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Preklinické testovani

stadium vyvoje nového Iéku behem kterého jsou
shromazdena zakladni data o bezpecnosti a farmakoloqii

pred prvnim podanim cloveku

Prifinical
Tecting Phase 1 Phase 2 Phase 3

Subjects Laboratory I0-100 100-300 1,000-3,000
and Healthy Patient Falient
animal sludies volusleers waluntesrs volanleers

A [ T—
Assest safely Evaluale Verity etfectiveness
& hiological sfely & eHictiviness & manitor adverss
actiity dosage & e elects lonig-term nse

Year 4-5 Year 6-8

How
100% 1% ot INDs 33% of INDs 7% of INDs

hitp:'vvrmedscape .com

Hedscape &

IND= Investigational New Drug; NDA: New Drug Application
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Jsou preklinicke testy nutné?

Testy poskytuji informace potrebné

K dalsim fazim preklinickeho testovani
Ke klinickym fazim testovani

Pro registraci léCiva
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Navaznost fazi vyzkumu

screening research Clinical studies NDA review marketing
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Co je cilem testu?

* Dukaz o mechanismu ucinku a ucdinnosti u zvirat
« Selekce optimalniho zvifeciho modelu

* \Vyber pocatecCni davky, stanoveni vhodného
davkovaciho rezimu a eskalace davky

* Vybér biologickych markert
* QOpodstatnéeni lekovych kombinaci

 Stanoveni PD a PK

» Detekce toxicity na urovni organismu, organu Ci
organovych systému, vliv na reprodukci, genotoxicita

« Upozornéni na oblasti moznych nezadoucich ucinku
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Screening molekul, databaze dat (1)

« V uvodnich fazich vyzkumu je klicové odhadnout
chovani molekuly a jeji potencialni toxicitu
« Pouziti vyzkumnych databazi a literatury

Nationai Library | TOXNET

of Medicine Toxicology Data Network

I Enw, Health & Toxicology B TORMET

TOXMNET - Databases on toxicology, hazardous chemicals, environmental health, and toxic releases,

Select Database Search All Databases

[baracetamal Search | Clear | Help |

{e.g. asthma air pollution, ibuprofen fever, vinyl chlaride)
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References from Biomedical Literature
* IRIS H TOXLINE Toxicology Literature Online 13214
* ITER DART Developmental Toxicology Literature 438

s LactMed
# Multi-Database

Chemical, Toxicological, and Environmental Health Data

= TRI H
ChemiDplus Chermical Identification/Dictionary 1
HSDB Hazardous Substances Data Bank 390
TOXMAP H CCRIS Chemical Carcinogenesis Information =2
CPDB Carcinogenic Potency Database
GENETOX Genetic Toxicology Data 1
CTD Comparative Toxicogenomics Database 104
RIS Integrated Risk Information u]
ITER International Toxicity Estimates for Risk u]
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Screening molekul, databaze dat (2)

« Porovnavani se strukturalné podobnymi latkami se
znamymi vlastnostmi

« Screening probiha pomoci pocitacovych systému
« DEREK - Deductive Estimation Risk from EXxisting
Knowledge

* Multi-CASE — Multiple Computer Automated Structure
Evaluation

 TOPKAT — TOxicity Prediction by Computer Assisted
Technology

o dalsi
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In vitro testy

- Siroce pouzivané pro Uvodni faze preklinického
testovani

* Nahrazuji Castecné Ci uplné i nekteré testy na zviratech

* Pouziti tkani a bunék

« Studium PD a PK, toxikokinetiky, genotoxicity,
karcinogenniho potencialu, lokalni tolerance

* Musi byt validovane ECVAM
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Validovane testy in vitro - priklad (1)

Genotoxicita — In vitro Mammalian Cell Micronucleus Test

» Detekuje chemicke latky, které vyvolavaji zlomy v chromozomech
(klastogenni) nebo zmény v poctech chromozomu v burikach
(aneugenni), u kterych probéhlo bunécné déleni v prubéhu &i po
expozici latce

