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Centrum Rozwoju Terapii Chorob Cywilizacyjnych i Zwigzanych
z Wiekiem UJ CM (CDT-CARD)

Laboratorium
Farmakokinetyki

i Wstepnych Badan
Toksykologicznych

* Pracownia badan biochemicznych
* Pracownia hodowli mikrobiologicznych
* Pracownia hodowli komodrkowych
i organotypowych
* Pracownia mikroskopowa
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Projekt CDT-CARD - interdyscyplinarny, innowacyjny osrodek
zajmujgcy sie projektowaniem i testowaniem nowych terapii chorob
cywilizacyjnych i zwigzanych z wiekiem w badaniach przedklinicznych.

e poszukiwanie nowych celow
terapeutycznych

« prowadzenie badan przedklinicznych

« selekcja nowych kandydatow na leki

« rozwoj leku wspomagany modelami

« modelowanie in silico przebiegu choroby
oraz skutecznosci leczenia

« prowadzenie niekomercyjnych badan
klinicznych

* rozwoj pozafarmakologicznych metod
terapii i profilaktyki.
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Projekt CDT-CARD - interdyscyplinarny, innowacyjny osrodek
zajmujgcy sie projektowaniem i testowaniem nowych terapii chorob
cywilizacyjnych i zwigzanych z wiekiem w badaniach przedklinicznych.

e poszukiwanie nowych celow
terapeutycznych

« prowadzenie badan przedklinicznych

« selekcjanowych kandydatow na leki

« rozwoj leku wspomagany modelami

« modelowanie in silico przebiegu choroby
oraz skutecznosci leczenia

« prowadzenie niekomercyjnych badan
klinicznych

* rozwoj pozafarmakologicznych metod
terapii i profilaktyki.
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»Drug-like properties,” czyli lekopodobne wiasciwosci zwigzku to

parametr, ktérym okresla si¢ zwigzek, posiadajacy satysfakcjonujace
wyniki badan w zakresie ADME-Tox (absorbcji, dystrybucji,
metabolizmu, eliminacji i toksycznoéci) przez co z duzym
prawdopodobienistwem pomyglnie przejdzie I fazg badan klinicznych,,

Prof. Christopher A. Lipinski

Laboratorium
Farmakokinetyki — Oszacowanie parametrow
i Wstepnych Badarn ADME-Tox metodami in vitro

Toksykologicznych
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W nowoczesnym podejsciu do opracowania nowego leku badania parametrow
ADME-Tox nowych zwigzkéw chemicznych prowadzone sg jak najwczesniej,
najlepiej rownolegle z okresleniem ich aktywnosci farmakologicznej

Good
Drugs

Properties

Good
Ligands

Activity

Kerns E, Di L. Drug-like properties: concepts, structure design and methods:
from ADME to toxicity optimization: Academic Press; 2010.
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Dlaczego metody in vitro?

Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE
w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych

Wprowadzone zasady sg zgodne ze sformutowang w 1959 r. zasadg 3R:

reduction,
refinement,
replacement

(ograniczenie, udoskonalenie i wyeliminowanie badan na zwierzetach)

William Russell, Rex Burch 1959 .

15 stycznia 2015 r. - wdrozenie dyrektywy 2010/63/UE w PL

10 sierpnia 2021 r. - Nowelizacja ustawy o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych.
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EURL

ECVAM

European Union Reference Laboratory
for Alternatives to Animal Testing

Ispra, Italy

https://ec.europa.eu/jrc/en/eurl/ecvam

e Opracowywanie
« walidacja
» zatwierdzanie metod alternatywnych wobec badan na zwierzetach

Pomimo znacznych postepow, na razie nie jest mozliwe petne zastgpienie
badan na zwierzetach metodami alternatywnymi.
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A D M ET reclinical devela I
N i pment Farmakologia
IN VItro 250 candidates !
- l ADMET
- IN ViVOo
Clinical trials

l Five drugs in development

Regulatory review

1.5 years l

Chimcal approval -

One appravied di ug

-%1.5hn T

15-20 years e Clinscal
implementation

European Respiratory Journal 2015 45: 1197-1207
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Laboratorl.um ] Fundusze Unia Europejska
FarmakOklnetykl Europejskie Europejski Fundusz
. , Inteligentny Rozwoj Rozwoju Regionalnego
’ Wstepnych Badan ncte IgEn ny QZW || ZWQ) |
TOkskaIogicznyCh 2014 - 2020 dziatanie 4.2

Pracownia badan biochemicznych
*  Wielofunkcyjny czytnik ptytek BioTeK Synergy H1MF

