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Sammendrag

Introduksjon og hensikt: Brystkreft er den mest vanlige kreftformen hos kvinner med 3371
nye tilfeller i Norge 1 2016 [1]. 25-30 % av alle brystkreftceller utrykker uvanlig heye nivéer
av en reseptor tyrosin kinase kalt humant epidermal vekstfaktor-2 (HER-2) som er assosiert
med darlig prognose [2, 3]. Trastuzumab er et anti-HER-2 monoklonalt antistoff som brukes 1
behandling av HER-2 positiv brystkreft [4]. Studier har vist at anti-HER-2 radioimmunterapi
(RIT) med ['""Lu]Lu-trastuzumab er effektiv i behandling av brystkreft in vitro [5]. Terbium-
161 har tilnermet like radiokjemiske egenskaper som lutetium-177, men emitterer 1 tillegg et
signifikant antall lav-energetiske Auger-elektroner [6] som kan bidra til en bedre effekt i
kreftbehandling, og veare spesielt nyttig i behandling av sma metastaser ved HER-2 positiv
brystkreft med spredning. Hovedmalet med denne oppgaven var & fremstille et trastuzumab
derivat som er radioaktivt merket med terbium-161, og & sammenligne dette konstruktet med

en ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab analog.

Metoder: Trastuzumab ble radioaktivt merket med bade lutetium-177 og terbium-161 ved
bruk av p-SCN-Bn-DOTA som chelator. Radiokjemisk renhet og stabilitet av de to
radioaktivt merkede DOTA-trastuzumab konstruktene ['°' Tb]TbDOTA-trastuzumab og
['7Lu]LuDOTA-trastuzumab ble bestemt ved bruk av instant thin-layer chromatography
(ITLC). Parameterene som ble undersegkt var temperatur, radioaktiv konsentrasjon og
spesifikk aktivitet. Inmunreaktivitet og cytotoksisitet av bade ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab
og ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab ble testet pa brystkreft-cellelinjen SKBR-3.

Resultater: Prosedyren for konjugering av p-SCN-Bn-DOTA til trastuzumab viste a gi
reproduserbare DOTA-trastuzumab konjugater fra gang til gang med tanke pé trastuzumab
konsentrasjon og stabilitet over tid. I gjennomsnitt ble 5,3 + 1,1 DOTA-molekyler bundet per

trastuzumab.

Radioaktiv merking av terbium-161 og lutetium-177 p4 DOTA-trastuzumab ga konstrukter
med en radiokjemisk renhet (RCP) p& > 98 % i de fleste forsekene for bade ['*' Tb]TbDOTA-
trastuzumab og ['7"Lu]LuDOTA-trastuzumab. For ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab var
innmerkingshastigheten i noen tilfeller lavere enn for ['®' Tb]TbDOTA-trastuzumab. Dette
gjaldt spesielt ved tilsetning av lite radioaktivitet til et stort reaksjonsvolum. Stabiliteten

uttrykt som RCP (%) over tid var bedre for ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab sammenlignet med

\%



['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab. For begge konstruktene var stabiliteten darligst ved hoy

spesifikk aktivitet og hoy radioaktiv konsentrasjon. For DOTA-trastuzumab radioaktivt
merket med béde lutetium-177 og terbium-161 var RCP > 95 % 1 opptil 48 timer for proven
med en spesifikk aktivitet pd 2,3-30,8 MBg/mg og en radioaktiv konsentrasjon péd 10
MBg/mL. Ved en radioaktiv konsentrasjon pé opptil 120 MBg/mL var det kun prevene med
['”Lu]LuDOTA-trastuzumab som hadde en RCP-verdi > 95 % etter 48 timer. Stabiliteten ble

ikke forbedret ved tilsetning av ulike scavengere til provelgsningene.

Immunreaktiviteten til ['”’Lu]LuDOTA-trastuzumab ble estimert til & ligge pa 87 %. For
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab ble immunreaktiviteten estimert til & ligge rundt 40 % ved bruk
av to andre metoder. Det er grunn til & tro at metodene som ble brukt for & bestemme
immunreaktiviteten til ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab ikke var optimale. Hoyere
immunreaktivitetsverdier hadde sannsynligvis blitt oppnadd dersom ['®' Tb]TbDOTA-
trastuzumab hadde blitt analysert ved samme metode som brukt pa ['”’Lu]LuDOTA-

trastuzumab.

Overlevelsesstudiet paA SKBR-3 celler som uttrykker HER-2 reseptorer pd overflaten viste at
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab hadde bedre effekt pi4 SKBR-3 celler i form av at feerre celler
overlevde etter behandling, sammenlignet med ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab og ren
trastuzumab. Dette tyder pé at terbium-161 egner seg til bruk i1 radioimmunterapi mot HER-2
positiv brystkreft. Forskjellen i effekt mellom ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab og
['7’Lu]LuDOTA-trastuzumab var pa den andre siden ikke signifikant. Det er grunn til 4 tro at
videre optimalisering av forseksoppsettet vil kunne vise at ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab har

en signifikant bedre effekt enn ['"'Lu]LuDOTA-trastuzumab pa SKBR-3 celler.

Konklusjon: Resultatene viste at terbium-161 og lutetium-177 gir tilnermet like resultater
nar de merkes inn pd DOTA-trastuzumab konjugater, med tanke pé bade radiokjemisk renhet
og stabilitet over tid. Overlevelsesstudiene viste at [''Tb] TbDOTA-trastuzumab trolig har
bedre effekt enn ['”’Lu]LuDOTA-trastuzumab pa SKBR-3 celler og dermed kan vare en god
kandidat 1 radioimmunterapi mot HER-2 positiv brystkreft. Flere in vitro og in vivo studier

ber gjennomfores for & bekrefte dette.
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1 Innledning

I de siste drene har det vart en gkt interesse for radionukliden terbium-161 pé grunn av dens
gunstige egenskaper relatert til medisinsk bruk. Terbium-161 har sveert like egenskaper som
radionukliden lutetium-177, som 1 dag er i flere kliniske studier [7]. Dette med tanke pa bade
B-partikkel energi og halveringstid. Fordelen med terbium-161 sammenlignet med lutetium-
177 er at den sender ut et stort antall lav-energetiske konveksjons- og Auger-elektroner. Disse
lav-energetiske elektronene har vist & fore til bedre terapeutisk effekt pa kreftceller enn
lutetium-177 [6, 8], og kan vare spesielt nyttig 1 behandling av sma svulster, typisk
mikrometastaser. Human epidermal vekstfaktor-2 (HER-2) positiv brystkreft er relatert til
darlig prognose og hagyere metastatisk aktivitet [3, 9]. Ved a koble terbium-161 til et
malsegkende molekyl rettet mot HER-2 er det mulig at prognosen for slik brystkreft kan
forbedres. En annen fordel med terbium-161 er at det fins flere terbium nuklider som sender
ut diagnostisk straling. Disse kan brukes til beregning av dosimetri og til & monitorere
terapeutisk effekt ved bruk av “’single-photon emission computed tomography” (SPECT)
(gjelder terbium-155) og “’positron emission tomography (PET) (gjelder terbium-152) [10].

1.1 Hensikt

Hensikten med denne oppgaven var a lage en formulering med terbium-161 bundet til
antistoffet trastuzumab (Herceptin®). Herceptin® brukes allerede i behandling av HER-2
positiv brystkreft. Dette ved bruk av den bifunksjonelle chelatoren p-SCN-Bn-DOTA som
binder radionukliden péd den ene siden og antistoffet pa den andre. Det var ogsa enskelig a

lage en tilsvarende formulering med lutetium-177 for sammenligning.

I forbindelse med dette ble det bade utviklet en metode for & binde p-SCN-Bn-DOTA
chelatoren til trastuzumab og en metode for & radioaktivt merke DOTA-trastuzumab med de
to radionuklidene. For & kunne separere radioaktivt merket DOTA-trastuzumab, radioaktivt
merket DOTA-derivater og fri radionuklide (terbium-161 og lutetium-177), ble det ogsé
utviklet en analysemetode. Metoden ble utviklet ved & teste fordelingen til komponentene pa
forskjellige iTLC- og TLC-strips eluert 1 ulike mobilfaser. Analysemetoden ble benyttet til &

bestemme radiokjemisk renhet av de to formuleringene.



DOTA-trastuzumab batchene som ble laget ble testet med tanke pé konsentrasjon, antall
DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab og stabilitet over tid ved oppbevaring ved ulike
temperaturer. Dette for & se om metoden som ble utviklet for & binde DOTA til trastuzumab
ga stabile DOTA-trastuzumab konjugater og om metoden ga tilsvarende like konjugater fra

gang til gang.

Metoden for radioaktiv merking av DOTA-trastuzumab med enten ['/'Lu]Lu’" eller
['°'Tb]Tb>" ble optimalisert for hver av radionuklidene med tanke pé bade reaksjonstid,
reaksjonsvolum og radioaktivitetsmengder. Deretter ble de to formuleringene sammenlignet
med tanke pd radiokjemisk renhet og stabilitet over tid. I et forsek pé a oke stabiliteten over

tid ble ulike scavengere tilsatt provelgsningene.

Til slutt ble effekten av de to formuleringene sammenlignet pa brystkreftceller (SKBR-3
celler) som uttrykker HER-2 reseptorer pa celleoverflaten. Forst ble den immunreaktive
fraksjonen (IRF) til de to formuleringene testet for & se om praveopparbeidelsen hadde
pavirket antistoffets evne til & binde til HER-2-reseptoren pa SKBR-3 cellene. Deretter ble
effekten av de to formuleringene sammenlignet med hverandre og med trastuzumab
(Herceptin®). Dette for & se om radioaktiv merking av trastuzumab ga en bedre effekt enn ved
bruk av trastuzumab alene, og for & se om ['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab hadde en bedre effekt
enn ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab pi SKBR-3 celler.



2 Teori

2.1 Kreft

12015 dede over 8 millioner mennesker av kreft pa verdensbasis. Dette gjor kreft til den nest
vanligste dedsédrsaken péd verdensbasis etter hjerte-karsykdommer [11]. Kreft oppstar nér det
skjer endringer (mutasjoner) i1 cellenes arvestoff (DNA). Slike mutasjoner foregar spontant
gjennom hele livet, men forer til kreft nar flere mutasjoner akkumuleres over tid. Dette er
grunnen til at insidensen av kreft oker med egkende alder. Gener der mutasjoner kan fore til
kreft kalles kreft-assosierte gener og deles inn 1 to grupper: proto-onkogener og tumor
suppressor gener. Disse er ofte involvert 1 kontroll av cellulere prosesser, og mutasjoner i
dem vil kunne gi kreftcellene sine karakteristiske egenskaper, slik som ukontrollert
celledeling, spredning til andre organer (metastasering) og dannelse av nye blodarer som kan

forsyne kreftsvulsten med naring (angiogenese) [12].

Ukontrollert celledeling kommer av at funksjonen til proteiner involvert i DNA-reparasjon,
celledeling, cellesyklus og programmert celleded (apoptose) ikke fungerer som de skal lenger.
En svulst anses som godartet sa lenge de unormale cellene vokser innenfor et avgrenset
omrade, og anses som ondartet dersom cellene har fatt egenskaper som gjor at de kan spre seg
til omkringliggende vev [12]. Nyere forskning tyder pa at kreftcellene far slike egenskaper
ved en mangedobling av kromosomene 1 kreftcellene, noe som gjer at det dannes mange
kopier av noen spesifikke proteiner som gjor at cellene lettere overlever [13]. Metastasering
foregdr ved at kreftcellene kommer seg over til nerliggende eksisterende blodare eller til
nydannede blodérer dannet ved angiogenese. Fra blodéaren fraktes kreftcellene til andre
organer, som oftest til hjernen, lungene, leveren eller skjelettet (figur 2.1). Dersom
kreftcellene har de rette egenskapene kan de danne en sekundarsvulst i disse organene [14].

Jo mer kreften har spredd seg, desto vanskeligere er den & behandle [12, 14].



Figur 2.1: Hvordan en kreftsvulst sprer seg til andre organer ved bruk av nerliggende blodérer. Organene det er

mest vanlig at kreftsvulsten sprer seg til er hjernen, lungene, leveren eller skjelettet. Figur hentet fra [14].

2.2 Brystkreft

Brystkreft er den hyppigste kreftformen hos kvinner med 3371 nye tilfeller i Norge 1 2016 [1].
Brystkreft kan ogsa forekomme hos menn, men er mer sjeldent med 31 nye tilfeller i 2016. 5-
10 % av alle brystkrefttilfeller anses & skyldes arv. Flere andre faktorer er ogsa vist 4 kunne
oke risikoen. For brystkreft hos kvinner gjelder dette blant annet et hoyt antall
menstruasjonsperioder i lapet av livet, ikke fodt barn, overvekt og langvarig bruk av

ostrogentilskudd [15].

Omtrent 25-30 % av alle brystkreftceller uttrykker et uvanlig hoye nivé av en reseptor tyrosin
kinase, kalt humant epidermal vekstfaktor-2 (HER-2) [2]. Denne typen brystkreft omtales
som HER-2 positiv brystkreft, og er mer aggressiv sammenlignet med HER-2 negativ
brystkreft. HER-2 positiv brystkreft er assosiert med darligere prognose enn HER-2 negativ
brystkreft 1 form av hayere forekomst av tilbakefall og ded [3] og heyere metastatisk aktivitet
[9]. Dette skyldes blant annet at HER-2-reseptoren bidrar til gkt celleoverlevelse og videre
celledeling ved a gke aktiviteten i ulike signalveier inne i cellene [16]. HER-2 positiv

brystkreft har ogsa darligere respons pa ulike typer behandling [17].



2.2.1 Behandling av brystkreft

Behandling av brystkreft vurderes ut fra svulstens storrelse, kreftcellenes egenskaper (for
eksempel hormonfelsomhet og HER-2 positivitet) og spredning til lymfeknuter. I tillegg tas
alder og allmenntilstand med i betraktningen. I de fleste tilfeller fjernes selve svulsten og
narliggende vev eller hele brystet med kirurgi. Sistnevnte er anbefalt ved flere svulster 1
brystet og ved arvelig brystkreft. Ved spredning, eller for & fjerne eventuelle gjenvarende
kreftceller, brukes ekstern stradlebehandling etter operasjon. Dersom brystkreften ikke kan
kureres, brukes ekstern stradlebehandling for & begrense sykdommen og lindre symptomer. I de
tilfellene der svulsten ikke kan fjernes kirurgisk, brukes cellegift (cellegift). Cellegift hemmer
eller stanser kreftcellenes celledeling. Ved store svulster (> 5 cm) kan cellegift brukes for a
redusere tumorsterrelsen slik at operasjon blir mulig (neoadjuvant behandling). Dersom
svulsten er hormonfelsom eller uttrykker HER-2 reseptorer pa overflaten, brukes
ostrogenbehandling eller malrettet behandling [15, 18]. Malrettede legemidler utnytter
egenskaper ved kreftceller som skiller dem fra normale friske celler. Immunterapi er en form
for mélrettet behandling der blant annet monoklonale antistoffer brukes til 4 utnytte

pasientens eget immunforsvar i1 bekjempelsen av kreftcellene.

Selv om malrettet behandling er en svert spesifikk behandlingsmetode, som 1 sterre grad
retter seg mot kreftceller enn normale celler, er det ikke alltid behandlingen klarer & fjerne alle
kreftcellene. Dersom kun noen fa kreftceller overlever kan de fore til oppblomstring av
sykdommen igjen (tilbakefall). I dette tilfellet kan det hende behandlingen ikke lenger har
effekt pa de cellene som har overlevd (pa grunn av resistensutvikling), og at kreftcellene
heller ikke responderer pa annen type behandling (multiresistens) [12]. Det er derfor viktig at
behandlingen som gis er sd effektiv som mulig. For & gjere malrettet behandling mer effektiv,
kan blant annet radionuklider kobles til antistoffet. Slik behandling kalles radioimmunterapi

og gir en synergistisk effekt av straling og immunterapi.



2.3 Radioimmunterapi

Radioimmunterapi (RIT) har blitt forsket pa siden tidlig 70-tallet. I slik type terapi brukes
radioaktive legemidler (radiofarmaka) som inneholder en radionuklide og en vektor.
Radionukliden avgir radioaktiv straling, mens vektoren transporterer og avleverer
radionukliden til ensket vev, organ eller celler. I RIT brukes monoklonale antistoffer (eller
fragmenter av disse) som vektorer for & danne en forbindelse rettet mot spesifikke antigener
pa kreftcellene [19]. Siden monoklonale antistoffer er rettet direkte mot kreftceller, resulterer
dette i mindre skader pa normale celler, sammenlignet med kjemoterapi og ekstern straleterapi
[20]. Siden RIT kombinerer den synergistiske effekten av straling og immunterapi forer det til
at mindre av det kostbare antistoffet trengs. Dette gir lavere kostnader og reduserte
bivirkninger [5]. RIT gir ogsd muligheten til & behandle pasienter som ikke har hatt effekt av
annen behandling tidligere [19]. Sammenlignet med bruk av monoklonale antistoffer alene,
vil en kombinasjon med en radionuklide kunne gjore at kreftceller som ikke har antistoff
bundet til celleoverflaten, eller som har lavere uttrykk av antigener, ogsa blir behandlet [19,
21]. Dette fordi den radioaktive stralingen fra radionuklidene har en rekkevidde pa flere
cellediametere. Den synergistiske effekten forer 1 tillegg til at behandlingen kan ha effekt selv

om pasientens immunsystem ikke fungerer optimalt [19].

2.4 Monoklonale antistoffer

Monoklonale antistoffer (mAbs) er store karbohydratholdige proteiner kalt immunoglobuliner
(Ig). Antistoffene deles inn 1 fem forskjellige klasser: IgA, IgD, IgE, 1gG og IgM [22], og
produseres som en respons pa antigener, som er stoffer eller molekyler som gjenkjennes av
kroppen som ukjente. Nar antistoffer binder til antigenet det er laget for & gjenkjenne, vil de
aktivere kroppens immunforsvar slik at antigenet blir eliminert. Dette ved & stimulere
aktivering av immunceller slik som makrofager, naturlige drepeceller (NK-celler) og T-celler,
eller ved a aktivere plasmaproteiner kalt komplementproteiner. Disse gjor det lettere for

immuncellene & gjenkjenne antigenet [23].



Som vist i figur 2.2 er antistoffer formet som en Y og bygget opp av to identiske “lette
kjeder” (L) og to identiske ”tunge kjeder” (H) med bade konstante (C) og variable (V)
omrader. Den nederste delen av antistoffet kalles Fc-delen (fragment crystallizable) og er
ansvarlig for de biologiske effektene til antistoffet, slik som binding til immunceller og
aktivering av komplementsystemet [ 19, 24]. Den gverste delen kalles Fab-delen (fragment

antigen binding) og inneholder de variable omradene (Fv) som gjenkjenner og binder til

( Antigen binding \
0 —Fab

antigener [19, 22].

Komplement og
Fc reseptor
binding

Figur 2.2: Strukturen til immunoglobuliner. Strukturen bestar av to identiske “lette kjeder” (L) og to identiske
”tunge kjeder” (H) med bade konstante (C) og variable (V) omréder. Det variable omradet av molekylet (Fv)
inneholder antigen-bindingssetet. Figur modifisert fra [22].

2.4.1 Monoklonale antistoffer i kreftbehandling

Antistoffer som brukes i kreftbehandling er konstruert pa en slik méte at de gjenkjenner
spesifikke antigener som uttrykkes pa overflaten av kreftcellene, slik som CD20, HER-2 og
vaskular endotelial vekstfaktor (VEGF) [23]. Nar antistoffet binder til disse antigenene
aktiveres flere prosesser bade utenfor cellen (ekstracellulere effekter) og inne i cellen
(intracellulaere effekter). Som vist 1 figur 2.3A omfatter de ekstracellulere effektene
komplement-avhengig cellemediert cytotoksisitet (CDCC), komplement-avhengig
cytotoksisitet (CDC) og antistoff-avhengig cellemediert cytotoksisitet (ADCC). Ved CDCC
binder plasmaproteinet C1 seg til antistoff-antigen komplekset, og forer til aktivering av

komplementsystemet og til dannelse av plasmaproteinet C3b. C3b binder seg deretter til



kreftcellene og gjor det lettere for immunceller, slik som makrofager og NK-celler, &
gjenkjenne kreftcellene og dermed eliminere dem. Ved CDC forer aktiveringen av
komplementsystemet til dannelse av et kompleks i1 cellemembranen kalt “membran attack
complex” (MAC). MAC forer til at innholdet 1 kreftcellene siger ut og at de etter hvert der.
Ved ADCC binder immunceller seg til antistoff-antigen komplekset og bidrar til at
kreftcellene spises opp (fagocytose) eller til at cellemembranen gdelegges (lysering). De
intracellulere effektene til antistoffer er presentert 1 figur 2.3B og omfatter hemming av
intracellulere signalveier, slik som PI3K/AKT og Ras-Raf-MAPK. Disse er blant annet
involvert i regulering av cellesyklus, celledeling, gentranskripsjon og apoptose, og pavirker

dermed celleoverlevelse [25, 26].
A B

Ekstracellluleer effekt Intracellulzer effekt

CDCC

Makrofag/
NK-celle

Transkripsjon (PARP,
HIF.COX2,VEGF,CCR4,
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Figur 2.3: Ekstracellulere (A) og intracellulere (B) effekter av monoklonale antistoffer ved binding til reseptor
pa kreftceller. De ekstracellulere effektene omfatter blant annet CDCC, ADCC og CDC, mens de intracellulere

effektene skyldes modulering av signalveier inne i cellene. Figur modifisert fra [26] (figur 2 og 3) og [25].



2.4.2 Trastuzumab (Herceptin®)

Trastuzumab, ogsa kjent som Herceptin®, er et humanisert monoklonalt antistoff som
gjenkjenner og binder til HER-2 reseptor som er overuttrykt pA HER-2 positive
brystkreftceller [4]. Legemiddelet har vert i bruk siden det ble godkjent av US Food and Drug
Administration (FDA) 1 1998 [17]. Antistoffet har en molekylvekt pd 145 531,5 g/mol [27] og
en biologisk halveringstid pa 12-26 dager, avhengig av administrert dose [28].
Virkningsmekanismen til trastuzumab er ikke fullstendig kartlagt, men flere ekstracellulere
og intracellulare effekter har blitt observert. Nér trastuzumab binder til HER-2 reseptoren
hindres blant annet aktiveringen av reseptoren [29], noe som hemmer flere signalveier inne 1
cellen, slik som PI3K/AKT og Ras-Raf-MAPK [16, 30, 31], og transkripsjon av ulike gener
som normalt forer angiogenese. Nar angiogenesen hemmes normaliseres blodarene og forer til
bedre opptak av trastuzumab i kreftsvulsten. Dette gjelder ogsa opptak av andre legemidler
som trastuzumab tas i kombinasjon med [32]. Antistoff-antigen komplekset aktiverer
immunsystemet via ADCC (vist i figur 2.3A), noe som forer til at kroppens eget
immunforsvar bidrar i bekjempelsen av kreftcellene [33]. I tillegg forer et hemmet signal fra
HER-2 reseptoren til hemmet reparasjon av DNA-skader, fordrsaket av for eksempel
radioaktiv straling [34]. Dette er en fordel dersom trastuzumab gis i kombinasjon med en

radioaktiv kilde i forbindelse med RIT.

2.5 Terapeutisk bruk av radionuklider

2.5.1 Radioaktiv desintegrasjon

Radionuklider er ustabile atomkjerner som desintegrerer ved enten én eller flere av seks
mulige prosesser, 1 et forsek pa 4 bli stabile. De seks prosessene omfatter spontan fisjon,
elektroninnfangning, intern konversjon og emisjon av enten alfa(a)- eller beta(f)-partikler
eller gamma(y)-fotoner. Desintegrasjonshastigheten (antall desintegrasjoner per tidsenhet) til
en radionuklide ved enhver tid er proporsjonal med totalt antall radioaktive atomer som er
tilstede ved denne tiden (omtales som radioaktivitet, A). A regnes ut ved bruk av formelen 1
ligning 2.1, der N er antall radioaktive atomer og A er desintegrasjonskonstanten, definert som

sannsynligheten for desintegrasjon per tidsenhet for det radioaktive atomet [24].

A= AN (Ligning 2.1)



Desintegrasjonskonstanten er relatert til halveringstiden (t;,) til radionukliden, som vist i
ligning 2.2, som er tiden som trengs for & redusere dens initiale aktivitet til det halve.

Halveringstiden er unik for enhver radionuklide [24].
A =10,693/t,, (Ligning 2.2)

For kjerner som desintegrerer ved elektroninnfangning (fanger opp et elektron fra et
omkringliggende atomskall) eller ved prosessen intern konversjon, hvor en y-strile overforer
all sin energi til et nerliggende elektron, dannes det et tomrom 1 et av elektronskallene (mest
sannsynlig det innerste). Som vist 1 figur 2.4, fylles tomrommet opp med et elektron fra et
hoyere elektronskall. Energien fra overgangen kan enten sendes ut som en Rentgen-stréle
eller overfores til et nytt elektron 1 et elektronskall lenger ut, som dermed sendes ut [21].
Dette danner en kaskade der hulrommene multipliseres og det emitteres mange lav-
energetiske elektroner (Auger-elektroner) som gir en hoy lokal energiavgivelse [19].

Forskjellen mellom Auger-elektroner og a- og [-partikler er oppgitt i tabell 2.1.

O Elektron
O Ngytron

o Proton

O Tomrom

"“o

Auger-elektron

Figur 2.4: Auger-prosessen i et atom. Nar et tomrom blir fylt opp med et elektron fra et hayere elektronskall,
overfores energien til et nytt elektron som sendes ut. Elektronene som sendes ut kalles Auger-elektroner. Figur

modifisert fra [19] (figur 4.1).

Tabell 2.1: Sammenligning av forskjellig radioaktiv straling. Hentet fra [19, 21].

a-partikler B-partikler Auger-elektroner
Type Helium kjerner Energetiske elektroner Lav-energetiske elektroner
E (min)- E(max) | 5-9 MeV 0,5- 2,3 MeV 0,001-1 keV
Rekkevidde i vev | 50-100 um 0,05-12 mm <1 um
LET (keV/um) 50-230 0,2 4-26
RBE Hoy Middels Hoy
Bruk Terapi B~ : terapi Terapi

B*: diagnostikk (PET)
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2.5.2 Biologisk effekt av straling

Radioaktiv straling som har hey nok energi til 4 sla los ett eller flere elektroner 1 et biologisk
materiale kalles ioniserende straling [19, 35]. Den biologiske effekten av ioniserende striling
kommer enten av direkte eller indirekte skade pa DNA [35] som vist i figur 2.5A, eller av
skade pé strélingssensitive deler av cellen slik som cytoplasma og membranlipider ("lipid
peroxidering”) [21]. Den direkte stralingseffekten pA DNA forekommer nar radioaktiv
straling ioniserer eller eksiterer atomer i1 selve DNA-molekylet. Den indirekte
stralingseffekten forekommer derimot nér strdlingen reagerer med vann og produserer
reaktive vann-radikaler, slik som hydroksylradikaler (OH*), som skader DNA-molekylet [35].
Skadene som forekommer kan fore til at det blir brudd pa én av DNA-trddene (single strand
break, SSB), begge DNA tradene (double strand break, DSB) eller til skade pa basepar 1
DNA-molekylet, som vist 1 figur 2.5B. Avhengig av omfanget pa skaden og evnen cellene har
til & reparere skadene vil cellene enten overleve, mutere eller do. At cellene der kan skyldes at
cellene ikke gér inn 1 celledeling pa grunn av skadene de er pdfert, eller at cytotoksiske eller
apoptopiske signalveier aktiveres og promoterer celleded [21]. Hvor stor biologisk skade
forskjellig type strdling gir, angis som relativ biologisk effekt (RBE). RBE sier noe om dosen
av en viss type straling som ma til for & fa lik biologisk effekt som en gitt dose av en

referansestraling (vanligvis y-stréling fra kobolt-60) [19, 35].

A B

. "/ Indirekte
‘—/ effekt
= @
g\ HOg
,./‘ \ ”
Direkte I
effekt / Skade pa
\ o basepar
@ \ \ Brudd pé begge
Guamn Cytosin trader (DSB)
— Brudd pé
( Tymin Adenin enkelttrad (SSB)

Figur 2.5: Ioniserende straling kan bade ha en direkte og en indirekte effekt pA DNA-trdden (A) og fore til
brudd pa én av DNA-trddene (SSB), pa begge DNA-trddene (DSB) eller til skade pa baseparene i DNA-
molekylet (B). Figurer modifisert fra [35] (figur 1.8) og [36].
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RBE-verdien til forskjellige typer radioaktiv striling, er blant annet avhengig av "linear
energy transfer” (LET). LET er avsatt energi per lengdeenhet langs sporet av den ioniserende
stralen (enhet: keV/um) [35]. Straling med lav LET-verdi, slik som S-partikler, har en lav
ioniseringstetthet og gir isolerte DNA-skader som er lettere for cellene & reparere, som vist 1
figur 2.6A. Straling med hey LET-verdi derimot, slik som a-partikler og Auger-elektroner,
gir mange DNA-skader konsentrert over et lite omrade, som vist 1 figur 2.6B og C. Disse
skadene er mye vanskeligere for cellene a reparere, hvis de i1 det hele tatt kan repareres [21].
Dadelige skader forekommer oftere ved hey LET-verdi fordi disse 1 storre grad danner DSB.
Som vist i tabell 2.2 trengs det ferre DBS, sammenlignet med SSB og skade pa basepar, for &
gi 1 gjennomsnitt én dedelig skade per celle. Dette kommer av at den ene DNA-trdden ved
DSB ikke kan brukes som templat for a reparere den andre. Ved DBS er det i tillegg storre
sannsynlighet for at de to trddene kobles feil sammen, slik at en del av DNA-trdden mistes

eller at kromosomet vrenges [35].

