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Part I.  Evidence-based toxicology와 Weight-of-Evidence(WoE)



1. Evidence-based medicine vs Evidence-based toxicology

<그림> MOA에서 POC까지의 생물체 단위별 단계

<그림에서처럼 MOA에서 POC까지의 신약개발 과정에서 자료의 3가지 특성>
• 투명성(transparency), 객관성(objectivity), 일관성(consistancy)을 만족시키는 신약 → Evidence-based medicine

<비임상안전성 측면에서 다양한 상황>
• 독성학적 특성 3가지에 대한 부족성, 독성시험 가이드라인 부재, 동물실험 제한, 새로운 약물 모달리티의 출현, 독성과 약리작용

용량에서의 중첩, 종간 차이, 병용요법 및 복합체 등에 의한 다각적 이해 등 → Evidence-based toxicology



2. Evidence-based toxicology vs Weight of evidence(증거 가중치, WoE)

• Weight of evidence: ①독성의 다양한 정보와 ②자료의 부정확성 및 상반적 상황에서 자료의 결정 과정을 묘사할 때 사용되는
용어

• Weight of evidence이 없다면 evidence-based toxicology approach이 될 수 없음. 따라서 evidence-based 
toxicology approach의 핵심 도구(Hartung, 2009)

• Weight of evidence의 2가지 특성은 증거의 신뢰성(believability)과 설득력(persuasiveness)

• <그림>에서처럼 2007년 WoE 합동연구 시작과 2017년 EFSA - Evidence-based toxicology에 대한 최초 가이드
라인



• Guidance on the use of the weight of evidence approach in scientific assessments(EFSA Journal, 2017)

• Unstructured evidence retrieval →  Data weight →Toxicity-related gap filling

3. EFSA의 Evidence-based toxicology & Weight of evidence



• 2025년 4월 23일-24일에 개최된 2025 BIO Regula

tory Innovation Conference(바이오 규제 혁신 컨퍼

런스)에서 미국 FDA IND를 위한 Pharmacology/T

oxicology reviewer 신양미 박사님의 발표에 대한

중요성

• 비임상연구의 글로벌화를 위한 Turning point

4. 2025 BIO Regulatory Innovation Conference(바이오 규제 혁신 컨퍼런스)



사례-1) ADC 치료제는 페이로드(payload)의 유전독성 결과를 근거로 발암성 및 생식독성 시험을 생략했다. 
임상 라벨에는 피임 권고, 경고문, 생식기 조직 변화 등 내용을 포함시켰다. 

사례-2) 어느 혈우병 예방용 이중항체 치료제는 원숭이를 이용한 반복투여 독성시험과 ADME, 면역복합체
분석 등을 통해 EFD/PPND(생식발달독성) 및 발암성 시험이 생략됐다.

사례-3) 한 전립선암 대상 방사성 리간드 치료제는 방사성 특성에 따라 제한된 범위 독성시험만 시행하고, 
임상 라벨에 돌연변이 유발 및 기형 유발 가능성을 명시하는 방식으로 대응했다.

사례-4) 유전자 조작 T세포 치료제는 적절한 동물모델이 없고 비임상 결과가 임상 연계성이 낮다는 이유로, 
PK/ADME 및 독성시험이 생략됐다. 대신 이론적으로 알려진 위험 요소는 임상 라벨링과 시판 후 약물감시를
통해 보완
사례-5) 700편에 달하는 논문을 종합해 IND를 위한 WoE 평가를 제출한 기업도 있었다"고 밝혔다. 이어
"FDA도 단일 시험 결과보다는 다양한 데이터를 통합한 접근을 선호하고 있다"고 덧붙였다.

<USFDA의 IND를 위한 비임상 리뷰에 대한 특징적 사례>



<참고기사 원문> 약업신문 권혁진 기자<hjkwon@yakup.com> 입력 2025-05-29 06:00 

① Weight-of-Evidence(WoE), 새로운 규제 언어

② 가이던스 수용 넘어, 과학적 설득력과 전략적 데이터로 글로벌 규제 대응 필요

③ 첨단 기술 기반 대체시험법 도입에 따른 비임상 생략 및 축소 진행 중

• 결과적으로 in vivo보다 기존의 자료 또는 in vitro-기반 자료로 IND를 극복!!!

• 접근 방법은 Weight-of-Evidence(WoE)

5. FDA의 비임상시험 새 기준 제시 - WoE 중심 규제 패러다임 전환



Part II.  3가지 극복을 위한 독성시험 및 규제 분야에서의 Dilemma와 해결

① Weight-of-Evidence(WoE), 새로운 규제 언어

② 가이던스 수용 넘어, 과학적 설득력과 전략적 데이터로 글로벌 규제 대응 필요

③ 첨단 기술 기반 대체시험법 도입에 따른 비임상 생략 및 축소 진행 중

<4가지 분야에서 이해와 해결을 위한 접근>

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)

2. The study director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)

3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)

4. The regulatory agency’s Dilemma(규제기관의 딜레마)



1) Adverse effect vs Non-adverse effect의 분류

① 4대 Adverse effect(역작용)

1. Changes which are clearly adverse
2. Changes which are adverse only at higher severities
3. Changes which are adverse only when seen in combination with deleterious findings(기능저하)
4. Test item–related exacerbations of spontaneous findings

② 4대 Non-adverse effect(비역작용)

1. Adaptive changes
2. Secondary changes and physiological responses due to minor perturbations of homeostasis
3. Minor changes due to pharmacological effects
4. Test substance–related changes of low severity, with no functional disturbance

(Lewis 등, 2002, Gopinath 등, 2019)

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



2) Non-adverse effect(비역작용) 예시

① Adaptive changes(reversible and show little negative functional impact) - 다양한 조직에서 hypertrophy(비대)

(Gopinath 등 2019)

