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|<olejny etap wirtualnego doswiadczenia rozpo-
czynamy ze zbiorem kilku-kilkunastu czgstek
o zoptymalizowanych wtasciwosciach biologicznych,
jednak do celu procesu R&D — rejestracji nowej sub-
stancji leczniczej — droga jest jeszcze daleka. Duze
powinowactwo czgstki do receptora i pozadane wta-
Sciwosci ADME sa niezbedne, ale niewystarczajace do
osiggniecia sukcesu, nie gwarantuja, ze zostanie ona
nowym lekiem. Wybér molekut do dalszych etapow
badan zalezy od zbalansowania nasilenia aktywnosci
w miejscu dziatania, selektywnosci, preferowanych
wtasciwosci ADME z ich bezpieczehstwem, dlatego
czesto catos¢ prac zwigzana z opisywanymi zagadnie-
niami jest w skrécie przedstawiana jako ADMET lub
ADME-Tox. Minimalizacja ryzyka zwigzanego ze stoso-
waniem leku u ludzi jest konieczna, jednak catkowite
jego wykluczenie nie jest ani mozliwe ani praktycz-
ne, dlatego celem badan przedklinicznych i klinicz-
nych jest optymalizacja stosunku przewidywanego
ryzyka do oczekiwanych korzysci klinicznych. Dziata-
nia toksyczne, obok braku efektywnosci i niewtasci-
wego profilu ADME — wtasciwosci, ktére staralismy
sie zoptymalizowa¢ w poprzednich etapach wirtu-
alnego projektowania i badania naszego przysztego
leku —s3 jedng z gtéwnych przyczyn niepowodzen za-
rowno podczas rozwoju nowych potencjalnych lekow
(rycina 1), jak i po ich wprowadzeniu na rynek.

Jak wspomniano w pierwszym artykule tego cyklu,
znaczny wzrost wymagan, stawianych nowym lekom
przez agencje rejestrujace (FDA, EMEA), dotyczacych
m.in. bezpieczenstwa, skutkuje zwiekszeniem od-
setka czgstek odrzucanych na kolejnych etapach
rozwoju, a co za tym idzie — zwiekszeniem kosztéw
wprowadzenia nowego leku na rynek i zmniejszeniem
optacalnosci catego procesu. Stad wynika obowigzu-
jacaw przemysle farmaceutycznym strategia i powta-
rzane uparcie stwierdzenie - fail early, fail cheap — co
mozna przettumaczy¢ jako ,szybkie niepowodzenie
to tanie niepowodzenie”. Im szybciej zostanie odkryte
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Computer modeling in drug research - toxicity prediction - One
of the major reasons of drug failures during development process and
high attrition rates are inappropriate ADME profile and toxicological
properties of compounds. Thus, in silico toxicology testing emerged as
an important area in toxicology field and has gained much attention
in the pharma industry and regulatory agencies. Computational
toxicology (toxinformatics) is a growing research area that is melding
advances in molecular biology and chemistry with modeling and
computational science. A wide range of the molecular modeling

techniques, expert- and data based systems provide tools for risk
assessment and predictions for multitude toxicological endpoints.
This paper explains general settings of in vitro and in vivo toxicological
endpoints predictions, in addition in vitro hepato- and cardiotoxicity
evaluation models are characterized in more detailed way.

Keywords: toxicity prediction, mathematical modelling,
hepatotoxicity, cardiotoxicity

© Farm Pol, 2009, 65(6): 445-452

finansowanie

nieodpowiednie

wiasciwosci
brak ADME/Tox

efektywnosci

efekty
niepozadane

Rycina 1. Przyczyny eliminacji potencjalnych lekéw w procesie R&D
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Rycina 2. Gtéwne przyczyny odrzucenia czgstek w procesie badania i rozwoju w roku 1991 i 2000 przedstawione jako odsetek catosci

dziatanie czy wtasciwosé czastki uniemozliwiajace
jej zastosowanie w lecznictwie, tym mniejsze beda
straty finansowe firmy. Istnieje wiec potrzeba zasto-
sowania technik i narzedzi umozliwiajacych odrzu-
cenie takich czastek na mozliwie wczesnym etapie
procesu rozwoju leku, zanim czastka osiagnie etap
badan klinicznych czy pézne etapy testow przed-
klinicznych, ktérych koszty stanowia gtéwng czesé
catkowitych ponoszonych przez przemyst farmaceu-
tyczny wydatkow. Efektywnos¢ metod projektowania
w warunkach in silico mozna zaobserwowa¢ na wy-
kresie przedstawiajacym procentowo przyczyny od-
rzucenia czastek w procesie badania i rozwoju w roku
199112000 (rycina 2). Wyrazne zmniejszenie odsetka
struktur eliminowanych z powodu nieodpowiednich
wtasciwosci farmakokinetycznych i niskiej biodostep-
nosci jest efektem rutynowo przeprowadzanego na
poczatku procesu R&D projektowania i oceny tych
parametréw za pomocg modelowania komputerowe-
go. Podobnych rezultatéw mozna sie spodziewac jako
wyniku skriningu i modelowania toksycznych wtasci-
wosci czastek.

