cheminiy ir fizikiniy deskriptoriy. Po to i§ visos molekuliniy deskriptoriy aibés
paprastai iSrenkami tie, kurie gerai reprezentuoja nagrin€¢jamg junginiy
biologin] aktyvumg. Kuriant Siuolaikinj QSAR modelj, iSbandomi Simtai ir
tikstanciai deskriptoriy. Po to nustatoma statistiné koreliacija, kuri randama
tarp deskriptoriy ir eksperimentiniy duomeny, pavyzdziui, ty junginiy

jungimosi konstanty. Galiausiai sudaromas QSAR modelis ar QSAR lygtis,
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apibrézianti matematinj saryS] tarp molekulinés struktiiros, uzkoduotos
molekuliniais deskriptoriais, ir zinomy cheminiy junginiy biologiniy
aktyvumy. Paprastai priimamas daugybinés tiesinés regresijos (MLR)
matematinis modelis tarp deskriptoriy ir junginiy aktyvumo logaritmo.
[Sméginti visus jmanomus QSAR modelius, naudojant po kelis i§ tiikstanciy
galbiit tinkanciy deskriptoriy ir i$ jy iSrinkti geriausig, yra labai neefektyvus ir
nepraktiSkas QSAR atlikimo biidas, nors tai ir buty idealus QSAR modelis
pagal turimus pradinius duomenis. Norint rasti pakankamai gerg QSAR
modelj, kurj praktiSkai jmanoma sukonstruoti su turimais kompiuteriniais
iStekliais, naudojami jvairts artiniai.

QSAR modelis yra statistiSkai reikSmingas matematinis modelis,
chemometriniu biidu apibiidinantis cheminiy junginiy afiniSkumo biologiniam
taikiniui, slopinimo konstanty, kinetiniy konstanty ar kitaip iSreikSty biologiniy
saveiky verciy ir jy struktiriniy-geometriniy ir fizikiniy-cheminiy savybiy

koreliacijg. Pati bendriausia QSAR modelio formulé gali buti uzraSoma taip:

biologinis aktyvumas = funkcija (molekulés ar jos fragmenty savybeés).

(1.5.1-1)

Tokio rySio nustatymas gali buti naudingas pats savaime, apraSant
junginiy funkcines grupes ir kitus struktiirinius bruozus, nulemiancius ty
junginiy biologinj aktyvumg, arba gali biti naudojamas naujy cheminiy
junginiy nezinomy biologiniy savybiy prognozéms. Be biologinio cheminiy
junginio aktyvumo prognozavimo, QSAR modeliai placiai taikomi cheminiy
junginiy, kompozitiniy medziagy ir pan. farmakokinetikai, toksiSkumui,
biotransformacijai, poveikiui ekologinéms sistemoms ir Zmogaus sveikatai
prognozuoti. Cheminéje informatikoje placiai naudojamas kitas analogiSkas
metodas — kiekybinis struktiiros ir savybiy rySys (QSPR). Pagal ji 1§
nagrinéjamy cheminiy junginiy molekuliniy deskriptoriy modeliuojamos ty

junginiy cheminés savybeés, tokios kaip tirpumas vandenyje ar kituose
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tirpikliuose, stabilumas, rigstingumo konstanta, adsorbcija ant jvairiy pavirsiy,
ir t.t. Jei QSAR modeliavimas taikomas nebiologinéms sistemoms, tuomet jis
vadinamas QSPR, nors visomis kitomis savybémis metodas iSlicka panaSus
arba identiSkas. QSAR arba QSPR modeliavimui naudojami regresijos,
klasifikacijos matematiniai modeliai ar sistemos mokymosi (angl. machine
learning) metodai. QSAR (QSPR) modeliavimas placiai taikomas
akademinése, pramoninés gamybos ir administravimo srityse visame pasaulyje
[134]. Vis dazniau pripazjstama, kad Sis metodas padeda efektyviai optimizuoti
turimg cheminj junginj, veikiant] norimg biologinj taikinj [135], nors negalima
visiS$kai ignoruoti bandymy ir klaidy faktoriaus. QSAR metodo taikymas
sumazina skaiciy cheminiy junginiy kandidaty, kuriuos reikia susintetinti ir

iSmatuoti, norint padidinti reikiamg biologinj aktyvuma [136].

1.5.2. QSAR istorija

Crum-Brown ir Faster dar 1868 metais ras¢, kad cheminiy junginiy
struktiira ir elementiné sudétis susijusi su jy fiziologiniu aktyvumu, taciau
nejvedé jokio matematinio sarySio tarp Siy dalyky [137]. Richardson tais
paciais metais iSreiSké cheminiy junginiy struktiiros modelj kaip ty junginiy
tirpumo matemating funkcijg [138]. Mills 1884 metais sukiiré QSPR modelj,
pagal kurj gana tiksliai prognozavo savo nagrinéjamy cheminiy junginiy serijy
lydymosi ir virimo temperatiras [139]. Po beveik deSimtmecio, 1893 metais,
Richet pasirinko nagrinéti biologines sistemas ir alkoholiy, eteriy, ketony
serijg. Richet matematiniais skaiCiavimais parodé, kad jo nagrinéjamos serijos
junginiy toksiSkumas yra susijes su jy tirpumu vandenyje: kuo tos serijos
junginiy tirpumas vandenyje mazesnis, tuo jy toksiSkumas didesnis [140].
Véliau Overton ir Mayer nepriklausomai vienas nuo kito pastebéjo koreliacijas
tarp cheminiy junginiy pasiskirstymo koeficienty ir jy anesteziniy savybiy
stiprumo. Jie susiejo nagrin¢jamy junginiy anestezines savybes su ty junginiy
lipofiliSkumu [141, 142]. Tokie buvo QSAR (QSPR) vystymuisi svarbiis
tyrimai XIX a.

1935 ir 1937 metais Hammett paskelbé savo garsigsias lygtis, kurios
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apraso tiesinj laisvosios energijos sary$j tarp serijos benzenkarboksirtgsties
dariniy pusiausvyros konstantos ar reakcijos grei¢iy ir ¢ ir p (Hammett
konstanty) sandaugos, kur p nurodo reakcijos tipg, o o — pakaito tipg ir jo vietg
[143, 144]. Hammett konstantos toliau buvo naudojamos QSAR modeliavime.
1942 metais Bell ir Roblin nustaté, kad antibakterinis sulfonamidy aktyvumas
yra susijes su jy jonizacija [145]. Albert 1948 metais tyrinéjo erdvinio
pricinamumo cheminéje struktiiroje, jonizacijos ir elektrony pasiskirstymo
efektus tam tikrai aminoakridiny serijai [146]. Taft 1952 metais pasiilé
metoda, kaip atskirti polinius, rezonansinius ir sterinius efektus. Jis jvedé
pirmaji sterin} parametra, daznai vadinamg Taft vardu [147]. Nepaisant Siy
fundamentaliy tyrimy, daZniausiai teigiama, kad pirmasis mokslinis straipsnis
apie QSAR metodg pasirodé¢ tik 1962 ar 1964 metais. QSAR metodo
pradininku laikomas Hansch, kuris 1962 metais kartu su bendradarbiais susiejo
fenoksiacto rugsciy biologinj aktyvumg su Hammett konstantomis ir
pasiskirstymo koeficientais [148]. 1964 metais Hansch kartu su Fujita susiejo
augaly augimo reguliatoriy aktyvumg (C), Hammett konstantas (o),

pasiskirstymo koeficientg (7) ir sterinj faktoriy (k) viena sumine lygtimi [ 148]:

log 1/C = ac + br + ck. (1.5.2-1)

Tais paciais metais Hansch su Fujita pademonstravo, kad panasiy
cheminiy junginiy serijos biologinis aktyvumas gali biiti prognozuojamas

lygtimi i§ Hammett (¢), Taft (S) ir hidrofobiskumo parametry (x) [149]:

logl/Cso=an+be+cS+d. (1.5.2-2)

Tiesinés su keliais kintamaisiais matematinés funkcijos kaip $i,
pasitilyta dar 1964 metais, tebéra klasikiniai QSAR modeliai. Siais laikais
kuriamo QSAR modelio kintamuosius galima rinktis i§ didelio skaiciaus
deskriptoriy, o ne vien i$ keliy vardiniy parametry. Nuo to laiko, kai QSAR
metodas buvo iSplétotas 1 Siuolaikini metoda Hansch ir jo bendradarbiy, praéjo

daugiau kaip penkiasdeSimt mety. QSAR dar kartais vadinamas Hansch-Fujita
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analize. Tuo metu vyravo struktiiros ir savybiy rySio (SAR) metodas, o
prognozavimas neturé¢jo didelés svarbos. Pirmosiose QSAR koreliacijose
vietoje deskriptoriy buvo naudojami vos keli fizikiniai ir cheminiai parametrai,
tokie kaip log(P) ar = arba kitaip iSreikStas lipofiliSkumas, be to, junginio
elektroniné sandara, iSreikSta kaip o, sterinés savybés, poliarizuojamumas ir
panasiai. Beveik tuo paciu metu, 1964 metais, buvo pasitulyta labai panasi
Free-Wilson analizé. Wilson su Free, kiek kitaip nei Hansch su bendradarbiais,
siilé tam tikry funkciniy grupiy junginyje buvimg arba nebuvima
paprasCiausiai vertinti vienetu arba nuliu, tada dauginti i§ empiriniy
kontribucijos koeficienty, sumuoti, galiausiai pridéti bazinj (vidutinj)
aktyvumg ir taip apskaiCiuoti biologin; aktyvuma i§ cheminio junginio

struktiiros [150]:

Biologinis aktyvumas = X aix; + b, (1.5.2-3)

kur b yra vidutinis serijos junginiy indélis j biologinj aktyvuma, x; — tam
tikry funkciniy grupiy ar struktiiriniy fragmenty buvimas arba nebuvimas,
ivertintas nuliu arba vienetu, a; — empiriniy parametry, parodanciy funkcinés

grupés indélio svarbg biologiniam aktyvumui, aibé.

1969 metais Hansch pasiile paraboling lygtj, kurioje naudojamas
kvadratu pakeltas pasiskirstymo koeficientas, turintis neigiamg jtaka
biologiniam aktyvumui [151]. Toks biologinio aktyvumo modeliavimas i§
fizikiniy-cheminiy junginio parametry vis labiau priminé dabartinj QSAR,
kuriame kartu naudojami jvairiais biidais perskai¢iuoti molekuliniai
deskriptoriai. 1971 metais Fujita su Ban postulavo Fujita-Ban lygti, panasia ]
Free-Wilson lygtj, tik joje naudojo biologinio aktyvumo logaritma vietoje
biologinio aktyvumo [152]. Tai leido sujungti Free-Wilson ir Hansch-Fujita
metodus 1 vieng metoda su bendra deskriptoriy aibe — tai ir yra klasikiné QSAR
metodologija. Pagal Hansch ir kitus pirmuosius QSAR metodo autorius ir
taikytojus, deskriptorius reikéty parinkti i§ gana nedidelio jy rinkinio rankine

atranka, jau Zinant, kurie struktiiriniai cheminio junginio bruozai svarbis, pagal
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biologinio aktyvumo mechanizmg priskiriant aiSkig prasme¢ cheminio junginio
deskriptoriams, kurie bus toliau naudojami kuriamame QSAR modelyje.
Véliau buvo sukurtas sprendimas i$ didelio deskriptoriy rinkinio geriausias
deskriptoriy kombinacijas parinkti statistiniais metodais ir paskui statistiskai ir
automatiSkai parinktoje deskriptoriy aib¢je ieSkoti prasmés, kaip prieSpriesa
rankinei deskriptoriy atrankai. Iki §iol naudojami abu deskriptoriy atrankos

protokolai, bet, ko gero, vyrauja antrasis.

Visuose tradiciniuose, pirmuosiuose dvimaciuose QSAR modeliuose,
tokiuose kaip Free-Wilson ir Hansch-Fujita, kiekybinéms prognozéms apie
nagriné¢jamus junginius atlikti buvo naudojami dvimaciai molekuliy fragmentai
ar pakaitai ir jy fizikinés-cheminés savybés. Nuo to laiko, kai 1962-1964
metais Free, Wilson, Hansch ir Fujita [148, 153, 150] iSpopuliarino ir i§plétojo
originalia QSAR koncepcija, buvo pasiiilytas platus spektras jvairiy QSAR
metodologijy [154, 155]. QSAR placiai buvo taikytas kaip vertinga priemoné
cheminiy junginiy savybiy prognozéms, ypac kuriant vaistus ir tikinés reikSmeés
chemines medziagas — pesticidus, herbicidus, fungicidus ir kitas panaSias.
Metodui palaipsniui vystantis, XX amziaus paskutiniame deSimtmetyje
moksliniy straipsniy apie QSAR (QSPR) skaiCius pasieké Simtus per metus.
Dabar tokiy strapsniy paraSoma daugiau kaip tiikstantis per metus. Metodo
populiarumo vertinimai pagal paieSkas duomeny bazése néra tikslis, mat
QSAR pavirto iStisa metody su daug skirtingy pavadinimy grupe. Vien pagal
tikslig metodo taikymo paskirtj, be jau minéty QSAR atSaky, egzistuoja dar
toksiSkumo QSAR (QSTR) [156], metabolizmo QSAR (QSMR) [157],
reakcingumo QSAR (QSRR), sulaikymo QSAR (QSRR) [158], pereinamumo
QSAR (QSPR), farmakokinetikos QSAR (QSPR) [159], bioprieinamumo
QSAR (QSBR), prisijungimo QSAR (QSBR) [160] ir kitos atSakos.

1.5.3. Siuolaikinis QSAR

QSAR (QSPR) Siuo metu yra vienas i§ dazniausiai taikomy metody,
modeliuojant fizikines ir chemines jvairiy cheminiy junginiy savybes ir jy

biologinj aktyvumg. QSAR tyrimai laikomi viena i§ pagrindiniy vaisty kiirimo
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srities priemoniy, taikomy siekiant kiekybiskai iSnagrinéti ligando ir
receptoriaus (taikinio) sgveiky stiprumg. QSAR yra nepakeic¢iamas metodas, jei
nezinoma biologinio taikinio erdviné struktiira, nes jis grindziamas vien
ligandy strukttira. QSAR Siais laikais apima visus statistinius metodus, kuriais
cheminiy junginiy biologinis aktyvumas, daZniausiai iSreiSkiamas kaip jy
logaritmas, siejamas su cheminiy junginiy struktiirinémis, fizikinémis-
cheminémis ar kvantinémis savybémis arba palyginamgja molekuliniy lauky
analize [161, 162]. QSAR modeliavimas iSaugo, jgavo daug krypciy ir
evoliucionavo nuo taikymo mazoms serijoms cheminiy junginiy su paprastais
matematinés regresijos analizés metodais rySiui su biologiniu aktyvumu
nustatyti ] iStisy duomeny baziy analiz¢. RySiui su biologiniu aktyvumu
nustatyti naudojama daug jvairiy statistiniy ir sistemos mokymosi metody
[163]. Dabartiniame QSAR sujungiama Hansch ir Wilson analizé, o modeliy
atranka vykdoma sistemingai, naudojant Simtus ir tokstancius jvairiy
parametry, kurie galéty tikti galutinei lygc€iai, ir atrenkant, derinant pacius
tinkamiausius 1§ jy. QSAR modeliavimo nustatytas sarySis tarp biologinio
aktyvumo ir lengvai apskai¢iuojamy molekuliy savybiy toliau gali buti
naudojamas naujy junginiy biologiniam aktyvumui prognozuoti. DaZniausiai
QSAR modeliavime naudojami cheminiy junginiy parametrai yra junginio ar
jo fragmenty, funkciniy grupiy hidrofobiSkumas, aromatiSkumas, teigiama ar
neigiama jonizacija solvatacijos metu, galimybé sudaryti
donorinius/akceptorinius vandenilinius rysius, ir kitokie. Sie parametrai yra
iSreiSkiami skaitinémis vertémis ir tolesniame etape naudojami QSAR lygciai
(modeliui) kurti, koreliacijai tarp kai kuriy i§ jy derinio ir nagrinéjamo
biologinio aktyvumo nustatyti. Skaiiavimai automatizuojami ir jgalinami,
naudojant kompiuterius.

QSAR analizés uzdavinio pradiné sglyga aprasoma taip: yra rinkinys (p)
junginiy, kuriy kiekvienas turi iSmatuojamg savybe (K) (pavyzdziui,
pusiausvyros konstantg) ir daug apskaiciuojamy deskriptoriy (xn) (pavyzdziui,

molekulin¢ mase, hidrofobiSkumas ir t.t.). Prading salyga sudaro konstanty
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vektorius K, ir deskriptoriy matrica x,n, tarp kuriy ieSkoma matematinio

sarysio. QSAR jvesties pavyzdys:

Junginiai Biologinis aktyvumas Deskriptorius 1  Deskriptorius 2 ... Deskriptorius N
1 junginys 0,1 1,1 2,3 3,3
2 junginys 0,2 34 4,3 7,7
M junginys 0,4 2,0 3,0 4.8

Dazniausiai, sprendziant §] uzdavinj 1§ visy N deskriptoriy iSrenkami
keli reikSmingiausi » galutinei lygciai sudaryti. Tai daroma ne visuomet. Norint
sukurti kokybiSka QSAR modelj, svarbiausia atrinkti tinkamus deskriptorius,
kurie skaiCiais geriausiai uzkoduoty ir atspindéty informacijg apie turimus
cheminius junginius, jy struktiirg ir jvairove. Tam sukurta daug jvairiy metody.
Patys populiariausi: visy galimy varianty sistemingas iSbandymas, evoliuciniai
algoritmai, pavyzdZiui, genetinis algoritmas, ir sistemos mokymosi algoritmai.
Visi jie gali biiti naudojami cheminiy junginiy parametrams (deskriptoriams) —
fizikinéms, cheminéms, kvantinéms, matematiskai aprasytos cheminés
aktyvumui prognozuoti QSAR modelio pagalba. Tokiai parametry pasirinkimo
problemai spresti yra kelios metody grupés. Visy pirma paminétini klasikiniai
metodai, grindziami MLR [164]. Gerokai maziau populiarus yra prognoze
paremtas deskriptoriy iSrinkimo ir QSAR modeliavimo metodas VSMP (angl.
variable selection and modeling method based on the prediction) [165]. Tarp
naujesniy paminétini dirbtiniu intelektu grindziami metodai, pavyzdziui,
dirbtiniy neurony tinklai, nekonkrecios logikos metodai ir panasis [166-168].
Dirbtiniu intelektu grindziami metodai ypa¢ gerai tinka siekiant nustatyti
netiesing  parametry rinkinio ir dominancio biologinio  aktyvumo
priklausomybe, ir turi eile kity privalumy, palyginti su klasikiniais QSAR
parametry parinkimo metodais [169].

Pasirinkus tinkamus molekulinius deskriptorius, biitina parinkti tinkamag
matematinj ar statistinj modelj priklausomybei tarp ty deskriptoriy ir biologinio

aktyvumo apra$yti. Sis etapas glaudziai susijes su ankstesniuoju, nes paprastai,
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pries ieskant tinkamy deskriptoriy, iSkeliama hipotezé apie tam tikros riiSies
priklausomybe tarp jy ir biologinio aktyvumo. Todél kartais abu minéti etapai
vykdomi kartu. Yra jvairiy pasirenkamos QSAR priklausomybés funkcijos
pavyzdziy. DaZniausiai, kaip jau minéta, pasirenkama MLR. Kiti metodai —
klasikin¢ tiesiné regresija, daliniy maziausiy kvadraty metodas (PLS),
pagrindiniy komponenty analizé (PCA), pagrindiniy komponenty regresija
(PCR), k artimiausiy kaimyny metodas (kKNN) ir kiti [136]. QSAR
modeliavimg atliekant su PLS metodu, pagal x, ir K, nustatomi PLS vektoriai
(pasléptos vertés), kurie toliau naudojami, prognozuojant matuojama junginiy
savybe (K). Taip iSvengiama parametry matricos supaprastinimo iki #n stulpeliy
[170]. QSAR metode tradiciSkai nagrin¢jama tiesin¢ priklausomybe tarp
deskriptoriy ir biologinio aktyvumo logaritmo, bet kai kurie autoriai atlieka
QSAR ir su netiesinémis priklausomybémis [171-173]. Gana populiaru tg patj
deskriptoriy, pakelta kvadratu, panaudoti antrg kartg toje pacioje QSAR lygtyje
(...x+x2...). Yra sudétingesniy netiesiniy metody, pavyzdZiui, dirbtiniy neurony
tinklai (ANNs) ir atraminiy vektoriy masinos (SVM) Visa tai naudojama
koreliacijos funkcijai ar rySiui apraSyti QSAR metode. Pasirinkus tinkama
priklausomybés funkcijos apraSymo buda, QSAR priklausomybés funkcija
parametrizuojama su visy turimy junginiy, kuriy biologinis aktyvumas
iSmatuotas, atsitiktinai parinkta dalimi, vadinama apmokymo rinkiniu (angl.
training set). Lik¢ junginiai panaudojami veéliau. Parametrizavimo procesas su

apmokymo rinkiniu kartojamas, kol pasiekiamas patenkinamas rezultatas.

Jei pasirenkama MLR priklausomybes funkcija, tada tarp x, ir K (ar
log(K)) vykdoma tiesiné regresija su keliais nepriklausomais kintamaisiais. K ir
xp tarpusavio priklausomybé apraSoma lygtimi, kuri bendrai gali biti

iSreiSkiama taip [174]:

K=aix+axxt...apxntb. (1.5.3-1)

Pagal S$ig lygti prognozuojamas testavimo rinkinio ir dar

neegzistuojanciy junginiy K, ir pati lygtis parodo, kokius jos kintamuosius,
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aprasanc¢ius nagrinéjamy cheminiy junginiy struktirg, reikéty keisti, norint
sukurti junginj su didesne ar mazesne konstanta K. Nubraizyti grafikus
tiesiogiai QSAR lygciai dazniausiai nejmanoma dél per didelio kintamyjy
skaiCiaus, todél paprastai QSAR modeliy grafikai braizomi tarp
prognozuojamy biologiniy aktyvumy, apskai¢iuvoty QSAR lygtimi, ir

eksperimentiskai iSmatuoty jy verciy.

Sugalvota ir suformuluota daug taisykliy, kaip sukurti QSAR modelius,
kai kurios jy biina nevienareikSmiSkai naudingos ir yra diskusijy objektas
mokslinéje bendriuomenéje [175, 176]. Bendra modelio kokybé ir kiekvieno
parametro reikalingumas, prasmé jtraukti jj, turi buti jvertinti pagal daug
statistiniy parametry (F testas, determinacijos koeficientai pagal jvairias
procediras ir pan.). Galutinis QSAR modelis turi buti su minimaliu skai¢iumi
modeliavimo parametry ir molekuliniy deskriptoriy. Siiloma neieskoti tinkamy
parametry per dideles pradines jy aibes, nes galimas grynai atsitiktinis
tinkamumas [177]. Vieni i$ jy tapo populiartis QSAR modeliavimo srityje, kiti
po pradiniy darby paplito mazai [178, 179].

2015 metais Ruusmann su bendradarbiais sukiir¢ QSAR modeliy
duomeny baz¢ (QSARDB — http://qsardb.org/) [180]. Autoriai tikisi, kad
QSARDB bus praktiskai naudinga priemoné QSAR metodo taikytojy
bendruomenei ir dél jos QSAR modeliavimas ir jo rezultatai taps skaidresni,
atkartojami ir lengviau prieinami visiems [181].

