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1. SAMMENDRAG

Den prekliniske forskningen i farmasiselskapet Algeta har fokus pa utvikling av nye
behandlingsmetoder mot kreft ved bruk av malrettet alfa-terapi. | denne problemstillingen
inngar bruk av modifiserte antistoffer merket med alfa-emitteren Thorium-227.
Modifiseringen innebeerer at en kjelator konjugeres til aminosyrene til antistoffet. Dette vil
resultere i en heterogen fordeling av antall kjelatorer pr. antistoff . Denne fordelingen og det
stgkiometriske forholdet mellom kjelator og antistoff ma karakteriseres i forbindelse med

prekliniske forsgk.

Masteroppgaven omhandler utvikling av en metode for & kunne karakterisere de modifiserte
antistoffene. Malet med oppgaven er a utvikle en metode som skal kunne brukes til &
bestemme Kjelator-til-antistoff ratio (Drug to Antibody Ratio, DAR) for ulike syntesebatcher
med varierende stakiometriske forhold. Delere av metoden bgr kunne automatiseres og

presisjonen bar veere bedre enn 10%.

| denne sammenhengen ble det utviklet en LC/MS basert metode for 8 male konjugering av
kjelatoren DOTA-NCS til antistoffet Trastuzumab ved bruk av gelkromatografi-
massespektrometri. Metoden er basert pa at konjugatene deglykosyleres med enzymet
PNGase F og reduseres til heavy chain og light chain. DAR-verdien ble bestemt for bade
intakt -og redusert konjugat basert pa nominelle stgkiometrier fra 1:1 til 15:1. Modifiserte
biologiske makromolekyler gir ofte opphav til svaert komplekse massespektre pa grunn av
makromolekylenes stgrrelse samt ladningsfordelingen som falge av elektrosprayionisering.
Hovedutfordringen i arbeidet har vert a utvikle en metode som gir massespektre med en
kvalitet som gjar det mulig a bestemme DAR-verdier etter dataprosessering. Kvaliteten av
raspekterne ble funnet & veere en funksjon av signalstyrke og kompleksitet. Kompleksiteten
av massespekterne til de reduserte konjugatene er mindre sammenlignet med massespekterne
av intakte konjugater, noe som bidrar til sikrere bestemmelse av DAR-verdier for konjugater
med nominell stekiometri over 5:1. | gelkromatografi-metoden som ble utviklet ble det brukt
en kolonne med kolonnedimensjon pa 2.0 millimeter indre diameter. Denne kolonnen ga ca.
5.9 ganger starre signal for samme injiserte prgvemengde enn ved bruk av tradisjonell
kolonnedimensjon pa 4.6 millimeter indre diameter. Denne metodeforbedringen sammen med
optimalisering av deglykosyleringsprosedyren og ionekildeparametere gjorde det mulig &

bestemme DAR-verdier for DOTA-Trastuzumab konjugatene. Presisjonen ble gjennom



partiell validering funnet til & veaere bedre enn 7% for alle stekiometriske forhold. Det ble
vurdert at metoden er egnet til @ male antall DOTA konjugert til Trastuzumab med en
nominell stekiometri fra 1:1 til 15:1 i henhold til malsettingen. Analyse av syntesebatcher
med ulik stekiometri viste en tilneermet lineeer sammenheng mellom nominell DAR og funnet
DAR med et reaksjonsutbytte pa gjennomsnittlig 54% for intakte konjugater og 52% for
reduserte konjugater (for 4 ulike stgkiometrisk forhold). Dette reaksjonsutbyttet er i samme
starrelsesorden som tidligere beskrevet i litteraturen. Det ble innledningsvis forsgkt utviklet
omvendt fase HPLC-MS og UPLC-MS metoder, men disse ga ikke raspektre med god nok
kvalitet til & kunne bestemme antall kjelatorer pr. antistoff. Alternative metoder beskrevet i
litteraturen innebeerer blandt annet transkjelatering fra Pb (I1) arsenazo, radiometrisk titrering
med Kobolt-57 eller merking av ligander med Karbon-14. Sammenlignet med disse
alternativene er den utviklede LC/MS metoden relativt lite tidkrevende, ikke-radioaktiv og
mer generell. | tidlig utviklingsfase innen radioimmunoterapi er det verdifullt a benytte
karakteriseringsmetoder som er mer generelle fordi det apner for mulighet til & bestemme
DAR-verdier for konjugater med andre kjelatorer og eventuelt andre antistoffer.



2. FORKORTELSER
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3. INNLEDNING OG TEORI

3.1 Mal med oppgaven

Thorium-227-DOTA-Trastuzumab har vist lovende prekliniske resultater i musestudier (1;2).
Malet med denne oppgaven er a utvikle en LC/MS-metode for & male graden og fordelingen
av DOTA konjugert til Trastuzumab. Dette gjeres med tanke pa at modifisering av
antistoffer med kjelator kan ha betydning for blandt annet biodistribusjon, og det er behov for

en metode som kan male dette direkte.

En slik metode ma ha en presisjon som gjar den egnet til f.eks. sammenlikning av ulike
produksjonsbatcher av konjugat. | praksis betyr det at metodepresisjonen for bestemmelse av
gjennomsnittlig antall kjelator/antistoff bagr veere bedre enn ca.10%.

Ngyaktighet i denne sammenhengen ville innebeere & sammenlikne med en alternativ metode,
for eksempel en metode basert p& **C merking av kjelatoren, men denne problemstillingen er

utenfor omfanget av denne masteroppgaven.

Videre er det en fordel at deler av metoden kan automatiseres fordi det ved slike
problemstillinger analyseres relativt mange praver. Metoden vil veere et viktig verktgy for &

kunne optimalisere radioimmunokonjugater for prekliniske forsgk.

3.2 Kreftsykdom

Kreft er den sterste dgdsarsaken i den vestlige verden, og 19% av alle dgdsfall i Europa
skyldes ulike former for kreft (3). Risikoen for a fa kreft gker med alder, og pa grunn av en
stadig gkende levealder er insidensen for a fa kreft gkende. Andre faktorer som bidrar til
gkende antall regisrerte kreft-tilfeller er tidligere diagnostisering og gkte screening
muligheter (3). De vanligste kreftformene i den vestlige verden er lungekreft, brystkreft,

hudkreft, magekreft og prostatakreft (3).

Kreft er definert som uregulert celledeling. De tre vanligste behandlingsformene ved

kreftsykdom er kirurgi, stralebehandling og cytostatikabehandling. Behandlingsformene



brukes svert ofte i kombinasjon med hverandre. Dersom en kreftbehandling blir brukt i
tillegg til en annen, kalles det adjuvant kreftbehandling. For eksempel vil straling brukt i
tillegg til annen behandling, for & unnga tilbakefall, kalles for adjuvant stralebehandling (4).
Alle former for kreftbehandling innebeerer stor risiko, og det er behov for grupper av ulike

spesialister for & skreddersy behandlinger som er best mulig tilpasset hver pasient.

3.2.1 Vanlige former for behandling

Hvis en tumor blir oppdaget tidlig, og den ikke har spredt seg, kan den ofte fjernes helt eller
delvis ved kirurgi. Hvis tumoren derimot har spredt seg, eller ikke er fast, vil ikke kirurgi
alene veere tilstrekkelig behandling, og ma kombineres med cellegift og/eller straling (5).

Det brukes ca. 50 ulike cellegifttyper i Norge i dag (4), og kurene skreddersys den enkelte
pasientens behov. De fleste cellegifter angriper cellens DNA. Kreftcellene deler seg raskere

enn kroppens friske celler, og blir derfor mest skadet av cellegiften.

Den viktigste ikke-kirurgiske behandlingsformen ved kreftsykdom er straling. Den vanligste
formen for stralebehandling er hgy-energetisk ekstern rgntgenstraling (5). Denne formen for
straling brukes pa ca. 50 % av pasientene med ondartet kreft (5). Rgntgenstralingen farer til
dannelse av hgy-energetiske elektroner og frie radikaler som skader kreftcellenes DNA. Dette
pavirker cellenes evne til & dele seg (5). Som ved andre typer kreftbehandling vil friske celler
ogsa her pavirkes, spesielt celler med rask celledeling, som hudceller eller celler i

gastrointestinal-trakten (5).

Kreftvev kan bestrales fra utsiden eller innsiden. Indre stralebehandling kalles brakyterapi
(5). Ved brakyterapi kan en radioaktiv kilde fgres inn til tumoren. Et eksempel pa dette er
gammaemitteren Jod-125 som kan settes inn som et permanent implantat ved prostatakreft.
Det finnes ogsa betaemittere som brukes i behandling, for eksempel strontium-90 som brukes

mot gyekreft (5).
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3.2.2 Radioimmunoterapi

Antistoffer er en integrert del av vart immunsystem. De fester seg til tumorceller eller andre
patogener og merker dem slik at flere deler av immunsystemet oppfatter trusselen og kan
bidra til & utgve cytotoksisk effekt (6).

Ukonjugerte antistoffer kan brukes som kreft-terapi alene, men det vil ofte veere ngdvendig
med andre terapityper i tillegg, fordi antisitoffer alene ikke er spesielt effektive. Antistoffer
kan ogsa konjugeres til cytotoksiske komponenter som radioaktive isotoper eller toksiner for

a gke toksisiteten (7).

Ved radioimmunoterapi blir antistoffer eller fragmenter av antistoffer konjugert og merket
med radioaktive nuklider. Slike har en fordel ved at de i motsetning til cellegift-konjugater
ikke ma binde fysisk til cellen, eller internaliseres i cellen, for at de skal ha cytotoksisk effekt.
Dette er pa grunn av lenger rekkevidde (se Tabell 1). Ved radioimmunoterapi er at det

hovedsakelig det syke vevet som blir bestralt og det blir minst mulig skade til friskt vev (7).

Nuklezrmedisin nevnes ofte i forbindelse med radioimmunoterapi. Dette er en
samlebetegnelse pa bruk av radioaktive forbindelser til diagnostisering, studier av
sykdommer og til terapi (8). Det finnes mange ulike diagnostiske prosedyrer som kan gi

informasjon om mange organsystemer i kroppen (8).

Radioaktive nuklider som brukes diagnostisk sender ut gammastraling som males med
gamma-kameraer, for eksempel Tc-99m. Tc-99m utgjer 80% av antall administrerte doser av
radioaktive stoffer per ar (7). Jod-125, Jod-123 og Jod-131 er de nuklidene som brukes mest
etter Tc-99m (8).

Enkelte radioaktive nuklider virker malsgkende i seg selv, og finner dermed veien frem til
kreft-vevet uten a konjugeres til antistoffer. Radioaktivt jod-131 er en slik malsgkende

nuklide, som brukes til behandling av overaktivitet eller kreft i skjoldbruskkjertelen (9).