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



2) Non-adverse effect의 예시

① Adaptive changes - Thymic involution(위축) & Congenital cyst(선천성 낭포)

<참고문헌>
• International Academy of Toxicology Pathology (IATP)-Focus on Tox Path 
• Adverse, Non-adverse and Adaptive Responses in Toxicologic Pathologyby Robert R. Maronpot(2016)
• 32nd JSTP Annual Meeting, Takamatsu, Japan 
• Website: focusontoxpath.com 

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



2) Non-adverse effect의 예시

① Adaptive changes: Squamous metaplasia(편평화) → 기관의 정상적인 섬모 기능의 감소

• An adaptive change can sometimes be adverse

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



2) Non-adverse effect(비역작용) 예시

② Secondary changes - Extramedullary hematopoiesis(골수외조혈) as secondary response  to bone marrow suppression

<참고문헌>
• International Academy of Toxicology Pathology (IATP)-Focus on Tox Path 
• Adverse, Non-adverse and Adaptive Responses in Toxicologic Pathology by Robert R. Maronpot(2016)
• 32nd JSTP Annual Meeting, Takamatsu, Japan 
• Website: focusontoxpath.com 

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



2) Non-adverse effect(비역작용) 예시

② Secondary changes -  Adrenal gland의 Zona glomerulosa hypertrophy(부신피질의 구상대 비대)

• Secondary to urinary electrolyte imbalances, such as increased sodium excretion or increased urinary volume.

(Gopinath 등 2019)

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



2) Non-adverse effect(비역작용) 예시

② Secondary changes -  Mild hormonally mediated changes in the female reproductive tract

• Estrous cycle

(Schaefer 등, 2014)

• 그 외 호르몬에 의한 변화: Keratinization or mucification 
of the vaginal epithelium, dilation of the uterine lumen, 
and a decrease in  corpora lutea 

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



2) Non-adverse effect(비역작용) 예시

③ Minor changes due to pharmacological effects - Reversibilty

• 면역장기: Increased or decreased cellularity(세포충실도: 세포 vs 지방의 비율) of one or more compartments of 
Primary(골수, 흉선), Secondary(림프절, 비장, 점막관련 림프조직), Tertiary(비정상적인 조직에서 새롭게 형성되는 림프구조) lymphoid organs

(Gopinath 등 2019)

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



2) Non-adverse effect의 예시

④ Low severity, with no functional disturbance - Bile duct hyperplasia(담관 이상 증식)

<참고문헌>
• International Academy of Toxicology Pathology (IATP)-Focus on Tox Path 
• Adverse, Non-adverse and Adaptive Responses in Toxicologic Pathologyby Robert R. Maronpot(2016)
• 32nd JSTP Annual Meeting, Takamatsu, Japan 
• Website: focusontoxpath.com 

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



2) Non-adverse effect의 예시

④ Low severity, with no functional disturbance - Hypertrophy, droplet, Vacuolation

(Gopinath 등 2019)

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



3) 조직병리학적 변화를 Non-adverse effect으로 결정 -고려할 2가지 요소

• Non-adverse effect ’s histopathological findings such as these do not compromise 
normal tissue physiology 

① Do not impair functional capacity, 
② Do not increase susceptibility to other influences 

<예시>
• Bile duct , Lymphoid 등의 hyperplasia 
• Microsomal enzyme induction 
• Decreased serum ALT and AST 
• Extramedullary hematopoiesis in liver 

<참고문헌>
• International Academy of Toxicology Pathology (IATP) - Focus on Tox Path 
• Adverse, Non-adverse and Adaptive Responses in Toxicologic Pathology by Robert R. Maronpot(2016)
• 32nd JSTP Annual Meeting, Takamatsu, Japan 
• Website: focusontoxpath.com 

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



3) 실제 사례 - 바이오의약품(재조합 단백질)의 독성시험에 있어서 판정

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



4) 시험물질에 의한 세포 증식 및 면역세포 침윤, 출혈에 대한 Weight of evidence

① ISR(injection site reaction, 주사부위 반응) 

② 바이오의약품의 영향 - 약리학적 반응

③ 변화에 대한 판정의 중요한 기준 - Safety concern

참고문헌을 통한 시험물질의 약리작용 Weight of evidence

Abstract
• Positively Regulates Human Bone Marrow-derived Mesenchymal Stem Cells(MSC)

Abstract
• Human mesenchymal stromal/stem cells (MSCs) have capabilities for multi-differentiation, immunom

odulation, and hematopoietic support. 

Abstract
• Plasmin-independent and highly specific thrombolytics that can dissolve intravascular thrombi specifi

cally with bleeding risk.

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



4) 시험물질에 의한 세포 증식 및 면역세포 침윤, 출혈에 대한 Weight of evidence

③ 변화에 대한 판정의 중요한 기준 - Safety concern: 가역성과 질병과의 관계 측면에서 결정

• Safety concern의 판단 기준: 독성시험은 정상동물로 수행되며 확인된 adverse effect와 Indication의
weight of evidence (FDA. 2005)

• Weight of Evidence: Risk-benefit analysis → Toxicit-indication analysis

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)



1) 약물 모달리티별 독성 및 유효성의 용량-반응곡선의 차이에 대한 인식

2. The Study Director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)

• (그림-A )의 Small molecule과는 다르게 (그림-B )의

Biologics는 효력과 독성의 반응이 동일 곡선상에 존재하

며 이는 Metabolism vs Biotransformation의 차이에 기인

• 성장호르몬, 항체, 사이토카인 등의 독성시험



2) Metabolism vs Biotransformation(생화학전 전환)에대한 이해

<그림-2 외인성물질의 Biotransformation>

2. The Study Director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)

<그림-1 Biologics vs Biotransformation>



3) Biotransformation-기반 신약 개발의 응용: 항체-약물접합체(antibody-drug conjugate, ADC)

