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1. Dane osobowe

Barbara Wisniowska

Zaktad Farmacji Spotecznej, Wydziat Farmaceutyczny UICM w Krakowie,

ul. Medyczna 9, 30-688 Krakdéw

e-mail: b.wisniowska@uj.edu.pl

Dyplomy i stopnie naukowe

2006 .

2012 .

Przebieg zatrudnienia

2014 - obecnie

2007 - 2014

2007 - 2008

2007

tytut magistra farmacji

praca magisterska pt. ,Rozbudowa neuronowego systemu ME_expert do
przewidywania sktadow mikroemulsji” wykonana w Katedrze Technologii
Postaci Leku i Biofarmacji UJCM pod kierunkiem dr. Aleksandra Mendyka i

opiekag naukowg prof. dr hab. Renaty Jachowicz

stopien doktora nauk farmaceutycznych

praca doktorska pt. ,Modelowanie in silico proarytmicznego dziatania
potencjalnych substancji leczniczych” wykonana w Pracowni
Farmakoepidemiologii i Farmakoekonomiki UJICM pod opiekg naukowg prof.

dr hab. Jerzego Brandysa

e adiunkt w Zaktadzie Farmacji Spotecznej Collegium Medicum

Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

asystent w Zaktadzie Farmacji Spotecznej Collegium Medicum

Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

e wspdtpraca z firmg pharm-info.net

e praca w aptece ogdlnodostepnej, magister farmacji
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Ukornczone kursy

2016

2015

2014

2014

2013

2011

Warsztaty In Silico Modelling of Proarrhythmia Risk organizowane przez Safety

Pharmacology Society, Praga, Czechy

Warsztaty — wprowadzenie do metodologii opracowywania przeglagdow
systematycznych organizowane przez Polska Filie Nordic Cochrane Centre oraz
Pracownie Podejmowania Decyzji Klinicznych 1l Katedry Chordb

Wewnetrznych UJCM, Krakdéw, Polska

Szkolenie  z  zastosowania  techniki  patch-clamp do  pomiaréw
elektrofizjologicznych, obstugi aparatu CytoPatch2 zorganizowane przez firme

CytoCentrics, Rostock, Niemcy

Warsztaty dotyczgce wykorzystania modelowania PK-PD w projektowaniu

lekow organizowane przez firme Simcyp (Certara), Frankfurt, Niemcy

Warsztaty z zakresu praktycznych aspektdw organizacji i prowadzenia badan
klinicznych produktéw leczniczych organizowane przez Wydziat Lekarski UJICM

w ramach Krajowego Naukowego Osrodka Wiodgcego, Krakdéw, Polska

Kurs z zakresu podstaw farmakologii bezpieczenstwa (safety pharmacology)
organizowanym przez Federation of European Toxicologists and European

Societies of Toxicology, Paryz, Francja
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2. Osiaggniecie naukowe zgtoszone do postepowania habilitacyjnego

Osiggniecie naukowe zgtoszone do postepowania habilitacyjnego stanowi cykl osmiu publikacji o

tgcznym wspodtczynniku oddziatywania IF rownym 18.326 i punktacji MNiSW réwnej 175 punktow. W 7

z 8 prac jestem pierwszym autorem i autorem korespondencyjnym, moj sredni udziat w powstanie

przedstawionych publikacji wynosi 72.5%.

Temat osiggniecia: ,Modelowanie i symulacja elektrofizjologicznych efektow interakcji lekowych —

zastosowanie modeli Quantitative Systems Toxicology do wielowymiarowej analizy ryzyka dziatania

proarytmicznego”.

2.1. Publikacje wchodzace w skfad osiggnigcia naukowego

P1.

P2.

P3.

P4.

Wisniowska Barbara, Mendyk Aleksander, Fijorek Kamil, Glinka Anna, Polak Sebastian. (2012)
Predictive model for the L-type channel inhibition — multichannel block in QT prolongation risk

assessment. Journal of Applied Toxicology, 32(10):858-866.

(IF = 2.597, MNiSW = 20, udziat wtasny 80% w tym: koncepcja pracy, budowa bazy danych,
opracowanie danych, wykonanie obliczen, stworzenie modeli i przygotowanie tekstu, autor

korespondencyjny).

Polak Sebastian, Wisniowska Barbara, Glinka Anna, Fijorek Kamil, Mendyk Aleksander. (2013)
Slow delayed rectifying potassium current (IKs)analysis of the in vitro inhibition data and

predictive model development. Journal of Applied Toxicology, 33(8):723-739.

(IF = 3.174, MNiSW = 20, udziat wtasny 40% w tym: koncepcja pracy, budowa bazy danych,

opracowanie danych, wykonanie obliczen, stworzenie modeli i przygotowanie tekstu).

Wisniowska Barbara, Mendyk Aleksander, Szlek Jakub, Kotaczkowski Michat, Polak Sebastian.
(2015) Enhanced QSAR models for drug-triggered inhibition of the main cardiac ion currents.
Journal of Applied Toxicology, 35(9): 1030-1039.

(IF = 2.722, MNiSW = 30, udziat wtasny 80% w tym: koncepcja pracy, budowa bazy danych,
opracowanie danych, wykonanie obliczen, stworzenie modeli i przygotowanie tekstu, autor

korespondencyjny).

Wisniowska Barbara, Tylutki Zofia, Wyszogrodzka Gabriela, Polak Sebastian. Drug-drug
interactions and QT prolongation as a commonly assessed cardiac effect - comprehensive

overview of clinical trials. (2016) BMC Pharmacology and Toxicology, 17(12): 1-15.

(IF = 2.288, MNiSW = 20, udziat wtasny 75% w tym: koncepcja pracy, budowa bazy danych,
opracowanie danych, przygotowanie tekstu oraz kierownictwo projektu naukowego

obejmujgcego badania zamieszczone w pracy, autor korespondencyjny).
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P5.

Pé6.

P7.

P8.

Wisniowska Barbara, Polak Sebastian. (2016) Virtual Clinical Trial Toward Polytherapy Safety
Assessment: Combination of Physiologically Based Pharmacokinetic/Pharmacodynamic-Based
Modeling and Simulation Approach With Drug-Drug Interactions Involving Terfenadine as an

Example. Journal of Pharmaceutical Sciences, 105, 11, 3415-3424.

(IF = 2.713, MNIiSW = 30, udziat wtasny 85% w tym: koncepcja pracy, budowa bazy danych,
opracowanie danych, wykonanie obliczen, stworzenie modeli i przygotowanie tekstu oraz
kierownictwo projektu naukowego obejmujgcego badania zamieszczone w pracy, autor

korespondencyjny).

Wisniowska Barbara, Polak Sebastian. (2016) The role of interaction model in simulation of drug

interactions and QT prolongation. Current Pharmacology Reports, 2(6): 339-344.

(IF = 0, MNiSW = 5, udziat wtasny 85% w tym: koncepcja pracy, budowa bazy danych,
opracowanie danych, wykonanie obliczen, stworzenie modeli i przygotowanie tekstu oraz
kierownictwo projektu naukowego obejmujgcego badania zamieszczone w pracy, autor

korespondencyjny).

Wisniowska Barbara, Lisowski Bartosz, Kulig Magdalena, Polak Sebastian. (2017) Drugs
interaction at hERG channel - in vitro assessment of the electrophysiological consequences of
drug combinations and comparison against theoretical models. Journal of Applied Toxicology,
16:1-9.

(IF = 3.159, MNiSW = 30, udziat wtasny 45% w tym: koncepcja pracy, opracowanie danych,

wykonanie obliczen i przygotowanie tekstu, autor korespondencyjny).

Wisniowska Barbara, Polak Sebastian. (2018) Drug — physiology interaction and its influence on
the QT prolongation — mechanistic modeling study. Journal of Pharmacokinetics and
Pharmacodynamics, 45(3):483-490.

(IF = 1.673, MNiSW = 20, udziat wtasny 90% w tym: koncepcja pracy, opracowanie danych,

wykonanie obliczen, stworzenie modeli i przygotowanie tekstu, autor korespondencyjny).
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2.2. Cel badawczy

Celem badawczym byto stworzenie hybrydowych modeli matematycznych, tgczacych rézne
algorytmy (QSAR, PBPK, QSP) i dane, pozwalajgcych na ocene efektéw elektrofizjologicznych wielu
jednoczesnie stosowanych lekdw. W efekcie stworzony system moze zostaé wykorzystany na
roznych etapach rozwoju leku, poczgwszy od wczesnej fazy odkrywania leku az do fazy badan

postmarketingowych.
Cel realizowano poprzez:

e stworzenie modeli typu enhanced-QSAR pozwalajgcych na ocene interakcji lekow z
kanatami jonowymi serca (P1, P2, P3)
e modelowanie i symulacje kombinacji lekowych, w tym:
- ocene in vitro oddziatywania pofaczen lekdow na poziomie kanatu jonowego oraz
modelowanie i symulacje efektdéw elektrofizjologicznych kombinacji lekowych (P6,
P7)
- modelowanie i symulacje efektow elektrofizjologicznych politerapii wynikajgcych z
interakcji farmakokinetycznych i farmakodynamicznych na poziomie populacji (P4,
PS, P6)

e modelowanie i symulacje efektéw elektrofizjologicznych interakcji lekdw i choroby (P8)
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2.3. Wykaz skrétéw

ANN - sztuczna sie¢ neuronowa (ang. artificial neural network)

AP - potencjat czynnosciowy (ang. action potential)

AUC - pole powierzchni pod krzywa stezenie-czas (ang. area under the concentration-time curve)
CiPA - Comprehensive In vitro Proarrhythmia Assay

CSS - Cardiac Safety Simulator

DDI - interakcja lek-lek (ang. drug-drug interaction)

DDisl - interakcja lek-choroba (ang. drug-disease interaction)

EMA - European Medicine Agency

hERG - human ether-a-go-go-related gene

HR - rytm serca (ang. heart rate)

ICH - Miedzynarodowa Rada Harmonizacji Wymagan Technicznych dla Rejestracji Produktow
Leczniczych Stosowanych u Ludzi (ang. International Council on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use)

MISO - multiple input single output

MLP - preceprtony wielowarstwowe (ang. multilayer perceptron)

MON-MLP - monotoniczne perceptrony wielowarstwowe

NF - systemy neuronowo rozmyte (ang. neuro-fuzzy systems)

NRMSE - znormalizowany btad sredniokwadratowy (ang. normalised root mean square error)
PBPD - oparta o fizjologie farmakodynamika (ang. physiologically based pharmacodynamics)
PBPK - oparta o fizjologie farmakokinetyka (ang. physiologically based pharmacokinetics)

PD - farmakodynamika

PK - farmakokinetyka

QSAR - ilosciowa zaleznos¢ struktura-aktwnos¢ (ang. Quantitative Structure-Activity Relationship)
QSP - ilosciowa farmakologia systemdw (ang. Quantitative Systems Pharmacology)

QST(S) - Quantitative Systems Toxicology (and Safety)

QTc - odstep QT korygowany o rytm serca

RF - las losowy (ang. random forest)

RMSE - bfad sredniokwadratowy (ang. root mean square error)

SD - odchylenie standardowe (ang. standard error)

SMO - sequential minimal optimization

SVM - metoda wektoréw nonych (ang. support vector machine)
10-CV - metoda 10-krotnego wzajemnego sprawdzania (ang. 10-fold cross-validation)

TdP - torsades de pointes
TQT - thorough QT trial

WEKA - Waikato Environment for Knowledge Analysis
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2.4. Wprowadzenie

Celem procesu odkrywania i rozwoju lekéw jest zapewnienie pacjentom bezpiecznej i skutecznej terapii.
Kazdy lek zanim zostanie wprowadzony na rynek musi przejsé przez wieloetapowy, rozpoczynajacy sie
juz na wczesnych etapach rozwoju, oparty na danych, rygorystyczny i kompleksowy, proces oceny
bezpieczerstwa. Taka strategia oceny bezpieczenstwa jest skuteczna w identyfikacji dziatan toksycznych
na roznych etapach rozwoju leku. Niemniej jednak, mimo restrykcyjnych regulacji i procedur, proces
oceny bezpieczenstwa leku nie zapewnia bezpieczenstwa farmakoterapii dla catej populacji pacjentéw.
We wczesnych latach 90. XX wieku wycofano z obrotu kilka waznych i skutecznych lekow ze wzgledu na
ich potencjalne zagrazajgce zyciu dziatania niepozadane (wydtuzanie odstepu QT i arytmia torsade de
pointes (TdP)). Fakt ten podkreslit niedostatki obecnie obowigzujgcej w procesie rozwoju leku strategii
oceny bezpieczenstwa kardiologicznego. Jeszcze do niedawna kardiotoksycznos$é (szczegdlnie dziatanie
proarytmiczne), byta jedng z gtéwnych przyczyn niepowodzen na pdzinych etapach rozwoju leku i
gtownym czynnikiem powodem wycofan z obrotu czy wprowadzania ograniczen stosowania lekéw [1,
2]. W 2005 roku, Miedzynarodowa Rada Harmonizacji Wymagan Technicznych dla Rejestracji
Produktow Leczniczych Stosowanych u Ludzi (ang. International Council on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use - ICH) opracowata dwa zbiory
wytycznych dotyczacych oceny ryzyka dziatania proarytmicznego [3, 4]. Zaproponowane w
dokumentach S7B i E14 i niedtugo potem zaimplementowane i obecnie powszechnie stosowane przez
przemyst farmaceutyczny badania przedkliniczne i kliniczne opierajg sie na zaobserwowanej korelacji
pomiedzy wydtuzeniem odstepu QT w zapisie elektrokardiograficznym a ryzykiem wystgpienia arytmii
typu TdP u pacjentow. Jednoczesnie wykazano takze, ze w wiekszosci przypadkdéw wydtuzenie odstepu
QT mozna powigzac¢ z inhibicjg kodowanego genem hERG (human ether-a-go-go-related gene) kanatu

potasowego w komadrkach miesnia sercowego (Kv11.1) [5-7].

Przyimuje sie, ze dtugos¢ skorygowanego o rytm serca odstepu QT (QTc) >500 ms lub jej zmiana w
stosunku do wartosci wyjsciowej >60 ms wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem wystgpienia arytmii TdP.
Wartosci te sg zwykle stosowane jako graniczne przy podejmowaniu decyzji o przerwaniu podawania
leku lub redukcji dawki zaréwno w badaniach klinicznych jak i w klinice [4, 8-13]. Z kolei na wczesnych
etapach rozwoju, wskaznikiem wfasciwosci proarytmicznych kandydata na lek, jest potencjat
blokowania kanatu hERG. Jest on oceniany jest na podstawie wartosci stezenia leku powodujgcej
zmniejszenie pradu potasowego zaleznego od hERG o potowe (ICsp) i stanowi podstawe podejmowania
decyzji o przerwaniu lub kontynuacji badan [8, 14-16]. Strategia minimalizacji ryzyka oparta o te
markery wykazata swojg skutecznosé w zapobieganiu dopuszczeniu do obrotu lekdw proarytmicznych.
Kosztem tego sukcesu jest jednak ryzyko odrzucenia (nie zawsze koniecznego) czasteczek, ktore
mogtyby stac sie uzytecznymilekami, a wiec ograniczenie pacjentom dostepu do nowych terapii, a takze
znaczny wzrost kosztéw procesu opracowania nowego leku. Stad tez rosngca $wiadomosé

niedoskonatosci tych markerdw i zastrzezenia co do ich predyktywnosci [17-20].