Legemiddelfirmaet Algeta gjennomfarer na en fase IlI-studie av Alpharadin basert pa
alfastraling fra den malsgkende nukliden Radium-223 med indikasjon mot benmetastaser i
forbindelse med prostatakreft. Alfastraling er sveert energirik, og har potensiale til a drepe
kreft-cellene mer effektivt en betastraling, men har ogsa kortere rekkevidde i vev enn beta-

straling.
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Det finnes bare ett terapautisk radiofarmaka med markedsfaringstillatelse i Norge. Dette
legemidlet heter Zevalin og inneholder Y-90 (yttrium), som er en betaemitter. Indikasjonen

for dette legemidlet er folikuleert lymfom (10).

Det er flere radioimmunokonjugater under utvikling, bade med alfa og beta emittere
(1;2;11). Farmasiselskapet Algeta har et alfaemitterende konjugat med Thorium-227-

Trastuzumab under utprgvning (1).

Betastralingen (elektroner) kan gdelegge fra noen fa cellediametere til flere millimeter i vev
(12). Alfa straling bestar av hgyenergetiske heliumkjerner som har mulighet til mer
omfattende gdeleggelse i vevet som blir bestralt. Den cytotoksiske effekten av alfaemittere

krever stor grad av malrettet akkumulering i kreftvev (12).

Den ideelle radionukliden for bruk i antistoff-basert kreftbehandling er lite gdeleggende pa
friskt vev, har passende halveringstid bade med tanke pa produksjon, distribusjon og bruk,
den forblir konjugert til antistoffet i kroppen, og skilles enkelt og fort ut av kroppen sammen
med antistoffet. (12;13). Man kan se for seg at det i fremtiden vil utvikles flere produkter der
alfa-emittere er konjugert til antistoffer for en mer effektiv og spesifikk cytotoksisk effekt pa
tumorvev. De radioaktive nuklidene som brukes i nuklezermedisin er enten dannet i en
kjernereaktor eller fremstilt ved rensing av fisjonsmateriale (nuklide som produserer”

radioaktive isotoper) (8).

Tabell 1: Eksempler pa radionuklider som kan brukes i malrettet radioterapi, deres
halveringstid og rekkevidde i vev (5;5).

Radionuklide Halveringstid Emittert partikkel Rekkevidde i vev
Y-90 2.7 dager B 5 mm

1-131 8 dager B 0,8 mm

Cu-67 2.5 dager B 0,6 mm
Au-199 3.1 dager B 0,3 mm

Ra-223 10.4 dager a 50-100 pm
Th-227 18.7 dager o 50-100 pm
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3.3 Immunoterapi

3.3.1 Antistoffer

Antistoffer finnes som en del av immunsystemet i kroppen var, og blir ogsa kalt
immunoglobuliner (7). De blir syntetisert av B-lymfocytter, eller plasmaceller, i respons pa
tilstedeveerelsen av ukjente substanser. Antistoffene kan ha mange ulike funksjoner; de kan
blant annet ngytralisere toksiner og immobilisere mikroorganismer (14). Antistoffene kan
ogsa sammarbeide med andre deler av kroppens immunforsvar ved a merke antigener, slik at

antigenene kan gdelegges ved for eksempel fagocytose (6;7).

Et antistoff bestar av to identiske heavy chains, og to identiske light chains. | antistoffet
holdes light chains og hevy chains sammen av disulfidbroer. | tillegg inneholder antistoffer
intrakjede disulfidbroer, det vil si disulfidbroer pa overflaten av antistoffet (7). Etter
variasjon i heavy chain er antistoffene delt inn i 5 klasser, eller isotyper: IgA, IgD, IgE, IgG
og IgM. 1gG er den isotypen som forekommer hyppigst i blod og lymfe (7). Trastuzumab
som det jobbes med i denne oppgaven er et IGg-antsitoff. Et IgG antistoff inneholder til
sammen 16 disulfidbroer (15).

3D strukturen til 1Gg er vist i Figur 1.

Figur 1: Generell 3D struktur av 1Gg. Det bla representerer heavy chain, det
rade er light chain, og det gule er karbohydratkjeder (16).
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Antall og lokalisering av inter-disulfidbroer og lengden av hinge-regionen (den fleksible
delen av heavy chain, se Figur 2) er faktorer som bidrar til forskjeller mellom de ulike
klassene av antistoff (17). Light chain og heavy chain deles inn i flere ulike undergrupper, og
sammensetningen varierer mellom ulike antistoffer. Innen et antistoff molekyl er derimot

alltid de to heavy chains identiske, og de to light chains identiske (6).

antigen binding sites
I {variable) 1

hinges

Fab .L

-8-8- carbo-
links hydrate

Immunoglobulin G {lgG)

Figur 2: 1Gg Antistoffets ulike deler; her vises ogsa
disulfidbroer, hingeregion, antigen bindingssetet og
glykosyleringen (18).

De fleste antistoffer er glykosylerte, som regel pa en asparaginsekvens pa FC-domenet
nederst pa heavy chain (se Figur 2) (15). De variable omradene ytterst pa light og heavy

chain, definerer antigenspesifisiteten og utgjer antigenbindingssetet (6).

Det kan lages derivater av antistoffer som fremdeles er funksjonelle og har antigen-
bindingssete. Enzymatisk degradering med enzymet papain gir to fragmenter som hver
inneholder antigen-bindingsseter (kalles Fab fragmenter), og et stort fragment som inneholder
de to heavy chains (kalles Fc for fragment crystallizable), se Figur 2 (6). Fc fragmentet vil
ikke lenger veere funksjonelt etter en slik spalting.
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Spesifikk spalting av disulfid-bindingene i hinge-regionen med pepsin gir et f(ab"), fragment
som inneholder to antigenbindingsseter og flere ufunksjonelle subfragmenter av Fc (6)

PAPAIN CLEAVAGE PEPSIN CLEAVAGE

pepsin

antigen-binding antigen-binding
sites sutcs
S-S
/\ 58
el
By
+ + e ®
+ a ]
Qe =
§-8 S-S
et LY
[ i (= ]
two Fab fragments one Fc one Flab'); fragment sub'ragmems
fragment of Fc

Figur 3: Antistoff fragmenter som blir dannet ved spalting av disulfidbroer
med papain og pepsin (19).

3.3.2 Trastuzumab (Herceptin ®)

Trastazumab er et mye brukt humanisert monoklonalt antistoff mot blant annet

brystkreft (20), produseres i eggstokkcellene til kinesiske hamstere (15). At et antistoff er
humanisert vil si at deler av antistoffet fra dyr er byttet ut med antistoff fra menneske.
Humanisering av antistoff kan veere ngdvendig fordi proteiner fra andre dyrearter kan gi
problemer nar de skal benyttes i mennesker. Eksempelvis kan mennesker starte a produsere
antistoffer mot antistoffene fra mus. Antistoffene fra mennesket vil da binde seg til

antistoffene fra musen, noe som farer til at immunforsvaret kvitter seg med dem (7).
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Trastuzumab binder til HER2-reseptoren som er amplifisert pa celleoverflaten til kreftcellene
1 25% av brystkrefttilfellene (15). At en reseptor er amplifiser vil si at det er flere reseptorer
uttrykt enn det vanligvis ville veert. En amplifisering av HER2-reseptoren indikerer en mer
agressiv form for brystkreft enn i de tilfellene der det ikke er amplifisering av reseptoren (5).
Trastuzumab er indikert for HER2-positiv brystkreft og ventrikkelkreft (20).

Ved binding av agonist til HER2 sendes et signal inn i cella via en kaskade-reaksjon, se Figur
4. Signalene stimulerer celledeling (5). Ved binding av Trastuzumab til HER2-reseptoren
blokkeres disse signalene og farer til inhibert cellevekst (5). Trastuzumab binder til det
ekstracellulazere omradet av HER2 reseptoren. | tillegg til & hindre celledeling setter

Trastuzumab igang en immunrespons som hjelper til med & bekjempe kreftcellene (6).

-~

" Immune cells targeting |

cancerous cells bound
by Herceptin | | Herceptin is the only
N approved HER2 therapy
designed to bind to HER2+
tumor cells and flag them
for destruction by the
immune system
\» }l
' Dimerized HER2
receptors signal tumor

. cells to proliferate —
N — Herceptin blocks down- |
stream HER2 ing
to inhibit proliferation

\;__°' cells : J

Figur 4: Virkningsmekanisme for Trastuzumab. Trastuzumab
binder ekstracelluleert pA HER2 reseptoren og inhiberer en
kaskadereaksjon. I tillegg rekrutteres immunceller (21).
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Hele aminosyresekvensen til Trastuzumab er oppgitt pa internett (22;23). Utfra denne
sekvensen har Trastuzumab en molekylvekt pa 145531.5 Da. Produsenten av Trastuzumab,
Genentech, oppgir derimot ikke den fulle sekvensen. De beskriver i tillegg muligheten til i en
viss grad & endre pa aminosyresekvensen innenfor markedsfaringstillatelsen av Trastuzumab,

noe som farer til at den eksakte molekylvekten til antistoffet vil kunne variere (24).

3.4 Kjelatorer

Antistoff-konjugater spiller en stadig gkende rolle i terapi mot kreft og andre sykdommer
(13). Antistoffene har flere funksjonelle grupper som er passende for modifisering og
konjugering. Vanligvis blir antistoffene modifisert pa primaer-aminet pa sidekjeden til lysin,
som det finnes 88 stykker av pa Trastuzumab (25). Primar-aminet finnes som oftest pa
overflaten av antistoffet og er dermed lett tilgjengelig (26). Bade degradering med papain og
trypsin gir eksponerte sulfthydryl-grupper som kan konjugeres.

Mange nuklider kan kun bindes til antistoffer ved hjelp av en kjelator. En slik kjelator er
1,4,7,10-tetraazacyclododecane-N,N",N"",N"""-tetraacetic acid (DOTA), Figur 5. DOTA kan
blant annet koordinere enkelte radioaktive nuklider og danne forholdsvis stabile komplekser.
DOTA kan funksjonaliseres med flere ulike koblingsgrupper, noen av de vanligste er en
reaktiv NHS-ester (DOTA-NHS), DOTA med en maleimid gruppe og DOTA med en
aromatisk isotiocyanatgruppe (DOTA-NCS), se Figur 5. DOTA-NCS og DOTA-NHS
konjugeres til aminosyren lysin, og DOTA-Maleimid konjugeres til cystein (26). | denne

oppgaven er DOTA-NCS brukt for konjugering til Trastuzumab.
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Figur 5: Molekylstrukturer av DOTA-NHS, DOTA-maleimid og DOTA-NCS.

Molekylvektene er oppgitt under strukturene.
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3.5 Veaskekromatografi

HPLC star for High Preformance Liquid Chromatography. For bestemmelse av legemidler i
farmasgytiske preparater og i biologisk materiale er vaeeskekromatografi den mest brukte
metoden (27). Komponenter i en prgve separeres fra hverandre, og far ulike retensjonstider
som er karakteristisk for de ulike komponentene. Selv om retensjonstiden sterkt indikerer en
viss komponent, kan andre komponenter ha samme retensjonstid. Dersom man bruker et
massespektrometer som detektor har man sterre mulighet til spesifikk deteksjon og

identifikasjon av molekyler.

