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KATA PENGANTAR

Puji Syukur kami panjatkan kehadirat Allah atas petunjuk dan karunia yang telah diberikan
sehingga Prosiding Pertemuan Ilmiah Tahunan Radioisotop, Radiofarmaka, Siklotron dan
Kedokteran Nuklir 2014 dengan tema “ Current Advances in Radionuclide Technology Nuclear
Medicine and Molecular Imaging” dapat diterbitkan. Prosiding ini merupakan kumpulan karya
ilmiah yang telah lolos proses seleksi yang dilakukan oleh tim penelaah dan telah
dipresentasikan dalam seminar pada tanggal 10 dan 11 Oktober 2014 yang bertempat di Aula
Gedung Direksi Rumah Sakit Umum Pusat Dr. Kariadi Jalan Dr Sutomo nomor 16 Semarang.

Pertemuan limiah Tahunan Radioisotop, Radiofarmaka, Siklotron dan Kedokteran Nuklir 2014
diisi dan diikuti oleh kurang lebih 220 peserta yang berasal 10 satuan kerja pemerintah, 14
perwakilan Rumah Sakit, 3 universitas, 7 perwakilan industri dan 2 perwakilan dari luar negeri
yaitu dari Royal Prince Alfred Hospital, Australia dan Seoul National University, Korea.

Pusat Teknologi Radioisotop dan Radiofarmaka dan Perhimpunan Kedokteran Nuklir
Indonesia sebagai pihak penyelenggara seminar ini menyampaikan terimakasih yang
sebesar-besarnya kepada semua peserta dan pembawa makalah yang telah
berpartisipasidalam seminar dan aktif memberikan masukan yang bermanfaat bagi semua
makalah yang dipublikasikan. Ucapan terimakasih juga disampaikan kepada seluruh Dewan
Editor yang telah membantu dalam seleksi, penilaian dan peningkatan mutu makalah untuk
bisa dipublikasikan dalam Prosiding Pertemuan limiah Tahunan Radioisotop, Radiofarmaka
dan Siklotron 2014. Terimakasih pada seluruh anggota dewan redaksi yang telah bekerja
keras untuk menyusun dan menerbitkan prosiding ini, serta semua pihak yang telah ikut
membantu dalam penyelenggaraan seminar sampai dapat diterbitkannya prosiding ini.

Besar harapan kami bahwa Prosiding ini akan banyak berguna bagi para pembaca serta
semua rekan seprofesi, serta akan dapat menjadi acuan dan titik tolak untuk mencapai
kemajuan yang lebih besar untuk perkembangan di bidang radioisotop, radiofarmaka,
siklotron dan kedokteran nuklir.Kami sadari bahwa seminar dan prosiding ini tidak lepas dari
berbagai kekurangan. Kami mohon maaf dan kritik serta saran yang bersifat membangun
demi perbaikan dimasa datang selalu kami harapkan dari rekan sejawat dan pembaca yang
budiman.

Serpong, Januari 2015

Tim Editor
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LAPORAN KETUA PANITIA

Assalamu’alaikumwr.wb.

SegalaPujibagi Allah SWT, karenaatasrahmatdankarunia-Nya
PertemuanlimiahTahunanRadioisotop, Radiofarmaka, SiklotrondanKedokteranNuklirTahun
2014 dapatterlaksanadenganbaik. Pertemuanilmiahinimerupakankegiatanrutin yang
terselenggarasetiaptahun,kerjasamaantaraPusatTeknologiRadioisotopdanRadiofarmaka
(PTRR) -BATAN denganPerhimpunanKedokteranNuklir Indonesia (PKNI)
danPerhimpunanKedokterandanBiologiNuklir Indonesia (PKBNI).

Tema yang diangkattahuniniadalah® Current Advances in Radionuclide Technology Nuclear
Medicine and Molecular Imaging’. Pertemuaninidihadirioleh 220
pesertadariberbagaikalanganbaikdaridalammaupundariluarnegeri, meliputipara
pengambilkebijakan, peneliti, Klinisi, akademisi, sertamitraindustri. Bentukkegiatan yang
telahdilaksanakanberupa: plenary sessiondarikeynote speaker, presentasi oral, presentasi
poster, sertapameranprodukdariPusatDiseminasidanKemitraan —BATAN
danbeberapamitraindustri.

Kegiataninibertujuanuntuksharingilmu, memperolehinformasibarusertamenyampaikanhasil-
hasillitbangterkinidi bidangradiofarmaka, molecular imaging, kedokterannuklirdantargeted
radionuclide therapy.

Kami

berharapsemogapertemuaninidapatmemberikankontribusidalammeningkatkanperkembanganil
mudibidangradioisotop, radiofarmaka,
siklotrondankedokterannuklirsertadapatmemberikanmanfaat yang sebesar-
besarnyabagiseluruhpihak. Akhir kata, Kami mengucapkanterimakasihpadasemuapihak yang
telahmensukseskanpenyelenggaraankegiatanPIT 2014. Kami

jugamemohonmaafatassegalakekurangan,
semogatahundepankitadapatberjumpakembalipadakeadaaan yang lebihbaik.

Wassalamu’alaikumwr.wb

KetuaPanitia

Ratna Dini Haryuni, M.Farm
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KATA SAMBUTAN
KEPALA PUSAT TEKNOLOGI RADIOISOTOP DAN RADIOFARMAKA

Assalamu’alaikum wr. wb.

Alhamdulillah, segala puji dan syukur kita panjatkan kepada Allah SWT atas nikmat dan
karunia-Nya sehingga acara Pertemuan Illmiah Tahunan Radioisotop, Radiofarmaka,
Siklotron dan Kedokteran Nuklir Tahun 2014 dapat dilaksanakan dengan baik sampai
dengan terbitnya prosiding. Kami mengucapkan terima kasih yang sebesar-besarnya kepada
Tim Penelaah, Tim Editor dan semua pihak yang terlibat dalam penyelesaian prosiding ini.

