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WSTEP

1. PROCES BADAN | ROZWOJU PRODUKTU LECZNICZEGO

Rozwéj leku poczawszy od obiecujgcego odkrycia do korcowego produktu
leczniczego jest procesem dfugim i kosztownym [361]. Ostatecznym celem tego procesu
jest identyfikacja czgsteczki wywotujgcej w organizmie ludzkim pozadany efekt oraz
ustalenie efektywnosci i bezpieczenstwa terapii prowadzonej z jej zastosowaniem [323].

1.1. Etapy rozwoju produktu leczniczego

Wspdiczesnie proces identyfikacji nowego leku i jego wprowadzenia na rynek
obejmuje kilka gtéwnych etapdéw. Pierwszym jest synteza ogromnej liczby czgsteczek,
ktore moga wchodzi¢ w interakcje ze specyficznymi biatkami czy wptywac na procesy
enzymatyczne zywych komorek. Nastepnym etapem jest tzw. skrining czyli badanie
przesiewowe majgce na celu wyodrebnienie czgsteczek, ktére majg najwiekszg szanse na
spetnienie wymagan stawianym potencjalnym lekom podczas badan klinicznych. W
kolejnym etapie wybrane nowe substancje, bedgce potencjalnymi komponentami leku,
poddawane s3 ztozonemu cyklowi biologicznych, farmakologicznych i toksykologicznych
testow w warunkach in vitro. W tym wczesnym stadium badan eliminowana jest
najwieksza czes¢ kandydatdw na lek. Czasteczki, ktére pozytywnie przejdg cykl
rygorystycznych testéw badane sg w warunkach in vivo na zwierzetach. Wszystkie
informacje gromadzone podczas testow przedklinicznych wykorzystywane sg nastepnie
do ukierunkowania badan klinicznych przeprowadzanych z udziatem ochotnikow i
pacjentéw.

1.1.1. Koszty procesu rozwoju produktu leczniczego

Wedtug Amerykanskiej Agencji ds. Zywnosci i Lekéw (FDA) zanim czasteczki
eksperymentalne zostang zaaprobowane do szerokiego stosowania badane sg $rednio 12
do 15 lat. Podczas procesu rozwoju nowego leku z 5 000 czgsteczek wybranych do badan
przedklinicznych, jedynie 5 (Srednio) dociera do fazy badan klinicznych z udziatem ludzi, z
ktérych jedna zostanie pdzniej zatwierdzona jako lek (Rycina 1).

Szacowany koszt wprowadzenia jednego nowego leku na rynek waha sie w
szerokim zakresie, od 800 milionéw dolarow do prawie 2 miliardéow [47,63,64].
Najbardziej aktualny raport Tufts Center for the Study of Drug Development ustala ten
koszt w roku 2006 na 1.2 miliarda dolaréw [309].

Wydatki te nie rozkfadajg sie réwnomiernie na poszczegdlne etapy badan
potencjalnej substancji leczniczej i wdrazania leku a rosng wykfadniczo (Rycina 2),
wiekszo$¢ pochtania przygotowanie i przeprowadzenie catosci badan klinicznych, zgodnie
z obowigzujgcymi - coraz surowszymi zaréwno pod katem naukowym jak i etycznym -
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procedurami i zasadami. Niepowodzenie na tym etapie wigze sie ze znacznymi stratami
zarébwno czasu poswieconego na doprowadzenie czgsteczki do tej fazy badan jak i
srodkéw finansowych na to przeznaczonych.

FAZA
ODKRYCIE PRZEDKLINICZNA BADANIA KLINICZNE ANALIZA FDA WYTWARZANIE
\ 4 v
5000 - 10 000
substancji 1
zatw. lek
(FDA)

FAZA 1 FAZA 2 FAZA 3

LICZBA OCHOTNIKOW

20-100 100-500 1000-5000

FAZA 4: BADANIA POSTMARKETINGOWE

ZGLOSZENIE IND*
ZGtOSZENIE NDA™

6 -7 LAT

" NDA (ang. New Drug Application) — nowy lek po Il fazie badan klinicznych
IND (ang. Investigational New Drug) — badany produkt leczniczy

Rycina 1. Ramy czasowe procesu rozwoju nowego leku [263].
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Rycina 2. Skumulowany koszt poszczegdlnych faz badan nad lekiem [63].
1.2. Znaczenie metod alternatywnych

Zwiekszenie kosztéw wprowadzenia nowego leku na rynek i zmniejszenie
optacalnosci catego procesu powodowane jest przede wszystkim znacznym wzrostem
wymagan, dotyczgcych m.in. bezpieczenstwa, stawianych nowym lekom przez agencje
rejestrujgce (FDA, EMA) skutkujgcym zwiekszeniem odsetka czgsteczek odrzucanych na
kolejnych etapach rozwoju potencjalnych lekéw. To z kolei jest przyczyng wcigz malejacej
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liczby rejestracji, rozumianych jako wprowadzenie na rynek nowych czgsteczek, a wiec
lekow okreslanych mianem innowacyjnych (Rycina 3), pomimo ze przemyst
farmaceutyczny jest jedng z najintensywniej inwestujgcych w nauke oraz badania i rozwaj
(BiR, ang. R&D — Research and Development) gatezi gospodarki [272 - raporty
Wspdlnotowego Centrum Badawczego Komisji Europejskiej - JRC].

Coraz wyrazniej podkresla sie takze wzgledy humanitarno-etyczne wskazujgce na
koniecznos$¢ uzyskania maksymalnej mozliwej redukcji doswiadczen prowadzonych z
wykorzystaniem zwierzat, zastepowania ich innymi, réwnocennymi metodami
badawczymi zgodnie z zasadg 3R (ang. Refine, Reduce, Replace) oraz optymalizacji
niezbednych badan prowadzonych z udziatem ludzi (zdrowych ochotnikéw oraz oséb
chorych, w warunkach klinicznych). Ponadto wartos¢ prognostyczna doswiadczen na
zwierzetach, zaréwno pod wzgledem skutecznosci jak i toksycznosci, nie jest optymalna
m.in. ze wzgledu na niemozliwe do usuniecia réznice miedzygatunkowe utrudniajace, a
niekiedy uniemozliwiajgce ekstrapolowanie wynikow badan wykonanych na zwierzetach
bezposrednio na ludzi [252].

Sytuacja ta powoduje, ze priorytetem programoéw rozwoju lekdw oraz oceny
bezpieczenstwa przeprowadzanej przez organy nadzorujgce i regulujgce jest mozliwie
wczesna identyfikacja powaznych, zwigzanych z toksycznoscig zagrozen zanim poczynione
zostang znaczne inwestycje zasobdw i czasu oraz wykorzystanie do tego celu metod
alternatywnych. Efektem tego jest rosngce zainteresowanie technikami i narzedziami
modelowania matematycznego [89,92,97,235,369,381]. Szacuje sie, ze obecnie okoto 10%
Srodkdw przeznaczanych przez przemyst farmaceutyczny na badania i rozwdj
inwestowanych jest w obszarze modelowania komputerowego i symulacji, a do roku 2016
wydatki te wzrosng do 20% [369].
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Rycina 3. Obnizenie produktywnosci procesu badan i rozwoju lekéw [97].
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Wytyczne FDA dotyczgce nowych idei badan naukowych , Critical Path Initiative”
wskazujg na konieczno$¢ opracowywania nowoczesnych, bardziej efektywnych kosztowo,
metod oceny bezpieczenstwa lekdw, a takze zanieczyszczen obecnych w preparatach.
Miedzy innymi sugerowane jest zastosowanie wysokowydajnych metod, w tym technik
drazenia danych (ang. data mining) i metod modelowania komputerowego QSAR, jako
wstepnych narzedzi skriningowych pozwalajgcych na prognozowanie potencjalnych
dziatan niepozadanych projektowanego leku oraz lepsze planowanie dalszych testéw
niezbednych na kolejnych etapach badan [147,194,367,368]. Réwniez obowigzujace od
roku 2007 w Unii Europejskiej rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady Europy
REACH (ang. Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals)
wprowadzajgce uregulowania w zakresie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen oraz
stosowanych ograniczen w zakresie substancji chemicznych [94] ktadzie duzy nacisk na
wykorzystywanie podczas procesu oceny i rejestracji zwigzkdw chemicznych
alternatywnych metod badan, takich jak predyktywne modele QSAR. Kolejnym obok
REACH przyktadem praktycznego wykorzystania komputerowych modeli toksycznosci i ich
predykcji jest Canadian Environmental Protection Act [35,228]. Zgodnie z tym
dokumentem wyniki modelowania uzywane s3 jako rownorzedne dla dostepnych danych
z innych badan do kategoryzacji substancji chemicznych znajdujacych sie w kanadyjskim
Wykazie Substancji Krajowych (DSL — ang. Domestic Substances List). Oceng potencjatu
toksykologii predykcyjnej zajmuje sie takze zespdt ICSAS (ang. Informatics and
Computational Safety Analysis Staff), bedacy czescig Centrum do spraw Oceny i Badan
nad Lekami (CDER — ang. Center for Drug Evaluation and Research) Amerykanskiej Agencji
ds. Lekdw i Zywnosci czy tez laboratorium doswiadczalne amerykariskiego Centrum
Toksykologii Obliczeniowej (ang. National Center for Computational Toxicology),
dziatajgcego w ramach rzagdowej organizacji badajgcej i chronigcej Srodowisko (EPA — ang.
Environmental Protection Agency). Zespoty te we wspotpracy z firmami informatycznymi,
farmaceutycznymi, chemicznymi opracowujg toksykologiczne bazy danych, tworzg i
oceniajg techniki drazenia danych i metody QSAR, dazac do stworzenia zestawu narzedzi
do oceny efektéw (mutagennosci, kancerogennosci i in.) oraz dawek toksycznych.

Powyzsze przyktady jak i deklaracje przemystu farmaceutycznego wskazujg, ze
realizowane komputerowo modele (modele in silico) znajdujg zastosowanie na wszystkich
etapach rozwoju leku poczgwszy od poszukiwania i projektowania nowych aktywnych
struktur, skriningu wirtualnych lub zsyntetyzowanych bibliotek zwigzkéw, poprzez
przewidywanie i projektowanie wtasciwosci ADME, ocene prawdopodobienstwa wigzania
z docelowa strukturg biatkowg, az do oceny bezpieczenstwa i skutecznosci potencjalnego
leku. Modelowanie in silico wykorzystywane jest takze na etapie decyzji o dopuszczeniu
nowych produktow do obrotu, biezgcego oraz okresowego monitorowania procesu
produkcji czy efektow stosowania leku w populacji (tzw. IV fazie badan klinicznych).

Zadaniem modeli komputerowych jest poprawa prawidtowosci prognoz
stawianych podczas kolejnych etapow badan w oparciu o istniejgcg wiedze [195], a w
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konsekwencji zwiekszenie efektywnosci przemystu farmaceutycznego [40,195,226].
Metody in silico, poza wzgledami ekonomicznymi, oferujg takze znacznie wiekszga w
poréwnaniu z testami in vivo i in vitro, wydajnos¢ skriningu czgsteczek, odpowiadajgca
potrzebom wynikajgcym z m.in. rozwoju metod chemii kombinatorycznej. Doswiadczenia
in silico przeprowadzane zaréwno na realnie istniejgcych, zsyntetyzowanych czasteczkach
jak i na czgsteczkach wirtualnych, pozwalaja do etapu syntezy czy badan in vitro wybrac te
najbardziej obiecujgce. Dzieki temu liczba struktur, ktére poddawane bedg skriningowi w
warunkach in vitro moze by¢ odpowiednia do zastosowania doktadniejszych, jednak
cechujacych sie niskg lub srednig wydajnoscig technik. Odpowiedni dobdr struktur moze
takze prowadzi¢ do ograniczenia liczby koniecznych do wykonania w dalszych etapach
badan na zwierzetach.

Obserwowane w ostatnim czasie znaczne zmniejszenie ilosci niepowodzen
procesu BiR zwigzanych z nieodpowiednimi wtasciwosciami ADME, jest m.in. efektem
rutynowego stosowania modelowania komputerowego do ich projektowania i oceny,
podczas wstepnego etapu badan potencjalnych lekéw (Rycina 4). Podobnych efektow
mozna spodziewac sie jako wyniku skriningu i modelowania wtasciwosci toksycznych,
ktore sg jedng z podstawowych przyczyn niepowodzen na etapie badan nad lekiem oraz
wycofywania zarejestrowanych produktow leczniczych [190].
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Rycina 4. Przyczyny eliminacji potencjalnych lekow podczas procesu badan i rozwoju [190].
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2. TOKSYKOLOGIA OBLICZENIOWA

Krytyczne znaczenie zagadnienia bezpieczenstwa leku w procesie jego tworzenia i
rejestracji oraz ciggly intensywny wzrost znaczenia komputerowych metod
obliczeniowych wraz z rosngcym zainteresowaniem narzedziami modelowania jest
przyczyng obserwowanego w ostatnim czasie dynamicznego rozwoju nowej dziedziny
nauki jakg jest toksykologia obliczeniowa (ang. computational toxicology)
[89,92,367,368]. Zgodnie z definicjg Amerykanskiej Agencji Ochrony Srodowiska (EPA)
toksykologia obliczeniowa to zastosowanie modeli matematycznych i komputerowych w
celu przewidywania efektéw niepozadanych oraz lepszego zrozumienia prostych lub
ztozonych mechanizmdw, poprzez ktdre dana substancja chemiczna wywiera dziatanie
szkodliwe. Modelowanie toksycznosci od kilku lat znajduje sie w centrum zainteresowania
przede wszystkim firm farmaceutycznych. Toksykologiczne metody in silico na etapie
projektowania nowych lekdéw, wykorzystywane sg przy wyborze struktur wiodacych
wykazujgcych najmniejszg toksycznos¢, a zatem tych, ktére nastepnie beda podlegaty
procesowi optymalizacji i dalszemu rozwojowi z najwiekszym prawdopodobienstwem
sukcesu rozumianego jako rejestracja nowego leku [240,257]. Cho¢ modelowanie i
predykcja toksycznosci w warunkach in silico nie jest jeszcze metoda rutynowo stosowang
podczas badan nad lekiem, koniecznos¢ rozwoju alternatywnych metod oceny
toksycznosci lekdw dostrzega nie tylko przemyst farmaceutyczny.

Jak wspomniano techniki modelowania komputerowego wspomagajg obecnie
toksykologiczne i farmakologiczne profilowanie substancji [240,257] oraz wspierajg
decyzje organdéw nadzorujgcych dotyczgce bezpieczeristwa chemicznego i ryzyka dziatan
niepozadanych [13,120]. Wyniki tego rodzaju doswiadczen sg juz wykorzystywane np.
przez amerykariska Agencje Ochrony Srodowiska (EPA), Narodowy Instytut Zdrowia (NIH)
czy instytucje rejestrujgce leki podczas procesu decyzyjnego, zwtaszcza gdy wyniki badan
bezpieczenstwa leku nie sg jednoznaczne, a takze gdy decyzja musi by¢ podjeta w sytuacji
braku  wszystkich pozgdanych informacji (produkty degradacji, metabolity,
zanieczyszczenia). Dane uzyskane w wyniku modelowania komputerowego dla
strukturalnie podobnych zwigzkéw efektywnie usprawniajg takze prowadzone, m.in. w
Stanach Zjednoczonych reewaluacje substancji leczniczych [367].
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3.

KARDIOTOKSYCZNOSC

Regulacje dotyczagce prowadzenia badan nowych substancji bedacych
potencjalnymi komponentami lekéw musza zbalansowa¢ dwa przeciwstawne cele jakimi
sg zapewnienie bezpieczenstwa lekow oraz utatwienie pacjentom dostepu do nowych
terapii. Ocena leku przed jego wprowadzeniem na rynek obejmuje badania kliniczne
bezpieczenstwa i skutecznosci. Testy te sg jednak stosunkowo krétkie i przeprowadzane
sg z udziatem matych, scisle zdefiniowanych grup pacjentéw. Dlatego po zaaprobowaniu
leku, gdy jest on dostepny dla ogétu pacjentéw, jest stosowany w nowych wskazaniach, a
czas terapii czy przyjmowane dawki znacznie rdznig sie od warunkéw symulowanych w
badaniach klinicznych, mogg pojawia¢ sie nieobserwowane wczes$niej dziatania
niepozgdane. Powazne i wystepujace ze znaczng czestotliwoscig czy wyraznie zmieniajgce
wspotczynnik ryzyka do korzysci konsekwencje zdrowotne tych efektow sg przyczyna
wprowadzania istotnych ograniczen stosowania leku lub nawet jego wycofania z obrotu.

Wiasciwosci toksyczne, obok braku efektywnosci i niewtasciwego profilu ADME sg
jedng z gtéwnych przyczyn niepowodzen podczas rozwoju nowych potencjalnych lekéw
(Rycina 5), a takze po wprowadzeniu leku na rynek.

brak ﬁ"anSOWE-\ nieodpowiednie
wiasciwosci

skutecznosci____m
ADME/Tox

dziatania
niepozadane

Rycina 5. Gtéwne problemy BiR.

Analiza dostepnych publikacji przeglagdowych [110,202,206,251,308,381,394] oraz
raportéw Centrum do spraw Oceny i Badan nad Lekami (CDER) [34] pokazata, ze sposrod
48 przypadkéw wycofania lekdw w ubiegtych latach, 15 zwigzanych byfo z ujawnieniem
dziatan hepatotoksycznych i 21 z dziataniami niepozadanymi w obrebie uktadu krazenia, w
tym 11 1z dziataniem proarytmicznym (Rycina 6). Dziatanie hepato-, neuro- i
kardiotoksyczne sg rowniez gtéwnymi przyczynami niepowodzen na etapie badan
klinicznych [252,328]. Ocenia sie, ze najwiekszy wptyw na zmniejszenie ryzyka podczas
badan klinicznych bedzie miata redukcja tych trzech przyczyn oraz ze redukcja liczby
wycofan z powodu kardio- i hepatotoksycznosci o pofowe spowoduje zmniejszenie
ogolnej liczby wycofan az o 40% [328].
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Rycina 6. Gtéwne przyczyny wycofan lekow z rynku.

Kardiotoksycznos¢ moze by¢ wynikiem dziatania lekéw powodujgcych
uposledzenie funkcji lub nekroze kardiomiocytéw, uszkodzenia zastawek, niedokrwienie
miesnia sercowego i/lub arytmie komorowe. Jej znaczenie dla pacjentdéw, organdw
regulujacych i nadzorujgcych bezpieczenstwo stosowania lekdw oraz przemystu
farmaceutycznego jest ogromne [26,52,56,167,275]. Szczegblng uwage zwrdécono w
ostatnim czasie na dziatanie proarytmiczne bedgce istotng przyczyng wycofan produktow
leczniczych ze sprzedazy, a takie wprowadzenia znacznych ograniczen stosowania
niektérych preparatow.

3.1. Dziatanie proarytmiczne

Ryzyko dziatania proarytmicznego oceniane jest jako mozliwosé wystgpienia
czestoskurczu komorowego torsades de pointes (TdP). TdP to rzadka postac tachykardii
komorowej charakteryzujgca sie zmiennym kierunkiem wychylen i réznym ksztattem
zespotdw QRS w zapisie EKG (Rycina 7). W wiekszosci przypadkéw arytmia TdP ulega
samoograniczeniu, moze jednak przej$¢ w zagrazajgce zyciu migotanie komor.

Rycina 7. Zapis EKG arytmii TdP.
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Przyczyng tego rodzaju arytmii jest przede wszystkim widoczne w zapisie EKG
wydtuzenie odstepu QT, cho¢ w bardzo rzadkich przypadkach moze by¢ efektem
poszerzenia kompleksu QRS [5,370]. Na poziomie komérkowym zaburzenie depolaryzacji i
wydtuzenie odstepu QT wyraza sie w postaci przedtuzenia czasu trwania potencjatu
czynnosciowego komorek serca (AP).

(KvLOT1)
|m

L (RERG)

potencjat blonowy

v

CZas

Rycina 8. Rola kanatéw jonowych w powstawaniu potencjatu czynnosciowego.

Na rycinie 8 przedstawiono gtéwne prady i kanaty jonowe uczestniczace w
generacji potencjatu czynnosciowego. Wydtuzenie odstepu QT moze byé zwigzane z
mutacjami gendow kodujgcych podjednostki kanatéw jonowych biorgcych udziat w
powstawaniu potencjatu czynnosciowego (wrodzony zespét LQTS), badZz spowodowane
przez czynniki egzogenne, w tym leki [59,284]. Przedtuzenie czasu repolaryzacji moze
powstawaé¢ na drodze kilku mechanizméw. Stwierdzono jednak, ze mechanizmem
prowadzgacym do wydtuzenia odstepu QT dla wszystkich lekéw wykazujgcych dziatanie
proarytmiczne jest hamowanie szybkiego odkomodrkowego pradu potasowego,
oznaczanego skrotem Il [125,126,243], w pOinej fazie repolaryzacji komorek miesnia
sercowego. To z kolei jest efektem inhibicji kanatu btonowego, ktérego podjednostka a
kodowana jest przez gen hERG - human ether-a-go-go-related gene [274,293].

3.2. Przedtuzenie czasu repolaryzacji i TdP

Przedtuzenie czasu trwania repolaryzacji komdrek miesnia sercowego nie jest
samo w sobie warunkiem wystarczajgcym powstania arytmii, a efekt taki jest w istocie
podstawg mechanizmu dziatania lekdw antyarytmicznych klasy 11l [130,321]. Hamowanie
I« lub lherg nNie stanowi bezposrednio przyczyny TdP, ale raczej prowadzi do zmian
elektrofizjologicznych na poziomie komorki i tkanki, ktére mogg utatwi¢ rozpoczecie i
podtrzymanie nieprawidiowego rytmu. Wydtuzenie repolaryzacji jest tgczone z
arytmogenezg zwykle na dwa sposoby (Rycina 9).

Na poziomie komérkowym nadmierne wydtuzenie AP powigzane jest z tzw.
wczesnymi depolaryzacjami nastepczymi (ang. early after depolarization - EAD) czyli
depolaryzacjami pojawiajgcymi sie w pdznej fazie repolaryzacji [372]. EAD nasilajg sie przy
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wolnym rytmie serca, jednoczenie blokery pradu I, wywotujg przedtuzenie AP odwrotnie
proporcjonalne do czestosci rytmu [66,130]. Uwaza sie, ze EAD sg nastepstwem gtéwnie
ponownego otwierania kanatéw wapniowych typu L w fazie repolaryzacji, mozliwe, ze
pewng role odgrywa réwniez wymiennik sodowo-wapniowy [372]. Generacja wczesnych
potencjatéw nastepczych moze by¢ z kolei czynnikiem wyzwalajgcym arytmie typu
torsades de pointes (oraz uczestniczy¢ w powstawaniu zwigzanego z arytmia zjawiska ,,R-
na-T”) [201]. Szczegdlng wrazliwos¢, na indukowane lekami przedtuzenie AP i EAD,
wykazujg wtdkna Prukiniego, charakteryzujace sie ograniczong rezerwg repolaryzacyjna
[29,81]. Drugg droga, na jakiej przedtuzenie repolaryzacji moze predestynowaé do
wystgpienia arytmii TdP jest przezscienna dyspersja okresu repolaryzacji (ang. transmural
dispersion of repolarization, TDR) [6,7,201,310]. TDR jest efektem heterogenne] ekspresji
kanatow w $cianie komor i wptywa na morfologie zatamka T w zapisie EKG [6,7].
Ostabienie pradu I, ma silniejszy wptyw na repolaryzacje mid-miokardium niz innych
regiondw Scian komor (endo-, epikardium), co wynika z faktu pdzniejszej repolaryzacji i
mniejszej liczby kanatéw Ixs w tych komédrkach [29]. Wtasciwosci te sprzyjajg nasileniu
TDR. Prowadzi to do zwiekszenia niejednorodnosci refrakcyjnosci i tworzenia korzystnych
warunkdéw rozwoju arytmii re-entrant [6,7,201].

blok

g

przediuienie AP

przediuzenie QT

———
[

EAD

przezscienna
dyspersja
repolaryzacji
(TDR)

Torsades de Pointes

Rycina 9. Zaleznos¢ inhibicja pradu Iy, — TdP.
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3.3. Inhibicja kanatu hERG a polekowa arytmia TdP

Charakterystyczng cechg polekowej arytmii TdP jest réznorodnos¢ (zaréwno grup
terapeutycznych jak i pod wzgledem struktury) substancji kojarzonych z jej
wystepowaniem w praktyce klinicznej. Wydtuzanie czasu repolaryzacji i wywotywanie
zaburzen rytmu serca, arytmii typu torsades de pointes, jest znanym dziataniem
niepozgdanym stosowania wielu lekow antyarytmicznych [3,57,98,267]. Poczagwszy od
wczesnych lat 90-tych ubiegtego wieku obserwowano rosngcy liczbe doniesien
postmarketingowych  dotyczacych wystepowania tego specyficznego dziafania
kardiotoksycznego podczas stosowania lekéw pozbawionych aktywnosci
przeciwarytmiczne;j.

Jednymi z pierwszych lekéw, ktore zwrdcity uwage instytucji nadzorujgcych
bezpieczenstwo stosowania farmaceutykdw na problem polekowych zaburzed rytmu
zwigzanych z wydtuzaniem odstepu QT, arytmig typu torsades de pointes i przypadkami
nagtej smierci sercowej byty dwa leki przeciwhistaminowe - terfenadyna i astemizol,
[388,389,400]. Dziatania niepozgdane terfenadyny, zalezne od stezenia, wystepowaty po
przekroczeniu maksymalnej dawki terapeutycznej, ale takie juz w zakresie dawek
terapeutycznych, u pacjentow stosujgcych réwnoczesnie leki hamujace enzymy
cytochromu P-450 czy z wrodzonym zespotem wydtuzonego odstepu QT (zespdt LQTS)
[388]. Nowsze leki antyhistaminowe (ebastyna, loratadyna, ceteryzyna, feksofendynaiin.)
wymagajg dalszych badan, ktére pozwolg okresli¢ ich bezpieczenstwo sercowe, jednak
niektore z nich blokujg szybki pragd potasowy i potencjalnie mogg powodowac arytmie.
Czestos¢ wystepowania dziatan kardiotoksycznych lekdw przeciwhistaminowych jest niska
[216], jednak ryzyko arytmii musi by¢ rzetelnie ocenione ze wzgledu na powszechnos¢
przepisywania i stosowania tego rodzaju lekdw w terapii choréb niezagrazajacych zyciu i
samoograniczajgcych sie. Wydtuzenie odstepu QT i torsades de pointes mogg byc
wywotfane réwniez przez niektore antybiotyki (makrolidy i fluorochinolony), leki
antymalaryczne czy imidazolowe leki przeciwgrzybicze [57,136,231,248]. Arytmie
torsades de pointes sg jednak rzadkie, a ich wystgpienie wigzane jest ze stosowaniem
tylko niektérych lekéw przeciwbakteryjnych wydtuzajagcych odstep QT. Podawana
dozylnie erytromycyna przedtuza czas trwania potencjatu czynnosciowego, powoduje
dyspersje repolaryzacji komor oraz czasami arytmie typu TdP [273]. W grupie chinolonéw
przedtuzenie odstepu QT udowodniono dla sparfloksacyny oraz grepafloksacyny, obecnie
wycofanych z rynku wiekszosci krajow, natomiast lewofloksacyna i ofloksacyna uznawane
sq za bezpieczne. Chinina [131], podobnie jak halofantryna, wydtuza odstep QT juz w
dawkach zwykle stosowanych, zwtaszcza w potaczeniu z mefloching [248]. Ketokonazol
wykazuje bezposrednie dziatanie proarytmiczne, a takie przedituzajgc zalezny od
cytochromu P-450 metabolizm innych lekow wydtuzajagcych odstep QT [136].
Tréjcykliczne leki antydepresyjne, amitryptylina, doksepina, dezipramina, imipramina i
klomipramina faczone sg z wydfuzaniem odstepu QT oraz przypadkami nagtej smierci
sercowej (dezipramina, imipramina, klomipramina) [17]. Z takim efektem wigze sie
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rowniez stosowanie dawek terapeutycznych i toksycznych neuroleptykow, takich jak
chloropromazyna, flufenazyna, haloperidol, prochloroperazyna, tiorydazyna czy
trifluoperazyna [128]. Brytyjski Komitet ds. Bezpieczenstwa Lekéw (ang. Committee on
Safety of Medicines — CSM) w okresie od 1971-1995 odnotowat 40 raportow (w tym 16
zgonow) powaznych dziatan niepozgdanych w obrebie uktadu krgzenia, gtownie arytmii,
dotyczacych kolejnego leku antypsychotycznego — pimozydu [48]. Sertindol zostat
dobrowolnie wycofany przez producenta i skierowany do ponownej oceny ze wzgledu na
sprzeczne wyniki badan pre- i postmarketingowych [18]. Sporo uwagi, w zwigzku z
pojawieniem sie raportdédw dotyczacych wydtuzania odstepu QT i TdP, poswiecono takze
cyzaprydowi [393].

Pomimo réznorodnosci grup terapeutycznych i struktur substancji wszystkie one
posiadajg wspolny efekt dziatania — redukcje pradu potasowego hERG poprzez
bezposrednig blokade farmakologiczng Ilub zaburzanie dojrzewania i transportu
podjednostek kanatu do btony komodrkowej. Jak do tej pory tak silny zwigzek z
przedtuzaniem odstepu QT i TdP nie zostat udowodniony dla zadnego innego kanatu
jonowego, poza kanatem hERG [27].

3.4. Regulacje prawne

Do roku 2009 wydtuzanie odstepu QT w zapisie EKG byto przyczyng wycofania ze
sprzedazy 11 substancji, a dla wielu innych wprowadzenia znacznych ograniczen
stosowania.

Wynikiem rosngcego zainteresowania tym problemem byto sformutowanie przez
Europejskg Agencje Lekdw (ang. European Medicines Agency - EMA) dokumentu ,punkty
do rozwazenia” (ang. ,points to consider”) [93], w ktorym zaproponowano kilka
przedklinicznych testow do okreslania ryzyka arytmii serca projektowanych lekéw [19,93],
a nastepnie opracowane wspolnie przez FDA i Health Canada i wdrozone w UE w 2005
wytyczne ICH (ang. International Conference of Harmonization) regulujgce zasady badan i
rejestracji nowych lekéw [14,46,96]. Metody przedklinicznej oceny potencjatu
proarytmicznego czgsteczek specyfikujg wytyczne ICH S7B [144]. Zalecane badania mogg
by¢ wykonywane na trzech poziomach: 1) pomiary parametrow zapisu EKG, wraz z oceng
cisnienia tetniczego krwi i czestosci akcji serca, u zwierzat przytomnych lub pod narkoza,
2) ocena charakterystyki potencjatu czynnosciowego z wykorzystaniem izolowanych
tkanek lub zwierzat pod narkozg oraz 3) badania przesiewowe w kierunku wtasciwosci
blokowania kanatu hERG z wykorzystaniem kultur komodrek sercowych, linii komdrkowych
wykazujgcych ekspresje ludzkich kanatow jonowych serca, perfundowanych preparatow
sercowych (metoda Langendorffa) czy preparatéw izolowanych tkanek (wtdkna
Purkiniego, miesnie brodawkowe miokardium) pochodzacych od zwierzat laboratoryjnych
(kroliki, swinki morskie, psy i S$winie).

15



Wstep | I

3.5. Metody wczesnej oceny potencjatu proarytmicznego

Skrining czasteczek w kierunku blokowania kanatu hERG jest jedng z metod oceny
wtasciwosci proarytmicznych zalecanych przez wytyczne S7B ICH. Sita blokowania kanatu
hERG jest podstawowym wyznacznikiem potencjatu kardiotoksycznego danej substancji.
Ocena wartosci ICso (stezenia powodujgcego zmniejszenie pradu lg, o potowe) jest
wstepnym testem bezpieczenstwa kardiologicznego badanej czgsteczki i stanowi
podstawe decyzji o kontynuacji badz przerwaniu dalszych badan we wczesnej fazie
procesu rozwoju leku [93,116,294]. Zgodnie z wytycznymi ICH do ilosciowej oceny
interakcji lek-kanat hERG w warunkach in vitro wykorzystuje sie badania przeptywu
rubidu, wigzania  radioaktywnych ligandéw, pomiary  fluorescencji  oraz
elektrofizjologiczne [20,67,105,245]. ,Ztoty standard” oznaczen stanowig obecnie
pomiary elektrofizjologiczne technikg patch clamp umozliwiajagcg badanie przeptywu
jondw przez pojedyncze kanaty przy jednoczesnej kontroli wartosci potencjatu bfonowego
komarki.

3.5.1. Pomiar transportu jondw rubidu

Kanaty potasowe wykazujg wysoka przewodnos¢ dla jondw rubidu ze wzgledu na
ich zblizone do jonéw potasowych rozmiary, dlatego tez ocena wptywu badanej substancji
na transport rubidu podczas repolaryzacji btony komdrkowej moze by¢ zastosowana jako
miara potencjatu blokowania kanatu potasowego hERG tej substancji. Podczas inkubacji
systemu testowego wewnatrzkomérkowe jony potasu zastepowane s3 jonami Rb". W
nastepnym etapie komoérki inkubowane sg z roztworem substancji badanej i
depolaryzowane za pomoca wysokich stezed jonédw potasowych K'. W obecnosci
substancji blokujgcej hERG przeptyw rubidu przez kanat potasowy jest catkowicie lub
czesciowo zahamowany. W przypadku gdy badana substancja nie posiada wtasciwosci
blokowania hERG transport rubidu pozostaje niezaktécony. W doswiadczeniu mierzona
jest dystrybucja jonéw rubidu pomiedzy srodowiskiem wewnetrznym komoérki a
supernatantem [105,341].

Metody ilosciowej oceny transportu jondw rubidu obejmujg zaréwno techniki
wykorzystujace rubid radioaktywny (*°Rb*) wraz z metodami analizy znacznikéw oraz
nieradioaktywne jony rubidu i metody atomowej spektroskopii absorpcyjnej (AAS) [304].

Techniki pomiaru transportu jondw rubidu zapewniajg wiekszg wydajnosé w
poréwnaniu ze standardowg technika patch-clamp, sg takie znacznie tansze.
Otrzymywane wyniki s jednak wysoce zalezne od warunkéw przeprowadzenia
eksperymentu, jak czas oznaczenia czy kinetyka interakcji substancji z kanatem hERG,
czego rezultatem jest mniejsza spdjnosc i zgodnos¢ z wynikami otrzymywanymi technika
patch-clamp. Nie bez znaczenia jest rowniez problem radioaktywnych odpaddéw. Pomiary
z wykorzystaniem ASS unikajg radioaktywnosci, jednak ich wydajnos¢ oceniana jest jako
umiarkowana [246,304].
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3.5.2. Kompetycyjne wigzanie radioligandéw

Istotg tego rodzaju oznaczen jest wypieranie znakowanych radioaktywnie silnych
blokeréw kanatu hERG jak np. [*H] dofetylid, [*H] astemizol, [*°S] MK-499, ['*’l] BeKm-1,
przez czgsteczki substancji badanej [104,378].

Poczatkowo kanaty hERG wybranego systemu testowego s3 catkowicie wysycone
znakowang radioaktywnie substancjg i tworzone sg kompleksy znacznik-hERG. Nastepnie
tak przygotowany system inkubowany jest z substancjg badang, ktora wypiera znacznik z
komplekséw proporcjonalnie do sity jej powinowactwa do miejsca wigzania [245].

Oznaczenia z wykorzystaniem znacznikédw radioaktywnych pozwalajg na
przeprowadzenie skriningu zdolnos$ci wigzania testowanych substancji do kanatu hERG.
Nie dostarczajg jednak zadnej informacji na temat elektrofizjologicznych efektéw takiego
potgczenia. Takze rozrdinienie pomiedzy agonistami i antagonistami nie jest mozliwe.
Uzytecznos$¢ metody ograniczona jest takze mozliwoscig wystgpienia wynikow fatszywie
negatywnych, w przypadku gdy testowana substancja nie wspdtzawodniczy ze
znacznikiem o miejsce wigzania [100,245,246].

Mozliwo$¢ wykrycia wszystkich typow blokeréw kanatu hERG daje zastosowanie
kilku znacznikow rownoczesnie. Odpowiednia w tym celu jest np. kombinacja
znakowanego blokera wewnatrzkomdrkowego miejsca wigzania [*H]-dofetylidu, blokera

125

zewnatrzkomérkowego [“’I] BeKm-1 oraz blokera kanatu w stanie zamknietym -—

ergotoksyny [104,105,234].

Oznaczenia z wykorzystaniem kompetycyjnego wigzania radioligandéw nie
dostarczajg tak szczegdtowych informacji jak pomiary elektrofizjologiczne, jednak istotng
ich zaletq jest prostota, wysoka wydajnos$¢ i stosunkowo niski koszt.

3.5.3. Pomiary fluorescencji

Metoda ta bazuje na zmianach potencjatu btonowego wynikajgcych ze zmian
natezenia pradu potasowego hERG oraz barwnikach o specyficznych wifasciwosciach.
Barwnik moze ulega¢ przemieszczeniu od zewngatrz do wnetrza komorki lub odwrotnie
powodujgc zmiane intensywnosci fluorescencji lub powstanie zjawiska transferu energii
rezonansu fluorescencyjnego FRET (ang. Forster Resonance Energy Transfer Ilub
Fluorescence Resonance Energy Transfer) bedacego wynikiem relokacji barwnika
wewnatrz dwuwarstwy lipidowej btony komorkowej [20,67].

Znaczagcym ograniczeniem tej metody jest wolna kinetyka redystrybucji
stosowanych barwnikdow oraz koniecznos$¢ wieloetapowych przygotowan eksperymentu,
co istotnie zmniejsza wydajnos¢ [20]. Nowsza metoda FLIPR (ang. Fluorescent Imaging
Plate Reader) réwniez wykorzystujgca zjawisko fluorescencji zapewnia wyzszg wydajnosc,
moze jednak dawac znaczny odsetek wynikéw fatszywie pozytywnych [245,341].
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Stosowane barwniki potencjometryczne pozwalaja obserwowaé w czasie
rzeczywistym kinetyke zmian potencjatu btonowego. Doktadnos¢ tej techniki jest jednak
mniejsza niz metod patch clamp, zwtaszcza w przypadku antagonistow hERG zaleznych od
napiecia lub stosowania (ang. voltage- lub usedependent). Charakteryzuje sie ona takze
duzg wrazliwoscig na artefakty doswiadczalne. Pomimo wspomnianych wad, stosunkowo
niski koszt oraz wysoka wydajnos¢ technik wykorzystujgcych pomiary fluorescencji
sprawia, Zze sg one stosowane na wczesnych etapach rozwoju leku w celu skriningu
wiasciwosci blokowania kanatu potasowego hERG badanych substancji [67,245].

3.5.4. Pomiary elektrofizjologiczne

Pomiary elektrofizjologiczne (technika fatkowa, ang. Patch Clamp) sg ogodlnie
przyjetym standardem badan funkcjonalnych bramkowanych potencjatem kanatow
potasowych hERG i oceny wptywu potencjalnych lekow i innych zwigzkéw chemicznych na
ten kanat. Opracowana przez Nehera i Sakmanna technika patch-clamp [244],
dostarczajgca szczegdtowych, wysokiej jakosci danych stanowi obecnie ztoty standard
pomiardw [387].

Metoda ta umozliwia szczegétowe przesledzenie zmian natezenia pradu
potasowego w czasie z jednoczesng scistg kontrolg wartosci napiecia (potencjatu
btonowego komorki). Pierwszym etapem oznaczenia jest wytworzenie Scistego
mechanicznego i elektrycznego potgczenia (o opornosci od ~1 do ~10 gigaomodw)
pomiedzy pipetg (z elektrodg chlorosrebrowg potgczong z ujemnym wejsciem
odpowiedniego wzmacniacza) a btong komdrkowa i utworzenie obwodu przetwornika
pradowo napieciowego (Rycina 10).

opornik (Reedback)

wzmacniacz
wyjscie < |

napigcie

(potencjat utrzymania)

/ elektroda pipety
pa
roztwdér omywajacy —_—
mikropipeta
e
7 \s\
1 komorka 1
\ /]
S 2

i

Rycina 10. Schemat obwodu zastepczego pomiaréw patch clamp w konfiguracji whole-cell. Protokét napieé
ustalony przez badacza jest stale porownywany z mierzonym potencjatem, rdéznica jest na
biezgco kompensowana odpowiednim natezeniem pradu (current injection) [237].
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Pomiary patch clamp mogg by¢ przeprowadzane w réznych konfiguracjach. Sciste
potaczenie pipeta-btona komodrkowa, bedace pierwszym krokiem otrzymywania
wszystkich konfiguracji, wytwarza sie za pomoca delikatnego podcisnienia. Potgczenie
takie zapewnia izolacje elektryczng wewnetrznego srodowiska pipety od roztworu
omywajgcego, co jest niezwykle istotne ze wzgledu na minimalizacje pradu uptywu oraz
stosunku sygnatu do zaktécen. Pozwala to na zwiekszenie doktadnosci pomiarow oraz
mierzenie prgdéw o natezeniu rzedu pA. Najczesciej stosowana jest konfiguracja whole-
cell (Rycina 11), w ktorej mierzona aktywnos$¢ elektryczna jest sumg aktywnosci
wszystkich kanatéw znajdujgcych sie w tzw. tatce (ang. patch). W odpowiednich
warunkach eksperymentalnych konfiguracja ta pozwala na pomiar pragdu przeptywajgcego
przez jeden rodzaj kanatow otwartych za pomocg wtasciwego protokotu aktywacji lub
dzieki farmakologicznej blokadzie innych kanatéw. W celu otrzymania konfiguracji whole-
cell, po utworzeniu Scistego potgczenia zwieksza sie podcisnienie tak, aby przerwana
zostata ciggtosc btony komorki.

mikropipeta

podcisnienie podci$nienie

_‘,f" potgczenie
~2__10-100GQ

N /

btona
komadrkowa

Rycina 11. Procedura tworzenia konfiguracji whole-cell.

Pragd potasowy lx wyzwalany jest za pomocg odpowiedniego protokotu napiec
przyktadanych do btony komodrkowej. Podczas eksperymentu komorki znajdujgce sie w
potencjale utrzymania (ang. holding potential) wynoszacym okoto -80 mV, otrzymujg
bodziec depolaryzujacy (0 mV lub powyzej) co prowadzi do aktywacji kanatéw i
nastepowej szybkiej ich inaktywacji (brak przeptywu pradu przez kanat). W czasie gdy
btona komdrkowa ulega repolaryzacji - potencjat btonowy zmniejsza sie, stopniowo
ustepuje inaktywacja kanatow potasowych, ktore nastepnie przez pewien czas przed
zamknieciem pozostajg w stanie otwartym [177,385].

Pomiary amplitudy opdZznionego dokomdrkowego pradu potasowego (lk)
wykonywane s3 w obecnosci roznych stezen badanego zwigzku w roztworze
omywajgcym, kontrole stanowi czysty roztwér. Poprzez dopasowanie wspoéfczynnikéw
rownania Hilla (RGwnanie 1) do uzyskanych danych wyznaczana jest krzywa stezenie-
odpowied? i odczytywane jest stezenie ICsq (Rycina 12).
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Rycina 12. Wyznaczanie wartosci ICs.

Badania funkcjonalne kanatéw jonowych wykonywane sg z wykorzystaniem
komdrek wykazujacych naturalng ekspresje hERG, jak np. izolowane miocyty réznych
gatunkéw zwierzat [32,68,117,289], mysie komérki miesnidwki przedsionkéw AT-1 [30],
komérki neuroblastomy [8], lub z zastosowaniem heterologicznych systemow ekspres;ji
(np. HEK, XO, CHO), do ktérych wprowadzane jest ludzkie DNA lub mRNA kodujgce biatka
pozgdanego kanatu.

Zaletg badan z wykorzystaniem izolowanych kardiomiocytéw jest mozliwos¢ oceny
wptywu badanej substancji na kanat potasowy w jego naturalnym srodowisku (m.in.
warunki fizjologiczne, biochemiczne, transdukcja sygnatow) z uwzglednieniem
potencjalnego wptywu niezidentyfikowanych do tej pory podjednostek pomocniczych czy
czynnikow wewnatrzkomoérkowych. Z drugiej jednak strony badania te wigzg sie z
pewnymi problemami technicznymi, jak np. wstepowanie pragdéw zaktdcajgcych, ktorych
wptyw na wynik pomiaru nalezy wyeliminowac [98]. Nie bez znaczenia jest rowniez mata
dostepnos¢ tkanek pochodzenia ludzkiego. Dlatego tez obecnie chetniej stosowane s3
heterologiczne systemy ekspresji pozwalajgce na analize funkcji kanatow przy braku
innych protein. Do najczesciej wykorzystywanych systemow ekspresji dla kanatu hERG
nalezg embrionalne komérki nerki ludzkiej HEK 293 (ang. human embryonic kidney),
komoérki jajnika chomika chifnskiego CHO (ang. Chinese Hamster Ovary) oraz oocyty zaby
rodzaju Xenopus (ang. Xenopus laevis oocytes).

a. komoérki XO

Dobrze znang i udokumentowang metodg heterologicznej ekspresji kanatow
potasowych hERG sg wstrzykniecia RNA do cytoplazmy oocytéw zaby Xenopus laevis (XO).
Zastosowanie w doswiadczeniach komérek XO pozwala na lepszg niz w przypadku
komorek ssakow, kontrole ekspresji kanatéw, ktéra jest proporcjonalna do ilosci
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wstrzyknietego mRNA, oraz dostarcza jednorodnych danych przez dtugi czas. Jednak
wysoka lipofilno$¢ srodowiska tych komdérek moze prowadzi¢ do absorpcji czgsteczek
badanego zwigzku i zmniejszenia jego efektywnego stezenia w miejscu dziatania, a w
konsekwencji do przeszacowania potencjatu blokujgcego [293], co wiecej otrzymywana
wartos¢ I1Csg jest w znacznym stopniu uzalezniona od witasciwego przygotowania oocytow.
Ponadto, zaby Xenopus sg zwierzetami zmiennocieplnymi i nie mozliwe jest badanie
oocytéw w temperaturze 37°C, co moze by¢ dodatkowg przyczyng btedéw w pomiarze
potencjatu blokowania kanatu hERG przez badang substancje.

b. komorki ssakéw (CHO i HEK)

Tego rodzaju ograniczenia nie dotyczg komédrek ssakéw. Ponadto uwaza sie, ze sg
one lepszym odwzorowaniem komorek ludzkich, m.in. ze wzgledu na fakt, ze proces
dojrzewania biatek w oocytach Xenopus rdzni sie od tego w komodrkach ssakéw, stad
powstajgce ostatecznie biatko moze by¢ inne od natywnego wystepujgcego u ssakéw. W
przeciwienstwie do komodrek XO, komorki ssakow umozliwiajg prowadzenie
eksperymentow w temperaturze fizjologicznej, bardziej odpowiedniej w badaniach profilu
bezpieczenstwa lekow [410], mozliwa jest takze kontrola ich srodowiska wewnetrznego.
Kultury komoérkowe mogg by¢ transfekowane genem kodujagcym a-podjednostke kanatu
potasowego hERG stabilnie lub przejsciowo. Komérki HEK wykazujg bardziej stabilny
poziom ekspresji biatka niz komorki CHO. Z kolei, w przypadku linii komdérkowych HEK
poziom ekspresji moze rdzni¢ sie pomiedzy poszczegdlnymi seriami komorek, a
dodatkowo w komoérkach tych wystepuje endogenny przemijajgcy prad potasowy - li
[410]. Prad Iy, zwykle uwaza sie za zaniedbywalny, niemniej jednak, niekiedy moze on
mie¢ istotny wptyw na wyniki pomiaréw, ze wzgledu na kluczowg role stosunku pradu
potasowego hERG do I, dla farmakologii kanatu hERG [324]. Z drugiej jednak strony
komérki HEK, ze wzgledu na ludzkie pochodzenie, mogg by¢ lepszg reprezentacjg
warunkow fizjologicznych w jakich potencjalny lek bedzie stosowany. Podsumowujgc,
zaréwno linie CHO jak i HEK posiadajg swoje charakterystyczne zalety i ograniczenia,
dodatkowo brak scistych regulacji i okreslonych standardowych warunkéw pomiaru
powodujg, ze decyzja o uzyciu danej linii komdérkowej uzalezniona jest wytgcznie od
preferencji badacza przeprowadzajgcego eksperyment [27].