Stof A+B+C

Mobil Fase Solvent Mixer Injektor Detektor

Figur 6: Skisse av vaeskekromatografi-systemet. Mobilfasene pumpes gjennom solvent
mikseren til injektor. Analyttmolekylene injiseres via injektoren inn i vaeskestrgmmen.

Analyttmolekylene separeres i kolonnen og detekteres (28).

3.5.1 Stasjonerfase

Stasjoneerfasen bestar vanligvis av modifiserte silikapartikler pa 3-10 pm for HPLC (27;29).
En av de vanligste modifiseringene i omvendt-fase-HPLC er a feste en kjede med 18
karbonatomer til silikapartiklene. Ved gelfiltrering separeres stoffer etter sterrelse, og det

brukes en stasjonarfase som ikke interagerer med stoffene som skal separeres. Det er mest
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vanlig & bruke omvendt-fase kromatografi i forbindelse med LC/MS. Ultra performance
liquid chromatography (UPLC) er en videreutvikling av HPLC der det brukes mindre
partikler i kolonnene. Mindre partikkelstarrelse gir bedre separasjon enn de tradisjonelle
HPLC-kolonnene. | tillegg taler UPLC-kolonner hgyere trykk. Det kan dermed benyttes en
hayere flow, og analysetiden blir kortere enn ved bruk av en tilsvarende HPLC-kolonne.

3.5.2 Mobilfase

For at en vaeske skal kunne brukes som mobilfase i LC-MS ma den oppfylle visse kriterier
27):

e Den ma veere transparent i det masseomradet som skal benyttes, altsa ma den ikke
gi forstyrrende signal i massespektrometeret ved samme masse-til-ladnings ratio

(m/z) som analytt molekylene.
e Den ma lgse analyttmolekylene.
e Den ma ha HPLC-kvalitet.

e Den ma ha lav viskositet slik at det ikke blir for hgyt trykk nar den pumpes

gjennom kolonnen.

e Den bar vere lite toksisk, lite brennbar, ikke reaktiv og lett & destruere etter bruk.

Mobilfasene tilpasses analyttmolekylene og det brukes ofte en blanding av ulike
lgsningsmidler. Mobilfasen kan pumpes gjennom kolonna med en konstant sammensetning,
kalt isokratisk eluering. Hvis sammensetningen av mobilfaser varieres under analysen kalles
dette gradienteluering. Gradienteluering kan vere spesielt nyttig dersom man skal separere
molekyler med sveert ulik retensjonstid. For eksempel kan elueringsstyrken pa mobilfasen

gkes mot slutten av analysen for a fa ut de mer lipofile molekylene.
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De vanligste detektorene som benyttes i legemiddelanalyse er UV-detektor,
fluorescensdetektor, elektrokjemisk detektor, brytningsindeksdetektor og massespektrometer
27).

Eksempler pa vanlige mobilfaser benyttet innen vaeskekromatografi er aceton, acetonitril,

etanol, metanol og vann (27)

3.6 Massespektrometri

Massespektrometeret kan benyttes som detektor i forbindelse med HPLC. Nar preven fares
inn i massespektrometeret blir analyttmolekylene ionisert, enten til positive eller negative
ioner. Molekylioner kan veere ustabile og fragmentere i ionekilden (27) Massen til ionene
bestemmes ved at de akselereres inn i en masseanalysator hvor ionene separeres i et
magnetisk eller elektrostatisk felt etter forholdet mellom masse (m) og ladning (z). Deretter

registreres mengden av ioner som dannes i en detektor.

Massespektrene kan benyttes kvantitativt og til & identifisere forbindelser.
Massespektrometeret utfyller LC ved at detektoren kan skille mellom stoffer med lik
retensjonstid, men ulik m/z, forutsatt at man ikke har ioneundertrykkelse. loneundertrykkelse
kan forekomme ved co-eluering av to analytter. Da kan det ene analyttmolekylet ta ladningen

fra det andre, og kun det ladede molekylet vil vises i massespekteret.

3.6.1 Elektrosprayionisering

Elektrosprayionisering (ESI) er en ioniseringsteknikk innen massespektrometri. Den anses for
a vaere en “"myk” ioniseringsteknikk fordi det stort sett dannes molekylioner og addukt-ioner.
Ved ESI blir prgven introdusert til massespektrometeret i veeskestrgmmen fra HPLC-
kolonnen via et kapilleerrgr. Ved enden av kapillerrgret forstaves veesken ved hjelp av hgy
spenning og nitrogengass og det dannes en aerosol av ladede analytt-ioner. Mellom
kapillzerraret og en elektrode er det palagt et potensial som vanligvis er pa 2-5 kV.
Analyttmolekylene vil forbli ladet, og ionene trekkes inn i masseanalysatoren. |

masseanalysatoren males m/z, se Figur 7 (27).
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loner fra samme analyttmolekyl kan fa ulike antall ladninger i ionekilden, i raspekteret fra
massespektrometeret vil alle ladningsfordelingene bli vist (13).

Reduction

Oxidation

Electrons

?' "I'/ Electrons

High Voltage
Power Supply © Ak D 2008

Figur 7: Prinsipp for elektrosprayionisering. Vaeskestremmen fra HPLC
kolonnen forstgves til en aerosol av ladede partikler, og ionene i gassfase trekkes
videre inn i masseanalysatoren ved hjelp av et elektrisk felt (30).

3.6.2 Time-of-flight masseanalysator

| time-of-flight (TOF) masseanalysatoren akselereres ionene i et vakuum-rgr. Hastigheten til

ionene er avhengig av m/z, det vil si at tyngre ioner vil bevege seg saktere enn lette ioner, slik

at de lette ionene vil na detektoren farst. Under vises et forenklet uttrykk for sammenhengen
mellom m/z og flyvetiden i TOF-MS (31):

m/z=2Vt?/D?

der m= massen til ionet, t= tiden det tar fra ionet er akselerert til det nar detektoren,
V=hastigheten til ionet og D=lengden av flyvergret.
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Detektoren sitter i den andre enden av flyvergret og massen til ionene bestemmes av
flyvetiden. kvadrupolen (se Figur 8) kan benyttes i MS/MS som et massefilter ved at det
selekterer ut ioner av interesse. | kollisjonscellen (se Figur 8) kan ionene fragmenteres til
mindre ioner hvis man er interessert i fragmenteringsmensteret. Fordelene med TOF-MS er at
den kan male ioner i et meget stort masseomrade, at scantiden er kort, og at instrumentet
under visse forutsetninger, som lengre flyvergr, kan benyttes med relativt hgy opplasning.

Multi-Channel
Plate Detector

Kvadrupol

Kollisjonscelle

Reflectron

Figur 8: Skisse av time-of-flight masseanalysator med refleksjonsrar.
Analyttmolekylene kommer inn som ioner og akselereres til samme
kinetiske energi. De tyngste ionene beveger seg saktere enn de lette.
Massen til ionene bestemmes av flyvetiden. Kvadrupolen kan benyttes til
MS/MS hvis man gnsker & isolere en bestemt m/z. | kollisjonscellen kan

ionene fragmenteres og gi strukturinformasjon.(32).
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3.7 Praveopparbeiding

3.7.1 Deglykosylering

Antistoffer er vanligvis glykosylerte. Hvor mange glykaner et antistoff inneholder vil variere,

og er opphav til heterogenitet i molekylvekten (15).

For & studere strukturen og funksjonen til et antistoff, kan det veere gunstig a fjerne
glykanene. Massespektrene med de glykosylerte antistoff-konjugatene er ofte sveert
komplekse fordi de heterogene glykankjedene farer til flere m/z i massespekteret. Pa 1gG-
antistoffer er glykankjedene linket via en amidbinding pd aminosyren asparagin (14;15). Ved

fjerning av N-linkede glykaner reduseres heterogeniteten ved TOF-MS analyser (14).
Trastuzumab er glykosylert pa heavy chain. De vanligste glykanene er vist i Figur 9.

Flere metoder kan benyttes for deglykosylering av antistoffer. En av disse metodene er
kjemisk basert, men en slik metode kan skade proteinet (14). Enzymatiske metoder er mildere
og gjer det mulig a fjerne bestemte klasser av glykaner samtidig som man hindrer bade
protein- og glykan-degradering. Peptid N-glykosidase F (PNGase F) er et av de mest brukte
enzymene for deglykosylering av N-linkede glykaner fra glykoproteiner (33). Ved

deglykosylering deamineres glykosylert asparagin til asparaginsyre.

~

Code Glycan Structure
PNGase F 3 —
G2 —GIN—GN—M<M_2:_G

F
| M—GN—G
9 0 G1 —6N—GN—MT
SM—GN
[ | ;

Q B4 Bj@ —
| M
GleNAc GleNAc | MANS | —cn—an—uZ >

R,=N and C substitution other than H g‘;ljggje }gg g:
R,=H or cligosacchardie continuation

F
G
M Mannose 162 Da
Ry=H or o-1-6 Fucose GN N-Acetylglucosamine | 203 Da /

Figur 9: PNGase F (34). Enzymet Kklipper karbohydratkjedene ved aminosyren

asparagin. De vanligste glykanstrukturene er beskrevet (20).
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3.7.2 Reduksjon av proteiner og antistoffer

Det kan ved flere anledninger vare gnskelig a redusere konjugater. For eksempel, dersom
man har komplekse spektre kan disse bli forenklet ve reduksjon av konjugatene. I tillegg er
det gunstig a redusere dersom det er av interesse a finne fordelingen av kjelatorer pa light og

heavy chain.

Disulfidbroene som holder antistoffet sammen kan spaltes og gi to identiske heavy chain, og
to identiske light chain. Dette kan gjgres med reduksjonsmidler som monoetanolamin
(MEA), dithiothreitol (DTT) eller tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP). Antistoffreduksjon
gjeres som oftest i naerver av etylendiamintetraacetic acid (EDTA) for a forhindre
metallkatalysert reoksidering av sulfhydrylgrupper og for & hindre eventuelle kjelatorer i &

binde metaller under prgveopparbeiding av antistoff-konjugatene.
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4, EKSPERIMENTELT

4.1 Materialer og utstyr brukt i oppgaven

Tabell 2: Antistoff brukt i oppgaven.