8

Y

VR

Auger elektroner
LET: 0,2 keV/um LET: 4-26 keV/um LET: 50-230 keV/um

3% lonisering/eksitering

Figur 2.6: Celluler skade ved ulik type radioaktiv straling med forskjellig LET-verdi. A) B-partikler har en lav
LET-verdi, noe som produserer fa ioniseringer og eksiteringer langs DNA-trddene. B) Auger-elektroner har en
moderat LET-verdi som gir tett lokalisert ionisering og eksitering langs DNA-traden. C) a-partikler har en hoy

LET-verdi og gir tett lokalisert ionisering og eksitering langs en lineer strekning. Figur modifisert fra [21].
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Tabell 2.2: Antall skader som ma dannes ved en gitt straledose for & gi et gjennomsnitt pa én dedelig skade per
celle [35].

Type skade Antall

Skader pé basepar > 1000

Singel strand break (SSB) 1000

Double strand break (DSB) | 40

2.5.3 "Crossfire” og "bystander” effekten

Som nevnt tidligere kan antistoff i en kombinasjon med radionuklide ha effekt pa kreftceller
som ikke har antistoff bundet til celleoverflaten og kreftceller som har lavere uttrykk av
antigener. Dette kommer av det som kalles “’crossfire” og ’bystander” effekten, som er vist i
figur 2.7. ”Crossfire” effekten er et resultat av at den radioaktive stralingen har en rekkevidde
pa flere cellediametre (se tabell 2.1), noe som gjer at celler i umiddelbar narhet til celler som
har antistoff bundet til overflaten ogsa treffes [19, 21]. Bystander” effekten kommer av at
bestrélte celler sender ut signalstoffer og cytotoksiske molekyler som kan drepe ikke-bestralte

celler [35].

Bystander effekt Crossfire effekt

Membran

odeleggelse

Kreftcelle

Mitokondrie
skade

Figur 2.7: Radioimmunkonjugater forer forst og fremst til skade pa celler som antistoffet binder direkte til.
Celler som ikke har antistoffet bundet til overflaten kan ogsa bli skadet som folge av det som kalles “bystander”

og “crossfire” effekten. Figur modifisert fra [21].

2.5.4 Radionuklider brukt i RIT

I RIT ensker man & bruke radionuklider som emitterer -partikler, a-partikler eller Auger-
elektroner. Sammenlignet med y-strdling som brukes 1 diagnostikk, har slik type straling en
kort rekkevidde og 1 noen tilfeller en hayere LET-verdi. Dette gir en lokal cytotoksisk effekt
og forhindrer skade pa omkringliggende vev [19]. De mest vanlige radionuklidene brukt i RIT
er blant annet f-emitterne yttrium-90 (Zevalin®), jod-131 (Bexxar™) og mer nylig lutetium-

177, og a-emitterne actintum-225 og astat-211 [21, 37].
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Valg av radionuklide gjores basert pa flere vurderinger slik som kostnad, tilgjengelighet,
fysisk halveringstid, type radioaktiv straling, energien pa stralingen og kjemiske egenskaper
[19, 21]. Den fysiske halveringstiden til radionukliden ber ikke vare for kort, da dette vil fore
til at mesteparten av dosen avleveres for radionukliden nar ensket organ, 1 tillegg til at
produksjon og transport blir vanskeligere. Dersom halveringstiden er for lang, kan det fore til
unedvendig straling pd normalt vev. Hvilken type radioaktiv strdling man foretrekker 1
kreftbehandling avhenger av sterrelsen pa tumoren som skal behandles; a-partikler har best
effekt pa sma svulster da de avgir en stor mengde energi over en avstand pa noen fa
cellediametere, mens [-partikler har best effekt pa sterre svulster da rekkevidden pé
stralingen er lengere (se tabell 2.1). Auger-elektroner er mest effektive 1 behandling av mindre
svulster og metastaser [38]. Det samme gjelder S-partikler med lav eller moderat energi [39].
Auger-elektronene har sipass kort rekkevidde (< 1 um) [21] at flere mener at radionukliden
ma komme 1 narheten av cellekjernen og selve DNA-molekylet for & ha best effekt [38-40].
Andre har péd den andre siden vist at gkt opptak 1 cellekjernen av Auger-emitteren kobber-64

ikke ga noen bedre effekt [41].

2.5.5 Lutetium-177 og terbium-161

Bade lutetium (Lu) og terbium (Tb) tilherer gruppen 1 periodesystemet kalt lantanoider. Dette
gjor at lutetium-177 og terbium-161 har mange like kjemiske egenskaper. Som vist i tabell 2.3
emitterer begge radionuklidene S-partikler med tilnermet lik energi (henholdsvis 134 keV og
154 keV), de sender ut lav-energetisk y-straling som kan brukes 1 bildediagnostikk og de har
en veldig lik halveringstid (henholdsvis 6,7 dager og 6,9 dager). Den storste forskjellen
mellom radionuklidene er at terbium-161 emitterer 16 ganger flere Auger-elektroner per
desintegrasjon, sammenlignet med lutetium-177 [6]. Dette er trolig grunnen til at flere
forskningsartikler har vist en bedre terapeutisk effekt med terbium-161, sammenlignet med
lutetium-177 [6, 8, 40]. ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab har allerede vist god effekt p4 MCE7

brystkreftceller [5] og det er god grunn til 4 tro at [''

Tb]Tb-trastuzumab vil vise en god eller
bedre effekt enn det som er vist med ['"'Lu]LuDOTA-trastuzumab, ogsd p& andre typer

kreftceller.
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Tabell 2.3: Sammenligning av terbium-161 og lutetium-177.

Terbium-161 Lutetium-177
Atomnummer 65 [42] 71 [42]
Halveringstid 6,9 dager [43] 6,7 dager [43]
Molekylvekt (g/mol) 158,93 [42] 174,97[42]
Toneradius 1,04 A*[44] 0,97 A * [44]
1,095 A’ [44] 1,032 A° [44]
Elektronkonfigurasjon 1 522522p63 523p63d104524p6 1 522522p63 523p63d104524p6
4d'55*5p%4"5d%s’ 44'°55%5p%4f"*5d" 657
Oksidasjonstilstand 3+ og 4+ 3+
p-partikkel energi 154 keV [43] 134 keV [43]
(gjennomsnitt)
Datternuklide Dysprosium-161 (stabil) [40] Hafnium-177 (stabil) [45]
Auger-elektroner (energi per 46,5 keV [46] (224 %) [6] 1,0 keV [46] (14 %) [6]
desintegrasjon)
y-straling 75 keV (10 %) og 45-53 keV (39 %) | 208 keV (11 %) og 113 keV (6,4 %)
[6] [45]
Produksjon "Gd(n,y)'"*'Gd > '*'Tb [47] (1) "*Lu(n,y)"""Lu
(2) "Yb(n,y)"Yb > ""Lu [8]
Tilgjengelighet Begrenset [6] God [6]

* Ved koordinasjonsnummer (CN) 8.

®Ved koordinasjonsnummer (CN) 9.

2.6 Radioimmunkonjugater

Radionuklider som brukes 1 terapi er ofte metalliske kationer, og for & fjerne ladningen er det
nedvendig a chelatere den. Chelatering gir en god termodynamisk og kinetisk stabilitet,
begrenser dissosiasjon for radionukliden ndr ensket mélorgan og gjer det mulig & binde
radionukliden til ulike vektorer [19]. De mest vanlige chelatorene brukt i RIT er
bifunksjonelle chelatorer (BFCA) da disse konjugeres til makromolekyler (for eksempel
antistoffer) ved hjelp av reaktive funksjonelle grupper pa den ene siden, og chelaterer
radionuklider ved hjelp av en chelator pa den andre siden, som vist 1 figur 2.8. Chelateringen
foregar ved at funksjonelle grupper i chelatoren donerer elektroner som danner kovalente
bindinger med metallionet. Donoratomene er ofte oksygen eller nitrogen i funksjonelle
grupper, slik som -NHj3, -CN, -COOH eller -NH; [24]. Binding av BFCA til et antistoff

foregér ved kjemiske koblingsreaksjoner der det dannes peptidbindinger mellom reaktive
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aminogrupper pa antistoffet (for eksempel lysin) og funksjonelle grupper 1 linkeren til
chelatoren [19]. En utfordring med slike komplekser er at modifiseringen av antistoffet kan
fore til strukturelle forandringer som resulterer i tap av médlbindende egenskaper [37]. For &
sjekke at antistoffet fortsatt binder til ensket antigen, bestemmes den immunreaktive

fraksjonen (IRF) av ferdig antistoff-chelator konstrukt [48].

% % chelator
konjugering chelatering radionuklide
—_—> _— >

Antistoff konjugat konstrukt

Figur 2.8: Skisse av konjugering av antistoff og chelatering av radionuklide.

2.6.1 Chelatering med DOTA

DOTA (1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid) (figur 2.9A) er den mest
vanlige chelatoren for dannelse av komplekser med lantanoider, slik lutetium-177 og terbium-
161 [37]. Den mest stabile oksidasjonstilstanden til lantanoidene er M>* [49]. I folge Pearsons
HSAB klassifisering er trivalente lantanoider (Ln’”) sett pa som harde syrer og danner dermed
komplekser med harde baser, slik som O-atomet i karboksylsyrene i DOTA-molekylet [49,
50]. DOTA danner komplekser med Ln** gjennom 4tte donoratomer (fire oksygen og fire
nitrogen) [51, 52]. I tillegg til komplekset med koordinasjonsnummer (CN) 8, dannes det en
likevekt med et kompleks med CN 9, der den siste bindingen okkuperes av et vannmolekyl
(figur 2.9B) [53]. For a danne stabile komplekser med DOTA ma flere parametere slik som
pH, temperatur, chelator-til-metall forhold og reaksjonstid optimaliseres. Optimal pH under
chelatering ligger mellom 5 og 6 da lantanoidene danner ulgselige hydroksider ved for hoy
pH [37]. For & oppna slik pH brukes som oftest bufferlesninger som for eksempel

ammoniumacetatbuffer [6, 37, 54].
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Figur 2.9: DOTA (1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid) (A) og strukturell anordning for
DOTA-komplekser med lantanoider, som vist her med lutetium, Lu®" (B). Figurer hentet fra [37].

Kompleksdannelsen mellom DOTA og de ulike lantanoidene er vist & vare en sakte prosess,
trolig pd grunn av dannelsen av et diprotonert intermediat som ma deprotoneres og
reorganiseres for & danne et ferdig kompleks. Deprotoneringen er vist a bli katalysert av OH -
ioner, som er en grunn til at pH ikke ber vere for sur ved chelatering. Dissosiasjonen av
DOTA-komplekset katalyseres pa den andre siden av H -ioner [55, 56]. Siden DOTA er en
sveert rigid struktur er dissosiasjonen av slike komplekser ekstremt langsom. En synkende
ioneradius/ekende atomnummer for lantanoidene forer til raskere kompleksdannelse, men

pavirker ikke dissosiasjonen av kompleksene [55].

2.6.2 Konjugering av DOTA-funksjonaliteten til antistoff

Hvordan koblingsreaksjonen mellom et bifunksjonelt DOTA-derivat og et antistoff foregér
avhenger av hvilken reaktiv funksjonell gruppe som er bundet til DOTA-molekylet. Ved bruk
av p-SCN-Bn-DOTA (S-2-(4-Isothiocyanatobenzyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane
tetraacetic acid [57]) (figur 2.10A) dannes det en thiourea-binding mellom isothiocyanat-
gruppen pa linkeren og amingruppen pa lysiner 1 antistoffet (figur 2.10B) [24]. Denne
reaksjonen foregar best ved basisk pH der amingruppen er deprotonert [58]. En basisk pH er
ogsa gunstig for antistoffet, da proteiner denaturerer ved for lav pH [24]. P& bakgrunn av dette
gjores reaksjonen ofte 1 bufferlesninger med pH mellom 8 og 9, slik som karbonatbuffer [54,
59, 60], fosfatbuffer [61, 62] eller boratbuffer [63]. Hvilken temperatur, reaksjonstid og
antistoff-chelator forhold som benyttes varierer en del. Et 20 ganger molart overskudd av
ulike DOTA-funksjonaliteter sammenlignet med antistoff er ofte brukt, da dette forer til at
mellom 2 og 11 DOTA-funksjonaliteter bindes per antistoff [5, 61, 63, 64]. I felge Kukis et

al. (1995) er 4-5 chelatorer per antistoff optimalt, da for mange chelatorer per antistoff kan
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fore til betydelige endringer pd antistoffet, til akkumulering 1 lever eller til nedsatt
immunreaktivitet [65]. Nedsatt immunreaktivitet kan skyldes at chelatoren binder til

antistoffet 1 omrader som inngar i antigenbindingssetet [66].

A B

HOOC COOH
/N

(YT )
SCN~ N N

__/ S
R-NH, + R-N=C=5 ———> R’-NH-C-NH-R
HOOC COOH

Amin Isothiocyanat Isothiourea binding
forbindelse  forbindelse

Figur 2.10: Struktur av p-SCN-Bn-DOTA [37] (A) og hvordan isothiocyanat-gruppen pa chelatoren danner en

isothioureabinding med amingrupper pé antistoffer [58] (B).

2.7 Statistikk

I alle analyser med flere paralleller er resultatet oppgitt som gjennomsnitt + standard avvik.
For data som er sammenlignet med tanke pa statistisk signifikans er signifikansnivaet satt

til p < 0,05. Den statistiske analysen ble gjort ved bruk av variansanalyse (one- eller two-way
ANOV A-test) 1 GraphPad software versjon 7.04 (La Jolla, California, USA) etterfulgt av

Tukey’s multiple comparisons test.
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3 Materialer og metoder

3.1 Apparater

Celleteller:
Invitrogen Countless' ™ II FL Automated Cell Counter, Thermo Fisher Scientific, Singapore

Gammateller:
Hidex automatic gamma counter, Hidex Oy, Turku, Finland

Inkubatorskap:
Memmert ICO50 CO; incubator
Steri-Cycle CO; Incubator, Thermo Fisher Scientific, USA

LAF-benk:
SAFE 2020, Class 11, safety cabinet, Thermo Electron LED GmbH, Tyskland

Mikroskop:
Olympus CKXS53SF optical Microscope, Tokyo, Japan
Axio Observer, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Géttingen, Tyskland

Nanodrop:
NanoDrop One® Microvolume UV-Vis Spectrophotometer with Wi-Fi, ThermoFisher
Scientific, USA

pH-meter:
Accumet® AE150, Fisher Scientific, Singapore

Plateleser:
Hidex Sense Microplate Reader, Hidex Oy, Turku, Finland

Sentrifuge:

Centrifuge 5804 R, Eppendorf AG, Hamburg, Tyskland

Centrifuge 5810, Eppendort AG, Hamburg, Tyskland

VWR Mini star silverline galaxy mini centrifuge, VWR International, Korea

Sikkerhetsbenk:
ScanLaf Mars klasse 2, Labogene, Lynge, Danmark

Thermomikser:
Thermomixer C, Eppendorf AG, Hamburg, Tyskland

Vakkumsug:
Vacuum filtration 1000 mL filter unit, 0.2 um PES membrane, VWR International, Kina

Vannbad:
JBN12, Grant Instruments Ltd, Cambridge, UK
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Vekt:
Explorer EX225D, OHAUS CORPORATION, USA

Vortex mikser:
VWR lab dancer S040, Laboratory Equipment, IKA

3.2 Ravarer og lgsemidler

3.2.1 Ravarer

['*"Tb]TbCls
['*'Tb]TbCls, Terbiumklorid, Institutt for energiteknikk, Kjeller, Norge

['""Lu]LuCls
['7"Lu]LuCls, Lutetiumklorid, Isotope Technologies Garching (ITG), Tyskland

Ammoniumacetat (NHsOAc):
Ammonium acetate, Bioultra = 99.0 %, Sigma-Aldrich, Nederland

Bovin serum albumin (BSA):
Bovine Serum Albumine lyofilized powder > 96 %, Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Dimetylsulfoksid (DMSQO):
Dimethyl sulfoxide > 99.5 % (GC), Sigma-Aldrich, Frankrike

DOTA:
p-SCN-Bn-DOTA, Macrocyclics, Plano, Texas, USA
1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid = 97.0 %, Sigma-Aldrich, USA

DTPA:
Diethylenetriaminepentaacetic acid for complexometry = 99.0 %, Sigma-Aldrich, Sveits

Fosfatbufret saline (PBS):
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich, United Kingdom

Lutetium
Lutetium 1u g/uL 12 % HNOs;, Perkin Elmer, Shelton, USA

MTS reagens:
CellTiter 96 AQueous One Solution Reagent, Promega, Madison, WI, USA

Natrium bikarbonat (NaHCOQO3):
Sodium bicarbonate, Sigma-Aldrich, USA

Natriumcitrat tribasisk dihydrat:
Sodium citrate tribasic dihydrate ACS reagent = 99.0 %, Sigma-Aldrich, India
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Natriumhydroksid- lesning (NaOH):
10 M Sodium hydroxide solution in H,O, BioUltra, Sigma-Aldrich, Sveits

Natriumklorid (NaCl):
Sodium chloride ACS reagent = 99.5 %, Sigma-Aldrich, Danmark

Paraformaldehyd
Paraformaldehyde, 4 % in PBS, Kandel, Tyskland

Saltsyre (HCI):
12 M Hydrochloride Acid 36.5-38 % Bioreagent, Sigma-Aldrich, USA
Hydrochloride Acid 32-35 % Ultrapure, VWR International, Leuven, Belgia

Sitronsyre monohydrat
Citric acid monohydrate ACS reagent 99.5-102 %, Sigma-Aldrich, Osterrike

SKBR-3-celler
SK-BR-3 [SKBR3] (ATCC® HTB-30™), ATCC, Manassas, USA

Trastuzumab:
Herceptin® 150 mg pulver til injeksjonsvaske, Roche, Storbritannia

Trypsin:
Trypsin-EDTA solution, Sigma, USA

Tryptanblatt:
Tryptan Blue stain 0,4 %, Life Technologies Corporation, USA

Vekstmedium-tilsetninger:
Penicillin-Streptomycin, Sigma-Aldrich, Israel
Fetal Bovine Serum, Gibco, Ser America
L-Glutamine solution, Sigma-Aldrich, UK

Vekstmedium:
McCOY'S 5A with L-glutamine Sterile-filtered, ATCC, Manassas, Virginia, USA
DMEM High Glucose Sterile Filtered, Biowest

3.2.2 Logsemidler

Eddiksyre:
Acetic acid glacial ACS reagent (= 99.7 %), Sigma-Aldrich, Tryskland

Metanol (MeOH):
Methanol, HPCL grade (= 99.9 %), Sigma-Aldrich, Frankrike

Vann:

Metallfritt vann, Water TraceSelect, Honeywell, Tyskland
MilliQ-vann, Oslo Cancer Cluster Incubator, Oslo, Norge
Nuclease Free Water, Promega, Madison WI, USA
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3.3 Annet utstyr

96-brenns plater
Nuclon™ Delta Surface, Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Danmark

Antibac:
Antibac overflatedesinfeksjon, etanolbasert 75 %, Antibac AS, Asker, Norge

Celleflasker:

VWR® Tissue Culture Flask, 75 cmz, treated, VWR International, USA

Nunc™ EasYFlask™ 75 ¢cm?, Nuclon™ Delta Surface, Thermo Fisher Scientific, Roskilde,
Danmark

Nunc™ EasYFlask™ 175 cm?, Nuclon ™ Delta Surface, Thermo Fisher Scientific,
Roskilde, Danmark

Cryoror:
CryoTube™ vials, Thermo Scientific, Roskilde, Danmark

Engangsspatel:
Disposable spatulus 210 mm, VWR International, Kina
Disposable Antistatic Microspatulas 140 mm, VWR International, Kina

Eppendorfrer:
Protein LoBind Tube 2 mL, Eppendorf tubes”, Eppendorf AG, Tyskland
Protein LoBind Tube 1.5 mL, Eppendorf tubes”, Eppendorf AG, Tyskland

Falconrer:
15 mL centrifuge tubes, VWR International, USA
50 mL Super Clear centrifuge tubes with plug style caps, VWR International, USA

Finnpipetter:

Finnpipette F2 20-200 uL, F1 12-ch 10-100 uL, F2 MCP12 30-300 uL, F2 0.2-2 uL, F2 0.5-
5 uL, F2 100-1000 uL, F2 0.5-5 mL, F2 1-10 uL uTip, F2 2-20 uL, Thermo Fisher
Scientific, Joensuu, Finland

iTLC-strips:
1TLC-Glass microfiber chromatography paper imprignated with silica gel (4.5x12 inch),
Agilent Tecnologies, USA

Kammerbrikke:
Countless™ cell counting chamber slides, Invitrogen, Oregon, USA

Kanyle:

Fine-Ject 21Gx1%2”, Luer-Lock, Tullingen, Tyskland
Fine-Ject 21Gx2”, Luer-Lock, Tullingen, Tyskland
Fine-Ject 25Gx5/8”, Luer-Lock, Tullingen, Tyskland

Lofri servietter:
Lens cleancing tissue 541 80x100 mm, VWR, Frankrike
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NAP-5 kolonne:
Sephadex G-25 DNA Grade in 0.15 % Kathon CG, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

PD-10 kolonne:
Sephadex G-25M in 0.15 % Kathon CG, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

pH-papir:
Paper dosatest pH 0-14, VWR prolabo

Pipetteboy:
Pipetboy 2, Integra, Sveits

Pipettespisser:
Fintip filter 5 mL, finntip filter 1000 uL sterile, finntip filter 200 uL, finntip 10 uL micro,
Finntip flex 1000, Finntip flex 200, finntip flex 10, Thermo Scientific

Scintillasjonsglass:
Vial screw 20 mL clear glass, VWR

Sentrifugefilter

Centrifugal Filter PES 3k, 500 uL, VWR International, Nord Amerika

Nanosep 300k Omega, Pall Corporation, Puerto Rico

Amicon Ultra-4 sentrifuge-filter, 30 kDa MWCO; Millipore, Sigma-Aldrich, Irland

Spreyte:
NORM-JECT 5 mL, Luer-Lock, Tullingen, Tyskland
30 mL sproyte, Luer-Lock, Tullingen, Tyskland

Sterile pipetter:

VWR® 5 mL serological pipet, VWR International, USA
VWR® 10 mL serological pipet, VWR International, USA
VWR® 25 mL serological pipet, VWR International, USA

Sterilfilter:
Acrodisc® syringe filter 3 2mm with 0.2 um Sup0r® Membrane, Pall Corporation, UK
Acrodisc® syringe filter 13 mm with 0.2 um Sup0r® Membrane, Pall Corporation, USA

TLC-strips:
TLC silica gel 60 RP-18 F,s54S, Merck KGaA, Damstadt, Tyskland
TLC silica gel 60 F,s4, Merck KGaA, Damstadt, Tyskland
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3.4 Radioaktive isotoper

Til oppgaven ble 5 ulike ['""Lu]LuCl; stamlesninger og 4 ulike ['*' Tb]TbCl; stamlesninger

brukt, som vist i tabell 3.1 og 3.2. Terbium-161 ble laget i IFEs nuklezr reaktor JEEP II pa
Kjeller ved naytronbestraling av gadolinium-160 som beskrevet av Lehenberger et al. (2011)
("Gd(n,y)'*'Gd > '®'Tb) [47]. Opprensning ble gjort ved ionebyttekromatografi pa en
HPLC-kolonne med en separasjonsfaktor mellom terbium og gadolinium p4 ca. 10°. Videre
rensing for & fjerne andre metallioner ble deretter utfort (vuderes patentert av IFE).
Analysesertifikat (CoA) for gadolinium-160 er vedlagt 1 vedlegg E. Lutetium-177 ble kjopt
fra ITG, Tyskland. Analysesertifikat (CoA) for den mest brukte lutetium-177-batchen (Lu-17-
195-01) er vedlagt i vedlegg F. For forsek ble stamlgsningene av lutetium-177 og terbium-
161 fortynnet til ensket konsentrasjon ved tilsetning av 0,04 M HCI i metallfritt vann (MFW).
Denne konsentrasjonen gjor at radionuklidene forblir i losning som M>", noe som er viktig for
radioaktiv merking, i tillegg til at kun sma mengder buffer trengs for 4 holde pH konstant

[45].

Tabell 3.1: Stamlgsninger av lutetium-177.

Lesning nr: Lot no: Aktivitet Kalibreringsdato:

1 Lu-17-083-01 39,2 MBqg/uL 30. mai 2017 kl: 12.00

2 Lu-17-142-01 36,5 MBq/uL 30. aug 2017 kl: 12.00

3 Lu-17-195-01 38,5 MBq/uL 15. nov 2017 kl: 12.00

4 Lu-18-004-01 38,5 MBq/uL 10. jan 2018 k1: 12.00

5 Lu-18-044-01 41,6 MBq/uL 26. feb 2018 kl: 12.00

Tabell 3.2: Stamlgsninger av terbium-161.

Leosning nr: Lot no: Aktivitet Kalibreringsdato:

1 Tb 161 21nov2017SH | 16,8 MBq/uL 22.nov 2017 kl: 12.00

2 171205 Tb- 4,5 MBq/uL 06. des 2017 kl: 14.00
161 batch 4-3

3 Tb-161-B5-2 14,5 MBq/uL 07. feb 2018 kl: 12.55

4 Tb-161-B6 12,4 MBq/uL 20. mars 2018 kl1: 12.00
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3.5 Radiokjemisk karakterisering

Radiokjemisk karakterisering av ['®' Tb]TbDOTA-trastuzumab og ['”'Lu]LuDOTA-
trastuzumab ble gjort med “instant thin layer chromatography” (iTLC). iTLC er en
vaskekromatografisk analysemetode [67] som gjer det mulig & bestemme radiokjemisk renhet
(RCP) av ulike radioaktive praver. RCP angir hvor mye av den totale radioaktivitetsmengden
som er tilstede 1 ensket kjemisk form, uttrykt i % [24]. iTLC er den mest vanlige
analysemetoden for radioaktive legemidler (radiofarmaka) da den gir en raskere analyse enn
andre TLC metoder, uten at dette gar pa bekostning av separasjonen. Andre fordeler ved bruk
av iTLC-analyse er at all radioaktivitet 1 proven detekteres og at applisert preve forblir pa

1TLC-stripsen slik at man ikke mister noe radioaktivitet under analysen [68].

1TLC-analysen gjennomferes ved at et lite volum av en radioaktiv prove avsettes pa en iTLC-
strips som har et tynt lag av absorbent (stasjonzrfase). Nar iTLC-stripsen settes ned 1 en
solvent (mobilfase), vil mobilfasen migrere oppover den stasjonare fasen pa grunn av
kapillaerkrefter. Avhengig av fordelingen de ulike komponentene 1 den radioaktive preven har
mellom de to fasene, vil de vandre oppover iTLC-stripsen med ulik hastighet [24, 67, 68].
Dette gjor at komponentene kan separeres fra hverandre. Hvor langt ulike komponenter
vandrer oppover en 1TLC-strips angis med en retensjonsfaktor (R¢) og defineres som Ry =a/b
[67]. Som vist i figur 3.1A beregnes Ry-verdien ut fra avstanden fra applikasjonspunktet til
midten av flekken for ensket komponent (a), og avstanden fra applikasjonspunktet til

vaskefronten (b).

I en radioaktiv preve med ['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab eller ['7'Lu]LuDOTA-trastuzumab,
kan det vare onskelig & separere det radioaktivt merkede DOTA-trastuzumab konstruktet fra
chelator som ikke lenger er bundet til antistoffet og fra fri radionuklide. Det er allerede kjent
at radioaktivt merkede antistoff-konstrukter i vandig milje forblir pa applikasjonspunktet
(R¢=0), mens fri radionuklide folger vaeskefronten pa en iTLC-strips (R¢= 1), som vist 1 figur
3.1B [5, 59, 68]. I innledende forsgk ber derfor distribusjonen av radioaktive DOTA-derivater

testes.

25



Ln3*
\-h- .- @
Vaeskefront —
(o)
b Dekomponerte o L
forbindelser S NN 0
For eksempel: N SCN‘,\“ 'r‘\f/\‘“o
Ln3*-merket 77—/ S
p-SCN-Bn-DOTA 6 o
a
p==40 % hil o
3+ _= - ™ %
Applikasjons- __— Ln ' merket _— ﬁm”“’;{o
kt antistoff g G
pun S( 27_/ s ¥§)

Figur 3.1: A) Retensjonsfaktor (Ry) beregnes via formelen; R¢= a/b, ut fra avstanden fra applikasjonspunktet til
onsket komponent (a) og avstanden fra applikasjonspunktet til veeskefronten (b) pa en iTLC-strips. B) I en preve
med radioaktivt merket antistoff vil antistoffet sitte igjen pa applikasjonspunktet (R¢= 0) og fri radionuklide
vandre med vaskefronten (R¢= 1). Hvor dekomponerte forbindelser, slik som radioaktivt merket p-SCN-Bn-

DOTA havner, ma undersokes.

