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Uvod - projekt | O

s> Experimentdlni ¢innost v ramci grantové podpory TACR
o Prijemce: RadioMedic s.r.o.
s> Redené okruhy v ramci projektu
0 Vyvoj 7Lu -Nimotuzumab (hR-3)
o Vyvoj metod pripravy derivatd bombesinl #8Ga, 4Cu, 1/7Lu, ¢’Cu
o Vyvoj pripravkl znacenych F-18
* Derivaty [*8F]flumazenilu  diagnostika loZisek epilepsie
e 16-o0-[*8F]fluoroestradiol  diagnostika karcinomu prsu
s Spoluprace
o PrFUK Univerzita Karlova v Praze
* Vyvoj novych bifunkénich ligand( vhodnych pro konjugaci
o UJV Rey, a.s.
* Laborator biologického testovani - preklinické testovani na zviifatech
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Uvod — Nimotuzumab, hR3, EGFR

s> Nimotuzumab (hR-3)

o Humanizovana monoklondlni protilatka typu IgG1 s afinifou k receptorim EGF

s> EGF — epidermalni rlistovy faktor

s> EGFR patfi do skupiny receptor( ErbB (tyrosin-kindz)

o ErbB-1 epidermal growth factor receptor (EGFR)

ErbB-1 ErbB-2 ErbB-3
ni

Pig, g 1% %
# T

?’ﬁ%@‘
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o ErbB-2 (HER 2)

o ErbB-3 (HER 3)

o ErbB-4 (HER 4)




Uvod — Nimotuzumab, hR3, EGFR

s Vyvinuto: Center of Molecular Immunology (CMI), Havana, Kuba

s> Komercializace:

o Kanada CIMYM Biosciences, TheraCIM

o Evropa Oncoscience, Theraloc, CIMAher

¢ Schvalen k lécbé
~ Dlazdicobunééného karcinomu hlavy a krku (Indie, Kuba, Argentina ...)
» Gliomu (Ukrajina)

»Slinivky bFisni (Evropa, pokud je prokazan dlazdicobunécny plvod nadoru)
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Viyroba [*7/Lu]Nimotuzumabu

o Pripravné prace
» Sterilizace roztok( a material(

* Zakoncentrovani Nimotuzumabu
0 Konjugace
o Purifikace
o Kontrola kvality konjugatu pred znacenim
o Znaceni konjugatu s */Lu

o Kontrola kvality konjugatu oznac¢eného '7/Lu
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\lyroba - pripravné prace |.

«» Sterilizace roztoku filtraci pres 0,22 um filtr
o Voda (trace select)
o PBS pufr - konjugace

0 Acetatovy pufr - znaceni s Y77Lu

s> Sterilizace materialu

o Sterilizace 80% roztokem ethanolu
* Vivaspin 6
o Sterilizace v autoklavu

* Eppendorf, sklenéné lahvicky, Spicky ...
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\lyroba - pripravné prace lI.

s Zakoncentrovani protilatky

o 5mg/mlv PBS 10-20 mg/ml

i g= i .;
. >
‘ Y &
. '

.
[ W W~
° ° Gr“- ) @
7 Vlvaspln 6 Vivaspin 20 Diafiltration
Csdghors
o Cut-off 30.000 Da Ly
Diafiltration cup is filled
with buffer solution
o Centrifugace pfi 4000 ot/min 30 min % (Product No: VSA005)
During concentration,
solvent in sample is
continuously replaced
by fresh buffer solution.
A4 ’ (V4 ve vs Ve ” .
s> VSechny operace probihaji v laboratori tridy Cistoty Salts and contamivants
into Rratevesel
»C“, kritické operace v laminarnim boxu , A“ "
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Vyroba - konjugace

= Konjugace protilatky Nimotuzumab (hR3) s bifunkénim ligandem DOTA

Podminky konjugace

NOETN S\ o > Molarni pomér hR3:Ligand je 1:10
E :I/\O > Prostfedi 0,1 M PBS
v N NCS
HO,C— N/ N—COH > Inkubace 2 h, LT

» Mirné trepani (450 rpm)

p-SCN-Bz-DOTA » Rozmezi pH 8,2-8,6
inkorporace kovového » Po 1 hreakce kontrola pH
radionuklidu

= Kkriticky parametr !!
= roztoky ligandu v DMSO,
koncentrace 50-70 mg/ml

» Stop reakce — 1,5 M TRIS/HCI, pH 8,88
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Vlyroba - Purifikace

