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DDrruugg  DDeevveellooppmmeenntt  
 
DDrruugg  ddiissccoovveerryy  &&  ssccrreeeenniinngg  
NNoonn--cclliinniiccaall  ddeevveellooppmmeenntt  
AAnniimmaall  ssccaallee  uupp  
PPhhaassee  II  ssttuuddiieess  
PPhhaassee  IIII  ssttuuddiieess  
PPhhaassee  IIIIII  ssttuuddiieess  
 
Specific examples from anticancer drug development 
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OOvveerrvviieeww  ooff  AAnnttiiccaanncceerr  DDrruugg  DDeevveellooppmmeenntt  

  
 
Flow chart indicating the development of an anticancer drug from IND (chemical 
synthesis and formulation development to animal models for efficacy to assay 
development to animal PK and PD), through clinical development (Phase I, Phase II, 
Phase III) to NDA. 
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GGooaallss  ooff  NNoonn--CClliinniiccaall  TTeessttiinngg  ooff  SSmmaallll  MMoolleeccuullee  

DDrruuggss  aanndd  BBiioollooggiiccaallss  
 

TToo  cchhaarraacctteerriizzee  ppootteennttiiaall  aaddvveerrssee  ddrruugg  eeffffeeccttss  
  DDeeffiinnee  eenndd  oorrggaann  ttooxxiicciittiieess  
  DDeeffiinnee  rreevveerrssiibbiilliittyy  ooff  ttooxxiicciittyy  
TToo  cchhaarraacctteerriizzee  pphhaarrmmaaccookkiinneettiicc  pprrooffiillee  
TToo  cchhaarraacctteerriizzee  bbeenneeffiicciiaall  pphhaarrmmaaccooddyynnaammiicc  eeffffeeccttss  
  PPrrooooff  ooff  pprriinncciippllee  
TToo  gguuiiddee  ssaaffee  uussee  iinn  hhuummaann  cclliinniiccaall  ssttuuddiieess  
  TToo  ddeetteerrmmiinnee  aa  ssaaffee  &&  rreeaassoonnaabbllee  ssttaarrttiinngg  ddoossee  
  PPrroovviiddee  mmoonniittoorriinngg  gguuiiddeelliinneess  ffoorr  tthhee  cclliinniiccaall  ssttuuddyy  
PPrroovviiddee  ssuuffffiicciieenntt  ddaattaa  ttoo  ccoonncclluuddee  tthhaatt  ppaattiieennttss  aarree  nnoott  eexxppoosseedd  ttoo  
uunnrreeaassoonnaabbllee  rriisskkss  



  

OOnnccoollooggyy  ddrruugg  ddeevveellooppmmeenntt  iiss  cchhaannggiinngg  iinn  
tthhee  nneeww  eerraa  ooff  ttaarrggeetteedd  ccaanncceerr  tthheerraappiieess  
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TTaarrggeetteedd  TThheerraappiieess    

&&  PPrreecclliinniiccaall  DDeevveellooppmmeenntt  
((aaddaapptteedd  ffrroomm  PPaaoolleettttii  22000055))  

            
  
  

Characteristic Cytotoxic Agents Targeted Agents   

Discovery Cell based, empirical Receptor based 
screen, rationale 

Mechanism Often unknown Basis for screening 

Pharmacological 
Effect Cytotoxic Cytostatic 

Specificity Non-selective Selective 

Dose and schedule Pulsed, cyclical at 
MTD 

Continuous, at 
tolerable dose 
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TTaarrggeetteedd  TThheerraappiieess    
&&  PPhhaassee  II  TTrriiaallss  

((aaddaapptteedd  ffrroomm  PPaaoolleettttii  22000055))  
 
 

Characteristic Cytotoxic Agents Targeted Agents   

Objectives PK, MTD Optimal biological dose 
(OBD), PK, PK-PD 

Disease All types All types or target 
bearing 

Dose Toxicity-guided 
escalation 

Biomarker-guided 
escalation 

Endpoints Toxicity, MTD, PK  Target inhibition, OBD, 
PK 

Design Dose escalation in small 
cohorts 

Dose escalation to target 
inhibition 
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CCoommppoonneennttss  ooff  NNoonn--CClliinniiccaall  DDrruugg  DDeevveellooppmmeenntt  
 
 
IInn  vviittrroo  ssttuuddiieess::  CCeellll  lliinneess,,  cceellll--ffrreeee  ssyysstteemmss  ((ddrruugg  
ssccrreeeenniinngg))  
 
DDrruugg  ffoorrmmuullaattiioonn    
 
CChheemmiissttrryy,,  MMaannuuffaaccttuurriinngg,,  aanndd  CCoonnttrroollss::  DDrruugg  ssuuppppllyy  &&  
qquuaalliittyy  
 
IInn  vviivvoo  eeffffiiccaaccyy  ssttuuddiieess::  AAnniimmaall  mmooddeellss  aanndd  pprrooooff  ooff  pprriinncciippllee  
 
Non-clinical safety studies 
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In Vitro Study Goals: Define the Drug’s Pharmacology 
 
 
 
MMoolleeccuullaarr  mmeecchhaanniissmm  ooff  aaccttiioonn  aanndd  ssppeecciiffiicc  ddrruugg  ttaarrggeettss  
 
MMoolleeccuullaarr  pphhaarrmmaaccoollooggyy  
 
DDeetteerrmmiinnaannttss  ooff  rreessppoonnssee    
 
IInnttrraacceelllluullaarr  pphhaarrmmaaccooddyynnaammiiccss  
 
MMeecchhaanniissmmss  ooff  ddrruugg  rreessiissttaannccee  
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IInn  VViittrroo  SSttuuddyy  SSyysstteemmss  

 
CCeellll--ffrreeee  aassssaayy  ffoorr  ssppeecciiffiicc  mmoolleeccuullaarr  eeffffeeccttss  
  EEnnzzyymmee  iinnhhiibbiittiioonn,,  rreecceeppttoorr  bblloocckkaaddee,,  eettcc..  

 
YYeeaasstt--bbaasseedd  ssccrreeeenniinngg  iinn  ggeenneettiiccaallllyy  ddeeffiinneedd  ttaarrggeett  

 
MMaammmmaalliiaann  cceellll  lliinneess::  ((mmuurriinnee,,  hhuummaann,,  eettcc..))  
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PPrreecclliinniiccaall  PPhhaarrmmaaccoollooggyy  

IInn  VViittrroo  SSttuuddiieess  ooff  CCaanncceerr  AAggeennttss  ((11))  
 
 
DDeeffiinnee  aannttiiccaanncceerr  eeffffeeccttss  

GGrroowwtthh  iinnhhiibbiittiioonn,,  ddiiffffeerreennttiiaattiioonn,,  aappooppttoossiiss,,  eettcc  
 
IImmppaacctt  oonn  ddeeffiinneedd  bbiioocchheemmiiccaall  aanndd  mmoolleeccuullaarr  ppaatthhwwaayyss  

RRNNAA,,  DDNNAA  aanndd  pprrootteeiinn  bbiioossyynntthheessiiss,,  ssiiggnnaalliinngg  kkiinnaasseess,,  eettcc  
 
