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Resumen

En el trabajo se reporta la conjugacion y biodistribucion del radioinmunoconjugado *Y-DOTA-
hR3. Se empleo el acido 1, 4, 7, 10 tetraazaciclododecano N, N’, N”, N tetraacético (DOTA)
como agente quelatante bifuncional (AQB) y se estudiaron las relaciones molares 320:1, 160:1
y 88:1 DOTA/anticuerpo monoclonal (hR3), evaluandose su influencia en la integridad del conju-
gado y la eficiencia de marcaje. La estabilidad in vivo de los radioinmunoconjugados °Y-DOTA-
hR3 se determin6 en ratas Wistar sanas a las 4, 24 y 48 horas. Los estudios de estabilidad
realizados mediante reto versus acido dietilentriaminopentaacético (DTPA) demostraron que el
compuesto es estable en un amplio intervalo de tiempo (hasta 216 h). Los estudios de estabili-
dad in vivo basados en la captacion en hueso del radioinmunoconjugado demaostraron que no es
apreciable la pérdida del radiometal en el radioinmunoconjugado hasta las 48 horas.

hR3 modification with DOTA-NHS. *°Y labeling and biodistribution

Abstract

The conjugation, characterization and biodistribution of *Y-DOTA-hR3 radioimmunoconjugate
are reported in this work. DOTA was used as bifunctional chelating agent. Molar ratios 320:1,
160:1 and 88:1 DOTA/monoclonal antibody hR3 were studied in order to evaluate their influence
on the integrity of conjugate and labeling efficiency. In vivo stability of *°Y-DOTA-hR3 radioimmu-
noconjugates was determined in healthy Wistar rats at 4, 24 and 48 h after the injection. Stability
studies performed by means of DTPA challenge showed that the compound is stable in a wide
period of time (up to 216 h). In vivo stability studies, based on the bone uptake, showed that the

radiometal release from the radioimmunoconjugate is not significant in the first 48 hours.

[ Key words: yttrium 90, labelling, monoclonal antibodies, in vivo. ]

Introduccion

En la actualidad el empleo de anticuerpos mono-
clonales contintia ganando popularidad como plata-
forma para la radioinmunoterapia (RIT) de cancer.
Los radiofarmacos para terapia involucran molécu-
las con afinidad por blancos especificos acopladas
a radionuclidos [1-6]. Los ligandos aminocarboxila-
tos como el DTPA, el DOTA y sus analogos son los
agentes quelatantes mas empleados para acom-
plejar radiometales con numero de oxidacién 3+
como el Y [7-10].

En el trabajo se reporta la preparacion y caracte-
rizacion del radioinmunoconjugado *°Y-DOTA-hR3,
asi como su estudio de estabilidad in vitro y biodis-

tribucion en ratas Wistar sanas. De los resultados
se sugiere que el *°Y-DOTA-hR3 puede ser un can-
didato potencial para su empleo en procedimientos
radioinmunoterapéuticos.

Materiales y Métodos

Reactivos y equipos

El hR3 (5 mg/mL), fue suministrado por el Cen-
tro de Inmunologia Molecular (CIM). El ®°Y se obtu-
vo en forma de *°YCI, a partir de un generador de
%Sr/%%Y fabricado en el Centro de Isétopos (CEN-
TIS). El DOTA se adquiri6 de Macrocyclics Dallas
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TX. El patrén de punto isoeléctrico y el de peso mo-
lecular fueron suministrados por Bio-Rad. Se utilizo
un sistema modular de HPLC Shimadzu equipado
con bombas LC-10, detector SPD-6AV, detector
radiométrico Berthold (Alemania) y columna Pro-
tein Pack SW300 Waters (7,5 X 300 mm, 10 um,
Waters). La electroforesis SDS-PAGE se realizé
en un equipo con fuente de alto voltaje (Mini-PRO-
TEAN® 3 Cell) y la determinacién del punto isoeléc-
trico se desarroll6 en un equipo PhastSystem. La
medicion de la actividad se realiz6 en un contador
de centelleo liquido LKB-WALLAC-RacBeta 1209,
Finlandia) y en un calibrador de dosis CMR 35C
(Capintec, EE.UU.). En procesamiento estadistico
se utilizaron los paquetes estadisticos de MS Excel.
Se aplicaron métodos no paramétricos; se utilizo el
test de Kolmogorov-Smirnov con un nivel de signi-
ficaciéon o = 0,05.