3.5.5. Metody in silico

Poza kréotko scharakteryzowanymi powyzej badaniami in vitro, dobrze
ugruntowane podstawy posiadajg rowniez metody tgczgce technologie wykorzystujgce
hodowle komodrkowe w potaczeniu z dostepnymi metodami modelowania
matematycznego. Oparte na pomiarach fizjologicznych komputerowe modele kanatow
jonowych, komorek, tkanek czy organdow, po pozytywnej walidacji mogg wspomagac i
ukierunkowywacé eksperymenty z wykorzystaniem zwierzgt oraz badania kliniczne, a
nawet stanowic dla nich cenng i wiarygodna alternatywe. Na wczesnych etapach rozwoju
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leku metody eksperymentalne in vitro czesto nie wykazujg pozgdanej wydajnosci, a ich
koszty sg zbyt wysokie [133]. Techniki modelowania komputerowego nie wymagajg
specjalnego wyposazenia, odczynnikdw czy syntezy badanych substancji, dajg mozliwos¢
testowania znacznej liczby substancji czy szerokiego zakresu stezen w stosunkowo
krotkim czasie, dlatego tez metody in silico sg atrakcyjnym i cenionym narzedziem
wysokosprawnego skriningu, zwtaszcza we wczesnych etapach badan nad lekiem [295].

Wspotczesnie  wykorzystywane metody in  silico obejmujga modelowanie
homologiczne, standardowe i holograficzne techniki 2D-QSAR i 3D-QSAR [m.in.
12,91,127,172,305] oraz metody klasyfikacyjne (Tabela 26).
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4. MODELE KOMPUTEROWE

Kazdy etap procesu rozwoju leku ma na celu dostarczenie niezbednych informacji
pozwalajgcych oceni¢ prawdopodobienstwo sukcesu, czyli opracowania leku
bezpiecznego i skutecznego oraz dostarczenie go pacjentom. Niezwykle istotne znaczenie
dla pomysinego zakornczenia procesu BiR ma ciggte i konsekwentne wzbogacanie bazy
wiedzy dotyczacej wtasciwosci badanej substancji. W roku 1997 Sheiner [312] przedstawit
zatozenia projektu ,Ciggle zdobywaé wiedze i potwierdzac hipotezy” (ang. Learn and
Confirm) jako nowoczesne, racjonalne i skuteczne podejscie do procesu rozwoju leku
(Rycina 13). Skuteczne wdrozenie tego projektu wymaga zastosowania narzedzi
modelowania i symulacji.

Etapy procesu BiR

Faza IV
Faza lll

Faza ll

optymalizacja
struktury

odkrycie wiodacej

nauka potwierdzenie

Baza wiedzy

Rycina 13. Schemat podstaw projektu Learn and Confirm.

4.1. Modele mechanistyczne i empiryczne

Model definiowany jest jako system aksjomatéw, poje¢ i ich wzajemnych
zaleznosci opisujacy w sposdb przyblizony i syntetyczny pewien wybrany aspekt
rzeczywistosci za pomocg rownan matematycznych. Model stanowi wiec uproszczong
reprezentacje  rzeczywistosci  ukierunkowang na  zobrazowanie  wybranych,
najwazniejszych cech modelowanego zjawiska.

Dwie gtéwne metody tworzenia modeli to modelowanie empiryczne (oparte na
danych, statystyczne) i mechanistyczne.

Model mechanistyczny zostat zdefiniowany przez Sheiner i Steimer [311] jako
system, oparty na rozpatrywaniu poszczegdlnych zjawisk i procesow, odzwierciedlajgcy
obserwowane lub zaktadane mechanizmy biologiczne lub fizyczne, ktérego parametry
znajdujg interpretacje w Swiecie rzeczywistym. W modelu empirycznym parametry
wyrazonych matematycznie zaleznosci przyczyna-efekt dopasowywane sg do danych i
moga, ale nie muszg mie¢ odniesienia do rzeczywistosci.

Modelowanie mechanistyczne wymaga elementarnej wiedzy na temat czynnikéw i
mechanizmow regulujgcych proces, zjawisko czy system. Model taki powinien wykazywacd
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zgodnos$¢ z obserwowanym zachowaniem systemu - retrodykcja, a takze umozliwiac
przewidywanie jego zachowania w przysztosci czy pod wptywem zaburzen — predykcja.

Budowa modelu mechanistycznego zwykle obejmuje nastepujgce kroki:

1. zastosowanie podstawowe] wiedzy na temat interakcji pomiedzy zmiennymi
procesu w celu okreslenia struktury modelu,

2. przeprowadzenie eksperymentéw w celu ustalenia parametrow modelu,

3. gromadzenie danych o procesie w celu walidacji modelu,
jesli model nie wykazuje pozadanej sprawnosci powrdt do kroku 1 i
zweryfikowanie wiedzy o procesie.

Proces ten nie wymaga duzej ilosci informacji, a model nie jest wrazliwy na
mozliwe idiosynkrazje w danych, jednak tworzenie tego rodzaju modelu moze byc
niezwykle czasochfonne.

W przypadku gdy modelowany system jest ztozony i wiedza o jego strukturze i
funkcjonowaniu jest ograniczona, model musi zosta¢ zbudowany w oparciu o pewne
hipotezy dotyczgce zaleznosci przyczyna-efekt.

Budowa modelu empirycznego jest wynikiem nieco odmiennej, niz w przypadku
modelu mechanistycznego, procedury:

zgromadzenie danych o modelowanym procesie, zjawisku, systemie,
okreslenie struktury korelacji pomiedzy zmiennymi,

3. zastosowanie odpowiedniej techniki numerycznej w celu znalezienia
parametrow o maksymalnej korelacji,
zwalidowanie modelu z wykorzystaniem nowych danych,

5. jedli model nie wykazuje pozadanej sprawnosci przejscie do kroku 2.

Procedura taka powoduje, ze model empiryczny powstaje w wyniku préb i btedéw
oraz jest w znacznym stopniu zalezny od dostepnosci, jakosci i reprezentatywnosci danych
uzytych do jego budowy i walidacji. Numerycznie modele te, w przeciwienstwie do wielu
modeli mechanistycznych, sg jednak znacznie prostsze w uzyciu. Prawidtowo
skonstruowany model moze dziata¢ retroaktywnie wyjasniajac na podstawie danych
przyczyny badanego zjawiska. Mozliwa jest takze predykcja, zaréwno lokalna
(interpolacja) jak i globalna, poza zakres danych wykorzystywanych do jego budowy
(ekstrapolacja).

Definicja modelu i modelowania nie precyzuje technik matematycznych jakie
mozna wykorzysta¢ do budowy modeli. Wyb6r odpowiedniego narzedzia uwarunkowany
jest rodzajem modelowanego problemu oraz charakterystyka posiadanej bazy danych. Od
zastosowanej techniki uzalezniony jest z kolei rodzaj generowanego modelu. Drzewa
decyzyjne, ktore mogg by¢ wyrazone w postaci zestawu regut, metoda k-najblizszych
sgsiadow (k-NN) czy regresja logistyczna, gdzie wspotczynniki okreslajg relatywna
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istotno$¢ danego parametru dla ostatecznej klasyfikacji pozwalajg na tworzenie tzw.
biatych skrzynek (ang. white-box models), czyli modeli umozliwiajgcych fizyczna
interpretacje ich parametréw. Drugg grupg modeli sg tzw. czarne skrzynki (ang. black-box
models) tworzone z wykorzystaniem technik inteligencji obliczeniowej takich jak sztuczne
sieci neuronowe (ang. Artificial Neural Networks, ANN) czy metody wektoréw nosnych
(ang. Support Vector Machines, SVM), ktére nie pozwalajg na interpretacje parametrow.
Niemniej jednak ich efektywnos¢ jest czesto wieksza niz biatych skrzynek, co moze
ttumaczy¢ ich znaczng popularnosé¢, zwtaszcza w domenach gdzie trafnos¢ predykcji jest
bardziej istotna niz interpretowalnos¢ modelu.

Modele mozna rowniez podzieli¢ na opisowe i predyktywne. Modele opisowe z
zatozenia zastosowa¢ mozna do ograniczonego zbioru warunkéw. Do ich budowy
najczesciej wykorzystywane s3 narzedzia inteligencji obliczeniowej implementujgce
techniki uczenia nienadzorowanego m.in. klasteryzacja, asocjacja, ekstrakcja cech.
Zadaniem modeli predyktywnych jest przewidywanie przysztego zachowania systemu lub
wynikoéw. Najczesciej wykorzystywane do budowy tego rodzaju modeli narzedzia
inteligencji obliczeniowej implementujg techniki uczenia nadzorowanego m.in.
klasyfikacja, regresja, selekcja cech.

4.2. Proces badan i rozwoju oparty ha modelach

Postep technologiczny w zakresie cyfrowego generowania, gromadzenia,
przetwarzania i analizy informacji oraz tworzenie coraz dokfadniejszych modeli zjawisk i
systemow daty mozliwos¢ zastosowania modelowania i symulacji w procesie badan i
rozwoju leku.

Modele matematyczne charakteryzujgce zaleznosci pomiedzy wtasciwosciami,
strukturg substancji i in. a efektem ich dziatania, wspomagajace podejmowanie decyzji
stanowig podstawe opartego o modele procesu BiR (ang. model-based drug
development). Implementacja tego procesu obejmuje gromadzenie wiedzy,
przygotowanie danych i budowe bazy danych, konstrukcje i walidacje modelu oraz
symulacje efektu z wykorzystaniem rdéinego rodzaju szeroko rozumianych metod
obliczeniowych.

Tworzenie modeli poszczegdlnych elementdéw procesu badan i rozwoju leku ma na
celu ograniczenie i ukierunkowanie eksperymentéw kosztownych czy niebezpiecznych dla
ludzi lub zwierzat, a takie zwiekszenie przepustowosci testéow przesiewowych czy
przyspieszenie badan. Zastosowanie modeli pozwala réwniez na fgczenie informacji
pochodzacej z réznych zrédet i uogdlnianie wynikdw.
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4.3. Modele efektéw toksycznych

Wykorzystywane m.in. przez przemyst farmaceutyczny techniki komputerowej
predykcji toksycznosci mozina ogdlnie podzieli¢ na trzy kategorie: modelowanie
molekularne, systemy ekspertowe (modele mechanistyczne) oraz systemy oparte na
danych (modele empiryczne).

a. modelowanie molekularne — metody modelowania i przewidywania zdarzen
biochemicznych istotnych z punktu widzenia toksycznosci. Komponentami
modelowania molekularnego sg m.in. grafika molekularna, narzedzia chemii
obliczeniowej, obszerne bazy danych czy okreslanie wtasciwosci fizyko-
chemicznych na podstawie struktury (ang. QSAR - Quantitative Structure-Activity
Relationship). Metody te mogg by¢ wykorzystane do predykcji toksycznosci, jezeli
w mechanizmie danego efektu posredniczy receptor (np. cytochrom P450,
receptor estrogenowy) i znana jest struktura biatka receptorowego. Techniki te
jednak nie s3 odpowiednie do modelowania i predykcji toksycznosci
uwarunkowanej ztozonymi i czesciowo nieznanymi mechanizmami.

b. systemy ekspertowe — oparte na zasadach, ogdlnych regutach wigzgcych
aktywnos¢  biologiczng ze  strukturg czasteczki. Ich  podstawg jest
usystematyzowana wiedza ekspertéw z dziedziny toksykologii oraz interpretacje
danych toksykologicznych. Tworzenie bazy wiedzy dla systemu ekspertowego
wymaga przeprowadzenia rozlegtego i dobrze zaplanowanego przegladu literatury
oraz ,przettumaczenia” specyficznych przypadkéw na generalne zasady. Dzieki
temu predykcja jest mozliwa nawet wtedy, gdy dostepnych jest niewiele danych
eksperymentalnych (np. biotransformacja czy prognozowanie punktéw koricowych
zwigzanych ze zdrowiem cztowieka). Ponadto, dzieki specyficznej elastycznosci
dziatania ludzkiego mozgu, w tego rodzaju systemach mozliwa jest integracja
roznorodnej informacji chemicznej i biologicznej (pomiary in vivo i in vitro,
wiasciwosci czgsteczek — doswiadczalne i obliczone, fragmenty struktury i in.).
Jednym z intensywniej rozwijanych dziatéw tego obszaru wiedzy, jest konstrukcja
automatycznego lub pdétautomatycznego systemu wnioskowania, a wiec w bardzo
duzym uproszczeniu — systemu nasladujgcego funkcjonalnie ludzki modzg, ktéry
pozostaje wcigz niedoscigtlym wzorem. Celem jest skrécenie czasu oczekiwania na
decyzje systemu i wzrost jego skutecznosci, a testowane metody oparte sg o
najbardziej zaawansowane techniki modelowania matematycznego.

Niektére z dostepnych programoéw wykazujg stosunkowo wysoka specyficznosc
(nawet do 80%), jednak wszystkie tego typu programy cechuje niska czutosé,
zazwyczaj okoto 50%. Systemy ekspertowe stosowane sg w badaniach nad
potencjalnym lekiem i wykorzystywane do ,,0znakowania” substancji, co w efekcie
prowadzi do zwrdcenia na te czasteczki baczniejszej uwagi podczas dalszych
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etapdéw, nie przesadzajgc jednak czy przewidziane dziatanie w istocie wystapi.
Niewatpliwg zaletg systemow eksperckich jest transparentnos$¢ predykcji.
Poniewaz system taki zwykle zbudowany jest z zestawu regut JEZELI — TO,
stosunkowo tatwo jest zidentyfikowac przyczyny i uzasadnienie danej odpowiedzi
systemu, co utatwia zrozumienie i dalszg ocene przewidzianego efektu. Taka
konstrukcja pozwala na tatwe przeszukiwanie bazy wiedzy i uzyskanie potrzebnych
informacji. Prostsza w poréwnaniu z systemami bazujgcymi na danych budowa
modelu pozwala tatwo dodac kolejne reguty, zaktualizowac wiedze czy usunad jej
cze$¢ bez koniecznosci przebudowy modelu. Przyktadowo firma Novartis
uzywajgca komercyjnego programu DEREK, aby zwiekszy¢é mozliwos¢ jego
praktycznego zastosowania w interesujgcych jg obszarach, dotgczyta do jego bazy
danych wiasne informacje z obszaru, ktéry nie byt dobrze reprezentowany.
Budowa systemoéw ekspertowych umozliwia réwniez dzielenie sie danymi, bez
koniecznosci ujawniania i udostepniania danych poufnych. Jedng z najwiekszych
wad systemow ekspertowych moze by¢ nieadekwatna, nieprecyzyjna baza wiedzy,
gdzie zasady ogdlne konstruowane sg na podstawie kilku tylko przyktadéw. Dla
tego rodzaju systemow niezwykle istotne jest regularne aktualizowanie wiedzy i
dotgczanie do niej nowych dowoddéw naukowych. Trudne jest takze formalne
zdefiniowanie tzw. domeny zastosowalnosci i prawidtowej walidacji systemoéw
ekspertowych, poniewaz bardzo czesto nie jest jasne jakie czgsteczki postuzyty do
budowy bazy wiedzy i w jakich warunkach przeprowadzono doswiadczenie,
ktdrego wynik zostat zapisany i wykorzystany.

. systemy oparte na danych (statystyczne, empiryczne) — do budowy modeli
predykcyjnych konieczne sg dane doswiadczalne oraz obliczone ze struktury
czgsteczki. Na podstawie zestawu rdzinego rodzaju parametrow, za pomoca
roznorodnych metod statystycznych systemy te wuczg sie i odkrywajg
matematyczne zaleznosci pomiedzy niejednorodnymi elementami zbioru
uczacego. Typowym przyktadem takiej procedury sag zaleznosci SAR/QSAR.
Klasyczna analiza QSAR stosuje techniki regresji pozwalajgce opracowaé rownanie
na podstawie danych, ktére moze by¢ wykorzystane do przewidywan dla
czgsteczek o podobnej strukturze (np. kongeneréw) i mechanizmie dziatania.
Szczegdlnie istotny dla poprawnego dziatania systemoéw statystycznych jest
odpowiedni dobdr wtasciwosci chemicznych istotnych z punktu widzenia
badanego efektu toksycznego. Wskazanie tych parametréw a priori oraz
zagwarantowanie, ze zadne istotne cechy nie zostaty pominiete jest niezwykle
trudne. Modele statystyczne sg znacznie czeSciej niz systemy ekspertowe
wykorzystywane do predykcji wiasciwosci czgsteczek. Poniewaz doswiadczenia
badajace toksycznos¢ sg zwykle kosztowne i czasochtonne, techniki drazenia
danych zyskaty sobie w ostatnich latach znaczng popularnosé¢, nalezg do nich m.in.:
metoda czgstkowych najmniejszych kwadratéw (PLS), regresja wieloczynnikowa,
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metoda wektoréw nosnych (SVM), sztuczne sieci neuronowe, metody
rekursywnego podziatu (drzewa klasyfikacyjne i regresyjne), metoda k-najblizszych
sgsiadow, analiza dyskryminacyjna, techniki oparte na logice bayesowskiej i inne.
Oprocz prawidtowej predykcji okreslonych efektow istotnym zadaniem systemow
statystycznych jest identyfikacja cech chemicznych odpowiedzialnych za
wystgpienie obserwowanego dziatania, co moze umozliwi¢ chemikom
optymalizacje czasteczki. Nalezy zaznaczy¢, ze modele matematyczne przewidujg
jedynie korelacje pomiedzy strukturg czy wtasciwosciami czasteczki, a okreslonym
efektem biologicznym, jednak odkryta korelacja nie jest jednoznaczna ze
zwigzkiem przyczynowo-skutkowym.

4.4, Jakos$¢ modelu

Kazdy model powinien spetnia¢ okreslone kryteria merytoryczne i jakosciowe.
Opracowano wiele wytycznych dotyczacych dobrej praktyki modelowania w medycynie i
farmacji [264,320,402]. Jednak nie ma ustalonego standardu pozwalajgcego okresli¢ co
stanowi “dobry model” i w jaki sposéb powinna przebiega¢ formalna ocena jego jakosci.
Wsréd niektorych czynnikdéw wymienianych jako istotne dla jakosci modelu znajduje sie
m.in. jako$¢ danych wykorzystywanych do jego budowy, zgodnos$é struktury modelu z
rozwigzywanym problemem czy zgodno$¢ wewnetrzna i zewnetrzna, odpowiednio
przeprowadzona weryfikacja. Z punktu widzenia predykcyjnych modeli QSAR
najistotniejsza wydaje sie by¢ efektywnos¢, skutecznosé. Jednak i w tym przypadku brak
jest okreslonych standardowych miar dopasowania, schematéw testowania czy innych
kryteriow oceny jakosci modelu, a dobdr odpowiednich wskaznikéw pozostaje w gestii
osoby tworzacej model.
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5. TECHNIKI MODELOWANIA
5.1. Sztuczne sieci neuronowe

Sztuczne sieci neuronowe (ang. Artificial Neural Network, ANN) to matematyczne
modele i algorytmy, programy komputerowe zaprojektowane by symulowac sposob, w
jaki ludzki mézg przetwarza informacje [2]. Jest to oczywiscie model bardzo uproszczony.
Sie¢ zbudowana jest z wielu, zorganizowanych w warstwy podjednostek, tzw. sztucznych
neurondéw lub elementéw przetwarzajgcych pofgczonych ze sobg wagami. Sie¢ gromadzi
wiedze poprzez wykrywanie wzorcow oraz zwigzkow pomiedzy danymi i uczy sie przez
doswiadczenie, a nie programowanie.

5.1.1. Sztuczny neuron

Pierwszg probe opracowania matematycznego modelu neuronu podjeli w 1943
roku McCulloch i Pitts [28,335]. Zbudowany przez nich neuron (Rycina 14, Rdwnanie 2),
podobnie jak biologiczny posiadat wiele wejs¢ oraz jedno wyjscie. W sieciach
wielowarstwowych wartosci docierajgcych do neuronu sygnatow wejsciowych mogg byc¢
zarowno danymi pierwotnymi podawanymi przez badacza jak i sygnatami wyjsciowymi
innej, wczesniejszej komorki sieci. Sygnat wejsciowy po przemnozeniu przez tzw.
wspotczynniki wagowe, zsumowaniu i przetworzeniu przez funkcje aktywacji generuje
sygnat wyjsciowy. W przypadku neuronu McCullocha i Pittsa funkcja aktywac;ji jest funkcjg
progowsg, co oznacza, ze dziata on zgodnie z zasadg ,wszystko albo nic” - na wyjsciu
wartos¢ 0 (brak pobudzenia) lub 1 (pobudzenie) w zaleznosci czy suma jest mniejsza czy
wieksza od wartosci progowe;j.

Wejscia Wagi

1

l \ Wyjécie
] &)

Funkcja aktywacji
Ly

Rycina 14. Model neuronu McCulloch’a i Pitts’a.
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Funkcja progowa jest aktualnie rzadko stosowana ze wzgledu na trudnosci
pojawiajgce sie podczas uczenia tego typu neurondéw [77]. Obecnie funkcje aktywacji
uzywane w sieciach neuronowych maja charakter ciggty, a sygnat wyjsciowy zmienia sie
proporcjonalnie do wejscia. Wsrdad nich wyrdzni¢ mozna dwa typy neurondw - liniowe i

nieliniowe.

Dziatanie neurondw nieliniowych jest blizsze funkcjonowaniu jednostek
biologicznych. Najbardziej zblizony do naturalnego model mozna uzyska¢ przez
zastosowanie funkcji sigmoidalnej (logistycznej). Przyktadem najczesciej
wykorzystywanych funkcji logistycznych jest sigmoida unipolarna (Rycina 15, Réwnanie 3)
oraz tangens hiperboliczny (Rycina 15, Rownanie 4)

1
y= 1+ e ’ yD{O’l}; A>0 Réwnanie 3.
X _ Y )¢
y= tanh ﬁ = e -1 = 1 e_) ; A>0 Réwnanie 4.
2 e+l 1+e™

funkcja progowa
funkcja liniowa

funkcja logistyczna

Rycina 15. Funkcje aktywacji.
5.1.2. Siec¢ heuronowa

Sztuczny neuron podobnie jak jego biologiczny pierwowzdr posiada zdolnosé
uczenia sie, jednak jako pojedynczy element ma znacznie ograniczone mozliwosci.
Dlatego tez tworzone s3g bardziej ztozone struktury zbudowane z wiekszej liczby komérek
odpowiednio ze sobg potaczonych, co znacznie zwieksza mozliwosci obliczeniowe. Sieci
neuronowe strukturalnie zbudowane sg z warstw powstajgcych przez potgczenie wyjsc
jednych neurondéw z wejsciami innych (Rycina 16). System taki zdolny jest do
rownolegtego przetwarzania informacji — co stanowi jedng z najcenniejszych wtasciwosci
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sieci neuronowej. Warstwa pierwsza (wejsciowa) nie uczestniczy w przetwarzaniu
sygnatu, jest ona reprezentacjg danych wejsciowych (wektora wejsciowego). Ostatnia
warstwa obrazuje stan uktadu (wektor wyjsciowy). W przypadku sieci wielowarstwowej
pomiedzy warstwg wejsciowg a wyjsciowg znajdujg sie tzw. warstwy ukryte. Zazwyczaj
neurony sieci potagczone sg na zasadzie kazdy z kazdym.

wejscie 1 —

wejscie 2 wWypes

wejscie 3 wyjscle

WARSTWA WYJSCIWA

wejscie n WARSTWA UKRYTA

WARSTWA WEJSCIOWA

Rycina 16. Schemat architektury dwuwarstwowej.
Architektura sieci neuronowej charakteryzowana jest przez:

e liczbe wejsc¢ i wyjsé,

e liczbe warstw,

e liczbe neuronéw w poszczegdlnych warstwach,

* liczbe wag w kazdym neuronie,

* sposbb potgczenia pomiedzy lub wewnatrz warstw,

e okreslenie, ktdry neuron otrzymuje sygnat korygujacy,
* sposob modyfikacji wag (algorytm uczenia),

e funkcje aktywacji.

Sieci, w ktérych tak jak na przestawionym schemacie (Rycina 16), sygnat
propagowany jest od wejscia do wyjscia nazywane sg jednokierunkowymi (ang.
feedforward). Konstruuje sie takze sieci, w ktdrych informacja moze by¢ przekazywana w
dwéch kierunkach, a w warstwach ukrytych wystepujg zamkniete petle (sprzezenia
zwrotne), w ktdrych sygnaty mogg krazy¢ i ulega¢ zmianom do momentu uzyskania przez
sie¢ okreslonego stanu. Sg to tzw. sieci rekurencyjne (ang. feedback), najczesciej
wykorzystywane jako pamie¢ asocjacyjna, m.in. BAM (ang. Bidirectional Associative
Memory), maszyna Boltzmanna czy sieci Hopfielda [77].
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5.1.3. Proces uczenia ANN

Uczenie sztucznej sieci neuronowej to proces adaptacyjnych zmian parametrow
sieci odpowiednio do specyfiki rozwigzywanego problemu. Metody uczenia sieci podzieli¢
mozna na dwa podstawowe typy [28,253,335]:

* uczenie nadzorowane (z nauczycielem, ang. supervised)
* uczenie bez nadzoru (ang. unsupervised)

W niniejszej pracy wykorzystano wyfacznie algorytmy uczenia nadzorowanego
sieci neuronowych, dlatego tez tylko one zostang doktadniej omdwione.

Zasadniczym celem nadzorowanych metod trenowania jest nauczenie sieci
przewidywania wartosci wyjscia lub wyjs¢ na podstawie wartosci wejsciowych. Uczenie z
nauczycielem polega na wielokrotnym, iteracyjnym przedstawianiu sieci danych w postaci
par wektor wejsciowy - oczekiwane wyjscie. W procesie tym zmieniane sg wspotczynniki
wagowe potgczen neurondw az do momentu, w ktérym wartos¢ btedu osiggnie pewng
zatozong wartos¢. Podstawowym i najczesciej stosowanym algorytmem korekty wag jest
metoda wstecznej propagacji btedu (BP — ang. Back Propagation) i reguta delta
[77,192,335].

W trakcie uczenia sieci z zastosowaniem reguty delta uaktualnianie wartosci wag
moze nastepowal przyrostowo (po prezentacji kazdej pary uczacej) lub w sposéb
skumulowany (po prezentacji catego zbioru treningowego).

Przy prezentacji par danych btad (8) jest definiowany jako rdinica pomiedzy
odpowiedzig oczekiwang a biezgcg odpowiedzig sieci na dany sygnat wejsciowy.

o) = 2 — y(i) Réwnanie 5.

2 _oczekiwana odpowiedz sieci na sygnat w iteracji j

y“) - rzeczywista (biezgca) odpowiedz sieci na sygnat w iteracji j

Do okreslenia wartosci catkowitego btedu popetnianego przez sie¢ najczesciej
wykorzystuje sie funkcje kwadratowg (Réwnanie 6) [242].

(Z(J) - y‘”) Réwnanie 6.

Q:

j
j=1

N

gdzie:
j — liczba par uczacych
21 _oczekiwana odpowiedz sieci na sygnat w iteracji j

y“) - rzeczywista (biezgca) odpowiedz sieci na sygnat w iteracji j

32



Wstep | I

Minimalizacja réznic pomiedzy 2 a y) odpowiada minimalizacji funkcji btedu Q
(celu).

Proces iteracyjnego uczenia sieci metodg delty, polega wiec na powtarzaniu
schematu:

1. przedstawienie ciggu uczacego,

2. obliczenie btedu §,

3. korekta wag neurondéw proporcjonalnie do iloczynu wektora btedu i sygnatu
wejsciowego:

w*t =wl +Aw Réwnanie 7.
AV\/iJ = l75J XiJ Réwnanie 8.
gdzie:

Wij , V\Iij+l - waga i-tego neuronu w iteracji j i j+1 (odpowiednio)

AV\lij - zmiana wagi i-tego neuronu w iteracji j

17- wspotczynnik decydujacy o szybkosci uczenia

O’ - warto$é btedu w iteracji j

Xij - sygnat wejsciowy wagi i-tego neuronu w iteracji j

az do osiggniecia zaktadanego minimum btedu lub maksymalnej dopuszczalnej
przez badacza liczby iteracji.

Realizacja algorytmu wstecznej propagacji btedu polega na ,rzutowaniu” btedu 6
danego neuronu na wszystkie neurony, ktore stanowity jego wejscie. Btad przekazywany
jest przez neurony w kierunku odwrotnym do propagacji sygnatéw uczgcych — od wyjscia
poprzez warstwy ukryte do wejscia [242,335].

Rezultatem zastosowania algorytmu wstecznej propagacji btedu jest duza
efektywnos$¢ procesu uczenia i zmniejsza ztozono$¢ obliczeniowa, a ponadto pojawia sie
mozliwos¢ przetwarzania rownolegtego czy rozproszenia procesu uczenia sieci. Z drugiej
jednak strony, iteracyjny charakter algorytmu wigze sie z czasochfonnoscig uczenia.
Ponadto ze wzgledu na wielomodalnos¢ funkcji btedu mozliwe jest, ze proces uczenia
zakonczy sie w jednym z wielu jej miniméw lokalnych, dla ktérych warto$é sygnatu
wyjsciowego rézni sie znacznie od wartosci sygnatu wzorcowego, co stanowi jedna z
gtownych wad algorytmu wstecznej propagacji btedu. Powyziszy problem moze by¢
zwigzany z nieprawidtowym wyborem poczatkowych wartosci wag. Zalecany jest doboér
losowy wspotczynnikdw wagowych, a takze kilkakrotne powtarzanie procesu uczenia
rozpoczynajgce sie od rdznych ich wartosci. Korzystne jest réwniez podawanie wektordw
wzorcowych w losowej kolejnosci. Zabiegi te tylko w pewnym stopniu zapobiegaja
problemom pojawiajgcym sie w trakcie uczenia sieci.
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Kolejng istotng niedogodnoscig zwigzang z algorytmem wstecznej propagacji
btedu jest brak mozliwosci matematycznego wyrazenia zbudowanego modelu, stad tez
okreslenie tego typu modeli jako ,,czarnych skrzynek” (ang. black-box). W zastosowaniach
praktycznych sztucznych sieci neuronowych szczegdlnie istotng role odgrywa szybkos¢
uczenia, dlatego tez opracowanych zostato wiele modyfikacji algorytmu wstecznej
propagacji btedu (m.in. metoda zmiennego wspdfczynnika 77, metoda momentu)
przyspieszajgcych zbiezno$¢ procesu uczenia oraz pomagajgcych unikngé minimow
lokalnych [242].

a. metoda zmiennego wspotczynnika 7

Wystepujagcy w rownaniu 8 wspodtczynnik 77 decyduje o wielkosci zmian wag
warunkowanych okreslong wartoscig btedu sieci i wartoscig sygnatéw wejsciowych, a
wiec moze w sposéb istotny wptywaé na szybkos¢ uczenia sie sieci. Za mata jego
warto$¢ powoduje, ze spadek gradientu funkcji btedu jest zbyt wolny, natomiast
wartos$¢ zbyt duza - gwattowne zmiany parametréw sieci i brak stabilnosci w trakcie
procesu uczenia [77,335].

Opracowano rozne strategie zmian wspoétczynnika /7 uzalezniajacych jego wartos¢ od
wartosci funkcji btedu, przy czym zmiany te mogg by¢é wprowadzane przy kazdej
iteracji lub dopiero po prezentacji wszystkich zestawdéw uczgacych w epoce [242].
Przyspieszenie zbieznosci procesu uczenia uzyska¢ mozna przez zastosowanie reguty
delta-delta Jacobsa lub jego zmodyfikowanej wersji — algorytmu delta-bar-delta, w
ktorym wspodtczynnik uczenia uzalezniony jest nie od aktualnej wartosci gradientu, ale
od pewnej trwalszej tendencji w jego zmianach. Modyfikacja ta zmniejsza wrazliwos¢
algorytmu na nagte zmiany gradientu funkcji btedu, przyspiesza proces uczenia, a takze
zwieksza prawdopodobienstwo osiggniecia minimum globalnego.

b. metoda momentu a

Inng technikg pozwalajgca na przyspieszenie procesu uczenia i zapobieganie
fluktuacjom jest metoda momentu [335]. Polega ona na wprowadzeniu do wzoru na
zmiane wag dodatkowego cztonu uwzgledniajgcego tzw. ,bezwtadnos¢” procesu tych
zmian (Réwnanie 9).

V\Iij+l = V\Iij +AV\Iij +aM ! Réwnanie 9.
gdzie:
o — wspotczynnik momentu

Wij_l, V\Iij , V\lij+1 - waga i-tego neuronu w iteracji j-1, j oraz j+1 (odpowiednio)

AWij - zmiana wagi i-tego neuronu w iteracji j
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Modyfikacja ta pozwala na uzaleznienie korekty wspoétczynnikédw wagowych nie
tylko od wartosci biezgcego btedu sieci, ale takze od wczesniejszego przebiegu procesu
uczenia oraz zwieksza prawdopodobienstwo opuszczenia minimum lokalnego przez
funkcje btedu. Wartos¢ wspdtczynnika o, podobnie jak w przypadku n, moze byé
zmieniana w trakcie uczenia sieci.

Inne przyktady algorytmdw ze zmiennym wspotczynnikiem uczenia i wspdétczynnikiem
momentu to m.in. algorytm Parka, Yuna i Kima, Lee i Parka, Quickprop czy RPROP.

5.1.4. Systemy hybrydowe

Systemy hybrydowe charakteryzujg sie taczeniem roinych metod sztucznej
inteligencji w celu tworzenia nowej jakosci oraz eliminacji stabych stron technik
stosowanych w formie klasycznej. Przyktadem takiego systemu sg m.in. sieci neuronowo-
rozmyte (ang. Neuro-fuzzy network), ktére pozwalajg unikng¢ dwoéch najczesciej
zarzucanych klasycznym sieciom neuronowym ograniczen, a mianowicie niejawnosci
postaci modelu oraz niemoznosci operowania danymi symbolicznymi. Potgczenie
klasycznej sieci neuronowej i technik bazujacych na logice rozmytej daje w efekcie system
przetwarzajgcy zarowno dane numeryczne jak i symboliczne, posiadajgcy baze wiedzy w
postaci regut rozmytych tatwych do interpretacji przez cztowieka oraz przejetg od ANN
zdolnos¢ uczenia sie (Rycina 17).

wejscie 1 4
—_—

wejscie 2 4 WYJSCIE

WARSTWA WEJSCIOWA WARSTWA WYOSTRZANIA

WARSTWA UKRYTA

WARSTWA ROZMYWANIA

Rycina 17. Architektura sieci neuronowo-rozmyte;j.

Logika rozmyta (wielowartosciowa), bedgca rozwinieciem klasycznej teorii zbioréw
Kanta, umozliwia matematyczny opis pojec i zjawisk o charakterze niejednoznacznym. W
teorii zbiorow rozmytych dany element moze naleze¢ do zbioru czesciowo, a stopien jego
przynaleznosci do konkretnego zbioru rozmytego okresla funkcja przynaleznosci (u),

przypisujaca mu warto$¢ z przedziatu (0;1).
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1 - petna przynaleznos$¢ elementu x do
zbioru rozmytego A
0 - brak przynaleznosci

Ha(
Hal

0< ,uA(X) <1 - przynaleznosé czeSciowa

X)
X)
Funkcja przynaleznosci opisujgca zbidér rozmyty najczesciej przyjmuje ksztatt

tréjkata, trapezu lub dzwonowaty (krzywa Gaussa) (Rycina 18).

nix)

v

Rycina 18. Ksztatty funkcji przynaleznosci: a) krzywa Gaussa, b) funkcja trapezoidalna, c) funkcja tréjkatna.

Wartosci wejsciowe podawane sieci mogg przyjmowac¢ posta¢ zmiennych
lingwistycznych (termindéw podstawowych), termindw podstawowych z modyfikatorami
(natezenia, kontrastu, ograniczenia) lub forme numeryczng. W ostatnim przypadku dane
poddawane sg procesowi rozmywania (fuzyfikacji). Metoda Singleton jest najczesciej
stosowang technika rozmywania. W sieci rozmytej w postaci liczb rozmytych moga by¢
rowniez wagi sieci lub funkcje aktywacji. Uczeniu podlegajg zaréwno wagi, wejscia jak i
parametry funkcji przynaleznosci (centrum, szerokos$é). Sposdb potfaczenia informacji
lingwistycznej i numerycznej w sieci moze by¢ rézny, najczesciej jednak zmienne w postaci
symbolicznej stosowane sg na etapie wstepnego doboru parametréw, a do witasciwego
procesu uczenia stosuje sie zmienne numeryczne. Wynik dziatania sieci rozmytej moze
by¢ przedstawiony w postaci zmiennych lingwistycznych wraz z przypisang do nich
wartoscig funkcji przynaleznosci. Jesli konieczny jest bardziej precyzyjny wynik, w postaci
pojedynczej wartosci, to rozmytg odpowiedz systemu poddaje sie procesowi defuzyfikacji
(wyostrzania), w ktorym defuzyfikator dokonuje przeksztatcen zbioru rozmytego w Scisle
okreslony punkt rozwigzania [242,253]. Stosowane metody wyostrzania obejmujg CA
(ang. Center-Average), CS (ang. Center-of-Sums), COA (ang. Centerof-Area), SLIDE (ang.
Semi-Linear Defuzzyfication Method) czy M-SLIDE (ang. Modified Semi-Linear
Defuzzyfication Method) [286].
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5.1.5. Wtasciwosci i zastosowania

Jedna z najcenniejszych witasciwosci sztucznych sieci neuronowych jest zdolnos¢
rownolegtego oraz rozproszonego przetwarzania danych w przeciwieiAstwie do
szeregowego dziatania tradycyjnego procesora. Duzym atutem sieci jest takze zastgpienie
klasycznego procesu programowania przez uczenie, zdobywanie wiedzy poprzez
doswiadczenie. Do podstawowych cech ANN majgcych odzwierciedlenie w biologicznym
uktadzie nerwowym nalezg rowniez:

zdolnosc¢ generalizacji,

- predykcja i interpolacja,

- mata wrazliwos$¢ na btedy w danych,

- zdolnos¢ do efektywnej pracy nawet po czesciowym uszkodzeniu sieci (usunieciu
neurondw lub potaczen).

Dzieki tym witasciwosciom sztuczne sieci neuronowe mogg by¢ zastosowane
wszedzie tam, gdzie wykorzystanie tradycyjnych metod napotyka duze trudnosci,
rozwigzania analityczne sg niemozliwe lub bardzo trudne do realizacji, w zagadnieniach
wymagajgcych kojarzenia i przetwarzania niepetnej lub niedoktadnej informacji.
Adaptacyjna natura sieci powoduje, ze takie systemy obliczeniowe znajdujg szczegdlne
zastosowanie w obszarach nauki, gdzie dostepne sg dane na temat pewnego zjawiska, ale
jego przebieg jest nieznany lub stabo zrozumiany. S3 one nowoczesnym i atrakcyjnym
narzedziem przetwarzania danych, ktére w swych zatozeniach odbiega od klasycznych
systemow przetwarzania informacji. ANN stanowig uzyteczne narzedzie w rozwigzywaniu
takich problemdéw jak klasyfikacja obiektow i sygnatdow, rozpoznawanie i wykrywanie
cech, optymalizacja, asocjacja czy aproksymacja. Sieci neuronowe s3 wygodnym i
efektywnym narzedziem, przydatnym w realizacji bardzo wielu réznych praktycznych
zadan. Sg z powodzeniem stosowane w niezwykle szerokim zakresie problemow, takich
jak ekonomia, medycyna, farmacja, inzynieria, geologia czy fizyka [242,335].
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5.2.  Drzewa decyzyjne

Drzewa decyzyjne s3 jedng z form analizy wieloczynnikowej, graficzng metoda
wspomagania procesu decyzyjnego. Jest to jedna z czesciej stosowanych technik analizy
danych, ktéra w uczeniu maszynowym wykorzystywana jest do wyodrebniania wiedzy ze
zbioru przyktadéw. Oferuja unikalng mozliwos¢ uzupetnienia, zastgpienia czy
wspomagania tradycyjnych form analizy statystycznej, narzedzi drgzenia danych (ang.
data mining) czy opracowanych w ostatnim czasie wielowymiarowych form
sprawozdawczosci i analiz funkcjonujgcych w obszarze tzw. inteligencji, analizy
biznesowej (ang. business intelligence). Drzewa decyzyjne w eksploracji danych mogg by¢
wykorzystane do zadan takich jak:

*  Opis —zmniejszenie wymiarowosci, uproszczenie informacji zawartej w danych
z zachowaniem jej podstawowych cech,

e klasyfikacja — odkrywanie w danych dobrze separowalnych klas obiektéw (tzw.
klas abstrakgc;ji),

e generalizacja — mapowanie zmiennych niezaleznych na zalezne, umozliwiajgce
przewidywanie wartosci zmiennej zaleznej w przysztosci.

Drzewa dziatajg w oparciu o zasade ,dziel i rzadz”. Polega ona na podziale
ztozonego problemu na prostsze, a nastepnie rekursywnym zastosowaniu tej strategii do
stworzonych podzbiorow. Kazda reguta (test) przypisuje rekordy, obserwacje zbioru
danych do odpowiedniej gatezi na podstawie ich wartosci. Efektem kolejno stosowanych
regut podziatu jest utworzenie hierarchicznej struktury o charakterystycznym ksztatcie
odwrdéconego drzewa (Rycina 19).

Rycina 19. Schemat drzewa decyzyjnego. K — korzen (parametr n,), W;-W; — wezty (testy przeprowadzane na
kolejnych parametrach n,-n;), L,-L; — liscie (etykieta kategorii/decyzja), G,-Gg — gatezie (wartos¢
parametru-mozliwe wyniki testu).
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Formalnie drzewo decyzyjne to spdjny skierowany acykliczny graf. Krawedzie
takiego grafu sg nazywane gateziami, wierzchotki, z ktérych wychodzi co najmniej jedna
krawedz - weztami, a pozostate wierzchotki — lisémi. Korzen drzewa decyzyjnego stanowi
wybrany parametr (atrybut), natomiast gatezie reprezentujg wartosci tego parametru.
Korzen potaczony jest z lisémi drzewa poprzez szereg weztow odpowiadajgcych kolejno
sprawdzanym warunkom i gatezi odpowiadajgcych wynikom tych testow. Drzewo
decyzyjne reprezentuje wiec sekwencje warunkéw wptywajacych na ostateczng decyzje.
Reguty przydziatu we wszystkich weztach sg wyczerpujace i wzajemnie wykluczajace sie,
dlatego kazdy przyktad ze zbioru danych moze znalez¢ sie w doktadnie jednym lisciu. Po
ustaleniu ostatecznej struktury drzewa i okresleniu wszystkich regut podziatu, mozliwe
jest jego wykorzystanie do przewidywania efektu (lisci) dla nowych, nieznanych
przyktadow.

5.2.1. Zstepujace konstruowanie drzewa

Konstruowanie drzew decyzji nastepuje poprzez rekurencyjny podziat zbioru
rekordéw do momentu, gdy powstajgcy po podziale podzbidr osiggnie zatozony stopien
jednorodnosci. Pierwszym krokiem konstrukcji drzewa jest wybranie atrybutu, ktory
bedzie korzeniem drzewa, a nastepnie decyzja czy rozpatrywany wezet ma zostac etykieta
— lisciem drzewa zgodnie z kryterium stopu czy weztem rozgateziajgcym. W ostatnim
przypadku z puli dostepnych atrybutéw wybierany jest ten, ktorego wartosé bedzie
podstawg rozgatezienia i tworzenia kolejnych weztéw. W kolejnych weztach opisany cykl
powtarzany jest rekurencyjnie, z tym ze w dalszych weztach brane pod uwage s3
wytgcznie przyktady, ktore spetniajg warunki, aby dotrze¢ do okreslonego wezta drzewa a
zbiér dostepnych atrybutow jest pomniejszony o uprzednio wykorzystane [44].

Z okreslonego zbioru danych skonstruowa¢ mozna wiele drzew decyzyjnych, ich
liczba rosnie wyktadniczo w zaleznosci od liczebnosci zbioru uczgcego. Kazde drzewo
charakteryzuje okreslona doktadnosé¢, precyzja czy trafnosé przewidywania. Znalezienie
optymalnej konstrukcji ze wzgledu na rozmiar przestrzeni wyszukiwania jest trudne
obliczeniowo (w praktyce niewykonalne dla wiekszych zbioréw). Niemniej jednak
opracowane zostaty wydajne algorytmy indukcji wystarczajgco dobrych, cho¢ nie
optymalnych, drzew decyzyjnych generujgcych rozwigzanie w rozsadnym czasie.
Algorytmy te zwykle wykorzystujg strategie zachtanng budowy drzewa, polegajgcq na
podejmowaniu serii lokalnie optymalnych decyzji o wyborze atrybutu, wedtug ktérego
nalezy podzieli¢ zbior. W roku 1966 Hunt [142] przedstawit pierwszy algorytm indukcji
drzewa decyzyjnego - algorytm CLS (ang. Concept Learning Syste). Przy zatozeniu, ze
D, :{(;(, y):;(DX,yDY} jest zbiorem rekordow uczacych zwigzanych z weztem t,

opisanych wektorem atrybutdw X=(a,as,...,am) i etykietg klasy y, rekurencyjna definicja
algorytmu Hunta wyglada nastepujgco:
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jezeli wszystkie rekordy z D; nalezg do jednej klasy y; to t jest weztem
terminalnym (lisciem) o etykiecie y;; nalezy zakonczyé prace

jezeli rekordy z D; nalezg do wiecej niz jednej klasy, nalezy wybrac jeden
atrybut a;, utworzy¢ wezet decyzyjny i podzieli¢ zbiér uczacy D; na podzbiory
Di1, Dty,...,Dim 0dpowiadajgce wartosciom atrybutu a;

zastosowac rekurencyjnie kroki 1 — 3 do utworzonych podzbioréw Dy,
Di2,...,Dtm

Algorytm Hunta [142] jest podstawg wielu innych stosowanych algorytméw
indukcji drzew decyzyjnych, w tym ID3, C4.5 czy CART.