1.5.4. QSAR modeliy vidinis ir iSorinis testavimas, tinkamumo
patvirtinimas

QSAR modeliavimui paimti visi pradiniai nagrinéjamy cheminiy
junginiy biologinio aktyvumo duomenys paprastai pacioje modeliavimo
pradzioje iSskirstomi j tokius rinkinius:

Apmokymo rinkinys (angl. training set) — visiems QSAR modeliams
sukurti reikia taip vadinamo apmokymo rinkinio. Sis rinkinys naudojamas
generuoti ir parametrizuoti naujiems QSAR modeliams. DazZniausiai

apmokymo rinkinys biina didesnés apimties, susideda i§ maZziausiai keliolikos
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junginiy, kuriy bent keli turi vienodas modeliuojamas struktiirines savybes,
chemingés struktiiros bruozus. Néra gerai, jei kiekvienas junginys rinkinyje turi
keleta originaliy cheminés struktiiros bruozy, nes tuomet vieno struktiiros

fragmento jtaka néra aiski.

Testavimo rinkinys (angl. fest sef) yra duomenys, kurie panaudojami
jvertinti jau sukurto QSAR modelio galimybes prognozuoti biologinj
aktyvuma. Jeigu yra pakankamai duomeny, dalis jy atskiriama ir panaudojama
kaip testavimo rinkinys tam, kad biity pademonstruotos naujai sukurto QSAR
modelio galimybés prognozuoti. Kaip gerai tas modelis apraso apmokymo
rinkinj, kuriam jis parametrizuotas, irgi yra svarbu. Pagal testavimo rinkinio
duomenis néra nei parenkami QSAR deskriptoriai, nei parametrizuojami jokie
QSAR modeliai, nei vykdoma kokia nors jy atranka. Kadangi testavimo
rinkinys daZniausiai parenkamas atsitiktinai 1§ visy pradiniy duomeny, gerai,
kai pradiniy duomeny rinkinys yra pakankamai didelis. Reciau, be atsitiktinio
parinkimo, dar gali buti naudojamas koks nors kitas metodas testavimo
rinkiniui parinkti, pavyzdziui, klasteriné analizé. Koks bebity testavimo
rinkinio sudarymo metodas, galutinis testavimo rinkinys turi reprezentatyviai
atspindéti visg turimg duomeny aibe. PavyzdZiui, jame negali atsidurti eilé
biologiSkai aktyviausiy ar neaktyviausiy cheminiy junginiy ar eilé cheminiy
junginiy su tuo paciu struktiiriniu bruozu, kurio nelieka apmokymo rinkinyje.

Visi tie dalykai neigiamai iSkreipia, pablogina testavimo rezultatus [182-184].

Tokio junginiy skirstymo gali ir nebiiti, tuomet visi imti duomenys biina
panaudoti kaip apmokymo rinkinys. Kartais pritaikomi jvairQis kitokie

skirstymo biidai.

QSAR modelio ,,apmokymo* su apmokymo duomeny rinkiniu metu
sukurtas QSAR modelis naudojamas testavimo rinkinio junginiy aktyvumui
prognozuoti. Testavimo junginiy rinkinio, kartais vadinamo iSoriniu rinkiniu,
biologinio aktyvumo prognozavimo kokybé priimama, kaip QSAR modelio
galimybiy prognozuoti nezinomy junginiy savybes vertinimas. Naudojant jau

parametrizuota3 QSAR modelj, papildomai prognozuojamas biologinis
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aktyvumas likusiems testavimo rinkinio junginiams. Taip imituojama situacija,
kai jis biity prognozuojamas junginiams su kol kas nezinomais biologiniais
aktyvumais ar visai nesusintetintiems junginiams. StatistiSkai jvertinus, kaip
pavyko prognozuoti biologinj aktyvuma, testavimo rinkinio junginiams galima
gana realistiSkai jvertinti QSAR modelio tinkamumg prognozéms. Testavimo
rinkinys atskiriamas ne visuomet. Kai QSAR modeliy kirimui, tinkamy
deskriptoriy paieskai jiems, pasirenkami neurony tinkly metodai, tuomet
teigiama, kad néra reikalo papildomai naudoti testavimo rinkinj sukurto QSAR
modelio teisingumui patvirtinti [185]. Nepriklausomo testavimo rinkinio
panaudojimas laikomas standartu visame QSAR modeliavime, vertinant naujai
sukurto QSAR modelio prognozavimo kokybe. Tai griezCiausias kriterijus
QSAR modeliavimo kokybei vertinti. Ne viename moksliniame QSAR
metodologijos straipsnyje aprasSyti argumentai, dél kuriy reikty visuomet

naudoti testavimo rinkinj sukurtiems QSAR modeliams testuoti [186, 187].

Idealu, jei testavimas atlickamas, kiek jmanoma atkartojant praktinj
QSAR modelio taikymg. Kai atlickamas toks testavimas, i§ sukurto QSAR
modelio prognozuojami keli iki tol eksperimentiS8kai neiSmatuoti, labiau
biologiSkai aktyviis cheminiai junginiai. Po to jie visi susintetinami
laboratorijoje, ir eksperimentiSkai yra patvirtinamas arba paneigiamas jy
aktyvumas. PraktiSkai labai retai kada daromas toks eksperimentinis QSAR
modeliy testavimas, ir skirstymas viso turimo junginiy rinkinio j apmokymo ir
testavimo rinkinius yra tokios praktikos imitacija. QSAR modeliy testavimas
skirstomas ] vidinj ir iSorin] testavimg. Literatliroje néra konkretaus Siy
testavimo riasiy apibréZimo. Chemingje informatikoje laikoma, kad testavimas
iSorinis, jei testavimo rinkinys panaudotas tik vieng kartg. Tai yra tuomet, jei i
ji visai neziirima QSAR modelio kirimo ir parinkimo procese [188].
Atitinkamai vidinis testavimas yra, kai testavimo rinkinys vienaip ar kitaip
dalyvauja naujo QSAR modelio kiirime, testuojant potencialius QSAR
modelius daug karty, bet jy neparametrizuojant. Parametrizavimui naudojamas

iSimtinai tik apmokymo rinkinys. ISorinis testavimas turi trikumy, nes dalis
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serijos junginiy lieka nepanaudoti QSAR modeliy tobulinime. Egzistuoja
atsitiktinumo faktorius: priklausomai nuo to, kaip pradinis duomeny rinkinys
iSskaidomas j apmokymo ir testavimo rinkinius, testavimo rezultatai kei¢iasi.
Grieztai teigiant, tik vidiniu testavimu testuotas QSAR modelis licka be

nepriklausomo jvertinimo arba tinkamumo patvirtinimo (angl. validation).

QSAR atlikimo variantai, nenaudojantys testavimo rinkinio, ima visus
pradinio rinkinio junginius apmokymo rinkiniui. Dazniau tai daroma tada, kai
pradinis junginiy rinkinys mazas, pavyzdziui, vos deSimt junginiy, ir ji
i8skirscius j du rinkinius, vienam jy likty gal net maziau kaip penki junginiai, ir
tuomet buty mazai prasmés nagrinéti statistines koreliacijas ar skaiciuoti bet
kokig statistikg su tokiomis mazomis imtimis. Abu S$ie rinkiniai turi islikti
pakankamai dideli ir tinkamos jvairovés, reprezentatyviis. Placios apimties
duomeny rinkiniai yra reta ,,prabanga“ QSAR modeliavime. Jei apimtys yra
mazos, vietoje testavimo rinkimo pasitelkiami kitokie metodai QSAR modelio
prognozavimo galimybéms vertinti, tam modeliui patikrinti. Kiti daZnai
naudojami statistiniai metodai QSAR modeliy prognozinéms galimybéms
jvertinti yra kryZminis patikrinimas (angl. cross-validation) [189] ir jo
variantai, tokie kaip dvigubas kryZminis patikrinimas, jkrovimas (angl.

bootstrapping) ir atsitiktinis Y sumaiSymas (angl. Y scrambling).

Atliekant kryZzminj patikrinima, dalis pradinio duomeny rinkinio nariy
iSmetama, ir QSAR modelis i§ naujo generuojamas su likusiais duomeny
rinkinio nariais. Dazniausiai iSmetamas vienas pradinio duomeny rinkinio
narys ir tuomet metodas vadinamas kryZminiu patikrinimu iSmetant vieng
(angl. leave one out cross validation, LOOCV). Jei iSmetamas daugiau kaip
vienas pradinio duomeny rinkinio narys, tuomet metodas vadinamas kryZminiu
patikrinimu iSmetant kelis (angl. leave multiple out cross-validation, LMO-
CV). Naujai generuotas QSAR modelis naudojamas iSmestoms duomeny
vertéms prognozuoti. Visa tai kartojama daug karty ar net iSeikvojant visus
Jjmanomus iSmetimo variantus. Kuo daugiau tokiy pakartojimy atlieckama, tuo

geriau, mat pasalinami svyravimai tarp skirtingy rezultaty, iSmetant skirtingus
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aibés narius. Galiausiai paskaiiuojamas statistinis jvertis, nusakantis, kaip
gerai tokie QSAR/QSPR modeliai prognozuoja iSmestas vertes. Paprastai tokiu
biidu paskaiciuotas R? yra zymimas kaip Q°. Pagal jj yra vertinamas pradinis
QSAR/QSPR modelis. Golbraikh ir Tropsha aprasé kryZzminio patikrinimo
iSmetant vieng, skai¢iuoto su apmokymo rinkiniu, ir taikyto QSAR modeliy
prognozavimo galimybéms vertinti trikumus [186], Siuo statistiniu metodu
gautos O° vertés iSnagrinétos, ir pasiiilyti grieztesni kriterijai, kaip vertinti
QSAR modeliy prognozavimo galimybes (aukStas Q°, Ry* paskaiGiuoti per
nulinj koordinac¢iy taska turi biti artimi R? ir 1). KryZminis patikrinimas
iSmetant vieng linkes vesti prie perdétai teigiamy QSAR modelio vertinimo

rezultaty [190].

Kartais biina atlickamas dvigubas kryZminis patikrinimas (angl. double
cross-validation). Tuomet iSoriniame dvigubo kryZminio patikrinimo cikle visi
duomenys atsitiktinai iSskirstomi ; apmokymo ir testavimo rinkinius, kaip
jprastai. Sis iSorinis testavimo rinkinys naudojamas iSimtinai tik galutinio
modelio statistiniam jverciui skaiCiuoti. ISorinis apmokymo rinkinys
papildomai atsitiktine tvarka yra skirstomas j vidinj apmokymo rinkin;j ir vidinj
testavimo rinkinj, kurie atitinkamai naudojami modelio sukiirimui ir
jvertinimui. Po pirmo modelio sukirimo ir jvertinimo, vidiniai rinkiniai
atsitiktinai performuojami 1§ naujo. Tuomet lyginant visus modelius
tarpusavyje, geriausiojo i8 jy iSrinkimui turima ne vien statistika su apmokymo
rinkiniu, bet ir su testavimo rinkiniu. Pagal Sias vidiniy rinkiniy statistikas,
geriausias modelis pasirenkamas efektyviau. Galiausiai atlickamas galutinis
geriausio modelio statistinis jvertinimas su iSoriniais duomeny rinkiniais [191].
Tai biitina, mat pakartotinai perskaic¢iuojama ir galiausiai iSrenkama geriausia
statistika su vidiniais testavimo duomeny rinkiniais tampa iSkreipta, SaliSka
[192], ir tai nebéra visiSkai korektiSkas QSAR modelio testavimas. Vienas 1§
Sios statistinés metodologijos trukumy yra tas, kad tokiai jai atlikti reikia dar
daugiau pradiniy, iSmatuoty junginiy serijoje nei jprastai, mat jie suskirstomi j

daugiau duomeny rinkiniy jvairiais pavadinimais. Sitokia QSAR modeliy
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testavimo ir pripazinimo tinkamais praktika gana sena, bet tik paskutiniais
metais naudojama vis placiau jvairiuose QSAR darbuose, nepaisant to, kad jai

atlikti reikia papildomy junginiy [193-195].

Krstajic su bendradarbiais 2014 metais pasitilé naudoti sudétingesnes,
imlesnes skaiciavimo resursams, bet efektyvesnes QSAR modeliy tikrinimo
procediiras, kurias jgalina debesy kompiuterijos atsiradimas [196], tokiais kaip
penkiagubas kryzminis patikrinimas (angl. fivefold) ir deSimtgubas kryzminis
patikrinimas (angl. tenfold). Siy metodologijy principai islieka tie patys, kaip ir
dvigubame kryzminiame patikrinime, tik, kaip pavadinimas sako, procediira
néra dvigubinama. Tokiy kryzminiy patikrinimy metodai sudétingéja, nes
kartojami keleriopai ar keliais sluoksniais. Parodyta Siy metodologijy nauda ir
svarba, lyginant su senesniais budais, bet atitinkamai iSauga poreikis

skaiiuojamiesiems resursams.

Ikrovimas (angl. bootstrapping) yra dar vienas statistinis metodas,
naudojamas QSAR/QSPR modeliavime. Jo atlikimo metu pakartotinai daroma
prielaida, kad modelio paskaiCiuotos biologinio aktyvumo ar kt. vertés yra
gautos eksperimentiskai, ir 1§ jy atsitiktiniu parinkimu sudaroma duomeny
imtis, tik su naujomis biologinio aktyvumo vertémis. Taip gautai naujai
duomeny imciai (jkrovos imciai) i§ naujo sukuriamas QSAR modelis, ir tai
kartojama daug (keliasdeSimt ar net Simtus) karty. Galiausiai visi gautieji
QSAR modeliai lyginami tarpusavyje, ir pastebimas didesnis ar mazesnis
statistinio jvercio, tokio kaip R2, nuokrypis nuo pradinio, vertinamojo QSAR
modelio. Jei nuokrypis artimas nuliui, tai pradinis QSAR modelis yra

kokybiskas.

Atsitiktinis Y sumaiSymas yra reciau naudojamas statistinis metodas
QSAR/QSPR modeliavime. Jo metu, kaip jvardija pavadinimas, apmokymo
junginiy rinkinio aktyvumai atsitiktinai sumaiSomi, ir méginama modeliuoti
tokius nerealistiSkus duomenis. Tikrinant, kaip modeliavimas pavyksta su
realistiSkais eksperimentiniais duomenimis, ir kaip su nerealistiSkais arba

atsitiktiniais skaiciais, irgi galima jvertinti realistiSko QSAR/QSPR modelio
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kokybe, pastebéti, kuo jis geresnis ar identiSkas lyginant su beprasmiu

,.triukSmo* modeliu.

KryZzminio patikrinimo iSmetant vieng metodas, jkrovimo metodas, ir
visi kiti panaSis statistiniai metodai linke pateikti gana perdétus, perdém
optimistiskus rezultatus apie QSAR modelio galimybes prognozuoti naujy, dar
nezinomy, junginiy biologinj aktyvuma: kaip bebiity perdéliojamas turimas,
jau panaudotas modelio apmokymui, junginiy rinkinys, tai néra visai nauja
imtis, kurios savybés bus prognozuojamos. Tai yra tik vienoks ar kitoks artinys
prie naujos imties situacijos. Gali buti taip, kad QSAR modelis puikiai apraso
ir paaiSkina apmokymo rinkinio junginiy savybes, bet netinkamas kitiems
modeliavime nenaudotiems junginiams prognozuoti, arba kad jo tinkamumas

tam lieka neiSnagrinétas ir statistiSkai nejvertintas [186, 197].

Sukurtas klasikinio QSAR modelio vizualizavimo jrankis, su kuriuo
galima skaiciuoti molekulinius deskriptorius ir vizualizuoti QSAR modeliy
tinkamumo patvirtinimo vertinimus, jy prognozes, vadinamas CHES-MAPPER
2.0 [198]. Jis veikia tiesiog interneto puslapyje (http://ches-mapper.org/).
Autoriai tokj sprendimg vadina vizualiu jvertinimu, kuris nepakeifia esamo
modeliy statistinio vertinimo, bet gali padéti pastebéti ir lengviau iSspresti
turimo duomeny rinkinio trilkumus, interpretuoti ir patobulinti modelj. Su
programa generuojamas paveikslélis su viso duomeny rinkinio cheminémis
struktliromis, ir jos paZymimos dviem sferomis, kuriy maZesné rodo realy
biologinj aktyvuma spalvingje skaléje nuo raudonos iki mélynos. Didesné sfera
rodo prognozuojamg biologinj aktyvumg toje pacioje skal¢je. IS karto puikiai
matyti klaidingos prognozés, pazymétos dvejomis skirtingomis spalvomis ant

tos pacios cheminés strukttiros.

1.5.5. QSAR modeliy statistinis vertinimas ir vizualizavimas
Taikant QSAR metoda, biitina atlikti sukurty QSAR modeliy atrankg ir

vertinimga, siekiant i$siaiSkinti, kuris i§ gauty QSAR modeliy yra geriausias.
Galutiniai rasti QSAR modeliai turi biti geresni uz aib¢ ne tokiy gery pagal

statistinius jvercius ir todél atmesty modeliy. Praktikoje QSAR modeliai
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paprastai néra absoliuciai geriausi i§ visy galimy pagal turimus pradinius
duomenis apie chemines struktiiras ir jy biologinj aktyvuma. Taikant QSAR
metodologija, biologinis aktyvumas suskai¢iuojamas turimai junginiy serijai, ir
tuomet nagriné¢jama paskaiciuoty verciy koreliacija su eksperimentiskai
iSmatuotu biologiniu aktyvumu, taikant tinkamg statistinj metodg — regresing
analiz¢. Dazniausiai QSAR modelio kokybei vertinti naudojamas

determinacijos koeficientas R%:

R*= (TSS—RSS)/ TSS= 1 — RSS/ TSS, (1.5.5-1)
kur liekamyjy paklaidy kvadraty suma (RSS) yra iSreiSkiama taip:

RSS =Y i — fi), (1.5.5-2)
o visa kvadraty suma (TSS) yra

TSS=Y(vi — y)* (1.5.5-3)

R? yra standartinis QSAR modelio kokybés matas, paskai¢iuojamas i3
iSmatuoty duomeny veréiy ():), jy vidurkio (y) ir su jomis susijusiy
paskai¢iuoty duomeny vercéiy (f;) [199]. TSS parodo visa y dispersijg, o RSS
parodo y dispersija, kuri liko nepaaiskinta per x atlikus regresijg. TSS — RSS
parodo y dispersija, kuri paaiSkinta per x turimu modeliu. R?> gali biiti
suprantamas, kaip santykis tarp modeliu paaiSkintos ir visos y dispersijos
[200]. Kitas biidas paskaiCiuoti determinacijos koeficientg tiesinéje regresijoje
yra tiesiog pakelti Pirsono koreliacijos koeficientg (») kvadratu. Koeficientas

yra paskai¢iuojamas taip:

r=cov(x, y) / (ox0y), (1.5.5-4)
kur duomeny rinkinio su n elementy kovariacija (cov(x, y)) yra

cov(x, ») => (i — y)(xi —X)/n. (1.5.5-5)
Cia o ir 0y yra atitinkamai x ir y standartiniai nuokrypiai.

Determinacijos koeficientas QSAR modeliavime parodo, kaip gerai

QSAR modelis apraso eksperimentiskai iSmatuotas biologinio aktyvumo
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vertes. Jei determinacijos koeficientas lygus nuliui, tai QSAR modelis visai
neapraso eksperimentiSkai iSmatuoty biologinio aktyvumo veréiy. Jei
determinacijos koeficientas lygus vienetui, tai QSAR modelis idealiai atkartoja
eksperimentiSkai iSmatuotas biologinio aktyvumo vertes (y; = fi). Abu Sie
atvejai yra kraStutiniai, ir realiai QSAR modeliavime determinacijos
koeficientas biina intervale tarp nulio ir vieneto. Determinacijos koeficientas,
paskaiCiuotas apmokymo rinkiniui, yra perdétas QSAR modelio kokybés
matas, mat visados deskriptoriai yra dauginami i§ papildomy QSAR modelio
parametrizavimo koeficienty (angl. fitting coefficient) taip, kad biity pasiektas
maksimalus determinacijos koeficientas, taigi jis yra maksimizuotas
apmokymo rinkiniui. Determinacijos koeficientas, paskaiCiuotas testavimo
rinkiniui, jau gerokai realistiSkiau parodo QSAR modelio galimybes

prognozuoti kitus junginius, kurie nebuvo naudoti to modelio parametrizavime.

Cia minétas determinacijos koeficientas neatsizvelgia i tai, kiek
deskriptoriy ir modeliavimo parametry yra naudojama QSAR modelyje. Kai
imama vis daugiau kintamyjy j QSAR modelj, determinacijos koeficientas
linkes atitinkamai didéti. Vadinasi, determinacijos koeficientg galima padidinti
tiesiog pridedant daugiau kintamyjy. Néra korektiSka tarpusavyje palyginti
visai skirtingus QSAR modelius su skirtingais kintamyjy kiekiais vien pagal
determinacijos koeficienta. Tam specialiai sukurtas redukuotas determinacijos

koeficientas (R?4p,), kuris paskai¢iuojamas taip [201]:
R2ups=R*n—1)—p)(n—p—1), (1.5.5-6)

kur n yra imties dydis, o p — deskriptoriy skaifius panaudotas tame
QSAR modelyje. Redukuotas determinacijos koeficientas ne tik ne didéja, bet

gali ir mazéti, jei imama daugiau kintamuyjy.

Du dazniausiai QSAR modeliavime pateikiami paklaida paremti jverciai
yra RMSE (angl. root mean square error) ir MAE (angl. mean absolute error).

Jie skai¢iuojami taip:

RMSE = [(1/ m)<(Y,,, ~Y,,.,)* , (1.5.5-7)
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MAE = (1/n)2(|Y obs—Y pred|), (1.5.5-8)

kur n — imties dydis, Yoss — eksperimentinés stebé&jimy vertés, 0 Yprea yra
su jomis susije prognozuojami dydziai. IS formuliy 1.5.5-7 ir 1.5.5-8 matosi,
kad abu minéti jver¢iai parodo vidutines prognozavimo paklaidas per visa
nagrinéjamg prognozuojamy duomeny aibe. Yra teigiama, kad RMSE
interpretacija labiau komplikuota, negu MAE [202]. MAE parodo vidutinj
prognozés nuokrypj nuo matavimo tais paciais vienetais, kuriais atlikti

matavimai.

QSAR |

Ll

pask.

.

T

3 [} 7 g 9

eksperim.
Paveikslas 1.5.5-1. Tipinis QSAR grafikas. Pagal sumodeliuota QSAR lygtj

suskaic¢iuojamos ir atidedamos paskaiciuotos tam tikry iSmatuojamy cheminiy
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junginiy savybiy vertés apmokymo rinkinio junginiams X asSyje ir Y aSyje
atidedamos eksperimentiSskai iSmatuotos atitinkamy savybiy vertés tiems

patiems junginiams.

Paprastai nubraizomas QSAR grafikas su modelio paskai¢iuotomis
biologinio ir eksperimentinémis biologinio aktyvumo vertémis, atidétomis kaip
taskai (paveikslas 1.5.5-1). Kuo visi taskai arciau tiesés, tuo geresnis QSAR
modelis, nes tada prognozuojamos biologinio aktyvumo vertés yra artimos
eksperimentinémis. Be to, grafike galima matyti taskus, kurie blogai atitinka
modelj, kitaip vadinamus iSskirtimis (angl. outliers). Vadinasi, tais taSkais
pazymétus junginius prastai apraso turimas QSAR modelis. IS to, kokie
junginiai prastai apraSomi turimu QSAR modeliu, galima apytiksliai matyti,
kokiy juos aprasanciy QSAR deskriptoriy truksta tame modelyje. Tuos
deskriptorius pridéjus, daznai gali pavykti sukurti kita, dar geresni, QSAR

model;.

QSAR modeliavimo tikslas yra keleriopas: pirma, QSAR modelis turi
paaiskinti esamus duomenis, t.y. prognozuoti, kas vyksta tarp jy (interpoliuoti),
antra, papildomai optimizuoti turimus serijos junginius ir pasidilyti smulkius
pakeitimus juose, ir treia, prognozuoti visai nezinomus junginius
(ekstrapoliuoti). Pavyzdziui, jei nagrinéjame junginius, kurie jau buvo naudoti
modelio kiirime, tai atlieckame interpoliavimg. Jei nagrin¢jame naujus
junginius, kurie nebuvo naudoti modelio kiirime, tai tada atliekame
ekstrapoliavima. Sie trys dalykai praktiniame kontekste gali biiti nevienodai

svarbs.

