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Computer modeling in drug research. In vitro-in vivo extrapolation
Clinical trials necessary for the
drug approval are the most expensive stage of drug discovery and

— clinical trials simulation

development process. At the same time drug candidate face the highest
probability of failure, mainly due to insufficient safety profile, and the
research discontinuation necessity occurs. Therefore there is much
interest in methods which can support and guide clinical studies in
humans and exclude the chance of the extreme observations findings.
Computational modeling and simulation systems use for the automatic
in vitro — in vivo extrapolation and clinical trials simulations have been
recognized as useful and valuable tools superior in comparison with

animal models as they enable to assess the variability in drug behaviour

and human organism reaction. This paper summarizes whole series
about mathematical modeling applications in pharmacy, especially in
drug discovery and development. The paper also presents individual
models as well as specialized platforms for advanced toxicological
assessments, physico-chemical parameters and pharmacokinetic
profiles predictions and very briefly their usage in PK-PD modeling.
Keywords: IVIVE, clinical trials, modeling.
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Wstep

Najbardziej kosztownymi etapami badan nad le-
kiem sa badania kliniczne. Koniecznos$¢ zaangazowa-
nia odpowiednich, spetniajacych kryteria wtgczenia
do badania, zdrowych ochotnikéw lub 0séb chorych
odpowiednio dla poszczegélnych faz badan, ich za-
planowanie, zaangazowanie wyspecjalizowanego
personelu, osrodka monitorujgcego i samych moni-
toréw badan klinicznych, a w koricu wdrozenie odpo-
wiednich technik analitycznych, wymagaja naktadéw
przekraczajacych mozliwosci finansowe wiekszosci
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firm farmaceutycznych Swiata. Jesli do wymienionych
sktadowych doliczymy, w ostatnich latach ksztattu-
jace sie na wysokim poziomie, prawdopodobienstwo
koniecznosci przerwania dalszych badan, zwigzanych
najczesciej z niekorzystnym profilem bezpieczenstwa
leku i zwigzane z tym koszty, na rynku pozostaje jedy-
nie kilka, maksymalnie kilkanascie podmiotéw beda-
cych w stanie podota¢ podobnym wyzwaniom.
Naturalnym jest wiec poszukiwanie metod, ktére
pozwolityby zwiekszy¢ prawdopodobienstwo oce-
ny potencjalnych sytuacji problematycznych, ktére
moga pojawic sie w trakcie badan klinicznych, a wiec
najbardziej wymagajacych jesli chodzi o bezpieczen-
stwo, poniewaz przeprowadzanych w warunkach in
vivo na ludziach. Narzedzia komputerowego mode-
lowania i symulacji, a w zasadzie automatycznego
skalowania juz wczesniej otrzymanych w laborato-
riach wynikéw (zasymulowanych w warunkach in
silico, otrzymanych na szczepach i hodowlach ko-
morkowych w warunkach in vitro czy tez in vivo na
zwierzetach) na warunki in vivo u ludzi sg bardzo ce-
nione. Jedna ze szczegélnie cennych charakterystyk
niektérych z dostepnych systemoéw, jest mozliwos¢
przewidywania wptywu zréznicowania miedzyosob-
niczego na losy leku w organizmie. Nie mamy wiec juz
do czynienia z ,panem Kowalskim”, reprezentujacym
przecietnego osobnika, a symulujemy GRUPE ludzi
(populacje), zréznicowanych pod katem demograficz-
nym, fizjologicznym (patofizjologicznym w przypad-
ku populacji 0séb chorych) czy nawet genetycznym
[1]. Warte podkreslenia jest, ze tak ostatnio popu-
larna — nawet mimo braku, jak na razie, szerokiego
zastosowania praktycznego — dziedzina jaka jest far-
makogenetyka, a wiec mozliwos¢ oceny i wykorzy-
stania profilu genetycznego kazdego z pacjentow

w dostosowaniu kuracji lekowej i jej optymalizacji
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pod katem skutecznosci i bezpieczenstwa, wchodzi
do powszechnego uzycia niejako kuchennymi drzwia-
mi, jako element platformy symulujacej badania kli-
niczne. Cho¢ symulacje komputerowe nie sg w stanie
rozwigza¢ wszystkich napotykanych probleméw, to
jednak umozliwiajac przeprowadzanie wirtualnych
doswiadczen pozwalaja na podstawie przestanek
dojs¢ do konkluzji (,,jezeli —to”), a w niektérych przy-
padkach nawet utatwia¢ wyjasnienie mechanizmow
reakcji zachodzacych w organizmie.

W artykule podsumowujacym caty cykl opisuja-
cy zastosowanie technik modelowania matematycz-
nego, przedstawione zostana zatozenia koncepcyjne
podobnych systemow, przyktady pojedynczych mo-
deli oraz catych platform, bedacych zaawansowany-
mi, kompleksowymi zbiorami algorytmow. Systemy
takie znajdujg zastosowanie w zaawansowanej oce-
nie toksycznosci dla wybranych narzadéw, predykcji
parametrow oraz profili farmakokinetycznych i ich
wykorzystania do modelowania PK-PD (zaleznosci
farmakokinetyczno-farmakodynamicznych). Dla kaz-
dego z nich postaramy sie opisac co najmniej jeden
przyktad praktycznego wykorzystania w trakcie ba-
dan nad lekiem.