Antistoff Handelsnavn Leverandgr
Trastuzumab Herceptin ® Roche
Tabell 3: Utstyr brukt under arbeidet med oppgaven
LC-MS Type Leverander Part nr.
LC Acquity UPLC Waters -
Detektor XEVO Q-TOF MS Waters -
Software Masslynx Waters -
Kolonner TSK Gel Super SW Tosoh Bioscience S35W350TRM
3000, 4.6 x 300 mm,
SEC, 4 um partikler
TSK Gel Super SW Tosoh Bioscience S0005
3000, 2.0 x300 mm,
SEC, 4 um partikler
Acquity UPLC BEH Waters 186004496
200, C4,2.1x 100
mm, 1.7 um partikler
Massprep micro Waters 186004032
desalting column 2.1
X5 mm




Tabell 4: Kjemikalier brukt under arbeidet med oppgaven

Kjemikalie Kvalitet Leverandar Partnr.
Maursyre, HCOOH LC-MS Fischer Al117-50
Vann LC-MS Fischer W/0112/17
Acetonitril (ACN) LC-MS Fischer A/0638/17
Trifluoreddiksyre (TFA) Spectro grade Sigma 302031
Ethylenediaminetetraacetic - BDH Biochemical 4438826
acid (EDTA)
tris(2- - Sigma-Aldrich C4706-2G
carboxyethyl)Phosphine (T-
CEP)
”Reaksjonsbuffer” 20 mM Sigma PP0202
ammonium (deglykosylerings
bicarbonat i MFW Kit)
Peptide-N-glycosidase F 50 U Sigma P7367
(PNGase F)
300U Sigma P7367
Natriumklorid, NaCl 0.9% NaCl i MFW Sigma-Aldrich S9625
Boratbuffer 0.07 mM borax i Sigma B-3545
MFW
1,4,7,10- Macrocyclics B-205
Tetraazacyclododecane- -
N,N°,N"",N"""-tetraacetic
acid-NCS (DOTA-NCS)
Metallfritt vann - Fluka 95305
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Tabell 5: Annet utstyr brukt under arbeidet med oppgaven

Utstyr Type Leverandgr Part nr.
Vialer 12 x 32 mm Waters 186000307C
300 pl Chromacol 03-PPSV
Lokk til vialer Chromacol 8-SC
Inserts 6 X 29 mm, 300 pl Waters WAT094170
Vortex mikser MS1 Minishaker IKA
Pipettespisser 10 i, 200 pl, 1 ml, Finntipp, ART -
5mi Molecular
Bioproducts
Automatpipetter 0.5-10 pl, 20-200ul, Finnpipette -
200-1000ul, 0,5-5mi
Vekt AG 135 Mettler Toledo -
Sentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf -
Amicon ultra-4 Cutoff 30 kDa Millipore UFC803096
sentrifuge filtre
Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf -
Gel-filter kolonner 10-DG Biorad 732-2010
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4.2 Endelige prosedyrer

4.2.1 Konjugering av DOTA-NCS til Trastuzumab

| oppgaven ble det valgt & jobbe med fire ulike inngaende stekiometrier av DOTA-
Trastuzumab: 15:1, 10:1, 5:1 og 1:1. Grunnen til at disse stgkiometriene ble valgt er fordi
dette stekiometriske omradet har vist & vere relevant og kan ha betydning for biodistribusjon
(12).

Konjugering ble utfgrt i henhold til litteraturprosedyre og tilpasset (35).

e 0,9% NaCl lgsning ble sterilfiltrert

e Gelfiltreringskolonnene 10-DG ble kondisjonert med sterilfiltrert NaCl lgsning.

e Deretter ble det tilsatt 6 ml av antistoff med kons 10 pg/ul fordelt pa 3 10-DG
kolonner (2 ml i hver). Deretter ble det tilsatt 1 ml 0.9% NaCl Igsning, til waste.

e Det ble eluert med 3 ml 0.9% NaCl lgsning og 3ml protein fraksjon ble samlet opp.
Kolonnen har en recovery pa ca. 95% i henhold til leverandgren, og inneholdt na ca.
6,3 mg/ml filtrert antistoff.

e De 9 ml ble sa splittet i 4 x 2ml, for 4 ulike stakiometrier

e Hvertav de 4 rgrene inneholdt da 12.6 mg Trastuzumab

o Deretter ble det tilsatt ca. 1:1 (v/v) med borat buffer (borax), 70 mM, for a na en pH
paca. 9.

e DOTA-NCS ble veid ut og lgst i MFW til en konsentrasjon pa 10 pg/pl.

o Fglgende mengde DOTA-NCS ble tilsatt i 4 ulike 5 ml rar (se Tabell 6):
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Tabell 6: Oversikt over tilsetting ved konjugering. Inkuberes over natt ved 37 °C.

Reagens Volum Vekt Molare
mengder
Trastuzumab 2 mi 12,6 mg 0,084 nmol
Boratbuffer 2ml 0,07 M
DOTA:
15:1 86,4 ul 864 ug 1,26 pmol
10:1 57,6 ul 576 ug 0,84 pmol
5:1 28,8 ul 288 ug 0,42 pmol
1:1 5,8 ul 58 ug 0,085 pmol

Molekylvekt for DOTA er 686 g/mol (med salter).

e De 4 reaksjonsblandingene ble inkubert over natt ved 37°C

e Etter ca. 20 timer ble overskudd av ureagert ligand fjernet med Amicon Ultra-4
sentrifuge filter. Reaksjonslgsningen ble spunnet ned og det ble gjort et 2 x 4ml buffer
skifte til sterilfiltrert 0,9% NaCl. Retentatet ble fortynnet til 10 pg/ul og fordelt i
eppendorfrgr med 1mg konjugat (100ul). Dette ga 12 rgr av hver stakiometri.

e Konjugatene ble oppbevart ved -18°C.
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4.2.2 Deglykosylering

Det ble brukt et deglykosyleringskit fra Sigma som inneholdt falgende: PNGase F (50 eller
300 Units), ribonuklease B (Rnase B, en glykoprotein standard), 10 x Reaksjons buffer (20
Mm ammonium bikarbonate buffer, pH 8.5), Octyl B-D-glucopyranoside (100 mg) og 2-
Mercaptoethanol (0,90 ml)

Reagenser brukt til deglykosyleringen:

o DOTA-NCS-Trastuzumab 100 pg (10 pg/pl)
o Reaksjonsbuffer (10x) ble fortynnet med metallfritt vann til 1x reaksjonsbuffer
o PNGase F (50U eller 300U)
Ble tilsatt metallfritt vann til en konsentrasjon pa 500 mU/ul og whirlmikset.
. EDTA 5 pg/ul: 5mg EDTA ble lgst i 1ml metallfritt vann

Deaqlykosvleringsprosedyre:

1. 90 pl 1x reaksjonbuffer (ammoniumbikarbonat-buffer pH 8.5)

2. 5yl EDTA (ca. 100 ganger molart overskudd i forhold til antistoff)
3. 10 pl av DOTA-Trastuzumab konjugat 10ug/ul (100 ug)

4. 10 pl av PNGase F 500 mU/ul (5 U)

Inkuberes ved 37°C i 3 timer

Tabell 7: Deglykosyleringsprosedyre for intakt konjugat. Inkuberes ved

37 °C i 3 timer.
Reagens Konsentrasjon Mengde, pl
Reaksjonsbuffer 20 mM NH4HCO3 90
EDTA 25 ug (0,067 mol) |5
Konjugat 100 pg (0,67 mol) 10
PNGase F 5 units 10
Totalt 115
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4.2.3 Enzymatisk reduksjon + deglykosylering av konjugat

Reduseringsprosedyre med T-CEP ble valgt i denne oppgaven. Prosedyren ble videreutviklet
til ogsa a omfatte deglykosylering. 10ul 0,5M Na-acetat, pH 5,5 ble tilsatt 100 pg konjugat (i
10 pul 0,9% NaCl). Deretter ble det tilsatt 1,9 pl av 10 pg/ul T-CEP lgsning (ca. 100 ganger

molart overskudd i forhold til antistoff).

Tabell 8: Redusering og deglykosyleringsprosedyre

Redusering av antistoffer

Substans Konsentrasjon Mengde (ul)
Konjugat 10 pg/ul 10

NaOAc 05M 10

T-CEP 10 pg/ul 1.9

EDTA 10 pg/ul 2,5

Total 24,4

Inkuberes i 30 min. ved romtemeperatur

+ Deglykosylering:
Reaksjonsbuffer x 1 20 mM 80
PNGase F 0,5 U/ul 10

Inkuberes ved 37 °C i 3 timer
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4.2.4 Beregning av kjelator-antistoff-ratin (NAR)

3
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140891.0 1
mass
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Figur 10: Eksempel pa deglykosylert DOTA-Trastuzumab 5:1. Her representerer
m/z-signalene konjugat med 0-6 DOTA-ligander.

DAR verdien er et uttrykk for hvor mange kjelatorer som i gjennomsnitt er konjugert til

antistoffet.
Drug antibody ratio (DAR) kan regnes ut fra falgende formel:
DAR=Sum(n*A,)/Sum A,

Her er n lik antall kjelatorer og A, er lik intensitet av antistoff-konjugat-topp tilsvarende n

kjelatorer (13).
| dette tilfellet ser man fra 0-6 kjelatorer per antistoff, n er derfor fra 0-6.

Ved utregning av DAR-verdier summeres intensitetene pa alle m/z-signalene som

representerer antistoff og kjelator. Intensiteten av hver enkelt m/z-signal deles pa denne

33



summen og multipliseres med antall kjelatorer for det aktuelle m/z-signalene. For & fa et mal
pa reaksjonutbyttet for konjugeringen beregnes ogsa DAR funnet/DAR nominell.

4.25 LC/MS metoder

Det ble utviklet en metode som kan benyttes for a bestemme antall kjelatorer pa intakt og
redusert konjugat.

Tabell 9: Kromatografiske parametre for intakt og redusert konjugat
ved bruk av gelfiltrerings-kolonne

Parametre
Mobilfase A H,O +0.1% TFA
Mobilfase B ACN +0.1% TFA
TSK Gel Super SW 3000,
Kolonne 2.0 mm x 3000 mm, SEC,
4 um partikler
Kolonne temperatur Rom-temperatur
Injeksjonsvolum (ul) 10-15
Flow (ml/min) 0,050-0,075
Total run tid 14 min.

Ved analyse av reduserte konjugater ble det brukt en flow pa 50 pul/min og et
injeksjonsvoulum pé 15 pl. Ved analyse av intakte konjugater ble det brukt en flow pa 75

pl/min og et injeksjonsvolum pé 10 pl.
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Tabell 10: MS metode

: 3-10 minutter (waste 0-3 min. og
Opptakstid ]
10-14 min.)
Masseomrade
1000-4000
(Da)
lonisering ESI+
Scan tid (sek.) 1
Cone spennin
p g 55
(V)
Massekalibrering
Nal, bedre enn 3 mDa
(1000-4000 Da)

Det ble benyttet forstavergass (nitrogengass) flow pa 800L/time, 100°C i ionekilden og en

desolveringstemperatur pa 400°C.
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5. RESULTATER OG DISKUSJON

5.1 Innledende forsgk

5.1.1 MaxEnt

MaxEnt er en integrert del av Masslynx programvare til HPLC og benyttes til & konvertere et
massespekter med flere ladninger til en ladning (z=1). Det fylles inn to parametre, den ene er
“resolution Da/channel”. Her er det i denne oppgaven alltid brukt en verdi pa 1, som foreslatt
av leverandgren av Masslynx (Waters). Det ble ogsa forsgkt verdier fra 0,2-5 uten at det ble
observert synelige forskjeller pa spekterne. Den viktigste parameteren er “uniform gaussian
width at half hight”. Her males bredden av toppen ved halve hgyden pa det aktuelle

raspekteret slik veiledningen til programmet beskriver og som vist i Figur 11.
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Figur 11: Detaljer i massespekteret til deglykosylert DOTA-Trastuzumab 1:1.
Toppbredden ved halve hgyden males her til 1,6 Da.