3-1) 병용요법과 ADC의 차이

(Yabukarski, 2024)

2. The Study Director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)

<그림-1>병용요법과 ADC의 독성 차이

<그림-2> ADC의 구성과 약리기전



(Konstandi 등, 2014) 

(Olson 등, 2000)

2. The Study Director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)

3) Biotransformation-기반 신약 개발의 응용: 항체-약물접합체(antibody-drug conjugate, ADC)

3-2) 종별 독성 일치성과 종별 Cytochrome P450

<그림> 종별 독성의 일치성

<표> 종별 cytochrome P450



2. Small molecule의 독성기전에 대한 확실한 이해를 통해  다양한 약물 modality의 독성 이해 필요성

<그림-1> 약물의 단위별 연구 구분

<그림-2> Small molecule의 독성기전에
대한 Central dogma



• 자궁경부암의 등급별 CYP1B1 발현 차이

(Alshammari 등, 2021)

(Sim et al., 2012)

2. The Study Director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)

3) Biotransformation-기반 신약 개발의 응용: 항체-약물접합체(antibody-drug conjugate, ADC)
3-3) 인체의 Cytochrome P450 발현과 암세포에서의 발현

<그림-1>인체의 Cytochrome P450별 발현 정도와 CYP1B1

<그림-2> 자궁경부암 등급별에서의 CYP1B1 강도



3-4) Prodrug  DMBA : 2차에 걸친 CYP1B1에 의한
친전자성대사체 생성

Electrophiles(친전자성 대사체)

Hard: 
Alkyl carbonium ions, Benzylic cabonium ions

Soft: 
Acrylamide, Acrolein, Acrylonitrile, Quinone

Nucleophiles(친핵성 Protein & DNA)

Hard: 
Oxygen atoms of purine/pyrimidine bases in DNA
Endocyclic nitrogens of purine bases in DNA
Oxygen atoms of protein serine and threonine residues

Soft:
Protein thiol groups
Sulfhydryl groups of glutathione
Primary/secondary amino groups of protein lysine and histidine residues

(LoPachin 등, 2005) (Gao 등, 2007)

3-3) CYP1B1 substrate(prodrug) and hard electrophilic metabolites

2. The Study Director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)

3) Biotransformation-기반 신약 개발의 응용: 항체-약물접합체(antibody-drug conjugate, ADC)



4) Small molecule과 Biologics의 차이

• 두 모달리티에 따른 독성 및 독성시험에서 특징에 따라 시험물질에 의한 변화에 대한 과학적 설득력

항목 Small molecule(저분자 합성의약품) 바이오의약품

① 투여 경로와 흡수의특성
• ISR의 문제

Ÿ 주로 경구투여 및 빠른 흡수 • 비경구투여의 주사 및 느린 흡수

② 동물종의 선택
• 영양물질 또는 외인성물질에 의해 1

종 또는 2종을 이용한 독성시험

• 정상동물
• 대사 및 종간 차이로 설치류 및 비설치류 등 2종 이상

• 표적-특이적 정상동물 또는 형질전환 동물종(Namdari 등, 2021)
• 표적을 가진 동물 1종

③ 독성시험 항목
•유전독성 & 발암성 시험 • 종양원성 시험

• 항원성

④ 약물의 동태와 분포
Ÿ 일반적인 약물 동태학적 지표
Ÿ 수시간에서 숭리 반감기

• 생체 내 분포 및 소멸에 대한 자료
• 수일에서 수개월의 반감기

⑤ 독성기전
• 약물 모달리티의 차이에 따라 용량

MRSD 결정에 중요

• Off-target effect 
• 전신독성
• 독성대사체(ractive metabolites) 및 약리 작용
• NOAEL 

• On-target effect 
• 국소독성
• 과잉 약리작용
• NOAEL & MABEL

⑥ 독성시험 조합의 특성 Ÿ Standard plan • Case by case

2. The Study Director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)



5) USFDA vs 국내 규제기관의 NOAEL 차이 - No effect vs Non-adverse effect vs Adverse effect

<Weight of evidence-1> USFDA. (2005). Guidance for Industry Estimating the Maximum 
Safe Starting Dose in Initial Clinical Trials for Therapeutics in Adult Healthy Volunteers. Center for Dr
ug Evaluation and Research (CDER). Pharmacology and Toxicology.

• The NOAEL(no observed adverse effect level)  is not the same as the NOEL(n

o observed effect level), which refers to any effect, not just an adverse one, alt

hough in some cases the two might be identical. 

• The definition of the NOAEL, in contrast to that of the NOEL, reflects the view th

at ② some effects observed in the animal may be acceptable pharmacodyna

mic actions of the therapeutic and ③may not raise a safety concern.The NOA

EL should also not be confused with lowest observed adverse effect level(LOAEL

) or maximum tolerated dose (MTD). Both of the latter concepts are based on fi

ndings of adverse effects and are not generally used as benchmarks for establish

ing safe starting doses in adult healthy volunteers. (The term level refers to dose 

or dosage, generally expressed as mg/kg or mg/kg/day.) 

l 임상최대권장초기용량(meximum recommended starting dose, MRSD)

• NOEL과 NOAEL 의 차이점

2. The Study Director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)



6) USFDA vs 국내 규제기관의 NOAEL 차이 - No effect vs Non-adverse effect vs Adverse effect

<Weight of evidence-2> Jessica C. Graham, Sathanandam S. An
and, Joel Bercu, Lauren Besenhofer, Christina de Zafra, Yu Feng, Craig Fisher
, Jedd Hillegass, Richard Hutchinson, Robert Jolly, Chandrika Moudgal, Tyler 
Nicholas, Daniela Olszova, Matthew Schmitz, Florian Semmelmann, Safety a
ssessment of protein A and derivation of a parenteral health-based exposur
e limit, Regulatory Toxicology and Pharmacology, Volume 153, 2024, 10570
0, ISSN 0273-2300,

