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PIne certifikovany poskytovatel sluzeb pro
globalni farmaceuticky a biotechnologicky
sektor - jiz vice nez dvacet sest let.

Cell-based assay: Buriky ve sluZzbach \
analytiku

Pro testovani kvality IéCiv na bazi velkych molekul (Biologics)

Hana Cermakova



e QUINTA-ANALYTICA

Quinta-Analytica: A full-service CRO

Trusted leader in pharmaceutical services for small
molecules and biologics

Offering a broad portfolio of services including drug
testing, clinical studies, and bioanalytical services

Fully certified: GMP (Human Medicinal & Veterinary
Medicinal products)/GLP/GCP; FDA & EMA inspected

Founded in 1997 with more than 220 top professionals
ready to support your projects

Three locations in CZ (Prague, Brno and Ostrava)

300+ validated bioanalytical methods

Serving multinational clients in Europe, US, and Asia

Ostrava: Clinical trials (36 beds)

Prague (HQ): Two fully-equipped
buildings for bioanalysis, CMC and
clinical trials (60 beds)
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Brno: Specialized laboratory for

analyses of highly potent substances






® Analyt

Léciva na bazi

Co jsou velké molekuly?

Zastupce Struktura Stabilita Modifikace Produkce
Malé molekuly Aspirin, Ibalgin jednoduché stabilni dobre definované a popsané molekuly produkovany chemickou syntézou
Velké molekuly enzym, peptid slozitejsi meéné stabilni  dobre definované a popsané molekuly produkovany Zivymi organismy
Biologics protilatka komplexni meéné stabilni  heterogenni a zavislé na produkcnim procesu produkovany Zivymi organismy
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® Analyt

Co délaji Biologics?

Imunitni checkpoint inhibitory Antibody-drug conjugates (ADC) Cytokinova terapie Bunééna terapie
Uginek: Uginek: Uginek: Uginek:

Blokuji inhibi¢ni signaly v Monoklonalni protilatky s Podpora imunitni odpovédi nebo Geneticky modifikované T-buriky
imunitnim systému a umoznuji T- navazanou cytotoxickou latkou, pfimé ovlivnéni bunécné (CAR-T) zamé&Fené proti
lymfocytiim efektivnéji napadat ktera se uvolni po internalizaci signalizace specifickym nddorovym
nadorové bunky do nadorové bunky antigentim

Priklady: Priklady: Priklady:

anti-PD-1 (pembrolizumab, trastuzumab emtansin (HER2+ IL-2 (aldesleukin), IFN-a (proti

nivolumab), anti-PD-L1 rakoviny), enfortumab vedotin virovym infekcim, melanomu)

(atezolizumab, durvalumab), (urotel. karcinom)

anti-CTLA-4 (ipilimumab)
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Dumontet, C., Reichert, J.M., Senter, P.D. et al. Antibody-drug conjugates come of age in
oncology. Nat Rev Drug Discov 22, 641-661 (2023). https://doi.org/10.1038/s41573-023-
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Online: Whole genome and transcriptome sequencing uncovers biomarkers Online: https://www.ucir.org/therapies/therapy-cell-therapy

predicting response to immune checkpoint inhibitors | Genome Sciences Centre



https://www.bcgsc.ca/news/whole-genome-and-transcriptome-sequencing-uncovers-biomarkers-predicting-response-immune
https://www.bcgsc.ca/news/whole-genome-and-transcriptome-sequencing-uncovers-biomarkers-predicting-response-immune
https://www.ucir.org/therapies/therapy-cell-therapy

Vyvoj bunécné eseje pro QC

Zjistéeni mechanismu ucinku léciva (MoA)
* Cojetoza molekulu (protilatka, cytokin, blokator)?
Na jaké bunky molekula pUsobi (jaterni, rakovinné, imunitni)?
Co jim zpusobuje (bunéénou smrt, jejich mnozeni - proliferaci)?
Jak budeme detekovat (zivotaschopnost — viabilitu, mnozstvi ATP, reportérové geny, znacena protilatka)?
Cim budeme detekovat (detektorem desti¢ek — plate reader, priitokovym cytometrem, fluorescenénim mikroskopem)?

Nakup vhodné bunécné linie -
Proliferace

Priprava bunééné banky

Vyvoj a optimalizace metody Exprese
e Zjisténivhodného koncentraéniho rozpéti a fedéni léCiva proteinu Cytotoxicita
e Zjisténi koncentrace bunék v eseji

* Kritické reagencie

Kvalifikace/pre-validace metody

Validace metody - dle prislusné legislativy (guidelines)

Méreni vzorku

) Bunécna Bunécna
linie banka

Méreni
vzorku




® @8 Bunécna esej

Vybér bunécné linie

Vybeér a nakup vhodné bunécné linie
« Jak pusobilécivo (MoA)?

e Jaky druh bunécénych linii (jaterni, rakovinné, imunitni)?
Co musi splnovat (produkovat interleukiny, mit urgity receptor, adherentni/suspenzni)?

