HIndium-meaerkning af

NovoSeven-DTPA
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For at diagnosticere blpdningskilden ved en gastrointestinal
blpdning udfgrer man i dag en blpdningsscintigrafi. Problemet
ved denne metode er, at blpdninger fra gastrointestinalkana-
len typisk foregar i intervaller, da en gastrointestinal blpdning
medfgrer et blodtryksfald. Dertil kan de radioaktivt meerkede
erytrocytter, som er trukket ud igennem perforeringen, flytte
sig med tarmindholdet eller de peristaltiske beveaegelser, hvil-
ket kan resultere i en uspecifik lokalisering af blpdningskilden.

Novo Nordisk A/S har fremstillet en rekombinant aktiveret
faktor VII (rFVIIa), NovoSeven.

NovoSeven vil ved en karleesion binde sig til den blotlagte tis-
sue factor (TF), som er en veevsreceptor for faktor VII. Ved at
meerke NovoSeven med en radioaktiv isotop ville vi teoretisk set
kunne fa en betydelig mere specifik billedoptagelse til diagno-
sticering af gastrointestinale blpdninger. Isotopen, som skal an-
vendes hertil, skal imidlertid opfylde fplgende krav:

- veere tilgeengelig ved akut brug

- kunne anvendes til at maerke proteinet NovoSeven pa en let-
tilgeengelig méde

- veere velegnet til gammakamera

- have en hensigtsmaessig halveringstid

- give en acceptabel straledosis til patienten

- ikke veere for kostbart at anvende

Disse krav opfylder ®Indium, der allerede anvendes hyppigt
Inuklearmedicin.

FORMAL OG KONKLUSION

Formalet med projektet var dels at opné en hej bindingspro-
cent (295%) mellem ™Indium og NovoSeven vha. chelatoren
DTPA og samtidig at reducere meaengden af NovoSeven.

Dertil gnskede vi at optimere den eksisterende protokol med
henblik pa en hurtigere fremstilling af leegemidlet, afkortning
af inkubationstiden og eventuel opbevaring.

Samlet set kan det konkluderes, at protokollen kan optime-
res i form af en hurtigere procedure. Komplekset DTPA-Novo-
Seven kan opbevares i fryseren, og inkubationen kan reduce-
res fra de forhenveaerende 60 min. til 15 min. Proceduren vil
fortsat veere ved stuetemperatur. Dertil kan meengden af
DTPA-NovoSeven, der anvendes, reduceres fra 226 pg til ca. 45,2
pg—altsd med ca. en femtedel. Ingen af disse sendringer vil in-
fluere pa den radiokemiske renhed, som stadig under disse
omsteendigheder kan opnés pa >95%.

Dertil tyder resultater fra projektet p4, at rFVIla bedst beva-
rer sin biologiske aktivitet, hvis ikke det er koblet til chelat-
komplekset DTPA.



TABEL 1 INKUBATIONSFORSQG

Den fremhaevede ‘gren’ er standarden. For at eliminere mulighe-
den for fejl mest muligt valgte vi at lave vores forsegsopstilling sa-
ledes, at s& mange forseg som muligt stammede fra den samme

METODE

Projektets praktiske del tog udgangspunkt i en eksisterende
forspgsprotokol, hvoraf fplgende forspg udsprang: opbeva-
ringsforsgg, inkubationsforspg, molaritetsforspg og pull-down
forspg.

OPBEVARINGSFORSQG

Komplekset DTPA-rFVIIa blev modtaget feerdigfremstillet og
blev igennem forspgsperioden opbevaret i fryser ved -20 °C.
Stabiliteten af komplekset vurderes pa baggrund af den radio-
kemiske renhed af den efterfglgende "Indiummeerkning.

INKUBATIONSFORSQG

Der tages udgangspunkt i forspgsprotokollen, som udggr en
standard. Sidelpbende med 'standarden’laves der diverse sma
justeringer for at teste henholdsvis sendring i temperatur og
varighed af inkubationstid.

MOLARITETSFORSQG

Forspgsprotokollen anvender 37 MBq ™Indium til 226 pg DTPA-
NovoSeven. I dette forsgg tilsatte vi gradvist mindre meengde
DTPA-NovoSeven. Resten af proceduren fulgte standardproto-
kollen. Efter endt inkubation blev den radiokemiske renhed be-
stemt.