3.5.1 Prosedyre

1TLC-analysene ble gjennomfert ved at 1-5 uL av hver prove som skulle analyseres ble avsatt
1 cm fra bunnen pé en iTLC-strips (figur 3.2A). Hvor stort volum som ble avsatt var avhengig
av radioaktivitetsmengden som enten ble tilsatt til, eller som var igjen 1 de ulike radioaktive
provene ved analysetidspunktet. Stripsene ble deretter eluert 1 0,1 M citratbuffer (pH = 5,0-
5,5). Mobilfasen fikk vandre 8 cm opp fra applikasjonspunktet for iTLC-stripsen ble tatt ut og
fikk luftterke 1 romtemperatur. Terre iTLC-strips ble klippet opp 1 2, 3 eller 8 biter som vist 1
figur 3.2B, C og D, og hver bit ble analysert pd en automatisk Hidex gammateller med Nal-
detektor (energivindu: 15-1024 keV ) 1 1-10 min. RCP ble beregnet ut fra forholdet mellom
”counts per minute” (CPM) som var igjen 1 biten med applikasjonspunktet, sammenlignet
med total CPM pd iTLC-stripsen [5]. Dersom det ble tatt flere paralleller av hver prave ble
gjennomsnittet for de ulike parallellene betraktet som den radiokjemiske renheten. Dersom
utbyttet (Yield) 1 en annen bit av stripsen skulle beregnes, ble forholdet mellom CPM i denne
biten sammenlignet med total CPM pa iTLC-stripsen.
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Figur 3.2: Handtering av iTLC-strips for og etter iTLC-analyse. Stiplet linje viser applikasjonspunktet (1 cm fra
bunnen av iTLC-stripsen) og vaskefronten (8 cm opp fra applikasjonspunktet). Prikket linje viser hvor iTLC-
stripsene ble klippet for analyse pd Hidex gammateller. A) Typisk dimensjon p& en iTLC-strips. B) iTLC-strips
som ble klippet i to biter 4 cm fra applikasjonspuntket (R¢= 0,5). C) iTLC-strips som ble kuttet i tre biter. D)
iTLC strips som ble klippet i 8 biter.

3.5.2 Innledende forsok

Innledende forsek ble gjennomfert for & verifisere at radioaktivt merket DOTA-trastuzumab
forblir 1 applikasjonspunktet og at fri radionuklide folger vaskefronten. I tillegg var det
onskelig & teste retensjonen av DOTA pa ulike TLC- og iTLC-strips og med ulike mobilfaser
under eluering. Dette for & se hva som ga best separasjon av DOTA (1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid) og de to andre komponentene det var

enskelig & separere 1 losningen.

Retensjonen av DOTA pa ulike strips (iTLC silica gel, TLC silica gel 60 F,s4 og TLC silica
gel 60 RP-18 F,s54S) ble testet ved at ['""Lu]LuDOTA (0,09 MBg/mg) i totalt 25 uL 0,5 M
ammoniumacetatbuffer (pH = 5,5) ble avsatt pa de ulike stripsene og eluert med ulike
mobilfaser (se tabell 3.3). DOTA-molekylet som ble brukt under forseket hadde ingen linker
bundet til seg.
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Tabell 3.3: Antall paralleller tatt (n) ved test av ulike iTLC- og TLC-strips og mobilfaser for & se hva som ga
best separasjon av radioaktivt merket DOTA, DOTA-trastuzumab og fri radionuklide.

Type strips

Mobilfase 1TLC silica gel | TLC silica gel TLC silica gel

60 Fas4 60 RP-18 F»54S
0,1 M citratbuffer n=1 - -
0,1 M citratbuffer i 0,9 % NaCl n=2 n=1 n=1
(1:1)
0,5 M ammoniumacetatbuffer n=1 - -
0,9 % NaCl n=1 - -
MeOH 10,9 % NaCl (1:1) n=1 - -
MeOH 1 H,O (1:1) n=1 n=1 n=1
MeOH i n=1 n=1 n=1
0,5 M ammoniumacetatbuffer (1:1)
MeOH 1 sitronsyre (1:1) n=1 n=1 n=1

Da bruk av iTLC-strips med 0,1 M citratbuffer (pH = 5,0-5,5) som mobilfase ga best resultat,
ble retensjonen av ulike forbindelser radioaktivt merket med lutetium-177 og terbium-161

(~ 400 kBq) analysert ved disse betingelsene. Forbindelsene som ble analysert var radioaktivt
merket DOTA-trastuzumab, radioaktivt merket p-SCN-Bn-DOTA, radioaktivt merket
diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA) og fri radionuklide i et totalt volum pd 200 uL 0,5
M ammoniumacetatbuffer (pH = 5,5).

3.6 Konjugering av p-SCN-Bn-DOTA til trastuzumab

Konjugering av p-SCN-Bn-DOTA til trastuzumab ble gjennomfert som vist i figur 3.3.

For konjugering ble trastuzumab (Herceptin®™) lost i MFW eller milliQ-vann (10 mg/mL)
renset opp pd en gelfiltreringskolonne (PD-10 kolonne) med 0,9 % NaCl som elueringsvaeske
for a fjerne tilsetningsstoffer som kunne pavirke konjugeringsreaksjonen. Deretter ble eluatet
fortynnet til 5 mg/mL ved & tilsette 50 mM karbonatbuffer (pH = 8,7). Et 20 ganger molart
overskudd av 10 mg/mL p-SCN-Bn-DOTA lgst 1 dimetylsulfoksid (DMSO):MFW (1:9) ble
tilsatt, og lasningen ble satt pa thermomikser ved 37 °C for konjugering over natten.
Konjugeringen er illustrert 1 figur 3.4. Konjugatet ble separert fra ikke-reagert chelator ved
bruk av en gelfiltreringskolonne (PD-10 kolonne) med 0,9 % NaCl som elueringsvaske.
Deretter ble losningen renset med et spinn filter (Amicon Ultra-4, 30kDa) ved 4332xg 1 ~ 20
min og vasket med 0,9 % NaCl to ganger. Ferdig konjugat av DOTA-trastuzumab med
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estimert konsentrasjon pa 5 mg/mL ble laget ved a tilsette 0,9 % NaCl, for losningen ble
sterilfiltrert. Like volum a 200 og 500 uL ble oppbevart 1 fryser ved — 18 °C. For & vurdere
konjugeringsmetodens robusthet ble hver konjugat-batch som ble laget sammenlignet med
tanke om det var noen signifikant forskjell pa; konsentrasjonen til de ulike DOTA-
trastuzumab konjugatene, antall DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab og stabilitet ved

oppbevaring ved forskjellige temperaturer over tid.

Trastuzumab
(Herceptin®)
Loses i.MFW eller p-SCN-Bn-DOTA
milliQ-vann
Rens pd PD-10 kolonne Loses | DMSO:MFW (1:9)

med 0,9 % NaCl

s S0 P SC30-D0TA 10 i/t

20 ganger molar overskudd

Trastuzumab 5 mg/mL i forhold til trastuzumab

Thermomikser ved 37 °C i 24 timer
DOTA-trastuzumab
Rens pa PD-10 kolonne med 0,9 % NaCl
Rens med Amicon spinn filter og vask med 0,9 % NaCl x 2
Ferdig konjugat med konsentrasjon pa 5 mg/mL sterilfiltreres

Opppbevares i fryser ved - 18 C°

Figur 3.3: Prosedyre for konjugering av p-SCN-Bn-DOTA til trastuzumab (Herceptin®).
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Figur 3.4: [llustrasjon av konjugeringen av p-SCN-Bn-DOTA til trastuzumab (Herceptin®) ved bruk av 50 mM
karbonatbuffer (pH = 8,7) og inkubering ved 37 °C over natten.

3.6.1 Konsentrasjon pa DOTA-trastuzumab konjugat

Den ferdige losningen med DOTA-trastuzumab ble estimert til & ha en konsentrasjon pa

5 mg/mL etter praveopparbeidelsen. Eksakt konsentrasjon av DOTA-trastuzumab konjugatet
ble derfor bestemt med NanoDrop ved en absorbans pa 280 nm [63]. Programmet ’Other
protein (¢ + MW)” ble valgt da denne ga mest noyaktig konsentrasjon for en standardlgsning
av trastuzumab (10 mg/mL). Molar ekstinksjonskoeffisient (€) for trastuzumab ved 280 nm
ble beregnet ved bruk av formelen vist i ligning 3.1. Formelen baserer seg pa molar
absorptivitet ved 280 nm for aminosyrene tryptofan (W), tyrosin (Y) og cystein (C).
Trastuzumab inneholder henholdsvis 22, 62 og 32 av disse aminosyrene. Dette ble funnet ved
a lime inn aminosyresekvensen for trastuzumab (funnet fra [27]) 1 ExXPASys ProtParam tool

[69].

Analysen pd NanoDrop ble gjennomfoert pd 2 uLL av hver batch DOTA-trastuzumab konjugat
(n = 3). Eventuell bakgrunn fra lesningsmiddelet ble fjernet ved bruk av 0,9 % NaCl som
blankpreve. For & se at p-SCN-Bn-DOTA (0,125 mg/mL) og 0,9 % NacCl ikke bidro til noe av
absorbansen ved 280 nm, ble ogsé disse analysert (n = 3). Losningen med p-SCN-Bn-DOTA
ble laget 1t MFW 1 samme konsentrasjon som det vil vare i et DOTA-trastuzumab konstrukt

pa 5 mg/mL med 5 DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab.

£ = (nWx 5500) + (nY x 1490) + (nC x 125) [70] (Ligning 3.1)

30



3.6.2 Antall DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab

Ved a gd inn med et 20 ganger sa stort molart overskudd av DOTA sammenlignet med
trastuzumab, vil allikevel ikke 20 DOTA-molekyler bindes til hvert trastuzumab-molekyl 1
praksis. Hvor mange DOTA-molekyler som faktisk binder per trastuzumab-molekyl kan, som
nevn innledningsvis, fore til nedsatt immunreaktivitet eller endret farmakokinetikk og er
derfor viktig a bestemme. For & bestemme gjennomsnittlig antall chelatorer bundet per
antistoff (c/a) ble to ulike metoder testet, metode 1 og metode 2. I begge metodene tilsettes
bade ikke-radioaktiv Lu®” og radioaktiv [""LulLu’ til prevelgsningene, noe som gjor at alle
DOTA-molekylene mettes 1 en likevekt mellom radioaktiv og ikke-radioaktiv lutetium. Det
antas at prosentandel tilsatt ['""Lu]Lu’" som merkes inn p4 DOTA-trastuzumab (% RCP) vil
tilsvare prosentandel ikke-radioaktiv Lu’" som merkes inn. Dette er bakgrunnen for
beregningene gjort ved de to metodene. Metode 1 og 2 ble testet opp mot hverandre ved &
analysere samme batch DOTA-trastuzumab med begge metoder og & sammenligne

resultatene.

Metode 1

Den forste metoden (metode 1) ble gjennomfert som beskrevet i tabell 3.4. Her ble 10 uL
DOTA-trastuzumab 1 til sammen 30 uL 0,5 M ammonimacetatbuffer (pH = 5,5) merket inn
med 0-8 uL ikke-radioaktiv Lu’" (3,47x10™"° mol/ uL) ved 37 °C i 30 min. Deretter ble alle
prevene inkubert med en fast mengde ['""Lu]Lu®" (50 kBq) ved tilsvarende temperatur og tid.
For a fjerne uchelatert og uspesifikt bundet lutetium ble 5 uLL mettet DTPA (12,7 mM) tilsatt
reaksjonsblandingene. Losningene ble inkubert ved romtemperatur 1 ytterligere 15 min for
1TLC-analyse. Eluerte iTLC-strips ble klippet 1 to biter 4 cm fra applikasjonspunktet for RCP
ble beregnet. Deretter ble % RCP plottet i en metningskurve mot antall uL. ikke-radioaktiv
Lu’" tilsatt. Antall DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab ble beregnet ved bruk av

formelen vist i ligning 3.2.

mol ikke—radioaktiv Lu3* tilsatt ved IC50
mol trastuzumab tilsatt

Antall DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab = (Ligning 3.2)
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Tabell 3.4: Metode 1. Oversikt over materialer og betingelser benyttet i metode 1 for bestemmelse av antall

DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab.

Preve nr: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
DOTA- 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
trastuzumab

0,5M 20 19 18 17 16,5 | 16 155 | 15 145 | 14 13 12
ammonimacetat

Ikke-radioaktiv Lu’" | 0 1 2 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 7 8

Thermomikser (300 rpm, 37 °C i 30 min.)

50 kBq ['""Lu]Lu’" tilsettes til alle proverorene

Thermomikser (300 rpm, 37 °C i 30 min.)

Mettet DTPA 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Romtemperatur i 15 min for iTLC-analyse

Metode 2

Den andre metoden (metode 2) ble gjennomfert som beskrevet i tabell 3.5. Her ble 10 uL
konjugat merket inn med en blanding av radioaktiv (50-180 kBq) og ikke-radioaktiv lutetium
(1-14 ganger molart overskudd i forhold til antagelse om 5 DOTA per konjugat DOTA-
trastuzumab) 1 et totalt volum pa 10-30 uL 0,5 M ammonimacetatbuffer (pH = 5,5). Etter
inkubering ved 37 °C 1 0,5-1 time ble prevene handtert pa tilsvarende méate som ved bruk av
metode 1. Denne gangen ble antall DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab beregnet ved

bruk av formelen vist 1 ligning 3.3.

mol ikke—radioaktiv Lu3* tilsatt

Antall DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab = % RCP x (Ligning 3.3)

mol trastuzumab tilsatt

Tabell 3.5: Metode 2. Oversikt over materialer og betingelser benyttet i metode 2 for bestemmelse av antall

DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab.

Stoffer tilsatt Mengde tilsatt

0,5 M ammonimacetat-buffer 10-20 uL

["""Lu]Lu™ 50-180 kBq

Ikke-radioaktiv Lu’" 1-14 ganger molart overskudd i forhold til antagelse

om 5 DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab

DOTA- trastuzumab 10 uL

Thermomikser (300 rpm, 37 °C i 0,5-1 time)

Mettet DTPA 5uL

Romtemperatur i 15 min for iTLC-analyse
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3.6.3 Stabilitet av DOTA-trastuzumab konjugat over tid

Stabiliteten til alle DOTA-trastuzumab konjugatene som ble laget (konjugat A, B og C) ble
testet ved & oppbevare 120 uL av hvert konjugat ved 2-8 °C, romtemperatur (22 °C), og 40 °C
1 15 dager. Radioaktiv merking med lutetium-177 og péfelgende iTLC- analyse ble
gjennomfert etter 0, 1, 5, 8 og 15 dager som vist i tabell 3.6. iTLC-stripsene ble klippet i to
biter 4 cm opp fra applikasjonspunktet. Et uttak pd 25 uL. DOTA-trastuzumab konjugat ble
merket med ['""Lu]Lu®" (40-90 kBq) i et totalt volum pa 100 uL 0,5 M
ammoniumacetatbuffer (pH = 5,5). Deretter ble pH 1 provene testet med pH-papir, og provene
ble inkubert med 10 uLL DTPA (12,7 mM) ved romtemperatur i ytterligere 10 min for & fjerne
uchelatert ['""Lu]Lu’".

Tabell 3.6: Antall paralleller (n) tatt ved hvert analysetidspunkt (0-15 dager) for DOTA-trastuzumab
konjugatene A, B og C, der alle ble oppbevart ved 2-8 °C, 22 °C og 40 °C.

Analysetidspunkt (dager)
Konjugat Lagringstemperatur 0 1 S 8 15
2-8°C n=2 n=2 n=2 n=2
A 22 °C n=3 n=2 n=2 n=2 n=2
40 °C n=2 n=2 n=2 n=2
2-8°C n=2 n=2 n=2 n=2
B 22 °C n=3 n=2 n=2 n=2 n=2
40 °C n=2 n=2 n=2 n=2
2-8°C n=2 n=2 n=2 n=2
C 22 °C n=3 n=2 n=2 n=2 n=2
40 °C n=2 n=2 n=2 n=2
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3.7 Chelatering av lutetium-177 og terbium-161 pa
DOTA-trastuzumab

3.7.1 Prosedyre

Radioaktiv merking av DOTA-trastuzumab konjugat med ['""Lu]Lu’*" og ['*'Tb]Tb’" ble
gjiennomfert ved samme prosedyre for begge radionuklidene, som illustrert i figur 3.5. En
blanding av 10-60 uL konjugat 1 et totalt volum pé 20-200 uL 0,5 M ammoniumacetabuffer
(pH = 5,5) ble tilsatt 0,2-6 MBq ['""Lu]Lu’" eller ['*'Tb]Tb>". Lesningene ble deretter satt pa
thermomikser ved 37 °C og 300 rpm 1 30-140 min. Dersom utbyttet etter chelatering ble dérlig
(<95 %) ble det radioaktivt merkede DOTA-trastuzumab konstruktet renset pa en
gelfiltreringskolonne (NAP-5 kolonne) med 0,9 % NaCl som elueringsvaske. En

standardreaksjon ble gjennomfert som beskrevet i tabell 3.7.

Tabell 3.7: Mengde DOTA-trastuzumab, 0,5 M ammoniumacetatbuffer og radioaktivitetsmengde (lutetium-177

eller terbium-161) som ble tilsatt ved en standardreaksjon.

Tilsatt Mengde
DOTA-trastuzumab 50 uL

0,5 M ammoniumacetatbuffer 150 uL
Radioaktivitetsmengde 200-700 kBq

Thermomikser ved 37 °C og 300 rpm 1 60 min

% HOOCL j:OOH % OJ\ S 0

0,5 M NH:OAc (pH = 5,5) _

NN
O/\E j + 37 °C, 300 rpm i 60 min * ~ N .N’_,,—O
N%PN NH HN - @ ]
S

rN\_/NW [mLu]Lu(éh AR N
[ Tb]TbCls N
HooC COOH \S( 077 QOI

DOTA-trastuzumab

Figur 3.5: Prosedyre for chelatering av DOTA-trastuzumab konjugat med ['"Lu]Lu’ eller ['*' Tb]Tb".
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3.7.2 Innledende forsok

Prosedyren for radioaktiv merking av DOTA-trastuzumab, beskrevet 1 figur 3.5, tok
utgangspunkt i flere artikler som gjor chelatering med ['"'Lu]Lu’" og ['*' Tb]Tb*>" i
ammoniumacetatbuffer (pH = 5,5) ved 37 °C 1 30-60 min [6, 54]. For a teste hvor god
chelateringen som funksjon av tid ble ved disse betingelsene, ble det laget innmerkingskurver
for begge radionuklidene. Reaksjonsblandingene ble satt pa thermomikseren, og preveuttak
med 1TLC-analyse ble gjennomfert med jevne mellomrom over 60 minutter, som vist i tabell

3.8.

Tabell 3.8: Ved hvilket tidspunkt de ulike preveuttakene ble gjort.
Proeveuttak Uttak etter

nr. reaksjonsstart (min)

1 0,5

6

12

18

24

30

45

ool 3| SN | B W N

60

For a teste hvilke faktorer som var signifikante for innmerkingsreaksjonen ble et fullt
faktorielt screening forsek satt opp ved bruk av Modde Pro versjon 12.01.3948 (Umetrics,
Umed, Sverige). Faktorene som ble testet var radioaktivitetsmengde og reaksjonsvolum i

3 ulike nivéer som vist i tabell 3.9. Bufferlasning, reaksjonstid og DOTA-trastuzumab
konjugat ble holdt konstant. Forseket ble gjennomfort pé syv forskjellige reaksjonsblandinger
for henholdsvis lutetium-177 og terbium-161 (se tabell 3.10). Faktorene med en p-verdi

< 0,05 ble ansett som signifikante for innmerkingshastigheten og ble beregnet av Modde Pro
programmet. For & se pd innmerkingstrenden ved ulik radioaktivitetsmengde og
reaksjonsvolum, ble et responskonturplot laget for begge radionuklidene. Da
responsdistribusjonen hadde en negativ skjevhet ble resultatet transformert til en
normalfordeling ved en negativ log transformasjon for & fa en bedre modell for estimater og

statistikk.
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Tabell 3.9: Faktorer og nivéer testet for & finne signifikante faktorer som pévirker chelateringsreaksjonen for
lutetium-177 og terbium-161 pd DOTA-trastuzumab.

Niva
Faktor 1 2 3
Radioaktivitetsmengde (kBq) 10 155 300
Reaksjonsvolum (uL) 30 115 200

Tabell 3.10: De syv reaksjonsblandingene som ble laget for hver radionuklide ved chelatering av lutetium-177
og terbium-161 pa DOTA-trastuzumab basert pa faktorene og nivaene i tabell 3.9.

Reaksjonsblanding Faktor
Radioaktivitetsmengde (kBq) Reaksjonsvolum (uL)
1 10 30
2 300 30
3 10 200
4 300 200
5 155 115
6 155 115
7 155 115

3.8 Stabilitet av radioaktivt merket DOTA-
trastuzumab konstrukt

3.8.1 Stabilitet ved oppbevaring ved ulike temperaturer over tid

Stabiliteten av radioaktivt merket DOTA-trastuzumab ved ulike temperaturer over tid ble
testet ved & oppbevare en radioaktiv merket prove (~250 kBq ['"'Lu]LuDOTA-trastuzumab)
av hver batch med DOTA-trastuzumab konjugat, ved samme betingelser som ved tilsvarende
forsek gjort pd ikke-radioaktivt merket konjugat. Det vil si ved 2-8 °C, 22 °C og 40 °C i

15 dager. DOTA-trastuzumab ble chelatert som beskrevet i avsnitt 3.7.1. Etter chelatering ble
pH maélt med pH-papir for prevene ble tilsatt 10 uL DTPA (12,7 mM) og inkubert ved
romtemperatur 1 ytterligere 15 min. For 4 sikre et utbytte pa > 99 % ved dag 0 ble ikke-
chelatert radionuklide fjernet ved gelfiltreringskromatografi pd en NAP-5 kolonne eluert med
0,5 M ammoniumacetatbuffer (pH = 5,5). Prevene oppbevart ved de forskjellige
temperaturene ble analysert med iTLC-analyse etter 0, 5, 8 og 15 dager, som vist i tabell 3.11.
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1TLC-stripsene ble klippet i to biter 4 cm fra applikasjonspunktet for & beregne RCP. Ved dag
5 var det kun prevene som hadde sttt ved 40 °C som ble analysert for & f& en indikasjon pa
om stabiliteten hadde endret seg noe i lopet av de 5 dagene. Siden oppbevaring ved hayere
temperaturer ofte pavirker stabiliteten 1 sterre grad enn oppbevaring ved lavere temperaturer,
ble det antatt at stabiliteten ikke hadde endret seg i prevene oppbevart ved 2-5 °C og 22 °C
dersom den ikke hadde endret seg ved oppbevaring ved 40 °C.

Tabell 3.11: Antall paralleller (n) tatt ved hvert analysetidspunkt (0, 5, 8 og 15 dager) for de radioaktive DOTA-
trastuzumab konjugatene A, B og C, oppbevart ved 2-8 °C, 22°C og 40 °C.

Analysetidspunkt (dager)
Konjugat Lagringstemperatur 0 S 8 15
2-8°C - n=2 n=2
A 22°C n=3 - n=2 n=2
40 °C n=1 n=2 n=2
2-8°C - n=2 n=2
B 22°C n=3 - n=2 n=2
40 °C n=1 n=2 n=2
2-8°C - n=2 n=2
C 22°C n=3 - n=2 n=2
40 °C n=1 n=2 n=2

3.8.2 Stabilitet ved ulik spesifikk aktivitet og radioaktiv
konsentrasjon

Stabilitet av losninger med [''Lu]LuDOTA-trastuzumab og ['®' Tb]TbDOTA-trastuzumab
med ulik spesifikk aktivitet og radioaktiv konsentrasjon ble testet pd tilsvarende méte som
beskrevet 1 avsnitt 3.8.1, men provene ble kun oppbevart ved romtemperatur (22 °C) 1 9-12
dager, da oppbevaring ved 22 °C er enskelig for et ferdig produkt. For & se hvordan en gkende
spesifikk aktivitet pdvirket stabiliteten ble det laget prover med 1,3- 42,1 MBq/mg
trastusumab med ['""Lu]Lu’" og 2,1-70,5 MBg/mg trastuzumab med ['*'Tb]Tb*", som vist i
tabell 3.12,1 et totalt volum pa 200 uL 0,5 M ammoniumacetatbuffer (pH = 5,5). For & teste
hvordan en gkende radioaktiv konsentrasjon pévirket stabiliteten ble det laget prover med en

radioaktiv konsentrasjon pa 65,5-185,8 MBg/mL for begge radionuklidene, som vist i tabell
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3.13, 1 et totalt volum pa 30 uL 0,5 M ammoniumacetatbuffer (pH = 5,5). Intervallet valgt for
test av radioaktiv konsentrasjon tok utgangspunkt i at en pasientdose for ['"’Lu]LuDOTA-
lilotomab satetraxetan (Betalutin®) ligger pa rundt 95 MBq/mL [71]. Prevene med
['7Lu]LuDOTA-trastuzumab og ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab ble analysert med iTLC ved
flere tidspunkt over henholdsvis 9 og 12 dager etter tillaging. iTLC-stripsene ved hvert
analysetidspunkt ble klippet i to biter 4 cm fra applikasjonspunktet, for bitene ble analysert pa

en Hidex gammateller for bestemmelse av RCP.

Tabell 3.12: Antall paralleller (n) tatt ved hvert analysetidspunkt (0, 2, 5 og 9 dager) for ['"’Lu]LuDOTA-
trastuzumab og ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab med ulik spesifikk aktivitet (MBq/mg).

Spesifikk aktivitet Analysetidspunkt (dager)

o

2 5

o

Radionuklide (MBq/mg)

1,3

0
0
0
=
Il

2,6

0
0
0
=
Il

Lutetium-177 10,5

0
0
0
=
Il

0
0
0
=
Il

21,1

0
0
0
=
Il

42,1

2.1

0
0
0
=
Il

4.4

0
0
0
=
Il

Terbium-161 17,6

0
0
0
=
Il

35,3

0
0
0
=
Il

N[ D N N N N D N N N
N[ D N N N N DN N NN
N[ D N N N N DN N N N
N[ D N N N N DN N N N

70,5

0
0
0
=
Il

Tabell 3.13: Antall paralleller (n) tatt ved hvert analysetidspunkt (0-12 dager) for ['7’Lu]LuDOTA-trastuzumab
og ['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab med ulik radioaktiv konsentrasjon (MBg/mL).

Radioaktiv kons. Analysetidspunkt (dager)

Radionuklide (MBg/mL) 0 2 4 5 9 11 12
65,5 n=3 n=3 - n=3 n=3 - n=3

Lutetium-177 86,5 n=3 | n=3 - n=3 | n=3 - n=3
127,4 n=3 n=3 - n=3 n=3 - n=3
185,8 n=3 n=3 - n=3 n=3 - n=3
65,5 n=2 n=2 n=2 - n=2 n=2 -

Terbium-161 86,5 n=2 n=2 n=2 - n=2 n=2 -
127,4 n=2 n=2 n=2 - n=2 n=2 -
185,8 n=2 n=2 n=2 - n=2 n=2 -
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Senere ble det oppdaget at det & klippe iTLC-stripsene 4 cm opp fra applikasjonspunktet ga en
overestimering av RCP (jrf avsnitt 4.4.3), og forseket ble derfor gjentatt. Denne gangen ble
stabilitet med ekende spesifikk aktivitet og radioaktiv konsentrasjon ogsé testet i et totalt
volum pa henholdsvis 200 uL og 30 uL 0,5 M ammoniumacetatbuffer (pH = 5,5). Det ble
laget fire prover for hver radionuklide: en med hay og en med lav spesifikk aktivitet (2,3 og
30,8 MBg/mg), og en med heoy og en med lav radioaktiv konsentrasjon (10 og 120 MBg/mL).
1TLC-analyse ble utfert etter 0, 3 og 10 dager etter tillaging av prevene, som vist 1 tabell 3.14.
1TLC-stripsene ved dag 0 ble klippet 1 to biter (1 cm opp fra applikasjonspunktet), mens de
ble klippet 1 tre biter (1cm opp fra applikasjonspunkt og 1 cm ned fra vaskefront) ved dag 3
og 10. Dette for & se om nedgangen i stabilitet skyldtes at bindingen mellom DOTA og
antistoffet brytes eller at radionukliden ikke lenger ble chelatert.