Znane sg przyktady lekow bedacych silnymi inhibitorami kanatu hERG a jednoczesnie pozbawionych

ryzyka wywotywania arytmii (m.in. werapamil, amiodaron, czy flunaryzyna) i odwrotnie, powazne

8
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zaburzenia elektrofizjologii kardiomiocytow wywotane przez leki bedgce stabymi inhibitorami hERG
(m.in. sotalol, aluzosyna) [21-23]. Przyktady te swiadczg o niewystarczajgcej specyficznosci testow
opartych o ocene potencjatu blokowania kanatu hERG [21-23]. Wydtuzenie czasu repolaryzacji (w
zapisie EKG reprezentowanego przez odstep QT) moze wynikaé z redukcji netto prgdu odkomérkowego.
Dlatego najczesciej powodem btednej oceny potencjatu proarytmicznego danej substancji jest
posiadanie przez nig potencjatu jednoczesnego blokowania takze innych niz hERG kanatdw jonowych
serca, takich jak kanat KCNQ dla wolnego pradu potasowego (lks), kanat wapniowy (prad Ca?* typu L -
lcal) i/lub kanatéw sodowych (prad Ina) [5, 24-27]. W zwigzku z powyzszym, podjeto w ostatnim czasie
inicjatywe o nazwie Comprehensive In vitro Proarrhythmia Assay (CiPA) majgca na celu modyfikacje,
modernizacje i standaryzacje istniejgcych metod przedklinicznej, opartej o pomiary blokowania hERG,
oceny bezpieczenstwa kardiologicznego, miedzy innymi poprzez pomiary i ocene efektéw interakcji leku

z wieloma kanatami jonowymi, zaréwno w warunkach in vitro jak i in silico [17, 28-31].

Ponadto zaleznos¢ pomiedzy wydtuzeniem odstepu QT i arytmii jest ztozona, warunkowana nie tylko
samymi wtasciwosciami i dawkg danego leku, ale rowniez czynnikami zaleznymi od pacjenta [17, 32—
36]. Biorgc pod uwage zmiennos¢ w populacji pod wzgledem wieku, ptci, grup etnicznych, konstytucji
genetycznej, chorobowosci, w tym uposledzonej funkcji nerek czy watroby, zaburzen elektrolitowych,
oczywistym jest, ze rowniez indywidualne ryzyko rozwoju arytmii polekowej w populacji bedzie
zmienne. Potwierdza to analiza przypadkéw polekowej arytmii TdP, w ktorych czesto zidentyfikowad

mozna dodatkowe zewnetrzne czynniki przyczyniajgce sie do jej rozwoju [12, 37, 38].

Wreszcie, ztozonos¢ problemu oceny ryzyka arytmii jest dodatkowo zwiekszana rzeczywistosScig
kliniczng. Jednym z potencjalnie istotnych, zewnetrznych czynnikdéw wptywajgcych na indywidualng
zmiane elektrofizjologii serca u pacjenta, jest jednoczesne stosowanie dwdch lub wiecej lekéw. Kliniczne
przypadki arytmii TdP czesto zwigzane sg ze zjawiskiem politerapii i interakcjami pomiedzy
przyjmowanymi réwnoczesnie lekami (DDI), prowadzgcymi do wydtuzenia odstepu QT [10, 13, 39—-42].
Z drugiej strony niektére interakcje lekowe mogg zmniejszac¢ lub eliminowaé niepozadane objawy
zwigzane ze stosowaniem jednego ze skojarzonych lekow [10, 43—-47]. Zmiana ryzyka wystgpienia
dziatan niepozgdanych moze by¢ spowodowana zaréwno zmiang farmakokinetyki (PK) - obejmujaca
procesy ADME, jak i interakcjg farmakodynamiczng (PD) — skutkujgcg zmiang zaleznosci dawka-efekt.
Ryzyko wystgpienia u pacjenta interakcji prowadzgcej do wydtuzenia odstepu QT wigze sie z czestoscia
zjawiska politerapii w praktyce klinicznej oraz witasciwoscig kanatu hERG umozliwiajgcg wigzanie

roznorodnych struktur chemicznych, nalezacych do wielu réznych klas terapeutycznych [48-50].

Kompleksowa i wiarygodna ocena potencjatu proarytmicznego leku wymaga uwzglednienia wielu
roznorodnych czynnikéw zwigzanych z lekiem i pacjentem. Cze$ciowo zostato to uwzglednione w
zaproponowanych niedawno zmianach paradygmatu oceny bezpieczeistwa kardiologicznego
(inicjatywa CiPA), miedzy innymi poprzez wskazanie koniecznosci oceny interakcji lekow z wieloma
kanatami jonowymi serca i ich wptywu na elektrofizjologie komdrek komorowych ludzkiego serca za
pomocg metod in silico i testéw in vitro z wykorzystaniem m.in. ludzkich kardiomiocytéw indukowanych

z pluripotencjalnych komadrek macierzystych [28, 51-53]. W celu rzetelnej oceny ryzyka wystgpienia
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arytmii, informacje dostarczone przez eksperymenty w warunkach in vitro i in silico muszg zostac
zintegrowane z danymi dotyczgcymi pacjenta, w tym miedzy innymi z oceng potencjalnych interakcjami
miedzy lekami. Formalne regulacje dotyczace analizy interakcji lekowych dotyczg niemal wytgcznie ich
komponenty farmakokinetycznej [54]. Czestos¢ wystepowania klinicznie istotnych interakgcji
farmakodynamicznych jest znacznie nizsza niz interakcji wynikajgcych ze zmian farmakokinetyki jednego
ze skojarzonych lekdéw, nie nalezy jednak ich lekcewazyé, gdyz z punktu widzenia bezpieczenstwa
pacjentow mogg miec istotne znaczenie [55]. Wytyczne Europejskiej Agencji Lekow (EMA) zalecajg
badania efektéw interakcji farmakodynamicznych w przypadku, gdy dwa leki konkurujg o ten sam cel i
istnieje prawdopodobienstwo, ze bedag stosowane jednoczesnie [56]. Kryteria te spetniajg leki
wykazujgce potencjat wydtuzania odstepu QT. Jednakze liczba mozliwych kombinacji lekéw potencjalnie
proarytmicznych jest praktycznie nieograniczona, co sprawia, ze ocena wszystkich potencjalnych

scenariuszy w badaniach klinicznych nie jest wykonalna.

Przedstawione powyzej fakty wskazujg na potrzebe i przestrzen do stosowania metod biosymulacji.
Biosymulacja, w tym modele QSP, QST(S) (ang. Quantitative Systems Pharmacology/Toxicology and
Safety) znajduje wiele zastosowan w procesie odkrywania i rozwoju leku [57]. Metody biosymulacji
poprzez integracje rozlegtej i szczegdtowej wiedzy, osiggnie¢ biologii systemow, farmakokinetyki i
farmakodynamiki z technikami modelowania komputerowego, mogg efektywnie wspomagaé proces
decyzyjny zardwno podczas badan jak i oceny przez organy regulatorowe. Z tego powodu metody
modelowania i symulacji sg postrzegane jako istotny element nowoczesnego procesu opracowywania
lekéw i oceny ich bezpieczenstwa i sg coraz czesciej stosowane przez przemyst farmaceutyczny, a ich
wykorzystanie jest promowane i wspierane przez Swiatowe instytucje zajmujgce sie rejestracjg

produktéw leczniczych [58—63].

W niniejszej pracy stworzono hybrydowe modele matematyczne, integrujgce wiedze z wielu dyscyplin,
w tym farmakologii, biologii systemdw, elektrofizjologii/fizjologii i matematyki oraz tgczace rdzne
metody (tj. QSAR, PBPK, QSP) w celu kompleksowej oceny efektéw elektrofizjologicznych kombinacji

lekéw na réznych etapach ich rozwoju.
2.5. Wyniki badani zwigzanych z osiggnieciem naukowym w postepowaniu habilitacyjnym

2.5.1. Modele typu enhanced-QSAR pozwalajgce na ocene interakgji lekéw z kanatami jonowymi
serca

Narzedzia obliczeniowe mogg wspomagac ocene potencjatu proarytmicznego projektowanych lekéw na
bardzo wczesnych etapach prac badawczo-rozwojowych dajgc mozliwosé efektywnej i ekonomicznej
analizy bibliotek zwigzkéw chemicznych. Metody in silico oferujg znacznie wiekszg w pordwnaniu z
testamiin vivo iin vitro, wydajnosc skriningu czasteczek, a ponadto doswiadczenia z ich wykorzystaniem
mogga by¢ przeprowadzane zaréwno na realnie istniejgcych, zsyntetyzowanych czgsteczkach jak i na
czgsteczkach wirtualnych, co daje mozliwo$¢ ich wykorzystania juz na etapie projektowania leku.
Narzedzia obliczeniowe pozwalajg w krotkim czasie przeanalizowad liczne substancje i dowolnie szeroki

zakres stezen. Dzieki temu do etapu syntezy czy badan in vitro wybierane sg te najbardziej obiecujace.
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Doswiadczenia in silico mogg réwniez dostarcza¢ informacji wspomagajacych projektowanie i

optymalizacje doswiadczen in vitro i in vivo wykonywanych na dalszych etapach.

Komorowy potencjat czynnosSciowy (ang. action potential — AP) jest wypadkowsg przeptywu
dokomodrkowych (depolaryzujgcych) oraz odkomorkowych (repolaryzujgcych) pradéw przez btone
kardiomiocytow (Wykres 1). Generowanie réznicy potencjatdéw miedzy zewnetrzng i wewnetrzng
powierzchnig btony komdérek serca zalezy w najwiekszym stopniu od zmian stezenia jondw sodowych,
potasowych, wapniowych i chlorkowych (Na*, K*, Ca*, Cl'). Faza O potencjatu czynnosciowego jest
efektem aktywacji dwdch pradow dokomdrkowych, Ina oraz lca. Depolaryzacja btony aktywuje prad
potasowy odpowiedzialny za terminacje fazy O i repolaryzacje btony. W fazie 1 uczestniczy takze
przejsciowy odkomaodrkowy prad potasowy - li.. Faza plateau (2) charakteryzuje sie rownowagg pomiedzy
pradami odkomaorkowymi (szybkim i wolnym prgdem potasowym, Ix: i lxs) oraz prgdami dokomérkowymi
(péZnym pragdem sodowym i wapniowym typu L, Ina i lcat). W fazie tej moze takze uczestniczy¢ wymiennik
sodowo-wapniowy (Incx). Za koncowa faze (3) potencjatu czynnosciowego oraz powrdt do potencjatu

spoczynkowego (faza 4) odpowiadajg prady potasowe lxr oraz ;.

4 Fazal

Faza 2

I [
to Ccal
kvd.3) (Cav1.2) INa
(scNsA) Inasca
|

Na
(Nav1.2)

Phase 0 \

Faza 3

Potencjat btonowy

(Kv11.1,hERG) Faza 4

I l{

(Kir2.1)

Czas

Wykres 1. Rola kanatdow jonowych w powstawaniu potencjatu czynnosciowego kardiomiocytu

komorowego.

Kluczowe znaczenie kanatu potasowego hERG we wczesnej ocenie bezpieczenstwa kardiologicznego
lekéw zaowocowato znacznym zainteresowaniem i liczbg prac poswieconych tworzeniu modelu in silico
blokowania kanatu hERG do wykorzystania w procesie rozwoju lekéw [64, 65]. Pozostate kanaty jonowe
wystepujgce w komadrkach miesnia sercowego nie cieszyty sie podobnym zainteresowaniem. Zgodnie z
mojg wiedzg, baza danych, ktérej jestem wspdttwdrcg, zbierajgca wyniki opisujgce blokowanie kanatow
waphniowych typu L, sodowych oraz potasowych KCNQ w warunkach in vitro jest jedynym publicznie
dostepnym zrédtem tego rodzaju informacji [66, 67]. Zgromadzone i opracowane dane stanowig
podstawe opracowanych modeli enhanced QSAR (ang. quantitative structure-activity relationship)
blokowania kanatéw jonowych przez leki, a takze aktualizacji opracowanego wczesniej modelu dla
kanatu hERG [P1, P2, P3] [51, 52]. Wyniki generowane przez modele pojedynczych kanatéw mogg by¢
wykorzystane jako dane wejsciowe dla modeli elektrofizjologii kardiomiocytéw, pozwalajgc na

symulacje AP czy nawet zapisu EKG [70].
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Dla kazdego kanatu jonowego, tj. Na,1.5, Ca,1.2 oraz K,7.1, odpowiadajgcego odpowiednio za prad
sodowy (Ina), wapniowy (lcal) oraz wolng komponente odkomdérkowego pradu potasowego (lks),
zgromadzono i przeanalizowano dane, ktére nastepnie zostaty wykorzystane do budowy modeli

predykcyjnych.

Podczas budowy bazy danych i analizy zgromadzonych informacji zwrécono uwage na znaczng
heterogennos$é wartosci ICsop mierzonych z wykorzystaniem réznych modeli oraz w roznych warunkach
doswiadczalnych [P1, P2, P3](71, 72]. Przyczyna tych rozbieznosci jest brak okreslonych standardowych
protokotow doswiadczen in vitro [55,56] powodujgcy znaczne zréznicowanie wynikdw otrzymywanych
w réznych laboratoriach. Homogennosé danych jest kluczowa dla wydajnosci i zdolnosci predykcyjnych
modeli in silico, dlatego tez selekcja danych wykorzystywanych do ich budowy powinna uwzglednia¢
ocene warunkéw doswiadczalnych w jakich zostaty pozyskane. W przypadku heterogennych,
pozyskanych ze Zrodet literaturowych, zbioréw danych autorzy stosujg rdznorodne techniki
ujednolicania rozbieznych wynikéw oznaczen dla poszczegdlnych substancji [75—77]. Jednak, procedury
taczenia wielu obserwacji w jeden rekord redukujg naturalng zmienno$¢ i mogg by¢ Zrédtem
niepewnosci w modelu. Ten sam skutek daje podejscie konserwatywne, tj. wybdr najnizszej
obserwowanej w pomiarach in vitro wartosci ICso. Wskazuje to na koniecznosé stosowania jednorodnych
zbioréw danych, uzyskanych z zastosowaniem jednolitej metodyki, optymalnie pochodzgcych z jednego
laboratorium [78, 79]. Powstaje jednak pytanie czy model zbudowany w oparciu o takie podejscie moze
byc¢ zastosowany do ekstrapolacji nie tylko poza przestrzen chemiczng zbioru uczgcego, ale takze poza
warunki oznaczen in vitro zastosowane do wygenerowania danych. Wynikiem powyzszych obserwacji i
rozwazan byto zaproponowanie rozszerzonych modeli QSAR (ang. enhanced QSAR) korelujgcych
opisujgce czasteczke deskryptory fizykochemiczne i strukturalne z jej potencjatem blokowania kanatu

jonowego z uwzglednieniem parametrow doswiadczen in vitro [P1, P2, P3].
Procedura budowy modelu byta podobna dla wszystkich kanatow jonowych i obejmowata:
- gromadzenie danych
- budowe bazy danych i pre-procesing danych
- analize wrazliwosciowg i selekcje zmiennych
- budowe i weryfikacje modelu
Gromadzenie danych

Przeglad literatury, ktérego celem byto zgromadzenie eksperymentalnych wartosci ICso dla substancji
blokujacych wybrane kanaty jonowe, wykonano z wykorzystaniem bibliograficznych baz danych Scopus,
Medline oraz Google Scholar. Stowa kluczowe wyszukiwane w tytule, abstrakcie oraz stowach
kluczowych obejmowaty: ‘{skrét nazwy pradu} lub ‘{petna nazwa pradu}’ lub ‘{nazwa jonu} channel’ lub
‘{nazwa jonu} current’ lub ‘{skrét nazwy kanatu}’ lub ‘{nazwa genu kodujacego biatko kanatu jonowego}’
oraz ‘ICso’. Nie stosowano ograniczenia czasowego. Jesli nie uzyskano zadnych wynikow dla kombinacji

stéw kluczowych z nazwg leku, powtarzano wyszukiwane z uzyciem nazwy klasy, do ktérej lek nalezy.
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Oceniono wszystkie dostepne publikacje anglojezyczne. W przypadku, gdy raportowana wartosc 1Cso

zostata zmierzona przez autoréw publikacji, zapisywano jg w przygotowanym arkuszu programu Excel,

w przeciwnym razie szukano publikacji zrédtowej. W analizowanych publikacjach poza wartoscig 1Cso

poszukiwano takze dodatkowych informacji (Tabela 1).