5.2.2. Kryterium wyboru testu

Zasadnicze znaczenie dla wydajnosci drzewa, w znaczeniu doktadnosci,

wiarygodnosci, rozmiarow i mozliwosci interpretacji ma wybor atrybutéw do korzenia i

kolejnych weztéw. Atrybuty powinny by¢ wybierane wedtug malejacej ich istotnosci, przy

czym test otrzymuje tym wyzszg ocene im mniej zréznicowane przykfady znajdg sie w

podzbiorach powstajgcych po jego zastosowaniu. Opracowano wiele metod stuzgcych do

oceny uzytecznosci atrybutow. Zgodnie z klasyfikacjg zaproponowang przez Ben-Bassat
[21] metody te mozna podzieli¢ na:

bazujgce na teorii informacji - mierzace roznice miedzy zbiorem przyktadéw w
wezle t a zbiorami przyktadéw w weztach potomnych ze wzgledu na rozktad
czestosci klas,

bazujgce na miarach odlegtosci - mierzgce rdoznice miedzy poszczegdlnymi
zbiorami przyktadow w weztach potomnych ze wzgledu na rozktad czestosci
klas,

bazujgce na ocenie statystycznej niezaleznosci - mierzgce statystyczna
niezaleznos¢ miedzy rozktadem klas a podziatem zbioru przyktadéw na
podzbiory.

Metody oceny uzytecznosci atrybutdw oparte o pojecia teorii informacji wywodza
sie z koncepcji entropii Shannona [44]. Entropia rozktadu prawdopodobienstwa decyzji
wynikajgcych z przyjecia danego atrybutu jako wezta rozgateziajgcego wyrazana jest w
postaci zaleznosci:

n

E(Dy)=-Y. pilog,(p;) Réwnanie 10.

i=1

gdzie:

Dim - podzbidr bedgcy wynikiem zastosowania danego atrybutu a, jako testu
pi - prawdopodobienstwo wystgpienia elementu z i-tej klasy (w przypadku nieznajomosci

prawdopodobienstw mogg by¢ zastgpione liczebnosciami zdarzen) czes$¢ rekordéw nalezgcych
doklasy i

n - ilos¢ klas
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Lokalng minimalizacje entropii mozna réwniez rozumieé¢ jako maksymalizacje
przyrostu informacji (kryterium korzysci) [44].

Gai n(Dtm, ak) = E(Dtm) - Ek (Dtm) Réwnanie 11.
gdzie:

E(Dyn) — entropia podzbioru uczacego wezta t,,
E«(D:m) — entropia podzbioru uczacego powstatego w wyniku podziatu zbioru Dy, wg atrybutu a,
a, — atrybut wybrany jako test

Jako kolejny wezet danego drzewa wybierany jest atrybut, dla ktorego przyrost
informacji jest najwiekszy. Oznacza to, ze preferowane sg atrybuty, ktore dzielg zbior D na
podzbiory zawierajgce przyktady o najmniejszym zréznicowaniu klas.

Druga grupa wskaznikdw uzytecznosci atrybutéw mierzy przede wszystkim
rozdzielnos$¢, dywergencje lub dyskryminacje pomiedzy klasami. Najczesciej stosowang
miara jest indeks Giniego:

Gini (Dtm) =1- Zn: p’ Réwnanie 12.

i=1
gdzie:

pi — prawdopodobienstwo i-tej klasy w wezle Dy,
n —ilos¢ klas

Miary statystycznej niezaleznosci moga by¢ rdwniez przypisane do jednej z dwdch
powyzszych grup. Najbardziej popularnym testem w tej kategorii jest statystyka x?,
mierzgca réznice pomiedzy faktycznym rozktadem poszczegdlnych par wartosci atrybutow
y1iYy> aich rozktadem oczekiwanym przy zatozeniu niezaleznosci tych cech.

5.2.3. Testy kandydujace

Zaprezentowane powyzej miary jakosci testéw wykorzystywane sg do dokonania
wyboru najlepszego testu ze zbioru testow kandydujgcych. Zbiér testéw kandydujgcych
odpowiada poczatkowe]j zawartosci zbioru S dostepnych testow, bedgcego argumentem
rekurencyjnej funkcji konstruowania drzewa.

ak:XHSak jest funkcja okresSlong na zbiorze elementow X, ktorej

przeciwdziedzing jest zbior wartosci atrybutu ay.

Test jest w ogdlnym przypadku dowolng funkcjg okreslong na zbiorze elementdw X:
t: X R
gdzie: Dy = (xi: X;€ X, Vi)
D: - zbidr rekordow uczgcych
X; — parametry opisujgce rekord
yi - etykieta klasy
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W praktyce rozwazane sg wytgcznie testy funkcyjnie zalezne od atrybutdw,
przyjmuje sie takze ograniczenie, ze wynik testu moze zaleze¢ od wartosci doktadnie
jednego atrybutu. Uzycie wiekszej liczby atrybutdw w jednym tescie moze uproscié
drzewo, jednak dobdr tego rodzaju testow jest procesem znacznie trudniejszym i
kosztownym obliczeniowo.

Test reprezentuje podziat zbioru przyktadow rozwazanego w wezle drzewa
decyzyjnego na podzbiory odpowiadajgce wynikom testu.

Rodzaje testéw:
a. testy tozsamosciowe — test utozsamiany jest z wartoscia atrybutu; testy te stosowane
sg dla atrybutéw nominalnych lub porzgdkowych o skonczonej liczbie wartosci.

t(X) = ak(x) [Ix[OX Réwnanie 13.

b. testy rownosciowe

1 dlaa,(x)=v ,
t(x)= 3 gdzievOS, Réwnanie 14.
0 dlaa (x)#v
c. testy przynaleznosSciowe — sprawdzajace przynaleznos¢ do zbioru dla wartosci

atrybutu; mogg prowadzi¢ do prostszych drzew niz te, ktére uzyskiwane sg za pomocg
testow tozsamosciowych czy réwnosciowych; dla kazdego atrybutu o skonczonej
przeciwdziedzinie A mozna okreslié 21Al roznych testéw przynaleznosciowych, dlatego
sgq one trudne do praktycznego zastosowania.

1 dlaa(x)0V
t(X) :{ a(x) gdzieV U S, Réwnanie 15.

0 dlaa (x)0V

V — wiasciwy podzbidr zbioru wartosci atrybutu

d. testy nierdwnosciowe - sprawdzajgce nierownosc¢ dla wartosci atrybutu;

t(x)— 1 daa (x)sv
o dlaa, (x) >V

v — wartos¢ progowa atrybutu ag

gdziev [ S, Réwnanie 16.

5.2.4. Kryterium stopu

Ostateczny ksztaft drzewa, poza kryterium wyboru testu, determinowany jest
rowniez przez takie parametry jak kryterium stopu czy stopien scalania drzewa.
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Kryterium stopu okresla kiedy proces rozrostu drzewa ma sie zakonczyé. Przy
kazdym rekurencyjnym wywotaniu procedury generowania drzewa liczebnos¢
przekazywanego jej zbioru rekordéw uczacych ulega zmniejszeniu, poniewaz pozostajg w
nim tylko te rekordy, dla ktérych wynik testu odpowiada wychodzgcej gatezi drzewa.
Wzrost drzewa zatrzymuje sie jesli przekazywany zbidr przyktadéw jest pusty badz
zawiera przyktady wytgcznie jednej kategorii. W przypadku gdy kazdy test moze byc
zastosowany tylko raz, wyczerpaniu moze ulec takze zbiér mozliwych do wykorzystania
testéow S. Kryterium zatrzymania rozbudowy drzewa moze by¢ réwniez osiggniecie
zatozonej liczby gatezi lub doktadnosci podziatow. W tych przypadkach tworzony jest lis¢ z
etykietg kategorii wiekszosciowej. W sytuacji gdy zbidr uczacy nie jest poprawny lub zbiér
atrybutéw nie opisuje przyktadow w dostatecznym stopniu, nie jest reprezentatywny dla
pojecia docelowego algorytm zatrzymuje sie zgtaszajgc niemoznos¢ nauczenia sie pojecia
docelowego lub tworzone sg liscie z etykietg wiekszosciowa.

5.2.5. Nadmierne dopasowanie

Procedura indukcyjnej budowy drzewa moze prowadzi¢ do nadmiernego
dopasowania do zbioru uczacego, co manifestuje sie bardzo matym btedem na zbiorze
uczacym i jednoczesnie zbyt duzym btedem rzeczywistym. Drzewo takie moze mieé
nadmiernie ztozong strukture i odzwierciedla¢ przypadkowe zaleznosci wystepujace w
zbiorze uczacym. Problemowi temu, zgodnie z zasadg brzytwy Ockhama, przeciwdziata
tzw. przycinanie, majgce na celu ograniczenie ztozonosci drzewa i zmniejszenie btedu
rzeczywistego przy zachowaniu jak najwiekszej spojnosci ze zbiorem uczgcym. Przycinanie
polega na zastgpieniu niektdrych poddrzew lis¢émi z etykietg kategorii rekordow
najczesciej wystepujacych. Zabieg taki skutkuje pogorszeniem klasyfikacji zbioru
uczacego, ale moze poprawi¢ wyniki dla zbioru zewnetrznego. Uproszczenie struktury
drzewa daje takze wiekszg czytelnos¢ dla cztowieka oraz oszczednos¢ pamieci i lepszg
wydajnos¢ obliczeniowa. Algorytmy przycinania mogg realizowa¢ swoje zadanie w rézny
sposob:

- przycinanie proste (ang. post-pruning) — opisane wczes$niej; najczesciej
stosowane,

- przycinanie od s$rodka (ang. post-pruning) — przyciecie wezta nie oznacza
zastgpienia go lisciem, ale jednym z jego weztéw potomnych; wymaga
reorganizacji drzewa, ze wzgledu na zwigzane z nig komplikacje jest rzadko
stosowany,

- przycinanie w trakcie wzrostu (ang. pre-pruning) — jest to wiasciwie
modyfikacja kryterium stopu zapobiegajgca nadmiernemu rozrostowi drzewa
w trakcie jego konstrukcji; znalezienie odpowiedniego kryterium stopu jest
trudne, a mechanizm taki mato precyzyjny; zwykle btad rzeczywisty jest
znaczny.
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Kluczowe znaczenie ma sposdb szacowania btedu rzeczywistego, na podstawie
ktorego podejmowana jest decyzja o przycinaniu. Wyrdzni¢ mozna dwie metody:

- przycinanie z oddzielnym zbiorem przycinania — stosowane w przypadkow
odpowiednio licznych zbioréw uczacych; rekordy dzielone sg na zbior
treningowy i zbidér przycinania, jesli po zastgpieniu poddrzewa lisciem nie
zwiekszy sie btad dla zbioru przycinania, sprawdzane poddrzewo jest
przycinane,

- przycinanie na podstawie rekordéw uczgcych — stosowane jesli zbidr uczacy
nie pozwala na wydzielenie czesci rekordédw, decyzja podejmowana jest na
podstawie réznego rodzaju heurystyk bazujgcych na catym zbiorze uczgcym.

5.2.6. Zespoty drzew decyzyjnych (lasy losowe i drzewa wzmacniane)

Pojedyncze drzewa decyzyjne moga by¢ bardzo efektywnymi klasyfikatorami,
niekiedy jednak mozliwa jest poprawa doktadnosci poprzez taczenie wynikdéw zbioru
drzew. Lasy losowe (ang. random forest) i modele wzmacniane (ang. boosting) to dwie
metody tgczenia drzew.

Losowy las realizuje algorytm Random Forest opracowany przez Breimana [25]. Ze
zbioru uczgcego pobierane sg préby losowe (losowanie ze zwracaniem), ktére tworzg
nowe zbiory treningowe dla poszczegdlnych drzew. Nastepnie odpowiedni algorytm
generuje drzewa. Zestaw testdow mozliwych do wykorzystania w weztach, w
przeciwienstwie do prostych drzew, obejmuje jedynie losowo wybrane atrybuty, a nie
petny ich zbior. W metodzie tej wynik klasyfikacji catego modelu wyznaczany jest poprzez
usrednienie lub gtosowanie na podstawie wartosci zmiennej zaleznej przewidywanej
przez kazde z drzew sktadowych modelu. Pojedyncze drzewa charakteryzujg sie zwykle
niskim btedem klasyfikacji i duzg wariancja, stad wrazliwe sg na szum w danych. Technika
Random Forest pozwala na osiggniecie niskiej wartosci btedu oraz zmniejszenie wariancji
poprzez agregacje stabo skorelowanych ze sobg drzew o niskim btedzie i wysokiej
wariancji. Niska warto$¢ btedu lasu wynika z generowania drzew bez przycinania,
natomiast niska wartos¢ wariancji zwigzana jest z tgczeniem drzew oraz losowym
wyborem atrybutéw.

Wzmacnianie (ang. boosting) jest technika polegajgca na zastosowaniu sekwencji
prostych modeli, przy czym kazdy kolejny przyktada wiekszg wage do tych rekordow,
ktore zostaty btednie sklasyfikowane przez poprzednie modele. Wykazano, ze dla
niektérych probleméw estymacji i predykcji przewidywania generowane przez takie
modele s3 blizsze rzeczywistym wartosciom niz rozwigzania podawane przez pojedyncze
drzewa.
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5.3.  Metody probabilistyczne — algorytmy Bayesa

Podstawg probabilistycznych metod uczenia sie jest twierdzenie podane przez
Thomasa Bayesa, XVIll-wiecznego matematyka angielskiego. Teoria Bayesa mowi o
szacowaniu prawdopodobienstwa zdarzenia z uwzglednieniem zaréwno
prawdopodobienstwa a priori (przed obserwacjg) zdarzenia jak i posiadanych danych.

Do wyrazania zaleznosci miedzy zdarzeniami stuzg prawdopodobienstwa
warunkowe. Prawdopodobienstwo zajscia zdarzenia A wtedy, gdy zaszto zdarzenie B,
definiuje sie dla dowolnych zdarzen A,B [ X (gdzie - zbiér zdarzen elementarnych), przy

zatozeniu, ze P(B) > 0, jako prawdopodobienstwo warunkowe

P(N B) = P(;:(E)B) Réwnanie 17.

gdzie P(An B) oznacza prawdopodobienstwo tgcznego zajscia zdarzen A i B.

Z prawdopodobienstwami warunkowymi wigze sie wzér Bayesa:

P(N B) = P(BF'?()B[;D(A) Réwnanie 18.

oraz wzor okreslajacy prawdopodobienstwo catkowite(zupetne):
P(8)=> P(A)P(BA) Réwnanie 19.
i=1
ktéry zachodzi dla kazdego zdarzenia AU 2oraz zdarzen B,,B,,...,B, Z

spetniajacych warunki:

1. P(Bi )}O dla kazdego i-1,2,...,n,

2. P(B nB,)=0dlaij=1,2,..n;i#],

3. U.B =%.

W kontekscie metod uczenia sie i odkrywania wiedzy wzér bedacy trescig
twierdzenia Bayesa (Réwnanie 20) podaje sie zazwyczaj w postaci:

P(x(c.)P(c)
P(X)

Roéwnanie 20.

P(c|x)=

gdzie:

X =(X1,X2,...,Xn) jest n-wymiarowym wektorem wartosci atrybutéw opisujagcym dany

przyktad ze zbioru uczgcego (rekord danych),
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C;oznacza pewna klase, a X dane (obserwacje) moggce wptywaé na ocene prawdopodobienstwa tej
klasy,

P(C;) jest prawdopodobienstwem a priori klasy C; okreslonym bez uwzgledniania jakichkolwiek
danych,

P(X) jest prawdopodobienstwem danych,

P(X|C)) jest prawdopodobienstwem danych X w klasie C..

Celem wyznaczania prawdopodobienstw a posteriori jest zwykle wybor klasy
najbardziej prawdopodobnej w Swietle zaobserwowanych danych. W takim przypadku
mozna pomingé prawdopodobienstwo danych P(X), gdyz nie zalezy ono od klas i nie
wptywa na wynik poréwnania prawdopodobienstw poszczegdlnych klas C;. Uwzglednia sie
wytgcznie iloczyn wystepujacy w liczniku réownania Bayesa:

P(c|x)=P(xc )P(c,) Réwnanie 21.

Przy nieznanym prawdopodobienstwie klas C; zaktada sig, ze sg one sobie rowne lub
szacuje jego wartos$¢ na podstawie ich proporcji w prébie pobranej ze zbioru uczacego.

5.4. Klasyfikacja bayesowska

Interpretujgc wzor Bayesa w kontekscie uczenia sie pojec, klasy rozwazane sg jako
funkcje klasyfikujace elementy dziedziny (przyktady, obserwacje, rekordy) na podstawie
wartosci ich atrybutéw. Role danych petni zbior uczacy (T) z danymi etykietami pojecia
docelowego. Zadanie uczenia sie polega na wyborze z przestrzeni klas C klasy najlepszej
na podstawie zbioru uczgcego T. Wyboru tego mozna dokona¢ kilkoma metodami, m.in.
wykorzystujgc algorytm ML (ang. Maximum Likelihood - metoda maksymalnej zgodnosci),
MAP (ang. Maximum a Posteriori - metoda maksymalnego prawdopodobienstwa a
posteriori) czy BOC (ang. Bayes Optimal Classifier - optymalny klasyfikator bayesowski). Ze
wzgledu na pewne ograniczenia algorytmy te nie majg duzego znaczenia praktycznego.

5.4.1. Naiwny klasyfikator bayesowski

Naiwny klasyfikator Bayesa jest jedng z metod uczenia maszynowego, stosowang
do rozwigzywania problemoéw sortowania i klasyfikacji. Zadaniem klasyfikatora Bayesa
jest przyporzgdkowanie nowego przypadku, obserwacji do jednej z klas decyzyjnych ze
zdefiniowanego a priori i skonczonego zbioru. Podstawowym zatozeniem w tego rodzaju
klasyfikatorach jest wzajemna niezaleznos¢ statystyczna rozktadow predyktorow
(zmiennych niezaleznych) w klasach. Powyzsze zatozenie znacznie upraszcza klasyfikacje
poprzez redukcje zadania wielowymiarowego do szeregu jednowymiarowych, warunkowe
gestosci prawdopodobienstwa dla klas P(X|C;) mogg byé szacowane osobno dla kazdej
zmienne;.

Zatozenie to pozwala na zapis naiwnego klasyfikatora bayesowskiego w postaci:
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P(X[C,) = [1P(%./C)) Réwnanie 22.
1=1

Prawdopodobienstwa P(x;/C),...,P(x,/Ci)) sa szacowane na podstawie zbioru
uczgcego. Dla zmiennych kategorycznych stosowane sg proporcje, natomiast dla
zmiennych ciggtych zaktada sie najczesciej rozktad normalny wartosci parametru o
Sredniej W i odchyleniu standardowym o (Réwnanie 23), rzadziej rozktady lognormalny,
gamma lub Poissona.

X
P(Xk‘Ci )= ﬂkj Réwnanie 23.
@T 20

gdzie:

W — Srednia i o odchylenie standardowe warto$¢ atrybutu x, w zbiorze przyktadéw klasy C;

W praktyce, zapewnienie niezaleznosci atrybutéw jest trudne lub niemozliwe dla
wiekszosci rzeczywistych probleméw — stad okreslenie klasyfikator ,,naiwny”. Jednak
wyniki uzyskiwane przy zastosowaniu tego klasyfikatora, czesto trafniejsze niz innych
bardziej ztozonych metod, w potfaczeniu z duzg efektywnoscia obliczeniowg sprawiaja, ze
jest on jednym z czesSciej wykorzystywanych. Podejscie takie jest szczegdlnie odpowiednie
dla problemoéw o duzej liczbie wymiaréw przestrzeni zmiennych wejsciowych.

5.4.2. Sieci bayesowskie (sieci przekonan)

Jak wspomniano wyzej w rzeczywistych problemach wystgpienie jakiego$
zdarzenia jest Scisle uzaleznione od innego zdarzenia, stad zatozenie o niezaleznosci
atrybutdéw jest zbyt duzym ograniczeniem.

Sieci Bayesa stuzg do przedstawiania niepewnosci pozwalajgc na intuicyjng
graficzng wizualizacje wiedzy zawierajgcg wzajemne oddziatywania pomiedzy réznymi
zrédtami niepewnosci (np. niepewnosci eksperta czy dostepnych danych). Duzg zaletg
sieci bayesowskich jest zdolnos¢ radzenia sobie z niekompletnymi zbiorami danych.
Ponadto w przypadku tzw. sieci o poprawnej strukturze, pozwalajg na tatwg reprezentacje
rzeczywistych potaczen, dzieki czemu wnioskowanie o relacjach jest fatwe do
przeprowadzenia. Nalezy jednak pamieta¢, ze w przypadku sieci innych niz te o poprawnej
strukturze, sama sie¢ w zadnym stopniu nie wptywa na wystepowanie lub brak zaleznosci
pomiedzy atrybutami, a jest ona jedynie wyrazem istniejgcych przekonan, zatozen na ten
temat. Niezwykle istotng cechg sieci bayesowskich w potaczeniu z bayesowskimi
technikami statystycznymi jest rowniez mozliwos¢ potgczenia wiedzy eksperta z danymi,
co pozwala na tworzenie systemow opartych na apriorycznej wiedzy o danym problemie
wzmocnionej rzeczywistymi danymi.
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Sie¢ bayesowska to acykliczny graf skierowany, w ktérym wezty reprezentuja
okreslone na dziedzinie atrybuty, a fgczgce je krawedzie kierunki zaleznosci pomiedzy
nimi (Rycina 20). llosciowo zaleznosci te sg okreSlone przez zwigzang z weztem tablice
prawdopodobienstw warunkowych (P(X|pa(x)), gdzie pa(X) oznacza zbidér wszystkich
poprzednikdw wezta X) okreslajgcych wptyw wywierany na ten wezet przez jego
poprzednikdw w grafie (taczny rozktad prawdopodobierstwa).

P(X;1X,) P(X3]X,)

Rycina 20. Struktura sieci bayesowskiej dla trzech zdarzen X,, X,, X3, gdzie istnieje relacja X; — X,, oraz X;
— X3, brak relacji pomiedzy X, i X5 (warunkowa niezaleznos¢).

Z definicji wezet aj jest nastgpnikiem wezta a; (lub réwnowaznie a; jest poprzednikiem
wezta aj) w sieci bayesowskiej, co oznacza sie przez aj— — aj, jesli spetniony jest jeden z
warunkoéw:

- wsieci istnieje krawedz skierowana od wezta a; do aj, czyliai— - aj,
- w sieci istnieje krawedz skierowana od wezta a; do pewnego wezfa ax i wezet g;
jest nastepnikiem wezta a, czyli aj — axi ax — a;.

Podstawg formalizmu sieci Bayesa jest warunkowa niezaleznos¢. Zdarzenie A jest
definiowane jako warunkowo niezalezne od zdarzenia C jezeli zachodzi zdarzenie B:

P(AB N C) = P(AB) Réwnanie 24.
z powyzszej definicji mozna rowniez zapisac:
P(Aﬂ ﬂC) = P(AC) P(QC) Réwnanie 25.

Z koncepcji tej bezposrednio wynika przyczynowo-skutkowa struktura sieci oraz ich
zdolno$¢ do zmniejszenia ztozonosci reprezentacji. Ogdlnie, przyktad (rekord)
charakteryzowany przez n zmiennych wymaga obliczenia 2"™-1 rozktadéw
prawdopodobienstwa dla wyznaczenia P(xy,X,,...,Xn). Korzystajac z zatozenia warunkowej
niezaleznosci i reguty tancucha sie¢ Bayesa formalnie zapisa¢ mozna:

P(X;s Xy ooy X, ) = I_J P(x|pa(x)) Réwnanie 26.

gdzie pa; — bezposrednie poprzedniki wezta x;.
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5.4.3. Wnioskowanie w sieciach Bayesa

Podstawowym zadaniem sieci bayesowskiej jest wnioskowanie o rozkfadzie
prawdopodobieistwa nieznanych wartosci atrybutow na podstawie zbioru uczacego
(znanych wartosci atrybutéw). Innymi stowy, zadanie wnioskowania jest czesto
definiowane jako obliczenie wszystkich prawdopodobienstw a posteriori na podstawie
danych.

W ogdélnym przypadku wnioskowanie w dowolnych sieciach bayesowskich jest
problemem NP-trudnym. Problem ten ulega uproszczeniu w szczegdlnym rodzaju sieci,
nazywanych sieciami z pojedynczymi potaczeniami (ang. single connected networks). W
tego typu sieciach dowolne dwa wezty sg potgczone co najwyzej jedng sSciezkg, ztozong z
dowolnie skierowanych krawedzi.

5.4.4. Uczenie sieci

Wersja zadania uczenia sieci jest determinowana przez dwa kryteria — znajomos¢
(lub jej brak) struktury sieci oraz stopien obserwowalnosci danych (petna lub czesciowa)
[44]. Stad cztery warianty indukcji sieci obejmujg przypadki:

— znana struktura sieci i petna obserwowalno$¢ — wariant najprostszy zaktada,
ze okreslona zostata poprawna struktura sieci (wrodzona wiedza ucznia), oraz
dostepny jest zbidr trenujacy, w ktorym znane sg wartosci atrybutow dla
wszystkich przyktaddw,

— nieznana struktura sieci i petna obserwowalnos$¢ - dostepny jest zbior
trenujgcy ze znanymi wartosciami wszystkich atrybutéw, ale struktura
zaleznosci, najbardziej zgodna z danymi trenujgcymi, musi byé okreslona przez
ucznia,

— znana struktura sieci i czeSciowa obserwowalno$é - zaktada, ze okres$lona
zostata poprawna struktura sieci, natomiast nie sg znane wszystkie wartosci
atrybutéw, najczesciej wykorzystuje sie gradientowe metody uczenia sie
prawdopodobienstw,

— nieznana struktura sieci i czeSciowa obserwowalno$¢ — przypadek z
oczywistych wzgledow najtrudniejszy. Poszukiwanie skutecznych i ogdlnych
algorytmow dla tego problemu jest przedmiotem aktualnych badan.

a. zadanie poszukiwania struktury

Istniejg dwa podejscia do tworzenia struktury sieci bayesowskich. Pierwsze,
stosowane zwtaszcza we wczesnym okresie badan nad tego rodzaju sieciami zaktada, ze
mogg one byc¢ projektowane na podstawie wiedzy, doswiadczenia i obserwacji przez
ekspertéw w danej dziedzinie. Drugie podejscie zaktada automatyczng lub pot-
automatyczng konstrukcje dzieki zastosowaniu algorytmow uczacych, ktére okreslajg

49



Wstep | I

relacje zaleznosci i niezaleznosci pomiedzy zmiennymi (weztami). Ze wzgledu na sposdb
optymalizacji metody tworzenia sieci dzielg sie na:

- dokfadne, gdzie algorytm przeszukuje wszystkie mozliwe sieci w celu
wybrania optymalnej,

- przyblizone, ktére nie gwarantujg optymalnego rozwigzania, ale
przewaznie prowadzg do rozwigzan bliskich optymalnemu.

Problem poszukiwania struktury sieci, czyli wytypowania grafu najlepiej
modelujgcego zaleznosci w danych, jest NP-trudny. Przy duzej ilosci atrybutow
(zmiennych) charakteryzujgcych przyktady przestrzen poszukiwan jest zbyt duza dla
jakichkolwiek automatycznych metod. Redukcja przestrzeni wyszukiwania jest mozliwa
poprzez okreslanie kolejnosci weztéw, ktora dyktuje hierarchie zaleznosci w sieci,
wykorzystanie apriorycznej wiedzy na temat istniejgcych zaleznosci do budowy prototypu
sieci a nastepnie jej optymalizacje czy zastosowanie metod Monte Carlo i zbadanie
ograniczonego zbioru mozliwosci.

b. zadanie szacowania parametréow

Przy znanej strukturze sieci kolejnym krokiem budowy jest okreslenie parametrow
modelu kodujacych site zaleznosci pomiedzy weztami. Szacowanie parametréw polega na
okresleniu warunkowych prawdopodobieistw na podstawie danych i przy znanej
strukturze sieci. Podobnie jak w przypadku struktury, parametry moga by¢ wyznaczone
przez eksperta i/lub w wyniku procesu uczenia na podstawie danych. Przy petnej
obserwowalnosci danych, estymacja parametrow jest trywialna i polega na policzeniu
odpowiednich prawdopodobienstw przyktadéw. W przypadku brakujgcych wartosci
atrybutow do estymacji parametrow najczesciej stosowane s3g algorytmy maksymalizacji
wartosci oczekiwanej (ang. expectation-maximization, EM), metody Monte Carlo,
aproksymacja Gaussa, aproksymacje ML i MAP [44].
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CEL PRACY

Znane, tradycyjne metody oceny efektéw toksycznych potencjalnych lekéw in vitro
posiadajg pewne ograniczenia, ktére limitujg ich zastosowanie we wczesnych etapach
badan potencjalnego leku. Jednoczesnie intensywny rozwdj technik informatycznych i
wzrost znaczenia komputerowych metod obliczeniowych oferuje mozliwos¢ stworzenia
narzedzia wspomagajacego i uzupetniajgcego tradycyjne eksperymenty oraz
pozwalajgcego ograniczy¢ uzycie zwierzat laboratoryjnych, zwiekszy¢ bezpieczerstwo
badan klinicznych, a takze obnizy¢ koszty procesu rozwoju leku.

Celem pracy byto wykorzystanie realizowanych komputerowo technik eksploracji
danych (ang. data mining) do opracowania narzedzia wspomagajgcego i uzupetniajgcego
tradycyjne badania potencjatu arytmogennego substancji chemicznych i umozliwiajacego
skrining czgsteczek we wczesnej fazie badan przedklinicznych potencjalnych lekéw.

Realizacja celu pracy obejmowata:

* systematyczny przeglad literatury i budowe bazy danych

W przypadku kazdego modelu kluczowe znaczenie dla jego sprawnosci i
zdolnosci generalizacji majg dane zastosowane do jego budowy. Dostepnosé
toksykologicznych baz danych zawierajgcych informacje z doswiadczen in vitro
jest niewielka, stad pierwszym etapem pracy bylo zgromadzenie
reprezentatywnych danych literaturowych, odpowiednich do opracowania
modeli predykcyjnych.

* opracowanie metodyki standaryzacji danych

Otrzymywane w doswiadczeniach in vitro wartosci stezenia 1Cso wykazuja
znaczne zréznicowanie w zaleznosci od zastosowanego modelu i temperatury
utrzymywanej podczas eksperymentéw. Z tego powodu konieczne jest
opracowanie metod umozliwiajgcych bezposrednie poréwnanie danych o
réznej charakterystyce i ekstrapolacje wynikow umozliwiajgcg wnioskowanie o
efektach in vivo.

* budowe modeli predykcyjnych

Zadaniem tworzonych modeli - algorytméw matematycznych realizowanych w
warunkach in silico - bedzie klasyfikacja substancji na potencjalnie arytmogenne
i potencjalnie bezpieczne dla wybranego modelu komdrkowego przy
zdefiniowanych  warunkach oznaczenia. Pierwszym etapem budowy
algorytmoéw bedzie wyznaczenie i ocena empiryczna réznego rodzaju mozliwie
prostych deskryptoréw opisujacych strukture i wtasciwosci fizyko-chemiczne
czgsteczek. Sposrod wszystkich wyznaczonych deskryptoréw w procesie analizy
wrazliwosci wybrane zostang te, ktére postuzg do budowy modeli. Do

[ 51



CEL PRACY | II

tworzenia systemu predykcji zastosowane zostang rézne metody inteligencji
obliczeniowej m.in. sztuczne sieci neuronowe, metody podziatéw rekursywnych
(drzewa decyzyjne i ich zbiory) oraz algorytmy Bayesowskie i systemy oparte o
logike nieostra.

* weryfikacje modeli

Weryfikacja opracowanych modeli zostanie przeprowadzona za pomocay
niezaleznego zbioru walidacyjnego, w ktérym znajdg sie rekordy spoza bazy
danych wykorzystanej do budowy modelu.

Przewidywanym efektem pracy jest stworzenie systemu wspomagajgcego proces
badan i rozwoju potencjalnych lekdw oraz utatwiajgcego ocene bezpieczenstwa lekow i
innych zwigzkdéw chemicznych obecnych na rynku. System ten oparty bedzie o najlepsze
uzyskane modele, a wiec te, ktore bedg wykazywaty najwiekszg zdolnos¢ generalizacji.
Jego wykorzystanie podczas rozwoju potencjalnych lekéw pozwoli ukierunkowac badania,
a w konsekwencji ograniczy¢ liczbe koniecznych doswiadczen in vitro.
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1.

CZESC DOSWIADCZALNA
BUDOWA BAZY DANYCH

Toksykologia obliczeniowa jak wspomniano wczesniej znalazta sie w ostatnim
czasie sie w obszarze zainteresowan przemystu chemicznego i farmaceutycznego oraz
agencji zajmujgcych sie rejestracjg i nadzorowaniem bezpieczenstwa lekow a takze
agencji ochrony srodowiska. Jednym z gtownych wyzwan pojawiajgcych sie podczas
tworzenia nowych modeli QSAR czy oceny juz istniejacych jest brak toksykologicznych baz
danych zawierajacych odpowiednie informacje. Rozwdj technik informatycznych, niskie
koszty duzych przestrzeni dyskowych, gromadzenia i przechowywania danych sprawiaja,
ze coraz wiecej danych z roznych zrodet (w tym laboratoriéw naukowych czy badawczych)
jest udostepnianych publicznie. Dostepnos$¢ wysokiej jakosci danych z doswiadczen in
vitro uzyskanych w standardowych warunkach czy danych dotyczgcych toksycznosci u
ludzi jest jednak niewielka. Wiekszos¢ danych znajduje sie w posiadaniu firm
farmaceutycznych i nie jest udostepniana publicznie. Cho¢ wraz ze wzrostem znaczenia
metod alternatywnych w badaniu bezpieczenstwa lekéw podejmowane sg rdoine
inicjatywy, w ktérych jednym z celéw jest opracowanie i publikacja toksykologicznych baz
danych [96]. Wiekszos¢ informacji wykorzystywanych do budowy toksykologicznych
modeli predykcyjnych jest obecnie pozyskiwana z publicznie dostepnych baz danych jak
np. Toxnet, ToxML czy DSSTox — zbiorow danych eksperymentalnych, ktorych zrédtem sg
organy regulujace i nadzorujace lub przemyst. Cze$¢ dostepnych baz danych nie jest
jednak postrzegana jako wiarygodne zrédto informacji ze wzgledu na pewne ograniczenia
m.in. brak pewnosci co do jakosci badan, ktorych wyniki wtgczono do bazy, obecnos¢
danych uzyskanych w réinych (czesto nieokreslonych doktadnie w bazie danych)
warunkach eksperymentalnych, niekompletnos¢ identyfikacji zrodta, brak standaryzacji
wymagan co do jednostek pomiarowych czy zawartos¢ informacji wyfacznie na temat
pozytywnych wynikéw testéw toksycznosci. Brakuje niezbednych w modelowaniu QSAR
informacji szczegdétowych dotyczacych np. podanej dawki/stezenia, czasu od podania
substancji do oceny badanego parametru. Ponadto w przypadku, gdy dostepnych jest
kilka réznych wynikéw jednego rodzaju badan dla danego zwigzku chemicznego w bazie
danych moze znajdowac sie tylko jeden, ktdéry jej autorzy uznali za najbardziej
wiarygodny. Publikowane bazy danych zawierajg informacje dla wybranych efektéw
toksykologicznych, nieliczne obejmujg kardiotoksycznos¢. W przypadku kazdego modelu
kluczowe znaczenie dla jego sprawnosci i zdolnosci generalizacji majg informacje
zastosowane do jego konstrukgji, ich jakos¢, spdjnosé oraz reprezentatywnosé, dlatego
tez pierwszym etapem pracy byto zgromadzenie, usystematyzowanie i ocena dostepnych
w literaturze naukowej danych dotyczacych interakcji zwigzkdw chemicznych z kanatem
potasowym kodowanym przez gen hERG oraz stworzenie bazy danych, ktérg mozina
wykorzysta¢ do budowy modeli predykcyjnych.
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1.1. Metodyka

Pierwszym etapem budowy bazy danych byto sporzadzenie listy lekéw o
udowodnionym dziataniu kardiotoksycznym (odnotowane TdP lub wydtuzenie odstep QT)
oraz lekéw, ktére badane byty w kierunku takiego dziatania. Wstepny spis zostat
przygotowany w oparciu o baze danych Roberta Fenichela [99], Miedzynarodowy Rejestr
Lekow Powodujgcych Arytmie - Arizona CERT [10] (ang. Center for Education and
Research on Therapeutics) oraz publikacje Oliviera Roche [283]. Do kolejnych etapéw
pracy wybrano leki blokujgce kanat hERG lub szybki opdzniony prad prostowniczy (l),
wykluczono natomiast leki wywotujgce zmiane potencjatu czynnosciowego komorek
miesnia sercowego w inny sposob. W celu uzyskania danych o wartosci ICsy dla
wybranych lekéw gromadzono publikacje dotyczace tego rodzaju eksperymentow,
przeszukujac bibliograficzne bazy danych Scopus, Medline oraz Google Scholar wedtug
schematu przedstawionego w tabeli 1. W przypadku braku wynikéw wyszukiwania dla
nazwy leku jako stowa kluczowego uzywano nazwy klasy leku.

Tabela 1. Schemat kwerend stosowanych podczas wyszukiwania informacji.

baza danych

Nazwa leku/klasa leku
+

ICso

_ ..-2010 hERG
Human Ether-A-Go-Go
_ potassium channel
potassium current

Szczegbétowej analizie podlegaty wszystkie dostepne anglojezyczne publikacje

(ponad 1000 pozycji). W specjalnie przygotowanym arkuszu kalkulacyjnym MS Excel
zapisywano wytgcznie oryginalne wyznaczone przez autoréw danej publikacji
eksperymentalnie wartosci 1Cso. Poza wartoscig stezenia powodujgcg 50% blok pradu
potasowego w zgromadzonych publikacjach poszukiwano informacji dodatkowych
charakteryzujgcych doswiadczenie:

- model wykorzystany do badan,

- technika pomiaru,

- rodzaj transfekgji,

- warunki eksperymentalne (temperatura oraz stezenie jonéw K* w plynie
omywajgcym komorki),

- typ protokotu napieé: step, ramp, step-ramp, potencjat czynnosciowy;
potencjat utrzymania, potencjat depolaryzujgcy, potencjat pomiaru oraz czas
trwania pulsu depolaryzujgcego.
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Petny zakres informacji gromadzono wytgcznie dla eksperymentéw z
wykorzystaniem pomiarow elektrofizjologicznych oraz jednego z trzech najczesciej
stosowanych systemow ekspresji: XO, HEK lub CHO

1.2.  Wyniki
1.2.1. Baza danych

Ostateczna lista publikacji spetniajacych zadane kryteria wtaczenia zawiera ponad
300 pozycji. Dotyczag one 325 roéznych substancji chemicznych, z ktérych dla 277
wyznaczono przynajmniej jedng wartosc 1Cso. Ogdtem zgromadzono 865 wartosci ICso. Ze
zbioru wykluczono te wartosci, dla ktérych nie zdefiniowano modelu, nie znaleziono
publikacji Zrodtowej badz nie byta ona dostepna. Pozostatych 774 wartosci dla 256
substancji uzyskano podczas eksperymentdéw przeprowadzanych z wykorzystaniem 17
roznych modeli. W wiekszosci doswiadczen stosowano komérki HEK, jako drugie na liscie
najczesciej wybieranych modeli znalazty sie komoérki CHO i XO. Pozostate badania
przeprowadzano m.in. na komadrkach miesniéwki komor serc swinek morskich, krolikow,
myszy, szczuréw i psow, mysich komorkach AT-1 lub L oraz komodrkach COS-7. Dla 239
substancji chemicznych wyznaczono wartosc¢ ICsq (tgcznie 673 rekordy) z wykorzystaniem
systemu HEK, CHO lub XO. Kompletny zestaw informacji zgromadzono dla 598 rekordéw.
Tabela 2 przedstawia stworzong baze danych. Poszczegdlne rekordy bazy danych odnosza
sie do pojedynczych wyznaczonych eksperymentalnie wartosci 1Cso. Pierwsze dwie
kolumny zawieraja nazwe miedzynarodowg zwigzku (lub inne oznaczenie dla
niezarejestrowanych substancji) oraz wartos¢ stezenia powodujgcego 50% blok kanatu
hERG wyrazone w mikromolach [uM]. Kolumna ,Zrédto” zawiera odnosniki do publikacji
opisujgcych oryginalne, przeprowadzone przez autordw doswiadczenia, w ktorych dana
wartos¢ ICso zostata wyznaczona. Kolejne kolumny w bazie danych zawierajg informacje
na temat warunkéw eksperymentalnych, ktére mogg wptywaé na wartos¢ uzyskiwanych
wynikow. Do czynnikéw tych naleza: (1) zastosowany system ekspresji; (2) typ transfekcji
(stabilna lub przejsciowa) dla komérek CHO i HEK; (3) metoda wyznaczenia ICso; (4)
temperatura, w ktorej przeprowadzono oznaczenie; w przypadku, gdy temperatura nie
byta precyzyjnie zdefiniowana (warunki okreslano jako ,temperatura pokojowa”) w bazie
danych notowano wartos¢ 23°C, te samg wartos¢ uzupetniano, gdy w publikacji
dotyczacej oznaczen z wykorzystaniem komodrek XO nie byto zadnego okreslenia
temperatury (komdrki XO nie sg stabilne w temperaturze fizjologicznej i niemozliwe jest
przeprowadzenie doswiadczen w takich warunkach); (5) stezenie jondw potasowych w
ptynie omywajacym; (6) rodzaj protokotu napie¢ — ramp, step-ramp, step, ramp-step lub
potencjat czynnosciowy (AP); (7) charakterystyka protokotu napiec¢: potencjat utrzymania,
napiecie depolaryzujgce, potencjat btonowy podczas repolaryzacji, przy ktorym mierzono
natezenie pradu lg, oraz czas trwania pulsu depolaryzujgcego. Wszystkie niepewne lub
brakujace informacje oznaczano za pomocg znaku zapytania.
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1.2.2. Charakterystyka rekordow

Najwieksza liczba eksperymentéw przeprowadzona zostata z wykorzystaniem
embrionalnych komadrek nerki ludzkiej, jajnikdw chomika chinskiego oraz oocytéw zab z
Xenopus laevis (odpowiednio 40.7%, 24.0% i 22.2%). W 1.3% przypadkéw model
zastosowany do doswiadczen nie byt zdefiniowany (Rycina 21).
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Rycina 21. Modele komodrkowe stosowane w oznaczeniach wartosci 1Cso. O$ odcietych reprezentuje
procentowy udziat rekordéw w bazie danych, os rzednych - modele.

Zdecydowana wiekszo$¢ kultur komorkowych byta stabilnie transfekowana DNA
lub mMRNA kodujgcym podjednostke a kanatu potasowego hERG, jedynie 4% rekordow
odnosito sie do pomiaréw wykonanych na komoérkach transferowanych przejsciowo.
Wszystkie pomiary (167 rekordéw) z zastosowaniem oocytow zaby Xenopus wykonano za
pomocg dwuelektrodowej techniki voltage-clamp. Oznaczenia z wykorzystaniem komarek
CHO i HEK byty wykonywane prawie wytgcznie metodg patch-calmp w konfiguracji whole-
cell (405 rekordéw). Dwadziescia wartosci ICsg otrzymano technika PatchXpress.

Na rycinie 22 przedstawiono zakres aktywnosci biologicznej zgromadzonych
zwigzkéw reprezentowany w zbiorze danych.

Okoto dwie trzecie eksperymentow przeprowadzonych zostato w temperaturze
pokojowej (19-25°C) i jedna trzecia w temperaturze okreslanej jako fizjologiczna (34-
37°C). Wszystkie doswiadczenia wykorzystujgce komorki XO prowadzone byty
temperaturze pokojowej, ze wzgledu na niestabilno$¢ tych komoérek podczas pomiaréw
elektrofizjologicznych w temperaturze 37°C. Potowa doswiadczen na komoérkach HEK oraz
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prawie jedna trzecia na komorkach CHO prowadzona byta w temperaturze fizjologicznej.
W kilku przypadkach nie udato sie ustali¢ przy jakiej wartosci temperatury dokonano
oznaczen.

W poszczegdlnych eksperymentach stosowano takie rdine stezenia jonow
potasowych w ptynie omywajgcym komorki (2 — 100 mmol/L). W wiekszosci prac (83.3%
wszystkich rekordow) stezenie potasu miescito sie w zakresie 2-5.6 mmol/L. Dla 1%
oznaczen nie podano zewnatrzkomdérkowego stezenia jonow K.

160
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Rycina 22. Dystrybucja wartosci ICsy dla kanatu hERG w zbiorze danych. O$ odcietych reprezentuje liczbe
rekordéw, o$ rzednych zakres wartosci 1Csq,

depolaryzacja

, J
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potencjat spoczynkowy
Rycina 23. Schemat protokotu pomiarowego typu step.

Kolejnym czynnikiem rdznicujagcym pomiary opisywane w zgromadzonych
publikacjach byt rodzaj i charakterystyka protokotu napie¢ zastosowanego do wyzwolenia
pragdu hERG. W doswiadczeniach stosowano 5 rodzajow protokotéw. Zdecydowana
wiekszos¢ (91% rekordow) wartosci ICso zostata wyznaczona z zastosowaniem protokotu
typu step polegajgcego na skokowej zmianie napiecia przyktadanego do btony
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komérkowej z potencjatu spoczynkowego (utrzymania) do wartosci wywotujacej
depolaryzacje a nastepnie skokowe obnizenie przyktadanego napiecia do wartosci
powodujgcej repolaryzacje i otwarcie kanatow potasowych (Rycina 23). Potencjat
utrzymania dla przewazajgcej liczby eksperymentéw miescit sie w zakresie -95 do -60 mV,
w 2% doswiadczen wartos¢ tego potencjatu wynosita od -55 do -40 mV. Stosowane
wartosci napiec pulséw depolaryzujgcych miescity sie w zakresie -40 do 80 mV, najczesciej
depolaryzacje wywotywano impulsem o napieciu 20 mV. Zakres wartosci napie¢, w
ktorych dokonywano pomiaru amplitudy pradu hERG wynosit od -140 mV do 0 mV.
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Tabela 2. Natywna baza danych.