Wartos¢ metod in silico wynika z mozliwosci ich
zastosowania we wczesnych etapach badan, nawet
przed zsyntetyzowaniem czastki. Wirtualny skrining
bibliotek czgstek umozliwia szybkie wybranie spo-
Srod tysiecy zaprojektowanych struktur o najbardziej
zblizonych do optymalnych wtasciwosciach. Na tym
etapie odrzuca sie na przyktad czastki, w ktérych
strukturze znajduja sie fragmenty (toksykofory) wa-
runkujgce okreslone dziatanie toksyczne tzw. aler-
ty strukturalne. Wysoka sprawnos¢ narzedzi in silico
— mozliwos¢ testowania znacznych ilosci zwigzkdw
w stosunkowo krétkim czasie —znacznie skraca faze
poszukiwania struktur wiodgcych. W dalszym etapie
syntezie chemicznej podlegaja jedynie wyselekcjono-
wane zwiazki, dla ktérych prawdopodobiefstwo od-
rzucenia w kolejnych fazach testéw jest najmniejsze.
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Zastosowanie modelowania komputerowego podczas
badan nad bezpieczefnstwem potencjalnych lekéw po-
zwala wskazac¢ obszary wymagajace doktadnej oceny
in vivo, co sprawia ze w badaniach klinicznych testo-
wane sg czastki bezpieczniejsze dla biorgcych w nich
udziat pacjentéw oraz z najwieksza szansg na spet-
nienie wymogow agencji rejestrujacych leki.

Predykcja wtasciwosci toksycznych i dziatan nie-
pozadanych jest jednak zadaniem bardziej ztozonym
i trudniejszym niz projektowanie wtasciwosci ADME.
Po pierwsze, okreslenie ,toksycznos¢” obejmuje sze-
roki zakres efektéw. Niekiedy bardzo podobne struk-
turalnie czastki moga powodowac réznie wyrazone
efekty toksyczne, a okreslony efekt moze by¢ zwia-
zany ze ztozonym dziataniem réznych czastek czy
przez r6zne mechanizmy. Dlatego nie ma mozliwo-
Sci kompleksowego modelowania toksycznosci jako
takiej, w ogdélnym znaczeniu wywierania jakiegokol-
wiek szkodliwego dziatania na organizm. W bada-
niach okresla sie w warunkach in silico, in vitro czy in
vivo poszczegoblne punkty koncowe m.in.:

— dziatanie kancerogenne,

— dziatanie kardiotoksyczne,

— dziatanie hepatotoksyczne,

— dziatanie draznigce na skoére i na oko,
— toksyczny wptyw na rozrodczosé,

— teratogennos¢,

- ryzyko fosfolipidozy,

— dziatanie fototoksyczne i fotouczulajace,
— reakcje idiosynkratyczne,

— nefrotoksycznosg,

— neurotoksycznos¢,

— hematotoksycznosc¢.

Opis przyktadowych modeli stworzonych do pre-
dykcji dziatania hepato- i kardiotoksycznego znajda
Panstwo w dalszej czesci tego artykutu.

Modelowanie efektéw toksycznych ma zaréwno
charakter jakosciowy (wystapienie danego efektu
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lub jego brak), jak i ilosciowy (LDs0 — $rednia dawka
toksyczna, LOAEL — najnizsza dawka, ktéra powodu-
je ujawnienie efektu toksycznego, NOAEL — najwiek-
sza dawka, ktéra nie powoduje ujawnienia efektu
toksycznego, MTD —maksymalna dawka tolerowana,
MRDD — maksymalna dawka zalecana i in.).

Bezposrednie efekty toksyczne, czesto beda-
ce rezultatem bioaktywacji czastki macierzystej do
zwiazkow toksycznych, zwtaszcza elektrofilnych me-
tabolitéw, ktére moga kowalencyjnie wigzac¢ sie do
makromolekut komérkowych, sa przewaznie pota-
czone z pewnymi okreslonymi grupami funkcyjny-
mi czastek — to wspomniane juz wczesniej alerty
strukturalne. Dlatego sa one tatwiejsze do przewi-
dzenia i modelowania metodami SAR (Structure-Ac-
tivity Relationship) na wczesnych etapach badan niz
dziatania niepozadane zwigzane z aktywnoscia far-
makodynamiczna danej struktury. Jedng z mozliwosci
jest symulacja interakcji matych czastek z receptora-
mi o udowodnionym powigzaniu z wieloaspektowa
toksycznoscia (np. receptor PPAR, receptor gluko-
kortykoidowy, receptor AH) i o znanej strukturze
krystalicznej (modelowanie molekularne), do ktorej
wirtualnie przytacza sie badana czastke, oceniajac
prawdopodobienstwo wystapienia takiego potacze-
nia i jego trwatosé.

Predykcje ryzyka stosowania danego leku w kaz-
dym przypadku dodatkowo utrudnia wysoki stopien
zaleznosci wystepowania i nasilenia takiego dziatania
od wielu réznych i zmiennych osobniczo czynnikéw.
Obserwowany efekt toksyczny moze by¢ specyficzny
dla danego gatunku czy organu, co utrudnia skalowa-
nie allometryczne efektu toksycznego oraz ekstrapo-
lowanie wynikéw in vitro na warunki in vivo u ludzi.
Odpowiedz organizmu na podanie leku moze by¢
rowniez modyfikowana przez pte¢, wiek, fenotyp me-
taboliczny, schemat dawkowania w podaniu prze-
wlektym i inne czynniki, a modelowanie zmiennosci
wewnatrz- i miedzyosobniczej podczas eksperymen-
tow in vitro i in silico jest niezwykle trudne.