DidZiausia QSAR modelio verté slypi tame, kaip sékmingai jis
paaiSkina biologiniy aktyvumy skirtumus turimame duomeny rinkinyje, ir,
svarbiausia, kaip gerai jis tinka prognozéms. Pasitaiko, jog keli modelio
deskriptoriai su biologiniu aktyvumu susij¢ tik visi drauge, bet po vieng
atskirai su juo koreliuoja labai prastai ar net visai nekoreliuoja, todél
automatiSkai deskriptoriy reikSmiy perkelti 1 QSAR modelio interpretacija

negalima. Tai nereiSkia, kad visas QSAR modelis yra blogas, tiesiog tada ji
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sunku paaiskinti per deskriptorius po vieng. Dazniausiai tokiais atvejais
matematinis sarysis yra per daug sudétingas, kad buty iSreikstas tekstu, ir yra
pateikiama vien jo matematiné lygtis. Neretai QSAR modeliavimui keliamas
uzdavinys rasti naujausius ir geriausius dar nezinomus cheminius junginius, ir
néra svarbu tiksliai i§ anksto zinoti, koks bus ty junginiy biologinis aktyvumas
[203]. Zefirov su bendraautoriumi skirsto QSAR ] prognozinj ir aprasomajj.
Kai QSAR modelj lengva interpretuoti, ir galima tg interpretacija, bet ne i§
modelio skai¢iuotas biologinio aktyvumo vertes naudoti prognozéms tai yra

aprasomasis QSAR [204].

Viena i$ neseny sgvoky moksle apie QSAR yra pritaikomumo domenas
(angl. applicability domain). Pritaikomumo domenas yra fizikocheming,
strukttriné, biologiné erdvé, Zinojimas ar informacija, kuria remiantis buvo
sukurtas QSAR apmokymo duomeny rinkinys, ir i§ kurios galima daryti
tinkamas prognozes apie naujus junginius [205]. QSAR pritaikomumo
domenas turi buti apraSomas svarbiausiais duomenimis, pavyzdZiui,
molekuliniais deskriptoriais, kurie naudojami QSAR modelyje. Idealu, jei
QSAR yra naudojamas prognozéms tame pritaikomumo domene tik su
interpoliacija ir ne su ekstrapoliacija [206]. QSAR pritaikomumo domenas dar
yra apibréZtas kaip atsako ir cheminiy struktiiry erdve, kurioje QSAR modeliu
atliekamos prognozés su duotu patikimumu. QSAR pritaikomumo domenas
placiai ir paprastai suprantamas tiesiog kaip modelio prognoziniy galimybiy
riba, pavyzdziui, visas rinkinys cheminiy strukttiry, kurioms tas QSAR modelis
gali buti sekmingai pritaikomas [205]. Panaudojus QSAR modelius, gaunamos
patikimos prognozés, jei yra iSlaikomos ty QSAR modeliy kiirimo metu
padarytos prielaidos. Cheminé erdveé, kurig uZima apmokymo rinkinio
junginiai, yra pagrindas, pagal kurj galima jvertinti, kada prognozés bus
teisingos, nes interpoliacija yra labiau patikima, nei ekstrapoliacija. QSAR
apmokymo rinkinys gali biiti analizuojamas tiek tiesiogiai pagal struktiirinius
panasumus, tiek pagal i§ jo suskaiCiuoty molekuliniy deskriptoriy intervalus,

kuriuos tas rinkinys uzima [207]. Netzeva su bendraautoriais [205] ir Jaworska
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su bendraautoriais [207] parasé apzvalgas apie QSAR pritaikomumo domeny
nagrin¢jimo metodus ir pateiké daug rekomendacijy apie jy nustatymag ir
panaudojima. Jie rekomendavo, kad QSAR pritaikomumo domeno apibrézimas
konkretiems QSAR modeliams turi buti atlickamas to modelio kiiréjo, o ne
naudotojo. Dar jie rekomendavo, kad pats papras¢iausias buidas tai padaryti, tai
bent jau publikuoti visas apmokymo rinkinio junginiy chemines struktiras ir
visas 1§ jy suskaiCiuotas deskriptoriy vertes, kurios naudojamos galutiniuose
QSAR modeliuose. Labai mazai QSAR/QSPR modeliavimus aprasanciy
moksliniy straipsniy tiksliai laikosi Sios rekomendacijos, tuomet publikuoty
QSAR modeliy pritaikomumo domenas lieka nezinomas [208]. QSAR
pritaikomumo domeno koncepcija realizuota keliose komercinése QSAR
modeliavimo programose, tokiose kaip MCASE, TOPKAT ir CHEM-TOX
[205]. Konkretaus QSAR modelio pritaikomumo domenui apibrézti
dazniausiai naudojamos tam tikros struktirinés taisyklés, tolygtis deskriptoriy
ver¢iy intervalai arba abu Sie dalykai kartu [209]. Jei naudojami tolygis
deskriptoriy ver€iy intervalai, tada galima apibrézti pritaikomumo domeng
pagal tai, kaip jie dengia apmokymo duomeny rinkinj QSAR modelio
deskriptoriy aibgje [210].

1.5.6. QSAR deskriptoriai

Molekuliniai deskriptoriai yra skaitinés vertés, kurios charakterizuoja
jvairias tiek iSmatuojamas, tiek paskai¢iuojamas tos molekulés savybes ir
apraso jos struktirg. Moderniuose QSAR protokoluose jprasta naudoti platy
rinkinj jvairiy molekuliniy deskriptoriy, kurie gali iSreiksti skaiciais skirtingus
nagrin¢jamos chemings struktiiros aspektus. Atliekant QSAR modeliavima,
visados pirma suskai¢iuojami molekuliniai deskriptoriai visai nagrinéjamai
cheminiy junginiy serijai. QSAR literatiiroje ir QSAR programose minimi
1vairis jy tipai, pvz.: konstituciniai, topologiniai, elektrostatiniai, geometriniai,
steriniai, fizikocheminiai ir kvantiniai. Galima rasti ir daugiau QSAR
deskriptoriy, kurie netelpa nei j vieng 1§ $iy pagrindiniy kategorijy. Kiekviena
QSAR modeliavimo ar deskriptoriy skai¢iavimo programa savo turimy QSAR

deskriptoriy aibe klasifikuoja kiek savaip. Siuo metu yra per tris tikstan¢ius

45



molekuliniy deskriptoriy, kurie gali buti suskai¢iuoti vien i§ cheminio junginio

struktiros, jie apibendrinti ir apraSyti knygose [211-213].

Konstituciniai QSAR deskriptoriai skaitmeniniu biidu iSreiskia
modeliuojamy junginiy cheming sudétj. Tai paprastai i§ cheminio junginio
struktiiros suskai¢iuojami deskriptoriai. Kaip paprasCiausias konstitucinis
deskriptorius gali buti panaudojama cheminio junginio molekuliné masé.
PaskaiCiuoti jvairiy atomy skaiciai molekuléje, pavyzdziui, anglies, azoto
atomy skaiCius, taip pat daznai biina naudojami kaip konstituciniai
deskriptoriai. Elektrostatiniai, arba kitaip vadinami elektroniniai deskriptoriai,
yra dar vienas galimas molekuliniy deskriptoriy tipas. Elektrostatiniai ar
elektroniniai deskriptoriai yra tokie kaip poliSkumas, poliarizuojamumas,
dielektriné energija, atomy daliniai kriviai, dipolio momentas. Elektrony
pasiskirstymas cheminiame junginyje turi didZiul¢ jtakg to cheminio junginio
biologiniam aktyvumui. Vien tam, kad cheminis junginys pasiekty savo
biologinj taikinj, jis paprastai turi pirmiausiai pereiti per lastelés membrang.
Nepoliniai ir besijonizuojantys cheminiai junginiai savo neutraliose formose
paprastai lengviau pereina per membrang, ir beveik visi placiai pardavinéjami
ir naudojami vaistai yra tokie cheminiai junginiai. Atitinkamai, poliniai
cheminiai junginiai ir besijonizuojantys cheminiai junginiai savo jonizuotose
formose dazniausiai sulaikomi membrany. Kai cheminis junginys pasiekia
savo biologinj taikinj, tos pacios jo elektrostatinés savybés jau kitaip svarbios
antrg karta: jos nulemia, kokios elektrostatinés tarpmolekulinés sgveikos
susiformuos tarp to cheminio junginio ir biologinio taikinio. Tai daro jtaka

jungimosi sgveikos energijai, cheminio junginio biologiniam aktyvumui.

Kitas QSAR deskriptoriy tipas yra geometriniai deskriptoriai, daZnai
vadinami steriniais arba erdviniais deskriptoriais. Sie deskriptoriai jvairiai
apraso nagrin¢jamos molekulés struktiiros geometrines savybes. Tai gali biti,
pavyzdziui, molekulés ilgis, plotis, pavirSiaus plotas, tiris ir kiti panaSis
dalykai, bei jvairiausios jy kombinacijos. Tam, kad nagrinéjama molekulé gerai

jungtysi su savo biologiniu taikiniu, jos iSmatavimai turi biiti komplementaris
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su taikinio aktyviojo centro geometriniais parametrais, todél ir geometriniai
QSAR deskriptoriai yra svarbiis QSAR modeliavime. Pirmasis garsus
bandymas sukurti tokj deskriptoriy buvo Tafto sterinis parametras, kuris
matematiskai siejo ligando dyd; ir forma su biologinio taikinio dydziu ir forma
ir Siuos dydZzius su ligando/taikinio sgveikos stiprumu. Yra zymiai daugiau
jvairiy steriniy deskriptoriy, pavyzdziui, Chartono sterinis parametras ar

Verloopo sterinis parametras [214].

Fizikocheminiai QSAR deskriptoriai apraSo jvairias molekulés
fizikochemines savybes, kurios gali buti paskai¢iuojamos i§ struktiiros,
pavyzdziui, lipofiliSkumas, tirpumas vandenyje ar (re¢iau) kituose tirpikliuose,
absorbcija jvairiose biologinése sistemose, ir kitos savybés [215]. Véliau
QSAR modeliavime buvo pradéti naudoti kvantiniai deskriptoriai. Tai gali biti
HOMO (angl. highest occupied molecular orbital) ir LUMO (angl. lowest
unoccupied molecular orbital) energijos, vibraciniai dazniai, ry$iy eilés, bendra
struktliros energija ir kiti 1§ kvantiniy skai¢iavimy gaunami dydziai, aprasantys

nagrinéjamus cheminius junginius.

Topologiniai deskriptoriai iSvedami i§ sudarytos molekuléje esanciy
cheminiy ryS$iy lentelés. Paprasciausiy topologiniy deskriptoriy pavyzdys yra
suminiai atstumai tarp jvairiy atomy pory, isSreiksti rySiy skai¢iumi. E-
DRAGON programoje tokie deskriptoriai yra Zymimi T(X..Y), kur X ir Y tai
nagrin¢jamy atomy tipai. Be to, tai jvairiis molekulés simetrijos apraSai ir

jvairis vardiniai indeksai (Chi, Randic, Weiner ir t.t.).

Kai kurie deskriptoriai sunkiai priskiriami kokiam nors vienam tipui,
nes apjungia kelias molekulés savybes i1 vieng visumag, todé¢l kartais vadinami
hibridiniais deskriptoriais. Tai, pavyzdziui, molekulés polinio pavirSiaus plotas,
tik tam tikry jos daliy tiiris, molekulinio lauko deskriptoriai (angl. molecular
field descriptors) [216], skaitmeniSkai iSreiksti farmakoforai ir pan. Véliau
buvo kuriami ir naudojami elektrotopologiniai deskriptoriai, WHIM indeksai,

BCUT [217], GETAWAY deskriptoriai ir kiti [218, 219].

Pagal savo matematines savybes deskriptoriai riSiuojami ] tolygius,
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kurie gali jgyti jvairias vertes, pavyzdziui, molekulés turis, ir diskreCiuosius,
kurie gali jgyti tik tam tikras fiksuotas vertes ir neretai lygiis tik vienetui arba
nuliui priklausomai nuo junginio struktiiros bruozy, pavyzdziui, orto pakaity
deskriptorius: jei yra orto pakaity, jis lygus vienetui, kai jy néra, tai jis lygus
nuliui. Pasitaiko, kad diskretieji deskriptoriai lygiis nuliui visiems turimiems
serijos junginiams ir tuomet jy naudojimas yra beprasmis. Kai kurie
deskriptoriai biina iSreiSkiami ir kompleksiniais skaiciais. Tai pritaikoma,
pavyzdziui, molekulés chiraliSkumui aprasyti dvimacio QSAR modeliuose

[220].

Pavieniai deskriptoriai rankiniu btidu jau beveik niekad neskai¢iuojami.
Sukurta daug programy, laisvai prieinamy internete, su kuriomis lengvai
galima paskaiCiuoti Simtus ir net tikstancius deskriptoriy turimoms cheminiy
junginiy struktiirinéms formuléms, uzduodamoms kaip ivesties failas
(paminétinos 1§ jy: E-DRAGON, CDK TOOL, POWER MV, MOLD2, PADEL-
DESCRIPTOR). Yra jvairios komercinés programinés jrangos tiems tikslams
(paminétinos 1§ jy: PHASE, SYBYL, SYBYL-X, BIOVIA QSAR
WORKBENCH, COSMOSAR3D, CODESSA). Minétose komercinése
programose visi reikiami QSAR modeliavimo jrankiai yra daZniausiai
integruoti ] vieng programinj paketa, jos retai apsiriboja vien deskriptoriy
skai¢iavimais. Kita vertus, cheminés informatikos internetiniy serveriy néra
tieck daug, kaip bioinformatiniy, nes didziausios cheminiy junginiy duomeny
bazés, tokios kaip IRESEARCH, su keliasdeSimt milijony junginiy uzima vos
keliasdeSimt ar kelis Simtus megabaity SMILES failo formate
(http://www.chemnavigator.com/cnc/products/iRL.asp). Cheminiy informatiniy

skaiciavimy apimtys néra didelés [221].

Viena 1§ naujausiy deskriptoriy skai¢iavimo programy yra CHEMDES,
publikuota Dong ir bendraautoriy 2014 ir 2015 metais (scbdd.com/chemdes/)
[222, 223]. Sis internetinis serveris kartu skai¢iuoja ir seniau literatiiroje
aprasytus deskriptorius, ir deskriptorius i§ kity programy — i§ viso 3679

skirtingus molekulinius deskriptorius, suriiSiuotus i 61 kategorijg.
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Ivairiose QSAR metodologijose deskriptoriai yra daznai skaliuojami
(normalizuojami) taip, kad visi turéty vienoda jtakg tolesnéje analizéje. Viena
1§ tokiy techniky yra vidurkio centravimas: i§ deskriptoriaus verciy visiems
junginiams atimamas visy jy vidurkis. Tuomet skaliuotos deskriptoriaus vertés
turi vidurki, lygy nuliui. Paprastai QSAR modeliavimo pradZioje iSmetami
deskriptoriai, kurie poromis koreliuoja tarpusavyje. Laikoma, kad du
tarpusavyje koreliuojantys deskriptoriai kiek skirtingai perteikia tg pacia
informacija apie cheming struktiira, todél juos kartu naudoti néra prasmés.
Néra vienareikSmio budo, kaip tai padaryti: jei du deskriptoriai koreliuoja

tarpusavyje, vienas i$ jy parenkamas iSmetimui atsitiktiniu biidu.

1.5.7. Trimatis, keturmatis ir penkiamatis QSAR

Cramer su bendradarbiais 1988 metais sukuré¢ pirmg trimacio QSAR
metoda, vadinama palyginamaja molekuliniy lauky analize (CoMFA) [224].
CoMFA metodas tapo pradzia visai eilei jvairiy QSAR metody, kurie dabar
bendrai vadinami trimacio QSAR metodais. Trimacio QSAR (dar vadinamo
3D-QSAR) metodai — tai natiirali jprasto QSAR metodo tgsa. Jie atsizvelgia |
tai, kad nagrinéjamos molekulés yra erdvinés, trimatés struktiiros ir pagal
erdvinés struktiiros bruozus prognozuoja cheminiy junginiy biologinj
aktyvumg. Tai yra privalumas, bet sukelia ir sunkumy metodo taikyme.
Trimacio QSAR atveju visos molekules uzklojamos viena ant kitos, ir yra
skai¢iuojami trimatéje erdvéje jas aprasantys deskriptoriai. Dazniausiai tie
deskriptoriai remiasi funkciniy grupiy padétimi trimatéje gardeléje, paversta j
skaiCius. Taip matematiskai perteikiami junginio stereocheminiai elementai, ir
nagrin¢jamas jy santykis su junginio savybémis [225]. Tas svarbiausia,
prognozuojant ligandy sgveika su baltymais. Be to, trimac¢iy QSAR metody
rezultatai paprastai susideda ne vien i§ statistinio vertinimo ir prognozuojamy
biologinio aktyvumo verciy, bet ir pateikiami kaip trimaté grafiné iliustracija,
uzklota ant nagrinéjamy junginiy erdviniy struktiiry, kas tyrinétojui padeda
lengviau suprasti, kokios junginio grupés, kokig jtaka daro jo biologiniam
aktyvumui. Be jau minéto CoMFA, yra ir kity trimac¢io QSAR metody,
pavyzdziui, LISA [228]. Trimac¢io QSAR atsiradimas skatino zengti toliau, ir
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buvo sukurti dar aukStesniy matavimy QSAR. Gerindami molekuliy formy
analizés (MSA) metoda, 1997 metais Hopfinger su kolegomis pasiilé
keturmat] QSAR metoda [226], kuris, be trima¢iy molekuliy struktiiry, dar
atsizvelgia ir | nagrinéjamy cheminiy struktiry konformacing laisve. Tai yra
keturmacio QSAR metodo ,ketvirtasis iSmatavimas®. Su apmokymo rinkinio
junginiy struktiromis yra atlickama molekulinés dinamikos simuliacija, ar
kitaip generuojamas konformaciniy ansambliy profilis, ir i§ jo matematiSkai
iSreiskiamas jy konformaciniy kitimy daznis, kuris paskui konvertuojamas j
keturmacio QSAR deskriptorius [227]. Penkiamacio QSAR metode, be
konformaciniy ansambliy profilio, bandoma Zengti toliau ir sukurti indukuoto
atitikimo modelj. Sesiama¢io QSAR metode, be viso, kas yra penkiamacio
QSAR metode, dar atsizvelgiama ] nagrin¢jamy junginiy paskaiciuotgja
solvatacijos energija. Vienas i§ naujausiy trimac¢io QSAR metody yra LISA,
kuriame, lygiai kaip ir trima¢iame, QSAR deskriptoriai naudojami nagrinéjamy
cheminiy struktiiry lokalaus panaSumo jverciai (LSI), bet LISA metode dar
galima generuoti pseudoreceptoriy, jei néra jokios informacijos apie
nagrinéjamg baltyma-taikinj [228]. Visi veliau atsirade QSAR metodai bande
1§spresti esmines pirmyjy trimaciy QSAR metody problemas. Skirtingy QSAR
metody autoriai jzvelgé kiek skirtingas trimacio QSAR problemas ir pasialé

skirtingus patobulinimus.

1.5.8. QSAR taikymas

QSAR metodai, kurie i§ esmés liko artimi pirmiesiems Free, Wilson,
Hansch ir Fujita darbams, yra vadinami klasikiniais QSAR metodais. Jie
nenagrinéja ir nenaudoja turimos cheminiy junginiy serijos erdviniy struktiiry,
erdviniy konformacijy ar i§ jy iSvesty sudétingesniy matematiniy erdvinés
chemingés struktiros apraSy, pavyzdziui, hologramy. Kita vertus, jie gali turéti
ivairiy kitokiy patobulinimy. Klasikiniai QSAR metodai greitesni, tinkamesni
biologiSkai aktyviy junginiy paieSkai didelése duomeny bazése, jie yra
paprastesni ir lengviau automatizuojami, nei trimatis QSAR ar panaSis
metodai. Klasikiniai QSAR metodai kartais skirstomi j vienmat; QSAR, jei

turimame QSAR modelyje kaip deskriptoriai taikomos vien tik globalios,
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paskai¢iuojamos cheminio junginio savybés, ir dvimatj QSAR, jei turimame
QSAR modelyje naudojami jvairls deskriptoriai, paskaiiuoti remiantis
dvimate junginio struktiirine formule. Jprasta suvienyti vienmatj QSAR ir
dvimatj QSAR ] vieng visumg ir jtraukti kiek deskriptoriy apie pakaity
1§sidéstymg erdvéje ar kity panasSiy dalyky, todél tokie metodai vadinami

tiesiog QSAR.

Trimatis QSAR yra tuomet, jei QSAR modelyje naudojamos cheminiy
junginiy erdvings struktiiros formulés. DazZnai pasitaiko, kad cheminiy junginiy
trimaté konformacija, kuri nulemia biologinj aktyvuma, néra Zinoma. Jei
biologiskai aktyvios konformacijos negalima suzinoti i§ kristalografijos ar
branduoliy  magnetinio rezonanso eksperimentiniy duomeny bazés,
nagrinéjamy junginiy erdviné¢ konformacija generuojama molekulinés
mechanikos, pusiau empiriniais kvantiniais metodais arba ab initio kvantinés
chemijos metodais. Taip pat ji gali buti prognozuojama, naudojant molekuliy
fragmenty bibliotekas (http://www.lifechemicals.com/services/fragments). Jei
biity panaudojama kokia nors kita, ne biologiskai aktyvi junginiy erdviné
konformacija, tai vesty link klaidingy trima¢io QSAR metodo taikymo
rezultaty. Prie§ atliekant trimatj QSAR, visa nagrinéjamy junginiy serija
perklojama taip, kad kuo daugiau bendry struktiiriniy elementy atsidurty toje
pat vietoje erdv¢je. Ne toje pacioje vietoje erdvéje like junginiy fragmentai yra
laikomi skirtingais. Neretai net ir mazy cheminiy junginiy perklojimo
uzdavinys neturi vienareik§mio sprendimo. Problema Zzymiai sudétingéja, kai
nagrin¢jamose molekulése daugeja lanksciy fragmenty. Skirtingos programos
ir skirtingi metodai gali junginius perkloti skirtingai. Kai sutapatinami vienodi
fragmentai, neretai lieka jvairiy galimy varianty, kurie lik¢ struktiiry pakaitai,
tada turi biiti panaSiai toje pat erdvés vietoje. Galiausiai atliekama molekuliniy
lauky analizé. Erdvéje aplinkui molekulés struktiirg programose nustatytu
zingsniu, kuris dazniausiai lygus 2 A, yra stumdoma cheminé grupé-zondas ir
skai¢iuojama kiekvieno nagrinéjamo cheminio junginio struktiiros fragmento

sgveika su ja. Kaip grupé-zondas yra naudojami vandens molekul¢, vandenilio
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jonas (protonas), hipotetinis atomas su tam tikrais parametrais ir panasiai.
Dazniausiai yra skai¢iuojama tarpmolekuliné, elektrostatiné ir van der Valso
sgveika. CoMFA metode van der Valso sgveikai skaiCiuoti pasitelkiamas
standartinis (6-12) Lenardo-DZonso potencialas arba kiti analogiski
potencialai. Tarpmolekulin¢ sgveika ¢ia skai¢iuojama su ribinémis vertémis,
antraip buty gaunami nepageidaujami rezultatai: judanciai grupei-zondui
susidiirus su nagrinéjamo cheminio junginio struktiira, gali biiti paskaiciuotos
aukstos sgveikos vertés, o nezymiai pakeitus to junginio konformacijg — visai
kitokios. Keblu tai, kad galutinis rezultatas priklauso nuo to, kaip erdvé¢je,
molekulés struktiiros atZzvilgiu, iSdéstomi minéti Zingsniai, ir nuo kurio tasko
jie pradedami skaiCiuoti. Tam spresti yra naudojamos jvairios strategijos ar
iSbandomi jvairlis variantai, kol pasiekiamas geriausias rezultatas. Turimos
paskaiciuotos tarpmolekulinés sgveikos su grupe-zondu vertés apdorojamos,
centruojamos ir skaliuojamos vienu ar kitu metodu (i§ kiekvienos vertés
atimamas vidurkis, ji padalinama i§ standartinio nuokrypio ir panaSiai), kad
biity pasiskirs€iusios vienodame intervale. Galiausiai, statistiniu metodu
ieSkoma koreliacija tarp turimy paskaiciuoty duomeny ir eksperimentiSkai
nustatyty biologiniy sgveiky konstanty tai paciai junginiy serijai [229].
Naudojami visi tie patys tiesinés ar netiesinés priklausomybés modeliavimo
metodai, kaip ir tradiciniame QSAR: MLA, PCA, PCR, neurony tinklai ir kiti.
Po statistinés analizés, rezultatai yra pateikiami grafiSkai: Salia nagrin¢jamos
serijjos cheminio junginio struktliros ar jy rinkinio kubeliais arba erdviniu
pavirSiumi yra vaizduojamos statistiSkai reikSmingos, koreliuojancios su
eksperimentiniais duomenimis, tarpmolekulinés sgveikos su grupe-zondu.
Atvaizduoti elementai yra nuspalvinami sutartinémis spalvomis pagal
koreliacijos Zenklg ir dydj. Be to, pateikiamas grafikas koreliacijos tarp
eksperimentiniy biologinés sgveikos verciy ir paskaiciuoty i§ trimacio QSAR
modelio. Yra galimybé prognozuoti ir kity dar nenagrinéty cheminiy junginiy

biologinj aktyvumg.