Vhodna detekce
* Jak budeme detekovat (viabilita, metab. aktivita, exprese proteinu, aktivace b. signalizace)?

Kde bereme savcéi bunécné linie?

Vyizolované bunky z lidskych darcu:

Hela — Henrietta Lacks, prvni lidska imortalizovana bunécna linie, bunky rakoviny délozniho Cipku,
HEK293 — Human Embryotic Kidney, imortalizovana lidska bunécna linie, bunky ledvin lidského embrya

hPBMC - human Peripheral Blood Mononuclear Cell, primarni bunécné linie, z lidské krve

Vyizolované bunky ze zvifecich darcu:
CHO - Chinese Hamster Qvary, imortalizovana kfe¢¢i bunécna linie, buriky rakoviny vaje¢niku

—— antibody
Antibody-drug conjugate (ADC)  evtotonic agent
Vazici se na Claudin 18.2 (CLDN) (payload)

linker

Bunky exprimuijici (produkujici) CLDN, internalizuji ADC
-rakovinné s pfirozenym vyskytem — A549
-Geneticky Modifikované Organismy (GMO) - CHO, HEK293

Metabolicka aktivita Zivych bunék

Tumor cell

v

Bunécna
banka




® @8 Bunécna banka

Tvorba bunécné banky

Proc¢ tvorime bunécnou banku?
e Konzistentni vysledky
e Ekonomickeé hledisko —zmnozeni bunék

Schéma pripravy
Jakmile je jen jedna kultiva¢ni lahev kontaminovana:
—->musi se vyhodit vesSkeré lahve
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Den| 1.den 3.den 5.den 8. den 21.den 24. den
Casukolu| 2h 2.5h 3h 3.5h [...] 6h 6h

Ukol | Rozmrazeni Paséaz 1 Pasaz 2 Pasaz 3 Pasaz 7 Zamrazeni

Zkratky
MCB = master cell bank — hlavni bunécna banka

WCB = working cell bank — pracovni bunécna banka m

Bunécna Bunécna > Vyvoj Méreni
linie banka eseje vzorku




Priprava a prubéh bunécné eseje
Workflow

1. Pasazovani (zotaveni bunék po zamrazeni)

b §
" 2. Sklizeni bunék (pocitani bunek)
) ¥y
[ l 3. Sazeni bunék do desticky (100 000 bunék na jamku)
P L S S . Inkubace
Lé&ivo (‘q (} k | | U / 4. Pridaniredicirady léciva do jamek s bunkami
Iomkce 5. Inkubace bunék a léciva (proliferace, bunécna smrt, bunécna
L signalizace - zalezi na MoA)
Pasazovani
- ] s 6. Pridani detekéniho reagentu a detekce (Fluorescence,
i 3700 37°C 37°C Luminescence, Absorbance)
\
s7oc el . . . L
| <am? \ 7. Generovanivysledku (parametry krivky, statistika)
 Am® am* | <AE"
am’ am’ am® 2| am® .
Den | 1.den 3.den 5.den 8.den 10. den 10.den 8. Reportovani
Casukolu | 2h 2.5h 3h 3h 4h 1h
Ukol | Rozmrazeni Pasaz 1 Pasaz 2 Pasaz 3 Esej Detekce
Vyvoj — cca 20 desticek

Kvalifikace — cca 15 desticek
Validace — cca 15 desticek
= az 50 desticek pred mérenim samotného vzorku

Bunécna Bunécna X Méreni
linie banka vzorku




® @@ Méreni vzorku

Nova sarze
léciva

Den
Cas tkolu
Ukol

1.den 3.den
2h 25h
Rozmrazeni Pasaz 1

slm
3h
Pasaz 2

Porovnani testované Sarze a referencniho standardu

L PR
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Parametry 4PL fitu: Je bézna praxe opakovat ]
B hodnota :> testovani Sarze 3x (preferencnév
C hodnota (EC50/IC50) jiny den, jinym analytikem) - pokud
A/D hodnoty Lnenl’definovéno zakaznikem jinak

% Relative potency

Bunécna Bunécna Méreni
linie banka vzorku




® Shrnuti

Key messages

Jak vybrat spravnou bunéc¢nou linii Cim se mohou $arze lisit

Proc se testuji Biologics in-vitro

Mimikujeme pUsobeniléciva na Zivém
organismu, které nelze efektivné
stanovit jinou analytickou metodou —
poskytuji fyziologicky kontext

Preklinicka a vyvojova faze

* Testovani mutacivloZzenych do
molekuly

» Testovani stability (pH, UV, oxidace,
teplota, chemicky Cinitel)

» Zjisténi vhodného davkovani do in-
vivo — predstupen testovani na
zviratech

* Testovani nové vyrobené Sarze - QC

Klinicka faze

* Testovaniimunogenicity —
Neutralizacni protilatky

* Testovani nové vyrobené Sarze - QC

Faze léciva na trhu
* Testovani nove vyrobené Sarze - QC

Nikdy neni pozdé se naucit bunééné eseje.