Conjugacioén del hR3 con DOTA-NHS

Se trabajé con las relaciones molares (88:1,
160:1 y 320:1) DOTA/hRS, donde para 10 mg de
hR3 en solucién se pesaron 5,6 mg, 8,1mgy 20 mg
de DOTA. Al DOTA solido se le afiadieron 400 pL
de buffer fosfato 0,1M pH-8,5 y posteriormente se
le afadi6 el hR3. Luego se afiadi6 NaOH 2M para
ajustar el pH hasta 8,5. La mezcla reaccionante se
incubd a 16 °C durante toda la noche con agitacion
en un Vortex. Los inmunoconjugados se purificaron
por columna PD-10 calibrada con aproximadamen-
te 20 mL de buffer acetato de amonio (NH4Ac(ac))
0,1 M (1,0% HSA) pH-7,0 purificado. La elusion se
llevé a cabo igualmente con buffer NH4Ac(ac). Para
determinar la concentracion de los inmunoconjuga-
dos se utilizé el método de Bradford [11]. Paralela-
mente se midié la absorbancia del inmunoconjuga-
do obtenido a 280 nm, empleando el coeficiente de
extincion molar del hR3 (1,4), usando buffer fosfato
(0,01M) como blanco. Para determinar los agrega-
dos de alto peso molecular, la purezay la integridad
de los conjugados se utiliz6 HPLC de exclusién mo-
lecular (HPLC-EM).

Para realizar la electroforesis SDS-PAGE se
prepararon los geles de poliacrilamida al 12,5%
(p/v), segun el procedimiento descrito por Laemmli
(1970). La corrida electroforética se realizé en una
camara BioRad (BioRad Cat. 1610318, Suecia).

Para realizar el isoelectroenfoque se prepara-
ron los geles embebiendo un Phastgel DYR en una
solucion de 7,5% Pharmalyte 8-10,5 y 10% glicerol
durante 30 min con agitacion. Ademas, se utilizé

el servicio on line del Instituto Europeo de Bioinfor-
matica (EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point
Service), para la estimacién teorica de los puntos
isoeléctricos. Para determinar el nimero promedio
de moléculas de DOTA enlazados a una molécula
de hR3 se mezclaron 50 pyL de una solucion es-
tandarizada de Y(lll) (1,4 x 10-4 uM, 7 nmol) que
contenia ~5,5 x 107 cpm/uL de *°YCI_; 50 pl de bu-
ffer acetato de amonio 0,5 M pH-7,0 y 50 uL del
conjugado DOTA-hR3 con relacion molar DOTA/
hR3 160:1. La mezcla se hizo reaccionar por 3 ho-
ras a 42 °C y posteriormente se le afladié 16 pL
de DTPA 10 mM pH-6 y se incub6 15 min zax a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
analizo, utlizando cromatografia ITLC-SG (1 X
10 cm) y las mediciones se realizaron en un con-
tador de centelleo liquido (LKB-WALLAC-RacBeta
1209, Finlandia). La relacién ligando/proteina (L/P)
se determind con la expresion:

CPM(9°Y—DOTA—11R3)
CPM(total)

L — n(y3+)

N(pOTA-hR3)

Marcaje de los inmunoconjugados
DOTA-hR3 con %Y

En tubos Eppendorf se mezclaron alicuotas de
9YCI3 (2-8 mCi, 2,5-5 pL) en una solucién de HCI
0,05 N, 100 pL de buffer NH,Ac 0,5 M pH-7,0 y
100 uL del conjugado DOTA-hR3 segun el caso.
La mezcla de reaccion se incubd a 42 °C por 1 h,
transcurrido este tiempo se le adicioné 1/9 del volu-
men de reaccion de una solucion de DTPA 10 mM
pH-6,0 para acomplejar el *°Y que no reaccion6 y
se incubd por 15 min a temperatura ambiente. La
eficiencia de marcaje se determiné mediante cro-
matografia ITLC-SG. Como fase movil se us6 una
mezcla de acetato de amonio (10% m/v) y metanol
(1:1). La medicion del *°Y se bas6 en el efecto Che-
renkov. La purificacion de los radioinmunoconjuga-
dos se realizé de forma similar a la purificacién de
los inmunoconjugados, pero la columna de purifica-
cion y el resto de las operaciones se realizaron den-
tro de una cabina de plexiglass con blindaje interno
como proteccién contra las radiaciones del *°Y.