Klasikinis QSAR, kuris atlieckamas nenaudojant erdviniy cheminiy
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junginiy struktiry modeliy, iSskyrus tik kokius nors stereocheminius
deskriptorius, neprarado svarbos. Iki $iy dieny QSAR jprasta atlikti tiek su
dvimaciais, tiek su trimaciais molekuliy modeliais. Klasikinis QSAR
modeliavimas gali biiti atlickamas, net jei nezinoma biologinio taikinio
struktiira ar net pats biologinis taikinys. Pasidilyti kiti patobulinti metodai,
besiremiantys seniau sukurtais dvimac¢io QSAR metodais, tokie kaip molekulés
hologramos QSAR (HQSAR), fragmentais besiremiantis QSAR (FB-QSAR),
fragmenty panasumais besiremiantis QSAR (FS-QSAR), auksc¢iausios svarbos
fragmento QSAR (angl. Top Priority Fragment QSAR) ir kiti fragmentais
paremti QSAR metodai [230]. Taikant HQSAR metoda, kiekviena molekulé,
esanti apmokymo rinkinyje, iSardoma ] fragmentus. IS visy ty fragmenty ir jy
pasikartojimo daznio sudaromos molekuliy hologramos. Atlikus molekuliy
hologramy sarySio su biologiniu aktyvumu statisting analize, sudaromi
HQSAR modeliai [231]. Daugybé sé¢kmingy QSAR metodologijy taikymy
parode, kad klasikinio QSAR ir daugiamacio QSAR metodai yra tinkamas
irankis vaisty kiirime. Neretai sukurtas QSAR metodas pripazjstamas tinkamu,
tik papildomai iSbandZius jo kokybe¢ jvairiais kitais skaiCiuojamaisiais
metodais. QSAR metodai naudojami ne vien vaisty kiirime, bet ir kituose
biologiniuose, cheminiuose ir toksikologiniuose tyrimuose. QSAR yra
atliekamas visur, kur reikia prognozuoti dar nesusintetinty cheminiy junginiy
savybes arba rasti cheminiy junginiy duomeny bazése egzituojancius junginius
su norimomis savybémis [232-236]. Galimybé pasitelkti QSAR modelius,
kuriant naujoviskus cheminius junginius, yra viena 1§ svarbiausiy strategijy
vaisty kirime, kurios déka galima parinkti i§ esamy ar atrasti daug zadancius
junginius ankstyvoje vaisty kirimo proceso stadijoje, pagreitinti pradiniy
junginiy tobulinimg ] vaistus-kandidatus [231]. QSAR tyrimuose atrandant
perspektyviausius junginius in silico, galima sumazinti brangiy nesékmiy
skaiciy, kurios kyla sintetinant mazai zadancius, neperspektyvius cheminius
junginius ir matuojant ty junginiy biologinj aktyvumg. Apibendrinant, QSAR
modeliavimo metodai nuo pradiniy ] QSAR panasiy darby XIX amziaus

pabaigoje iki dabar patyré evoliucijg, QSAR metodo taikymas gausiai i$plito, ir
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buvo sukurta daug QSAR metodo varianty. QSAR taip pat buvo taikomas
jvairiy ligandy, besijungian¢iy prie CA 11, jungimuisi aprasyti [237-240].

1.5.9. QSAR metodo kritika
Norint sukurti aukStos kokybes, naudingg QSAR modelj, pirmiausia yra

svarbu atkreipti démes]; ] naudojamy eksperimentiniy duomeny kokybe.
Akivaizdu, kad i§ prasty eksperimentiniy duomeny rinkinio, kuriame daug
paklaidy arba yra klaidy, bus sudarytas nekokybiSkas QSAR modelis.
Populiarus ,,GIGO* (angl. garbage in, garbage out) pasakymas puikiai tinka ir
bet kokiam QSAR modeliavimui. Visi eksperimentiniai duomenys turéty biiti
gauti, naudojant tuos pacius eksperimentinius metodus, tomis paciomis
salygomis, pavyzdziui, buferinio tirpalo sudétis, pH, temperatiira ir t.t. Dar
geriau, jei visi tam paciam QSAR modeliavimui imami duomenys biity gauti
toje pacioje laboratorijoje, laikantis vienos, kiek galima labiau identiskos,
eksperimentinés praktikos. Taip iSvengiama papildomy nepageidaujamy
fizikocheminiy jtaky, kurios biity nevienodos visy aprasyty junginiy
biologiniam aktyvumui. Didelé painiava QSAR modeliavime yra tai, kad
literatiiroje esancios cheminiy junginiy biologiniy aktyvumy vertés gali labai
skirtis tam paciam junginiui [241]. Pavyzdziui, duomeny bazése, tokiose kaip
PDB ar BINDINGDB, pateikiama acetazolamido, besijungiancio prie CA II,
iSmatuota K; verté nuo 3,3 nM [242] iki 36 uM [243]. Dar blogesné situacija
gali buti su /Cso vertémis, kurios, be kity veiksniy ir slopiklio cheminés
prigimties, priklauso ir nuo naudojamo substrato koncentracijos. Negana to,
duomeny rinkinyje turi biiti uZtektinai junginiy, kuriy aktyvumas turi zenkliai
skirtis [244], tikstantj ar daugiau karty. Jei duomeny rinkinyje yra keli
junginiai, kurie visi skiriasi keliais struktiiriniais bruozais, bet turi panaSy
biologin] aktyvuma, vargu ar pavyks rasti struktirinius bruozus, darancius
itakg biologiniam aktyvumui. Biologinio aktyvumo dydziai junginiy serijoje
turi buti tolygiai pasiskirste: jei serijoje bus tik vienas iSskirtinai aktyvus
junginys, tai QSAR modeliavimo rezultatai tiek ir pasakys, kad visi jo
struktlriniai bruoZzai, iSskiriantys jj 1§ kity junginiy, yra svarbils. Tai nebiitinai

gali buti teisinga. Netolygumas gali buti bent i§ dalies paSalintas, turimas
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eksperimentines biologinio aktyvumo konstantas K logaritmuojant. Bty
idealu, jei tiesiog 1§ naujo sudaromas duomeny rinkinys su tolygiau
pasiskirsciusiomis biologinio aktyvumo vertémis. Tg galima padaryti atlikus
papildomus matavimus su kitais junginiais. Geriausi rezultatai gaunami, jeigu
apmokymo serijos junginiai yra giminingi tarpusavyje, jungiasi ] to paties
biologinio receptoriaus ta pacig vieta, bei turi vienoda erdvine konformacija.

Tai ypac svarbu trimacio QSAR metoduose [245].

Jei 1 galutinj QSAR model; jtraukiama labai daug parametrizavimo
koeficienty ir deskriptoriy, tai sukurtasis modelis gali dirbtinai sujungti
parametrizavime naudotus eksperimentinius tasSkus, ir turéti jvairius aukstus
statistinius jvercius, bet faktiSkai i§ tokio QSAR modelio mazai naudos. Jo
tinkamumas prognozéms bus niekinis, mat tame modelyje slypi tik ir taip
zinomi, apmokyme naudoti, eksperimentiniai duomenys iSreiksti kitaip, per
deskriptorius ir parametrizavimo koeficientus. Kuriant QSAR modelius, reikia
laikytis ,,Okamo skustuvo® principo, ir tai Siuo atveju reiSkia, kad, pirma,
reikia kurti kiek jmanoma paprastesnj matematinj QSAR modelj, ir antra, jau
sukiirus QSAR modelj, iSnagrinéti, kas jame néra tikrai svarbu ir paSalinti.
Sudétingas modelis adaptuojasi prie triukSmo, esancio eksperimentiniuose

duomenyse ir gali tapti apgaulingai, perdétai optimistinis.

Toks reiSkinys vadinamas QSAR modelio permokymu (angl.
overfitting). Jis yra gerai Zinomas ir placiai apraSytas mokslingje literatiiroje
[246-248]. Siekiant to 1iSvengti QSAR modeliavime, daznai laikomasi
empirinés taisyklés, kad QSAR apmokymo rinkinyje turi biiti bent penkis
kartus daugiau cheminiy junginiy, nei i§ jo sukurtame modelyje deskriptoriy
[249]. Juk du taSkai tiksliai apibrézia linijg, trys taskai tiksliai apibrézia
plok$tumg ir t.t. Grubiai pazeidus minétg taisykle, gauta koreliacija bus
beprasmé ir niekam nenaudinga [250]. Dar ir dabar literattiroje pasitaiko tokiy
mazai prasmingy, atsitiktiniy matematiniy sarysiy, kylanc¢iy i§ permokymo.
QSAR modeliavimo metodai jau naudojami daugiau kaip penkis

deSimtmecius, bet dar néra vieningos nuomonés, kokiu budu ar kokiu
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statistiniu vertinimu reikty nuspresti, kurie QSAR modeliai yra geriausi.
Skirtingi QSAR metodo taikytojai naudoja kiek skirtingus statistinius kriterijus
ir empirines taisykles nuspresti, kurie jy QSAR modeliai geriausi [251-252].
Egzistuoja ir modeliy parinkimo $aliSkumo reiskinys. Idealiu atveju tik pats
geriausias QSAR modelis turi maziausias paklaidas eksperimentiniy duomeny
atzvilgiu. Deja, gali atsitikti, ypa¢ su mazesniais duomeny rinkiniais, kad dél
permokymo (atsitiktinio sutapimo) keli eksperimentiniai taskai yra arti
paskaiciuotyjy. Tada jau nebe tinkamiausias prognozéms QSAR modelis turés
geriausig statistinj jvertj [253]. To pasekméje tinkamiausias prognozéms QSAR
modelis lieka atmestas. Tai galima pastebéti tik su nepriklausomu ir modeliui
kurti ar testuoti iki tol nepanaudotu testavimo rinkiniu. Jvairios, daznai
naudojamos, be kity papildomy priemoniy, QSAR statistinio tinkamumo
patvirtinimo metodologijos visgi minimizuoja tam tikrg statistinj parametrg ir
taip daro iSkreiptai teigiamg jtaka galutiniam to parametro dydziui su
apmokymo rinkiniu. Sis nepriklausomo vertinimo, testavimo rinkinio,
nebuvimas daro statistinio vertinimo rezultatus nepatikimais ir iSkreiptais. Kai
testavimas atliekamas su nepriklausomu testavimo rinkiniu, §i problema yra

iSsprendziama.

Kita problema QSAR modeliavime yra ta, kad koreliacija nebiitinai
reiSkia priezastinj rysj tarp koreliuojan¢iy duomeny. Imtame junginiy rinkinyje
gali biiti gana aiski koreliacija tarp kokios nors cheminio junginio strukttirinés
savybés ir biologinio aktyvumo, bet tai nebutinai reiSkia, kad keiiant tg
savybe, bus proporcingai pakeistas junginy biologinis aktyvumas. PrieZastinis
rySys tarp dviejy dydziy yra tik tada, kai pademonstruojama, jog keiciant vieng
18 ju, kartu keiciasi ir kitas. QSAR modeliai tik pademonstruoja, kaip struktiira

koreliuoja su biologiniu aktyvumu.

QSAR metody galutiniy rezultaty tinkamumas prognozéms priklauso
nuo pradinés informacijos ir jvairiy iSoriniy faktoriy, o ne vien tik nuo pacio
modeliavimo metodo ir eigos. Visy pirma, jis priklauso nuo modeliuojamo

biologinio aktyvumo pobiidzio, prigimties, jo iSmatavimo tikslumo. Antra, nuo
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nagrinéjamy junginiy rinkiniy dydzio. Trecia, jei tie junginiai sintetinami ir
iSbandomi sékmingai, tai kartu ir modeliavimo metodo efektyvumas bus
papildomai patvirtintas. Jeigu tie junginiai sintetinami ir iSbandomi
nesékmingai, tai ir metodo efektyvumas liks abejotinas. Su tam tikry serijy
junginiais tai padaryti gali buti sudétinga ir brangu. Daznai QSAR modeliai,
jau patvirtinti su i§ anksto turimu testavimo rinkiniu, biina teisingi, bet kartais
biina, kad jie taip ir nepasiteisina, nepaisant visos eilés teigiamai juos
aprasanciy statistiniy jver¢iy apmokymo rinkiniui. Kiti esami skai¢iuojamieji
metodai nepasirodo efektyvesni uz QSAR [254]. Aiskinamasi, kodél kartais
QSAR nepasiteisina. Huang raSo, kad siekiant iSvengti nes¢kmiy, reikia sukurti
gerokai grieztesnes ir efektyvesnes QSAR modeliy vertinimo sistemas, ir kad
modeliai, sukurti naudojant  deskriptorius, kurie linke¢  Kkartotis
ekvivalentiSkuose modeliuose, sukurtuose lygiai tai paciai biologinei sistemai

nagrinéti, yra daug daugiau Zadantys [255].

Ne visi QSAR modeliai vienodai lengvai interpretuojami. Tiesines
lygtis interpretuoti lengviau, nei sudétingus ir modernius algoritmus, tokius
kaip neurony tinklai ir kiti. Neklasikinis QSAR metodas gali pateikti lengvai
Jsisavinamus jrankius, kuriais galima prognozuoti neZinomy junginiy savybés,
biologinj aktyvuma, bet jei néra aiSku, kaip tas jrankis veikia, ir kodé¢l pateikia
vienokius ar kitokius rezultatus, tai krenta pasitikéjimas juo, nepaisant to, kad
svarbiausia yra tai, kaip tas modelis tinka prognozéms. IS sunkiai
interpretuojamy QSAR modeliy lieka neatsakytais klausimai, kaip galima
didinti turimy junginiy aktyvuma, kas ji lemia, kodél junginiui

prognozuojamas aktyvumas [256].

Grynai tiesiniai QSAR modeliai, apmokyti naudojant labai siaurg
cheminiy junginiy serija, kuriuose visi parametrai yra tiesiniai, vargu ar
patenkinamai apraSys cheminiy junginiy serijos aktyvumus, kai yra
reikSmingas skai¢ius junginiy, kuriy biologinis aktyvumas netikétai ir gerokai
didesnis ar mazesnis uz kity junginiy aktyvumus. Tokiy junginiy biologinis

aktyvumas vadinamas iSskirtimis (angl. outliers). Jos gali atsirasti dél jvairiy
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priezasCiy, pavyzdziui, statistiniy fluktuacijy, matavimo klaidy ar taip
vadinamy ,,aktyvumy skardziy“. Aktyvumo skardziai atsiranda tada, kai vieno
junginio aktyvumas netikétai ir labai smarkiai skiriasi nuo kity j jj panaSiy
junginiy. Net visiskai teisingi duomenys gali turéti iSskirciy. Tuomet labai
svarbu iSnagrinéti bent kelis junginius, kuo panaSesnius | ta viena, kuris yra
»aktyvumo skardyje®, kad biity tinkamai jtraukti visi ,,aktyvumo skardzio*
aprasai ] véliau sudaromg QSAR modelj. Taip sudarytas QSAR modelis tada
neturés netikslumy dél netinkamai aprasyty i$skiréiy ir tinkamai aprasys tokius

strukttiros-aktyvumo sarysio duomenis [257].

1.6. Kiti metodai

Tarp kity metody, kurie nebuvo naudoti Siame darbe, bet kuriuos verta
paminéti, yra MMGBSA (Molekuliné mechanika su generalizuota Borno
elektrostatika ir pavirSiaus ploto hidrofobine pataisa) ir su juo susijes
MMPBSA (Molekuliné mechanika su Puasono-Bolecmano elektrostatika ir
pavirSiaus ploto hidrofobine pataisa). MMGBSA paremtos AGpina verteés
ligandams gerai koreliuoja su eksperimentiS$kai nustatytomis [258, 259].
Srivastava su bendraautoriais iStyringjo MMPBSA ir MMGBSA tinkamumga
prognozuoti AGpina vertéms, kurios paskui galéty buti naudojamos naujy
ligandy atradime [260]. Pasalinus chemines struktiiras su peptidiniais,
polisacharidiniais, turinciais kelis fosforo atomus ligandais (daugiausiai
kofaktoriais), metalo jonais taikinio aktyviajame centre bei kitais klaidy
Saltiniais, MMGBSA metodu gauta gana nebloga koreliacija (R* = 0,63) su
ligando ir receptoriaus  jungimosi pK, imtomis i§ PDBBIND
(http://sw16.im.med.umich.edu/databases/pdbbind/index.jsp) duomeny bazes
[261]. MMGBSA ir MMPBSA buvo taikomas slopikliy jungimuisi prie CA
apraSyti [262, 263]. Dar paminétina pora neempiriniy, fizikocheminiy metody,
kurie yra taikomi paskaiCiuoti jungimosi energijas 1§ MD simuliacijy:
termodinaminé integracija (TI) [264] ir laisvosios energijos perturbacija (FEP)

[265].
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2. Metodai

2.1. o—Pakeisty a,p—nesociujy ketony antiproliferacinio aktyvumo
Zzmogaus hematologinése ir kietose véziniy lasteliy linijose QSAR
modeliy kiirimas

Trimaciai junginiy struktiiry modeliai buvo surinkti ir optimizuoti
molekulinés mechanikos metodu su AVOGADRO programa (versija 1.1.1)
(http://avogadro.cc/wiki/Main_Page) [266]. Junginiy rinkinyje 1 kai kuriy
junginiy aktyvumai buvo nustatyti raceminiam miSiniui, su nezinomais
aktyvumais atskiriems enantiomerams. Visoms toms molekuliy struktiiroms
priskirtas tas pats chiraliSkumas ir tas pats pakaity iSsidéstymas erdvéje,
siekiant iSvengti papildomo triuk§mo. Generuoti molekuliy struktiiry failai
buvo su OPEN BABEL programa (versija 2.3.1) [267] apjungti | vieng sdf
formato failg, kuris buvo jkeltas ; programg E-DRAGON molekuliniams
deskriptoriams skaiciuoti [268]. E-DRAGON skaiciuoja daug rasiy, jvairiy,
dvimaciy ar trimaciy, deskriptoriy [213]. Pasalinus deskriptorius, kuriy vertés
visiems imtiems serijos junginiams buvo vienodos, liko galutinis 1666
struktiiriniy ~ deskriptoriy rinkinys. Tinkami junginiy rinkinio p/Cso
priklausomybei nuo ty junginiy cheminiy struktiiry apraSyti deskriptoriai buvo
atrinkti ir daugybinés tiesinés regresijos QSAR modeliai buvo sukurti su R
programinés jrangos paketu (https://www.r-project.org/), naudojant LEAPS
programg. LEAPS perspéjo apie deskriptoriy tarpusavio tiesines koreliacijas.
Deskriptoriai, kurie koreliuoja tarpusavyje, ir modeliai, sudaryti su tarpusavyje
koreliuojanciais deskriptoriais, buvo automatiSkai atmesti. Galutinés QSAR
lygtys buvo sudarytos, naudojant po penkis deskriptorius pagal bendrai priimta
taisykle, kad pradiniame junginiy rinkinyje turi biiti bent penkis kartus daugiau
junginiy, negu is ty junginiy sukurtame QSAR modelyje deskriptoriy [249].

2.2. Benzensulfonamidy rinkinio dokinimas

3.2.1 skyrelyje aprasytas keturiasdeSimties benzensulfonamidy struktiiry
rinkinys buvo naudojamas dokinimui su programa ARGUSLAB atlikti
(http://www.arguslab.com/arguslab.com/ArgusLab.html) [269]. CA II struktiira
(PDB ID: 3MYQ), paruosta su programos UCSF CHIMERA (versija 1.8)
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(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) paruosimo dokinimui procedira [270],
buvo pasirinkta kaip dokinimo taikinys. ARGUSLAB programoje sta¢iakampiu
gretasieniu buvo pazyméta apytikslé ligando prisijungimo vieta. Programoje
buvo pasirinkti auksSto dokinimo tikslumo ir lankstaus dokinimo nustatymai.
Tas pats ligandy rinkinys buvo naudojamas ir dokinimui su GLIDE [271] atlikti.
GLIDE yra dalis MAESTRO (versija 2014.2) programinio paketo. Ta pati CA II
struktiira (PDB ID: 3MYQ), ir visas ligandy rinkinys buvo i$ naujo paruostas
dokinimui, naudojant MAESTRO (versija 2014.2) programinio paketo jrankius.
Dokinimas buvo atliktas su priimtais pagal nutyléjimg nustatymais, iSskyrus
tai, kad dokinimo tikslumas nustatytas j aukSc¢iausig (,,.extra®), ir kad kaip
galimi buvo nustatyti donoriniai-akceptoriniai rySiai tarp ligandy ir cinko jono,
esancio CA II aktyviajame centre. GLIDE programoje donoriniai-akceptoriniai
rySiai nesudaromi priverstinai, taigi ir jungimasis be jy taip pat buvo

prognozuojamas, kaip vienas i§ galimy varianty.