Kami mengharapkan prosiding ini dapat digunakan sebagai dokumentasi karya ilmiah para
peneliti dan praktisi dalam bidang kesehatan khususnya kedokteran nuklir yang telah
dipresentasikan pada Pertemuan limiah Tahunan Radioisotop, Radiofarmaka, Siklotron dan
Kedokteran Nuklir Tahun 2014 pada tanggal 10-11 Oktober 2014 di Aula Gedung Direksi
Rumah Sakit Umum Pusat Dr.Kariadi JI. Dr. Sutomo, Semarang, Jawa Tengah. Pertemuan
ilmiah ini mengangkat tema “Current Advances in Radionuclide Technology, Nucluar
Medicine and Molecular Imaging”dengan melibatkan para peneliti dari Pusat Teknologi
Radioisotop dan Radiofarmaka (PTRR) dan beberapa satuan kerja dilingkungan BATAN
maupun perguruan tinggi, para praktisi kedokteran nuklir serta pembicara tamu dari luar
negeri yaitu Royal Prince Alfred Hospital of Australia dan Seoul National University of Korea.

Harapan kami semua semoga prosiding ini dapat dijadikan referensi bagi berbagai pihak
terutama para peneliti, pemikir dan pemerhati kesehatan dalam penelitian dan
pengembangan radioisotop, radiofarmaka dan siklotron, serta aplikasinya dalam bidang
kedokteran nuklir sehingga dapat meningkatkan kualitas pelayanan kesehatan bagi
masyarakat luas.

Wassalamu‘alaikum wr. wb.

Kepala Pusat Teknologi Radioisotop dan Radiofarmaka

Dra. Siti Darwati, M.Sc
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PREPARASI DAN UJI STABILITAS "Lu-DOTA-F(ab’),- NIMOTUZUMAB
SEBAGAI KANDIDAT RADIOFARMAKA TERAPI KANKER

Martalena Ramli', Citra R.A.P. Palangka?, Lina Elfita®, Ratna Dini Haryuni®,
Titis Sekar Humanit

!y Pusat Teknologi Radioisotop dan Radiofarmaka
Gedung 11, Kawasan PUSPIPTEK, Serpong, Tangerang Selatan — Banten 15310
%) Fakultas Kedokteran dan llmu Kesehatan, Program Studi Farmasi,
Universitas Islam Negeri Syarif Hidayatullah,

Jalan Ir. Haji Juanda No.95, Ciputat, Tangerang Selatan, Banten 15412
marta_r@batan.go.id

ABSTRAK

PREPARASI DAN UJI STABILITAS Y"Lu-DOTA-F(ab’),- NIMOTUZUMABSEBAGAI KANDIDAT
RADIOFARMAKA TERAPI KANKER. Radioimmunoterapi adalah salah satu modalitas pada terapi
kanker yang berkembang dengan cukup pesat pada dekade terakhir ini. Radioimmunoterapi
memanfaatkan kemampuan antibodi monoklonal untuk berikatan secara spesifik dengan reseptor
tertentu yang over expressed pada suatu jenis kanker. Nimotuzumab merupakan humanised antibodi
monoklonal yang termasuk ke dalam kelompok inhibitor epidermal growth factor receptor (EFGR)
dengan spektrum cukup luas. Peningkatan efek terapi yang signifikan dilaporkan jika penggunaan
nimotuzumab dikombinasikan dengan radioterapi. Pada penelitian yang dilaporkan ini telah dilakukan
penyiapan dan uiji stabilitas F(ab’), fragmen nimotuzumab bertanda *’’Lu yang diharapkan potensial
untuk terapi kanker over expressed EFGR. Penggunaan F(ab’), fragmen pada penelitian ini
diharapkan dapat mengatasi penetrasi antibodi monoklonal utuh yang lambat (~24 jam) untuk dapat
terakumulasi pada targetnya. 177Lu-DOTA-F(ab’)z-nimotuzumab disiapkan dalam beberapa tahap
proses yaitu: a) fragmentasi nimotuzumab dengan pepsin; b) konjugasi bifuntional chelating agent
(BFCA) Q-SCN-BZ-DOTA pada F(ab’),-nimotuzumab dan c) penandaan DOTA-F(ab’),-nimotuzumab
dengan Y7, Fragmentasi nimotuzumab dengan pepsin menghasilkan F(ab’),- nimotuzumab dengan
kemurnian sebesar 89,1% setelah pemurnian dengan kolom PD-10. Efisiensi penandaan p-SCN-Bz-
DOTA F(ab’),- nimotuzumab dengan YLu berturut 2,2 dan 7,8 % untuk mol ratio p-SCN-Bz-DOTA
terhadap F(ab’),- nimotuzumab 20 : 1 dan 50: 1. *""Lu-DOTA-F(ab’),-nimotuzumab dengan kemurnian
radiokimia > 99% berhasil didapatkan setelah proses pemurnian dengan kolom yang berisi resin
Sephadex G 25M. Uiji stabilitas 177Lu—DOTA—F(ab’22-nimotuzumab selama 96 jam pada suhu kamar
dan 4°C memperlihatkan tidak adanya pelepasan *"'Lu dari *’’Lu -DOTA-F(ab’),-nimotuzumab.