Tabell 3.14: Antall paralleller (n) tatt ved hvert analysetidspunkt (0, 3 og 10 dager) for ['”’Lu]LuDOTA-

trastuzumab og ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab med ulik radioaktiv konsentrasjon (MBq/mL) og spesifikk

aktivitet (MBg/mg).
Radioaktiv | Spesifikk Analysetidspunkt (dager)
Radionuklide Kons. aktivitet
(MBg/mL) | (MBq/mg) 10
10,0 - n=3 n=3 n=3
Lutetium-177 120,0 - n=3 n=3 n=3
- 2,3 n=3 n=3 n=3
- 30,8 n=3 n=3 n=3
10,0 - n=3 n=3 n=3
Terbium-161 120,0 - n=3 n=3 n=3
- 2,3 n=3 n=3 n=3
- 30,8 n=3 n=3 n=3
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3.8.3 Stabilitet ved tilsetning av scavenger

Stabilitetsforsgkene 1 avsnitt 3.8.2 viste en svak nedgang i stabilitet over tid. Det var derfor
onskelig & se om tilsetning av ulike typer scavengere kunne forhindre eller redusere denne
nedgangen ved & fungere som radikalfangere. Bade askorbinsyre (2 mg/mL), para-
aminobenzosyre (PABA) (0,5 mg/mL) gentisinsyre (5 mg/mL) og DTPA (0,125 mg/mL) ble
testet, da disse har blitt brukt som scavengere 1 oppgitt konsentrasjon 1 tidligere studier [72-
74]. Alle scavengerne ble tilsatt losninger av ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab og
['°'Tb]TbDOTA-trastuzumab (44 pg) med en radioaktiv konsentrasjon pa 95 MBq/mL i et
totalt volum pé 42 uL (['®' Tb]TbDOTA-trastuzumab) eller 65 uL (['""Lu]LuDOTA-
trastuzumab) 0,5 M ammoniumacetatbuffer (pH = 5,5). Forste iTLC-analyse ble utfort etter
20 minutter for & se at scavengerne ikke hadde en momentan effekt pa de radioaktivt merkede
DOTA-trastuzumab konstruktene, og deretter etter 17 dager, som vist i tabell 3.15. iTLC-
stripsene ble klippet i to biter 1 cm opp fra applikasjonspunktet. pH og utseende ble mélt og

vurdert ved hvert proveuttak.

For provene med ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab tilsatt ulike scavengere, ble iTLC-stripsene
klippet bdde 1 cm og 4 cm opp fra applikasjonspunktet og 1 cm ned fra veskefronten. Dette
fordi det var enskelig a se hva nedgangen 1 stabilitet over tid skyldtes. Det ble antatt at intakt
radioaktivt merket DOTA-trastuzumab sitter igjen 1 applikasjonspunktet (R¢ = 0), at fri
radionuklide vandrer med vaeskefronten (R¢= 1) og at radioaktive DOTA-derivater havner 1
den midterste biten. I tillegg var det onskelig & se om RCP-verdien etter 17 dager ble
forskjellig dersom man klippet iTLC-stripsene 1 cm opp fra applikasjonspunktet
sammenlignet med 4 cm opp fra applikasjonspunktet.

Tabell 3.15: Antall paralleller (n) tatt ved hvert analysetidspunkt (20 min og 17 dager) for ['"’Lu]LuDOTA-

trastuzumab og ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab tilsatt ulike scavengere til provelgsningen.

Analysetidspunkt
Radionuklide Type scavenger 20 min 17 dager
Uten scavenger (kontroll) n=3 n=3
Askorbinsyre n=3 n=3
Lutetium-177 PABA n=3 n=3
Gentisinsyre n=3 n=3
Mettet DTPA n=3 n=3
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Uten scavenger (kontroll) n=3 n=3

Askorbinsyre n=3 n=3

Terbium-161 PABA n=3 n=3
Gentisinsyre n=3 n=3

Mettet DTPA n=3 n=3

3.9 Cellelinje

Etablerte cellelinjer brukes som in vitro modeller for a teste effekten av en behandling.
SKBR-3 er en human cellelinje isolert fra brystkreftmetastaser og er en av de mest vanligste
cellelinjene brukt som modell for HER-2 positiv brystkreft med tanke pd at SKBR-3 cellene
overuttrykker HER-2 reseptorer pa celleoverflaten [75, 76]. Cellelinjen brukes derfor til &
teste effekten av ulike legemidler som er mélrettet mot HER-2-reseptor. SKBR-3 cellene er
adherente celler og har en epitellignende eller avrundet morfologi [76]. At cellene er
adherente gjor at cellene er avhengig av et stort nok areal for optimale vekstbetingelser [77].
Ved overlevelsesstudier er det derfor viktig at cellene alltid har nok areal 4 feste seg pa, da
man ensker at cellene skal do som folge av en behandling og ikke som folge av begrenset

areal.

3.10 Forarbeid med celler

3.101 Vedlikehold av celler

SKBR-3 celler ble benyttet 1 alle celleforsek som ble gjennomfert. Disse ble dyrket 1
celleflasker med DMEM-medium tilsatt 1 % Penicillin-Streptomycin, 1 % L-Glutamine og 10
% Fetal Bovine Serum, eller McCOY 'S 5A-medium med L-glutamin tilsatt 1 % Penicillin-
Streptomycin og 10 % Fetal Bovine Serum (begge omtales som vekstmedium i oppgaven).
Celleflaskene ble oppbevart 1 inkubatorskap ved 37 °C og 5 % CO., og de ble hindtert sterilt
og aseptisk. Hver dag ble cellene inspisert under mikroskop for & vurdere cellevekst, og for a
se etter tegn pa infeksjon. Dersom det ikke var tegn pé infeksjon ble cellene splittet 2-3
ganger 1 uken i cellenes log fase (vist 1 figur 3.6), som anbefalt av leveranderen. I log fasen
deler cellene seg eksponensielt, noe som er gunstig for videre cellevekst [77]. Ved splitting

ble gammelt vekstmedium fjernet for cellene ble vasket med forvarmet trypsin eller
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fosfatbufret saline (PBS) for & fjerne spor av serum som inneholder trypsinhemmere. Ny
forvarmet trypsin (1-5 mL avhengig av sterrelse pa celleflaske) ble deretter tilsatt, og cellene
ble satt til inkubering 1 5-10 min til ~ 90 % av cellene hadde lgsnet fra bunnen av flasken. Da
trypsin er skadelig for cellene ble den fortynnet 2-3 ganger med forvarmet vekstmedium etter
inkubering, og cellesuspensjonen ble blandet godt slik at cellene ikke klumpet seg. Halvparten
av volumet 1 flasken ble deretter overfort til en ny flaske og tilsatt ekstra vekstmedium slik at

cellene skulle ha nok naering til neste splitting. En slik prosedyre ga en fortynning pa 1:2.

10°

Subculture

1 IlIlIIl

10°

Cell density

I Log phase growth
1

10*

0 2 4 6 8 10
Days

Figur 3.6: Karakteristisk vekstmenster ved dyrking av celler. Figur hentet fra [77].

3.10.2 Fremstilling av onsket cellekonsentrasjon

For a lage ensket cellekonsentrasjon til de ulike celleforsekene matte cellekonsentrasjonen pé
tilgjengelige celler bestemmes for hvert forsgk. Dette ble gjort ved at trypsinerte celler ble
sentrifugert ved 120xg 1 5 min, supernatanten ble fjernet og cellepeletten resuspentert i ensket
mengde vekstmedium. 10 uL av cellesuspensjonen ble deretter blandet med 10 uL 0,4 %
tryptanblétt og overfort til en kammerbrikke. Cellekonsentrasjonen og celleviabiliteten (antall
levende celler) ble malt pa en celleteller (Invitrogen Countless'™ II FL Automated Cell

Counter).
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3.10.3 Fiksering av celler

SKBR-3 celler ble fiksert i1 flere omganger. Fikseringen ble gjennomfort ved a lage en
cellepellet (sentrifugerte ved 300xg 1 5 min og dekanterte av cellemedium) og resuspendere
denne i 2 % paraformaldehyd 1 PBS, for inkubering i kjeleskap 1 20 min. Cellene ble deretter
sentrifugert to ganger til ved samme hastighet, der cellepelletten forste gang ble resuspendert i
PBS og andre gang i PBS tilsatt 2 % bovin serum albumin (BSA) og 10 % DMSO til en
cellekonsentrasjon pa 10 millioner celler per mL. Like volum pa 1,0 mL ble overfort til

cryorer og oppbevart i fryser ved — 18 °C.

3.11 Immunreaktiv fraksjon (IRF)

Den immunreaktive fraksjonen (IRF) for radioaktivt merket DOTA-trastuzumab, altsd evnen
trastuzumab har til & binde til HER-2 reseptor, ble bestemt ved bruk av metoden beskrevet av
Lindmo et al. (1986) [48]. IRF-verdien for [''Lu]LuDOTA-trastuzumab ble bestemt ved bruk
av levende SKBR-3 celler. For ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab derimot, ble IRF-verdien
bestemt ved bruk av fikserte SKBR-3 celler da mengden SKBR-3 celler som trengs for &
bestemme IRF ved bruk av Lindmo-metoden kun var tilgjengelig 1 form av fikserte celler.

Den immunreaktive fraksjonen til ['®'

Tb]TbDOTA-trastuzumab ble ogsa bestemt ved bruk av
metoden beskrevet av Konishi et al. (2004) [78] med de fi levende SKBR-3 cellene som var
tilgjengelig. Begge metodene beregner andel av tilsatt DOTA-trastuzumab konstrukt som

binder til et overskudd av SKBR-3 celler og dermed et overskudd av HER-2 reseptorer.

Ved bruk av metoden beskrevet av Lindmo et al. (1986) [48] tilsetter man en fast
konsentrasjon av radioaktivt merket DOTA-trastuzumab til et gkende antall SKBR-3 celler.
Plotter man antall celler mot andel (%) DOTA-trastuzumab som binder til cellene (bundet
fraksjon/total fraksjon), far man en metningskurve der bundet fraksjon/total fraksjon eker med
gkende antall celler frem til kurven oppndr et platd. Platéet tilsvarer den immunreaktive
fraksjonen for radioaktivt merket DOTA-trastuzumab ved begrenset tilgang pa antigen (HER-
2) & binde til. Et celleantall som gir en bundet fraksjon/total fraksjon som ligger pé dette
platéet kan senere brukes i en ettpunkts-analyse for tilsvarende radioaktivt merkede DOTA-
trastuzumab konstrukter. Ved & bruke et slikt celleantall sikrer man at det er overskudd av
HER-2 reseptorer ved analysen. For & finne IRF-verdien til radioaktivt merket DOTA-

trastuzumab ved “uendelig” antigenoverskudd lages et Lindmo-plot. Her plottes 1/antall celler
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mot total fraksjon/bundet fraksjon, for man tilpasser en linear kurve til dataene. Den inverse
verdien til skjeringspunktet med Y-aksen (bundet fraksjon/total fraksjon) tilsvarer den

immunreaktive fraksjonen for DOTA-trastuzumab ved “uendelig” antigenoverskudd.

Ved bruk av metoden beskrevet av Konishi et al. (2004) [78] brukes det en gkende
konsentrasjon av radioaktivt merket DOTA-trastuzumab 1 stedet for et gkende antall SKBR-3
celler. Antall SKBR-3 celler ved bruk av denne metoden holdes konstant. Plotter man
antistoffkonsentrasjon mot bundet fraksjon/total fraksjon far man en kurve som viser at
bundet fraksjon/total fraksjon er hegy ved lav antistoffkonsentrasjon og synker gradvis med
okende antistoffkonsentrasjon. Dette kommer av at de reseptorene som er tilgjengelige
gradvis blir mettet med antistoff nér antistoffkonsentrasjonen gker, og at overskudd antistoff
gjor at forholdet mellom bundet fraksjon/total fraksjon synker. Den immunreaktive fraksjonen
for det radioaktivt merkede DOTA-trastuzumab konstruktet bestemmes ut fra hvor kurven

tilpasset dataen krysser Y-aksen (bundet fraksjon/total fraksjon).

3.11.1 IRF for ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab

IRF for ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab ble bestemt ved & lage en metningskurve der prever
med ekende antall levende SKBR-3 celler (0,1-20 millioner celler 1 PBS) ble inkubert med
samme mengde ['"'Lu]LuDOTA-trastuzumab (1,0x10° cpm), som vist i tabell 3.16. For
inkuberingen ble én av to praver med 5 millioner celler per proverer blokkert med 0,1 mg
trastuzumab for 4 bestemme den uspesifikke bindingen til ['"’"Lu]LuDOTA-trastuzumab pé
SKBR-3 cellene. Til slutt ble alle prevene tilsatt PBS til et totalt volum pd 1,0 mL og spunnet
ned ved 300xg 1 5 min. Radioaktiviteten (CPM) 1 halvparten av supernatanten (0,5 mL) og i
resten av volumet med cellepeletten ble bestemt ved bruk av Hidex gammateller. CPM bundet
til cellene og CPM 1 supernatanten (ubundet) ble kalkulert. Spesifikt bundet aktivitet (CPM)
ble beregnet ved a trekke fra uspesifikk binding (beregnet fra bundet aktivitet i blokkert
preve). Bundet fraksjon/ total fraksjon ble beregnet ved bruk av formelen i ligning 3.4 og
plottet mot antall millioner celler 1 en metningskurve. Lindmo-plottet ble laget ved & plotte
1/million celler mot total fraksjon/bundet fraksjon. Den inverse verdien av skjeringspunktet
med Y-aksen 1 Lindmo-plottet tilsvarer den immunreaktive fraksjon for ['""Lu]LuDOTA-
trastuzumab [48].

—_ ifi 0,
Bundet Bundet (CPM)T(NO% uspesifikk bundet (%))

100% . .
total Total (CPM) (Ligning 3.4)
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Tabell 3.16: Oppsett for 4 finne immunreaktiv fraksjon for ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab ved bruk av metoden
beskrevet av Lindmo et al. (1986). Ad. angir at det ble fylt opp med denne lgsningen til gitt volum.

Lesning tilsatt Antall celler per proveror (millioner)

(puL) 0,1 1 2 5 5 10 15 20
Herceptin® 0 0 0 0 10 0 0 0
PBS Ad. 210 | Ad.210 | Ad.210 | Ad.210 | Ad.210 | Ad.210 | Ad.300 | Ad. 400

Inkubering ved 37 °C i 30 min

["Lu]LuDOTA- | 1,0x10° | 1,0x10° | 1,0x10° | 1,0x10° | 1,0x10° | 1,0x10° | 1,0x10° | 1,0x10’

trastuzumab cpm cpm cpm cpm cpm cpm cpm cpm
PBS Ad. 220 | Ad.220 | Ad.220 | Ad.220 | Ad.220 | Ad.220 | Ad.310 | Ad.410
Inkubering ved 37 °C i 2 timer
PBS Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad.
1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Sentrifugering ved 300xg i 5 min

3.11.2 IRF for ['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab

IRF for ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab ble bestemt ved & bade bruke metoden beskrevet av
Lindmo et al. (1986) [48] og metoden beskrevet av Konishi et al. (2004) [78]. Metoden
beskrevet av Lindmo et al. (1986) ble gjennomfart for ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab pa
tilsvarende méte som for ['”’Lu]LuDOTA-trastuzumab, men med fikserte celler i stedet for
levende celler. Som beskrevet i tabell 3.17 ble prover med ekende antall fikserte SKBR-3
celler per proverer (2-25 millioner celler 1 PBS) inkubert med samme mengde
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab (1,0x10° cpm). Fer inkuberingen ble én av to prever med
10 millioner celler per proverer blokkert med 0,1 mg trastuzumab for & bestemme den
uspesifikke bindingen av ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab pa SKBR-3 cellene.

Tabell 3.17: Oppsett for 4 finne immunreaktiv fraksjon for ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab ved bruk av metoden
beskrevet av Lindmo et al. (1986). Ad. angir at det ble fylt opp med denne lgsningen til gitt volum.

Losning tilsatt Antall celler per preverer (millioner)

(uL) 2 5 10 10 15 25
Herceptin® 0 0 0 10 0 0
PBS Ad. 210 Ad. 210 Ad. 210 Ad. 210 Ad. 210 Ad. 260

Inkubering ved 37 °C, 300 rpm i 1 time

lﬁllb I'bDOTA- 1,0X103C m 1,0X103C m 1,0X103C m l,OXIO3 cpm l,OXIO3 cpm 1,0X103 cpm
trastuzumab

PBS Ad. 220 Ad. 220 Ad. 220 Ad. 220 Ad. 220 Ad. 270

Inkubering ved 37 °C, 350 rpm i 2 timer

PBS Ad. 1000 Ad. 1000 Ad. 1000 Ad. 1000 Ad. 1000 Ad. 1000

Sentrifugering ved 300xg i 5 min
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Ved bruk av metoden beskrevet av Konishi et al. (2004) [78] ble prover med et fast antall
levende SKBR-3 celler (1,8 millioner celler) inkubert med en gkende antistoffkonsentrasjon
(10-4000 ng/mL) av ['®'Tb]TbDOTA-trastuzumab, som vist i tabell 3.18. [''Tb]TbDOTA-
trastuzumab hadde en spesifikk aktivitet pa 200 MBg/mg. For inkuberingen ble én av to
prever med en antistoffkonsentrasjon pa 4000 ng/mL blokkert med 0,1 mg trastuzumab, for &
bestemme den uspesifikke bindingen av ['¢' Tb]TbDOTA-trastuzumab pd SKBR-3 cellene.
Pravene ble deretter handtert pa samme méte som ved bruk av Lindmo-metoden (avsnitt
3.11.1) og bundet fraksjon/total fraksjon ble beregnet ved bruk av formelen i ligning 3.4. Til
slutt ble bundet fraksjon/total fraksjon plottet mot antistoftkonsentrasjon (ng/mL). Den

161

immunreaktive fraksjonen for [ ° Tb]TbDOTA-trastuzumab ble bestemt ut fra hvor kurven

tilpasset dataen krysset Y-aksen (bundet fraksjon/total fraksjon).

Tabell 3.18: Oppsett for & finne immunreaktiv fraksjon for radioaktivt merket DOTA-trastuzumab ved bruk av
metoden beskrevet av Konishi et al. (2004). Ad. angir at det ble fylt opp med denne lgsningen til gitt volum.

Losning tilsatt Antistoffkonsentrasjon (ng/mL)

(uL) 10 50 125 250 500 750 | 1500 | 2000 | 3000 | 4000 | 4000
Herceptin® 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10
PBS Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad.

210 210 210 210 210 210 210 210 210 210 210

Inkubering ved 37 °C i 80 min

[lﬁlTb]TbDOTA- 10 50 125 250 500 750 1500 | 2000 | 3000 | 4000 | 4000
trastuzumab
(ng/mL)

PBS Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad.
220 220 220 220 220 220 220 220 220 220 220

Inkubering ved 37 °C i 160 min

PBS Ad. | Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad. Ad.
1000 | 1000 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000

Sentrifugering ved 300xg i 5 min
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3.11.3 IRF for radioaktivt merket DOTA-trastuzumab etter
oppbevaring over tid

For 4 se om IRF-verdien for ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab og ['®' Tb]TbDOTA-trastuzumab
endret seg etter oppbevaring ved romtemperatur (22 °C) over tid, ble IRF bestemt pa samme
mate som beskrevet 1 avsnitt 3.11.1, men ved en ettpunkts-analyse. Ettpunkts-analysen ble
gjennomfert pa stabilitetsprovene beskrevet 1 tabell 3.14 ved dag 0 og dag 10. Ved dag 0 ble
kun prevene med en spesifikk aktivitet pd 30,8 MBg/mg testet ved & inkubere en mengde
tilsvarende 1,0x10°> cpm med 20 millioner fikserte celler per preveror. Ved dag 10 ble
ettpunks-analyse gjennomfert for alle pravene pa tilsvarende mate, men denne gangen med
12 millioner levende celler per preverer. For hver av prevene som ble analysert ved dag 0 og
dag 10 ble det laget blokkerte praver med 5 millioner celler per proverer tilsatt 0,1 mg
trastuzumab for & bestemme uspesifikk binding. IRF-verdien for de ulike provene ble
sammenlignet med IRF-verdien ved tilsvarende cellekonsentrasjon i Lindmo-plottet for

['7"Lu]LuDOTA-trastuzumab oppnadd ved dag 0.

3.12 Celleoverlevelse etter behandling med
radioaktivt merket DOTA-trastuzumab

Celleoverlevelse for SKBR-3 celler etter behandling med ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab og
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab ble sammenlignet ved 4 se pa antall overlevende celler, 5 dager
etter tilsetning av lesninger med de to radioaktivt merkede DOTA-trastuzumab konstruktene,
1 en 96-brennsplate. At cellene ble inkubert med lesningene i1 5 dager skyldes at flere studier
har vist at en nedgang 1 antall levende celler ofte ikke kan ses for det har gétt flere dager [79].
Dette kan komme av at cellene ofte gar inn 1 cellesyklus en eller flere ganger for de der, og at
programmert celledod dermed forekommer noe senere [80, 81]. Overlevelsesstudiene ble
gjort 1 to forskjellige forsgk. I det ene forsgket ble cellene vasket 4 timer etter tilsetning av
konstruktene for & fjerne ubundet radioaktivitet 1 form av enten fri radionuklide eller ubundet
radioaktivt merket DOTA-trastuzumab. I det andre forseket ble cellene inkubert med de ulike

losningene i alle 5 dagene. Celleoverlevelsen etter 5 dager ved begge forsegkene ble mélt ved

MTS-analyse.
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3.121 MTS-analyse

MTS-analyse er en metode som brukes for & bestemme antall levende celler 1 en celleprave.
Testen baserer seg pa at levende celler har evnen til & metabolisere et substrat og generere et
signal som er proporsjonalt med antall levende celler 1 proven [82]. Substratet som
metaboliseres er en tetrazolium komponent [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt; MTS]. I metabolsk
aktive celler vil tetrazolium-komponenten som har en gul farge, reduseres til formazan som
har en blé/lilla farge (se figur 3.7). Mengde formazan som dannes kan méles ved en absorbans
pa 490 nm og vil vaere direkte proporsjonal med antall levende celler i proven [83]. Ved bruk
av MTS-analyse pa adherente celler er det viktig at cellene ikke er for konfluente. Dette kan
fore til en hemmet vekst og dermed pévirke metabolismen av cellene. Mengden MTS som
reduseres per celle vil dermed bli lavere, og fore til at det ikke lenger er en linear

sammenheng mellom absorbans og antall levende celler 1 praven [82].

OCH,COOH sos OCH,COOH

SO,
e
o ©\</N\N’©/
\

_ \
N—N @ S CH3 CHS
v X7
CHs NN ch,
MTS > Formazan =

Figur 3.7: Struktur av MTS tetrazolium (gul) og formazan (bla/lilla). Formazan dannes nar tetrazolim reduseres

i metabolsk aktive celler. Figur hentet fra [83].

3.12.2 Innledende forseok

Ved overlevelsesstudier som gér over flere dager, er det viktig & finne et optimalt antall celler
som skal sds ut per brenn i en 96-brennsplate. For 4 finne optimalt antall celler per brenn for
SKBR-3 celler som skulle inkuberes 1 5 dager ble ulike konsentrasjoner av SKBR-3 celler
sadd ut i 96-brennsplater (5,0x10> — 1,6x10* celler per brenn) (n = 3). Brennene ble observert
under mikroskop 1 opptil 7 dager, og ved hver observasjon ble konfluens vurdert. Ved dag 5
ble MTS-analyse utfort i brennene sadd ut med 2,0x10° — 1,6x10" celler per brenn ved &
tilsette 20 uLL MTS-reagens til hver bronn med celler og inkubere 96-brennsplatene ved 37 °C
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1 1,5 t. Etter inkubering ble absorbansen ved 490 nm for hver brenn mélt pa en Hidex
plateteller. Andel metabolsk aktive celler per brenn ble normalisert med utgangspunkt i at
absorbansen i brennene med 2,0x10° celler per brenn hadde 100 % metabolsk aktive celler.
For a sjekke om det var en linear respons mellom antall celler og absorbans ved 490 nm ble

antall celler per brenn plottet mot absorbans ved 490 nm. Tilsvarende ble gjort ved 540 nm.

3.12.3 Overlevelsesstudier

Celleoverlevelse for SKBR-3 celler etter behandling med ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab og
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab ble testet ved at 5,0x10°> SKBR-3 celler ble sadd ut per brenn 1
100 eller 200 uL vekstmedium, pa fem forskjellige 96-brennsplater (plate 1-5 i tabell 3.19).
Cellene fikk feste seg til breannene i1 24 timer for 1 uL vekstmedium ble fjernet og 1 uL av
henholdsvis NH4OAC, trastuzumab (Herceptin®), ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab,
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab, [''Lu]Lu’" og ['*'Tb]Tb*" ble tilsatt til brennene i tre
paralleller (se tabell 3.19). Konsentrasjonen av trastuzumab og/eller radioaktivitetsmengden
var den samme for alle lgsningene som ble tilsatt pa samme 96- brennsplate. 4 timer etter
tilsetning av de ulike losningene ble alle brenner med celler pé plate 2-5 vasket ved at 50 uLL
vekstmedium ble fjernet og erstattet med 150 uL nytt vekstmedium. Hvordan de fem 96-
brennsplatene ble sddd ut er vist i tabell 3.20. Pa grunn av fordamping ble alle de ytterste
brennene fylt med vekstmedium. Det samme ble brennene pa hver side av brennene tilsatt
radioaktivitet, enten 1 form av fri radionuklide eller i form av radioaktivt merket DOTA -
trastuzumab, for & hindre radioaktiv striling til nerliggende brenner med prover. Som
kontroll ble det sadd ut tre brenner med SKBR-3 celler i vekstmedium som ikke ble tilsatt

noen av lgsningene.

Etter inkubering med de forskjellige losningene 1 5 dager ble MTS-analyse utfort 1 brennene
tilsatt de ulike losningene, pé tre bronner med kun medium og pa de tre brennene med kun
SKBR-3 celler. MTS-analysen ble gjennomfort ved & tilsette 10 L. MTS-reagens til brennene
og inkubere 96-brennsplatene ved 37 °C 1 30 min. Absorbansen 1 de forskjellige brennene ble
malt ved 490 nm (plate 1) eller 540 nm (plate 2-5) pd en Hidex plateteller. Andel metabolsk
aktive celler per brenn ble normalisert 1 forhold til at absorbansen i brennene med kun SKBR-
3 celler ble ansett & tilsvare 100 % metabolsk aktive celler. Absorbansen for brennene tilsatt
kun medium (bakgrunnsabsorbans) ble trukket fra absorbansen for alle brennene for

normaliseringen.
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Tabell 3.19: Mengde av lgsninger som ble tilsatt til forskjellige brenner pa fem 96-brennsplater ved

overlevelsesstudiet.

Lesning som Plate 1 Plate 2 Plate 3 Plate 4 Plate 5
ble tilsatt (100 puL) (200 puL) (200 puL) (200 pL) (200 pL)
NH4OAc 0,5M 0,5M 0,5M 0,5M 0,5M
Trastuzumab 22,3 nM 11,1 nM 22,3 nM 44,5 1M 89 nM
(Herceptin®)
50 kBq/ uL 25 kBq/ uL 50 kBq/ uL 100 kBg/uL | 200 kBg/ uL
[lélTb]TbDOTA_ [lélTb]TbH [lélTb]TbH [lélTb]TbH [lélTb]TbH [lélTb]Tb3+
trastuzumab 223 0M 11,1 oM 223 0M 445 M 89 nM
trastuzumab trastuzumab trastuzumab trastuzumab trastuzumab
["*'Tb]Tb* 50 kBq/ uL 25 kBq/ uL 50 kBq/ uL 100 kBg/ uL | 200 kBg/ uL
50 kBq/ uL 25 kBq/ uL 50 kBq/ uL 100 kBg/uL | 200 kBg/ uL
[177Lu]LuDOT A- []77Lu]Lu3+ []77Lu]Lu3+ []77Lu]Lu3+ []77Lu]Lu3+ []77Lu]Lu3+
trastuzumab 223 0M 11,1 nM 223 0M 445 0M 89 nM
trastuzumab trastuzumab trastuzumab trastuzumab trastuzumab
[Lu]Lu® 50 kBg/ uL 25 kBg/ uL 50 kBg/ uL 100 kBg/uL | 200 kBg/ uL
Vasket etter 4 timer Nei Ja Ja Ja Ja

Tabell 3.20: Skisse av hvordan 96-brennsplatene ble sddd ut. NH4OAc: 0,5 M ammoniumacetatbuffer, T:
trastuzumab (Herceptin®), C: kun celler, Tb-K: ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab, Tb: fri ['*'Tb]Tb*", Lu-K:

['""Lu]LuDOTA-trastuzumab, Lu: fri ['’Lu]Lu’", rosa brenner: kun medium, M: brenner med medium som ble

analysert med MTS-analyse.