/ *  Wirowki, wytrzgsarki
. *  Wytrzgsarki termostatowane
* Wagi analityczne

ABSORBANCE FLUORESCENCE GLOW FLASH
INTENSITY LUMINESCENCE LUMINESCENCE

" Analiza UPLC-MS, HRMS:
: Laboratorium Matych Czgstek
© e .
FILTERED FLUORESCENCE TIME-RESOLVED TR-FRET W Obreble Centralnego

Laboratorium Analitycznego
CDT-CARD

LUMINESCENCE POLARIZATION FLUORESCENCE

Pracownia hodowli mikrobiologicznych

* Stdt laminarny BSL 11
*  Wirdwki, wytrzgsarki
*  Wytrzgsarki termostatowane



sy

% & Farmakologia
'\/ JAGIELLONIAN UNIVERSITY o
#% ) IN KRAKOW przy

Laboratorl.um ] Fundusze Unia Europejska
FarmakOklnEtykl Europejskie Europejski Fundusz
. , Inteligentny Rozwoj Rozwoju Regionalnego
i WStepnyCh Badari nteligentny Rozwdj zwoju Regi g
TOkskaIogicznyCh 2014 - 2020 dziatanie 4.2

Pracownia hodowli komorkowych i organotypowych

 Agilent xCELLigence RTCA CardioECR System : ftzf);/im’”oé’g’; BSL I (2 stanowiska)
(system do analizy indukowanych pluripotencjalnych nkubatory

kardiomiocytow pochodzgcych z komdrek macierzystych) Wirowki, W),/ trzqsarki
Wytrzqgsarki termostatowane
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Laboratorium

) ) Fundusze Unia Europejska
FarmakOklnEtykl Europejskie Europejski Fundusz
. , Inteligentny Rozwéj Rozwoju Regionalnego
i Wstepnych Badarn PRt SRS
Toksykologicznych 2014 - 2020 dziatanie 4.2

Pracownia mikroskopowa * Mikroskop odwrdcony Leica DMi8 dedykowany do pracy we wszystkich

dostepnych technikach obserwacji
Inkubator nastolikowy TOKAI HIT (komora do obserwacji przyzyciowych)

"
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Laboratorium
Farmakokinetyki

i Wstepnych Badan
Toksykologicznych

Y/ Zwiazek aktywny \\
we wstepnych \

badaniach |
farmakologicznych J
in vitro /

Metabolizm
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PAMPA
Multrwell filter plate P e ST
l Buffer C‘Dmpound solution UPLC-MS
LU U L,JLJLJ LJLJL,JLJ N
AARARARH = wﬁww'ﬁgw — e e
Multrwell recerver plate

Caco-2, kokultury Caco-2/HT29-MTX, modele 3D na szkieletach hydrozelowych

N P Analiza
00
monolayer

= 8-um pore size
polycarbonate
membrane
(Transwell®)
coated with

collagen type |
Identyfikacja substratow i inhibitorow transporterow ,,efflux” (Pgp) i ,,up-take”

SLC (ang. solute carrier) OATP, OAT, OCT, PEPT

LUCIferin  a—
e Firefl
@ @ @ @ Analiza LucTrfirgse
UPLC-MS
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Powinowactwo do biatek osocza

Metoda ptytkowa (15 min.) . ® 5 ® i Bran
e @ .

Analiza X .
UPLC-MS @ @ @

Free drug molecules permeate through the BBB

Powinowactwo do biatek osocza — dializa rownowagowa (24h)
MW cutoff 30,000

Plasma
+
Drug

<+— Buffer

i Analiza
Time Ohr
UPLC-MS fu Kp
. * . * L ] [ -
y . = . . [ ] ™
.. * ‘o.. o ¢ * . .

Time 24 hr

Stabilnos¢ w osoczu

Analiza
UPLC-MS
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Okreslenie struktur metabolitow 1 i Il fazy przy uzyciu mikrosomow, frakcji S9 waqtroby lub
hepatocytow pierwotnych

7.0e+1

{ 3
6.0e+1 2 ]i/
al 5.0e+1 .
_ NHy | Analiza
Metabolizm >_N |
& UPLC-HRMS
>—=N 3.0e+1
N |
(:) 2.0e+1 L MZ
N LML M3
d 1.06+1 \\. 2.10 /

o\ 247

hepatocytow pierwotnych.

time [min]

