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BESERI ASILARIN KLINIK DISI DEGERLENDIRILMESINE ILISKIN KILAVUZ

1. GIRIiS

Asi adaylarinin klinik gelisimi, klinik disi calismalar ve klinik arastirmalardan olusur. Bir asi adayi icin gerekli
klinik disi degerlendirmenin yapilmasi ve uygun sonuclarin elde edilmesi, klinik arastirmalarin baslatilabilmesi
icin bir 6n kosuldur. Bununla birlikte asi adayinin klinik disi degerlendirmesi, asi gelisiminin hem klinik
arastirma oncesi hem de klinik arastirma asamasinda devam etmekte olup gerekli durumlarda klinik
arastirmalar devam ederken de ek klinik disi calismalar planlanmalidir. Bu kilavuz, klinik arastirmalarin
oncesinde ve klinik arastirmalar sirasinda yapilacak olan “klinik disi degerlendirilmeye” iliskin genel ilkelere
rehberlik sunmak Uzere hazirlanmistir. Klinik disi degerlendirme, asilarin klinik gelisimi 6ncesinde ve
esnasinda yapilan tim “In vivo" ve “In vitro" testleri ifade eder. Bu kilavuz kapsaminda belirtilen gereklilikler
yurutulecek klinik arastirmalar igin gegerli olup tiim ruhsatlandirma gerekliliklerini kapsamamaktadir.

Yeni bir asi adayinin klinik disi calismalarinin birincil amaci, asi adayinin insanlar Gzerinde arastirilabilmesi icin
uygun ve glvenli oldugunu goéstermek olmalidir. Bu ¢alismalar, uygun hayvan modelleri ile gosterilen
glvenlilik ve immunojenisite verileri de dahil olmak Uzere asi adayinin ozelliklerini (fiziksel, kimyasal ve
biyolojik) tanimlamak tzere tasarlanir. Elde edilecek veriler, asi adayinin givenliligi ve etkililiginin
degerlendirilecegi klinik arastirma protokollerinin planlanmasina da yol gosterir. Klinik disi ¢alismalar
yapilirken gerekli durumlarda biyogiivenlik kosullari saglanmali ve calismalar lyi Laboratuvar Uygulamalarina
(ILU) (Good Laboratory Practice - GLP)" uygun yapilmalidir.

ilgili asi adayi icin yapilacak olan klinik disi calismalarin kapsami asinin tiriine baglidir. Onceden elde edilmis
klinik disi ve klinik verisi olmayan bir Urln icin yapilacak klinik disi calismalarin, daha 6nce ruhsatlanan ve
insanlarda kullanilan asilardan daha kapsamli olmasi beklenir.

Yapilacak olan klinik disi calismalarda, Diinya Saglik Orgiti (DSO) (World Health Organization — WHO)?,
Uluslararasi Uyum Konseyi (The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use - ICH)? ile Avrupa Birligi* ilgili kilavuzlar, rehber dokimanlar ve
Farmakopeler referans alinabilir.

2. ASI ADAYININ URETiMi, KARAKTERIZASYONU VE KALITESI
2.1. Asi Uretimi

Asilarin kalitesi, glvenliligi ve etkililigi genellikle Gretim kosullarindaki degisikliklere duyarlidir. Bir¢ok asi
prokaryotik veya okaryotik mikroorganizmalar kullanilarak retilir ve bu organizmalardaki kiglk degisiklikler
asl Urdnind 6nemli dlclde etkileyebilir. Asi preparatlarinin kalitesi ve guvenliligi sadece nihai Urlinin test
edilmesiyle saglanamaz, kalite ve giivenlilik ancak lyi imalat Uygulamalari (iilU) (Good Manufacturing Practice
— GMP)® ilkelerini izleyerek, tretim siirecinin siki kontroliine bagldir. Bu sirecler baslangic malzemesinin
(hammaddeler ve tohumlar) safliginin ve kalitesinin gosterilmesini, proses ici kontrol testini, proses katki
maddelerinin ve proses ara maddelerinin testini ve seri serbest birakma testlerinin gelistirilmesini ve
olusturulmasini kapsar. Ayrica, bu Urinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile immuinojenisitesi ve etkililigi
arasindaki iliski genellikle tam olarak anlasiimadigindan, biyolojik analizler kullanilarak yapilan biyolojik
karakterizasyon her zaman fiziksel ve kimyasal triin karakterizasyonunu tamamlamalidir.

1 Tesisin iyi laboratuvar uygulamalarina uygunlugu, yetkili otorite tarafindan sertifikalandirilmis olmalidir.
2 who.int/biologicals/vaccines/en/

3ich.org/page/ich-guidelines

4 ema.europa.eu/en/human-regulatory/research-development/scientific-guidelines

5 Tesisin iyi imalat uygulamalarina uygunlugu, yetkili otorite tarafindan sertifikalandiriimis olmalidir.
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BESERI ASILARIN KLINIK DISI DEGERLENDIRILMESINE ILISKIN KILAVUZ

2.2.

2.3.

24.

Klinik arastirmalarda kullanilacak Griinler, lyi imalat Uygulamalari (iilU) (GMP) kosullarinda Gretilmelidir.

Klinik disi calismalarda kullanilan asi serileri, klinik arastirmada kullanilmasi amaglanan formilasyonu
yeterince temsil etmelidir ve ideal olarak klinik arastirmalarda kullanilmasi amaglanan asi serileri ile klinik disi
testlerde kullanilan asi serileri ayni olmaldir. Eger bu mimkin degilse, klinik disi calismalarda ve klinik
arastirmalarda kullanilan seriler, fiziko-kimyasal veriler ve formilasyon agisindan karsilastirilabilir olmali ve
bu durum belgelendirilmelidir.

Karakterizasyon

Asi Uretiminde canli veya inaktif bakteriyel veya viral vektorler kullaniimigsa ana ve calisma tohum serisi
olusturulmali ve genetik stabilite, tohum serilerinin Uretiminde kullanilan maddelerin analizi ve tohum
serilerinin kalite kontrol testleri (saflik, tanima testleri, Greme Ozellikleri, biyokimyasal 6zellikleri) yapilmalidir.
Eger uretimde plazmid DNA kullaniimissa (peptid/ rekombinant protein asilari ve DNA asilari gibi) kullanilan
plazmidin haritasi ve tim nukleotid dizisi verilmeli ve ilgili antijenik genin diziliminin dogrulugu
kanitlanmaldir. Ayni sekilde, protein ve peptid asilarinda aminoasit sekansinin, mRNA asilarinda ise RNA
sekansinin dogrulugu belgelenmelidir.