Substancja [IE:AO] model  #rédto’ transf’ t(;:?:]p technika® tl’tES’;UIS [mV] d[(::\c;ll pc[Jm\llair protokot®
1-(bis(4-
fluorofenylo)metylo) 1.6 CHO [363] stabilna 35 whole cell PC 4 1;2 -80 20 -50 step
piperazyna
4,4'-difluorobenzhydrol 99 CHO [363] stabilna 35 whole cell PC 4 1;2 -80 20 -50 step
4'.4I_ 72 CHO [363] stabilna 35 whole cell PC 1;2 -80 20 -50 step
difluorobenzofenon
4.4'-dimetyl- voltage-clamp 2-
Gitenhy draymina 185 | X0 (338] 23 eleitro dowpy 10 22 -90 0 -100 step
4-aminopirydyna 4400 HEK [278] stabilna 37 whole cell PC 4 1;1.5 -40 30 -40 step
5-hydroksypropafenon 0.88 CHO [9] stabilna 21.5 whole cell PC 4 5;5 -80 -10 -60 step
acehytizyna 465.95 HEK [141] stabilna 23 whole cell PC 4 4; 4 -80 20 20 step
AF3013 >335 HEK [200] stabilna 37 whole cell PC 4 0.5; 0.5 -75 10 -40 step
ajmalina 1.04 HEK [175] stabilna 21 whole cell PC 5 0.4;0.4 -80 40 -120 step
ajmalina 423 | xo (175] 21 voltage-clamp 2- 5 | 04,04 | -80 40 -60 step
elektrodowy
ambasilid 3.6 CHO [376] stabilna 22 whole cell PC 4.8 3.9; 5 -80 30 -60 step
ambasilid 16.1 CHO [376] stabilna 22 whole cell PC 4.8 3.9;5 -80 -30 -60 step
amiodaron 0.048 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step
amiodaron 0.07 HEK [279] stabilna 37 whole cell PC 4 1;4 -40 30 -40 step
amiodaron 0.244 CHO [12] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 4; 4 -80 20 -40 step
amiodaron 0.421 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
amiodaron 0.546 CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
amiodaron 0.8 HEK [392] stabilna 23 whole cell 1-electrode VC 4 4;5.7 20 -50 step
amiodaron 1.157 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 4; 4 -80 20 -40 step
amiodaron 2.347 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
amiodaron 9.8 X0 (173] 20 voltage-clamp 2- 5 | 04,04 | -80 30 -60 step
elektrodowy
amiodaron 15 X0 [247] 23 voltage-clamp 2- ? 22 -90 0 -80 step
elektrodowy
amiodaron 247 | xo [212] 215 voltage-clamp 2- 10 | 12,12 | -80 40 -40 step
elektrodowy
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7 7
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. . . ty;t; puls hold® depol6 pomiar7 ,.8
Substancja model  #rédto’ transf’ technika® e rotokét
: []  [mv] [mv] [mv] P
amiodaron 37 X0 [212] 215 voltage-clamp 2- 5 | 12,12 | -8 40 -40 step
elektrodowy
amiodaron 379 | xo [158] 23 voltage-clamp 2- 5.4 2:0 .90 40 -70 step
elektrodowy
amitryptylina 1.7 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
amitryptylina 1.801 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1,05 -80 20 -40 step
. . voltage-clamp 2- )
amitryptylina 3.26 X0 [151] 215 elektrodowy 2 0.5;0.5 70 20 60 step
. . voltage-clamp 2- )
amitryptylina 4.66 X0 [151] 215 elektrodowy 2 4; 4 70 30 60 step
. . voltage-clamp 2- )
amitryptylina 4.78 X0 [151] 215 elektrodowy 4 0.5;0.5 -70 20 -60 step
. . voltage-clamp 2- )
amitryptylina 5.96 X0 [151] 215 elektrodowy 2 4; 4 70 10 60 step
. . voltage-clamp 2- )
amitryptylina 8.71 X0 [151] 21.5 elektrodowy 2 4;4 70 10 60 step
amitryptylina 10 CHO [358] stabilna 21 whole cell PC 4.8 3.9;5 -80 30 -60 step
. . voltage-clamp 2- )
amitryptylina 23 X0 [151] 215 elektrodowy 2 4; 4 70 30 60 step
amoksycylina >50000 | CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
amsakryna 0.2094 HEK [353] stabilna 23.5 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
amsakryna 2 X0 (353] 235 voltage-clamp 2- 5 216 | -80 20 -40 step
elektrodowy
apomorfina 24 | cHO | [143] stabilna 35 whole cell PC 42 | 003 | -8 40 -80 pr°:;k°'
artykaina 224 CHO [317] przejsciowa 23 whole cell PC 5 0;1 -80 60 -80 ramp
astemizol 0.001 HEK [411] stabilna 35 whole cell PC 4 4; 4 -80 0 -50 step
astemizol 0.0013 | HEK | [342] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 | 20 -80 rf;‘;
astemizol 0.0013 HEK [378] stabilna 36 whole cell PC 4 11 -80 40 -50 step
astemizol 0.006 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step
astemizol 0.018 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
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. IC50 o] > s K'* | tut,puls hold®> depol® pomiar’ o
Substancja model Zrédto transf technika rotokot
! [um] [mM]  [s]  [mV] [mv] [mv] P

astemizol 00484 | X0 (332] 22 voltage-clamp 2- 2 | 05,05 | -80 40 -85 step
elektrodowy

astemizol 0069 | X0 [36] 23 voltage-clamp 2- 2 4:6 -80 20 .60 step
elektrodowy

astemizol 048 | xo (336] 225 voltage-clamp 2- 10 11 .90 0 -100 step
elektrodowy

atenolol >1000 HEK [170] stabilna 23 whole cell PC 4 4;6 -80 20 -50 step

AVE0118 10 CHO [118] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step

AZD7009 0.6 CHO [262] stabilna 22 whole cell 1-electrode VC 5.4 2;2 -80 20 -60 step

azimilid 0.56 CHO [376] stabilna 37 whole cell PC 4.8 3.9;5 -80 30 -60 step

azimilid 0.61 CHO [376] stabilna 22 whole cell PC 4.8 3.9;5 -80 30 -60 step

azimilid 0.9 CHO [262] stabilna 22 whole cell 1-electrode VC 5.4 2;2 -80 20 -60 step

azimilid 14 X0 [30] 22 voltage-clamp 2- 2 | 05,05 | -80 40 -85 step
elektrodowy

azimilid 5.2 X0 [30] 22 voltage-clamp 2- 2 | 04,04 | 95 40 -80 step
elektrodowy

azimilid 5.8 X0 [211] 215 voltage-clamp 2- 5 | 12,12 | -8 40 -40 step
elektrodowy

azimilid 5.8 X0 [212] 215 voltage-clamp 2- 5 | 12,12 | -8 40 -40 step
elektrodowy

azimilid 293 | xo [212] 215 voltage-clamp 2- 10 | 12,12 | -80 40 -40 step
elektrodowy

balofloksacyna 214 CHO [306] przejsciowa ? whole cell PC 5.4 2;3 -80 20 -60 step

benzoiloekgonina >1000 HEK [101] stabilna 22 whole cell PC 4 5;5 -80 60 -60 step

bepridil 0.023 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step

bepridil 0.023 | HEK | [188] | stabilna | 35 whole cell PC 4 | 1,200 | -80 | 20 -80 rsat;’;

bepridil 0.023 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 0.5; 0.5 -80 20 -50 step

bepridil 0026 | HEK | [107] stabilna 35 whole cell PC 4 1,120 | -80 20 40 rsat;’;

bepridil 0.035 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step

bepridil 0.035 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step

bepridil 0.099 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
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. . . ty;t; puls hold® depol6 pomiar7 ,.8
Substancja model  #rédto’ transf’ technika® e rotokét
: []  [mv] [mv] [mv] P
. voltage-clamp 2- )
bepridil 3 X0 [159] 23 elektrodowy 2 5,0 90 0 80 step
berberyna 3.1 HEK [285] ? 22 whole cell PC 4 2;0 -80 20 -60 step
voltage-clamp 2- )
berberyna 75 X0 [207] 22 elektrodowy 2 4;4 80 0 60 step
voltage-clamp 2- )
berberyna 80 X0 [285] 23 elektrodowy 2 4;0 80 0 70 step
bertosamil 627 | xo [412] 20 voltage-clamp 2- 5 2:16 | -80 20 40 step
elektrodowy
BRL32872 0.241 X0 [348] 21 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
bromfeniramina 0.9 CHO [315] stabilna ? whole cell PC 5.4 2;3 -80 20 -60 step
. voltage-clamp 2- .
budypina 10.2 X0 [299] 20 elektrodowy 5 2;1.6 80 20 40 step
. . voltage-clamp 2- )
bupiwakaina 12 X0 [318] 23 elektrodowy 2 2;0 80 0 0 step
bupiwakaina 18 CHO [119] stabilna 215 whole cell PC 5;5 -80 -10 -60 step
bupiwakaina 20 CHO [109] ? 23 whole cell PC 0;1 -80 60 -80 ramp
bupiwakaina 21.9 CHO [319] przejsciowa 23 whole cell PC 0;1 -80 60 -80 ramp
bupiwakaina 25 X0 | [318] 23 voltage-clamp 2- 2 21 -80 0 40 step
elektrodowy
bupiwakaina 43 CHO | [109] ? 23 whole cell PC 5 1,003 | -80 60 -80 r:zg
bupiwakaina 132 X0 | [318] 23 voltage-clamp 2- 2 21 -80 0 -120 step
elektrodowy
buprenorfina 7.5 HEK [168] stabilna 22 whole cell PC 5.4 2;0 -80 20 -50 step
cetyryzyna >100 HEK [58] stabilna 23 whole cell PC ? 1;1 -80 40 -50 step
voltage-clamp 2- )
cetyryzyna >30 X0 [336] 22.5 elektrodowy 10 1;1 90 0 100 step
chinidyna 032 | X0 | [265] 23 voltage-clamp 2- 4 02;5 | -80 50 70 step
elektrodowy
chinidyna 0.33 HEK (78] ? 22 whole cell PC 4 1;1 -80 30 -40 step
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. . . ty;t; puls hold® depol6 pomiar7 ,.8
Substancja model  irédio’ transf’ technika® e rotokot
: []  [mv] [mv] [mv] P
chinidyna 0.41 HEK [256] stabilna 37 whole cell PC 0.5; 0.5 -40 30 -40 step
chinidyna 0.547 CHO [161] stabilna 23 whole cell PC 5 4; 4 -80 20 -80 step
step
chinidyna 0.62 CHO [227] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 (prepuls:
-40 mV)
chinidyna 0.686 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step
chinidyna 0.745 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
chinidyna 0.82 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
chinidyna 0.86 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 0.5; 0.5 -80 20 -50 step
chinidyna 0.89 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
chinidyna 107 | HEK | [188] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 20 -80 ::;’;
chinidyna 25 X0 | [364] 23 voltage-clamp 2- 3 4,6 -80 20 -60 step
elektrodowy
. voltage-clamp 2- )
chinidyna 4.6 X0 [290] 23 elektrodowy 2 4; 4 80 0 70 step
chinidyna 5.2 X0 | [290] 23 voltage-clamp 2- 2 44 -80 0 -140 step
elektrodowy
chinidyna 8 X0 [205] 215 voltage-clamp 2- 25 2:2 -80 30 -60 step
elektrodowy
chinidyna 9.1 X0 [212] 215 voltage-clamp 2- 5 | 12,12 | -80 40 -40 step
elektrodowy
chinidyna 9.9 X0 [211] 215 voltage-clamp 2- 5 | 12,12 | -80 40 -40 step
elektrodowy
voltage-clamp 2- step
chinidyna 168 | X0 (351] 23 & P 2 | 00257 | -80 0 0 |(interpuls:
elektrodowy
-110 mv)
chinidyna 276 | XoO [212] 215 voltage-clamp 2- 10 | 12,12 | 80 40 -40 step
elektrodowy
chinidyna 1.5 CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
chlorfeniramina 13 HEK [169] stabilna 22 whole cell PC 5.1 2;0 -80 20 -50 step
chlorfeniramina 156 | X0 [135] 215 voltage-clamp 2- 2 4;1 -70 0 60 step
elektrodowy
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. . . ty;t; puls hold® depol6 pomiar7 ,.8
Substancja model  #rédto’ transf’ technika® e rotokét
: []  [mv] [mv] [mv] P

chlorfeniramina 192 | xo [135] 215 voltage-clamp 2- 2 4;1 -70 20 .60 step
elektrodowy

chlorfeniramina 209 | xo (332] 22 voltage-clamp 2- 2 | 05,05 | -80 40 -85 step
elektrodowy

chlorfeniramina 25.5 X0 [135] 215 voltage-clamp 2- 2 4;1 -70 40 -60 step
elektrodowy

chlorobutanol 0.0044 HEK [193] stabilna ? whole cell PC ? 0.2; 0.45 -80 40 -100 step

chlorochina 2.5 HEK [362] stabilna 21 whole cell PC 4 4.8;5 -80 20 -50 step

chlorochina 8.4 X0 [292] 23 voltage-clamp 2- 2 4:4 -80 0 -70 step
elektrodowy

chlorochina 197 | xo [292] 23 voltage-clamp 2- 2 4:4 -80 0 -140 step
elektrodowy

chloroform 9970 HEK [301] stabilna 20 whole cell PC 5 2;1.6 -80 80 -20 step

chloroform 10440 | XO (301] 20 voltage-clamp 2- 5 216 | -80 20 -40 step
elektrodowy

chlorpromazyna 1.47 CHO [358] stabilna 21 whole cell PC 4.8 3.9;5 -80 30 -60 step

chlorpromazyna 1.562 CHO [181] przejsciowa 35 whole cell PC 5.4 2;3 -80 20 -60 step

chlorpromazyna 49 X0 [203] 22 voltage-clamp 2- 2 4;0 -70 30 -60 step
elektrodowy

chlorpromazyna 8.8 X0 [203] 22 voltage-clamp 2- 2 4;0 -70 0 -60 step
elektrodowy

voltage-clamp 2- )
chlorpromazyna 10.5 X0 [203] 22 elektrodowy 2 4;0 -70 -30 -60 step
voltage-clamp 2- .

chlorpromazyna 21.6 X0 [351] 21 elektrodowy 5 2;1.6 80 20 40 step

chlortalidon 100 X0 [222] 21 voltage-clamp 2- 2 2:0 -70 50 -70 step
elektrodowy

cibenzolina 3.7 HEK [132] stabilna 34 whole cell PC 4 2;3 -80 30 -50 step

ciprofloksacyna 302 CHO [23] stabilna 23 whole cell PC 5.4 11 -80 20 -40 step

ciprofloksacyna 996 CHO [163] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step

ciprofloksacyna >335 HEK [90] stabilna 37 whole cell PC 4 0.5;0.5 -75 10 -40 step

citalopram 3.97 CHO [386] przejsciowa 20 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -40 step

citalopram 3.97 HEK [386] stabilna 36 whole cell PC ? 2;2 -80 20 -40 step
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. i1 2 o3 ty;t; puls hold® depolEi pomiar7 ,.8

Substancja model Zrédto transf technika [s] [mV] [mV] [mV] protokoét
step

cizapryd 0.0065 HEK [236] stabilna 225 whole cell PC 4 10;5 -80 10 -50 (prepuls:

+60mV)
cizapryd 0.012 HEK [3] stabilna 37 whole cell PC 4 0.4;0.4 -75 10 -40 step
step

cizapryd 0.0143 HEK [287] stabilna 215 whole cell PC 4 2.5;5 -80 10 -50 (prepuls:

+60mV)
cizapryd 0.0144 HEK [378] stabilna 36 whole cell PC 4 1;1 -80 40 -50 step
cizapryd 0.015 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1; 120 -80 20 -40 step
cizapryd 0015 | HEK | [107] stabilna 35 whole cell PC 4 1,05 | -80 20 -40 rsat;’;
cizapryd 0.016 CHO [374] stabilna 21 whole cell PC 4.8 3.9; 5 -75 25 -55 step
cizapryd 0.0182 HEK [224] stabilna 37 whole cell PC 5 3;4 -80 0 -50 step
cizapryd 0.02 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
cizapryd 0.0209 HEK [342] stabilna 35 whole cell PC 4 1; 200 -80 20 -80 rsatr?qr;
cizapryd 0.023 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
cizapryd 0.024 CHO [374] stabilna 37 whole cell PC 4.8 3.9;5 -75 25 -55 step
cizapryd 0.026 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
cizapryd 0027 | HEK | [188] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 20 -80 rsat;’;
cizapryd 0.045 CHO [258] ? 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
cizapryd 0.079 HEK [58] stabilna 23 whole cell PC ? 11 -80 40 -50 step
cizapryd 0.091 CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
cizapryd 0133 | X0 | [32] 23 V°:|aeite;::£’;2' 2 | 505 | 90 | o 70 step
cyjamemazyna 0.47 HEK [51] stabilna 37 whole cell PC 4 0.5; 0.5 -75 10 -40 step
cymetydyna >10000 | HEK [169] stabilna 22 whole cell PC 5.1 2;0 -80 20 -50 step
czasteczka A 0.0292 | CHO [165] stabilna 23 whole cell PC 5.77 | 5;0.256 -90 0 -140 step
czasteczka B 0.005 CHO [165] stabilna 23 whole cell PC 5.77 | 5;0.256 -90 0 -140 step
dekstrometorfan 5.1 CHO [60] stabilna 21 whole cell PC 5.4 2;2 -80 20 -40 step
desbutyllumefantryna 5.5 HEK [362] stabilna 21 whole cell PC 4 4.8;5 -80 20 -50 step
desloratadyna 6.31 HEK [58] stabilna 23 whole cell PC ? 11 -80 40 -50 step
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. 1IC50 ;o1 2 .3 ty;t; puls hold® depolEi pomiar7 ,.8
Substancja model Zrédto transf technika rotokot
: [um] 1 [mvl [mv]  [mv] P
desmetylastemizol 0.001 HEK [411] stabilna 35 whole cell PC 4 4;4 -80 0 -50 step
desmetylerytromycyna 147.1 HEK [371] stabilna 35 whole cell PC 4 1;120 -80 20 -40 rsat;r;
difenhydramina 2.6 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
difenhydramina 3.8 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
difenhydramina 215 | X0 (338] 23 voltage-clamp 2- 10 22 -90 0 -100 step
elektrodowy
difenhydramina 271 | xo (332] 22 voltage-clamp 2- 2 | 05,05 | -80 40 -85 step
elektrodowy
. . voltage-clamp 2- )
difenhydramina (-) 32.2 X0 [338] 23 elektrodowy 10 2;2 90 0 100 step
. . voltage-clamp 2- )
difenhydramina (+) 28.9 X0 [338] 23 elektrodowy 10 2;2 90 0 100 step
digitoksyna 0.0111 HEK [379] stabilna 21 whole cell PC 5 2;2 -80 60 -50 step
digoksyna 0.0539 HEK [379] stabilna 21 whole cell PC 5 2;2 -80 60 -50 step
diltiazem 6.19 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
diltiazem 7.39 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step
diltiazem 17.3 HEK [406] stabilna 23 whole cell PC 4 4;6 -80 20 -50 step
. voltage-clamp 2- 5
dipfluzyna 0.00098 | XO [404] elektrodowy 5 1;7 80 10 50 step
disopyramid 7.23 CHO [255] przejsciowa 36 whole cell PC 4 0.5;1 -40 30 -40 step
step
disopyramid 10.66 CHO [227] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 (prepuls:
-40 mV)
dofetylid 0.003 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
dofetylid 0.005 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step
dofetylid 0.01 CHO [258] ? 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
dofetylid 0.011 CHO [162] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
step
dofetylid 0.029 HEK [220] stabilna 23 whole cell PC 4 0.5;2 -80 60 -40 (prepuls:
-60 mV)
dofetylid 0.035 X0 [174] 20 inside-out macro patches 100 0.4;0.4 -80 0 -70 step
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. IC50 o] > s K'* | tut,puls hold®> depol® pomiar’ o
Substancja model Zrédto transf technika rotokot
! [kM] [mM]  [s]  [mV] [mv] [mv] P
dofetylid 00473 | X0 [252] 23 voltage-clamp 2- 2 5:04 | -90 0 -70 step
elektrodowy
dofetylid 0073 | xo (364] 23 voltage-clamp 2- 3 4:6 -80 20 .60 step
elektrodowy
dofetylid 011 | xo (380] 23 voltage-clamp 2- 2 | 00250 | -80 0 0 step
elektrodowy
dofetylid 0125 | xo [205] 215 voltage-clamp 2- 25 22 -80 30 .60 step
elektrodowy
dofetylid 0.158 HEK [58] stabilna 23 whole cell PC ? 11 -80 40 -50 step
dofetylid 0192 | xo [65] 19 voltage-clamp 2- 5 22 -70 0 .50 step
elektrodowy
voltage-clamp 2- step
dofetylid 031 X0 [103] 20 g P 5 | 16,16 | -80 0 70 | (prepuls:
elektrodowy
0omvV)
. voltage-clamp 2- 5 )
dofetylid 042 | xo [107] 23 lektrodowy ; 5,0 90 0 80 step
dofetylid 05 X0 [211] 215 voltage-clamp 2- 5 | 12,12 | -8 40 -40 step
elektrodowy
dofetylid 0595 | X0 [174] 20 voltage-clamp 2- 5 | 04,04 | -80 0 -70 step
elektrodowy
dofetylid 0.644 | XO [174] 20 voltage-clamp 2- 2 | 0404 | -80 0 70 step
elektrodowy
dofetylid 0692 | xo (174] 20 voltage-clamp 2- 20 | 04,04 | -80 0 -70 step
elektrodowy
dofetylid 15 X0 (212] 215 voltage-clamp 2- 5 | 12,12 | -80 40 -40 step
elektrodowy
dofetylid 2.7 X0 (212] 215 voltage-clamp 2- 10 | 12,12 | -80 40 -40 step
elektrodowy
doksazosyna 0.3244 HEK [354] stabilna 21 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -120 step
doksazosyna 0.5851 HEK [355] stabilna 23.5 whole cell PC 2;2 -80 20 -50 step
doksazosyna 182 | X0 (355] 215 voltage-clamp 2- 5 216 | -80 20 -40 step
elektrodowy
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. i1 2 o3 ty;t; puls hold® depolEi pomiar7 ,.8

Substancja model Zrédto transf technika [s] [mV] [mV] [mV] protokoét
step

doksepina 6.5 HEK [85] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 (prepuls:

-40 mv)
dolasetron 5.95 HEK [197] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
domperidon 0.057 HEK [45] przejsciowa 21 whole cell PC 5.6 2;2 -80 10 -40 step
domperidon 0.162 CHO [70] ? 22.5 whole cell PC 4 4;6 -80 20 -50 step
dronedaron 0.0591 HEK [282] stabilna 37 whole cell PC 4 1;4 -40 30 -40 step
dronedaron 9.2 X0 | [350] 21 voltage-clamp 2- 5 | 0404 | 80 | 30 -60 step

elektrodowy

droperidol 0.0322 HEK [69] stabilna 22.5 whole cell PC 4 4;5.7 -80 20 -50 step
droperidol 0.0773 HEK [221] 23 whole cell PC 5 4; 4 -80 50 -50 step
droperidol 0.098 HEK [373] stabilna 21 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -120 step
droperidol 0.307 CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
DW286a 89 CHO [180] przejsciowa 35 whole cell PC 5.4 2;3 -80 20 -60 step
E4031 0.0077 HEK [410] stabilna 35 whole cell PC 4 4;5 -80 0 -50 step
E4031 0.00998 | CHO [180] przejsciowa 35 whole cell PC 5.4 2;3 -80 20 -60 step
E4031 0.011 | HEK | [107) | stabilna | 35 whole cell PC 4 | 1,120 | 80 | 20 40 :;;Z
E4031 0012 | HEK | [188] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 | 20 -80 :;;Z
E4031 0.014 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
step

E4031 0.01596 | CHO [227] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 (prepuls:

-40 mV)
E4031 0.016 HEK [74] stabilna 22 whole cell PC 4 4.8;5 -80 20 -50 step
E4031 0.017 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
E4031 0.0181 HEK [51] stabilna 37 whole cell PC 4 0.5;0.5 -75 10 -40 step
E4031 0.0264 HEK [200] stabilna 37 whole cell PC 4 0.5;0.5 -75 10 -40 step
E4031 0.032 HEK [373] stabilna 21 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -120 step
E4031 0.048 HEK [224] stabilna 37 whole cell PC 5 3;4 -80 0 -50 step
E4031 0.079 HEK [58] stabilna 23 whole cell PC ? 1;1 -80 40 -50 step
E4031 0.134 CHO [375] stabilna 21 whole cell PC 4.8 3.9;3.9 -55 25 -35 step
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E4031 017 | xo | [380] 23 voltage-clamp 2- 2 | 00250 | -80 0 0 _ step
elektrodowy (interpuls)
E4031 057 | xo [107] 23 voltage-clamp 2- ? 5.0 .90 0 -80 step
elektrodowy
ebastyna 03 X0 [189] 20 voltage-clamp 2- 2 12,1 | -80 30 -80 step
elektrodowy
EDDP >50 HEK [168] stabilna 22 whole cell PC 5.4 2;0 -80 20 -50 step
EGCG 6 HEK [171] stabilna whole cell PC 5 0.4;0.4 -80 -120 step
EGCG 205 | X0 [171] voltage-clamp 2- 5 | 04,04 | -80 .60 step
elektrodowy
. voltage-clamp 2- )
epinastyna >100 X0 [36] 23 elektrodowy 2 4;6 80 20 60 step
erytromycylamina 273.9 | HEK | [371] stabilna 35 whole cell PC 4 1,120 | -80 20 -40 rsatr‘:f;
erytromycyna 38.9 HEK [325] stabilna 36 whole cell PC 4 0.5; 0.5 -80 10 -40 step
step
erytromycyna 59.3 HEK [84] stabilna 37 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -40 (prepuls:
-40 mV)
erytromycyna 722 | HEK | [371] stabilna 35 whole cell PC 4 1,120 | -80 20 -40 rsat;’;
step
erytromycyna 101 HEK [219] stabilna 23 whole cell PC 4 2;2 -80 60 -40 (prepuls:
-60 mV)
erytromycyna 115 | HEK | [188] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 20 -80 f;;‘;
erytromycyna 158 HEK [224] stabilna 37 whole cell PC 5 3,4 -80 0 -50 step
erytromycyna 199 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
erytromycyna 1410 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
estradiol >30 CHO [238] 21 whole cell PC 5.4 1;1 -80 20 -40 step
feksofenadyna 23 CHO [258] ? 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
feksofenadyna 65.1 HEK [270] stabilna 22.5 whole cell PC 4 4;5.7 -80 20 -50 step
feksofenadyna >100 X0 [297] 23 voltage-clamp 2- 2 11 -80 40 -80 step

elektrodowy
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. IC50 o] > s K'* | tut,puls hold®> depol® pomiar’ o
Substancja model Zrédto transf technika rotokot

: [um] [mM]  [s]  [mV]  [mv] [mv] P
fenobarbital 3000 HEK [54] stabilna 22.5 whole cell PC 4 4.8;4.8 -80 20 -50 step
fentanyl 1.8 HEK [168] stabilna 22 whole cell PC 5.4 2;0 -80 20 -50 step
fenytoina 240 HEK [54] stabilna 225 whole cell PC 4 4.8;4.8 -80 20 -50 step
flekainid 1.03 HEK [78] ? 22 whole cell PC 4 1;1 -80 30 -40 step
flekainid 3.91 HEK [256] stabilna 37 whole cell PC 4 0.5;0.5 -40 30 -40 step
flunaryzyna 0.0057 | CHO [363] stabilna 35 whole cell PC 4 1;2 -80 20 -50 step
fluoksetyna 046 | HEK | [169] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 | 20 -80 rsat;’;
fluoksetyna 0.5 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step
fluoksetyna 0.5 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
fluoksetyna 0.55 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 0.5;0.5 -80 20 -50 step
fluoksetyna 0.7 HEK [267] stabilna 23 whole cell PC 4 4;5.7 -80 70 -50 step

kot
fluoksetyna 0.7 HEK | [267] stabilna 37 whole cell PC 4 | 0038 | -8 40 -80 pr°:F’, ©
fluoksetyna 0.71 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC ? 2;2 -80 20 -50 step
fluoksetyna 0.72 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
fluoksetyna 0.99 HEK [224] stabilna 37 whole cell PC 5 3;4 -80 0 -50 step
fluoksetyna 1.5 CHO [386] przejsciowa 20 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -40 step
fluoksetyna 1.5 HEK [386] stabilna 36 whole cell PC ? 2;2 -80 20 -40 step
. voltage-clamp 2- 5.5
fluspirylen 2.34 X0 [316] 23 elektrodowy 2 ?; 7 80 20 55 step
fluwoksamina 3.8 HEK [233] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 step
gabapentyna >100 HEK [55] stabilna 23 whole cell PC 4 48;4.8 -80 20 -50 step
. voltage-clamp 2- 5.5
gambierol >1 X0 [53] 23 elektrodowy 2 ?; 7 90 40 90 step
gatifloksacyna 130 CHO [163] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
gemifloksacyna 300 CHO [306] przejsciowa ? whole cell PC 5.4 2;3 -80 20 -60 step
651.09203)( e 1 HEK [352] stabilna 23 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
(bisindolylmaleimid I)
GF109203X voltage-clamp 2-
. 2; 1. - 2 -4

(bisindolylmaleimid 1) 13.2 X0 [352] 23 elektrodowy > ;16 80 0 0 step
granisetron 3.73 HEK [197] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
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. 1IC50 ;o1 2 .3 ty;t; puls hold® depol6 pomiar7 ,.8
Substancja model Zrédto transf technika rotokot
: [um] 1 [mvl [mv]  [mv] P
grepafloksacyna 50 CHO [163] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
grepafloksacyna 76.5 CHO [23] stabilna 23 whole cell PC 5.4 11 -80 20 -40 step
halofantryna 0.0216 HEK [225] stabilna 23 whole cell PC 4 4;5.7 -80 20 -50 step
halofantryna 0.04 HEK [362] stabilna 21 whole cell PC 4 4.8;5 -80 20 -50 step
halofantryna 0.1969 CHO [358] stabilna 21 whole cell PC 4.8 3.9;10 -80 30 -60 step
halofantryna 1 X0 [291] 23 voltage-clamp 2- 2 4:4 -80 0 -70 step
elektrodowy
haloperidol 0.015 CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
haloperidol 0019 | HEK | [188] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 | 20 -80 rsat;’;
haloperidol 0.025 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
haloperidol 0.026 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
haloperidol 0.027 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step
haloperidol 0.0281 HEK [33] stabilna 37 whole cell PC 4 0.4;0.4 -75 10 -40 step
haloperidol 0.032 CHO [258] ? 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step A
haloperidol 0.042 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step ,Pg
haloperidol 0.063 HEK [169] stabilna 22 whole cell PC 5.1 2;0 -80 20 -50 step a
haloperidol 0.174 HEK [224] stabilna 37 whole cell PC 5 3;4 -80 0 -50 step g"
(72
haloperidol 1.1 X0 (331] 22 voltage-clamp 2 2 05,22 | -80 40 -70 step 2
elektrodowy &
. voltage-clamp 2- o
haloperidol 1.36 X0 [316] 23 2 ?;? -80 20 -55 step S
elektrodowy Y
haloperidol 22 X0 | [99,331] 22 voltage-clamp 2- 2 05,27 | -80 0 70 step 2
elektrodowy |
_ - o
hesperetyna 2888 | X0 [414] 23 voltage-clamp 2 2 | 04,04 | -80 30 -60 step £
elektrodowy 5
. voltage-clamp 2- a
.27 - -
hydroksyhaloperidol 2.6 X0 [99,331] 22 elektrodowy 2 0.5; 27 80 40 70 step g
voltage-clamp 2- ) ﬁ
hydroksyzyna 10.7 X0 [338] 23 elektrodowy 10 2;2 90 0 100 step =
ibutilid 0028 | xo [261] 23 voltage-clamp 2- 2 5:04 | -90 0 -70 step =
elektrodowy —




2L |

. . . ty;t; puls hold® depolEi pomiar7 ,.8
Substancja model  irédio’ transf’ technika® e rotokot
. ] [mvl [mv] [mv] P
ibutilid 0.9 X0 [213] 215 voltage-clamp 2- 5 | 12,12 | -8 40 -40 step
elektrodowy
ibutilid 2 X0 [213] 215 voltage-clamp 2- 10 | 12,12 | -80 40 -40 step
elektrodowy
IC1118551 9.2 HEK [170] stabilna 23 whole cell PC 4 4;6 -80 20 -50 step
imipramina 1.212 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step
imipramina 1.52 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
imipramina 3.4 CHO [344] przejsciowa 23 ?perforated PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
indometacyna >300 HEK [224] stabilna 37 whole cell PC 5 3;4 -80 0 -50 step
irbesartan 193 CHO [239] stabilna 215 whole cell PC 4 5;5 -80 60 -60 step
josamycyna 102.4 | HEK | [371] stabilna 35 whole cell PC 4 1,120 | -80 20 -40 r?;‘;
. voltage-clamp 2- )
kapsaicyna 17.45 X0 [395] 22 elektrodowy 2 2;3 90 0 60 step
. voltage-clamp 2- )
kapsaicyna 29.15 X0 [395] 22 elektrodowy 30 2;4 90 0 90 step
kaptopril >3000 | CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
karbamazepina >500 HEK [54] stabilna 22.5 whole cell PC 4 4.8;4.8 -80 20 -50 step
karwedilol 0.51 HEK [170] stabilna 23 whole cell PC 4 4;6 -80 20 -50 step
karwedilol 104 | X0 | [166] 20 voltage-clamp 2- 5 | 0404 | 80 | 30 -60 step
elektrodowy
ketanserin 0.128 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
ketanseryna 0107 | HEK | [188] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 | 20 -80 rsat;’;
ketanseryna 0.11 HEK [340] stabilna 22.5 whole cell PC 5 1;0 -80 30 -50 step
ketanseryna 0.121 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
ketanseryna 0.31 HEK [340] stabilna 22.5 whole cell PC 20 10 -80 30 -50 step
ketokonazol 1.7 HEK [280] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 step
ketokonazol 1.92 HEK [339] stabilna 23 whole cell 1-electrode VC 4 4;6 -80 20 -50 step
ketokonazol 31.2 X0 (82] 23 voltage-clamp 2- 25 | 08,08 | -80 0 -80 step
elektrodowy
Klarytromycyna 329 | HEK | [371] stabilna 35 whole cell PC 4 1,120 | -80 20 -40 rsat;’;
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. i1 2 o3 ty;t; puls hold® depolEi pomiar7 ,.8
Substancja model Zrédto transf technika [s] [mV] [mV] [mV] protokoét

klarytromycyna 45.7 HEK [325] stabilna 36 whole cell PC 4 0.5;0.5 -80 10 -40 step

klarytromycyna 170 HEK [287] stabilna 215 whole cell PC 4 0.5;1 -60 60 -40 step

klarytromycyna 750 CHO [1] ? ? whole cell PC ? 1;2 -80 20 -40 step

klebopryde 0.62 CHO [182] stabilna ? whole cell PC 5.4 2;3 -80 20 -40 step

step

klemastyna 0.012 HEK [281] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 (prepuls:
-40mV)

klobutinol 1.9 CHO [60] stabilna 21 whole cell PC 5.4 2;2 -80 20 -40 step

klomifen 0.18 HEK [403] stabilna 36 whole cell PC 4 2;3 -40 30 -40 step

klomipramina 0.13 HEK [152] stabilna 36 whole cell PC 5.4 4.8;0 -80 20 -60 step

klomipramina 994 | xo | [152] 215 voltage-clamp 2- 2 4,0 80 | 40 -60 step
elektrodowy

klomipramina 195 | X0 [152] 215 voltage-clamp 2- 2 4:0 -80 0 .60 step
elektrodowy

klomipramina 317 | X0 | [152] 21.5 voltage-clamp 2- 2 40 | 80 | -40 | -60 step
elektrodowy

klotrimazol 3.6 HEK [357] przejsSciowa | 21.5 ? Whole or perforated 5 1;1 -80 30 -50 step

klozapina 2.5 HEK [204] stabilna 35 whole cell PC 5.4 4.8;4.8 -80 20 -60 step

klozapina 2.63 CHO [358] stabilna 21 whole cell PC 4.8 3.9;10 -80 30 -60 step

Klozapina 229 | xo0 | [204] 215 voltage-clamp 2- 2 4;4 70 | 40 .60 step
elektrodowy

klozapina 283 | xo0 [204] 215 voltage-clamp 2- 2 4:4 -70 0 -60 step
elektrodowy

klozapina 399 | X0 | [208] 215 voltage-clamp 2- 2 44 | 70 | -40 | -60 step
elektrodowy

kodeina 97 CHO [60] stabilna 21 whole cell PC 5.4 2;2 -80 20 -40 step

kodeina >300 HEK [168] stabilna 22 whole cell PC 5.4 2;0 -80 20 -50 step

kokaetylen 1.2 HEK [101] stabilna 22 whole cell PC 4 5; 12 -80 60 -60 step

kokaina 4.4 HEK [101] stabilna 22 whole cell PC 4 5; 12 -80 60 -60 step

kokaina 7.2 HEK [407] stabilna 23 whole cell PC 4 4;5.7 -80 20 -50 step

kokaina 11.1 HEK [123] stabilna 23 whole cell PC 5 5;5 -80 50 -50 step

kwas acetylosalicylowy |>100000| CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step

kwas kanrenowy 104.2 CHO [31] stabilna 24.5 whole cell PC 4 5;5 -80 60 -60 step
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Substancja [uM] model  zrédto’ transf’ technika® [mM] [s] [mV] [mV] [mV] protokc’)’(8
kwetiapina 5.765 CHO [191] ? 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
L-702,958 0.0143 CHO [165] stabilna 23 whole cell PC 5.33 5;0.256 -90 0 -140 step
laam 2.2 HEK [168] stabilna 22 whole cell PC 5.4 2;0 -80 20 -50 step
lamotrygina 229.1 HEK [55] stabilna 23 whole cell PC 4 4.8;4.8 -80 20 -50 step

step
lewkromakalim >10 HEK [220] stabilna 23 whole cell PC 4 0.5;2 -80 60 -40 (prepuls:
-60 mV)
lewobupiwakaina 10 CHO [109] ? 23 whole cell PC 5 0;1 -80 60 -80 ramp
lewobupiwakaina 10.2 CHO [119] stabilna 215 whole cell PC 4 5;5 -80 -10 -60 step
lewobupiwakaina 12.7 CHO [319] przejsciowa 23 whole cell PC 5 0;1 -80 60 -80 ramp
lewobupiwakaina 32 CHO | [109] ? 23 whole cell PC 5 1,003 | -80 60 -80 rstn;s-
lewofloksacyna 430 | HEK [4] stabilna 22 whole cell PC 4 1,200 | -80 | 20 -80 :;;Z
lewofloksacyna 915 CHO [163] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
lidoflazyna 0.0166 HEK [279] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 step
lidoflazyna 0.037 HEK [169] stabilna 22 whole cell PC 5.1 2;0 -80 20 -50 step
lidokaina 262.9 HEK [169] stabilna 37 whole cell PC 4 0.5; 0.5 -40 30 -40 step
lomefloksacyna 2400 HEK [415] przejsciowa 21 whole cell PC 5.6 2;2 -80 10 -40 step
loratadyna 0.173 HEK [50] stabilna 36 whole cell PC 4 0.4;0.4 -75 10 -40 step
loratadyna 23 | HEK | [188] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 | 20 -80 :;;Z
loratadyna 3.9 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
loratadyna 4 HEK [169] stabilna 22 whole cell PC 5.1 2;0 -80 20 -50 step
loratadyna 7.3 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
loratadyna 7.94 HEK [58] stabilna 23 whole cell PC ? 1;1 -80 40 -50 step
loratadyna 101 X0 (336] 225 voltage-clamp 2- 10 11 .90 0 -100 step
elektrodowy

lowastatyna 7 HEK [169] stabilna 22 whole cell PC 5.1 2;0 -80 20 -50 step
lumefantryna 8.1 HEK [362] stabilna 21 whole cell PC 4 4.8;5 -80 20 -50 step
maprotylina 0.13 HEK [150] stabilna 36 whole cell PC 5.4 4.8;4.8 -80 20 -60 step
maprotylina 5.2 HEK [102] stabilna 23 whole cell PC 4 2;2 -80 0 -40 step
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Substancja [Iﬁlﬁ)] model  irédio’ transf’ t?:?:]p : technika® [rlr(1M] tl;tES’])UIS ?;I\(j] d[f:\(;]l pt[)rr:\lla]r protokc’)’(8
maprotylina 8.2 HEK [176] stabilna 20 whole cell PC 5 0.4;0.4 -80 80 -60 step
. voltage-clamp 2-
maprotylina 23.7 X0 [102] 23 eleitrodowp; 2 4; 4 -80 0 -70 step
. voltage-clamp 2-
maprotylina 292 | xo [176] 20 eleﬁtro dow‘; 5 | 04,04 | -80 80 .60 step
. voltage-clamp 2-
maprotylina 395 | xo [150] 215 eleﬁtro dow‘; 2 4;2 70 | -40 .60 step
. voltage-clamp 2-
maprotylina 436 | X0 | [150] 215 eleﬁtro dow‘; 2 472 70 | 40 -60 step
MCI-154 4155 | X0 | [150] 215 voltage-clamp 2- 2 44 70 | 40 60 step
elektrodowy
MDL74156 12.1 HEK [197] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
meflochina 2.6 HEK [362] stabilna 21 whole cell PC 4 4.8;5 -80 20 -50 step
meflochina 5.6 CHO [161] stabilna 23 whole cell PC 5 4; 4 -80 20 -80 step
meperydyna 75 HEK [168] stabilna 22 whole cell PC 5.4 2;0 -80 20 -50 step
mepiwakaina 156.2 CHO [319] przejsciowa 23 whole cell PC 5 0;1 -80 60 -80 ramp
metadon 9.8 HEK [168] stabilna 22 whole cell PC 5.4 2;0 -80 20 -50 step
metadon 20 HEK [193] stabilna ? whole cell PC ? 0.2; 0.45 -80 40 -100 step
voltage-clamp 2-
metadon (RS) 021 | xo [210] eleitro dow‘; 2%7? step
metadon (RS) 2 HEK [95] Qpatch 4 2;2 -85 20 -50 step
metadon(R) 7 HEK [88] stabilna 37 whole cell PC 5 2.5;2.5 -80 40 -50 step
metadon(R) 29 HEK [88] stabilna 25 whole cell PC 5 2.5;2.5 -80 40 -50 step
metadon(RS) 3 HEK [88] stabilna 37 whole cell PC 5 2.5;2.5 -80 40 -50 step
metadon(RS) 19 HEK [88] stabilna 25 whole cell PC 5 2.5;2.5 -80 40 -50 step
metadon(S) 2 HEK [88] stabilna 37 whole cell PC 5 2.5;2.5 -80 40 -50 step
metadon(S) 12 HEK [88] stabilna 25 whole cell PC 5 2.5;2.5 -80 40 -50 step
metoklopramid 5.4 HEK [45] przejsciowa 21 whole cell PC 5.6 2;2 -80 10 -40 step
metoprolol 145 HEK [170] stabilna 23 whole cell PC 4 4;6 -80 20 -50 step
metylekgonidyna 171.7 HEK [101] stabilna 22 whole cell PC 4 5;5 -80 60 -60 step
metyloester ekgoniny >1000 HEK [101] stabilna 22 whole cell PC 4 5,5 -80 60 -60 step
mezorydazyna 0.55 HEK [329] stabilna 37 whole cell PC 5 3;3 -80 0 -50 step

7 7
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elektrodowy

mianseryna 14.78 CHO [358] stabilna 21 whole cell PC 4.8 3.9; 10 -80 30 -60 step
mikonazol 2.1 HEK [178] stabilna 23 whole cell PC 4 4;6 -80 20 -50 step
misolastyna 0.35 HEK [337] stabilna 22.5 whole cell PC 10 11 -80 ? -100 step
mizolastyna 3.4 X0 (337] 225 voltage-clamp 2- 10 1,04 | -90 0 -100 step
elektrodowy
MK499 0.0216 HEK [387] stabilna 36 whole cell PC 4 1;1 -80 40 -50 step
MK499 0034 | X0 [32] 23 voltage-clamp 2- 2 505 | -90 0 70 step
elektrodowy
MK499 0.0898 CHO [165] stabilna 23 whole cell PC 5.33 5;0.256 -90 0 -140 step
MK499 012 | xo [32] 23 voltage-clamp 2- 9% | 505 | -90 0 -70 step
elektrodowy
moksifloksacyna 29 HEK [4] stabilna 36 whole cell PC 4 1,200 | -80 20 -80 :;;‘;
moksifloksacyna 357 | HEK | [39] stabilna | 35 whole cell PC 4 | 1,200 | -80 | 20 80 :;;Z
moksifloksacyna 58.5 HEK [224] stabilna 37 whole cell PC 5 3;4 -80 0 -50 step
moksifloksacyna 61 HEK (4] stabilna ? whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 step
moksifloksacyna 65 | HEK | [4] stabilna | 22 whole cell PC 4 | 1,200 | -80 | 20 80 :;;Z
moksifloksacyna 74.7 HEK [200] stabilna 37 whole cell PC 4 0.5; 0.5 -75 10 -40 step
step
moksifloksacyna 99 HEK [219] stabilna 23 whole cell PC 4 2;2 -80 60 -40 (prepuls:
-60 mV)
moksifloksacyna 102.6 CHO [23] stabilna 23 whole cell PC 5.4 11 -80 20 -40 step
moksifloksacyna 129 CHO [163] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
moksifloksacyna 235 CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
morfina >1000 HEK [168] stabilna 22 whole cell PC 5.4 2;0 -80 20 -50 step
- 2-
moryna 1114 | X0 (414] 23 voltage-clamp ? | 04,04 | -80 30 -60 step
elektrodowy
. voltage-clamp 2- 5 )
naryngenina 102.3 X0 [414] 23 elektrodowy ; 0.4;0.4 80 30 60 step
-cl 2-
naryngenina 1026 | X0 (300] 20 voltage-clamp 5 | 04,04 | -80 30 -60 step
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naryngenina 173.3 X0 [214] 215 elektrodowy 5 1.2;1.2 -80 40 -40 step
n-desbutylhalofantryna | 0.0717 HEK [225] stabilna 23 whole cell PC 4 4,57 -80 20 -50 step
neferyna 7.419 HEK [121] stabilna 23 whole cell PC 5.4 4;2 -80 0 -50 step
nifedypina >50 HEK [406] stabilna 23 whole cell PC 4 4;6 -80 20 -50 step
nifekalant 5.8 X0 [107] 23 voltage-clamp 2- ? 5.0 .90 0 -80 step
elektrodowy
nifekalant 7.9 X0 [199] 23 voltage-clamp 2- 2 | 36,36 | -80 40 .60 step
elektrodowy
step
nikorandyl >100 HEK [220] stabilna 23 whole cell PC 4 0.5;2 -80 60 -40 (prepuls:
-60 mV)
nikotyna 166 | xo [377] 225 voltage-clamp 2- 5 2:2 70 50 50 step
elektrodowy
norastemizol 0.0277 HEK [411] stabilna 35 whole cell PC 4 4; 4 -80 0 -50 step
norfluoksetyna 2.3 HEK [268] stabilna 23 whole cell PC 4 4;5.7 -80 70 -50 step
norfluoksetyna 25 HEK | [268] stabilna 37 whole cell PC 4 | 0038 | -8 42 -82 pr°/:‘;k°{
voltage-clamp 2- )
norpropoksyfen 33.2 X0 [366] 21 elektrodowy 2 2;2 70 10 70 step
ofloksacyna 1420 CHO [163] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
oksykodon 171 HEK [95] Qpatch 4 2;2 -85 20 -50 step
oksykodon >30 X0 [95] 23 voltage-clamp 2- 4 1,15 | -80 40 60 step
elektrodowy
olanzapina 1.78 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
olanzapina 2.01 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step
olanzapina 6.013 CHO [191] ? 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
oleandomycyna 339.6 | HEK | [371] stabilna 35 whole cell PC 4 1,120 | -80 20 -40 rsat;’;
ondasetron 0.81 HEK [197] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
orfenadryna 0.85 HEK [302] stabilna 22 whole cell PC 5 0.4;0.4 -80 30 -120 step
orfenadryna 6.7 X0 (302] 22 voltage-clamp 2- 5 | 04,04 | -80 30 -120 step

elektrodowy

11



8L |

7 7

yoAuep ezeq- BU[LZIPERIMSOP JSIZ)