2.3. Tiesinés saveikos energijos skaifiavimai

Visi MD skai¢iavimai, reikalingi tolesniems LIE skai¢iavimams buvo
atlikti su programa GROMACS (versija 4.6.2) [272]. CA II struktiira (PDB
ID: 3MYQ) buvo paruosta su UCSF CHIMERA programos (versija 1.8)
paruoSimo dokinimui jrankiu [270]. AMBER FF99SB [273] ir GAFF (GENERAL
AMBER FORCE FIELD) [274] jégy laukai buvo naudojami atitinkamai baltymui
ir ligandams. Tam, kad ligandas neiskeliauty i§ savo prisijungimo vietos per
MD simuliacijg, koordinacinis rySys buvo suformuotas tarp cinko jono, esanc¢io
CA 1II aktyviajame centre, ir ligandy sulfonamido grupiy azoto atomuy.
Programos algoritme nebuvo galimybés jo nutraukti jau paleistoje
simuliacijoje. Tarpmolekulinés sgveikos parametrai R ir & cinko jonui aprasyti
buvo paimti i§ literatiros [275]. Formalus cinko jono kriivis buvo nustatytas
kaip +1 pagal literatiiroje apraSytus kvantinés chemijos skai¢iavimus [275].
Parametrai cheminiams rySiams, jy kampams ir diedriniams kampams tarp
cinko jono ir aplinkiniy trijy histidino liekany ir prisijungusio sulfonamido
azoto atomo buvo paimti i§ literatiiros [276] ir [277]. Taip sudaryta ligando —

taikinio (CA II) sistema buvo idéta 1 statiakampio gretasienio formos
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simuliacijos zong su vandens molekulémis likusiai erdvei uzpildyti. Buvo
pridéta papildomy natrio ar chloro jony, siekiant neutralizuoti visg sistema.
Visiems keturiasdeSim¢iai ligandy buvo imti tie patys simuliacijos parametrai.
Minimalus simuliacijos laiko intervalas (Zingsnis) buvo pasirinktas 2 fs.
Simuliacija buvo vykdoma esant 300 K temperatiirai. PrieS MD simuliacijas
buvo atliktos 800 zingsniy grei¢iausio nusileidimo minimizacija ir trumpa
paruoSiamoji 80 ps MD simuliacija su jtvirtintais baltymo sunkesniais atomais
, kad vandens molekulés bei vandenilio atomai, kuriy nesimaté rentgeno
struktiiroje, optimizuoty vandeniliniy rySiy tinklg. Du 1 ns trukmés MD
skai¢iavimai buvo atlikti kiekvienam 1§ keturiasdeSimties ligandy: vienas
baltymo-ligando kompleksui vandenyje, antras laisvam ligandui vandenyje.
Yra Zinoma, kad CA receptorius nepasizymi plastiSkumu [18], todel buvo
laikoma, kad 1 ns skaifiavimas yra adekvataus ilgio. Per darbinius MD
skaiciavimus slégio sgvarza buvo atlikta pagal Parinelo-Ramano algoritmag
[278, 279]. Temperatiiros sgvarza atlikta pagal ,,V-rescale* algoritmg [280].
Evaldo daleliy tinklo (PME) [281] algoritmas buvo taikomas ilgo nuotolio
elektostatinei sgveikai skai¢iuoti su maksimaliu pasirinktu atstumu 9 A. Tas
pats maksimalus 9 A atstumas pasirinktas ir van der Valso sgveikoms
skaiciuoti. Galiausiai AGpina buvo aproksimuota pagal lygtj 1.3-1. Jeinantys |
lygti energijy komponentai, buvo skaiiuojami kaip visy MD Zingsniy

vidurkis, naudojantis GROMACS jrankiais.

2.4. Metadinamikos skai¢iavimai

Sistema buvo paruosta metadinamikos skai¢iavimams, naudojant tg
paCia procedira, kaip ir tiesinés saveikos energijos skai¢iavimams.
Metadinamikos skai¢iavimai buvo atlikti, naudojant PLUMED jskiepj (versija
2.1.0) [282], sukompiliuotg kartu su GROMACS programos versija 4.6.7.
Metadinamikos simuliacijoms donorinis-aceptorinis rySys tarp cinko jono ir
ligando nebuvo suformuotas, nes metadinamikos procediirai reikia, kad

ligandas galéty judeti laisvai ir palikti savo prisijjungimo vietg. Buvo padaryta
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priclaida, kad minéto rySio pasalinimas neturéty buti didelé problema, nes
visiems keturiasdeSimciai ligandy tas rySys turéty buti apytiksliai vienodo
stiprumo, ir todél ligandy reitingavimas nuo geriausiai iki blogiausiai
besijungiancio neturéty pasikeisti. Pasikeisty tik absoliuti jungimosi laisvosios
energijos verté, ir tai apytiksliai tuo paciu dydziu, kurj galima paskaiciuoti,
palyginus visas zinomas ligandy jungimosi laisvosios energijos vertes su

paskaiciuotomis i§ metadinamikos.

Metadinamikos potencialas buvo nustatytas veikti per vieng CV verte:
atstuma tarp cinko jono baltymo aktyviajame centre ir jkrauto azoto atomo
ligando sulfonamido grupéje. Papildomo (angl. bias) potencialo Gausiné
funkcija, kurios aukstis 2 kJ/mol ir plotis 0,04 nm, buvo pridedama kas 500
molekulinés dinamikos simuliacijos Zingsniy. Buvo atliekamos 4 ns
metadinamikos simuliacijos, kad uZtekty laiko papildomam potencialui visiSkai
uzpildyti ligando prisijungimo vieta baltyme. Kartu su PLUMED jskiepiu
platinama programa SUM_HILLS buvo naudota i§ metadinamikos papildomo
potencialo apytiksliai paskaiciuoti laisvaja ligando prisijungimo energija, kaip
funkcija nuo metadinamikos CV.

2.5 Karboanhidrazés slopinimo ir selektyvumo QSAR
benzensulfonamidams

3.2.1 skyrelyje apraSytas keturiasdeSimties benzensulfonamidy ligandy
cheminiy struktiiry duomeny rinkinys sdf formato faile buvo panaudotas, kaip
jvestis E-DRAGON molekuliniy deskriptoriy skaic¢iavimo programai [268]. E-
DRAGON skaic¢iuoja daug deskriptoriy tipy, tokiy kaip topologiniai aprasai,
kelio ir éjimo skai¢iavimas, jungiamumo indeksai, dvimatés autokoreliacijos,
geometriniai aprasai, RDF aprasai, trimaciai MoRSE deskriptoriai, WHIM
deskriptoriai, GETAWAY deskriptoriai ir t.t [213]. Galutiniame paskaiciuoty
deskriptoriy rinkinyje, atmetus deskriptorius, kurie buvo lygis nuliui arba
turéjo ta paciag reikSme visiems keturiasdeSimciai ligandy, liko 1666
deskriptoriai. Tinkami galutiniams modeliams deskriptoriai buvo atrinkti ir

daugybinés tiesinés regresijos QSAR modeliai buvo sukurti su R programiniu
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paketu (versija 3.2.3) (https://www.r-project.org/) ir LEAPS programa dviem
zingsniais. Pirmiausia, deskriptoriai su panaSiomis ar vienodomis vertémis
visiems junginiams ar stipriai koreliuojantys tarpusavyje buvo pasalinti. Jei
deskriptoriy poroje R*> > 0,90, vienas i§ poros deskriptoriy paSalintas
atsitiktinio parinkimo biidu. Naudojant §] sumazinta perspektyviausiy 404
deskriptoriy rinkinj galutiné deskriptoriy atranka QSAR modeliams atrasti
atlikta su LEAPS programa, kuri yra papildoma R programos dalis. LEAPS
perspédavo apie tai, kad yra tiesiné priklausomybé tarp deskriptoriy ir tokie
QSAR deskriptoriai buvo atmesti kaip netinkami. Ta pati procedira buvo
pakartota kiekvienam E-DRAGON programos deskriptoriais paremtam QSAR
modeliui atrasti. Galutinés QSAR lygtys buvo sudarytos, imant trisdeSimties
slopikliy duomeny apmokymo rinkinj, ir deSimt likusiy slopikliy sudare
testavimo rinkinj, skirta sukurty modeliy prognozavimo kokybei testuoti (Sio
rinkinio junginiai visy keturiasdeSimties benzensulfonamidy rinkinio lenteléje

2.2.1-1 pazyméti zvaigzdute).

Geriausias galimas QSAR modelis i§ LEAPS programos rezultaty buvo
atrinktas pagal aukS$Ciausias R? (determinacijos koeficiento) vertes. Modeliy
statistinis reik§mingumas buvo nustatytas paskaifiuojant p verte su F-testu.
Modeliy tinkamumo prognozéms jvertinimas buvo atliktas su LOO metodu,
suskai¢iuojant (%00 (kryZzminio patikrinimo R? verté, suskaiiuota i$
prognoziy gauty LOO biidu), ir dar papildomai suskai¢iuojant R27zsr
(determinacijos koeficiento verte prognozuojamiems aktyvumams deSimties
junginiy  testavimo  rinkinio duomenims, kurie nebuvo naudoti,
parametrizuojant QSAR modelius). Trys ar daugiau deskriptoriy buvo
jtraukiami ] galutinj QSAR modelj, laikantis visuotinai pripaZintos taisykleés,
kad bent penki cheminiai junginiai su eksperimentiniais duomenimis turi biti
paimti kiekvienam imtam deskriptoriui [249]. O%rsr buvo paskai¢iuotas su
tokia pacia skai¢iavimo procediira, kaip ir PHASE (Q°. MAE buvo

paskaiciuotas pagal procediira, apraSytg literatiiroje [283].

Pritaikomumo domeno nustatymas yra modernus jrankis QSAR
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modeliavime. Pritaikomumo domenas nustato cheming erdve, i$ kurios yra
iSvestas QSAR modelis, ir kurioje prognozés yra laikomos patikimomis [284].
Same darbe buvo naudota paprasta, standartizavimu paremta, metodika,
sukurta Roy ir bendradarbiy (http://teqip.jdvu.ac.in/QSAR_Tools/) [285]. Si
metodika yra taikoma jau sukurtiems QSAR modeliams, kai reikia rasti
i$skirtis apmokymo duomeny rinkinyje ir uz pritaikomumo domeny riby

esancius junginius testavimo duomeny rinkinyje.

2.6. PHASE atomais paremtas trimatis QSAR
PHASE trimacio QSAR skai¢iavimai jvairiy CA afiniSkumams ir CA

XII selektyvumams buvo atlikti su programa PHASE (versija 4.4) MAESTRO
(versija 10.3) molekuliy modeliavimo programiniame pakete, sukurtame
Schrodinger, LLC [286, 287]. PHASE QSAR modeliai gali biiti sudaromi
atomais paremti (angl. atom-based), lauku paremti (angl. field-based) arba
savybémis paremti (angl. property-based). Skirtumas tarp jy yra tas, kad |
QSAR modeliavimg jtraukiami arba visi nagrinéjamy cheminiy junginiy
atomai, arba tik skirtingi farmakoforai, kurie atitinka hipoteze apie tai, kas
nulemia biologinj aktyvumg. Visy nagrinéty cheminiy junginiy struktiros buvo
1§ naujo perklotos, naudojant ,,common scaffold alignment” funkcijag MAESTRO
programoje. Atomais paremto trimacio QSAR modeliai buvo paskaiciuoti,
nagriné€jant koreliacijas tarp iSmatuoty ir prognozuojamy pKy arba selektyvumy
veréiy trisdeSimties junginiy apmokymo rinkiniui, atliekant PLS analize.
Atrasty modeliy tinkamumo patvirtinimas buvo atliktas, naudojant LOO
metodg bei deSimties junginiy testavimo rinkinj. Testavimo rinkinys buvo
visada iSlaikytas vienodas tam, kad biity galima vé¢liau palyginti jvairius
taikytus QSAR atlikimo protokolus. PLS regresija buvo atlikta su maksimaliu
skaiciumi (n/5) PLS faktoriy (n = ligandy skai¢ius apmokymo rinkinyje) ir
trimacio QSAR parametry skai¢iavimo groteliy langelio dydziu 1.0 A. Visy
atrasty modeliy ivertinimas buvo atliktas, prognozuojant pK, arba selektyvuma
visiems testavimo rinkinio junginiams. Su programa apskaiciuoti Sie QSAR
modeliy statistiniai parametrai: SD (regresijos standartinis nuokrypis), R>

(regresijos determinacijos koeficientas), R*> CV (kryzminio patikrinimo
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determinacijos koeficientas, suskaic¢iuotas i§ prognoziy, gauty naudojant LOO;
Sis statistinis parametras buvo identiSkas Q%00 skai¢iavimams E-DRAGON
deskriptoriais paremto QSAR modeliavimo protokoluose), R?> scrambled
(vidutiné determinacijos koeficiento verté iS serijos modeliy, sukurty,
naudojant sumaiSytus biologinius aktyvumus apmokymo rinkinio junginiams;
ji parodo, kiek gerai atlickamas modeliavimas apraSo tik faktiSkai prasmingus
duomenis; R? scrambled parametro verté turi biiti kuo mazesné), stability
(modeliy prognoziy stabiluma keiciant apmokymo rinkinio sudétj; $i statistika
turi maksimalig vertg, lygig vienetui (tai reiSkia visiSka stabilumg)), F
(statistikos F reikSme; didelés F vertés parodo labiau statistiSkai reikSminga
regresija), P (p-reikSme; maZesnés vertés parodo mazesn¢ tikimybe, kad
modelio parametrai yra lygis nuliui), RMSE (vidutiné kvadratiné prognozeés
paklaida testavimo duomeny rinkiniui), Q® (determinacijos koeficienta
testavimo rinkiniui, skai¢iuotg pagal apmokymo rinkinio regresijos modelj;
identiSkg Q*resr E-DRAGON deskriptoriais paremtame QSAR modeliavime)),
Pearson-r (Pearsono koreliacijos koeficiento vert¢ tarp testavimo rinkinio
iSmatuoty ir prognozuojamy duomeny). Papildomai PHASE rezultaty patikrai
ir atrasty QSAR modeliy tinkamumo analizei buvo panaudotos
rentgenostruktiirinés analizés struktiros (PDB ID: 4WR7 ir 4KPS),

parodancios CA I ir CA XII aktyviuosius centrus ir juose esancius ligandus.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. o—Pakeisty a,f—nesociyjy ketony antiproliferacinio aktyvumo
Zmogaus véziniy lasteliy linijose tyrimas QSAR metodu

3.1.1. Duomeny rinkinys

Buvo gautas 62 molekuliy struktiiry, o—pakeisty a,—nesociyjy ketony,
duomeny rinkinys su iSmatuotu antiproliferaciniu aktyvumu prie§ NB4 (iiminés
promielocitinés leukemijos), MCF-7 (plauciy vézio) ir A549 (kruties vézio)
lasteliy linijas kiekvienam junginiui. Jis buvo iSdalintas j du cheminiy junginiy
rinkinius pagal tai, ar nagrinéjama molekulé turi terminaline alkeno grupe¢ ar
ne: junginiy rinkinys 1 yra be terminalinés alkeno grupés (35 molekuliy
strukttros) (paveikslas 3.1.1-1), junginiy rinkinys 2 yra su terminaline alkeno
grupe (27 molekuliy struktiiros) (paveikslas 3.1.1-2). Paprastumo dé¢lei, visos
1Cso vertés buvo konvertuotos 1 p/Cso (p/Cso = —log(/Cs0)). Tam, kad su visais
junginiais biity galima atlikti tolimesnius skai¢iavimus, buvo padaryta
prielaida, kad junginiy, kuriy /Cso pradiniuose eksperimentiniuose duomenyse
nurodyta kaip ,,> 100 pM*, pI/Cso lygi 4. Visy junginiy p/Cso vertés pateiktos
lenteléje 3.1.1-1.

Lentelé 3.1.1-1. Nagrinéty a—pakeisty a,f—nesociyjy ketony duomeny rinkinys
su iSmatuotu antiproliferaciniu aktyvumu (pateikta kaip p/Cso vertés) pries

NB4, MCF-7 ir A549 lasteliy linijas kiekvienam junginiui.

plCso
Junginys | NB4 A549 MCF7
3aa 5,2 4,2 4,8
3ab 5,2 4,0 5,1
3ba 5,1 4,6 4,5
3be 5,0 4,0 4,9
3bf 4,6 4,0 4,6
3de 4,6 4,0 4,6
3df 5,0 4,4 4,9
3dk 4.8 4,0 4,5
3dl 5,2 4,7 5,0
3ea 4,0 4.0 4.0
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3eb 4,5 4,2 4,1
3ee 4,0 4,0 4,0
3ef 4,0 4,0 4,0
3eh 4,0 4,0 4,0
3ei 4,5 4,2 4,0
3el 43 4,0 4,0
3en 44 4,1 4,0
3tb 4.4 4,4 4,0
3ff 4,5 4,0 4,0
3fi 43 4,0 4,0
3fn 4,2 4,1 4,0
3gb 4,8 4,1 4,0
3gh 6,2 4,0 4,0
3gn 49 4,0 4,0
3go 4.9 4,0 4.0
3hb 43 4,0 4,0
3ho 4,7 4,0 4,0
3ib 4,6 4,5 4,0
3if 4.4 4,2 4,5
4aa 5,1 4,7 4.4
4ab 4,9 4,1 4,5
4dl 4,7 4,3 4,4
Sba 5,0 4,2 4,7
5bb 5,3 4,8 5,1
Sbe 4,9 4,5 4,4
5bf 5,0 4,0 4,9
S5bh 5,0 4,7 5,2
Sbi 49 4,8 5,2
5ch 5,3 4,4 5,0
5¢j 5,1 4,0 4,2
5 da 5,2 4,8 4,5
Sda 4,8 4,1 4,5
5 db 4,6 4,2 5,0
5db 5,0 4,1 4,6
Sde 49 4,5 4,7
5df 5,0 4,2 4,5
5 dh 5,3 4,6 5,0
5dh 49 4,2 4,3
5di 49 4,5 4,3
5dj 49 4,3 4,9
S5dk 4,8 4,0 4,8
5 dl 5,1 4,5 4,5
5dl 5,1 4,5 4,4
5dm 5,0 4,9 4,0

67




6ac 5,1 4,7 4.8
6ad 5,1 4,4 4,2
6bd 5,2 4,0 4,0
6bg 5,1 4,6 4,6
6dc 49 4,4 4,6
7aa 5,9 4,7 5,4
Tac 5,3 42 5,2
7bc 5,1 4,0 4.4
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3df

3ef

Cl

Paveikslas 3.1.1-1. Junginiy rinkinys 1 (35 molekuliy strukttiros).
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Paveikslas 3.1.1-2. Junginiy rinkinys 2 (27 molekuliy strukttiros).

3.1.2. QSAR modeliai

Keli QSAR modeliai buvo sukurti junginiy rinkiniams 1 ir 2, naudojant

junginiy antiproliferacinius aktyvumus prieS NB4, MCF-7 ir A549 Iasteles-

70



taikinius. SeSi geriausi modeliai pateikiami apacioje.

pICsy (NB4; Set 1) = 5,111 MATSIm — 1,83 MATSSp — 2,47 HOMA +
14,1 E2u — 10,4 E2e + 4,27,
(3.1.2-1)

R*=0,86, R%4p;= 0,83, 0* = 0,75, F(5,29) = 35,1, p< 10’

pICso (4549; Set 1) = 0,968 ATS6e + 1,55 MATS8m + 0,370 Mor05v —
0,484 Morlp + 0,765 Mor20p + 1,59,
(3.1.2-2)

R*=0,81, R%p;=0,78, 0* = 0,75, F(5,29) = 25,3, p < 10’

pICso (MCF-7; Set 1) = 0,0457 RDF050u — 0,119 RDF035p — 0,620 Mor20m
-3,20 H7u — 9,44 HATS2u + 8,73,
(3.1.2-3)

R*=0,92, R%4p;= 0,90, 0* = 0,88, F(5,29) = 64,8, p < 10’

pICso (NB4; Set 2) = -5,17 MATS2m + 5,25 MATS2e — 3,90 E3u + 8,17 G2s —
1,29 R4v + 5,69,
(3.1.2-4)

R*=0,86, R%p;=0,82, 0*=0,77, F(5,21) = 24,8, p < 10°°

pICso (4549; Set 2) = -25,0 X34v + 1,34 Morl6u + 7,19 G3u — 8,85-G3p —
0,140 Htv + 7,97,
(3.1.2-5)

R*=0,80, R%4p;= 0,75, 0* = 0,67, F(5,21) = 16,4, p < 10’

plCso (MCF-7; Set 2) = 0,0149 CSI — 0,109 UNIP — 0,0475 MPC10 +
0,815 X2 — 0,909 GATSIv + 1,11.
(3.1.2-6)

R*=0,89, R%4p;= 0,87, 0* = 0,83, F(5,21)= 34,7, p< 10’
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Modeliai kokybiskai aprasSyti keliais statistiniais parametrais, kurie
pateikiami zemiau kiekvienos QSAR lygties. Modeliai pripazinti priimtinais,
jei tiek determinacijos koeficientas R?, tiek suderintas determinacijos
koeficientas R?4p; yra auks$Ciausi tam duomeny rinkiniui, ir F-testo vertés
didesnés nei kritinés. Visy sukurty modeliy tinkamumai prognozéms buvo
jvertinti, naudojant kryZzminj patvirtinimg iSmetant vieng (LOOCV) su jver¢iu
Q% O jvercio skalé yra tokia pati kaip ir R?: jei Q? lygus vienetui, tada modelis
prognozéms tinkamas idealiai, o jei O° mazesnis nei 0,40, tada modelis
laikomas netinkamu prognozéms. Molekuliniai deskriptoriai, esantys QSAR
lygtyse 3.1.2-1 — 3.1.2-6, pladiau aprasyti priede, deskriptoriy lenteléje A.
Statistiniai parametrai esantys QSAR lygtyse, placiau apraSyti kitur darbo
tekste, o nuorodos ir pavadinimai yra priede, lentel¢je D. Grafike 3.1.1-1
pateiktos koreliacijos tarp eksperimentiSkai nustatyty ir QSAR lygtimis
apskaiciuoty p/Cso verCiy. Tiesi linija Zymi idealy atitikimg tarp jy.
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Grafikas 3.1.1-1. Koreliacijos tarp eksperimentiskai nustatyty ir QSAR
lygtimis apskaiciuoty p/Cso verciy. Tiesi linija Zymi visiSkg atitikimg. Visy x ir

y asiy skaliy masteliai sutapatinti palyginimui.

Jdomu, kad R? panasiis tai paciai lasteliy linijai, nesvarbu, kuris junginiy
rinkinys naudojamas, nors QSAR lygtys skirtingos. Lasteliy linijai A549
iSmatuoty p/Cso duomeny intervalas junginiy rinkiniams 1 ir 2 yra atitinkamai
tik 0,7 ir 0,9. Tai i$ dalies paaiskina kiek blogesng modeliy kokybe Igsteliy
linijjai A549, lyginant su kitomis. Jdomu panagrinéti, kaip gerai modeliai
klasifikuoja junginius j aktyvius ir neaktyvius. Aibei tasky grafike 3.1.1-1,
kurie Zymi neaktyvius junginius ir kuriy /Cso pradiniuose eksperimentiniuose
duomenyse nurodyta kaip ,,> 100 pM* (p/Cso modeliuojant yra prilyginama 4),
QSAR modeliai prognozuoja p/Cso vertes intervale nuo 3,76 iki 4,25, t.y.
eksperimentiskai nustatyti neaktyvis junginiai yra gana tiksliai prognozuojami
kaip neaktyvis sukurtaisiais QSAR modeliais. Nagrinétuose junginiy
rinkiniuose 1 ir 2 yra tik du junginiai 3ei ir 3fn, kurie klaidingai priskirti

neaktyviems, nors jiems eksperimentiSkai aptiktas aktyvumas. Abiems jiems
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QSAR prognozuojamos plCsp vertés yra mazesnés, negu 4,0, nors
eksperimentiskai iSmatuotos p/Cso vertés yra didesnés, negu 4,2, t.y. prognozés
paklaida buvo nedidel¢. Tie junginiai priklauso junginiy rinkiniui 1, ir minétos
plCso vertés yra NB4 lasteliy linijai. Visa tai parodo, kad QSAR modeliai gali
atskirti aktyvius junginius nuo neaktyviy, ir kad jie gali biiti panaudoti, kuriant
naujas molekules su pagerintomis antiproliferacinémis savybémis. Visi Sie $esi
modeliai buvo jkelti j QSAR modeliy duomeny bazg QSARDB
(http://dx.doi.org/10.15152/QDB.178).

3.2. CA slopinimo benzensulfonamidais prognozavimas jvairiais
metodais

3.2.1. Benzensulfonamidy rinkinys skaic¢iavimams

Skai¢iavimams buvo naudotas keturiasdeSimties benzensulfonamidy
duomeny rinkinys su anksciau publikuotomis eksperimentiskai iSmatuotomis
jungimosi su karboanhidrazémis konstantomis [288]. Junginiy zyméjimas
raidémis ir skaiciais (1-4) (a-j) buvo iSlaikytas toks pat, kaip originaliame
straipsnyje (paveikslas 3.2.1-1). Jy afiniSkumo duomenys pateikti lentel¢je
3.2.1-1. AStuoniy ligandy erdvinés struktiiros (la, 1f, 1i, 1j, 2f, 2j, 4f ir 4g)
buvo paimtos i§ PDB duomeny bazés struktiiry, kuriose eksperimentiSkai
nustatyta, kaip Sie junginiai prisijunge¢ prie CA II (PDB ID: 3S8X, 3S9T, 3SAP,
3SAX, 3SBH, 3SBI, 4KNI ir 4KNJ), pirmiau atlikus visy minéty baltymy
struktiry  perklojimag  su  programa  PyMOoL  (versija  1.7.0.0;
https://www.pymol.org/). Triukstami vandenilio atomai buvo pridéti su
programa AVOGADRO (versija 1.1.1) [266]. Likusiy junginiy struktiros buvo
surinktos ir optimizuotos trimatéje erdvéje su ta pacia programine jranga.
Erdvinés struktiros optimizacijai buvo taikyti molekulinés mechanikos
metodai, siekiant iSlaikyti ta patj perklojimg su pirmiau paruoStomis ligandy
erdvinémis struktiromis. Atskiri keturiasdeSimties junginiy rinkinio molekuliy
erdviniy struktiiry failai buvo sujungti | vieng molekuliy struktiiry sdf formato

failg su programa OPEN BABEL (versija 2.3.1) [267].