Uretimde kullanilan hiicre hatti, besiyeri, hammadde ve yardimci maddelere ait analiz sertifikalar, insan ve
hayvan kaynakli materyal kullanilip kullanilmadigi belgelendirilmelidir.

Uretimde kullanilan antijenlere ait kimlik tayini testleri, antijen icerigi, immiinojenisite ve potens testleri
yapilmalidir.

Hazirlanacak asi formilasyonunun bilesimi verilerek, antijenden baslayarak nihai asinin tretimine kadar tim
asamalar icin farmasotik gelisimin ayrintilari belgelendirilmelidir.

Etkin madde ve bitmis Urlin analizleri igin spesifikasyonlar tanimlanarak seri analiz testleri (pH, osmolarite,
ekstrakte edilebilir hacim, adjuvan igerigi, potens, baglanma testleri [antijen-adjuvan adsorbsiyonuna dair
testler], sterilite, endotoksin/pirojenite testleri gibi) yapilmali, proses ve urilnle ilgili safsizliklar tanimlanarak,
safsizlik analizleri yapilmahdir.

Kullanilan referans standartlar hakkinda bilgi verilerek analiz sertifikalari belgelendiriimelidir. Uretimde
adjuvan ya da koruyucu kullanilmasi durumunda da farmakope ya da ilgili rehberler dogrultusunda
karakterizasyon calismalari yapilmalidir.

Karakterizasyon calismalari asi tiriine ve icerigindeki antijenik materyale gore degisebileceginden yukaridaki
genel bilgiler rehberliginde gelistirilecek asi 6zelinde ilgili ulusal ve uluslararasi rehberlerin dikkate alinmasi
gerekmektedir.

Potens

Potens testleri, bir asinin biyolojik aktivitesini Olcer ancak asinin insanlardaki koruma mekanizmasini
yansitmayabilir. Potens 6l¢imi genellikle Uretim sirecinin tutarliligini dogrulamak icin kullanilir. Asilar igin
potens testi, asinin biyolojik aktivitesinin, biyoaktivitesi bilinen referans bir preparatla karsilastirilarak ortaya
konulmasidir. Ayrica koruyucu etkililik (challenge) calismalari da potens dl¢imunde kullanilir. Asi adaylari icin
potens testleri yapiimalidir.

Stabilite

Stabilite, bir asinin belirlenen siire boyunca spesifikasyonlar icerisinde kaldiginin gostergesidir. Gerekli olmasi
durumunda, klinik arastirmada kullanilan asinin Uretim surecindeki ara Urlnlerinin de stabilite testleri
yapilmalidir.
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BESERI ASILARIN KLINIK DISI DEGERLENDIRILMESINE ILISKIN KILAVUZ

Stabilite gostergesi parametreler, kullanilan antijen ve diger bilesenlerin 6zelligi ve ayrica Uretim sirecine
bagli olarak durum bazinda belirlenmelidir.

Bircok asl, tek basina fizikokimyasal yontemlerle karakterize edilemeyen spesifik biyolojik aktiviteye sahiptir.
Bu nedenle de biyolojik analizler asilarin kalite kontroliinde énemli rol oynar.

Fiziksel, kimyasal ve biyolojik Griin karakterizasyonu stabilite degerlendirmesine dahil edilmelidir. Baz
durumlarda, normal depolama sicakliginda elde edilen 6n verileri desteklemek icin hizlandiriimis stabilite
verilerinin yani sira, bazi stres testleri (donma-¢ézme déngusd, sicaklik, pH stabilite, karistirma, fotostabilite
gibi) de kullanilabilir.

Stabilitenin bitmis drlinle yapilmasi ve stabilite verisinin en az klinik arastirma siresini kapsamasi
beklenmektedir.

Acil halk saghgr durumu soz konusu oldugunda gergek zamanli stabilite verisi yerine daha kisa slreyi iceren
stabilite verisi kabul edilebilir. Klinik arastirma tamamlanana kadar gercek zamanli stabilite testleri
tamamlanmaldir.

3. TOKSIKOLOJi CALISMALARI

Bu bolim, bir asi adayi icin klinik disi toksisite ¢alismasi tasarlamaya yonelik genel bir cerceve sunmaktadir.
Bu bolimde belirtilen ve klinik disi toksisite ¢alismalarinda degerlendirilen parametreler, klinik arastirmalara
baslamadan 6nce yapilacak glvenlilik degerlendirmesi icin gerekli minimum parametreler olarak kabul edilir.
Herhangi bir toksisite ¢alismasinin tasarimi triine ve endikasyona 6zgu oldugundan, Griinlerin 6zelliklerine,
hayvan modellerinin bulunabilirliine ve metodolojilere gore bu bdlimde belirtilen genel cercevede
degisiklikler gerekli olabilir.

Asilarin klinik disi glivenlilik degerlendirmesinde mevcut gecerli bilimsel veriler; yapilacak olan calismalarin
turlerine, kapsamina ve tasarimina dayanak olusturmalidir. Yapilacak calismalardan elde edilecek verilerin
yorumlanmasinda da benzer sekilde bilimsel yaklasim uygulanmalidir. Ornegin, bir hayvan modelinde asiri
duyarhhk reaksiyonlarinin gdzlemlenmesi mutlak suretle klinik arastirmalara devam edilmesine engel teskil
etmeyebilir ancak belirli bir klinik parametrenin de dikkatle izlenmesi gerektigini gosterir.

Toksisite calismalari, ilgili asi adayi ile klinik arastirmaya devam etmenin makul derecede givenli oldugu
sonucuna varilmasini saglamak icin, asi adayinin potansiyel toksik etkilerini tanimlamak ve karakterize etmek
icin yeterli olmalidir.

Hayvan toksikoloji calismalarinin tasarlanmasinda dikkate alinacak temel parametreler; ilgili hayvan tirleri ve
soyu, doz semasi, uygulama ydntemi ve sonlanim noktalari ile (6rn. klinik kimya, antikor degerlendirmesi ve
nekropsi numuneleri) bunlarin degerlendirilme zamanidir.