SSppeeccttrruumm  ooff  aannttiittuummoorr  aaccttiivviittyy  

HHuummaann  ttuummoorr  cceellll  lliinneess  
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PPrreecclliinniiccaall  PPhhaarrmmaaccoollooggyy  

IInn  VViittrroo  SSttuuddiieess  ooff  CCaanncceerr  AAggeennttss  ((22))  
 
 

CCeelllluullaarr  uuppttaakkee  aanndd  mmeemmbbrraannee  ttrraannssppoorrtt  
  MMDDRR,,  MMRRPP,,  eettcc  

 
MMeecchhaanniissmmss  ooff  rreessiissttaannccee  

 
IInn  vviittrroo  ddrruugg  mmeettaabboolliissmm  
  PP445500  iissooeennzzyymmeess  

 
EEffffeeccttss  oonn  hhEERRGG  cchhaannnneellss  ((pprroolloonnggeedd  QQTT  iinntteerrvvaall  rriisskk))  

 
PPrreelliimmiinnaarryy  pprrootteeiinn  bbiinnddiinngg  ssttuuddiieess  
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CCoommppoonneennttss  ooff  NNoonn--CClliinniiccaall  DDrruugg  DDeevveellooppmmeenntt  

  
 
IInn  vviittrroo  ssttuuddiieess::  CCeellll  lliinneess,,  cceellll--ffrreeee  ssyysstteemmss  ((ddrruugg  ssccrreeeenniinngg))  
 
DDrruugg  ffoorrmmuullaattiioonn    
 
CChheemmiissttrryy,,  MMaannuuffaaccttuurriinngg,,  aanndd  CCoonnttrroollss::  DDrruugg  ssuuppppllyy  &&  
qquuaalliittyy  
 
IInn  vviivvoo  eeffffiiccaaccyy  ssttuuddiieess::  AAnniimmaall  mmooddeellss  aanndd  pprrooooff  ooff  pprriinncciippllee  
 
NNoonn--cclliinniiccaall  ssaaffeettyy  ssttuuddiieess  
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DDrruugg  SSuuppppllyy  aanndd  FFoorrmmuullaattiioonn  

 
 
DDrruugg  ssuuppppllyy::  bbuullkk  cchheemmiiccaall  ssyynntthheessiiss,,  nnaattuurraall  pprroodduucctt  
iissoollaattiioonn,,  eettcc..  
 
GGoooodd  MMaannuuffaaccttuurriinngg  PPrraaccttiiccee  ((GGMMPP))  gguuiiddeelliinneess  ffoorr  
pphhaarrmmaacceeuuttiiccaall  pprroodduucctt  mmaannuuffaaccttuurriinngg  
 
FFoorrmmuullaattiioonn  ffoorr  cclliinniiccaall  ddeelliivveerryy  ooff  ddrruugg::  vveehhiicclleess  ffoorr  
iinnttrraavveennoouuss  oorr  ootthheerr  rroouutteess  ooff  aaddmmiinniissttrraattiioonn  
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DDrruugg  SSuuppppllyy  IIssssuueess  

 
 
PPaacclliittaaxxeell  ssoouurrccee  ffrroomm  tthhee  bbaarrkk  aanndd  wwoooodd  ooff  tthhee  PPaacciiffiicc  YYeeww  
ttrreeee  
 
EEaarrllyy  ddrruugg  ssuuppppllyy  lliimmiitteedd  tthhee  aammoouunntt  aavvaaiillaabbllee  ffoorr  iinniittiiaall  
cclliinniiccaall  ttrriiaallss    
 
NNeewweerr  sseemmiissyynntthheettiicc  pprroodduuccttiioonn  ffrroomm  tthhee  nneeeeddlleess  ooff  tthhee  YYeeww  
ttrreeee  ((rreenneewwaabbllee))  
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DDrruugg  FFoorrmmuullaattiioonn  IIssssuueess  

 
 
PPoooorr  wwaatteerr  ssoolluubbiilliittyy  ooff  nnaattuurraall  pprroodduuccttss  
 
PPaacclliittaaxxeell  ffoorrmmuullaattiioonn  iinn  CCrreemmoopphhoorree  EELL™™  ((iinnccrreeaasseedd  
ttooxxiicciittyy??))  
 
CCaammppttootthheecciinn  ddeerriivvaattiivveess  ffoorrmmuullaatteedd  iinn  aa  ddiimmeetthhyyllaacceettaammiiddee,,  
ppoollyyeetthhyylleennee  ggllyyccooll  aanndd  pphhoosspphhoorriicc  aacciidd  vveehhiiccllee  

  LLaatteerr  ffoorrmmuullaatteedd  aass  aa  lliippiidd  ccoollllooiiddaall  ddiissppeerrssiioonn  
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CCoommppoonneennttss  ooff  NNoonn--CClliinniiccaall  DDrruugg  DDeevveellooppmmeenntt  
 
 
IInn  vviittrroo  ssttuuddiieess::  CCeellll  lliinneess,,  cceellll--ffrreeee  ssyysstteemmss  ((ddrruugg  ssccrreeeenniinngg))  
 
DDrruugg  ffoorrmmuullaattiioonn    
 
CChheemmiissttrryy,,  MMaannuuffaaccttuurriinngg,,  aanndd  CCoonnttrroollss::  DDrruugg  ssuuppppllyy  &&  
qquuaalliittyy  
 
IInn  vviivvoo  eeffffiiccaaccyy  ssttuuddiieess::  AAnniimmaall  mmooddeellss  aanndd  pprrooooff  ooff  
pprriinncciippllee  
 
NNoonn--cclliinniiccaall  ssaaffeettyy  ssttuuddiieess  
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IInn  VViivvoo  SSttuuddyy  GGooaallss::  

AAnniimmaall  MMooddeellss  
 
 
EEffffiiccaaccyy::  PPrrooooff  ooff  tthheerraappeeuuttiicc  pprriinncciippllee  
 
TTooxxiiccoollooggyy::  TTooxxiicciittyy  pprrooffiillee  
 
PPrraaccttiiccaall  IIssssuueess::  

AAnniimmaall  pphhaarrmmaaccookkiinneettiiccss  aanndd  pphhaarrmmaaccooddyynnaammiiccss  
SSttaarrttiinngg  ddoossee  aanndd  sscchheedduullee  ffoorr  cclliinniiccaall  ttrriiaallss  
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AAnniimmaall  MMooddeellss  
PPrrooooff  ooff  PPrriinncciippllee  

 
 
AAnniimmaall  ssccrreeeenniinngg  iiss  ttoooo  eexxppeennssiivvee  ffoorr  rroouuttiinnee  uussee  
 
EEffffiiccaaccyy  iinn  aanniimmaall  mmooddeellss  ooff  ssppeecciiffiicc  ddiisseeaassee  ssttaatteess  ooccccuurrss  
aafftteerr  iinn  vviittrroo  ssttuuddiieess  
 
EEvvaalluuaattiioonn  ooff  tthheerraappeeuuttiicc  iinnddeexx  

TTooxxiicciittyy  vveerrssuuss  eeffffiiccaaccyy  
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IIddeeaall  AAnniimmaall  MMooddeell  
 