* lzolované fragmenty jsou obsazené v sekundarnich jadrech, ktera
jsou obvykle mnohem mensi nez hlavni jadro a jsou snadno
odlisitelna

« Test detekuje jadérka v cytoplazmeé bunék v interfazi a zaroven
ukazuje mechanismus chromozomalniho poSkozeni a utvoreni
mikrojaderek

« Zobrazeni pomoci fluorescence (FISH)
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Validovane testy in vitro - priklad (2)

« OcCni drazdivost — Isolated Chicken Eye (ICE) test method
- Castetné nahrazuje in vivo test oéni drazdivosti u kraliku

« Testovana latka je aplikovana na rohovku alespon 3 ocCi, v
pravidelnych intervalech je sledovana reakce rohovky az do 4
hodin po aplikaci

« Posuzuje se otok rohovky, jeji zakaleni, retence fluoresceinu, coz
svedci o sklonu k drazdivosti oCi

* Dle nalezu se latka klasifikuje od nedrazdivé po velmi drazdivou
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In vivo — zakladni sada testu

« Akutni toxicita (jednorazové podani)

« Subakutni toxicita (opakované podani - do 2 tydnu)

« Subchronicka toxicita (opakovaneé podani - 1az 3
mesice)

« Chronicka toxicita (opakované podani - 3 az 24 mesice)

« Toxikokinetika

« Bezpecnostni farmakologie
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Akutni, subchronicka a chronicka

toxicita (1)

« Cesta podani by mela byt stejna jako u lidi

« Davka podavana u zvirat - v zavislosti na
predpokladaneé davce podani pro Cloveka

« Davka do 1000 mg/kg/den je-li to alespon 10nasobek
lidské davky

» Pokud je klinicka davka nad 1g, tak do 10nasobku

lidské davky nebo do 2000 mg/kg/den — dle toho, co je
nizsi
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Akutni, subchronicka a chronicka

toxicita (2)

« Délka podani u zvirat - v zavislosti na predpokladané
délce lécby u Cloveka

* Pro registraci pripravku jsou nutné nasledujici delky
studii opakovaného podani:

Délka lé&by u Elovéka Jiny druh

Do 2 tydnd 1 mésic 1 mésic

2 tydny az mésic 3 mésice 3 mésice

Mésic az 3 mésice 6 mésicu 6 mésicu

Déle nez 3 mésice 6 mésicu 9 mésicu (v EU staci 6)
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In vivo — zakladni sada testu

« Akutni toxicita (jednorazové podani)

« Subakutni toxicita (opakované podani - do 2 tydnu)

« Subchronicka toxicita (opakovaneé podani - 1az 3
mesice)

« Chronicka toxicita (opakované podani - 3 az 24 mesice)

« Toxikokinetika

« Bezpecnostni farmakologie
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Bezpecnostni farmakologie

* Popis pusobeni na organové systémy v ramci a nad
ramec terapeutického rozmezi

* Odhad moznych nezadoucich ucinku u Clovéka
* Popis mechanismu nezadoucich ucinku

« Zamerene hlavné na kardiovaskularni systém, centralni
nervovou soustavu, dychaci soustavu

@3}) PHARMAROUND
INTERAKTIVNI PLATFORMA
WWW.PHARMAROUND.CZ



Specifické toxikologicke testy

Na zakladé vysledku predchazejicich studii nebo typu
léCiva mohou byt pozadovany dalSi specifické testy:

-Karcinogenita

*Genotoxicita

*Reprodukcni a vyvojova toxicita
L okalni toxicita

*Fototoxicita

sImunotoxicita
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Karcinogenita

« 1 dlouhodoba (2 roky) studie na hlodavcich
+

 dalsi dlouhodoba studie na hlodavcich
nebo
» Kratkodoby nebo strednedoby model na hlodavcich

» transgenni model (inaktivace tu-su genu p53+/-;
aktivace protoonkogenuTg.rasH2 nebo Tg.AC)

