
DTW k-NN
+

BOSSVS

KLASY
• Dobre przenikanie do 

OUN (log BB ≥ 0,3)
• Umiarkowane 

przenikanie do OUN  
(-1 < log BB < 0,3)

• Złe przenikanie do 
OUN  (log BB ≤ -1)

czas [sek]

𝑙𝑜𝑔𝐵𝐵 = −2,45 + 0,1 ∗ 𝑘 + 0,3 ∗ 𝑙𝑜𝑔𝐷7,4 + 0,27 ∗ 𝑝𝐾𝑎

Nowa metoda badania przenikania związków przez barierę krew-mózg: 
połączenie analiz elektroforetycznych i pH-metrycznych in vitro

z uczeniem maszynowym
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PROCES ROZWOJU NOWEGO LEKU

Optymalizacja profilu 
farmakokinetycznego

Optymalizacja 
aktywności biologicznej

Przenikanie przez barierę krew-mózg (BBB)

ośrodkowe 
działania niepożądane

Leki działające obwodowo

interakcja z celem 
biologicznym

Leki działające w obrębie OUN

IN VIVO       eksperymenty z udziałem              
                        zwierząt –  log BB

IN VITRO     badania z wykorzystaniem   
                        sztucznej błony biologicznej

IN SILICO     modele obliczeniowe 
                        uczenie  maszynowe

Metody badania przenikania BBB

CEL BADAŃ - opracowanie innowacyjnej metody służącej 
do szybkiej, przesiewowej oceny przenikania związków 
do mózgu, poprzez przewidywanie ich parametru log BB.

→współczynnik przepuszczalności (k) 

wyznaczony metodą elektrochromatografii 
kapilarnej CEC z otwartą kapilarą

→elektroferogramy z CEC

→parametry pKa i log D7,4 uzyskane    

drogą zautomatyzowanych miareczkowań
potencjometrycznych

NOWA METODA  wykorzystuje dane eksperymentalne: 

MIARECZKOWANIA POTENCJOMETRYCZNE
Z UŻYCIEM APARATU SIRIUS T3

ELEKTROCHROMATOGRAFIA KAPILARNA CEC
Z OTWARTĄ KAPILARĄ 

●rozdział analitu zależy od migracji 
elektroforetycznej związku i 
równocześnie od jego interakcji z 
wewnętrzną powłoką liposomalną 
kapilary (A), a także od przepływu 
elektroosmotycznego EOF (B) 
●związki BBB(+) wnikają do 
liposomów, migrując wolniej od 
związków BBB(-)
●na podstawie czasu migracji 
związku w kapilarze wyznaczono 
jego parametr k 

Parametr k stanowi współczynnik przenikania związków przez BBB, 
dzięki zastosowaniu w metodzie CEC kapilary z wewnętrzną 
powłoką liposomalną imitującą naturalną błonę biologiczną.

SZYBKA i TANIA alternatywa do obecnie stosowanych metod

szacowanie LOG BB        BADANIA POSZERZONE 

narzędzie pozwalające na rozwój nowych potencjalnych leków 

Gdańsk, 16–18 września 2024

in vitro/in silico

korelacja parametrów in vitro (k, pKa, 
log D7,4) i wartości log BB in vivo

szacowanie LOG BB       MODEL OBLICZENIOWY

BADANIE WŁAŚCIWOŚCI FIZYKOCHEMICZNCH – analiza WYKRESÓW BJERRUMA

● właściwości kwasowo-zasadowe – 
wyznaczenie  pKa  badanego związku w 
środowisku wodnym lub wodno-
metanolowym (z ekstrapolacją) 

● lipofilowość – wyznaczenie  log P   
i log D7,4 w środowisku wodno-
oktanolowym na podstawie 
rzeczywistego pKa i pKa pozornych