 

VVaalliiddiittyy  
 

SSeelleeccttiivviittyy  
 

PPrreeddiiccttaabbiilliittyy  
 

RReepprroodduucciibbiilliittyy  
 

 
 
 
“There is no perfect tumor model” 
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EEnnddoossttaattiinn::  AAnn  EEnnddooggeennoouuss  IInnhhiibbiittoorr  ooff  AAnnggiiooggeenneessiiss  

aanndd  TTuummoorr  GGrroowwtthh  
OO''RReeiillllyy  eett  aall,,  CCeellll  8888::227777--228855  ((11999977))    

 
 
Photograph of a mouse with tumor growth that was treated with endostatin. Another 
photograph of a mouse with tumor growth that was treated with a saline solution.  The 
tumor on the mouse treated with saline solution appears to be much larger than the tumor 
on the rat that was treated with endostatin. 
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AAnniimmaall  MMooddeellss  iinn  CCaanncceerr  
 
SSppoonnttaanneeoouuss  ttuummoorrss  

IIddiiooppaatthhiicc  
CCaarrcciinnooggeenn--iinndduucceedd  
TTrraannssggeenniicc//ggeennee  kknnoocckkoouutt  aanniimmaallss::  pp5533,,  RRBB,,  eettcc  

 
TTrraannssppllaanntteedd  ttuummoorrss  

AAnniimmaall  ttuummoorrss::  LLeewwiiss  lluunngg,,  SS118800  ssaarrccoommaa,,  eettcc  
  
HHuummaann  ttuummoorr  xxeennooggrraaffttss::  hhuummaann  ttuummoorr  lliinneess  iimmppllaanntteedd  iinn  iimmmmuunnooddeeffiicciieenntt    
mmiiccee  ((ccuurrrreenntt  NNCCII  ssttaannddaarrdd  iinn  vviivvoo  eeffffiiccaaccyy  tteessttiinngg  ssyysstteemm))  

 
HHuummaann  ttuummoorrss  ggrroowwiinngg  iinn  vviivvoo  iinn  iimmppllaannttaabbllee  hhoollllooww  ffiibbeerrss  



  

HHuummaann  TTuummoorr  XXeennooggrraaffttss  
  

AAtthhyymmiicc  ““nnuuddee””  mmiiccee  ddeevveellooppeedd  iinn  11996600’’ss  
 

MMuuttaattiioonn  iinn  nnuu  ggeennee  oonn  cchhrroommoossoommee  1111  
 

PPhheennoottyyppee::  rreettaarrddeedd  ggrroowwtthh,,  llooww  ffeerrttiilliittyy,,  nnoo  ffuurr,,  
iimmmmuunnooccoommpprroommiisseedd  
  LLaacckk  tthhyymmuuss  ggllaanndd,,  TT--cceellll  iimmmmuunniittyy  

 
FFiirrsstt  hhuummaann  ttuummoorr  xxeennooggrraafftt  ooff  ccoolloonn  aaddeennooccaarrcciinnoommaa  bbyy  RRyyggaaaarrdd  
&&  PPoouullssoonn,,  11996699  
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AAtthhyymmiicc  NNuuddee  MMiiccee  
 
 
Six photographs of athymic nude mice 
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MMuurriinnee  XXeennooggrraafftt  SSiitteess  

 
 
SSuubbccuuttaanneeoouuss  ttuummoorr  ((NNCCII  mmeetthhoodd  ooff  cchhooiiccee))  wwiitthh  IIPP  ddrruugg  
aaddmmiinniissttrraattiioonn  
 
IInnttrraappeerriittoonneeaall  
 
IInnttrraaccrraanniiaall  
 
IInnttrraasspplleenniicc  
 
RReennaall  ssuubbccaappssuullee  
 
SSiittee--ssppeecciiffiicc  ((oorrtthhoottooppiicc))  oorrggaann  iinnooccuullaattiioonn  
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XXeennooggrraafftt  SSttuuddyy  EEnnddppooiinnttss  

 
 
TTooxxiicciittyy  EEnnddppooiinnttss::  
  DDrruugg  rreellaatteedd  ddeeaatthh  

  NNeett  aanniimmaall  wweeiigghhtt  lloossss  
 
EEffffiiccaaccyy  EEnnddppooiinnttss  

  CClloonnooggeenniicc  aassssaayy    
  TTuummoorr  ggrroowwtthh  aassssaayy  ((ccoorrrreecctteedd  ffoorr  ttuummoorr  ddoouubblliinngg  ttiimmee))  
  TTrreeaatteedd//ccoonnttrrooll  ssuurrvviivvaall  rraattiioo  
  TTuummoorr  wweeiigghhtt  cchhaannggee  
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XXeennooggrraafftt  TTuummoorr  WWeeiigghhtt  CChhaannggee  
 
 

TTuummoorr  wweeiigghhtt  cchhaannggee  rraattiioo  ((uusseedd  bbyy  tthhee  NNCCII  iinn  xxeennooggrraafftt  
eevvaalluuaattiioonn))  

 
DDeeffiinneedd  aass::  ttrreeaatteedd//ccoonnttrrooll  xx  110000%%  

 
TTuummoorr  wweeiigghhtt  iinn  mmgg  ==  ((aa  xx  bb22))//22  
  aa  ==  ttuummoorr  lleennggtthh  
  bb  ==  ttuummoorr  wwiiddtthh  

 
TT//CC  <<  4400--5500%%  iiss  ccoonnssiiddeerreedd  ssiiggnniiffiiccaanntt  
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XXeennooggrraafftt  AAddvvaannttaaggeess  

 
MMaannyy  ddiiffffeerreenntt  hhuummaann  ttuummoorr  cceellll  lliinneess  ttrraannssppllaannttaabbllee  
 
WWiiddee  rreepprreesseennttaattiioonn  ooff  mmoosstt  hhuummaann  ssoolliidd  ttuummoorrss  
 
AAlllloowwss  ffoorr  eevvaalluuaattiioonn  ooff  tthheerraappeeuuttiicc  iinnddeexx  
 
GGoooodd  ccoorrrreellaattiioonn  wwiitthh  ddrruugg  rreeggiimmeennss  aaccttiivvee  iinn  hhuummaann  lluunngg,,  ccoolloonn,,  
bbrreeaasstt,,  aanndd  mmeellaannoommaa  ccaanncceerrss  
 
SSeevveerraall  ddeeccaaddeess  ooff  eexxppeerriieennccee  
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XXeennooggrraafftt  DDiissaaddvvaannttaaggeess  
 

BBrraaiinn  ttuummoorrss  ddiiffffiiccuulltt  ttoo  mmooddeell  
 

DDiiffffeerreenntt  bbiioollooggiiccaall  bbeehhaavviioorr,,  mmeettaassttaasseess  rraarree  
  SSuurrvviivvaall  nnoott  aann  iiddeeaall  eennddppooiinntt::  ddeeaatthh  ffrroomm  bbuullkk  ooff  ttuummoorr,,  nnoott  iinnvvaassiioonn  

