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Kratak sadrzaj

P-glikoprotein (Pgp) je transmembranski transporter koji, transportujuci strukturno
raznovrsne lekove iz unutrasnjosti ¢elije u ekstracelularnu sredinu, moze uticati na resorpciju,
distribuciju i efikasnost veceg broja lekova. Prekomerna ekspresija Pgp-a u ¢elijama predstavlja
jedan od mehanizama razvoja rezistencije na lekove. Iz ovih razloga, potrebno je u ranoj fazi
otkrica leka predvideti da li je potencijalni lek supstrat za Pgp, idealno i pre same sinteze. U tu
svrhu, tokom poslednje decenije razvijen je veliki broj racunarskih modela koji omoguc¢avaju
predvidanje transporta posredstvom Pgp-a samo na osnovu hemijske strukture. U ovom radu
prikazan je pregled razlicitih pristupa koji su koris¢eni u razvoju modela, razmotrene su njihove
prednosti i nedostaci, kao i faktori koji u najve¢oj meri utiCu na pouzdanost predvidanja.
Polispecificnost ovog transportera predstavlja znacajan izazov za vecinu metoda raCunarske
hemije. Ipak, dostignut nivo ta¢nosti modela koji su prikazani u litearaturi ukazuje na ¢injenicu
da oni mogu doprineti racionalizaciji procesa dizajniranja novih lekova. Sira dostupnost
eksperimentalnih podataka, kao i kombinovanje razli¢itih pristupa modelovanju transporta,
mogu dodatno unaprediti postoje¢e modele.

Kljuéne reéi: P-glikoprotein, racunarski modeli, rezistencija, dizajn lekova.
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1. Uvod

P-glikoprotein (Pgp) je transmembranski protein koji funkcionalno predstavlja
efluksni transporter sposoban za prenos strukturno raznovrsnih supstrata kroz ¢elijsku
membranu, iz unutrasnjosti ¢elije u ekstracelularnu sredinu. Pgp pripada filogenetski
veoma staroj grupi ABC' transportera koji posreduju u aktivnom transmembranskom
transportu supstrata, uz utroSak energije oslobodene hidrolizom adenozin-trifosfata
(ATP) [1]. U humanom genomu identifikovano je 49 gena koji kodiraju ABC
transportere [2], ali je najbolje proucen i funkcionalno najznacajniji predstavnik ove
grupe P-glikoprotein.

Klju¢na karakteristika ovog transportera, koja je doprinela njegovom otkriéu,
karakterizaciji i imenovanju (P od permeabilnost), jeste sposobnost Pgp-a da uti¢e na
prolazak lekova kroz celijske membrane [3]. Tokom prethodne Ccetiri decenije
istrazivanja, utvrdeno je da Pgp transportuje veliki broj klinicki vaznih lekova i da
znaCajno moze uticati na njihovu farmakokinetiku i efikasnost. Visoki nivoi ekspresije
Pgp-a u enterocitima, na kanalikularnim povrSinama hepatocita i1 kapilarnom endotelu
krvno-mozdane barijere, sugeriSu da je Pgp vazna komponenta odbrane tkiva od
ksenobiotika. Ova fizioloSka funkcija Pgp-a moZe biti odgovorna za nisku
bioraspolozivost lekova, njihovu ograni¢enu distribuciju u odredena tkiva, a moze
predstavljati i molekularnu osnovu interakcije izmedu lekova [4-7]. Sa aspekta
efikasnosti lekova, prekomerna ekspresija Pgp-a u maligno transformisanim ¢elijama
predstavlja jedan od znacajnih mehanizama razvoja rezistencije na antitumorske lekove
i formiranja multirezistentnog (engl. multiple drug resistant, MDR) fenotipa tumorskih
¢elija [8—10].

Prepoznavanje uticaja Pgp-a na farmakokinetiku lekova i njegovog znacaja u
razvoju rezistencije na antineoplastike ukazalo je na neophodnost razmatranja transporta
lekova-kandidata posredstvom Pgp-a ve¢ u ranim fazama otkri¢éa i razvoja [11].
Regulatorne agencije u Americi i Evropi zahtevaju karakterizaciju interakcije novih
lekova sa nizom membranskih transportera, kao 1 ispitivanje uticaja afiniteta za
transportere na eventualne interakcije izmedu lekova [12]. Podloznost transportu od
strane Pgp-a posebno je znafajno uzeti u obzir u okviru programa otkrica novih
antitumorskih jedinjenja. Danas je dostupan veéi broj racionalno dizajniranih,
selektivnih inhibitora Pgp-a [13], za koje se ocekivalo da ¢e, u kombinovanoj terapiji,
doprineti lecenju kancera sa MDR fenotipom kroz povecanje efikasnosti dostupnih
antitumorskih lekova koji su supstrati za ovaj transporter. Medutim, u klini¢kim
ispitivanjima ovi lekovi se za sada nisu pokazali kao uspesni [14,15]. Stoga je, paralelno
sa istrazivanjem alternativnih pristupa prevazilazenju rezistencije [16], u okviru dizajna

1 Od engleskog ATP-binding cassette (ABC).
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novih antitumorskih lekova potrebno teziti ka minimizaciji rizika da novi lek bude
supstrat za Pgp [17].

S obzirom da su strukturne modifikacije leka-kandidata u fazi razvoja leka
materijalno i vremenski veoma skupe, odredivanje moguénosti interakcije sa Pgp-om
treba izvrSiti u ranim fazama otkria potencijalnih kandidata [18]. lako su razvijeni
pristupi  koji omogucavaju pouzdanu i brzu in vitro karakterizaciju interakcije
novosintetisanih jedinjenja sa Pgp-om [19,20], racunarski prediktivni modeli imaju tu
prednost Sto ne zahtevaju dostupnost sintetisane supstance. Kao takvi, pouzdani
raCunarski modeli za predvidanje transporta P-glikoproteinom mogu se efikasno
integrisati u savremene protokole dizajniranja molekula primenom racunarskih metoda
[21]. Njihova predvidanja mogu doprineti eliminaciji delova kolekcije virtuelnih
struktura i predstavljati osnovu za izbor odredenih jedinjenja koja bi prioritetno bila
bioloski testirana u cilju evaluacije interakcije sa Pgp-om. Interpretacija uspostavljenih i
validiranih modela takode moze pruziti racionalnu osnovu za modifikacije strukture u
cilju smanjenja njihovog afiniteta za Pgp. Na taj nacin, komplementarno sa in vitro
metodama testiranja, in silico modeli imaju znacajan potencijal u racionalizaciji procesa
otkri¢a novih lekova kroz brzu selekciju jedinjenja sa optimalnim karakteristikama [22—
24].

