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Procédé de marquage cellulaire au moyen de complexes nitruro-bis (dithiocarbamato)Tc-99m et trousse

pour la mise en ceuvre de ce procédé.

@ L’invention concerne un procédé de marquage cellu-
Ialfe, en particulier des leucocytes, au moyen de com-
plexes nitruro bis(dithiocarbamato)* Tc.

Selon l'invention, on utilise un produit radiopharmaceuti-
que comprenant un complexe nitruro bis(N,éthoxy-
N,éthyldithiocarbamato) ou (N-diéthyldithiocarbamato)*™*"Tc
préparé de préférence par un procédé comprenant 1) la ré-
action d’un composé oxygéné de *"Tc avec un premier li-
gand azoté et un agent réducteur, puis 2) la réaction du
produit intermédiaire ainsi obtenu avec au moins un com-
posé de formule:
dans laquelle R’ représente le groupe éthyle ou éthoxy, R®
est un ion de métal pharmaceuthuement acceptable de va-
lence n, N" ou NH," avec n=1.

Par addltlon du produit radiopharmaceutique a une sus-
pension de cellules telles que des leucocytes ou granulocy-
tes, on obtient une suspension de cellules marquées avec
un taux de marquage et une stabilité élevés, utilisable pour
le diagnostic et la localisation des sites inflammatoires ou
infectieux.




10

15

20

25

30

35

2698272

Procédé de marquage cellulaire au moyen de complexes
nitruro-bis (dithiocarbamato) Tc~-99m et trousse

pour la mise en oeuvre de ce procédé.

La présente dinvention a pour objet un
procéde de marquage cellulaire utilisant des
complexes nitruro bis(dithiocarbamato) Tc-99m.

De fagon plus précise, elle concerne
le marquage des cellules du sang telles que Lles
leucocytes, plus particuliérement Les granulocytes,
en vue de Lla Llocalisation anatomique des sites
inflammatoires et des foyers infectieux.

La détection précoce et précise des compli-
cations infectieuses post-chirugicales, des infec-
tjons dues & des blessures profondes aprés traumatis-
me et des appendicites, revét une importance straté-
gique pour Lle clinicien, car elle permet de déclen-
cher une thérapie précoce, cLin%que ou chirurgicale.

Les techniques radioisotopiques actuelle-
ment utilisées pour la détection des sites inflamma-

toires sont :

- la scintigraphie avec Lle citrate de

gallium (67Ga),
- Le marquage des leucocytes par Lle 1M11n-
oxinate ou Le 'lin-tropolonate,

- lLle marquage des Lleucocytes par Lle 99 Tc
via L'injection phagocytaire de colloides,

- Lle marquage des Lleucocytes par Lle 99mtc
via l'accumulation d'un complexe neutre de technétium
tel que le 99MTc-hexaméthylpropyléneamineoxime
(Tc-HMPAO), et

- lLe marquage des leucocytes par des

anticorps radiomarqués (antigranulocytes).
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La technique utilisant Le citrate de
gallium présente certains 1inconvénients. En effet,
en raison de La Llente accumulation du 67Ga, plus
de 24h sont nécessaires entre L'injection et L'image-
rie ; par ailleurs, Lla captation intestinale du
citrate de ©67G6a exclut son utilisation dans La
recherche des infections abdominales.

Les techniques utilisant l*oxinate ou
Le tropolonate d'indium sont satisfaisantes mais
ont L'inconvénient de délivrer une dose d'irradiation
élevée aux patients et d'étre trés onéreuses en
raison du coGt élevé du radioisotope.

Les techniques utilisant le marquage
des leucocytes via L'injection phagocytaire de
colloifdes nécessitent une activation préliminaire
des cellules qui conduit & une captation précoce
du traceur dans les poumons.

Les techniques utilisant Le marquage
de cellules au moyen d'anticorps antigranulocytes
se heurtent au probléme de Lla nature murine des
anticorps disponibles aujourd'hui qui peuvent induire
chez L'homme une réaction immunitaire avec formation
d'anticorps humains anti-souris (HAMA).

Les techniques utilisant des complexes
neutres de technétium sont donc plus intéressantes,
mais dans Lle cas du complexe 99mrc- HMPAO, connu
comme traceur de perfusion <cérébrale et comme
marqueur des Leucocytes par passage a travers La
membrane cellulaire et fixation dans le cytoplasme,
La préparation du complexe pose certains problémes
car la solution de 99mTc04' doit étre exempte
d'entraineur et le produit marqué n'est stable
que 30min aprés sa préparation. La préparation

de ce complexe et son utilisation pour Lle marquage



10

15

20

25

30

35

2698272

de leucocytes sont décrits en particulier par Becker
W et al dans Nucl. Med. Comm., 9, 1988, p. 435-
447, par Danpure H.J. et al dans Nucl. Med. Comm.,
9, 1988, p. 465-475, et par Kelbaek H et al dans
Eur. J. Nucl. Med., 14, 1988, p. 621-623.