3.1.2. Repeat dose toxicity 
The repeat dose nonclinical studies of PA identified in 
the literatu re review are listed in Table1. Non-GLP an
d GLP repeat dose studies of PA primarily utilized IV a
dministration in rats, dogs, and monkeys(Bernton and
Haughey, 2014;Rayet al., 1984; Yanagimotoet al., 1989)
. PA administration was well tolerated in all nonclinical 
species upto the highest doses tested of 40 μg/kg, 12 
μg/kg, 100 μg/kg, or 1000 μg/kg in mice, rats, dogs, a
nd monkeys, respectively (Table1). Non-adverse findi
ngs included: increased phagocytic activity in mice; in
creased mean protein levels in the urine and increase
d alkaline phosphatase levels in the blood in monkeys
; and transiently increased polymorphonuclear cells an
d decreased lymphocyte and monocyte counts in dog
s. No other PA-related toxicity was reported in any of 
the repeat-dose studies. (Graham 등, 2024)

2. The Study Director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)



 (Domingo,  2024)

7) mRNA 백신의 반복투여시험 분석

• Weight of evidence-3: COVID-19 mRNA 백신
• MRT5500의 반복시험의 결과

2. The Study Director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)



 (Domingo,  2024)

7) mRNA 백신의 반복투여시험 분석

• Weight of evidence-3: COVID-19 mRNA 백신

• The findings that contributed mostly to the 
variation in the RDT studies were, however, 
immunostimulatory and of reversible nature 
and other trends were absent.

• 판단기준: Safety concern

• NOAEL: 135 µg mRNA /dose

2. The Study Director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)



(Heo 등,  2018)

8) Weight of Evidence-4: No effect vs Non-adverse effect vs Adverse effect의 구분 방법

2. The Study Director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)



3-1) 독성시험 측면에서 시험 방법에 대한 섬세하고 올바른 이해 - 2주 반복투여시험 비교

<표-1> 식약처: 의약품등의독성시험기준(2022) - 고시

<표-2> US FDA M3(R2) (2010): (GUIDANCE DOCUMENT, 민원 안내서)

3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)



3-2)독성시험 측면에서 개발의 섬세하고 올바른 방법이해 - 백신의 반복투여시험시험방법의 차이

• 동물용량 = 사람용량(Unit/kg)
• 임상시험에서 1회 주사하는 경우 독성시험에서는 2주 동안 3회 주사
• GLP 기업의 차이: 국내 vs 미국

3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)



3-3)독성시험 측면에서 개발의 섬세하고 올바른 방법이해 - 점안제의 반복투여독성시험에 대한 이해

• 시험물질: 합성펩타이드의 예시

• MRSD의 결정: 용량 vs 횟수

토끼 13주 반복독성시험 마우스/토끼 효력시험 임상 예정 용량 비글 13주 반복독성시험

0.05%, 0.075%, 0.1% (3회/일) 0.01%, 0.02%, 0.03% (2회/일) 0.01%, 0.02%, 0.05% (2회/일) ?

<참고> CENTER FOR DRUG EVALUATION AND RESEARCH. NDA APPLICATION NUMBER:208694Orig1s000. NDA NON-CLINICAL REVIEW(S), Product: Cetirizine 
ophthalmic solution, 0.24% (ZerviateTM). PHARMACOLOGY/TOXICOLOGY NDA REVIEW AND EVALUATION(2017)

3. The Developer’s Dilemma(개발자의
딜레마)

<표-1> 문의 사항

<표-2> NOAEL을 얻지 위한 점안제 투여방법



3-4) 독성시험 측면에서 개발의 섬세하고 올바른 방법이해 - Polypeptide의 유전독성

• 식약처 가이이드라인 수행

• 그러나 먼저 Canonical amino acid(정형 아미노산) vs Noncanonical AA(비정형아미노산)에 대한 이해 필요

ØCanonical amino acid로 구성된 polypeptide → biologics 독성시험 및 TK(toxicokinetics)

Ø<그림>에서처럼 Canonical AA + noncanonical AA의 복합 polypeptide가 오늘날의 치료제 특성 (Hou 등, 2025; Chen 등, 2022)

<Figure> nCAA aminoacylation of tRNA by flexizyme or aaRS(aminoacyl-tRNA synthetases)

(Mayer 2019; Zhou 등, 2024)

3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)



3-4) 독성시험 측면에서 개발의 섬세하고 올바른 방법이해 - Polypeptide의 유전독성

험시성독전유별제료치editpepyloP>표<
Small molecule Polypeptide as biotherapeutics Non-canonical AA-함유 Polypeptide

필수적 비필수 필수적

• <표>에서처럼Non-canonical AA-함유 Polypeptide 치료제의 유전독성시험: Considerations for the genotoxicity 
assessment of middle size peptide drugs containing non-canonical amino acid residues(Mishima 등, 2023)

• 이유는 <그림>에서처럼 Noncanonical peptides 잔기의 공유결합 가능성(Bai 등, 2025)

3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)



(Bai 등, 2025)

3-5) Canonical AA + 합성 Non-canonical amino acid의 새로운 조합을 통한 신약 개발 활성

• Canonical AA 20개와 현재까지 400여개의 새로운 non-canonical amino acid 합성 및 Self assembly를 통해
1013 ncAA-containing peptides 이상 조합이 가능하여 다양한 활용성

• 시험책임자는 이에 대한 정보를 통해 시험 수행의 필요성

3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)

<그림-1> Canonical AA+Noncanical AA의 다양한 응용



3-6) 개발의 비용과 시간 측면에 대한 weight of evidence

① Monoclonal antibody 치료제의 3개월 독성시험 vs 6개월-1년 독성시험 예시

3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)