1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B NH40Ac | C Tb-K Tb Lu-K Lu
C NH40Ac | C
D NH40Ac | C Tb-K Tb Lu-K Lu
E T M
F T M Tb-K Tb Lu-K Lu
G T M
H
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4 Resultater

4.1 Radiokjemisk karakterisering

iTLC-analyse av ['""Lu]LuDOTA (1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid)
ved bruk av iTLC-strips og 0,1 M citratbuffer som mobilfase er vist i tabell 4.1 og illustrert 1
figur 4.1. Resultatene viser at radioaktivt merket DOTA (uten linker) for det meste fordeler
seg utover den gverste delen av iTLC-stripsen (fra 4 cm opp fra applikasjonspunktet og
oppover (R¢=0,6-1)), og dermed separeres fra radioaktivt merket DOTA-trastuzumab som
blir liggende pa applikasjonspunktet (R¢ = 0). Ved & klippe iTLC-stripsene 1 to biter 4 cm opp
fra applikasjonspunktet, som vist 1 figur 3.2B, vil disse to kunne separeres under iTLC-
analysen. Man vil ikke kunne separere radioaktivt merket DOTA fra fri radionuklide ved bruk
av denne metoden, da fri radionuklide folger vaeskefronten (R¢= 1). Resultatet fra bruk av
TLC-strips og mobilfaser som presentert i tabell 3.3, er vist 1 figur A1-A7 1 vedlegg 1 og figur
B1-B4 i vedlegg B. Resultatet viste at ingen av de andre metodene som ble testet ga noen god
separasjon av radioaktivt merket DOTA og DOTA-trastuzumab konstrukt, og de ble derfor

ikke vurdert videre.

Tabell 4.1: RCP (%) for radioaktivt merket DOTA ved

ulike avstander (cm) fra applikasjonspunktet.

Avstand fra
applikasjons- RCP (%)
punktet (cm)
DOTA pa iTLC med citratbuffer som mobilfase
0-1 2.3 100+
1'2 4’2 80+
2-3 g 60+
1,6 3

3-4 0.6 g 401

20+
4-5 2’6

0-

5-6 17.4 S P P P P P AP
6-7 31,3 cm fra applikasjonspunkt
7-8 40,1

Figur 4.1: Retensjon av ['"'Lu]LuDOTA ved
bruk av iTLC-strips og 0,1 M citratbuffer (pH = 5,0-
5,5) som mobilfase (n = 1).
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Tabell 4.2 og 4.3 viser resultatet fra iTLC-analysene gjort med 0,1 M citratbuffer (pH = 5,0-
5,5) som mobilfase for forskjellige forbindelser radioaktivt merket med lutetium-177 og
terbium-161 og for radionuklidene alene. Resultatene er illustrert 1 figur 4.2. Resultatene viser
at radioaktivt merket DOTA-trastuzumab havner 1 iTLC-biten med applikasjonspunktet (R¢ =
0) og at fr1 radionuklide vandrer med vaskefronten (R¢= 1) for begge radionuklidene.
Radioaktivt merket DTPA vandrer ogsd med veskefronten (Ry= 1). Mesteparten av
radioaktivt merket p-SCN-Bn-DOTA ser ut til 4 havne 1-7 cm fra applikasjonspunktet (R¢=
0,1-0,8). Dette resultatet er forskjellig fra det som ble funnet i figur 4.1, og viser at den
reaktive funksjonelle gruppen i p-SCN-Bn-DOTA pévirker retensjonen pa iTLC-stripsen
sammenlignet med DOTA uten linker. Signalet ved 7-8 cm (R¢= 0,8-1) pd iTLC-stripsen til
radioaktivt merket p-SCN-Bn-DOTA, skyldes trolig fri radionuklide som ikke har blitt
chelatert ved analysetidspunktet. Ut fra iTLC resultatene oppsummert 1 figur 4.2 ser det ut til
at de tre komponentene vi ensker 4 skille fra hverandre kan separeres pd iTLC med 0,1 M
citratbuffer som mobilfase dersom man klipper iTLC-stripsene 1 cm opp fra

applikasjonspunktet og 1 cm ned fra vaskefronten, som vist 1 figur 3.2C.

Tabell 4.2: RCP (%) for de forskjellige forbindelsene radioaktivt merket med lutetium-177 ved ulike avstander
fra applikasjonspunktet (0-8 cm) pa iTLC-strips, og ved bruk av 0,1 M citratbuffer som mobilfase.

Avstand fra Forbindelser radioaktivt merket med lutetium-177

applikasjons- | DOTA- p-SCN-Bn- DTPA Fri ["Lu]Lu®"

punkt (cm) trastuzumab DOTA
0-1 93,47 £ 0,0 2,77+ 0,3 1,19 £ 0,2 1,25+ 0,1
1-2 0,94 + 0,4 13,84 £ 4,1 0,30 + 0,1 0,24 + 0,0
2-3 0,42+ 0,2 25,26 £ 1,6 0,35+0,2 0,15+ 0,1
34 0,25+ 0,3 10,65 £ 4,1 0,26 + 0,2 0,46 + 0,2
4-5 0,34 + 0,3 4,57 £ 0,8 0,20 + 0,1 0,30 + 0,1
5-6 0,22 +0,1 4,58 £ 0,2 0,23 +0,1 0,58 +£ 0,2
6-7 0,48 +£0,2 4,29 + 0,0 0,50 + 0,1 0,45+0,2
7-8 3,88 £ 0,8 34,06 + 2,8 96,98 + 0,1 96,57 + 0,4
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Tabell 4.3: RCP (%) for de forskjellige forbindelsene radioaktivt merket med terbium-161 ved ulike avstander

fra applikasjonspunktet (0-8 cm) pé iTLC-strips, og ved bruk av 0,1 M citratbuffer som mobilfase.

Avstand fra Forbindelser radioaktivt merket med terbium-161

applikasjons- | DOTA- p-SCN-Bn- DTPA Fri ["*'Tb]Tbh""

punkt (cm) trastuzumab DOTA
0-1 89,89 + 1,0 6,72+ 5,9 0,44 £ 0,1 0,72 £ 0,5
1-2 1,90 £ 0,1 12,52+ 1,3 -0,06 + 0,3 0,03 +£0,1
2-3 1,48 £ 0,4 31,05 £ 0,7 0,23+ 0,2 0,04 +£ 0,2
34 1,31+ 0,3 12,95 + 4,7 0,15+ 0,1 0,17+ 0,3
4-5 0,91+ 0,4 10,43 £0,7 -0,11+0,3 0,24 £ 0,7
5-6 0,87+ 0,4 498 + 1,3 0,54 £ 1,0 0,23 £0,1
6-7 1,89 +£ 0,2 5,30 £ 0,6 0,14 £ 0,2 0,74 £ 1,2
7-8 1,76 £ 0,7 16,05 £ 0,9 98,67 + 1,2 97,83 £ 1,0

A B
100 100 B DOTArastuzumab
p-SCN-Bn-DOTA

S S -

f;' 50 5 50 B Friradionuklide

= s

’ e"‘l :"I' fv"; fb"’: u"; s'é ;'\. ':3’ ’ e"‘l 'sf; '1:"; 'b'b: Vé 62; é\l A®

Avstand fra applikasjonspunkt (cm)

Avstand fra applikasjonspunkt (cm)

Figur 4.2: Fordelingen til ulike forbindelser radioaktivt merket med terbium-161 (A) og lutetium-177 (B) pa

iTLC-strips ved bruk av 0,1 M citratbuffer som mobilfase. Feilfeltet viser standardavvik for gjennomsnittet av

parallellene (n = 2).
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4.2 Konjugering av p-SCN-Bn-DOTA til trastuzumab

Til sammen ble det laget tre batcher med DOTA-trastuzumab konjugater (refereres til som

konjugat A, konjugat B og konjugat C).

4.2.1 Konsentrasjon pa DOTA-trastuzumab konjugat

Konsentrasjonen til de ulike DOTA-trastuzumab batchene ble mélt av NanoDrop til & vaere
6,66 + 0,04 mg/mL for konjugat A, 5,76 £ 0,12 mg/mL for konjugat B og 6,47 + 0,05
mg/mL for konjugat C. En referanselosning av p-SCN-Bn-DOTA i samme konsentrasjon som
det vil veere 1 et DOTA-trastuzumab konstrukt pa 5 mg/mL med 5 DOTA per konjugat
DOTA-trastuzumab, ga som forventet noe absorbans ved 280 nm som vist 1 figur 4.3. Da
absorbansen av p-SCN-Bn-DOTA er forholdsvis liten sammenlignet med absorbansen til
trastuzumab (Herceptin®), ble det ikke korrigert for dette bidraget i bestemmelsen av
konsentrasjonen pa DOTA-trastuzumab konjugat-lgsningene. Resultatene viste en signifikant
forskjell 1 konsentrasjonen mellom de ulike konjugat-batchene. Den mélte konsentrasjonen
for hver konjugat-batch A, B og C ble derfor brukt ved utregninger av mengde konjugat brukt
1 pafelgende forsek.

Absorbans pa NanoDrop

1201
Herceptin® (10 mg/mL)

g 1007 p-SCN-Bn-DOTA i MFW
X< 80- (0,125 mg/mL)
2
o 601
g 40
o
- 20_

o 1 1 1 1 1

220 240 260 280 300 320 340

nm

Figur 4.3: Absorbsjonsspekter for referanselgsning av Herceptin® (10 mg/mL) og p-SCN-Bn-DOTA i MFW
(0,125 mg/mL) p& NanoDrop.

54



4.2.2 Antall DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab

For & bestemme antall DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab 1 ferdig konjugat, ble to ulike
metoder testet (metode 1 og metode 2), som beskrevet i avsnitt 3.6.2. Disse ble testet opp mot
hverandre ved & sammenligne antall DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab (c/a) de to
metodene ga for konjugat A. Som vist 1 figur 4.4 ble IC50 ved bruk av metode 1 oppnadd ved
tilsetning av 5 uL ikke-radioaktiv Lu’" (tilsvarer 1,75x10™ mol). Ut fra dette ble c/a for
konjugat A beregnet til & veere 3,79 ved bruk av formelen beskrevet 1 ligning 3.2. Metode 2 ga
et gjennomsnittlig c/a for samme konjugat pa 4,08 £ 0,05 (n =4) ved bruk av formelen
beskrevet i ligning 3.3. De to metodene ga tilneermet likt svar, men metode 2 ble den
foretrukne metoden siden den var enklest a utfore og minst tidskrevende. Metode 2 ble derfor
benyttet til & teste c/a for alle de tre konjugat-batchene A, B og C i tre nye forsgk (n = 3).
Sammenslaing av alle resultatene ga et gjennomsnittlig c/a pa 4,8 £+ 1,1 for konjugat A, 5,4 +
1,4 for konjugat B og 6,0 £+ 0,6 for konjugat C. Resultatet viste ingen signifikant forskjell 1
c/a mellom de ulike konjugatene (p > 0,05).

100

50

RCP (%)

0 Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

uL Lu* (3,47E-10 mol/uL)

Figur 4.4: Metningskurve for tilsetning av en fast mengde ['"’Lu]Lu’" og en okende mengde ikke-radioaktiv
Lu*" ved bestemmelse av antall DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab (metode 1).

4.2.3 Stabilitet av DOTA-trastuzumab konjugat over tid

Stabiliteten malt som RCP (%) av DOTA-trastuzumab konjugat oppbevart ved 2-8 °C, 22 °C
og 40 °C 1 opptil 15 dager, som beskrevet i avsnitt 3.8.1 er oppsummert i tabell 4.4. Resultatet
er illustrert 1 figur 4.5 som et gjennomsnitt for alle de tre konjugat- batchene A, B og C som
ble laget, siden det ikke var noen signifikant forskjell (p > 0,05) 1 resultatene mellom disse

ved de ulike analysetidspunktene. Resultatene viser at RCP av DOTA-trastuzumab konjugatet
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er > 95 % etter 15 dager ved oppbevaring ved 2-8 °C, 22 °C og 40 °C. RCP endrer seg ikke

signifikant (p > 0,05) 1 lepet av de 15 dagene ved hverken 5 °C eller 22 °C. Ved oppbevaring

ved 40 °C derimot, endrer RCP seg signifikant (p < 0,05) mellom ferste og siste

analysetidspunkt (dag 1 og dag 15).

Tabell 4.4: RCP (%) ved hvert analysetidspunkt (0, 1, 5, 8 og 15 dager) for DOTA-trastuzumab konjugatene A,
B og C, oppbevart ved 2-8 °C, 22 °C og 40 °C.

Analysetidspunkt (dager)

Konjugat | Lagrings- 0 1 5 8 15
temperatur
b =3 | @=2) | ©=2) | @=2) | (M=2)
2-8°C 99,72 + 0,04 | 99,75+ 0,02 | 99,79 + 0,13 | 99,72 + 0,08
A 22 °C 99,50 + 0,04 | 99,69 + 0,01 99,73 + 0,08 | 99,64 + 0,00 | 99,72 + 0,11
40 °C 99,59 + 0,10 | 99,01 + 0,36 | 97,90 + 0,00 | 96,92 + 0,17
2-8°C 99,52 + 0,07 | 99,71 + 0,01 99,65 + 0,00 | 99,57 + 0,08
B 22 °C 99,45 + 0,01 99,63 + 0,07 | 99,74 + 0,05 | 99,56 + 0,03 | 99,47 + 0,06
40 °C 99,63 + 0,23 | 99,00 + 0,00 | 98,40 + 0,19 | 96,98 + 1,04
2-8°C 99,60 + 0,04 | 99,60 + 0,03 | 99,57 + 0,07 | 99,61 + 0,27
C 22 °C 99,44 + 0,05 | 99,55+ 0,06 | 99,64 + 0,06 | 99,62 + 0,03 | 99,54 + 0,11
40 °C 99,12 + 0,28 | 98,03 + 0,02 | 97,89 + 0,12 | 96,63 + 0,47
Stabilitet av konjugat over tid
105+
5°C
1004... 22 °C
§ \\I iy 40 OC
a 95+
o
X
90+
85 " " L]
(] 5 10 15 20
Tid (dager)

Figur 4.5: Stabilitet malt som RCP (%) av DOTA-trastuzumab konjugater ved oppbevaring ved ulike

temperaturer i opptil 15 dager. Resultatet ved hvert analysetidspunkt vises som et gjennomsnitt for to paralleller

av hver batch med DOTA-trastuzumab konjugat (A, B og C).
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4.3 Chelatering av lutetium-177 og terbium-161 pa
DOTA-trastuzumab

Innmerkingshastigheten for lutetium-177 og terbium-161 ved chelatering av ~700 kBq av
hver av radionuklidene pa DOTA-trastuzumab er vist 1 figur 4.6. Resultatet viser at RCP er

> 98 % allerede etter 15 min ved 37 °C/300 rpm for begge radionuklidene.

Innmerkingshastighet

100~
—— [""7Lu]Lu-DOTA-trastuzumab
['61Tb]Tb-DOTA-trastuzumab
9
a 50-
O
(14
c ] ] ] ] 1
0 20 40 60 80

Tid (min)

Figur 4.6: Innmerkingshastighet for lutetium-177 og terbium-161 ved chelatering av ~700 kBq av hver av

radionuklidene pd DOTA-trastuzumab.

Med et fullt faktorielt forsek, som presentert i tabell 3.10, viste resultatene at bade
radioaktivitetsmengde og reaksjonsvolum var signifikante (p < 0,05) for
chelateringsreaksjonen for bade ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab og ['*'Tb]TbDOTA-
trastuzumab. Responskonturplottene for radionuklidene er vist i1 figur 4.7 for
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab og figur 4.8 for ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab. Figurene viser at
RCP for chelatering med ['*'Tb]Tb*" vil vaere > 95 % etter 30 min dersom man bruker et
volum under 100 uL for radioaktivitetsmengder fra 10-300 kBq. For chelatering med
['7Lu]Lu’" derimot, trenger man et mindre reaksjonsvolum for & f4 et tilsvarende utbytte
dersom man bruker lav radioaktivitetsmengde under chelateringsreaksjonen. Bruker man

> 200 kBq av begge radionuklidene ser det ut til at chelateringen vil gi en RCP > 95 % ved

alle reaksjonsvolumene.
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Yield [%]

Volum [ul]

50 100 150 200 250 300

Radioaktivitet [kBq] 8
MODDE 12.0.1 - 27.03.2018 12:15:56 (UTC+2)

Figur 4.7: Responskonturplot for ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab ved chelatering med ulike
radioaktivitetsmengder (10-300 kBq) i ulike reaksjonsvolumer (30-200 uL).

Yield [%]

Volum [ul]

50 100 150 200 250 300

Radioaktivitet [kBq] 8
MODDE 12.0.1 - 27.03.2018 12:11:49 (UTC+2)

Figur 4.8: Responskonturplot for ['”’Lu]LuDOTA-trastuzumab ved chelatering med ulike
radioaktivitetsmengder (10-300 kBq) i ulike reaksjonsvolumer (30-200 uL).
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4.4 Stabilitet av radioaktivt merket DOTA-
trastuzumab konstrukt

4.4.1 Stabilitet ved oppbevaring ved ulike temperaturer over tid

[ tabell 4.5 vises resultatet fra stabilitetsstudiene av ['"'Lu]LuDOTA-trastuzumab konstrukt
ved oppbevaring ved 2-8 °C, 22 °C og 40 °C i opptil 15 dager, som beskrevet i tabell 3.11. Som
for tilsvarende forsek gjort pa ikke-radioaktivt merket DOTA-trastuzumab konjugat (jfr
avsnitt 4.2.3), er resultatene illustrert i figur 4.9 som et gjennomsnitt for de tre konjugat-
batchene A, B og C siden det ikke var noen signifikant forskjell (p > 0,05) 1 resultatene
mellom disse ved de ulike analysetidspunktene. Resultatene viser at radioaktivt merket
DOTA-trastuzumab med opptil 250 kBq ['""Lu]Lu’" er stabilt (RCP > 95 %) ved bade 22 °C
og 5 °C1 15 dager. Ved oppbevaring ved 40 °C derimot, er RCP <95 % for tilsvarende
konstrukt allerede etter 5 dager. Stabiliteten av [’ Lu]LuDOTA-trastuzumab oppbevart ved

5 °C endrer seg ikke signifikant (p > 0,05) 1 lapet av 15 dager, mens oppbevaring ved 22 °C gir
en signifikant endring (p < 0,05) fra dag 8 til dag 15. Oppbevaring ved 40 °C har en
signifikant endring (p < 0,05) fra hvert analysetidspunkt til det neste. pH og utseende 1

lesningene endret seg ikke 1 lapet av de 15 dagene.

Tabell 4.5: RCP (%) ved hvert analysetidspunkt (0, 5, 8 og 15 dager) for [’ Lu]LuDOTA-trastuzumab
konjugatene A, B og C, oppbevart ved 2-8 °C, 22 °C og 40 °C.

Analysetidspunkt (dager)
Konjugat | Lagrings- 0 5 8 15
temperatur (n=23) (n=1) (n=2) (n=2)
2-8°C - 99,5 + 0,0 99,2 + 0,2
A 22 °C 99,5+ 0,1 - 98,1 £ 0,0 97,6 + 0,1
40 °C 92,5 90,2 + 0,6 86,4 +23
2-8°C - 99,6 + 0,1 99,1 £ 0,0
B 22 °C 99,6 + 0,2 - 98,5+ 0,3 97,4 +0,3
40 °C 93,9 91,0 £ 0,4 86,9+ 1,3
2-8°C - 99,5 + 0,0 99,5 + 0,0
C 22 °C 99,6 + 0,1 - 98,4+ 0,2 97,7+ 0,1
40 °C 93,8 91,6 + 0,1 87,7+ 1,2
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Stabilitet av radioaktivt merket konstrukt over tid

105
-- 5°C

22°C
== 40 °C

100+

@ —

RCP (%)
a
[

90+

0 fl) 10 15 20
Tid (dager)

Figur 4.9: Stabilitet malt som RCP (%) av DOTA-trastuzumab radioaktivt merket med 250 kBq ['"’Lu]Lu’" ved
oppbevaring ved ulike temperaturer i opptil 15 dager. Resultatet ved hvert analysetidspunkt vises som et

gjennomsnitt for tre paralleller av hvert konjugat A, B og C.

4.4.2 Stabilitet ved ulik spesifikk aktivitet og radioaktiv
konsentrasjon

Figur 4.10-4.13 (tabell C1 og C2 1 vedlegg C) viser resultatene fra det forste stabilitetsstudiet
pé lesninger med ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab og ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab med ulik
spesifikk aktivitet (MBg/mg) og radioaktiv konsentrasjon (MBq/mL), som beskrevet 1 tabell
3.12 og 3.13. Figurene viser at bade en gkende spesifikk aktivitet og en ekende radioaktiv
konsentrasjon forer til darligere stabilitet for radioaktivt merket DOTA-trastuzumab over tid.
Det ser ut til at gkt radioaktiv konsentrasjon har sterre effekt pa stabiliteten til prevene med
['7Lu]LuDOTA-trastuzumab sammenlignet med provene med ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab
(figur 4.10 og 4.11). Ved gkende spesifikk aktivitet ser det ut til at trenden er omvendt og at
okende spesifikk aktivitet har sterre effekt pa stabiliteten til provene med ['*' Tb]TbDOTA-

trastuzumab (figur 4.12 og 4.13).

105- 105-
65 MBg/mL 65 MBg/mL
1004 86 MBg/mL 1004 86 MBg/mL
S - 127MBgmL g -+ 127 MBg/mL
o 954 — 185MBg/mL o 95- - 185 MBg/mL
g g
90 90+
o 5 10 15 o 5 10 15
Tid (dager) Tid (dager)
Figur 4.10: Stabilitet av ['*' Tb]TbDOTA- Figur 4.11: Stabilitet av ['"’Lu]LuDOTA-
trastuzumab ved ulik radioaktiv konsentrasjon. trastuzumab ved ulik radioaktiv konsentrasjon.
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Figur 4.12: Stabilitet av ['*' Tb]TbDOTA-

trastuzumab ved ulik spesifikk aktivitet.
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Figur 4.13: Stabilitet av ['"'Lu]Lu DOTA-

trastuzumab ved ulik spesifikk aktivitet.

Resultatet fra det andre stabilitetsforseket som beskrevet i tabell 3.14 er oppsummert 1 tabell
4.6. Resultatene er illustrert i figur 4.14 og 4.15, og viser samme trend som det forste forseket
(figur 4.10-4.13); at stabiliteten for begge de radioaktivt merkede DOTA-trastuzumab
konstruktene synker ved bade en gkende radioaktiv konsentrasjon (MBg/mL) og en gkende
spesifikk aktivitet (MBg/mg). For begge konstruktene er det en hoy radioaktiv konsentrasjon
som pavirker stabiliteten (RCP %) mest, og en lav spesifikk aktivitet som pavirker stabiliteten
minst over tid, ved 22 °C. En spesifikk aktivitet pd opptil 30 MBqg/mg ser ut til & gi en RCP >
95 % 1 opptil 48 timer for begge konstruktene ut fra grafene i figur 4.14 og 4.15. I dette
forseket ser det ut til at bade en okt radioaktiv konsentrasjon og en okt spesifikk aktivitet har
storre effekt pa stabiliteten til provene med terbium-161, sammenlignet med provene med
lutetium-177. pH og utseende pa losningene endret seg ikke nevneverdig 1 lopet av de 10

dagene.

Tabell 4.6: RCP (%) ved hvert analysetidspunkt (0, 3 og 10 dager) for ['”’Lu]LuDOTA-trastuzumab og
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab med ulik radioaktiv konsentrasjon (MBq/mL) og spesifikk aktivitet (MBg/mg).

Rad. Spes. Analysetidspunkt (dager)
Radio- kons. akt.
nuklide (MBg/mL) | (MBgq/mg) 0 3 10
(n=3) (n=3) (n=3)
10,0 - 98,5 + 0,1 98,0 + 0,1 954 + 0,3
Lutetium- 120,0 - 99,2 + 0,1 92,1+ 0,5 80,4 + 2.7
177 3 23 933402 97702 96.6 + 0.2
- 30,8 98,4 + 0,1 97,0 + 0,5 925+ 0.8
10,0 - 99,2 + 0,2 96,5 + 0,2 88,9 + 0,3
Terbium- 120,0 - 98,6 + 0,4 83,1 + 0,3 772+ 1,5
161 - 2.3 99,3 + 0,1 978+ 0,3 958 + 0,4
- 30,8 99.4 + 0,1 93,1 + 0,4 83,5+ 2.6
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Figur 4.14: Stabiliteten malt som RCP (%) for ['*'Tb]TbDOTA -trastuzumab ved ulik radioaktiv konsentrasjon

(MBg/mL) og spesifikk aktivitet (MBg/mg).

100%
95- 1\i
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-=- 30,8 MBg/mg
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Figur 4.15: Stabiliteten malt som RCP (%) for ['’Lu]LuDOTA- trastuzumab ved ulik radioaktiv konsentrasjon
(MBg/mL) og spesifikk aktivitet (MBg/mg).

Til forskjell fra det forste stabilitetsstudiet (figur 4.10-4.13) ble iTLC stripsene ved dag 3 og
dag 10 1 dette forseket klippet 1 cm opp fra applikasjonspunktet og 1 cm ned fra vaskefronten
1 stedet for kun 4 cm opp fra applikasjonspunktet. Dette gjorde det mulig & studere hva
nedgangen 1 stabilitet malt som RCP (%) over tid skyldes. Resultatene er oppsummert i tabell
4.7. Tabellen viser at nedgangen 1 RCP for det meste skyldes at bindingen mellom radioaktivt
merket DOTA og antistoffet brytes, og 1 liten grad at radionuklidene slipper ut av DOTA-
chelatoren. Andel radioaktivt merket DOTA og fri radionuklide som ikke lenger er tilknyttet
antistoffet ser ut til & veere hoyest for prevene med [''Tb]Tb*". At andel fri radionuklide ved
dag 3 er storre for proven med 2,3 MBg/mg ['"'Lu]Lu’", sammenlignet med tilsvarende preve
med ['*'Tb]Tb>", kommer av at chelateringsreaksjonen var tregere for denne preven (se figur

4.15).
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Tabell 4.7 Andel (%) ['""Lu]Lu’" og ['*'Tb]Tb*" som er bundet til DOTA (utenom konstrukt) og som ikke er
bundet til DOTA-trastuzumab konstruktet (fritt) etter 3 og 10 dager i prever med ulik spesifikk aktivitet

(MBg/mg) og radioaktiv konsentrasjon (MBg/mL) av de to radionuklidene.

Dag 3 Dag 10

Radionuklide Prove DOTA Fritt DOTA Fritt
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
10 MBg/mL 1,7+ 0,1 0,3 +0,1 44403 0,2+0,0
Lutetium-177 120 MBg/mL 72+ 04 0,6 +£ 0,1 18,3+ 2,6 1,3+0,2
2,3 MBg/mg 1,7+ 0,4 0,6 £0,2 32+0,2 0,2+0,2
30,8 MBg/mg 2,8+ 04 0,2+ 0,1 7,1 £0,7 0,4+ 0,1
10 MBg/mL 3,34+0,2 0,2+0,2 10,4 + 0,3 0,7 £ 0,1
Terbium-161 120 MBg/mL 14,2 + 0,6 2,7+0,2 17,4+ 1,1 54+0,9
2,3 MBg/mg 20+0,3 0,2+ 0,0 34+04 0,3+ 0,0
30,8 MBg/mg 6,3+03 0,5 £ 0,1 15,0 £ 2,6 1,5+0,1

4.4.3 Stabilitet ved tilsetning av scavenger

Figur 4.16 viser stabiliteten méalt som RCP (%) for prever med ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab
og ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab tilsatt ulike typer scavengere til provelosningen, etter 17
dager. Resultatene viser en signifikant nedgang (p < 0,05) 1 RCP for prevene tilsatt ulike typer
scavengere, sammenlignet med tilsvarende losninger som ikke er tilsatt scavenger, med
unntak av DTPA. Ingen av scavengere ga bedre stabilitet av radioaktivt merket DOTA -
trastuzumab etter 17 dager, ssmmenlignet med kontrollpreven som ikke ble tilsatt scavenger.
1TLC-analyse tatt 20 minutter etter tilsetning av de ulike scavengerne til provelgsningene
viste en RCP-verdi pa > 98 % for alle provene (vist for ['°' Tb]TbDOTA-trastuzumab tilsatt
ulike scavengere 1 tabell 4.8). Scavengerne pavirket dermed ikke de radioaktivt merkede
DOTA-trastuzumab konstruktene momentant, men over tid. pH og utseende endret seg ikke
nevneverdig 1 noen av prevene i lepet av perioden med unntak av prevene tilsatt gentisinsyre

som var noe gulere enn de andre provene.

63



100+ 100
78.42 78.93 82.13 78.51
801 62.54 64_.|6_1
< . < -
S 60 S 4536
S 404 S
20
0- T T
2\ ) ) )
& & & &
) ) S )
O’b ‘b& & @& \'50
000 ?‘Qq %& y@‘
3 . & Q R Q
\(\ O{O \0 \'el i}b\ o’\
vs;b 00°

Figur 4.16: RCP (%) for ['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab (A) og ['”’Lu]LuDOTA-trastuzumab (B) etter 17 dager,

ved tilsetning av ulike scavengere til provelgsningen.

Tabell 4.8 viser at RCP-verdiene for de ulike prevene med ['*'Tb] TbDOTA-trastuzumab, ved
tilsetning av ulike scavengere, hadde vert fra 10-48 % heyere dersom man klipte iTLC-
stripsene 4 cm opp fra applikasjonspunktet, sammenlignet med 1 cm opp fra
applikasjonspunktet. For & kunne beregne RCP-verdien for prever som har statt til

oppbevaring over tid er det derfor viktig med en riktig oppklipping av iTLC-stripsene.