» Purifikace pomoci Vivaspin 6 | ‘
o Centrifugace =

e ple s vy 0,05M
0 Odbér filtrdtu pro méreni UV/VIS Acetatovy pufr

o Doplnénina 6 ml pH=7

o Vortex 5 min pro omezeni sorpce konjugatu

0,1 M PBS
< Spektrofotometrie filtratu pri 280 nm pufr pH=8,5

< Analyza na HPLC s UV/VIS detekci ‘—l'_l

Odstranéni zbytkd nezreagovaného ligandu, prevedeni z 0,1 M PBS do 0,05 M NH,OAc
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Kontrola prubehu purifikace

oo nRIU *1000 s \/\\__ Sig AJ 00 nRIU *1000 Sig A
10, 4 20,4
20, 4
-40,
0,00 = ' 5,0 T 1o oo T 15 00 "min 0,00 '~ "5 '~ 7 T10,00 7 T15.00 " "min
mAU 3 ' wv_3 mAU ' 2 uv_A
* konjugat g (i . 40/ g
20 Nimotuzumab g - 2
10 £ 201 2
0 - " P 0 : .
0,00 T 500 10,00 ———— 15,00 "min o,oo '~ "s5%00 " T10,00 < 7 T 15,00 " "min
cPs 5 CcPS Cchg
30 30
25 M 25
- 20
15
0,00 " s00 T 10,00 15,00 ' min o,oo 7 "s500  ° T10,00 ' 15,00 min
Konjugét Nimotuzumab Konjugat Nimotuzumab
pfed purifikaci po purifikaci
Vivaspin 6
Kontrola procesu purifikace pomoci HPLC s UV detekci pfi 280 nm
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Kontrola kvality konjugatu

HRLC

Metoda HPLC — sig 4
s Separace | 20.¢
o Kolona: TSK-GEL SW 3000 -40, ¢
obo0 '~ "s8sbo0 " " T10,00 '~ " T15,00 " Tmin
(7,5X300 nm, 10Mm) mAU ' + ! uv_A
o Mobilni faze 0,1M PBS + 401 :
EDTA 201 %
0 PrﬂtOk 1 ml/mln 8,00 ' ' 5,'60 ' ' ' ' 1.0:00 ' ' ' ' 15:00 ' ' ' " min
CPS ChB
s> Nast¥ik 20ul &
25
s> Detekce 20
o UV detektor 280 nm 13,'00 T 7 " 500 ' 10,00 ' ' ' 15.00 ' 'min
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Znaceni konjugatu s Lu-177

Radionuklid
= 7Ly v0.05 M HCl
= |.T.G. Garching, Nemecko
= Forma — bez nosice (n.c.a.)

Podminky znaceni

= Specifickd aktivita 100 MBg/mg konjugatu
" Prostredi 0.5 M octan amonny pH 6,5-7,0
= Reakcni objem 1 ml

= |nkubace pri 42°C po dobu 1 hodinu
» Pred mérenim pridavek 0,01 M DTPA (pH 6.0) a inkubace 15 min LT
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Kontrola kvality t““Lu-Nimotuzumab

Radiochemicka cistota (HPLC)

D =1580 RI-detectorSi‘q A
Separace 0 L

> Kolona: TSK-GEL SW 3000 i
(7,5X300 nm, 10um) 0,00

200 {mau
> Mobilni faze 0,1M PBS + EDTA
> Pratok 1 ml/min

= Nastfik 20ul o

" 10,00 ' ' ' " 15,00 | ' ' " min
uv/vis e

100 |

" 15,00 | ' . " min
CRSF=T000 Radiodetector hB
= Detekce >
> Radiodetektor - Nal(Tl)
0’Oc?,-oo ' ' ' " 5,00 " 15,00 | ' ' "min
177
Lu-hR3 177, 4-DTPA
konjugat
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Kontrola kvality t““Lu-Nimotuzumab

Radiochemicka Cistota (ITLC-SG)

Separace: .
= |TLC-SG 9
=  QOctan amonny 10% (w/v) a 70

60

methanol (1:1)

50

" Prfed separaci inkubace s DTPA 9

30

» vazba volného "7Lu 20 g
' =0 ' ' ' 160* e ' ' '
R:~0 R:~0,8
hR-3 konjugat 77Lu-DTPA
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Testovani — stabilita konjugatu

s Sledovana doba: 9 dni (neznaceny konjugat)

s Testovani znacenim s Lu-177
o Specificka aktivita 100 MBq Lu-177 na 1 mg konjugatu
o Znaceni ve dvou pufrech

e Pufr 0,5 M octan amonny

* Pufr PBS

o Podminky skladovani: 4-8°C

s> Stanoveni radiochemické cCistoty ‘ odhad stability
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Testovani — stabilita konjugatu

Radiochemicka cCistota — znaceni v acetatovém pufru a v PBS

Radiochemicka
110 Cistota (%)
- - NH,OAc PBS

i
|

iy 97,4 94,4

Radiochemicka Cistota (%)

80
—“—konjugat K13 (NH40Ac) 98,9 95,1

70
Iy 97,9 94,4

60 —*—konjugat K24 (PBS)

97,1 93,9

50

0 i 2 6 9

Den od vyroby 98,5 93,4
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Testovani — stabilita konjugatu

Radiochemicka cCistota — vliv objemu pouzitého roztoku Lu-177

120

=
o
o

80 -

60 -

40 N

20

Radiochemicka Cistota (%)

100 200 300
Specificka aktivita (MBq/mg)

400

RadioMedic s.r.o.