3-6) 개발의 비용과 시간에 대한 weight of evidence
① Monoclonal antibody 치료제의 3개월 독성시험 vs 6개월-1년 독성시험 예시

• Weight of evidence-1 - 142 mAbs 분석
• Safety pharmacology에 No risk이면  3개월 독성시험이면 충분

( Chien 등 , 2023 ) Re - evaluating  the  need  for  
chronic  toxicity  studies  with  therapeutic  
monoclonal  antibodies ,  using  a  weight  of  
evidence approach 

3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)



<가이드라인 예시>ICH guideline S2 (R1) on genotoxicity testing and data interpretation for pharmaceuticals intended for 

human use(2012)

<Page 15/28> 

5.2.2. Evaluation of positive results obtained in vitro in mammalian cell assays 
Recommendations for assessing weight of evidence and follow-up testing for positive genotoxicity  results are discussed in IWGT reports (e.g., Thybaud et 
al., 2007). In addition, the scientific literature gives a number of conditions that can lead to a positive in vitro result of questionable relevance. Therefore, any 
in vitro positive test result should be evaluated based on an assessment of the weight of evidence as indicated below. This list is not exhaustive, but is given 
as an aid to decision-making.

i. The conditions do not occur in vivo (pH; osmolality; precipitates)

(Note that the 1 mM limit avoids increases in osmolality, and that if the test compound alters pH it is advisable to adjust pH to the normal pH of untreated 

cultures at the time of treatment) 

ii. The effect occurs only at the most toxic concentrations.

- In the MLA(gene mutation assay) increases at ≥80% reduction in RTG(Relative Total Growth). 

- For in vitro cytogenetics assays when growth is suppressed by ≥50% 

• If any of the above conditions apply the weight of evidence indicates a lack of genotoxic potential; the standard battery (option 1) can be followed

• Thus, a single in vivo test is considered sufficient.

3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)

3-6) 개발의 비용과 시간에 대한 weight of evidence
② 독성시험 가이드라인에서 에서 Weight-of-Evidence 예시 - 유전독성



3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)

3-6) 개발의 비용과 시간에 대한 weight of evidence
② 독성시험 가이드라인에서 에서 Weight-of-Evidence 예시 - 유전독성

• Positive case이라도  False positive if no dose-response

(Chen 등, 2022)



3-6) 개발의 비용과 시간에 대한 weight of evidence

③ 독성시험 가이드라인에서 에서 Weight-of-Evidence 예시 - 발암성

<가이드라인 예시> ICH guideline S1B(R1) on testing for carcinogenicity of pharmaceuticals (2022)의  Addendum

• Addendum S1B(R2) Addendum 접근: Small molecule의 2년 랫드 연구에 대한 유용성을 결정하는데 WoE 접급법

① 정보 수집: 시험관 내, 생체 내 또는 인실리코 연구, 의뢰자가 수행한 시험 또는 개발과 관련된 문헌

② 정보 내용: WoE를 위한 6가지 주요 factor

③ 약동학 및 전신 노출 데이터

3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)



3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)
3-6) 개발의 비용과 시간에 대한 weight of evidence
③ 독성시험 가이드라인에서 에서 Weight-of-Evidence 예시 - 발암성
• <표>에서처럼  WoE를 위한 6가지 주요 factor의 체크를 통해 결정

• <표> WoE를 위한 6가지 주요 factor와 발암 가능성



WoE 평가 결과 규제와 관련 다음 단계

• 인간의 발암 가능성이

높을 경우

• WoE 평가의 문서화를 통해 2년간의 쥐 연구 및/또는 마우스 연구가
인체 발암성 확인을 위한 가치가 없다는 것을 규제기관과의 논의함
(Document WoE assessment, and seek regulatory agreement that 
a two-year rat study and/or mouse study will not provide value )

• 인간의 발암 가능성은

거의 없을 경우

• WoE 평가 문서화를 통해 2년간의 랫드에 대한 발암성 연구가 가치
를 제공하지 않을 것이라는 규제 합의 구함. 발암성시험이 필요하지
않을 경우도 있지만 형질전환 마우스 연구는 필요할 수도 있음
(Document WoE assessment, and seek regulatory agreement that 
a two-year rat study will not provide value. A transgenic mouse 
study  may  still  be  needed ,  though there  are  cases  where  no  
carcinogenicity testing is required.)

• 인간의 발암 가능성에

대한 불확실성

• 2년간의 랫드 발암성 연구와 추가적인 생체 내 발암성 연구를 수행
(Conduct  the  two- year  rat  carcinogenicity  study  and  possibly  
additional in vivo carcinogenicity studies.)

3-6) 개발의 비용과 시간에 대한 weight of evidence
③ 독성시험 가이드라인에서 에서 Weight-of-Evidence 예시 - 발암성

• 6가지 주요 WoE 요인에 대한 평가 결과와 규제기관의 협의

(Reference)
• Proposed  Change  to  Rodent  Carcinogenicity  Testing  of  Pharmaceuticals  –  Regulatory  Notice  Document .  ICH ,  2016 .  

URL : https ://database. ich.org/sites/default / files/S1%28R1%29_EWG_RND.pdfThe ICHS1 Regulatory Testing Paradigm of Carcinogenicity in Rats :  Status Report  2021. ICH, 2021. 
URL: https://database.ich.org/sites/default/files/S1_StatusReport_2021_0823.pdfHisada S, Tsubota K, Inoue K, Yamada H, Ikeda T, Sistare FD. Survey of tumorigenic sensitivity in 6-month 
rasH2-Tg mice studies compared with 2-year rodent assays. J Toxicol Pathol. 2022 Jan;35(1):53-73. doi: 10.1293/tox.2021-0031. Epub 2021 Nov 1. PMID: 35221496; PMCID: PMC8828610.