Bu calismalarda uygulama yolu, klinik arastirmalarda kullanilmasi amacglanan uygulama yoluna karsilik
gelmelidir.

Asi adayi, belirli bir cihaz kullanilarak klinik arastirmalarda uygulanacaksa, hayvan ¢alismasinda da ayni cihazin
kullanilmasi beklenir.

Asi adayinin potansiyel toksik etkileri, hedef organlar, doz, maruziyet yollari, maruz kalma siiresi ve sikligi ile
geri dontstimli olma durumu agisindan degerlendirilmelidir.

Toksisite calismalarinda kullanilan hayvanlara iliskin kaydedilecek veriler; kaynak, tur ve hayvancilik
uygulamalari hakkinda bilgi icermelidir (6rn. hayvanlarin barinma, beslenme, muamele ve bakimi). Genel
olarak, farkli soydan Giremis hayvanlarin (outbred hayvanlarin) kullaniimasi tavsiye edilir. Hayvanlarin calismayi
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3.1.

engelleyebilecek herhangi bir durumdan arinmis olmasini saglamak adina hayvanlarin saghgr gecerli
veterinerlik tibbi uygulamalarina gére degerlendirilmelidir. Ornegin, capraz enfeksiyon riskini en aza indirmek
icin laboratuvar hayvanlarinin ayri ayri barindirilmasi gerekebilir.

Deney grubunun byiikligi secilen hayvan modeline bagldir. insanda ilk klinik arastirmay: (first-in-human
trials) baslatabilmek icin, deneyde calisilan hayvan sayisinin (cinsiyet, grup ve zaman araligi bazinda), elde
edilecek verilerin istatistik analizinin yapilmasina ve bilimsel olarak anlamli bir sekilde yorumlanmasina
yetecek sayida olmasi gerekmektedir. Primatlarin kullanildigi calismalarda kullanilan hayvan sayisinin,
kemirgen kullanilan calismalardakinden daha az olmasi beklenir. Kiiglik hayvan modelleri igin, 6rnegin
sicanlar ve fareler icin grup basina yaklasik 10 erkek ve 10 disinin incelenmesi Onerilir. Genel olarak,
kemirgenler igin arastirmanin baslangicindaki yaklasik yas 6-8 hafta, tavsanlar icin ise 3-4 aydir.

Uriintin farmakodinamiginde tiire ya da soya 6zgii farkhliklar gézlendiginde, birden fazla toksisite calismasi
ve/veya birden fazla hayvan tiriinde triiniin klinik olmayan guvenlilik profilinin ele alinmasi gerekebilir.

Toksisite degerlendirmesi, bunun icin tasarlanmis bagimsiz toksisite calismalarinda veya toksisite sonlanim
noktalarina sahip uygun tasarimh etkililik calismalari ile kombine halde yapilabilir.

Temel toksisite c¢alismasinda anormallikler gozlenirse, toksik etkiyi ve bu etkinin mekanizmasini
degerlendirmek Uzere ilave klinik disi testlerin yapilmasi gerekebilir.

Klinik disi toksisite calismalar, lyi Laboratuvar Uygulamalari (ILU) (GLP) sartlarinda yapilmalidir.

Bu calismalarin yapilmasinda temel olarak “ICH M3(R2): Guideline on Non-Clinical Safety Studies for the
Conduct of Human Clinical Trials and Marketing Authorisation for Pharmaceuticals” ve “ICH S6(R1): Preclinical
safety evaluation of biotechnology-derived pharmaceuticals” kilavuzu referans alinabilir.

Acil halk saghgr durumlarinda ve tekrarli doz toksisite calismasi yapilmasi halinde tek doz toksisite galismasi
yapilmayabilir.

Tekrarl doz toksisite calismalarinin yapildigi durumlarda, bu calismalar iLU (GLP) kosullarinda yapilacagindan
tek doz toksisite calismalarinin iLU (GLP) kosullarinda yapilmasi sarti aranmaz.

Acil halk sagligr durumlarinda tekrarli doz toksisite calismalarinin ara analiz sonuglari veya onaylanmamis
sonuglari ile insanlar Uzerindeki ilk arastirma asamasina gecilebilir. Bu durumlarda tek bir hayvan tiri ile
yapilan calisma sonuclarinin sunulmasi yeterlidir.

Acil halk saghgi durumlarinda, insanlar Gzerindeki ilk arastirmalara gegmek icin, asi adayinin gelisiminde daha
once bilinen, iyi karakterize edilmis ve onaylanmis platformlarin kullanilmasi durumunda ilgili platformailiskin
toksisite verileri sunulabilir. Bu verilerin ilgili asi adayi icin gecerliligi gerekcesi ile birlikte detayli sekilde
aciklanmalidir.

Acil halk saghgi durumlarinda, insanlar tzerindeki ilk arastirmalar devam ederken es zamanli olarak eksik olan
toksisite calismalari ylritilmeli ve tamamlandiginda elde edilen sonuclar derhal belgelendirilmelidir. Her
durumda, daha fazla sayida gonilli iceren faz 2 ve faz 3 arastirmalar dncesinde asi adayi icin eksik olan
toksisite testleri tamamlanmalidir.

Tek doz toksisite calismalar

Tek doz toksisite calismalari, insanlarda 6nerilen doz ile ilgili olarak yeterli bir glivenlik araligi saglayan bir
dozla en az bir hayvan tiri ile gerceklestiriimelidir. Ancak bu ¢alismada toksik bulgular gorilir ise doz yanit
iliskisi daha fazla karakterize edilmelidir. Bu veriler, énemli organlarin histopatolojisinin dahil edilmesi
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3.2

kosuluyla, hayvan immdinojenisite ¢alismalarinin veya guvenlilik farmakolojisi ¢alismalarinin bir pargasi
olabilir.

Bununla birlikte, akut toksisite verisi herhangi bir calismadan elde edildiginde, tek doz toksisite calismalarinin
ayrica yapilmasina gerek bulunmamaktadir. Asilamanin akut etkileri tercihen tekrarli doz toksisite
calismalarinda arastinlmalidir (6rn. ilk uygulama sonrasi degerlendirme yapilir).

Uriiniin toksisitesine bagh olarak, hayvanlarda morfolojik ve fizyolojik degisikliklere bagl klinik bulgularin
(hematolojik, biyokimyasal ve idrar verilerinin) test siresince belirli araliklarla izlenmesi ve kayitlarinin
tutulmasi, test siirecinde 6len hayvanlarda otopsi sonrasi histopatolojik incelemelerin yapilmasi gereklidir.