Spravny typ bunék - jaterni, imunitni,...
Vhodné protein na povrchu - target
Signalizacni drahy

Imortalizované vs primarni linie
Adherentni vs suspenzni

Promeénné v bunécné eseji

Pouziti pasaze - jak staré jsou bunky,
kdyZ jdou do eseje (jaka pasaz)
Koncentrace bunék vjamce desticky
Koncentracnirozsah lécCiva - dosazeni
kiivky s hornim i dolnim platem

Délka inkubace léCiva a bunék

ZpUsob detekce

Pouziti jiné Sarze reagencii a materialu —
desticky, suplementy do médii

Sarze mohou byt rozdilné na zakladé
zpUsobu produkce v bioreaktoru (zivymi
bunkami— bakterie, kvasinky, savCi b.)

Ovlivnéni finalniho produktu:
Kompozice zivného média

Zména teploty pfi kultivaci v bioreaktoru
Post-translacni modifikace

Jak staré bunky produkuji produkt = jaka
pasaz bunék je pouzita

QC kontrola léc¢iva v pozdéjsi fazi
vyvoje (IND, klinické studie, trh)

FDA a EMA vyZaduji kontrolu Biologics na
bunécné eseji (mohou udélit vyjimku)

Validovana esej — dle prislusné legislativy

BéZzna praxe je alespon 3x desticku
zopakovat —v jiny den, jinym analytikem s
nove rozpéstovanymibunkami
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Jak se stavi bunééna laborato¥r?
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® @8 Laborator

Zakladni vybaveni

Definice pozadavkl na jednotlivé pfistroje — technické parametry, pozadavky na software,...

Asepticka prace — majorita Inkubace bunék —rlistza  Sterilizace a dekontaminace—-  Kontrola bunék — poé&itani  Skladovanibunék -
¢innosti s bunécnymi liniemi kontrolovanych podminek sterilizace pracovnich nastrojii  a sledovani morfologie, dlouhodobé skladovani pfi
(pasazovani, eseje, zamrazovani) (37°C, 5% CO,) a dekontaminace odpadu kontaminace teplotach -190 az -150°C




® @8 Laborator

Doplrikové vybaveni

Definice pozadavkl na jednotlivé pfistroje — technické parametry, pozadavky na software,...
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Centrifugace bunécné suspenze Temperace médii, Rychlé pocitani | ! Kultivace, centrifugace
- vysokokapacitni inaktivace bunek, zjisténi

suplementu morfologie




® @@ Méreni vzorku

Dokumentace

- expeﬂmem-

Povoleni nakladani s Geneticky
Modifikovanymi Organismy

Standardni Operacni Postup
— pro pfistroje, pro ¢innosti
Zajisténi, Ze stroje funguji jak
maji a provadeéji spravné danou
cinnost
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Tak se stavi bunécéna laborator
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® ¢ CONTACT US

Quinta - Analytica s.r.o.
Tel: +420 242 454 300
Email: guinta@quinta.cz

Headquarters Brno Laboratory Ostrava Clinic
Prazska 1486/18c Karasek 1n/2296 Umelecka 305/1
102 00 Prague 10 621 00 Brno/Reckovice 702 00 Ostrava
Czech Republic Czech Republic Czech Republic
Google Maps Google Maps Google Maps

USA Office

Conscio Pharmaceuticals Inc.

Tel: +1 203 517 7406 | Email: karin.cooke@consciopharma.com

36 Russ Street, 3rd Floor,
Hartford, CT 06106, USA

Google Maps

Follow us:

€D quinta-analytica

L& www.quinta.cz

m quinta-analytica

iﬁj QUINTA ANALYTICA

A COMSCI0 company


https://maps.app.goo.gl/tJed2eRGyivbcpGYA
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https://goo.gl/maps/bEwPtNqsuSmwpdhP7
https://maps.app.goo.gl/hcp1hcunaFXcmTxX7
https://www.linkedin.com/company/consciopharma
https://www.linkedin.com/company/quinta-analytica/
https://www.linkedin.com/company/consciopharma
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