Tabela 1. Opis informacji gromadzonych dla poszczegdlnych prqgddw jonowych.

Prad jonowy
Parametr [jednostka]
leat ke Iks  Ina  Opis
Dla linii komodrkowych z heterologiczng
ekspresjg podjednostek kanatu: nazwa genu
h It + + + L
channeltype kodujgcego lub nazwa kanatu i Zrodto
pochodzenia
Model komérkowy wykorzystany do ekspres;ji
in vitro cell model N N N N podjednostek kanatu lub zrédto
kardiomiocytéw (np. HEK, CHO, XO, guinea pig
ventricular myocyte)
stimulation frequency [Hz] + + Liczba impulséw stymulujgcych na sekunde
) Metoda ekspresji kanatu w komadrkach (stabilna
transfection type + + + + o
lub przejsciowa)
o Temperatura utrzymywana podczas
temperature [°C] + + + + L. .
doswiadczen
technique + + + + Technika rejestracji pradu
Ca2+ bath [mM] N ) Ste;ienig jonow Iwapniowych w roztworze
omywajgcym komorki
K+ bath [mM] ) N N ) Ste;ienig jonow ,pgtasowych w roztworze
omywajgcym komorki
Na+ bath [mM] ) N Ste;ienig jonow , sgdowych W  roztworze
omywajgcym komorki
1 pulse [ms] N N N N Czas trwania pierwszego pulsu w protokole typu
step
£2 pulse [ms] N N N N Czas trwania drugiego pulsu w protokole typu
step
holding potential [mV] + + + +  Woyjsciowa wartos¢ potencjatu btonowego
depolarization potential [mV] + + + + Napiecie pradu depolaryzujgcego
repolarization potential [mV] + + + + Napiecie pradu repolaryzujgcego
measurement potential [mV] N N N N Wartosc potengafu b’rgnoyvego, przy ktorym
dokonano pomiaru natezenia pradu
orotocol N N N N Rodzaj protokotu uzytego do wyzwolenia pradu
(np. step, AP, ramp)
\Cso [UM] N N N N Stezenie substancji powodujgce zmniejszenie

rejestrowanego pradu o potowe
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Budowa bazy danych i pre-procesing danych

Do dalszych etapdéw budowy modeli wykorzystano tylko rekordy, dla ktérych pozyskano komplet
informacji. Rekordy niepetne, opisujgce eksperymenty wykonane w niefizjologicznym zakresie pH lub w
ktorych komorki byty inkubowane z lekiem przez dtuzszy czas, lub w ktorych stosowano komorki
mrozone zostaty wykluczone ze zbioru danych. Zgodnie z zatozeniami modelu (w przypadku substancji
optycznie czynnych model przewiduje efekt racematu) wykluczono réwniez rekordy dotyczace

enancjomerow.

Dla wszystkich substancji wtgczonych do bazy danych uczacych dla modelu wyznaczono deskryptory
struktury  chemicznej oraz  wifasciwosci  fizykochemicznych  przy  uzyciu  algorytmow
zaimplementowanych ~w  Marvin  Calculator  Plugins  5.5.0.1 Chemaxon (Chemaxon,
www.chemaxon.com) [P1, P2] oraz oprogramowania typu open-source - PaDEL Descriptor [80] [P3]. Pliki
opisujgce planarng (2D) strukture chemiczng czasteczek zostaty pobrane z biblioteki PubChem
Compound [81] lub wygenerowane z uzyciem narzedzia Marvin ChemSketch do rysowania struktur
chemicznych [82]. Decyzja o zmianie narzedzia generujgcego deskryptory podjeta w trakcie prac nad
modelami, byta podyktowana planowanym ich wykorzystaniem jako elementu komercyjnego narzedzia
oceny kardiotoksycznosci — platformy ToxComp (obecnie Cardiac Safety Simulator). Wymodg
dostarczania przez uzytkownika danych wejsciowych generowanych przez zewnetrzne licencjonowane
oprogramowanie mogthy ograniczy¢ dostepnos$¢ i uzytecznos$¢ platformy ToxComp. Efektem
wprowadzonej zmiany, a wiec wykorzystania innego niz dotychczas zbioru deskryptoréow, byta
konieczno$¢ przebudowania wszystkich modeli [P3]. Niezaleznie od wykorzystywanego Zrédta
deskryptoréw, kolejnym etapem budowania modeli byto przetwarzanie danych i porzgdkowanie bazy.
Etap ten obejmowat usuwanie rekordow, dla ktérych zestaw wygenerowanych deskryptoréw byt
niekompletny oraz parametrow, ktore dla wszystkich rekordow miaty jednakowg wartos¢, lub wartosé
nienumeryczng. W przypadku parametréow doswiadczen in vitro wszystkie zmienne kategoryczne

zostaty przeksztatcone w numeryczne przez przypisanie numeru klasy.
Analiza wrazliwoéciowa i selekcja zmiennych

W efekcie dziatania procedury generowania i przetwarzania bazy danych otrzymano wektory wejsciowe
ztozone z 110 do 498 zmiennych niezaleznych, w zaleznosci od modelu. W celu redukcji rozmiaru
wektorow wejsciowych i wybrania zmiennych kluczowych dla modelu przeprowadzono analize
wrazliwosciowa. W przypadku deskryptoréw wygenerowanych przy uzyciu oprogramowania Marvin,
analize wykonano wedtug algorytmu opracowanego przez Zurade z poprawkami zaproponowanymi
przez Mendyka [83, 84], a w przypadku deskryptoréw PaDEL analize przeprowadzono z uzyciem
programu fscaret [85]. W obydwu przypadkach na podstawie wzglednej istotnosci poszczegdlnych
zmiennych dla predykcji modelu generowany jest ich ranking, a nastepnie wybierany jest optymalny
zbiér danych uczacych, tj. zbiér o najmniejszej liczbie zmiennych dajgcy najnizszg wartos¢ btedu
generalizacji. Przeprowadzona analiza wrazliwosciowa pozwolita na istotne zmniejszenie rozmiarow

wektorow wejsciowych modeli (Tabela 2).
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Budowa i weryfikacja modeli

Zadaniem modeli byto znalezienie zaleznosci pomiedzy strukturg czasteczki i jej witasciwosciami
fizykochemicznymi wraz z parametrami doswiadczenia in vitro a jej potecjatem blokowania danego
pradu jonowego. Jako modelowany punkt kofcowy wybrano ujemny logarytm z molowego stezenia

substancji powodujgcego zahamowanie pradu ptyngcego przez kanat jonowy o potowe (plCso).

Do budowy wszystkich modeli wykorzystano sztuczne sieci neuronowe (ANN) [P1, P3]. W przypadku
modelu IKs testowano réwniez algorytmy: SMOreg (ang. sequential minimal optimization regression),
Random Forests (RF) oraz systemy ekspertowe [P2]. Sztuczne sieci neuronowe i systemy neuronowo
rozmyte (NF) byty realizowane z zastosowaniem programu Nets2010/Nets2012 [P1/P2][86] oraz pakietu
R monmlp [87][P2, P3]. Modele oparte o algorytm RandomForest oraz SMOreg przygotowano w
programie WEKA - Waikato Environment for Knowledge Analysis [P2][88].

Sztuczne sieci neuronowe (ANN) — nieliniowe, samoadaptujgce sie systemy przetwarzania informacji
zainspirowane strukturg i funkcjonowaniem neurondéw [89]. W pracy wykorzystano jeden z
najpopularniejszych typéw ANN - perceptrony wielowarstwowe (ANN-MLP), o architekturze
ztozonej z jednej do czterech warstw ukrytych oraz dwoma do stu weztdw w poszczegdlnych
warstwach. Stosowano cztery funkcje aktywacji: liniowg (lin), tangens hiperboliczny (tanh),
logistyczng (sigma) oraz logarytmiczng (fsr) wg Bilskiego [90]. Sieci uczono metodg wstecznej
propagacji btedu (back propagation - BP) ze wskaznikiem uczenia 0.65 oraz wykorzystaniem techniki
momentum (0.3), delta-bar-delta i jog-of-weights. Liczba iteracji w procesie uczenia wynosita od
5000 do 2 000 000 [P1, P2]. W zwigzku ze zmiang oprogramowania wykorzystywanego do budowy
modeli dla pradu Ik, lks, Ina, Oraz lca, modyfikacji wymagaty takze parametry uczenia sieci
neuronowych. Modele realizowane w $rodowisku R sktadaty sie z dwdch warstw ukrytych oraz od
trzech do trzydziestu dwdch weztdw w warstwie. Jako funkcje transformujgce stosowano tangens
hiperboliczny dla warstw ukrytych oraz funkcje liniowa dla warstwy wyjsciowej. Ostateczne modele
sg systemami ztozonymi (ang. ensemble method) z 10 sieci o takiej samej architekturze. Kazdy z
elementéw zespotu byt trenowany pieciokrotnie (liczba iteracji wynosita 100, 500, 1000, 2000 i

5000), a nastepnie najlepsza sie¢ byta wybierana do ostatecznego modelu [P3].

Monotoniczne perceptrony wielowarstwowe (MON-MLP) — architektura sieci bedgcych modyfikacjg
MLP-ANN [91] skfadata sie z dwdch warstw ukrytych zbudowanych z dwoch do dwudziestu
neurondw oraz tangensem hiperbolicznym jako funkcjg aktywacji. Sieci MON-MLP trenowane byty
za pomocg algorytmu grupujacego (ang. bagging) budujgcego zespoty sieci ztozone z pieciu do
piecdziesieciu elementow. Agregacja wynikéw poszczegdlnych elementéw zbioru polega na

usrednieniu wszystkich wynikéw [P1, P3].

Systemy neuronowo rozmyte (NF) —to systemy hybrydowe tgczgce zdolnosci samouczenia sie ANN
z opartg o reguty wykorzystujgce logike rozmytg architekturg systemdéw rozmytych. Wykorzystano
systemy MISO (ang. multiple input single output) Mamdaniego ztozone z pieciu do stu neurondow

ukrytych z liniowg funkcjg aktywacji oraz metodg defuzyfikacji M-SLIDE [92]. Parametry uczenia
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systemdw neuronowo rozmytych byty takie same jak dla ANN-MLP realizowanych z zastosowaniem
oprogramowania Nets 2010/2012 [P1, P2, P3].

SMOreg —algorytm wykorzystujgcy metode wektorédw nosnych (ang. support vector machine - SVM)
do estymacji regresji. Do uczenia SVM z jagdrem wielominowym zastosowano algorytm SMO (ang.
sequential minimal optimization) [93, 94]. Atrybuty nominalne zostaty automatycznie

przeksztatcone w binarne [P2].

Lasy losowe (RF) — zespoty drzew losowych, w ktérych decyzja klasyfikacyjna jest kombinacjg decyzji
pojedynczych drzew. Wszystkie drzewa uczone byty za pomocg losowo konstruowanych wektorow
wejsciowych (identycznych dla wszystkich jednostek). Btgd generalizacji lasu losowego jest

uzalezniony od sity (wielkos$¢ btedu klasyfikacji) i korelacji drzew [95][P1, P2, P3].

Systemy ekspertowe — kombinacje liniowe systeméw MPL, NF, SMOreg, i RF. Podczas testowania
systeméw ekspertowych ich ostateczna decyzja byfa srednig arytmetyczng predykcji elementow

sktadowych systemu [P2].

tacznie w celu wybrania optymalnego modelu wytrenowano i przetestowano kilkadziesigt tysiecy
modeli. W kazdym przypadku najlepszy model wybierany byt na podstawie najnizszej wartosci btedu
generalizacji wyrazonego jako warto$¢ RMSE/NRMSE (Réwnanie 1 i Rownanie 2) we wzmocnionej

procedurze 10-krotnego wzajemnego sprawdzania (ang. enhanced 10-fold cross-validation — 10-CV).

i=1(pred; — obs;)?

RMSE =
n

Rownanie 1. obs;— wartosc¢ obserwowana, pred;— wartosc¢ przewidziana, i —numer rekordu danych, n —

catkowita liczba rekordow.

NRMSE RMSE; 100%
. = *
l pICSOmax - plcsomin ’

Rownanie 2. RMSE; — bfqd sredniokwadratowy dla rekordu i, pIC50mex — maksymalna wartos¢ ujemnego
logarytmu stezenia powodujgcego zahamowanie prqdu o potowe (ICsp), plC50min — minimalna wartosc

ujemnego logarytmu stezenia powodujgcego zahamowanie prqdu o pofowe (ICsp).