Hayvanlarin viicut agirliklari, su ve yem tiiketimleri 6lctlmelidir.

Test sonrasi yasayan butln hayvanlarda nekropsi ile fiziksel incelemeler yapilmali, organlarin agirliklar kayit
altina alinmali ve gerekli organ ve dokularda histopatolojik incelemeler yapilmalidir.

Tekrarh doz toksisite calismalari

ilgili bir hayvan tiiriinde yapilacak toksisite calismalari klinik arastirmalarin baslatiimasini desteklemek adina
yeterli olabilir. Bununla birlikte, Griini tanimlamak icin iki veya daha fazla tlirde ¢alismalarin yapilmasinin
gerekli oldugu durumlar mevcuttur (6rnegin asi tarafindan indiklenen koruma mekanizmasinin iyi
anlasiimadigi durumlarda).

Tekrarli doz toksisite calismalari, en az birisi kemirgen olmayan iki memeli tirtinde gergeklestiriimelidir.
Secilen hayvan tirlerinin segilme sebebi gerekcelendirilmelidir.

Doz, uygulama yolu ve kontrol gruplari

Toksisite ¢alismasi, hayvanin asi adayina maruziyetini en Ust diizeye ¢ikaran ve bagisiklik tepkisini indikleyen
bir doz ile yapilmalidir (6rn. en yiiksek antikor yanit). Genel olarak, temel toksisite degerlendirmesinin bir
parcasl olarak doz-yanitinin degerlendirilmesi ve letal dozun belirlenmesi gerekli degildir. Bununla birlikte,
hangi dozun hayvan modelinde en ylksek antikor Uretimini indlkledigini belirlemek icin pilot doz-yanit
calismalari yapilabilir.

Bu calismalarda, klinik arastirmada kullaniimasi dnerilen en yiksek doz degerlendirilmelidir. Bununla birlikte,
bazen dozun tek bir enjeksiyonda hayvana uygulanabilecek toplam hacmi sinirlidir ve hayvan refahi ile ilgili
kurallara uyulmahdir. Bu gibi durumlarda, toplam hacim ayni uygulama yolu kullanilarak birden fazla bolgeye
uygulanabilir. Alternatif olarak, insan dozunu mg/kg bazinda asan ve hayvan modelinde bir bagisikhk
tepkisini indukleyen bir doz da kullanilabilir. Bu gibi durumlarda, insan ve hayvan dozu arasindaki faktor
gerekcelendirilmelidir.

Deney hayvanlarina uygulanacak doz sayisi, insanlarda 6nerilen doz sayisina esit veya daha fazla olmaldir.
Bu calismalar, yuritilecek klinik arastirmalara ek bir dozun dahil edilmesine olanak taniyabilmek icin klinik
arastirmalarda uygulanmasi planlanan doz sayisindan daha fazla doz sayisi icerecek sekilde tasarlanabilir.
Onerilen klinik kullanimi daha iyi yansitmak icin asi dozlan giinlik dozlar yerine belirli zaman araliklarinda
verilmelidir; toksisite calismasinda kullanilan doz araligi, klinik arastirmalarda onerilen araliktan daha kisa
(6rn. 2-3 hafta arasi) olabilir. Klinik disi calismalarda doz araligi, hayvan modelinde gézlenen birincil ve ikincil
antikor cevaplarinin kinetigine dayanabilir. Asi ile indiklenen antikorlarin canh bir viral vektéri noétralize
etmesinin, dolayisiyla ilgili genin ekspresyonunun sinirlanmasinin (6rn. anti-adenoviriis bagisiklik tepkisi)
beklendigi veya hayvanlarda indiklenen bagisiklik tepkilerinin asi formilasyonunda bulunan tiire 6zgi
proteinlerle reaksiyona girmesinin beklendigi (6rn. adjuvan olarak kullanilan insan rekombinant sitokinleri)
durumlarda tek dozlu bir ¢alisma yapilabilir.
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3.3.

Uygulama yolu, klinik arastirmada kullanilmasi amacglanan uygulama yoluna karsilik gelmelidir. Guvenlilik
calismasinda belirli bir uygulama yolu (6rn. intranazal) ile uygulama yapildiginda toksik etkilerin gézlenmesi
durumunda, farkli bir uygulama yolu (6rn. intravendz) ile yapilacak ek toksisite calismalari, Griinin tim
toksisite spektrumunun anlasiimasina yardimci olabilir.

Galisma tasarimi, negatif kontrol grubu/gruplarini icermelidir. Uygun olmasi halinde, aktif kontrol gruplari
(6rn. antijen icermeyen asi formuilasyonu) da calismaya dahil edilebilir. Ayrica, galisma, asilama ve
devamindaki slrecte gozlenen herhangi bir advers etkinin geri dondurilebilir olma durumunu arastirmak
ve/veya ge¢ ortaya cikabilecek advers etkilerin degerlendirilmesini yapmaya olanak verecek bir tasarima
sahip olmali ve ilave deney grubu icermelidir.

Degerlendirilecek/izlenecek parametreler

Asi adayinin lokal enflamatuar reaksiyonlara neden olma potansiyeli ile lenf nodlarinin drenaji, sistemik
toksisite ve bagisiklik sistemi tGzerindeki olasi etkileri arastiriimali ve toksisite ¢alismalari ile kapsamli bir veri
seti elde edilmelidir. izlenecek parametreler; giinliik klinik gézlemler, haftalik viicut agirliklari ve gida
tiketimini icermelidir. Uygulamanin ilk haftasi boyunca, mimkinse viicut agirhginin ve gida tiiketiminin sikca
Olctlmesi tavsiye edilir, clinkli bu parametreler “hastalik” gdstergesi de olabilen hassas parametrelerdir.