PULL-DOWN FORS@G

For at underspge NovoSevens biologiske aktivitet efter maerk-
ning med "Indium udfgres et pull-down forspg. Samtidig for-
spges NovoSeven meerket med “Indium uden brug af chelato-
ren DTPA. To forhold med hgj radiokemisk renhed og lav

TABEL 2 MOLARITETSFORS@GG

Forholdene, hvor vi tilsatte 44, 87 og 131 ug, blev udfert 2 gange,
da det var i dette interval, vi fandt hgjest radiokemisk renhed
med mindst mulig meengde af NovoSeven.

Kromatografi efter 15 min.
Inkubation 4°C
Kromatografi efter 60 min.
Inkubation Kromatografi efter 15 min.
stue temp. Kromatografi efter 60 min.
Kromatografi efter 15 min.
Inkubation 37°C
Kromatografi efter 60 min.

100yl citratbuffer

37 MBq """Indium
226 pg DTPA-rFVlla

maengde NovoSeven blev udvalgt pa baggrund af molaritets-
forspget.

Pull-down er en in vitro-metode, der har til formal at méle
proteinets biologiske aktivitet. Tissue factor er koblet til Sepha-
rose 4B og betegnes som et 'bead’, denne anvendes til at binde
og 'pull-down’ den komponentbindende faktor, i vores tilfeelde
NovoSeven.

Mengden af bundet NovoSeven/tissue factor vil veere et
udtryk for proteinets biologiske aktivitet og forteeller noget
om bevarelsen af proteinets struktur og dets funktionalitet.

De udfald, vi kan forvente af pull-down analysen, er illustreret
ifiguri, 2 og 3 (side 20).

Radioaktiviteten pa henholdsvis supernatant og beads ma-
les i en dosiskalibrator. Dertil udfgres en tyndtlagskromato-
grafl pé supernatanten for at bestemme den radiokemiske
renhed heri. Derved kan vi finde ud af, hvorvidt NovoSeven er
biologisk aktivt, og om det stadig er koblet til vores radioaktive
isotop "Indium.

RESULTATBEHANDLING OG VURDERING
Alle resultater vil blive vurderet pa baggrund af udregning af
radiokemisk renhed. Graense herfor er bestemt til >95%, og det
pa baggrund af erfaringer fra tidligere forspg samt overvejel-
ser og radfprelse med bl.a. Rigshospitalet (1) og Novo Nordisk
(2.3)

Til forspget vedrprende inkubationsforhold vil resultaterne
yderligere blive statistisk behandlet med en Two-Way ANOVA-
test.

261 pg rfVila Kromatografi efter 60 min.

218 pg rFVila Kromatografi efter 60 min.

174 yg rfVlla Kromatografi efter 60 min.

131 pg rfVila

A/ 131 pg rfVlla

Kromatografi efter 60 min.

Kromatografi efter 60 min.

100 pl Citrat buffer

) 87 pg rFVila
37 MBq ""Indium

Kromatografi efter 60 min.

87 pg rfVila Kromatografi efter 60 min.

44 ug rfVila Kromatografi efter 60 min.

44 ug rfVila Kromatografi efter 60 min.

8,9 ug rFVlla

Kromatografi efter 60 min.

1,8 pg rfVlla Kromatografi efter 60 min.

DANSKE BIOANALYTIKERE 05//09 19



RESULTATER

OPBEVARINGSFORSQG

Data itabel 3 belyser, hvorvidt den radiokemiske renhed pévir-
kes, nar komplekset DTPA-NovoSeven opbevares i fryser ved
-20 °C.Data er indsamlet fra dag 6 til og med 21, og har alle
fulgt standardproceduren og er séledes inkuberet i 60 min.
ved stuetemperatur.

INKUBATION

Inkubationsforspget blev udfert i alt fem gange. De i alt 30 re-
sultater blev behandlet statistisk med Two-Way ANOVA-test.
P-veerdierne sesitabel 4.

MOLARITETFORSQG
I alt blev 11 forspg udfert. Resultaterne af dette forspg fremgér
itabels.

PULL DOWN
Resultaterne af dette forspg fremgar af tabel 6.