Zatozenia dziatania dostepnych systemow

Podobnie jak niemal wszystkie systemy wykorzy-
stywane do symulacji prowadzonych w warunkach
in silico, tak i symulatory zachowania leku w warun-
kach in vivo wymagaja pewnych informacji poczat-
kowych, ktére stanowia podstawe dla dalszych prac.
O ile najczesciej i intuicyjnie przyjmuje sie, ze czescia
determinujaca zachowanie symulatora jest algorytm
jego dziatania, a wiec méwigc w duzym uproszczeniu
—wz6r matematyczny, wedtug ktérego dziata —o tyle
pamietac trzeba, ze informacje, ktére wprowadzamy
przed rozpoczeciem symulacji majg co najmniej tak
samo duze znaczenie. Algorytmicznie podobne sys-
temy maja niemal zawsze charakter mechanistyczny,
€0 0znacza, ze rownania matematyczne opisujg pew-
ne zjawiska fizjologiczne, zaobserwowane wczesniej
w trakcie badan in vitro lub in vivo z udziatem ludzi.
Bazujac na zbudowanych relacjach i wykorzystujac
wybrane, uznane za istotne parametry, tworzone sg
reguty zapisywane w postaci réwnan matematycz-
nych. Umozliwia to ocene wptywu tych czynnikéw na
analizowana, interesujgcag nas wielkos¢. Przyktadem
moze by¢ zjawisko dyfuzji, ktére spotykamy m.in.
w trakcie przenikania substancji aktywnych z krwi do
tkanek i komérek. Powszechnie wykorzystywane sg
prawa Ficka (pierwsze —dla przestrzeni jednowymia-
rowej i drugie — kiedy chcemy $ledzi¢ nie tylko zmia-
ny stezenia substancji w poszczegélnych miejscach,
ale takze w czasie).

Podobnie w przypadku predykcji enzymatycz-
nych przemian lekéw wykorzystywane jest doskonale
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znane réwnanie Michaelisa-Menten (réwnanie 1), opi-
sujace zaleznosé miedzy stezeniem substratu i szyb-
koscig reakcji.

K, +[S] "

gdzie:

v —szybkos¢ reakcji enzymatycznej

V...~ maksymalna szybkos¢ reakji enzymatycznej

K —stata Michaelisa

[S] - stezenie substratu reakcji

W przypadku platform symulujacych zachowanie
leku w organizmie ludzkim najczesciej wykorzysty-
wane sg informacje z badan laboratoryjnych in vitro,
gtéwnie z wykorzystaniem hodowli komérkowych,
wybranych organelli komérek lub ich elementéw
funkcjonalnych. Zmiany w sposobie podejscia do prac
nad lekiem od momentu wprowadzenia i po okre-
sie uwiarygodnienia sie metod opartych na hodow-
lach komérkowych sa trudne do przecenienia. Jest to
wazne zaréwno ze wzgledéw naukowych i praktycz-
nych, jak cho¢by mozliwos¢ wstepnej oceny kardio-
toksycznosci na linii komdrkowej HEK293 opisana
w poprzedniej czesci, jak i z przyczyn etycznych —re-
dukcja ilosci poswiecanych zwierzat laboratoryjnych.
W tym miejscu warto réwniez przypomnie¢ problem
skalowania allometrycznego, a wiec przenoszenia
obserwacji i wnioskéw uzyskanych w badaniach na
zwierzetach bezposrednio na ludzi. W wigkszosci ty-
pOwW opisywanego oprogramowania tego typu opera-
cje nie sg wykonywane (cho¢ sa wyjatki), gtéwnie ze
wzgledu na wciaz nieistniejace sprawdzone i powta-
rzalne algorytmy, ktére by to umozliwiaty. Bedziemy
wiec bazowa¢ na danych z badan in vitro oraz in vivo
angazujacych ludzi.

Czysto akademicki, cho¢ przydatny i czytelny po-
dziat na typy niektérych z wykorzystywanych informa-
cji, a bazujacy na zrédtach danych, mégtby wygladac
w sposob podany ponizej. Jednoczesnie podano przy-
ktady poszczegdlnych kategorii i zaznaczono, w jakim
celu moga by¢ one nastepnie wykorzystywane.

A. WYNIKI DOSWIADCZEN IN VITRO
Al —bez angazowania hodowli tkankowych/komor-
kowych

— wspotczynnik podziatu olej-woda (logP, logD)
— WCHEANIANIE, BIODOSTEPNOSC, DYSTRY-
BUCJA, METABOLIZM, WYDALANIE

- statadysocjacji (pKa) — WCHEANIANIE, BIODO-
STEPNOSC, DYSTRYBUCJA, METABOLIZM, WY-
DALANIE

— rozpuszczalnos¢ wtasciwa — WCHEANIANIE,
BIODOSTEPNOSC

— rozpuszczalnosé w réznych mediach (pH, kwasy
26tciowe) - WCHEANIANIE, BIODOSTEPNOSC

— parametry rozpuszczania/uwalniania substan-
cji ze statych postaci leku — stata szybkosci
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uwalniania, grubosc¢ bariery dyfuzyjnej (heff)
— WCHEANIANIE, BIODOSTEPNOSC
- wiazanie lekuzbiatkamiosocza— DYSTRYBUCJA
— wigzanie leku z czerwonymi ciatkami krwi
— DYSTRYBUCJA
A2 -z wykorzystaniem hodowli tkankowych/komor-
kowych lub organelli/elementéw funkcjonalnych
— metabolizm - ludzkie hepatocyty, mikrosomy
lub rekombinowane enzymy — METABOLIZM
NARZADOWY
— blokowanie kanatéw jonowych (np. kanatow
potasowych hERG) — komorki HEK293 (linia
ludzkich embrionalnych komarek nerkowych),
CHO (komérki jajnika chomika chinskiego), XO
(oocyty zab z rodzaju Xenopus) — KARDIOTOK-
SYCZNOSC
— przenikanie przez bariery btonowe (jelita,
krew-mozg, ptuca) — MDCK (psie komarki ner-
kowe), LLCPK (Swinskie komorki nowotworowe
nerek), Caco-2 (ludzkie komorki nowotworowe
okreznicy), Calu-3 (ludzkie komorki nowotwo-
rowe oskrzeli) — WCHEANIANIE, BIODOSTEP-
NOSC, METABOLIZM
— HaCaT (ludzkie keratinocyty) — WCHEANIANIE
TRANSDERMALNE, DYSTRYBUCJA