Hematolojik ve biyokimyasal ara analiz, ilk ve son dozun uygulanmasindan yaklasik 1-3 giin sonra ve
toparlanma/diizelme siiresinin sonunda yapilmalidir. Hematolojik ve biyokimyasal ara analiz, en azindan,
goreceli ve mutlak diferansiyel beyaz kan hicresi sayimlarini (lenfositler, monositler, granilositler, anormal
hicreler), albimin/globulin oranini, enzimlerin ve elektrolitlerin degerlendirmesini icermelidir. Bazi
durumlarda, pihtilasma parametrelerini, idrar Orneklerini ve serum immuno-globulin siniflarini
degerlendirmek de yararli olabilir. Veriler sadece tedavi siirecinde degil, toparlanma/diizelme asamasini
takiben (6rn. son dozu takiben 2 hafta veya daha fazla) de elde edilmeli ve potansiyel advers etkilerin
alevlenme durumu ve/veya geri donlsimli olma durumu da degerlendirilmelidir.

Calisma sonlandinldiginda, aglik doénemindeki son vicut agirliklari o6lctlmelidir. Nihai kan 6rnekleri
toplanmali ve 6nceki paragrafta agiklandigi gibi serum kimyasi, hematoloji ve imminolojik degerlendirmeler
yapilmalidir.

Tam bir gros nekropsi yapilmali, makroskopik lezyonlar incelenmeli ve organ agirliklari kaydedilmelidir.
Dokularin histopatolojik incelemeleri yapilmalidir. Ozellikle uygulama bélgesindeki ve uzagindaki lenf
nodlari, timus, dalak, kemik iligi ve Peyer plaklar veya bronslarla iliskili lenfoid doku dahil olmak Uzere
bagisiklik sistemi organlari ile asi adayinin uygulama yolundan etkilenmesi beklenen organlar histopatolojik
olarak dikkatle incelenmelidir. Histopatolojik incelemeler her zaman énemli organlari (6rn. beyin, bobrekler,
karaciger ve reme organlari) ve asi uygulama yerini kapsamalidir. incelenecek dokularin secimi (bagisiklik
organlari ve dnemli organlarla sinirli kisa bir listeden Ek1'de belirtilen organlari/dokulari iceren kapsamli bir
listeye kadar), soz konusu asi adayina ve asi bilesenlerinin onceki klinik disi calismalarindan ve klinik
arastirmalarindan elde edilmis bilgilere ve deneyimlere bagh olacaktir. Klinik disi calisma ve klinik arastirma
verilerinin mevcut olmadigi yeni asilar icin tam doku incelemesi gerekecektir.

Lokal tolerans

Lokal toleransin degerlendirilmesi, tekrarli doz toksisite calismasinin bir parcasi olarak veya bagimsiz bir
calisma olarak yapilmalidir. Tolerans, uygulama yonteminin bir sonucu olarak asi antijeni ile temas eden
bolgelerde ve asiya yanlislikla maruz birakilan (6rn. aerosol ile uygulama sirasinda géz maruziyeti) bolgelerde
belirlenmelidir.
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3.4.

3.5.

Bu calismalarin yapilmasinda “"EMA: Guideline on non-clinical local tolerance testing of medicinal products”
kilavuzu referans alinabilir.

Ozel immiinolojik arastirmalar ve toksisite degerlendirmesi

Bazi durumlarda, klinik disi calismalardan ve klinik arastirmalardan veya dodal hastalik verilerinden elde
edilen bagisiklik yanitlarinin degerlendirilmesine iliskin sonuglar (6rn. immin komplekslerin presipitasyonu,
konagin kendi antijenik belirleyicilerine karsi hiimoral veya hiicre-aracili immiin yanit olusturmasi gibi)
toksisitenin immdinolojik yonlerini gosterebilir. Bu gibi durumlarda, gozlenen etkinin mekanizmasini
arastirmak icin ek calismalar gerekebilir.

Asi adayi belirleyicileri ile konakgl molekillerinin biyilik oranda benzerligi otoimmin reaksiyonlara neden
olabilir. Bu nedenle konakg! antijeninin karakteristiklerine benzer karakteristikler iceren asi antijenleri ile
calisiirken, bu benzerligin otoimmiuiniteye yatkinlk olusturmadigi kabul edilmis olsa bile dikkatli olunmalidir.
Otoimmiin patoloji ile iliskili hastaliklar icin asi gelistirilirken yukaridaki hususlar iyi degerlendirilmeli, uygun
hayvan modellerinin se¢iminde dikkatli olunmalidir.

Antijenler, adjuvanlar, yardimci maddeler veya koruyucular tarafindan indiiklenen asiri duyarlilik reaksiyonlari
so6z konusu oldugunda, ek arastirmalar gerekli olabilir.

Ureme ve gelisimsel toksisite calismalarn

Cocukluk déneminde uygulanmasi 6ngoriilen asilar icin gelisimsel toksisite calismalari genellikle gerekli
degildir. Bununla birlikte, asi icin hedef popilasyon hamile kadinlar ve cocuk dogurma potansiyeli olan
kadinlari da iceriyorsa, Uretici/gelistirici tarafindan bu tir calismalarin yapilmasinin gerekli olmadigina dair
bilimsel ve klinik olarak yeterli bir kanit ortaya konmadigi stirece gelisimsel toksisite calismalari yapilmalidir.

Gelismekte olan embriyo ve fetliste veya yeni doganda herhangi bir istenmeyen etki gorilmesi durumu,
koruyucu asilar icin temel olarak degerlendirilmesi gereken parametredir. Bu nedenle Ureme toksisitesi
degerlendirmeleri genellikle dogum dncesi ve dogum sonrasi gelisimsel calismalarla sinirhdir. Dogurganlik
ve sutten kesilme sonrasi ile ilgili degerlendirmelerin yapilmasina iliskin ihtiyagc ise Urlin bazinda
degerlendirilmelidir. Secilen hayvan modeli, asiya karsi bagisiklik yaniti gelistirmeli ve bu yanit genellikle
serum antikor diizeyi 6lcimi ile gosterilmelidir. Embriyo veya fetlisin maternal antikora maruz kaldigini
dogrulamak icin kordon veya fetal kandaki asi kaynakli antikorun olclilmesi ile maternal antikor transferinin
degerlendirilmesi &nemlidir. Uygulama yolu, klinik olarak énerilen uygulama yoluna karsilik gelmelidir. ideal
olan deney hayvanina maksimum insan dozunun uygulanmasidir. Tam insan dozunu uygulamak mimktn
degilse (6rn. uygulanabilecek toplam hacim tzerindeki sinirlamalar veya maternal strese yol acabilecek lokal
toksisite gozlenirse) mg/kg bazinda insan dozunu asan ve hayvanda bagisiklik tepkisi indikleyebilen bir doz
kullaniimaldir.