Figur 12 viser dekonvulert spekter for den malte bredden ved halve topphgyden.
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Figur 12: Dekonvulert spekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 1:1. MaxEnt-
parametre 1:1,6. Signalene representerer antistoff + 1-2 DOTA.

5.1.2 lonekildeoptimalisering

Det ble gjort optimalisering av conespenningen for analyse av antistoff-konjugater. Det ble
observert at hgyere conespenning ga bedre signal og bedre spekterkvalitet. Optimal
conespenning i metoden ble funnet til 55 V. Hagyere conespenning ferte til fragmentering og
lavere signal. Conespenningen ble testet i omradet 35-80V.

Det ble ogsa testet med kapilleerspenning fra 2,5-4 kV. Det ble ikke observert at dette hadde
noen stor betydning for resultatene.
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Av Figur 13 ser man at dekonvulert spekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 5:1 ikke
gir noe informasjon med en conespenning pa 40V.
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Figur 13: Dekonvulert spekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 5:1 med
conespenning pa 40 V.
Figur 14 viser samme prgve analysert med en conespenning pa 55V.
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Figur 14: Dekonvulert spekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 5:1 med

conespenning pa 55 V. Signalene representerer antistoff + 1-6 DOTA
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5.1.3 Omvendt fase LC/MS

Det ble forsgkt utviklet en metode for omvendt-fase-kromatografi pa bade intakte og
reduserte konjugater.

Tabell 11-14 viser LC/MS parametre brukt under forsgkene med omvendt-fase-kolonnene.

Tabell 11: Kromatografiske parametre for intakt og redusert konjugat ved bruk

av omvendt-fase-kolonne

Kolonner UPLC BEH C4 1.7 um | Massprep micro desalting
2.1 x 100 mm column 2.1 x 5 mm
Mobilfase A H,O + 0.1 % FA H,O + 0.1 % FA
Mobilfase B ACN + 0.1 % FA ACN +0.1 % FA
Kolonne 80°C 80°C
temperatur
Injeksjonsvolum 10 pl 15 pl
Flow 0,6 ml/min 0,2-0,5 ml/min

Tabell 12: LC-gradient for intakt og redusert konjugat ved bruk av C4 omvendt-

fase-kolonne. Gradienten er utviklet under arbeidet med oppgaven.

Tid Flow (ml/min) A% B%

(min)
0 0,6 80 20
55 0,6 73 27
7,0 0,6 50 50
7,5 0,6 50 50
8,0 0,6 80 20
9,0 0,6 80 20
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Tabell 13: LC-Gradient for intakt og redusert konjugat ved bruk av desalting
omvendt-fase-kolonne. Gradienten er hentet fra Water's hjemmeside (32).

Tid (min) Flow (ml/min) A% B%
0,0 0,5 90 10
0,5 0,5 90 10
0,51 0,2 90 10
2,0 0,2 0 100
2,5 0,5 0 100
2,6 0,5 90 10
3,1 0,5 0 100
3,2 0,5 90 10
3,7 0,5 0 100
3,8 0,5 90 10
5,0 0,5 90 10

Tabell 14: MS-metode for intakt og redusert konjugat ved bruk av omvendt-

fase-kolonne

Kolonne UPLC BEH C4 1.7 um Massprep micro
2.1 x 100 mm desalting column
2.1x5mm
Run tid (min) 7,5 5
Masse omrade (Da) 1000-4000 1000-4000
lonization mode ESI+ ESI+
Scan tid (sek) 1 1
Cone spenning(V) 55 55
Masse kalibrering (1000- | Nal, bedre enn 3 mDa | Nal, bedre enn 3 mDa
4000 Da)
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Det ble brukt en forstavergass (nitrogengass) flow pa 800L/time, 100°C i ionekilden og en

desolveringstemperatur pa 400°C.

Analyse av intakt antistoff-konjugat pa C4 omvendt-fase-kolonnen ga symetriske

kromatografiske topper, men spekterkvaliteten ble darlig.

Ved analyse av redusert antistoff uten kjelator pa C4 kolonnen oppnas seperasjon av light og

heavy chain, se Figur 15.

100 5.08
i
' HC
\
( |
LC ‘ \
5.08
i f \
| |
i | |
\, | |
| | \
/ \‘- ’ ‘l\\
[ | - 8.09
‘ h . il‘ f a “\‘
0 ; ‘ ! ‘ — . — — ‘ . Time
4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.0

Figur 15: Kromatogram av redusert Trastuzumab pa C4 omvendt-fase-kolonne.

Light chain=5.08 min, heavy chain=6.06 min.

Ved analyse av redusert DOTA-Trastuzumab 15:1 pd C4 omvendt fase kolonne sklir toppene

for light og heavy chain sammen, se Figur 16, og det oppnas ikke separasjon. Det samme

gjelder for de andre stgkiometriene av konjugat.
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Figur 16: Kromatogram av redusert deglykosylert DOTA-Trastuzumab 15:1 pa C4

omvendt-fase-kolonne. Det oppnas ikke separasjon av light og heavy chain.

Pa grunn av utilfredsstillende resultater bade pa intakt og redusert konjugat pa C4-kolonnen,
ble det valgt a teste en desalting-kolonne, som ogsa er en omvendt-fase-kolonne. Heller ikke
denne kolonnen ga separasjon av light og heavy chain ved analyse av reduserte konjugater,
men ga relativt gode dekonvulerte spektre ved analyse av intakt antistoff-konjugat, se Figur

18. Pa desalting-kolonnen ble det brukt en annen gradient enn for C4 kolonnen, se Tabell 13.
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Figur 17: Kromatogram av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 15:1 pa desalting

omvendt—fase-kolonne. Den fgrste toppen pa 2.08 min. inneholder konjugatet, de
andre toppene inneholder forurensinger og/eller systemtopper fra gradienten.
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Figur 18: Dekonvulert spekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 15:1 pa
desalting omvendt-fase-kolonne. Toppene representerer antistoff + 5-12 DOTA.
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Fordeler ved bruk av omvendt-fase-metoden er at den er rask, og at mobilfasen med maursyre
er mer kompatibel med massespektrometeret enn trifluoreddiksyre, som brukes ved gel-

kromatografi. Trifluoreddiksyre er kjent for & kunne gi ionesuppresjon i MSen.

Heller ikke metoden for analyse av antistoffer ved bruk av desalting-omvendt-fase kolonne
kan ses pa som tilfredstillende. Metoden kan ikke brukes pa reduserte antistoffer, og de
dekonvulerte spektrene av intakt antistoff er preget av stgy og antydninger til satelittopper
mellom antistoff-konjugat toppene, se Figur 18. Av kromatografien (se Figur 17) kan det
virke som det er problemer med 4 fa alt konjugat ut av kolonnen, noe som potensielt kan fgre
til problemer med carryover. Problemet med satellitt-topper og carryover er observert i

tidligere publiserte studier med omvendt-fase-kromatografi av antistoff-konjugater (13).

5.2 Partiell validering

5.2.1 Deglykosylering

De farste antistoff-konjugatene ble analysert uten deglykosylering. Raspektrene fra disse
pravene var sveert komplekse og de dekonvulerte spektrene ga ingen informasjon, se Figur
19. Glykanenes heterogenitet farer til komplekse raspektre nar antistoffet er konjugert. Det

ble derfor utviklet en metode for & fjerne disse enzymatisk ved hjelp av PNGase F.
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Figur 19: Eksempel pa dekonvulert spekter av intakt DOTA-Trastuzumab 15:1 pa

gelfiltreringskolonne

Etter deglykosylering ble det en helt annen kvalitet pa spekterne, se Figur 20.
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Figur 20: Eksempel pa dekonvulert spekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab

15:1 pa gelfiltreringskolonne, fordeling av ligander fra 5-12 DOTA
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| starten av arbeidet med denne oppgaven ble prgvene deglykosylert over natt i henhold til
produsentens prosedyre med varierende mengde PNGase tilsatt. Dette ble ikke sett pa som
optimalt. Derfor ble det gjort en serie med forsgk der malet var a finne ut hvilke mengder
PNGase som var ngdvendig for komplett deglykosylering og hvor lang tid
deglykosyleringsreaksjonen tok.

Deglykosyleringsprosedyren som ble brukt var den samme som beskrevet under endelige
prosedyrer (kapittel 4.2.2), bortsett fra ulike mengder PNGase. Det ble laget 6x5 prgver med
DOTA-Trastuzumab 15:1 og 6x5 pragver Trastuzumab som ble deglykosylert med falgende
mengder PNGase: 50 mU, 500mU, 1U, 2U og 5U. Reaksjonene ble stoppet ved tilsetting av
10 ul 3.8M NaOAc. PNGasen har et pH-optimum ved 8.6, og vil ikke fungere ved pH 3.8
(33). Reaksjonene ble stoppet ved 6 ulike tidspunkter

Tabell 15 viser en oversikt over resultatene fra deglykosyleringsforsgkene.

Tabell 15: Oversikt over deglykosylering med ulike mengder PNGase F og ulike
inkubasjonstider . -= intakte glykaner, /=delvis deglykosylert og X=fullstendig
deglykosylert.

Konsentrasjon 50 mU 500 mU 1U 2U 5U
Tid

15 min. - - - - -

30 min. - - - - -

1 time - - - - -

2 timer - - - / /
3 timer - - - / X
5 timer - - / / X

Av Tabell 15 kan man se at konjugatene er fullstendig deglykosylert ved bruk av 5U PNGase
i 3 timer. Konjugatene kan vare tilstrekkelig deglykosylert ogsa ved feltene merket med
delvis deglykosylering. Etter dette forsgket ble det konkludert med at det var gnskelig a bruke
5U PNGase ved 37°C i 3 timer i den endelige prosedyren, fordi det ved bruk av sapass hgy
konsentrasjon av PNGase vil med stor sikkerhet gi tilstrekkelig deglykosylerte konjugater
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selv om PNGasen skulle miste litt av sin enzymatiske virkning. PNGasen har en holdbarhet
pa ca. 3 uker i kjgleskap i henhold til produsent (33). Mot slutten av denne holdbarhetstiden
ble det observert en avtagende effekt av PNGasens aktivitet. For a veere sikker pa at dette
ikke pavirker deglykosyleringsresultatene ble det valgt en relativt hgy konsentrasjon av
PNGase for a sikre at det oppnas tilstrekkelig deglykosylering samtidig som tidsforbruket (3
timer) er akseptabelt.

Figur 21 viser delvis deglykosylering av Trastuzumab med 2U PNGase etter 3 timer.
Massespekteret viser heterogeniteten av glykankjedene.
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Figur 21: Delvis deglykosylering av Trastuzumab med 2U PNGase i 3 timer.
Signal med masse 146624 Da indikerer ufullstendig deglykosylering og tilsvarer
Trastuzumab med en glykankjede. Signal med masse 148228 Da representerer

konjugat med begge glykankjedene.

Pa Figur 22 er signalet som representerer delvis deglykosylering mindre enn 10%. Dette ses

pa som tilstrekkelig deglykosylering og er definert som fullstendig deglykosylering i Tabell
15.
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Figur 22: Trastuzumab deglykosylert med 5U PNGase i 3 timer. Signal med

HMass

masse 145180 Da representerer deglykosylert antistoff. Signal med masse 146621
Da er rester av delvis deglykosylert antistoff.