. IC50 o] > s K'* | tut,puls hold®> depol® pomiar’ o
Substancja model Zrédto transf technika rotokot
: [um] [mM]  [s]  [mV]  [mv] [mv] P
orfenadryna 131 | X0 (338] 23 voltage-clamp 2- 10 22 .90 0 -100 step
elektrodowy
ouabaina 0.0152 HEK [379] stabilna 21 whole cell PC 5 2;2 -80 60 -50 step
voltage-clamp 2- )
papaweryna 4.43 HEK [187] 36 elektrodowy 5.4 4.8;5 80 20 60 step
voltage-clamp 2- )
papaweryna 24.8 X0 [187] 22 elektrodowy 2 4;0 70 40 60 step
voltage-clamp 2- )
papaweryna 30 X0 [187] 22 elektrodowy 2 4;0 70 20 60 step
voltage-clamp 2- )
papaweryna 38.8 X0 [187] 22 elektrodowy 2 4;0 70 10 60 step
voltage-clamp 2- )
papaweryna 71.03 X0 [179] 23 elektrodowy 2 0.5;0.5 80 0 40 step
pentamidyna 5.1 HEK [198] stabilna 21 whole cell PC 5 2;1.5 -80 20 -40 step
pentamidyna >1000 HEK [169] stabilna 22 whole cell PC 5.1 2;0 -80 20 -50 step
pentamidyna 252 | HEK [49] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 20 -80 rsat;’;
| -cl 2-
pentobarbital 1580 | XO [15] 23 voltage-clamp 2 | 02506 -8 40 -40 step
elektrodowy
pentoksyweryna 3 CHO [60] stabilna 21 whole cell PC 5.4 2;2 -80 20 -40 step
perfenazyna 1.003 CHO [181] przejsciowa 35 whole cell PC 5.4 2;3 -80 20 -60 step
kot
pergolid 012 | cHO | [143] stabilna 35 whole cell PC 42 | 003 | -8 40 -80 pr°:F’, ©
perheksylina 7.8 CHO [375] stabilna 21 whole cell PC 4.8 3.9;3.9 -55 25 -35 step
pilsikainid 204 HEK [391] stabilna 34 whole cell PC 4 4;6 -60 50 -50 step
pimozyd 0.001 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
pimozyd 0001 | HEK | [188] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 20 -80 rsat;’;
pimozyd 0.0015 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
pimozyd 0.0026 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 0.5; 0.5 -80 20 -50 step
pimozyd 0.018 CHO [164] ? 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
pimozyd 0.018 CHO [191] ? 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
pimozyd 0.018 CHO [258] ? 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step

11



6L |

. . . ty;t; puls hold® depol6 pomiar7 ,.8
Substancja model  #rédto’ transf’ technika® e rotokét
: []  [mv] [mv] [mv] P
. voltage-clamp 2-
2.2 - -
pimozyd 1.74 X0 [315] 23 elektrodowy 2 ?; 7 80 20 55 step
prazosyna 1.57 HEK [355] stabilna 235 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
voltage-clamp 2- .
prazosyna 10.1 X0 [355] 21.5 elektrodowy 5 2;1.6 80 20 40 step
prenylamina 0.59 HEK [169] stabilna 22 whole cell PC 5.1 2;0 -80 20 -50 step
voltage-clamp 2- )
prochloroperazyna 37.4 X0 [186] 215 elektrodowy 2 4; 4 70 0 60 step
voltage-clamp 2- )
prochlorperazyna 22.6 X0 [186] 215 elektrodowy 2 4; 4 70 40 60 step
voltage-clamp 2- )
prochlorperazyna 42.1 X0 [186] 215 elektrodowy 2 4; 4 70 40 60 step
prokainamid 138.7 HEK [277] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 step
prometazyna 1.46 HEK [154] 36 whole cell PC 5.4 4.8;0 -80 20 -60 step
prometazyna 35 X0 (154] 215 voltage-clamp 2- 2 4;2 -70 40 -60 step
elektrodowy
prometazyna 419 | xo (154] 215 voltage-clamp 2- 2 4;2 -70 20 -60 step
elektrodowy
prometazyna 521 | X0 | [154] 215 voltage-clamp 2- 2 42 | 70 | 20 | -60 step
elektrodowy
propafenon 0.44 HEK [256] stabilna 37 whole cell PC 4 0.5;0.5 -40 30 -40 step
propafenon 0.55 CHO [9] stabilna 215 whole cell PC 4 5;5 -80 -10 -60 step
propafenon 2 HEK [169] stabilna 22 whole cell PC 5.1 2;0 -80 20 -50 step
voltage-clamp 2-
?:? - -
propafenon 14 X0 [230] 22 elektrodowy 2 ?; 7 80 20 80 step
propiweryna 10 HEK [42] stabilna 35 whole cell PC 4 5;5 -80 0 -50 step
voltage-clamp 2- )
propoksyfen 44.7 X0 [366] 21 elektrodowy 2 2;2 70 10 70 step
propranolol 3.9 HEK [170] stabilna 23 whole cell PC 4 4;6 -80 20 -50 step
propranolol 9.9 CHO [398] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
propranolol 81.1 X0 [86] 23 whole cell PC ? 2;2 -80 -10 -60 step
protryptylina 1.18 HEK [153] stabilna 36 whole cell PC 5.4 4;0 -80 20 -60 step
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Substancja #rédto’ transf’ temp. technika® titzpuls  hold”  depol” pomiar’ protokc’)’(8
: [°C] []  [mV] _[mV] _ [mV]
. voltage-clamp 2- )
protryptylina 52.9 X0 [153] 215 elektrodowy 2 4;0 70 40 60 step
. voltage-clamp 2- )
protryptylina 91.7 X0 [153] 215 elektrodowy 2 4;0 70 0 60 step
. voltage-clamp 2- )
protryptylina 142 X0 [153] 215 elektrodowy 2 4;0 70 40 60 step
step
prukalopryd 41 HEK [37] przejsciowa 23 whole cell PC 5.4 2;2 -80 40 -60 (prepuls:
-60 mV)
pyrilamina 6 HEK [169] stabilna 22 whole cell PC 5.1 2;0 -80 20 -50 step
ranolazyna 12 HEK [271] stabilna 23 whole cell PC 4 4;,5.7 -80 20 -50 step
voltage-clamp 2- )
ranolazyna 106 X0 [303] 23 elektrodowy 2 4;4 80 0 50 step
risperidon 0.074 HEK | [107,401] stabilna 35 whole cell PC 4 1;120 -80 20 -40 22:;
risperidon 0.167 CHO [191] ? 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
risperidon 0.261 CHO [71,72] ? 22.5 whole cell PC 5 1;1 -80 20 -40 step
roksitromycyna 36.5 HEK [371] stabilna 35 whole cell PC 4 1; 120 -80 20 -40 r?;i
kot
ropinirol 12 | cHO | [143] stabilna 35 whole cell PC 42 11 -80 40 -80 pr°:F’, ©
ropiwacaina 28 CHO [108] ? ? whole cell PC ? 0;1 -80 60 -80 ramp
ropiwakaina 20 CHO [109] ? 23 whole cell PC 5 0;1 -80 60 -80 ramp
ropiwakaina 20.3 CHO [119] stabilna 215 whole cell PC 4 5;5 -80 -10 -60 step
ropiwakaina 50 CHO | [109] ? 23 whole cell PC 5 1,003 | -80 60 -80 rstn;s-
ropiwakaina (S) 23.9 CHO [319] przejsciowa 23 whole cell PC 0;1 -80 60 -80 ramp
sertindol 0.003 CHO [191] ? 23 whole cell PC 2;2 -80 20 -40 step
sertindol 0.003 CHO [258] ? 23 whole cell PC 2;2 -80 20 -40 step
sertindol 0.064 CHO [356] stabilna 37? whole cell PC 5.4 0.5; 0.25 -80 20 -40 step
sertindol 0.21 HEK [169] stabilna 22 whole cell PC 5.1 2;0 -80 20 -50 step
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Substancja [uM] model  irédio’ technika® [mM] [s] [mV] [mV] [mV] protokc’)’(8
sewofluran 650 X0 (396] 23 voltage-clamp 2- ? 22 -70 40 -70 step
elektrodowy
sibutramina 2.5 HEK [185] przejsciowa 22 whole cell PC 5.4 2;3 -80 40 -40 step
sibutramina 3.755 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step
sibutramina 4,94 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
sibutramina 742 | cHo | ps3y | Stabilna/ 22 whole cell PC 5.4 2:3 -80 20 .60 step
przejsciowa?
sildenafil 33.3 HEK [87] stabilna 37 whole cell PC 4 0.5; 0.5 -75 10 -40 step
sildenafil 100 HEK [114] przejsciowa | 22.5 whole cell PC 4 4; 4 -80 20 -50 step
sofokarpina >100 HEK [409] 37 whole cell PC 5.4 4;2 -80 40 -50 step
soforydyna >300 HEK [409] 37 whole cell PC 5.4 4;2 -80 40 -50 step
sotalol 5100 | X0 [212] 215 voltage-clamp 2- 5 | 12,12 | -8 40 -40 step
elektrodowy
sotalol 7200 | X0 [212] 215 voltage-clamp 2- 10 | 12,12 | -80 40 -40 step
elektrodowy
sotalol 69 HEK [78] 22 whole cell PC 4 1;1 -80 30 -40 step
sotalol 268 | HEK | [188] | stabilna | 35 whole cell PC 4 | 1,200 | -80 | 20 80 :;;Z
sotalol 278 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
sotalol 320 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 0.5; 0.5 -80 20 -50 step
sotalol 810 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
sotalol 1200 HEK [373] stabilna 21 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -120 step
sotalol 556 CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
sparfloksacyna 34.4 CHO [23] stabilna 23 whole cell PC 5.4 11 -80 20 -40 step
sparfloksacyna 18 CHO [163] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
sparfloksacyna 24 CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
sparfloksacyna 33.2 HEK [416] przejsciowa 21 whole cell PC 5.6 2;2 -80 10 -40 step
step
sparfloksacyna 44 HEK [219] stabilna 23 whole cell PC 4 2;2 -80 60 -40 (prepuls:
-60 mV)
spironolakton 23 CHO [31] stabilna 24.5 whole cell PC 4 5;5 -80 60 -60 step
sulfametoksazol 2200 HEK [287] stabilna 21.5 whole cell PC 4 05;1 -60 60 -40 step

7 7

yoAuep ezeq- BU[LZIPERIMSOP JSIZ)

11




28 |

7 7

yoAuep ezeq- BU[LZIPERIMSOP JSIZ)

. ;o1 2 . 3 ty;t; puls hold® depolEi pomiar7 .8
Substancja model Zrédto transf technika [s] [mV] [mV] [mV] protokoét
tadalafil >10 HEK [90,296] stabilna 37 whole cell PC 4 0.5; 0.5 -75 10 -40 step
tamoksyfen 0.777 CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
tamoksyfen 453 | xo (349] 21 voltage-clamp 2- 5 216 | -80 20 40 step
elektrodowy
telitromycyna 56.21 HEK [224] stabilna 37 whole cell PC 5 3;4 -80 0 -50 step
step
telitromycyna 100 HEK [219] stabilna 23 whole cell PC 4 2;2 -80 60 -40 (prepuls:
-60 mV)
telmisartan 2435 | X0 | [365] 23 voltage-clamp 2- ? 2,0 -80 0 -40 step
elektrodowy
teobromina >100 CHO [60] stabilna 21 whole cell PC 5.4 2;2 -80 20 -40 step
terazosyna 17.7 HEK [355] stabilna 23.5 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -50 step
terazosyna 1132 | xo [355] 21 voltage-clamp 2- 5 2,16 | -80 20 -40 step
elektrodowy
terfenadyna 0.0066 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 0.5; 0.5 -80 20 -50 step
terfenadyna 0.0066 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
terfenadyna 0.007 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
terfenadyna 0.0084 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 1; 200 -80 20 -80 rs:;?o
terfenadyna 0.0087 HEK [342] stabilna 35 whole cell PC 4 1; 200 -80 20 -80 rsat;r;
terfenadyna 0.0094 HEK [378] stabilna 36 whole cell PC 4 11 -80 40 -50 step
terfenadyna 0.01 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step
terfenadyna 0011 | HEK | [107] stabilna 35 whole cell PC 4 1,120 | -80 | 20 40 rsat;’;
terfenadyna 0.016 HEK [224] stabilna 37 whole cell PC 5 3;4 -80 0 -50 step
terfenadyna 0.0501 HEK [58] stabilna 23 whole cell PC ? 1;1 -80 40 -50 step
terfenadyna 0.052 HEK [169] stabilna 22 whole cell PC 5.1 2;0 -80 20 -50 step
terfenadyna 0.056 CHO [258] ? 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
terfenadyna 0.061 CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
terfenadyna 0.077 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
terfenadyna 0134 | xo [32] 23 voltage-clamp 2- 2 505 | -90 0 -70 step

elektrodowy
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terfenadyna 0.204 HEK [50] stabilna 36 whole cell PC 4 0.4;0.4 -75 10 -40 step
terfenadyna 0.208 HEK [52] stabilna 37 whole cell PC 4 0.4;0.4 -75 10 -40 step
terfenadyna 0246 | X0 | [332] 22 voltage-clamp 2- 2 | 0505 | 80 | 40 -85 step
elektrodowy
terfenadyna 033 | X0 | [336] 225 voltage-clamp 2- 10 11 -90 0 -100 step
elektrodowy
terfenadyna 035 | X0 | [297] 23 voltage-clamp 2- 2 11 | 80 | 40 80 step
elektrodowy
terfenadyna 04 | xo | [189] 20 voltage-clamp 2- 2 | 121 | 80 | 30 80 step
elektrodowy
terfenadyna 0431 | X0 | [36] 23 voltage-clamp 2- 2 46 | 80 | 20 60 step
elektrodowy
terikalant 025 | xo (155] 23 voltage-clamp 2- 4 4,38 | 90 0 -60 step
elektrodowy
terodilina 0.375 HEK [223] stabilna 37 whole cell PC 5 3;4 -80 0 -50 step
step
tioridazyna 0.0803 HEK [232] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 (prepuls:
-40mV)
tioridazyna 0096 | HEK | [188] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 20 -80 ::;Z
tioridazyna 0.116 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step
tioridazyna 0.116 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
tioridazyna 0.191 CHO [191] ? 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
tioridazyna 0.2 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
tioridazyna 0.224 CHO [181] przejsciowa 35 whole cell PC 5.4 2;3 -80 20 -60 step
tioridazyna 0.31 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
tioridazyna 0.39 HEK [169] stabilna 22 whole cell PC 5.1 2;0 -80 20 -50 step
tioridazyna 1.07 CHO [358] stabilna 21 whole cell PC 4.8 3.9;5 -80 30 -60 step
tolterodyna 0.0096 HEK [223] stabilna 37 whole cell PC 5 3;4 -80 0 -50 step
tolterodyna 0.017 CHO [162] stabilna 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
topiramat >1000 HEK [55] stabilna 23 whole cell PC 4 4.8;4.8 -80 20 -50 step
trazodon 069 | HEK | [342] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 | 20 -80 step

ramp
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. . . temp. .3 ty;t; puls hold® depolEi pomiar7 L8
Substancja model  irédio’ transf’ o technika rotokot
! [°C] 1 [mvl [mv]  [mv] P
trazodon 2.9 HEK [413] stabilna 21 whole cell PC 5 2;1.6 -80 20 -40 step
trazodon 132 | x0 | [413] 21 voltage-clamp 2- 5 | 0404 | 80 | 20 | -120 step
elektrodowy
trifluoperazyna 1.406 CHO [181] przejsciowa 35 whole cell PC 5.4 2;3 -80 20 -60 step
. voltage-clamp 2- )
trifluoperazyna 9.29 X0 [41] 215 elektrodowy 2 4; 4 70 40 60 step
. voltage-clamp 2- )
trifluoperazyna 16.6 X0 [41] 215 elektrodowy 2 4; 4 70 0 60 step
. voltage-clamp 2- )
trifluoperazyna 21.6 X0 [41] 215 elektrodowy 2 4; 4 70 40 60 step
trimetoprim 1 HEK [287] stabilna 215 whole cell PC 4 05;1 -60 60 -40 step
wardenafil 12.8 HEK [87] stabilna 37 whole cell PC 4 0.5;0.5 -75 10 -40 step
werapamil 0094 | HEK | [107] stabilna 35 whole cell PC 4 1,120 | -80 20 40 :;;Z
werapamil 0136 | HEK | [188] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 20 -80 rf;‘;
werapamil 0.143 HEK [406] stabilna 23 whole cell PC 4 4;6 -80 20 -50 step
werapamil 0.192 CHO [124] stabilna 35 whole cell PC 4 1;0.5 -80 20 -40 step
werapamil 0.239 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
werapamil 0.37 HEK [188] stabilna 35 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
werapamil 0.41 HEK [224] stabilna 37 whole cell PC 5 3;4 -80 0 -50 step
werapamil 0.444 HEK [188] stabilna 22 whole cell PC 4 2;2 -80 20 -50 step
werapamil 0.94 CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
werapamil 1.055 CHO [124] stabilna 23 PatchXpress 7000A 4 1;0.5 -80 20 -40 step
. voltage-clamp 2- )
werapamil 5.1 X0 [75] 215 elektrodowy 2 2;2 90 0 60 step
werapamil 114 | x0 [75] 215 voltage-clamp 2- 30 2;2 90 | 40 -90 step
elektrodowy
werapamil 0.215 HEK [279] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 step
wesnarinon 1.1 HEK [167] ? 23.5 whole cell PC 5.4 4; 4 -80 20 -60 step
wesnarinon 17.7 X0 [157] 23 voltage-clamp 2- 2 2:0 -90 0 -80 step
elektrodowy
ziprasidon 0.12 HEK [330] stabilna 37 whole cell PC 5 3;3 -80 0 -50 step

7 7
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Substancja #rédto’ transf’ technika® K'* " titzpuls  hold” depol”  pomiar’ protokc’J’f8
[mM] [s] [mv]  [mV] [mV]
ziprasidon 0.165 CHO [397] stabilna 25 whole cell PC 4 0.4;0.4 -80 20 -40 step
ziprasidon 0.169 CHO [191] ? 23 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -40 step
ziprasidon 0.24 HEK [80] ? 20 whole cell PC 4 1;1 -80 30 -40 step
ziprasidon 2.8 X0 | [330] 23 vo;iifr_g:omw%z_ 2 55 -90 0 -90 step

1 . . .
oryginalna publikacja
? rodzaj transfekcji komérek

3 . . ;oo .
technika pomiarowa zastosowana w doswiadczeniu

¢ stezenie jondéw potasowych w ptynie omywajgcym komorki

> potencjat utrzymania

® warto$¢ napiecia depolaryzujacego

7 napiecie pomiarowe
8 . . s
rodzaj protokotu napiec

7 7

yoAuep ezeq- BU[LZIPERIMSOP JSIZ)
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2. WSPOLCZYNNIKI EKSTRAPOLACII

Podczas budowy bazy danych i przeprowadzonej analizy zgromadzonych
informacji zwracat uwage fakt znaczgcej zaleznosci uzyskiwanych eksperymentalnie
wynikow pomiaréw 1Cso od warunkéw doswiadczen. Jednoczesnie brak jest Scistych
regulacji dotyczgcych wyboru modelu, standardowych warunkéw oznaczen czy
stosowanego protokotu. Analiza danych literaturowych wykazata, ze najwieksze rdznice
obserwowanych wartosci ICso dla danej substancji wystepuja dla oznacze wykonanych z
uzyciem réznych linii komérkowych (modeli in vitro) oraz temperatury utrzymywanej
podczas oznaczen [188,385, Tabela 2]. W publikacjach dotyczacych predykcji interakcji
lek-kanat potasowy hERG, w zbiorze danych stosowanych do konstrukcji modelu zwykle
znajdujg sie wartosci ICsp uzyskane w rdéznych warunkach eksperymentalnych
[11,16,33,76,172,208,267,283,333,336,346,359,401], co moze skutkowa¢ btedng
interpretacjg wynikow i ograniczeniem mozliwosci praktycznego zastosowania danego
modelu. Konieczne jest wiec opracowanie metod umozliwiajgcych rzetelne poréwnanie
danych uzyskanych w toku niejednorodnych doswiadczen i racjonalng ekstrapolacje
wynikéw. Jednym z potencjalnych rozwigzan moga by¢ zaproponowane w niniejszej pracy
wspotczynniki ekstrapolacji. Wspotczynniki pozwalajgce na miedzysystemowg oraz
temperaturowg ekstrapolacje wartosci 1Cso umozliwiaja dogodny wybor niektorych z
wspomnianych powyzej parametrow eksperymentalnych bez ryzyka deprecjacji
otrzymywanych wynikow i mogg stanowi¢ jeden z pierwszych modutéw narzedzia
opartego o realizowane komputerowo techniki eksploracji danych.

2.1. Metodyka

Zrédtem danych, ktére postuzyly do wyznaczenia wspétczynnikdéw ekstrapolacji
byta stworzona wczesniej baza. Ostateczny zbidr informacji zawierajgcy 599 rekordow
poddano dalszej optymalizacji. Wykluczono rekordy, w ktérych brakowato precyzyjnie
zdefiniowanej temperatury oznaczen (z wyjatkiem oznaczen z zastosowaniem komorek
XO, ktérych wykonanie mozliwe jest wytacznie w temperaturze pokojowej). Usunieto
rowniez wartosci ICso wyznaczone technikg patch clamp w konfiguracji innej niz whole cell
oraz te, dla ktorych technika wyznaczenia nie byta jednoznacznie okreslona. Ze zbioru
danych wykluczono takze wartosci ICsg dla form izomerycznych zwigzkéw stosowanych
rowniez w formie racematu, oznaczone przy wyzszym niz fizjologiczne stezeniu potasu w
ptynie  omywajacym oraz rekordy z niejednoznacznie okreslonym modelem
doswiadczalnym. W kilku publikacjach wartosci ICso podane w tekscie réznity sie znaczgco
od wartosci przedstawionych na zamieszczonych wykresach. W przypadku, gdy udato sie
skontaktowac z autorem publikacji i uzyskac informacje na temat rzeczywistych wynikow
doswiadczen, wartosci ICso poprawiono, natomiast, gdy taki kontakt byt niemozliwy
rekordy zostaty usuniete. Z bazy danych wykluczono réwniez wpisy odnoszace sie do
pentamidyny. Powodem jej wyeliminowania byt znaczgco dtuzszy niz w innych
oznaczeniach czas inkubacji komoérek z lekiem poprzedzajagcy pomiar. W przypadku
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pentamidyny, a takze np. tréjtlenku arsenu czy pochodnych geldamycyny, tego rodzaju
zmiana moze mie¢ istotne znaczenie, ze wzgledu na specyficzny mechanizm wptywu na
prad potasowy hERG. Wykazano, ze pentamidyna w standardowej procedurze nie
powoduje bloku kanatu hERG, jednak po dtuiszej inkubacji obserwuje sie zmniejszenie
amplitudy pradu potasowego, co zwigzane jest z jej wptywem na przemieszczanie
podjednostek kanatu do btony komorkowej [27,61,83]. W pewnych doniesieniach autorzy
wskazujg takze, Zze podczas doswiadczen z wykorzystaniem kanatéw hERG
transfekowanych do komérek XO np. sotalol czy pochodne erytromycyny nie wykazuja
wiasciwego potencjatu blokowania kanatu hERG [385]. W niektdrych pracach dotyczgcych
eksperymentéw przeprowadzanych w warunkach in silico autorzy eliminowali ze zbioru
danych sotalol, erytromycyne oraz jej pochodne [90,346]. Argumentacja przemawiajaca
za wykluczeniem nie byta jednak wystarczajgco przekonujaca, stad zdecydowano sie na
pozostawienie tych zwigzkéw w bazie danych. W tabeli 3 przedstawiono wszystkie
rekordy wykluczone z bazy danych. Ostatecznie baza zawierata 512 wartosci ICso 209
roznych substancji chemicznych. Podczas wyznaczania wspotczynnikow ekstrapolacji nie
brano pod uwage takze 31 rekordéw opisujacych eksperymenty, w ktérych testowane
stezenia byty nizsze od wartosci ICso (w tabeli 2 rekordy oznaczone symbolem ,,>”).

W celu przygotowania odpowiedniego dla wyznaczenia wspodtczynnikow
ekstrapolacji zbioru danych z oryginalnej bazy wyodrebniono informacje o wartosci ICsg
oraz modelu i temperaturze danego oznaczenia. Ciggte wartosci temperatury podzielono
na dwie kategorie: ,,temperatura pokojowa” (19-25°C) oraz ,temperatura fizjologiczna”
(34-37°C). Przygotowane wstepnie dane pogrupowane zostaty wedtug modelu
zastosowanego w doswiadczeniach oraz temperatury oznaczen na pieé podzbioréw (‘XO’;
‘CHO,.t”; ‘CHOy,;; ‘HEK.:  oraz ‘HEK;") koniecznych do wyznaczenia wspoétczynnikow
ekstrapolacji. Z kazdego podzbioru wyselekcjonowano dane, dla ktorych znana byta
standardowa wartosc¢ ICsg, za jakg przyjeto stezenie otrzymane z wykorzystaniem linii
komdrkowej HEK w temperaturze fizjologicznej. Warunki standardowe wybrano opierajac
sie na zatozeniu, ze komorki HEK, ze wzgledu na ludzkie pochodzenie, oraz temperatura
34-37°C beda najlepiej sposrdd wszystkich stosowanych systeméw ekspresji nasladowaty
warunki interakcji leku z kanatem hERG w warunkach klinicznych [410]. Oszacowanie
wspotczynnika temperaturowego polegato na obliczeniu stosunkéw wartosci [1Csg
uzyskanych eksperymentalnie z uzyciem komoérek HEK w temperaturze pokojowej i
wartosci standardowych - otrzymanych na tym samym modelu w temperaturze
fizjologicznej. Poréwnanie proporcji I1Csy dla poszczegdlnych par modeli (XO/HEK oraz
CHO/HEK) w homogennej temperaturze pozwolito z kolei na oszacowanie
wspotczynnikow ekstrapolacji miedzysystemowej. Wyznaczone wspotczynniki postuzyty
nastepnie do przeliczenia wszystkich rekordéw na warunki standardowe (wg schematu
przedstawionego ponizej — przyktad przeliczenia wartosci ICso otrzymanych na modelu XO
w temperaturze pokojowej).
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m — zmierzona eksperymentalnie wartosc¢ 1Csg

g

¢ —obliczona wartos¢ ICsg

S —substancja

MW — masa molowa

F — wspodtczynnik ekstrapolacji

Rycina 24. Metoda przeliczania wartosci 1Csy otrzymanych na modelu XO w tempemperaturze pokojowej na
warunki standardowe.

W celu wybrania najlepszych wspodtczynnikow (zestawdw wspodtczynnikow), dla
wartosci uzyskanych z zastosowaniem komorek XO lub CHO oraz na komérkach HEK w
temperaturze pokojowej odpowiadajagca im standardowa wartos¢ 1Cso (HEKfy)
wyznaczono za pomocg wszystkich mozliwych $ciezek przeliczen.

Ze wzgledu na opisywany w literaturze naukowej btgd mierzonych wartosci ICsg
dla duzych czagsteczek (o masie powyzej 600Da), widoczny rowniez w zgromadzonych
danych (Rycina 25), w celu zwiekszenia spojnosci danych zdecydowano na standaryzacje
poprzez przyrownanie ICso (LM) do masy molowej (M).

Jako wartos$¢ oczekiwang zmiennej losowej wybrano mediane, aby uniknac
wrazliwosci wartosci sredniej na skrajne wartosci ICso.
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Tabela 3. Rekordy wykluczone z natywnej bazy danych.

|_No_| Substancja Przyczyna wykluczenia

68 |

1 4.4'-dimetyl-difenhydramina niefizjologiczne stezenie potasu [337]
2 amiodaron niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A) [124]
3 amiodaron niefizjologiczne stezenie potasu [212]
4 amitriptylina niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A) [124]
5 astemizol niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A) [124]
6 astemizol niefizjologiczne stezenie potasu [336]
7 azimilid niefizjologiczne stezenie potasu [212]
8 balofloksacyna niezdefiniowana temperatura [306]
9 bepridil niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A) [124]
10 bromfeniramina niezdefiniowana temperatura [315]
11 cetyryzyna niefizjologiczne stezenie potasu [336]
12 chinidyna niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A) [124]
13 chinidyna niefizjologiczne stezenie potasu [212]
14 chlorobutanol niezdefiniowana temperatura [193]
15 chloroform niestandardowa technika ekspe.ryr.nentalna ze wzgledu na stan 301]
skupienia
16 chlortalidon dane niepewne [222]
17 cizapryd niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A) [124]
18 czasteczka Ai B btedne dane [165]
19 dekstrometorfan forma izomeryczna (60]
20 difenhydramina niefizjologiczne stezenie potasu [337]
21 difenhydramina (-) forma izomeryczna i niezdefiniowana temperatura [337]
22 difenhydramina (+) forma izomeryczna i niezdefiniowana temperatura [337]
23 diltiazem niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A) [124]
24 dipfluzyna niezdefiniowana temperatura [404]
95 dofetylid niepewna tech_nill<a. pom.iaru (insi.de-.out macro patch) oraz (16,174]
niefizjologiczne stezenie potasu
26 dofetylid niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A) [124]
27 dofetylid niefizjologiczne stezenie potasu [211,212]
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28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42

43
44
45
46

47

48
49
50
51
52

53

54
55
56

ebastyna
EGCG
fluoksetyna
fluoksetyna
gemifloksacyna
haloperidol
hydroksyzyna
ibutilid
imipramina
imipramina
kapsaicyna
ketanseryna
klarytromycyna
klebopryd

klotrimazol

lewobupiwakaina
lewofloksacyna
loratadyna
metadon

metadon

metadon (S)

metadon(R)

mizolastyna
moksifloxacyna
norfluoksetyna

oksykodon

olanzapina
orfenadryna
orfenadryna

btedne dane
niezdefiniowana temperatura oraz potencjat depolaryzujgcy
niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A)
dane niepewne
niezdefiniowana temperatura
niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A)
niefizjologiczne stezenie potasu
niefizjologiczne stezenie potasu
niepewna technika pomiaru (perforowany PatchClamp?)
niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A)
niefizjologiczne stezenie potasu
niefizjologiczne stezenie potasu
niezdefiniowana temperatura
niezdefiniowana temperatura
niepewna technika pomiaru (whole-cell lub perforowany patch
clamp)
forma izomeryczna
forma izomeryczna
niefizjologiczne stezenie potasu
niezdefiniowana temperatura
niestandardowa technika pomiaru (Qpatch) oraz niezdefiniowana
temperatura
forma izomeryczna
forma izomeryczna
niefizjologiczne stezenie potasu
niezdefiniowana temperatura
dane niepewne
niestandardowa technika pomiaru (Qpatch) oraz niezdefiniowana
temperatura
niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A)
btedne dane oraz niepewna temperatura
niefizjologiczne stezenie potasu

[189]
[171]
[124]
[269]
[306]
[124]
[337]
[213]
[99,344]
[124]
[395]
[340]
(1]
[182]

[357]

[104,119,319]
[4,161]
[336]
[193,214]

[95]

(88]
(88]
[338,401]
[4]
[269]

[95]

[124]
[302]
[337]
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57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

pentamidyna
ropiwakaina
ropiwakaina (S)
sertindol
sibutramina
sotalol
terfenadyna
terfenadyna
tioridazyna
werapamil
werapamil

niestandardowy czas inkubacji i niepewna temperatura
niezdefiniowana temperatura
forma izomeryczna
niepewna temperatura

niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A)

niefizjologiczne stezenie potasu
niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A)

niefizjologiczne stezenie potasu
niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A)

niefizjologiczne stezenie potasu
niestandardowa technika pomiaru (PatchXpress 7000A)

[49,90,198]
[108]
[319]
[356]
[124]
[212]
[124]
[336]
[124]

[75]
[124]
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Rycina 25. Stosunek masy molowej do wartosci ICsy uzyskanych z wykorzystaniem réznych systemow in
vitro.

2.2.  Wyniki
2.2.1. Wspodtczynniki ekstrapolacji

W tabelach 4 i 5 przedstawiono wyznaczone wartosci wspofczynnikéw
ekstrapolacji. Jako miare zréznicowania wykorzystano 95% przedziat ufnosci dla mediany
oraz oparty ma medianie odpowiednik odchylenia standardowego - medianowe
odchylenie bezwzgledne (MAD) liczony wg wzoru:

MAD = medli anaﬁ X, —medi ana)ﬂ) Réwnanie 27.

Tabela 4. Wspédtczynniki ekstrapolacji - modele XO i HEK.

| HEKeo/HEKey | XOu/HEKey [ XOpu/HEKm
189 112 151

27 31 24
0.03-63.08 0.3-1740 0.644-1740
1.4545 9.1447 20.4878

1.00 6.59 15.07
1.16-1.75 6.56 — 11.73 13.01-28.24
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Tabela 5. Wspédtczynniki ekstrapolacji — model CHO.

| cHOuy/CHOG,

rekordy (n) 31 81 110 72
substancje (n) 15 25 18 11

zakres 0.56-13.43 0.014-18 0.086-18 0.048-6.67
mediana 2.2929 1.6576 3.0000 1.0000

A 1.41 1.11 2.09 0.37
Clgsy, 0.87-3.72 1.14-2.17 2.11-3.89 0.86-1.15
n — liczba par rekordow

MAD — medianowe odchylenie bezwzgledne
Clgsy, - 95% przedziat ufnosci liczony wg metody zaproponowanej przez Bonett & Price [24].

2.2.2. Walidacja wewnetrzna

Weryfikacji wspoétczynnikéw dokonano w oparciu o struktury czasteczek, dla
ktérych w bazie danych znajdowaty sie co najmniej dwa rekordy, z ktérych przynajmniej
jeden dotyczyt pomiaréw wykonanych na komérkach HEK w temperaturze fizjologicznej.
Rozbieznos¢ pomiedzy wartoscia szacowang a rzeczywistg oceniano za pomoca
pierwiastka btedu s$redniokwadratowego (RMSE) obliczonego dla poszczegdlnych
przeliczert (XO/HEK¢,;; CHO,+/HEK¢,; CHOsij/HEKsy,; HEK:/HEKs;). W przypadku gdy w
bazie znajdowata sie wiecej niz jedna natywna, wyznaczona w warunkach standardowych,
wartosé¢ ICsg rdznica liczona byta w stosunku do kazdej z nich. W celu wybrania
najlepszych wspotczynnikéw (zestawdw wspodtczynnikéw) obliczono i poréwnano wartosci
btedu RMSE dla wszystkich mozliwych $ciezek przeliczen (Tabela 6).

Tabela 6. Wartosci btedu dla poszczegdlnych schematdéw ekstrapolacji.

rekordy (n) 151 110 72 191
substancje (n) 23 17 11 28
zakres |Cso/ MW 7E-5-18.7 3.4E-5-2.04 1.3E-5-0.002 2.2E-6-4.4
Srednia 0.42 0.11 0.0005 0.23
mediana 0.032 0.0004 7.4E-5 0.003
RMSE 0.024 0.051 0.07 0.05 0.047 0.0004 0.37

n - liczba rekordéw

RMSE — pierwiastek btedu sredniokwadratowego (ang. Root Meansquare Error); wg wzoru:

Rownanie 28.

RMSE =
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Wartosci btedéw obliczone dla $ciezki HEK::/HEKs,; oraz CHOsy,/HEKq; maja
jedynie wartos¢ informacyjng, poniewaz sg to jedyne mozliwe opcje przeliczenia i brak
jest alternatyw do pordéwnania. Wartosci btedu RMSE opisujgce rdéznice pomiedzy
eksperymentalng, wyznaczong na komodrkach HEK w temperaturze fizjologicznej
wartoscig 1Csq poszczegdlnych substancji a wartoscig ICso uzyskang z wykorzystaniem
najlepszych wspdfczynnikow zestawiono z wartoscia btedu RMSE pordwnania
eksperymentalnych wartosci ICsq dla HEKsy; z ICso uzyskanymi na innym modelu i/lub w
odmiennej temperaturze (Tabela 7). Zastosowanie wspdtczynnikow ekstrapolacji
spowodowato zmniejszenie btedu RMSE.

Tabela 7. Zestawienie wartosci btedu RMSE dla poréownania wartosci IC5, eksperymentalnych i obliczonych za pomoca
najlepszych faktorow z wartosciami standardowymi.

| | XO/HEKqy) | CHO(.)/HEK ) | CHOyp /HEK ) | HEK()/HEK (i)
RMSE ICs, eksperymentalne 2.49 0.20 0.0004 0.63

RMSE IC;5, obliczone 0.024 0.047 0.0004 0.37

Istotnos$¢ rdznic pomiedzy poszczegdlnymi wartosciami RMSE sprawdzono testem
kolejnosci par Wilcoxona (zmienne majg rozktad odbiegajgcy od normalnego — test
Shapiro-Wilka). Wykazano istotne statystycznie rdznice przy poziomie ufnosci 0.05 (z
wyjatkiem przeliczenia CHOi,)/HEKsi), dla ktérego wspédtczynnik ekstrapolacji jest réwny
1). Wyniki te potwierdzajg zasadnos¢ stosowania wspdtczynnikéw ekstrapolacji w celu
standaryzacji danych otrzymywanych w réznych warunkach doswiadczalnych.

Weryfikacji wspoétczynnikdéw dokonano réwniez przez poréwnanie wartosci stezen
powodujgcych potowiczny blok kanatu potasowego hERG obliczonych przy zastosowaniu
najlepszych wspotczynnikéw ekstrapolacji z wartosciami natywnymi (Rycina 26). W
przypadku gdy w bazie znajdowata sie wiecej niz jedna wartos¢ ICsp wyznaczona w
warunkach przyjetych za standardowe za wartosc referencyjng przyjmowano ich $rednig
arytmetyczng. Zdecydowana wiekszos¢ wartosci ICsy obliczonych za pomoca
wspotczynnikdow ekstrapolacji nie réznita sie od wartosci zmierzonych doswiadczalnie na
komodrkach HEK w temperaturze fizjologicznej wiecej niz o jeden rzad wielkosci.

2.2.3. Walidacja zewnetrzna

Wspbdtczynniki ekstrapolacji poddano walidacji za pomocg zewnetrznego,
niezaleznego zbioru danych uzyskanych zgodnie z metodyka zastosowang na etapie
budowy pierwotnej bazy danych. W =zbiorze walidacyjnym znalazty sie rekordy
charakteryzujgce eksperymenty opisane, opublikowane i udostepnione po zakoriczeniu
gromadzenia informacji do bazy danych uczacych uzytych do opracowania
wspotczynnikow ekstrapolacji (Tabela 9).
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Rycina 26. Pordwnanie eksperymentalnych i obliczonych wartosci ICsp.

Proces walidacji polegat na przeliczeniu wartosci ICsg otrzymanych w réznych
warunkach temperaturowych oraz z wykorzystaniem réznych modeli na warunki
standardowe, a nastepnie, podobnie jak w przypadku walidacji wewnetrznej, poréwnaniu
wartosci obliczonych z wartosciami wyznaczonymi doswiadczalnie z wykorzystaniem
modelu HEK w temperaturze fizjologicznej. Wartosci btedu RMSE dla poszczegdlnych
przeliczen przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Wartosci btedu dla poszczegdlnych schematow ekstrapolacji — zbiér walidacyjny.

rekordy (n) 35 11 22 68
substancje (n) 3 6 2 9

TV 5.4E-5-0.0003  3.7E-6-0.39 1.1E-5-0.01  3.7E-6-0.39
0.0002 0.065 0.0027 0.033

0.0002 4.53E-05 2.47E-05 4.97E-05
RMSE 0.0001 0.048 0.002 0.031

W wyniku zastosowania procedury standaryzacji z wykorzystaniem wyznaczonych
wspotczynnikow ekstrapolacji wartos¢ btedu RMSE dla rekordéw ze zbioru walidacyjnego
zmalata 0 36.3% w porownaniu do btedu sredniokwadratowego liczonego na podstawie
réznic pomiedzy wartoscig standardowg ICso danej substancji chemicznej a oryginalng
wartoscig 1Cso otrzymang w innych warunkach doswiadczalnych. Poréwnanie wartosci
stezed powodujacych potowiczny blok kanatu potasowego hERG obliczonych przy
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1C50 obliczone/MW

zastosowaniu wspotczynnikéw ekstrapolacji z wartosciami natywnymi przedstawiono

rowniez na rycinie 27.
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Rycina 27. Poréwnanie eksperymentalnych i obliczonych wartosci ICs — zbidr walidacyjny.
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Tabela 9. Zewnetrzny zbiér walidacyjny.

Substancja

model

Zrédto

1 temp.
[°C]

technika®

ey T

t3;t; puls
[s]

[mV]

depol
_[mv]

pomlar
~ [mVv]

protokéi8

17-B-estradiol >0.1 HEK [196] 22 perforowany PC 2;0 20 -40 step
4-aminopirydyna 3800 | HEK | [276] stabilna 35 whole cell PC 4 1,200 | -80 20 -80 f;;‘;
akonityna 1.801 | XO [209] 23 voltage clamp 2- 2 215 | -80 40 30 step
elektrodowy
amoksapina 216 | X0 [249] 21 voltage clamp 2- 5 216 | -80 20 -40 step
elektrodowy
amoksapina 5.1 HEK [249] stabilna 21 whole cell PC 5 2;2 -80 20 -50 step
antofloksacyna 460.37 HEK [122] 22 whole cell PC 5.4 2;2 -80 20 -40 step
astemizol 0.0051 | CHO [259] 23 whole cell PC 5 3;0 -80 20 20 step
atomoksetyna 6.26 HEK [298] stabilna 22 whole cell PC 5 0.4;0.4 -80 20 -120 step
atomoksetyne >10 X0 (298] 22 voltage clamp 2- 5 | 04,04 | -80 40 60 step
elektrodowy
bromfeniramina 1.75 HEK [254] przejSciowa 23 whole cell PC 5.4 2;3 -80 40 -40 step
chinidyna 3.2 CHO [259] 23 whole cell PC 5 3;0 -80 20 20 step
cizapryd <0.1 HEK [111] 37 whole cell PC 4 0.75;0.75| -70 0 -50 step
cizapryd 0.0075 HEK [215] przejsciowa 23 whole cell PC 0 4;0 -80 50 -50 step
cizapryd 0.0241 HEK [215] przejsciowa 23 whole cell PC 5 4;0 -80 50 -50 step
cizapryd 0.1088 HEK [215] przejsciowa 23 whole cell PC 135 4;0 -80 50 -50 step
cizapryd 0.0075 HEK [234] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 step
cizapryd 0.016 HEK [234] stabilna 37 whole cell PC 4 2;0 -80 -20 -40 step
cizapryd 0013 | HEK | [234] stabilna 37 whole cell PC 4 1,200 | -80 20 -80 rsat;’;
cizapryd 0.0205 | CHO [259] 23 whole cell PC 5 3;0 -80 20 20 step
cizapryd 0.0094 HEK [360] stabilna 23 whole cell PC 4 1; 240 -80 40 -80 rsatr?qr;
CJ-033466 2.6 HEK [360] stabilna 23 whole cell PC 4 1; 240 -80 40 -80 rsat;r;
czasteczka 1 0.95 HEK [322] stabilna 23 whole cell PC ? 4; 4 -80 10 -50 step
czasteczka 13 0.6 HEK [322] stabilna 23 whole cell PC ? 4; 4 -80 10 -50 step
czasteczka 17 0.42 HEK [322] stabilna 23 whole cell PC ? 4; 4 -80 10 -50 step

7 7
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+ 4 5 6 « 7
Substancja [IEIE\’/?] model  irédio’ transf’ technika® [rlr(1M] tl;tES’])UIS ?;I\(j] d[f:s]l pt[)rr:\lla]r protokc’)’(8
czasteczka 22 1.67 HEK [322] stabilna 23 whole cell PC ? 4; 4 -80 10 -50 step
czasteczka 23 1.86 HEK [322] stabilna 23 whole cell PC ? 4; 4 -80 10 -50 step
czasteczka 24 1.01 HEK [322] stabilna 23 whole cell PC ? 4; 4 -80 10 -50 step
czasteczka 26 0.65 HEK [322] stabilna 23 whole cell PC ? 4; 4 -80 10 -50 step
czasteczka 27 2.28 HEK [322] stabilna 23 whole cell PC ? 4; 4 -80 10 -50 step
czasteczka 4 4.17 HEK [322] stabilna 23 whole cell PC ? 4; 4 -80 10 -50 step
czasteczka 7 0.285 HEK [322] stabilna 23 whole cell PC ? 4; 4 -80 10 -50 step
deksrazoksan >30 HEK [79] 23 whole cell PC 4 1;1 -80 30 -40 step
dezipramina 285 | X0 | [134] 215 voltage clamp 2- 2 4,0 70 0 -60 step
elektrodowy
dezipramina 1773 | x0 | [134] 215 voltage clamp 2- 2 4;0 70 0 -140 step
elektrodowy
dihydrotestosteron >1 HEK [196] 22 perforowany PC 4.8 2;0 -80 20 -40 step
dofetylid 049 | xo (145] 21 voltage clamp 2- 2 2:0 -80 0 -60 step
elektrodowy
dofetylid 0.0035 HEK [234] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 20 -40 step
dofetylid 0.005 HEK [234] stabilna 37 whole cell PC 4 2;4 -80 -20 -40 step
dofetylid 0.004 | HEK | [234] stabilna 37 whole cell PC 4 1,200 | -80 | 20 -80 :;;Z
dofetylid 0.051 CHO [259] 23 whole cell PC 5 3;0 -80 20 20 step
doksorubicyna >30 HEK [79] 23 whole cell PC 4 1;1 -80 30 -40 step
dronaderon 38 X0 (314] 23 voltage clamp 2- ? 2:0 -90 0 -80 step
elektrodowy
E-4031 139 | X0 (145] 21 voltage clamp 2- 2 2:0 -80 0 -60 step
elektrodowy
E-4031 >0.1 CHO [241] 37 whole cell PC 4 0.75; 0.75 -70 0 -50 step
erytromycyna 129.5 CHO [259] 23 whole cell PC 5 3;0 -80 20 20 step
estriol >0.001 HEK [156] stabilna 22 perforowany PC 4.8 2;2 -80 20 -40 step
estron >0.001 HEK [156] stabilna 22 perforowany PC 4.8 2;2 -80 20 -40 step
famotydyna >10 CHO [241] 37 whole cell PC 4 0.75;0.75| -70 0 -50 step
flukonazol >10 HEK [129] przejsciowa 23 whole cell PC 5.4 3;0 -80 10 10 step

7 7
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7 7
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. . . ty;t; puls hold® depolEi pomiar7 ,.8
Substancja model  #rédto’ transf’ technika® e rotokét
: []  [mv] [mv] [mv] P
flukonazol 48.2 HEK [129] przejsciowa 23 whole cell PC 5.4 3;2 -80 20 -40 step
heroina 427 HEK [416] stabilna 21 whole cell PC 5.6 2;2 -80 20 -40 step
hydroksyzyna 062 | CHO | [288] | przejéciowa | 37 whole cell PC 5.4 2:0 -80 40 -80 pm/_t\‘;km
Klofilium ~0.03 | X0 | [260] 23 voltage clamp 2- 2 5,04 | -90 0 -70 step
elektrodowy
lobelina 0.34 HEK [148] stabilna 23 whole cell PC 4 4;0 -80 20 -60 step
metadon 4.8 HEK [416] stabilna 21 whole cell PC 5.6 2;2 -80 20 -40 step
mleczan lewofloksacyny | 43.86 HEK [122] 22 whole cell PC 5.4 2;2 -80 20 -40 step
mozapryd 48 HEK | [360] stabilna 23 whole cell PC 4 1,240 | -80 40 -80 rs;r‘;‘;
perheksylina 5.9 CHO [259] 23 whole cell PC 5 3;0 -80 20 20 step
PNU-0068611A 0.08084 | XO [260] 23 voltage clamp 2- 2 5.04 | -90 0 -70 step
elektrodowy
Prunicus fructus >100 HEK [313] stabilna 23 whole cell PC 5 2;4 -80 40 -50 step
ekstrakt wodny
prymachina 21.5 HEK [184] przejsciowa 23 whole cell PC 5.4 2;2 -80 40 -40 step
prymachina >100 HEK [184] przejsciowa 23 whole cell PC 94 2;2 -80 40 -40 step
raloksyfen 1.8 HEK [217] stabilna whole cell PC 5.4 1;0 -80 20 -50 step
raloksyfen 1.1 HEK [217] stabilna ? whole cell PC 5.4 1;0 -80 20 20 step
siarczan IV estronu >0.01 HEK [156] stabilna 22 perforowany PC 4.8 2;2 -80 20 -40 step
sotalol 515.5 CHO [259] 23 whole cell PC 5 3;0 -80 20 20 step
sparfloksacyna 2.69 HEK [122] 22 whole cell PC 5.4 2;2 -80 20 -40 step
SSR149744C 10 CHO [112] ? whole cell PC 4 ? step
terfenadyna 0.0641 CHO [259] 23 whole cell PC 5 3;0 -80 20 20 step
UK-062711-13 0003 | X0 | [260] 23 voltage clamp 2- 2 | 504 | 90 | o 70 step
elektrodowy
UK-064962-01 0273 | X0 | [260] 23 voltage clamp 2- 2 | 504 | 90 | o 70 step
elektrodowy
UK-064963-01 0329 | X0 [260] 23 voltage clamp 2- 2 5.04 | -90 0 70 step
elektrodowy
UK-068097 0922 | X0 | [260] 23 voltage clamp 2- 2 | 504 | 90 | o 70 step

elektrodowy

11
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Substancja #rédto’ transf’ technika® titzpuls  hold”  depol” pomiar’ protokc’)’(8
[s] [mV]  [mV] [mV]

UK-068522 259 | xo [260] 23 voltage clamp 2- 5:.04 | -90 0 -70 step
elektrodowy

UK-068523 0081 | xo [260] 23 voltage clamp 2- 5:04 | -90 0 -70 step
elektrodowy

UK-068526-01 0044 | X0 [260] 23 voltage clamp 2- 5:.04 | -90 0 -70 step
elektrodowy

W-13 [N-(4-

aminobutylo)-5-chloro- .