Estudio de estabilidad
del ®°Y-DOTA-hR3 en reto contra de DTPA

La estabilidad del radioinmunoconjugado *°Y-
DOTA-hR3 se evalu6 en presencia de exceso de
DTPA. Una alicuota del conjugado radiomarcado
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(25-90 pL) con aproximadamente 2x107 cpm de Y
se adiciona a 1 mL de DTPA 1 mM en solucién sa-
lina que contiene 1% HSA, pH 6,0; en estas condi-
ciones la relacion molar DTPA/ *°Y-DOTA-hR3 fue
20800:1. Esta solucién se incub6 a 37 °C durante el
tiempo de estudio, y se analiz6 por HPLC de exclu-
sion molecular, utilizando como fase moévil 0,01 M
de buffer fosfato y 0,05% NaN, a pH 7,0 en régimen
isocratico. Las muestras se analizaron en intervalos
de0az216 h.

Estudio de biodistribucion
del °*°Y-DOTA-hR3

El producto del marcaje del anticuerpo con Y
purificado se adiciond a una solucién del anticuer-
po sin marcar hasta obtener una disolucién de
533 pug/mL de anticuerpo y una concentracién ra-
diactiva de 66,7 MBg/mL.

Se utilizaron ratas Wistar machos, suministra-
das por el Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB), en un ran-
go de masa corporal de 241,3 a 318 g. Se forma-
ron tres grupos experimentales de tres ratas cada
uno para ser sacrificados a tres tiempos diferentes
después de la administracién, 4, 24 y 48 horas. Se

administraron en la vena marginal de la cola 0,3 mL
(20 MBqQ) de la disolucion preparada para una dosis
de 160 pg de anticuerpo por animal.

Resultados

Conjugacién del hR3 con DOTA

La concentracion de los conjugados fue
2,0mg/mL (1,36 £0,01) x 10-5My 2,1 mg/mL (1,48
+ 0,04) x 10-5 M determinada por el método directo
y de Bradford respectivamente.

En la Fig.1 se aprecia el perfil cromatogréfico
del inmunocojugado con relacién molar 160:1 antes
y después de la purificacion. Las relaciones mola-
res 320:1 y 88:1 se comportan de manera similar,
por lo que para estas solo se muestran los croma-
togramas de los inmunoconjugados después de ser
purificados.

En la Fig. 2 se muestran las placas electrofore-
ticas SDS-PAGE en condiciones no reductoras (A)
y reductoras (B).

El perfil electroforético de punto isoeléctrico (pl)
(Fig. 3 A) mostro6 valores para el hR3 nativo, dentro
del intervalo de valores reportados en sus especi-

(hR3 nativo)

(1)

(3)

Figural. Cromatograma HPLC del inmunoconjugado 1(88:1) después de purificar; 2(160:1) A: hR3 sin conjugar B: Inmunoconjuga-
do antes de purificar C: Inmunoconjugado después de purificar; 3(320:1) después de purificar.
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Figura 2. Electroforesis SDS-PAGE. 1(control), 2(320:1), 3(160:1),

4(88:1). A: No reducido. B: Reducido.
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Figura 3. A: Isoelectroenfoque. 1(control), 2(320:1), 3(160:1), 4(88:1).B: Determinacion de pl tedrico por EMBL (eje x: pH, eje y: #

de moléculas DOTA por molécula hR3).

ficaciones de calidad; valores de pl entre 8,1-8,7;
resultados que se comprobaron mediante la esti-
macion teorica de los pl a partir de su secuencia pri-
maria por el servicio on line del Instituto Europeo de
Bioinformatica (EMBL WWW Gateway to Isoelectric
Point Service) (Fig. 3B).

Marcaje del conjugado DOTA-hR3 con %Y

Los resultados de la Tabla 1 no mostraron dife-
rencias significativas (o = 0,05) entre las formula-
ciones 320:1 y 160:1, sin embargo las diferencias
si fueron significativas al comparar estas formula-

Nucleus N° 49, 2011

29



Modificacién del hR3 con DOTA-NHS. Marcaje con Y y biodistribucion

ciones con la formulacién de 88:1 que mostro efi-
ciencias de marcaje inferiores al 90%. Los resulta-
dos de la pureza radioquimica mayor que 97% se
corresponden con otros estudios [12], en los cuales
se han alcanzado resultados superiores al 99%.