Kata kunci: radioimmunoterapi, nimotuzumab, fragmentasi, 177Lu-DOTA-F(ab’)z-nimotuzumab

ABSTRACT

Radioimmunotherapy is one of many modalities used for cancer treatment which has been developing
significantly in the last decade. Radioimmunotherapy takes the advantage of the ability of monoclonal
antibody to bind specifically to over expressed receptor on particular cancer. Nimotuzumab is a
humanised monoclonal antibody which included in epidermal growth factor receptor (EFGR) inhibitor
group. It was reported that the use nimotuzumab combined with radiotherapy significantly increased
the effect of therapy. In this reported project it has been prepared F(ab’), fragmen nimotuzumab
labeled *""Lu which is expected to be potential for radioimmunotherapy of cancer which have over
expressed of EFGR. The use of F(ab’), fragment is expected to overcame the slow (~ 24 hours)
penetration of whole monoclonal antibody to its target. *"’Lu-DOTA-F(ab’),-nimotuzumab was
prepared in three-step reaction: a) fragmentation nimotuzumab with pepsin; b) conjugation bifuntional
chelating agent (BFCA) p-SCN-Bz-DOTA towards F(ab’),-nimotuzumab and c) labeling of DOTA-
F(ab’),-nimotuzumab with YL, Fragmentation of nimotuzumab with pepsin resulted in F(ab’),-
nimotuzumab with purity of 89,1% after purification with a PD-10 column. Radiolabeling efficiencies of
p-SCN-Bz-DOTA F(ab’),- nimotuzumab with YLu were 2,2 and 7,8 % for mol ratio of Jio-SCN-Bz-
DOTA : F(ab’),- nimotuzumab in conjugation reaction 20 : 1 and 50: 1 respectively. ' u-DOTA-
F(ab’),-nimotuzumab with radiochemical purity > 99% was successfully obtained after purification
process with a Sephadex G 25M column. Stability tests showed that ‘"’Lu-DOTA-F(ab’),-
nimotuzumab was still intact at room temperature and 4°C for up to 96 hours.

Key words: radioimmunotherapy, nimotuzumab, fragmentation, 177Lu-DOTA-F(ab’)2-nimotuzumab

Martalena Ramli, dRR. 1
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PENDAHULUAN eksternal sementara itu dilapor mampu
Radioimmunoterapi (RIT) meningkat efek terapi secara signifikan [7].

merupakan salah satu modalitas untuk  Mekanisme penghambatan

terapi kanker yang berkembang dengan pertumbumbuhan sel kanker oleh

cukup pesat pada dekade terakhir ini. RIT
dalam prosedurnya mengunakan
radiofarmaka berbasis antibodi monoklonal

(radioimmmunokonjugat)  yaitu  antibodi
monoklonal (mAb) yang telah
dikonjugasikan dengan radionuklida

pemancar partikel a, B atau Auger dan
Coster Kronig (AC-K) elektron yang juga
mungkin sekaligus pemancar sinar y atau 3*
[1,2,3]. Pada prosedur ini mAb berfungsi
sebagai pembawa radionuklida pada target/
kanker tertentu yang pada permukaan
target/ kanker tersebut terdapat over
expressed antigen atau reseptor yang
kompatibel dengan mADb tersebut,
sedangkan radionuklida berfungsi sebagai
penghancur sel kanker dengan cara
mentransfer energinya (a, B atau Auger
electron) pada jaringan kanker dimana
radionuklida tersebut terikat dan juga pada
jaringan kanker disekitarnya. Radionuklida
pemancar partikel a, B atau Auger elektron
yang juga mungkin sekaligus pemancar
sinar y atau B* akan memberikan manfaat
lebih karena dapat digunakan untuk
mengevaluasi deposisi atau dosis yang
ditangkap oleh target ataupun non-target.
Nimotuzumab merupakan
humanised antibodi monoklonal yang
termasuk ke dalam kelompok inhibitor
epidermal growth factor receptor (EFGR)

dengan spektrum cukup luas [4,5].
Nimotuzumab telah disetujui oleh
setidaknya 27 negara di dunia untuk
immunoterapi  berbagai jenis  kanker
diantaranya yaitu kanker kolon, otak,
pankreas, prostat, non-small cell lung,

oesophagus, leher rahim dan payudara [6].
Nimotuzumab dalam prosedur penanganan
kanker bisa digunakan sebagai anti kanker
tungal tetapi juga sering digunakan dalam
bentuk kombinasi dengan anti kanker yang
lain ataupun dengan radioterapi eksternal.
Penggunaan nimotuzumab yang
dikombinasikan dengan radioterapi

nimotuzumab diawali dengan pengikatan
nimotuzumab dengan bagian ekstraselular
dari EFGR. Pengikatan ini mencegah
interaksi dua ligan utama EFGR vyaitu
epidermal growth factor (EGF) dan tumor
growth  factor alpha (TGF-a) yang
mengakibatkan  terhambatnya  aktivitas
tyrosine kinase dari EFGR dan yang pada
gilirannya akan mencegah sel kanker untuk
menerima pesan untuk tumbuh, membelah
dan bermetastases [5].
Radioimmunokonjugat yang pertama
kali disetujui oleh Federation Drug
Adminstration of USA (FDA — USA) pada
tahun 2002 adalah *°Y-ibritumomamab dan
31| tositumomab  [2]. Sekitar 18
radioimmunokonjugat baru yang masih
dalam tahap uji klinis dan siap untuk
digunakan pada prosedur RIT dalam
beberapa tahun kedepan juga telah
dilaporkan [2,8]. Perkembangan yang
cukup pesat dan menjanjikan ini dalam
pelaksaannya mengalami beberapa kendala

yang salah satunya adalah lambatnya
penetrasi/ terakumulasinya
radioimmunokonjugat pada target yang

diinginkan dan juga lambatnya proses kliren

dari organ non-target. Hal ini akan
menyebabkan terpaparnya organ-organ
bukan target pada radiasi yang tidak
diperlukan. Lambatnya penetrasi/

akumulasi radioimmunokonjugat pada target
dan juga lamanya eliminasinya dari tubuh
lebih disebabkan oleh berat molekul (BM)
mAb utuh (prekursor radioimmunokonjat)
yang relatif cukup besar yaitu ~ 150 kDa [5].
Sebagai perbandingan, IgG yaitu protein
yang strukturnya sangat mirip dg mAb utuh
selama proses metabolismnya akan
bersirkulasi selama 4 — 5 minggu setelah
dinjeksikan, sedangkan molekul yang lebih
kecil monovalen fragmen IgG dengan BM
25-kDa (scFv) akan dieksresikan keluar
tubuh < 10 jam sejak dari diinjeksikan.
Pengikatan/  penetrasi  molekul  kecil