. 19.8 HEK [408] stabilna 225 whole cell PC 2.5;25 -80 30 -50 step

2-naftaleno sulfonamid

HCl]

W-7 [N-(6-

aminoheksylo)-5- 35 | HEK | [408] | stabina | 225 whole cell PC 3,3 80 | 30 .50 step

chloro-1-naftaleno

sulfonamid]

Z-338 [akotiamid] >10 HEK [111] 37 whole cell PC 0.75;0.75| -70 0 -50 step

! oryginalna publikacja

? rodzaj transfekcji komérek

* technika pomiarowa zastosowana w doswiadczeniu

¢ stezenie jondéw potasowych w ptynie omywajgcym komorki
> potencjat utrzymania

® warto$¢ napiecia depolaryzujacego

7 napiecie pomiarowe

® rodzaj protokotu napie¢

7 7
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3. MODELE
3.1. Metodyka
3.1.1. Oprogramowanie i sprzet komputerowy
a. Oprogramowanie wykorzystane do tworzenia modeli

Podstawowe oprogramowanie  wykorzystane w  pracy  stanowity
specjalistyczne narzedzia umozliwiajgce zastosowanie réznego rodzaju technik
uczenia maszynowego: system Nets2010 [229] oraz WEKA 3.6 [138].

Nets2010

Oprogramowanie napisane w jezyku Borland Delphi® 5.0 i kompilowane w
pakiecie Lazarus IDE umozliwia symulacje, testowanie i analize sztucznych sieci
neuronowych na komputerze PC pod kontrolg srodowiska Windows lub Linux [229].
Symulator Nets2010 w wersji 64-bitowej moze przetwarzac¢ gigabajtowe zbiory
danych zawierajgce od jednego do kilkunastu milionédw rekordéw w zaleznosci od
wielkosci wektora wejsciowego. Dane wsadowe przygotowane sg w formie pliku
tekstowego, w ktérym wartosci kolejnych zmiennych oddzielane sg znakiem
tabulacji. Kazdy rekord uczacy zapisany jest w osobnej linii.

Graficzny interfejs uzytkownika (GUI) pozwala na szybkie zdefiniowanie
architektury sieci neuronowej i parametrow jej uczenia. System Nets2010 oferuje
rowniez mozliwos$¢ pracy w trybie wsadowym tj. treningu i analizowania zestawow
sieci bez ingerencji uzytkownika. W tym celu konieczne jest odpowiednie
przygotowanie zbiorow uczgcych i testowych oraz stworzenie plikow
konfiguracyjnych determinujacych parametry uczenia sieci neuronowych.

Opcje programu umozliwiajg wybranie:

- typu sieci — perceptron wielowarstwowy (MLP), sie¢ z kontrapropagacjg lub
sie¢ rozmyta;

- algorytmu uczenia — propagacja wsteczna (BP) z modyfikacjami takimi jak:
technika momentu, zanikajace wspotczynniki uczenia, algorytm delta-bar-
delta; algorytm Kohonena, warstwy kontekstu, sieci hybrydowe;

- architektury sieci — liczba komoérek wejsciowych i wyjsciowych, liczba warstw
ukrytych i budujgcych je komoérek;

- ilos¢ iteracji, wartos¢ epoki;

- parametry uczenia i funkcja aktywacji — 8, a, funkcja sigmoidalna, a*x, a/x,
In(|x]), sin(x), cos(x), tanh(x), funkcja fsr wg Bilskiego [22]; istnieje mozliwos¢
zdefiniowania indywidualnych parametrow dla kazdej warstwy;

- funkcji kosztu — funkcja kwadratowa, logarytmiczna lub funkcja Hampela;
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modyfikacje metody defuzyfikacji w uczeniu sieci neuronowo-rozmytych
propagacjg wsteczng (COA, MOM, M-SLIDE).

Ponadto program Nets2010 posiada mozliwos¢ wykonania analizy

wrazliwosciowej sieci typu MLP. Zaimplementowano rdéwniez opcje gazu

neuronowego dla uczenia sieci z kontrapropagacja i kryterium Fishera redukgji ilosci

regut rozmytych.

Aktualnie dostepne sg nastepujgce algorytmy uczenia sieci:

propagacja wsteczna i jej modyfikacje (momentum, delta-bar-delta),
kontrpropagacja (algorytm WTM oraz gaz neuronowy),

lokalne przestrajanie,

modyfikacje metody defuzyfikacji w uczeniu sieci rozmytych z propagacja
wsteczng (COA, MOM, M-SLIDE),

modyfikacja propagacji wstecznej dla sieci czesciowo rekurencyjnych
budowanych za pomocg tzw. warstw kontekstu (sieci typu Jordana-Elmana).

Symulator Nets2010 jest przystosowany do pracy w trybie tekstowym, dzieki

czemu mozliwe jest rozpraszanie obliczen w sieci komputerowej, co znacznie

przyspiesza uczenie zestawu architektur sieci neuronowych.

WEKA 3.6

WEKA (Waikato Environment for Knowledge Analysis) [390] jest zbiorem

algorytmow uczenia maszynowego przeznaczonych do drazenia danych (ang. data

mining) zaimplementowanym w jezyku Java. System Weka ztozony jest z czterech

modutow:

Explorer - zawiera narzedzia do wstepnego przetwarzania danych (data
preprocessing), ich klasyfikacji, regresji, klasteryzacji, asocjacji i wizualizacji,
w tym drzewa decyzyjne i algorytmy oparte o logike bayesowska,
Experimenter — S$rodowisko do projektowania eksperymentow i
przeprowadzania testow statystycznych pomiedzy réznymi schematami
uczenia,

KnowledgeFlow — oferuje funkcjonalnosci podobne do Explorera wraz z
interfejsem typu przeciggnij i upus¢ (ang. drag-and-drop), umozliwia
uczenie inkrementalne,

e Simple CLI (ang. simple command-line interface) — interfejs linii komend.

Weka jest oprogramowaniem typu Open Source udostepnianym w ramach

licencji publicznej GNU [138].
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Weka przetwarza dane prezentowane w formie tablicy relacyjnej. Natywnym
formatem odczytywanych plikow jest ARFF (ang. attribute related file format). Dane
uczgce i testowe wykorzystywane przez algorytmy systemu muszg wiec byc
specjalnie przygotowane w tym formacie. Plik ARFF posiada dwie sekcje: nagtéwek
oraz dane. Nagtéwek zawiera nazwe zadania, relacji i deklaracje atrybutow w
postaci uporzadkowanej sekwencji: @attribute <nazwa atrybutu><typ danych>.
Weka obstuguje 4 typy danych: numeryczne, nominalne, taicuchowe (string) i daty.
Kolejno$é, w jakiej atrybuty sg deklarowane wskazuje pozycje kolumny w sekcji
‘dane’ pliku. Sekcje zawierajgcg dane rozpoczyna deklaracja @data. Kazdy rekord,
przyktad uczgcy zapisany jest w osobnej linii ze znakiem karetki oznaczajgcym
koniec linii. Wartosci atrybutéw rozdzielane sg przecinkami, znak zapytania koduje
brakujace wartosci parametréw.

b. Inne programy

W badaniach poza systemami uczenia maszynowego zastosowano takzie
specjalistyczne programy konieczne do przygotowania danych czy analizy wynikéw
testowania modeli:

Marvin 5.4.0.1 - ChemAxon Calculator (cxcalc) - kalkulator ChemAxon (cxcalc), jeden z
modutéw platformy cheminformatycznej Marvin Beans i JChem [137], to
uruchamiany za pomocg wiersza polecen (ang. command line interface - CLI)
program konsolowy wykonujgcy obliczenia chemiczne. Wykorzystywane przez
program wtyczki (Calculator Plugins) umozliwiajg wyznaczenie rdznorodnych
deskryptorow witasciwosci fizyko-chemicznych na podstawie struktury chemicznej
czasteczek. Cxcalc pozwala na wyznaczenie prostych wifasciwosci takich jak masa
molowa, zawartos¢ procentowa poszczegoélnych rodzajow atoméw oraz bardziej
ztozonych jak wspotczynniki podziatu czy deskryptory topologiczne czy wtasciwosci
elektryczne i magnetyczne [137]. Obliczenia mogg by¢ prowadzone indywidualnie,
osobno dla kazdej czgsteczki lub w trybie wsadowym. Program pozwala na prace z
czasteczkami zapisanymi w réznorodnych formatach (m.in. SMILES, mol, sdf). Plik
konfiguracyjny niezbedny do uruchomienia obliczen jest plikiem zgodnym ze
standardem plikow wtasciwosci dla jezyka java (.properties).

Marvin 5.4.0.1 — MolConverter — element platformy cheminformatycznej Marvin Beans
i JChem uruchamiany za pomocg wiersza polecen. Umozliwia konwersje réznych
formatow zapisu struktury czasteczek oraz uporzgdkowanie struktur w przestrzeni
tréjwymiarowej [137].

Marvin 5.4.0.1 — MarvinSketch — element platformy cheminformatycznej Marvin
Beans, edytor umozliwiajacy rysowanie, edycje struktur chemicznych oraz zapis w
réznych formatach.
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Eddan3 - arkusz kalkulacyjny do wstepnej obrébki danych dla sieci [229].

Preproc — aplikacja przeznaczona do wstepnego przetwarzania danych; umozliwia
m.in. wykonanie normalizacji, binaryzacji, balansowania klas [229].

Classif compute — zaawansowany system analizy wynikdw otrzymanych podczas
testowania modeli neuronowych [229].

Fingerprint — narzedzie generujgce binarny odcisk czgsteczki (fingerprint) o
zdefiniowanej dtugosci i doktadnosci na podstawie dwuwymiarowej struktury
chemicznej kodowanej w formacie sdf [334].

FileConverter — system automatycznego tworzenia par zbiorow testowy-uczacy
koniecznych w procedurze 10-krotnego wzajemnego sprawdzanie modeli.

Microsoft Excel 2007 - arkusz kalkulacyjny, zastosowany obrdébki danych,
przygotowania zbioréw uczacych i testowych oraz zestawienia i analizy wynikéw
modelowania.

c.  Sprzet komputerowy

Obliczenia wykonywane byty z wykorzystaniem lokalnej sieci GRID (22
jednostki wieloprocesorowe) pracujgcej pod kontrolg srodowiska Linux. Centralny
system zarzadzania moca obliczeniowg, stworzony i zarzadzany przez dra
Aleksandra Mendyka, pozwala zautomatyzowac proces przygotowania pakietow,
rozpraszania zadan obliczeniowych oraz akwizycji wynikow i ich scalania. Dzieki
wykorzystaniu mozliwosci sprzetowych procesorow z rodziny Xeon oraz
serwerowych ptyt gtdwnych i obuddéw, a takie wspomnianego systemu, catosé
systemu pracuje w trybie 24/7.

3.1.2. Wektor wejsciowy

Zbiory treningowe dla testowanych algorytmdéw uczenia maszynowego
skonstruowano wykorzystujgc zgromadzone dane eksperymentalne, deskryptory
wiasciwosci fizyko-chemicznych wygenerowane przez program Marvin Calculator Plugins
(Cxcalc) i tzw. odciski czgsteczek w réznych konfiguracjach.

a. dane eksperymentalne

Podstawe budowy modeli stanowita baza wiedzy zgromadzona i opisana w
rozdziale 1ll.1 ,Baza danych”. Ostateczny zbiér informacji zostat poddany
optymalizacji podobnie jak w przypadku przygotowywania danych potrzebnych do
wyznaczenia wspotczynnikdw ekstrapolacji (rozdz. I1l.2 ,,Wspétczynniki ekstrapolacji”
str. 86). Wykluczono rekordy, w ktérych wartos¢ stezenia ICsg wyznaczono
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niestandardowg technika, a takze rekordy odnoszace sie do pentamidyny, oznaczen
wykonanych dla form izomerycznych substancji stosowanych réwnoczes$nie w postaci
racematu oraz dane niepewne (rozdz. I11.2 ,Wspotczynniki ekstrapolacji” str. 89). W
bazie pozostaty wytacznie rekordy zawierajgce peten zestaw informacji (model
doswiadczalny, temperatura, stezenie jondw potasowych w ptynie omywajgcym
komorki, czas trwania kolejnych pulséw oraz wartosci potencjatu utrzymania, pulsu
depolaryzujgcego, napiecie pomiaru oraz zastosowany rodzaj protokotu). Z
pierwotnego zbioru usunieto takze rekordy zduplikowane. W przypadku, kiedy dla
danej substancji w dwoéch lub wiecej eksperymentach wszystkie parametry
doswiadczenia byly jednakowe a otrzymane wartosci ICso rozne, rekordy takie byty
kompilowane. Finalna baza zawierata 494 wartosci ICsp 202 réznych substancji
chemicznych. Stworzony zostat odrebny zbiér rekordéw wykorzystywany do
zewnetrznej walidacji modeli. Metodyka zastosowana podczas jego budowy byfa
identyczna jak w przypadku pierwotnej bazy danych. Rekordy stanowigce zbidr
walidacyjny charakteryzujg eksperymenty, ktorych opis zostat opublikowany po
zakonczeniu etapu gromadzenia danych uczacych lub do ktérych uzyskano dostep po
tym etapie (Tabela 9). Zbiér walidacyjny poddano optymalizacji zgodnie z kryteriami
przyjetymi dla natywnej bazy danych. Ostatecznie zawierat on 55 rekordéw dla 40
roznych substancji chemicznych, z ktérych 26 (30 rekorddw) byto nieznanych
systemowi.

b.  deskryptory fizyko-chemiczne

Jednym z elementdéw wektora wejsciowego stanowigcego zbidr uczacy byt
zestaw deskryptoréw generowanych przez program Calculator Plugins (Cxcalc). Procedura
ich uzyskania obejmowata:

- zgromadzenie plikdw kodujacych strukture chemiczng czgsteczek znajdujgcych
sie w bazie danych w formacie sdf; wiekszos¢ struktur zostata odnaleziona w
bazie PubChem Compound [139], struktury niezamieszczone w tej bazie
zostaty narysowane w programie MarvinSketch i zapisane w formacie sdf,

- uporzgdkowanie przestrzenne (3D) czasteczek — wykonane za pomocg
programu Marvin MolConverter; opcja Clean3D tworzy konformery z
fragmentow, dla ktorych energia konformeru, mierzona za pomocg prostych
funkcji energii jest najnizsza,

- obliczenie deskryptoréw z wykorzystaniem programu Cxcalc; w tabeli 10
przedstawiono wykorzystane wtyczki; eliminacja deskryptorow nieistotnych
(jednakowe wartosci dla wszystkich lekow),

- wykonanie analizy wrazliwosciowej i redukcja liczby deskryptoréw.

105



Czes¢ doswiadczalna - modele | 111

Tabela 10.

Zestawienie wykorzystanych wtyczek programu Cxcalc.

No. grupa deskryptoréw nazwa wtyczki
1. formula
2. . composition
analiza elementarna - —
3. icomposition
4. mass
5. tadunek tpol
6. konformacja hasvalidconformer
7. asa
8. asymmetricatomcount
9. balabanindex
10. bondcount
11. chiralcentercount
12. connectedgraph
13. cyclomaticnumber
14. dreidingenergy
15. fragmentcount
16. hararyindex
17. . hyperwienerindex
geometria - -
18. maximalprojectionarea
19. maximalprojectionradius
20. minimalprojectionarea
21. minimalprojectionradius
22. molecularsurfacearea
23. plattindex
24. psa
25. randicindex
26. szegedindex
27. topologyanalysistable
28. wienerindex
29. wienerpolarity
30. . doublebondstereoisomercount
izomery
31. resonantcount
32. struktury Markush’a enumerationcount
23 wspodtczynniki podziatu :z:s
35. L pi
36, protonizacja oka
37. acceptorcount
38. donorcount
39. inne msacc
40. msdon
41. refractivity
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c. struktura czasteczki (fingerprint)

Dwuwymiarowe binarne odciski (2D, hashed lub substructure fingerprint)

wykorzystywane sg do szybkiego wyboru odpowiednich czgsteczek na podstawie
analizy ich podstruktur, klasteryzacji chemicznych baz danych, a takize do
wyznaczania miar podobienstwa par czgsteczek czy réinorodnosci chemicznej
zbioréw danych [m.in. 383,405]. Pierwsze opisy zastosowania tego rodzaju
reprezentacji struktury publikowane byty juz potowie lat 80" ubiegtego wieku [383].
Od tego czasu zaproponowano wiele nowych sposobéw kodowania struktury
chemicznej, w tym grafy chemiczne, wskazniki topologiczne, modele farmakoforéw
3D, pola molekularne i in. Proste odciski 2D nadal pozostajg jednak najczesciej
wybierang metodg reprezentacji, nie tylko ze wzgledu na wydajnosc¢ obliczeniowg, ale
takze na udowodniong w wielu analizach poréwnawczych efektywnos¢ [382].
Odciski molekularne s3 rodzajem abstrakcyjnej reprezentacji okreslonych cech
czgsteczek. Sg to binarne (lub booleanowskie) wektory kodujgce obecnosé¢ (1) lub
brak (0) danych atomoéw lub dwuwymiarowych fragmentéw struktury. Istnieje kilka
typoéw fingerprintow. Jedna z pierwszych koncepcji to tzw. klucze struktury (ang.
structural keys). Generacja klucza struktury polega na zdefiniowaniu ograniczonego
zbioru pewnych cech struktury (fragmentéw), a nastepnie przetaczaniu
poszczegoblnych bitow odpowiadajgcych tym fragmentom w bitmapie. Aprioryczny
wybor fragmentow wptywa na szybkos¢ tworzenia fingerprintéw oraz przeszukiwania
baz danych czy dziatania algorytméw, ktoére je wykorzystujg, a takze na ich
efektywnos¢. Stad pojawia sie konieczno$¢ optymalizacji zbioru wybranych
fragmentow. Dwuwymiarowe fingerprinty charakteryzuja sie wiekszym stopniem
ogolnosci, poniewaz nie wymagajg predefiniowania zbioru poszukiwanych w
czgsteczkach fragmentéw. Wszystkie mozliwe podstruktury generowane sg na
podstawie budowy konkretnej czgsteczki. Z drugiej jednak strony konkretne bity, w
przeciwienstwie do kluczy struktury, nie majg Scisle przypisanego znaczenia.

W pracy do wygenerowania fingerprintdow wykorzystano biblioteki CDL
(Chemical Descriptor Library) [334]. W implementacji CDL czasteczki przedstawiane
sg w postaci graféw molekularnych, w ktérych wierzchotki reprezentujg atomy, a
krawedzie — wigzania. Grafy molekularne CDL sg modelem walencyjnym, krawedzie
przedstawiajg wigzanie kowalencyjne, rzad wigzania jest kodowany jako jego
wiasciwosé, a nie przez réwnolegte krawedzie taczgce dane wierzchotki (atomy).
Algorytm fingerprint koduje wszystkie sekwencje atomow wzdtuz najkrotszej sciezki
taczgcej dwa wskazane atomy czgsteczki. Rozwazane sg dtugosci Sciezek od 1
wigzania do maksymalnej zdefiniowanej liczby wigzan rozdzielajgcych te atomy
(zwykle 7). W celu wygenerowania odcisku algorytm inicjuje kazdy element wektora
binarnego, o dtugosci okreslonej przez uzytkownika (zwykle 1024) jako 0. Nastepnie
algorytm iteruje po wierzchotkach grafu molekularnego obliczajac Sciezki.
Uwzgledniane sg wytgcznie najkrotsze sciezki, bez rozgatezien i cykli, co realizowane
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jest poprzez zastosowanie algorytmu BFS (ang. breadth-first search). Obliczone
Sciezki sg dalej przeksztatcane w tablice liczb catkowitych, w ktérych kazdy element
reprezentuje liczbe atomowa odczytang z poszczegdlnych wierzchotkéw Sciezki. W
kolejnym kroku funkcja haszujgca przeksztatca tablice w liczby catkowite, podawane
nastepnie do generatora liczb pseudolosowych (PRNG). PRNG generuje liczby z
zakresu podanego przez uzytkownika jako dtugos¢ wektora binarnego wskazujgce na
pozycje bitu, ktorego wartos¢ nalezy przetaczyé.

3.1.3. Wartos¢ wyjsciowa

Celem modelowania byta klasyfikacja czasteczek jako potencjalnie bezpieczne i
blokujgce kanat potasowy hERG. Opisywane w literaturze binarne modele klasyfikacyjne
blokowania hERG bazujg na réznych wartosciach progowych separujacych czasteczki pod
wzgledem bezpieczenstwa kardiologicznego. Proponowane wartosci progowe wahaja sie
w zakresie od 130 nM do 40 uM [346]. Analiza danych literaturowych wykazuje, ze
czgsteczki o wartosci ICso wiekszej niz 10 uM lub 30 uM uwazane sg za bezpieczne,
podczas gdy ICsg nizsze niz 1 uM jest kryterium dyskwalifikacji danego zwigzku
[16,172,283,307,346].

W pracy jako wartos¢ progowg réznicujgca substancje bezpieczne i niebezpieczne
wybrano stezenie 1Csop wynoszace 1 puM. Przy tak ustalonym progu 242 substancje ze
zbioru treningowego sklasyfikowano jako silnie blokujgce kanat hERG (IC50<1) a 233 jako
nieaktywne. Wedtug przyjetego kryterium podziatu dodatkowy zbidér testowy stanowito
29 substancji o wysokim potencjale arytmogennym i 26 sklasyfikowanych jako
bezpieczne.

3.1.4. Budowa modeli — testowane parametry

Modele predykcyjne dziatajgce w oparciu o logike Bayesa oraz drzewa decyzyjne
konstruowane byty przy pomocy programu WEKA. Podczas badan testowano sieci
przekonan Bayesa (BayesNet), naiwne klasyfikatory bayesowskie (NaiveBayes) oraz
drzewa decyzyjne, z modyfikacjg parametrow algorytmdw uczenia i doboru struktury
sieci/drzewa. W tabelach 11 i 12 przedstawiono parametry modyfikowalne wybranych
algorytmow. Testowano zaréwno zmiany pojedynczych parametréw jak i ich kombinacji.
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a.  algorytmy Bayesa

Tabela 11. Parametry algorytow Bayesa.

algorytm parametry
NaiveBayes

opis

standardowy algorytm, z estymatorem jadra lub nadzorowang

dyskretyzacjg atrybutow

useKernelEstimator [K]

dla parametréw numerycznych zamiast rozktadu normalnego
wykorzystuje estymator jadra

useSupervisedDiscretization
[SD]

wykorzystuje nadzorowang dyskretyzacje w celu konwersji
atrybutéw numerycznych na nominalne

BayesNet

algorytm uczenia sieci Bayesa, dostarcza m.in. strukture sieci i
warunkowe rozktady prowdopodobienstwa

SimpleEstimator

szacuje tabele prawdopodobienstw warunkowych sieci Bayesa
bezposrednio z danych po ustaleniu struktury sieci, wspdtczynnik o
moze byc¢ interpretowany jako poczgtkowa warto$¢ zmiennych
(A0.5)

K2 searchAlgorithm

jeden z algorytméw wspinaczki (ang. hill climbing) dziatajgcych
zgodnie ze strategig zachtanng

initAsNaiveBayes [T/N]

inicjowanie sieci jako NaiveBayes — efektem wyboru tej opcji jest
wykorzystanie struktury naiwnej sieci Bayesa (z krawedziami
tgczacymi wezet klasyfikujgcy ze wszystkimi pozostatymi
weztami) jako punktu wyjscia do poszukiwania struktury
optymalnej; ustawienie wartosci tej opcji jako False
powoduje, ze sie¢ poczatkowa jest siecig pustg

maxNrOfParents [P 1-100]

pozwala okresli¢ maksymalng liczbe rodzicéw, jaka moze posiadac
wezet; w wyniku ustawienia wartosci tego parametru jako 1
przy inicjowaniu sieci jako NaiveBayes otrzymuje sie naiwny
klasyfikator bayesowski; ustawienie jego wartosci jako 2 daje
w efekcie sie¢ TAN (ang. Tree Augmented Bayes Network), a
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algorytm

parametry

opis

wartosci powyzej 2 sieci BAN (ang. Bayes Net Augmented Bayes
Network); wybdr wartosci znacznie wiekszych niz liczba weztow w
sieci (zazwyczaj 100000) nie definiuje liczby rodzicow

scoreType

determinuje miare wykorzystywang do oceny jakosci struktury
sieci: Bayes, entropia lub Akaike Information Criterion (AIC)

HillClimber searchAlgorithm

algorytm wspinaczki dodajacy, usuwajacy i odwracajgcy kierunek
krawedzi sieci. W przeciwienstwie do algorytmu K2 nie jest
ograniczony kolejnoscig zmiennych

initAsNaiveBayes [T/N] jw.
maxNrOfParents [P 1-100]  jw.
scoreType jw.

SimulatedAnnealing
searchAlgorithm

symulowane wyzarzanie (ang. simulated annealing) jest metoda
poszukiwania optymalnej struktury sieci taczacg bfadzenie
przypadkowe z tzw. szukaniem przypadkowym; jest to modyfikacja
algorytmu wspinaczki, w ktérej dopuszcza sie przejScie ze stanu
biezgcego do standéw gorszych, co w efekcie daje mozliwosé
przebadania znacznie wiekszego obszaru przestrzeni rozwigzan

TStart [A 1-10]

temperatura poczatkowa okresla prawdopodobienstwo akceptacji
zmiany w “ztym” kierunku (im wyzsza temperatura, tym wieksze
prawdopodobienstwo)

delta wspotczynnik zmiany temperatury w kolejnych iteracjach
runs [R 10 000 — 100 000]  okresla liczbe iteracji realizowanych podczas wyzarzania
scoreType determinuje miare wykorzystywang do oceny jakosci struktury

sieci: Bayes, entropia lub Akaike Information Criterion (AIC)

seed [S 1-100]

warto$¢ poczatkowa dla generatora liczb losowych; ustawienie
wartosci seed gwarantuje powtarzalnosé eksperymentow
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b. drzewa decyzyjne

Tabela 12. Parametry algorytmow konstrukcji drzew decyzyjnych.

algorytm parametry
ADTree

opis
algorytm oparty na procedurze zmiennego drzewa decyzyjnego (ang. alternating
decision tree learning algorithm)

numOfBoosting Iterations.

[B]

liczba iteracji; parametr ten wymaga recznego dostosowana do zbioru danych oraz
pozgdanego wspotczynnika ztozonosé systemu/efektywnosé; im wiecej iteracji tym
wieksze i potencjalnie doktadniejsze drzewo, ale jednoczesnie wolniejsze dziatanie
algorytmu

search Path [E]

wybdr sposobu budowy drzewa; opcja domyslna ,,rozwin wszystkie sciezki” (ang.
Expand all paths) gwarantuje wyczerpujace przeszukiwanie przestrzeni drzew, inne
zaimplementowane metody (,expand the haviest path”, ,Expand z-pure path”,
»Expanr random path”) sg heurystyczne i nie gwarantujg znalezienia optymalnego
rozwigzania, sg jednak duzo szybsze

J48

algorytm generowania przycinanych lub nie drzew decyzyjnych typu C4.5

binarySplits [B]

wybér binarnego podziatu atrybutéw nominalnych

confidenceFactor [C]

wspotczynnik ufnosci dla funkcji przycinajgcej drzewo; mniejsza wartos¢ wymusza
mocniejsze przycinanie

minNumObj [M]

ustawienie minimalnej liczby rekordéw w lisciach drzewa

numpFolds [F]

okresla liczbe danych uzywanych do przycinania reduced-error pruning.
jednokrotnos¢ zbiory uczgcego wykorzystywana jest do przycinania, pozostate
krotnosci do rozbudowy drzewa

reducedErrorPruning [R]

wybér procedury przycinania: reduced-error pruning lub C.4.5

subtreeRaising [S]

pozwala na budowe poddrzewa podczas przycinania
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algorytm parametry opis
RandomTree algorytm konstrukcji drzew decyzyjnych, ktéry w kazdym wezle rozwaza K losowo
wybranych atrybutéw, przycinanie wygenerowanego drzewa nie jest mozliwe
KValue [K] wybor liczby atrybutow w wezle
maxDepth [depth] ustawienie maksymalnej wielkosci drzewa
minNum [M] okreslenie minimalnej liczby przypadkdéw w lisciach
RandomForest algorytm konstruuje lasy z drzew losowych

maxDepth [depth]

ustawienie maksymalnej wielkosci drzew

numpFeatures [K]

liczba losowo wybieranych do wezta atrybutéw

numTrees [l]

liczba drzew
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c. sieci neuronowe

Modele predykcyjne, ktérych podstawe stanowity sztuczne sieci neuronowe
tworzone byty przy pomocy programu Nets2010. Przetestowano ponad 2000
architektur (ok. 130 000 sieci neuronowych) uczonych metoda wstecznej propagacji
btedu (BP) oraz sieci dziatajgcych w oparciu o logike rozmytg [417]. W procesie
trenowania sieci BP zastosowano technike momentu i algorytm delta-bar-delta [417].
Sieci typu MLP (ang. MultiLayer Perceptron) posiadaty od 1 do 6 warstw ukrytych.
Testowano trzy rodzaje funkcji aktywacji: tangens hiperboliczny, fsr [22] oraz
sigmoide unipolarng. Wszystkie komorki danej sieci posiadaty identyczng funkcje
aktywacji. Komorki w warstwach sgsiadujgcych potgczone zostaty zgodnie z zasada
ykazdy z kazdym”. Kazda sie¢ trenowana byfa przez 10 000 do 5 000 000 iteracji.
Wartos$¢ epoki wynosita 1. Wspotczynnik momentu a wynosit 0.3, a poczgtkowa
wartos$¢ 6 byfa rédwna 0.65. Zastosowano takze technike jog-of-weights z kryterium
cierpliwosci 100 000 iteracji [253]. Preprocessing danych treningowych dla sieci
neuronowych obejmowat skalowanie do zakresu 0.2-0.8 lub -0.8-0.8 (scale) i/lub
zaszumianie (rand). Wprowadzenie szumu do wzorcow uczgcych majgce na celu
zwiekszenie zdolnosci uogodlniania sieci, polegato na multiplikacji rekordéw zbioru
treningowego z doktadaniem szumu o rozktadzie jednostajnym i amplitudzie +5%
wartosci danej zmiennej. W przypadku sieci rozmytych do automatycznego tworzenia
architektury wybrano metode tablic przeglagdowych (ang. lookup table) [218],
defuzyfikacji dokonywano metodg M-SLIDE. Ciggte wartosci wyjs¢ podawane przez
wytrenowang sie¢ binaryzowano, jako prég pobudzenia stosujgc srodek przedziatu
pobudzen.

W pracy oprocz modeli budowanych w oparciu o pojedyncze architektury
testowano takze systemy modularne, tzw. komitety ekspertéw utworzone ze zbioru
wyselekcjonowanych modeli. Poszczegdélne moduty wchodzgce w sktad komitetu
mogg réznic sie pomiedzy sobg zaréwno strukturg jak i technikami zastosowanymi do
przetwarzania danych, proces uczenia kazdego z nich moze by¢ przeprowadzony
niezaleznie. Zaktada sie, ze potaczenie rdinych sieci neuronowych czy modeli
budowanych w oparciu o rozne techniki uczenia maszynowego moze zwiekszyc
doktadnosé klasyfikacji w stosunku do pojedynczej sieci/algorytmu. Zwigzane jest to
wzajemnym uzupetnianiem sie poszczegélnych modutéw komitetu, w procesie
przetwarzania zwracanych przez nie wynikdbw w bloku interpretera.
Zaproponowanych zostato wiele metod faczenia klasyfikatorow, wsréd ktorych
najczesciej stosowane jest glosowanie wiekszosciowe i usrednianie [242].
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3.1.5. Weryfikacja modeli
a. zbiory testowe

Wytrenowany model powinien charakteryzowac sie zdolnoscig uogdlniania
zdobytej wiedzy. Wiarygodna ocena tej witasciwosci modelu wymaga, aby do jego
budowy i testowania zastosowane zostaty rozne zbiory danych. Zapobiega to réwniez
nadmiernemu dopasowaniu parametréw modelu do danych i ograniczeniu jego
zdolnosci generalizacji. Proces generowania modelu powinien wiec w optymalnych
warunkach wygladac¢ nastepujgco (Rycina 28):

- podziat zbioru danych na zbior treningowy i testowy,

- podziat zbioru treningowego na uczacy i walidacyjny,

- budowa modelu na podstawie danych uczacych,

- walidacja modelu na zbiorze walidacyjnym, optymalizacja parametréw
modelu,

- opcjonalnie — wytrenowanie modelu na catym zbiorze treningowym,

- ocena efektywnosci ostatecznego modelu z wykorzystaniem zbioru testowego

GENERACIA
zbior zhior MODELU
treningowy uczacy
* ocena modelu
* zmiana parametréw
zbior
. . model prognoza
walidacyjny
OCENA
KONCOWA
zbior ostateczny
prognoza
testowy model

Rycina 28. Proces budowy modelu — podziat danych.

Taka procedura budowy modelu, w ktérej do estymacji miar oceny sprawnosci
klasyfikatora stosuje sie osobny zbiér testowy (ang. hold-out), wymaga jednak duzej
liczby (przyjmuje sie, ze wiecej niz kilka tysiecy) przyktadéw w zbiorze danych [327].
W przypadku realnych probleméw pradykcyjnych zwykle dostepny jest ograniczony
zbior danych, ktory traktuje sie jako probe losowg pobrang z populacji ogdlnej
mozliwych przyktadéw. Dla takich zbiorow w celu okreslenia jakosci klasyfikacji
modelu oraz doboru jego parametréw stosuje sie podziaty wielokrotne i
przeprowadza ocene dla kazdego podziatu.
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Podczas prezentowanych w tej pracy badan zastosowano dwa podejscia do
oceny i porownania sprawnosci modeli: walidacje wewnetrzng i zewnetrzng
(testowanie).

Walidacja wewnetrzna miata na celu wybranie najbardziej optymalnych
parametrow i wytypowanie najlepszych modeli. Zostata ona przeprowadzona zgodnie
Z najczesciej stosowang procedurg 10-krotnego wzajemnego sprawdzania (ang. 10-
fold cross-validation). Zmodyfikowano jednak sposdb przygotowania par
treningowych. Standardowa procedura przewiduje losowy wybdér okoto 10%
rekordow do zbioru testowego, co powoduje, ze w zbiorze testowym i uczacym
potencjalnie mogg znalez¢ sie rekordy niemal identyczne, dla tych samych czgsteczek.
Zbiory walidacyjne wykorzystywane w procedurze 10-krotnego wzajemnego
sprawdzania podczas badan zostaty natomiast skonstruowane przy pomocy aplikacji
FileConverter specjalnie przygotowanej do tego celu. Aplikacja ta dzieli zbidr
treningowy na 10 par zbioréw: uczgcy — walidacyjny. Algorytm wybierajacy rekordy
przeznaczone do zbioru testowego rozwigzuje problem wieloplecakowy (ang.
multiple knapsack problem) przydzielajgc do kazdego zbioru maksymalnie 10%
rekordéw zbioru treningowego. W pierwszym etapie podziatu algorytm dzieli zbiér
wg lekéw i zlicza liczbe rekorddw opisujacych kazdg z substancji, a nastepnie tgczy
powstate podzbiory rozpoczynajac od najliczniejszych. Zastosowana procedura ma na
celu zapewnienie rdézinorodnosci struktur obecnych w zbiorze testowym oraz
podobng liczbe lekéw. Rekordy wybrane do zbioru walidacyjnego sg automatycznie
usuwane ze zbioru uczgcego. Rezultat dziatania algorytmu przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 13.  Charakterystyka zbioréw walidacyjnych wykorzystanych w procedurze 10-krotnego wzajemnego
sprawdzania.

substancje

nr zbioru [Tor4 o F] liczba

testowego | rekordow  substancji
1 54 16 1-(bis(4-fluorofenylo)metylo)piperazyna, amsakryna,
bertosamil, chlorpromazyna, fluwoksamina,
klaritromycyna, MDL74156, moksifloksacyna,
norpropoksyfen, perfenazyna, protryptylina, pyrilamina,
sibutramina, sildenafil, sofokarpina, terfenadyna
2 49 13 4,4'-difluorobenzofenon, amitryptylina, chinidyna,
flekainid, halofantryna, klomifen, klozapina, kokaina,
kwas acetylosalicylowy, lidoflazyna, metoprolol,
olanzapine, prochlorperazyne
3 49 16 benzoiloekgonina, ciprofloksacyna, cizapryd,
domperidon, EDDP, erytromycylamina, erytromycyna,
fenobarbital, gabapentyna, klomipramina, norastemizol,
norfluoksetyna, papaweryna, tamoksyfen, wardenafil,
wesnarinon
4 49 18 4-aminopirydyna, amiodaron, cyjamemazyna, dofetylid,
grepafloksacyna, ibutylid, mizolastyna, naryngenina, N-
desbutylhalofantryna, orfenadryna, pentoksyweryna,
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pilsikainid, prometazyna, propoksyfen, ranolazyna,
sparfloksacyna, spironolakton, terikalant

49 19 azimilid, chlorfeniramina, cymetydyna, difenhydramina,
E4031, fentanyl, kokaetylen, LAAM, meflochina,
mianseryna, neferyna, oksykodon, pentamidyna,

prenylamina, propranolol, tadalafil, topiramat, trazodon

49 21 AF3013, ajmalina, ambasilid, cibenzolina,
desmetylastemizol, desmetylerytromycyna, dronedaron,
flunaryzyna, haloperidol, lamotrygina, lidokaina,
lomefloksacyna, maprotylina, mezorydazyna, MK499,
morfina, nikotyna, perheksylina, pimozyd, risperidon,
ropinirol

49 22 AVE0118, acehytizyna, bepridil, berberyna, czasteczka B,
desbutylumefantryna, digoxyna, diltiazem, doksepina,
ICI118551, indometacyna, josamycyna, kodeina,
kwetiapina, L-702958, metadon, metylekgonidyna,
mikonazol, soforydyna, terazosyna, werapamil,
ziprasidon

49 24 4,4'-difluorobenzhydrol, astemizol, buprenorfina,
chlorochina, czagsteczka A, digitoxyna, dizopyramid,
DW?286a, estradiol, fenytoina, granisetron, kapsaicyna,
karbamazepina, ketanseryna, lewkromakalim,
lumefantryna, MCI-154, nikorandyl, propafenon,
roksitromycyna, sertindol, sotalol, teobromina, terodilina

49 26 artycaina, BRL32872, bupiwakaina, cetyryzyna,
doksazosyna, feksofenadyna, gatifloksacyna,
GF109203X_(bisindolilmaleimid_l), hydroksyzyna,
imipramina, irbesartan, kaptopryl, klobutinol,
lowastatyna, meperydyna, nifedypina, nifekalant,
ondansetron, ouabaina, prazosyna, prokainamid,
propiweryna, sulfametoksazol, telitromycyna,
tiorydazyna, trifluoperazyna

10

48 28 4,4'-dimetylodifenhydramina, 5-hydroksypropafenon,
amoksycylina, apomorfina, atenolol, AZD7009, budypina,
citalopram, dolasetron, droperidol, epinastyna,
fluoksetyna, hydroksyhaloperidol, karwedilol,
ketokonazol, klemastyna, kwas kanrenowy, loratadyna,
mepiwakaina, metoklopramid, metyloester ekgoniny,
ofloksacyna, oleandomycyna, pentobarbital, pergolid,
prukalopryd, ropiwakaina, tolterodyna

Walidacja zewnetrzna miata na celu ocene zdolnosci predykcyjnych modeli
wybranych na podstawie wynikéw procedury 10-ktornego wzajemnego sprawdzania.
Walidacja zewnetrzna wykonana zostata z zastosowaniem specjalnie przygotowanego
zbioru testowego, w ktérym znalazty sie rekordy niewykorzystywane podczas budowy
modelu (Tabela 9, str 97). Dane uzyte do testow zawieraty zaréwno rekordy opisujgce
nowe doswiadczenia wykonane dla przedstawianych wczesniej systemowi
substancjach (25 rekorddéw; 13 czasteczek), jak i dla nowych, nieznanych systemowi
struktur (30 rekordéw; 26 czgsteczek).
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3.1.6. Ocena btedu

Sztuczne sieci neuronowe jako wyjscie podajg wartosci ciggte, dlatego kontrola
procesu uczenia oraz ocena btedu na zbiorze treningowym i testowym opierata sie na
wartosci btedu sredniokwadratowego (ang. Root Mean Squared Error - RMSE):

—_ 1 ] j i)
RMSE _\/nZ(Zm B y(J)) Réwnanie 29.

i

gdzie:

n - ilo$¢ rekorddéw zbioru uczacego
j— numer rekordu danych

2% —wartos¢ podawana przez siec
y(j) —wartos¢ oczekiwana wyjscia

Ogodlna trafnos¢ modeli klasyfikacyjnych (sieci Bayesa, drzewa decyzyjne, ANN)
oceniana byta poprzez pordwnanie wartosci przewidzianych przez model z rzeczywistymi,
a wiec odsetek odpowiedzi prawidtowych i odsetek odpowiedzi btednych.

n-n

lub &= n Réwnanie 30.

_N
,7 = _
n

gdzie:
1) - trafnos¢ klasyfikacji (ang. accuracy)
€ _biad klasyfikacji
n — liczba rekordéw w zbiorze testowym
n: — liczba rekordéw sklasyfikowanych poprawnie

Wyniki klasyfikacji przedstawione sg w postaci tzw. tablic kontyngencji (macierzy
pomytek). Dla modelu binarnego istniejg cztery mozliwosci odpowiedzi. Macierz pomytek
dla takiego modelu przedstawiono w tabeli 14.

Jak wczesdniej wspomniano, w przypadku modeli dajacych na wyjsciu wartosci
ciggte przyjety standardowy prog dyskryminacji, przy ktérym dokonywano oceny wynikéw
wynosit 0.5 (50% wartosci pobudzenia).

wartosé
rzeczywista

Tabela 14. Macierz pomytek.