DISKUSSION
At meerke Indium-DTPA-NovoSeven er meget nyt og har der-
for pd mange omrader givet os store udfordringer, ting der

FIGUR 1 Er strukturen i proteinet bevaret, og det stadig er
funktionelt, ma det forventes, at hele komplekset er bundet
til beads’ene, som fglge af en rFVlla/tissue factor binding.
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FIGUR 2 Hvis ikke proteinet virker og derved ikke kan binde til TF,
vil vi have ""'In-DTPA-rFVlla i vores supernatant og dermed ingen
radioaktivitet pa beads’ene.
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FIGUR 3 Hvis proteinet omvendt virker og kan binde til TF, men at
"In er blevet adskilt fra det resterende kompleks, vil vi have frit '"'In
i vores supernatant og stadig ingen radioaktivitet pa beads’ene.
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skulle overvejes, vurderes og tages stilling til. Det har betydet,
at vi ofte matte revurdere vores forspg og lave sendringer, som
endvidere har medfgrt den begreensede datameengde. Resulta-
terne fra dette projektforlpb ma derfor anses som veerende
vejledende og kan indikere, hvorvidt det enkelte problem er
noget, man skal underspge neermere med flere gentagne for-
sog.

OPBEVARING

Gennem forspgsperiodens tre uger blev komplekset DTPA-
NovoSeven opbevaret i fryser ved -20 °C. Ved standard inkuba-
tionstid og temperatur (60 min., stuetemperatur) var det mu-
ligt at opné radiokemisk renhed >95% ved 19 malinger ud af i
alt 21.

Resultatet 'Op-22"itabel 3 ligger relativt langt under de an-
dre. Ved dette forspg registrerede vi et useedvanligt fald i den
radiokemiske renhed fra 94,5% efter 15 min. inkubation til
88,9% efter 60 min. At den radiokemiske renhed falder i takt
med tiden, betragtes som usandsynligt, da vi forventer, at den
radiokemiske renhed til en vis greense pges med tiden. Derved
betragtes dette resultat som upalideligt.

De pvrige resultater indikerer, at det er muligt at opbevare
komplekset i fryser ved -20 °C. Lubde Hooge et al.(4) har lavet
et studie, hvori stabiliteten af DTPA-Antistof efter opbevarin-
gen ved -20 °C ligeledes testes. Deres observationer forlpber
over 15 maneder og en efterfplgende "In-meerkning resultere-
de i en radiokemisk renhed pa 97,2 + 1,3%.

Nedfrysning over en kortere periode vil tilsyneladende ikke
have en negativ effekt pd kompleksets evne til at binde ™In.

INKUBATION

Ingen af P-veerdierne i den statistiske analyse, iht. tabel 4, som
er et uddrag af statistik resultatet, er mindre end o,05. Dette
fastslar, at ingen af disse faktorer (temperatur og tid) influerer
pa resultatet. Der er dermed ingen signifikant forskel imellem
de enkelte grupper. Vi mé dog tage forbehold for den meget
begreensede datameengde bestdende af 6 forspg med hver 5
resultater (=30 resultater).

Det skal fremhaeves, at der i andre studier af bl.a. Jia et al.(5)
er fundet upavirket meerkningseffektivitet med en radioke-
misk renhed pa >95% ved inkubation i 20 min. ved stuetempe-
ratur, og inkubation ved 30 min. (Sakahara et al.(6)) og ved blot
5 min. (Lubde Hooge et al.(4)).

Vores resultater ssmmenholdt med ovenstédende stptter
saerdeles, at vi i protokollen kan reducere inkubationstiden til
15 min. Stuetemperatur vil dertil veere den lettest tilgeengelige
lpsning.

MOLARITET
I vores forspgsopstilling bestreebte vi os pa at afprgve nogle
forudbestemte maengder af DTPA-NovoSeven. Intervallet skul-
le deekke over forholdet i protokollen, som lyder 226 pg pr. 37
MBgq. Derfra ville vi reducere meengden af NovoSeven, s& vidt
greensen for den radiokemiske renhed tillod det.