B. WYNIKI DOSWIADCZEN /N VIVO I/LUB
BADAN DEMOGRAFICZNYCH

B1 —masa watroby

B2 —wzrost/masa ciata/ptec

B3 —zawartos¢ i rozktad w populacji enzymoéw me-
tabolizujacych leki w poszczegblnych narzadach
(CYP/UGT — nerki, jelita, watroba)

B4 —aktywnos¢ enzymatyczna poszczegblnych klas
enzymow (najczesciej z rodziny cytochromu
P450 i UGT)

B5 — zawartos¢ biatek wigzacych leki we krwi (albu-
miny, glikoproteiny)

llos¢ danych zebranych dla poszczegblnych dzia-
tow zalezy w duzym stopniu od dostepnosci metod
i technik badawczych oraz materiatow (w tym ma-
teriatu biologicznego), stopnia komplikacji czy tez
w koncu popularnosci naukowej danego zagadnienia.
Wszystkie z wymienionych aspektéw maja wyraz-
ne odbicie w ilosci publikacji naukowych, bedacych
gtéwnym zrédtem informacji wykorzystywanych do
budowy podobnych baz danych. Pierwszy z wymie-
nionych czynnikéw ma szczegdlne znaczenie w przy-
padku dostepnosci i jakosci materiatu biologicznego.
Jest to zwigzane m.in. z ostrymi wymogami dotycza-
cymi sposobu przeprowadzania doswiadczer z wyko-
rzystaniem materiatu pochodzacego od ludzi, co jest
podparte regulacjami zaréwno unijnymi, jak i obo-
wigzujacymiw innych rozwinietych krajach, niebeda-
cych cztonkami UE. Nie jest to jednak jedyny czynnik
—jakos¢ materiatu réwniez ma zasadnicze znaczenie.
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Przyktadem moze by¢ ocena zawartosci (ang. abun-
dance) enzymow poszczegdlnych cytochroméw z ro-
dziny P450 w jelitach. Wydawa¢ by sie mogto, ze
pobranie materiatu (biopsja w trakcie gastroskopii)
i jego zbadanie nie jest skomplikowane, a jednak ist-
nieja jedynie 2 publikacje, ktérych autorzy pokusili
0 podobng ocene [3, 4]. Przyczyna jest zaréwno réz-
norodnosc¢ technik pobierania materiatu (zdrapywa-
nie, biopsja), jak i ocena ilosciowa (wsrdd dostepnych
technik m.in. western blotting) znacznie utrudniaja-
ca analize i ujednolicenie uzyskanych danych w taki
sposob, aby mozliwe byto ich wykorzystanie do budo-
wy wiarygodnego modelu. Powstaje réwniez pytanie,
z ktérego odcinka jelita cienkiego nalezy pobrac¢ prob-
ke (dwunastnica, jelito czcze, jelito krete) i czy nalezy
oczekiwac ré6znych wartosci dla zawartosci i aktyw-
nosci enzyméw w komarkach sciany jelit (enterocy-
ty). Niemniej jak juz wspomniano, podobne préby sa
czynione, a uzyskane dane mozna wykorzysta¢ jako
element ,wirtualnego cztowieka”. Nalezy pamietac
o tym, ze niektdére z parametrow sa skorelowane,
a wiec zalezg wzajemnie od siebie. Przyktadem moze
by¢ masa watroby, ktéra bedzie waznym skalarem,
umozliwiajgcym odniesienie wynikéw uzyskiwanych
w warunkach in vitro z wykorzystaniem ludzkich he-
patocytéw na warunki in vivo. W duzych badaniach
stwierdzono silng zaleznos¢ pomiedzy masa watroby
a wiekiem, stad wtasnie w wirtualnej populacji wiek
jest wykorzystywany do obliczania masy watroby
u kazdego osobnika. Jesli potaczymy razem dziesigt-
ki innych parametréw opisujacych interesujace nas
zmienne, jestesmy w stanie stworzy¢ realizowanego
in silico wirtualnego uczestnika badan klinicznych.
Dotgczajac do tego zmiennos¢ miedzyosobnicza, kt6-
ra mozna obserwowac w populacji i wewnatrzosob-
nicza (np. rézna grubos¢ skory dla réznych miejsc
podania leku stosowanego na skére), mozna poku-
si¢ sie o symulowanie catych populacji. Przyktadowa
sciezka wykorzystywana do tworzenia wirtualnego
pacjenta pokazana jest na rycinie 1.