PNGase har en molekylvekt pa ca. 36 kDa i henhold til produsent (33). Ved analyse av
reduserte konjugater med gelfiltreringskolonne eluerer PNGasen i samme topp som heavy
chain, se Figur 23. Arealet under toppen til PNGasen tilsvarer ca. 5% av arealet under toppen
til heavy chain og vil sannsynligvis ikke pavirke massespekteret til heavy chain.

Konsentrasjonen av PNGasen er 0,5U/ul som beskrevet i den endelige prosedyren (5U).
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Figur 23: Overlay av kromatogram for redusert deglykosylert DOTA-Trastuzumab
10:1 og PNGase tilsvarende 5U/100 pg konjugat.

Det ble tilsatt gkende mengder PNGase, helt opp til 20U, for & se om dette pavirket

spekterkvaliteten, men den virket ikke & ha forstyrrende effekt.

Nar det gjelder analyse av intakte konjugater har antistoffet og PNGasen ulik retensjonstid pa
gelfiltreringskolonne, og vil ikke pavirke hverandre. Antistoffet har en retensjonstid pa ca.

5.8 min mens PNGasen har en retensjonstid pa ca. 6.4 min.

49



5.2.2 Injeksjonsvolum

Ulike injeksjonsvolum ble testet ut pa gelfiltreringskolonne med indre diamter pa 2.0 mm for
a se hvordan dette pavirket arealet under toppene i kromatogrammet. Ved bruk av gkende
injeksjonsvolum far man starst signal, men med 15 pl injeksjoner med intakte konjugater ble
toppen i kromatogrammet svaert usymmetrisk. Ved 10 ul ble toppen mer intens og
symmetrisk. Ved lavere injeksjonsvolum ble signalene betydelig mindre, og kvaliteten pa
massespektrene ble for darlig til & kunne bestemme antall kjelatorer konjugert til antistoffet.
Det ble derfor konkludert med at et injeksjonsvolum pa 10 pl var optimalt for intakte
konjugater, se Tabell 16 og Figur 24.

Tabell 16: Oversikt over ulike injeksjonsvolum og arealer med

gelfiltreringskolonne med indre diameter pa 2.0 mm.

Injeksjonsvolum (ul) | Areal under toppen (counts)
15 341 889
10 264 907
5 111 297
3 146 427
1 39 349
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Figur 24: Overlay av kromatografien av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 1:1 ved 5

ulike injeksjonsvolum pa gelfiltreringskolonne med indre diameter 2.0 mm.
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5.2.3 Reduksjon av konjugater

For reduserte konjugater ble det valgt et injeksjonsvolum pa 15 pl, da dette bade ga
symmetriske topper og massespektre med god kvalitet.
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Figur 25: Kromatogram av redusert og deglykosylert DOTA-Trastuzumab 5:1 pa

gelfiltrerings-kolonne med 1.D. 2 mm.

Figur 26-28 illustrerer kvalitetsforbedring pa raspekter ved reduksjon til heavy og light
chain sammenliknet med intakt konjugat. Spekterne for light chain og heavy chain er

mindre komplekse enn for intakt konjugat.
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Figur 26: Raspekter av intakt deglykosylert DOTA-Trastuzumab 5:1 pa
gelfiltreringskolonne med 1.D. 2 mm.
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Figur 27: Raspekter av deglykosylert og redusert DOTA-Trastuzumab 5:1,
Heavy chain, pa gelfiltreringskolonne 1.D. 2 mm.
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Figur 28: Raspekter av deglykosylert og redusert DOTA-Trastuzumab 5:1,
light chain, pa gelfiltreringskolonne 1.D. 2 mm.
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5.2.4 Kolonner og mobilfaser

Det ble testet to ulike gelkromatografi (SEC) kolonner, en pa 30 cm med indre diameter 4.6
mm og en pa 30 cm med indre diameter 2.0 mm. Kromatografien fra de to kolonnene vises i
Figur 29. Raspektrene til de to kolonnene vises i Figur 30. Pa grunn av bedre signal med

kolonnen med indre diameter pa 2.0 mm ble denne valgt & bruke i den endelige LC/MS-

metoden.
~
1005 Kolonne med indre diameter 4.6 mm
inj. Vol. 15 pl
3.06
se 61599
4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
5.85
100 243514
Kolonne med indre diameter 2.0 mm
inj. Vol. 10 pl
= 59
0

200 so0 | 6to 7o0 800 soo | ioco | me
Figur 29: Kromatogram av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 15:1 pa kolonne med

indre diameter 4.6 mm (gverst), og kolonne med indre diameter 2.0 mm (nederst).
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Figur 30: Sammenlikning av raspekter for deglykosylert DOTA-Trastuzumab 15:1 for
kolonne med indre diameter 4.6 mm, injeksjonsvolum 15 pl (sverst) og kolonne med

indre diameter 2.0 mm, injeksjonsvolum 10 ul (nederst).

Mindre indre diameter skal teoretisk gi starre signaler og bedre spekterkvalitet for samme

injiserte mengde. Teoretisk responsfaktor beregnes ut fra likningen;
R=(D1/D2)?

Der R=responsfaktoren, D1=kolonnediameter pa kolonnel og D2=kolonnediameter pa
kolonne 2. 1 dette tilfellet blir R=5.3. Det vil si at det forventes en 5.3 ganger hayere respons

for kolonnen med indre diameter pa 2.0 mm enn for kolonnen med indre diameter pa 4.6 mm.

Av Figur 29 ser man forskjell i signal i kromatogrammet. Dette er ingen direkte
sammenlikning, fordi det er brukt ulike injeksjonsvolum. Omregnet til samme
injeksjonsvolum pa 10 pl tilsvarer signalgkningen fra kolonnen med indre diameter 2.0 mm

5.9 ganger hgyere signal enn for kolonnen med indre diameter 4.6 mm. Dette er i samme
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starrelsesorden som den teoretisk forventede signalgkningen pa 5.3. Figur 30 viser forskijell i
signal i raspekteret for de to kolonnene.

Sammenliknet med en tilsvarende publisert LC/MS metode (13) brukes det i denne oppgaven
en kolonne med indre diameter pa 2.0 mm, mens det i den tilsvarende metoden brukes
kolonne med indre diameter 4.6 mm. Dette er en kolonne med samme indre diameter som

innledningsvis ble testet ut i denne oppgaven, men forkastet pa grunn av for darlig signal.

For den utviklede metoden injiseres 10 pg konjugat, mens det i tidligere publiserte metode
injiseres 10-80 pg. Dette viser at metoden som er utviklet gir gode data sammenliknet med
tidligere publisert metode (13).

Ved den utviklede LC/MS-metoden blir toppene i kromatogrammet relativt brede, se
eksempel i Figur 25. Det kunne vart gnskelig med smalere topper, men i dette tilfellet er
malet med metoden & bestemme graden av konjugering pa antistoffene. Selv om
kolonneeffektiviteten kunne vert hgyere kan metoden benyttes til det som var malet med
oppgaven.

I metoden for gelfiltreringskromatografi brukes 0,1% trifluoreddiksyre i mobilfasen.
Trifluoeddiksyre er kjent for & kunne blokkere for signaler i massespektrometeret. Det brukes
ved analyser lite mobilfase, 50-75 pl/min, noe som er relativt skansomt for ionekilden i
sammenliknet med kolonnen med indre diameter 4.6 mm der det brukes en flow pa 0.4

ml/min.

Det ble brukt isokratisk eluering, med forblandet 50% ACN + 0,1% TFA. Valg av mobilfase
ble gjort pa bakgrunn av tidligere publiserte tilsvarende analyser (13). Det ble ogsa testet ut
en mobilfase bestaende av 50% ACN + 1% FA og 0,02% TFA som har gitt bedre resultater i
andre forsgk (13), men massespekterne ved bruk av denne mobilfasen ble svart darlige
sammenliknet med 50% ACN i 0.1% TFA til tross for mindre mengde TFA.

Dekonvulerte spektere av intakt Trastuzumab pa gelfiltreringskolonne viser en
gjennomsnittelig molekylvekt pa 148059 Da (n=6, se Tabell 3.1 i vedlegg 3, og Figur 1.11 i
vedlegg 1). Dette stemmer med molekylvekt for Trastuzumab som er funnet i litteraturen
(15). Dekonvulerte spekter av Trastuzumab heavy og light chain ga molekylvekter pa
henholdsvis 49158 Da og 23439 Da (n=6, se Tabell 3.1 i vedlegg 3). Dette stemmer godt
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overens med data fra andre kilder (14) noe som indikerer at metoden har god
massengyaktighet.

Kompleksiteten i raspekterne til konjugatene ved de ulike stekiometriene varier som
forventet relativt mye. Raspekterne av konjugat med hgy stgkiometri (15:1 og 10:1) er mer
komplekse enn raspekterne av konjugat med lav stekiometri (5:1 og 1:1), og raspektre for
intakte konjugater er mer komplekse enn for reduserte konjugater. Ved analyser av
konjugater med hgye stgkiometrier kan det derfor vere gunstig a gjgre en reduksjon, mens
det for analyse av konjugat med lave stgkiometrier vil veere enklest & analysere pa intakte
konjugater. Analyse av reduserte antistoffer vil vaere noe mer arbeidskrevende pa grunn av

reduksjonsreaksjonen.

Sammenlikning av raspektre for intakt og redusert antistoff er vist i Figur 26-28. Figur 31
vises raspekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 1:1. Raspekteret har god kvalitet og er
mindre kompleks enn deglykosylert DOTA-Trastuzumab 15:1 som er vist i Figur 26.
Raspekter med god kvalitet gir gode dekonvulerte spektre. (Se dekonvulert spekter av
deglykosylert DOTA-Trastuzumab 1:1 i Figur 32.)
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Figur 31: Raspekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 1:1
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Figur 32: Dekonvulert spekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 1:1. De tre

signalene tilsvarer deglykosylert antistoff og antistoff pluss en og to kjelatorer.

En oversikt over Figurer og Tabeller ved alle undersgkte stgkiometrier er vist i vedlegg 1 og
2.

5.2.5 Analyse av ulike konjugat batcher

Det ble syntetisert 4 ulike stgkiometrier med Trastuzumab-DOTA-konjugat; 15:1, 10:1, 5:1
og 1:1.

Metoden som er utviklet kan benyttes pa konjugater ved alle nevnte nominelle DAR-verdier

enten i intakt eller redusert form.

| metoden er det benyttet en gelfiltreringskolonne med indre diameter pa 2.0 mm, og en
mobilfase av 50% ACN i 0.1% TFA.

| Tabell 17-19 vises en oversikt over funnet DAR-verdi, standardavvik, A m/z og utbyttet ved
de ulike nominelle DAR-verdiene. Utbyttet (Df/Dn*100%) regnes ut ved a dele funnet DAR-
verdi pa nominell DAR-verdi og multiplisere dette med 100%.
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Av Tabell 17 kan man se at standardavviket er sterre ved lave stakiometrier enn ved hgye.
Ved lavere DAR-verdier er raspektrene mer detaljerte, og inneholder mindre stgy. Pa grunn
av smalere m/z-signaler velges lavere verdi pa MaxEnt parameter. Dette gir mer detaljerte
dekonvulerte spektre. Generelt vil bruk av lave MaxEnt verdier potensielt kunne fare til
starre variasjoner i det dekonvulerte spekteret. Det er derfor naturlig a tro at dette kan ha en

sammenheng med de hgyere standardavvikene som observeres ved lave stgkiometrier.