3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)

• 결론: 불확실성을 제거할 수

있는 문헌 고찰을 통한 WoE   

제시

https://database.ich.org/sites/default/files/S1(R1)_EWG_RND.pdf
https://database.ich.org/sites/default/files/S1_StatusReport_2021_0823.pdf


3-6) 개발의 비용과 시간에 대한 weight of evidence

④ weight of evidence를 이용한 자료 제출 전망 → 급속한 변화

• Table 1은 미국 FDA 및 EMA에서 승인된 3920 종(small molecure + biologics)에 대한 비임상 독성시험 및 임상시험에서
확인된 adverse effect의 건수를 나타낸 것임(Clark 등, 2018)

• 비임상 독성시험에 확인된 adverse effect는 임상시험 건수의 약 20.3%에 불과함.

3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)



① 규제기관 및 독성시험 기관은 No effect(NOEL) vs Nonadverse effect(NOAEL) vs Adverse effect(LOAEL) 구별 능력이 있는가?

→ NOEL과 NOAEL의 구별을 통해 용량-반응곡선을 통해 독성 예측력 향상 노력 필요성

② 모든 모달리티의 safety concern과 risk-benefit analysis 적용함으로 개발자-친화적 독성에 파단 능력?

→ FDA처럼 Pharmacology/Toxicology reviewer system 설치로 통해 IND 전문성 확보

4. The regulatory agency’s Dilemma(규제기관의 딜레마)



③ 약물 모달리티별 MRSD 산출을 위한 구성  

• 종간 차이: HED (Human equivalent dose: 동물-인체 등가용량)의 응용 불필요 - 동일한 대사 과정으로 종간 차이가 없음
• 종내 차이: SF (Safety Factor, 안전계수)

공식) MRSD 산출 공식
그림-1) 바이오의약품의 대사 과정

4. The regulatory agency’s Dilemma(규제기관의 딜레마)

1) Small molecule

2) 바이오의약품



<결론>

1. The Pathologist’s Dilemma(조직병리학자의 딜레마)
2. The study director’s Dilemma(시험책임자의 딜레마)
3. The Developer’s Dilemma(개발자의 딜레마)
4. The regulatory agency’s Dilemma(규제기관의 딜레마)

• 독성학 및 독성시험의 기본원리에 대한 이해 부족으로 가이던스 높은 의존성과
글로벌 변화에 대한 대처 능력 부족

• 국내에서 승인된 신약의 개발 비임상자료와 해외 승인된 신약의 개발 비임상자료에
대한 비교를 통한 새로운 접근 필요성

• 특히 규제기관의 개발-친화적인 weight of evidence에 대한 역량 강화



Part III.  AI-based toxicology prediction을 통한 weight of evidence 가능성



1) 신기전 치료제(Drug modality)의 빠른 변화
• 지난 20년 동안 17 모달리티 출현(Boston consulting group, 2023)

2) 플랫폼 기술 (Platform Technology) 시대

• 신약 플랫폼 기술 1개로 다양한 의약품 개발: 예시) Lipid nanoparticle , ADC,   Chimeric  Antigen 
Receptor(CAR)-various cell lines 

• 표적약리의 높은 정밀성 ↔ 전신독성 감소  

3) 인공지능-기반 신약개발과 비임상연구

• 구글 딥마인드 - Alphafold 3:  2억 개에 달하는 단백질 구조
• 중학생과학: AI 단백질 구조 탐구 키트

1. 오늘날 신약 개발의 3가지 특징



<www.biology4alevel.blogspot.com>

<그림-2> Spider-venom peptide ω-hexatoxin-Hv1a.
• Inhibitor cystine knot(ICK, 억제제 시스틴 매듭)

(Herzig 등, 2015)

<그림-1> 단백질 구조 예측 vs 단백질 독성 예측

2. AI-based 비임상유효성 Alphafold 3 vs AI-based 비임상독성시험



3. 현재 독성 예측이 가능한 약물 모달리티와 AI-기반 독성 예측 프로그램

Small molecule Polypeptide

구성 Ÿ분자량 1000 이하의 유기물질 Ÿ50-100 개정도의 단일 체인의 아미노산

Input
features for encoding

Ÿ물리화학적 특성 Ÿ물리화학적 특성과 독성과 관련된 특정 아미노산 서열

Model ŸRegression & classification model ŸClassification model

Learning
approach

ŸSimilarity-based approach ŸSimilarity/alignment(배열순서)or modif based approach

Database ŸDrugbank, ToxCast, ChEMBEL, T3BD, Toxnet 등 ŸPrimary databse: Swissprot, TrEBLE, PIR, NRDB, OWL

Platform 
ŸIn vivo & in vitro
ŸClinical trial

Ÿ인체 비의도적 노출에 의한 독성을 유발한 Toxin의 아미노산 서열

Toxic endpoints Ÿ다양하며 돌연변이원성과 발암성 포함 ŸClinical toxicity으로 통칭되며 돌연변이원성과 발암성제외

CYP450 의한
Reactive metabolite로 전환

Ÿ CYP450의 기질이며 전환(외인성물질) Ÿ기질이 아니며 전환되지 않음(내인성물질)

예측
프로그램

Ÿ Pro-Tox 3.0 prediction
Ÿ Swissadme 
Ÿ ADMETlab 3.0
Ÿ BioTransfomer 3.0 
Ÿ TOXSTAR
Ÿ ADMET-AI 
Ÿ OECD QSAR toolbox
Ÿ ADMETSAR 3.0 
Ÿ AI Drug Lab
Ÿ Vega-GUI-1.2.4
Ÿ ADME/Tox Prediction - Profa

cgen
Ÿ FP-ADMET
Ÿ ADMETlab
Ÿ pkCSM
Ÿ Deep-PK
Ÿ toxCSM

ŸInterpretable-ADMET
ŸOptADMET
ŸvNN-ADMET
ŸADMET-score
ŸADMET-PrInt
ŸDL-AOT Prediction
ŸToxRefDB v2.0 
ŸeToxPred
ŸToxRead
ŸChemoSAR
ŸMolToxPred
ŸToxMPNN
ŸTCM
ŸKEGG Drug
Ÿxenosite
ŸSMARTcyp