Grafika ta jest jedynie drobnym elementem duzo
wiekszego zbioru danych wykorzystywanego w tym
celu. Jednym z gtéwnych elementéw badan klinicz-
nych, a wiec takze tych symulowanych komputero-
wo, jest ocena wptywu zmiennosci miedzyosobniczej
na obserwowane efekty i parametry — farmakoki-
netyczne i farmakodynamiczne, a wiec m.in. selek-
cja pacjentéw mogacych osigga¢ wartosci skrajne
— to stwierdzenie pojawiato sie juz w tym artykule
i zapewne jeszcze bedziemy to podkreslac. Nierzad-
ko jest to zwigzane z powaznymi konsekwencjami
— przekroczeniem stezen maksymalnych, wzrostem
ryzyka dziatania toksycznego, cho¢ z drugiej strony
moze to rowniez oznaczal nieosiggniecie poziomu
leku umozliwiajacego wywotanie pozadanego efek-
tu i jego nieskutecznos$é z dotaczajacymi sie dodat-
kowymi zjawiskami (lekoopornosc). W odpowiednio
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zaprojektowanych symulacjach w wielu przypadkach
mozemy to oceni¢ odpowiednio wczesniej, nie ryzy- e
kujac zdrowia pacjentow i ochotnikdw.

Przygotowanie podobnych baz danych, wybor lub
stworzenie wtasnych modeli (réwnan) matematycz-
nych i ich wdrozenie to lata pracy zespotow naukow-
cow. Dlatego wtasnie, mimo pozornej prostoty tego
rozwigzania, jego realizacja jest mozliwa jedynie w sil-
nych grupach naukowych.

rozktad wieku
w populacji

Przebieg symulacji

Niezbedne dane

Zakres informacji niezbednych do przeprowadze-
nia symulacji zalezy od oczekiwanego rezultatu — to
cel przeprowadzania podobnych doswiadczen warun-
kuje typ danych wprowadzanych do systemu. Najbar-
dziej ogblnie mozemy podzieli¢ je na dwie grupy:

a) informacje dotyczace populacji — pozwalaja stwo-
rzy¢ w pamieci komputera wirtualne populacje
o roznej liczebnosci, strukturze i charakterystyce
(zdrowi ochotnicy, populacja kaukaska, popula-
cja japonska, populacja oséb chorych na wybrane
choroby); zaktadajac, ze charakterystyka niezbed-
nych parametréw (ich zmiennos¢ w populacji) zo-
stata wczesniej przygotowana wybieramy losowo
okreslong liczbe uczestnikéw badania wraz z moz-
liwoscig wielokrotnego powtarzania symulacji
na réznej grupie ludzi (np. 10 razy 100 osobo-
wa populacja), co pozwala oszacowac zmiennos¢
i wykry¢ osobniki posiadajgce skrajne wartosci
niektérych zasadniczych parametrow wptywaja-
cych na zachowanie leku w organizmie (poziom
i aktywnos¢ enzymow, masa watroby itp.);

b) informacje dotyczace substancji chemicznej (leku)
oraz postaci leku — to wtasnie w tym przypad-
ku cel symulacji warunkuje zakres niezbednych
danych; tatwo to sobie wyobrazi¢ na przykta-
dzie symulacji interakcji lekowych przebiegaja-
cych na poziomie enzymatycznym (kompetycyjne
lub niekompetycyjne blokowanie miejsca aktyw-
nego enzymu), gdzie, aby méc przesledzi¢ zmiany
na poziomie pojedynczego izoenzymu, koniecz-
na jest charakterystyka zachowania danej sub-
stancji w warunkach in vitro, niezbedne dane
obejmuja wiec oszacowane z zastosowaniem re-
kombinowanych izoenzyméw lub ludzkich mi-
krosoméw watrobowych parametry opisujace
kinetyke przemian enzymatycznych bedace ele-
mentem rownania Michaelisa-Menten (warto-
sci V., — maksymalna szybkos¢ reakcji oraz K
—takie stezenie substratu, przy ktérym szybkosé
reakcji enzymatycznej jest réwna potowie szyb-
kosci maksymalnej V) oraz wartosci okreslajg-
ce liczbowo inhibicje enzymu (stata inhibicji K)).
Dotaczajac do powyzszych informacji dane do-
tyczace populacji (zawartos¢ enzyméw na gram

rozktad ptci
w populacji D nEEEEEEEEE .
! zmiana masy watroby |
| z wiekiem '
| |
! ]
! ]
! ]
I /\ I
\ /I
rozktad masy gata N\ X Y Tttt
i wzrostu w populaq| P CECTEEEEEE -
' zmiana przeptywu '
! kiwi przez watrobg |
' z wiekiem !
| |
! 1
. /\ ;
zawartos¢ enzymow
CYP/mg tkanki

Rycina 1. Przyktad wykorzystania danych demograficznych i fizjologicznych

w symulacji badan klinicznych

watroby lub jedng komérke watrobowa, masa wa-
troby, szybkos¢ odtwarzania sie enzymoéw, ob-
jetos¢ krwi, hematokryt, zawartos¢ i typ biatek
wigzacych lek w osoczu itd.) symulujemy zmiany
stezenia leku we krwi petnej lub osoczu i wptyw
jednoczesnego podania inhibitora na zmiany ste-
zenia. Ogoélny podziat przygotowywanych przez
uzytkownika informacji obejmuje:

— podstawowe wtasciwosci fizyko-chemiczne
czasteczki (masa molowa, logP —wspotczynnik
podziatu olej/woda, pKa — state dysocjacji);