Kluczowym elementem predykcji dziatan toksycz-
nych jest jakos¢ wykorzystywanych danych. W kaz-
dym modelu kluczowe znaczenie dla sprawnosci
i zdolnosci generalizacji maja informacje zastoso-
wane do jego konstrukgji, ich jakos¢, sp6jnosé oraz
reprezentatywnosc. Obecnie dostepnos¢ wysokiej
jakosci danych z doswiadczen in vitro uzyskanych
w standardowych warunkach czy danych dotyczacych
toksycznosci u ludzi jest niewielka. Wraz ze wzrostem
znaczenia metod alternatywnych w badaniu bezpie-
czenstwa lekow podejmuje sie jednak rozne inicja-
tywy, w ktérych jednym z celéw jest opracowanie
i publikacja toksykologicznych baz danych.

Istnieje wiele programéw komercyjnych i dostep-
nych w ramach licencji zezwalajacych na bezptat-
ne korzystanie, w tym za posrednictwem internetu,
stuzacych do predykcji dziatan toksycznych (tabela),
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ponadto firmy farmaceutyczne (ale takze chemicz-
ne czy kosmetyczne) uzywaja wtasnych algorytmow
i modeli budowanych na podstawie wtasnych biblio-
tek i na swoj wewnetrzny uzytek.

Wykorzystywane m.in. przez przemyst farmaceu-
tyczny techniki komputerowej predykcji toksycznosci
mozna ogblnie podzieli¢ na trzy kategorie — modelo-
wanie molekularne, systemy ekspertowe oraz syste-
my oparte na danych.

Modelowanie molekularne obejmuje metody mo-
delujace zdarzenia biochemiczne istotne z punktu
widzenia toksycznosci. Analogiczne do opisanych
w pierwszym artykule tego cyklu techniki modelo-
wania molekularnego stosowane podczas selekcji,
optymalizacji i oceny wtasciwosci ADME czgstek wio-
dacych mozna réwniez wykorzysta¢ do predykcji dzia-
tan toksycznych, jezeli w mechanizmie danego efektu
posredniczy receptor (np. cytochrom P450, receptor
estrogenowy) i znana jest struktura biatka receptoro-
wego. Techniki te jednak nie sg odpowiednie do mo-
delowania i predykcji toksycznosci uwarunkowanej
ztozonymi i czesciowo nieznanymi mechanizmami.

Systemy ekspertowe s3 oparte na ogélnych regu-
tach wiazacych aktywnos¢ biologiczng ze struktura
czastki. Ich podstawa jest usystematyzowana wiedza
ekspertow z dziedziny toksykologii oraz interpretacje
danych toksykologicznych. Tworzenie bazy wiedzy dla
systemu ekspertowego wymaga przeprowadzenia
rozlegtego i dobrze zaplanowanego przegladu litera-
tury oraz ,,przettumaczenia” specyficznych przypad-
kow na generalne zasady. Dzieki temu predykcja jest
mozliwa nawet wtedy, gdy dostepnych jest niewie-
le danych eksperymentalnych (np. biotransformacja
czy prognozowanie punktéw kofAcowych zwigzanych
ze zdrowiem cztowieka). Ponadto w tego rodzaju sys-
temach mozliwa jest integracja réznorodnej informa-
¢ji chemicznej i biologicznej (pomiary in vivo i in vitro,
witasciwosci czastek —doswiadczalne i obliczone, frag-
menty struktury i in.) dzieki specyficznej elastycznosci
dziatania ludzkiego mézgu, pozwala-
jacej na ich interpretacje. Jednym z in-
tensywniej rozwijanych dziatéw tego
obszaru wiedzy, jest konstrukcja au-
tomatycznego lub pétautomatycznego
systemu wnioskowania, a wiec mo-
wigc w bardzo duzym uproszczeniu —
systemu nasladujacego funkcjonalnie
ludzki moézg, ktéry pozostaje wciaz nie-
doscigtym wzorem. Celem jest wtasnie
skrécenie czasu oczekiwania na decy-
zje systemu i wzrost jego skutecznosci,
a testowane metody oparte s3 na naj-
bardziej zaawansowanych technikach
modelowania matematycznego.

Niektore z dostepnych programoéw
wykazujg stosunkowo wysoka spe-
cyficznos¢ (nawet do 80%), jednak