Ovaj ¢lanak predstavlja pregled istrazivanja u oblasti razvoja ra¢unarskih modela
za predvidanje transporta Pgp-om, objavljenih u poslednjih 10 godina. Cilj ovog rada je
da istakne najznacajnije faktore koji uticu na pouzdanost razvijenih modela i pruzi osvrt
na prednosti 1 nedostatke razli¢itih pristupa modelovanju interakcije lekova 1 Pgp-a. U
tom smislu, razmatrani su aspekti primenljivosti modela u racionalnom dizajniranju
novih lekova, ogranicenja postoje¢ih modela i moguénosti za dalje unapredenje njihove
pouzdanosti.

2. Supstratna polispecificnost Pgp-a kao izazov u uspostavljanju
racunarskih modela

Humani P-glikoprotein sadrzi priblizno 1.280 aminokiselina, ¢ija je strukturna
organizacija slicna svim transporterima ABC familije. Kristalna struktura humanog
Pgp-a nije dostupna, ali je 2009. godine reSena kristalna struktura misjeg Pgp-a [25,26],
koja predstavlja prvu strukturu ABC transportera eukariota rezolucije ispod 4 A. Kako
humani 1 mi§ji Pgp odlikuje sli¢nost sekvenci od 87%, ova kristalna struktura pruzila je
jasan uvid u njegovu strukturnu organizaciju (Slika 1). Pgp je organizovan u 4 domena:
svaki od dva transmembranska domena (TMD) ¢ini 6 transmembranskih heliksa, dok se
sa citoplazmatske strane nalaze dva nukleotid-vezujuéa domena (engl. nucleotide-
binding domains, NBD), koja vezuju ATP 1 igraju klju¢nu ulogu u prevodenju hemijske
energije u pokrete proteina, neophodne za translokaciju supstrata. Supstrati se vezuju u
prostranu unutrasnju Supljinu Pgp-a, koju formiraju dva TMD. Vezivna Supljina
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locirana je u ravni lipidnog dvosloja i ima zapreminu od priblizno 6.000 A’. U
zatvorenoj konformaciji proteina, vezivna Supljina otvorena je ka unutrasnjosti celije.

transmembranski
beliksi
(TMD1 i TMD2)

Slika 1. Struktura miSjeg P-glikoproteina (PDB ID: 4M2T), sa pretpostavljenim
poloZajem u éelijskoj membrani.

Figure 1. Structure of murine P-glycoprotein (PDB ID: 4M2T), with its putative
localization in the cell membrane.

Pretpostavljeni mehanizam kojim Pgp transportuje supstrate obuhvata nekoliko
koraka [27]. U prvom koraku neophodno je da supstrat prede u unutrasnju stranu
lipidnog dvosloja membrane, gde moze do¢i do njegovog prepoznavanja od strane Pgp-
a. U slede¢em koraku, transporter preuzima supstrat nedovoljno definisanim putem,
nakon ¢ega se upostavljaju interakcije supstrata sa aminokiselinama unutrasnje Supljine
Pgp-a. Vaznu ulogu u prepoznavanju supstrata mogu imati i konstituenti celijske
membrane, odnosno slozene interakcije izmedu lipida membrane, supstrata i
transportera [28,29]. Da bi nakon vezivanja supstrata doslo do transporta, neophodno je
da svaki NBD veze po jedan molekul ATP-a, §to pokre¢e konformacionu promenu
kojom Pgp prelazi iz konformacije otvorene ka unutrasnjosti ¢elije u konformaciju u
kojoj je unutrasnja Supljina otvorena ka ektracelularnoj sredini i omogucava disocijaciju
supstrata.
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Iako Pgp moze da transportuje strukturno raznovrsna jedinjenja, vazno je naglasiti
da interakcija supstrata i transportera nije nespecifi¢na, ve¢ polispecificna, na Sta
ukazuju brojne studije u kojima su prikazane varijacije od nekoliko redova veli¢ine u
afinitetu razlicitih supstrata za Pgp [30]. Prostranost unutras$nje Supljine ukazuje na
moguénost postojanja veceg broja vezivnih mesta; postoje eksperimentalni dokazi da
Pgp istovremeno moze da veze dva razli¢ita supstrata [31]. Tacan broj vezivnih mesta
na transporteru nije jasno definisan: u razli¢itim studijama sugerisano je postojanje od 2
do 7 razlil¢itih vezivnih mesta, koja medusobno stupaju u slozene alosterne interakcije
[32-35]. Po savremenim tumacenjima, Pgp ne poseduje jasno definisana, prostorno
razdvojena vezivna mesta, ve¢ jednu prilagodljivu vezivnu regiju sa oblastima za koje
pojedini supstrati pokazuju izrazen afinitet [36,37]. Novije biohemijske studije, kao i
simulacije molekularne dinamike, ukazuju da u supstratnoj polispecificnosti Pgp-a
kljuénu ulogu ima i izrazena fleksibilnost transportera [38].

Analiza fizicko-hemijskih karakteristika poznatih Pgp supstrata ne ukazuje na
postojanje jasnog profila tipi¢nog jedinjenja koje Pgp transportuje. Do danas
okarakterisani supstrati su ve¢inom relativno velike organske molekule, aromati¢nog
karaktera, sa baznim centrima i pozitivnim naelektrisanjem pri fizioloskoj pH. Ipak, u
Pgp supstrate ubrajaju se i molekule ¢ije mase variraju od 200 do 1.900 Da, koje imaju
amfifilnu prirodu, acikli¢an karakter, alifaticne molekule, kao i jedinjenja sa negativnim
naelektrisanjem pri fizioloskoj pH, iako je njihov transport manje efikasan [39].