1 0
©
C
g e
SES 1 TP FP
& 3
E
= 0 FN TN
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TP (ang. true positive) — liczba poprawnie sklasyfikowanych przyktadéw z wybranej klasy
(1 sklasyfikowane jako 1)

FN (ang. false negative) — liczba btednie sklasyfikowanych przyktadow z tej klasy
(1 sklasyfikowane jako 0)

TN (ang. true negative) — liczba poprawnie sklasyfikowanych przyktadéw z drugiej klasy
(0 sklasyfikowane jako 0)

FP (ang. false positive) — liczba btednie sklasyfikowanych przyktaddéw klasy drugiej
(0 sklasyfikowane jako 1)

Na podstawie macierzy pomytek wyliczane sg nastepujgce wskazniki jakosci
klasyfikatora binarnego:

trafnos¢ catkowita (AG lub AG%) - odsetek poprawnie sklasyfikowanych
rekordow wzgledem catosci zbioru testowego

_ TP+TN
TP+ FP +FN +TN

Réwnanie 31.

czutosé (SE)

SE = L Réwnanie 32.
TP + FN
specyficznos¢ (SP)
SP = 7TN Roéwnanie 33.
FP+TN

wartos¢ predyktywna dodatnia (PPV)

TP

PPV = ———— Rownanie 34.
FP+TP

wartos¢ predyktywna ujemna (NPV)

NPV = L Rownanie 35.

" FN+TN
AUROC - pole pod krzywg charakterystyki odbiorcy - ROC (ang. the area under a
receiver operating characteristic/curve). Krzywa ROC, przedstawiajgca zaleznos¢
czutosci systemu od jego specyficznosci stuzy do oceny poprawnosci dziatania
klasyfikatorow binarnych. W optymalnym przypadku AUROC wynosi od 0.9 do
1.0. Parametr wykorzystany podczas selekcji sieci neuronowych biorgcych udziat
w analizie wrazliwosciowej.
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3.1.7. Analiza wrazliwosciowa

Analize wrazliwosciowg wykonano w celu redukcji rozmiaru wektora wejsciowego
dla algorytmdéw uczenia maszynowego i identyfikacji parametrow istotnych dla
efektywnego przewidywania przez te systemy klasy (bezpieczny/niebezpieczny), do ktorej
nalezy testowana substancja. Analize przeprowadzono na modelach neuronowych po
wstepnym etapie uczenia przeprowadzonym z wykorzystaniem catego zbioru
treningowego. Zastosowana procedura polegata na wytrenowaniu zestawu sieci na
petnowymiarowym wektorze wejsciowym ztozonym z danych eksperymentalnych oraz
deskryptorow wygenerowanych przy uzyciu programu Cxcalc Marvin, a nastepnie
wyborze najlepszych sieci, ktére wykorzystane byly do przeprowadzenia analizy
wrazliwosciowe]. Kryterium doboru byto AUROC (wartos¢ pola powierzchni pod krzywa
ROC) obliczane dla zbioru uczacego. Za graniczng wartos¢ uznawano AUROC réwne 90%
maksymalnej wartosci uzyskanej dla trenowanego zbioru sieci. Z tego powodu liczba
wybranych modeli nie byta scisle okreslona a priori i wahata sie od kilku do nawet
kilkudziesieciu sieci neuronowych. Ostateczny ranking istotnosci wejs¢ jest Srednig
wszystkich wybranych modeli. Redukcja wejs$¢ zostata przeprowadzona wedtug metody
opracowanej przez Zurade [417] bazujacej na analizie sktadnikéw wrazliwosci Sy
okreslajacych wptyw poszczegdlnych wejsé na wartosé wyjsciowa sieci.

0y,

Ski - Réwnanie 36.

)¢

1
gdzie:

Sii — wrazliwos¢ k-tego wyjscia wzgledem i-tego wejscia, wspdtczynnik waznosci
y —wartos¢ wyjsciowa
X —wartos¢ wejsciowa
W czasie analizy tworzony jest ranking waznosci wejs¢. W przypadku gdy pomiedzy
dwoma kolejnymi wejsciami widoczna jest znaczna rdznica wartosci wspotczynnikow
mozna dokona¢ eliminacji czesci wejs¢. Po zredukowaniu wymiaru wektora wejsciowego
proces uczenia zostat powtorzony.

3.1.8. Notacja

Znaczna liczba testowanych podczas pracy modeli wymagata opracowania
jednolitego systemu ich opisu. Opis poszczegdlnych algorytmow znajduje sie w rozdziale
I.5 — ,, Techniki modelowania”, str. 29.

119



Czes$¢ doswiadczalna - modele | 111

Notacja modeli skonstruowanych z wykorzystaniem drzew decyzyjnych:

ADTree B10_E3 30in HERG_EM_F4_bin’

LN T

rodzaj algorytmu opcje rozmiar wektora opis problemu
tworzenia drzewa algorytmu wejsciowego oraz zbioru
uczacego

Notacja modeli, ktérych podstawe stanowity algorytmy bayesowskie:

BayesNet QK2_P1_SBAYES_A05 30in HERG_EM_F4_bin’

o)

rodzaj algorytmu opcje rozmiar wektora opis problemu
bayesowskiego algorytmu wejsciowego oraz zbioru
uczacego

Notacja modeli zbudowanych w oparciu o sztuczne sieci neuronowe:

8 4 2 tanh 30in HERG_EM_F4_bin* rand_scale 5min

N N N N

ilos¢ warstw funkcja rozmiar opis typ ilos¢
ukrytych aktywacji wektora problemu  preprocessingu iteracji
i liczba wejsciowego oraz zbioru danych
komérek uczacego
kazdej
warstwy

" - blokowanie kanatu potasowego hERG (HERG), dane binarne (bin), rekordy uczgce opisane za pomocga
deskryptoréw charakteryzujacych warunki doswiadczalne (E), deskryptoréw struktury czasteczki
wygenerowanych przez program Marvin (M), binarnego odcisku czgsteczki (F) utworzonego w oparciu o
fragmenty zawierajgce maksymalnie 4 wigzania
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3.2.  Woyniki
3.2.1. Analiza wrazliwosciowa

Wektor wejsciowy poddany analizie wrazliwosciowej posiadat 108 sktadowych. 9 z
nich opisywato warunki eksperymentalne podczas wyznaczania ICso, pozostate 99 to
deskryptory wygenerowane przez program Cxcalc.

Analiza rankingu wejs¢ (Rycina 29) pozwolita okresli¢ trzy punkty odciecia
pozwalajgce na ograniczenie pierwotnego wektora wejsciowego odpowiednio do 38, 21
oraz 12 wejsé. Liczbe deskryptorédw charakteryzujacych poszczegdlne rekordy kodowano
w nazwie modelu jako 12in, 21in oraz 38in.
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Rycina 29. Ranking wejs¢ na podstawie wynikdw analizy wrazliwosciowej.

Na podstawie wynikéw analizy wrazliwosci przygotowano trzy uproszczone,
opisywane za pomocg zredukowanego wektora wejsciowego, zbiory danych. Dla kazdego
zbioru stworzonych zostato ponad 360 architektur sieci neuronowych. Sieci trenowane
byty przez 5 000, 10 000, 50 000, 100 000, 500 000, 1 000 000, 2 000 000 lub 5 000 000
iteracji. Uzyskane wyniki testowania najlepszych architektur sieci w procedurze 10-
krotnego wzajemnego sprawdzania przedstawiono w tabelach 15 - 17.

Tabela 15. Wyniki uczenia sieci z wykorzystaniem 12 elementowego wektora wejsciowego — 10 najlepszych
architektur.

Architektura iteracje AG SE SP PPV NPV  AUROC
10_sigma_12in_HERG_bin_orig 500000 78.11 0.89 0.67 0.75 0.84 0.85
15_fsr_12in_HERG_bin_rand_scale 200000 77.70 0.82 0.73 0.77 0.78 0.85
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5_sigma_12in_HERG_bin_rand 200000 77.48 0.89 0.64 0.74 0.84 0.85
5_tanh_12in_HERG_bin_rand 500000 76.89 0.82 0.71 0.76 0.78 0.84
5_tanh_12in_HERG_bin_rand_scale 500000 76.35 0.82 0.70 0.75 0.78 0.80
10_tanh_12in_HERG_bin_rand 1000000 75.94 0.80 0.71 0.76 0.76 0.84
5_3_sigma_12in_HERG_bin_orig 500000 75.53 0.82 0.69 0.75 0.77 0.84
5_tanh_12in_HERG_bin_orig_scale 10000 75.07 0.81 0.69 0.74 0.76 0.84
3_2 tanh_12in_HERG_bin_orig_scale 100000 74.47 0.80 0.69 0.74 0.75 0.78
3_2_tanh_12in_HERG_bin_rand 50000 74.18 0.90 0.57 0.70 0.83 0.83
srednia 76.17 0.84 0.69 0.75 0.79

Tabela 16. Wyniki uczenia sieci z wykorzystaniem 21 elementowego wektora wejsciowego — 10 najlepszych

architektur.

Architektura iteracje AG SE SP PPV NPV  AUROC
10_sigma_21in_HERG_bin_rand 200000 77.01 0.87 0.67 0.74 0.82 0.84
5_3_sigma_21lin_HERG_bin_rand 300000 77.01 0.80 0.74 0.78 0.77 0.82
5_3_ 2 tanh_21in_HERG_bin_orig_scale 1500000 77.01 0.78 0.76 0.79 0.75 0.78
10_tanh_21in_HERG_bin_orig 750000 76.92 0.80 0.74 0.77 0.76 0.81
5_tanh_21_in_HERG_bin_rand 300000 76.83 0.81 0.73 0.77 0.77 0.82
15_fsr_21_in_HERG_bin_rand_scale 100000 76.18 0.79 0.74 0.77 0.75 0.82
5_3_2_tanh_21in_HERG_bin_rand_scale 2000000 76.09 0.80 0.72 0.76 0.76 0.79
5_tanh_21in_HERG_bin_rand_scale 10000 76.05 0.81 0.71 0.76 0.77 0.81
5_3_2_sigma_21lin_HERG_bin_rand 500000 76.05 0.77 0.76 0.78 0.74 0.82
5_sigma_21in_HERG_bin_rand 50000 75.99 0.87 0.64 0.73 0.81 0.83

Srednia 76.51 0.81 0.72 0.76 0.77

Tabela 17. Wyniki uczenia sieci z wykorzystaniem 38 elementowego wektora wejsciowego — 10 najlepszych

architektur.

Architektura iteracje AG SE SP PPV NPV AUROC \
15_7_5_tanh_38in_HERG_bin_rand_scale =~ 1000000 7891 0.84 0.73 078 0.81
3_2_tanh_38in_HERG_bin_orig_scale 1000000 7830 0.79 077 0.80 0.77
5_3_2_tanh_38in_HERG_bin_rand_scale 500000 7826 0.79 0.77 0.80 0.77
15_7_5_fsr_38in_HERG_bin_rand_scale 50000 78.07 080 076 079 0.77
5_3_2_sigma_38in_HERG_bin_rand 200000 78.07 081 075 079 0.78
15_7_5_sigma_38in_HERG_bin_orig 200000 78.05 0.79 077 079 0.77
5_3_tanh_38in_HERG_bin_orig_scale 1500000 7768 080 075 078 0.77
3_2_sigma_38in_HERG_bin_orig 300000 7766 079 076 079 0.77
3_2_tanh_38in_HERG_bin_orig 100000 7765 080 075 078 0.77
15_7_5_tanh_38in_HERG_bin_orig_scale 100000 77.48 0.81 073 0.77 0.78

$rednia 7801 080 075 0.79 0.78

Zbior deskryptoréw opisujgcych warunki doswiadczalne oraz wtasciwosci fizyko-

chemicze czgsteczek wybranych w procesie analizy wrazliwosci przedstawia tabela 18.

Najlepsze wyniki uzyskano dla sieci trenowanych z wykorzystaniem rekordéw

opisanych 38 elementowym zbiorem deskryptoréw. Sieci uczone na tym zbiorze

charakteryzowaty sie lepszg zdolnoscig klasyfikacji w poréwnaniu zaréwno z tymi

uczonymi na danych opisanych

deskryptorow).

zredukowanymi

wektorami  wejs¢ (12

oraz 21
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Dodatkowo sieci 38in, ktére charakteryzowaty sie najwyiszg zdolnosciag
generalizacji uczono z wykorzystaniem zbioru danych zawierajacego rekordy opisane za
pomocg peftnego 108-elementowego zestawu deskryptoréw. Wytrenowane sieci
przetestowano nastepnie w procedurze 10-krotnego wzajemnego sprawdzania, aby
oceni¢ wptyw redukcji wymiarowosci wektora wejs¢, opisujgcego przyktady uczace, na
zdolnosci generalizacyjne. Srednia warto$¢ AG% dla 10 testowanych sieci wyniosta 74.3%.
Najwyzszy odsetek poprawnych decyzji uzyskano dla sieci 3_2_fsr_108in_HERG_bin_orig
(AG% = 76.71). Wyniki te potwierdzajg zasadnos¢ przyjecia do dalszych badan
trzydziestooSmioelementowego wektora cech. Redukcja wektora wejsciowego jest
konieczna nie tylko ze wzgledu na wydajnos¢ obliczeniowg budowanego modelu, ale
takze dla zapewnienia jego prostoty.

Tabela 18. Zmienne kluczowe wytonione podczas analizy wrazliwosciowe;j.

1. model komérki wykorzystane w doswiadczeniach

2. temp temperatura podczas eksperymentu

3. K+_[mM]_bath stezenie jondw potasowych w ptynie omywajacym komérki

4, t1l_puls_[s] czas pierwszego pulsu

5. t2_puls_[s] czas drugiego pulsu

6. holding_pot potencjat utrzymania

7. depol_puls_to wartos¢ potencjatu depolaryzacji

8. mV_measure potencjat pomiaru

9. Aromatic atom count liczba atomdéw w czasteczce posiadajgcej wigzania aromatyczne

10. Rotatable bond count liczba wigzan obrotowych

11. Heteroaromatic ring count liczba pierscieni heteroaromatycznych

12. Smallest ring size rozmiar najmniejszego pierscienia

13. Largestring size rozmiar najwiekszego pierscienia

14. a(yy) sktadowa yy tensora polaryzowalnosci

15. ASA- powierzchnia atoméw o negatywnym tadunku czgstkowym dostepna
dla rozpuszczalnika

16. ASA_H powierzchnia atoméw hydrofobowych dostepna dla rozpuszczalnika

17. ASA_P powierzchnia atomoéw polarnych dostepna dla rozpuszczalnika

18. Asymmetric atom count liczba atomdw asymetrycznych

19. Balaban index indeks konektywnosci Balabana

20. Chiral center count liczba centréw chiralnych

21. Dreiding energy energia zwigzana ze stabilnoscig danego konformeru czasteczki

22. Maximal projection area maksymalna powierzchnia projekcji konformeru (3D) na podstawie
promienia van der Waalsa

23. Maximal projection radius promien maksymalnej powierzchni projekcji konformeru

24. Minimal projection area minimalna powierzchnia projekcji konformeru na podstawie promienia
van der Waalsa

25. Minimal projection radius promien minimalnej powierzchni projekcji konformeru

26. stereoisomercount liczba stereoizomerdéw czgsteczki

27. pH=0.00(logd) logD przy pH =0

28. pH=6.00(logd) logD przy pH=6

29. pH=9.00(logd) logD przy pH =9

30. pH=10.00(logd) logD przy pH =10

31. pH=11.00(logd) logD przy pH =11

32. logP logP
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33. bpkKal | stata dysocjacji zasadowej (-log[K,])

34. bpKa2 Il stata dysocjacji zasadowe;j (-log[K,])

35. donorcount liczba donoréw wigzan wodorowych

36. pH=8.00(msdon) liczba donoréw wigzan wodorowych formy dominujacej - pH=8
37. pH=9.00(msdon) liczba donoréw wigzan wodorowych formy dominujacej - pH=9
38. pH=14.00(msdon) liczba donoréw wigzan wodorowych formy dominujacej - pH=14

3.2.2. Modelowanie

Na podstawie wynikéw analizy wrazliwosciowej przygotowane zostaty 3 rodzaje
zbioréw treningowych dla wybranych algorytmoéw konstruujgcych modele. Pierwszy
zawierat rekordy opisane wytgcznie zestawem deskryptoréw wytonionych w toku analizy
wrazliwosciowej (38 wejsc¢), w drugim i trzecim dodatkowo dotaczono opis struktury
czasteczki w postaci binarnych odciskow (fingerprint) o dtugosci i wielkosci fragmentéw
(maksymalna ilo$¢ wigzan oddzielajgcych atomy), odpowiednio 20-4 oraz 1024-7.

a.  odciski czasteczkowe (fingerprint)

Budowe modelu in silico dziatania proarytmicznego potencjalnych substancji
leczniczych rozpoczeto od oceny wptywu dodatkowego opisu struktury chemicznej
czasteczek, w postaci binarnych odciskow czgsteczek (fingerprint), na sprawnosc
testowanych algorytméw klasyfikacyjnych. Wyniki testowania najlepszych modeli w
procedurze 10-krotnego wzajemnego sprawdzania przedstawione zostaty w tabelach 19-
21.

Tabela 19. Wyniki testowania (procedura 10-CV) najlepszych algorytmow uczonych na zbiorze 38in.

Architektura iteracje AG 3 SP PPV NPV
15_7_5_tanh_38in_HERG_EM_bin_rand_scale 1000000 78.91 0.84 0.73 0.78 0.80
3_2_tanh_38in_HERG_EM_bin_orig_scale 1000000 78.30 0.79 0.77 0.80 0.77
5_3_2_tanh_38in_HERG_EM_bin_rand_scale 500000 78.26 0.79 0.77 0.80 0.77
15_7_5_fsr_38in_HERG_EM_bin_rand_scale 50000 78.07 0.80 0.76 0.79 0.77
5_3_2_sigma_38in_HERG_EM_bin_rand 200000 78.07 0.81 0.75 0.79 0.78
15_7_5_sigma_38in_HERG_EM_bin_orig 200000 78.05 0.79 0.77 0.79 0.77
5_3_tanh_38in_HERG_EM_bin_orig_scale 1500000 77.68 0.80 0.75 0.78 0.77
3_2_sigma_38in_HERG_EM_bin_orig 300000 77.66 0.79 0.76 0.79 0.77
3_2_tanh_38in_HERG_EM_bin_orig 100000 77.65 0.80 0.75 0.78 0.77
15_7_5_tanh_38in_HERG_EM_bin_orig_scale 100000 77.48 0.81 0.73 0.77 0.78

RandomForest_110_KO_S1_38in_HERG_EM_bin_

7596 0.74 0.79 0.79 0.73

orig
NaiveBayes_K_38in_HERG_EM_bin_orig 75.46 0.78 0.73 0.76 0.75
NaiveBayes_38in_HERG_EM_bin_orig 74.14  0.85 0.62 0.72 0.78

BayesNet_QK2_P1_SENTROPY_EsimpleEstimator

AO5_38in_HERG_EM._bin_orig 7172 0.64 0.81 0.79 0.66

BayesNet_QHillClimber_P1_SBAYES_ESimpleEsti
mator_A05_38in_HERG_EM_bin_orig

7172 0.64 0.81 0.79 0.66
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Tabela 20. Wyniki testowania (procedura 10-CV) najlepszych algorytmow uczonych na zbiorze 58in.

Architektura iteracje AG 3 SP PPV NPV
7_5_sigma_58in_HERG_EMF4_bin_orig 50000 78.05 0.88 0.67 0.75 0.83
7_5_3_sigma_58in_HERG_EMF4_bin_rand 300000 77.07 0.84 0.70 0.76 0.79
7_5_3_tanh_58in_HERG_EMF4_bin_rand_scale 10000 77.03 0.83 0.70 0.76 0.79
5_3_fsr_58in_HERG_EMF4_bin_rand 1000000 76.85 0.79 0.75 0.78 0.76
5_3_2_tanh_58in_HERG_EMF4_bin_rand_scale 750000 76.64 0.82 0.70 0.76 0.78
7_5_3_sigma_58in_HERG_EMF4_bin_orig 300000 76.46 0.86 0.66 0.74 0.81
3_2_fsr_58in_HERG_EMF4_bin_orig 500000 76.24 0.83 0.69 0.75 0.78
3_2_fsr_58in_HERG_EMF4_bin_rand_scale 50000 76.07 0.80 0.72 0.76 0.76
7_5_tanh_58in_HERG_EMF4_bin_rand_scale 300000 75.87 0.82 0.70 0.75 0.77
3_2_fsr_58in_HERG_EMF4_bin_rand 300000 75.85 0.81 0.70 0.75 0.77
NaiveBayes_58in_HERG_EMF4_bin_orig 75.96 0.86 0.65 0.73 0.80
NaiveBayes_K_58in_HERG_EMF4_bin_orig 75.96 0.78 0.74 0.77 0.75
RandomForest_I25_K0_S1_58in_HERG_EMF4_bi
n_orig 73.89 0.64 0.85 0.83 0.68
RandomForest_110_KO_S1_58in_HERG_EMF4_bi
n_orig 73.74 0.68 0.80 0.79 0.69
BayesNet_QK2_P1_SBAYES_ESimpleEstimator_A
05_58in_HERG_EMF4_bin_orig 71.72 0.64 0.81 0.79 0.66
BayesNet_QK2_P10_SBAYES_ESimpleEstimator_

A05_58in_HERG_EMF4_bin_orig 71.72 0.64 0.81 0.79 0.66

Tabela 21. Wyniki testowania (procedura 10-CV) najlepszych algorytmow uczonych na zbiorze 1062in.

Architektura iteracje AG 3 SP PPV NPV
5_3_2_tanh_1062in_HERG_EMF7_bin_orig 300000 74.83 0.69 0.81 0.81 0.70
3_2_fsr_1062in_HERG_EMF7_bin_rand 10000 74.77 0.71 0.80 0.80 0.71
5_3_fsr_1062in_HERG_EMF7_bin_orig 10000 74.57 0.73 0.76 0.78 0.72
7_5_sigma_1062in_HERG_EMF7_bin_orig 10000 74.57 0.70 0.80 0.80 0.70
ADTree_B25_E3_1062in_HERG_EMF7_bin_orig 74.21 0.70 0.79 0.80 0.69
3_2_sigma_1062in_HERG_EMF7_bin_rand 10000 73.99 0.67 0.82 0.81 0.69
15_7_5_fsr_1062in_HERG_EMF7_bin_rand_scale 300000 73.93 0.72 0.77 0.78 0.71
15_7_5_tanh_1062in_HERG_EMF7_bin_rand 750000 73.90 0.69 0.79 0.79 0.70
3_2_fsr_1062in_HERG_EMF7_bin_orig 10000 73.75 0.73 0.76 0.77 0.71
15_7_5_sigma_1062in_HERG_EMF7_bin_orig 50000 73.75 0.71 0.77 0.78 0.70
5_3_fsr_1062in_HERG_EMF7_bin_orig_scale 300000 73.73 0.73 0.75 0.77 0.71
BayesNet_QK2_P1_SBAYES_ESimpleEstimator_A
05_1062in_HERG_EMF7_bin_orig 6931 063 0.76 0.75 0.65
E?nrldoc:gForest_l50_KO_Sl_1062|n_HERG_EMF?_ 68.69  0.60 0.79 0.76 0.63
NaiveBayes_K_1062in_HERG_EMF7_bin_orig 68.69 0.64 0.74 0.73 0.65

Najlepsze wyniki uzyskano dla algorytmoéw trenowanych z wykorzystaniem
zbioréw przyktadow opisanych 38-elementowym zestawem deskryptoréw niezaleznie od
typu testowanego algorytmu. Rezultaty przedstawione w tabelach 19-21 wskazujg, ze
wyzszg poprawnos$é klasyfikacji, niezaleznie od wykorzystanego zbioru uczacego, uzyskuja
modele neuronowe, przy czym rdznica pomiedzy najlepszg siecia neuronoway a
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najlepszymi algorytmami programu WEKA, oceniana testem McNemara, nie byta istotna
statystycznie.

Ztozonos¢ obliczeniowa jest funkcjg nie tylko liczebnosci zbioru, ale réwniez
rozmiaru wektora uczgcego co oznacza, ze czas komputera niezbedny do wygenerowania
modelu rosnie wraz z rozszerzaniem opisu prezentowanych przyktadéw. Ponadto
zdolnosci  dyskryminacyjne nie ulegly poprawie w konsekwencji zastosowania
poszerzonego opisu struktury chemicznej czasteczek znajdujgcych sie w zbiorze
treningowym, o czym $wiadczg wyniki testowania modeli w procedurze 10-CV (tabele 19-
21). Z tego wzgledu do dalszych eksperymentéw wybrano modele uczone na zbiorach

opisanych za pomocg 38 deskryptorow.

b. walidacja zewnetrzna modeli

W celu dodatkowej weryfikacji zdolnosci generalizacyjnych najlepszych modeli

przeprowadzono testowanie na zewnetrznym zbiorze testowym, ktdrego wyniki

przedstawiono w tabeli 22.

Tabela 22. Wyniki testowania wybranych modeli na zewnetrznym zbiorze testowym.

Architektura iteracie ~ AG%(*)  SE sp PPV NPV |

15_7_5_fsr_38in_HERG_EM_bin_rand_scale 50 000 89 0.97 0.81 0.85 0.95
(49/55)

15 7 5 tanh_38in_HERG_EM_bin_rand_scale 1 000 000 (4:/755) 0.93 0.81 0.84 0.91

RandomForest_110_KO_S1 38in_HERG_EM_bin_orig (4:/755) 0.90 0.85 0.87 0.88

3 2 tanh_38in_HERG_EM_bin_orig_scale 1000 000 86 0.90 0.81 0.84 0.88
(47/55)

NaiveBayes_K_38in_HERG_EM_bin_orig (478/6;5) 0.93 0.77 0.82 0.91

5 3 2 tanh_38in_HERG_EM_bin_rand_scale 500 000 82 0.86 0.77 0.81 0.83
(45/55)

15_7_5_tanh_38in_HERG_EM_bin_orig_scale 100 000 (417/555) 0.79 0.69 0.74 0.75

5_3_tanh_38in_HERG_EM_bin_orig_scale 1500 000 (397/155) 0.66 0.77 0.76 0.67

. . . 53

5_3_2 sigma_38in_HERG_EM_bin_rand 200 000 (29/55) 1.00 0.00 0.53 -

. . . . 53
15_7_5_sigma_38in_HERG_EM_bin_orig 200 000 (29/55) 1.00 0.00 0.53 -
3 2 sigma_38in_HERG_EM_bin_orig 300 000 (2;/355) 1.00 0.00 0.53 -
3_2 tanh_38in_HERG_EM_bin_orig 100 000 (295/355) 1.00 0.00 0.53 -

(*) - w nawiasach podano liczbe poprawnie sklasyfikowanych rekordéw w stosunku do liczebnosci

zbioru testowego
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Cztery najwyzej sklasyfikowane na podstawie wynikéw testowania w procedurze
10-CV architektury wykazywaty satysfakcjonujgcg zdolnosé dyskryminacji takze podczas
testowania z wykorzystaniem zbioru zewnetrznego. Réwniez dwa algorytmy programu
WEKA, o najlepszych zdolnosciach klasyfikacyjnych, osiggnety zadowalajgce wyniki
testowania na zbiorze zewnetrznym.

c. komitety ekspertow

W celu dalszej poprawy jakosci modelu zaprojektowano 3 komitety ekspertéw, w
ktorych zastosowano przetwarzanie wyjs¢ sieci uczonych na danych oryginalnych
polegajgce na ich usrednianiu. Komitety ekspertow tworzone byty z wykorzystaniem sieci
neuronowych uczonych w oparciu o 38-elementowy zestaw deskryptorow
charakteryzujgcych poszczegdlne rekordy. Pierwszy komitet ekspertow (A) ztozony byt z 6
sieci, ktore uzyskaty najlepsze wyniki w procedurze 10-krotnego wzajemnego
sprawdzania. Jako kryterium przyjeto wartos$¢ btedu generalizacji na poziomie nizszym od
22% (Tabela 19). Drugi komitet utworzyty algorytmy, ktére uzyskaty najlepsze wyniki dla
zewnetrznego zbioru testowego (btad generalizacji <15%; Tabela 22). W jego sktad weszty
modele utworzone w oparciu o sieci neuronowe oraz las losowy i naiwny algorytm
Bayesa. Trzeci komitet (C) zostat zbudowany w oparciu o najlepszy (najwyzsza wartosé
AG% w procedurze 10-CV) z algorytmow testowanych w programie WEKA oraz 5 sieci
neuronowych. Procedura wyboru sieci obejmowata:

- wybodr 10 sieci o najlepszej zdolnosci identyfikacji substancji potencjalnie
bezpiecznych,

- wybodr 10 sieci o najlepszej zdolnosci identyfikacji substancji potencjalnie
niebezpiecznych,

- wybor najlepszych sieci wg kryterium btedu generalizacji (prég odciecia = 75%
poprawnej klasyfikacji).

W sktadzie tego komitetu ostatecznie znalazty sie sieci zebrane w tabeli 23:

Tabela 23. Wyniki testowania (procedura 10-CV) algorytmdéw wybranych do utworzenia komitetu
ekspertow C.

Architektura iteracje AG SE SP PPV NPV
5_3_fsr_38in_HERG_EM_bin _rand_scale 50000 76.44 0.73 0.81 0.81 0.73
5_3_fsr_38in_HERG_EM_bin _rand 10000 75.87 0.89 0.62 0.72 0.83
7_5_3_fsr_38in_HERG_EM_bin _rand_scale 1500000 75.68 0.71 0.81 0.81 0.71
20_lin_fuzzy_38in_HERG_EM_bin _rand 200000 75.68 0.92 0.58 0.71 0.86
3_2_fsr_38in_HERG_EM_bin _rand_scale 2000000 74.66 0.69 0.81 0.80 0.70
E:r:\irédomForest_l10_KO_Sl_38|n_HERG_EM_bln_ 7506 074 0.79 0.79 0.73

Tabela 24 prezentuje wyniki testowania przygotowanych komitetow ekspertow w
procedurze 10-CV. Najlepszg zdolnos¢ dyskryminacji substancji blokujgcych kanat hERG i
nieposiadajacych takiego potencjatu wykazywat komitet C. Btad generalizacji komitetu C
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jest rowniez mniejszy niz najlepszej pojedynczej sieci
15_7_5_tanh_38in_HERG_EM_bin_rand_scale (Tabela 19). Zastosowanie komitetu
ekspertéw wptyneto na zwiekszenie liczby substancji poprawnie sklasyfikowanych,
poprawie ulegta takze specyficzno$¢ modelu oraz wartosci predyktywne dodatnia i
ujemna, pogorszyta sie natomiast czutos¢ modelu. Rdznica poprawnosci klasyfikacji
komitetu C i pozostatych komitetow a takze najlepszej pojedynczej sieci neuronowej byta
statystycznie istotna (test McNemara).

Tabela 24. Wyniki testowania komitetow ekspertow - procedura 10-CV.

Liczba modutow AG% SE SP PPV NPV
Komitet A 6 80% 0.82 0.78 0.80 0.79
Komitet B 5 79% 0.82 0.76 0.80 0.79
Komitet C 6 82% 0.82 0.82 0.83 0.81

Wyniki testowania wybranego komitetu ekspertéw na zbiorze zewnetrznym,
przeprowadzonego w celu dodatkowej weryfikacji jego zdolnosci generalizacyjnych,
przedstawiono w tabeli 25.

Tabela 25. Wyniki testowania komitetu ekspertdw C na zewnetrznym zbiorze testowym.
Liczba modutéw AG%(*) SE SP PPV NPV

Komitet C 6 87% (48/55) 0.97 0.77 0.82 0.95
(*) - w nawiasie podano liczbe poprawnie sklasyfikowanych rekordéw w stosunku do liczebnosci

zbioru testowego

Ogdlna efektywnosc¢ klasyfikacji modelu podczas testowania na zewnetrznym
zbiorze danych byta wyzsza niz w procedurze 10-CV. Zmniejszyta sie specyficznos¢ i
warto$é predyktywna dodatnia, rdwnoczesnie jednak poprawie ulegta czuto$é modelu
oraz wartos¢ predyktywna ujemna generowanych przez niego wynikdéw.

Celem pracy byto przygotowanie modelu dziatania proarytmicznego potencjalnych
substancji leczniczych, ktorego zadaniem bedzie klasyfikacja czasteczek jako bezpieczne
(nie blokujgce kanatu potasowego hERG) lub niebezpieczne, a wiec majgce potencjat
hamowania pradu potasowego Iy, a w konsekwencji wydtuzania odstepu QT w zapisie
EKG i tworzenia warunkéw sprzyjajgcych zagrazajgcej zyciu arytmii torsade de pointes.
Zadowalajgce wyniki komitetu ekspertéw C zaréwno w procedurze 10-krotnego
wzajemnego sprawdzania jak i podczas weryfikacji za pomocg zewnetrznego zbioru
danych zdecydowaty, 7e bedzie on stanowit baze tworzonego modelu. Rycina 30
przedstawia strukture i dziatanie ostatecznego modelu dziatania proarytmicznego.
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dane sieci interpreter decyzja

38in_HERG_EM
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_rand_scale o

i RGN
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i
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Rycina 30. Budowa i dziatanie ostatecznego modelu (komitet ekspertow C).
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V.

1.

PODSUMOWANIE WYNIKOW | DYSKUSJA
BAZA DANYCH

Rezultatem pierwszego etapu pracy byto stworzenie zbioru eksperymentalnych
wartosci 1Cso dla kanatu potasowego hERG wraz z podstawowymi informacjami o
czynnikach, ktére moga wptywaé na wyniki oznaczen. Przygotowana baza danych
zawierata 599 rekordow opisujgcych 236 substancji, dla ktérych oznaczenia wartosci
stezenia ICso wykonane zostaty z wykorzystaniem komérek XO, CHO lub HEK.

Przedstawiona w pracy baza danych powstata w oparciu o dane literaturowe
pochodzace z artykutéw naukowych dostepnych autorowi. Nalezy zatozyé, ze czasopisma
prenumerowane przez Biblioteke Medyczng Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego oraz dostepne bezptatnie za posrednictwem sieci Internet (OpenAccess)
nie obejmujg wszystkich mozliwych publikacji dotyczgcych badan substancji w kierunku
blokowania kanatow potasowych hERG. Niemnie] jednak, liczba rekordow oraz substancji
uwzglednionych w zbiorze danych jest istotnie wyzsza niz w wielu zbiorach informacji
stanowigcych podstawe modeli (opartych na publicznie dostepnych informacjach)
opisywanych w literaturze (Tabela 26; [33,43,62,72,73,258,401]). Wiekszg liczebnos¢ w
stosunku do przygotowanej bazy majg zbiory danych generowane i uzywane przez firmy
farmaceutyczne [113,283,305], jednak nie sg one udostepniane w publikacjach
przedstawiajacych zbudowane na ich podstawie modele. Zakres aktywnosci biologicznej
zgromadzonych zwigzkéw reprezentowany w zbiorze danych jest szeroki (od 10 do 10*
UM). Mozna wiec przyjac zatozenie, ze zgromadzona baza danych jest reprezentatywna
probg wszystkich przeprowadzanych i publikowanych wynikow doswiadczen dotyczacych
badan potencjatu blokowania hERG.

Kolejng kwestia mogaca limitowac przydatnos¢ bazy danych jest ocena jakosci i
wiarygodnosci  opisywanych ~w  pozyskanych  publikacjach  wynikow  badan
eksperymentalnych. Artykuty naukowe bedace zZrodtem informacji pochodzg z
recenzowanych czasopism (rozdziat IX. PiSmiennictwo). Dodatkowo weryfikowano
zgodnos¢ danych opisywanych w tekscie z danymi przedstawianymi w sposoéb graficzny, a
wszelkie ewentualne watpliwosci wyjasniano z autorami. Dane niepewne nie byly
wtaczane do zbioru. Taki sposéb postepowania wydaje sie ogranicza¢ postawiony
problem do minimum.

Liczba zgromadzonych rekordéw danych, ich jakos¢ oraz uwzgledniony zakres
przestrzeni chemicznej jest wystarczajgca do zastosowania ich jako zbioru uczacego
podczas budowy modeli predykcyjnych dla dziatania proarytmicznego potencjalnych substancji
leczniczych. Obecnosé porownywalnej liczby informacji o substancjach silnie blokujgcych
kanat potasowy jak i o stabym powinowactwie do kanatu réwniez jest korzystna z punktu
widzenia procesu tworzenia modelu, ktérego zadaniem jest klasyfikacja. Charakter
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informacji zawartych w bazie danych daje réwniez mozliwos¢ budowy modeli
przewidujgcych wartosci o charakterze ciggtym (ICso). Pozwoli to na tworzenie rankingu
czasteczek wedtug potencjatu blokowania kanatu hERG i wybdr najlepszych struktur do
kolejnych faz badan.

Opracowana baza danych wraz z metodyka jej budowy zostata opublikowana w
czasopismie Journal of Applied Toxicology [266]. Jej na biezgco aktualizowana wersja jest
dostepna w portalu tox-portal.net, dzieki czemu jest wykorzystywana przez jej
uzytkownikéw, m.in. toksykologdéw oraz specjalistow rozwoju leku zajmujacych sie oceng
ryzyka substancji leczniczych.
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2. WSPOLCZYNNIKI EKSTRAPOLACII

Podczas analizy zgromadzonego zbioru danych zwrdécono uwage na duze
zréznicowanie wartosci  ICsg  warunkowane zastosowaniem okreslonego modelu
komérkowego oraz innych warunkéw doswiadczalnych. Implikuje to koniecznos$é
uwzglednienia réoznorodnych czynnikow podczas budowy modeli, a takze skfania do
poszukiwan mozliwosci standaryzacji tego rodzaju danych. Konstrukcja wydajnego,
wysokiej jakosci modelu matematycznego o pozadanych witasciwosciach predykcyjnych i
zdolnosci ekstrapolacji w znaczacym stopniu zalezy od spdjnosci i jednorodnosci danych
wejsciowych [160]. Z tego wzgledu zostaty opracowane i zastosowane wspoétczynniki
ekstrapolacji pozwalajgce na ujednolicenie zgromadzonych wynikow badan
doswiadczalnych oraz umozliwiajgce bezposrednie poréwnanie danych o rodinej
charakterystyce, a takze wiarygodng ekstrapolacje wynikéw pozwalajagcg na
whnioskowanie o efektach in vivo.

Opracowanie wspoéfczynnikdw ekstrapolacji na podstawie ograniczonego zbioru
danych, a takze nie rozpatrywanie zréznicowania innych, poza modelem i temperaturg,
warunkéw doswiadczen laboratoryjnych moze skutkowaé brakiem dokfadnosci ich
oszacowania. Nalezy jednak zwréci¢ uwage na brak jakichkolwiek unormowan w zakresie
standardow prowadzenia eksperymentdéw, a takze prezentacji wynikow jednostkom
oceniajagcym bezpieczenstwo potencjalnych lekow. Uwzgledniajgc ten fakt, oraz
przedstawione wyniki walidacji proponowanych wspotczynnikdéw ekstrapolacji Swiadczgce
o ich dobrej wartosci predykcyjnej, mozna stwierdzié, iz ich zastosowanie podczas oceny
potencjatu proarytmicznego potencjalnych lekéw jest uzasadnione. Zaproponowane
wspotczynniki moga by¢ przydatnym narzedziem wspomagajgcym ocene ryzyka dziatania
kardiotoksycznego na podstawie wartosci ICsp uzyskanych z zastosowaniem réznych
systemow in vitro. O ich uzytecznosci Swiadczg wyniki przedstawione na rycinach 26i 27,
zwtaszcza jesli uwzgledniony zostanie fakt, ze w zbiorze danych znajdowaty sie réwniez
czgsteczki problematyczne. Wykorzystanie wspodtczynnikdw w procesie wstepnej oceny
toksycznosci potencjalnych lekédw oferuje mozliwos¢ wiekszej elastycznosci w doborze
modelu do doswiadczen elektrofizjologicznych, zgodnie z preferencjami badacza, a takze
na ich przeprowadzenie w dogodniejszej, pokojowej temperaturze. Ponadto wydaje sie,
Ze ocena potencjalnego dziatania niepozgdanego w warunkach klinicznych na podstawie
interakcji lek-kanat hERG jest obcigzona mniejszym btedem, jesli znana jest wartos¢ ICsq
wyznaczona z wykorzystaniem komérek HEK w temperaturze fizjologicznej. Ocena
wzglednego potencjatu proarytmicznego dwéch roznych zwigzkéw, bedzie réwniez
bardziej wiarygodna, a ryzyko wyciggniecia btednych wnioskédw mniejsze jesli
porownywane bedg wartosci ICsg otrzymane w jednakowych warunkach [384].
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3. MODELE
3.1. Analiza wrazliwosciowa

Analiza wrazliwosciowa - procedura matematyczna pozwalajgca wyznaczy¢ wptyw
danych wejsciowych sieci na podawang wartos¢ wyjsciowa, jest jednym z narzedzi
pozwalajgcych zredukowaé¢ rozmiar wektora wejsciowego. Zmniejszenie stopnia
komplikacji sieci poprzez wybér zmiennych kluczowych i ograniczenie liczby deskryptorow
powinno poprawic zdolnosci generalizacyjne [253].

Pierwotnie modele dziatania proarytmicznego zbudowane zostaty w oparciu o
zbiér danych opisanych za pomocg 108 zmiennych niezaleznych. Wyniki analizy
wrazliwosciowe] pozwolity na ograniczenie pierwotnego wektora wejsciowego do 38, 21
oraz 12 sktadowych (Rycina 29, Tabela 18).

Rezultaty testowania sieci neuronowych, trenowanych z wykorzystaniem
przygotowanych zgodnie z wynikami tej analizy zbioréw uczacych, w procedurze 10-
krotnego wzajemnego sprawdzania wykazaty najwyzszg uzyteczno$¢ 38-elementowego
opisu przyktadéw uczacych. Wybrane deskryptory (Tabela 18) mozina okresli¢ jako
zmienne kluczowe. W zbiorze deskryptoréw wskazanych w procesie analizy wrazliwosci
znalazty sie zaréwno elementy opisujgce warunki doswiadczen laboratoryjnych, jak i
wtasciwosci fizyko-chemiczne oraz przestrzenne czasteczek wskazywane w literaturze
jako istotne dla wigzania molekut substancji z kanatem potasowym hERG [m.in.
11,12,43,238]. Obecnos¢ parametrow opisujgcych warunki doswiadczalne potwierdza
kluczowg role ich doboru dla otrzymywanych wynikow pomiaru stezenia ICso, a ich
uwzglednienie wsréd parametrow modelu pozwala na przeprowadzanie wirtualnych
eksperymentédw w konfiguracji dowolnie zdefiniowanej przez uzytkownika.

Deskryptory wtasciwosci czasteczek wybrane w procesie analizy wrazliwosciowej
pozostajg w zgodnosSci z wynikami badan strukturalnych kanatu hERG (m.in.
ukierunkowana mutageneza, skaning alaninowy, modelowanie struktur biatkowych,
dokowanie) oraz dostepnymi modelami farmakoforowymi. Badania te wskazujg na
kluczowa role fragmentédw niosgcych tadunki dodatnie oraz wifasciwosci hydrofobowe
[m.in.  252,261,336]. Ze 108 deskryptoréw witasciwosci fizyko-chemicznych
wygenerowanych przy pomocy pakietu Marvin (program Cxcalc), 30 wskazanych zostato
jako zmienne kluczowe dla poprawnej dyskryminacji substancji. Wsrdd nich znalazty sie
m.in. deskryptory opisujgce wiasciwosci hyrdofobowe (logP, ASA_H), zwigzane z
wielkoscig i ksztattem czasteczki (Maximal i minimal projection area/radius,
Smallest/largest ring size, Rotatable bond count, ) czy tadunkiem (ayy).

Wyniki testowania modeli uzyskanych w oparciu o zredukowany wektor wejs¢
(liczba sktadowych wektora wejsciowego - 38) wskazujg takze na zasadnos¢ wstepnego
przetwarzania danych z wykorzystaniem procesu analizy wrazliwosciowej. Zdolnosci
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generalizacyjne zredukowanych sieci poprawity sie w porownaniu z sieciami uczonymi
przy zastosowaniu danych z petnowymiarowym wektorem wejs¢, jednoczesnie mozliwe
byto znaczne uproszczenie architektury. Ograniczono wiec jeden z elementow
wptywajgcych na ztozonos$¢ obliczeniowg problemu. Pomimo istotnego zredukowania
liczby wejs¢ zdolnosci klasyfikacyjne modelu nie ulegty pogorszeniu, sieci nadal potrafity
efektywnie roéinicowa¢ przedstawiane przyktady. Nadmierne ograniczenie opisu
przyktadéw moze spowodowaé, ze usuniete zostang informacje umozliwiajgce
skonstuowanie wydajnego modelu. Weryfikacja modeli uzyskanych w oparciu o
zredukowany wektor wejs¢ z zastosowaniem zewnetrznego zbioru danych pozwolita
stwierdzié¢, ze zastosowany opis (38 parametrow) jest wystarczajgcy, potwierdzono zatem
zasadnos$¢ zmniejszenia wymiarowosci wektora wejsé [253].

3.2. Modelowanie
3.2.1. Odciski czasteczek

Binarne odciski czasteczek (ang. fingerprints) sg wykorzystywane jako element
narzedzi oceny podobienstwa struktur chemicznych, stagd podjeto préby oceny
przydatnosci dodatkowego opisu substancji dla problemu klasteryzacji. W przypadku
drzew decyzyjnych i sieci Bayesa wykazano brak istotnej zaleznosci pomiedzy zdolnoscig
generalizacji algorytmow uczonych z zastosowaniem zbiorédw treningowych opisanych
wektorem wejs¢ wytonionych w trakcie analizy wrazliwosciowej, a tych opisanych
dodatkowo za pomocg odciskdw czgsteczkowych. Dla sieci neuronowych natomiast
sprawnos¢ klasyfikacji malata wraz z rozbudowg opisu rekordéw uczacych. Obserwowana
zaleznos¢ moze by¢ wynikiem niedostatecznej pojemnosci sieci neuronowych w stosunku
do rozmiaru wektora wejs¢. Brak narzuconej a priori ztozonosci drzew decyzyjnych i
algorytmoéw bayesowskich ogranicza wptyw ilosci deskryptoréw na zdolno$¢ generalizacji.
Jednak brak istotnej poprawy zdolnosci generalizacyjnych po rozbudowie opisu zbioru
treningowego moze sugerowac, ze charakteryzacja rekordéw za pomocg 30 deskryptoréw
struktury jest wystarczajgca. Sugeruje to takze, ze uzyskanie dalszej poprawy zdolnosci
generalizacyjnych modelu jest mozliwe poprzez rozbudowanie zbioru przyktadow
(zwiekszenie liczebnosci zbioru treningowego), a nie w wyniku rozszerzania opisu
struktury chemicznej czasteczek. Dodatkowo zwiekszenie wymiarowosci wektora
wejsciowego wptywa na wzrost ztozonosci obliczeniowej procesu trenowania i testowania
algorytmow budowanych na jego podstawie. Nieuzasadnione jest wiec wykorzystanie
zbioru 58in oraz 1062in do budowy ostatecznego modelu.