— informacje umozliwiajgce ocene wchtaniania
leku — rozpuszczalnos¢, wigzanie z kwasami
z6tciowymi, wspotczynniki podziatu, zachowa-
nie postaci leku (np. wartos¢ pH, przy ktérym
z tabletki/kapsutki uwalniana jest substancja
czynna); w przypadku stwierdzonego powino-
wactwa badanej substancji do biatek transpor-
tujacych (w jelitach, watrobie) konieczne jest
okreslenie wptywu transporteréw na wchtania-
nie w jelitach (gtdwnie poprzez P-glikoproteine
i wyrzucanie ksenobiotykéw z enterocytéw do
Swiatta jelita) oraz podobnych struktur w wa-
trobie wptywajacych na proces krazenia watro-
bowo-jelitowego lekdw;
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— opisane powyzej informacje dotyczace elimi-

nacji leku i interakcji na poziomie enzymatycz-
nym —w przypadku interakcji niekompetycyjnej
(ang. MBI — mechanism based inhibition) dodat-
kowym parametrem oznaczanym w warunkach
in vitro jest stata szybkosci inaktywacji, a wiec
informacja o szybkosci unieczynniania enzy-
mu przez dang substancje chemiczng; nerki sg
jednym z gtéwnych narzadéw bioracych udziat
w wydalaniu lekéw i metabolitow (w mniej-
szym stopniu bezposrednio w metabolizmie
— gtéwnie za sprawa enzymow Il fazy) stad
ocena roli nerek dla naszego wirtualnego pa-
cjenta wymaga podania informacji nt. filtracji
ktebuszkowe] oraz potgczenia ich z przepty-
wem krwi przez narzad;

opis dystrybucji leku w organizmie moze zostac
przeprowadzony przy zatozeniu stanu stacjo-
narnego i podaniu lub obliczeniu z wykorzy-
staniem prostych modeli QSAR jednej wartosci
(Vd lub Vss) albo z wykorzystaniem bardziej
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Brytanii firme Simcyp
Limited. Firma ma charakter
Scisle naukowy, co
potwierdza jej status — jest
to tzw. ,spin-off company”,
a wiec jej wspottworcg

i wspétwtascicielem

jest uniwersytet (w tym
przypadku University

of Sheffield w Wielkiej
Brytanii). Dziesiec lat

temu dwaj profesorowie
uniwersyteccy postanowili
skomercjalizowaé swoéj
dorobek naukowy,
obejmujacy matematyczne
modelowanie interakcji
lekéw na poziomie
enzymatycznym, jego
praktyczne zastosowania
oraz dotychczasowe
kontakty z innowacyjnym
przemystem
farmaceutycznym. Efektem
tego jest platforma
ekstrapolacji in vitro-in
vivo proceséw ADME, ktéra
stanowi obecnie standard

i wyznacznik postepu
naukowego w tej dziedzinie.
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zaawansowanych modeli umozliwia-
jacych ocene zmian stezenia leku w po-
szczegoblnych tkankach i narzadach
organizmu (ang. PBPK — physiological-
ly-based pharmacokinetic modelling)
do czego potrzebne s3 oznaczone lub
obliczone wspdtczynniki podziatu mie-
dzy osoczem i tkanka.

Praca systemu

Pierwszym krokiem jest ustalenie
wspomnianych powyzej wartosci po-
czatkowych, z ktérych korzysta sys-
tem w trakcie swojej pracy, a ktérych
zakres zalezy od postawionego na
poczatku problemu do rozwigzania.
Wybor interesujacej nas populacji de-
terminuje jej parametry, ktére beda
rozne dla populacji ludzi chorych na
wybrana chorobe, zdrowych ochotni-
kow, kaukaskiej populacji ogélnej, po-
pulacji azjatyckiej. Kazdy z wirtualnych
uczestnikow badania symulowany jest
indywidualnie, a opisujace go parame-
try dobierane sg automatycznie. Bazu-
jac na naszych wirtualnych pacjentach,
oceniamy zmiany stezenia substan-
cji leczniczej i jej metabolitow ,,po-
danych” wybrana droga — doustnie,
we wlewie, wziewnie, transdermalnie
itd. oraz zmiany wybranych parama-
trow fizjologicznych (np. poziom ak-
tywnosci enzymoéw metabolizujacych
leki). Jesli oceniamy wptyw potencjal-
nych interakcji lekowych — nasi wirtu-
alni pacjenci przyjmuja jednoczesnie

kombinacje lekow. Mozliwe jest symulowanie i po-
rownanie dowolnych sytuacji bardziej lub mniej praw-
dopodobnych w warunkach klinicznych.

Oprogramowanie

SIMCYP

Platforma Simcyp [5] jest tworzona przez zareje-
strowang w Wielkiej Brytanii firme Simcyp Limited.
Firma ma charakter scisle naukowy, co potwierdza
jej status —jest to tzw. ,spin-off company”, a wiec jej
wspottworeg i wspotwitascicielem jest uniwersytet
(w tym przypadku University of Sheffield w Wielkie]
Brytanii). Dziesiec lat temu dwaj profesorowie uniwer-
syteccy postanowili skwomercjalizowa¢ swoj dorobek
naukowy, obejmujacy matematyczne modelowanie
interakcji lekéw na poziomie enzymatycznym, jego
praktyczne zastosowania oraz dotychczasowe kon-
takty zinnowacyjnym przemystem farmaceutycznym.
Efektem tego jest platforma ekstrapolacji in vitro-in
vivo procesow ADME, ktéra stanowi obecnie stan-
dard i wyznacznik postepu naukowego w tej dzie-
dzinie, a najwazniejsza, wyrdzniajacg wsrod innych
tego typu systemow cechg, jest mozliwosé symula-
cji populacji ludzi i oceny zmiennosci miedzyosobni-
czej o ro6znym Zrédle — demografia, genetyka i inne.
Zespot ponad dwudziestu naukowcow zaréwno two-
rzy wtasne modele dla poszczegblnych problemow,
jak i implementuje najlepsze dostepne w literatu-
rze naukowej.