Aussi, on a envisagé récemment d'utiliser
d'autres complexes neutres de technétium du type
nitruro bis(dithiocarbamato) technétium(V) comme
il est décrit par Abram et Beyer dans Isotopen-
praxis 26, 1990, 3, p.107-108.

Selon ces auteurs, les meilleurs résultats
sont obtenus avec Lle complexe nitruro bis(N,N-di-
n-butyldithiocarbamato)99mTc. Ce complexe est obtenu
par une réaction d'échange de Lligands & partir
de TcNCLl4™, comme produit de départ, ce qui constitue
un dinconvénient car cette fabrication ne peut é&tre
effectuée facilement.

Le document WO 92/10214 décrit aussi
L'utilisation de complexes de technétium comprenant
des ligands dithiocarbamate pour le marquage radioac-
tif de <cellules sanguines. Selon ce document, Lle
complexe est obtenu en ajoutant un pertechnétate
de technétium 99m & un agent réducteur métallique,
un Ltigand ne contenant pas Lle motif ::N-N:: et un
dithiocarbamate. Les complexes obtenus par cette
technique ne sont donc pas des complexes nitruro
de technétium.

La présente dnvention a précisément pour
objet L'utilisation pour Lle marquage cellulaire
de complexes spécifiques du type nitruro bis(dithio-
carbamato) Tc-99m, qui peuvent &tre obtenus par
un procédé simple et conduisent & un taux de marquage
et 3 une stabilité élevés.

Aussi, L'invention a pour objet un procédé
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de marquage radioactif de <cellules, qui consiste
& ajouter & une suspension de ces cellules, un
produit radiopharmaceutique comprenant un complexe

de technétium 99m de formule :
(Tc = N) LT L2 (1)

dans Llaquelle LT et L2 qui peuvent &tre ijdentiques

ou différents, répondent & Lla formule :

R1 S
/
Ny - 7 (11)
~ N
CoHs ST

dans Laquelle RT est Le groupe éthyle ou Lle groupe
éthoxy, & condition que l'un au moins des LT et

L2 réponde a la formule :

C2Hs50 S
™~ 47
N-¢
~ N -
CoHg S
Dans ce procédé, L'utilisation d'un

complexe comportant au moins un Lligand N-éthyl,
N-éthoxydithiocarbamate, permet d'obtenir une
efficacité de marquage élevée des cellules du sang
telles que Les leucocytes, en particulier les
granulocytes, avec une bonne sélectivité vis-a-
vis d'autres <cellules comme Lles hématies et une
sélectivité encore plus élevée vis—&-vis des
plaquettes.

Selon un mode préféré de réalisation
de L'invention, Lle procédé de marquage radioactif
de <cellules consiste & ajouter & une suspension

de ces cellules un produit radiopharmaceutique
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comprenant un complexe de technétium 99m de formule :

(Te = Ny LT L2 (1)

dans Llaquelle LT et L2 qui peuvent é&tre identiques

2

ou différents, répondent a La formule :

R1 S

=
>N-—-C/ (11)
CoHg ~ ST

dans Llaquelle RT est Le groupe éthyle ou Lle groupe

éthoxy, ce produit radiopharmaceutique étant obtenu

par un procédé comprenant
1) ta réaction d'un composé oxygéné de 99mTc avec

a)

b)

un premier Lligand azoté constitué
soit par un azoture d'ammonium ou
d'un métal pharmaceutiquement
acceptable, soit par un composé azoté
comportant un motif >N-N< dans Llequel
Les N sont reliés a des atomes
d'hydrogéne et/ou a des groupements
organiques monovalents par
l'intermédiaire d'un atome de carbone,
ou dans Llequel L'un des N est relié
4 UL'atome de <carbone d'un groupement
organique bivalent par L'intermédiaire
d'une double Liaison et L*autre N
est relié & des atomes d'hydrogéne
et/ou a des groupements organiques
monovalents par L'intermédiaire d'un
atome de carbone, et

un agent réducteur constitué, soit

par du dithionite d'ammonium ou d'un
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métal pharmaceutiquement acceptable,
soit par de L'étain (II) présent sous
forme ionique dans Lla solution, soit
par une phosphine ou polyphosphine,
aliphatique ou aromatique, substituée
ou non substituée ; et

2) la réaction du produit intermédiaire obtenu

dans Lla premiére étape avec au moins un composé

de formule :

R1 /S
S N-c¢? [rR2 0t . pHpo
N -

-~
tC2Hs5 n

dans Llaquelle rR1 représente Le groupe éthyle ou
le groupe éthoxy, R2 est un ion de métal pharmaceuti-
quement acceptable de valence n, HY avec n=1, ou
NHg? avec n=1, et p est égal & 0 ou est un nombre
allant de 1 a 5.