3.2.2. Algorytmy

W wyniku uczenia i testowania prawie 700 réznych architektur sieci neuronowych
oraz ponad 100 konfiguracji algorytmoéw dostepnych w programie WEKA trenowanych na
zbiorze 38in_HERG_EM_bin otrzymano zestaw parametréw charakteryzujgcych
poszczegdlne modele pod wzgledem ich zdolnosci generalizacji (Tabela 19). Poszukiwanie
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optymalnej architektury/algorytmu polegato na poréwnaniu efektywnosci generalizacji
réznych architektur i algorytmow (liczba rekordéw zbioru testowego sklasyfikowanych
poprawnie - AG) w procedurze 10-krotnego wzajemnego sprawdzania.

Optymalna sie¢ neuronowa znaleziona w toku eksperymentéw numerycznych,
posiadata trojwarstwowq architekture 15 7 5 tanh. Poprawnos¢ klasyfikacji tej sieci
wynosita 79%. Najlepszym z algorytmow programu WEKA (poprawnos¢ klasyfikacji
AG=76%) okazat sie RandomForest_I10_KO_S1, las losowy zbudowany z 10 drzew z
losowo wybieranymi 6 deskryptorami w kazdym weizle. Liczba podziatow drzewa nie byta
limitowana, co pozwolifo na elastyczng rozbudowe drzewa stosownie do zbioru
przyktadow uczacych. Wartos¢ ziarna (ang. seed) dla generatora liczb pseudolosowych
algorytmu wynosita 1.

Testowanie na zewnetrznym zbiorze danych, nie wykorzystanych w procesie
trenowania sieci, wykonano w celu dodatkowej weryfikacji zdolnosci generalizacyjnych
najlepszych modeli. Sze$¢ sposrdd dziesieciu sieci neuronowych, ktore uzyskaty najlepsze
wyniki w procedurze 10-CV wykazywato zadowalajgce zdolnosci klasyfikacyjne réwniez w
przypadku testowania na zbiorze zewnetrznym. Cztery sieci nie potrafity uogdlnic
zgromadzonej wiedzy na nowe przyktady. Sieci te nauczyty sie odwzorowywaé zbiér
treningowy, jednak wygenerowana architektura nie pozwala na ekstrapolacje
zgromadzonej wiedzy poza ten zbidér, czego dowodem s3 jednakowe odpowiedzi w
przypadku wszystkich rekordéow zewnetrznego zbioru testowego. Moze to by¢ efektem
zbyt matej liczby iteracji i niedostatecznej liczby prezentacji zbioru uczgcego, ktéra nie
pozwala na wytworzenie ogdlnych regut.

3.2.3. Komitety ekspertéow

W celu dalszej poprawy jakosci modelu neuronowego zaprojektowano i
przetestowano trzy komitety ekspertéw. Najwyiszym odsetkiem poprawnie
sklasyfikowanych substancji blokujgcych kanat hERG i nieposiadajgcych takiego potencjatu
charakteryzowat sie komitet C. Wytypowany komitet ekspertow zostat utworzony w
oparciu o dwie sieci najlepiej przewidujgce substancje niebezpieczne, trzy o najwyzszym
odsetku poprawnie przewidzianych substancji bezpiecznych oraz najlepszy algorytm
uzyskany przy wykorzystaniu programu WEKA (las losowy). Wynik testowania komitetu C
(Tabela 24) potwierdza przyjete zatozenie o korzystnym wplywie taczenia rézinych
algorytmow i sieci neuronowych o odmiennej strukturze na doktadnos¢ klasyfikacji w
wyniku wzajemnego uzupetfniania sie poszczegdlnych modutéw komitetu. Btad
generalizacji komitetu C jest rowniez mniejszy niz najlepszej pojedynczej sieci
15_7_5_tanh_38in_HERG_EM_bin_rand_scale (Tabela 19).

Ogodlna efektywnos¢ klasyfikacji tego modelu podczas testowania na zewnetrznym
zbiorze danych byta wyzsza niz w procedurze 10-CV. Zmniejszyta sie specyficznos¢ i
wartos¢ predyktywna dodatnia, rownoczesnie jednak poprawie ulegta czutos¢ modelu
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oraz wartos¢ predyktywna ujemna generowanych przez niego wynikow. Z punktu
widzenia zadanej funkcji projektowanego systemu korzystne jest, aby model generowat
jak najmniej odpowiedzi fatszywie negatywnych (mozliwie najwyzsza wartos¢ NPV), tak
aby prawdopodobienstwo, ze substancja niebezpieczna zostanie wytypowana do dalszych
etapow badan byto jak najmniejsze.

Opisany komitet ekspertéw zostat wybrany jako podstawa projektowanego
modelu predykcyjnego, ktérego zadaniem jest skrining oraz klasyfikacja potencjalnych
substancji leczniczych na bezpieczne lub blokujgce kanat hERG we wczesnych etapach
badan nad lekiem.

Modelowanie 2D-QSAR uznawane jest za uzasadniong i racjonalng metode
tworzenia predykcyjnych narzedzi skriningowych wspomagajgcych ocene toksycznosci
leku zwigzang z blokowaniem kanatu hERG [90,113,172,283,345].

Do konstrukcji systemow klasyfikacyjnych stosuje sie réznorodne techniki m.in.
metody regresyjne PLS [106,113,172], HQSAR [43,172], sztuczne sieci neuronowe (ANN)
[250,283,399], algorytmy ewolucyjne [16], metody wektorow nosnych (SVM)
[149,208,359,399], metode k-najblizszych sgsiadow (kNN) [383,399], klasyfikatory Bayesa
[333,345,346], metody podziatéw rekursywnych (drzewa klasyfikacyjne i regresyjne)
[76,115,399], samoorganizujgce sie mapy (SOM) [90,283].

W ostatnich latach zaproponowanych zostato kilka modeli komputerowych
prognozujgcych potencjat blokowania kanatu potasowego hERG. Wiekszos¢ z nich bazuje
na strukturach znanych ligandow (ang. ligandbased approach) — modele farmakoforowe.
Bazy danych eksperymentalnych wykorzystanych do budowy modeli zwykle zawierajg
substancje podobne do siebie, nalezgce do jednej grupy terapeutycznej, ponadto liczba
czasteczek w zbiorze uczacym i testowym przewaznie jest niewielka. Ogranicza to
mozliwos¢ ich zastosowania dla zbioréw zawierajgcych substancje rdéznorodne
strukturalnie. Cavalli [33] zaproponowat 4-elementowy model farmakoforowy (zasadowy
atom azotu otoczony 3 strukturami aromatycznymi) w oparciu o strukture 31 lekdw
powodujgcych przedtuzenie odstepu QT. Model, testowany na 6 kolejnych lekach,
wykazywat zadowalajgcg poprawnosc predykcji. Przedstawiony przez Ekinsa [91] model
wygenerowano z wykorzystaniem 15 struktur zawierajacych 4 fragmenty hydrofobowe i
jeden z pozytywnym tadunkiem elektrycznym. Walidacje przeprowadzono na
czgsteczkach w wiekszosci stosowanych jako leki antypsychotyczne. Podobnie model 3D-
QSAR Pearlsteina [258] z wykorzystaniem analizy poréwnawczej (COMSIiA — comparative
molecular similarity analysis) zawierat 22 analogi sertindolu oraz 10 inhibitoréw hERG o
innej strukturze. Z kolei Roche [283] opisuje zastosowanie réznorodnych technik do
modelowania wtasciwosci blokowania kanatu hERG dla 472 substancji. Najlepszy model
wykorzystujgcy sieci neuronowe poprawnie klasyfikowat 76% rekordow 95-
elementowego zbioru testowego. Korzystajac z danych zgromadzonych przez Roche oraz
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listy Fenichela, Keseru z wspodtpracownikami [172] opracowali klasyczne oraz
holograficzne modele QSAR (HQSAR), ktére walidowano za pomocg trzech zbiorow
danych. Modele te charakteryzuja sie dobra zdolnoscig predykcyjng, zaréwno dla ICsq jak i
probleméw klasyfikacyjnych. W Tabeli 26 zamieszczono przeglad opisanych powyzej i
innych opublikowanych modeli klasyfikacyjnych oraz poréwnanie z modelem
zaproponowanym w nhiniejszej pracy.

Tabela 26. Charakterystyka opublikowanych modeli klasyfikacyjnych blokowania kanatu hERG (opracowane
na podstawie [345]).

‘ zbidr uczacy zbiodr testowy
Prég dyskry- Metoda
Metod . o D o
1004 minacji liczebnos¢  AG% walidacji  liczebnos¢  AG%
wew.
filtr
podoblgnstwa 50-CV
Aronov topologicznego 40 uM 414 82 (80/20) - -
[11] 2D +3D
farmakofor
Bains algorytmy 10-CvV
[16] ewolucyjne 1M 100 88 (90/10) 24 85-90
10-CV
77
1
SVM 83 (90/10) - -
69 5-CV
(80/20)
10-CV
78
UFS-SVM 83 (90/10) - -
74 5-CV
Chekmarev <1l uM (80/20)
[38] >10 uM 10-CV
8 (90/10)
kNN (k=7) 83 - -
66 5-CV
(80/20)
10-CV
69
90/10
kNN (k=3) 83 (90/10) - -
67 5-CV
(80/20)
5-CV
1um 160 96-98 (80/20) 43 74-81
<1luM
'[37';';’:: DT (1-10 uM) 203 8690 85(;/C2V0) - -
>10 uM
<1 uM 5-CVv
510 uM 100 96-97 (80/20) 55 93-96
Ekins . <1 uM
[90] SOM i SNM 510 uM 95 83-86 35 81-95
Fioravanzo 5 modeli QSAR 86A
[106] (PLS) 10uM 29 100 38 82
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NA
5 modeli QSAR
(PLS) + PASS 10 uM - - 38 87
+QikProp
flel';': DT Tr:lF: 246 92-93 75 76-80
Ivanciuc TdP+ 10-CV
[146] AIRS TdP- 349 86 (90/10) i i
10-CV
997 85 (90/10) 66 94
Jia 5-CV
[149]** SVM 30 uM 997 86 (80/20)
2-CV
997 74 (50/50)
83A
1uM 55 S7NA 13 85
‘ECG
Keseru changer’ w 83A
[172] QSAR (PLS) World Drug >3 87NA 82 81
Index (WDI)
‘APPROVED’ 83A
w WDI 55 S7NA 4043 18
y 495 74 LOO 66 72
SVM 40 pM
[208] H 495 74 1948 73
(Pubchem)
sieci Bayesa 46967 77 11996 82
O’Brein wypieranie
ANN dofetilidu 46967 77 85
250]** +/-
[250] ;‘:y”:;rmsN / 46967 77 10437 89
Roche <1 uM 10-CV
[283] ANN >10 M 244 93 (80/20) 95 77
naiwny
[3?;?** Klasyfikator 30 uM 1979 ggg 66 88
Bayesa )
223 78-81 LOO
1uM 64 91-94
H 223 84-85
Thai 223 78-82 LOO
SAR (B 10 uM 64 73-75
[346] QSAR (Bayes) K 223 80-83
<1uM 150 84-85 LOO
4 -
>10 uM 150 87 0 88-93
5-CV
285 64-82 (80/20) - -
Thai ANN 230 89-95 55 84-85
[347] 285 74 >-CV - -
(50/50)
143 94-98 142 72
Thai 194 72-89
SAR (B 1uM 49 78-92
[345] QSAR (Bayes) a 194 7186  LOO
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5-CV
194 77-88 (80/20) 49 67-85
243 - 58 93
194 78-88
194 76-86 LOO 49 61-90
10 um 5-CV
194 75-88 (80/20) 49 69-85
243 - 58 53
194 82-96 49 52-78
<1uM 5-CV
ANN 1-10 uMm 194 83-94 49 44-74
(80/20)
210 uM
243 - 58 95-100
10-CV 414
Tobita SVM 3 0 (90/10) Drugdex 82
[359] 10-CV
40 uM 73 95 (90/10) 13 85
5-CV
DT C4.5 67 (80/20) - -
5-CV
ANN 78 (80/20) - -
134 5-CV
RBF 3.16 uM 77 (80/20) - -
5-CV
LR 82 (80/20) - -
5-CV
SVM 85 - -
Wang (80/20)
[378] 5-CV
DT C4.5 77 (80/20) 47 72
5-CV
ANN 93 (80/20) 47 77
<1 uM 5-CVv
RBF >10 uM 91 81 (80/20) 47 81
5-CV
LR 95 (80/20) 47 77
5-CV
SVM 95 (80/20) 47 77
SVM 81 LOO 78 91
Yap ANN TdP+ 271 <81 LOO 78 78
[399] kNN TdP- <81 LOO 78 89
DT C4.5 <81 LOO 78 65
10-Cv*
MODEL I ANN 202 (494) 79 (~90/~10) 55 87
10-Cv*
MODELII RF 1uM 202 (494) 76 (~90/~10) 55 87
konsensus 10-Cv*
MODEL Il ANN+RE 202 (494) 82 (~90/~10) 55 87

** - dane firm farmaceutycznych — niedostepne publicznie
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10-CV* - procedura walidacji polegajgca na wytgczaniu 10% rekorddw zbioru treningowego z bardziej
rygorystycznymi kryteriami niz stosowane standardowo, losowanie przynaleznosci do zbioru
dotyczy struktur a nie pojedynczych rekordéw

A/NA - substancje aktywne/nieaktywne

AIRS - sztuczny system immunologiczny (ang. Artificial Imnmune Recognition System)

ANN - sztuczne sieci neuronowe (ang. Artificial Neural Network)

DT - drzewo decyzyjne (ang. Decision Tree)

LOO — procedura walidacji polegajgca na wytgczaniu pojedynczych rekordéw (ang. Leave-One-Out)
LR - regresja logistyczna (ang. Logistic Regresion)

n-CV - procedura walidacji polegajgca na wytaczaniu n% rekordow zbioru treningowego (ang. n-fold
Cross Validation)

RBF —sieci neuronowe o radialnych funkcjach bazowych (ang. Radial Basis Functions)
RF —las losowy (ang. Random Forest)

ROC - krzywa charakterystyki odbiorcy (and. Receiver Operating Characteristic)

SNM — mapy nieliniowe (ang. Sommon Nonlinear Mapping)

SOM - samoorganizujaca sie mapa (ang. Self-Organizing Map)

SVM — metody wektorow nosnych (ang. Support Vector Machine)

UFS-SVM — SVM z modyfikacja pozwalajacg na redukcje wymiarowosci problemu (unsupervised forward
selection)

Jakos¢ kazdego modelu uzalezniona jest w znacznym stopniu od danych
doswiadczalnych, przede wszystkim ich jakosci i rdéinorodnosci oraz technik
zastosowanych do jego utworzenia. Liczba rekorddw i substancji uwzgledniona w zbiorze
stanowigcym podstawe opracowanego modelu jest wyzsza niz w przypadku wiekszosci
modeli tworzonych w oparciu o publicznie dostepne dane dotyczace blokowania kanatu
potasowego hERG (Tabela 26). Podkresli¢ nalezy niezwykle restrykcyjne kryteria wtgczania
danych do zbioru uczacego i treningowego. W niektdrych opisywanych w literaturze
modelach spotyka sie przypadki wykorzystania wczesniej opublikowanych baz danych bez
krytycznej oceny zawartych w nich informacji. Ponadto klasyfikacja substancji wg
obranego progu dyskryminacji oparta jest na wartosciach ICsg wyznaczonych w
réznorodnych warunkach laboratoryjnych i na réznych komérkach, co moze prowadzi¢ do
btedéw w ocenie bezpieczeristwa testowanych czasteczek (rozdziat 111.2 — ,,Wspdtczynniki
ekstrapolacji, str. 86). Niekiedy takze do generowania opisywanych w publikacjach modeli
stosuje sie dane niereprezentatywne dla sytuacji wystepujgcych w warunkach
doswiadczalnych, czego przyktadem jest wykluczanie ze zbioru treningowego substancji,
dla ktdérych wartosci stezenia ICso mieszczg sie w granicach 1-10 uM.

Wykorzystany w niniejszej pracy zbior danych obejmuje szeroki zakres wartosci
stezen ICsp - 10 rzedow wielkosci (Rycina 31). Zastosowano takze opracowang i opisang
wczesniej metode standaryzacji wynikdw pochodzgcych z doswiadczen wykonanych w
roznych warunkach (rozdziat Il1.2 — ,Wspodtczynniki ekstrapolacji, str. 86).
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Rycina 31. Zakres wartosci ICsq wykorzystanych do wygenerowania modelu - zbidr uczgcy i testowy.

Ponadto zaréwno zbidr treningowy, jak i uzyty do zewnetrznej walidacji
zaproponowanego modelu zawierajg poréwnywalng liczbe substancji aktywnych i nie
(Rycina 32). Takie zbalansowanie rekorddw zbioru uczgcego pozwala na nauczenie
modelu rozpoznawania nie tylko cech warunkujgcych wigzanie z kanatem, ale takze tych,
ktdre ograniczajg tego rodzaju interakcje. Natomiast obecno$é zblizonej liczby substancji
obu kategorii w zbiorze testowym, pozwala wiarygodnie oceni¢ zdolnosci
dyskryminacyjne wygenerowanego modelu.

300
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Rycina 32. Poréwnanie liczebnosci klas zbioru uczacego i testowego.

Zbior uczacy zapewnia heterogenicznosé przyktadéw reprezentujgc jednoczesnie
przestrzen chemiczng obejmujacg swoim zakresem witasciwosci fizyko-chemiczne
charakteryzujace substancje lecznicze. Ryciny 33a-d przedstawiajg obszar przestrzeni
chemicznej uwzgledniony w danych uczacych i testowych wg czterech parametréw: masy
molowej (MW), wspodtczynnika podzialu olej/woda (logP), liczby donoréw (Hdon) i
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akceptoréw wigzan wodorowych (Hacc). Zgodnie z regutg pieciu Lipinskiego sg to
parametry, ktérych wartos$é pozwala oceniaé i wybierac czgsteczki do dalszych badan we
wczesnych fazach procesu rozwoju leku. Podobny rozktad tych wiasciwosci obserwowac
mozna w zewnetrznym zbiorze testowym, co Swiadczy o tym, ze jest on wystarczajgco
réoznorodny, aby zweryfikowa¢ wygenerowane modele.

Poprawnos$¢ dyskryminacji, oceniana na niezaleznym zbiorze testowym,
zaproponowanego w prezentowanej pracy modelu wyniosta 87%, co jest jednym z
najlepszych uzyskanych i opublikowanych dotychczas rezultatéw (Tabela 26). Potwierdza
to miedzy innymi odpowiednig jakos¢ i réznorodnos¢ zgromadzonej w trakcie pracy bazy
danych. Niemniej jednak proces gromadzenia danych dotyczgcych oceny potencjatu
blokowania kanatéw potasowych hERG jest kontynuowany i by¢é moze pozwoli na
aktualizacje, dalsza rozbudowe i poprawe zaproponowanego modelu.
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Rycina 38a-d. Wtasciwosci fizyko-chemiczne substancji zbioru uczacego i testowego.
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Ogdlna  poprawnos¢  klasyfikacji  utworzonego modelu oceniana w
zmodyfikowanym (wytaczanie 10% rekordéw wg struktury — rozdziat 111.3 ,,Modele”, str.
114) procesie 10-krotnego wzajemnego sprawdzania wyniosta 82%. Walidacja modelu za
pomocg zewnetrznego, niezaleznego zbioru danych potwierdzita dobre zdolnosci
dyskryminacyjne (87% poprawnie sklasyfikowanych rekordéw).

Wiekszos¢ opisywanych w literaturze naukowej modeli wykazuje akceptowanle
zdolnosci klasyfikacyjne dla silnych inhibitorow hERG (ICso <1 uM) oraz ze stabym
powinowactwem do kanatu (ICso>10 uM), nie sprawdza sie jednak w przypadku substancji
o umiarkowanym potencjale blokowania tego kanatu (ICso 1-10 uM) [38,76,90,345].
Analiza btednie zaklasyfikowanych przyktadéw ze zbioru uczgcego wykazata, ze jedna
trzecia z nich to substancje o wartosci ICsg z zakresu 1-10 pM. Mozna spodziewac sie, ze
prawdopodobienstwo btednej klasyfikacji jest najwieksze w przypadku czasteczek, dla
ktorych oceniana witasciwosc bliska jest wartosci progowej - ICso ~1 uM. Powszechnie
przyjmowane kryterium poprawnosci dziatania modelu zakfada, ze model jest poprawny,
jesli podawane przez niego wyniki nie rdoznig sie od rzeczywistych wiecej niz dwa rzedy
wielkosci [333,343]. Kryterium to uwzglednia btgd oznaczen eksperymentalnych. Sposrad
89 btednie sklasyfikowanych rekorddéw 47 dotyczyto substancji o zmierzonej wartosci ICsg
z przedziatu 0.1-1 (rdznica jednego rzedu wielkosci w stosunku do przyjetego progu
odciecia), a 72 z przedziatu 0.01-10 (réznica dwdch rzedéw wielkosci), w tym kontekscie
zdolnosci klasyfikacyjne modelu oceni¢ nalezy jako bardzo dobre. Podobnie, w zbiorze
testowym 4 z 7 nieprawidtowych decyzji dotyczyty substancji o ICso w przedziale 1-10 puM.
Najwieksza liczba bteddw w tym zakresie stezen moze takie sugerowac koniecznosé
zastosowania dodatkowych deskryptoréw, innych niz uwzglednione wtasciwosci fizyko-
chemicznych w celu zwiekszenia poprawnosci dyskryminacyjnych modelu dla stabych
blokeréw hERG.

Inng przyczyng btedow moze by¢é odmienna od reprezentowanej w zbiorze
uczgcym charakterystyka niektorych substancji. Masa molowa jednej z pozostatych
btednie sklasyfikowanych substancji wynosita 543, a wiec znajdowata sie w obszarze stabo
reprezentowanym w zbiorze uczacym.

Rycina 34 przedstawia przestrzen chemiczng zbioru uczacego i testowego wedfug
dwdch najwazniejszych (wskazanych w analizie wrazliwosciowej) deskryptoréw — ASA_P
(powierzchnia atoméw polarnych dostepna dla rozpuszczalnika) oraz maksymalnej
powierzchni projekcji konformeru. Niepoprawnie zaklasyfikowane substancje znajduja sie
na obrzezach reprezentowanej przez przyktady uczace przestrzeni cech, co moze
utrudnia¢ systemowi wtasciwg ocene. W rozdziale Ill.3 — ,Modele” (str. 114) zaznaczono,
ze na zewnetrzny zbior walidacyjny sktadaty sie zardwno przyktady opisujgce
doswiadczenia wykonane dla znanych systemowi substancji jednak przeprowadzone w
odmiennej konfiguracji (inne komorki i/lub warunki oznaczenia) oraz dotyczace nowych,
nieuwzglednionych w zbiorze uczgcym struktur.
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Rycina 34. Przestrzen chemiczna zbioru uczgcego i testowego wg dwdch najwazniejszych deskryptoréw —
poprawnos¢ klasyfikacji.

Analiza btednych decyzji modelu pod tym katem pokazuje, ze wszystkie dotyczyty
nieznanych systemowi struktur. Swiadczy to o bardzo dobrych zdolnosciach
generalizacyjnych modelu w zakresie warunkéw eksperymentalnych i stabszej zdolnosci
ekstrapolacji struktury chemicznej czgsteczek (Tabela 27). Nalezy zwrdci¢ uwage, ze szes¢
z siedmiu bfednych decyzji to wyniki faftszywie pozytywne, a wiec dotyczace
zaklasyfikowania substancji nieblokujgcej kanatu hERG jako niebezpiecznej. Z punktu
widzenia funkcji jakg spetnia¢ ma projektowany system jest to sytuacja korzystniejsza niz
decyzje fatszywie negatywne, poniewaz ryzyko pojawienia sie substancji blokujgcej kanat
potasowy w dalszych etapach badan jest niewielkie (wartos¢ predyktywna ujemna 0.93).
Minimalizacja tego ryzyka odbywa sie tu kosztem odrzucenia podczas skriningu
potencjalnie wartosciowych substancji. Jednak obserwowane wspdtczesnie zmiany
metodyki poszukiwania substancji aktywnych (m.in. metody chemii kombinatorycznej), a
takze waga potencjalnych efektow stosowania leku z potencjatem zaburzania pradu
potasowego w populacji czy starty finansowe zwigzane z odrzuceniem takiej substancji na
poznych etapach badan sprawiajg, ze poprawa wartosci NPV kosztem niestusznego
wyeliminowania substancji bezpiecznych jest uzasadniona i akceptowalna.
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Tabela 27. Wyniki testowania modelu na zewnetrznym zbiorze danych z podziatem wg wystepowania badz
braku struktury chemicznej w zbiorze uczgcym.

zbiér danych AG (*) SE SP PPV NPV
NOWE 77(23/30) 091 0.68 0.63 0.93
ZNANE 100 (25/25) 1.00 1.00 1.00 1.00

NOWE - nieznana struktura i warunki doswiadczenia

ZNANE - znana struktura i nieznane warunki doswiadczenia

(*) - w nawiasach podano liczbe poprawnie sklasyfikowanych rekordéw w stosunku do
liczebnosci poszczegdlnych zbioréw

Potwierdzony potencjat blokowania kanatu potasowego hERG rdéznorodnych
strukturalnie substancji, nalezacych do rdinych grup terapeutycznych, sugeruje, ze
problem ten moze ujawniaé sie na drodze kilku mechanizméw. Wieloczynnikowe podtoze
zjawiska inhibicji kanatu hERG sprawia, ze opracowanie globalnego modelu jest
problematyczne i stanowi duze wyzwanie. Jednak wykorzystanie modelowania QSAR
opartego na danych upraszcza nieco to zadanie poprzez mozliwos¢ opracowania
problemu bez koniecznosci odwotywania sie do szczegétdw mechanizmow lezgcych u jego
podstaw. Wykorzystywanie modeli in silico uzasadnia takze fakt, iz do tej pory struktura
krystalograficzna kanatu hERG nie zostata zdefiniowana. Zastosowanie technik
modelowania komputerowego w procesie badan i rozwoju leku oferuje mozliwosé
zbudowania wydajnych kosztowo narzedzi skriningu i identyfikacji potencjalnie
toksycznych substancji. W niniejszej pracy przedstawiono model efektywnie klasyfikujacy
substancje blokujgce szybka komponente opdznionego pradu potasowego w komdrkach
serca. Podstawe modelu stanowig deskryptory struktury chemicznej czgsteczek, ktore
mogg by¢ fatwo i szybko obliczone (w niektorych przypadkach takze wyznaczone
doswiadczalnie) zarowno dla rzeczywistych jak i wirtualnych bibliotek. Pozyskanie danych
koniecznych i wystarczajgcych do oceny potencjatu kardiotoksycznego badanych
substancji wymaga wiecej czasu oraz odpowiednich ilosci substancji, co znacznie
spowalnia proces badan i rozwoju. Modele realizowane w warunkach in silico, bazujgce
na danych jakosciowych wykazujg ponadto wiekszg tolerancje btedu laboratoryjnego
obenego w danych uczacych, a jakosciowy opis powinowactwa badanej substancji do
kanatu hERG, podobnie jak w przypadku wielu innych toksykologicznych punktow
koricowych, jest czesto wystarczajacy do podjecia stosownych decyzji we wczesnych
etapach badan. Uzyskane wyniki modelowania ilustruja mozliwosci zastosowania
zaproponowanego systemu do identyfikacji substancji niebezpiecznych i skriningu
ukierunkowanego na eliminacje potencjalnie problematycznych czgsteczek we wczesnych
fazach badan przed wdrozeniem skriningu in vitro. Nalezy jednak podkredli¢, ze
zaproponowany system predykcji, tak jak kazdy model, jest rozwigzaniem
suboptymalnym oraz zgodnie z zasadami modelowania powinien podlega¢ aktualizacji i
testowaniu na nowych danych. Ponadto cechg immanentng modeli wywodzacych sie z
klasycznych metod QSAR jest ograniczona mozliwo$¢ ekstrapolowania poza przestrzen
zbioru treningowego. Odnalezione przez model zaleznosci pomiedzy deskryptorami
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opisujgcymi  wiasciwosci fizyko-chemiczne oraz parametrami doswiadczen, a klasg
przypisywang badanej substancji (bezpieczna/blokujaca kanat hERG) s3 ztozone i nie
umozliwiajg przeprowadzenia wnioskowania na temat pozadanych lub niepozadanych
cech struktury czgsteczek. Wada ta jest jednak kompensowana przez fakt, ze do predykgji
model wymaga znajomosci jedynie struktur 2D i fatwych do obliczenia na ich podstawie
deskryptorow, a co za tym idzie mozliwe jest przetestowanie duzej liczby substancji w
krétkim czasie.

Podsumowujac, zdolnosci predykcyjne zbudowanego systemu wyrdzniajg sie
wsrod modeli do tej pory zaproponowanych w literaturze, mimo zastosowania
rygorystycznych metod testowania. Cechami wyrdzniajgcymi system predykcji potencjatu
kardiotoksycznego potencjalnych substancji leczniczych opisanego w pracy sg ponadto
réznorodnos¢ i liczba danych zastosowanych do jego budowy, wykorzystanie danych
wystandaryzowanych oraz dostepnos$é. Zaréwno baza danych, opracowane wspétczynniki
ekstrapolacji dla temperatury i modelu doswiadczalnego (HEK, CHO, XO) jak i ostateczny
model zostaty udostepnione publicznie za posrednictwem dedykowanego portalu tox-
portal.net, co pozwoli na ich ocene przez naukowcéw z innych osrodkow akademickich.
Opracowany model predykcyjny zostat takze wigczony do tworzonego w ramach
programu Lider systemu wczesnej oceny kardiotoksycznosci substancji chemicznych, w
oparciu o narzedzia modelowania matematycznego CompToxOne [140].
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WNIOSKI

Liczba rekordow oraz réinorodnos¢ danych, a takze zakres uwzglednionej
przestrzeni chemicznej w przygotowane] bazie danych pozwalajg na zbudowanie
wydajnych modeli predykcyjnych dziatania proarytmicznego projektowanych lekéw
zwigzanego z inhibicjg kanatu potasowego hERG.

Charakter informacji zgromadzonej w bazie danych umozliwia zaréwno tworzenie
modeli klasyfikacyjnych jak i rozbudowe zaproponowanego narzedzia w kierunku
predykcji wartosci ciggtych (ICsp).

Zrédtem informacji niezbednych w procesie tworzenia modeli inhibicji kanatu hERG
moze by¢ analiza danych literaturowych. W celu zapewnienia odpowiedniej jakosci i
efektywnosci modelu niezbedne jest jednak zastosowanie wstepnego przetwarzania
(m.in. standaryzacji danych).

Wyznaczone wspotczynniki ekstrapolacji pozwalajg na standaryzacje i w
konsekwencji wiarygodng ocene ryzyka opartg na danych pochodzgcych z réznych
zrodet lub otrzymanych w rdéinych warunkach. Dobra wartos¢ predykcyjna
opracowanych wspdtczynnikdéw ekstrapolacji potwierdza zasadno$é stosowania
takiej metody przetwarzania danych.

Zastosowana w pracy modyfikacja standardowej metody testowania sprawnosci
modelu pozwala wiarygodnie oceni¢ zdolnosci generalizacyjne modelu.

System modularny (tzw. komitet ekspertow) zbudowany z 5 sieci neuronowych oraz
lasu losowego nalezy uznac za optymalny model, dobrze realizujacy cel do jakiego
zostat zaprojektowany.

Opracowany model moze by¢ wykorzystany we wczesnych etapach badan nad
lekiem jako efektywne narzedzie wspomagajgce skrining  wifasciwosci
proarytmicznych projektowanych lekow.
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VI. STRESZCZENIE

Okreslenie mozliwosci dziatania proarytmicznego stanowi jeden z kluczowych
elementdw profilu bezpieczenstwa wymaganego przez agencje rejestrujgce i nadzorujace
bezpieczenstwo stosowania lekdéw. Niniejsza praca dotyczyta wykorzystania metod
modelowania komputerowego do opracowania narzedzia wspomagajacego i
uzupetniajgcego konwencjonalne metody oceny potencjatu arytmogennego substancji
chemicznych.

Zadaniem zaprojektowanego narzedzia jest skrining czgsteczek na wczesnych
etapach rozwoju leku poprzez klasyfikacje na potencjalnie arytmogenne i potencjalnie
bezpieczne. Podstawg przeprowadzanej klasyfikacji jest ocena mozliwosci blokowania
przez badang substancje kanatu potasowego hERG odpowiedzialnego za generowanie
pragdu jonowego bedgcego elementem kornicowe] fazy repolaryzacji komdrek miesnia
sercowego.

Pierwszy etap pracy obejmowat analize bibliograficzng dostepnych zrédet
literaturowych oraz zgromadzenie danych opisujgcych w sposéb ilosciowy zjawisko
blokowania kanatu. Wynikiem tego etapu jest stworzony zbidr eksperymentalnych
wartosci 1Csg (stezenie substancji wywotujgce 50% blok pradu jonowego) dla kanatu
potasowego hERG wraz z podstawowymi informacjami o czynnikach, ktore mogg wptywacd
na uzyskiwane wyniki oznaczen laboratoryjnych (warunki oznaczenia
elektrofizjologicznego). Dane pochodzg z recenzowanych artykutéw opublikowanych w
czasopismach naukowych i uzyskane zostaty w oparciu o standardowg, uznang za ztoty
standard technike patch clamp, co gwarantuje jednorodnos¢ zbioru informacji w tym
zakresie. Zgromadzona baza danych zawiera 599 rekordéw opisujgcych 236 substancji, dla
ktorych oznaczenia wartosci stezenia ICsp wykonane zostaty z wykorzystaniem komadrek
XO, CHO lub HEK, transfekowanych ludzkim DNA kodujgcym kanat ERG. Liczba i jakos¢
zgromadzonych rekordéw danych oraz uwzgledniony zakres przestrzeni chemicznej jest
wystarczajgca do zastosowania jako zbioru uczgcego podczas budowy modeli
predykcyjnych dla dziatania proarytmicznego potencjalnych substancji leczniczych. Baza
danych jest na biezgco aktualizowana i udostepniana w portalu tox-portal.net, dzieki
czemu jest wykorzystywana przez m.in. toksykologéw oraz specjalistow rozwoju leku
zajmujacych sie oceng ryzyka substancji leczniczych.

Proces budowy bazy danych i przeprowadzonej oceny jakosci zgromadzonych
informacji obejmowat szczegdétowg analize zaleznosci uzyskiwanych eksperymentalnie
wynikow pomiaréw ICso i warunkéw doswiadczen. Kolejnym elementem pracy byto
opracowanie metody standaryzacji wartosci I1Csp uzyskanych w  warunkach
laboratoryjnych z zastosowaniem rdézinych modeli komérkowych (XO, CHO, HEK) i
warunkéw temperaturowych (temperatura pokojowa i fizjologiczna). Wyznaczone
wspotczynniki ekstrapolacji pozwalajg na ujednolicenie zgromadzonych wynikow badan
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doswiadczalnych oraz umozliwiajg bezposrednie pordwnanie danych o rodinej
charakterystyce. W celu oszacowania uzytecznos$ci opracowanych wspdfczynnikéw
przeprowadzono walidacje wewnetrzng oceniajgc rozbiezno$¢ pomiedzy wartosciag
szacowang a rzeczywistg za pomocy pierwiastka btedu sSredniokwadratowego (RMSE)
obliczonego dla poszczegdlnych przeliczen (XO/HEK¢i,; CHOrt/HEKsy,; CHO¥i;/HEKs;
HEK::/HEK;). Dodatkowo poréwnano wartosci ICso obliczone przy zastosowaniu
najlepszych wspotczynnikdw ekstrapolacji z wartosciami natywnymi. Zdecydowana
wiekszos¢ wartosci ICsg obliczonych za pomocg wspodtczynnikdw ekstrapolacji nie réznita
sie od wartosci zmierzonych doswiadczalnie na komodrkach HEK w temperaturze
fizjologicznej wiecej niz o jeden rzad wielkosci. Wspdtczynniki ekstrapolacji poddano
rowniez walidacji za pomocg zewnetrznego, niezaleznego zbioru danych. Uzyskane w obu
procedurach wyniki potwierdzajg mozliwos¢ wykorzystania wspotczynnikdw w procesie
wstepnej oceny toksycznosci potencjalnych lekdw w celu wiarygodnej ekstrapolacji
wynikdéw pozwalajacej na wnioskowanie o efektach in vivo. Wykorzystanie opracowanych
wspotczynnikdw w procesie wstepnej oceny toksycznosci potencjalnych lekéw oferuje
rowniez mozliwos¢ doboru modelu do doswiadczen elektrofizjologicznych, zgodnie z
preferencjami badacza, a takze na ich przeprowadzenie w dogodniejszej, pokojowej
temperaturze.

Przygotowana baza danych wraz ze wspdétczynnikami ekstrapolacji postuzyta do
budowy modelu predykcyjnego. Proces konstruowania modelu obejmowat dobor
sktadowych wektora wejsciowego oraz matematycznego algorytmu klasyfikacyjnego. Dla
kazdej substancji wygenerowano ponad 100 deskryptorow charakteryzujgcych
wtasciwosci fizyko-chemicznych oraz binarne odciski czasteczek (o dtugosci 20 i 1024
bitow), ktére dotaczono do parametréw okreslajgcych warunki eksperymentéw
laboratoryjnych. W celu zmniejszenia stopnia komplikacji sieci i oceny wptywu
ograniczenia liczby deskryptorow na zdolnos$¢ generalizacji modelu wykonano analize
wrazliwosciowg. W procesie tym wytoniono zbidér 38 kluczowych dla modelu zmiennych.
Wsrod wybranych deskryptoréw znajdujg sie zaréwno elementy opisujgce warunki
doswiadczen laboratoryjnych, jak i wfasciwosci fizyko-chemiczne oraz przestrzenne
czasteczek wskazywane w literaturze jako istotne dla wigzania czasteczek substancji z
kanatem potasowym hERG. Obecnos¢ parametréw opisujgcych warunki doswiadczalne
potwierdza kluczows role ich doboru dla otrzymywanych wynikow pomiaru stezenia ICsg,
a ich uwzglednienie wséréd parametréw modelu pozwala na przeprowadzanie wirtualnych
eksperymentéw w konfiguracji dowolnie zdefiniowanej przez uzytkownika. Zdolnosci
generalizacyjne modeli uzyskanych w oparciu o zredukowany wektor wejs¢ poprawity sie
w porownaniu z modelami uczonymi przy zastosowaniu danych z petnowymiarowym
wektorem wejs¢, jednoczesnie mozliwe byto znaczne uproszczenie architektury. Uzyskane
wyniki weryfikacji pozwalajg stwierdzi¢, ze zastosowany opis (38 parametrow) jest
wystarczajacy. Potwierdzono zatem zasadnos¢ zmniejszenia wymiarowosci wektora wejs¢
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ograniczajac jednoczesnie jeden z elementéw wptywajacych na ztozonos¢ obliczeniowa
problemu.

Do opracowania modeli predykcyjnych wykorzystano sztuczne sieci neuronowe,
algorytmy bayesowskie oraz metody podziatow rekursywnych (drzewa decyzyjne i ich
zbiory). W procesie trenowania i testowania wszystkich stworzonych klasyfikatorow
wykorzystano zbiory rekordow opisanych za pomocg 38 parametrow wytonionych w
procesie analizy wrazliwosciowej. Okoto 800 modeli klasyfikacyjnych ocenianych byto w
zmodyfikowanej procedurze 10-krotnego wzajemnego sprawdzania (10-CV) oraz za
pomocg zewnetrznego, niezaleznego zbioru danych. Zastosowana modyfikacja metody
10-CV polega na wytgczaniu ze zbiorow testowych rekordéw pogrupowanych wedtug
substancji. Procedura ta, w przeciwienstwie do standardowo stosowanego wytgczania
losowo wybranych 10% rekordéw, gwarantuje, ze w zbiorze testowym i uczacym nie
znajdg sie te same substancje. W podobnych badaniach opisywanych w literaturze, taka
metoda nie jest domyslnie stosowana. Zaproponowany system opracowywania danych,
stawiajgcy modelowi najwieksze wymagania stanowi element dorobku naukowego pracy.

Optymalny model znaleziony w toku eksperymentéw numerycznych stanowita sieé¢
neuronowa zawierajgca trzy warstwy ukryte, ztozone kolejno z 15, 7 i 5 neurondw z
tangensem hiperbolicznym jako funkcjg aktywacji. Odsetek poprawnych klasyfikacji tej
sieci wynosit 79% (procedura 10-CV). Sie¢ prawidtowo zaklasyfikowata 45 z 55 rekordéw
zewnetrznego zbioru walidacyjnego. Najlepszym 1z algorytméw programu WEKA
(poprawnos¢ klasyfikacji w procedurze 10-CV - 76%, na zbiorze zewnetrznym — 87%)
okazat sie RandomForest 110 KO S1, las losowy zbudowany z 10 drzew z losowo
wybieranymi 6 deskryptorami w kazdym wezle.

W celu dalszej poprawy jakosci modelu neuronowego zaprojektowano i
przetestowano komitety ekspertow. Komitet ekspertéw wybrany jako ostateczny model,
klasyfikujgcy substancje na blokujgce kanat hERG i potencjalnie bezpieczne, zbudowany
zostat w oparciu o dwie sieci najlepiej przewidujgce substancje niebezpieczne, trzy o
najwyzszym odsetku poprawnie przewidzianych substancji bezpiecznych oraz najlepszy
algorytm uzyskany przy wykorzystaniu programu WEKA (las losowy). Ogélna efektywnos¢
klasyfikacji modelu podczas testowania na zewnetrznym zbiorze danych wynosi 87% (82%
w procedurze 10-CV). Wynik testowania komitetu potwierdza przyjete zatozenie o
korzystnym wptywie tgczenia rézinych algorytmow i sieci neuronowych o odmiennej
strukturze na doktadnos$é¢ klasyfikacji w wyniku wzajemnego uzupetfniania sie
poszczegdlnych modutéw komitetu.

W pracy wykazano, ze techniki in silico pozwalajg na automatyczng identyfikacje
wielowymiarowych zaleznosci na podstawie danych doswiadczalnych, umozliwiajgc
modelowanie procesow wieloczynnikowych, jakim jest blokowanie kanatu hERG, bez
koniecznosci posiadania dogtebnej wiedzy na temat mechanizmu badanego zjawiska.
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Model zaproponowany w niniejszej pracy charakteryzuje sie 87% ogdlng poprawnoscig
przewidywania i wartoscig predyktywng ujemng (NPV — ang. Negative Predictive Value)
na poziomie 93%. Z punktu widzenia funkcji systemu korzystna jest wysoka wartos¢ NPV
dla decyzji, co pozwala na wczesng eliminacje struktur potencjalnie niebezpiecznych.
Uzyskany model zostat wykorzystany w praktyce, jako element programu
komputerowegp CompToxOne wyspecjalizowanego w ocenie potencjatu blokowania
kanatu hERG (www.tox-comp.net).

Zdolnosci predykcyjne zbudowanego systemu wyrdzniajg sie wsrdd modeli do tej
pory zaproponowanych w literaturze. Wyniki takie udato sie uzyskaé mimo zastosowania
rygorystycznych metod testowania, ktére nie s powszechnie stosowane. Dodatkowymi
atutami systemu predykcji potencjatu kardiotoksycznego potencjalnych substancji
leczniczych opisanego w pracy s ponadto réznorodnosc¢ i liczba danych zastosowanych
do jego budowy, wykorzystanie danych wystandaryzowanych oraz dostepnosc¢.
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Vil. OZNACZENIA | SYMBOLE

10-CV — metoda 10-krotnego wzajemnego sprawdzania
3R - zasada Redukowac, Doskonali¢ i Wymieniac (ang. Refine, Reduce, Replace)

ADME/Tox — wechtanianie, dystrybucja, metabolizm, wydalania i toksyczno$¢ (ang.
Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity)

AG lub AG% - trafnos¢ catkowita - odsetek poprawnie sklasyfikowanych rekordéw
wzgledem catosci zbioru testowego

ANN - sieci neuronowe (ang. Artificial Neural Networks)
AP — potencjat czynnosciowy (ang. action potential)

AUROC - pole pod krzywg charakterystyki odbiorcy - ROC (ang. the area under a receiver
operating characteristic/curve)

BiR — Badania i Rozwdj (ang. R&D — Reaserch and Development)
BP — wsteczna propagacja (ang. Back Propagation)

CDER - Centrum do spraw Oceny i Badan nad Lekami (ang. Center for Drug Evaluation and
Research)

CHO - komorki jajnika chomika chifskiego (ang. Chinese Hamster Ovary)

EMA - Europejska Agencja Lekdéw (ang. European Medicines Agency)

EPA — Agencja Ochrony srodowiska (ang. Environmental Protection Agency)

FDA - Amerykarska Agencja ds. Zywnosci i Lekdw (ang. Food and Drug Administration)
HEK — embrionalne komorki nerki ludzkiej (ang. human embryonic kidney)

hERG - gen kodujacy kanat potasowy odpowiedzialny za szybka komponente
odkomodrkowego pradu potasowego (ang. human ether-a-go-go-related gene)

ICso — stezenie powodujgce potowiczny blok kanatu

ICH — Miedzynarodowa Konferencja ds. Harmonizacji (ang. International Conference of
Harmonization)

lxr — szybki odkomérkowy prad potasowy

IND — badany produkt leczniczy (ang. Investigational New Drug)

JRC - Wspdlnotowe Centrum Badawcze Komisji Europejskiej (ang. Joint Research Centre)
k-NN — algorytm k-najblizszych sgsiadow (ang. k-Nearest Neighbours)

LQTS — zespot wydtuzonego odcinka QT (ang. Long QT syndrome)

MLP — perceptron wielowarstwowy (ang. MultiLayer Perceptron)

MSE i RMSE — btad sredniokwadratowy | pierwiastek btedu sredniokwadratowego

NDA - nowy lek po Il fazie badan klinicznych (ang. New Drug Application)

NIH - Narodowy Instytut Zdrowia (ang. National Health Institute)

152



Oznaczenia i symbole | VII

NPV - wartos¢ predyktywna ujemna (ang. Negative Predictive Value)
PLS - metoda czgstkowych najmniejszych kwadratéw (ang. Partial Least Squares)
PPV - wartos¢ predyktywna dodatnia (ang. Positive Predictive Value)

QSAR - ilosciowa zaleznos$¢ struktura chemiczna-aktywnos¢ biologiczna (ang.
Quantitative Structure-Activity Relationship)

REACH - rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) Nr 1907/2006 dotyczace
bezpiecznego stosowania chemikaliéow, poprzez ich rejestracje i ocene, oraz w
niektorych przypadkach udzielanie zezwolen i ograniczenia handlu i stosowania
niektorych chemikaliow (ang. Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction
of Chemicals)

SE - czutos¢ (ang. sensitivity)

SP - specyficznosc¢ (ang. specificity)

SVM - metody wektoréw nosnych (ang. Support Vector Machines)
TdP — tachyarytmia komorowa torsade de pointes

XO - oocyty zaby rodzaju Xenopus (ang. Xenopus laevis oocytes)
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