Ved hgye nominelle DAR, 15:1 og 10:1, er stgygrensen hgyere enn ved lavere nominelle
DAR. Dette fgrer til at mindre topper kan tas med i DAR beregninger enn for lave
stekiometrier. De sma toppene kan ofte variere mer enn de stgrre, noe som kan fare til
variasjon i funnet DAR-verdi og videre til hgyere standardavvik. Det kunne veert satt en
grense for hvor sma topper som skulle tas med i beregningen av funnet DAR, for a begrense
standardavviket.

Tabell 17 viser DAR funnet, %RSD, Df/Dn og A m/z.

Tabell 17: Oversikt over DAR-verdier, %RSD, utbytter og masseforskjell ved alle
stgkiometriene for intakte antistoffer. Df=DAR funnet Dn=DAR nominell.

DAR Analyse DAR funnet RSD Df/Dn* Avg. A m/z
nominell paraleller (%) 100% (Da)

15:1 4 9,0 1,8 59,5 557,7

10:1 4 58 1.3 58,0 556,8

5:1 4 2,5 4,7 49,4 556,9

1:1 4 0,5 4,2 50,0 555,3
Gjennomsni 54,2 556,7

tt

% RSD 9,7 0,2
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Figur 33 viser ssmmenheng mellom funnet DAR og nominell DAR. At det er et tilneermet
linezert forhold mellom disse gjgr det enklere & syntetisere konjugat med gnsket DAR-verdi

til for eksempel et biodistribusjonsforsgk.
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Figur 33: Sammenheng mellom nominell DAR og funnet DAR for intakte

antistoffer.

Dekonvulert spekter av reduserte konjugater viser at DOTA er fordelt pa bade light chain og
heavy chain (se Figurer i vedlegg 2). Ved beregning av DAR for reduserte antistoffer ble

DAR regnet ut separat for light og heavy chain og deretter lagt sammen.

Tabell 20 viser DAR-verdier, %RSD og utbytter for reduserte konjugater.
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Tabell 18: Oversikt over funnet DAR verdier, %RSD og utbytter ved ulike
nominelle DAR verdier for reduserte konjugater.

DAR nominell Analyse DAR RSD Df/Dn*
paraleller funnet (%) 100%
15:1 4 8,1 2.3 53,7
10:1 4 5,2 6,5 51,7
5:1 4 2,4 3,6 48,4
1:1 4 0,5 6,4 53,5
Gjennomsnitt 4,7 51,9
%RSD

Ved & sammenlikne Tabell 17 og 18 ser man at DAR-verdiene og utbyttene for redusert og
intakt konjugat varierer mer ved nominell DAR 15:1 og 10:1 enn ved nominell DAR 5:1 og
1:1. Raspekterne ved de lave stgkiometriene for intakt antistoff og generelt for reduserte
antistoff er av god kvalitet. Det blir dermed tatt utgangspunkt i at beregningene fra spektrene
med best kvalitet vil veere de mest riktige. Det blir derfor bestemt at det bar gjgres en

reduksjon ved analyse av konjugater med stgkiometrier over 5:1.

Analyse av redusert konjugat kan selvsagt ogsa benyttes ved lave stgkiometrier, men det er
enklere og raskere a analysere pa intakt konjugat. Det spares tid bade ved a slippe

reduksjonstrinnet, og ved at det er enklere a behandle data fra analyse av intakt antistoff.

Analyse av intakt konjugat er det som er mest aktuelt, da det ofte jobbes med lave
stokiometriske antistoff-kjelator forhold i forbindelse med biodistribusjonsstudier (11;36).
Det er vist at konjugater med mange kjelatorer kan gi gkt leveropptak (11). Det er derfor
mest aktuelt & optimalisere konjugater med nominell DAR lavere enn 5 ved a analysere

intakte konjugater.

62



Av Tabell 17 og 18 ser man videre at utbyttene for konjugeringsreaksjonen er funnet til
54.2% for intakt konjugat og 51.9% for reduserte konjugat, dette er i samme stgrrelsesorden

som tildligere er funnet i andre publiserte data (35).

Sammenlikning av Tabell 19 og 21 viser at metoden for redusert konjugat generelt gir mer
ngyaktig masseforskjell mellom DOTA-konjugatene enn metoden for intakt konjugat. Dette
har sannsynligvis sammenheng med bedre spekterkvalitet pa redusert konjugat.
Masseforskjellen mellom hvert konjugat skal i teorien veere 550.2-551.2 Da, avhengig av om
aminet pa lysin er protonert eller ikke. Av Tabell 17 og 19 kan man se at denne
masseforskjellen totalt sett stemmer bra, tatt i betrakning den haye molekylvekten for

konjugatene.

Tabell 19: Oversikt over retensjonstid og malt masseforskjell mellom DOTA-molekyler

for light og heavy chain ved ulike nominelle DAR-verdier.

Analyse- DAR Avg. A m/z Retensjons  Avg.Am/z  Retensjons
paraleller  nominell (Da) tid heavy (Da) tid light
Heavy chain  chain (min) Light chain chain (min)

4 15:1 554,2 9,5 551,7 10,8
4 10:1 552,8 9,4 551,6 10,8

4 5:1 551,1 9,4 551,5 10,8

4 1:1 549,8 9,4 551,3 10,8
Avg. 552,0 9,4 551,5 10,8
RSD (%) 0,35 0,53 0,03 0,00
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Tilnzrmet linezre forhold observeres ogsa for nominell DAR sammenliknet med funnet

DAR for reduserte antistoffer, se Figur 34.
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Figur 34: Sammenheng mellom nominell DAR og funnet DAR for reduserte

antistoffer.

Figurer og tabeller over reduserte konjugater til hver stgkiometri er vist i vedlegg 2.

5.2.6 Presisjon

Metoden som er utviklet kan benyttes til maling bade pa intakte og reduserte konjugater. Nar
det gjelder masseforskjellen mellom DOTA-konjugatene ga reduserte konjugater mer
ngyaktige resultater (se Tabell 17 og 19). Nar det gjelder funnede DAR-verdier er disse
relativt like ved sammenlikning av intakte og reduserte antistoffer ved lave stgkiometrier, 1:1
0g 5:1.

Malet med oppgaven skisserer at presisjonen bar vaere bedre enn 10%. Prosent relativt
standardavvik (%RSD) for funnet DAR-verdi blant intakte antistoffer varierer fra 1.3-4.7. For
funnet DAR verdi for reduserte antistoffer varierer % RSD fra 2.3-6.5, se Tabell 17 og 18. |

begge tilfeller er %RSD innenfor kravet til presisjon.
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Ved analyse av konjugater med hgye stekiometrier (15:1 og 10:1) ses en forskjell i funnet
DAR-verdi hos intakte og reduserte antistoffer pa ca. 10%. Spekterkompleksiteten er mindre
for reduserte konjugater og for intakte konjugater med nominell DAR under 10:1 (se Figurer i
vedlegg 1 og 2). Det er derfor naturlig & anta at DAR-verdiene som er beregnet fra disse
raspektrene er de mest riktige. Det kan derfor vare gunstig a redusere ved analyse av
konjugater med nominell DAR over 5:1.

5.2.7 Alternative metoder

Det er i litteraturen beskrevet tre andre metoder for bestemmelse av kjelator konjugert til
antistoff. Den ene metoden benytter Pb(ll) tilsatt arzenaso (37). Arzenaso-bly-komplekset er
blafarget. Ved a titrere med antistoff-DOTA-konjugat vil det skje en transkjelatering fra
arzenaso til DOTA. Det observeres da en gradvis reduksjon i fargeintensiteten, noe som ved
hjelp av UV-spektroskopi kan relateres til konsentrasjon av DOTA. Ut fra konsentrasjonen
kan det regnes ut hvor mange kjelatorer som er konjugert til hvert antistoff. Dette er en
indirekte og arbeidskrevende metode. Den ma i tillegg optimaliseres for hver kjelator.

En annen metode for & male grad av konjugering er basert pa radiometrisk titrering med
kobolt-57-klorid (38). Her males graden av konjugering ved & male radioaktiviteten til kobolt
med en gammateller, og sammenliknes med en standardlgsning av kobolt-57-klorid. En slik
metode er ogsa indirekte. Dette er en kjelatorspesifikk metode, noe som gjgr metoden lite
universell. En annen ulempe er at denne metoden innebeerer handtering av radioaktive

isotoper.

En tredje metode er a bruke karbon-14 merkede kjelatorer (35). Dette kan i prinsippet gi et
godt estimat for antall kjelatorer per antistoff, men er sveert arbeidskrevende a syntetisere og
kostbar og utfgre. Spesielt dersom man gnsker a teste egenskapene til flere kjelatorer, noe

som er vanlig i tidlige faser i utvikling av radioimmunokonjugater.
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6 KONKLUSJON

Det har blitt utviklet en metode for & male antall kjelatorer (DOTA-NCS) konjugert til
antistoff (Trastuzumab) ved bruk av gelkromatografi-massespektrometri. Metoden er basert
pa at konjugatene deglykosyleres med enzymet PNGase F. Det kan bestemmes antall
kjelatorer bade pa intakt og redusert konjugat. Metoden benyttes til & bestemme Drug-to-

Antibody (DAR) ratioer basert pa nominelle stekiometrier fra 1:1 til 15:1.

DOTA-NCS-konjugering farer til heterogen fordeling av DOTA pr. antistoff. Modifiserte
biologiske makromolekyler gir ofte opphav til svaert komplekse massespektre pa grunn av
makromolekylenes stgrrelse samt ladningsfordelingen som faglge av elektrosprayionisering.
Hovedutfordringen i arbeidet har veert & oppna massespektre med en kvalitet som gjer det
mulig & bestemme DAR-verdier etter dataprosessering. Kvaliteten av raspekterne ble funnet &
veere en funksjon av signalstyrke og kompleksitet. Kompleksiteten av massespekterne til de
reduserte konjugatene er mindre sammenlignet med massespekterne av intakte konjugater,
noe som bidrar til sikrere bestemmelse av DAR-verdier for konjugater med nominell
stekiometri over 5:1. | gelkromatografi-metoden som ble utviklet ble det brukt en kolonne
med kolonnedimensjon pa 2.0 millimeter indre diameter. Denne kolonnen ga ca. 5.9 ganger
starre signal for samme injiserte prevemengde enn ved bruk av tradisjonell
kolonnedimensjon pa 4.6 millimeter indre diameter. Denne metodeforbedringen sammen med
optimalisering av ionekildeparametere gjorde det mulig & bestemme DAR-verdier for DOTA-
Trastuzumab-konjugatene. Presisjonen ble gjennom partiell validering funnet til & veere bedre
enn 7% for alle stekiometriske forhold. Det ble vurdert at metoden er egnet til & male graden
av DOTA-konjugering til Trastuzumab med en nominell stekiometri fra 1:1 til 15:1.