Organogenez doneminde asinin olasi olumsuz etkileri degerlendirilmelidir. Kullanilan ¢ogu hayvan modelinin
gebelik siresinin nispeten kisa olmasi nedeniyle, embriyo veya fetlislin asi kaynakli badisiklik yanitina
maksimum maruz kalmasini saglamak igin siklikla ciftlesme 6ncesi asi uygulanmasi gereklidir. Koruyucu bir
asl i¢in uygulanacak doz sayisi, yanitin baslama zamanina ve siresine bagldir. Gebelik dénemi boyunca
yuksek antikor seviyesini korumak ve gelismekte olan embriyoyu asi formilasyonunun bilesenlerine maruz
birakmak i¢in gebelik déneminde belirli zamanlarda rapel asilama gerekebilir. Asi adayinin embriyo veya fetils
Uzerindeki olasi toksik etkilerinin degerlendirildigi sonlanim noktalari arasinda, bunlarla sinirli olmamakla
birlikte canllik, rezorpsiyon, disuk, fetal viicut agirhigi ve morfolojik degerlendirme bulunmalidir.

Ayrica, yavrularin biytime egrisini, viicut agirhdr artisini, emme aktivitesini ve canlihdini degerlendirmek icin
calisma tasarimindaki izlem siresinin dogumdan sutten kesilene kadar gegen sireyi kapsamasi
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3.6.

onerilmektedir. Hayvanlarin yarisi sezaryen ile dogurtulmali, diger yarisinin cerrahi miidahale olmadan
yavrularini dogurmasina izin verilmelidir.

Bu calismalarin yapilmasinda “/CH S5(R3): Detection of toxicity to reproduction for human pharmaceuticals”
kilavuzu referans alinabilir.

Genotoksisite ve karsinojenisite calismalari

Asi formilasyonuna gore, beklenen bir etki olmasi durumunda genotoksisite ¢alismasi yapiimalidir. Asi adayi
icin normal olarak genotoksisite calismalarina gerek yoktur. Ancak DNA asilari ve gen kaynakli adjuvanlari
iceren asilarda genotoksisite calismasi yapilmalidir. ilk kez kullanilacak adjuvanlar ve katki maddelerinin
olmasi durumunda bu asi bilesenleri icin genotoksisite calismalari gerekli olabilir. Gerekli olmasi durumunda
insana ilk uygulama 6ncesi mutasyonlar ve kromozomal hasar icin in vitro testler yapilmalidir.

Bu calismalarin yapilmasinda “ICH S2(R1): Genotoxicity testing and data interpretation for pharmaceuticals
intended for human use" kilavuzu referans alinabilir.

Agi antijenleri ve DSO'niin izin verdigi adjuvanlar icin karsinojenisite calismalari gerekli degildir. Bununla
birlikte, bu calismalar yeni adjuvanlar ve katki maddeleri gibi belirli asi bilesenleri icin gerekli olabilir.

Bu calismalarin yapilmasinda “ICH S1(A): The need for carcinogenicity studies of pharmaceuticals”, “ICH S18B:
Carcinogenicity: testing for carcinogenicity of pharmaceuticals” ve “ICH S1C (R2) Dose selection for
carcinogenicity studies of pharmaceuticals” kilavuzlar referans alinabilir.

PRIMER FARMAKODINAMIK CALISMALAR

. immiinojenisite calismalan

Asi adaylarinin farmakodinamik calismalari genelde immiunojenisitenin degerlendirilmesi icin yapilir.
immiinojenisite calismalari, klinik gelisim planini destekleyen kavram kanit verisi elde edilmesini saglar.
Uygun hayvan modellerinden elde edilen imminojenisite verileri, Grinin immdunolojik o&zelliklerinin
belirlenmesine olanak saglar. Bununla birlikte klinik arastirmalarda degerlendirilecek dozlarin, doz
semalarinin ve uygulama yollarinin se¢imine rehberlik eder.

immiinojenisite calismalarinda kullanilacak hayvan tiriiniin, Griine immiinojenisite yéniinden duyarli olmasi,
hastalik etkeni olan patojene duyarli olmasi gerekmektedir. Secilen hayvan tiri ve modelinin uygunlugu ve
secilme sebebi gerekcelendirilmelidir.

immiinojenisite calismalari, asilanan hayvanlardaki immiin yaniti (6r. hiimoral veya hiicresel immiin yanit)
degerlendirmelidir. Olusan immin yanita bagl olarak bu tir calismalarin, asilanan hayvanlarda
serokonversiyon oranlarini, antikor titrelerinin geometrik ortalamalarini ve hicresel immunitenin
degerlendirmesini icermesi beklenir. Miimkiin olan durumlarda koruyucu etkiyi olusturan fonksiyonel immin
yaniti (Or. notralize edici antikorlar) da iceren ilgili immin yanitlar degerlendirilmelidir.

Planlanan klinik uygulama yolu, bu tir calismalar tasarlanirken dikkate alinmalidir ¢linkii uygulama yolu
indiiklenen immin yanitin tipini etkileyebilir.

Bir asi birden fazla tanimlanmis antijenden olusuyorsa her antijene verilen yanit degerlendirilmelidir.

immdiinojenisite calismalarinin en uygun bilimsel standartlarin garanti edilmesi sartiyla ILU (GLP) sartlarinda
yapilmasi zorunlu degildir.
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4.2. Koruyucu etkililik (challenge) calismalari

7.1

Hayvan modellerinin uygunlugunu dogrulamak ve asi adayinin koruyucu etkisini arastirmak icin ilgili
enfeksiydz ajan ile koruyucu etkililik (challenge) calismalarinin gerceklestiriimesi beklenir. Bu tir
calismalardan elde edilen verilerin yorumlanmasinda, hayvan modelinin insanlardaki hastaliga ve bagisiklik
tepkisine ne kadar benzedigini belirlenmelidir.

insanlarda ilk klinik arastirmaya baslamadan énce koruyucu etkililik (challenge) calismalarinin tamamlanmasi
zorunlu degildir. Bununla birlikte, Griin gelistirme stirecinin erken déneminde kavram kanit koruyucu etkililik
(challenge) calismalarinin yapilmasi ve daha fazla sayida gonilli iceren faz 2 ve faz 3 arastirmalar dncesinde
asl adayi icin eksik olan koruyucu etkililik (challenge) calismalarinin tamamlanmasi beklenir.

immiinojenisite degerlendirmesi ile birlikte koruyucu etkililik (challenge) calismasi, takip eden klinik
arastirmalarda immunolojik sonlanim noktalarinin belirlenmesine katki saglayacak olan, koruyuculuk ve
koruyucu etkinin mekanizmasi hakkinda dnemli bilgiler saglayabilir.