Simcyp jako jedyny oferuje system ekstrapola-
cji dla populacji pediatrycznej — SimcypPaediatric —
wyspecjalizowany odpowiednik gtéwnego systemu,
co ze wzgledu na szczegélng wrazliwos¢ i wymogi
dotyczace badan klinicznych z udziatem dzieci jest
szczeg6lnie cenne. Jego zastosowanie pozwala ukie-
runkowac badania, oceni¢ elementy wrazliwe i zmini-
malizowac liczbe angazowanych do badan dzieci.

Kolejnym elementem jest symulator proceséw
ADME u najczesciej stosowanych w laboratoriach
badawczych zwierzat doSwiadczalnych — szczuréw.
Modut SimRat pozwala zminimalizowac liczbe po-
Swiecanych w trakcie badan zwierzat.

GastroPlus

Jest elementem wiekszej grupy programow na-
ukowych tworzonych przez amerykanska firme Simu-
lationsPlus [6]. Najwazniejsza jego czescig jest modut
predykcji wchtaniania lekéw w przewodzie pokarmo-
wym po podaniu doustnym w oparciu o dane uzyska-
ne w doswiadczeniach in vitro. Pozostate elementy
to ADMETpredictor (obliczanie wtasciwosci fizyko-
chemicznych molekut oraz predykcja parametréow
okreslajacych toksycznos¢ in vitro), ClassPharmer
(wizualizacja danych chemicznych), DDDPlus (symu-
lacja uwalniania substancji aktywnej z doustnej po-
staci leku).
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Jest nietypowym przyktadem podobnego opro-
gramowania ze wzgledu na tworcow systemu. W tym
przypadku jest to niemiecki potentat farmaceutyczny
— firma Bayer [7], co ogranicza zaréwno zakres jego
odbiorcow, jak i charakter sciezki rozwoju. Niemniej
jest to oprogramowanie o podobnych zasadach dzia-
tania i celach stosowania, jak platformy przedstawio-
ne powyzej.

Przyktady zastosowan

Farmakokinetyka — ADME

Jednym z najbardziej wnikliwie badanych elemen-
téw profilu farmakokinetycznego nowo wdrazanego
leku jest potencjat wchodzenia w interakcje lekowe
z innymi powszechnie stosowanymi substancjami.
Szczegblnym zainteresowaniem objety jest izoenzym
cytochromu P450 — CYP 3A4, ze wzgledu na liczbe
substancji stosowanych jako leki, metabolizowanych
z jego udziatem. W badaniu opisanym w British Journal
of Clinical Pharmacology [2] naukowcy z laboratoriow
najwiekszego producenta lekdéw na Swiecie, firmy Pfi-
zer wykorzystali metody symulacji komputerowej do
oceny klinicznego znaczenia interakcji marawiroku,
niedawno zarejestrowanego leku wykorzystywanego
do leczenia infekgji wirusem HIV (bloker receptoréow
dla chemokiny CCR5). Marawirok najczesciej podawa-
ny jest w terapii skojarzonej z ritonawirem, sakwinawi-
rem, atazanwirem czy ketokonazolem —bardzo czesto
stosowanym w infekcji wirusem HIV i w AIDS lekiem
przeciwgrzybiczym, ktéry jest silnym inhibitorem cy-
tochromu 3A4. Bazujac na danych uzyskanych w trak-
cie dosSwiadczen in vitro w warunkach laboratoryjnych,
dokonano ekstrapolacji na warunki in vivo u ludzi wy-
korzystujac platforme Simcyp. Catos¢ wtaczonych in-
formacji dla wszystkich lekéw obejmowata:
—mase molowa,
—wspodtczynnik podziatu olej-woda — logP,
—wspotczynnik dysocjacji — pKa,
—wspobtczynnik podziatu krew/osocze — B/P,
—wigzanie leku z biatkami osocza — fu (frakcja nie-

zwigzana),
— % podanej doustnie dawki leku osiagajacej kraze-
nie ogdlne (biodostepnos¢) — Fa,

—stata szybkosci wchtaniania — ka,

—objetos¢ dystrybucji w stanie stacjo-
narnym — VSS,

—Kklirens (szybkos¢ ‘oczyszcznia’) dla
wybranego modelu in vitro—CL, ,

— wigzanie leku z biatkami w doswiad-
czeniu invitro—fu,_,,

—klirens nerkowy — CL,

oraz
—dla inhibitoréw enzymatycznych —

state inhibicji dla reakcji odwracal-
nych i nieodwracalnych =K, k, .

Obserwowanymi parametrami byty
najczesciej wykorzystywane wskazni-
ki oceny nasilenia interakcji — zmiany
maksymalnego stezenia leku w oso-
czu (C, ) oraz pola powierzchni pod
krzywa stezenie-czas (ang. AUC —area
under the curve). Wyniki symulacji zo-
staty poréwnane z przeprowadzonym
wczesniej badaniem klinicznym (ta-
bela 1).

Uzyskane wyniki symulacji, a wiec
doswiadczenia klinicznego przepro-
wadzonego w catosci w warunkach in
silico, bez angazowania ochotnikéw
wykazuja wysoka zgodnos¢ z danymi
klinicznymi. Warto zaznaczy¢, ze symu-
lacje komputerowe zostaty przeprowa-
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Modele matematyczne
aktywnosci elektrycznej
komoérek znane s od lat
50. XX wieku i przetomowej
pracy Hodgkina i Huxleya.
Pierwszy komputerowy
model komérki serca
(wtdkna Purkinjego) zostat
opracowany przez Noble

w roku 1962. Podstawowymi
ograniczeniami wczesnych
modeli byto wykorzystanie
danych zwierzecych,
dopiero w roku 1998 Priebe
i Beuckelmann opublikowali
model, w ktérym dane
zwierzece (uzyskane

z doSwiadczeh wykonanych
na Swinkach morskich)
zastapili informacjami
uzyskanymi z doswiadczen
na ludzkich miocytach

i dopasowali do nich
odpowiednie fragmenty
(pojedyncze réwnania)
modelu.