Martalena Ramli, dRR.
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memang relatif cepat, tetapi kelemahannya
adalah molekul ini juga dengan cepat
dieliminasi dari tubuh, sebagai
konsekuensinya tidak punya waktu cukup
untuk terakumulasi pada target sehingga
jumlah yang terikat menjadi terbatas dengan
waktu residen yang juga relatif pendek.
Penelitian ini  bertujuan  untuk
menyiapkan radioimmunokonjugat fragmen
F(ab), dari nimotuzumab yang ditandai
dengan 'Lu yang diharapkan potensial
sebagai anti kanker over expressed EFGR
pada prosedur RIT. Penggunaan fragmen
F(ab), dengan BM yang lebih kecil dari mAb
utuh tetapi lebih besar dari scFv (mAb >
F(ab), > scFv) diharapkan akan meningkat
kemampuan penetrasi/ penangkapan
radioimmunokonjugat pada target yang
diinginkan. BM fragmen F(ab), yang hanya
~ 100 kDa ini diharapkan akan dapat
dielimansi  dari  tubuh lebih  cepat
dibandingkan dengan mAb utuh tetapi lebih
lambat dari molekul kecil (scFv), sehingga
konsentrasi  radioimmunokonjugat  yang
terakumalasi pada target akan lebih optimal.
Pemilihan "'Lu sebagai radinuklida yang
akan dikonjugasikan pada nimotuzumab
karena '’Lu  merupakan radionuklida
pemancar partikel 3 lunak dengan E.x 497
(78,6%) dan 176 keV (12,2) yang sesuai
untuk terapi kanker berukuran kecil
(kemampuan penetrasi ~1,5). '’Lu selain
itu juga pemancar sinar y dengan Ena 113
(6,4%) dan 208 KeV (11%), energi yang
terakhir sangat sesuai untuk pencitraan
deposisi radioimmunokonjugat secara in
vivo dengan Single-photon  emission
computed tomography (SPECT) [2.9].
Penelitian yang dilaporkan ini,
merupakan penelitian tahap awal dalam
penyiapan 7Lu-DOTA-F(ab’),-
nimotuzumab untuk RIT, meliputi beberapa
tahap proses vyaitu: a) fragmentasi
nimotuzumab dengan pepsin; b) konjugasi
bifuntional chelating agent (BFCA) p-SCN-
Bz-DOTA pada F(ab’),-nimotuzumab; c)
penandaan DOTA-F(ab’),-nimotuzumab
dengan *"Lu; d) pemurnian *’Lu-DOTA-
F(ab’),-nimotuzumab hasil proses

penandaan dan c) uji stabilitas *"’Lu-DOTA-
F(ab’),-nimotuzumab pada penyimpanan (4
°C dan suhu kamar).
METODOLOGI
Bahan

Bahan utama yang digunakan dalam
penelitian ini adalah nimotuzumab
(Innogene, Kalbe Tech), Lu-177 (*"LuCly)
diperoleh dengan cara irradiasi *"°Lu
(*"°Lu,03, pengkayaan 39,60%, Isoflex,) di
Reaktor Serba Guna-G.A. Siwabessy (RSG
— GAS) vyang kemudian diproses di
laboratorium Pusat Teknologi Radioisotop
dan Radiofarmaka — Badan Tenaga Nuklir
Nasional (PTRR — BATAN), bovine serum
albumin (BSA) dan pepsin serbuk, (Sigma),
resin penukar ion Chelex 100, sodium
dodecyl sulfat (SDS), larutan pewarna
Coomasie blue G-250, pewarna protein,
Mini-PROTEAN TGX 4-20% dan N’N’-bis-
methylene-acrylamide (Bio-Rad), p-benzyl
isothiocyanate-1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic
acid (p-SCN-Bz-DOTA, Macrocyclic),
Sephadex G-25 Medium (Pharmacia),
trizma base, asam asetat glasial, natrium
asetat, dipotasium hidrogen fosfat, potasium
dihidrogen fosfat EDTA HCI, NaOH
N,N,N’'N’-tetramethylenthylenediamine
(TEMED), ammonium peroxide disulfate
(APS), bromophenol blue, B-
merkaptoetanol, akrilamid dan glisin dan
gliserol (E.Merck), kaset dialysis 20 KDa
molecular weight cut off (MWCO, Thermo
Scientific), protein filter (10 KDa MWCO,
Viva Science), air bebas ion (hambatan 18
MegaOhm).

Alat

Alat yang digunakan  dalam
penelitian ini diantaranya adalah
kromatografi Cair kinerja tinggi (KCKT,

Shimadzu) yang dilengkapi dengan sytem
controller (SCL-10A vp), pump (LC-10AD
vp), solvent selector (FCV 10AL vp), UV Vis
detector (SPD-10A-vp) dan size exlussion
column (SEC, Agilent dan Bio SEC-3, 7,8 x
300 mm), thermomixer (Eppendrof),
termometer, penangas air, Mini-Protein Il
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Slab Cell Electrophoresis (Bio
Rad),pencacah sinar gama (Scanner,

BioScan), orbital shaker (Fisher Scientific),

plate reader (Biotek), magnetic stirer
(Labcompanion) pipet mikro dan lain
sebagainya.