Généralement, R2 représente un ion de
mé=al alcalin ou de métal alcalino-terreux, par

exzsmple le sodium.
De préférence, dans La deuxiéme étape

de ce procédé, on utilise un composé de formules :

C2Hsg S
SN-c¢Z [R2 0ty pHRo0
/ ~
CoHs $d .
C2Hs0 s 7
N-c? g2 n+, pH20
~ N -
| cas s n
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dans Llesquelles R2, n et p ont Lles significations
données ci-dessus.

Les Lligands azotés, et Lles agents réduc-
teurs utilisables pour Lla préparation de ce produit
radiopharmaceutique sont ceux décrits en particulier
dans Lles documents WO 90/08657, WO 90/ 06137 et
FR-A- 2 664 166.

Selon L'invention, on peut utiliser par
exemple un Lligand azoté constitué par Lle S-méthyl,
N-méthyldithiocarbazate avec un agent réducteur
constitué par la triphénylphosphine trisulfonée,
un Lligand azoté constitué par du S-méthyl, N-méthyl
dithiocarbazate avec un agent réducteur constitué
par du chlorure stanneux dihydraté dntroduit avec
de Ll'acide propane~1,2-diamino-N,N,N',N'-tétracéti-
que, ou encore un Lligand azoté constitué par Le
succinyldihydrazide avec un agent réducteur constitué
par du chlorure stanneux dihydraté introduit égale-
ment avec de L'acide propane-1,2-diamino-N,N,N',N'-
tétracétique.

Les modes de préparation des produits
radiopharmaceutiques utilisés dans L'invention
4 partir de différents Lligands azotés et de divers
agents réducteurs sont décrits également dans Lles
documents WO 90/08657, WO 90/06137 et FR-A-2 664
166.

Le procédé de L'invention peut &tre utilisé
pour Le marquage de nombreux types de cellules,
et plus particuliérement pour Lle marquage des cellu-
les du sang telles que Les Lleucocytes et plus
particuliérement les granulocytes.

pans ce cas, Lla suspension de cellules

utilisée peut @&tre constituée par un échantillon
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de sang total ou par des Lleucocytes ou granulocytes
séparés du sang et remis en suspension dans un
milieu approprié, par exemple Le milijeu de culture
RPMI ou un plasma pauvre en cellules. Dans ce dernier
cas, lLa concentration en granulocytes ou Lleucocytes
de Lla suspension est avantageusement de 2.107 3
108 cellules par 2 &3 6ml de suspension.

Pour réaliser la séparation des Lleucocytes
ou des granulocytes du sang, on utilise des techni-
ques classiques, par exemple la méthode de sédimenta-
tion et flottation sur Ficoll.

Pour mettre en oeuvre le procédé de
L'invention, on ajoute & Lla suspension de cellules,
par exemple & Lla suspension de Lleucocytes (ou
granulocytes) ou & L'échantillon de sang total,
le produit radiopharmaceutique fraichement préparé
qui contient Le ‘complexe neutre de nitruro bis
(dithiocarbamato) technétium-99m, puis on Llaisse
incuber pendant une durée appropriée, par exemple
de 5 & 15min, en opérant sous agitation lente a
la température ambiante.

De préférence, la quantité de produit
radiopharmaceutique utilisée est telle que la
radioactivité ajoutée soit de 50 & 300MBg pour
3.107 cellules. En effet, Ll'efficacité de marquage
décroit Llorsque Ll'activité est supérieure a 400MBgq
pour 3.107 cellules. Par ailleurs, Lla viabilité
des cellules est conservée entre 50 et 300MBg alors
qu'elle est réduite lorsque la radioactivité ajoutée
dépasse 300MBq pour 3.107 cellules.

Le produit radiopharmaceutique ajouté
a de préférence un pH ne dépassant pas 8,5 car
au-deld de cette valeur, L'efficacité du marquage

diminue.
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Aprés 1incubation, on utilise la suspension
pour effectuer des tests de diagnostic.