RMSE jest miarg btedu standardowo obliczang przez oprogramowanie wykorzystywane do budowy
modeli. Ze wzgledu na istotne rdznice zakresu minimalnych i maksymalnych wartosci plCso dla
poszczegdlnych pragddw jonowych pordwnanie wartosci RMSE pomiedzy modelami dla réoznych pradéw
jonowych jest niemozliwe. Dlatego zdecydowano sie w ocenie modeli postugiwaé wartoscig NRMSE,
ktdra poprzez uwzglednienie indywidulanych zakreséw wartosci ICso umozliwia wiarygodne pordwnanie
zdolnosci predykcyjnych. W procesie selekcji optymalnego modelu nie predefiniowano zadnych
kryteriow, wybor byt podyktowany najnizszg wartoscig btedu RMSE/NRMSE generowang przez model,

a w nastepnej kolejnoséci maksymalng wartoscig wspétczynnika determinacji R2.
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Standardowa procedura 10-krotnego wzajemnego sprawdzania polega na losowym podziale zbioru
uczacego na 10 rownolicznych podzbiordw. Jeden z utworzonych podzbioréw jest wykorzystywany jako
zbidr testowy dla modelu uczonego na dziewieciu pozostatych podzbiorach, procedura jest powtarzana
10-krotnie, tak ze kazdy z 10 podzbiordw jest zbiorem testowym tylko raz. Do oszacowania zdolnosci
predykcyjnych modelu wykorzystuje sie sredni wynik z 10 etapdw procedury 10-CV. W opisywanych
pracach zastosowano modyfikacje standardowej procedury 10-CV w celu zapewnienia najbardziej
wymagajgcego trybu testowania. Modyfikacja wynika bezposrednio z charakterystyki uzywanej bazy
danych, w ktorej wiele rekordow moze opisywac jedng substancje chemiczng, co oznacza, ze w
przypadku losowego podziatu rekordéw (standardowa procedura 10-CV) ta sama substancja moze
znalezé sie réwnoczesnie w zbiorze uczgcym i testowym utatwiajgc modelowi predykcje. Wprowadzona
modyfikacja procedury 10-CV polega na podziale zbioru danych wedtug substancji chemicznych a
nastepnie zastosowaniu grup jako instancji procedury 10-CV. W celu zapewnienia zblizonych rozmiarow
poszczegdlnych podzbioréw (liczba rekordow) zastosowano algorytm rozwigzujgcy problem
wieloplecakowy. Taka procedura zapobiega obecnosci tej samej struktury w zbiorze uczgcym i testowym

jednoczesnie i skutkuje mozliwoscig oceny petnej ekstrapolacji podczas budowy modelu.

Finalnym efektem prac zwigzanych z budowg rozszerzonych modeli QSAR byto: (1) udostepnienie on-
line bazy danych eksperymentalnie wyznaczonych wartosci ICso dla substancji badanych w kierunku
blokowania pragddéw jonowych (Tox-Portal; http://www.tox-portal.net) oraz (2) modele QSAR inhibicji
pradow Ina, lea, lks, Oraz lk, ktére zostaty zaimplementowane w komercyjnym programowaniu oceny

bezpieczenstwa kardiologicznego — systemie Cardiac Safety Simulator (CSS, Certara- Simcyp, UK).

Uaktualniana od momentu pierwszej publikacji baza danych [66] zawiera obecnie informacje na temat
713 substancji blokujgcych prad Ik (2204 rekordy), 224 substancji blokujgcych prad lks (341 rekordéw),
221 substancji blokujgcych prad Ina (609 rekorddéw), oraz 199 substancji blokujgcych prad lca (426

rekordéw).

Zardwno znaczaca zmiennos$é wartosci ICsp wyznaczanych w réznych warunkach czy z uzyciem réznych
modeli in vitro w bazie danych, jak i wyniki analizy wrazliwosciowej potwierdzajg, ze parametry
eksperymentu in vitro majg istotny wptyw na wartos$é mierzonej inhibicji pragdu wywotanej lekiem. Stad
whniosek, ze doktadny opis oraz opracowanie standardowych warunkdw pomiardw in vitro mogg by¢
kluczowe dla zdolnosci predykcyjnych modeli. Zaproponowano wiec nowe, uwzgledniajgce informacje
o eksperymencie in vitro, podejscie do budowy modeli interakcji leku z kanatem jonowym - modele

enhanced QSAR. Pozwolito to na opracowanie modeli o wysokich zdolnosciach predykcyjnych.

Ostateczne, wtgczone do platformy CSS modele powstaty z wykorzystaniem pakietu R monmlp i byty

systemami ztozonymi z réznych architektur sieci neuronowych.

Dla blokowania pradu lx najlepszym modelem okazat sie zbidr 4 architektur sieci neuronowych,

reprezentowanych z systemie ztozonym z 10 sieci neuronowych:

e architektura no. 1sie¢ z 6 i 2 weztami w kolejnych warstwach ukrytych

e architektura no. 2 sie¢ z 8 i 2 weztami w kolejnych warstwach ukrytych
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e architektura no. 3 sie¢ z 15i 2 weztami w kolejnych warstwach ukrytych

e architektura no. 4 sie¢ z 20i 3 weztami w kolejnych warstwach ukrytych

Najlepszy model blokowania pradu lgs réwniez sktadat sie z 40 elementdéw rowno reprezentowanych

przez 4 architektury:

e architektura no. 1. sie¢ z 4 i 4 weztami w kolejnych warstwach ukrytych
e architektura no. 2 sie¢ z 151 3 weztami w kolejnych warstwach ukrytych
e architektura no. 3. sie¢ z 15i 10 weztami w kolejnych warstwach ukrytych

e architektura no. 4. sie¢ z 20 i 3 weztami w kolejnych warstwach ukrytych
Najlepszym modelem blokowania pradu lca. byt system dwudziestoelementowy:

e architektura no. 1. sie¢ z 6 weztami w 2 kolejnych warstwach ukrytych

e architektura no. 2. sie¢ z 20i 7 weztami w kolejnych warstwach ukrytych

Natomiast dla blokowania pradu Iya najlepsze wyniki uzyskat system dziesiecioelementowy, ktérego

bazg byta architektura ztozona z 6 i 3 weztéw w kolejnych warstwach ukrytych sieci neuronowe;.

Opracowane modele interakcji lekdw z kanatami jonowymi majg wysokie zdolnosci predykcyjne. Btedy
generalizacji poszczegdlnych modeli oceniane w zmodyfikowanej procedurze 10-krotnego wzajemnego

sprawdzania przedstawia Tabela 3.

Tabela 3. Btedy generalizacji najlepszych modeli: btqgd sredniokwadratowy (RMSE) oraz znormalizowany
btgd sredniokwadratowy (NRMSE).

lkr Iks INa lcaL

RMSE 0.78 0.88 0.98 0.73
NRMSE 11.25% 14.35% 14.33% 22.08%

Pordownanie przewidzianych i obserwowanych wartosci pIC50 inhibicji poszczegdlnych pradéw
przedstawiono na wykresach 2-5.

W celu dodatkowej oceny zdolnosci predykcyjnych metod in silico skonfrontowano wyniki dziatania
najlepszego modelu inhibicji kanatu potasowego hERG z wysokosprawng technikg in vitro (PatchXpress).
Zdolnos$¢ obydwu metod do odtworzenia rezultatéw uzyskiwanych standardowg metodg — manualng
technikg patch clamp — w warunkach zblizonych do ustawiet metody PatchXpress oraz w warunkach
fizjologicznych [P3]. W obydwu scenariuszach obliczone wartosci RMSE sg nieznacznie nizsze dla
symulacji, jednak rdznice nie sg statystycznie istotne (test t-Studenta dla podobnych warunkéw: P =
0.492 oraz P =0.443 dla temperatury fizjologicznej) (Tabela 4). Predyktywnos¢ obu metod jest podobna,
jednak modelowanie oferuje dodatkowe zalety takie jak niski koszt czy mozliwos¢ testowania substancji
w réznorodnych warunkach doswiadczalnych. Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwos¢ wykorzystania
modeli enhanced-QSAR jako wydajnego narzedzia pozwalajgcego na pordwnanie potencjatu

proarytmicznego czgsteczek wchodzacych w sktad projektowanych czy zsyntezowanych bibliotek i
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wskazanie kandydatéw do dalszych etapdw badan lub wykluczenie struktur o nieakceptowalnym
potencjale blokowania hERG.

Wykres 2. Porownanie przewidzianej (symulowane Wykres 3. Poréwnanie przewidzianej (symulowane

plC50) oraz zmierzonej w warunkach in vitro plC50) oraz zmierzonej w warunkach in vitro

inhibicji prqdu hERG (in vitro pIC50). inhibicji wolnego prqdu potasowego (in vitro
plC50).
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Wykres 4. Pordwnanie przewidzianej (symulowane Wykres 5. Poréwnanie przewidzianej (symulowane
plC50) oraz zmierzonej w warunkach in vitro plC50) oraz zmierzonej w warunkach in vitro
inhibicji wolnego prqdu wapniowego (in vitro inhibicji wolnego prqdu sodowego (in vitro pIC50).
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Tabela 4. Poréwnanie wartosci btedu Sredniokwadratowego (RMSE) dla metody PatchXpress i symulacji
dla eksperymentéow w warunkach podobnych do parametrow PatchXpress oraz temperaturze

fizjologicznej.

Warunki podobne Temperatura fizjologiczna
PatchXpress Symulacja PatchXpress Symulacja
RMSE 0.82 0.62 0.83 0.69
Liczba substancji 38 39 31 31
P w tescie t-Studenta 0.91 0.53 0.06 0.28
Pearson R 0.70 0.85 0.78 0.72

Oparta o pomiary inhibicji kanatu hERG predykcja arytmii typu torsad daje niepoprawne wyniki w 30%
przypadkow. Kramer wykazat, ze ocena jednoczesnego blokowania wielu kanatéw przez lek poprawia
wartos¢ predyktywng oceny przedklinicznej dla ryzyka arytmii [96]. Stworzony zestaw modeli QSAR daje
mozliwos$¢ oceny interakcji leku z czterema najwazniejszymi kanatami jonowymi kardiomiocytéw
komorowych a dzieki temu gwarantuje lepszg, w porownaniu z oceng jednokanatowe] interakcji,
dyskryminacje pomiedzy czgsteczkami bezpiecznymi i potencjalnie proarytmicznymi. Ponadto
przewidziane punkty korncowe mogg zosta¢ uzyte jako wejscia dla bardziej ztozonych, opartych o
fizjologie, modeli opisujgcych elektrofizjologie komdrek serca, pozwalajac na ekstrapolowanie efektu
proarytmicznego z warunkéw in silico na sytuacje in vivo. Petniejsza ocena interakcji leku z kanatami
jonowymi daje podstawy do podejmowania bardziej swiadomych decyzji dotyczacych ryzyka, a przez to
unikniecia niepotrzebnego wykluczenia czgsteczek, ktore mogtyby stac sie bezpiecznymi i skutecznymi

lekami.

Aby zilustrowaé ten problem zaplanowano i wykonano symulacje efektow elektrofizjologicznych
werapamilu na poziomie populacji. W tym celu wykorzystano system Cardiac Safety Simulator (CSS,
Simcyp-Certara UK) implementujacy opracowane modele enhanced-QSAR [P2]. Modele enhanced-
QSAR s3 wykorzystywane dla czgsteczek, dla ktorych nie wyznaczono eksperymentalnych wartosci ICso
dla jednego lub kilku pradéw jonowych i umozliwiajg kompleksowg, rzetelng ocene ryzyka
proarytmicznego w populacji na wczesnych etapach odkrywania i rozwoju leku. Symulowanym punktem
koncowym byta warto$¢ odstepu QTcF (dtugosé odstepu QT korygowana o rytm serca metodg wg
Fridericia) oraz jego zmiana [97]. Jako danych wejsciowych dla modelu ciggu kardiomiocytow
komorowych [98-100] uzyto informacji o zaleznym od stezenia blokowaniu kanatéw jonowych
(przewidziane lub estymowane z raportowanego w literaturze réownania Hilla wartosci 1Cso) oraz
informacji o farmakokinetyce leku oraz charakterystyce populacji badanej [101]. Wartos¢ ICso
werapamilu dla kanatu hERG jest nizsza niz powszechnie przyjmowany prog bezpieczenstwa decydujgcy
o wykluczeniu substancji z dalszego rozwoju i wynosi 0.37 uM. Ponadto, jesli w ekstrapolacji in vitro-in
vivo uwzgledniony zostanie wptyw werapamilu tylko na kanat hERG, przewidziana dtugo$¢ odstepu QTcF
przed podaniem leku (baseline) wynosi 338.88 ms, a po jego zastosowaniu ulegata wydtuzeniu a $rednia

wartos¢ QTcF wynosita 351.17 ms. W badaniach klinicznych srednie wydtuzenie odstepu QT przez lek o
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5 ms (potwierdzone wartosciag gornej granicy 95% przedziatu ufnosci powyzej 10 ms) jest
interpretowane jako istotny wptyw na repolaryzacje komorek serca. W efekcie, nawet jesli werapamil
nie zostatby wycofany z rozwoju na wczesniejszych etapach, wywotana przez niego zmiana, wydtuzenie
odstepu QTcF o 12 ms zostataby zinterpretowana jako pozytywny wynik badania TQT i spowodowata
koniecznos¢ wykonania rozszerzonych badan elektrofizjologicznych w kolejnych etapach. Po
uwzglednieniu w symulacji interakcji werapamilu dodatkowo z kanatem Kv1.7, Navl.5 oraz Cal

obserwowano skrécenie odstepu QTcF (Tabela 5).

Tabela 5. Wyniki wirtualnego badania klinicznego werapamilu. Zmiana dtugosci odstepu QTcF przy
uwzglednieniu interakcji wytgcznie z kanatem hERG oraz ze wszystkimi kanatami jonowymi (hERG, Kv1.7,
Navl.5 and Cal).

QTcF [ms]
hERG cztery kanaty jonowe
(dane in vitro) (przewidziany CalL+dane in vitro)
Srednia min max srednia min max
Baseline 338.9 330.9 346.8 337.7 333.2 345.2
Werapamil 351.2 343.2 357.7 325.1 321.2 331.2

Wyniki wirtualnego badania klinicznego udowadniajg, ze ocena wptywu stosowania leku na dtugos¢
odstepu QT oparta jedynie o pomiary sity hamowania prgdu hERG prowadzi do btednych wnioskéw, w
tym przypadku przeszacowania ryzyka, i mozliwego niepotrzebnego wykluczenia z rozwoju obiecujgcych

struktur.

2.5.2. Modelowanie i symulacja efektéw elektrofizjologicznych politerapii na poziomie kanatu

jonowego oraz w populacji

Opisane wyzej wyniki przprowadzonych badan, wskazujg jak istotne jest uwzglednienie interakgji
wielokanatowych dla rzetelnej oceny bezpieczenstwa kardiologicznego leku. Na poziomie pacjenta,
predykcja ryzyka jest dodatkowo komplikowana przez rdznorodne czynniki, takie jak wiek, pte¢,
konstytucja genetyczna, stan zdrowia, dobowe zmiany rytmu serca czy stezen elektrolitéw. Modele
matematyczne szczegdtowo opisujgce fizjologie serca pozwalajg na uwzglednienie roznych Zrodet
zmiennosci wewnatrz- i miedzyosobniczej umozliwiajac ekstrapolowanie ryzyka kardiologicznego z
poziomu leku do poziomu populacji. Efektem wczesniej opisanych prac byto stworzenie
wielopoziomowego modelu QSTS (ang. Quantitative Systems Toxicology and Safety) umozliwiajgcego
translacje wynikdw wczesnej oceny ryzyka do sytuacji klinicznej [36, 102]. Platforma Cardiac Safety
Simulator integruje dane z badan in vitro (zmierzone eksperymentalnie lub przewidziane przy pomocy
modeli enhanced QSAR) z mechanistycznymi modelami elektrofizjologii kardiomiocytéw lewej komory

serca oraz bazami zawierajgcymi dane o fizjologii, genotypie i cechach demograficznych populacji. W
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efekcie CSS umozliwia modelowanie wywotanego lekiem wydtuzenia odstepu QT u ludzi i ocene ryzyka

populacyjnego z uwzglednieniem zmiennosci w populacji.