na rynek.
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wszystkie tego typu programy cechuje niska czutos¢,
zazwyczaj okoto 50%. Systemy ekspertowe s3 stoso-
wane w badaniach nad potencjalnym lekiem i wyko-
rzystywane do ,,0znakowania” substancji, co skutkuje
zwrdceniem na te czastki baczniejszej uwagi podczas
dalszych etapoéw, nie przesadzajac jednak czy prze-
widziane dziatanie w istocie wystgpi. Niewgtpliwg
zaletg systemow eksperckich jest transparentnosé
predykcji. Poniewaz system taki zwykle zbudowany
jest z zestawu regut JEZELI — TO, stosunkowo fatwo
jest zidentyfikowac¢ przyczyny i uzasadnienie danej
odpowiedzi systemu, co utatwia zrozumienie i dalsza
ocene przewidzianego efektu. Taka konstrukcja po-
zwala na tatwe przeszukiwanie bazy wiedzy i uzyska-
nie potrzebnych informacji. Prostsza w poréwnaniu
z systemami bazujacymi na danych budowa modelu
pozwala tatwo dodac¢ kolejne reguty, zaktualizowaé
wiedze czy usunac jej czes¢ bez koniecznosci prze-
budowy modelu. Na przyktad firma Novartis, uzywa-
jaca komercyjnego programu DEREK, aby zwiekszy¢
mozliwos¢ jego praktycznego zastosowania w intere-
sujacych ja obszarach, dotaczyta do jego bazy danych
wtasne informacje z obszaru, ktéry nie byt dobrze re-
prezentowany.

Budowa systemow ekspertowych umozliwia row-
niez dzielenie sie danymi, bez koniecznosci ujawniania
i udostepniania danych poufnych. Jedna z najwiek-
szych wad takich systeméw moze by¢
nieadekwatna, nieprecyzyjna baza

dziatania systemow statystycznych jest odpowiedni
dobdr wtasciwosci chemicznych istotnych z punktu
widzenia badanego efektu toksycznego. Wskazanie
tych parametréw a priori oraz zagwarantowanie, ze
zadne istotne cechy nie zostaty pominiete jest nie-
zwykle trudne.

Modele statystyczne sg znacznie czesciej niz sys-
temy ekspertowe wykorzystywane do predykcji wta-
Sciwosci czastek. Poniewaz doswiadczenia badajace
toksycznosé sg zwykle kosztowne i czasochtonne,
techniki drazenia danych zyskaty sobie w ostatnich la-
tach znaczna popularnosé¢, Naleza do nich m.in.: me-
toda czastkowych najmniejszych kwadratéw (PLS),
regresja wieloczynnikowa, metoda wektoréw nosnych
(SVM), sztuczne sieci neuronowe, metody rekursyw-
nego podziatu (drzewa klasyfikacyjne i regresyjne),
metoda k-najblizszych sgsiadéw, analiza dyskrymina-
cyjna, techniki oparte na logice bayesowskiej i inne.
Oprocz prawidtowej predykcji okreslonych efektow
istotnym zadaniem systemoéw statystycznych jest
identyfikacja cech chemicznych odpowiedzialnych
za wystapienie obserwowanego dziatania, co moze
umozliwi¢ chemikom optymalizacje czastki. Nale-
7y zaznaczy¢, ze modele matematyczne przewiduja
jedynie korelacje pomiedzy struktura czy wtasciwo-
Sciami czastki, a okreslonym efektem biologicznym,
jednak odkryta korelacja nie jest jednoznaczna ze
zwigzkiem przyczynowo-skutkowym.

Ocena dziatan toksycznych w warunkach in sili-

Wykorzystywane m.in. przez
przemyst farmaceutyczny
techniki komputerowej
predykcji toksycznosci

wiedzy, gdzie zasady ogblne s3 kon-
struowane na podstawie kilku tylko
przyktadéw. Dla tego rodzaju syste-
moéw niezwykle istotne jest regular-
ne aktualizowanie wiedzy i dotaczanie
do niej nowych dowodéw naukowych.
Trudne jest takze formalne zdefinio-
wanie tzw. domeny zastosowalnosci
i prawidtowej walidacji systemow eks-

co jest obecnie wykorzystywana jako dodatkowe,
réwnolegte do doswiadczen in vitro zrédto informa-
cji. Zastosowanie tego rodzaju metod pozwala na
zminimalizowanie uzycia zwierzat doswiadczalnych
przez ukierunkowanie badan lub eliminacje czastek
toksycznych juz na wczesniejszych etapach projek-
tu. Techniki modelowania komputerowego umozli-
wiaja rowniez przewidywanie dziatan niepozadanych,
ktérych nie mozna zaobserwowac u zwierzat (np.

mozna ogblnie podzieli¢
na trzy kategorie —
modelowanie molekularne,
systemy ekspertowe oraz
systemy oparte na danych.

pertowych, poniewaz bardzo czesto
nie jest jasne, jakie czastki postuzyty
do budowy bazy wiedzy i w jakich warunkach prze-
prowadzono doswiadczenie, ktérego wynik zostat za-
pisany i wykorzystany.