« neonatalni model (expozice od narozeni do 3 tydnu
veku)

@ PrArRMAROUND

WWW.PHARMAROUND.CZ



Genotoxicita

Genotoxicita — 3 standardni testy:

» Test genetickych mutaci u bakterii — Ames test
(Salmonella typhimurium, Escherichia Coli)

* In vitro cytogeneticky test poSkozeni chromozomu na
savcich bunkach nebo in vitro test na bunkach mysiho
lymfomu

 In vivo test poSkozeni chromozomu na krvetvornych
burikach hlodavcu (ekvivalent testu mikrojadérek)
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Reprodukc¢ni a vyvojova toxicita

« Testy reprodukce u obou pohlavi

« Hormonalni poruchy, poSkozeni pohlavnich organu,
detekce potratu, poruchy implantace zarodku u
potkanu

« Embryonalni a fetalni toxicita

» Detekce malformaci plodu, rustové retardace, poruch
vyvoje a funkce organu u potkanu a kraliku

« Juvenilni toxicita

* Pouze vyjimecCné — na podporu pediatrickych indikaci,
pokud existuje pochybnost o spravnosti extrapolace
dat z dospelych
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Lokalni toxicita, imunotoxicita

« Lokalni toxicita — dle mist kontaktu s IeCivem
« OcCni toxicita (kralici)
« Kozni toxicita (kralici)
» Rektalni toxicita (kralici nebo psi)
« Vaginalni toxicita (potkani, kralici, psi)
* Imunotoxicita

« Zmény krevniho obrazu, hladin imunoglobind,
zmeny v imunitnich organech, zvysena incidence
infekci nebo tumoru
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Co musi byt hotovo pred prechodem do dalsi
klinické faze

Kompletni testy genotoxicity

Faze ll/lll Kompletni testy reprodukéni toxicity (samci i samice)
Kompletni testy opakového podavani
Kompletni farmakokinetika

Léky pro chronické pouziti:
Faze lll Chronicka toxicita

Karcinogenicita

Studie specialni toxicity
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Zakladni doporuceni

 Dokumenty ICH
« ICHS1-9alCHM3
« Obecné principy preklinického testovani
« DoporucCene postupy Evropske Iékove agentury
« Konkrétni pozadavky na testovani v ramci
vyzkumne Ci registracni faze
« Specificke dle typu pripravku

* Doporuceni k problematice pomocnych latek a
necistot

* Pozadavky v oblasti dopadu na zivotni prostredi
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Priklad - Cellcept, p.o. a i.v. aplikace

«Akutni, subchronicka a chronicka toxicita p.o., I.v. a s.cC.

‘Bezpeclnostni farmakologie — zameéreni na krvetvornou a
lymfatickou tkan (mysi, potkani, psi, opice)

*Genotoxicita, karcinogenita— zamereni na krvetvornou,
lymfatickou tkan a travici trakt (mysi)

*Reprodukcni a vyvojova toxicita (potkani, kralici)
Lokalni toxicita pro parenteralni podani

Zdroj: EPAR Cellcept, EMA 2004
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Pravidlo 3R

Reduction

Redukce poctu testu a poCtu pokusnych zvirat

Spojovani do vetsich studii s vyssi vyteznosti dat
Replacement

Vhodny vyber zvifeciho modelu dle citlivosti

Omezeni studii na zarodcich a mladatech

Nahrazeni zvirecich studii in vitro metodami

Refinement

Odklon od testovani letalnich davek

KratSi expozice zvirat, akutni toxicita v ramci delsich studii
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Limitace testu

Extrapolace toxicity ze zvifat na Clovéka neni
jednoduse aplikovatelna:

- Mezidruhové rozdily v anatomii, fyziologii, genetice a
metabolismu

- Vzacné vedlejsi efekty jsou zridka detekovany

- U biologickych pripravkl je moznost pouziti zvifecich
modelld omezena
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Dékuji za pozornost

Dalsi informace a dokumentaci najdete na

www.pharmaround.cz

orojekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a stét
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