Visas duomeny rinkinys QSAR modeliavimams buvo padalintas i
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apmokymo rinkinj su trisdeSimcia slopikliy, ir testavimo rinkinj su likusiais
desimt slopikliy (1b, 1c, 1h, 11, 1j, 2f, 2h, 21, 31, 4e; lenteléje QSAR testavimo
rinkinio junginiai pazyméti zvaigzdute). Kad bty galima objektyviai palyginti
QSAR modeliavimo rezultatus, tie patys apmokymo ir testavimo rinkiniai buvo

naudoti visuose QSAR protokoluose.

Ka vertés buvo perskaiciuotos j pKa vertes pagal formule pKas = —log(Ka)
visiems tolimesniems skai¢iavimams. Selektyvumas (pKd,diff) CA XII buvo
apibrézZtas kaip skirtumas tarp CA XII pKy ir kitos CA pKys ver¢iy. Suminis
selektyvumas CA XII taikiniui (3CA XII) buvo apibréztas kaip visy
selektyvumy suma tam junginiui. Jei junginys labai selektyvus CA XII,
lyginant su tik viena CA izoforma, ir visai néra selektyvus likusiy izoformy
atzvilgiu, pagal taip apibrézta suminj selektyvuma jis laikomas kaip selektyvus

CA XII.

o)

N_ R3

D
N
R1 \’/;EFM
R2 R5

a: R3=OH, R4=H, R5=Me I: R1=SO:NH», R2=H
b: R3=0OH, R4=Bn, R5=Me 2: R1=SO;NH», R2=Cl
c: R3=0OH, R4=H, R5=Pr 3: R1=H, R2=SO:NH:

d: R3=0OH, R4=H, R5=tert-Bu  4: R1=Cl, R2=SO,NH>

e: R3=0OH, R4=COEt, R5=H

f: R3=Me, R4=H, R5=Me

g: R3=H, R4=Et, R5=H

h: R3=H, R4=Pr, R5=H

i: R3=H, R4=Bu, R5=H

j: R3=H, R4=H, R5=H

Paveikslas 3.2.1-1. Benzensulfonamidy rinkinio, S-alkilinty pirimidino
dariniy, struktiiros su ank$€iau eksperimentiniais publikuotais afiniSkumo

duomenimis [288]. Junginiai buvo sugrupuoti pagal keturis galimus
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benzensulfonamido ziedo pakaity ir jy iSsidéstymo variantus (1-4) ir deSimt

pirimidino ziedo pakaity ir jy iSsidéstymo varianty (a—j). IS viso dia

pavaizduota keturiasdeSimt junginiy.

Lentelé 3.2.1-1. Eksperimentinés skai¢iavimuose naudoty benzensulfonamidy

jungimosi su jvairiomis CA izoformomis disociacijos konstantos [288].

Disociacijos konstanta K; (nM)

Junginys | CA'1 CA Il CA VI CA VI CA XII CA XIII
la 66,7 66,7 3700 167 556 357
2a 4,00 21,3 2500 35,7 333 33,3
3a 833 1250 7100 4000 3700 1570
4a 833 200 900 133 500 200
1b* 33,3 25 1300 143 714 13,0
2b 20,0 66,7 1900 100 1110 25,0
3b 2220 1110 3300 12500 8330 1430
4b 455 33,3 290 143 294 42,0
Ic* 17,2 83,3 1250 250 90,9 62,5
2c 10,0 111 4500 50,0 250 83,3
3c 500 500 13000 3330 2000 833
4c 667 66,7 830 55,6 100 55,6
1d 1,9 29 5000 180 143 3,50
2d 0,50 40 9100 11,1 333 5,00
3d 100 500 40000 500 1250 167
4d 100 50 2000 20,0 43,5 25,0
le 17,0 18 2500 200 370 286
2e 14,3 20 2800 25,0 250 76,9
3e 1250 667 2100 1000 1250 2220
4e* 1250 50 200 25,0 200 125
If 22,2 33,3 2500 125 909 83,3
2f* 5,00 16,7 2900 12,5 909 10,0
3f 370 1000 13000 6670 3330 1000
4f 1000 222 1000 333 1430 333
lg 30,3 12,5 5000 55,6 1000 28,6
2g 6,67 7,14 5000 10,0 286 2,08
3g 500 667 8300 2500 3850 556
4g 1820 143 670 333 1250 111
1h* 33,3 12,5 5000 66,7 1430 22,7
2h* 5,26 7,14 3300 16,7 345 1,25
3h 370 556 5000 3330 4170 333
4h 1000 100 1100 500 1110 67,0
1i* 41,7 14,3 5000 100 1430 28,6
2i* 6,25 7,69 3330 11,1 357 1,82
3i* 500 313 4300 2220 1820 278
4i 1430 66,7 500 200 1110 66,7
1j* 66,7 16,7 910 66,7 556 125
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2j 10,0 11,1 2500 5,00 833 16,7
3j 769 1110 1900 4000 3330 1330
4 4550 333 560 714 1670 333

*7vaigzdute pazyméti junginiai buvo naudoti kaip QSAR modeliy testavimo

rinkinys.

3.2.2. Dokinimas j CA II receptoriy

Buvo atlikta tiesinés regresijos analizé tarp eksperimentiSkai nustatyty
pKa verciy ir dokinimo skai¢iavimais prognozuoty jungimosi energijos verciy.
Lyginant eksperimentines pKs vertes su ARGUSLAB ir GLIDE programomis
paskai¢iuotomis energijy vertémis, buvo gautos determinacijos koeficiento (R?)
vertés, lygios atitinkamai 0,00 ir 0,07. Taigi, i§ esmés néra koreliacijos tarp su
Siomis dviem programomis paskaiciuoty energijos verciy ir eksperimentiniy

pKa verciy.

Buvo paskaic¢iuota vidutinio kvadratinio nuokrypio kvadratiné Saknis
(angl. root-mean-square deviation, RMSD) tarp kristalografiSkai nustatyty
ligandy prisijungimo konformacijy ir tarp ty paciy ligandy, dokinty su GLIDE ir
ARGUSLAB (lentele 3.2.2-1). ARGUSLAB nepateikia dokinty konformacijy
RMSD junginiy duomeny bazés dokinimo reZime, todél dokinimas buvo
atliktas, pakartotinai dokinant ligandus po vieng | atitinkamas kristalografines
struktiiras. Su GLIDE programa nebuvo atkartota nei viena i§ aStuoniy Zinomy
ligandy 1a, 1f, 11, 1j, 2f, 2j, 4f ir 4g kristalografiniy prisijungimo prie CA II
konformacijy (paveikslas 3.2.2-1). Ligandas la dokinimo rezultatuose su
programa GLIDE i3sidésté visi§kai apsuktoje konformacijoje (RMSD = 7.8 A).
Sesiems kitiems ligandams pirimidino Ziedas dokinimo rezultatuose su
programa GLIDE iSsidésté visiSkai klaidingai. Tik ligando 2f dokinta
konformacija su GLIDE programa gautuose rezultatuose atrodé kiek panasesné j
jo kristalografine prisijungimo prie CA II konformacija (RMSD = 2,2 A).

Panasiis rezultatai buvo gauti ir dokinant su ARGUSLAB (lentelé 3.2.2-1).

Lentelé 3.2.2-1. RMSD tarp ligandy konformacijy, prognozuoty su GLIDE ir
ARGUSLAB programomis, ir kristalografiniy prisijjungimo prie CA 1II

receptoriaus konformacijy.
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Ligandas RMSD, A
GLIDE ARGUSLAB

la 7,8 4,6
1f 3,5 8,8
11 5,9 10,6
1j 5,1 6,2
2f 2,2 2.8
2j 3,6 4,9
4f 2,8 3,8
4¢g 3,9 3,2

Paveikslas 3.2.2-1. Kristalografinés ligandy prisijungimo konformacijos prie
CA II ligandams 1a, 1f, 11, 1j, 2f, 2j, 4f ir 4g, pavaizduotos Zaliai, ir tie patys
ligandai, dokinti su GLIDE, pavaizduoti raudonai. Cinko jonas pavaizduotas

kaip sfera.

Tiek su GLIDE, tieck su ARGUSLAB dokinimo programomis prastai
pavyko prognozuoti eksperimentines minéty benzensulfonamidy prisijungimo
konformacijas ir padétis prie CA II. Siekiant iStirti galimg tautomery
susidarymo jtakg, su ARGUSLAB programa buvo sudokinti du alternatyviis
ligando la, kurio kristalografiné konformacija yra zinoma, tautomerai, su dar
prastesniais RMSD, negu lenteléje 3.2.2-1 (8,3 ir 8,5 A). Panasiy rezultaty

reikéty tikétis, dokinant ir su GLIDE programa.

Jau anksc¢iau buvo aprasyti sunkumai, méginant prognozuoti ligandy
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prisijungimo konformacijas prie CA II su VDOCK programa, ir tuomet

suvarzytas dokinimas buvo naudojamas problemoms spresti [60].

Vienas pasiiilymas, kaip pagerinti dokinimo procediirg Sitokiais atvejais,
yra toks: leisti judéti tik ligandy atomams, kurie yra skirtingi ligandy serijoje.
Visus kitus atomus tada reikty fiksuoti jau zinomoje kristalografinéje
prisijungimo konformacijoje. Tai galéty gerokai supaprastinti uzduotj. Su

dabartinémis ARGUSLAB ir GLIDE versijomis néra galimybés to iSméginti.

Net pusé i$ nagrinéty kristalografiniy struktiry turi dimetilsulfoksido
molekule Salia ligando (PDB ID: 3SBH, 3SBI, 3S9T, 3SAX), ir tai gali kelti
trukdZius. Tokios molekulés-artefaktai paprastai iStrinamos, ruoSiant taikinj
dokinimui, tad ligandas dokinimo konformacijoje gali uzimti tg vieta, kur
anksciau buvo artefaktas. Taip gali kilti neatsikartojamumas tarp dokinimo ir

kristalografijos.

3.2.3. Tiesinés saveikos energijos skai¢iavimai

Buvo atlikti LIE skai¢iavimai kiekvienam i§ keturiasdeSimties ligandy,
prisijungusiy prie CA II receptoriaus. Naudojant LIE lygti (1.3-1) su iprastais
LIE parametrais (o = 0,5, = 0,162, y = 0), buvo rasta labai prasta koreliacija
(R = 021) tarp LIE metodu paskai¢iuoty jungimosi energijy ir
eksperimentiniy ligandy jungimosi verciy. Koreliacija galéjo buti bloga dél to,
kad tarp besijungianc¢io ligando ir cinko jono, esancio CA II aktyviajame
centre, susidaro koordinacinis rySys, kuriam greifiausiai prastai tinka
jprastiniai LIE metodo parametrai. Tod¢l buvo iSvesti nauji parametrai,
pritaikyti jungimuisi prie konkretaus CA II receptoriaus prognozuoti. Sios LIE
parametry vertés yra pateiktos lenteléje 3.2.3-1. Paveiksle 3.2.3-1 kair¢je yra
grafiSkai pavaizduota koreliacija taip eksperimentiSkai nustatyty AGpina ir

paskaiciuoty LIE metodu.

Lentelé 3.2.3-1. LIE metodui i§vesti parametrai, taikant lygtj 1.3-1.

Parametras Verte
o 0,197
S 0,462
y 10,4
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Paveikslas 3.2.3-1. Grafiskai pavaizduota koreliacija taip AGhring, nustatyty

eksperimentiskai ir paskaiciuoty LIE arba nauju ,,LIE-like* metodu.

Parametras laisvajai energijai prognozuoti (y) turéty buti apytiksliai
lygus koordinacinio ry$io indéliui j kiekvieno ligando jungimasi. Taciau netgi
LIE lygtis 1.3-1 su naujais parametrais, pateiktais lenteléje 3.2.3-1, nepadéjo
Zymiai padidinti R?: gauta determinacijos koeficiento verté, lygi 0,24. Ieskant
priezasCiy, kodél LIE metodologijy tinkamumas $iai uzduociai toks zemas,
pastebéjome, kad intramolekulinés ligando pacio su savimi sgveikos vaidina
svarby vaidmenj nagrin¢jamoje CA II ir ligando sistemoje, tod¢l negali biiti
1gnoruojamos.

Remiantis Siais pastebéjimais, mes pasiiiléme naujg biida, kaip pagerinti
AGhina prognoze. Naujoji schema yra labai panasi j LIE, todél ji buvo pavadinta
,LIE-like®“. Dvi Kulono ir Lenardo-DZonso sgveikos ¢ia naudojamos panaSiu
principu, kaip ir LIE metodologijoje, remiantis pastebéjimu, kad jos

nekoreliuoja tarpusavyje, bet kiekviena atskirai Siek tiek koreliuoja su AGpina:

AGying = oV Yiigprot+ BV ™ Viigatig + . (3.2.3-1)
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Sioje lygtyje kintamieji (V*) ir (*®) yra elektrostatiniy ir van der Valso
saveiky vidurkiai per visa molekulinés dinamikos simuliacija. Zemutiniai
indeksai ,, lig-lig “ nurodo, kad imama ligando sgveika pacio su savimi baltymo
aplinkoje, o indeksas ,, lig-prot* zymi ligando sgveikg su taikiniu-baltymu.
Naujosios lygties (3.2.3-1) parametrizacija yra zymiai sékmingesné, nei lygties
1.3-1 — gauta determinacijos koeficiento verté, lygi 0,50. ISvesty parametry
vertés nurodytos lenteléje 3.2.3-2. Paveiksle 3.2.3-1 deSinéje grafiskai
pavaizduota koreliacija taip eksperimentiskai nustatyty ir paskaiciuoty ,,LIE-

like* metodu AGhing.

Lentelé 3.2.3-2. ,,LIE-like” metodui i§vesti parametrai, taikant lygtj 3.2.3-1.

Parametras Verte
o 0,0884
S 0,689
y 51,1

Norint pagerinti jungimosi energijy prognozavimg jprastiniu LIE
metodu, buvo bandyta fiksuoti ligando konformacijg j tiksliai tokia, kokia ji
matoma kristalografinése struktiirose asStuoniems ligandams (PDB ID: 3S8X,
3S9T, 3SAP, 3SAX, 3SBH, 3SBI, 4KNI ir 4KNJ). LIE metodo rezultatai
ligandams su fiksuotomis konformacijomis buvo ne geresni, lyginant su to
paties metodo rezultatais, kai ligandas galéjo laisvai judéti baltymo
aktyviajame centre ar visai i jo iSeiti. Jdomu tai, kad Siam astuoniy ligandy
rinkiniui jprastinio LIE metodo (be fiksuoty ligandy konformacijy) rezultatai
koreliuoja su eksperimentiniais duomenimis apie ty ligandy jungimagsi su CA
II: gauta determinacijos koeficiento verte, lygi 0,54. Tai parodo, kad teisinga
pradiné¢ ligando konformacija baltymo aktyviajame centre naudinga LIE
skai¢iavimams, nes pagerina rezultatus. Gali biti, kad per visa MD
modeliavimo laikg ligandas neapsilanko teisingose konformacijose, arba, jei
ligandas ir pereina ] teisingg konfomacija, tai MD programa dél jvairiy
priezasCiy (pvz., neteisingy jégy lauko parametry) tas konformacijas jvertina

kaip turin€ias pernelyg auksta energija. Be to, ligandy konformacijy fiksavimas
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galimai sutrikdo teisingg natiiraliai egzistuojanciy konformacijy atranka (angl.
sampling) 1§ jvairly konformacijy ansamblio, esanio dinamingje

pusiausvyroje.

3.2.4. Metadinamikos skai¢iavimai

Buvo atliekami metadinamikos, kaip vieno 1§ alternatyviy jungimosi
energijy skaiciavimo bidy, skaifiavimai visiems keturiasdeSimciai ligandy,
prisijjungusiy prie CA II receptoriaus. 4 ns metadinaminiy molekulinés
dinamikos simuliacijy metu buvo stebima, kaip ligandai iSeina i§ CA II
aktyviojo centro ] aplinking vandens terpe, pridéjus papildomg metadinamikos
potencialg. Tokiu budu buvo gauti laisvosios energijos jvertinimai, kaip
funkcijos nuo atstumo tarp cinko jono CA II aktyviajame centre iki
sulfonamido grupés azoto ligande. PaskaiCiuotas laisvosios energijos skirtumas
tarp laisvo ir prisijungusio ligando biseny visiSkai nekoreliavo su
eksperimentiniais duomenimis (R*=0,00). Be to, laisvosios energijos
minimumy padétis nesutapo su kristalografinémis astuoniy ligandy
prisijungimo konformacijomis, o septyniolikai ligandy laisvosios energijos
minimumas buvo rastas net ne baltymo aktyviajame centre, o vandenyje, nors
1§ eksperimentiniy duomeny akivaizdu, kad jie jungiasi prie baltymo. Ligando
konformacija gerokai pasikei¢ia lyginant su eksperimentine per paruoSiamasias
MD simuliacijas (minimizacijas) dar prieS metadinamikos skai¢iavimy pradzia.
Tai gali sukelti problemy tiek metadinamikos, tiek LIE skai¢iavimams. MD
jégos laukas, naudojamas simuliacijose, turéty biiti pagerintas ar modifikuotas,
norint gauti teigiamus rezultatus. TeoriSkai ligandas turéty didel¢ dal; MD
simuliacijos laiko i$biiti konformacijose, artimose kristalografiném, ir ligandas
turéty iSeiti 1§ savo prisijungimo konformacijos tik per metadinamikos
simuliacijas.
3.2.5. CAII QSAR modeliai

QSAR buvo vienas i§ iSbandyty skaiCiuojamyjy jungimosi konstanty
prognozés metody. Buvo sukurti keli QSAR modeliai su trisdeSimties

benzensulfonamidy junginiy jungimosi prie CA II apmokymo konstanty
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rinkiniu. Trys geriausi QSAR modeliai pateikti Zemiau.

pKACA II) = 2,05 MATS7m + 1,02 H5u + 4,49 HATSSm + 4,86,
(3.2.5.1)

R?=0,89, R%p;= 0,87, 0% = 0,87, F(3,26) = 68, p < 10, R¥zsr = 0,57

pK(CATI) = 0,0867 G(N..S) + 1,23 H5u + 68,7 (R7p+) + 2,19,
(3.2.5.2)

R%= 0,86, R2p; = 0,84, 0> = 0,83, F(3,26) = 53, p < 10°°, R2zs7= 0,61

pKA(CATI) = 0,0106 VAR + 2,26 MATS7m - 2,65 MATSSp + 4,30.
(3.2.5.3)

R2=0,83, R%p;= 0,81, 0>= 0,79, F(3,26) = 43, p < 10°°, R¥rzsr= 0,63

Modeliy statistiniai parametrai yra pateikti po kiekviena i§ lygciy.
Modeliai buvo laikomi priimtinais, jeigu determinacijos koeficientas R? ir
suderintas determinacijos koeficientas R%sp; buvo auks¢iausi tam duomeny
Modeliy prognozavimo pajégumas buvo iSbandytas trimis metodais: LOO
metodu, paskai¢iuojant Q% bei su deSimties ligandy, kurie nebuvo naudoti

modeliy kiirime, testavimo rinkiniu.

Siam testavimo rinkiniui buvo paskai¢iuota determinacijos koeficiento
R?7gsr verté, lyginant eksperimentinius pKs duomenis su i§ QSAR modeliy
gautomis vertémis. Jvairiy tipy molekuliniai deskriptoriai, jtraukti j lygtis
3.2.5.1, 3.2.5.2 ir 3.2.5.3, yra placiau paaiskinti lenteléje C priede. Koreliacija
taip eksperimentiSkai nustatyty ir prognozuojamy visais trimis QSAR
modeliais pKys ver¢iy, naudojant benzensulfonamidy apmokymo ir testavimo
junginiy rinkinius, grafiSkai pavaizduota paveiksle 3.2.5-1. Visi $ie trys
modeliai  buvo jkelti ] QSAR modeliy duomeny baze QSARDB
(http://dx.doi.org/10.15152/QDB.176).
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Paveikslas 3.2.5-1. Grafiskai pavaizduota koreliacija taip eksperimentisSkai

nustatyty pKy ir prognozuojamy su QSAR.

3.2.6. Dokinimo, LIE, metadinamikos ir QSAR metody tinkamumo
benzensulfonamidy slopinimo savybéms prognozuoti palyginimas

Penki metodai (ARGUSLAB dokinimas, GLIDE dokinimas, LIE,
metadinamika ir QSAR) buvo taikyti, siekiant prognozuoti keturiasdeSimties
benzensulfonamidy junginiy rinkinio su eksperimentiskai nustatytomis pKa
vertémis prisijungimg prie CA II. Lentel¢je 3.2.6-1 parodyti palyginimo su
eksperimentinémis pKys vertémis determinacijos koeficientai. IS visy iSbandyty
metody, tik naudojant QSAR buvo gauta gera koreliacija tarp teorinés

prognozes ir eksperimentiniy jungimosi konstanty.

Lentelé 3.2.6-1. Skai¢iuojamyjy metody tinkamumas ligandy jungimuisi prie

CA 1I prognozuoti palygintas pagal R? tarp paskaiiuoty ir eksperimentiskai

nustatyty pKa.
Metodas R’
LIE 0,24
Naujas ,,LIE-like* 0,50
QSAR 0,83-0,89
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ARGUSLAB dokinimas 0,00
GLIDE dokinimas 0,07
Metadinamika 0,00

Prasta tiek dokinimo, tiek molekuline dinamika pagristy metody
koreliacija su eksperimentu grei¢iausiai liudija apie trukumus, teisingai
jvertinant sgveikas tarp atomy, taigi galimai neteisingus jégy lauky parametrus.
IS nagrinétyjy metody tuo nepasizymi tik QSAR metodas, kuris paprastai
nagrinéja dvimates ligandy struktiiras, neatsizvelgdamas | sgveikas su

receptoriumi.

Buvo pasiiilyta nauja modifikuota LIE metodo lygtis 3.2.3-1,
modifikuojanti klasiking LIE metodo i$raiska (lygtis 1.3-1). Sis LIE protokolo
patobulinimas buvo pavadintas ,,LIE-like*. Jis leido Zymiai pagerinti jungimosi
konstanty prognozes. Potencialus pasiiilymas dokinimui pagerinti su
fiksuotomis ligando konformacijos dalimis pagal rentgenostruktiirinés analizés
duomenis liko neisbandytas, nes naudotose dokinimo programy versijose tam

néra galimybiy.

QSAR metodas efektyviausiai padéjo kiekybiskai jvertinti subtilius empirinius
sarysius tarp ligandy struktiros ir jy aktyvumo CA II atzvilgiu. Pateiktieji
QSAR modeliai benzensulfonamidy jungimosi su CA II konstantoms

prognozuoti gali biiti panaudoti, kuriant naujus CA II slopiklius.