Skup saznanja o strukturi vezivnog mesta Pgp-a, pretpostavljenom mehanizmu
transporta 1 raznovrsnosti supstrata ukazuju na nekoliko kljuénih izazova koje je
potrebno uzeti u obzir prilikom razvoja modela za predvidanje interakcije sa ovim
transporterom. Prvo, transport ne zavisi samo od interakcije jedinjenja sa Pgp-om.
Vazna komponenta transporta jeste pasivna raspodela supstrata u lipidnom dvosloju:
jedinjenja sa visokom pasivnom permeabilno$¢u mogu da prezasite transportni kapacitet
Pgp-a, dok jedinjenja koja se kratko zadrzavaju u membrani imaju manju verovatnocu
da budu preuzeta od strane transportera. Efektivno, to znaci da izostanak transporta u in
vitro testu ne znaci nuzno da dato jedinjenje ne moze da stupa u interakciju sa Pgp-om
na molekulskom nivou. Nadalje, za razliku od modeliranja odnosa strukture i aktivnosti
jedinjenja koja se vezuju za isto vezivno mesto, Pgp ne poseduje jedno, ve¢ veci broj
slabo definisanih vezivnih mesta. Konac¢no, visok stepen fleksibilnosti proteina,
prilagodljivost razli¢itim supstratima i alosterne komunikacije izmedu vezivnih mesta
uslovljavaju €injenicu da jedna, stati¢na struktura Pgp-a ima ogranicenu primenljivost u
predvidanju interakcije razli¢itih jedinjenja sa transporterom. U cilju prevazilaZzenja
ovih izazova, koriS¢eni su razli¢iti pristupi u procesu razvoja modela: uspostavljanje
viSe modela koji se objedinjuju u ansambl, primena nelinearnih regresionih metoda,
integrisanje fleksibilnosti proteina u predvidanje interakcije sa supstratima, i drugi
pristupi koji ¢e detaljnije biti opisani u odeljcima 4—6.

93



3. Priprema setova podataka u razvoju racunarskih modela

Prvi korak u razvoju racunarskih modela za predvidanje transporta Pgp-om jeste
prikupljanje podataka o supstratima i nesupstratima ovog transportera. Razli¢ite metode
eksperimentalne karakterizacije transporta, medutim, pruzaju razli¢itu prirodu
informacije o tanom vidu interakcije datog jedinjenja i Pgp-a. Testovi koji su najcesce
opisani u literaturi mogu se podeliti u [40]: testove transcelularnog transporta, testove
akumulacije ili efluksa, testove stimulacije ATP-azne aktivnosti i in vivo testove na
knockout zivotinjama. Vazno je imati u vidu da nijedan od ovih testova ponaosob ne
pruza nedvosmislen dokaz aktivnog transporta jedinjenja od strane Pgp-a. Primera radi,
u slucaju supstrata visoke pasivne permeabilnosti, test transcelularnog transporta moze
dati lazno negativan rezultat, posebno pri visSim koncentracijama ispitivanog jedinjenja
[41,42]. S druge strane, vecina supstrata dace pozitivan rezultat testa stimulacije ATP-
azne aktivnosti, ali pozitivan rezultat ovog testa daju i pojedini inhibitori Pgp-a [43],
dok drugi supstrati u visokim koncentracijama inhibiraju ATP-aznu aktivnost [44].
Zbog toga je za definitivnu karakterizaciju interakcije jedinjenja sa Pgp-om najcesce
neophodno upotrebiti vise komplementarnih testova [45].

U kontekstu razli¢ite pouzdanosti klasifikacije jedinjenja u zavisnosti od tipa
eksperimentalnih podataka, nekoliko autora predlozilo je kriterijume koji omoguéavaju
uniformnu procenu nivoa dokaza koje dostupni podaci pruzaju [19,40,46]. Usvajanje
takvih kriterijuma prilikom prikupljanja eksperimentalnih podataka iz literature posebno
je vazno usled ¢injenice da postoji veliki broj primera jedinjenja koja su, primenom
razlicitih testova, klasifikovana i kao supstrati i kao nesupstrati. U nasim istrazivanjima,
usvajanje kriterijuma za procenu pouzdanosti dostupnih podataka omogudilo je
formiranje setova visoke konzistentnosti [47]. Kao §to je prikazano u Tabeli I,
definisanjem hijerarhije pouzdanosti odredenih testova moguce je izvrSiti klasifikaciju
jedinjenja na osnovu najviseg dostupnog nivoa dokaza; u onim slucajevima kada su
dostupni podaci suprotstavljeni, a odlikuje ih isti nivo pouzdanosti, dato jedinjenje se
moze iskljuciti iz seta u cilju izbegavanja eventualne greske. Takode, u nasem radu,
samo nivo dokaza A i1 B (Tabela I) smatran je adekvatnim za klasifikaciju jedinjenja kao
supstrata.
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Tabela I Primer kriterijuma za klasifikaciju pouzdanosti eksperimentalnih podataka o transportu

jedinjenja P-glikoproteinom, prilagoden iz reference [47].

Table I Example of criteria used in evaluating the reliability of P-glycoprotein transport assay

data, adapted from reference [47].

Nivo
dokaza

Dostupni eksperimentalni podaci

A
(najvisi)

D
(najnizi)

Konsenzus rezultata:

(1) in vitro studija transcelularnog transporta sprovedenih na transficiranim
¢elijskim linijama i in vivo studija distribucije u transgenim Zivotinjama bez i
sa funkcionalnim P-gp; ili

(2) tri studije: in vitro studije transcelularnog transporta, stimulacije ATP-
azne aktivnosti i testa akumulacije sa kalcein-AM probom

(1) jedna ili viSe in vitro studija transcelularnog transporta sprovedena na
transficiranim ¢elijskim linijama, uz netransfektovane ¢elije kao kontrolu; ili

(2) konsenzus rezultata dve studije iz kategorije C, koje ne daju nivo dokaza
A (npr. transport kroz Caco-2 ¢elije i studija na transgenim miSevima); ili

(3) konsenzus rezultata dva in vitro testa iz kategorije A-2

(1) polarizovan transport kroz ¢elijske linije koje prekomerno eksprimiraju
P-gp, ali i druge transportere (npr. Caco-2); ili

(2) stimulacija P-gp ATP-azne aktivnosti; ili

(3) in vivo studija distribucije u transgenim zivotinjama bez 1 sa
funkcionalnim P-gp; ili

(4) studije akumulacije ili efluksa sprovedene koris¢enjem membranskih
vezikula sa eksprimiranim P-gp; i/i

(5) studije rezistencije na citotoksi¢ne efekte na celijskim linijama MDR
fenotipa.