Koruyucu etkililik (challenge) calismalarinda biyoguvenlik seviyesi gerekliliklerine uyulmalidir.

Koruyucu etkililik (challenge) calismalarinin en uygun bilimsel standartlarin garanti edilmesi sartiyla iLU (GLP)
sartlarinda yapilmasi zorunlu degildir

SEKONDER FARMAKODINAMIK CALISMALAR (GUVENLILIK FARMAKOLOJISi)

Guvenlilik farmakolojisinin amaci, asi adayinin yasamsal islevler Gzerindeki etkilerini arastirmaktir. Klinik disi
calismalardan ve/veya klinik arastirmalardan elde edilen veriler, asinin bagisiklik sistemi fonksiyonlarindan
ote fizyolojik fonksiyonlari (6rn. merkezi sinir sistemi, solunum, kardiyovaskiiler ve bdbrek fonksiyonlari)
etkileyebilecegini dislinduriyorsa, glvenlilik farmakolojisi ¢alismalari toksisite degerlendirmesine dahil
edilmelidir.

Bu calismalarin yapilmasinda “ICH S7(A): Safety pharmacology studies for human pharmaceuticals” kilavuzu
referans alinabilir.

FARMOKOKINETIK CALISMALAR

Farmakokinetik calismalara (6rn. asi bilesenlerinin serum veya doku konsantrasyonlarini belirlemek igin)
normal sartlarda gerek bulunmamaktadir. Bu c¢alismalara gerek olup olmadigi Grin bazinda
degerlendirilmelidir (6rn. yeni adjuvanlar veya alternatif uygulama yollari kullanildiginda). Bu calismalar, asi
bileseninin enjeksiyon bdlgesindeki birikimini ve sonraki dagilimini (6rn. bosaltim lenf didgumlerine)
degerlendirecek lokal biriktirme (local deposition) calismalarini icerebilir. Yeni formilasyonlar, yeni adjuvanlar
veya alternatif uygulama yollarinin (6rn. oral veya intranazal) kullanilmasi amaglandiginda dagihm
(distribution) calismalari yapilmalidir.

OZEL DURUMLAR

. Adjuvanlar

Adjuvanlar asi formulasyonlarina dahil edilebilir veya belirli antijen(ler)e karsi bagisiklik yanitini arttirmak ya
da belirli bir bagisiklik yanitini hedeflemek igin asilarla birlikte uygulanabilir. Kullanilacak adjuvanlarin
farmakope gerekliliklerine uymalari ve kabul edilemez toksisiteye neden olmamalari gereklidir.

Adjuvan aktivitesi bircok faktoriin sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Belirli bir antijen/adjuvan formulasyonu
ile elde edilen immiin yanit, kural olarak baska bir antijene ekstrapole edilemez. Antijenler fiziksel ve biyolojik
Ozelliklerine gore degiskenlik gosterirler ve bu nedenle adjuvanlar ile farkli etkilesimlere girebilirler.
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7.2.

7.3.

7.4.

Adjuvanlar, hedeflenen bagisiklik yaniti tiriine gore segilmelidir. Asinin uygulama yolu, bir adjuvanin
etkililigini ve glvenliligini etkileyen dnemli bir faktordir.

Adjuvanin etkisi, klinik disi immunojenisite calismalariyla gdsterilmelidir. Yeni bir adjuvan icin toksikolojik veri
mevcut degilse 6ncelikle sadece adjuvanin toksisite calismalari yapilmalidir. Adjuvanin glvenliliginin tek
basina degerlendirilmesinin yani sira, antijen ve adjuvan kombinasyonunun sinerjistik bir advers etki yapip
yapmadigi da hayvan modelinde degerlendirilmelidir. Tlire 6zgu proteinler (6rn. sitokinler) yeni adjuvanlar
olarak kullanildiginda, tiire 6zgii yanit konusu distnalimelidir.

Adjuvan ve asi kombinasyonunun givenlilik profili degerlendirilirken klinik kullanim icin 6nerilen
formulasyon kullanilmahdir.

Adjuvan(lar)in asida bulunan tim antijenik bilesenlerle uyumlulugu (6rn. bagisiklik etkilesimi eksikligi)
degerlendirilmelidir.

Adjuvanlarin ve adjuvan/asi kombinasyonlarinin degerlendiriimesinde “WHO: Guidelines on the nonclinical
evaluation of vaccine adjuvants and adjuvanted vaccines” kilavuzu referans alinabilir.

Katlki maddeleri (yardimci maddeler ve koruyucular)

Hakkinda higbir toksikolojik veri bulunmayan yeni bir katki maddesi kullanilacaksa ©nce sadece katki
maddesinin toksisite calismalari yapilmalidir. Yeni bir katki maddesinin tim asi antijenleri ile uyumlulugu,
nihai asl formilasyonunun toksikolojik profili ile birlikte belgelenmelidir.

Bu calismalarin yapilmasinda “EMA: Guideline on excipients in the dossier for application for marketing
authorisation of a medicinal product” kilavuzu referans alinabilir.

Asi formiilasyonu ve uygulama cihazi

Asi formilasyonunun yani sira asi uygulamasi igin kullanilan cihazin varligi da asinin etkililigi ve givenliligini
etkileyebilir. Klinik disi glvenlilik calismalarinda asi formilasyonu ve uygulama cihazi, klinik olarak
kullanilmasi amaclananlarla ayni olmaldir. Ancak, klinik kullanima yonelik uygulama cihazlarinin test
edilebildigi hayvan modelleri her zaman mevcut olmayabilir. Bu gibi durumlarda uygun hayvan modeli
gelistirmek icin klinik disi gutvenlilik calismalarindan 6nce, hayvan modelinde asinin uygulama kosullarini
tanimlamak ve optimize etmek i¢in pilot calismalar yapmak gerekebilir.