 
SShhoorrtteerr  ddoouubblliinngg  ttiimmeess  tthhaann  oorriiggiinnaall  ggrroowwtthh  iinn  hhuummaann  

 
LLeessss  nneeccrroossiiss,,  bbeetttteerr  bblloooodd  ssuuppppllyy  

 
DDiiffffiiccuulltt  ttoo  mmaaiinnttaaiinn  aanniimmaallss  dduuee  ttoo  iinnffeeccttiioonn  rriisskkss  

 
HHoosstt  ddiirreecctteedd  tthheerraappiieess  ((aannggiiooggeenneessiiss,,  iimmmmuunnee  mmoodduullaattiioonn))  mmaayy  nnoott  bbee  aapppplliiccaabbllee  
  HHuummaann  vvss..  mmuurriinnee  eeffffeeccttss  
  AAbbiilliittyy  ttoo  mmiimmiicc  tthhee  hhuummaann  ttuummoorr  mmiiccrrooeennvviirroonnmmeenntt  iiss  lliimmiitteedd  
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OOtthheerr  AAnniimmaall  MMooddeellss  
 
OOrrtthhoottooppiicc  aanniimmaall  mmooddeellss::  TTuummoorr  cceellll  iimmppllaannttaattiioonn  iinn  ttaarrggeett  
oorrggaann  

MMeettaassttaattiicc  ddiisseeaassee  mmooddeellss  
 
TTrraannssggeenniicc  AAnniimmaall  MMooddeellss  

PP5533  oorr  ootthheerr  ttuummoorr  ssuupppprreessssoorr  ggeennee  kknnoocckkoouutt  aanniimmaallss  
 

EEnnddooggeennoouuss  ttuummoorr  cceellll  ddeevveellooppmmeenntt  
 

MMaayy  bbee  ooff  hhiigghh  vvaalluuee  ffoorr  mmAAbb  tthheerraappiieess  
 
LLooww  ppaassssaaggee  xxeennooggrraafftt  ttuummoorrss  

DDiirreecctt  iimmppllaannttaattiioonn  ffrroomm  ppaattiieennttss  ttoo  aanniimmaallss  
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NNoonn--CClliinniiccaall  EEffffiiccaaccyy  TTeessttiinngg  
TThhee  FFDDAA  PPeerrssppeeccttiivvee  

((JJ..  LLeeiigghhttoonn,,  FFDDAA  OODDAACC  MMeeeettiinngg,,  MMaarrcchh  1133,,  22000066))  
 
 
PPhhaarrmmaaccoollooggiiccaall  aaccttiivviittyy  aasssseesssseedd  bbyy  mmooddeellss  ooff  ddiisseeaassee  aarree  ggeenneerraallllyy  ooff  llooww  rreelleevvaannccee  
ttoo  ssaaffeettyy  ((IINNDD))  aanndd  eeffffiiccaaccyy  ((NNDDAA))  ddeecciissiioonnss  

EEffffiiccaaccyy  iinn  vviivvoo  aanndd  iinn  vviittrroo  ffrroomm  nnoonn--cclliinniiccaall  ssttuuddiieess  mmaayy  nnoott  ddeeppeennddaabbllyy  pprreeddiicctt  cclliinniiccaall  
eeffffiiccaaccyy  

HHeetteerrooggeenneeiittyy  ooff  ddiisseeaassee  
IInntteerrssppeecciieess  ddiiffffeerreenncceess  iinn  AADDMMEE  
RRoollee  ooff  iimmmmuunnee  ssyysstteemm  

 
PPhhaarrmmaaccoollooggyy  ssttuuddiieess  aarree  uusseeffuull  ffoorr::  

AAsssseessssiinngg  aann  aapppprroopprriiaattee  sscchheedduullee  ((ddaaiillyy,,  wweeeekkllyy,,  qq33wwkkss))  
JJuussttiiffiiccaattiioonn  ffoorr  aa  ddrruugg  ccoommbbiinnaattiioonn  
UUnnddeerrssttaannddiinngg  eeffffeecctt  aatt  aa  mmoolleeccuullaarr  ttaarrggeett  

EExxaammiinnee  rreecceeppttoorr  ssppeecciiffiicciittyy  
IIddeennttiiffyyiinngg  aanndd  eevvaalluuaattiinngg  bbiioommaarrkkeerrss  



  

CCoommppoonneennttss  ooff  NNoonn--CClliinniiccaall  DDrruugg  DDeevveellooppmmeenntt  
 
 

IInn  vviittrroo  ssttuuddiieess::  CCeellll  lliinneess,,  cceellll--ffrreeee  ssyysstteemmss  ((ddrruugg  
ssccrreeeenniinngg))  

 
DDrruugg  ffoorrmmuullaattiioonn    

 
CChheemmiissttrryy,,  MMaannuuffaaccttuurriinngg,,  aanndd  CCoonnttrroollss::  DDrruugg  ssuuppppllyy  &&  
qquuaalliittyy  

 
IInn  vviivvoo  eeffffiiccaaccyy  ssttuuddiieess::  AAnniimmaall  mmooddeellss  aanndd  pprrooooff  ooff  
pprriinncciippllee  

 
NNoonn--cclliinniiccaall  ssaaffeettyy  ssttuuddiieess  
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NNoonn--CClliinniiccaall  SSaaffeettyy  SSttuuddiieess  

 
SSaaffeettyy  pphhaarrmmaaccoollooggyy  
PPhhaarrmmaaccookkiinneettiicc  aanndd  ttooxxiiccookkiinneettiiccss  ssttuuddiieess  
GGeennoottooxxiicciittyy  ssttuuddiieess  
RReepprroodduuccttiivvee  ttooxxiicciittyy  ssttuuddiieess  
CCaarrcciinnooggeenniicciittyy  ssttuuddiieess  
FFoorrmmaall  ttooxxiiccoollooggyy  ssttuuddiieess  

SSiinnggllee  ddoossee  ttooxxiicciittyy  ssttuuddiieess  
RReeppeeaatteedd  ddoossee  ttooxxiicciittyy  ssttuuddiieess  

EExxcceelllleenntt  rreeffeerreennccee::  
AAnnttiiccaanncceerr  DDrruugg  DDeevveellooppmmeenntt  GGuuiiddee,,  22nndd  eeddiittiioonn,,  BBAA  TTeeiicchheerr  aanndd  PPAA  AAnnddrreewwss,,  eeddiittoorrss,,  
HHuummaannaa  PPrreessss,,  TToottoowwaa,,  NNJJ,,  22000044  
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NNoonn--CClliinniiccaall  TTooxxiiccoollooggyy  SSttuuddiieess  
 
 
GGLLPP  TTooxxiiccoollooggyy  iiss  eexxppeecctteedd  

UUssee  tthhee  cclliinniiccaall  sscchheedduullee,,  rroouuttee,,  aanndd  ffoorrmmuullaattiioonn  
 
SSiinnggllee  ddoossee  aaccuuttee  ttooxxiicciittyy  ssttuuddiieess  rreeqquuiirreedd  iinn  22  mmaammmmaalliiaann  ssppeecciieess  pprriioorr  ttoo  FFIIHH  
ssttuuddiieess  