Podaci iz preglednih i stru¢nih radova, gde originalne studije nisu navedene
ili dostupne.

Dodatni faktori koje je potrebno uzeti u obzir prilikom formiranja seta podataka
jesu hemijska raznovrsnost jedinjenja i relativna zastupljenost supstrata i nesupstrata.
Najveci setovi koriS¢eni za uspostavljanje transportnih modela posredstvom Pgp-a
uglavnom sadrze oko 300 jedinjenja [48], Sto je relativno mali broj koji ne obezbeduje
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potpunu pokrivenost hemijskog prostora od znacaja za medicinsku hemiju. Kvalitet
eksperimentalnih podataka i1 veliCina seta Cesto su suprotstavljeni faktori prilikom
formiranja seta podataka; prvi faktor odlucujuce uti¢e na pouzdanost, ali je drugi faktor
presudan za domen primenjivosti modela. Sire prihvatanje danasnjih kriterijuma za
potpunu karakterizaciju interakcije sa Pgp-om zapocelo je tek poc¢etkom ovog veka, pa
je 1 literaturna dostupnost kvalitetnih podataka ogranic¢ena. U tom smislu, jedan od
pristupa moze biti i uspostavljanje modela koji su primenjivi u ograni¢enom delu
hemijskog prostora (lokalni modeli) ali koji u okviru svog domena primenjivosti
pokazuju znacajnu pouzdanost [22].

Konacno, u literaturi su daleko prisutnije publikacije koje opisuju identifikaciju
supstrata za Pgp, nego one koje dokumentuju karakterizaciju nesupstrata. Ova ¢injenica
otezava formiranje setova u kojima je broj supstrata i nesupstrata uravnotezen, $to je
vazan aspekat u razvoju klasifikacionih modela, jer setovi u kojima svaka od klasa nije
priblizno jednako zastupljena mogu dovesti do razvoja modela sa lo§im prediktivnim
karakteristikama [49].

4. Modeli zasnovani na molekulskim deskriptorima

Najveéi broj u literaturi dostupnih modela za predvidanje transporta Pgp-om
pripada grupi binarnih klasifikacionih modela, koji su uspostavljeni primenom
molekulskih deskriptora i nelinearnih regresionih metoda. Kao $to je prikazano u Tabeli
I, ne postoje velika odstupanja u prosecnoj ta¢nosti predvidanja razlic¢itih modela, koja
je u proseku 80-85%. Iako su pojedini autori pokazali da se razli¢itim kombinacijama
deskriptora i regresionih metoda uspostavljaju modeli znacajno razlicitih performansi
[50], retrospektivna analiza literaturnih modela ukazuje na to da se ve¢inom prikazanih
metodologija moze postici sli¢na tacnost predvidanja. Izuzetak jesu linearni modeli, koji
se u slucaju klasifikacije Pgp supstrata veoma retko koriste.
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Tabela II Pregled odabranih modela za predvidanje transporta P-glikoproteinom, uspostavljenih
koris¢enjem molekulskih deskriptora i razli¢itim regresionim metodama.

Table I  Overview of selected models for predicting transport by P-glycoprotein, based on the
use of molecular descriptors and various regression methods.
Autori Velicina Deskriptori Regresioni metod” Performansena  Ref.
seta’ finalnog modela setu za testiranje®
Xue et al. (2004) 116 S 22 elektrotopoloska SVM Se =81,2% [51]
85 NS deskriptora k-NN Sp=79,2%
ANN Acc=79,4%
DT
de Cerqueira Lima 108 S 173 deskriptora SVM Se =78% [52]
et al. (2006) 87 NS atomskih parova k-NN Sp = 84%
DT Acc=81%
binarni QSAR
Cabrera et al. 113 S 6 deskriptora MLR Se =82,73% [53]
(2006) 90 NS topoloskih Sp=77,77%
podstruktura Acc =80,5%
Huang et al. (2007) 113 S 7 molekulskih PS-SVM Se =100% [54]
90 NS deskriptora MLR Sp = 86%
Acc=93%
Demel et al. (2010) 343 S 11 molekulskih RuleFit model Se=81% [55]
1534 NS deskriptora Sp =98%
Wang et al. (2011) 206 S 23 molekulska SVM Se =96% [56]
126 NS deskriptora Sp=73%
Acc =88%
Broccatelli (2012) 110 S 3 molekulska GA-RF Se = 80% [57]
77 NS deskriptora k-NN Sp = 86%
SVM Acc =84%
NB
Levatic et al. 448 S 183 2D deskriptora  SVM Acc =86% [58]
(2013) 486 NS
Li et al. (2014) 423 S 13 fizicko- NB Se =89,9% [59]
399 NS hemijskih, 43 Sp =74,7%
topoloska Acc =83,5%
deskriptora i
ECFC_10
molekulski otisak
prsta
Eri¢ et al. (2014) 159 S 24 molekulska ANN ansambl Se =82% [47]
151 NS deskriptora SVM ansambl Sp = 82%
Acc=82%

a KoriS¢ene skracenice: S — supstrati, NS — nesupstrati;
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b Ukoliko je u radu poredeno nekoliko regresionih metoda, podvuéena je metoda koja je
dala najbolje rezultate. Koris¢ene skracenice: SVM — support vector machines, k-NN — metod
najblizih suseda, ANN — vestacke neuronske mreze, DT — drva odluke, MLR — multipla linearna
regresija; PS — algoritam jata Cestica (engl. particle swarm), GA — genetski algoritam, RF —
random forest, NB — naivni Bejesov klasifikator; ¢ StatistiCki parametri predvidanja modela: Se
— senzitivnost, Sp — specificnost, Acc — tacnost.