Aussi, L'invention a également pour objet
une trousse pour le marquage radioactif de cellules,
destinée & ces tests de diagnostic.

Selon L'invention, cette trousse de
marquage comprend

- un premier flacon contenant un Lligand
azoté constitué soit par un azoture d'ammonium
ou d'un métal pharmaceutiquement acceptable, soit
par un composé azoté comportant un motif::N-N:jdans
Lequel Lles N sont reliés & des atomes d'hydrogé-
ne et/ou & des groupements organiques monovalents
par Ll'intermédiaire d'un atome de carbone, ou dans
lequel L'un des N est relié & Ll'atome de carbone
d'un groupement organique bivalent par L'intermédiai-
re d'une double Liaison et L'autre N est relié
4 des atomes d'hydrogéne et/ou & des groupements
organiques monovalents par t'intermédiaire d'un
atome de carbone ;

- un deuxiéme flacon comprenant un agent
réducteur constitué, soit du dithionite d'ammonium
ou d'un métal pharmaceutiquement acceptable, soit
par de L'étain (II) présent sous forme 1ionique,
soit par une phosphine ou polyphosphine, aliphatique
ou aromatique, substituée ou non substituée ; et

- un troisiéme flacon comprenant un dithio-

carbamate de formule :

R s
S n-c? [R2 n*; pHyo
~ N .-

CoHg S 1h

dans Laquelle R1 représente Le groupe éthyle ou
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le groupe éthoxy, RZ est un ion de métal pharmaceuti-
quement acceptable de valence n ou Ht avec n=1,
ou NH4+ avec n=1, et p est égal a 0 ou est un nombre
allant de 1 & 5.

L'invention a encore pour objet une
composition radiopharmaceutique constituée par
une suspension de cellules marquées par un complexe
de 99m~Tc de formule :

C2Hs0 )
(Tc = ND S N-c¢
_C2H5/ s” 2

De préférence, dans cette composition,
les cellules sont des leucocytes.

L'invention concerne également une
composition radiopharmaceutique constituée par
une suspension de granulocytes marqués par un

complexe de 99m-Tc de formule :
(Te = N LT L2

dans Llaquelle LT et L? gui peuvent é&tre identiques

Y

ou différents, répondent a Lla formule :

R1 s
™~y - c47
/

CoHs Ns-

dans Laquelle R1T est Le groupe éthyle ou le groupe
éthoxy.

D'autres caractéristiques et avantages
de L'invention apparaitront mieux a Lla Llecture
des exemples suivants donnés bien entendu & titre

illustratif et non limitatif.
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Exemple 1 : Préparation du complexe nitruro bis(N-

éthoxy N-éthyldithiocarbamato) technétium__ (99mTc)

(TcN~NOET).

a) Préparation du produit intermédiaire.

Dans un flacon type pénicilline, on intro-~
duit 0,5ml d'une solution contenant 0,8.10'2moL/L
(1mg/mL) de S-méthyl, N-méthyl dithiocarbazate
dans Ll'eau, puis 0,5ml d'une solution 3 2.10"2mo /L
(10mg/ml) de triphényl phosphine trisulfonée dans
l'eau, et 0,1Tml d'acide chlorhydrique 1N.

On ajoute ensuite 0,5 & 5ml d'une solution
de pertechnétate de sodium (99mt1e) ayant une activité
de 37MBg & 3,7G6Bgq (1 & 100mCi) et on effectue Lla
réaction & 80°C pendant 30min ou & 100°C pendant
15min.

b) Préparation du complexe final.

Au contenu du flacon obtenu dans L'étape
a), on ajoute 0,1ml d'une solution de NaOH 1N et
0,5ml d'une solution aqueuse contenant 0,1mol/L
(22mg/ml) de (N-éthoxy, N-éthyl) dithjocarbamate
de sodium.

Aprés 30min de réaction & Lla température
ambiante, on obtient un produit radiopharmaceutique
contenant le complexe 29MTcN-NOET.

Exemple 2 : Préparation du complexe 29MTcN~-NOET.

a) Préparation du produit intermédiaire.

Dans un flacon type pénicilline, on intro-
duit 0,5ml d'une solution contenant 0,8.10 2mol/L
(MTmg/ml) de S-méthyl, N-méthyl dithijocarbazate
dans L'eau, 0,5ml d'une solution contenant
3.10"2mol/ L (10mg/ml) d'acide propane 1,2-diamino-
N,N,N'_N' tétracétique dans lL'eau, O0,1Tml d'une
solution contenant 2,2.10"3moL/L (0,5mg/mL) de

chlorure stanneux dihydraté dans L'acide
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chlorhydrique 0,2 N et 1ml de tampon phosphate
0,2 M (pH7,8).