CCllaassssiiccaallllyy  rraatt  aanndd  ddoogg  ffoorr  ssmmaallll  mmoolleeccuulleess  
NNoonn--hhuummaann  pprriimmaatteess  ffoorr  bbiioollooggiiccaallss  

 
RReeppeeaatt  ddoossee  ttooxxiiccoollooggyy  rreeqquuiirreedd  ffoorr  aannttiicciippaatteedd  dduurraattiioonn  ooff  cclliinniiccaall  uussee  ffoorr  mmoosstt  
nnoonn--oonnccoollooggyy  aaggeennttss  

33  mmoo..  ttooxxiiccoollooggyy  ffoorr  ≤≤  33  mmoo..  cclliinniiccaall  ssttuuddyy  
 
RReeccoommmmeennddaattiioonnss  ffoorr  aannttiiccaanncceerr  aaggeennttss  mmaayy  ddiiffffeerr  ffrroomm  ootthheerr  tthheerraappeeuuttiicc  aarreeaass  



  
EExxppeecctteedd  TTooxxiiccoollooggyy  TTeessttiinngg  ffoorr  PPhhaassee  II  OOnnccoollooggyy  DDrruugg  

SSttuuddiieess  
((JJ..  LLeeiigghhttoonn,,  FFDDAA  OODDAACC  MMeeeettiinngg,,  MMaarrcchh  1133,,  22000066))  

 
 
Clinical Schedule Preclinical study schedule * 

Every 21 d Single dose study 

Every 14 d 2 doses, 14 d apart 

Weekly x 3, week off Weekly x 3 

Daily x 5, break Daily x 5 

Continuous daily Daily for 28 days 

 
 
 
* Study schedule does not include a recovery period 
 
28 day toxicology is generally sufficient for DRUG trials  
extending beyond 28 days 
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NNoonn--CClliinniiccaall  TTooxxiiccoollooggyy  SSttuuddiieess  FFoorr  OOnnccoollooggyy  
DDrruugg  CCoommbbiinnaattiioonnss  

 
 
MMaayy  nnoott  bbee  nneecceessssaarryy  ffoorr  tteessttiinngg  iinn  aaddvvaanncceedd  ccaanncceerr  
ppaattiieennttss  
 
MMaayy  eexxcclluuddee  iiff::  

NNoo  PPKK,,  PPDD,,  oorr  mmeettaabboolliicc  iinntteerraaccttiioonnss  aannttiicciippaatteedd  
 

DDrruuggss  aarree  nnoott  ppaacckkaaggeedd  aass  aa  ccoommbbiinnaattiioonn  
 

AAllll  ccoommppoonneennttss  wweellll  ssttuuddiieedd  iinnddiivviidduuaallllyy  
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SSiinnggllee  DDoossee  TTooxxiicciittyy  SSttuuddiieess  
 

DDoossee  eessccaallaattiioonn  ssttuuddyy  mmaayy  bbee  aann  aalltteerrnnaattiivvee  ttoo  aa  ssiinnggllee  
ddoossee  ddeessiiggnn  
  DDoossee  rraannggee  sshhoouulldd  iinncclluuddee  mmaaxxiimmaallllyy  ttoolleerraatteedd  ddoossee  ((MMTTDD))  aanndd  
  nnoo  aaddvveerrssee  eeffffeecctt  lleevveell  ((NNOOAAEELL))  

 
SSttaannddaarrdd  ddeessiiggnn  
  EEaarrllyy  ssaaccrriiffiiccee  aatt  2244  ttoo  4488  hhrr  aanndd  aafftteerr  1144  ddaayyss  
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RReeppeeaatteedd  DDoossee  TTooxxiicciittyy  SSttuuddiieess  
 
 
DDuurraattiioonn  ooff  rreeppeeaatteedd  ddoossee  ssttuuddiieess  rreellaatteedd  ttoo  dduurraattiioonn  ooff  
aannttiicciippaatteedd  cclliinniiccaall  uussee  

UUssee  ssaammee  sscchheedduullee  aanndd  dduurraattiioonn  
 

TTyyppiiccaallllyy  1144--2288  ddaayyss  
 

SShhoouulldd  iinncclluuddee  rreeccoovveerryy  ggrroouupp  
 
  
UUssee  ccaann  ssuuppppoorrtt  rreeppeeaatt  ddoossee  cclliinniiccaall  ssttuuddiieess  

 38



  
NNoonn--CClliinniiccaall  TTooxxiiccoollooggyy  EEnnddppooiinnttss  

 
OOnnggooiinngg  EEnnddppooiinnttss  

CClliinniiccaall  ssiiggnnss,,  bbeehhaavviioorr  
BBooddyy  wweeiigghhttss  aanndd  ffoooodd  ccoonnssuummppttiioonn  
CClliinniiccaall  ppaatthhoollooggyy  ((iinn  llaarrggeerr  ssppeecciieess))  

HHeemmaattoollooggyy  
CChheemmiissttrryy  ppaanneellss  

TTooxxiiccookkiinneettiiccss  
 
EEnndd  ooff  SSttuuddyy  EEnnddppooiinnttss  

MMaaccrroossccooppiicc  cchhaannggeess  aatt  nneeccrrooppssyy  
OOrrggaann  wweeiigghhttss  
HHiissttooppaatthhoollooggyy  ooff  aallll  oorrggaannss  
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MMaaxxiimmuumm  RReeccoommmmeennddeedd  SSttaarrttiinngg  DDoossee  ((MMRRSSDD))  
ffoorr  FFIIHH  TTrriiaallss  

 
DDeetteerrmmiinnaattiioonn  ooff  tthhee  NNoo  OObbsseerrvveedd  AAddvveerrssee  EEffffeecctt  LLeevveell  
((NNOOAAEELL))  
 
CCoonnvveerrssiioonn  ooff  NNOOAAEELL  ttoo  HHuummaann  EEqquuiivvaalleenntt  DDoossee  ((HHEEDD))  
 
SSeelleeccttiioonn  ooff  tthhee  mmoosstt  aapppprroopprriiaattee  aanniimmaall  ssppeecciieess  
 
AApppplliiccaattiioonn  ooff  aa  ssaaffeettyy  ffaaccttoorr  ttoo  ddeetteerrmmiinnee  MMRRSSDD  
 
CCoommppaarree  MMRRSSDD  wwiitthh  pphhaarrmmaaccoollooggiiccaallllyy  aaccttiivvee  ddoossee  ((PPAADD))  
 
 
 

 FDA Guidance for Industry July 2005 
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SSeelleeccttiioonn  ooff  MMRRSSDD  
((FFDDAA  GGuuiiddaannccee  22000055))  

 
 
Flow chart showing the following steps in the selection of MRSD. 
 