W warunkach klinicznych dodatkowym czynnikiem komplikujgcym ocene ryzyka kardiologicznego jest
politerapia i wynikajgce z niej interakcje lek-lek (DDI), ktérych efekt modyfikuje ryzyko zwigzane z
pojedynczym lekiem [10, 43—-46, 50, 103, 104].

Interakcja jako zaplanowany efekt i powdd potgczenia lekdw moze optymalizowad skutecznosé terapii i
zmniejszac¢ ryzyko dziatan niepozadanych. Kiedy jednak interakcja nie jest zamierzona i skutkuje
pojawieniem sie dziatan niepozgdanych, stanowi powazny problem zaréwno dla pacjenta jak i systemu
opieki zdrowotnej. Ze wzgledu na rosngcg czestos¢ politerapii w populacji oraz ryzyko wydtuzania
odstepu QT zwigzane z lekami reprezentujgcymi wiele klas terapeutycznych i struktur chemicznych,
ocena efektow interakcji lekowych w procesie oceny bezpieczenstwa kardiologicznego wydaje sie by¢
niezwykle istotna. W celu zobrazowania roli i potencjalnego znaczenia klinicznego kombinacji lekowych
dla bezpieczenstwa kardiologicznego, wykonano przeglad wynikéw opublikowanych badan klinicznych
dotyczacych farmakokinetycznych i/lub farmakodynamicznych interakcji lekowych i ich wptywu na
elektrofizjologie ludzkiego serca [P4]. Zastosowana strategia wyszukiwania z wykorzystaniem baz
PubMed i Scopus pozwolita zidentyfikowac¢ ponad 4500 publikacji, ktére poddano wstepnej ocenie
zgodnosci z celem badania. Proces oceny znalezionych publikacji ograniczyt liczbe publikacji do 76, ktore
spetniaty kryteria wtgczenia. Zmiana ryzyka wystgpienia dziatania niepozadanego jako efekt interakcji
moze wynika¢ ze zmian farmakokinetyki (PK) (procesy ADME) lub farmakodynamiki (PD) leku. W
procesie rozwoju leku, in vitro i w badaniach klinicznych, analizowane sg przede wszystkim interakcje
farmakokinetyczne [56]. Jak pokazujg zgromadzone i przeanalizowane informacje, w przypadku
niektérych interakcji obserwowane zmiany PK nie majg znaczacego wptywu na zmiane dtugosci odstepu
QTc, a stezenie leku we krwi nie koreluje liniowo z obserwowanym efektem elektrofizjologicznym
(Wykres 6). Wskazuje to na potrzebe uwzglednienia dodatkowych komponentdw, poza zmianami PK,
podczas oceny ryzyka proarytmii zwigzanego z politerapia.
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Wykres 6. Porownanie krotnosci zmian parametréw farmakokinetycznych (Cmax) i farmakodynamicznych

(QTc). Krotnosc¢ zmiany=CmeKombinacji_lekow/Cnaxleku oraz AQTcKombinacji_lekéw/AQTcleku.
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Analiza komponenty farmakodynamicznej interakcji lekowych jest znacznie trudniejsza niz komponenty
farmakokinetycznej, definiowanej jako zmiana parametréw PK (Cmax i AUC), przede wszystkim ze
wzgledu na mnogosc potencjalnych punktéw koncowych wymagajgcych oceny dla konkretnego efektu
klinicznego. W przypadku arytmii TdP, wydtuzenie odstepu QT moze by¢ wykorzystane jako stosunkowo
bezpieczny i tatwy do zmierzenia wskaznik efektu farmakodynamicznego interakcji, jednak liczba
kombinacji lekéw potencjalnie zwigzanych z wydtuzeniem odstepu QT jest praktycznie nieograniczona,
co uniemozliwia kompleksowg ocene komponenty PD interakcji w procesie rozwoju leku i badaniach
klinicznych. Ponadto, niemozliwe jest testowanie efektdw interakcji w szczegdlnych, istotnych z punktu
widzenia praktyki klinicznej, grupach pacjentdw, jak np. u pacjentdow w podesztym wieku, cierpigcych na
wiele schorzen lub krytycznie chorych, poddawanych politerapii, u ktérych ryzyko DDI jest znacznie
zwiekszone [105]. W konsekwencji wiele efektow niepozgdanych bedgcych wynikiem interakcji
lekowych ujawnia sie dopiero po zarejestrowaniu i wprowadzeniu leku na rynek. Mozliwos¢ badania
szerokiego zakresu kombinacji z wykorzystaniem réznego typu danych oferuje zastosowanie w ocenie
interakcji lekowych modeli komputerowych [106—-112]. Z tego wzgledu stworzony zostat model typu
Quantitative Systems Toxicology and Safety (QSTS) umozliwiajgcy predykcje ryzyka proarytmii poprzez
potgczenie informacji o wtasciwosciach fizykochemicznych i strukturalnych (modele enhanced-QSAR),
danych in vitro, opartych o fizjologie modeli farmakokinetycznych (PBPK, zaimplementowane w
platformie Simcyp Simulator; Certata-Simcyp, UK) i farmakodynamicznych (PBPD, zaimplementowanych
w platformie Cardiac Safety Simulator; Certara-Simcyp, UK) oraz modeli zmiennosci populacyjnej.
Uzytecznos¢ modelu i jego zdolnosci predykcyjne zostaty przetestowane z wykorzystaniem terfenadyny
[PS].

Terfenadyna jest przyktadem leku, dla ktdrego ekstrapolacja in vitro-in vivo jest skomplikowana i
wymaga podejscia systemowego, wykorzystujgcego szeroki zakres danych uzyskanych w badaniach
przedklinicznych. Dodatkowo, jest takze przyktadem leku, ktérego przydatnosé kliniczna nie uzasadnia
potencjalnego ryzyka proarytmii zwianego z jej stosowaniem. Terfenadyna moze by¢ traktowana jako
prolek, ktérego potencjat blokowania kanatu hERG jest eliminowany poprzez wydajny metabolizm
zachodzacy za posrednictwem enzyméw CYP 3A4, w wyniku ktérego powstaje aktywny
farmakologicznie metabolit (feksofenadyna). Jednak, kiedy rezerwa repolaryzacji lub aktywnosé
cytochromu CYP 3A4 jest zmniejszona, np. w wyniku réwnoczesnego stosowania lekéw wydtuzajacych
odstep QT lub inhibitorow CYP, osiggane w osoczu stezenia terfenadyny mogg wywotywaé efekty
kardiologiczne. Przewidywanie efektu in vivo dodatkowo komplikuje stosunkowo duza objetosc
dystrybucji terfenadyny swiadczgca o znacznym wigzaniu leku w tkankach obwodowych, co oznacza, ze

stezenie w osoczu nie odzwierciedla stezenia leku w miejscu jego dziatania.

W celu zidentyfikowania dostepnych wynikéw badan klinicznych dotyczacych elektrofizjologicznych
efektéw interakcji lekowych terfenadyny przeszukiwano trzy bibliograficzne bazy danych: PubMed,
Scopus, oraz Google Scholar. Ostatecznie z prawie 200 znalezionych publikacji, do badan symulacyjnych
wigczono siedem, ktore spetnity kryteria wiaczenia tj. jednoczesny pomiar parametréw
farmakokinetycznych (stezenie lekéw we krwi) oraz farmakodynamicznych punktéw koncowych

(dtugos$¢ odstepu QT). Zmiany ekspozycji na terfenadyne, wynikajgce z jej interakcji z innymi
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rownoczesnie stosowanymi lekami, bedgcymi inhibitorami jej metabolizmu i jednoczes$nie
posiadajgcymi potencjat wydtuzania odstepu QT (klarytromycyng, erytromycyng, flukonazolem,
fluoksetyng, itrakonazolem, ketokonazolem oraz paroksetyng) symulowano z wykorzystaniem
platformy Simcyp Simulator (Wykres 7). Dla czgsteczek terfenadyny oraz jej metabolitu, feksofenadyny,
przygotowano modele na podstawie zgromadzonych danych literaturowych (Tabela 6). W przypadku
pozostatych lekow skorzystano z gotowych plikow czasteczek oferowanych przez platforme Simcyp [P5,
P6]. We wszystkich symulacjach w celu modelowania stezenia lekéw w tkance serca zastosowano model
full PBPK (modele full PBPK (whole-body) szczegdtowo opisujg tkanki i organy istotne dla proceséow
ADME leku [113]). Parametry wirtualnego badania klinicznego, tj. parametry demograficzne populacji,
dawki, schematy dawkowania, czas trwania, byty identyczne z opisanymi w publikacjach zrodtowych
parametrami rzeczywistych badan. Wyniki wszystkich symulacji odtworzyty obserwowang klinicznie
zmienno$¢ populacyjng stezen terfenadyny. Zardwno wartosci Cmax | AUC, jak i profile
farmakokinetyczne, zostaty przewidziane zadowalajgco dobrze, cho¢ mozna zauwazyé, ze opracowany

model ma tendencje do niedoszacowania stezen terfenadyny w pdznej fazie eliminacji.

W przeprowadzonych wirtualnych badaniach, tak jak podczas obserwacji klinicznej, stezenia
terfenadyny podczas monoterapii byty nizsze od granicy wykrywalnosci zastosowanych metod
pomiarowych (~5 ng/mL). Kompletne pordéwnanie obserwowanych i przewidzianych profili stezenie w
osoczu —czas dla obydwu scenariuszy badania, tj. monoterapia terfenadyng oraz terfenadyna+inhibitor,
mozliwe byto dla dwdch par: terfenadyna-fluoksetyna oraz terfenadyna-paroksetyna. W obydwu

przypadkach wyniki symulacji (wartosci Cmax, AUC i profil PK) sg zadowalajgce.

Tabela 6. Parametry fizykochemiczne oraz farmakokinetyczne terfenadyny wykorzystane podczas

badar symulacyjnych.
Zmienna Wartoéé parametru  Zrédfa i uwagi
Typ parametru
LogP 5.69 [114]
pKa 9.5 [115]
Frakcja wolna w osoczu 0.03 [116, 117]
Wchtanianie
Model ADAM
Peff,man (10* cm/s) 1.26 Przewidziane na podstawie danych Caco-2
(Simeyp)
fa 0.787 Przewidziane na podstawie danych
fizykochemicznych (Simcyp)
ka (1/h) 0.52 Przewidziane na podstawie danych
fizykochemicznych (Simcyp)
Przenikalno$¢ Caco-2 (x10°® 5.47 [118]
cm/s);

Propranolol: 21.29
Apical pH:basolateral pH 7.4:7.4
Dystrybucja
Model Full PBPK Model limitowany tempem perfuzji dla
wszystkich organow
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Vss (L/kg)

Kp heart:plasma

Eliminacja
rCYP 3A4

rCYP 3A4

Dodatkowy klirens watrobowy
(HLIM)

Dodatkowy klirens jelitowy

Aktywny wychwyt do
hepatocytéw

4.43

3.91

Km=9; Vmax=1257

fumic=0.2
Km=13; Vmax=206

fumic=0.2
800

fuinc=0.3

1650

fuinc = 0.075
0.85

Przewidziane (Simcyp)

Metoda Poulin i Theil z poprawka Berezhkovskiy
[119]
Przewidziane (Simcyp)

Metoda Poulin i Theil z poprawka Berezhkovskiy
[119]

[120]
Wartos¢ optymalizowana
[120]

Wartos¢ optymalizowana

Wartos¢ oszacowana na podstawie
catosciowego klirensu HLM[121] i informacji o
klirensie zwigzanym z CYP3A4 oraz 2D6

Wartos¢ optymalizowana
[121]

Wartos¢ optymalizowana
Wartos¢ optymalizowana

ADAM — model advanced dissolution absorption metabolism; HLM — ludzkie mikrosomy wgtrobowe (ang. human

liver microsomes).

Wykres 7. Pordwnanie wynikow badania wirtualnego i klinicznego.Farmkokinetyka terfenadyny.

TERFENADYNA
Srednie wartoéci stezenia terfenadyny (bez  Srednie wartosci stezenia terfenadyny
interakcji) w osoczu w czasie

TERFENADYNA + INHIBITOR

(z interakcjg) w osoczu w czasie

6 -

Stezenie (ng/mL)
w

KLARYTROMYCYNA
[125]

14

Stezenie (ng/mL)

2 -
1 -
0 - : : : : : | B , , , , ,
168 170 172 174 176 178 180 336 338 340 342 344 346
Czas (h) Czas (h)
Cmax (ng/ml)
obserwowane Wszyscy uczestnicy ponizej LOQ 9 dla 4 uczestnikow

przewidziane

2.39

7.03
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ERYTROMYCYNA
[125]

Cmax (ng/ml)
obserwowane
przewidziane

ERYTROMYCYNA
[123]

Cmax (ng/ml)
obserwowane
przewidziane

FLUKONAZOL
[124]

Cmax (ng/ml)
obserwowane
przewidziane
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£ £ 10
2 v 8
c i ‘c
.g 2 _g 6
& 4. & 4
2
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ITRAKONAZOL

[127]

Cmax (ng/ml)
obserwowane

KETOKONAZOL

przewidziane

[128]

Cmax (ng/ml)
obserwowane

FLUOKSETYNA

przewidziane

[122]

Cmax / AUCo- (ng/ml) / (ng*h/ml)
obserwowane

przewidziane
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__40 - 35
— —
o -
E35 - E 30
&2 ]
£30 - c
() : 2.5
< 'E 25 2
z 2 g 20
E - £ 20 z
» 15
g S 15
o 1.0
< 1.0
0.5 0.5
0.0 | | | : I | 0.0 4 : : | | :
144 146 148 150 152 154 156 792 794 796 798 800 802
Czas (h) Czas (h)
Cmax / AUCo-- (ng/ml) / (ng*h/ml)
obserwowane 3.68/30.8 3.64/30.0
przewidziane 2.31/20.5 2.48 /27.5
—CSys-Trial 110 ——CSys Mean Trisl 1-10 » DBSERVED individual

Subjetcs

Csys — Srednie stezenie w osoczu przewidziane w 10 wirtualnych badaniach klinicznych (pogrubiona linia) oraz
Srednie w pojedynczych wirtualnych badaniach (linie); linia przerywania - LLOQ (dolna granica wykrywalnosci);
punkty —obserwowane dane indywidualne

" $rednia wartos¢ policzona dla uczestnikéw, u ktdrych stezenie terfenadyny w osoczu byto wyzsze niz LLOQ