ŸToxteller
ŸToxinPredictor
ŸToxNet
ŸNNTox
ŸMAI-TargetFisher
ŸToxIBTL
ŸToxinPred3.0
ŸBloxyBetPrediction
ŸATSE



1) 독성예측의 database 특성

• ML training : 생물체에서 인체 독성을 유발하는 Toxin(단백질 및 polypeptide)은 1만여종 vs 독성을 유발하지

polypeptide도 1만여종으로 patterns analysis

• MERCI(The Motif-EmeRging and with Classes-Identification) tool:독성단백질에서 특정 아미노산의 서열 구

성 Motifs(이미노산 배열의 작은 구조) - Cancer, neurodegerative disease, 감염병 등의 질환과 관련 5518

toxic protein 

• DL traning : ANN-기반으로 단백질 구조 특성과 독성과의 관계

3. AI을 이용한 polypeptide & protein 독성예측

Ø 독성예측방법: Polypeptide 및 단백질의 4차원 구조

각각 chain에 대한 amino acid sequence (FASTA 

format) 입력한 모델 예측일뿐 4차원 구조 자체를

가지고 단백질 독성 분석은 불가



2) ToxinPred3.0와 Melittin(벌독)

l FASTA format
① Melittin: GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 
② CAM: KWKLFKKIEKVGQGIGAVLKVLTTGL
③ CAM-W:KWKLWKKIEKWGQGIGAVLKWLTTWL-NH2

3. AI을 이용한 polypeptide & protein 독성예측

l Melittin-기반 항균제개발 →

l Melittin- 항균성



3) ToxinPred3.0의 선택적 model
① ET(Extra Trees) Model   
② Hybrid (ET+MERCI)       
③ DL Model       
④ Hybrid (DL+MERCI)

  

3. AI을 이용한 polypeptide & protein 독성예측

• MERCI: 

• Cancer, neurodegerative 

disease, 감염병 등의 질

환 과 관 련 5518 toxic  

protein 



• Methotrexate Smiles

CN(CC1=CN=C2C(=N1)C(=NC(=N2)N)N)C3=CC=C(C=C3)C(=O)N[C@@H](CCC(=O)O)C(=O)O

• Methotrexate-OH의 Smiles
CN(CC1=CN=C2N=C(N)N=C(N)C2=N1)C1=CC=C(C=C1)C(=O)N[C@@H](CCC=O)C(O)=O

4. 합성물질의 MRSD (maximum recommended starting dose, 최대임상권장초기용량)

4-1) Small molecule의 AI-Based MRSD prediction

(Unknown molecule)

(Marvin JS)



Acute Oral Test (LD50) prediction을 위해 이용된 Software

• Pubchem과 Marvin JS 프로그램
• Pro-Tox 3.0 prediction: 3mg/kg 
• Swissadme 
• ADMETlab 3.0
• BioTransfomer 3.0 
• TOXSTAR
• ADMET-AI 
• OECD QSAR toolbox
• ADMETSAR 3.0 
• AI Drug Lab: 1.45 mg/kg
• Vega-GUI-1.2.4: Prediction is N/A
• ADME/Tox Prediction - Profacgen
• FP-ADMET
• ADMETlab: 2.762 mg/kg

• ADMET-AI: 2.24 mg/kg
• Interpretable-ADMET
• OptADMET
• vNN-ADMET
• ADMET-score
• DL-AOT Prediction
• ToxRefDB v2.0 
• eToxPred  
• T3DB
• ToxRead
• ChemoSAR

4-2) 단회 독성 - LD50 예측

• LD50 :계체군의 50% 치사량

• Methotrexate: 45 mg/kg

• Methotrexate-OH:  1.45mg/kg에서 3 mg/kg으로 평균 2.363 mg/kg

• 독성이 강해진 이유:  -OH는 극성기(polar group)로 체내 흡수를 저해

4. 합성물질의 MRSD (maximum recommended starting dose, 최대임상권장초기용량)



• Phase 1 reaction: Methotrexate의 –OH 제거된 test substance의 smailes

• CN(CC1=CN=C2N=C(N)N=C(N)C2=N1)C1=CC=C(C=C1)C(=O)N[C@@H](CCC=O)C(O)=O

• No reactive metabolite

4-3) 대사(Metabolism, Biotransformation) - BioTransformer 3.0 (TMIC)

4. 합성물질의 MRSD (maximum recommended starting dose, 최대임상권장초기용량)



• Phase 1 reaction: Methotrexate의 –OH 제거된 test substance의 smailes
• CN(CC1=CN=C2N=C(N)N=C(N)C2=N1)C1=CC=C(C=C1)C(=O)N[C@@H](CCC=O)C(O)=O

• Epoxidation: reactive metabolite의 확인

• Reactive metabolite + Glutathione 결합 여부

• 거의 모든 항암제 + ligand = Reactive metabolite

4-4) 대사(Metabolism, Biotransformation) -Way2Drug의 예시

4. 합성물질의 MRSD (maximum recommended starting dose, 최대임상권장초기용량)



AI-based LOAEL prediction을 위해 응용된 softwate

• Pubchem과 Marvin JS 프로그램
• Pro-Tox 3.0 prediction: 
• Swissadme 
• ADMETlab 3.0
• BioTransfomer 3.0 
• TOXSTAR
• ADMET-AI 
• OECD QSAR toolbox
• ADMETSAR 3.0 
• AI Drug Lab: 
• Vega -GUI -1 . 2 . 4 : LOAEL  1 . 8358

mg/kg/day
• ADME/Tox Prediction - Profacgen
• FP-ADMET
• ADMETlab:

•    ADMET-AI:
• Interpretable-ADMET
• OptADMET
• vNN-ADMET
• ADMET-score
• ADMET-PrInt
• DL-AOT Prediction
• ToxRefDB v2.0 
• eToxPred  
• T3DB
• ToxRead
• ChemoSAR
• Toxin predictor

4-5) 반복투여독성시험 - LOAEL 예측

• LD50 : 평균 2.363 mg/kg

• LOAEL(lowest observed adversed effect level, 최소독성용량): 1.8358 mg/kg/day으로 추정됨.