Prosedur kerja
Penyiapan F(ab’), nimotuzumab

F(ab’), nimotuzumab disiapkan
dengan memfragmentasi himotuzumab utuh
dengan enzim pepsin. Sejumlah pepsin
(2,5 mg dengan konsentrasi 3200 U/mg)
ditambahkan ke dalam 10 mL larutan
nimotuzumab (5mg/mL) dalam 0,02 M
dapar asetat pH 4.5. Campuran kemudian
diinkubasi dengan pengadukan (300 rpm)
menggunakan thermomixer pada suhu 37
°C selama 14 - 18 jam. Proses fragmentasi
kemudian dihentikan dengan penambahan
2 mL tris-HCI pH 8,0.
Pemurnian F(ab’), nimotuzumab

F(ab’), nimotuzumab dimurnikan dari
molekul kecil hasil samping proses
fragmentasi dengan melewatkan pada
kolom berisi resin PD 10 (Sephadex G-25
M) yang sudah dijenuhkan dengan 2 mL
BSA 10% dan kemudian dikondisikan
dengan dapar fosfat 0,1 M pH 7,4. Kolom
dikemudian dielusi dengan dapar fosfat 0,1
M pH 7,4 dan sebanyak 60 fraksi eluat
kemudian ditampung (0,25 mL/ tabung).
Fraksi yang mengandung protein
selanjutnya dianalisis dengan HPLC dan
SDS-PAGE (non-pereduksi dan pereduksi).
Penyiapan immunokonjugat p-SCN-Bz-
DOTA Pada F(ab’), nimotuzumab

Kedalam sejumlah F(ab"),
nimotuzumab (dalam dapar 0,01 M fosfat
pH 7,2) ditambahkan larutan p-SCN-Bz-
DOTA dengan perbandingan mol 20 : 1 dan
50 : 1. Campuran kemudian diatur pHnya
menjadi 8,5 dengan penambahan 1 M
NaOH yang diikuti dengan inkubasi pada 4
°C selama 24 jam. Immunokonjugat p-SCN-
Bz-DOTA- F(ab),-nimotuzumab  yang
terbentuk kemudian dimurnikan i dengan
cara dialisis menggunakan kaset dialisa (20
KD MWCO).

Penandaan immunokonjugat p-SCN-Bz-
DOTA-F(ab’),-nimotuzumab dengan *"Lu

Kedalam sejumlah p-SCN-Bz-DOTA-
F(ab’),Nimotuzumab ditambahkan sejumlah
7| uCl; dalam ammonium asetat 0,25 M pH
7,0 (M3, ¥1y). Campuran kemudian diatur pH
nya sampai menjadi 5,5 dengan
penambahan larutan HCI 0.1 M atau 0.1 M
NaOH yang dilanjutkan dengan proses
inkubasi pada suhu 37 °C selama 60 menit.
Pada akhir reaksi sejumlah larutan EDTA
0,000 M pH 6.0 ditambahkan secara
berlebihan (perbandingan mol EDTA : *"Lu
= 20 : 1) yang dilanjutkan dengan proses
inkubasi pada 37 °C selama 5 menit.
Sejumlah cuplikan (5puL) kemudian diambil
dan dianalisis untuk menentukan
persentase penandaan dengan
menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT)
dengan fase diam strip ITLC-SG (1 x 10 cm)
dan fase gerak berupa larutan salin (NacCl

0,9%). Persentase penandaan dihitung
berdasarkan total cacah yang berada
dibawah  puncak radioimmunokonjugat

dibandingkan terhadap cacah total yang
diaplikasikan pada strip KLT.

Pemurnian  '"Lu-  p-SCN-Bz-DOTA-
F(ab’),-nimotuzumab

Pemurnian *’Lu- p-SCN-Bz-DOTA-
F(ab’),-nimotuzumab  dilakukan  dengan
menggunakan kolom Sephadex G-25

Medium (1, 2 x 10 cm) yang sudah
dijenuhkan dengan 2 mL larutan BSA 10%
dan dikondisikan dengan PBS 0,1 M, pH
7,2. Campuran hasil penandaan dimasukan
pada bagian atas kolom yang kemudian
dielusi dengan PBS 0,1 M, pH 7,2 dengan
kecepatan alir 1 mL/ menit. Eluat kemudian
ditampung dalam tabung mikro (60 tabung,
0,25 mL tabung). Setiap fraksi eluat
kemudian diukur radioaktifitasnya dengan
dose calibrator. Fraksi yang menunjukan
adanya radioaktifitas kemudian dianalisis
dengan sistim KLT [fase diam strip ITLC-SG
(1 x 10 cm) dan fase gerak berupa fase
gerak berupa larutan salin (NaCl 0,9%)].
Fraksi-fraksi yang mengandung '"’Lu- p-
SCN-Bz-F(ab),- nimotuzumab  dengan
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kemurnian ~ 99,9% dikumpulkan dan siap
digunakan untuk uji lebih lanjut.

Uji  stabilitas *"’Lu-p-SCN-Bz-DOTA-
F(ab’), nimotuzumab pada suhu kamar
dan pada 4°C.

Sejumlah  '""Lu-p-SCN-Bz-DOTA-
F(ab’),-nimotuzumab (100 pL) disimpan
pada suhu kamar dan pada suhu 4° C.
Secara berkala sejumlah cuplikan diambil
dan  kemudian dianalisis = kemurnian
radiokimianya dengan sistim KLT [fase diam
strip ITLC-SG (1 x 10 cm) dan fase gerak
berupa fase gerak berupa larutan salin
(NaCl 0,9%)].

HASIL DAN PEMBAHASAN

Proses fragmentasi seperti yang
telah dilaporkan sebelumnya dilakukan
dalam dapar asetat 0,02 M pH 4.5 [10].
Sediaan nimotuzumab yang digunakan
dalam penelitian ini adalah sediaan
berbentuk larutan injeksi yang mengandung
senyawa aktif nimotuzumab dalam dapar
fosfat dan juga polisorbat 80, oleh karena itu
perlu dilakukan pengantian media
nimotuzumab. Pengantian media dilakukan

15 14 15

dengan cara dialisis menggunakan kaset
dialisis (20 KD MWCO) dengan dapar
asetat 0,02 M pH 4.5 pada suhu 4° C
selama 72 jam (3 kali pengantian dapar).