Det ble innledningsvis forsgkt utviklet omvendt-fase HPLC-MS og UPLC-MS metoder, men
disse ga ikke raspektre med god nok kvalitet til & kunne bestemme antall kjelatorer pr.
antistoff. Alternative metoder beskrevet i litteraturen innebarer blandt annet transkjelatering
fra Pb (11) arsenazo, radiometrisk titrering med Kobolt-57 eller merking av ligander med
Karbon-14. Sammenlignet med disse alternativene er den utviklede LC/MS metoden relativt
lite tidkrevende, ikke-radioaktiv og mer generell. | tidlig utviklingsfase innen

radioimmunoterapi er det verdifullt & benytte karakteriseringsmetoder som er mer generelle
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fordi det apner for mulighet til & bestemme DAR-verdier for konjugater med andre kjelatorer
0g eventuelt andre antistoffer.
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Vedleqq 1: Tabeller og Figurer over ulike DOTA-Trastuzumab

stokiometrier for intakte antistoff.

100,

400 500 600 700 800 900  10.00
Figur 1.1: Overlay av kromatogrammer av DOTA-Trastuzumab, stekiometrier
1:1,5:1,10:1 og 15:1. n=4.
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Figur 1.2: Raspekter av deglykosylert DOTA Trastuzumab 15:1
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Figur 1.3: Raspekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 10:1
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Figur 1.4: Raspekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 5:1
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Figur 1.5: Raspekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 1:1
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Figur 1.6: Raspekter av deglykosylert-Trastuzumab
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Figur 1.7: Dekonvulert spekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 15:1

75



5

148005.0
1004
4 6
148569.0
147435.0
7
149137.0
~°\CL
3
146865.0 8
149711.0
2 9
150298.0
146302.0 g
142106.0 145184.0 M 151401.0
0] : T WVU*J T : mass
142000 144000 146000 148000 150000 152000

Figur 1.8: Dekonvulert spekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 10:1

100- 146307.0
2 146866.0
3
4
147426.0
Q\D_
1
5
145735.0
/147985.0 6
J48551.0
145193.Q M
0 - w_ﬂ ad Ilﬂ MJ i ; IJl . Apd i i, i e
142000 144000 146000 148000 150000 152000

Figur 1.9: Dekonvulert spekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 5:
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Figur 1.10: Dekonvulert spekter av deglykosylert DOTA-Trastuzumab 1:1
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Figur 1.11: Dekonvulert spekter av deglykosylert Trastuzumab
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Figur 1.12: Dekonvulert spekter av Trastuzumab. Heterogeniteten til glykanene
vises i spekteret.

Tabell 1.1: Resultater fra deglykosylert DOTA-Trastuzumab 15:1

DAR nominell DAR funnet Df/Dn*
100%

8.92 59.5

8.78 58.5

15:1 9.17 61.1

8.93 59.5

Gjennomsnitt 9,0 59,7

RSD (%) 1.8 1,8

78



Tabell 1.2: Resultater fra deglykosylert DOTA-Trastuzumab 10:1

DAR nominell DAR funnet Df/Dn*
100%
5.80 58.0
5.88 58.8
5.81 58.1
101 5.70 57.0
Gjennomsnitt 5.8 58.8
RSD (%) 1.3 1.3
Tabell 1.3: Resultater fra deglykosylert DOTA-Trastuzumab 5:1
DAR nominell DAR funnet Df/Dn*
100%
2,83 56,6
2,77 95,4
3,01 60,2
51
3,07 61,4
Gjennomsnitt 2,9 58,4
RSD (%) 4,9 4,9
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Tabell 1.4: Resultater fra deglykosylert DOTA-Trastuzumab 1:1

DAR nominell

1:1

Gjennomsnitt

RSD (%)

80

DAR funnet

0,48
0,46
0,44
0,44
05

4,2

Df/Dn*
100%
48

46

44

44
45,5

4,2



Vedleqq 2: Figurer og Tabeller av deglykosylerte reduserte antistoffer fra

ulikestgkiometrier
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Figur 2.1: Overlay av kromatogrammer for redusert og deglykosylert DOTA-
Trastuzumab, stgkiometrier 1:1, 5:1, 10:1 og 15:1. n=4.
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Figur 2.2: Raspekter av deglykosylert og reduset DOTA-Trastuzumab 15:1, heavy

chain.
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Figur 2.3: Raspekter av deglykosylert redusert DOTA-Trastuzumab 10:1, heavy

chain.
2617
100, agg 2486
2617
23682486 o517 oen
2617
2368 2617
2060 2367.[, | 2588
2762
2260 2368 2487 2925
2162 2618 g;gg 2925
2162 2619 3107
o619 | 2924|2026 [ 3108
2162 3073] 3108 3318
(=]
S5 2072
3315

ol h“m o e I n .L 11 “.ul..

2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800

“m/z

Figur 2.4: Raspekter av deglykosylert redusert DOTA-Trastuzumab 5:1, heavy
chain
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Figur 2.5: Raspekter av deglykosylert redusert DOTA-Trastuzumab 1:1, heavy

chain.
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Figur 2.6: Raspekter av deglykosylert redusert Trastuzumab, heavy chain
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Figur 2.7: Raspekter av deglykosylert og reduset DOTA-Trastuzumab 15:1, light
chain.
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Figur 2.8: Raspekter av deglykosylert redusert DOTA-Trastuzumab 10:1, light
chain.
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Figur 2.9: Raspekter av deglykosylert redusert DOTA-Trastuzumab 5:1, light chain
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Figur 2.10: Raspekter av deglykosylert redusert DOTA-Trastuzumab 1:1, light

chain.
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Figur 2.11: Raspekter av deglykosylert redusert Trastuzumab, light chain.
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Figur 2.12: Dekonvulert spekter av deglykosylert og reduset DOTA-Trastuzumab
15:1, heavy chain.
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Figur 2.13: Dekonvulert spekter av deglykosylert redusert DOTA-Trastuzumab
10:1, heavy chain.
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Figur 2.14: Dekonvulert spekter av deglykosylert redusert DOTA-Trastuzumab
5:1, heavy chain
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Figur 2.15: Dekonvulert spekter deglykosylert redusert DOTA-Trastuzumab 1:1,

heavy chain.
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Figur 2.16: Dekonvulert spekter deglykosylert redusert Trastuzumab, heavy chain.
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Figur 2.17: Dekonvulert spekter av deglykosylert og reduset DOTA-Trastuzumab
15:1, light chain.
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Figur 2.18: Dekonvulert spekter av deglykosylert redusert DOTA-Trastuzumab
10:1, light chain.
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Figur 2.19: Dekonvulert spekter av deglykosylert redusert DOTA-Trastuzumab

5:1, light chain
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Figur 2.20: Dekonvulert spekter deglykosylert redusert DOTA-Trastuzumab 1:1,

light chain.
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Figur 2.21: Dekonvulert spekter deglykosylert redusert Trastuzumab, light chain.

Tabell 2.1: Resultater over DAR og Df/Dn*100% for deglykosylert redusert DOTA-
Trastuzumab 15:1

DAR nominell DAR Retensjonstid DAR DAR Df/Dn*
funnet Heavy chain funnet Retensjonstid funnet 100%
Heavy Light  Lightchain  Total
chain chain
2,63 9,44 1,36 10,86 7,98 53,2
2,59 9,44 1,36 10,84 7,9 52,7
15:1
2,79 9,49 1,39 10,82 8,32 55,5
2,65 9,47 1,36 10,84 8,02 53,5
Gjennomsnitt 2,7 9,5 1,4 10,8 8,1 53,7
RSD (%) 3,3 0,3 1,1 0,2 2,3 2,3
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Tabell 2.2: Tabell: Resultater over DAR og Df/Dn*100% for deglykosylert redusert
DOTA-Trastuzumab 10:1

DAR nominell DAR Retensjonstid DAR DAR Df/Dn*
funnet Heavychain funnet Retensjonstid funnet 100%
Heavy Light Light chain Total
chain chain
1,73 9,44 0,93 10,84 5,32 53,2
1,8 9,42 0,82 10,81 5,24 52,4
ROEE 1,52 9,46 0,82 10,81 468 468
1,64 9,46 1,08 10,82 5,44 54,4
Gjennomsnitt 1,7 9,4 0,9 10,8 5,2 51,7
RSD (%) 7,2 0,2 13,5 0,1 6,5 6,5

Tabell: Tabell 2.3: Tabell: Resultater over DAR og Df/Dn*100% for deglykosylert
redusert DOTA-Trastuzumab 5:1

DAR DAR DAR DAR Df/Dn*
nominell funnet Retensjonstid funnet Retensjonstid funnet 100%

Heavy Heavychain  Light Light chain Total

chain chain
0,80 9,44 0,43 10,82 2,46 492
0,80 9,44 0,43 10,81 2,46 492

5:1

0,77 9,46 0,42 10,82 2,38 47.6
0,72 9,37 0,42 10,82 2,28 45,6
Gjennomsnitt 0,8 9,4 0,4 10,8 2,4 48,4
RSD (%) 4,9 0,42 1,4 0,05 3,6 35
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Tabell: Tabell 2.4: Tabell: Resultater over DAR, retensjonstid og Df/Dn*100% for
deglykosylert redusert DOTA-Trastuzumab 1:1

DAR nominell DAR DAR DAR  Df/Dn*
funnet Retensjonstid funnet Retensjonstid funnet  100%
Heavy  Heavy chain Light Light chain Total

chain chain
0,15 9,47 0,10 10,82 0,5 50
0,17 9,37 0,09 10,74 0,52 52
1 0,19 9,44 0,10 10,79 0,58 58
0,18 9,46 0,09 10,84 0,54 54
Gjennomsnitt 0,2 9,4 0,1 10,8 0,5 53,5
RSD (%) 9,9 0,5 6,1 0,4 6,4 6,4
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Vedlegq 3: Tabell over molekylvekter for intakt, deglykosylert og

redusert Trastuzumab.

Tabell 3.1: Gjennomsnittelige molekylvekter for intakt og redusert Trastuzumab.

Parallell Molekylvekt ~ Molekylvekt Molekylvekt Molekylvekt
nummer intakt deglykosylert heavy chain light chain
1 148060 145184 49158 23439
2 148059 145181 49158 23439
3 148058 145180 49158 23439
4 148058 145180 49158 23439
5 148058 145182 49158 23439
6 148058 145179 49157 23439
Gjennomsnitt 148059 145181 49158 23439
RSD (%) 0,0006 0,0012 0,0008 0,0000
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Vedleqq 4: Figur over sammenheng mellom funnet DAR nominell for

reduserte og intakte antistoffer

Intakte funnet DAR v.s. reduserte
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Figur 4.1: Sammen heng mellom funnet DAR verdi for intakte og reduserte
antistoffer
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