Systemy oparte na danych (statystyczne, em-
piryczne) — do budowy modeli predykcyjnych ko-
nieczne sg dane doswiadczalne oraz obliczone ze
struktury czastki. Na podstawie zestawu réznego
rodzaju parametréw, za pomoca réznorodnych me-
tod statystycznych, systemy te ucza sie i odkrywaja
matematyczne zaleznosci pomiedzy niejednorodny-
mi elementami zbioru uczacego. Typowym przykta-
dem takiej procedury sa zaleznosci (Q)SAR. Klasyczna
analiza QSAR stosuje techniki regresji, pozwalaja-
ce opracowac na podstawie danych réwnanie, ktére
moze by¢ wykorzystane do przewidywan dla czastek
o podobnej strukturze (np. kongeneréw) i mechani-
zmie dziatania. Szczegélnie istotny dla poprawnego
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nudnosci, zawroty i béle gtowy, zaburzenia funk-
cji poznawczych). Koniecznos¢ rozwoju alternatyw-
nych metod badania toksycznosci lekéw dostrzega
nie tylko przemyst farmaceutyczny. Program REACH
(Registration, Evaluation, and Authorization of Che-
micals) — aktualnie obowigzujaca europejska polityka
oceny chemikalidw (w tym m.in. lekow) ktadzie duzy
nacisk na rozwdj predyktywnych metod oceny tok-
sycznosci chemikaliéw w warunkach in silico w celu
minimalizacji koniecznosci wykonywania testéw na
zwierzetach oraz oszczednosci czasu i zasobdw. Oce-
na potencjatu toksykologii predykcyjnej zajmuje sie
takze zespo6t ICSAS (Informatics and Computational
Safety Analysis Staff), bedacy czescig Centrum do
spraw Oceny i Badan nad Lekami (CDER — Center for
Drug Evaluation and Research) Amerykanskiej Agen-
cji ds. Lekéw i Zywnosci (FDA) czy tez laboratorium
doswiadczalne amerykanskiego Centrum Toksykolo-
gii Obliczeniowej (National Center for Computational
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Toxicology), dziatajgcego w ramach rzagdowej organi-
zacji badajacej i chronigcej srodowisko (EPA— Environ-
mental Protection Agency). Zespoty te we wspotpracy
z firmami informatycznymi, farmaceutycznymii che-
micznymi opracowuja toksykologiczne bazy danych,
tworza i oceniajg techniki drazenia danych oraz tech-
niki QSAR, dazac do stworzenia zestawu narzedzi do
oceny efektéw (mutagennosci, kancerogennosci i in.)
i dawek toksycznych.

Cho¢ modelowanie i predykcja toksycznosci w wa-
runkach in silico nie jest jeszcze metoda rutynowo
stosowanga podczas badan nad lekiem, to wyniki po-
dobnych doswiadczeh sg juz wykorzystywane np.
przez amerykanska Agencje Ochrony Srodowiska
(EPA), Narodowy Instytut Zdrowia (NIH) czy instytucje
rejestrujace leki podczas procesu decyzyjnego. Dane
uzyskane w wyniku modelowania komputerowego sg
brane pod uwage, gdy wyniki badan bezpieczenstwa
leku nie sg jednoznaczne, a takze wtedy, gdy decyzja
musi by¢ podjeta w sytuacji braku wszystkich poza-
danych informacji na temat bezpieczenstwa (produk-
ty degradacji, metabolity, zanieczyszczenia). Wyniki
modelowania w warunkach in silico dla strukturalnie
podobnych zwigzkéw i predykcja efektow toksycz-
nych i klinicznych pozwalaja réwniez unikna¢ dodat-
kowych cykli oceny leku.

Wybrane przyktady modeli predykcyjnych

Hepatotoksycznosé

Retrospektywna analiza przyczyn niepowodzen
podczas badan nowych substancji rozwijanych jako
przyszte leki wyraznie wskazuje, ze dziatania tok-
syczne sg coraz czestszym problemem. Najczesciej
obserwowane podczas badan klinicznych efekty to
hepato-, kardio- i neurotoksycznos¢, ktore sg row-
niez gtdéwnymi przyczynami wycofywania z rynku juz
wdrozonych lekéw. Fakty te powoduja, ze zagadnie-
nia zwigzane ze skutecznym przewidywaniem i oce-
na wptywu toksycznego na watrobe oraz ryzyka
wywotywania niemiarowosci pracy serca, pozostaja
kluczowymi dla przemystu farmaceutycznego. War-
to w tym miejscu przypomnie¢, ze zgodnie z danymi
amerykanskimi druga przyczyna sytuacji wymagaja-
cych przeszczepéw watroby jest wtasnie uszkodze-
nie spowodowane lekami (ang. Drug-induced Liver
Injury — DILI), wérdd ktérych wyrdznia sie dwie klasy
— dziatania zalezne i niezalezne od dawki, z ktérych
szczeg6lnie trudne do przewidzenia sg drugie — efekt
idiosynkratyczny, w duzej mierze zalezny od czynni-
kéw genetycznych, a wiec niezalezny od dawki.

Podstawowy system oceny hepatotoksycznosci —
model oparty na skalowaniu wynikéw doswiadczen
wykonywanych na zwierzetach — zawodzi. Szacuje sie,
ze dziatanie toksyczne na watrobe, jest elementem
badan bezpieczenstwa leku najstabiej skorelowanym
z danymi o podobnym dziataniu u ludzi, a dotyczy to
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Tabela. Przyktady komputerowych systeméw predykcyjnych dla réznych