R2 = 0,64  F = 31,3  p = 8,9 * 10-12

parametr przenikania z CEC;  k = tR(1/tEOF+1/tR’-1/tEOF’)-1, gdzie7:
tR i tEOF – czas migracji odpowiednio badanego związku i EOF w kapilarze pokrytej 
warstwą liposomalną
tR’ i tEOF’  – analogiczne czasy migracji w kapilarze niepokrytej   
parametry rozdziału:  efektywna długość kapilary 49 cm; całkowita długość kapilary 59 
cm; przyłożone napięcie 20 kV; kapilara krzemionkowa; średnica wewnętrzna kapilary 
50 µm; temperatura 25 °C; pH 7,4; liposomy POPC/PS duże jednowarstwowe
* Parametr przenikania log k’ z badań wstępnych2 CEC;    log k’ = log ((tR - tEOF)/tEOF);    tR i tEOF – czasy migracji jak powyżej

szacowanie LOG BB             BADANIA WSTĘPNE2

25 leków
NEUTRALNE I 

NIEZJONIZOWANE 
w pH 7,4

korelacja parametru przenikania log k’ 
in vitro* i wartości log BB in vivo

R2 = 0,43  F = 14,9  p = 0,0013

50 leków
ZJONIZOWANE 

w pH 7,4

PEŁNA PULA
 

BADANYCH 
LEKÓW 

k

log BB parametr przenikania in vivo; logarytm stosunku stężeń związku w mózgu i we 
krwi w stanie równowagi; dane eksperymentalne pozyskane z literatury3-6

innowacyjna alternatywa dla obecnie stosowanych metod 
wysokoprzesiewowych, służących do analizy przenikania związków 
przez barierę krew-mózg

gotowa do dalszej walidacji z użyciem większej biblioteki 

związków badanych

pKa 
log D7,4

parametry fizykochemiczne badanego związku wyznaczone eksperymentalnie 
(log D7,4 pośrednio na podstawie log P). Warunki analizy: temperatura 25 °C; 
pomiar pKa - środowisko wodne (0,15 M KCl) lub środowisko mieszane (dla 
związków trudno rozpuszczalnych): stosunek woda/kosolwent (w/w) – 70/30, 
60/40 oraz 50/50 
wyznaczenie log P i log D7,4 – środowisko mieszane: stosunek woda/n-oktanol 
zależny od przewidywanej lipofilowości związku

ZAUTOMATYZOWANA KLASYFIKACJA 
Z UŻYCIEM UCZENIA MASZYNOWEGO

Uzyskane w CEC elektroferogramy stanowią źródło danych pozwalających na bezpośrednią 
ocenę zdolności związków do przenikania do OUN na podstawie klasyfikacji opartej o 
log BB. Do tego celu wykorzystano połączenie modelu k-NN (k-Nearest Neighbours) 
wykorzystującego dynamiczną transformatę czasową (DTW) jako funkcję opisującą 
odległość, z modelem BOSSVS (Bag-of-SFA-Symbols in Vector Space).

Na potrzeby opracowanego klasyfikatora leki podzielono na 3 klasy 
zależnie od wartości eksperymentalnie wyznaczonego log BB 3-6:
• Klasa 0 - Dobre przenikanie do OUN (log BB ≥ 0,3)
• Klasa 1 - Umiarkowane przenikanie do OUN  (-1 < log BB < 0,3)
• Klasa 2 - Złe przenikanie do OUN  (log BB ≤ -1)

Opracowany model wykorzystuje technikę Ensemble learning, czyli metodę, która łączy 
kilka podstawowych modeli w celu stworzenia jednego optymalnego klasyfikatora. Mimo 
niewielkiej puli danych opracowany klasyfikator w czasie 5-krotnej walidacji krzyżowej 
wykazał dobrą zrównoważoną dokładność (Balanced Accuracy) równą 0,67 oraz 
zadowalającą wartość F1 (F1 Score) równą 0,72. 
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Przewidywane klasy1 - Specyficzność

Krzywe ROC Macierz błędów
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