™ wartosci Crax raportowane tylko dla 3 uczestnikéw

Komponente farmakodynamiczng efektu interakcji terfenadyny w populacji pacjentéw symulowano z
wykorzystaniem platformy Cardiac Safety Simulator 2.0 [PS]. Zastosowano model ten Tusscher-Noble-
Noble-Panfilov kardiomiocytu lewej komory [97]. Zrdznicowanie praddéw jonowych w komdrkach
wsierdzia, komdrkach M oraz komodrkach nasierdzia symulowano stosujgc jednowymiarowy model
wtdkna sciany komory serca, ze standardowag dystrybucjg komorek poszczegdlnych typdw, odpowiednio
50:30:20 i wspdtczynnikiem dyfuzji 0,0016 cm?/ms. Bodziec stymulujacy wtdkno podawany byt od strony
endokardium. Rownania modelu tgczone byty metodg Eulera. Wyniki dziatania modelu 1D wykorzystano
do wygenerowania zapisu pseudo-EKG (model symuluje wytgcznie komérki komorowe, dlatego
generowany przez niego zapis EKG pomija zatamek P). Domyslny krok czasowy i przestrzenny w modelu
wynosi odpowiednio Ax = 0.01 mm i At = 0.01 ms. Catkowity czas symulacji zostat ustawiony na
10 000 ms, dodatkowo podczas symulacji w poczatkowej fazie dodawane sg dodatkowe cykle, w celu
osiggniecia stanu stacjonarnego, zapewnienia stabilnosci modelu i unikniecia bteddéw obliczeniowych.
Wywotane lekiem zmiany pradu jonowego symulowano wprowadzajgc do réwnan opisujacych
poszczegdlne prady (lkr, lks, Ina, lca) Wspotczynnik inhibicji (ang. inhibition factor) wyliczony na podstawie
literaturowych danych z doswiadczen in vitro opisujacych zaleznos¢ stezenie-inhibicja pradu dla

modelowanego leku (Rownanie 3).

e 1 , .
Inhibition Factor = T UCe DT Rownanie 3.
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gdzie 1Csp to stezenie leku powodujgce 50% zahamowanie danego pradu; n wspofczynnik Hilla; [D]
stezenie leku w uM. Do symulacji pseudo-EKG wykorzystano indywidualne wartosci stezen wolnej frakgji
leku w tkance sercowej (odpowiednik efektywnego stezenia leku w miejscu dziatania) w punktach
czasowych odpowiadajgcych rejestracji EKG w badaniu klinicznym. Dla wszystkich wartosci stezen
wyliczono odpowiadajgce im wspdtczynniki inhibicji. Zmiennos$¢ w populacji oraz wewngtrzosobniczg
symulowano w wirtualnym badaniu z wykorzystaniem symulatora wirtualnych populacji (ang. vitrual
population generator) [129, 130], modelu okotodobowych zmian czestosci rytmu serca [131], oraz
specyficzny dla ptci model okotodobowych zmian stezen trzech gtéwnych jondw (Ca?*, K* oraz Na*) [132,
133].

Uwzglednienie w modelu komponenty farmakodynamicznej interakcji lekdw wymaga oceny tgcznego
efektu dziatania kliku lekéw w miejscu dziatania (np. na poziomie kanatu jonowego). Stosowanych jest
klika metod pozwalajgcych obliczy¢ wypadkowa wielkosé efektu stosowania kliku lekéw [134], brak
jednak zgodnosci co do modelu standardowego interakcji [135]. Do najczesciej wykorzystywanych
nalezy model addytywnosci Loewe’a (syntopowy) oraz model niezaleznosci Blissa (allotopowy) [136—
138]. Znaczenie wyboru modelu interakcji dla uzyskiwanych wynikéw oceniono na przyktadzie interakgji
trzech lekéw: ketokonazolu (KETQO), loratadyny (LOR) i desloratadyny (DL). Badano trzy modele
interakcji: prosta addycja, niezaleznos¢ Blissa oraz addytywnos¢ Loewe’a (odpowiednio: Réwnanie 4,

Réwnanie 5, Rdwnanie 6) przy zatozeniu maksymalnego poziomu inhibicji pradu wynoszgcego 1 (100%).
Rownanie 4. Model prostej addycji dla par lekow.
dla la+lp €1 lap = 1o + Ip;
dlala+ly>1: =1
Rownanie 5. Model niezaleznosci Blissa (allotopowy) dla par lekéw.
lap =1-((1- 1a)*(1- In))
Rownanie 6. Model addytywnosci Loewe’a (syntopowy) dla par lekdw.
lap =((la/(1- 1a) + (16/(1- 16))/(( 1/ (1-1a) + (Io/(1- 16)+1)
Dla pofaczen tréjlekowych powyzsze wzory zostaty zmodyfikowane:
Rownanie 7. Model prostej addycji dla trzech lekdw.
dla latlp+le <1 lape=la+ Ip + Ig;
dla l+lptle >1: lape=1
Rownanie 8. Model niezaleznosci Blissa (allotopowy) dla trzech lekdw.

lap,c =1-((1- 1a)*(1- 16)*(1- 1))
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Rownanie 9. Loewe additivity model (syntopic) dla trzech lekdw.

lap,e =((1a/(1- 1a) + (Io/(1- Io) + (I/(21- 1c))/(( 1a/(1-1a) + (I6/(1- 1o) + (I/(1- 1c)+1)
gdzie:

la, Ib, lc 0znacza inhibicje pradu zwigzang ze stezeniem leku a, b, i ¢, obliczong na podstawie specyficznej

dla leku wartosci ICsp oraz n (wspotczynnik Hilla).

W pierwszym etapie procedury wyboru odpowiedniego dla rozwigzywanego problemu modelu
interakcji lekéw na poziomie kanatu jonowego opracowano metodyke oceny interakcji lekowych w
warunkach in vitro. W warunkach eksperymentalnych badano hamowanie pradu I dla pojedynczych
lekéw, par oraz potaczen tréjlekowych. Pomiary metodg patch-clamp wykonano przy zyciu
potautomatycznego aparatu CytoPatch2. Do wyzwolenia pradu Ik w komodrkach HEK transfekowanych
genem kodujgcym biatko kanatu hERG zastosowano protokdt typu step (ze skokowg zmiang potencjatu),
mierzono potencjat blokowania pragdu koncowego (ang. tail). W badaniach par lekdw testowano trzy
poziomy stezen: odpowiadajgce oznaczonej dla pojedynczego leku wartosci 1Cso, stezenie ponizej i
powyzej tej wartosci. W badaniu efektéw potaczenia trzech lekdw stezenia loratadyny i desloratadyny
byty state, a stezenia ketokonazolu odpowiadaty wartosci jego ICso, oraz wartosciom nizszym i wyzszym
od ICso (facznie 4 punkty) [P7]. Oznaczone eksperymentalnie wartosci inhibicji dla poszczegdlnych
punktow pomiarowych wykorzystano do oceny modeli DDI. Poréwnywano poprawnosé predykcji
oceniang jako RMSE (Réwnanie 1). Obserwowany efekt (inhibicja pradu) potgczenia dwdch lekow byt
zalezny od stezenia. Przy nizszych wartosciach stezen obserwowano synergizm, przy wyzszych efekt byt
subaddytywny. Dla potgczen trzech lekow efekt byt subaddytywny niezaleznie od wartosci stezen.
Wyniki wyznaczonych eksperymentalnie i obliczonych teoretycznie wartosci inhibicji pradu

przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7. Wyznaczone eksperymentalnie (srednia inhibicja) i przewidziane (model syntopowy,

allotopowy i prostej addycji) wartosci inhibicji prqdu hERG dla pojedynczych lekow, par i potgczen

tréjlekowych.
Loratadyna
Srednia
L E
ORIMMI 4 ibicia n SEM
2.5 0.187 4 0.022
3.125 0.203 4 0.05
6.25 0.637 6 0.026
12.5 0.847 7 0.029
Desloratadyna
DL Srednia
E
[UM]  Inhibicja n SEM
0.5 0.135 4 0.005
1 0.363 4 0.016
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5 0.707 4 0.014
10 0.894 4 0.01
Ketokonazol
KETO Srednia
[uM] Inhibicja SEM
0.5 0.428 5 0.026
1 0.439 5 0.016
2.5 0.825 2 0.008
5 0.931 2 0.021
Loratadyna + Desloratadyna
DL Srednia
L Allot Synt Add
OR [uM] [uM] inhibicja SEM otopowy yntopowy ytywny
1.35 0.65 0.216 5 0.018 0.261 0.253 0.269
2.7 1.3 0.52 5 0.034 0.506 0.466 0.576
54 2.6 0.769 5 0.038 0.802 0.714 1
10.8 52 0.961 3 0.008 0.96 0.891 1
RMSE 0.0288 0.0552 0.1233
Loratadyna + Ketokonazol
KETO Srednia
L E Allot Synt Add
OR [uM] [uM] inhibicja SEM otopowy yntopowy ytywny
1.35 0.163 0.296 9 0.015 0.207 0.2 0.171
2.7 0.325 0.618 11 0.016 0.431 0.396 0.433
54 0.65 0.866 10 0.012 0.747 0.664 0.949
10.8 1.3 0.959 10 0.008 0.942 0.874 1
RMSE 0.1197 0.1632 0.1209
Desloratadyna + Ketokonazol
DL K Srednia
E Allot Synt Add
[uM] [uM] inhibicja SEM otopowy yntopowy ytywny
0.65 0.163 0.257 5 0.01 0.351 0.326 0.347
1.3 0.325 0.575 5 0.023 0.566 0.511 0.631
2.6 0.65 0.772 5 0.018 0.776 0.693 1
52 1.3 0.9 3 0.013 0.913 0.83 1
RMSE 0.0477 0.0707 0.1353
Loratadyna (L) + Desloratadyna (DL) + Ketokonazol (K)
[L] DL (K] Srednia
E Allot Synt Add
Ml [uM]  [uM]  inhibiga SEM otopowy  Syntopowy - Addytywny
1.35 0.65 0.16 0.343 11 0.02 0.383 0.349 0.438
1.35 0.65 0.33 0.553 12 0.036 0.478 0.43 0.565
1.35 0.65 0.65 0.735 8 0.037 0.605 0.547 0.738
1.35 0.65 1.3 0.862 8 0.024 0.739 0.684 0.919
RMSE 0.099 0.1433 0.0557
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Loratadyna (L) + Desloratadyna (DL) + Ketokonazol (K)

[L] [uM] [[:J.)l\l;l]] [K] [uM] iir:i(:):zjz n SEM Allotopowy  Syntopowy Addytywny
2.7 1.3 0.16 0.426 4 0.023 0.588 0.517 0.746
2.7 1.3 0.33 0.718 4 0.019 0.651 0.563 0.874
2.7 1.3 0.65 0.857 4 0.024 0.736 0.635 1
2.7 1.3 1.3 0.916 3 0.016 0.825 0.73 1

RMSE 0.1158 0.1704 0.1964

LOR — Loratadyna, DL — desloratadyna,; KETO — Ketokonazol
SEM — btgd standardowy Sredniej; n- liczba testowanych komdrek dla danego stezenia; RMSE — btqd
Sredniokwadratowy

Dla wiekszosci testowanych potgczen (wszystkie pary oraz jedno z dwdch potaczen trojlekowych),
najmniejszy bfad i najwiekszg predyktywnosé¢ wykazywat model allotopowy. Wyjatek stanowito
potgczenie ketokonazolu z niskimi stezeniami desloratadyny i loratadyny. Wyniki eksperymentow
pozwalajg stwierdzi¢, ze wykorzystane w doswiadczeniach leki t3czg sie z réznymi miejscami wigzania
kanatu hERG. Ponadto wykazano, ze eksperymentalne badania in vitro potgczen wielu lekdw sg mozliwie
i dostarczajg wiarygodnych wynikéw. Konieczne jest jednak przeprowadzenie wiekszej liczby
eksperymentow, aby mozliwe byto zbudowanie teoretycznego modelu interakcji wielolekowych o

predyktywnosci wyzszej niz oferowana przez obecnie stosowane algorytmy.

Kolejnym etapem oceny wptywu wybranego modelu interakcji na wyniki oceny bezpieczenstwa
politerapii, przeprowadzono wirtualne badanie, w ktérym oceniany byt wptyw zastosowanego modelu
DDI na wyniki symulacji wptywu lekow na dfugos¢ odstepu QT [P6]. W Tabeli 7 poréwnano wyniki
symulacji z zastosowaniem réznych modeli interakgji z klinicznie obserwowanymi wartosciami odstepu
QT. Dopasowanie przewidywanej wartosci zmiany QTc (AQTc) do obserwowanej klinicznie mierzone
byto za pomocg odlegtosci (Réwnanie 10). AQTc obliczano jako rdéznice pomiedzy dtugoscig
korygowanego o rytm serca odstepu QTc u pacjenta poddawanego terapii (pojedynczym lekiem lub

kombinacjg lekéw) a jego dtugoscig przed podaniem leku (baseline).

Rownanie 10. Odlegtosc.

D= \/(ATpred - ATobs)2 + (AT + Ipred — AT + Iobs)2 + ((AT + Ipred - ATpred) - (AT + Iobs - ATobs))2

gdzie:

A —zmiana dtugosci odstepu QT
T —terfenadyna

| —inhibitor

pred —wartos¢ przewidziana
obs —wartos¢ obserwowana
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W prawie wszystkich badaniach (z wyjgtkiem dotyczgcego ketokonazolu) rdznica pomiedzy Srednig
obserwowang a srednig przewidziang wartoscig AQTc nie byta istotna statystycznie (w tescie t-Welcha)
(Tabela 8).

Tabela 8. Porownanie srednich obserwowanych i przewidzianych wartosci odstepu QT.

odstep QT [ms]
wartoscé wartosc wartosc wartosc % przypadkéw, w
obserowana przewidziana przewidziana przewidziana  ktérych wybér
— model —model Blisst  —model modelu DDI
addycjit Loewe!? zmienia wnioski
dot. oceny
bezpieczenstwa
leku
Fluoksetyna BL 372.4 396.0
[122]
T 374.9 398.5
I - 400.9
T+ 379 401.6 400.8 400.2 0.1
Odlegtos¢ 1.49 2.59 3.34
Erytromycyna BL 392.8
[123]
T2 8 398.5
|2 21 403.7
T+I? 39 418.2 413.6 411.4 2.8
Odlegtos¢ 18.38 22.75 25.13
Flukonazol BL 398.5 395.2
[124]
T 398.4 401.3
414.3
T+ 411 422.6 418.6 416.8 3.8
Odlegtos¢ 31.28 26.02 23.65
Itrakonazol® BL 376 430.5
[127]
T 390 438
brak efektu 486.9
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T+ 417 452.2 448.9 447.3 2.3
Odlegtos¢ 24.05 28.50 30.68
Ketokonazol BL 408 394.5
[128]
T 416 395
- 415.4
T+ 490 439 427.9 423.6 5.6
Odlegtos¢ 48.61 64.03 70.14
Klarytromycyna BL 409 395.5
[125]
T 410 401.4
407 393.9
T+ 430 404.4 403.8 402.7 0.2
Odlegtos¢ 21.43 22.96 23.79
Erytromycyna BL 394 397.5
[125]
T 408 403.7
409 405.8
T+ 428 420.1 415.6 413.5 33
Odlegtos¢ 14.27 19.46 22.17
Paroksetyna BL 381 392.0
[126]
T 387 394.5
- 393.5
T+ 386 396.6 393.6 396.8 0
Odlegtos¢ 4.69 4.86 478

pogrubienie — najlepszy model (najnizsza wartos¢ odlegtosci); BL — bez leku (baseline); T —terfenadyna; | —
inhibitor

! metoda oszacowania wptywu DDI na prad jonowy

2w badaniu raportowany tylko zmiane QT

$maksymalna warto$¢ QT
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Modele Loewe’a i Blissa zaktadajg odpowiednio wspdlne lub rézne miejsce wigzania dla lekéw
wchodzacych w interakcje. Zgodnie z danymi literaturowymi dotyczgcymi miejsc wigzania lekéw, model
Loewe’a powinien dawacé najlepsze wyniki w przypadku fluoksetyny, flukonazolu, ketokonazolu,
paroksetyny, oraz, prawdopodobnie, itrakonazolu, gdyz podobnie jak terfenadyna tgczg sie one z
wewnetrzng domeng kanatu hERG. Analogicznie model Blissa powinien dawac najlepsze wyniki w
przypadku erytromycyny oraz, prawdopodobnie, klarytromycyny, ktdre wigzg sie od strony zewnetrznej
komorki, do zewnetrznej domeny kanatu hERG. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen nie

potwierdzajg tego zatozenia; w wiekszosci przypadkow najlepsze, tj. najbardziej zblizone do obserwacji

klinicznych, wyniki dawat model prostej addycji.