rodzajow toksycznosci

MCASE (CASE, Dziatanie mutagenne, kancerogenne, www.multicase.com
CASETOX) drazniace, teratogenne, hepatotoksyczne,
maksymalna dawka tolerowana,
biodegradacjaiinne
TOPKAT Dziatanie mutagenne, kancerogenne, http://accelrys.com/products/
draznigce, skorne reakcje uczuleniowe, discovery-studio/toxicology/
LD,,, toksycznos¢ srodowiskowa i inne
Lazar Dziatanie mutagenne, kancerogenne, http://lazar.in-silico.de/
hepatotoksyczne, toksycznosé
srodowiskowa
MDL QSAR Dziatanie mutagenne, kancerogenne, www.mdli.com
inhibicja hERG, toksycznos¢ ostra, LDy,
ToxScope Dziatanie mutagenne, kancerogenne, www.leadscope.com
teratogenne, draznigce, hepatotoksyczne
iinne
COMPACT Dziatanie kancerogenne i toksycznos¢
zwigzana z CYP450
PASS Rozne
Cerius ADME, hepatotoksycznos¢ www.accelrys.com/cerius2/
c2adme.html
Tox boxes M/AT/C/LD50 and more http://pharma-algorithms.com/
MetaDrug Ponad 40 modeli ADME-Tox
DICAS Dziatanie kancerogenne
CADD Toksycznos¢ zwigzana z CYP450
i receptorowa
CSGenoTox Dziatanie mutagenne www.chemsilico.com
Admensa Kardiotoksycznosé¢
Interactive
PreADMET Dziatanie mutagenne, karcinogenne

Classical QSAR
approaches

Rézne

ADMET Predictor

Dziatanie mutagenne, kancerogenne,
drazniace, kardiotoksyczne, skérne
reakcje uczuleniowe, LD, toksycznos¢
srodowiskowa, modulacja receptora
estrogenowego i inne

www.simulationsplus.com

DEREK for Dziatanie mutagenne, kancerogenne, http://www.lhasalimited.org
Windows drazniace, skérne reakcje uczuleniowe,
iinne (ponad 40)
Oncologic Dziatanie karcinogenne http://www.epa.gov/oppt/sf/
HazardExpert Dziatanie mutagenne, kancerogenne, http://www.compudrug.com/
draznigce, immunotoksyczne,
neurotoksyczne, skérne reakcje
uczuleniowe
BfR Decision Dziatanie draznigce
Support System

szczegolnie reakcji idiosynkratycznych. Niezwykle
trudne jest wymienienie wszystkich przyczyn tego
faktu, jednak podstawowe wynikaja oczywiscie z roz-
nic anatomicznych, fizjologicznych i funkcjonalnych
miedzy watroba ludzka i watrobami zwierzecymi.
Efektem tego jest bardzo intensywne poszukiwa-
nie modelu realizowanego zaréwno w warunkach in
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vitro jak i in silico, pozwalajacego na skuteczna, wy-
dajna, a przy tym efektywna ekonomicznie ocene
hepatotoksycznosci. Podstawowy element to zdefinio-
wanie punktu kofhcowego, a wiec ocenianego efektu
toksycznego. Idealna sytuacja to taka, w ktérej efekt
ten mozna kwantyfikowa¢, a wiec ocenia¢ ilosciowo
lub przynajmniej pétilosciowo, a nie tylko jakosciowo.

Wsréd ocenianych parametréw znajduja sie:

— cytotoksycznos¢ wieloczynnikowa (kombina-
cja wielu ocenianych czynnikéw powodujgcych
uszkodzenie komoérki; wyniki uzyskiwane m.in.
z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej i zmo-
dyfikowanych wersji tej techniki),

— sttuszczenie komorki (ocena zawartosci lipidow),

— cholestaza (obrét komérkowy kwasem taurocho-
lowym),

— fosfolipidoza (kumulacja fosfolipidéw w cytopla-
zmie komaérki),

— ocenareaktywnychmetabolitow (komplekséw GSH),

— stres oksydacyjny (ocena z wykorzystaniem barw-
nikow redoks),

— uszkodzenie mitochondriéw (ocena integralnosci
btony mitochondrialnej — metodg barwienia).
Parametry te sa oceniane w sposob ilosciowy

z wykorzystaniem biomarkeréw:

— ocena integralnosci btony komadrkowej (ALT, AST,
SDH, GDH, LDH, aGST),

— cholestaza (ALP, yGT)

Wskazniki aktywnosci funkcjonalnej watroby
to m.in. bilirubina, kwasy ttuszczowe, wytwarzane
w watrobie elementy kaskady krzepniecia, choleste-
rol, triglicerydy. Oprécz tego ocenia sie aktywnos¢

Rycina 3. Przyktad drzewa decyzyjnego
metaboliczng jako element procesu eliminacji kse-
nobiotyku (klirens).

Mimo oczywistych ograniczen, zwigzanych z ko-
niecznoscia ekstrapolacji in vitro-in vivo, dostepne
wspotczesnie modele in vitro pozwalaja na coraz lep-
sza ocene potencjalnej toksycznosci. Najwazniejsze
z nich obejmuja:

— ludzkie hepatocyty — system z wyboru do oceny
hepatotoksycznosci in vitro,

— ludzkie hepatocyty otrzymane z komérek pierwot-
nych,

— ludzkie hepatocyty otrzymane z embrionalnych
komarek pierwotnych,

— komorki analogiczne do hepatocytéw otrzymane
z komaérek szpiku,

— komorki analogiczne do hepatocytéw otrzyma-
ne z innych tkanek (np. komérki nowotworowe
trzustki),

— linie komérkowe, w tym modyfikowane genetycz-
nie — systemy oparte najczesciej na komdrkach
nowotworowych hodowanych w warunkach la-
boratoryjnych (np. HepG2, HepaRG).