3.2.7. QSAR jvairioms CA izoformoms

Kaip buvo aprasyta skyrelyje 3.2.1, suskaiCiavus benzensulfonamidy
selektyvumus 1§ lentelés 3.2.1-1 pagal formule pateikta skyrelyje 3.2.1, buvo
sukurti QSAR modeliai, skirti benzensulfonamidy selektyvumams CA XII

atzvilgiu prognozuoti, kurie yra pateikiami Zemiau:

pKaaif(CA XII - CA T) = -0,566 T(N..N) + 0,0733 EPS0 + 21,0 (R7m+) + 7,14,
(3.2.7-1)

R? = 0,84, R%4ps = 0,83, 0?00 = 0,82, F(3,26) = 47, p < 10”°, R*rgsr = 0,79,
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O?*1est= 0,67, MAE = 0,33

pKaaif(CA XII - CA TI) = 8,76 MATSIp — 1,41 GATSSm — 1,03 GATS3v +
4,57, (3.2.7-2)

R? = 0,81, R2ps = 0,79, Q%00 = 0,77, F(3,26) = 38, p < 10, R*resr = 0,58,
O%rest= 0,53, MAE = 0,28

pKaaif(CA XII - CA VI) = -12,1 GNar + 5,01 MATS7v — 2,74 MATS7p + 23,5,
(3.2.7-3)

R? = 0,82, R%ps = 0,80, O%00 = 0,78, F(3,26) = 39, p < 10”°, R?*zzsr = 0,42,
O*resr= 0,22, MAE = 0,19

pKaaig(CAXIL - CA VII) = 2,04 MATSSp + 53,3 BELeS — 0,214 Mor04m —
107, (3.2.7-4)

R2 = 0,83, Ry = 0,81, 0%00 = 0,78, F(3,26) = 42, p < 10°, R2rzsr = 0,49,
O%resr= 0,46, MAE = 0,45

pKaap(CA XII - CA XIII) = -12,7 MATS2v + 2,29 MATS8p — 0,866 Hdp +
3,43, (3.2.7-5)

R?> = 0,78, R*4ps = 0,75, Q*r00 = 0,74, F(3,26) = 30, p < 107, R?zesr = 0,71,
Q*rzsr= 0,68, MAE = 0,36

pKaaip(YCA XII) = -5,40 MATSSe + 0,308 RDF055m — 41,9 HATSSp —
0,0513. (3.2.7-6)

R?> = 0,78, R%4ps = 0,75, Q%00 = 0,74, F(3,26) = 31, p < 107, R?zest = 0,58,
Q%rest= 0,56, MAE = 1,34

Statistiniai parametrai selektyvumo QSAR modeliams yra pateikti po
kiekviena QSAR lygtimi. Modeliai buvo laikomi priimtinais, jeigu jy
determinacijos koeficientas R? ir redukuotas determinacijos koeficientas R%4p,
buvo auks$c¢iausi tam duomeny rinkiniui. Modeliy tinkamumas prognozéms
buvo i$nagrinétas, tiek taikant statistinj LOO metodg su jver¢iu Q2 tiek pagal

suskaiCiuotas R?7esr, Q%resr it MAE statistiniy parametry vertes deSimties
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junginiy testavimo rinkiniui. Molekuliniai deskriptoriai, esantys lygtyse 3.2.7-1
— 3.2.7-6, placiau aprasyti priede esancioje lentelé¢je B. Grafikai su atidétomis
sukurty QSAR modeliy
selektyvumy (pKs skirtumy) vertémis, naudojant apmokymo (pazyméta pilka

eksperimentinémis ir prognozuojamomis i

spalva) ir testavimo (pazymeéta juoda spalva) rinkinius, pateikti paveiksle 3.2.7-

L.
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pKgy skirtumas (eksperim.)
Paveikslas 3.2.7-1. Selektyvumy QSAR grafikai, naudojant E-DRAGON
deskriptorius apmokymo (pilki skrituliukai) ir testavimo (juodi kvadratéliai)
rinkiniy junginiams. X ir Y aSyse atidéti atitinkamai eksperimentiniai ir

prognozuojami selektyvumai.

Po to buvo sukurti QSAR afiniSkumo modeliai, imant iSmatuotus

afiniSkumus kiekvienai atskirai CA izoformai:

pK«(CAT) = 1,14 MATSSe + 5,47 GATSSv — 2,98 GATS7p + 4,47,
(3.2.7-7)

R? = 0,94, R24ps = 0,93, Q%00 = 0,93, F(3,26) = 138, p < 105, R2zzsr = 0,89,
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O%rest= 0,87, MAE = 0,21

pKACA T1) = 2,05 MATS7m + 1,02 H5u + 4,49 HATSSm + 4,36,
(3.2.7-8)

R? = 0,89, R%ps = 0,87, Q%00 = 0,87, F(3,26) = 68, p < 10", R%rgsr = 0,57,
Q*resr= 0,48, MAE = 0,31

pKa(CA VI) = -0,883 GATS5m + 0,264 H2m + 13,1 (R7m+) + 5,04,
(3.2.7-9)

R> =0,79, R*4ps = 0,76, Q%100 = 0,72, F(3,26) = 32, p < 10, R%rgsr = 0,77,
Q*1est= 0,56, MAE = 0,20

pK4(CA VII) = 0,104 T(S..Cl) — 6,54 PCR + 1,59 MATS7v + 15,2,
(3.2.7-10)

R?* = 0,89, R%ps = 0,88, 000 = 0,86, F(3,26) = 70, p < 10", R%resr = 0,87,
O*resr= 0,74, MAE = 0,26

pK4(CA XII) = 1,47 T(O..CI) + 49,0 MATS7m + 0,0473 H6e + 4,24,
(3.2.7-11a)

R? = 0,82, R24py = 0,80, 0%100 = 0,78, F(3,26) = 40, p < 10°°, R%*zzsr = 0,43,
O*rest= 0,16, MAE = 0,44

pK4(CA XII) = 1,47 Hée + 49,0 (R7p+) + 0,0473 T(OH..Cl) + 4,24,
(3.2.7-11b)

R?> = 0,82, R*4ps = 0,80, Q%00 = 0,77, F(3,26) = 40, p < 10°, R?>zesr = 0,60,
Q*resr= 0,51, MAE = 0,24

pK4(CA XIII) = 18,0 EEig01r + 0,219 G(N..S) + 0,0380 Mor02u — 76,5.
(3.2.7-12)

R?> = 0,88, R%4ps = 0,86, Q%00 = 0,85, F(3,26) = 63, p < 10", R?*rgsr = 0,68,
Oresr= 0,49, MAE = 0,32

Statistiniai QSAR modeliy parametrai, pateikti Zemiau kiekvienos
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QSAR lygties, yra tokie pat, kaip prie$ tai prie selektyvumo QSAR modeliy
(Iygtys 3.2.7-1 — 3.2.7-6). Molekuliniai deskriptoriai, esantys Siose lygtyse,
plac¢iau aprasyti priede, lenteléje B. Grafikai, kuriuose palygintos
eksperimentiskai nustatytos afiniSkumo pKs vertes su prognozuotomis
apmokymo (pazyméta pilka spalva) ir testavimo (paZyméta juoda spalva)
rinkiniams, pateikti paveiksle 3.2.7-2. Priimtinos kokybés afiniSkumo QSAR
modeliai su nagrinétais junginiais, taikant E-DRAGON deskriptorius, buvo
sukurti visoms CA, iSskyrus CA XII (lygtis 3.2.7-11a). Dél nepriimtinos itin
zemos Rlrsr vertés QSAR modelyje 3.2.7-11a mes sukiiréme naujg
deskriptoriy T(OH..Cl), kuris skirtas pagerinti CA XII afiniSkumo QSAR
modelio kokybe. Pagerintas QSAR modelis CA XII izoformai yra pateiktas
3.2.7-11b lygtyje. Sis molekulinis deskriptorius apibréztas, kaip topologiniy
atstumy suma tarp hidroksilo grupiy ir chloro atomy molekuléje. Naujasis
deskriptorius yra analogiskas E-DRAGON naudojamam deskriptoriui T(O..Cl),
jtrauktam ] lygti 3.2.7-1la, iSskyrus tai, kad T(O..Cl) deskriptoriuje
naudojamas atstumas tarp bet kurio deguonies atomo ir chloro atomo. D¢l
didelio deguonies atomy skaiiaus nagrinéjamose cheminése struktlirose
(paveikslas 3.2.1-1) (lentel¢ 3.2.1-1) néra nieko keisto, kad, pakeitus T(O..Cl) i
T(OH..Cl), zymiai pageréja R?resr ir Q%rgsr statistiniai rodikliai (Lygtys 3.2.7-
11air 3.2.7-11b). T(OH..C]) i$skiria sgveikai su receptoriumi konkretesn¢ jtaka
daranc¢ias hidroksilo grupes i§ daug jvairesne itaka daranciy visy deguonies
atomy, jskaiCiuoty ] T(O..Cl) molekulinj deskriptoriy. Toks rezultatas galéty
pateisinti  platesn; naudojima tokio tipo, farmakoforg primenanciy,
deskriptoriy, kurie skirty jvairius to paties elemento atomy tipus (pvz. sp?
hibridizuotas deguonis, sp* hibridizuotas deguonis, sujungtas su vandeniliu, ir
t.t.), atlickant QSAR modeliavimus. Naujasis QSAR deskriptorius nepagerino
kity QSAR modeliy kokybés, gal todél, kad jie ir taip turé¢jo gana aukstus
statistinius jvercius. Dar pastebétina, kad Sesi junginiai (1d, 1g, 2g, 1h, 3h, 1i)
turi tokig pacig CA VI Ky verte (5000 nM). QSAR modeliavimo procediira
atrado deskriptoriy R7m+, kurio dydis irgi apytiksliai vienodas Siems SeSiems

junginiams (intervale nuo 0,058 iki 0,072). Sito deskriptoriaus paskai¢iuotos
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vertés varijuoja gerokai labiau kitiems nagrinétiems junginiams (intervale nuo

0,045 iki 0,120).
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Paveikslas 3.2.7-2. AfiniSkumo jvairioms CA izoformoms QSAR grafikai,
naudojant E-DRAGON deskriptorius apmokymo (pilki skrituliukai) ir
testavimo (juodi kvadratéliai) rinkiniy junginiams. X ir Y aSyse atidéti

atitinkamai eksperimentiniai ir prognozuojami selektyvumai.

Taip pat buvo nustatyti pritaikomumo domenai ir iSnagrinétos
pronozuojamy duomeny iSskirtys. Beveik visy apmokymo rinkiniui
priklausan¢iy junginiy prognozuotos jungimosi konstantos nepriskirtos
i§skirtims visuose Siame skyriuje minétuose QSAR modeliuose, iSskyrus
vienintel] junginj 2j, kurio prognozuota disociacijos konstantos verté visgi
priskirta iSskirciai vien tik CA II slopinimo QSAR modelyje (lygtis 3.2.7-8).
Pagal eksperimentinéje dalyje apraSyta metoda, visos prognozuotos testavimo
rinkiniui  priklausan¢iy junginiy jungimosi konstantos buvo priskirtos

pritatkomumo domeno intervalui visiems Siame skyriuje minétiems QSAR
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modeliams. Y CAXII QSAR modelis yra labai blogas pagal MAE Kkriterijy, o
CA I slopinimo modelis yra labai geras pagal MAE kriterijy.

3.2.8. PHASE atomais paremtas trimatis QSAR, skirtas CA1ir CA
XII

PHASE trimacio QSAR modeliai buvo ieskomi, analizuojant cheminiy
junginiy selektyvumus CA XII, lyginant su kitomis CA izoformomis
(afiniSkumy santykius pKaqif), bei ty cheminiy junginiy afiniSkumo duomenis

(pKa) visoms nagrinétoms CA.

Skirtingai nei E-DRAGON molekuliniais deskriptoriais paremtame
QSAR, su PHASE buvo atrasti tik du priimtinos kokybés QSAR modeliai,
vertinant pagal pacios PHASE statistinio jvertinimo kriterijus — vienas 1§ jy CA

XII/CA T selektyvumo, o kitas CA I afiniSkumo.

PHASE QSAR statistiniai parametrai paskaiivoti CA XII/CA 1
selektyvumo modeliui buvo tokie: SD = 0,45, R* = 0,75, R*> CV = 0,69, R?
Scrambled = 0,27, Stability = 0,99, F = 86, P < 10°, RMSE = 0,52, 0* = 0,61,
Pearson-r = 0,82. CA XII/CA I selektyvumo modelis buvo prastas pagal MAE
kriterijy (MAE = 0,39), kuris buvo paskai¢iuotas atskirai, naudojantis R
programa. Siame modelyje testavimo rinkinio junginiai lc ir 4e turéjo
absoliucias prognozavimo paklaidas, lygias atitinkamai 0,99 ir 0,83
logaritminio vieneto. AnalogisSki statistiniai parametrai paskaiciuoti CA 1
afiniSkumo modeliui buvo tokie: SD = 0,40, R*> = 0,86, R> CV = 0,82, R?
Scrambled = 0,21, Stability = 0,99, F = 168, P < 1072, RMSE = 0,38, 0* =
0,75, Pearson-r = 0,89. Sis modelis buvo geras ir pagal MAE kriterijy (MAE =
0,35).

Siekiant geriau suprasti PHASE CA I ir CA XII selektyvumo
modeliavimo rezultatus, mes iSnagrin¢jome ligandy saveikas su dviejy CA
izoformy aktyviaisiais centrais, atlikdami rankinio dokinimo procediirg su
PYMOL programa (versija 1.7.4.0) (Schrodinger, LLC). CA izofermenty CA I ir
CA XII PDB struktiiros (PDB ID: 4WR7 ir 4KP8) buvo perklotos tarpusavyje,
ir aktyviausias CA I atZvilgiu junginys 2d buvo rankiniu biidu jdétas j perkloty
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CA aktyvyji centra. Tret-butilo pakaitas, esantis ant 2d junginio pirimidino
ziedo, sgveikauja su CA I hidrofobinémis Alal132, Alal35 ir Leul31 Soninémis
grandinémis, o hidroksilo grupé lieka orientuota palankiai sgveikai su
vandeniu. Ji yra atsukta j iSorg, ] vandenj (paveikslas 3.2.8-1). Palyginimui, CA
XII turi Ser130, Ser133 ir Alal29 Sonines grandines homologinése pozicijose
ir negali palankiai sgveikauti su nagrinéjamo ligando hidrofobine tret-butilo
grupe. Pirimidino ziedas galéty apsisukti, ir tada hidroksilo grupé sudaryty
geresnius kontaktus su minétomis trejomis CA XII Soninémis grandinémis, bet
tada hidrofobine tret-butilo grupé buty nepalankiai atsukta j aktyviojo centro

iSore, | vandenj.

Paveikslas 3.2.8-1. Aktyviausias CA 1 atzvilgiu junginys 2d (geltoni
pagaliukai), rankiniu biidu idokintas i perklotas CA I (Zydra, PDB ID: 4WR?7)
ir CA XII (violetiné, PDB ID: 4KP8) PDB struktiiras. Didelé¢ melsva sfera

vaizduoja cinko jong.
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PHASE programa kartu su MAESTRO programiniu paketu suteikia
galimybe vizualizuoti jvairiy ligando funkciniy grupiy jtaka biologiniam
aktyvumui pagal atrastg trima¢io QSAR modelj, Siuo atveju ligando
afiniSkumui ar jo jungimosi selektyvumui. PHASE trima¢io QSAR modelis
CA XII/CA T selektyvumui parodytas paveiksle 3.2.8-2, naudojant labiausiai
Sioje poroje selektyvy junginj 4c, kaip pavyzdj. Pagal paveiksla 3.2.8-2, trys
pagrindiniai faktoriai, kurie veikia CA XII/CA I selektyvumg 4c¢ junginiui, yra:
chloro atomas, prijungtas prie benzeno ziedo para padétyje jungties tarp dviejy
junginio ziedy atzvilgiu (mélyna zona apatinéje paveikslo 3.2.8-2 ¢ dalyje),
Salia to chloro atomo esanti sulfonamido grupé meta padétyje (mélyna zona
apatin¢je dalyje paveiksly 3.2.8-2 a ir 3.2.8-2 b), ir, galiausiai, kiek maZziau
svarbus selektyvumui hidrofobinis pakaitas pirimidino Ziede, meta padétyje
skaiciuojant nuo jungties tarp dviejy junginio ziedy (virsutiné paveikslo 3.2.8-2

c dalis).

Paveikslas 3.2.8-2. PHASE atomais paremto trimac¢io QSAR CA XII/CA 1
selektyvumo modelis, vizualizuotas, kaip pavyzdj imant selektyviausig Sioje
poroje junginj 4c. M¢élyni ir raudoni kubeliai vaizduoja atitinkamai palankius ir
nepalankius selektyvumui regionus. Trijose paveikslo dalyse pavaizduoti: (a)
vandenilinio rySio donorai, (b) elektronus iStraukiantys atomai (jskaitant ir
vandenilinio  rySio  aceptorius), (c¢) hidrofobinés/nepolinés  grupés.

Atvaizduojant kubelius, slenkstinis grupés svarbos koeficientas parinktas
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+2,5-1073.

PHASE/MAESTRO atrasto afiniSkumo QSAR modelio CA 1
vizualizacija, naudojant labiausiai aktyvy junginj 2d, kaip pavyzdj, pateikta
paveiksle 3.2.8-3. Idomu, kad paveikslas 3.2.8-3 daugeliu atzvilgiy yra
atvirk$cias paveikslui 3.2.8-2: daznai viename paveiksle mélyna zona yra

raudona kitame paveiksle, ir atvirk§¢iai.

Mélynos zonos prie benzeno ziedo abiejuose PHASE QSAR
paveiksluose 3.2.8-2 (a, b) ir 3.2.8-3 (a, b) parodo sulfonamido grupés padétis
geriausiose nagrinéjamos serijos subserijose 4 ir 2 atitinkamuose QSAR
modeliuose. Lygiai kaip ir rankinio dokinimo paveikslas 3.2.8-1, taip ir
PHASE afiniSkumo QSAR modelio paveikslas 3.2.8-3 rodo hidrofobiniy ir
hidrofiliniy pakaity svarbg ant pirimidino ziedo nagrinéjamy junginiy
jungimuisi su CA 1. Vienas i§ QSAR metodo, kuriame paprastai naudojami
vien tik ligandai, triikumy yra tas, kad Sis metodas neatsizvelgia j galimus
ligando prisijungimus visai kitoje konformacijoje. Siame pavyzdyje PHASE
perkloja visy junginiy benzeno ir pirimidino Ziedus panaSiai, kaip
nagrinéjamos serijos junginiy struktiiras aprasanciame paveiksle 3.2.1-1. IS
esamy kristalografinés analizés duomeny galima spresti, kad labiausiai ligando
prisijungimo vietoje suvarzyta yra jo sulfonamido grupé, kadangi ji yra
prijungta prie cinko, tad tinka perkloti junginius taip, kad sulfonamido grupés
biity uzklotos viena ant kitos. Jungtukai tarp abiejy Ziedy, bei pirimidino Ziedai
taip pat gali turéti kelias gana skirtingas pozicijas erdvéje, t.y. tikrovéje

nebiitinai gali biiti persikloje [288].
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Paveikslas 3.2.8-3. PHASE atomais paremto trimacio QSARCA I afiniSkumo
modelis vizualizuotas, kaip pavyzdj imant aktyviausig CA I atzvilgiu junginj
2d. Mélyni ir raudoni kubeliai vaizduoja atitinkamai palankius ir nepalankius
aktyvumui regionus. Trijose paveikslo dalyse pavaizduoti: (a) vandenilinio
rySio donorai, (b) elektronus-iStraukiantys atomai (jskaitant ir vandenilinio
rySio aceptorius), (c) hidrofobinés/nepolinés grupés. Atvaizduojant kubelius,

slenkstinis grupés svarbos koeficientas parinktas £2,5-107.

PHASE QSAR ne visada gali tiksliai parodyti visas prieZastis,
nulemiancias selektyvumg. PavyzdZiui, suvarzyta sulfonamido pozicija
ketvirtojoje subserijoje privercia jos junginiy pirimidino ziedus pereiti ] kit
prisijungimo zona, nei jprastai, lyginant su kitomis subserijomis (neparodyta).
CA 1 aktyviajame centre Ziedus jungianti grandis ligande erdviskai sgveikauja
su gana didele His200 Sonine grandine, o CA XII turi Thr199 homologiskoje
padétyje. Visa tai veda prie pagerinto CA XII/CA I selektyvumo ketvirtajai
subserijai. ReikSmingy jtaky aplinkui pirimidino Zieda CA XII/CA 1
selektyvumo QSAR modelyje trukumas, pavaizduotas 3.2.8-2 paveikslo
virSutingje dalyje, irgi parodo, kad selektyvuma daugiausiai lemia jvairis
benzeno Ziedo pakaitai. Kita vertus, galimybés sukurti selektyvius CA XII/CA
I junginius, parenkant pirimidino Ziedo pakaitus, tada ne tokios didelés. Jei

ligandai jungiasi skirtingose konformacijose, ligandy perklojimas nebéra tiek
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prasmingas: neteisingai perkloti ligandai gali sukelti ligandy funkcines grupes j
vieng padét] erdvéje, o tos grupés ligando jungimosi konformacijose gali biiti

visai skirtingose taikinio vietose.

Siekiant patobulinti trimacio QSAR modelius, erdviskai suvarzytos
ligando  funkcinés grupés (“farmakoforai") turety buti perklotos
kartu, bet PHASE programa  nepritaikyta  tokiam  ligandy  paruoSimo
restruktiiravimui. Nesant jokios strukttirinés informacijos apie ligando saveika
su taikiniu, viena praktiné iSeitis biity naudoti kiek jmanoma panaSesnius

struktiirinius fragmentus.

Su PHASE programa pavyko generuoti geros kokybés trimat; QSAR
modelj] CA XII/CA I selektyvumui. Kita vertus, priimtino CA XII slopinimo
QSAR modelio su PHASE programa sukurti nepavyko, kaip ir kitoms CA
izoformoms, i§skyrus CA 1. Gero CA XII su PHASE programa kurto trimacio
QSAR modelio nebuvo sukurta, bet kaip alternatyva galima paméginti naudoti
CAXII/CA 1 selektyvumo model; ir 1§ jo tobulinti ne tik selektyvuma, bet ir CA
XII slopinimg jvairiais slopikliais. E-EDRAGON deskriptoriais paremtas QSAR
padeda sukurti daug geresnius modelius, mat E-DRAGON turi Zymiai daugiau
ir jvairiy molekuliniy deskriptoriy ir kriterijy, 1§ kuriy galima generuoti
modelius. Skirtingos ligandy prisijungimo konformacijos serijoje daro zenklig
itakg trima¢iy PHASE modeliy kokybei, o dvimafiy E-DRAGON
deskriptoriais paremty modeliy gerokai mazesng, nes E-DRAGON tik kai kurie
pavieniai molekuliniai deskriptoriai skai¢iuojami 1§ trimatés struktiiros. Didelis
PHASE programos pranasumas yra tas, kad jvairiy faktoriy jtakg afiniSkumui
ar selektyvumui lengva vizualizuoti. E-DRAGON molekulinius deskriptorius

daZnai néra trivialu interpretuoti.

3.2.9. Selektyvumo i§ atskiry afiniSkumo QSAR modeliy skai¢iavimai
palyginti su selektyvumo QSAR

Pries tai buvusiuose skyriuose apie selektyvumo QSAR, selektyvumas
buvo skaiiuojamas 1§ afiniSkumo duomeny ir tuomet jkeliamas ;| QSAR

modeliavimo programg. Gauti optimizuoti selektyvumo QSAR modeliai buvo
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taikomi selektyvumui prognozuoti. Mes iSbandéme alternatyvy selektyvumo
prognozavimo kelig, pirmiausiai paskaiiuojant afiniSkumg i§ dviejy
afiniSkumo QSAR modeliy nagrin¢jamoms CA izoformoms, ir tik po to
skaiiuojant ty prognozuojamy afiniSkumy santykj, taigi selektyvuma.
Lenteléje 3.2.9-1 pateiktas R?zesr ver€iy palyginimas —selektyvumams,
skai¢iuotiems abiem minétais biidais i§ E-DRAGON molekuliniais

deskriptoriais paremty QSAR modeliy.