Istotnos$¢ wyboru modelu DDI sprawdzano réwniez na poziomie indywidualnym. W prowadzonych we
wczesnych etapach fazy klinicznej badaniach oceniajgcych efekty dziatania leku na repolaryzacje
komérek serca (tzw. thorough QT study) granice zmieniajgcg wnisoski z oceny bezpieczenstwa leku
stanowi srednie wydtuzenie odstepu QT ok. 5 ms (potwierdzone gérng granica 95% przedziatu ufnosci
dla efektu sredniego powyzej 10 ms). W poszczegdlnych badaniach odsetek pacjentéw, w przypadku
ktorych réznica pomiedzy predykcjami poszczegdlnych modeli byta wieksza lub réwna od 5 ms, wahat
sie od 0-78%, w zaleznosci od leku wchodzgcego w interakcje. Istotne znaczenie majg jednak tylko te
przypadki, w ktorych wybdér modelu zmienia wnioski odnosnie bezpieczenstwa leku (wynik badania
TQT). Wyniki przedstawione w Tabeli 7, pokazujg ze odsetek przypadkow, w ktérych w zaleznosci od
wybranego modelu DDI prég bezpieczenistwa (wydtuzenie QTcB o 5 ms) jest lub nie jest przekraczany
jest niski. Ponadto rdznice pomiedzy wartosciami przewidzianymi przez trzy rézne modele nie byty
istotnie statystyczne, co pozwala stwierdzi¢, ze w przypadku braku synergii czy antagonizmu, dla
klinicznej oceny bezpieczenstwa kardiologicznego kombinacji lekéw na poziomie populacji (Srednie
wartosci dla grupy pacjentéw) wybdér modeli DDI nie ma znaczenia. Jednoczesnie nalezy podkresli¢, ze
wybor modelu DDI moze miec znaczacy wptyw na wynik oceny bezpieczenstwa stosowania politerapii u

indywidualnych pacjentow.

W celu oceny czy zaproponowany model QSTS, integrujgcy wiedze z rdznych dziedzin (w tym
farmakologii, biologii systemdw, elektrofizjologii/fizjologii i matematyki) z opartymi o fizjologie
modelami farmakokinetycznymi (PBPK) oraz szczegdtowymi biofizycznymi modelami kardiomiocytow
ludzkiego serca, umozliwia predykcje elektrofizjologicznych konsekwencji interakcji lekowych
terfenadyny, przeprowadzono serie wirtualnych doswiadczen [PS]. W celu oceny zmiennosci pomiedzy
badaniami, dla kazdego zidentyfikowanego wczesniej badania klinicznego przeprowadzono 10
odpowiadajgcych wirtualnych préb. Uwzgledniajgc wyniki opisanych wczesdniej badan dotyczacych
wyboru modelu DDI, w symulacjach do wyliczenia catkowitego zahamowania prgdu wywotanego
zastosowaniem kombinacji lekow, zastosowano model prostej addycji. Wyniki symulacji poréwnano z
raportowanymi w badaniach klinicznych interakcji terfenadyny farmakodynamicznymi punktami
koncowymi. Efekt farmakodynamiczny stosowania terfenadyny w monoterapii i w potgczeniu z innymi
lekami, podobnie jak w badaniach klinicznych, oceniano ilosciowo poprzez ocene zmiany dtugosci
odstepu QT skorygowanej o rytm serca metodg Bazetta [139]. Wyniki wirtualnych badan klinicznych

przedstawia Tabela 9 oraz Wykres 8.
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Tabela 9. Srednie przewidziane (z 10 wirtualnych badari) i obserwowane (raportowane w badaniu

klinicznym) zmiany dtugosci odstepu QTc dla terfenadyny oraz jej potgczen z innymi lekami.

INHIBITOR
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Wykres 8. Porownanie zmian dtugosci odstepu QTcB (AQTc) symulowanych w 10 wirtualnych badaniach

(BW) oraz obserwowanych w badaniach klinicznych (OBS). Ramkq zaznaczono model najlepiej
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OBS — obserwowana w badaniu klinicznym wartos¢ QTcB
VT n — wirtualne badanie

We wszystkich przypadkach, kombinacja opartych o fizjologie modeli farmakokinetycznych oraz
farmakodynamicznych wiasciwie odtwarzata roznice pomiedzy monoterapig a stosowaniem
terfenadyny w potaczeniu z innym lekiem. Wartos¢ Srednia przewidzianego przez model wydtuzenia
odstepu QTc rdznita sie istotnie od Sredniej wartosci obserwowanej w badaniach klinicznych (test t-
Welcha na poziomie istotnosci 0.05) tylko dla badania z ketokonazolem. Symulacje prawidtowo
odtworzyty takze obserwowang klinicznie znaczacg zmienno$¢ miedzyosobniczg (Wykres 8). W
badaniach wirtualnych monoterapia terfenadyng skutkowata srednim wydtuzeniem odstepu QTc w
granicach 0-13 ms, co jest zgodne z wynikami obserwacji klinicznej (Srednie wydtuzenie 0-18 ms).
Ograniczenia stworzonego modelu QSTS przedyskutowano w publikacji [PS]. Pomimo wielu czynnikow
mogacych wprowadzaé niepewno$é do modelu, po zoptymalizowaniu parametrow niepewnych lub
brakujgcych, zaproponowany model QSTS umozliwia wiarygodng ekstrapolacje wynikéw doswiadczen

in vitro do sytuacji klinicznej i pozwala przewidziec¢ kliniczne konsekwencje interakcji lekowych.
2.5.3. Modelowanie i symulacje efektéw elektrofizjologicznych interakcji lekdw i choroby

Przedstawione powyzej badania pierwotnie koncentrowaty sie na modelowaniu interakcji leku z
wieloma celami (kanatami jonowymi). Problem ten zostat nastepnie rozszerzony w kierunku
modelowania interakcji wielu lekdéw miedzy sobg oraz wielu lekdéw z wieloma kanatami réwnoczesnie.
W warunkach klinicznych dodatkowym czynnikiem, ktéry moze wchodzi¢ w interakcje z prowadzong u

pacjenta farmakoterapig i modyfikowac indywidualne ryzyko proarytmii, jest stan zdrowotny (choroba).
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Interakcja lek-choroba (DDisl) wystepuje, gdy (1) schorzenie pacjenta wptywa na aktywnosé i/lub
bezpieczenstwo leku, lub (2) gdy lek nasila wystepujgce u pacjenta objawy chorobowe, lub (3) powoduje
chorobe czy zmiany fizjologii modyfikujagce jego (lub innych réwnoczesnie stosowanych lekow)
farmakokinetyke i farmakodynamike. Woystgpieniu kardiologicznych objawdéw niepozadanych
farmakoterapii, takich jak wydtuzenie odstepu QT i ryzyko arytmii typu TdP, mogg sprzyja¢ m.in. niektore
chory i leki, ktore powodujg zaburzenia rownowagi elektrolitowej lub zaburzenia rytmu serca.
Hipokalcemia, hipomagnezemia, a zwtaszcza hipokalemia, prowadzg do przedtuzenia repolaryzacji
komaorek miesnia sercowego [140-143], co stanowi dodatkowy czynnik rozwoju arytmii, zwtaszcza u
pacjentow z wrodzonymi zaburzeniami rytmu serca czy stosujgcymi leki wydtuzajgce odstep QT. Z tego
wzgledu, spowodowane lekiem lub stanem chorobowym zaburzenia rownowagi elektrolitowej powinny
by¢ wziete pod uwage w modelowaniu i predykcji ryzyka proarytmii. Jako kontynuacje poprzednich prac
przeprowadzono ocene uzytecznos¢ metod modelowania i symulacji QSTS dla przewidywania wptywu
interakcji lek-choroba (definiowana jako zmiana parametrow fizjologicznych, np. zaburzenia
homeostazy potasu w organizmie) na odstep QT [P8]. W celu zgromadzenia danych klinicznych
koniecznych do przeprowadzenia i oceny wynikow symulacji przeszukiwano bibliograficzne bazy danych
(PubMed, Google Scholar). Zastosowana strategia wyszukiwania wraz z kryteriami wtgczenia wytonita
cztery publikacje [144-147]. Wirtualne badania przeprowadzono z wykorzystaniem platformy CSS
wedtug metodyki opracowanej w poprzednio opisanych eksperymentach [P5, P6, P7]. Uwzglednienie w
symulacji obserwowanej zmiennosci stezen potasu i rytmu serca (HR, przeliczonego na czestotliwosé
pobudzen RR) wymagato symulowania kazdego punktu czasowego (lub fazy badania) osobno.
Indywidualne wartosci stezen potasu i rytmu serca dla pacjentéw z badanej populacji byty probkowane
losowo na podstawie raportowanej w badaniach klinicznych wartosci sredniej parametrow i ich
zmiennosci (wspotczynnik zmiennosci — ang. coefficient of variation; CV). Wartosci ICso dla
poszczegdlnych kanatéw jonowych dla formoterolu i terbutaliny zostaty przewidziane z wykorzystaniem
stworzonych modeli enhanced QSAR [P1, P2, P3] ze wzgledu na brak literaturowych danych
doswiadczalnych. Osiggane w badaniach aktywne stezenia obydwu lekow byty nizsze o przynajmniej
dwa rzedy wielkosci od wartosci ICsp, stad nie oczekiwano zmian QT wynikajgcych z blokowania kanatu
hERG. Zgodnie z zatozeniem, model nie przewidziat zahamowania pradu potasowego, a obserwowane
zmiany odstepu QT byty konsekwencjg zmian stezernn potasu wywotanych podawaniem leku.
Przedstawione na wykresach, w publikacjach raportujgcych wyniki badan klinicznych, dane dotyczgce
srednich stezen potasu oraz profile zmian QT i HR zostaty, zdigitalizowane, a indywidualne dla
uczestnikdbw badania wartosci parametrow losowo wybrane w systemie CSS. W badaniu
przeprowadzonym przez Tveskova i wsp. [41] raportowane byty tylko wartosci wyjsciowe i maksymalne
rytmu serca; wartosci HR dla poszczegdlnych punktéw czasowych wyznaczono za pomocg interpolacji
liniowej pomiedzy tymi wartosciami. Wyniki probkowania HR i stezen potasu dowodzg poprawnosci

zastosowanej metody (Wykres 9).
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Wykres 9. Wyniki probkowania stezen potasu (SD) oraz HR (SD) dla raportowanych w badaniach
klinicznych punktow. OBS —wartosci obserwowane w badaniu klinicznym, SAM —wartosci z probkowania
z rozktadu zmiennej o zadanym wspdtczynniku zmiennosci (CV). OS X — punkty raportowane w badaniu

klinicznym, os Y — stezenie potasu [mmol/L] lub HR [bpm], P — faza placebo, T - podanie terbutaliny.

Badanie K* [mmol/L] HR [bpm]
5
4.8 100
46
4.4 90 [
4.2 [ T
A—
4 80 _ l [
—~A_J n
Lecaillon 38
16 70
[145] : X
3.4
60
3.2
: 50
O O O O L O P OO
& @ o gV WP P 5 P g P S A PP PSP SSSS
S RIS SR A SN A )
odzina )
8 godzina
450
115
T
4.00 P 105
95
3.50
85
Kuusela 300 7c
[147]
65
2.50 T
55 P
2.00 45
1 2 3 4 1 2 3 4
faza badania faza badania
5 90
85
45 30
75
4 70
Clifton o
(pojedyncza 35
dawka) 60
[144] 3 55
50
2.5 45
0 50 100 150 0 50 100 150
czas [min] czas [min]

41



Zatgcznik 2A — Barbara Wisniowska
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OBS — wartosci obserwowane w badaniu klinicznymvalues; SAM — wartosci probkowane. O$ X —
raportowane punkty badania; os Y — stezenie potasu [mmol/L] lub HR [bpm]; P — faza placebo, T—
podanie terbutaliny.

Na podstawie wygenerowanych zapisow pseudo-EKG dla indywidualnych pacjentéw (z losowo
przypisanym HR i stezeniem potasu) wyliczono wartosci QT, indywidualne dla wszystkich uczestnikéw
badania oraz $rednig (wraz z odchyleniem standardowym) dla préby badanej. Podczas analizy wynikow
symulacji do obliczenia wartosci QTc stosowano takg samg metode korekcji jak w odpowiadajgcym
badaniu klinicznym, tj. metode Bazetta [139] w raporcie Cliftona, [144], Lecailona [145], i Tveskova [146]
oraz metode Karjalainena [148] w badaniu Kuusela [147]. Wyniki wirtualnych badan odtwarzajg zmiany
dtugosci odstepu QTc zmierzone u pacjentdow a takze obserwowang zmiennos¢ miedzyosobniczg
(Wykres 10).
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Wykres 10. Obserwowane i przewidziane wartosci zmian QTc dla punktow czasowych lub faz badania
(panel A) oraz stezenia potasu (panel B). Os X — korygowany o rytm serca odstep QT [ms], kota — wartosci

obserwowane, trojkqty — wartosci przewidziane, P - faza placebo, T — podanie terbutaliny.
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Os Y —korygowany o rytm serca odstep QT [ms]; kota — wartosci obserwowane; tréjkaty — wartosci przewidziane;
P —faza placebo, T — podanie terbutaliny.