Podejmuje sie takze proby bardziej kompleksowe-
go odwzorowywania w warunkach laboratoryjnych
Srodowiska, jakim jest watroba, poniewaz izolowa-
ne komorki nie sa w stanie w petni odtworzy¢ tak
zaawansowanego systemu. Przyktadem tego rodza-
ju podejscia moga by¢ proste systemy ztozone (tzw.
sandwich culture), czy tez bardziej zaawansowane jak
np. bioreaktory.

Ze wzgledu na opisana wyzej mnogos¢ punk-
téw koncowych, a wiec mozliwych elementdw, ktore
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Rycina 4. Graficzna prezentacja wydtuzenia odcinka QT w zapisie EKG oraz jego manifestacja na poziomie kanatéw jonowych

podlegaja predykcji, zagadnienie matematycznego
(chemiczno-matematycznego) modelowania hepa-
totoksycznosci jest niezwykle skomplikowane. Nie
oznacza to oczywiscie, ze takie dziatania nie sa podej-
mowane; wprost przeciwnie, ze wzgledu na poziom
komplikacji problemu realizowane komputerowo
algorytmy predykcyjne sa tym bardziej pozadane.
Jednym z przyktadow systemoéw predykcji hepato-
toksycznosci w warunkach in silico jest model stwo-
rzony z wykorzystaniem wiodacego w tej kategorii
oprogramowania — pakietu Accelrys [3]. Zbiér danych
podzielono wzgledem efektu hepatotoksycznego na
dwie kategorie — toksyczne (toksycznos¢ zalezna od
dawki) oraz uznawane za bezpieczne. Kazda z blisko
400 substancji zostata opisana przez 25 deskrypto-
row (liczbowo wyrazonych informacji) definiujgcych
strukture dwuwymiarowa (ptaska). Deskryptory te
zostaty wybrane ze zbioru kilkuset dostepnych, obli-
czanych w jednym ze sktadnikéw systemu Accelrys [4]
—programie Cerius?. Wykorzystany algorytm predyk-
cyjny dziata na podstawie tzw. drzew decyzyjnych,
a wiec systemow empirycznych (ktérych podstawe
stanowi doswiadczenie badacza wyrazone w zebra-
nych danych). Zastosowanie drzew decyzyjnych po-
zwolito osiggnac blisko 80% skutecznosé systemu.
Jak kazdy z tego typu systemdw, podobnie i ten ma
swoje zalety i wady. Podstawowg zaleta jest moz-
liwos¢ zminimalizowania liczby wykorzystywanych
w trakcie badan przedklinicznych zwierzat laborato-
ryjnych oraz — zwigzana z charakterem wybranego
algorytmu — mozliwos¢ doktadnego przesledzenia
,sciezki logicznej”, a wiec zbudowania zdroworozsad-
kowych, przyczynowo-skutkowych, zrozumiatych dla
cztowieka regut, ktére moga stanowi¢ podstawe sys-
temu ekspertowego. Przyktad podobnej zaleznosci
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zostat przedstawiony na rycinie 3. Kazde rozgatezie-
nie przedstawia regute dziatajaca na zasadzie ,,jezel
—to”.

Idiosynkratyczna toksycznosé lekéw, w tym he-
patotoksycznosc (kategoria DILI-2), jest szczegdlnie
trudna do oceny i predykgji, a w warunkach klinicz-
nych efekt ten czesto ujawnia sie juz po wprowa-
dzeniu leku na rynek i zastosowaniu go w szerokiej,
zréznicowanej populacji. Niemniej jednak powsta-
ja skuteczne systemy in silico, pozwalajace z duzym
prawdopodobiefstwem przewidzie¢ dla okreslonej
substancji ryzyko jego wystapienia w populacji. Ba-
zujac na bardziej zaawansowanych, wymagajacych
wiekszej mocy obliczeniowej oraz bardzo scistych
zatozen poczatkowych deskryptorach, zespét portu-
galskich naukowcéw z Wydziatu Farmaceutycznego
w Porto opracowat i przeprowadzit wzajemne poréw-
nanie zestawu algorytmow zaliczanych do inteligencji
obliczeniowej, wyspecjalizowanych w predykcji ryzy-
ka wywotywania efektéw hepatotoksycznych o cha-
rakterze idiosynkratycznym.

Zebrany zbiér informacji o lekach (33 molekuty, dla
ktérych zanotowano reakcje idiosynkratyczne w wa-
runkach in vivo oraz 41 substancji obojetnych) zawie-
rat dane opisujace ich strukture przestrzenng (klasa
tzw. deskryptoréw RDF — Radial Distribution Func-
tion). Wsroéd zastosowanych algorytmoéow modelo-
wania wykorzystano m.in. sztuczne sieci neuronowe
oraz drzewa decyzyjne. Najlepsze uzyskane modele
prawidtowo przewidywaty ryzyko idiosynkratycznej
hepatotoksycznosci z ponad 80% prawdopodobien-
stwem. Dodatkowo wyodrebniono réwniez zbior
regut bazujacych na stosowanych deskryptorach po-
zwalajacy opisac zaleznosci miedzy struktura che-
miczna czastki leku i ryzykiem hepatotoksycznosci.
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Kardiotoksycznosé