1,8

1,85 10 20 30 40 50

y =-0,0065x- 1,8428 int, *0.5
RZ = 0,9849

,_.
o 4 b B
o, I SRV R

N
~

Analiza
215 t0.5 - k UPLC-MS

-2,2

Ln pE?kS heiglIIt ratio
™
i
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Fenotypowanie izoform enzymow zaangazowanych w | i Il faze metabolizmu
(cytochromy P-450, UDP-glukuronylotransferazy)

Metabolizm Analiza
UPLC-MS

Okreslenie inhibicji/aktywacji cytochromow p450

Analiza
LUCIferin  a— UPLC-MS
Firefly .
Luciferase
CYP2D6
100- - Quinidine |
ICsp = 0.01 uM C50

A
o
1

% of CYP2D6 activity

o
L
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Analiza mutagennosci — mikrobiologiczny test Amesa (Sallmonela Typhimurium)

384Well Plate «l _-;l“

_—
Indicator .. :
Medium . 37°C,48 h D1 :
= == % ol

: D3 .

Analiza mutagennosci metabolitow — test Amesa w obecnosci frakcji S9 wqgtroby

+ frakcja 891 .
. S =

Indicator .. -

Medium .. .. ; 3

=
8856

Metabolizm

c-|
37C,48 h D1}
. D2}

D3}t
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Wieloparametrowa analiza cytotoksycznosci
(komorki HepG2 lub inne linie komorkowe po uzgodnieniu)

* Rozmiariliczba komorek

* Analiza poszczegdlnych organelli

* Morfologia jadra komorkowego

* Genotoksycznosc¢ (test mikrojader w kom. CHO-K1)
* Migracje komorek

* Potencjat btony mitochondrialnej

* Przepuszczalnos¢ btony komorkowe;j

e Stres oksydacyjny

* Fosfolipidoza

* Apoptoza
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Analiza toksycznosci

(komorki HepG2 lub HepaRG 2D, 3D lub inne linie lub kokultury komdrkowe po
uzgodnieniu)

o Test MTS |C50

* Test LDH

* Apoptoza

e Poziom wewngtrzkomérkowego ATP

* Poziom ROS .
Metabolizm * Poziom GSH — wykrywanie reaktywnych metabolitéw
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Analiza kardiotoksycznosci

* Agilent xCELLigence RTCA CardioECR System (system do analizy indukowanych pluripotencjalnych
kardiomiocytdw pochodzgcych z komdrek macierzystych)

* pluripotencjalne komorki macierzyste (ang. induced pluripotent stem cells, iPSC) to rodzaj
nadrzednych komorek, ktdre potrafiq roznicowac sie w dowolng komadrke lub tkanke.

iPSC przeksztatcone w kardiomiocyty sq obecnie kluczowym modelem badawczym i narzedziem
w badaniach kardiologicznych in vitro
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Analiza kardiotoksycznosci

Jednoczesny pomiar w czasie rzeczywistym aktywnosci skurczowej i elektrycznej kardiomiocytow
na ptytce 48-dotkowej

Nieinwazyjne, oparte na technologii impedancji elektrycznej monitorowanie krotkoterminowej

(ms) i dfugoterminowej (dni i tygodnie) aktywnosci komorkowej oraz potencjatu pola w obecnosci
badanej substancji

/ Optymalne warunki hodowli
komorkowej dzieki umieszczeniu
bl Patertil urzgdzenia w inkubatorze CO,

(FP) Electrodes
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Analiza kardiotoksycznosci

» System xCELLigence RTCA CardioECR oferuje unikalng metode oszacowania
roznych przyczyn kardiotoksycznosci ostrej lub dfugoterminowe;j:

- Toksycznos¢ zwigzana ze zmiang kurczliwosci

- Toksycznos¢ zwiqzana ze zmianqg aktywnosci elektrycznej (wpfyw na poszczegolne
kanaty jonowe: Na*, Ca?* i hERG oraz charakterystyka potencjalnych blokerow
wielokanatowych)

- Wplyw na Zywotnosc kardiomiocytow, oszacowanie toksycznosci dtugoterminowej
lekow onkologicznych

Comprehensive In Vitro Proarrhythmia Assay
Nowatorska inicjatywa badan przesiewowych w zakresie bezpieczenstwa wprowadzona
przez: FDA, Health and Environmental Sciences Institute, Safety Pharmacology Society

Modyfikacja aktualnych wymagan zgodnie z wytycznymi ICH S7B dotyczgacymi
farmakologii bezpieczenstwa - rozszerzenie analizy aktywnosci proarytmicznej!
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i/ Zwigzek aktywny \
we wstepnych
lach

badani:
farmakologicznych
in vitro

o

Dziekuje za uwage!



