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De ce cercetare
preclinica ?

* Demonstrarea sigurantei Si eficacitatii
produsului testat fata de un anumit tip de
. celule sau un anumit organ tinta, inainte de

, trialurile clinice

* Informatii privind doza de start sigura (nu
provoaca efecte adverse majore $i nu e
toxica)
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Din aproximativ 5.000 de compus$i care intra in stadiul de

“descoperire de noi medicamente”, la finalul studiilor preclinice |

(care pot dura 12 ani) doar unul primeS$te aprobarea pentru a intra -

mai departe in evaluare pe baza studiilor clinice.

Costul poate ajunge la 1 miliard de dolari americani.

Institutul National de Patologie "Victor Babes", Scoala din vacanti, 2023

e T



CERCETARE DE BAZA Identificarea si validarea tintei

DESCOPERIREA Obtinerea si optimizarea compusului

DICAMENTULUI Screening virtual (in silico)
.000 - 20.000 compusi

CERCETARE Studii farmacodinamice
PRECLINICA Studii farmacokinetice
250 compusi Studii toxicologice

DI
I CLINICE / Fazele I, 11, si III de studii clinice

5 compusi

Aprobarea si lansarea pe piata a
medicamentului Faza IV de studiu clinic, post-marketing
1 compus
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Cercetare clinica
(Trialuri clinice)

Cercetare
de baza

Cercetare preclinica

4
Studii in vitro Studii in vivo Studii in silico
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» in vitro (lat.) = ”in sticld” (recipiente pentru culturi celulare)

» studii pe culturi de celule, de tesuturi sau organe, bacterii, virusuri

» comportamentul unui anumit tip de celule in prezenta produsilor
testati, intr-un mediu controlat, care permite o monitorizare stricta a
conditiilor experimentale $i pune mai clar in evidenta modul de actiune
al compusului investigat.

» expresia proteomicid/genomici/epigeneticid a unor biomarkeri celulari
in diferite conditii de mediu/tratament cu produsul testat
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» primele studii la nivel celular privind:

* viabilitatea/proliferarea celulari (testul MTS) in prezenta
compusului testat

* toxicitatea compusului in functie de doza Si durata de actiune
(testul LDH)

» teste aditionale: carcinogenitatea
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CERCETAREA IN VITRO
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AVANTAJE

» un singur tip celular de interes in patologia abordati |

» se poate urmiri efectul unui numir mare de compusi biologici diferiti pe
un singur tip de celula tinta

» rezultate mai rapide
» studii mai putin costisitoare decit cele in vivo
» pun mai putine probleme de etici $i siguranti

» liniile celulare sunt o sursi inepuizabilid de material biologic daci sunt
crescute in conditii optime
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DEZAVANTAJE:

» nu se pot reproduce conditiile mult mai complexe existente intr-un
organism viu

" celule de acelasi tip, crescute in conditii controlate de mediu, care
nu vin in contact $i nu interactioneaza cu alte zeci de tipuri de celule
care se gasesc intr-un organism viu

» interpretarea datelor — cu precautie, rezultatele nu prezic in mod
obligatoriu reactia la tratament a unui organism viu
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STUDII IN SITU

» in situ = ,)alocul de origine”, observatii in contextul natural, dar in afara
organismului viu, intr-un tesut sau organ

» plasat cumva intre in vitro $i in vivo

» exemple:

® hibridizarea in situ, vizualizarea Si localizarea unui anumit fragment de acid nucleic
intr-o proba de tesut, pe o sectiune observabila la microscop

" studii asupra cariilor din dinti proveniti de la pacienti

" studii pe carcinoame excizate chirurgical de la nivelul diferitelor organe

Institutul National de Patologie "Victor Babes", Scoala din vacanti, 2023




s o A A N T S

Other 5% (107
thousand)

Specially protected
species 0.8% (17
thousand)

Birds 7% (141
thousand)

Rats 12% (258

thousand)
Mice 81% (1.26
/milllon)
Fish 14% (294
thousand)

https://ysjournal.com/in-vivo-modelling-within-pharmacological-research-its-
limitations-and-alternative-methods-of-research/

Salonee Banerjee June 17, 2020
Animalele utilizate cel mai mult in experimente

in UK, 2015
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CERCETAREA
IN VIVO

implica organisme vii, unde intervine
metabolismul $i interactiunea extrem
de complexa intre diferite tipuri
celulare, tesuturi, organe

in conditii fiziologice controlate

chiar $i trialurile clinice sunt studii in
vivo, pe om

sunt mai precise decat experimentele in

vitro
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CERCETAREA IN VIVO

AVANTAJE:

» Demonstrazi efectul unui produs farmaceutic asupra organismului ca un
tot, cu interconectari intre diferite tipuri de celule, tesuturi, organe,
sisteme

» Imbunititeste studiul de impact al unui potential produs medicamentos
asupra unei boli umane

» Aratd mai riguros siguranta, toleranta, toxicitatea si eficacitatea
produsului testat asupra organismului decat in studiile in vitro
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CERCETAREA IN VIVO

DEZAVANTAJE:

. » necesiti cerinte etice mai importante $i mai complexe

" in ultimii ani exista dezbateri etice importante asupra necesitatii testarii unor
produse pe animale, de ex. produsele cosmetic

" cercetatorii trebuie sa demonstreze ca nu exista metodologii alternative
pentru a-Si demonstra ipotezele, sa arate ca beneficiile studiului depasesc
dezavantajele (suferinta cauzata animalelor)
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CERCETAREA IN VIVO

DEZAVANTAJE:
. » necesitd mai mult timp de desfisurare fati de studiile in vitro

» sunt mai costisitoare

» existd multe metodologii $i protocoale pentru acelasi studiu, in functie de
laborator (de echipa de cercetatori)

" fintr-un studiu amplu, cu multi parteneri, se impunere normalizarea procedurilor
pentru obtinerea unor rezultate reale, cuantificabile, comparabile
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CERCETAREA IN VIVO

Consideratii etice

. » in majoritatea tirilor este necesari aprobarea unor
comisii/comitete de eticd, conform legislatiei, pentru a putea
face studii pe animale

" pentru a exista asigurarea ca utilizarea animalelor este imperios
necesara pentru a obtine rezultatele dorite

" pentru ca tratamentul aplicat animalelor sa nu le produca o
suferinta inutila sau un grad ridicat de durere sau vatamare
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CERCETAREA IN VIVO

Evaluarea produsului testat

1. Farmacodinamica:

» descrie relatia dintre concentratia unui medicament in organism i efectul lui
biologic (raspunsul la doza).

» arati cit de puternic $i eficient este un medicament, avind in vedere efectul
farmacologic dorit, tinind cont Si de siguranta utilizarii lui.

» stabileste “indexul terapeutic” al unui medicament, descriind raportul dintre
doza care cauzeaza toxicitate $i doza care are un efect terapeutic.

" indexul terapeutic ideal ar trebui sa fie destul de mare, astfel incat sa indice o fereastra
terapeutica larga.
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CERCETAREA IN VIVO

2. Farmacokinetica:

» aratd cum reactioneazi organismul in prezenta medicamentului

» efectul unui medicament este determinat de cantitatea de substanti activi
prezenta in organism, la locul tintit.

" depinde de absorbtia, distributia, metabolismul §i excretia medicamentului in corp

» descrie modificirile care apar in timp privind concentratia plasmatica a
compusului activ testat

" un pas cheie in stabilirea dozei $i a schemei de administrare a medicamentului
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CERCETAREA IN VIVO

2. Farmacokinetica:

» Administrarea orald trebuie si tind cont de absorbtia la nivel gastro-intestinal

" trebuie evidentiata cantitatea produsului activ care ajunge in sange,
permitand transportul la organul tinta.

" medicamentul ajunge intii in ficat, primul obstacol metabolic, concetratia
si biodisponibilitatea medicamentului reducandu-se.

» Administrarea intravenoasa ocoleste ficatul, medicamentul fiind transportat
direct prin sange catre diferite tesuturi tinta.
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2. Farmacokinetica: e

. » Distributia compusului activ in organism este determinati de:
" afinitatea medicamentului pentru proteinele plasmatice
" proprietatile moleculare $i polaritatea medicamentului

4

® vascularizatia tesutului tinta
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CERCETAREA IN VIVO

2. Farmacokinetica:

» Eliminarea medicamentului — intervine metabolismul

" modifica chimic substanta initiala $i o transforma in metabolit farmacologic activ sau
inert.

" se face renal Si hepatic — exceptie: substante volatile (anestezicele), se elimina $i la nivelul
plamanilor.

" cand rata de eliminare este egala cu rata de absorbtie, se atinge aga numita stare stabila,
care poate fi atinsa prin doze repetate.