Najuocljivije razlike izmedu novijih 1 starijth modela jesu setovi koriS¢eni u
njihovom razvoju. U tom kontekstu, primetan je trend u novijim publikacijama da se
poseban akcenat stavlja na veli€inu i1 raznovrsnost seta za uspostavljanje modela, kao i
na konzistentnost eksperimentalnih podataka. U nekoliko skorijih publikacija opisani su
setovi znacajne veli¢ine 1 raznovrsnosti. Demel i saradnici [55] iskoristili su podatke o
citotoksi¢nosti eksperimentalnih jedinjenja jedne farmaceutske kompanije na celijskoj
liniji koja prekomerno eksprimira Pgp, za kreiranje seta od 1877 jedinjenja. Levati¢ i
saradnici [58] opisali su sli¢an pristup, koris¢enjem podataka o citotoksi¢nosti na 60
razli¢itih ¢elijskih linija (NCI60) koje uniformno prikuplja americ¢ki Nacionalni institut
za kancer, u okviru svog Programa razvoja lekova [60]. Obe grupe autora su
pretpostavile da u slucaju Pgp supstrata postoji inverzan odnos izmedu osetljivosti ¢elija
na citotoksi¢ne efekte jedinjenja i nivoa ekspresije Pgp-a u datoj celijskoj liniji. Vazan
aspekat ovih setova jeste Cinjenica da pokazuju minimalno preklapanje sa postojecim
setovima podataka i time doprinose istrazivanju afiniteta jedinjenja za Pgp u okviru
novog hemijskog prostora. Ipak, na konzistentnost seta uspostavljenog koriS¢enjem
isklju¢ivo podataka o citotoksi¢nosti, u velikoj meri utiCu pasivna permeabilnost
jedinjenja, kao i potencijalno zanemareni drugi mehanizmi rezistencije na citotoksi¢ne
efekte. Li i saradnici [59] primenili su drugi pristup, prikupljanjem podataka iz 517
publikacija za 822 jedinjenja; za razliku od kriterijuma pouzdanosti koje smo prethodno
opisali u odeljku 3, koji podrazumeva i isklju¢ivanje jedinjenja sa suprotstavljenim
podacima, autori su koristili konsenzus klasifikaciju, svrstavajuéi dato jedinjenje u klasu
prema najvecem broju rezultata, nezavisno od njihove pouzdanosti.

Pored seta podataka koji je znacajan faktor za preciznost predvidanja, sloZzenost i
interpretabilnost finalnih modela vazne su karakteristike po kojima se dostupni modeli
razlikuju. Ukljudivanjem veceg broja deskriptora u model moguée je, do odredene
granice, poboljsati njegove prediktivne karakteristike, ali koriS¢enje modela sa velikim
brojem deskriptora otezava identifikaciju najznacajnijih strukturnih karakteristika, ¢ija
bi modifikacija mogla da doprinese smanjenju afiniteta jedinjenja za Pgp. Postoji
nekoliko pristupa kojima se moze poboljsati interpretabilnost modela razvijenih
nelinearnim metodama. U nasim ranijim istrazivanjima pokazano je da implementacije
inovativnih algoritama omogucavaju uvid u relativhu znacajnost i prirodu uticaja
odabranih molekulskih deskriptora na fenomen koji se modeluje [61]. Ovaj 1 slicni
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pristupi [62,63] znacajno povecavaju primenljivost modela, jer pruzaju medicinskom
hemicaru smernice o najefektivnijim putevima modifikacije strukture.

Pregled deskriptora koji su koriS¢eni u dostupnim racunarskim modelima za
predvidanje transporta Pgp-om ukazuje na slozenost odnosa izmedu strukture supstrata i
njhovog afiniteta za Pgp. Primetno je da su u veéini modela znacajni deskriptori
veli¢ine, lipofilnosti i oblika molekule. Primera radi, od 7 molekulskih deskriptora u
modelu Huang-a i saradnika [54], 4 opisuju upravo ove karakteristike: molekularnu
tezinu (MW), izraCunati particioni koeficijent oktanol-voda (ClogP), broj prstenova u
strukturi (NR) 1 ukupnu polarnu povrSinu jedinjenja (TPSA). Drugu vaznu grupu
deskriptora koji su znacajni u dostupnim modelima ¢ine deskriptori koji opisuju
brojnost i raspored donora 1 akceptora vodoni¢nih veza, kao i njihovu jacinu. Od preko
10 modela u radu Broccattelli-ja [57], u vecéini su najznacajniji bili DRDRDO i
DRACDO deskriptori, koji opisuju dimenzije najveéeg trougla koji definiSu dve
hidrofobne farmakoforne tacke i jedan donor vodoni¢ne veze, odnosno jedna hidrofobna
tacka, jedan donor i jedan akceptor vodonicne veze. Ove ¢injenice ukazuju da model za
predvidanje interakcije sa Pgp-om istovremeno mora da sadrzi deskriptore koji opisuju
sposobnost molekule da se preraspodeli i ostane u lipidnom dvosloju, kao 1 deskriptore
koji opisuju postojanje i raspored delova strukture koji mogu da stupe u specifi¢ne
interakcije sa vezivhim mestima na transporteru.

Kao alternativu racunarskim modelima sa ve¢im brojem molekulskih deskritptora,
nekoliko autora predlozilo je jednostavna pravila, koja omogucéavaju identifikaciju
jedinjenja koja imaju visoku verovatnocu da budu supstrati za Pgp. Predlozena pravila
zbirno su prikazana u Tabeli III. Jasna prednost ovog pristupa je u ¢injenici da, nalik na
sli¢na empirijska pravila kao §to je ,,pravilo petice” Lipinskog [64], ovakva pravila je
lako inkorporirati u proces otkri¢a novih lekova. Ipak, ve¢ina objavljenih pravila nije
validirana na eksternim podacima, a njihova jednostavnost za posledicu ima i nizu
tacnost predvidanja. Primera radi, Li i saradnici primenili su pravila Didziapetrisa na
njihov set podataka i ustanovili da je ovim pravilima moguce identifikovati samo 145
od 423 supstrata za Pgp [59]. lako je njihova jednostavnost znaCajna prednost,
kori$éenje iskljucivo ovog pristupa u predvidanju interakcije sa Pgp-om nosi sa sobom
rizik od brojnih lazno negativnih rezultata.
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Tabela III Pregled predloZenih pravila za jednostavnu identifikaciju potencijalnih supstrata P-gp.
Table III Overview of simple rule-based models for identifying potential P-gp substrates.