On ajoute ensuite 0,5 & 5mlL d'une solution
de pertechnétate de sodium (99m1c) ayant une activité
de 37MBq & 3,76Bg (1 & 100mCi) et on effectue la
réaction & 80°C pendant 30min ou & 100°C pendant
15min.

b) Préparation du complexe final.

Au contenu du flacon obtenu dans L'étape
a), on ajoute 0,5ml d'une solution aqueuse contenant
0,Tmol/L (22mg/ml) de (N-éthoxy, N-éthyl) dithiocar-
bamate de sodium. _

Aprés 30 minutes de réaction a la tempéra-
ture ambiante, on obtient un produit radiopharmaceu-
tique contenant 99mTcN~-NOET.

Exemple 3 : Préparation du complexe 99mTcN-NOET.

a) Préparation du produit intermédiaire.

Dans un flacon type pénicilline, on intro-
duit 0,5mtL d'une solution contenant 0,14mol/L (20mg/
ml) de succinyl dihydrazide dans L'eau, 0,5ml d'une
solution contenant 3.10"2mol/Ll (10mg/ml) d'acide
propane 1,2-diamino NN, N'",N' tétracétique dans
L'eau, 0,1ml d'une solution contenant 2,2.10’3moL/L
(0,5mg/mL) de chlorure stanneux dihydraté dans
L'acide chlorhydrique 0,2 N et 1ml de tampon phospha-
te 0,2 M (pH 7,8).

On ajoute ensuite 0,5 & 5ml d'une solution
de pertechnétate de sodium (99mT¢) ayant une activité
de 37 MBq & 3,7 GBg (1 3 71OOmCi) et on effectue
La réaction & la température ambiante pendant 15min.

b) Préparation du complexe final.

Au contenu du flacon obtenu dans L'étape
a), on ajoute 0,5ml de solution aqueuse de (N-éthoxy,

N-éthyl) dithiocarbamate de sodium de formule :
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CoHg0
TSN - CSyNa - Hp0
/

C2Hs

Aprés 30 minutes de réaction & la tempéra-
ture ambiante, on obtient un produit radiopharmaceu-
tique contenant le complexe 99mTcN-NOET.

Exemple 4 : Préparation du complexe nitruro bis(N,N

diéthyldithiocarbamato) technétium (29MTcN-DEDC).

a) Préparation du produit intermédiaire.

On suit Le méme mode opératoire que dans
L'exemple 1, 2 ou 3 pour préparer le produit intermé-
diaire en utilisant les mémes réactifs et les mémes
conditions opératoires.

b) Préparation du complexe final.

Au contenu du flacon obtenu dans L'étape
a), on ajoute 0,5ml d'une solution aqueuse contenant
0,Tmol/L (22mg/mL) de diéthyldithiocarbamate de

sodium trihydraté de formule :

CaHs
TS NCSpNa - 3HR0
= Nesp 2

C2Hs

On effectue La réaction pendant 60min
a4 Lla température ambiante et on obtient ainsi un
produit radiopharmaceutique contenant Lle complexe
TcN-DEDC.

Exemple comparatif 1 : Préparation du complexe
nitruro-bis(N-éthyl, N-(2-méthoxyéthyl) dithiocarba-
mato) 29MTc (TcN-EMEC).

On suit Lle méme mode opératoire que dans

L'exemple 4, sauf que L'on utilise dans Lla deuxiéme




10

15

20

30

35

2698272

14

étape 0,5ml d'une solution aqueuse contenant 0,Tmol/L
(20mg/ml) de [N-éthyl, N—(Z-méthoxyéthyL)]dithiocarba-

mate de sodium de formule :

CH30CH2CH
~ N-CSpNa
/
C2Hs
On obtient ainsi un produit radiopharmaceu-

tique contenant Le complexe TcN-EMEC.

Exemple comparatif 2 : Préparation du complexe

nitruro-bis(N,N,di-n-butyLdithiocarbamate)zzﬂlg
(TcN-DBDC). :

On suit Lle méme mode opératoire que dans
L'exemple 4, sauf que Ll'on utilise dans Lta derniére
étape 0,5ml d'une solution aqueuse contenant 0,Tmol/1
(23mg/ml) de di(n-butyl)dithiocarbamate de sodium.

On obtient ainsi un produit radiopharmaceu-
tique contenant le complexe TcN-DBDC.