Fragmentasi  dilakukan  dengan
menginkubasi nimotuzumab dengan pepsin
selama 14 jam pada suhu 37 °C.
Fragmentasi nimotuzumab dengan pepsin
memotong molekul imunoglobulin pada sisi
terminal-C hinge region menghasilkan
fragmen F(ab’), dan degradasi fragmen Fc
[11]. Fragmen  F(ab’),-nimotuzumab
dimurnikan dari fragmen Fc dengan kolom
PD-10 (berisi resin Sephadex G-25M) yang
merupakan kromatografi eksklusi ukuran.
Molekul dengan BM kecil akan terjebak
masuk kedalam pori-pori resin sedangkan
berat molekul yang besar akan terbawa
eluen melewati rongga antara molekul-
molekul resin sehingga akan dielusi terlebih
dahulu [12]). Berdasarkan prinsip tersebut
F(ab’), nimotuzumab akan dielusi terlebih
dahulu dibanding Fc. Keberadaan protein
dalam fraksi- fraksi hasil elusi diidentifikasi
dengan menambahkan pewarna protein
pada setiap fraksi-fraksi elusi. Gambar 1
memperlihatkan fraksi-fraksi hasil
pemurnian nimotuzumab yang telah diberi
pewarna protein.

Gambar 1. Fraksi-fraksi hasil pemurnia F(ab)2 nimotuzumab
setelah diberi pewarna protein.

Fraksi 13, 14, dan 15 seperti terlihat
pada Gambar 1. memberikan intensitas
warna yang cukup tajam mengindikasikan

keberadaan protein pada fraksi-fraksi
tersebut. Fraksi-fraksi ini  beserta
nimotuzumab sebelum dan sesudah

fragmentasi dan protein standar kemudian
dianalisis dengan SDS-PAGE. Gambar 2.
memperlihatkan SDS-PAGE yang telah
diwarnai dengan Coomassie Blue hasil
analisis nimotuzumab sebelum dan setelah

fragmentasi, serta fraksi hasil pemurnian
(F13, F14 dan F15) pada kondisi reduksi
dan non-reduksi.
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Gambar 2. SDS-PAGE yang telah diwarnai dengan CoomassieBluehasil analisis
nimotuzumabsebelum dan setelah fragmentasi, serta fraksi hasil pemurnian

Keterangan:
(A) Kondisi reduksi dengan -merkaptoetanol;
(B) Kondisis non-reduksi

(S): protein standar; (N): nimotuzumab; (F): nimotuzumab setelah fragmentasi;

(F): Fraksi hasil pemurnian No. 13; 14 dan 14;

Penentuan berat molekul (BM)
nimotuzumab sebelum/ sesudah
fragmentasi serta fraksi hasil pemurnian
dilakukan dengan membanding Rf masing-
masing cuplikan dengan Rf protein standard
yang dianalisis dengan SDS-PAGE (nilai Rf
sebanding dengan nilai BM). Kurva standar

antara log BM dan Rf kemudian dibuat.
Nilai Rf dari pita-pita protein standar kondisi
reduksi serta BM dan log BM dan
persamaan regeresi liniear antara log BM
terhadap Rf sementara itu ditabulasi pada
Tabel 1.

Tabel 1. Tabulasi nilai Rf dari pita-pita protein standar kondisi reduksi
serta BM dan log BM Nilai Rf,

No | Protein BM (KDa) Log BM Rf
1 Myosin 250 2,398 0,19
2 B-Galaktosidae 150 2,176 0.30
3 Phosphorilase b 100 2 0,39
4 BSA 75 1,875 0,46
5 Ovalbumin 50 1,699 0,58
6 Carbonic anhydrase 37 1,568 0,66
7 Soybean tripsin inhibitor 25 1,398 0,78
8 Lysozyme 20 1,301 0,84
9 Aprotinine 15 1,176 0,92
10 Insulin 10 1 1
Persamaan | Y=-1,659X + 2,682
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Rf dari pita nimotuzumab sebelum
proses fragmentasi dan 2 pita dari cuplikan
hasil fragmentasi pada kondisi reduksi
(Gambar 2A) masing masing adalah 0,597;
0,805; 0,799; dan 0,812 cm. BM cuplikan
diatas kemudian dihitung dengan
menggunakan persamaan regresi linear
standar protein untuk kondisi reduksi (y = -
1.659x + 2.682) beturut-turut adalah 49,08 ;
22,19; 21,65 dan 22,75 kDa. BM ini
sebanding atau tidak jauh berbeda dengan
BM heavy chain Fab dan campuran dari
light chain Fab dan fragmen Fc dan F(ab).-
trastuzumab seperti yang dilaporkan oleh
Hermanto et al., yaitu 23 dan 22 kDa [13].
Pada kondisi non-reduksi, persamaan
regresi linear antara Log BM dan Rf protein
standar yang dihitung berdasarkan Rf pita-
pita protein standar pada kondisi reduksi
(Gambar 2B) adalah y =-1,664x + 2,686.
Berdasarkan nilai Rf dari nimotuzumab dan

2 pita dari cuplikan pada kondisi non-
reduksi yang didapat yaitu 0,306; 0,395; dan
0,5 cm didapat nilai BM berturut-turut
149,99 ; 106,77 ; dan 71,45 kDa pada saat
dihitung dengan menggunakan persamaan
regresi linear standar protein non-reduksi.
Hasil ini sebanding dengan atau tidak jauh
berbeda dengan BM nimotuzumab dan
F(ab’), pada kondisi non-reduksi yang
dilaporkan oleh Xiques et.al yaitu sebesar
153,44 dan 110,49 kDa [14]. Sedangkan
molekul dengan BM 71,45 kDa belum bisa
diindentifikasi. Berdasarkan hasil diatas
dapat dikatakan bahwa nimotuzumab yang
diinkubasi dengan pepsin selama 14 jam
pada 37 °C telah terfragmentasi dengan
baik. Ringkasan hasil analisis BM
nimotuzumab  sebelum dan sesudah
fragmentasi serta fraksi hasil pemurnian
dengan SDS-PAGE dipresentasikan pada
Tabel 2.