For a se hva nedgangen i stabiliteten méalt som RCP (%) for de ulike pravene tilsatt
scavengere skyldes, ble iTLC-stripsene ved analyse av prevene med ['*' Tb]TbDOTA-
trastuzumab klippet 1 cm opp fra applikasjonspunktet og 1 cm ned fra vaeskefronten. Dersom
man antar at intakt radioaktivt merket DOTA-trastuzumab sitter igjen 1 applikasjonspunktet
(R¢=0), at fri radionuklide vandrer med vaskefronten (R¢= 1) og at radioaktive DOTA-
derivater havner mellom disse to pa iTLC-stripsene, viser tabell 4.9 at nedgangen 1 stabilitet
for de gitte provene skyldes okt mengde radioaktive DOTA-derivater. Tabellen viser ogsa at
tilsetning av askorbinsyre, PABA og gentisinsyre gir storst andel DOTA-derivater i

losningen, mens tilsetning av DTPA gir omtrent samme andel som kontrollpraven som ikke er

tilsatt scavenger. For DTPA er andelen fri [''Tb]Tb*" sterre enn for alle de andre prevene.
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Tabell 4.8: RCP (%) for prover med ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab tilsatt ulike typer scavengere etter 20 min og

17 dager. Tabellen viser forskjellen i RCP (%) ved dag 17 dersom man klipper iTLC-stripsene 1 cm opp fra

applikasjonspunktet, sammenlignet med 4 cm opp fra applikasjonspunktet.

Etter 20 min Dag 17

Type scavenger 4 cm 1cm 4 cm

(n=3) (n=3) (n=3)
Uten scavenger
(kontroll) 98,9 + 0,1 78,9 + 3,1 90,6 + 1,7
Askorbinsyre 98,7 + 0,2 57.9 + 1.7 89.4 +2.3
PABA 98,5 + 0,5 55.1 +3.2 92,5 + 1,4
Gentisinsyre 98,6 + 0,2 38,6 + 3,2 86,9 + 1,7
DTPA 98,3 + 0,1 78.9 + 2.4 89,0 + 0,6

Tabell 4.9: Andel ['®' Tb]Tb*" som er bundet til DOTA (utenom konstrukt) og som ikke er bundet til DOTA-

trastuzumab konstruktet (fritt) etter 17 dager i prever tilsatt ulike scavengere.

Dag 17
Type scavenger DOTA Fritt
(n=3) (n=3)
Uten scavenger (kontroll) 16,7 +2,3 4,4+0,8
Askorbinsyre 40,0 + 1,8 2,1+04
PABA 44,1 +£3,2 0,8 +0,1
Gentisinsyre 38,6 +3,2 45+0,6
DTPA 14,7 £ 2,1 6,4 +0,3

4.5 Immunreaktiv fraksjon (IRF)

4.5.1 IRF for ['"""Lu]LuDOTA-trastuzumab

Tabell 4.10 viser resultatet fra forsgket beskrevet i tabell 3.16, for bestemmelse av IRF for
[ Lu]LuDOTA-trastuzumab pé levende SKBR-3 celler. Bundet fraksjon/total fraksjon ble
beregnet ut fra formelen beskrevet i ligning 3.4. Siden den blokkerte preven med 5,0x10°
celler tilsatt 0,1 mg trastuzumab viste at det var 0 % uspesifikk binding av ['”’Lu]LuDOTA-

trastuzumab til SKBR-3 cellene, ble verdien for ’spesifikt bundet (CPM)” den samme som for
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”bundet (CPM)” 1 tabell 4.10. I figur 4.17A er bundet fraksjon/total fraksjon for hver prove
plottet mot antall millioner celler 1 en metningskurve. Kurven viser at bundet fraksjon/total
fraksjon eker med egkende antall celler og at kurven til slutt nermer seg et plata. Platdet
tilsvarer den immunreaktive fraksjonen til ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab ved ubegrenset
tilgang pd antigen 4 binde til. Den inverse verdien av antall millioner celler og total
fraksjon/bundet fraksjon er vist i tabell 4.11. Verdiene er plottet i figur 4.17B 1 et Lindmo-
plot. Ligningen for den linezre kurven tilpasset dataene 1 dette plottet er Y= 7,473x + 1,145.
Den inverse verdien av skjeringspunktet (1/1,145= 0,87) tilsvarer IRF-verdien for

['""Lu]LuDOTA-trastuzumab ved “uendelig” antigenoverskudd pa SKBR-3 celler [48].

Tabell 4.10: Data brukt for & beregne bundet fraksjon/total fraksjon for & danne et en metningskurve til & studere

immunreaktiv fraksjon for [177Lu]LuDOTA-trastuzumab.

Antall celler Bundet Ubundet Total Uspesifikt Spesifikt Bundet/
x10° (CPM) (CPM) (CPM) bundet (%) bundet Total
(CPM)
0,1 28 853 881 28 0,03
1 102 775 877 102 0,12
2 141 715 856 141 0,16
5 272 591 863 272 0,32
5 (blokkert) 0 875 875 0,0
10 549 331 880 549 0,62
15 659 237 896 659 0,73
20 720 175 895 720 0,82

Tabell 4.11: Den inverse verdier av antall celler og total fraksjon/bundet fraksjon som ble brukt for & danne et

Lindmo-plot for ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab.

Antall celler x10° 1/antall celler x10° Total/Bundet
0,1 10 25,86
1 1 8,12
2 0,50 5,83
5 0,20 3,11
10 0,10 1,59
15 0,06 1,35
20 0,05 1,23
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Figur 4.17: Metningskurve (A) og Lindmo-plot (B) for ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab.

4.5.2 IRF for ['*'"Tb]TbDOTA-trastuzumab

Tabell 4.12 viser resultatet fra forseket beskrevet i tabell 3.17 for bestemmelse av IRF for
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab p4 fikserte SKBR-3 celler. Bundet fraksjon/total radioaktiv
fraksjon ble beregnet ut fra formelen beskrevet i ligning 3.4. Siden den blokkerte preven med
1,0x10” celler tilsatt 0,1 mg trastuzumab viste at det var en uspesifikk binding pa 2,8 %, ble
spesifikt bundet aktivitet (CPM) beregnet ved a trekke fra den uspesifikke bindingen. I figur
4.18A er bundet fraksjon/total fraksjon for hver prave plottet mot antall millioner fikserte
celler 1 en metningskurve. Platdet for kurven tilpasset dataen tilsvarer den immunreaktive

fraksjonen til ['®'

Tb]TbDOTA-trastuzumab ved ubegrenset tilgang pa antigen & binde til. Den
inverse verdien til antall millioner celler og total fraksjon/bundet fraksjon er vist i tabell 4.13.
Verdiene er plottet 1 figur 4.18B 1 et Lindmo-plot. Ligningen for den linezre kurven tilpasset
dataene 1 dette plottet er Y= 1,623x + 2,125. Den inverse verdien av skjeringspunktet
(1/2,125= 0,47) tilsvarer IRF-verdien for ['*'Tb] TbDOTA-trastuzumab ved “uendelig”

antigenoverskudd pa fikserte SKBR-3 celler [48].

Tabell 4.12: Data brukt for & beregne bundet fraksjon/total fraksjon for & danne et en metningskurve til & studere

immunreaktiv fraksjon for ['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab.

Antall celler Bundet Ubundet Total Uspesifikt Spesifikt Bundet/
x10° (CPM) (CPM) (CPM) bundet (%) bundet Total
(CPM)
2 305 564 869 296,61 0,34
5 361 504 865 351,07 0,41
10 381 468 849 370,52 0,44
10 (blokkert) 22 778 800 2,8
15 389 470 859 378,30 0,44
25 393 428 821 382,19 0,47
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Tabell 4.13: Den inverse verdier av antall celler og total fraksjon/bundet fraksjon som ble brukt for & danne et

Lindmo-plot for ['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab.

Antall celler x10° 1/antall celler x10° Total/Bundet
2 0,5 2,93
5 0,2 2,46
10 0,1 2,29
15 0,07 2,27
25 0,04 2,15
A B
0.5+ 51
0.4+ 4
© [
2 0.3 § 3
2 0.2- E 2- Y = 1.623*X + 2.125
@ 2 R2= 0.9927
0.1 1=
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Antall celler x 106
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Figur 4.18: Metningskurve (A) og Lindmo-plot (B) for ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab.

Den immunreaktive fraksjonen for [

161

Tb]TbDOTA-trastuzumab ble ogsa bestemt pa levende

SKBR-3 celler ved & bruke metoden beskrevet av Konishi et al. (2004) [78] som beskrevet i

tabell 3.18. Resultatet fra forseket er vist 1 tabell 4.14. Bundet fraksjon/total radioaktiv

fraksjon ble beregnet ut fra formelen beskrevet i ligning 3.4. Siden den blokkerte preven med

en antistoffkonsentrasjon pa 4000 (ng/mL) tilsatt 0,1 mg trastuzumab viste at det var en

uspesifikk binding pa 1,4 %, ble spesifikt bundet aktivitet (CPM) beregnet ved & trekke fra

den uspesifikke bindingen. I figur 4.19 er bundet fraksjon/total fraksjon for hver prave plottet

mot antistoffkonsentrasjonen (ng/mL). Kurven som er tilpasset dataene viser at bundet

fraksjon/total fraksjon er hagyest ved lav antistoffkonsentrasjon og synker gradvis med ekende

antistoffkonsentrasjonen. Kurven krysset Y-aksen ved en bundet fraksjon/total fraksjon pé

0,42, som tilsvarer den immunreaktive fraksjonen for ['®' Tb]TbDOTA-trastuzumab beregnet

ved bruk av metoden beskrevet av Konishi et al. (2004).
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Tabell 4.14: Data brukt for & beregne bundet fraksjon/total fraksjon for & bestemme immunreaktiv fraksjon for

[''Tb]TbDOTA-trastuzumab.

Antistoff- Bundet Ubundet Total Uspesifikk Spesifikk Bundet/
konsentrasjon (CPM) (CPM) (CPM) bundet (%) bundet Total
(ng/mL) (CPM)
10 5974 8235 14209 5891 0,41
50 34036 48467 82503 33562 0,41
125 85781 117259 203040 84586 0,42
250 200355 270487 470842 197563 0,42
500 393119 503257 896376 387641 0,43
750 566984 784651 1351635 559083 0,41
1500 1134040 1874939 3008979 1118238 0,37
2000 1320216 2614337 3934553 1301820 0,33
3000 1408591 4192227 5600818 1388963 0,25
4000 1314608 5906213 7220821 1296290 0,18
4000 (blokkert) 101817 7205107 7306924 1,4
0.5+
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Figur 4.19: Plot for bestemmelse av immunreaktiv fraksjon for ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab ved bruk av et fast

antall levende SKBR-3 celler og en gkende antistoffkonsentrasjon (10-4000 ng/mL), som beskrevet av Konishi

etal. (2004).
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4.5.3 IRF for radioaktivt merket DOTA-trastuzumab etter
oppbevaring over tid

Tabell 4.15 viser IRF-verdiene for stabilitetspravene beskrevet i tabell 3.14 samme dag som
tillaging (dag 0) og etter 10 dager, beregnet ved ettpunkts IRF-analyse (n=1). I tabellen er
ogsa RCP-verdiene etter iTLC-analyse ved de samme analysetidspunktene tatt med, dette for
a kunne se sammenhengen mellom nedgangen 1 RCP og IRF ved oppbevaring over tid. For
provene der IRF ble beregnet ved bade dag 0 og dag 10 (30,8 MBg/mg for begge
radionuklidene), gar IRF-verdien ned fra 50 % til 48 % for ['”’Lu]LuDOTA-trastuzumab og
fra 40 % til 24 % for ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab. At nedgangen i IRF-verdi er storst for
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab samstemmer med at RCP-verdien for samme preve ogsé er
lavere etter 10 dager sammenlignet med preven med 30,8 MBg/mg ['""Lu]LuDOTA-
trastuzumab. Ved dag 10 varierer IRF-verdien fra 27 % til 62 % for DOTA-trastuzumab
konstruktene merket med ['7’Lu]Lu’", og fra 0 % til 58 % for konstruktene merket med
['°'Tb]Tb>". IRF-verdien er lavest for provene tilsatt hey radioaktiv konsentrasjon (120
MBg/mL) for begge radionuklidene. En hoy spesifikk aktivitet gir ogsd en lavere IRF-verdi

enn tilsvarende prover med lavere spesifikk aktivitet.

Tabell 4.15: RCP-verdi (%) etter iTLC-analyse og IRF-verdi (%) etter immunreaktivitetstest for ulike DOTA-
trastuzumab konstrukter med ulik radioaktiv konsentrasjon og spesifikk aktivitet av lutetium-177 og terbium-161
etter 0 og 10 dager.

RCP (%) IRF (%)
Radionuklide Prove Dag 0 Dag 10 Dag 0 Dag 10
2,3 MBqg/mg 93,3 96,6 61
Lutetium-177 30,8 MBg/mg 98,4 92,5 50 48
10 MBg/mL 98,5 95,4 62
120 MBg/mL 99,2 80,4 27
2,3 MBg/mg 99,3 95,8 58
Terbium-161 30,8 MBg/mg 99,4 83,5 40 24
10 MBg/mL 99,2 88,9 44
120 MBg/mL 98,6 77,2 0
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4.6 Celleoverlevelse etter behandling med
radioaktivt merket DOTA-trastuzumab

4.6.1 Innledende forsgk

For a bestemme optimalt antall celler per brenn til overlevelsesstudiene som skulle gi over

5 dager ble 5,0x10% — 1,6x10" celler sadd ut per brenn i en 96-brennsplate. Ut fra
bestemmelse av konfluens var det for fa celler 1 hver bronn etter bdde 24 timer og 5 dager for
brennene sédd ut med 5,0x10° og 1,0x10°. Brennene sadd ut med 2,0x10° - 8,0x10° celler per
brenn viste en passende konfluens ved de samme tidspunktene. Ved MTS-analyse dag 5, var
det kun brennene med 1,6)(104 celler som viste lavere celleoverlevelse/metabolsk aktivitet,
sammenlignet med kontrollbrennen sadd ut med 2,0x103. Brennene sadd ut med 8,Ox103
celler per brenn viste dermed best resultater med tanke pa at denne cellekonsentrasjonen ikke
ga for konfluente brenner etter 5 dager. Figur 4.20 og 4.21 viser effekten antall celler har pa
absorbansen ved 490 nm og 540 nm. Kurven tilpasset dataene viser en tilnermet lineaer
respons mellom antall celler og absorbansen i begge plottene (r*= 0.9712 og 0,9826) ved bruk

av opp til 8,0x10° celler per brenn.

2.0+ 2.0+
B B
< 1.5+ < 1.5+
S S
3 L
@ 1.0 @ 1.04
« a
g 2- 0.9712 5 2- 0.9826
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0 2000 4000 6000 8000 10000 0 2000 4000 6000 8000 10000
Antall celler per brenn Antall celler per brgnn
Figur 4.20: Effekten av antall celler pa Figur 4.21: Effekten av antall celler pa
absorbans ved 490 nm. absorbans ved 540 nm.
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4.6.2 Overlevelsesstudier

Figurene 4.22-4.26 viser relativ celleoverlevelse (%) for SKBR-3 celler etter inkubering 1

5 dager med ulike konsentrasjoner av trastuzumab, ['"'Lu]LuDOTA-trastuzumab,
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab, fri ['""Lu]Lu’" og fri ['®' Tb]Tb*", som vist i tabell 3.19. De
ulike 96-brennsplatene (plate 1-5) ble sddd ut med 5,0x10° celler per brenn og alle platene,
utenom plate 1, ble vasket 4 timer etter tilsetning av de ulike lesningene. Effekten pd SKBR-3
cellene ved tilsetning av de ulike lgsningene vises som en nedgang i relativt celleantall (%)
etter 5 dager, sammenlignet med kontrollbrennene med kun SKBR-3 celler i vekstmedium.
Resultatene viser at effekten er storst pa cellene inkubert med 22,3 nM trastuzumab og/eller
50 kBg/uL radioaktivitet (plate 1), der cellene ikke ble vasket 4 timer etter tilsetning av de
ulike lgsningene. P& denne platen var effekten av fri ['"'Lu]Lu’" trastuzumab og fri
['°'Tb]Tb>" darligst, mens effekten av ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab og ['*' Tb]TbDOTA-
trastuzumab var best. Effekten av ['¢' Tb]TbDOTA-trastuzumab var bedre enn for
['""Lu]LuDOTA-trastuzumab, men som vist i tabell D1 (vedlegg D) var effekten ikke
signifikant (p > 0,05). Tabellen viser ogsé at alle de tilsatte lasningene, inkludert fritt
["""Lu]Lu’" og fritt ['*' Tb]Tb*", hadde en signifikant effekt pA SKBR-3 cellene etter 5 dager

sammenlignet med kontrollbrennene.

Ved inkubering med bade trastuzumab, ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab og ['*' Tb]TbDOTA-
trastuzumab forventer man a se en signifikant forskjell i relativt celleantall (%) etter 5 dager,
sammenlignet med kontrollbrennenesom ikke ble tilsatt noen av lgsningene. For platene
inkubert med 11,1-89 nM trastuzumab og/eller 25-200 kBqg/uL radioaktivitet (plate 2-5, figur
4.23-4.26), som ble vasket 4 timer etter tilsetning av de ulike losningene, er dette ikke tilfellet
som vist 1 tabell D2-D5 1 vedlegg D. Resultatet fra disse tabellene viser at det er en
signifikant forskjell 1 relativt celleantall (%) mellom kontrollbrennene, brennene tilsatt
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab og brennene tilsatt fri ['*' Tb]Tb>" for alle platene bortsett fra
plate 2 (tabell D2 1 vedlegg D). Plate 3 viser ogsa en signifikant forskjell 1 relativt celleantall
(%) mellom kontrollbrennene og ['''Lu]LuDOTA-trastuzumab, som vist i tabell D3 i vedlegg
D. Selv om plate 2-5 er tilsatt ulike konsentrasjoner av trastuzumab, ['’'Lu]Lu’" og
['°'Tb]Tb>, er celledrapet pd SKBR-3 celler svert likt pa alle 96-brennsplatene. Effekten av
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab er sterst pa alle platene, med unntak av plate 3, men er kun
signifikant bedre enn ved tilsetning av ['"'Lu]LuDOTA-trastuzumab for plate 4 (tabell D4 i

vedlegg D).
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Plate 1

["7Lu]Lu*
['"7Lu]LUDOTA-trastuzumab
[161Tb]Th*
['8"Tb]TbDOTA-trastuzumab

Trastuzumab:

Relativt celleantall (%)

Figur 4.22: Relativt celleantall (%) av SKBR-3 celler etter inkubering med 22,3 nM trastuzumab og/eller 50
kBq/uL ["Lu]Lu®" eller ['*'Tb]Tb*" etter 5 dager (uten vask).

Plate 2
["7Lu]Lu®* 110.3
[""7Lu]LUDOTA-trastuzumab 93.31
[ Tb]Tb3* 1 87.15
['6"Tb]TbDOTA-trastuzumab 77.52
Trastuzumab: — 105.1
Kontroll 100

DR I R I I RN
Relativt celleantall (%)

Figur 4.23: Relativt celleantall (%) av SKBR-3 celler
etter inkubering med 11,1 nM trastuzumab og/eller
25 kBq/uL ['""Lu]Lu®" eller ['*'Tb]Tb*" i 4 timer

etterfulgt av vask og videre inkubering i 5 dager.

Plate 4
["7Lu]Lu®* - 98.36
['"7Lu]LuDOTA-trastuzumab 90.52
["*'Tb]Tb%* — 76.74
['%"Tb] TbDOTA-trastuzumab 62.31
Trastuzumab: — 77.24
Kontroll 100
SOP PSSO S S

Relativt celleantall (%)

Figur 4.25: Relativt celleantall (%) av SKBR-3 celler
etter inkubering med 44,5 nM trastuzumab og/eller
100 kBq/pL ["Lu]Lu®" eller ['*'Tb]Tb*" etter 4 timer

etterfulgt av vask og videre inkubering i 5 dager.

Plate 3

["77LujLu®*
["7Lu]LUDOTA-trastuzumab

['¢'Tb]Tb3*
['6"Tb] TbDOTA-trastuzumab

Trastuzumab:

PRSP

Relativt celleantall (%)

Figur 4.24: Relativt celleantall (%) av SKBR-3 celler
etter inkubering med 22,3 nM trastuzumab og/eller
50 kBq/uL ["Lu]Lu®" eller ['*'Tb]Tb*" etter 4 timer

etterfulgt av vask og videre inkubering i 5 dager.

Plate 5
["7Lu]Lu’* 191.44
["7Lu]LUDOTA-trastuzumab: 80.42
["'Tb]Tb3* — 70.93
['6"Tb]TbDOTA-trastuzumab: 62.83
Trastuzumab — 86.89
Kontroll 100

T T T T T T T T

= :
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Relativt celleantall (%)

Figur 4.26: Relativt celleantall (%) av SKBR-3 celler
etter inkubering med 89 nM trastuzumab og/eller
200 kBg/uL ["Lu]Lu’ eller ['*'Tb]Tb*" etter 4 timer

etterfulgt av vask og videre inkubering i 5 dager.
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5 Diskusjon

5.1 Radiokjemisk karakterisering

Resultatene fra de innledende iTLC-forsgkene viste at DOTA og p-SCN-Bn-DOTA hadde
forskjellig retensjon (R¢) pd iTLC-stripsene ved eluering med 0,1 M citratbuffer (pH = 5,0-
5,5). Dette skyldes at p-SCN-Bn-DOTA blant annet inneholder en benzenring (se figur
2.10A) som forer til storre retensjon og lavere Re-verdi pa den silika-belagte iTLC-stripsen,
sammenlignet med DOTA. Ved bruk av iTLC-metoden beskrevet 1 avsnitt 3.5.1, er det kun p-
SCN-Bn-DOTA som kan skilles fra radioaktivt merket DOTA-trastuzumab og fri
radionuklide, pd grunn av forskjellig Re-verdi fra disse over iTLC-stripsen. Radioaktivt
merket DOTA-trastuzumab viste seg a forbli pd applikasjonspunktet (R¢ = 0), fri radionuklide
vandret med vaskefronten (Ry= 1), DOTA hadde en R¢-verdi pé 0,6-1, mens p-SCN-Bn-
DOTA hadde en R¢verdi pé 0,1-0,8.

Ved iTLC-analyse av DOTA-trastuzumab radioaktivt merket med bade ['"’Lu]Lu’" og
['°'Tb]Tb>" ble mesteparten av radioaktiviteten liggende pa applikasjonspunktet (R = 0).
Dette tyder p4 at det ikke er noe fri ['’Lu]LuDOTA, ['""Lu]Lu’", ['*'Tb]TbDOTA eller
['°'Tb]Tb>" i reaksjonsblandingen rett etter chelatering. RCP-verdien vil derfor bli den samme
om man klipper iTLC-stripsene 1 cm eller 4 cm opp fra applikasjonspunktet rett etter
chelateringen. Dersom radioaktivt merket DOTA-trastuzumab oppbevares over tid kan det
hende at bindingen mellom DOTA og trastuzumab brytes. Dersom bindingen mellom DOTA
og trastuzumab brytes, foregir dette mest sannsynlig i bindingen mellom nitrogen (N) og
karbon (C) 1 thiourea-bindingen, da det trengs minst energi for a bryte denne bindingen

(305 kJ/mol™' sammenlignet med 348 kJ/mol for C-C bindingen) [49]. Dersom C-N
bindingen brytes, vil en benzenring vaere bundet til DOTA-derivatet, og retensjonen av dette
DOTA-derivatet vil ligne p& den som er vist for p-SCN-Bn-DOTA 1 figur 4.2. | dette tilfellet
vil hvordan man klipper iTLC-stripsene ha mye & si for RCP-verdien. Dersom man klipper

4 cm opp fra applikasjonspunktet vil bidraget fra radioaktive DOTA-derivater som ikke
lenger er bundet til trastuzumab summeres med mengde intakt radioaktivt merket DOTA-
trastuzumab (produkt) og gi en feilaktig hoy RCP-verdi. A klippe iTLC- stripsene 1 cm opp
fra applikasjonspunktet vil derfor gi mest riktig RCP-verdi ved iTLC-analyser, spesielt etter
dag 0 (den dagen DOTA-trastuzumab blir radioaktivt merket).
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Selv om iTLC-metoden beskrevet i avsnitt 3.5.1 gir en god separasjon av radioaktivt merket
DOTA-trastuzumab, DOTA-derivater og fri radionuklide, klarer den ikke & skille radioaktivt
merket DOTA-trastuzumab og aggregater av samme forbindelse. Begge disse forbindelsene
vil forbli pa applikasjonspunktet (R¢= 0) ved iTLC-analyse. Flere forhold slik som ekstrem
pH, ionestyrke, temperatur, konsentrasjon og annen handtering av lgsninger som inneholder
antistoffer kan fore til aggregering [84]. Selv om slike aggregater ikke oppdages ved iTLC-
analyse vil de kunne oppdages ved IRF-analyse da de bidrar til en lavere immunreaktiv
fraksjon. Aggregater 1 produktet vil ogsa kunne detekteres ved andre analysemetoder slik som

ved bruk av radio-HPLC.

5.2 Konjugering av p-SCN-Bn-DOTA til trastuzumab

5.2.1 Konsentrasjon pa DOTA-trastuzumab konjugat

Konsentrasjonen pa hver konjugat-batch A, B og C ble bestemt ved NanoDrop-analyse. For
de ulike batchene var det en signifikant forskjell 1 malt konsentrasjon for de ulike
konjugatene. Dette skyldes at ulik mengde trastuzumab har gétt tapt under tillaging og
opparbeidelse. Bruker man malt konsentrasjon 1 videre konsentrasjonsberegninger vil dette
ikke pavirke forsgksresultater dersom man bruker den en konjugat-batchen fremfor en annen.
Sa lenge konsentrasjonen kan males, vil forskjellig konsentrasjon pa konjugat-batchene som

lages heller ikke pavirke et eventuelt ferdig produkt.

5.2.2 Antall DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab

Dersom alle analysene av antall DOTA per konjugat DOTA-trastuzumab for de forskjellige
konjugat-batchene legges sammen, far man et gjennomsnitt pa 5,3 +1,1 ved bruk av
prosedyren for tillaging av DOTA-trastuzumab beskrevet 1 avsnitt 3.6. Dette er innenfor det
som har blitt observert i litteraturen (mellom 2 og 11) ndr man gar inn med et 20 ganger
molart overskudd av DOTA sammenlignet med antistoff [5, 61, 63, 64]. Dette antistoft-
chelator forholdet vil 1 folge Kukis et al. (1995) [65] ikke endre de biologiske egenskapene til
antistoffet. Det vil si at man unngar problemstillinger med tanke pa nedsatt immunreaktivitet
eller endret farmakokinetikk (for eksempel akkumulering 1 lever) dersom preparatet benyttes

in vivo.
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5.2.3 Stabilitet av DOTA-trastuzumab konjugat over tid

Stabilitetsstudiet pa de ulike DOTA-trastuzumab batchene viste kun en nedgang 1 stabilitet
(malt som RCP) ved langtidsoppbevaring ved 40 °C, som vist i figur 4.5. Nedgangen i
stabilitet over tid kan blant annet skyldes dannelse av DOTA-derivater som folge av at
bindingen mellom DOTA og antistoffet brytes og at denne dekomponeringen gker ved hoyere
temperaturer. At nedgangen 1 stabilitet er storst ved 40 °C kan ogsa skyldes at oppbevaring
ved hey temperatur forer til aggregatdannelse. Dersom dannelsen av DOTA-derivater er
arsaken til nedgangen 1 RCP som vist i stabilitetsstudiene, vil den reelle RCP-verdien trolig
vaere enda lavere enn vist 1 tabell 4.4, siden iTLC-stripsene ble klippet 1 to 4 cm opp fra
applikasjonspunktet og p-SCN-Bn-DOTA fordeler seg fra 1 cm og oppover pa iTLC-stripsen
(se figur 4.2). For a kunne si noe sikkert om stabiliteten ved 40 °C og hva som er arsaken til
nedgangen 1 RCP, burde forsgket vert gjentatt ved a klippe iTLC-stripsene i flere biter og
analysere 1 mer detalj hvor pa iTLC-stripsen radioaktiviteten fordeler seg. Eventuelt burde

andre analysemetoder slik som radio-HPLC vert benyttet.

5.2.4 Vurdering av konjugeringsmetodens robusthet

De tre DOTA-trastuzumab konjugat-batchene som ble laget (A, B og C) viste ingen
signifikant forskjell med tanke pa antall DOTA bundet per trastuzumab-molekyl og stabilitet
over tid ved 2-8 °C, 22 °C og 40 °C (vist i figur 4.5). Det var derimot en signifikant forskjell i
malt konsentrasjon pa NanoDrop for de ulike konjugatene. Da konsentrasjonen kan endres
ved fortynning eller konsentrering vil dette som nevnt ikke péavirke forseksresultater eller
ferdig produkt. Konjugeringsmetoden ble derfor vurdert & vere rimelig robust og gi tilnaermet

like gode konjugat-batcher fra gang til gang.