= informatie cruciala pentru stabilirea dozelor pe termen lung $i a concentratiei utilizate.
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CERCETAREA IN VIVO

3. Toxicitatea:

. » determini dacid un medicament este sigur (“safe”) pentru a fi testat pe subiecti
umani

» stabileste cel mai mic grad de toxicitate al primei doze, doza de start in trialurile
clinice

» se stabilesc o serie de biomakeri pentru monitorizarea efectelor adverse

» se incepe cu studii privind o singuri dozi, pentru a identifica organele care ar putea
suferi din cauza toxicitatii medicamentului, urmand studii cu doze repetate
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CERCETAREA IN VIVO

3. Toxicitatea:

. » evaluarea carcinogenititii, a toxicititii reproductive i a genotoxicititii (poate fi
studiata si in vitro)

» determina durata, schema de terapie $i calea de administrare a medicamentului

» carcinogenitatea $i toxicitatea reproductivi se face de obicei pe modele in vivo de
sobolani, cu administrare de minimum 6 luni a medicamentului

" efectul evident apare doar dupa o expunere prelungita la medicament.
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CERCETAREA IN VIVO

Alegerea modelului animal

. » Cele mai multe studii in vive se fac pe mamifere: rozitoare §i ciini.

» Alte studii, in special genetice: insecte (musculita de otet, Drosophila
melanogaster), viermi (nematodul Cenorhabditis elegans), pesti (zebra fish).

» Cel mai utilizat animal pentru teste farmacologice este Soarecele
" genomul se suprapune 99% peste cel uman.

" manipularea genetica este relativ simpld, obtinerea de modele transgenice care sa imite
patologia umana fiind astfel posibila §i rapida.
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» Diferentele sau asemindrile dintre organismal uman i
modelul animal fac ca anumite specii sa fie mai indicate in
anumite cazuri.

» Existi la aceeasi specie §i aceeasi patologie, o multitudine
de modele $i protocoale experimentale care difera (in functie
de laborator) Si care duc la rezultate diferite, greu de
comparat.
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» Modelele canine nu sunt bune pentru testele cu administrare orali a
compusului, tubul digestiv al carnivorelor este mai scurt decat cel al
omnivorelor Si rata de golire gastrica este crescuta.

» Rozatoarele nu pot fi modele pentru administrarea de antibiotice,
alterarea la nivelul florei intestinale cauzeaza efecte adverse
semnificative.

» Medicamentul poate fi metabolizat similar sau diferit la diferite specii,
fapt care va afecta atat eficacitatea, cat $i toxicitatea acestuia.
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CERCETAREA IN VIVO

Exemple:

. » studiul medicamentelor contra cancerului

" modele murine - utilizarea xenogrefelor (celule, tesuturi de la o alta
specie) de om pe Soarece imunodeficient

v celulele tumorale (din linii celulare sau celule de la pacienti),
transpalntate de obicei subcutan, determina formarea de tumori pe
care se testeaza diferiti compus$i cu rol terapeutic.
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; " modele tumorale ortotopice - implantarea de tumori direct in 2
. organul tinta (organul de origine al tumorii) pentru a crea conditii

care sa mimeze mai bine microambientul in care se dezvolta
cancerul $i caile de metastazare.

" modelele genetice de Soareci care imita mai indeaproape patologia
umana se dovedesc tot mai valoroase pentru cercetarea
translationala.
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CERCETAREA IN VIVO

» studiul distrofiei musculare Duchenne
. Alegerea modelului animal se face pe baza a trei considerente:

" similaritate genetica $i patologica cu boala umana;

" disponibilitatea datelor in ceea ce priveSte patologia animala;

® accesibilitatea $i costurile pentru mentinerea grupului de animale care intra in
studiu.

Mai multi experti in domeniu au sugerat ca cele mai bune modele animale pentru
testarea eficacititii medicamentelor pentru DMD sunt: Soarecele mdx si modelul
canin de golden retriever cu distrofie musculara (GRMD).
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» Unele specii prezinti similitudini cu omul in ceea ce
. privesSte fiziologia unui anumit organ sau a unui sistem de
organe = exemple:

" suinele sunt utilizate pentru studii dermatologice $i coronariene
" caprele pentru studii de implant mamar

" cainii pentru studii de patologie musculara, patologie canceroasa
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Conform ghidurilor speciale privind administrarea medicamentelor:

* european al EMA (Agentia Europeana a Medicamentului),

* american al FDA (agentia pentru “Food and Drug Administration”),
* celor emise de autoritatile locale specifice unei tari,
inainte de a primi autorizarea pentru trialuri pe subiecti umani

este nevoie de testari in vivo, care sa prezinte siguranta, pe cel putin doua
specii, una nefiind de rozatoare
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CERCETAREA IN SILICO

» Identificarea tintei
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» Bioinformatica - analiza sutelor de
modificari produse deja in modelele
preclice sau care s-ar putea produce

ulterior
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CERCETAREA IN SILICO

» Impact in toxicologie, metabolism, farmacogenetici
» Anii 1990 — mai ales in farmacokinetica