Table 2. Hasil analisis nimotuzumabsebelum dan sesudah fragmentasi dengan SDS-PAGE

No Protein Reduksi Non-reduksi
Rf (cm) | BM (kDa) | Rf(cm) | BM (kDa)

mAb 0,59 49,08
L nimotuzumab 0,80 22,19 0,306 149,99
2 Heavy chainFab 0,79 21,65

Light chain
3 Fab dan Fc 0,81 22,75 0,39 106,77
4. Tidak Teridentifikasi 0,5 71.20
F(ab’),-nimotuzumab hasil sama dengan cuplikan F(ab’),-

pemurnian selain dianalisis dengan SDS-
PAGE juga dianalisis dengan KCKT yang
dilengkapi dengan kolom SEC.
Kromatogram  hasil analisis F(ab’),-
nimotuzumab dipresentasikan pada Gambar
3 yang memperlihatkan adanya dua puncak
dengan waktu retensi (r) 6,037 dan 7,423
menit. Puncak pertama dapat dipastikan
adalah F(ab),-nimotuzumabdenga r(6,037
menit, hasil analisis dengan SDS-PAGE
non-reduksi memberikan nilai BM = 106,34
kDa)ada diantara ry-globulin (5,637 menit,
BM 11,58 kDa) = 6,037 menit) dan
rovalbumin (6,497, BM 44 kDa) protein
standar yang dianalisis pada kondisi yang

nimotuzumab. Puncak kedua mempunyai r;
(7,423 menit) yang lebih kecil dibandingkan
dengan r, myoglobin (7,563, BM 17 kDa)
protein standar yang dianalisis pada kondisi
yang sama dengan cuplikan F(ab’),-
nimotuzumab (data lengkap r; protein
standar dipresentasi oleh Palangka.C.P.P.P
(2014) [15]. Puncak kedua ini dipastikan
merupakan pengotor atau produk samping
proses fragmentasi. Berdasarkan luas
puncak F(ab’),-nimotuzumab (r; 6,037
menit) hasil analisis dengan KCKT diatas
didapatkan F(ab’),-nimotuzumab dengan
kemurnian 89,1%.
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Gambar 3. Kromatogram fraksi F(ab’),-nimotuzumab setelah dimurnikan.

Immunokonjugat p-SCN-Bz-DOTA-
F(ab),-nimotuzumabterbentuk akibat
terjadinya ikatan tiourea antara —NH, dari
mADb dengan gugus tiosianat dari p-SCN-
Bz-DOTA [16]. Dalam penelitian ini
dilakukan variasi perbandingan
F(ab);nimotuzumab dengan p-SCN-Bz-
DOTA vyaitu 1: 20 mol dan 1: 50 mol.
Konjugat yang terbentuk  kemudian
dimurnikan dari hasil samping reaksi atau
dari p-SCN-Bz-DOTA yang tidak terikat
pada protein dengan cara dialisis
menggunakan kaset dialisa dengan MWCO
20 kDa di dalam dapar amonium asetat.
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Penandaan Immunokonjugat p-SCN-
Bz-DOTA-F(ab),-nimotuzumab dengan
"Lu dilakukan dengan menambahkan
aliquot of ’Lu dalam ammonium asetat
0,25 M (Gambar 4). Campuran kemudian
dinkubasi pada 37 °C selama 60 menit dan
setiap 15 menit sejumlah cuplikan diambil
untuk dianalisis untuk menentukan effisiensi
penandaan. Pada akhir reaksi aliquot EDTA
0.01 M ditambahkan untuk mengikat *"Lu
yang tidak berikatan dengan p-SCN-Bz-
DOTA-F(ab),-nimotuzumab.

Radioimunokonjngat
1 Lu-SCN-Be-
DOTA-Fiab™).-

nimotuzumab

Gambar 4. Skema reaksi pembentukan radioimunokonjugat
7LLu-SCN-Bz-DOTA- F(ab’),-nimotuzumab.

Penandaan p-SCN-Bz-DOTA-F(ab),-
nimotuzumab(disiapkan dari konjugasi p-
SCN-Bz-DOTA dengan F(ab),-
nimotuzumab, 50 :1) dengan '"’Lu (rasio
mol p-SCN-Bz-DOTA-F(ab),-nimotuzumab :
Ylu Lu, 1 :1) memberikan efisiensi
penandaan sebesar 14.3% pada 37 °C
dengan waktu inkubasi selama 45 menit.
Efisiensi penandaan ini merupakan efisiensi
penandaan optimum karena penandaan

yang diinkubasi kurang dari 45 menit pada
37 °C memberikan efisiensi penandaan <
14,3% dan penandaan yangdiinkubasi pada
37 °C selama 60 menit memberikan
effisiensi penandaan yang hampir sama
dengan effisiensi penandaan pada 37 °C
selama 45 menit.Penandaan p-SCN-Bz-
DOTA-F(ab),-nimotuzumab (disiapkan dari
konjugasi p-SCN-Bz-DOTA dengan F(ab),-
nimotuzumab, 20 :1) dengan ‘"’Lu (rasio
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mol p-SCN-Bz-DOTA-F(ab),-nimotuzumab :
YLyl Lu, 1 :1) pada 37 °C dengan waktu
inkubasi selama 45 menit hanya
memberikan efisiensi sebesar 4.9%.