5.3 Chelatering av lutetium-177 og terbium-161 pa
DOTA-trastuzumab

Ved 4 lage en innmerkingskurve for dannelsen av ['7’Lu]LuDOTA-trastuzumab og
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab over tid, ble det vist at RCP var > 99 % etter 20 minutter
dersom man chelaterte 700 kBq av hver radionuklide med ~ 0,25 mg DOTA-trastuzumab 1 et
totalt volum pa 200 uL 0,5 M ammoniumacetatbuffer (pH = 5,5). For a studere hvilke
parametere som var viktige for & oppna en slik rask innmerking med hay RCP ble et fullt

faktorielt forsek som beskrevet 1 avsnitt 3.7.2 gjennomfort.

76



Fra det fullt faktorielle forsegket viste resultatene at bade radioaktivitetsmengden tilsatt og
reaksjonsvolumet chelateringen foregikk i, var signifikante parametere for
innmerkingshastigheten. Dette var spesielt tydelig dersom man gikk inn med en liten
radioaktivitetsmengde i et stort reaksjonsvolum, og pavirket chelatering av lutetium-177 pa
DOTA-trastuzumab i sterre grad enn chelatering av terbium-161. Siden lutetium-177 har en
mindre ioneradius enn terbium-161 (se tabell 2.3), var det forventet at denne effekten skulle
veare omvendt, siden en mindre ioneradius for lantanoidene har vist a fere til en raskere
kompleksdannelse [55]. P4 den andre siden vil den store ioneradiusen til terbium-161 fore til
starre avstand til motioner 1 lesningen, noe som muligens gjor at terbium-161 lettere binder til
DOTA-molekylet sammenlignet med lutetium-177. Det kan ogsa vere at
reaksjonsbetingelsene beskrevet i avsnitt 3.7.1 er mer optimal for ['*' Tb]Tb*" enn for
[""LulLu’" eller at [177Lu]LuC13-1;asningen som ble brukt inneholdt flere
dekomponeringsprodukter som kunne pavirke chelateringsreaksjonen sammenlignet med

['°'Tb]TbCls-lesningen, ettersom [''Lu]LuCls-lesningen var eldre.

Selv om de to innledende forsekene tyder pa at det er radioaktivitetsmengde, reaksjonsvolum
og dermed radioaktiv konsentrasjon som pavirker innmerkingshastigheten, ble andre
parametere slik som spesifikk aktivitet ikke testet 1 dette forseket (holdt konstant). Resultatet
fra stabilitetsstudien p4 DOTA-trastuzumab radioaktivt merket med lutetium-177 (figur 4.13
og 4.15) tyder likevel pa at en lav spesifikk aktivitet av lutetium-177 ogsa ferer til en lavere
innmerkingshastighet. For & minimere risikoen for at mengde DOTA-trastuzuamb konjugat
og volum pavirker innmerkingshastigheten ble de samme mengdene som viste god

innmerkingshastighet i de innledende forsekene, brukt i den endelige chelateringsprosedyren.

5.4 Stabilitet av radioaktivt merket DOTA-
trastuzumab konstrukt

5.4.1 Stabilitet ved oppbevaring ved ulike temperaturer over tid

Resultatet fra stabilitetsforsoket pa [/’ Lu]LuDOTA-trastuzumab oppbevart ved 2-8 °C, 22 °C
og 40 °C, viste at nedgangen 1 stabilitet var sterst ved oppbevaring ved 40 °C. Dette skyldes
sannsynligvis at hayere temperaturer gker dekomponeringen av bindingen mellom DOTA og
antistoffet og forer til aggregatdannelse, som beskrevet tidligere (avsnitt 5.2.3). Til forskjell

fra tilsvarende stabilitetsstudie pa ikke-radioaktivt merket DOTA-trastuzumab, viste
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resultatene fra stabilitetsstudiet pa ['"'Lu]LuDOTA-trastuzumab en liten nedgang ved
oppbevaring ved 22 °C, i tillegg til en sterre nedgang 1 RCP ved oppbevaring ved 40 °C. Det
ser derfor ut til at radioaktiv merking av DOTA-trastuzumab konjugatet pavirker stabiliteten
til molekylet. Dette kommer mest sannsynlig av radiolyse, enten ved at den radioaktive
stralingen bryter bindinger 1 det radioaktivt merkede DOTA-trastuzumab konstruktet
(autoradiolyse) eller ved at stralingen danner frie radikaler som oksiderer molekylet (indirekte

radiolyse) [24].

5.4.2 Stabilitet ved ulik spesifikk aktivitet og radioaktiv
konsentrasjon

Alle stabilitetsforsekene gjort pa ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab og ['¢' Tb]TbDOTA-
trastuzumab viste at en gkende spesifikk aktivitet og ekende radioaktiv konsentrasjon ga
darligere stabilitet av konstruktene over tid. Dersom radiolyse er en viktig arsak til at
stabiliteten gar ned ved oppbevaring av radioaktive prever over tid, stemmer dette godt
overens med at en ekende spesifikk aktivitet gir storre nedgang i RCP, da ekt spesifikk
aktivitet gir mer radiolyse [24]. At en gkende radioaktiv konsentrasjon ogsa gir sterre
nedgang 1 stabilitet over tid kan skyldes at mengden radikaler i lasningen blir mer konsentrert,
og dermed forer til at flere molekyler reagerer med radikalene og/eller biprodukter av disse
(for eksempel H,O, og O,). Energien til stralingen som emitteres fra de ulike radionuklidene
pavirker ogsd omfanget av radiolyse [24]. Siden terbium-161 har en hegyere [-partikkel energi
enn lutetium-177 (tabell 2.3) 1 tillegg til & ha et bidrag fra konveksjons- og Auger-elektroner,
forer denne radionukliden til mer radiolyse enn lutetium-177. Dette kan vare arsaken til at
stabiliteten for ['7’Lu]LuDOTA-trastuzumab tilsynelatende er noe bedre enn for
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab. For & lage et sa stabilt radioaktivt merket DOTA-trastuzumab
konstrukt som mulig, ber bade spesifikk aktivitet og radioaktiv konsentrasjon vurderes og
formuleringen ber optimaliseres 1 forhold til disse parameterne. Resultatene fra
stabilitetsforsekene gjort i denne oppgaven kan brukes som en indikasjon for hva som skjer
med stabiliteten til radioaktivt merket DOTA-trastuzumab over tid, men nye forsgk ber
gjennomferes for & fa et mer neyaktig svar pa hvilke parametere som er mest kritiske for

stabiliteten av konstruktene.
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I forbindelse med oppbevaring av radioaktivt merket DOTA-trastuzumab konstrukter med
okende radioaktiv konsentrasjon og spesifikk aktivitet, ble stabiliteten primeert analysert ved
1TLC. Nér iTLC-stripsene ble klippet 1 cm opp fra applikasjonspunktet og 1 cm ned fra
vaeskefronten, ble det mulig & se nermere pa hva drsaken til nedgang i stabilitet av konstrukt
over tid skyldtes. Resultatene viste at hovedarsaken til nedgang i stabilitet for begge
radionuklidene var at bindingen mellom DOTA og antistoffet ble brutt. Mest fritt radioaktivt
DOTA ble observert i pravene med DOTA-trastuzumab radioaktivt merket med terbium-161.
Som nevnt over kan dette skyldes at terbium-161 trolig ferer til mer radiolyse som folge av
hayere [-partikkel energi og bidrag fra konveksjon- og Auger-elektroner. Det ble ogsé
observert mer fritt ['°'Tb]Tb’" sammenlignet med fritt ['""Lu]Lu’" i de forskjellige provene
med radioaktivt merket DOTA-trastuzumab etter bade 3 og 10 dager. En av grunnene til dette
kan vere at lutetium-177 har en lavere ioneradius sammenlignet med terbium-161, noe som
gjor at lutetium-177 er en sterkere Lewis syre enn terbium-161 [85] og dermed danner
sterkere bindinger til donoratomene 1 DOTA. Lutetium-177 har ogsa en kortere avstand til O-
atomet fra vann som inngar i DOTA-komplekset, sammenlignet med terbium-161. Sterkere
bindinger til donoratomene og en kortere avstand til koordinert vann ferer til en bedre
stabilitet av ['’Lu]LuDOTA-trastuzumab sammenlignet med ['®' Tb]TbDOTA -trastuzumab
[86].

5.4.3 Stabilitet ved tilsetning av scavenger

Bakgrunnen for 4 tilsette ulike scavengere til bade ['/'Lu]LuDOTA-trastuzumab og
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab var for potensielt & oke stabiliteten til konstruktene over tid.
Dersom nedgangen i stabilitet for de radioaktivt merkede DOTA-trastuzumab konstruktene
skyldtes dannelsen av frie radikaler, burde tilsetning av scavengere redusere mengden frie
radikaler til stede 1 losningen ved & fungere som radikalfangere og dermed bedre stabiliteten
over tid. Resultatene ble ikke som forventet da stabiliteten etter 17 dager var darligere for
provene tilsatt scavenger, sammenlignet med kontrollpreven med radioaktivt merket DOTA-
trastuzumab uten tilsatt scavenger. Dette gjaldt ved tilsetning av alle scavengerne med unntak
av DTPA. Ut fra resultatene kan det se ut som at de tilsatte scavengerne bidrar til
dekomponeringen av DOTA-trastuzumab konstruktet i stedet for & beskytte det. Grunnen til at
effekten av tilsatt scavenger ikke ble som forventet kan vaere at det ble tilsatt for lave

konsentrasjoner av scavengerne, selv om mengdene som ble benyttet var basert pa litteratur-

verdier av liknende radionuklider og reaksjonsblandinger. Selv om innledende forsek tilsier
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liten effekt av scavengere, kan de ha en positiv effekt dersom konsentrasjonen optimaliseres
for DOTA-trastuzumab radioaktivt merket med ['""Lu]Lu*" og ['°'Tb]Tb*". En annen mulig
arsak til at scavengerene ikke hadde en positiv effekt pa stabiliteten kan vere at det ikke er
dannelse av frie radikaler (indirekte radiolyse) som ferer til nedgang i stabiliteten, men direkte
bestraling av DOTA-trastuzumab konstruktet i lasningen (autoradiolyse). -partikler som
emitteres fra bade lutetium-177 og terbium-161 er ioniserende straling og frigjer en stor
mengde energi per ionisering. Denne energien er nok til & bryte sterke kjemiske bindinger 1

DOTA-trastuzumab konstruktet [35].

Om man klipper iTLC-stripsen 1 cm eller 4 cm opp fra applikasjonspunktet viste & gi store

forskjeller i RCP for provene med ['®'

Tb]TbDOTA-trastuzumab tilsatt ulike scavengere. Det
er derfor tydelig at DOTA-trastuzumab konstruktet dekomponerer over tid og gir opphav til
biprodukter med R¢= 0,1-0,8. Dette bekrefter at riktig oppklipping av iTLC-stripsene for
maling pd gammateller gir mest riktig RCP-verdi, som diskutert 1 avsnitt 5.1. Resultatene fra
dette forseket forte til at oppklippingen av iTLC-stripsene ble endret ved senere forsek og er
grunnlaget for at det har blitt diskutert at iTLC-metoden som har blitt benyttet i noen forsek
gir feilaktig hay RCP-verdi (for eksempel det forste stabilitetsstudiet beskrevet 1 avsnitt

3.8.2).

Som for tidligere stabilitetsforsek (avsnitt 4.4.2), skyldtes nedgangen 1 stabilitet for prevene
tilsatt ulike scavengere for det meste at det dannes DOTA-derivater som felge av at bindingen
mellom DOTA og antistoffet brytes. Selve DOTA-molekylet radioaktivt merket med
lantanoider som terbium-161 og lutetium-177 er vist & vare svert stabilt over tid, og er
grunnen til at det er lite fri radionuklide i lesningene etter oppbevaring over tid [55]. For bade
PABA, askorbinsyre og gentisinsyre er andelen DOTA-derivater 1 losningen sterst, mens den
er omtrent den samme for DTPA og kontrollpreven som ikke er tilsatt scavenger. Andel fritt
['°'Tb]Tb>" er p4 den andre siden heyere i proven tilsatt DTPA sammenlignet med de andre
scavengerene. Dette skyldes at DTPA, i likhet med DOTA, er en chelator og vil chelatere fri
radionuklide som ikke allerede er chelatert av DOTA, som er uspesifikt bundet til DOTA-
trastuzumab konstruktet eller som ikke lenger er godt koordinert (bundet) inne 1 DOTA-
strukturen. Selv om forsgket kun ble gjennomfert pa prover med ['*' Tb]TbDOTA-
trastuzumab, er arsaken til nedgang i stabilitet forventet & vaere den samme for

['""Lu]LuDOTA-trastuzumab, basert pa resultatet fra stabilitetsstudiet 1 tabell 4.7.
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5.5 Immunreaktiv fraksjon (IRF)

IRF-analysen er et estimat pa evnen et antistoff har til & binde seg til antigener pa
celleoverflaten. I denne oppgaven er antistoffet forst konjugert med p-SCN-Bn-DOTA og
deretter merket inn med radionuklider, noe som kan pavirke immunreaktiviteten til antistoffet.
IRF-analysen er viktig for & kunne vurdere om de biologiske egenskapene til antistoffet er

uendret gjennom disse reaksjonene.

5.5.1 IRF for ['"""Lu]LuDOTA-trastuzumab

Metningskurven for ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab (figur 4.17A) viste at man ved bruk av over
20 millioner SKBR-3 celler neermet seg plataet for maksimal IRF-verdi ved ubegrenset
tilgang pé antigen. Ved & bruke over 20 millioner SKBR-3 celler 1 en ettpunkts IRF-analyse
vil man dermed fa et godt estimat for IRF-verdien til konstruktet ved & analysere kun én
prove. Resultatet fra Lindmo-plottet (figur 4.17B) ga en IRF-verdi pa 87 %, som tilsvarer
IRF-verdien til ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab ved “uendelig” antigenoverskudd. Dette er det
samme eller hagyere enn det som tidligere er rapportert av Rasaneh et al. (2009) og Bhusari et
al. (2017) for tilsvarende DOTA-trastuzumab konstrukter, og det som er rapportert av
Alirezapour et al. (2013) for [**Cu]CuDOTA-trastuzumab [5, 59, 87]. At IRF-verdien er
sapass heay viser at konjugerings- og innmerkingsmetoden som er brukt i liten grad pavirker
immunreaktiviteten til antistoffet, altsa evnen trastuzumab har til & binde til HER-2 antigenet
pa SKBR-3 cellene. At IRF-verdien er hoy er viktig for & vise liten uspesifikk lokalisering og
dermed unedvendig stréling pa friskt vev. Selv om resultatene fra Lindmo-plottet viser en
IRF-verdi for ['7’Lu]LuDOTA-trastuzumab pa 87 %, papeker Konishi et al. (2004) at
metoden pavirkes av antistoftkonsentrasjon, spesifikk aktivitet, cellefortynning og
inkubasjonstid [78]. Hvor mange celler man ma bruke for a né platdet i kurven ber derfor

optimaliseres for ulike ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab formulering.

5.5.2 IRF for ['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab

IRF-verdien for ['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab ble bestemt med to andre metoder enn for
['”Lu]LuDOTA-trastuzumab, da mengden SKBR-3 celler som trengs for & lage en
metningskurve som beskrevet av Lindmo (1986) [48] kun var tilgjengelig 1 form av fikserte
celler. Den ene metoden er beskrevet av Lindmo et al. (1986) [48] og baserer seg pa at en fast

161

konsentrasjon av [~ Tb]TbDOTA-trastuzumab vil mette alle HER-2 reseptorene pé de

81



fikserte SKBR-3 cellene etter hvert som antall celler gker. Den andre metoden som er
beskrevet av Konishi et al. (2004) [78] baserer seg pé at en synkende konsentrasjon av
['"*'Tb]TbDOTA-trastuzumab etter hvert vil mette alle HER-2 reseptorene pa et fast antall
SKBR-3 celler. Ved bruk av begge metodene ble IRF-verdien for ['*' Tb]TbDOTA-
trastuzumab estimert til & ligge pa rett over 40 %. Denne IRF-verdien er lav sammenlignet
med IRF-verdien funnet for ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab (87 %) ved bruk av samme DOTA-
trastuzumab konjugat. Resultatene fra ettpunkts IRF-analysene for tilsvarende
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab konstrukt (tabell 4.15) viser at IRF-verdien for preven med en
spesifikk aktivitet pa 2,3 MBg/mg ligger pd 58 % etter 10 dager. Med tanke pa at IRF-verdien
for alle provene 1 dette forseket gikk ned etter 10 dager, var verdien trolig hayere ved dag 0
og dermed hayere enn 40 % som vist 1 dette forsgket. Dessverre kan ikke disse IRF-verdiene
sammenliknes direkte siden IRF-analysene for ['*'Tb] TbDOTA-trastuzumab er blitt utfort
med forskjellige metoder og med bade levende og fikserte SKBR-3 celler. De forskjellige

betingelsene vil kunne pavirke IRF-analysen pé flere méter, som beskrevet under:

1) SKBR-3 cellene brukt til & bestemme IRF-verdien til [''Tb]TbDOTA-trastuzumab
ved bruk av metoden beskrevet av Konishi et al. (2004) hadde et hayere
passasjenummer, noe endret morfologi (rundere celler) og vokste saktere,
sammenlignet med cellene som ble brukt i metoden beskrevet av Lindmo et al. (1986)
for ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab. Heyt passasjenummer skal i hovedsak ikke pavirke
cellenes oppfersel, men kan gjere det dersom for eksempel cellenes genuttrykk er
forandret som folge av mange splittinger [75]. At cellene hadde endret morfologi og
vokste saktere kan blant annet skyldes en mykoplasmainfeksjon. Mykoplasma er svert
sma 1 storrelse og vanskelig a {4 oye pd [77], og en slik infeksjon kan fore til endringer
1 cellemembranen (overflateantigener og reseptor ekspresjon) og forandre cellenes
proliferasjonskarakteristika (vekst og celleviabilitet) [88]. Bade endret genuttrykk og
en eventuell mykoplasmainfeksjon kan vare arsaken til den lave IRF-verdien. SKBR-

3 cellene burde derfor vert testet for mykoplasmainfeksjon for bruk.
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2) A: Grunnen til at IRF-verdien for ['®'Tb]TbDOTA-trastuzumab pd SKBR-celler ogsa
var lav ved bruk av metoden beskrevet av Lindmo et al. (1986), kan vere at det ble
brukt fikserte SKBR-3 celler 1 stedet for levende celler. Resultatet fra ettpunkts IRF-
analysen for ['7"Lu]LuDOTA-trastuzumab ved dag 0 vist i tabell 4.15, viser en IRF-
verdi pa 50 % ved bruk av fikserte celler. Dette er en nedgang i1 over 30 prosentpoeng

sammenlignet med det som ble funnet 1 Lindmo-plottet for tilsvarende

['7Lu]LuDOTA-trastuzumab konstrukt.

B: Som diskutert senere (avsnitt 5.5.3) ble det kun benyttet 12 millioner celler ved
ettpunkts-analysen sammenlignet med 20 millioner celler 1 Lindmo-plottet, noe som
gir en lavere IRF-verdi uavhengig om det brukes levende eller fikserte SKBR-3 celler.
En IRF-verdi pa 50 % for ['®'Tb]TbDOTA-trastuzumab som bestemt ved ettpunkts-
analyse er likevel lavere enn det man kan forvente ved bruk av fikserte celler og tyder

pa at fikserte celler gir en noe redusert IRF-verdi.

For a vere sikker pa at ['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab faktisk har en heyere IRF-verdi enn
40 %, ber et nytt Lindmo-plot lages ved bruk av levende SKBR-3 celler med normal
morfologi, 1 stedet for fikserte celler. Den samme metoden som beskrevet for
['7Lu]LuDOTA-trastuzumab ber benyttes for at IRF-verdien for de to konstruktene lettere

skal kunne sammenlignes.

5.5.3 IRF for radioaktivt merket DOTA-trastuzumab etter
oppbevaring over tid

Etter ettpunkts IRF-analyse ved dag 0 pa stabilitetsprevene med DOTA-trastuzumab
radioaktivt merket med ['""Lu]Lu’" og ['*'Tb]Tb*" (30,8 MBg/mg), viste resultatene en IRF-
verdi for de to DOTA-trastuzumab konstruktene pa henholdsvis 50 % og 40 % pé fikserte
SKBR-3 celler (tabell 4.15). For DOTA-trastuzumab merket med ['”"Lu]Lu’" er en IRF p4
50 % ganske lavt med tanke pa at maksimal IRF-verdi for konstruktet estimert fra Lindmo-
plottet ligger pa 87 % pa levende SKBR-3 celler. Fra metningskurven (figur 4.17A) ser vi at
bundet fraksjon/total fraksjon eker med ekende antall celler. Ved ettpunkts-analysen ble det
kun brukt 12 millioner SKBR-3 celler, som vil si at IRF-verdien ikke vil komme opp 1 87 %
uansett hvor godt konstruktet binder til antigenet pé cellene under like reaksjonsbetingelser.
Setter man inn 12 i stedet for x i ligningen for kurven i metningskurven (Y= -0,0017x>+

0,0719x + 0,0433) fir man en verdi pa 66 %. Dette vil vaere den maksimale IRF-verdien man
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kan forvente ved bruk av 12 millioner levende SKBR-3 celler. En IRF-verdi pa 50 % er derfor
lavere enn forventet, men dette kan skyldes at ettpunkt IRF-analysen ved dag 0 ble gjort pa
fikserte SKBR-3 celler. Optimalt burde levende SKBR-3 celler og et celleantall som gir en
IRF-verdi pa platdet 1 metningskurven vert valgt. Dette ble ikke gjort da et slikt celleantall
ikke var tilgjengelig ved tidspunktet for IRF-analysen. Sammenligner man resultatet fra dag 0
til dag 10 for de samme provene (30,8 MBg/mg), kan man se at IRF-verdien gar ned for
begge konstruktene i lapet av denne perioden. Dette skyldes mest sannsynlig at radiolyse
pavirker bindingssetet til antistoffet og at antistoffet dermed ikke binder like godt til HER-2
reseptoren [74, 89].

Resultatene fra ettpunkts IRF-analyse for konstruktene 10 dager etter produksjon (tabell 4.15)
viser at IRF-verdien for begge konstruktene er lavest ved hoy spesifikk aktivitet og hoy
radioaktiv konsentrasjon for begge radionuklidene. Hoy radioaktiv konsentrasjon ser ut til &
pavirke IRF-verdien i storst grad. Dette kan komme av at mengde radikaler i losningsvolumet
1 dette tilfellet er mer konsentrert og dermed forer til mer skade pd bindingssetet til
trastuzumab. Som ved stabilitetsstudiet der nedgangen 1 RCP (%) var sterst for
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab, er nedgangen i IRF-verdi ogsa sterst for ['*' Tb]TbDOTA-
trastuzumab, som vist 1 tabell 4.15. Som diskutert tidligere skyldes dette mest sannsynlig at

terbium-161 ferer til mer radiolyse og dannelse av frie radikaler (avsnitt 5.4.2).

For ['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab med en radioaktiv konsentrasjon pa 120 MBg/mL var det
ikke noe intakt konstruk som bandt til SKBR-3 cellene (IRF = 0 %). Dette tyder péa at
radiolysen 1 dette tilfellet har pavirket antistoffet i sapass stor grad at det ikke lenger binder til
HER-2 reseptoren pd SKBR-3 cellene. Dette kan blant annet skyldes endringer 1 bindingssetet
til trastuzumab eller at antistoffene har aggregert. At RCP-verdien ved iTLC-analyse av
samme prove 14 pa 77,2 % ved samme tidspunkt viser at en forholdsvis hey RCP-verdi ikke
nedvendigvis samstemmer med IRF-verdien for samme radioaktivt merket DOTA-
trastuzumab konstrukt. Basert pa disse resultatene ber en hgy radioaktiv konsentrasjon unngés

for ['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab, spesielt dersom preparatet skal oppbevares over tid.
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5.6 Celleoverlevelse etter behandling med
radioaktivt merket DOTA-trastuzumab

5.6.1 Innledende forsok

De innledende celleforsekene viste at 8,0x10° SKBR-3 celler per brenn var mest optimalt for
overlevelsesstudier der cellene skulle inkuberes 1 5 dager. Med et slikt celleantall per brenn er
det en del SKBR-3 celler i bronnene etter 24 timer ndr lesningene tilsettes, 1 tillegg til at
brennene ikke er for konfluente etter de 5 dagene. Dette sikrer en lineeer sammenheng mellom
antall SKBR-3 celler og absorbans ved MTS-analyse. For & sikre at brennene ikke ble for
konfluente etter 5 dager, ble det valgt & s& ut 5,0x10° celler per bronn for & ta heyde for
usikkerheter knyttet til celletelling og utsding av ensket antall celler per brenn. 5,0x10°
SKBR-3 celler per brenn er ogsé det som er anbefalt for tumorceller fra produsenten av MTS-
reagenset [83]. Titreringskurvene som ble laget ved bade 490 nm og 540 nm for gkende antall
SKBR-3 celler (figur 4.20 og 4.21) viste at 5,0x10° celler per brenn ligger innenfor det
linezere omradet ved begge belgelengder. Titreringskurvene viste ogsa at absorbansen som ble
detektert for et gkende antall celler var sveert likt ved bade 490 og 540 nm. At absorbansen for
noen av 96-brennsplatene ble malt ved 540 nm 1 stedet for 490 nm skal derfor ikke pavirke

resultatet.

5.6.2 Overlevelsesstudier

Det man forventet & observere under overlevelsesstudiene var at fritt ['*' Tb]Tb*>" og fritt
['"Lu]Lu’" ikke skulle ha noen effekt pa celledrapet pa SKBR-3 cellene, at trastuzumab
skulle ha noe effekt og at effekten av ['7'Lu]LuDOTA-trastuzumab og ['®' Tb]TbDOTA-
trastuzumab skulle veere storst. Man hépet ogsé pa at ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab skulle ha
en signifikant bedre effekt enn ['7'Lu]LuDOTA-trastuzumab. Resultatene presentert i figur
4.22-4.26 kunne dessverre ikke entydig bekrefte dette ved de gitte reaksjonsbetingelsene.
Effekten av trastuzumab, ['”'Lu]LuDOTA-trastuzumab og ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab pa
SKBR-3 cellene var best for plate 1 (50 kBq/uL, 22,3 nM), der cellene ikke ble vasket etter
tilsetning av lesningene. P4 denne platen var ogsé effekten av fritt ['"'Lu]Lu’" og fritt
['°'Tb]Tb>" signifikant i forhold til kontrollbrennene med SKBR-3 celler i vekstmedium. For
a unngi bidraget fra fri radionuklide pa resultatene, ble SKBR-3 cellene pé plate 2-5 (25-50
kBqg/uL, 11,1-89 nM) vasket 4 timer etter tilsetning etterfulgt av inkubering 1 5 dager.
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Resultatet fra plate 2-5 viser at bidraget fra fritt ['"'Lu]Lu’" er mindre, mens effekten av fritt
['°'Tb]Tb>" er storre enn for platen som ikke ble vasket (plate 1). Da RCP for bade
['7Lu]LuDOTA-trastuzumab og ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab var pé > 95 % etter
innmerking (ikke vist 1 resultatene), er det likevel sdpass lite fri radionuklide i losningene at
effekten vi ser 1 hovedsak stammer fra konstruktene og ikke fra de frie radionuklidene 1
losningen. Effekten av trastuzumab, ['”’Lu]LuDOTA-trastuzumab og ['*' Tb]TbDOTA-
trastuzumab er ogsa darligere etter vasking. Dette kan komme av at antistoffet ikke rakk &
binde til HER-2 reseptoren pd SKBR-3 cellene i lapet av de 4 timene for vasking, slik at
effekten ble darligere. Mengde radioaktivitet 1 vekstmediet som ble fjernet burde vert malt for

a utelukke dette.

Av alle losningene viste ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab seg 4 ha best effekt p4 SKBR-3
cellene. Dette kommer mest sannsynlig av at terbium-161 i tillegg til & emittere [-partikler,
emitterer lav-energetiske konveksjons- og Auger-elektroner som bidrar til gkt cytotoksisk
effekt. Siden Auger-elektronene har en hay LET-verdi og energien er deponert 1 et lite volum
rundt den desintegrerte terbium-radionukliden, bidrar disse til flere DSB som oftere gir
dedelige skader pa cellene [35]. Auger-elektronene bidrar ogsé i sterre grad til “bystander”
effekt pa cellene som eventuelt ikke har fatt bundet det radioaktivt merkede DOTA-
trastuzumab konstruktet til celleoverflaten [38]. Selv om effekten av ['*' Tb]TbDOTA-
trastuzumab var bedre enn for ['/'Lu]LuDOTA-trastuzumab, var effekten kun signifikant
bedre pa SKBR-3 cellene sadd ut i plate 4 (100 kBg/uL, 44,5 nM). Andre som har
sammenlignet preparater med lutetium-177 og terbium-161, har vist en signifikant bedre
effekt av terbium-161 sammenlignet med lutetium-177 [6, 8]. At ikke samme vises 1 dette
forsegket kan skyldes at forseksoppsettet ikke er ferdig optimalisert og pd den méten ikke
klarer & vise en tydelig forskjell i cytotoksisitet mellom lutetium-177 og terbium-161 nar

radionuklidene er radioaktivt merket pd DOTA-trastuzumab.