1. Determine NOAELs (mg/kg) in toxicity studies 
2. Is there justification for extrapolating animal NOAELs to HED based on mg/kg 

(or other appropriate normalization?) 
                          ↓        ↓ 
                         NO    YES 
 
  Convert each animal      HED (mg/kg) =  
                NOAEL to HED based                 NOAEL (mg/kg) 

            on BSA            (or other appropriate 
           normalization) 
  Select HED from most     ←        
  appropriate species     
 
  Choose safety factor and      Maximum Recommended 
  divide HED by that factor →  Starting Dose (MRSD) 
 
           Consider lowering dose based 
           on a variety of factors, e.g., PAD 
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SStteepp  11::  DDeetteerrmmiinnaattiioonn  ooff  NNoo  OObbsseerrvveedd  AAddvveerrssee  
EEffffeecctt  LLeevveell  ((NNOOAAEELL))  

 
NOAEL Definition 

The highest dose level that does not produce a significant increase in adverse 
effects in comparison to the control group 
 
Not the same as the no observed effect level 
 

Review all available data in all species tested 
 
Adverse events can be overt toxicities, surrogate laboratory markers, or exaggerated 
PD effects 

Adverse effects defined as events that are considered unacceptable if produced 
by the initial dose in a Phase I clinical trial 

 
 

 FDA Guidance for Industry July 2005 
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SStteepp  22::  CCoonnvveerrtt  AAnniimmaall  DDoossee  ttoo  HHuummaann  EEqquuiivvaalleenntt  

DDoossee  ((HHEEDD))  
 
 

Normalization of toxic dose levels across species often based upon body surface area 
Deviations from BSA normalization must be justified 
 

Animal dose in mg/kg is converted to mg/m2 and reconverted to mg/kg 
Many cancer treatments are dosed based on BSA (mg/m2) 

 
 
 FDA Guidance for Industry July 2005 
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HHEEDD  CCaallccuullaattiioonn  

 
  
 
      Animal Km   
  HED (mg/kg) = __________  x Animal Dose (mg/kg) 
            
            HHuummaann  KKmm  
 
 
 
KKmm::  mmgg//kkgg  ttoo  mmgg//mm22  ccoonnvveerrssiioonn  ffaaccttoorr  

AAdduulltt  hhuummaann  ==  3377  
 

CChhiilldd  ((2200  kkgg))  ==  2255  
 

MMoouussee  ==  33  
 

RRaatt  ==  66  
 

CCyynnoommoollgguuss,,  rrhheessuuss  oorr  ssttuummppttaaiill  mmoonnkkeeyy  ==  1122  
 
 
 
 
FDA Guidance for Industry July 2005 
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EExxcceeppttiioonnss  ttoo  BBSSAA  SSccaalliinngg  
 
 

Weight based (mg/kg) scaling 
Oral therapies limited by local toxicities 
Exposure parameters that scale by weight predict toxicity 

Example Cmax for antisense molecules 
Proteins administered IV with Mr > 100,000 
 

Other scaling factors 
Alternate routes of administration (e.g. topical, intranasal, subcutaneous, 
intramuscular 

Normalize to area of application or to mg 
Administration into anatomical compartments with limited outside 
distribution (e.g. intrathecal, intravesical, intraocular, or intrapleural) 

Normalize to compartmental volumes 
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SStteepp  33::  MMoosstt  AApppprroopprriiaattee  SSppeecciieess  SSeelleeccttiioonn  
  

After the NOAEL from all toxicology studies are converted to HED, then the MRSD 
must be derived from the most appropriate species 
 
By default, use the most sensitive species, but must also consider… 

Pharmacokinetic ADME differences 
 
Class pharmacodynamic effects 
 
Agent pharmacology, receptor cross reactivity, etc 
 
 
 

Example 
Phosphorothioate antisense DLT in humans and monkeys is complement 
activation 
 
Does not occur in rodents 

 
 
 

FDA Guidance for Industry July 2005 
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SStteepp  44::  AApppplliiccaattiioonn  ooff  aa  SSaaffeettyy  FFaaccttoorr  

 
 

Applied to the HED derived from the NOAEL from the most appropriate species 
 
Divide the HED by the safety factor to determine the MRSD 
 
By default, a safety factor  = 10 is recommended 

May raise or lower with justification 
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AAlltteerriinngg  tthhee  SSaaffeettyy  FFaaccttoorr  

 
 
 

Increasing the safety factor 
Steep dose response curve 
Severe toxicities anticipated 
Non-monitorable toxicity 
Toxicities without premonitory signs 
Variable bioavailability 
Irreversible toxicity 
Unexplained mortality 
Large PK variability 
Non-linear PK 
Inadequate dose-response  
Novel therapeutic target 
Animal models with limited utility 
 

Decreasing the safety factor 
Requires highest quality toxicology data 
Well characterized class of drugs 
If NOAEL is based on toxicity studies of longer duration than the proposed 
clinical trial 
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SStteepp  55::  AAddjjuussttmmeennttss  BBaasseedd  oonn  tthhee  

PPhhaarrmmaaccoollooggiiccaallllyy  AAccttiivvee  DDoossee  
 
 

If a robust estimate of the pharmacologically active dose (PAD) is available from 
preclinical studies 
 
Convert to HED and compare to the MRSD 
 
If PAD < MRSD consider decreasing the starting dose 
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AA  PPhhaassee  II  SSttuuddyy  ooff  TTGGNN11441122::  AA  CCrriittiiccaall  

DDiisssseeccttiioonn  ooff  CClliinniiccaall  DDiissaasstteerr  
  

AA  FFaaiilluurree  ooff  PPrreecclliinniiccaall  SSaaffeettyy  TTeessttiinngg??  
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CCDD2288  aanndd  TT  CCeellll  AAccttiivvaattiioonn  
 
 

CD28 is a co-stimulatory receptor found on all CD4 regulatory T-cells and about 50% 
of CD8 cytotoxic T-cells 

CD28 signaling activated by endogenous membrane bound ligands, B7-1 
(CD80) and B7-2 (CD86) 
 

Normal activation of T-lymphocytes requires two signals 
First Signal: Specific antigen complex presented to the T-Cell receptor (TCR) 
by the antigen presenting cell (APC) 
Second Signal: Co-stimulatory activation of CD28 on the T-cell by B7 
molecules 

 
 
Graphic illustration 
 
 
www.mpip.org/therapy/artcl5img2.gif 
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““SSuuppeerr  AAggoonniisstt””  AAnnttii--CCDD2288  AAnnttiibbooddiieess  AAccttiivvaattee  TT--

LLyymmpphhooccyytteess  
 
 

Directly activate T-cells via CD28 WITHOUT requiring TCR activation 
 
Binds CD28 specifically in a linear conformation 
 
T-cells activated independent of the T-cell receptor  
 
Preferential activation of regulatory (CD4+) T-cell subsets 

TH1: activate WBC mediated immunity, and self vs. graft response 
TH2: stimulate B cells and antibody production 

 
 
 
 
 
Graphic illustration of superagonistic → T-cell-activation 
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TThheerraappeeuuttiicc  RRaattiioonnaallee  

 
Autoimmune diseases 

Enhance regulatory T cells to block autoimmunity 
 
Efficacy in preclinical models of rheumatoid arthritis, autoimmune neuritis, 
autoimmune encephalomyelitis 
 
 

Hematological malignancies 
Capacity to reconstitute collapsed T cell compartment in diseases such as B-
CLL 
 