Zmiana odstepu QTc byta skorelowana ze stezeniem potasu zarowno w badaniach klinicznych jak i
symulacjach (wspdtczynnik korelacji, r = 0.6, w badaniu Lecaillona r=0.55). Wyniki te dowodzg, ze model
umozliwia odtworzenie w wirtualnym srodowisku mechanizmu zaburzen elektrofizjologicznych, tj.
obnizenia stezenia potasu w osoczu. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze modelowanie i
symulacja moze by¢ cennym narzedziem pozwalajgcym ilosciowo oceni¢ wptyw, spowodowanych
elektrofizjologicznie nieaktywnymi, niekardiologicznymi lekami, zmian stezenia potasu i rytmu serca.
Mozna réwniez zaktadaé, ze mozliwa jest symulacja efektdw zmian spowodowanym takze innymi

czynnikami, jak choroba, nawyki zywieniowe czy utrata ptynow fizjologicznych.
2.6. Podsumowanie

Metody obliczeniowe stanowig integralng czes¢ procesu odkrywania i rozwoju lekdow, sg takze
wykorzystywane do celdw rejestracyjnych [63, 149-153]. Ze wzgledu na potencjalne konsekwencje
spoteczne, ekonomiczne i zagrozenie dla indywidualnych pacjentéw, duzo uwagi ze strony przemystu,

organdw regulatorowych i srodowisk naukowych, poswiecane jest problemowi interakcji lekowych.
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Przeprowadzone i przedstawione powyzej badania, stanowigce podstawe ubiegania sie o stopien
doktora habilitowanego, miaty na celu stworzenie hybrydowego modelu tgczcego rézne techniki
modelowania — empiryczne (QSAR) i mechanistyczne (PBPK i Quantitative Systems Toxicology and
Safety) pozwalajgcego na ocene elektrofizjologicznych efektéw stosowania wielu jednoczesnie
stosowanych lekéw na rdznych etapach procesu ich rozwoju. Stworzony system oferuje mozliwosci
analizy zagadnien trudnych lub niemozliwych do analizy w badaniach przedklinicznych i klinicznych ze
wzgledu na problemy natury technicznej, merytorycznej czy etycznej. Opisany model umozliwia analize
roznych scenariuszy klinicznych, pozwalajgc na wczesng identyfikacje potencjalnych interakcji lekowych
i ocene prawdopodobienstwa powaznych dziatait niepozgdanych. Zastosowanie opracowanego modelu
w procesie decyzyjnym podczas rozwoju leku moze by¢ cenne z punktu widzenia czasu jego trwania i
kosztow. System sktada sie ze zbioru czterech modeli enhanced QSAR wywotanej lekiem inhibicji
kanatow jonowych [P1, P2, P3] oraz metodologii oceny interakcji lek-lek [P4, PS5, P6, P7] i lek-choroba
[P8] na poziomie kanatdéw jonowych i w warunkach klinicznych. Model moze znaleZ¢ zastosowanie juz
we wczesnych fazach prac nad lekiem, ze wzgledu na mozliwos¢ predykcji zmian odstepu QT na
podstawie struktury chemicznej czasteczki z wykorzystaniem modeli QSAR. W miare postepu prac nad
lekiem, model moze by¢ wzbogacany o dane eksperymentalne. Gdy w procesie rozwoju leku zostang
wygenerowane dane z doswiadczen in vitro oceniajagcych jego bezpieczenstwo kardiologiczne i
zgromadzona zostanie odpowiednia wiedza na temat farmakokinetyki leku i jego metabolitéw, model

umozliwia symulacje badan klinicznych i wiarygodne szacowanie ryzyka kardiologicznego w populacji.
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3. Pozostate osiggniecia naukowe i dydaktyczne
3.1. Dziatalno$¢ naukowo-badawcza i dydaktyczna przed uzyskaniem stopnia doktora

Juz podczas studiéw magisterskich moje zainteresowania koncentrowaty sie na zastosowaniach narzedzi
modelowania matematycznego i inteligencji obliczeniowej w naukach farmaceutycznych. W 2005 roku
dotgczytam do kota naukowego Sztuczne Sieci Neuronowe w Technologii Postaci Leku, prowadzonego
przez dr. Aleksandra Mendyka w Katedrze Technologii Postaci Leku i Biofarmacji. Prace zwigzane z
zastosowaniem sztucznych sieci neuronowych do modelowania i analizy danych realizowane w ramach
kota naukowego w maju 2006 sfinalizowata obrona pracy magisterskiej pt. ,,Rozbudowa neuronowego
systemu ME_expert do przewidywania sktadow mikroemulsji”. Po ukoriczeniu obowigzkowego stazu w
aptece ogdlnodostepnej zostatam zatrudniona w Pracowni Farmakoepidemiologii i Farmakoekonomiki
(2007) na stanowisku asystenta. Od tego czasu moja aktywnos$¢ naukowa obejmowata tematyke
modelowania i symulacji w naukach farmaceutycznych oraz opieki farmaceutycznej. Jestem autorem
lub wspdtautorem kilku publikacji naukowych oraz doniesiert konferencyjnych z dziedziny opieki
farmaceutycznej i doradzania w samoleczeniu [154—159] oraz analizy zjawiska compliance pacjentow
[160, 161]. Jestem takze wspdtautorem podrecznika opieki farmaceutycznej dla studentow farmacji
[162]. W latach 2007-2010 bytam kierownikiem finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyizszego projektu dotyczgcego oceny compliance w terapii nadcisnienia i hipercholesterolemii na
podstawie danych refundacyjnych gromadzonych przez Narodowy Fundusz Zdrowia. Kilkakrotnie
uczestniczytam w organizacji konferencji z zakresu opieki farmaceutycznej (Zatgcznik 3). Do moich
podstawowych obowigzkdéw dydaktycznych nalezato przygotowanie i prowadzenie zaje¢ dla studentow
studiéw magisterskich z przedmiotdw: opieka farmaceutyczna, farmacja praktyczna, prawo
farmaceutyczne, farmakoekonomika oraz higiena i epidemiologia. W okresie od 2008 do 2012
zrealizowatam ogdtem 1001 godzin zaje¢ ze studentami (wymagane pensum 771). Moja dodatkowa
dziatalnos$¢ dydaktyczna obejmowata prowadzenie szkolen i wyktaddw, gtdwnie z zakresu opieki
farmaceutycznej i prawa farmaceutycznego, na kursach podyplomowych (specjalizacja z farmacji
aptecznej) oraz szkoleniach, w tym internetowych publikowanych w serwisie e-dukacja.pl i e-
farmacja.net, prowadzonych w ramach ksztatcenia ustawicznego farmaceutdow. Bytam takze trenerem
na zorganizowanym przez firme Regulatory Affairs Doradztwo kursie dotyczgcym poszukiwania i

zarzgdzania danymi naukowymi dla pracownikéw dziatu medycznego firmy Roche Polska.

Od roku 2009, jestem cztonkiem nieformalnego, interdyscyplinarnego zespotu, ktérego prace
koncentrujg sie na toksykologii obliczeniowej, a doktadniej na problemie potencjalnego dziatania
proarytmicznego lekow. Bytam wykonawcg w finansowanym przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, ktérego celem byto opracowanie modelu interakcji lekdw z kanatem potasowym hERG.
Kilkakrotnie uczestniczytam takze jako wyktadowca i wspodtorganizator w warsztatach naukowych
Computational Pharmacy Workshops, majgcych na celu popularyzacje stosowania narzedzi toksykologii
obliczeniowej w naukach farmaceutycznych. W latach 2010 do 2012 bytam wykonawcg w projekcie
"Computational Toxicology - an in vitro extrapolation platform - in vivo of a cardiotoxic effect" w ramach

programu LIDER finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (NCBIR). Efektem prac
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zespotu byto opracowanie systemu (Cardiac Safety Simulator - CSS) wspomagajgcego proces badan i
rozwoju lekéw, ktéry zostat nastepnie skomercjalizowany przez firme Certara. Jednym z elementow
projektu byta opracowana i opublikowana baza danych udostepniajgca informacje dotyczace substancji
o potencjale blokowania pragdu hERG [66, 67]. Analiza zgromadzonych danych zaowocowata
opracowaniem wspotczynnikow ekstrapolacji wartosci ICso lekdw otrzymanych w réznych warunkach
eksperymentalnych na warunki standardowe (model HEK, temperatura fizjologiczna) [72, 163].
Przygotowana baza danych stanowita rowniez punkt wyjscia dla dalszych badan, ktérych czesé
kontynuowana byta réwniez po uzyskaniu stopnia doktora, dotyczacych modelowania zaleznosci
struktura-aktywnos$é pomiedzy substancjami chemicznymi a inhibicjg kanatu hERG przy wykorzystaniu
roznorodnych algorytmdéw analizy danych [68, 69, 164-167, 167-169]. Efektem prowadzonych w
okresie przed uzyskaniem stopnia doktora prac byto 10 doniesiern konferencyjnych [164-173], 11
publikacji naukowych [67—-69, 71, 72, 163, 174—-178] oraz jeden rozdziat ksigzki [179] oraz obroniona w
2010 roku praca doktorska pt. ,Modelowanie in silico proarytmicznego dziatania potencjalnych
substancji leczniczych” i uzyskanie stopnia doktora nauk farmaceutycznych ze specjalizacjg w dziedzinie
toksykologii. W 2011 roku moje osiggniecia naukowe zostaty wyrdznione nagrodg Dziekana Wydziatu

Farmaceutycznego UJCM.

Podsumowanie dorobku naukowego przed uzyskaniem stopnia doktora:
Liczba publikacji: 16
Liczba doniesien konferencyjnych: 15
Catkowity impact factor (IF): 13.285

Suma punktéw MNiSW: 184

3.2. Dziatalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych moje obowigzki dydaktyczne zostaty poszerzone
o opieke nad magistrantami i recenzowanie prac magisterskich; jestem takze promotorem
pomocniczym w dwdch przewodach doktorskich. Do moich obowigzkéw nalezy réwniez
wspoétkoordynowanie zaje¢ z przedmiotu higiena i epidemiologia oraz przygotowanie materiatow,
harmonogramdéw, regulaminow, aktualizacja sylabuséw oraz udziat w przygotowaniu i przeprowadzeniu
zaliczen z przedmiotu higiena i epidemiologia, farmakoekonomika, oraz prawa farmaceutycznego (do
2015). W okresie 2012 — 2018 przeprowadzitam ogdtem 1508 godzin zaje¢ (wymagane pensum 1050)
dla studentow studiéw magisterskich kierunku Farmacja. Dodatkowo zaczetam réowniez prowadzié
zajecia dla studentéw studiow podyplomowych ,Badania Kliniczne Produktéw leczniczych”. Od roku
2015 jestem kierownikiem tych studiéw i odpowiadam za ich organizacje, modyfikacje programu,
aktualizacje sylabuséw i regulaminu, oraz przygotowanie i przeprowadzenie egzaminu koricowego oraz

testu zaliczeniowego do wprowadzonego przeze mnie, akredytowanego przez organizacje
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TransCelerate Biopharma INC., szkolenia z zakresu Dobrej Praktyki Klinicznej (GCP). W tym roku bytam
trenerem na kursie dla pracownikéow naukowych Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku dotyczgcym
zarzadzania informacjga medyczng organizowanym w ramach wspoffinansowanego przez Unie

Europejska projektu POWER.

Moja aktywnos$é naukowa po uzyskaniu stopnia doktora w dalszym ciggu zwigzana byta z modelowaniem
kardiotoksycznego dziatania lekéw, jednak zakres badan zostat znacznie poszerzony. Cel prowadzonych
prac z budowy stosunkowo prostego systemu klasyfikacji ryzyka proarytmicznego zostat rozszerzony do
znacznie bardziej kompleksowej oceny bezpieczenstwa kardiologicznego lekdw. W roku 2014 cykl prac
poswiecony prezentacji platformy oceny potencjatu kardiotoksycznego substancji chemicznych zostat
nagrodzony przez Wydziat Medyczny Polskiej Akademii Nauk. Komercjalizacja wytworzonego w wyniku
opisanych prac produktu (systemu CSS) pozwolita zaplanowac i utworzy¢ unikalne w skali Uniwersytetu
laboratorium badan elektrofizjologicznych, dzieki czemu poszerzytam swdj warsztat badawczy.
Wygenerowane w laboratorium dane z pomiardow elektrofizjologicznych in vitro wykorzystano w

opisanym wczesniej procesie budowy modelu QSTS [P6, P7] [180-183].

Wiekszos¢ moich badan zostata przeprowadzona jako element projektu grantowego SONATA 6
(finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki) oraz szesciu projektéw finansowanych przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (w czterech z nich bytam kierownikiem projektu w
pozostatych dwdch wykonawcg). Projekty te dotyczyty oceny czynnikdw modyfikujgcych ryzyko dziatania
proarytmicznego na poziomie populacji, w tym interakcji wielokanatowych leku, mutacji gendéw
kodujgcych biatka kanatu hERG, interakcji lek-lek, oraz wywotanych farmakoterapig lub chorobg
zaburzen fizjologii (Zatgcznik 3). Wyniki prowadzonych prac zostaty opublikowane oraz zaprezentowane
na konferencjach miedzynarodowych [P1-P8][17, 66, 130, 184—195]. Moje osiggniecia naukowe zostaty
dwukrotnie, w 2014 i 2015 roku, nagrodzone nagrodg Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego UJCM.

Zdobyta podczas realizacji projektéw wiedza oraz poczynione obserwacje zostaty podsumowane w
artykutach przeglagdowych dotyczacych zastosowania metod modelowania i symulacji w ocenie
bezpieczeristwa kardiologicznego lekow [196] problemdw i trudnosci zwigzanych z komputerowymi
metodami jego predykcji [35], ze szczegdlnym uwzglednieniem roli zmiennos$ci miedzyosobniczej [36,
197]. W opublikowanym w czasopismie Drug Discovery and Development [198] artykule przeglgdowym
przedyskutowano takze problem braku standardéw klasyfikacji dla potencjatu dziatania
proarytmicznego lekéw, co wydaje sie szczegdlne istotne ze wzgledu na obecne zmiany paradygmatu
oceny bezpieczenstwa kardiologicznego lekdw, w ktdorym modele matematyczne i metody in silico
odgrywajg wazng role. Jako gtos w aktualnej dyskusji dotyczacej uzytecznosci badan TQT jako narzedzia
predykcji proarytmii opublikowano prace, w ktorej oceniono korelacje pomiedzy wynikami badan TQT

a rzeczywistym ryzykiem arytmii TdP w populacji [199].

Od stycznia 2018 jestem zaangazowana w realizowany we wspdtpracy z Bundesinstitut fur
Risikobewertung projekt, ktorego celem jest budowa modelu PBPK przezskdrnego wchtaniania

chemikaliow z matryc statych.
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Podsumowanie dorobku naukowego po uzyskaniu stopnia doktora:
Liczba publikacji: 27
Liczba doniesien konferencyjnych: 27
Catkowity impact factor (IF): 59.428

Suma punktéw MNiSW: 569

3.3. Podsumowanie dorobku naukowego

Na moj catkowity dorobek naukowy sktada sie (dane na 01.06.2018):
e publikacji oryginalnych i poglagdowe: 34
e rozdziatéw w pracach zbiorowych: 5
e doniesien zjazdowych na konferencjach polskich i zagranicznych: 42

e publikacji popularnonaukowych: 3

Sumarycznie:
e IF=72.713
* punkty MNiSW = 753
e indeks Hirscha = 8

e cytowania: 237
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