Autori Pravilo Performanse Ref.
Didziapetris et al. P-gp supstrati: ? [46]
(2003) (a) suma broj atoma azota i kiseonika > 8

(b) molekulska masa > 400
(c) pKa najkiselije grupe > 4
P-gp nesupstrati:
1. suma broj atoma azota i kiseonika < 4
2. molekulska masa <400
3. pKanajbaznije grupe < 8

Gombar et al. (2004) P-gp supstrati: Acc =86,2% [65]
e vrednost molekulskog
elektrotopoloskog stanja:
MolES > 110
P-gp nesupstrati:
e  MolES <48

Gleeson (2008) P-gp supstrati: ? [66]
e molekulska masa > 400
e izraCunati logP >4
e Dbazno ili neutralno jedinjenje

Levati¢ et al. (2013)  P-gp supstrati: Acc=74,3% [58]
e  broj atoma > 35
e specifi¢na zapremina < 7,3 A’/atomu

5. Modeli zasnovani na farmakofornim hipotezama

Molekulska struktura jedinjenja moze se predstaviti kao niz apstraktnih tacaka, sa
definisanim rasporedom u prostoru, koje karakteriSe moguc¢nost specificnog uces¢a u
intermolekulskim interakcijama. Taj skup tacaka najces¢e ¢ine hidrofobni i aromati¢ni
centri, donori i1 akceptori vodoni¢nih veza, 1 centri pozitivhog 1 negativnog
naelektrisanja. Zajedno sa njithovim rasporedom u prostoru, ovaj skup tacaka predstavlja
farmakoforni prikaz molekule. Superponiranjem niza farmakofora, izvedenih iz
bioaktivnih konformacija aktivnih molekula, moguée je formulisati farmakofornu
hipotezu o najve¢em zajedni€¢kom skupu strukturnih elemenata i njihovom prostornom
odnosu, koji je neophodan za upostavljanje interakcije sa datim ciljnim mestom dejstva
[67].

Uspostavljanje farmakofornog modela supstrata za Pgp znatno otezava vise
faktora. Kao Sto je opisano u odeljku 2, Pgp nema jasno definisano vezivno mesto za
sve supstrate koje transportuje, tako da je validnost uspostavljanja jednog
farmakofornog modela diskutabilna. Za najve¢i broj Pgp supstrata nije poznata
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bioaktivna konformacija, niti su Sire dostupni podaci o kompeticiji u vezivanju sa
drugim jedinjenjima koji bi ukazali na vezivanje za istu regiju vezivne Supljine Pgp-a.
Nadalje, formulisanje farmakoforne hipoteze zahteva superponiranje (preklapanje)
farmakofora veceg broja aktivnih jedinjenja. UspeSnost ovog koraka u razvoju modela
zahteva visok stepen hemijske sli¢nosti razmatranih struktura, tako da rezultujuce
modele najceS¢e odlikuje primenjivost u ograni¢enom delu hemijskog prostora.
Konacno, cinjenica da dato jedinjenje zadovoljava farmakofornu hipotezu ne znaci
nuzno i da ¢e efikasno biti transportovano posredstvom Pgp-a; farmakoforni modeli
zanemaruju uticaj permeabilnosti jedinjenja na transport i isklju¢ivo odslikavaju
mogucnost interakcije sa vezivnim mestima Pgp-a.

Najraniji opsti farmakoforni model supstrata P-glikoproteina predlozila je Anna
Seelig 1998. godine [68]. Model je uspostavljen analizom trodimenzionalnih struktura
75 supstrata, 18 induktora i 7 nesupstrata Pgp-a. Prema ovom modelu, ilustrovanom na
Slici 2, najvec¢u verovatnocu da budu supstrati za Pgp imaju jedinjenja koja sadrze jednu
,farmakofornu jedinicu® tipa I ili jednu jedinicu tipa II, pri ¢emu verovatnoca raste sa
jacinom i brojnos$¢u donora elektrona koji ¢ine farmakoforu. Iako je ovaj model razvijen
koriS¢enjem relativno malog broja struktura, nas$ rad na razvoju modela za transport
Pgp-om ukazao je da trodimenzionalni deskriptori izvedeni iz predlozenih farmakofora
mogu znacajno unaprediti predvidanja globalnih modela [47].

Farmakofora tipa I
2 elektron-donora
udaljena
2,5+0,3A

274

Farmakofora tipa IT
2 elektron-donora
udaljena
46+0,6A
ili
3 elektron-donora gde su
2 najudaljenija na ovom
rastojanju

Slika 2. Ilustracija farmakofora P-gp supstrata, predloZenih u referenci [68]. Kao primer
supstrata ilustrovan je levofloksacin.

Figure 2. A schematic representation of the pharmacophoric patterns of P-gp substrates,
proposed in [68]. Levofloxacin is shown as an example substrate.
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Vec¢ina drugih farmakofornih modela u literaturi predlozena je za specifi¢na,
pretpostavljena vezivna mesta Pgp-a [69—71]. Do sada predlozeni globalno primenjivi
farmakoforni modeli zasnivaju se na pristupu koris¢enja skupa (ansambla) velikog broja
pojedinacnih farmakofora. Penzotti i saradnici [72] analizirali su set od 76 supstrata i 68
nesupstrata, mapirajuéi za svako jedinjenje viSe farmakofora od po 2 do 4 farmakoforne
tacke. Statistickom analizom autori su identifikovali 100 najinformativnijih
farmakofora, pri ¢emu je preko polovine ¢inila kombinacija jednog donora i jednog
akceptora vodoni¢ne veze, sa jednim ili dva hidrofobna centra. Supstratima su smatrane
one strukture koje se podudaraju sa najmanje 20 od 100 farmakofora ansambla, pri
¢emu je ovaj vid klasifikacije ispravno predvideo transport 63% jedinjenja iz seta za
testiranje.

Li i saradnici [73] su slicnim pristupom razvili drvo odluke (engl. decision tree),
baziraju¢i svako grananje u ovom modelu na podudarnosti sa jednom od 9 farmakofora.
Set koji je koriS¢en za uspostavljanje modela sastojao se od 91 supstrata i 72
nesupstrata. Ovakvim integrisanjem viSe farmakofornih modela, postignuta je ukupna
tatnost predvidanja od 87,6% na eksternom setu za testiranje, koji je sadrzao 97
jedinjenja.

Opisani su 1 pristupi koji podrazumevaju kombinovanje fizi€ko-hemijskih sa
farmakofornim deskriptorima koji se ne zasnivaju na preklapanju struktura, ve¢ na
kvantifikaciji rasprostranjenosti oblasti koje odgovaraju odredenom tipu farmakoforne
tacke [74].