Dziatania toksyczne lekéw w obrebie uktadu kra-
zenia s3 obok hepatotoksycznosci gtéwna przyczy-
na niepowodzen na etapie badan klinicznych oraz
wycofywania lekéw z rynku lub powaznych ograni-
czen ich zastosowania. Wieloksztattny czestoskurcz
komorowy typu torsad (TdP) jest potencjalnie zagra-
zajacy zyciu arytmiag coraz czesciej rozpoznawang
jako powiktanie farmakoterapii. Przypadki wysta-
pienia torsad sa bardzo rzadkie, jednak mozliwos¢
ich pojawienia sie nawet u mtodych i zdrowych oséb
oraz wysokie ryzyko zgonu, ktére jest z nimi zwia-
zane sprawia, ze ryzyko dziatania proarytmicznego
projektowanych lekéw jest szczegélnie istotnym ele-
mentem oceny bezpieczefnstwa w trakcie rozwoju
leku oraz procesu rejestracji. Przyczyna arytmii TdP
jest przede wszystkim wydtuzenie odstepu QT w za-
pisie EKG (rycina 4).

Wydtuzenie to moze by¢ uwarunkowane gene-
tycznie (wrodzony zespét LQTS), badZ spowodowane
przez czynniki egzogenne, w tym leki. Stwierdzono, ze
gtéwnym mechanizmem prowadzacym do wydtuze-
nia odstepu QT dla wszystkich lekéw, dla ktérych od-
notowano przypadki TdP jest hamowanie szybkiego
odkomoérkowego pradu potasowego odpowiedzial-
nego za pozna faze repolaryzacji. Kanat btonowy dla
jonéw potasowych kodowany jest przez gen hERG
(ang. human Ether-a-go-go related gene). Najczesciej
stosowanym markerem dziatania proarytmicznego
jest zdolnos¢ leku do blokowania kanatu potasowego
hERG. Ryzyko powodowania arytmii szacowane jest
na podstawie stezenia leku powodujacego zmniej-
szenie amplitudy pradu hERG o potowe (IC50). Im
mniejsza wartos¢ IC50 dla danego leku tym wieksze
ryzyko wydtuzenia odstepu QT i arytmii. Metody sza-
cowania ICso w warunkach in vitro obejmuja badania
przeptywu rubidu, wypierania radioaktywnych ligan-
dow z wigzania z receptorem, pomiary fluorescencji
oraz pomiary elektrofizjologiczne, ktére wyznacza-
ja obecnie ,ztoty standard” w badaniach potencja-
tu proarytmicznego potencjalnych lekéw. Wszystkie
te metody maja jednak liczne ograniczenia, limituja-
ce mozliwosci ich zastosowania we wczesnych eta-
pach badan. Sg one zwigzane miedzy innymi z niska
wydajnoscig i wysokimi kosztami wynikajacymi gtow-
nie z koniecznosci stosowania systemoéw in vitro. Stad
wynika rosngce w ostatnim czasie zainteresowanie
metodami in silico oferujgcymi mozliwosé skriningu
znacznie wiekszej liczby czastek w relatywnie krotkim
czasie, a takze mozliwos¢ testowania czastek wirtu-
alnych, jeszcze niezsyntetyzowanych. W ostatnim cza-
sie publikuje sie coraz wiecej artykutéw opisujacych
modele tworzone w celu przewidywania potencjal-
nego dziatania proarytmicznego czastek lekow. Sys-

temy predykcji obejmuja wiele technik modelowania
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matematycznego, ktére ogblnie podzielic mozna na

trzy kategorie:

— modelowanie homologiczne — procedura pro-
jektowania poréwnawczego, w ktérej wyniku na
podstawie podobnych biatek tworzony jest troj-
wymiarowy model badanej proteiny;

— modele QSAR — poszukiwanie zaleznosci miedzy
aktywnoscig biologiczng a zbiorem cech opisuja-
cych wtasciwosci i strukture czgstek;

- metody klasyfikacyjne —techniki podziatu zbioru
czastek na klasy lub kategorie tego samego typu;
Jeden z pierwszych opiséw modeli klasyfikacyjnych

zostat opublikowany przez Roche i wsp. w 2002 roku.

Dane zastosowane do budowy modelu uzyskano do-

Swiadczalnie za pomoca standardowej techniki Patch

Clamp, ponadto dla kazdej czastki obliczono ponad

1250 deskryptoréw fizykochemicznych i struktural-

nych. Zbiér wartosci ICso uzyskanych dla 244 czastek

zostat podzielony na dwa podzbiory — zawierajacy
czastki o niskiej (<1 uM) i wysokiej (>10 uM) warto-
$ci IC50. Do stworzenia modeli uzyto takich technik,
jak analiza podstruktur, samoorganizujace sie mapy,
metody czastkowych najmniejszych kwadratéw (PLS),
analiza sktadowych gtéwnych oraz sztuczne sieci neu-
ronowe. Najwieksza trafnos¢ predykcji wykazywat
model uzyskany z wykorzystaniem sztucznych sieci
neuronowych. Weryfikacje systemu przeprowadzono
przy uzyciu zbioru walidacyjnego ztozonego z 95 sub-
stangji (57 wartosci IC50 z wtasnych oznaczen i 38 wy-
szukanych w dostepnym pismiennictwie naukowym).

System prawidtowo klasyfikowat 93% substancji nie-

blokujacych kanatu hERG i 71% blokeréw.
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