Som vist 1 resultatene der SKBR-3 cellene er vasket etter inkubering med de ulike losningene
(plate 2-5), er det ingen av lgsningene som gir spesielt stor nedgang 1 relativt celleantall. Ved
tilsetning av bade ['7"Lu]LuDOTA-trastuzumab, ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab og ikke-
radioaktiv trastuzumab ligger relativt celleantall pd 60-80 % etter 5 dager. Selv ikke
trastuzumab, som allerede brukes 1 behandling av HER-2 positiv brystkreft, viste en
signifikant effekt 1 de mengder som ble brukt i forseket. Bidde gkende trastuzumab

konsentrasjon pé 11,1-89 nM og en radioaktivitetsmengde pd 25-200 kBq/uL viste svert liten
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forskjell 1 cytotoksisitet pd SKBR-3 cellene 1 de forskjellige brennene. Nye forsek med
heyere radioaktiv konsentrasjon og heyere konsentrasjon av trastuzumab burde derfor vert
testet. SKBR-3 cellene burde ogsa inkuberes med de ulike losningene lengere enn 4 timer for

a sikre at trastuzumab fester seg til HER-2 reseptorene for cellene vaskes.
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Konklusjon

Formuleringer med trastuzumab (Herceptin®) radioaktivt merket med lutetium-177 og
terbium-161 ble laget ved & bruke den bifunksjonelle chelatoren p-SCN-Bn-DOTA og 0,5 M
ammoniumacetatbuffer (pH = 5,5) som reaksjonsbuffer. Ved sammenligning av
['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab og ['"'Lu]LuDOTA-trastuzumab viste begge konstruktene en
hey radiokjemisk renhet (> 98 %), en rask innmerkingshastighet og en god stabilitet (RCP >

95%) i opptil 48 timer. Immunreaktiviteten for [''

Tb]TbDOTA-trastuzumab viste seg & vare
noe lavere enn for ['”’Lu]LuDOTA-trastuzumab, men resultatene for gvrig antyder at
forskjellen hadde blitt mindre dersom levende SKBR-3 celler og samme IRF-metode hadde

blitt brukt pa ['®'Tb]TbDOTA-trastuzumab som pé ['"'Lu]LuDOTA-trastuzumab.

Overlevelsesstudiet utfert pa SKBR-3 celler ved inkubering av bade ['"'Lu]LuDOTA-
trastuzumab og ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab i 5 dager, viste at ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab
trolig har en bedre cytotoksisk effekt enn ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab som folge av at
terbium-161 1 tillegg til & emittere S-partikler, emitterer lav-energetiske Auger-elektroner som

bidrar til effekten. Selv om effekten av ['*!

Tb]TbDOTA-trastuzumab ikke viste seg & vere
signifikant forskjellig fra effekten av ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab i studiene oppsummert i
denne oppgaven, er det forventet at en optimalisering av forsgksoppsettet vil kunne
dokumentere en signifikant forskjell 1 effekt mellom de to konstruktene. Resultatene i denne

masteroppgaven gir en indikasjon pa at ['®'

Tb]TbDOTA-trastuzumab egner seg bedre enn
['7Lu]LuDOTA-trastuzumab i radioimmunterapi mot HER-2 positiv brystkreft dersom man
bruker like mengder aktivitet (kBq). Flere in vitro og in vivo studier ber gjennomferes for a

bekrefte disse funnene.
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6 Veien videre

[''Tb]TbDOTA-trastuzumab har et stort potensiale til bruk 1 radioimmunterapi mot HER-2

positiv brystkreft. Videre arbeid béade in vitro og in vivo vil vise om radionukliden kan ga
videre til klinisk utprevning i kombinasjon med trastuzumab og muligens andre monoklonale
antistoffer. I dette arbeidet vil det vere naturlig & fokusere pd de tingene som er oppsummert

under:

- Formuleringen med ['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab ber optimaliseres videre med tanke

pa a finne stabilitetsomridet for spesifikk aktivitet og radioaktiv konsentrasjon.

- Flere forsgk ber gjeres ved tilsetning av ulike scavengere for & finne en optimal
scavenger og scavenger-konsentrasjon som kan bedre stabiliteten av ['*' Tb]TbDOTA-

trastuzumab over tid.

- Immunreaktiviteten til ['*'

Tb]TbDOTA-trastuzumab ber undersgkes pa nytt ved bruk
av metoden beskrevet av Lindmo et al. (1986) [48] og med levende SKBR-3 celler i

stedet for fikserte SKBR-3 celler.

- For & bevise at effekten av [

Tb]TbDOTA-trastuzumab er signifikant bedre enn for
['7Lu]LuDOTA-trastuzumab pa SKBR-3 celler, ber flere overlevelsesstudier
gjiennomferes. Forsgkene bar optimaliseres med tanke péd bade trastuzumab-
konsentrasjon og radioaktivitetsmengder som tilsettes, slik at celledrapet for de

forskjellige preparatene blir storre.

161

- Dersom gode resultater oppnas med [ ° Tb]TbDOTA-trastuzumab in vitro, ber man

vurdere a utfere studier in vivo.

- Radioaktiv merking av andre antistoffer, legemidler og molekyler med terbium-161
ber undersgkes for a se om terbium-161 ogsa kan ha god effekt ved behandling av

andre kreftformer eller sykdommer.

- For 4 kunne videreutvikle molekyler som er radioaktivt merket med terbium-161, ma
ogsa robuste prosedyrer for produksjon, opprensning og karakterisering av terbium-

161 utvikles.
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Ordliste

Adherente celler:
Angiogenese:
Antigen:
Antistoff:
Apoptose:
Becquerel (Bq):

Celleviabilitet

Chelator:

Cytotoksisitet

Desintegrasjon:

Donoratomer:
Emisjon:

Frie radikaler:

HSAB-klassifisering:

Humanisert antistoft:

In vitro

In vivo

Celler som fester seg til en overflate nér de vokser og er avhengig
av nok areal for optimale vekstbetingelser

Prosess som involverer nydannelse av blodérer
Enhver forbindelse som gjenkjennes som ukjente av
immunsystemet og danner en immunrespons ved & stimulere til

produksjon av antistoffer

Protein (immunoglobulin) som produseres som en respons pa
antigener og som har evnen til 4 binde spesifikt til disse antigenene

En form for rask celleded, som 1 visse tilfeller kan kontrolleres av
cellene (programmert celledad)

Enhet for radioaktivitet. Tilsvarer én radioaktiv desintegrasjon per
sekund (s™)

Defineres som antall friske/levende celler i en prove

En forbindelse som binder til metall-ioner via mer enn én kovalent
binding

Egenskapen & veare toksisk/skadelig for celler

Spontan transformasjon av en atomkjerne til en annen atomkjerne
eller en annen energitilstand av samme atomkjerne ved emisjon av
radioaktiv straling

Atomer som kan avgi ett eller flere elektroner

Produksjon og utslipp av noe, for eksempel radioaktiv striling

En veldig reaktiv forbindelse med ett uparet elektron

Klassifiserer lewis syrer og lewis baser som harde eller myke ut fra
deres egenskaper. I folge HSAB-prinsippet foretrekker harde syrer
a binde til harde baser, mens myke syrer foretrekker & binde til

myke baser ved kompleksdannelse

Antistoff som stammer fra mennesker, men som har omrader i
antigenbindingssetet som stammer fra mus

Studier pa mikroorganismer, celler eller biologiske molekyler
utenfor en levende organisme

Studier 1 kroppen til en levende organisme

95



Ioniserende straling:

Konfluens:

Konjugat

Konstrukt:

Kromosom

Linear energy transfer
(LET)

Linker

Morfologi

Radioaktiv
konsentrasjon:

Radioaktivitet:

Radionuklide:
Relativ biologisk effekt
(RBE)

Saline

Scavenger:

Spesifikk aktivitet:

Uspesifikk binding

96

Enhver type straling som fjerner elektroner fra atomer eller
molekyler og dermed produserer ioner. Eksempel pa ioniserende
straling er a-, 5- og y-straler.

Angir hvor stor del av en celleflaske eller en brenn 1 en 96-
brennsplate som er dekket med adherente celler

Uttrykk for en forbindelse der en chelator er bundet til et antistoff (i
dette tilfellet DOTA-trastuzumab)

Uttrykk for et radioaktivt merket konjugat (i dette tilfellet
radioaktivt merket DOTA-trastuzumab)

Genmateriale i cellene hos alle organismer

Sier noe om hvor mye energi som gér tapt per lengdeenhet en
ioniserende stréle vandrer (enhet: keV/um)

Delen av konjugat-molekylet som binder chelator og antistoff
sammen, men som ikke er en del av selve chelatoren eller selve
antistoffet.

Hvordan formen til en organisme er

Radioaktivitetsmengde per mL (eks. MBg/mL)

En egenskap ved alle ustabile grunnstoffer som inneberer en
desintegrasjon til en mer stabil tilstand ved & frigjere energi 1 form
av for eksempel fotoner (y-straler), partikler (a- og - partikler)
eller Auger-elektroner

En radioaktiv atomkjerne eller elektronsky rundt atomkjernen

Sier noe om dosen av en viss type straling som ma til for & fa lik
biologisk effekt som en gitt dose av en referansestrale (vanligvis y-
straling fra kobolt-60)

Er en blanding av natriumklorid 1 vann

Forbindelse som reagerer med frie radikaler og danner stabile
forbindelser

Radioaktivitet per vektenhet av en ensket forbindelse 1 losningen
(eks. MBg/mg baremolekyl)

I dette tilfellet; binding av radioaktivt merket DOTA-trastuzumab
til SKBR-3 celler utenom binding til HER-2 reseptoren



Vedlegg

Vedlegg A: iTLC-analyse med ulike mobilfaser

iTLC- 0,5 M ammoniumacetatbuffer
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Figur A1: iTLC-analyse av ['"'Lu]LuDOTA

med 0,5 M ammoniumacetat som mobilfase

iTLC- MeoH i 0,9% NaCl (1:1)
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Figur A3: iTLC-analyse av ['"'Lu]LuDOTA
med MeOH 1 0,9 % NaCl (1:1) som

mobilfase

iTLC - 0,1 M citratbuffer i 0,9% NaCl (1:1)

iTLC - MeOH i NH,0Ac (1:1)/sitronsyre (1:1)
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Figur AS: iTLC-analyse av
['""Lu]LuDOTA med MeOH i
0,5 M ammoniumacetatbuffer (1:1 )/

sitronsyre (1:1)

Figur A6: iTLC- analyse av
[""Lu]LuDOTA med 0,1 M
citratbuffer i 0,9 % NaCl (1:1)
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Figur A2: iTLC- analyse med ['"Lu]LuDOTA
med 0,9 % NaCl som mobilfase
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1004

N

o 0 SN

v
cm fra applikasjonspunkt

Figur A4: iTLC- analyse med [’ Lu]LuDOTA
med 0,1 M citratbuffer i 0,9 % NaCl (1:1)

som mobilfase

iTLC- MeOH i H,0 (1:1)
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Figur A7: iTLC-analyse av
['"Lu]LuDOTA med MeOH
1 H,O (1:1) som mobilfase

som mobilfase
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Vedlegg B: TLC-analyse med ulike TLC-strips og mobilfaser

TLC= TLC silica gel 60 F;s4, Merck KGaA, Damstadt, Tyskland

Rp-TLC=TLC silica gel 60 RP-18 F»s54S, Merck

TLC og Rp- TLC — 0,1 M citratbuffer i 0,9% NaCl (1:1)

100-
B ["77Lu]LuDOTA (TLC)
fritt [777Lu]Lu®* (TLC)
5 ["77LuLuDOTA (Rp-TLC) =
S o
o 504 fritt ['77Lu]Lud* (Rp-TLC) ©
3] &
m I I
ol . I T
© )
N a» B
o g@ q?

cm fra applikasjonspunkt

Figur B1: TLC-analyse av ['"'Lu]LuDOTA og
fri ['”Lu]Lu’" med bide TLC- og Rp-TLC-plater
med 0,1 M citratbuffer i 0,9 % NaCl (1:1)

som mobilfase

TLC og Rp- TLC — MeOH i sitronsyre (1:1)

] Il ["77Lu]LuDOTA (TLC)
fritt ['77Lu]Lu3* (TLC)
& [77Lu]LuDOTA (Rp-TLC)
g 50- I fritt [77Lu]Lud* (Rp-TLC)
©
| I A
Q&io @"L‘P gﬁb?

Yy v
cm fra applikasjonspunkt

Figur B3: TLC-analyse av ['77Lu]LuDOTA og
fri ['""Lu]Lu** med bade TLC- og Rp-TLC-plater

med MeOH i sitronsyre (1:1) som mobilfase
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KGaA, Damstadt, Tyskland

TLC og Rp- TLC — MeOH i NH,0Ac (1:1)

1999 Il ["77Lu]LuDOTA (TLC)
fritt [177Lu]Lu3* (TLC)
["77Lu]LUDOTA (Rp-TLC)
50+ fritt [177Lu]Lu3* (Rp-TLC)

cm fra applikasjonspunkt

Figur B2: TLC- analyse med ['"’Lu]LuDOTA og
fri ['”Lu]Lu®* med bade TLC- og Rp-TLC-plater
med MeOH i 0,5 M ammoniumacetatbuffer (1:1)

som mobilfase

TLC og Rp- TLC — MeOH i H,0 (1:1)

100+

Bl ['77Lu]LuDOTA (TLC)
fritt [177Lu]Lu®* (TLC)
["77Lu]LuDOTA (Rp-TLC)

50+ I fritt [177Lu]Lu3* (Rp-TLC)
o1 T . I p
]
S o7 o

Qs v

cm fra applikasjonspunkt

RCP (%)

Figur B4: TLC- analyse med ['"'Lu]LuDOTA og
fri ['""Lu]Lu** med bade TLC- og Rp-TLC-plater
med MeOH i H,O (1:1) som mobilfase



Vedlegg C: Stabilitet ved ulik spesifikk aktivitet og radioaktiv konsentrasjon

Tabell C1: RCP (%) ved hvert analysetidspunkt (0, 2, 5 og 9 dager) for ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab
[''Tb]TbDOTA-trastuzumab med ulik spesifikk aktivitet (MBg/mg).

Spes. Akt. Analysetidspunkt (dager)
Radionuklide (MBgq/mg) 0 3 9
(n=2) (n=2) (n=2) (n=2)

65,5 96,8 +£0,2 99,2 + 0,1 99,2 +0,3 98,7+ 0,1
86,5 95,8+ 0,1 98,7+ 0,1 98,7+ 0,1 97,6 + 0,0

Lutetium-177 127,4 98,9 £ 0,0 99,6 + 0,1 98,9 + 0,1 97,1 £ 0,3
185,8 99,3 + 0,1 99,2 + 0,1 98,5+ 0,2 96,6 + 0,1
65,5 98,9 + 0,1 99,4 + 0,1 99,3 £ 0,0 98,5 + 0,1
86,5 99,5 + 0,1 99,4 + 0,1 99,0 + 0,1 96,7 +£ 0,2

Terbium-161 127,4 99,8 + 0,1 98,9 +£0,2 98,0 +£ 0,0 943 40,3
185,8 99,8 + 0,0 98,3+ 0,3 96,7 +£ 0,2 91,1 £ 0,0

Tabell C2: RCP (%) ved hvert analysetidspunkt (0-12 dager) for ['"’Lu]LuDOTA-trastuzumab

['*'Tb]TbDOTA-trastuzumab med ulik radioaktiv konsentrasjon (MBq/mL). Prevene ['*' Tb]TbDOTA-

trastuzumab ble analysert etter 0, 2, 5, 9 og 12 dager (n = 2). Provene med for ['”’Lu]LuDOTA-trastuzumab ble

analysert etter 0, 2, 4, 9 og 11 dager (n = 3).

Rad. kons. Analysetidspunkt (dager)

Radionuklide | (MBq/mL) 0 2 45 9 1112
1,3 99,3+ 0,0 99,0 + 0,1 97,8 + 0,3 95,7+ 0,6 95,4+ 0,8
2,6 99,5+ 0,1 99,1 + 0,1 98,8+ 0,2 94,6 + 0,4 94,5+ 0,3

Lutetium-177 10,5 99,5+ 0,1 98,1 + 0,4 96,2 + 0,7 92,74 0,7 92,74 0,9
21,1 99,6 + 0,0 97,34 0,8 96,0 + 0,8 90,9 + 1,1 90,4 + 0,7
42,1 99,3 + 0,0 99,0 + 0,1 97,7+ 0,3 95,7+ 0,6 95,4+ 0,8
2,1 99,7 + 0,0 99,5+ 0,1 98,7+ 0,1 97,8 + 0,2 96,7 + 0,0
4.4 99,7 + 0,1 99,4 + 0,0 98,0 + 0,3 96,4 + 0,5 95,74 0,2

Terbium-161 17,6 99,7 + 0,1 99,1 £ 0,0 98,0 + 0,1 94,9 + 0,8 95,0 £ 0,6
35,3 99,8 + 0,1 98,8 + 0,0 97,1 £0,2 942+ 0,0 93.540,2
70,5 99,7 + 0,01 99,5+ 0,1 98,7+ 0,1 97,8 + 0,2 96,7 + 0,0
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Vedlegg D: p-verdi og signifikant forskjell ved tilsetning av ulike lgsninger til
SKBR-3 celler under overlevelsesstudiene beregnet i GraphPad

Tabell D1: P-verdi og signifikant forskjell i effekt etter 5 dager ved tilsetning av ulike lasninger til SKBR-3,
uten vask av cellene etter 4 timer. Losningene som ble tilsatt hadde en trastuzumab konsentrasjon pa 22,3 nM og

en radioaktivitetsmengde pa 50 kBq/uL (plate 1).

Sammenligning av ulike lesninger P-verdi Signifikant
Kontroll vs. Trastuzumab (Herceptin®) <0,0001 Ja
Kontroll vs. [ ' Tb]TbDOTA-trastuzumab <0,0001 Ja
Kontroll vs. [*'Tb]Tb>* 0,0499 Ja
Kontroll vs. ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab <0,0001 Ja
Kontroll vs. ["Lu]Lu’" 0,0002 Ja
Trastuzumab vs. [ ° Tb]TbDOTA-trastuzumab 0,1064 Nei
Trastuzumab vs. [/’ Lu]LuDOTA-trastuzumab 0,9993 Nei
["*'Tb]TbDOTA-trastuzumab vs. [ ' Tb]Tb"" <0,0001 Ja
["""Lu]LuDOTA-trastuzumab vs ['"'Lu]Lu’" 0,3613 Nei
["'Tb]TbDOTA-trastuzumab vs. [/’ Lu]LuDOTA- 0,1793 Nei
trastuzumab

Tabell D2: P-verdi og signifikant forskjell i effekt etter 5 dager ved tilsetning av ulike lgsninger til SKBR-3 med
en trastuzumab konsentrasjon pa 11,1 nM og en radioaktivitetsmengde pa 25 kBq/uL (plate 2).

Sammenligning av ulike lesninger P-verdi Signifikant
Kontroll vs. Trastuzumab (Herceptin®) 0,9862 Nei
Kontroll vs. [ ' Tb]TbDOTA-trastuzumab 0,1321 Nei
Kontroll vs. [*'Tb]Tb>* 0,6249 Nei
Kontroll vs. ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab 0,9575 Nei
Kontroll vs. [""Lu]Lu’" 0,7946 Nei
Trastuzumab vs. [ ' Tb]TbDOTA-trastuzumab 0,0470 Ja
Trastuzumab vs. [/’ Lu]LuDOTA-trastuzumab 0,6966 Nei
["*'Tb]TbDOTA-trastuzumab vs. [ ' Tb]Tb"" 0,8360 Nei
["""Lu]LuDOTA-trastuzumab vs ['"'Lu]Lu’" 0,3511 Nei
["'Tb]TbDOTA-trastuzumab vs. [''Lu]LuDOTA- 0,4246 Nei
trastuzumab
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Tabell D3: P-verdi og signifikant forskjell i effekt etter 5 dager ved tilsetning av ulike lgsninger til SKBR-3 med

en trastuzumab konsentrasjon pa 22,3 nM og en radioaktivitetsmengde pa 50 kBq/uL (plate 3)

Sammenligning av ulike lesninger P-verdi Signifikant
Kontroll vs. Trastuzumab (Herceptin®) 0,7225 Nei
Kontroll vs. [ ' Tb]TbDOTA-trastuzumab 0,0102 Ja
Kontroll vs. [*'Tb]Tb>* 0,0029 Ja
Kontroll vs. ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab 0,0368 Ja
Kontroll vs. ["Lu]Lu’" 0,9952 Nei
Trastuzumab vs. ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab 0,0968 Nei
Trastuzumab vs. [/’ Lu]LuDOTA-trastuzumab 0,3127 Nei
["*'Tb]TbDOTA-trastuzumab vs. [ ' Tb]Tb*" 0,9583 Nei
["""Lu]LuDOTA-trastuzumab vs ['"'Lu]Lu’" 0,1468 Nei
["'Tb]TbDOTA-trastuzumab vs. [''Lu]LuDOTA- 0,9615 Nei

trastuzumab

Tabell D4: P-verdi og signifikant forskjell i effekt etter 5 dager ved tilsetning av ulike lgsninger til SKBR-3 med

en trastuzumab konsentrasjon pa 44,5 nM og en radioaktivitetsmengde pa 100 kBq/uL (plate 4).

Sammenligning av ulike lesninger P-verdi Signifikant
Kontroll vs. Trastuzumab (Herceptin®) 0,0528 Nei
Kontroll vs. [ ' Tb]TbDOTA-trastuzumab 0,0014 Ja
Kontroll vs. ['Tb]Tb>* 0,0468 Ja
Kontroll vs. ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab 0,7351 Nei
Kontroll vs. [""Lu]Lu’" 0,9999 Nei
Trastuzumab vs. ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab 0,3126 Nei
Trastuzumab vs. [/’ Lu]LuDOTA-trastuzumab 0,4249 Nei
["*'Tb]TbDOTA-trastuzumab vs. [ ' Tb]Tb"" 0,3444 Nei
["""Lu]LuDOTA-trastuzumab vs ['"'Lu]Lu’" 0,8535 Nei
["'Tb]TbDOTA-trastuzumab vs. [’ Lu]LuDOTA- 0,0138 Ja

trastuzumab
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Tabell D5: P-verdi og signifikant forskjell i effekt etter 5 dager ved tilsetning av ulike lgsninger til SKBR-3 med
en trastuzumab konsentrasjon pa 89 nM og en radioaktivitetsmengde pa 200 kBq/uL (plate 5).

Sammenligning av ulike lesninger P-verdi Signifikant
Kontroll vs. Trastuzumab (Herceptin®) 0,6553 Nei
Kontroll vs. [ ' Tb]TbDOTA-trastuzumab 0,0097 Ja
Kontroll vs. [*'Tb]Tb>* 0,0477 Ja
Kontroll vs. ['""Lu]LuDOTA-trastuzumab 0,2725 Nei
Kontroll vs. ["Lu]Lu’" 0,9102 Nei
Trastuzumab vs. ['*' Tb]TbDOTA-trastuzumab 0,1241 Nei
Trastuzumab vs. [/’ Lu]LuDOTA-trastuzumab 0,9703 Nei
["*'Tb]TbDOTA-trastuzumab vs. [ ' Tb]Tb*" 0,9268 Nei
["""Lu]LuDOTA-trastuzumab vs ['"'Lu]Lu’" 0,7881 Nei
["'Tb]TbDOTA-trastuzumab vs. [''Lu]LuDOTA- 0,3715 Nei
trastuzumab

102



Vedlegg E: Analysesertifikat (CoA) for gadolinium-160

ISOFLEX USA
San FraFr;‘cg;::(EJ;C()Z)‘(AZS:ZZSQ USA CE RTI F I CATE Of ANALYS I S

Tel: 415-440-4433
Fax: 415-563-4433
Email: iusa@isoflex.com
EIN: 208066748

CUSTOMER:
CERTIFICATE NO.: 5614

CUSTOMER ORDER NO.:

Tel: +

The description, isotopic distribution and chemical admixtures relating to the above referenced
order number are certified to be as follows:

Description

ISOTOPE Gd-160
ENRICHMENT 98.20(+0.1)%
COMPOUND WEIGHT 1000 mg
FORM Oxide (Gd,0,)

Isotopic Distribution

ISOTOPE Gd-152 | Gd-154 | Gd-155 = Gd-156 = Gd-157 Gd-158  Gd-160
CONTENT (%) <0.01 0.01 0.18 0.36 0.25 1 98.20(0.1)

Chemical Admixtures

ELEMENT K Na  Ca Mg Fe Al Si Cr Ni Cu Pb Sb Sn Pt Sm
CONTENT (ppm) | <50 <20 <50 <3 <50 <3 <50 <5 <1 <10 13 <1 <1t 20 13

ELEMENT Ho Dy Eu Nd Tb @ FEr
CONTENT (ppm) 6 <1 <1 <1 <2 <«

ISOFLEX USA
October 9, 2014 C O P I
Date Teck Hing Teo
141009-06 - CoA - Gd-160.wpd Operations Manager
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Vedlegg F: Analysesertifikat (CoA) for lutetium-177 (batch: Lu-17-195-01)

104

ITG Isotope Technologies Garching GmbH
Lichtenbergstr. 1

L]
85748 Garching .I t G

) en dolucino
Certificate of Analysis beta
EndolucinBeta 40 GBg/ml Radiopharmaceutical precursor solution
Lot No.: -17- - Tl f Manufacturl
. Lu-17-195-01 crge? anufacturing 08.11.2017 18:00
Serlal No.: 11012949 [CET]:
Customer: The Isotope Laboratories Institute for Energy Technology
Activity [GBq]: 3 ART [CET]: ~115.11.2017 12:00
Volume [p): 78 Expiry Date [CET]: 17.11.2017 18:00
Chemical Form: | Lu® in aqueous 0.04 M HCI solution
Packaging: 2 ml type | glass vial, closed with fluorotec coated bromobutyl septum and
9ing: center hole crimp cap
Test Specilfication Unit Resuit
90-110 )
Activity per Vial' of the declared "7'Lu radioactivity atthe date | % | cOmplies
and time stated on the label (ART)
Radioactivity Concentration' 36 — 44 at ART GBg/ml 38
Appearance Clear and colorless solution na. | complies
Identity "Lu 113 keV gamma line existing i
n.a.
(Gamma spectrometry) 208 keV gamma line existing complies
Identity Chioride (Ph. Eur.) White precipitate visible na. complies
pH (pH indicator strip) 1-2 na. complies
Specific Activity (ICP-MS)? 23000 at ART GBg/mg 3505
Fe<0.25 <0.01
Cus05 <01
Chemical Purity Zn<05 <01
(ICP-MS, impurity content corrected | by & o 5 Hg/GBq <0.1
ivi If-lif :
to "’Lu activity at end of shelf-life) oy <04 <01
Sum of impurities < 0.5 <01
Radionuclidic Purity® '5Yb £0.01 <0.01
(Gamma spectrometry impurity Sum of others (the total radioactivity due to o
content corrected fo '/Lu activity at | other radionuclidic impurities):
end of shelf-life) <0.01 <0.01
Radiochemical Purity (TLC) 299.0 as '""'LuCly % 100.0
Radiolabeling Yietd (TLC)
based on radiolabeling with '"’Lu of | 2 99.0 % 99.8
DOTA-derivate, molar ratio 1:4
Bacterlal Endotoxins (Ph. Eur.) <20 EU/ml | complies
Sterility (Ph. Eur.) Sample taken
' Result taken from In-Process Conlrol . ART: Activity reference time
2 Result taken from Release / Retest of AP, value decay-corrected to ART n.d.: not detected

3 Result taken from Release / Relest of API, value decay-corrected to EOS

Thlspéi;: vomplieg with the specification. -

00 van o 09 WOV, 207 fﬁw%‘
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Tel.: +49 89 3298986-19

Fax: +49 89 3298986-66

E-Mail: sales@itg-garching.de

Name of the Product: Lot/Batch number:
EndolucinBeta 40 GBq/ml Lu-17-195-01
Radiopharmaceutical precursor, solution

Destination:
Dosage Form: Germany
Radiopharmaceutical precursor, solution Belgium

Finland
Package size and type: Norway
Lead pig containing one vial Rest of the World
Marketing Authorization number: Country of origin:
EU/1/16/1105/001 (2 ml vial) Germany
EU/1/16/1105/002 (10 ml vial)
Date of manufacture: Expiry date:
08.11.2017 18:00 17.11.2017 18:00

ITG Isotope Technologies Garching GmbH, Lichtenbergstrasse 1, 85748 Garching, Germany
Number of Manufacturing Licence: DE_BY_04_MIA 2017 _1011/ROB-53Ph-2677.Ph_2-
139

Certification statement:

I hereby certify that the above information is authentic and accurate. This batch of product
has been manufactured, including packaging/labelling and quality control at the above
mentioned site(s) in full compliance with the GMP requirements of the local Regulatory
Authority and with the specifications in the Marketing Authorisation of the importing
country or product specification file for Investigational Medicinal Products. The batch
processing, packaging and analysis records were reviewed and found to be in compliance
with GMP.

Name of the Qualified Person:
Dr. Markus Hutt

Date and signature of the qualified person:

03y | M
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