Ex vivo evidence of activation of T cells independent of TCR specificity 
 
Improve antigen presentation by B-CLL cells 
 
Expansion of regulatory T lymphocytes and induction of anti-inflammatory 
cytokines 
 
 

No detectable adverse side effects other than lymphocytosis 
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TTGGNN11441122::  AAnn  AAnnttii--CCDD2288  ““SSuuppeerr  AAggoonniisstt””  
AAnnttiibbooddyy  

 
 

Recombinant, humanized IgG4-kappa antibody, MW 24 kDa 
Developed by TeGenero, a European biotechnology company 
 

Engineered from monoclonal mouse anti-human CD28 
Expressed in CHO cells 
 

Binds to human CD28 with Kd = 1.88 nM 
 
Prepared in a buffered solution for IV infusion 
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TTGGNN11441122  NNoonn--CClliinniiccaall  SSaaffeettyy  SSttuuddiieess  

 
 

Cross species amino acid homology of binding epitope on CD28 
Cynomolgus monkey (Macaca fascicularis) vs. human 

Identical binding epitope 
Rhesus monkey (Macaca mulatta) vs. human 

1 AA difference 
Marmoset monkey (Callitrix jacchus) vs. human 

2 to 6 AA differ 
Rodent vs. human 

Very low homology 
 

Anti-rat CD28 orthologue mAb also developed and tested 
No substantial safety signals 
 

In vitro treatment of human PBMC with soluble TGN1421 
Some polyclonal T cell proliferation 
Some T cell specific cytokine secretion 
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TTGGNN11441122  PPrriimmaattee  TTooxxiiccoollooggyy  

 
 

TGN1412 long-term administration to Macaca mulatta 
No change in systemic cytokine serum conventions 
No long term (5 months) side effects 
 

TGN1412 in cynomolgus monkeys expanded CD4+ and CD8+ T cells 
Activation of T cells peaked at day 15 
Mild lymphocytosis 
 

Moderate elevation of IL-2, IL-5, IL-6 but no evidence of severe acute release of 
cytokines 

No evidence for cytokine storm 
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TTGGNN11441122  RReegguullaattoorryy  OOvveerrssiigghhtt  

 
 

Initial first in human, first in class TGN1412 study proposed by sponsor 
 
Approved by two European Regulatory Agencies (in UK and in Germany) and by 
local research ethics committee 
 
TGN1412 starting dose calculation of 0.1 mg/kg met current regulatory requirements 
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TTGGNN11441122  CClliinniiccaall  SSttuuddyy  DDeessiiggnn  

 
 

Sponsor 
TeGenero 
 

Contract Research Organization 
Parexel International 
 

TGN1412 Supplier/Manufacturer 
Boehnringer Ingelheim 
 

Location 
Parexel Clinical Pharmacology Unit housed in leased space at Northwick Park 
and St. Mark’s Hospital (UK NHS Hospital) in London 

 
 
 
 
 

Suntharalingam et al NEJM 2006 
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TTGGNN11441122  CClliinniiccaall  SSttuuddyy  DDeessiiggnn  

 
Research Subjects 

Normal healthy paid volunteers 
First cohort of 8 Subjects: 6 treatment and 2 controls 
All males, median age 29.5 yr (19 to 34 yr) in good health 
 

Randomized, double-blind, placebo-controlled 
Planned admission on day 1 and to remain inpatient until day 3 
 

Single 3-6 minute intravenous infusion within minutes of all subjects 
All subjected treated 10 minutes apart 
 

Dose: 0.1 mg/kg of TGN1412 infused at 2 mg/min 
Other planned doses: 0.5, 2, 5.0 mg/kg 

 
 
Suntharalingam et al NEJM 2006 
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TTGGNN11441122  AAccuuttee  RReeaaccttiioonnss  

 
 

Study initiated at 0800 hr on 13 March 2006 
Reactions started within 90 min 
 

Rapid onset of clinical symptoms 
Headache, myalgias, nausea, diarrhea, erythema, vasodilatation, and 
hypotension 
 

Rapid induction of pro-inflammatory cytokines (cytokine storm) 
 
At 12-16 hr became critically ill 

Pulmonary infiltrates, lung injury, renal failure, disseminated intravascular 
coagulation 

 
Suntharalingam et al NEJM 2006 
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TTGGNN11441122  IImmmmuunnoollooggiiccaall  CChhaannggeess  

 
 

Profound lymphopenia and monocytopenia noted at 24 hours 
 
Extreme elevations of 

TNF-alpha 
IL-2, IL-6, and IL-10 
Interferon-gamma 
 

Prolonged (2 days) cytokine release in 2 most ill pts 
 
 
 
Suntharalingam et al NEJM 2006 
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TTGGNN11441122  CCrriittiiccaall  CCaarree  

 
 

All 6 treated patients transferred to ICU at adjacent public hospital within hours 
Two controls allowed to leave prior to breaking double blinded code 
 

Critical care support initiated 
Hemodialysis, vasopressors, respiratory support, high dose steroids, anti-IL2 
receptor antagonist antibodies 
 

Two patients developed cardiovascular shock and acute respiratory distress syndrome 
requiring mechanical ventilation 

 
 
 
Suntharalingam et al NEJM 2006 
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TTGGNN11441122  PPaattiieenntt  OOuuttccoommeess  

  
 

All patients survived (miraculously)  
 
Long-term neurological, psychological, and immunological sequelae to be defined 

 
 
 
 

Suntharalingam et al NEJM 2006 
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WWhhaatt  WWeenntt  WWrroonngg??  

 
Extensive review by healthcare agencies and committees 

EMEA 
UK Medical and Healthcare Products Regulatory Agency (MHRA) 
Expert Scientific Group on Phase One Clinical Trials 
 

Clinical trial findings published in the NEJM  
Suntharalingam et al NEJM 2006 
 

Lessons are still being debated 
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TTGGNN11442211  PPrroottooccooll  VViioollaattiioonnss  

 
 

Minor protocol violations found during retrospective scrutiny 
Documentation of full medical history for 1 subject was incomplete 
Minor employment procedural error 
Sponsor’s insurance policy not reviewed 
Placebo treated volunteers not formally unblinded before discharge 
TeGenero/Parexel contract not in place prior to study initiation 
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TTGGNN11441122  AAfftteerrmmaatthh  

 
 

No errors in manufacture, formulation or administration 
 
No contamination with bacterial endotoxin 
 
Conclude that unpredicted biological effects of the test substance caused the dramatic 
clinical effects 
 
TeGenero files for bankruptcy in June 2006 
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FFaaiilluurree  ooff  NNoonn--cclliinniiccaall  SSaaffeettyy  SSttuuddiieess??  