Som det fremgar af 'Mol-11"i tabel 5, kan man i henhold til
den radiokemiske renhed godt forsvare at tilseette ned til 5
gange mindre DTPA-NovoSeven, end der er foreslaet i proto-



kollen. Det vil kunne bidrage til en pkonomisk reducering af
omkostningerne ved fremstilling af liegemiddelet.

Ved disse forspg skal det huskes, at det kun er afprgvet 1
gang. Derfor er usikkerheden meget stor og skal undersgges
neermere.

Ved at udregne molforholdene pa nogle af de udferte for-
spg og ved at anskue den radiokemiske renhed for disse vi-
ste det, at der pé trods af et stort overskud af "Indiummole-
kyler i forhold til DTPA-NovoSeven stadig kunne opnés en
overraskende stor radiokemisk renhed (86,7%).

Da vi antager, at der er bundet ét DTPA-kompleks pr. pro-
tein-molekyle(7), kan vi dermed gisne om, at der kan bindes
mndium direkte til NovoSeven.

Grunden til dette er, at vi fra teorien om chelatkomplekser
ved, at der bindes ét "Indium-molekyle til €t DTPA kompleks.
Og da viivores forspg har tilsat op mod 5 gange s& mange
mol indium som mol NovoSeven og stadig opndede en ra-
diokemisk renhed pa 86,7%, tyder det p4, at der kan bindes
mndium direkte til NovoSeven, eller at der er bundet mere
end et DTPA-kompleks pr. NovoSeven.

Det vides nu, at der kan tilsaeettes mindre meaengder DTPA-
NovoSeven, end der er angivet i protokollen, og at der med
dette stadig kan opnds den samme maerkningseffektivitet.
Praecis hvor lidt DTPA-NovoSeven er sveert at afggre. Bl.a. for-
modes det, at der skal tages hensyn til halveringstider og
henfald, nér forspget udferes.

RATIO MELLEM DTPA OG RFVIIA

Som tidligere naevnt er det uvist, hvor mange DTPA-moleky-
ler der er bundet til hvert NovoSeven. Paik et al.(9) finder ved
meerkning af antistof, at mere DTPA pr. antistof kan binde
mere "Indium, hvilket ma siges at veere aktuelt, ndr man gn-
sker hgj radiokemisk renhed. Samtidig viser samme studie
dog, at antistoffets biologiske aktivitet svaekkes, ndr antallet
af DTPA pr. antistof gges. (Se ogsé 'Pull down’). Ligeledes ses
der en proportionel sammenhaeng mellem et pget antal
DTPA pr. antistof og et hpjere optag ileveren ved in vivofor-
spg (Sakahara et. al.(6)).

Da vi ikke ved noget om antallet af DTPA-komplekser pr.
NovoSeven, underspgte vi en ™Indium-maerkning af Novo-
Seven uden DTPA. Dette blev afprgvet ved hjeelp af pull-
down analysen.

Vi ved, at NovoSeven kreever Ca++ ioner til stede for at
veere biologisk aktivt.I alt har proteinet g metalcentre, hvor-
til der kan bindes Ca++ ioner. Dertil ved vi, at bade Ca++ og
mndium er metalioner. Teoretisk set burde ®Indium altsa
kunne binde direkte til NovoSeven, méske endda med op
imod 9 gange. Men om proteinet s efterfplgende er biolo-
gisk aktivt, er uvist. Dette blev afklaret ved hjeelp af pull-
down analysen.

PULL DOWN

Resultaterne fra pull-down analysen viser overraskende, at
mIndium kan binde direkte til NovoSeven. Resultaterne indi-
kerer samtidig, at proteinaktiviteten er hgjest i fraveer af
DTPA. Lignende forspg fandt gradvis dérligere bindingsevne
ved gradvis hejere koncentration af DTPA pr. protein(6,9).