MBqg/mg IgG
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96,2

87,1

54,8
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Preklinicke studie=prehled

ELIMINACE
/ » Krevni clearance - odbéry 10 min, 30 min, 1, 6, 24, 48, 72 a 168 hod

STU D I E \ > Renalni exkrece — odbéry 4, 8, 16, 20 a 24 hod

DISTRIBUCE

» Distribuce aktivity v jednotlivych organech — odbéry 1, 24, 48, 72, 120 a
168 hod

= Zdravi potkani samci Wistar, 190-260 g
" Pocet jedincl: 56

» Pozadavek: 3,7 MBq v 0,2 ml / aplikaci - intravendzné
> 400 MBq ve 20 ml

= Testy provedeny:

> UJV Rey, a.s. Laboratof biologického testovani
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Preklinickeé studie — fyziologicka distribuce

Jatra Slezina
70 10
60 - _ 9
Maximum: 63,5% 48h 8 -
50 - ° X s 0 7 - ..
3 Pramer:  34% 5. Narust na 3,61 % za 48h
& 40 8
£ 25
2 30 - S
3 — 24 — —
20 - 3 7
2 -
10 ~
1
0 T T T T T 0 T T T T T T T
0 24 48 712 96 120 144 168 0 24 48 72 96 120 144 168
Cas (hod) Cas (hod)
Zavislost aktivity v jatrech na Case Zavislost aktivity ve sleziné na
(vztazeno na cely organ) ¢ase (vztazeno na cely organ)
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Preklinicke studie — fyziologicka distribuce

Krev Plice
50 a5
45 - 20 ]
a0 -
_ 35 _ 25 -
g Maximum: 43,41 % 1h g2 Maximum: 32,29 % 1h
25 . ’
15 10
10 .
3 0 + —
0 24 48 72 96 120 144 168 0 24 18 72 96 120 144 168
¢as (hod) €as (hod)
Zavislost aktivity v krvi na Case Zavislost aktivity v plicich na Case
(vztazeno na celkovou hmotnost krve) (vztazeno na cely organ)
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Preklinicke studie — krevni clearance

Graf - vypocet AUC = Ziskané hodnoty numericky

integrovany + vypocet plochy

0,08
oo pod kfivkou — AUC
ga_m = Stanovena krevni clearance
0,02 . > 0,01146 ml/min
L - s o oo o 12000 > 0,6876 ml/hod
t [miin]
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Preklinicka studie = strucne shrnutil:

DISTRIBUCE
= Nejvyssi aktivita nalezena v jatrech (prdmér 34%), maximum 63,5%
aktivity bylo 48 od aplikace

= Slezina: béhem 48 h od aplikace vzrust na 3,61 %, poté uz jen
nepatrné zmeény
» biologicka degradace protilatky v téchto organech
= Plice: nejvice 1 h od aplikace — 32,29 %, za 24 h pokles az na 0,553 %

» v souladu s predpokladem intenzivniho prokrveni plic

= Krev: nejvice 1 h od aplikace 43,41 %, po 24 h pokles na 18,17 %
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Preklinickaistudie = strucne shrnutilll;

..,
ELIMINACE

> RENALNI EXKRECE

= Nejvice aktivity uvolnéno v prvnich 4 h od aplikace (6,028 %)

= Po dalSich 20 h vyluc¢ovano pramérné 0,807 % skute¢né podané aktivity za
4 hodiny = svéddi o stabilité vazby Lu-177 na protilatku

»> KREVNI CLEARANCE
= Stanovena 0,01146 ml/min = 0,6876 ml/hod

IMUNOREAKTIVITA

= Vazba 7Lu-MAb potvrzena metodou ELISA pred aplikaci
ZAVER

» Nedochazi k degradaci vazby 77Lu-MAb

» Potvrzena standardni organova distribuce a eliminace
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Zaverecne shrnuti

v Optimalizace vyrobniho postupu pro konjugaci a znaéeni

v’ Vyroba konjugatl a znaéeni respektuje principy SVP

v’ Pripraveny nové rady konjugatd pro testy stability a preklinické
studie

» Stanovena stabilita konjugatu 9 dni od vyroby

» Stanovena fyziologicka distribuce a eliminace

> Plan

= Biodistribuce na nadorovych zviratech
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