 
 
 

Preclinical in vitro studies failed to predict toxicity in vivo  
mAb was not presented to lymphocytes in a manner that mimicked its 
presentation in vivo 
 

Binding of TGN1412 to cell surfaces is a requirement for activation of lymphocytes 
and triggering of the cytokine storm 
 
In vivo primate studies failed to predict human toxicity  

Lymphocytes from Cynomolgus monkeys do not response to TGN1412 
binding in the same way as human cells  
TGN1412 is not superagonistic in this species (a pharmacodynamic 
difference) 

 
 
 

  SStteebbbbiinnss  eett  aall,,  JJ  IImmmmuunnooll  22000077;;117799::33332255  
  

 67



  
IInn  VViittrroo  LLyymmpphhooccyyttee  TTGGNN11441122  SSttuuddiieess  ((SStteebbbbiinnss  eett  aall,,  JJ  

IImmmmuunnooll  22000077;;117799::33332255))  
 
 
 
 
Graphic illustration of Human PBMC + Aqueous TGN1412       } 
                                                          →No proliferation or  
 and Primate PBMC +Air-dried TGN1412           }        release of TNF- ∂,  
              IL-6 or IL-8 
 
 
 
Graphic illustration of human PBMC + Air-dried TGN1412      }   → Proliferation and  
             release of TNF- ∂, 
             IL-6 or IL-8 
             CYTOKINE STORM! 
 
 
 

 68



  
TTGGNN11442211  TTrriiaall  LLeeaarrnniinngg  PPooiinnttss  

((mmooddiiffiieedd  ffrroomm  DDaayyaann  eett  aall,,  BBrr  JJ  IImmmmuunnooll  115511::223311))  
 
 
 
TGN1412 
Study Problem Detail Learning Point 

Interpretation of 
preclinical 
studies 

Low level cytokine 
release in primates should 
have prompted more 
caution 

Minor but potentially important 
effects in preclinical studies 
should raise caution across 
species 

Use of human in 
vitro studies 

Insufficient in vitro 
human studies on PBL 
were performed 

In vitro studies on human 
material as close as possible to 
the target tissue can be important 

Location of 
study unit 

Located in a tertiary care 
hospital 

Rapid access to an intensive care 
unit was important as events 
unfolded rapidly 
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TTGGNN11442211  TTrriiaall  LLeeaarrnniinngg  PPooiinnttss  
((mmooddiiffiieedd  ffrroomm  DDaayyaann  eett  aall,,  BBrr  JJ  IImmmmuunnooll  115511::223311))  

 
 

TGN1412 
Study Problem Detail Learning Point 

Choice of 
starting dose 

Subtle difference between 
primate and human target may 
explain marked difference in 
potency. Calculation of initial 
dose based on NOAEL proved 
to be dangerously wrong 

Prediction of risk and 
dose range from animal 
studies may prove 
unreliable: extra caution 
with wider margins of 
safety are required with 
potentially risky modes 
of action. Use of 
MABEL? 
 

Dosing interval 
between 
subjects 

No proper interval allowing for 
the observation of possible 
side effects between subjects 

In FIH studies, 
investigators should 
expect the unexpected 
 

Preparation for 
adverse events 

Preparation for possible 
adverse events (cytokine 
storm) was inadequate. 
Investigators did not expect it, 
recognize it, or treat it early 

Where there is a known 
theoretical risk, 
investigators should plan 
for its potential 
occurrence 
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MMAABBEELL  IInnsstteeaadd  ooff  NNOOAAEELL,,  MMAAYYBBEE  ??  
  

Re-evaluation of the TGN1412 trial has let to new recommendations for starting dose 
selection in Europe 

EMEA Guidelines, 2007 
 

Consider factors that may add to potential risk 
Mode of action 
Nature of target 
Relevance of animal models 
 

MABEL: minimal anticipated biological effect level 
The anticipated dose level leading to a minimal biological effect level in 
humans 
Consider differences in sensitivity for the mode of action across species 
 

Consider selection of starting doses based upon reduction from the MABEL, not 
NOAEL dose 
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CCaallccuullaattiioonn  ooff  MMAABBEELL  

((EEMMEEAA  GGuuiiddeelliinneess,,  22000077))  
 
 

MMAABBEELL  ccaallccuullaattiioonnss  sshhoouulldd  uuttiilliizzee  aallll  iinn  vviittrroo  aanndd  iinn  vviivvoo  iinnffoorrmmaattiioonn  ffrroomm  PPKK//PPDD  
eexxppeerriimmeennttss,,  iinncclluuddiinngg……  

TTaarrggeett  bbiinnddiinngg  aanndd  rreecceeppttoorr  ooccccuuppaannccyy  ddaattaa  iinn  ttaarrggeett  cceellllss  iinn  vviittrroo  iinn  hhuummaann  aanndd  aanniimmaallss  
 

CCoonncceennttrraattiioonn--rreessppoonnssee  ccuurrvveess  iinn  vviittrroo  iinn  ttaarrggeett  hhuummaann  cceellllss  aanndd  ddoossee//eexxppoossuurree--
rreessppoonnssee  iinn  vviivvoo  iinn  rreelleevvaanntt  aanniimmaallss  

 
EExxppoossuurreess  aatt  pphhaarrmmaaccoollooggiiccaall  ddoosseess  iinn  rreelleevvaanntt  aanniimmaallss  

 
 

WWhheerreevveerr  ppoossssiibbllee  aann  iinntteeggrraatteedd  PPKK//PPDD  mmooddeelliinngg  aapppprrooaacchh  sshhoouulldd  bbee  uusseedd  
 

AAppppllyy  aa  ssaaffeettyy  ffaaccttoorr  ttoo  tthhee  MMAABBEELL  ffoorr  tthhee  rreeccoommmmeennddeedd  ssttaarrttiinngg  ddoossee  
 

IIff  NNOOAAEELL  mmeetthhoodd  ggiivveess  aa  ddiiffffeerreenntt  eessttiimmaattiioonn,,  uussee  tthhee  lloowweesstt  vvaalluuee  uunnlleessss  ootthheerrwwiissee  
jjuussttiiffiieedd  



  

PPrroobblleemmss  wwiitthh  tthhee  MMAABBEELL  
((oorr  aannyy  aapppprrooaacchh))  

 
 

Estimation of MABEL my prove difficult with some agents, such as those that target 
the immune system 

In vivo immune response are much greater than in vitro 
 

Agents such as TGN1421 may act via a trigger or threshold effect 
Immunological cascade may amplify any biological action 
MABEL may not exist 
 

For other agents, overestimation of MABEL may lead to extremely low starting doses 
resulting in a conclusion of no biological activity 

 
 
 
 
 Dayan et al, Br J Immunol 151:231 
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IIssssuueess  RRaaiisseedd  bbyy  TTGGNN11441122  

 
 
 

Ethics of FIH trials in volunteers/patients 
 
Species-specific pharmacology &  toxicology of targeted agents 
 
Immunologics/biologics offer special problems in evaluation 
 
Greater transparency and input in early therapeutic development 
 
Inherent risks in developing novel agents with new mechanisms of action 
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TThhee  CClliinniiccaall  PPhhaarrmmaaccoollooggyy  CChhaalllleennggee!!  

 
 
 
Preclinical      Early Clinical 
Pharmacology        Trials 
    Clinical  
   →      Pharmacologist   → Translational dose 
       And toxicity endpoints 
Traditional  
animal studies     Traditional PK/PD 
PK/PD      Biomarkers & 
Toxicology      Molecular endpoints 
       Patient selection 
Biomarkers & 
Molecular targets 
 
                         TRANSLATIONAL MEDICINE 
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