dzone zgodnie ze schematem badan klinicznych, tak
by mozliwe byto bezposrednie poréwnanie wynikow.
Po potwierdzeniu mozliwosci platformy symulacyjnej
i jakosci uzyskiwanych wynikéw mozliwe jest réw-
niez przeprowadzanie eksperymentéw in silico. Moga
one obejmowac m.in. symulacje zmian por podawa-
nia lekow, a wiec zwiekszanie przedziatu czasowego
miedzy podaniem leku podstawowego oraz inhibito-
ra (ang. dose staggering) i ocene wptywu na stezenie
leku w osoczu. Doswiadczenia kliniczne oraz analiza
mechanizmoéw interakcji enzymatycznych wskazujg
na zasadniczy wptyw schematu dawkowania na na-
silenie interakgji.

Przyktadem zastosowania modutu predykcji
wchtaniania leku w przewodzie pokarmowym i jego
biodostepnosci jest publikacja z 2008 roku, gdzie

Tabela 1. Wyniki zmian wartosci parametréw farmakokinetycznych marawiroku oraz podanego jednoczes$nie inhibitora enzymatycznego —

poréwnanie symulacji z wynikami badan klinicznych (Hyland, 2008)

Dawka inhibitora

Inhibitor

Maraviroc (mg)

Zmiana wartosci C

X

Zmiana wartosci AU

(mg) symulacja symulacja
100 Ketokonazol 400 34 3,4 5 4,6
100 Ritonavir 100 1,3 2,3 2,6 2,6
300 Atanazavir 400 2,1 3,6 3,6 5
100 Saquinavir 1200 3,3 4,1 43 58
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PROFIL FARMAKOKINETYCZNY
stezenie — czas

stezenie

PROFIL FARMAKODYNAMICZNY
stezenie — efekt

efekt

Czas

stezenie

PK/PD
efekt — czas

efekt

czas

Rycina 2. Przyktad wykorzystania symulowanych profili farmakokinetycznych do

oceny zaleznosci farmakokinetyczno-farmakodynamicznych (PK/PD)

grupa uczonych przeprowadzita doswiadczenie pole-
gajace na poréwnaniu wynikéw badan o charakterze
klinicznym oraz symulacji oceniajacych wchtanianie
doustnie podanej insuliny w postaci mikroemulsji
[8]. Wyniki wskazuja na wysoka zgodnos¢ danych re-

alnych oraz wirtualnych.

Farmakodynamika — modele PD

Modele farmakodynamiczne nie zostang doktad-
nie scharakteryzowane, jako ze wychodzg poza ramy
tego cyklu. Niemniej jednak sama ich konstrukcja
i sposob dziatania wskazuja na mozliwos¢ wykorzy-
stania wynikéw symulacji zachowania leku w organi-
zmie, jako elementéw modeli farmakodynamicznych.
Ich gtéwna rolg jest ocena zmian aktywnosci leku (de-
finiowanego w bardzo rézny sposéb) w zaleznosci od
zmian parametréw farmakokinetycznych — gtéwnie
stezenia leku w osoczu. Potgczenie tych dwbéch ele-
mentéw pozwala na ocene zaleznosci farmakokine-
tyczno-farmakodynamicznych (PK/PD) (rycina 2).

Toksykologia - kardiotoksycznos¢

Celem tego typu projektéw jest wczesna ocena
kardiotoksycznosci substancji chemicznych, w opar-
ciu o narzedzia modelowania matematycznego.
W tworzonej symulacji warunkéw in vivo cztowieka
mozliwe jest przesledzenie wptywu substancji che-
micznej na amplitude i ksztatt potencjatu czynnoscio-
wego (ang. action potential — AP) w komérkach serca.
Jako dane podstawowe wykorzystuje sie uzyskane
w warunkach in vitro informacje, dotyczace wptywu
poszczegblnych substancji na przepuszczalnosé kana-
tow jonowych (opisane w poprzedniej publikacji tego
cyklu). Ich potaczenie z modelami matematycznymi
komarek komér serca, pozwala symulowaé wptyw

lekéw na potencjat czynnosciowy serca.
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Modele matematyczne aktywnosci elektrycznej
komorek znane sg od lat 50. XX wieku i przetomowej
pracy Hodgkina i Huxleya [9]. Pierwszy komputero-
wy model komorki serca (wtdkna Purkinjego) zostat
opracowany przez Noble w roku 1962 [10]. Podstawo-
wymi ograniczeniami wczesnych modeli, byto wyko-
rzystanie danych zwierzecych, dopiero w roku 1998
Priebe i Beuckelmann opublikowali model, w ktérym
dane zwierzece (uzyskane z doswiadczen wykona-
nych na $winkach morskich) zastapili informacjami
uzyskanymi z doswiadczen na ludzkich miocytach
i dopasowali do nich odpowiednie fragmenty (po-
jedyncze rownania) modelu [11]. Wyniki uzyskiwa-
ne z jego wykorzystaniem byty doktadne, jednak ze
wzgledu na swéj rozmiar i skale wymagan obliczenio-
wych model ten byt niestabilny. W kolejnych latach
rozw6j modeli ukierunkowany byt zaréwno na po-
prawe stabilnosci i wydajnosci obliczeniowej (strona
matematyczna), jak i przede wszystkim uzupetnienie
mozliwie najwiekszej liczby parametréw wartosciami
uzyskiwanymi w wyniku badan na ludzkich miocy-
tach i zastepowanie danych uzyskanych na modelach
zwierzecych wykorzystywanych do tej pory (czesc fi-
zjologiczna). Wsrod najczesciej cytowanych i uzna-
wanych za najlepsze obecnie istniejace, znajduja sie
modele stworzone przez Ten Tusschera [12], Bernu-
sa [13], lyer [14], Finka [15], Bueno-Orovio [16]. Celem
powstania niemal wszystkich z nich byto badanie fi-
zjologii pracy serca oraz analiza mechanizméw po-
wstawania arytmii, jednak obecnie publikowane sg
zaréwno wyspecjalizowane modele, jak i wyniki ba-
dan z ich wykorzystaniem, ktérych celem jest analiza
wptywu na potencjat czynnosciowy komérek komor
serca poszczegoélnych pradéw jonowych, np. potaso-
wych kodowanych przez gen hERG [17].