Tabla 1. Resultados del radiomarcaje de los inmunocon-
jugados DOTA-hR3 (para n =5, n-numero de experimen-
tos)

Estudio de biodistribucion

El objetivo fundamental del estudio de biodistri-
bucién fue determinar preliminarmente la estabili-
dad in vivo del radioinmunoconjugado. Los posibles
sitios de acumulacién del radiometal son el tejido
0seo y el tejido hematopoyético. Tabla 2.

Tabla 2. Biodistribucion del *°Y-DOTA-hR3 en ratas Wis-
tar sanas

0Y- Relacion | Rend. de | Pureza | Act .
DOTA- | Molar Marcaje |Rad Especifica TEJIDO (por ciento) Dl/g
hR3 DOTA- (por (por (mCi/mg) 4h 24 h 48 h
E:?l ciento) | ciento) Higado 0,09+ 0,02 | 0,11+ 0,04 | 0,12 + 0,05
+ + +
3201 96.86 > o7 14-99 Bazo 0,35+0,06 | 0,58+ 0,02 | 0,78+ 0,13
+0.88 Rifién 0,22 0,02 | 0,30 0,02 | 0,32 0,04
160:1 95,84 > 97 2,9-13,0 Pulmén 0,13+0,02 | 0,10+0,01 | 0,09+0,03
+254 Corazon 0,15+0,02 | 0,10+ 0,01 | 0,07 +0,01
88:1 fi’%‘; >97 | 1.6-72 Mdsculo | 0,02+ 0,00 | 0,02 +0,00 | 0,03 + 0,01
— Fémur 0,13+0,02 | 0,15+0,02 | 0,13 £ 0,00
Determinacion de la cantidad de grupos
DOTA enlazados a una molécula de hR3 Discusion

Se obtuvieron alrededor de 14,1 + 0,9 molécu-
las de DOTA por cada molécula de anticuerpo mo-
noclonal.

Estudio de estabilidad in vitro

Los resultados del estudio de estabilidad del ra-
dioinmunoconjugado en relacién molar DTPA/®0Y-
DOTA-hR3 (20800:1) se muestran en la Fig.4.

100
99.5

99
985 +

% de pureza radioquimica
(Vs]
~J
w
—

95:5
95 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Tiempo (h)

Figura 4. Estabilidad de los radioinmunoconjugados en exceso
de DTPA.

30

Se conjug6 el DOTA-NHS con el hR3, aprove-
chando la relativa facilidad que tiene el DOTA de
reaccionar con los grupos amino de los residuos
de lisina de las cadenas laterales del anticuerpo en
medio acuoso suavemente basico (pH 8-9). Con
anterioridad se habia estudiado las relaciones mo-
lares DOTA-NHS/hR3 en el intervalo 200:1 a 600:1,
obteniendo buenos resultados [13]. Tratando de
disminuir estas, se compararon tres proporciones
diferentes, una dentro del intervalo ya estudiado y
otras dos por debajo de este.

La purificacion de los inmunoconjugados per-
mite separar adecuadamente las especies de alto
peso molecular de los contaminantes mas ligeros
(DOTA en exceso y posibles fragmentos del anti-
cuerpo), evitando prolongados tiempos de purifica-
cion por didlisis empleados por Lewis y cols [10].
La muestra purificada se caracterizé por HPLC. En
el espectro no se observa la presencia del AQBF
libre ni de agregados moleculares, lo cual es una
medida de la alta pureza del inmunoconjugado y
la conservacion integra del anticuerpo después del
proceso de conjugacion.

En la caracterizacion por electroforesis SDS-
PAGE, se observdé como mediante el tratamiento
de la muestra con 2 — mercaptoetanol fue posible
detectar la presencia de grupos DOTA acoplados

Nucleus N° 49, 2011



GIENCIAS Nunm\n[s’_‘

al anticuerpo monoclonal. Esto se debe a que los
puentes disulfuro intra e intercatenario de las ca-
denas pesadas tipo gamma y liviana tipo kappa y
lambda son disociados por la accién de este agen-
te reductor, permitiendo que se pierda la estructura
cuaternaria con mayor facilidad y se favorezca la
interaccion del anticuerpo monoclonal distendido
en cadena peptidicas individuales con el SDS.