Lentelé 3.2.9-1. E-DRAGON deskriptoriais paremto dvimacio QSAR
testavimo rinkinio R’zgsr statistinio parametro verté visiems CA XII
selektyvumo modeliams bei CA XII selektyvumams, paskaic¢iuotiems i$ atskiry
afiniskumo QSAR modeliy. R?*7zsr > 0,40 vertés pateiktos paryskintu juodu

Sriftu.

E-DRAGON deskriptoriais paremto QSAR R?7&sr vertés:
selektyvumas, paskaiciuotas i§ atskiry slopinimo
QSAR/selektyvumo QSAR

CAXII/CAT 0,85/0,79

CAXII/CATI 0,34/0,58

CAXII/CAVI ]0,28/0,42

CAXI/CAVI ]0,58/0,49

CA XII/CA XIII  10,65/0,71

Y>CAXII 0,63/0,58

Naudojant E-DRAGON  molekuliniais  deskriptoriais  paremta
selektyvumo QSAR, priimtinos R’7zsr vertés buvo gautos visais atvejais.
Dviem atvejais, CA XII/CA I ir CA XII/CA XIII, R?*zesr buvo didesnis, negu
0,70. Kai selektyvumai buvo paskaiciuoti 1§ atskiry afiniSkumo QSAR
modeliy, priimtinos R%7zsr vertés buvo gautos tik keturiais atvejais i§ SeSiy
nagrinéty. CA XII/CA II ir CA XII/CA VI selektyvumy 1§ atskiry afiniSkumo
QSAR modeliy R?*7zsr buvo mazesnis, negu 0,40. R’7gsy parametro veréiy
aritmetinis vidurkis yra geresnis selektyvumo QSAR modeliams, nei
selektyvumams, paskaiciuotiems i§ afiniSkumo QSAR prognoziy (0,595 ir

0,555 atitinkamai). Tai dar kartg parodo selektyvumo QSAR privalumus.
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3.2.10. Benzensulfonamidy QSAR apibendrinimas jvairioms CA
izoformoms

Dvimaciai ir trimaciai, afiniSkumo ir selektyvumo QSAR modeliai buvo
sukurti, naudojant trisdeSimties junginiy apmokymo rinkinj bei du skirtingus
protokolus SeSioms nagrinétoms CA izoformoms (CA I, CA II, CA VI, CA VII,
CA XII ir CA XIII). Pirmasis protokolas buvo paremtas E-DRAGON ir R
programine jranga, antrasis buvo atliktas, naudojant Schrédinger programinj
paketa MAESTRO (versija 2015-3 (10.3)) [289]. Buvo pritaikytos ir palygintos
dvi skirtingos strategijos prognozuoti CA XII selektyvumui kity CA izoformy
atzvilgiu: arba sukuriant specializuotus selecktyvumo modelius, arba
prognozuojant selektyvumus 1§ dviejy atskiry afiniSkumo QSAR modeliy.
Keturiolika 1§ visy benzensulfonamidams sukurty QSAR modeliy pagal
Jvairius statistinius tinkamumo patvirtinimo jver¢ius buvo pripazinti tinkamais
prognozéms. Modeliai buvo pripazinti tinkamais tieck su LOO metodu, tiek
testuojant su deSimties junginiy testavimo rinkiniu. E-DRAGON molekuliniais
deskriptoriais paremtu QSAR protokolu buvo generuoti daugiau ar maZiau
prognozéms tinkami modeliai visy SeSiy nagrinéty CA izoformy slopikliy
afiniSkumui, ir visiems CA XII slopikliy selektyvumams kity penkiy izoformy
atzvilgiu prognozuoti. SCHRODINGER trimatis QSAR (PHASE programa)
suteiké grafinius atvaizdavimus apie analizuota duomeny rinkinj, bet
daugumos PHASE QSAR modeliy bendra statistiné kokybé buvo prastesne,
lyginant su E-DRAGON ir R programomis paremtu protokolu. Dar buvo
parodyta, kad, kuriant specializuotus selektyvumo QSAR modelius, gaunami
aukStesni ty modeliy statistiniai jverCiai, nei prognozuojant slopikliy
afiniSkumus porai CA izoformy atskirai, ir tik paskui paskaiiuojant jy
selektyvumg 1§ turimy prognoziy. Dar mes parodéme, kad imant miisy naujg
molekulin} deskriptoriy T(OH..Cl), kuris apraSo topologinj atstumg tarp
junginiy funkciniy grupiy OH ir Cl, pavyko pagerinti E-DRAGON ir R
programine jranga paremto CA XII afiniSkumo QSAR modelio kokybe,
lyginant su originaliu QSAR modeliu, j kurj buvo jtrauktas molekulinis

deskriptorius T(O..Cl), apraSantis topologinj atstumg tarp O ir Cl elementy
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atomy.

Siame darbe naudotos 40 benzensulfonamidy saveikos su jvairiomis CA
izoformomis Ky vertés buvo publikuotos 2013 metais [288]. Jos
eksperimentiS§kai buvo nustatytos terminio poslinkio analizés (TSA) metodu.
2014 metais 16 i§ Siy benzensulfonamidy sgveikos su jvairiomis CA
izoformomis buvo tirtos izoterminio titravimo kalorimetrijos (ITC) metodu
[290]. Tiek TSA, tick ITC metodais nustatytos benzensulfonamidy Ky vertés
laikomos stebimosiomis. I§ jungimosi konstanty pKy, junginiy disociacijos
konstanty pK, ir CA aktyviajame centre esancio cinko jono riagstingumo pK,
galima paskaiciuoti tikrines (angl. intrinsic) junginiy disociacijos konstantas,
kurios nepriklauso nuo tirpalo pH [290]. Idomu buty patikrinti, kaip tiksliai
Siame darbe naudoti metodai prognozuoty tikrines disociacijos konstantas.
Kadangi Siame darbe modeliy ir metody parametrizavimui buvo imtos tik TSA
stebimosios Ky vertés, atitinkamai ir visas Siame darbe prognozuojamas Ky
vertes reikty laikyti prognozuojamomis stebimosiomis, kurios lygintinos tik su
analogiskais TSA rezultatais. IS jy ir ty junginiy pK, galima skaiCiuoti
prognozuojamas tikrines Kq vertes lygiai taip pat, kaip ir 1§ eksperimentiniy
duomeny, kurios tada lygintinos tik su analogiskai paskaiciuotomis tikrinémis

vertémis.

3.3. Naujy panasSiu j metabolitus slopikliy paieska naudojant
Tanimoto jvertj

Naujy slopikliy paieskos biidy yra jvairiy. Tradiciskai iSbandomas
didelio organiniy junginiy rinkinio jungimasis su nagrinéjamu taikiniu. Daznai
tam naudojami in silico metodai. Kai tapo prieinamos didelés metabolity,
vaisty ir kity organiniy junginiy duomeny bazés, palyginamosios slopikliy
paieskos strategijos gali buti taikomos naujy slopikliy, panaSiy i metabolitus,
paieskai. Siame darbe sukurta ir naudota nauja slopikliy paieskos strategija,
paremta Tanimoto molekuliy struktiry panasumo jverCiu. Pagal ja buvo
palyginamos skirtingos molekuliy struktiiros trijose duomeny bazése (KEGG,
DRUGBANK ir ZINC) [291-296], siekiant rasti naujus galimus slopiklius. Buvo
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paskaiCiuota tikimybé rasti naujus slopiklius su S§ia paieSkos strategija.
Sékmingai taikant sukurtaja strategija praktikoje, buvo surastas naujas
slopiklis, panaSus } vieng i§ metabolity, besijungiantis j tg taikinj, kurio

substratas yra minétasis metabolitas.

Naujy slopikliy paieska paprastai yra atlickama mazoms organinéms
molekuléms, kurios jungiasi prie biologinio taikinio ir slopina jo biologing
funkcija. Labai pageidautina, kad atrastaisiais junginiais biity prekiaujama
rinkoje, antraip tekty pirmiausiai tuos junginius susintetinti, o tik tada biity
galima eksperimentiskai parodyti jy biologinj aktyvuma. IS to seka akivaizdi
nauda strategijos, kuri pagrista slopikliy paieska prieinamy organiniy junginiy
duomeny bazése. IS enzimologijos gerai zinoma, kad slopiklis daznai panasus j
substratg. PanaSumui tarp junginiy aprasyti kiekybiSkai gali biiti panaudotas
Tanimoto jvertis. Tanimoto jvertis — tai skai¢iumi iSreikStas panaSumas tarp
vadinamyjy molekuliy pirSty antspaudy, iSreikSty kaip dvejetainés skaitmeny
(bity) serijos. Tanimoto jvertis gali svyruoti nuo nulio (jokio panaSumo) iki
vieneto (auksStas panaSumas arba identiSkumas) [297]. Molekuliy struktiiros
gali buti konvertuojamos i molekuliy pirSty antspaudus, naudojantis jvairiomis

programomis.

Buvo parsisiystos 1475 zmogaus metabolity cheminés struktiiros is$
KEGG duomeny bazés, kurioje yra iSsamis duomenys apie Zmogaus
metabolitus. Visoms galimoms metabolity ir DRUGBANK
(http://www.drugbank.ca/) duomeny bazés cheminiy struktiry poroms buvo
paskaiciuotas Tanimoto jvertis naudojant ,,FP2” molekuliy pir§ty antspaudus su

OPEN BABEL (http://openbabel.org) programa [267].

IS visy gauty duomeny tolesnei analizei buvo iSrinktos tik metabolity ir
DRUGBANK junginiy poros, kuriy tarpusavio Tanimoto jver¢iai buvo didesni,
negu 0,9. Kiekvienai iSrinktai DRUGBANK molekulés struktiirai jos taikiniy EC
numeriai buvo paimti 1§ DRUGBANK internetinio puslapio. Tokia pati
procedira buvo pakartota kiekvienai iSrinktai Zmogaus metabolito struktiirai,

tik naudojant duomenis i§ KEGG duomeny bazés. 2817 junginiy porose abi
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nagrinétos struktiiros turéjo zinomus taikinius. Kitos poros buvo atmestos.
Galiausiai buvo iSrinktos 644 zmogaus metabolity ir DRUGBANK esanciy
junginiy poros su Tanimoto jverCiu, didesniu kaip 0,9, ir su bent vienu

sutampanciu taikiniu.

IS Siy skai¢iavimy buvo padaryta iSvada, kad, kai analizuojama
molekulés struktiira yra panasSi j metabolito struktiirg (Tanimoto panaSumo
jvertis didesnis kaip 0,9), tada yra mazdaug 23% (644/2817-100%) tikimybé,
kad analizuojamoji molekulé jungsis prie to paties taikinio, kaip ir panasus
metabolitas (paveikslas 3.3-1, virSuje ir kair¢je). Tai tik apytikris jvertinimas,
nes nebuvo nagrinéti literatiiroje neaprasyti taikiniai bei taikiniai, kurie nejkelti

1 duomeny bazes, taikiniai be EC numeriy ir t.t.

Galimas variantas, kad taikiniai tiesiog sutampa atsitiktinai. Siekiant
jvertinti tokig tikimybe, buvo generuota keturi tikstanciai atsitiktiniy Zzmogaus
metabolity ir DRUGBANK junginiy pory. Kiekvienai atsitiktinai parinktai
DRUGBANK molekulei jos taikiniy EC numeriai buvo paimti i§ DRUGBANK
internetinio puslapio. Tokia pat procediira pakartota kiekvienai atsitiktinai
parinktai Zmogaus metabolito struktirai, tik naudojant KEGG duomeny bazés
duomenis. ISnagrinéjus atvejus, kai taikiniai sutampa abiem struktlroms,
paskaiCiuota apytiksliai tik 1% tikimybé¢, kad atsitiktinai parinkus zmogaus
metabolito ir DRUGBANK molekulés struktiiros pora, abu tos poros nariai turés

tiksliai tg patj taikinj (paveikslas 3.3-1, virSuje ir desinéje).

Pasitlyta metodologija buvo pritaikyta penkiasdeSimties su vézio
augimu susijusiy metabolity sgraSui. Procediira leido pasitlyti keliolika galimy
veézio augimo slopikliy, i§ kuriy buvo tokiy, kuriy aktyvumas prie§ vézZines
lasteles véliau pasitvirtino eksperimentigkai. Sie radiniai yra toliau tyrinéjami,

ir jau yra i8siystas straipsnis ] auksSto citavimo indekso mokslinj Zurnala.
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Tanimoto > 0,90 Atsitiktinés poros
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7,8-dihidronopterinas (C04874) 7,8-dihidrobiopterinas (DB04400)

Paveikslas 3.3-1. Du panasiis junginiai 7,8-dihidronopterinas ir 7,8-
dihidrobiopterinas (Tanimoto > 0,90) turi tg patj taikinj, 7,8-dihidronopterino
aldolaz¢ (PDB ID: 1DHN). Tikimybe¢, kad junginiy, kuriy Tanimoto panasumo
tvertis yra didesnis, negu 0,90, taikinys sutaps, yra ~23%. Tikimyb¢, kad
sutaps keli taikiniai, yra gerokai maZesné. Sutampanciy taikiniy skaiCius

pazymeétas Salia virSutinio grafiko.
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4. ISvados
1. Sukurti Sesi o—pakeisty a,p—nesociyjy ketony QSAR modeliai trims Igsteliy
linijjoms (NB4, MCF-7 ir A549) gali atskirti aktyvius junginius nuo neaktyviy.

2. IS penkiy iSbandyty metody QSAR rezultatai geriausiai koreliuoja su
eksperimentiniais duomenimis (R?> nuo 0,83-0,89). Su QSAR metodu galima

geriausiai prognozuoti benzensulfonamidy jungimosi prie CA II konstantas.

3. Taikant naujai sukurty ,,LIE-like* metodg koreliacija tarp eksperimentiniy
duomeny ir prognozuoty zZymiai pageréjo lyginant su originaliu LIE metodu

(R? padidéjo nuo 0,24 iki 0,50).

4. Parodyta, kad, kuriant specializuotus selektyvumo QSAR modelius,
gaunami aukstesni ty modeliy statistiniai jver¢iai, nei prognozuojant slopikliy
afiniSkumus porai CA izoformy atskirai, ir tik paskui paskaiiuojant jy

selektyvuma 1§ turimy prognoziy.
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Priedas

Lentelé A. QSAR deskriptoriy, naudoty o—pakeisty, a,f—nesociyjy ketony,

QSAR modeliuose pavadinimai, tipai ir trumpi apraSymai.

Molekulés
Tipas Aprasymas
deskriptorius
Topologiniai _ o
CSI ) ekscentrisko rySio indeksas
aprasai
UNIP vienpoliskumas
Kelio ir &¢jimo
MPC10 o molekulinis kelio skai¢iavimas 10 eilés
skai¢iavimas
Jungiamumo o . .
X2 ) ) Jjungiamumo indeksas chi—2
indeksai
vidutinio valentiskumo jungiamumo
X3Av
indeksas chi—3
Broto—Moreau topologinés struktiiros
Dviamtés autokoreliacijos — inertiSkumas 6 /
ATS6e o o
autokoreliacijos priderintas pagal atomy Sanderson
elektroneigiamumus
Moran autokoreliacijos — inertiSkumas 1 /
MATS1Im o
priderintas pagal atomy mases
Moran autokoreliacijos — inertiSkumas 2 /
MATS2m o
priderintas pagal atomy mases
Moran autokoreliacijos — inertiSkumas 8 /
MATS8m o
priderintas pagal atomy mases
Moran autokoreliacijos — inertiSkumas 2 /
MATS2e priderintas pagal atomy Sanderson
elektroneigiamumus
Moran autokoreliacijos — inertiSkumas 5 /
MATS5p o o
priderintas pagal atomy poliarizuojamuma
GATS1v Geary autokoreliacijos — inertiSkumas 1 /

138



priderintas pagal atomy van der Valso

turius
Geometriniai Harmoninio osciliatoriaus modelio
HOMA ) ) )
aprasai aromatiSkumo indeksas
) Radialinio pasiskirstymo funkcija — 5.0/
RDF050u RDF aprasSai o
nepriderintas
Radialinio pasiskirstymo funkcija — 3.5/
RDFO035p o o
priderintas pagal atomy poliarizuojamuma
3D-MoRSE ) o
Morl6u o 3D-MOoRSE — signalas 16 / nepriderintas
deskriptoriai
3D-MoRSE - signalas 20 / priderintas
Mor20m
pagal atomy mases
3D-MoRSE - signalas 05 / priderintas
Mor05v .
pagal atomy van der Valso tiirius
3D-MoRSE - signalas 15 / priderintas
Morllp S
pagal atomy poliarizuojamuma
3D-MoRSE - signalas 20 / priderintas
Mor20p S
pagal atomy poliarizuojamuma
a3 WHIM Trecio komponento simetrijos kryptinis
u
deskriptoriai WHIM indeksas / nepriderintas
- Antro komponento prieinamumo kryptinis
u
WHIM indeksas / nepriderintas
E3 3nd komponento prieinamumo kryptinis
u
WHIM indeksas / nepriderintas
Antro komponento prieinamumo kryptinis
E2e WHIM indeksas / priderintas pagal atomy
Sanderson elektroneigiamumus
Trec¢io komponento simetrijos kryptinis
G3p WHIM indeksas / priderintas pagal atomy
poliarizuojamuma
Antro komponento simetrijos kryptinis
G2s WHIM indeksas / priderintas pagal atomy

elektrotopologines biisenas
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7 GETAWAY H autokoreliacijos inertisSkumas 7 /
u
deskriptoriai nepriderintas

Svertu pasvertas autokoreliacijos
HATS2u o o
inertiSkumas 2 / nepriderintas

HT H bendras indeksas / priderintas pagal
\%
atomy van der Valso tlirius

R autokoreliacijos inertiSkumas 4 /
R4v priderintas pagal atomy van der Valso

tarius

Lentelé B. Molekuliniy deskriptoriy, naudoty QSAR modeliuose

selektyvumams, pavadinimai ir trumpi apraSymai.

Molekulés Kiek karty
ApraSymas
deskriptorius panaudotas

zemiausia tikriné verté n. 5 Burden matricos / priderinta pagal
BELeS . . !
atominius Sandersono elektroneigiamumus

DISPm perkélimo verté / priderinta pagal mase 1
EPSO krasty jungiamumo indeksas nulinés eilés 1
G(N..S) suma geometriniy atstumy tarp N ir S 1

- pirmo komponento simetrijos kryptinis WHIM indeksas / .
e
priderintas pagal Sandersono elektroneigiamuma

Geary autokoreliacijos inetiSkumas 3 priderintas pagal van
GATS3v ) 1
der Valso tiirj

GATS5m Geary autokoreliacijos inetiSkumas 5 priderintas pagal mase 1

Geary autokoreliacijos inetiSkumas 7 priderintas pagal
GATS7e o 1
Sandersono elektroneigiamuma

GATS8m Geary autokoreliacijos inetiSkumas 8 priderintas pagal mase 1

GATSSv Geary autokoreliacijos inetiSkumas 8 priderintas pagal van .
der Valso tiirj

H2m H autokoreliacijos inetiSkumas 2 / priderintas pagal mase 1

Hap H autokoreliacijos inetiSkumas 4 / priderintas pagal .
poliarizuojamuma
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H5u H autokoreliacijos inetiSkumas 5 / nepriderintas
He H autokoreliacijos inetiSkumas 6 / priderintas pagal
e
Sandersono elektroneigiamuma
Svertu pasvertas autokoreliacijos inetiSkumas 8 / priderintas
HATS8m
pagal mase
Svertu pasvertas autokoreliacijos inetiSkumas 8 / priderintas
HATSS8p
pagal poliarizuojamuma
JGI2 vidutinis topologiniy kriiviy indeksas antro eilés
Moran autokoreliacijos inetiSkumas 1 priderintas pagal
MATSI1p
poliarizuojamuma
Moran autokoreliacijos inetiSkumas 2 priderintas pagal van
MATS2v
der Valso tiir]
Moran autokoreliacijos inetiSkumas 4 priderintas pagal
MATS4p
poliarizuojamuma
MATS6m Moran autokoreliacijos inetiSkumas 6 priderintas pagal mas¢
MATS7m Moran autokoreliacijos inetiSkumas 7 priderintas pagal mas¢
Moran autokoreliacijos inetisSkumas 7 priderintas pagal van
MATS7v
der Valso tiir]
Moran autokoreliacijos inetiSkumas 8 priderintas pagal
MATS8e
Sandersono elektroneigiamuma
Moran autokoreliacijos inetiSkumas 8 priderintas pagal
MATSS8p
poliarizuojamuma
Mor04m 3D-MoRSE - signalas 04 / priderintas pagal mase
Mor19v 3D-MoRSE - signalas 19 / priderintas pagal van der Valso tiirj
Mor20v 3D-MoRSE - signalas 20 / priderintas pagal van der Valso tiirj
PCR santykis tarp kartotiniy keliy skaiciaus ir keliy skai¢iaus
R4 R autokoreliacijos inetiSkumas 4 / priderintas pagal
e
Sandersono elektroneigiamuma
R maksimalios autokoreliacijos inetiSkumas 7 / priderintas
R7m+
pagal mas¢
R7 R maksimalios autokoreliacijos inetiSkumas 7 / priderintas
pt+
pagal poliarizuojamuma
RDF055m radialinio pasiskirstymo funkcija - 055 / priderinta pagal mas¢
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T(N..N) suma topologiniy atstumy tarp N ir N 1
T(0..Cl) suma topologiniy atstumy tarp O ir Cl 1
T(S..Cl) suma topologiniy atstumy tarp S ir Cl 1
T(S..S) suma topologiniy atstumy tarp S ir S 1

Lentelé C. QSAR deskriptoriy naudoty benzensulfonamidy QSAR modeliuose

pavadinimai, tipai ir trumpi aprasSymai.

Molekulés Tipas ApraSymas
deskriptorius
VAR Topologiniai aprasai Variacija
MATS7m Moran autokoreliacijos — inertiSkumas 7
/ priderintas pagal atomy mases
Moran autokoreliacijos — inertiSkumas 8
MATS8p Dvimateés / priderintas pagal atomy
autokoreliacijos poliarizuojamuma
geometriniy atstumy tarp N ir S
G(N..S)
3D atomy poros atomy suma
H5u H autokoreliacija 5 / nepriderinta
Svertu pasvertas autokoreliacijos
HATS8m inertiSkumas 8 / priderintas pagal
GETAWAY
. .. mase¢
deskriptoriai
R maksimali autokoreliacija 7 /
R7p+ priderinta pagal atomy
poliarizuojamuma

Lentelé D. Statistiniy jverciy naudoty QSAR modeliuose pavadinimai, trumpi

aprasymai ir nuorodos j formules.

F F testo verté, kai nuliné hipoteze, kad

koeficientai lygiis nuliui
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MAE

(angl. mean absolute error) Zr. 1.5.5-8

P Tikimybe, kad koeficientai lygils
nuliui

Pearson-r Pirsono koreliacijos koeficientas Zr.
1.5.5-4

O (QLoo) R? paskaiciuotas kryZzminiu
patikrinimu i$metant vieng zr. 1.5.4

Q*rest (R* CV) R? paskai¢iuotas kryZzminiu
patikrinimu  iSmetant  vieng  su
testavimo duomeny rinkiniu zr. 1.5.4

R? Determinacijos koeficientas zr. 1.5.5-1

R? scrambled

Vidutiné¢ determinacijos koeficiento
vert¢ 1§ serijos modeliy, sukurty,
naudojant  sumaiSytus  biologinius

aktyvumus apmokymo rinkinio

junginiams

R*ap; Redukuotas determinacijos
koeficientas zr. 1.5.5-6

R*1EsT Determinacijos koeficientas
paskaiiuotas su su  testavimo
duomeny rinkiniu.

RMSE (angl. root mean square error) Zr.
1.5.5-7

SD Regresijos standartinis nuokrypis

stability Modeliy prognoziy stabilumas keiciant

apmokymo rinkinio sudétj
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