Exemple comparatif 3 : Préparation du complexe

nitruro-bis(N—pipéridinodithiocarbamate)99mTc(TcN—

PDC).

On suit Le méme mode opératoire que dans
L'exemple 4, sauf que L'on utilise dans la derniére
étape 0,5ml d'une solution aqueuse contenant 0,1mol/L
(18mg/ml) de 1-pipéridine dithiocarbamate de sodium

< NCSoNa

On obtient ainsi un produit radiopharmaceu-

de formule :

tique contenant le complexe TcN-PDC.

Exemple 5 : Marguage de granulocytes.
pans cet exemple, on utilise lLle produit
radiopharmaceutique de L'exemple 1 et Lle produit

radiopharmaceutique de L'exemple 4 pour marquer
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des granulocytes aprés les avoir séparés d'un
échantillon de sang humain d'un volontaire sain.

On préléve 50ml de sang sur de L'acide
citrique dextrose (ACD) et on Lles laisse sédimenter
par simple effet de Lla gravité aprés addition de
10 a 15ml HAES.

On dépose ensuite Lle surnageant, c'est-
3-dire le.plasma riche en cellules, sur du Lymphoprep
et on le centrifuge & 200g pendant 10min. On obtient
ainsi environ 9.107 cellules.

On réalise le marquage sur 2.107 cellules
en préparant une suspension de ces cellules dans
3 &4 6ml de milieu RPMI et on y ajoute Lle produit
radiopharmaceutique préparé dans L'exemple 1, puis
on Laisse. 10 & 15min sous agitation Llente a La
température ambiante.

On sépare ensuite les cellules par centri-
fugation & 150g, on détermine Lleur activité puis
on Les Llave 2h aprés avec une solution de RPMI
et on détermine le pourcentage d'activité relarguée
par les cellules.

On effectue des tests de viabilité (chimio-
tactisme et chimioluminescence) sur Lles cellules
marquées.

Les résultats obtenus sont donnés dans
le tableau 1 annexé. .

Sur un autre lot de 2.107 cellules obtenues
4 partir du méme échantillon de sang, on réalise
un marquage avec le produit radiopharmaceutique
de Ll'exemple 4, en wutilisant également 2,2.107
cellules.

En fin d'opération, on détermine également
lLe pourcentage d'activité incorporé dans les

cellules, Lle pourcentage d'activité relarguée deux
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heures aprés Lle marquage ainsi que la viabilité.

Exemples 6 a8 8 : Marquage de granulocytes.

Dans ces exemples, on suit Lle méme mode
opératoire que dans Ll'exemple 5 pour marquer &
partir d'un méme échantillon de sang humain des
granulocytes, soit par le produit radiopharmaceutique
de Ll'exemple 1, soit par les produits radiopharmaceu-
tiques obtenus dans Les exemples comparatifs 1,
2, et 3.

Les quantités de cellules utilisées dans
chaque essai ainsi que Lles résultats obtenus sont
donnés dans le tableau 1.

Dans ce tableau, on a 1indiqué également
les résultats donnés dans Les publications pour
le produit radiopharmaceutique Tc-HMPAO de L'art
antérieur.

Au vu du tableau 1, on remarque que Lles
deux produits radiopharmaceutiques de L'invention
donnent de trés bons résultats puisque le pourcentage
d'activité dncorporée dans Lles cellules varie de
85 & 94%Z et que L'activité relarguée 2h aprés Lle
marquage est trés faible.

En revanche, lorsqu'on utilise les produits
radiopharmaceutiques des exemples comparatifs 1
4 3, les résultats sont trés inférieurs, notamment
dans le cas de L'exemple comparatif 2 ol le pourcen-
tage d'activité dincorporée n'est que de 17%, alors
que selon la publication Isotopenpraxis 26 (1990),
3, p. 107-108, ce devrait étre lLe meilleur complexe.

Les produits radiopharmaceutiques de
l'invention donnent également de meilleurs résultats
que Le Tc-HMPAO. De plus, on peut noter que Lle
marquage des cellules avec Le complexe Tc~HMPAO
nécessite une quantité 10 fois plus grande de cellu-

les.
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Exemple 9 : Marquage de Lleucocytes dans Lle sang

total.

Dans cet exemple, on préléve 25 & 30ml
de sang total et on y ajoute le produit
radiopharmaceutique obtenu dans L'exemple 2, en
quantité telle qu'on ait une activité de 185 a
370MBq (5 & 10mCi). Aprés 10min d'incubation, on
centrifuge L'échantillon de sang pendant 10min
a4 400g, puis on Lave le culot cellulaire avec une
solution RPMI et on centrifuge & nouveau. On sépare
ensuite les cellules sur Polymorphprep et on
détermine La radioactivité incorporée dans les
différentes fractions cellulaires correspondant
aux leucocytes et aux hématies.