Domen primenjivosti i tacnost predvidanja vecine objavljenih farmakofornih
modela znaajno je nizi od modela zasnovanih na molekulskim deskriptorima.
Farmakoforne hipoteze predlozene u okviru ovih modela karakteriSu znacajne razlike,
¢ije postojanje sprecava formulisanje globalno validne farmakofore i jo§ jednom
upucuje na polispecifi¢nost Pgp-a [22,75]. Upravo ova karakteristika Pgp-a ogranicava
mogucénost primene farmakofornog modeliranja, $to je jedan od verovatnih uzroka
relativno slabe zastupljenosti ove grupe modela u novijoj literaturi.

6. Modeli zasnovani na strukturi Pgp-a

U periodu do 2009. godine, interesovanje za strukturu P-glikoproteina u atomskoj
rezoluciji dovelo je do razvoja veceg broja molekulskih modela zasnovanih na sli¢nosti
sekvenci izmedu humanog Pgp-a i bakterijskih ABC transportera, ¢ije su kristalne
strukture bile dostupne [76—79]. Usled relativno niske identi¢nosti sekvenci, medutim,
ovi modeli nisu mogli biti pouzdano primenjeni u predvidanju interakcije malih
organskih molekula i Pgp-a [80]. Znafajan pomak u ovom smislu omogucilo je
reSavanje kristalne strukture miSjeg Pgp-a, u apo obliku i kompleksu sa dva
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stereoizomera makrocikliénog inhibitora QZ59S [25]%. ITako su objavljene strukture
relativno niske rezolucije (3,80—4,40 A), visok stepen sli¢nosti sekvenci humanog i
misjeg Pgp-a omogucio je razvoj preciznijih modela zasnovanih na homologiji, $to je
uticalo na povecano interesovanje za primenu metoda molekulskog dokinga u
proucavanju interakcije Pgp-a i njegovih supstrata [81].

Dostupnost ovih struktura i modela doprinelo je racionalizaciji strukturne osnove
razli¢itih eksperimentalnih zapazanja. Vise autora primenilo je molekulski doking u
predvidanju strukture kompleksa Pgp-a i jedinjenja koja se za transporter vezuju [82—
87]. Dobra ilustracija ovog pristupa jeste kombinovana studija mutageneze i
molekulskog dokinga koju su predstavili Chufan i saradnici [88]. Na osnovu polozaja
QZ59S-SSS u kristalnoj strukturi Pgp-a, molekulskog dokinga tarikvidara, valinomicina
i ciklosporina A, kao i uzimanjem u obzir dostupnih eksperimentalnih podataka, autori
su odabrali nekoliko aminokiselina u strukturi Pgp-a koje su podvrgli mutagenezi. Na
osnovu vezivanja izabranih struktura za mutirane forme, autori su pokazali da gubitak
afiniteta za prvobitno mesto vezivanja ne dovodi do izostanka vezivanja izabranih
jedinjenja za Pgp, ve¢ da se ona u mutiranim formama transportera vezuju za
sekundarna mesta. Time je potvrdena hipoteza o postojanju vise potencijalnih vezivnih
mesta na transporteru. Autori su takode zakljucili da, iako dokingom nije moguce tacno
predvideti mesto vezivanja supstrata, razli¢iti moguéi polozaji liganda u vezivnoj
Supljini, dobijeni dokingom, mogu biti korisni u daljim studijama.

Vise autora opisalo je primenu simulacija molekulske dinamike (MD) u
izu€avanju interakcije supstrata i modulatora sa P-glikoproteinom. Ferreira i saradnici
[89] rafinisali su model humanog Pgp-a, zasnovanog na strukturi miSjeg, primenom
relativno dugih simulacija MD (100 ns). Autori su ustanovili da je modeliranje
nedostajuceg segmenta izmedu NBD1 i TMD2, kao i adekvatno simuliranje lipidnog
okruzenja transportera od velikog znacaja za izuc€avanje dinamike Pgp-a. Poredenjem
dinamike supstrata i modulatora u kompleksu sa transporterom, autori su zakljucili da u
proseku modulatori ostvaruju brojnije interakcije sa vezivnim mestima od supstrata. U
drugoj studiji, Prajapati i saradnici [90] su, analiziraju¢i rezultate MD simulacija i
proracuna slobodne energije, utvrdili da hidrofobne interakcije daju znaajno veci
doprinos energiji vezivanja u poredenju sa elektrostatskim, kao i da rigidne molekule
pokazuju manju sklonost prilagodavanju Supljinama transportera, Sto ith ¢ini loSijim
supstratima za Pgp.

Iako simulacije MD pruzaju jedinstven uvid u interakcije sa Pgp-om na atomskom
nivou i u vremenskoj rezoluciji femtosekunde, njihova racunarska zahtevnost ¢ini ih
neprakticnim za rutinska predvidanja u dizajnu novih lekova. Molekulski doking je

2 Prvobitno objavljene strukture iz 2009. godine korigovane su od strane autora 2014. godine
[26].
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racunarski znac¢ajno pristupacniji, pa je viSe autora istrazivalo moguénost predvidanja
transporta Pgp-om pomocu ove metode. Dolghih i saradnici [91] izvrSili su doking 126
jedinjenja u strukturu misjeg Pgp-a i poredili rezultate dobijene pristupom u kome je
protein bio rigidan sa pristupom gde su boc¢ni lanci aminokiselina vezivnog mesta
tretirani kao fleksibilni. Autori su ustanovili da je fleksibilnost od klju¢nog znacaja za
uspeh predvidanja kao i da se ovom metodom dobija kvalitativno slaganje izmedu
stepena transporta jedinjenja i energije vezivanja izracunate dokingom. Autori su takode
zakljucili da su fizicko-hemijske karakteristike supstrata od veéeg znacaja za energiju
vezivanja od interakcije sa specificnim aminokiselinama. Do slicnih zaklju¢aka u
pogledu vaznosti fleksibilnog dokinga dosli su 1 drugi autori [92].