Radioimmunokonjugat*’’Lu-p-SCN-
Bz-DOTA-F(ab),-nimotuzumabseperti
radiofarmaka lainnya harus memenuhi
beberapa persyaratan sebagai radiofarmaka
yang baik yaitu diantaranya mempunyai
kemurnian radiokimia yang tinggi (95 -
100%) dan relatif stabil [17]. Persyaratan ini
dimaksudkan untuk mencegah atau
memperkecil kemungkinan terjadinya
tangkapan pada organ yang tidak
diinginkan.  '"’Lu-p-SCN-Bz-DOTA-F(ab),-
nimotuzumabdengan immunoreaktivitas
yang terjaga jika diinjeksikan kedalam tubuh
diharapkan akan ditangkap oleh over
expressedEFGR yang ada dipermukaan
permukaan jaringan kanker tertentu. Lu-177
dalam keadaan bebas seperti logam
lantanida lainnya sementara itu akan
ditangkap oleh organ hati, limpa dan tulang
seperti yang dilaporkan oleh Palasz dan
Czekaj (2000) [18]. Berdasarkan alasan
diatas 7| u-p-SCN-Bz-DOTA-F(ab),-
nimotuzumab dengan kemurnian radiokimia
< 95% harus melalui proses pemurnian
sebelum dapat digunakan untuk uji-uji yang
akan dilakukan pada penelitian ini.

Proses pemurnian *"’Lu-p-SCN-Bz-
DOTA-F(ab),-nimotuzumabpada penelitian
ini dilakukan dengan melewatkan campuran
hasil penandaan pada kolom Sephadex G
25M (1,1 X 10 cm, dia x panjang) yang
sebelumnya telah dijenuhkan dengan 2 mL
BSA 10% dan dikondisikan dengan dapar
fosfat 0.01 M pH 7.4.Fraksi-fraksi
pemurnian kemudian dianalisis dengan
sistim kromatografi lapis tipis (KLT) dengan
fasa diam ITLC-SG dan fasa gerak larutan
salin seperti yang dilaporkan oleh Humani et
al(2010) [19]. Pada sistim KLT ini *"’Lu-p-
SCN-Bz-DOTA-F(ab),-nimotuzumab setelah
proses elusi akan tetap pada titik 0 (Rf = 0)
sedangkan "’Lu bebas yang tidak terikat p-
SCN-Bz-DOTA-F(ab),-nimotuzumabdan
telah dikonversi menjadi *"'Lu-EDTA akan
ikut bersama eluen dan memberikan Rf = 1.

"L u-p-SCN-Bz-DOTA-F(ab),-nimotuzumab
dengan kemurnian ~99% berhasil
didapatkan dengan proses pemurnian
menggunakan kolom Sephadex G 25M.

Uji stabilitas *"’Lu-p-SCN-Bz-DOTA-
F(ab),-nimotuzumab pada penyimpanan
(suhu kamar dan 4°C)dengan memonitor
kemurnian  radiokimia  *"’Lu-p-SCN-Bz-
DOTA-F(ab),-nimotuzumab dalam jangka
waktu tertentu. Cuplikan pada waktu yang
ditentukan diambil dan dianalisis dengan
sistim KLT dengan menggunakan ITLC-SG
sebagai fasa diam dan larutan salin sebagai
fasa gerak. Hasil uji stabilitas "’Lu-SCN-
Bz-DOTA-F(ab"),-nimotuzumab
dipresentasikan pada Tabel 3. Hasil uji
stabilitas yang yang diindikasikan sebagai
kemurnian radiokimia menunjukan bahwa
""Lu-SCN-Bz-DOTA-F(ab’),.nimotuzumab
sangat stabil (kemurnian radiokimia > 95%)
pada penyimpanan pada suhu kamar dan 4°
C selama 96 jam.
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Tabel 3. Stabilitas/ kemurnian radiokimia
177Lu-SCN-Bz-DOTA-F(ab’)z-nimotuzumab

penyimpanan (suhu kamar dan 4 0C)

Jam | Suhu kamar 4°c
0 99,9% + 0,0
24 99,9%= 0,2 99,5%=+ 02
48 99,6%= 0,2 99,9%+ 0,2
72 99,8%+ 0.0 | 98,5%+ 1,3
96 99.6%+ 2,0 | 98.9%+ 2,4

KESIMPULAN

Preparasi 7| u-SCN-Bz-DOTA-
F(ab),-nimotuzumab  sebagai  kandidat
radiofarmaka untuk terapi kanker over

expressedEFGR telah berhasil dilakukan.

Preparasi "Lu-SCN-Bz-DOTA-
F(ab’)2nimotuzumab diawali dengan
penyiapan fragmen F(ab),-nimotuzumab
dengan cara menginkubasi

nimotuzumabdengan pepsin pada 37 °C
selama 14 jam yang dikuti dengan proses
pemurnian dengan kolom PD-10.
F(ab),nimotuzumabhasil pemurnian yang
dianalisis dengan SDS-PAGE dan KCKT
mempunyai berat molekul (BM) sebesar
106,77 kDa dan kemurnian 89.1%.
Penandaan immonokonjugat p-SCN-Bz-
DOTA-F(ab”),nimotuzumab (rasio mol p-
SCN-Bz-DOTA terhadap F(ab)2
nimotuzumab 50 : 1) dengan *"’Lu berhasil
memberikan  "’Lu-SCN-Bz-DOTA-F(ab’)2
dengan kemurnian radiokimia > 99.9%
setelah proses pemurnian dengan kolom
Sephadex G25 M. Hasil uji stabilitas yang
diindikasikan dengan kemurnian radiokimia
menunjukan bahwa *"’Lu-p-SCN-Bz-DOTA-
F(ab’),-nimotuzumabsangat stabil dalam
penyimpanan (kemurnian radiokimia ~
99,99%) pada penyimpanan pada suhu 4°C
dan suhu kamar selama 96 jam.
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