TABEL 3 Resultater som indgar i vurderingen af, komplekset DTPA-
NovoSevens, stabilitet efter opbevaring ved -20°C

Forsag Opbevaring af komplekset | Radiokemisk
ved -20 °C (dage) renhed
Op-01 6 96,6 %
Op-02 7 97,6%
Op-03 7 94,6 %
Op-04 9 97,9%
Op-05 13 96,4%
Op-06 13 97,6%
Op-07 14 97,0%
Op-08 14 97,5%
Op-09 14 97,4%
Op-10 14 96,8%
Op-11 15 98,2%
Op-12 15 98,2%
Op-13 15 97,7%
Op-14 15 97.3%
Op-15 15 96,6 %
Op-16 15 95,7%
Op-17 15 97,.0%
Op-18 15 96,2 %
Op-19 19 96,4%
Op-20 19 97,3%
Op-21 20 98,6 %
Op-22 20 88,9%
Op-23 21 98,1%
Op-24 21 96,9 %

TABEL 4 Resultatet af en Two-Way-ANOVA udfert i StatGrafichs

Kilde P-veerdi
Temperatur 0,1748
Minutter 0,9476

TABEL 5 Tabel hvoraf det i 2. kolonne fremgar, hvor meget NovoSeven
der er anvendt. Til sammenligning anvendes der i protokollen 226 pg.

Forsag Hg NovoSeven pr. 37 MBq """'Indium Radiokemisk
renhed
Mol-01 261 96,8%
Mol-02 218 97,6%
Mol-03 174 97,7%
Mol-04 131 98,3%
Mol-09 131 97,4%
Mol-05 87 94,9%
Mol-10 87 96,8%
Mol-11 a4 95,7%
Mol-06 44 94,5%
Mol-07 8,9 93,2%
Mol-08 1,8 86,7%

TABEL 6 Den procent, der er angivet i ‘bundet til beads’, er et udtryk
for, hvor stor en del af vores NovoSeven der har bundet til tissue factor
og derved er biologisk aktivt. Herefter blev den radiokemiske renhed i
supernatanten bestemt for at afklare, hvor stor en procentvis del af den
resterende 111indium-maengde, der fortsat var bundet til vores protein.

Resultat af pull-down analyse

Forsag Bundet til Radiokemisk renhed
beads i supernatant

87 ug pr. 37 MBq + DTPA 40% 89%

44 uqg pr. 37 MBqg + DTPA 42% 78%

Forsag Bundet til Radiokemisk renhed
beads i supernatant

87 pg pr. 37 MBq - DTPA 49% 70%

44 pg pr. 37 MBq - DTPA 57% 75%
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DTPA synes séledes at pavirke bindingsevnen, der er et udtryk
for den biologiske aktivitet, negativt in vitro.

Den radiokemiske renhed blev efterfplgende malt i den til-
bageveerende oplpsning, det vil sige bestemmelse i henhold til
figur 1,2 og 3. Denne blev bestemt til mellem 70-89%.

Det vil sige, at 70-89% af de radioaktive isotoper, der males i
denne oplgsning (supernatanten), stammer fra isotoper, der
fortsat er bundet til NovoSeven. Dette indikerer, at proteinet
formodentlig ikke leengere er biologisk aktivt og derfor ikke
har bundet til TF.

KONKLUSION

Af projektets forspg fremgér det, at den radiokemiske renhed
ikke pavirkes, selvom komplekset DTPA-NovoSeven nedfryses
og opbevares i en periode over 21 dage.

Inkubationsforspget giver ligeledes en antydning af, at inku-
bationstid og temperatur kan sendres, da der ikke er nogen
signifikant forskel p4 tider og temperaturer. Resultaterne indi-
kerer, at inkubationen kan sendres til 15 min. ved stuetempera-
tur.

Et andet aspekt, vi gnskede at underspge, var, hvorledes det
var muligt at tilseette mindre meaengder DTPA-NovoSeven til
den samme maengde ™Indium, i forhold til det, der er foresldet
iforspgsprotokollen. Her tyder det p&, at der kan tilseettes ca. 5
gange mindre DTPA-NovoSeven.

Samlet set kan det konkluderes, at protokollen kan optime-
res i form af en hurtigere procedure. DTPA-NovoSevenkom-
plekset kan opbevares i fryseren, og inkubationen kan reduce-
res fra de forhenveerende 60 min. til 15 min. Proceduren vil
fortsat foregd ved stuetemperatur. Dertil kan meengden af
DTPA-NovoSeven, der anvendes, reduceres med ca. en femte-
del fra 226 pgtil ca. 45,2 pg. Ingen af disse seendringer vil influ-
ere pa den radiokemiske renhed, som stadig under disse om-
steendigheder kan opnés pé >95%. 0
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