Ferreira 1 saradnici upotrebili su prethodno opisani rafinisani model Pgp-a u
doking studiji, u okviru koje su proucavali razlike u predvidenom nacdinu i1 energiji
vezivanja supstrata, nesupstrata i modulatora Pgp-a [93]. Koriste¢i AutoDock Vina
softver, autori su predlozili kriterijum po kome jedinjenja ¢ija je doking energija veca of
-7 kcal/mol najverovatnije predstavljaju nesupstrate Pgp-a. Poredeci polozaje supstrata i
modulatora Pgp-a, dobijene dokingom, autori su zakljucili da se supstrati ve¢inom
lokalizuju u oblasti H- i R- vezivnih mesta [32], dok modulatori pokazuju ve¢i afinitet
ka dubljoj lokalizaciji u predelu preseka dva transmembranska domena. U sli¢noj
studiji, Zeino i saradnici [94] uporedili su rezultate dokinga 22 supstrata, 26 modulatora
i 15 nesupstrata na modelu humanog i na kristalnoj strukturi misjeg Pgp-a. Autori su
pokazali da postoje statisticki znacajne razlike u energijama vezivanja supstrata,
nesupstrata i modulatora, ali samo ukoliko se koristi model humanog Pgp-a.

Relativno mali broj jedinjenja koja su koriS¢ena u doking studijama, nedostatak
opseznije validacije, niza tanost predvidanja kao i veci racunarski zahtevi ¢ine modele
zasnovane na strukturi Pgp-a manje pouzdanim i primenjivim od modela koji su
zasnovani na molekulskim deskriptorima. Usled ove ¢injenice, dostupnost kristalne
strukture misjeg Pgp-a nije znacajno doprinela uspeSnosti racunarskih predvidanja
transporta P-glikoproteinom [48,81]. Ipak, metode bazirane na strukturi Pgp-a
komplementarne su sa predvidanjima modela zasnovanim na molekulskim
deskriptorima. Primer koji ilustruje ovu Cinjenicu je internet server za predvidanje
interakcije sa Pgp-om, koji su razvili Bikadi i saradnici [95]. U predlozenoj metodi
koriste se vrednosti molekulskih deskriptora 1 prethodno uspostavljen SVM model da bi
se predvideo transport prilozenog jedinjenja, a zatim generiSe moguca struktura
kompleksa sa Pgp-om, primenom molekulskog dokinga.

MesSoviti pristupi u okviru kojih je moguce kombinovati predvidanja razlicitih
metoda do danas nisu Siroko primenjivani u predvidanju transporta P-glikoproteinom.
Ovakvi pristupi integrisanja razli¢itih predvidanja pokazali su uspeSnost u drugim
poljima racunarske hemije, kao $to su virtuelni skrining [96] i inverzni virtuelni skrining
[97], tako da je moguée da njihova primena u slucaju transporta Pgp-om doprinese
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pouzdanosti postoje¢ih modela. Bez obzira na nizu pouzdanost predvidanja, upotreba
strukture Pgp-a moze da pruzi dodatan uvid u mehanizam transporta i interakcije datog
jedinjenja i transportera. Takav uvid moze pruziti racionalnu strukturnu osnovu za
modifikaciju strukture u cilju smanjenja njenog afiniteta za Pgp [98].

7. Zakljucak

Pravovremeno predvidanje transporta posredovanog P-glikoproteinom ima veliki
znacaj u racionalnom otkri¢u novih lekova. Tac¢nost predvidanja literaturnih modela
zasnovanih na raznovrsnim molekulskim deskriptorima dostigla je stepen koji
omogucava relativno pouzdanu identifikaciju jedinjenja koja imaju veliku verovatno¢u
da predstavljaju supstrate za Pgp. UspeSnost razvoja novih modela u najvecoj meri
zavisi od prikupljanja uniformnih eksperimentalnih podataka i dovoljne hemijske
raznovrsnosti kreiranog seta, Sto moze da obezbedi primenjivost modela u
odgovaraju¢em delu hemijskog prostora. Farmakoforni modeli i novije studije koje
koriste strukturu P-glikoproteina nemaju uporedivu tacnost predvidanja, ali
omogucavaju ostvarivanje uvida u molekularnu osnovu interakcije supstrata sa
vezivnim mestima na transporteru.

Analiza uspostavljenih modela sugeriSe da uspesnost predvidanja transporta P-
glikoproteinom zavisi od adekvatnog modelovanja sposobnosti molekule da prede u
lipidni dvosloj i1 postojanja karakteristicnih strukturnih elemenata koji omogucéavaju
interakciju sa vezivnom Supljinom transportera. Cini se izvesnim da fizi¢ko-hemijske
karakteristike, pre nego postojanje specifi¢cne farmakofore, suStinski uti¢u na moguénost
transporta. To u velikoj meri otezava racionalno dizajniranje strukture koja nece biti
supstrat P-glikoproteina, pa je predloZzeno da povecanje pasivne permeabilnosti za sada
predstavlja najefikasniji nacin smanjenja podloznosti leka uticaju P-glikoproteina [99].
Ipak, razvoj metoda koje bi omogucile pouzdano predvidanje mesta za koje se supstrati
vezuju za Pgp moglo bi da doprinese racionalnoj modifikaciji hemijskih struktura.

Unapredenje pouzdanosti postoje¢ih modela bi¢e moguce sa povecanom
dostupnoS¢u eksperimentalnih podataka visokog kvaliteta. Integrisanje in silico 1 in
vitro metoda u objedinjene protokole omoguéilo bi stalno unapredenje predvidanja
racunarskih modela, a istovremeno bi ogranicilo broj neophodnih in vitro testova kroz
prioritetno testiranje onih jedinjenja za koje se racunarskim modelima predvidi da su
najverovatniji (ne)supstrati [100]. Takode, kombinovanje predvidanja razliitih metoda
ima potencijal da unapredi racunarsku karakterizaciju interakcije sa Pgp-om i doprinese
sticanju boljeg uvida u strukturnu osnovu transporta.
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Summary

P-glycoprotein (Pgp) is a transmembrane transporter which can, by transporting
structurally diverse compounds, influence the absorption, distribution and efficacy of a number
of drugs. Pgp overexpression in cells is a major contributing factor to the development of drug
resistance. For these reasons, potential for compound efflux by Pgp should be assessed early on
in the drug discovery process, preferably even prior to compound synthesis. To meet this
demand, numerous computational models have been developed during the past decade, capable
of predicting Pgp-mediated transport based solely on chemical structures. This paper
summarizes the various approaches that have been used for model development, discusses their
advantages and disadvantages and focuses on key factors that influence model reliability. The
promiscuous nature of the transport can be seen as a major challenge for most computational
chemistry methods. Nevertheless, the attained level of accuracy of literature models suggests
that they can be useful in the drug discovery setting. Greater availability of experimental data
and integration of predictions made by different modeling methods has the potential to further
improve the reliability of computational predictions.
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