En la caracterizacion por isoelectroenfoque se
aprecia como a medida que aumenta la relacion
molar DOTA/hR3 el punto isoeléctrico se hace me-
nor en magnitud. Ello muestra una posible relacion
entre el nimero de grupos DOTA y la cantidad de
residuos lisina ocupados por este ligando que no
aportan carga a la determinacion de pl. Los resul-
tados se comprobaron mediante la estimacion te6-
rica de los pl a partir de su secuencia primaria por
el servicio online del Instituto Europeo de Bioinfor-
matica (EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point
Service). La Fig. 3 B muestra un comportamiento
similar al obtenido en la determinacion experimen-
tal. A pesar de que estos resultados no son adn
definitorios, se concluye que existe cierta relacion
entre el nimero de grupos DOTA-NHS enlazados a
los residuos lisina del hR3 y el valor del pl, el cual
disminuye sin afectar la identidad del anticuerpo
monoclonal.

Estudios anteriores del conjugado DOTA-hR3
mostraron que con relaciones molares DOTA/hR3
en el intervalo 600:1-200:1, se obtienen eficiencias
de marcaje superiores al 90% [13]. Utilizando las
relaciones molares 320:1, 160:1 y 88:1, los resul-
tados de la Tabla 1 no mostraron diferencias sig-
nificativas entre las formulaciones 320:1 y 160:1;
sin embargo, las diferencias si fueron significati-
vas cuando se compararon con la formulacion de
88:1 que mostro eficiencias de marcaje inferiores
al 90%. Teniendo en cuenta este resultado se con-
tinuaron los estudios con la formulacion de 160:1,
debido a que es necesario emplear menor cantidad
de DOTA, mostrando resultados satisfactorios. En
la purificacién de los radioinmunoconjugados se eli-
minan impurezas como el *°Y-DTPA, coloides mar-
cados y *Y-Acetato.

La relacion L/P estuvo en correspondencia con
lo obtenido en la determinacién teorica del punto
isoeléctrico (Fig. 3 B); sin embargo, algunas publi-
caciones sefalan que un elevado nimero de AQB
unido al anticuerpo puede afectar su inmunoreacti-
vidad, por lo que la evaluacién de esta es practica-
mente inevitable para caracterizar correctamente al
radioinmunoconjugado.

Los resultados en la incubacion del radioinmu-
noconjugado en exceso de DTPA evidencian su
estabilidad [14,17] para radioinmunoconjugados de
este tipo. El ®°Y que se encuentra libre puede ser
consecuencia de que parte de este no se haya en-
lazado al DOTA y se haya acoplado a otros sitios en
el anticuerpo, en este caso el radis6topo se pudiera
desacoplar de estos sitios, cuyos enlaces son mas
débiles que los enlaces con DOTA y transquelar al
DTPA gue es un AQB con capacidad de acomplejar
rapidamente al radiometal.

En los estudios de biodistribucion se aprecia (Ta-
bla 2), que no existe una acumulacion significativa
de radiactividad en ninguno de los 6rganos o tejidos
muestreados. Se discute acerca de la acumulacion
del *°Y en tejido 6seo cuando se presenta como im-
pureza o cuando se libera del radioinmunoconjuga-
do por inestabilidad del mismo [14,15]. Solamente
podemos apreciar un ligero aumento de la captacion
esplénica y hepética que no supera el 1% de la dosis
por gramo de tejido, siendo el tejido donde, ademas,
se encuentra la mayor acumulacién. Esto pudiera
explicarse porque la excrecion de los anticuerpos
ocurre por via biliar, por lo que al ser parte del radio-
inmunoconjugado un anticuerpo monoclonal, es po-
sible que haya mayor captacion hepética. De estos
resultados podemos aseverar que no existe una pér-
dida del radionucleido que implique una captacion
indeseada en tejido no blanco.

Conclusiones

Se obtuvieron conjugados DOTA-hR3 en las re-
laciones molares 88:1, 160:1 y 320:1, a los cuales
se le realizaron estudios de HPLC, electroforesis
SDS e isoelectroenfoque, demostrandose que se
preserva la integridad y pureza del inmunoconjuga-
do. Los rendimientos de marcaje fueron superiores
al 95% para la relacion molar 160:1 y 320:1; la pri-
mera fue seleccionada como resultado de la apli-
cacion del test Kolmogorov-Smirnov para continuar
los estudios, debido a que emplea menor cantidad
de DOTA. Los estudios de estabilidad realizados a
la formulacion seleccionada (160:1) hasta 216 h se
basaron en estudios de reto contra DTPA, siendo la
pureza radioquimica superior al 97%, y estudios de
biodistribucion, los cuales evidenciaron que el ra-
dioinmunoconjugado no presenta especial afinidad
por ningun érgano sano, siendo los rifiones, el bazo
y el higado los 6rganos donde se acumula el mayor
porcentaje de actividad.
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