Alternatif uygulama yollan

Alternatif yollarla (6rn. intranazal, oral, rektal ve intravajinal yollar) uygulanan bir asi formilasyonunun,
potens, immiinojenisite, tolere edilebilirlik, toksisite ve uzun vadeli gtvenlilik agisindan parenteral yol ile
verilen Urlinlerden farkli olabilecegi varsayilabilir. Bu nedenle, farkli uygulama yollari 6nerildiginde, bu yollarla
asl uygulanmasinin givenliligini degerlendirmek icin uygun bir hayvan modelinde klinik disi givenlilik
calismalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Hayvan modelleri

Alternatif yollarla uygulanan asilar igin, hayvan modelinin se¢iminde dikkat edilmesi gereken hususlar, asi
uygulama yerinin anatomisi ve fizyolojisi ile secilen hayvanin asi uygulamasi icin uygunlugu olmalidir.
Ornegin, intranazal uygulanan Urinler icin, secilen hayvan tiri Grinin sprey ile uygulanmasina olanak
saglayacak bir tir olmalidir. Genel olarak, tavsanlar ve kopekler sprey cihazlarinin kullanimi igin uygun
modellerdir, bununla birlikte bu hayvanlarda olfaktor bulbusa ulasmak kolay olmadigindan Uriininin bu
organa ulasmasini saglamak icin 6zel tekniklerin kullanilmasi gerekmektedir. Fare ve sicanlar kullanisli
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modeller olmasina ragmen, bu tirlere intranazal uygulama yapilmasi teknik olarak zordur. Primatlar, s6z
konusu enfeksiydz ajana duyarl olmalari durumunda, intranazal uygulama igin tercih edilebilecek turlerdir.

Belirli bir uygulama yoluna iliskin endiselerin olmasi veya hayvan modellerinin asi adayina duyarliliklarinda
tire ozgu farkliliklar olmasi durumunda, Grinin klinik ©6ncesi guvenliliginin birden fazla guvenlilik
calismasinda ve birden fazla hayvan modelinde ele alinmasi gerekebilir.

Doz

Parenteral uygulama yolu ile yapilan calismalardan elde edilen optimal doz, alternatif uygulama yollari igin
kullanilan dozdan farkl olabileceginden, doz bulma calismalarinin énerilen uygulama yolu igin de yapilmasi
gerekebilir. Ayrica, guvenlilik calismasinin sonucunu etkileyebileceginden, uygulanan asinin toplam hacmine
de dikkat edilmelidir. Ornegin, farenin burun deligi basina 5 pl'den fazla test Griininin intranazal
uygulanmasi, test UrGnlnin burun mukozasi tarafindan absorbe edilmesinden ziyade yutulmasiyla
sonuclanacaktir.

Sonlanim noktalari

Toksisite sonlanim noktalari, “Toksikoloji Calismalan” boliminde agiklanan sonlanim noktalan ile birlikte
uygulama yoluna ve uygulama yolunun hedef organlari ile iliskili spesifik endiselere bagli olarak ek sonug
dlciimlerini icerebilir. Ornegin, intranazal uygulamayi takiben asi bilesenlerinin beyne potansiyel gecisi
konusunda endise varsa, immuinohistoloji ve "in situ" yontemler ile nérolojik analizler ve incelemeler gerekli
olabilir. inhalasyon yoluyla uygulanan asilar icin ise, sonu¢ dlciimleri solunum fonksiyon testlerini ve
akcigerlerin histopatolojisi hakkindaki verileri icerebilir.

immiinojenisite degerlendirmesi

Mukozal immin tepkileri 6lgmek icin uygun testlerin gelistirilmesi, mukozal immiinojen olarak islev gérmesi
beklenen asilar icin 6nemlidir. Tek basina serolojik testler mukozal bir asi icin ilgili immun yaniti
yansitmayabilir. Bu nedenle, serolojik olciimlere ek olarak uygun parametrelerin (6rn. T hicre yanitlarini,
antikor salgilayan hticreleri ve sitokin uretimini degerlendirmesi gibi) eklenmesi gerekebilir. . Ek olarak, asi
antijeninin uygulandigi yerden uzak bdlgelerde lokal ve sistemik yanitlarin indiksiyonunu degerlendirmek
icin analizlerin yapilmasi gerekebilir.

8. ASI TURLERINE YONELIK GEREKLILIKLER

Bu kilavuzda 6zetlenen calisma stratejilerine ek olarak, belirli Grlin tipleriyle iliskili 6zel gtivenlilik endiselerini
ele almak igin uygun in vitro ve in vivo test yontemleri kullanilarak baska calismalarin yapilmasi ve/veya
aciklanan stratejilerde degisiklik yapilmasi gerekebilir.

DSO ve Avrupa Birliginin asi tiriine 6zgii olarak yayimlamis oldugu kilavuzlar ve rehber dokiimanlar klinik
disi calismalarin tasarlanmasi, yiritilmesi ve yorumlanmasi konularinda referans alinabilir.
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EK-1
Tekrarh doz toksisite calismalarinda toplanacak dokularin listesi

- Bobrekusti bezleri

- aort

- kemik (femur) ve eklem
- kemik iligi iceren kemik (sternum)
- kemik iligi smearleri®

- beyin

- brons (ana kok)

- cekum

- kolon

- onikiparmak bagirsagi
- epididimis

- gozler

- kalp

- ileum

- enjeksiyon yerleri

- jejunum

- bobrekler ve Ureterler
- larenks

- karaciger

- akcigerler

- lenf nodu (mandibuler)
- lenf nodu (mezenterik)
- meme bezi

- yemek borusu

- optik sinirler

- overler ve over kanallari
- pankreas

- paratiroid bezleri

- peyer plaklari

- hipofiz bezi

- prostat

- rektum

- tikdrik bezleri (mandibuler, parotit, sublingual)

& Calisma sirasinda oldiriilen ve can ¢ekisen hayvanlar da dahil olmak tizere tim hayvanlar igin planlanan otopside
kemik iligi yaymalari (smear) hazirlanmalidir. Yaymalar metanol icinde sabitlenmeli ve daha sonra May-Grunwald-
Giemsa yontemi ile boyanmalidir.
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- siyatik sinirler

- seminal vezikuller

- iskelet kasi

- deri

- omurilik (servikal, torasik, lumbar)
- dalak

- mide

- testisler

- timus

- tiroid bezleri

- dil

- soluk borusu

- Ureterler

- idrar kesesi

- uterus (boynuzlar + serviks)
- vajina

- tim makroskopik lezyonlar
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