» Prezent — stiintele “omice” — proteomica, genomica,
metabolomica
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CERCETAREA IN SILICO

AVANTAJE
» mai rapidi

» costuri mai mici

» ofera predictie inci din primele faze ale studiului unui medicament, mai ales
pentru:

» ADME (absobtia, distributia, metabolismul, excretia)
» transportul prin membrane

» toxicitatea
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CERCETAREA IN SILICO

Poate estima unele proprietati fizico-chimice ale unor substante, cum ar fi:

» lipofilicitatea

» solubilitatea

» permeabiltatea prin membranele biologice

" diferite sisteme de transport ale moleculelor biologic active pot afecta

activitatea $i proprietatile acestora

exista programe software speciale pentru a estima aceste date printr-un
screening virtual
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CERCETAREA IN SILICO

DEZAVANTAJE

» existenta a relativ putine baze de date pentru
dezvoltarea/aparitia medicamentelor noi

» putini specialisti care si lucreze cu datele deja existente
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CERCETAREA IN SILICO

Exemple de studii in silico

1) KAUST Visualization Core Lab (KVL)

* KVL a colaborat cu mai multe grupuri de
cercetatori pentru proiectul de Modelare Integrativa
a Metabolismului Energetic al Creierului (parte
dintr-un proiect mai mare, Blue Brain Project).
Printre cercetatori se numara Prof. Pierre
Magistretti si Corrado Cali.

O “felie” care face parte dintr-o mare baza de date cu
imagini care reprezinta o reconstructie digitala $i simulari

Institutul National de Patologie "Victor Babes", Scoala din vacanti, 2023 ale CreierUIUi de Soarece, utiliz ﬁnd un supercomputer




CERCETAREA IN SILICO

Contributia lui Cali si Magistretti la proiectul
Blue Brain a fost elaborarea unor modele 3D
de astrocite utilizind o tehnica speciala de de
microscopie electronici de inalta rezolutie,

Progress in Neurobiology
3 Volume 183, December 2019, 101696 ]
ELSEVIER LS ‘

reconstituind 4 astrocite. " , _ ,

3D cellular reconstruction of cortical glia and
]maginile erau prea mici pentru a realiza o parenchymal morphometric analysis from Serial
morfologie completi a astrocitelor $i Block-Face Electron Microscopy of juvenile rat
neuronilor’ dar VOlumU,l reconstituit continea (;:Erria:(.);aa!;;iz; :\/larco Agus ™ © Kalpana Kare 2 Daniya J. Boges %, Heikki Lehvaslaiho * 9, Markus Hadwiger ®,

toate prelungirile celulare proximale.

S-a facut ulterior o analiza cantitativa pe modele 3D $i s-a descoperit mecanismul prin care
lactatul trece din astrocite in neuroni $i nu invers.
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CERCETAREA IN SILICO

* Tot mai multe studii de tip ,,machine learning”

- * Studierea unor algoritmi generati pe computer care se pot imbunatati automat prin

experienta rezultatelor anterioare $i utilizarea bazelor de date

* Vazuta ca o parte a inteligentei artificiale

Jianhong Kang, Ting Chen, Honghe Luo et al., Machine learning predictive model for severe COVID-19,
Infect Genet Evol., 2021; 90: 10473

Marcos-Zambrano L], Karaduzovic-Hadziabdic K, Turukalo TL et al, Aplications of machine learning in

human microbiome studies: a review on feature selection, biomarker identification, disease prediction
and treatment, Front. Microbiol., 2021 | https://doi.org/10.3389 /fmicb.2021.634511
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Exemple de proiecte de
cercetare ale laboratorului

» ,.Efectul produsilor microbiotei intestinale $i proteinelor amiloid
functionale asupra agregarii patologice a proteinelor $i asupra
propagarii patologiei dupa un model prionic in modelele de
neurodegenerare”

» ,Alterarea barierei hemato-nervoase in diferite tipuri de neuropatii
periferice: modificarea expresiei proteinelor jonctiunilor stranse ca
marker diagnostic”

» “Bazele moleculare ale imbétranirii muschiului”

Institutul National de Patologie "Victor Babes", Scoala din vacanti, 20223




Metode $i protocoale utilizate in laborator =

» Studii in vitro — realizarea de modele pe culturi celulare

» Studii in vivo — realizarea de modele animale pe Soareci/sobolani

» Tehnici pentru studierea biomarkerilor si a proteinelor modificate patologic:
= THC/IF
" Western Blot

" Electroforeza in gel SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis)

" Detectarea unor mutatii genetice - MLPA, PCR, droplet digital PCR

Institutul National de Patologie "Victor Babes", Scoala din vacanti, 2023
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