Les résultats sont reportés dans lLe tableau
2.

Sur 4 a 5mlL d'un échantillon de sang
total de méme origine que celui utilisé précédemment,
on réalise le marquage au moyen du produit radiophar-
maceutique de L'exemple 4 en wutilisant La méme
activité et Les mémes durées d'incubation, puis
on sépare Les cellules comme précédemment et on
détermine lLe pourcentage d'activité incorporée
dans Le culot cellulaire et Le pourcentage d'activité
incorporée dans les leucocytes et les hématies.

Les résultats sont également donnés dans
le tableau 2.

Exemples 10 & 12 : Marquage des Lleucocytes dans

le sang total.

On suit Lle méme mode opératoire que dans
L'exemple 9 pour réaliser un marquage du sang total
dans les mémes conditions au moyen du produit radio-
pharmaceutique obtenu dans L'exemple 2 et de L'un

des produits radiopharmaceutiques obtenus dans



10

15

20

25

30

35

2698272

18

Les exemples comparatifs 1 a 3.

Les résultats obtenus sont donnés dans
le tableau 2.

Au vu de ces résultats, on remarque que
les produits radiopharmaceutiques de L'invention
manifestent des propriétés de marquage des leucocytes
supérieures a celles des produits
radiopharmaceutiques des exemples comparatifs 1
4 3 concernant des complexes analogues.

Ainsi, Le choix conformément & L'invention
des complexes TcN-NOET et TcN-DEDC permet d'atteindre

de mejlleurs résultats.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de marquage radioactif de
cellules, caractérisé en ce qu'il consiste a ajbuter
a une suspension de ces cellules un produit
radiopharmaceutique comprenant un complexe de

technétium 99m de formule :
(Te = N> L1 L2 €3]

dans Llaquelle LT et L2 qui peuvent étre didentiques

ou différents, répondent a la formule :

rR1 S
~ “
N-C (11)
_~ ~
CoHg ™

dans Llaquelle R1 est Lle groupe éthyle ou Lle groupe

Y

éthoxy, & condition que L'un au moins des LT et

L2 réponde & la formule :
CoHs50 S
\
csz/// s~

2. Procédé selon La revendication 1,

caractérisé en ce que LT et L2 représentent
CoHs0 S
~
Cots ™ s”
3. Procédé de marquage radioactif de

cellules, caractérisé en ce qu'il consiste & ajouter

a une suspension de ces cellules un produit
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radiopharmaceutique comprenant un complexe de

technétium 99m de formule :
(Tc = N) LT L2 (1)

dans Llaquelle LT et L2 qui peuvent étre identiques

ou différents, répondent & La formule :

R1 S
~
N-cZ (11)
— \
CoHg S~

dans Laquelle RT est Le groupe éthyle ou Lle groupe

éthoxy, Lle produit radiopharmaceutique étant obtenu

par un procédé comprenant

1) Lla réaction d'un composé oxygéné de 99mTc avec

a) un premier ligand azoté constitué
soit par un azoture d'ammonium ou d'un métal
pharmaceutiquement acceptable, soit par un composé
azoté comportant wun motif ::N—N:f dans lequel
Les N sont reliés & des atomes d'hydrogéne et/ou
a4 des groupements organiques monovalents par
t'intermédiaire d'un atome de carbone, ou dans
tequel L'un des N est relié & L'atome de carbone
d'un groupement organique bivalent par
L'intermédiaire d'une double Liaison et L'autre
N est relié & des atomes d'hydrogéne et/ou a
des groupements organiques monovalents par
L'intermédiaire d'un atome de carbone, et
b) un agent réducteur constitué, soit

par du dithionite d'ammonium ou d'un métal pharma-
ceutiquement acceptable, soit par de L'étain
(II) présent sous forme ionique dans la solution,
soit par une phosphine ou polyphosphine, aliphati-

que ou aromatique, substituée ou non substituée ;
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et
2) lLa réaction du produit intermédiaire obtenu
dans Lla premiére étape avec au moins un composé

de formule :

rR1 S

SN -c® |R2 0t | pHy0
~ AN

CoHs S™ n

dans Llaquelle R1 représente Lle groupe éthyle ou
le groupe éthoxy, RZ est un ion de métal pharmaceuti-
quement acceptable de valence n, HY avec n=1, ou
NH4+ avec n=1, et p est égal & 0 ou est un nombre
allant de 1 & 5.