• 해석:(LD50:LOAEL)의 일반적인 ratio: 2-2.5이라는 고려할 때 LD50과 LOAEL의 ratio는 1.28으로 낮다고 할 수 있음.  

그러나 LD50의 독성 강도에 따라 분류한 GHS에 따르면 시험물질은 가장 강한 독성분류인 Category 1에 해당됨.

이는 독성의 용양반응곡선이 대단히 steep하기 때문에 시험물질의 LD50과 LOAEL의 ratio인 1.28은 acceptable.

4. 합성물질의 MRSD (maximum recommended starting dose, 최대임상권장초기용량)



• Vega-GUI-1.2.4: LOAEL 1.8358 mg/kg/day
• Methotrexate-OH의 시험물질 구조

4-6) 반복투여독성시험 - LOAEL의 적용범위(Applicability domain)

l AI-based toxicity prediction에서 적절한 Model의 3요소

1) Toxic endpoint와의 모델 적절성 - 규제 독성시험의 종류에 대하여 적절한 모델

2) Model의 적용범위 - Data의 특성

3) Model의 정확도 -  실측치와 예측치의 차이에 대한 모델 성능을 검토하기 위한 지표

4. 합성물질의 MRSD (maximum recommended starting dose, 최대임상권장초기용량)



4-7) 반복투여독성시험의 NOAEL 예측

AI-based NOAEL 예측을 위한 Software

• Pubchem과 Marvin JS 프로그램
• Pro-Tox 3.0 prediction: 
• Swissadme 
• ADMETlab 3.0
• BioTransfomer 3.0 
• TOXSTAR
• ADMET-AI 
• OECD QSAR toolbox
• ADMETSAR 3.0 
• AI Drug Lab: 
• Vega-GUI-1.2.4: NOAEL  0.3633

mg/kg/day
• ADME/Tox Prediction - 

Profacgen
• FP-ADMET
• ADMETlab:

• Interpretable-ADMET
• OptADMET
• vNN-ADMET
• ADMET-score
• ADMET-PrInt
• DL-AOT Prediction
• ToxRefDB v2.0 
• eToxPred  
• T3DB
• ToxRead
• ChemoSAR

• LD50 : 평균 2.363 mg/kg

• LOAEL(lowest observed adversed effect level, 최소독성용량): 1.8358 mg/kg/day 추정

• NOAEL(No observed adversed effect level. 최대무독성용량): 0.3633 mg/kg/day 추정

• 해석: 반복투여독성시험에서 고용량으로 MTD(maximum tolerated dose)으로 선택하지만 LOAEL 및 NOAEL을 실

제시험에 동시에 얻기가 쉽지 않음   

4. 합성물질의 MRSD (maximum recommended starting dose, 최대임상권장초기용량)



4-8) MRSD 예측

l 임상최대권장초기용량(meximum recommended starting dose, MRSD)

l 산출 공식

종(speies) 체중 (kg) 체표면적 (m2) Km 계수

성인 60 1.6 37

어린이 20 0.8 25

비비원숭이(baboon) 12 0.6 20

개 10 0.5 20

원숭이(monkey) 3 0.24 12

토끼 1.8 0.15 12

기니어 피그 0.4 0.05 8

랫드 0.15 0.025 6

햄스터 0.08 0.02 5

마우스 0.02 0.07 3

• Rat NOAEL = 0.3633 mg/kg/day
• HED = 0.3633 mg/kg/day x (6/37)

• MRSD = 0.059 mg/kg/day (÷) 10 = 5.9 μg/kg/day

<표> 체표면적 기준으로 동물용량을 HED로 전환하는 Km 계수

4. 합성물질의 MRSD (maximum recommended starting dose, 최대임상권장초기용량)



① AI-based toxicity prediction 프로그램을 통해 IND를 위한 MRSD 산출 가능

② Mode of mechanism과 함께 제시 및 검증의 필요성

③ Non-genotoxic & Non-carcinognic small molecule의 예측에 대한 제한

④ 독성과 관련한 AI-based toxicity prediction은 생식발달독성 등의 target organ toxicity에

초점을 두어 개발의 필요성 - Weight of evidence model 다수

⑤ 독성 자료의 gap filling에 유용성은 있을 수 있지만 MOA를 통한 기전설명 동반의  필요성

⑥ Small molecule은 양적  및 질적 예측이 가능하지만 Protein 및 polypeptide의 AI-기반 예측은

질적 평가 가능

5. AI-based toxicity prediction of small molecule and peptide, Protein - 결론



Part IV. 비임상 독성연구에 대한 결론



1. 미래의 신약 개발 예측

• AI 및 플랫폼 기술을 중심으로 상호 힙종연행을 통한 다양한 약물 모달리티 출현

(Boston consulting group, 2023)



2. Small molecule의 독성기전에 대한 확실한 이해를 통해  다양한 약물 modality의 독성 이해 필요성

<그림-1> 약물의 단위별 연구 구분

<그림-2> Small molecule의 독성기전에
대한 Central dogma