Jak wspomniano wczesniej, niemal wszystkie mo-
dele matematyczne opisujace aktywnos¢ elektryczna
serca, oparte sg na pierwotnej pracy Hodgkin-Huxley
w swoich najbardziej podstawowych zatozeniach. Po-
dobnie jest w modelu Ten Tusscher [12], gdzie btona
komdrkowa jest traktowana jak kondensator pota-
czony rownolegle z bateriami i opornikami, ktore
reprezentuja poszczegdlne prady jonowe. Zmiany po-
tencjatu elektrycznego pojedynczej komorki (V) sa
wiec pochodng pojemnosci elektrycznej komorki (C ),
oraz potencjatéw jonowych (I, =~ suma wszystkich
potencjatow jonowych, ktérych aktywnosc jest sy-
mulowana z wykorzystaniem modeli dopasowanych
do danych doswiadczalnych) i zewnetrznych, przyto-
zonych do btony komérkowej (I, ) (rycina 3).

Opisywane modele moga by¢ implementowa-
ne w dowolnym Ssrodowisku stuzacym do wykony-
wania obliczed naukowych i symulacji — Matlab, R,
Octave i inne, jednak ze wzgledu na popularnosé
i wage problemu, tworzone s3 specjalizowane sys-
temy umozliwiajace przede wszystkim zapisywa-
nie, ale takze wymiane, rozwo6j i wsp6lna prace nad
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modelami matematycznymi opisujacymi aktywnosé
komorki. Przyktadem podobnego przedsiewziecia jest
rozwijany na Wydziale Fizjologii, Anatomii i Genetyki
uniwersytetu oksfordzkiego system COR (ang. Cellu-
lar Open Resource) oparty na srodowisku CellML. Cel-
IML to jezyk stworzony i rozwijany przez naukowcow
nowozelandzkiego University of Auckland, oparty na
otwartym standardzie XML (ang. Extensible Markup
Language) oraz MathML (ang. Mathematical Markup
Language). Celem projektu jest utatwienie wymiany
realizowanych komputerowo modeli matematycz-
nych, niekoniecznie rozwigzujacych problemy bio-
logiczne. Podstawowe elementy kazdego modelu
dostepnego w repozytorium (www.cellml.org) obej-
muja strukture modelu (organizacja poszczeg6lnych
czesci), czes¢ matematyczna (zapis réwnan) i me-
tadane (dodatkowy opis pozwalajacy na tatwiejsze
wyszukiwanie). Interfejsem dla modeli zapisanych
w formacie CellML jest m.in. system OpenCell. Catos¢
dostepna jest jako OpenSource i stanowi czes¢ wiek-
szego projektu (Physiome Project), bedacego préba
odtworzenia funkcjonalnosci ciata ludzkiego w po-
staci rownan matematycznych realizowanych w wa-
runkach in silico. Podobne przedsiewziecia sg zgodne
z obecnym trendem opisywanym jako 3R (ang. Redu-
ce, Reuse, Recycle), w przypadku badan nad lekiem,
majacym na celu m.in. redukcje ilosci zwierzat labo-
ratoryjnych poswiecanych w zwiazku z badaniami.
Jednym ze stawianych argumentéw, wspierajacych
podobne opinie jest niemoznos¢ obserwacji zmienno-
$ci miedzyosobniczej (standardowe zwierzeta labora-
toryjne). Potaczenie opisanych modeli z systemami
symulujacymi zmiany stezenia leku w organizmie
i jego tkankach (PBPK) umozliwia ocene ryzyka kar-
diotoksycznosci substancji przy zastosowaniu stan-
dardowego schematu dawkowania.

Podsumowanie

Ocenia sie, ze to wtasnie techniki in silico beda
najszybciej rozwijajaca sie czescig dziatéw rozwo-
juibadan firm farmaceutycznych. Wynika to z wielu
wzgledow, wsrdd ktérych najwazniejsze to wysoka
jakos¢ i wiarygodnos¢ naukowa systeméw modelo-
wania i symulacji oraz mozliwos¢ ograniczenia za-
rowno liczby zwierzat laboratoryjnych poswiecanych
w trakcie badan nad nowym lekiem, jak i zmniejsze-
nia liczby niezwykle kosztownych badan klinicznych
z udziatem ludzi. Cho¢ na pierwszy ,lek z kompute-
ra” mozemy poczekac jeszcze dtugo lub, ze wzgledu
na ztozonos¢ procesu, nigdy sie to nie stanie, meto-
dy komputerowe zdobyty bardzo silng pozycje i beda
sie dynamicznie rozwijac.

Otrzymano: 2009.08.28 - Zaakceptowano: 2009.09.30

Rycina 3. Graficzny zapis modelu komérki komory serca ludzkiego Finka

(zrédto cellml.org)
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