4, Procédé selon La revendication 3,
caractérisé en ce que Lle Lligand azoté est Lle S-
méthyl, N-méthyl dithiocarbazate, et L'agent réduc-
teur est la triphénylphosphine trisulfonée.

5. Procédé selon La revendication 3,
caractérisé en ce que Le Ligand azoté est Lle S-
méthyl, N-méthyl dithiocarbazate, et Ll'agent réduc-

teur est le chlorure stanneux dihydraté

introduit avec de l'acide propane-1,2-diamino-N,N,N',N'-

tétracétique.

6. Procédé selon La revendication 3,
caractérisé en ce que lLe Ligand azoté est le succinyl
dihydrazide, et L'agent réducteur est Lle chlorure
stanneux dihydraté introduit avec de L'acide propane-
1,2-diamino-N, N, N' N'-tétracétique.

Te Procédé selon L*une quelconque des
revendications 3 & 6, caractérisé en <ce dans La

deuxiéme étape, on utilise un composé de formule :
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CoHsg S
~ N-C/ RZ N+ _ pH,0
~ ~
__C2Hs5 S1,

dans Laquelle RZ, n et p ont Lles significations
données dans la revendication 3.

8. Procédé selon L'une quelconque des
revendications 3 & 6, caractérisé en ce que dans

la deuxiéme étape, on utilise un composé de formule

CoHs50 S
\/N-C/ RZ N+ | pH»0
CoHs ™~ 57

.dans Laquelle RZ, n et p ont Lles significations

données dans la revendication 3.

9. Procédé selon L'une quelconque des
revendications 1 & 8, caractérisé en ce que Lla
suspension de cellules est une suspension de leucocy-
tes ou de granulocytes.

10. Procédé selon L'une aquelconque des
revendications 1 & 8, caractérisé en ce que Lla
suspension de cellules est un échantillon de sang
total.

11. Composition radiopharmaceutique consti-
tuée par une suspension de cellules marquées par
un complexe de 99m-Tc de formule :

CoH50 S
(Tc = N) i ~ N - C4¢?

/
CoHg ~ s” >

12. Composition selon La revendication
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11, caractérisée en ce que Lles cellules sont des

leucocytes.
13. Composition radiopharmaceutique

constituée par une suspension de granulocytes marqués

par un complexe de 99m~Tc de formule :
(Te = O LT L2 (D

dans Llaquelle LT et L2 qui peuvent étre identiques

ou différents, répondent a La formule :

R1 )
~ S
P N -¢C Z

CoHsg 5T

dans Llaquelle R1T est Le groupe éthyle ou Lle groupe
éthoxy.

14. Trousse pour Lle marquage radioactif
de cellules, caractérisée en ce qu'elle comprend

- un premier flacon contenant un Ligand
azoté constitué soit soit par un azoture d'ammonium
ou d'un métal pharmaceutiquement acceptable, soit
par un composé azoté comportant un motif})N-N::dans
Lequel Les N sont reliés & des atomes d'hydrogé-
ne et/ou & des groupements organiques monovalents
par L'intermédiaire d'un atome de carbone, ou dans
lequel L'un des N est relié a L'atome de carbone
d'un groupement organique bivalent par Ll'intermédiai-
re d'une double Lliaison et L'autre N est relié
&4 des atomes d'hydrogéne et/ou a des groupements
organiques monovalents par L*intermédiaire d'un
atome de carbone ;

- un deuxiéme flacon comprenant un agent

réducteur constitué, soit du dithionite d'ammonium
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ou d'un métal pharmaceutiquement acceptable, soit
par de L'étain (II) présent sous forme ionigque,
soit par une phosphine ou polyphosphine, aliphatique
ou aromatique, substituée ou non substituée ; et

- un. troisiéme flacon comprenant un dithio-

carbamate de formule :

RT__ //,s
N-c¢?  |R2 nt . puyo
— N
CoHs s

dans Llaquelle R1 représente Lle groupe éthyle ou
Le groupe éthoxy, R2 est un jon de métal pharmaceuti-
guement acceptable de valence n ou HY avec n=1,
ou NH4+ avec n=1, et p est égal 4 0 ou est un nombre
allant de 1 & 5.

15. Trousse selon Lla revendication 14,
caractérisée en ce qué le dithiocarbamate répond

38 Lla formule :

R _S
SN-c R2 N+ | pH,O0
-~ \_

CoHg S n

avec RZ, n et p ayant la signification donnée dans

la revendication 14.
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