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INTRODUCTION

Les préparations radiopharmaceutiques sont réalisées sous la responsabilité du radiopharmacien qui
au regard du dossier de lot, libére ces derniéres avant administration au patient. La libération des lots
est conditionnée par un ensemble de critéres dont la conformité des contréles de qualité (CQ). Les
modalités de ces contrOles sont laissées a I'appréciation du radiopharmacien qui s’appuie sur les
mentions du résumé de caractéristiques des produits (RCP) des trousses utilisées, les monographies
de la Pharmacopée européenne (PE) ou les recommandations de sociétés savantes. Notre travail
s’'intéresse aux contrbles de pureté radiochimique (PRC) des préparations a base de trousses
radiomarquées au technetium métastable (**"Tc). Certaines méthodes de contréle de qualité
proposées par les fabricants semblent étre peu adaptées a une application en routine. Dans une
premiere partie, nous rappellerons le contexte réglementaire autour des préparations
radiopharmaceutiques (PRP) et leurs controles de qualité. Nous ferons un état des lieux des impuretés
issues du radiomarquage au technétium et des techniques utilisées pour leurs mises en évidence. Dans
une deuxiéme partie, nous aborderons plus précisément la chromatographie sur couche mince. La
consultation des nombreux référentiels et articles sur le sujet nous a permis de proposer quelques
conseils et bonnes pratiques. Nous nous sommes également intéressés aux pratiques exercées au sein
des services de radiopharmacie. Un sondage portant sur les controles de qualité de pureté
radiochimique a été mené en avril 2022 auprés des radiopharmaciens par le biais de la société
frangaise de radiopharmacie (SoFRa). Nous avons recueilli I'ensemble des éléments pouvant limiter la
mise en application des méthodes RCP proposées par les fabricants. Une revue de la littérature a été
réalisée sur les méthodes alternatives concernant les trousses dont la méthode de PRC était
controversée. Dans une troisieme partie, nous proposons I'élaboration d’un score ainsi qu’une
méthodologie de validation pour les nouvelles méthodes par CCM au sein des divers services de
radiopharmacie. L'objectif du score est de faciliter le choix d’'une méthode alternative face a la
multitude des méthodes existantes dans la littérature. Pour finir, une réflexion est menée sur
I’élaboration d’un guide pratique portant sur les CQ de PRP. L’objectif de notre travail est de pouvoir
apporter quelques clés en vue d’une harmonisation des pratiques concernant la réalisation de ces
contrdles. Notre travail se limite aux controles de qualité de la PRC mais cette réflexion pourrait
s’étendre aux autres contrdles de qualité tels la pureté radionucléidique et/ou les contréles
microbiologiques. A ce titre, un groupe de travail a la SoFRa s’est formé afin d’apporter une expertise
sur ces controles de qualité qui restent une des préoccupations majeures des radiopharmaciens dans

leur activité quotidienne.

19



PARTIE 1 : Préparations radiopharmaceutiques technétiées

1. Réglementation

1.1 Médecine nucléaire et radiopharmacie

La médecine nucléaire est une spécialité médicale qui utilise des rayonnements ionisants
principalement a des fins diagnostiques, mais également thérapeutiques. Son principe repose sur
I"administration d’un radionucléide afin d’obtenir pour un organe cible des images fonctionnelles et
métaboliques en diagnostic, ou une irradiation en thérapeutique. De nombreux progres interviennent
de nos jours dans ce domaine, notamment avec la théranostic. L’activité de médecine nucléaire donne
lieu a un enregistrement préalable aupres de I’Autorité de s(ireté nucléaire (ASN) et est soumise a
inspection.

Depuis la directive européenne transposée en droit francais par la loi n°92-1279 du 8 décembre 1992,
I'article L-5121-1 du Code de la santé publique (CSP) intégre au monopole pharmaceutique, les
préparations réalisées a partir de générateurs, trousses et précurseurs. C’est ainsi que les services de
médecine nucléaire ont été tenus d’accueillir un radiopharmacien au sein de leur équipe dont les
qualifications sont définies par arrété (1).

Les médicaments radiopharmaceutiques (MRP) sont soit des médicaments préts a I’emploi, soit sous
forme de préparations. Les PRP sont régies par I'article R. 5126-9 du Code en tant qu’activité de la
pharmacie a usage intérieur (PUl) soumise a autorisation. L'activité de radiopharmacie est soumise a
une double législation : celle appliqguée aux médicaments et leur préparation et celle liée au caractere

radioactif des radionucléides.

1.2 Ressources

Les préparations se font sous controle d’'un pharmacien remplissant les conditions d’exercice de la
radiopharmacie. Les préparateurs en pharmacie hospitaliere (PPH) ainsi que les manipulateurs
d’électroradiologie médicale (MERM) sont sous la responsabilité technique du radiopharmacien selon
I'article R. 4351-2-4 (2). Pour I'exécution des préparations, les régles d’hygiene et d’habillement sont
celles des unités de pharmacotechnie hospitaliére. Le personnel est muni d’équipements adaptés a
I'importance du risque de contamination. Les régles d’asepsie sont rigoureusement respectées. De
plus, le personnel doit avoir suivi une formation particuliére pour la manipulation des produits

radioactifs et doit se conformer aux regles de radioprotection.
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1.3 Locaux

L'installation de médecine nucléaire doit satisfaire aux régles de conception, d’exploitation et de
maintenance définies dans la décision n°2014-DC-0463 du 23 octobre 2014. Le guide de I’ASN n°32
vise a faciliter la mise en ceuvre de cette décision. Le laboratoire de préparations des médicaments
radiopharmaceutiques doit également se coordonner aux lignes directrices des bonnes pratiques de
préparations (BPP). Conformément aux textes en vigueur en matiére de radioprotection, les enceintes
blindées sont en dépression et d’un systéme de ventilation indépendant équipé de filtres. Afin de
répondre aux exigences de préparations aseptiques en systeme clos, les enceintes sont placées dans
un environnement controlé de classe D (Iso 8) et équipées de sas pour I'entrée du matériel et des
produits. Des prélevements environnementaux atmosphériques et surfaciques sont régulierement
organisés. Le blindage des équipements doit étre adapté aux activités, la protection des enceintes doit
étre congue de fagon, qu’en toutes circonstances, le débit de dose ne dépasse pas 25uSv a 5cm de

leurs parois.

1.4 Controles de qualité

Dans les années 50, aucune législation n’abordait la préparation et la dispensation des produits
radiopharmaceutique. En 1963, la Belgique est le premier pays européen a fixer des obligations pour
I'utilisation de radio-isotopes sous forme non scellée a usage médical. Dans les années 70, plusieurs
pays européens réglementent I’activité et mettent en place des procédures d’enregistrement pour ces
produits. La premiere autorisation de mise sur le marché francaise (AMM) date de 1978 et donne ainsi
acces aux résumés des caractéristiques des produits (RCP) recueillant les instructions de préparation
et de controle de qualité. Puis la directive européenne n°89/343 de 1989 assoit le statut des
radiopharmaceutiques comme médicament au sein de I'union européenne. La reconnaissance comme
médicament des produits radiopharmaceutiques entraine des controles de production et de qualité.
A ce titre, la PE joue un rble important dans la définition des normes de qualité pour les

radiopharmaceutiques qui disposent de monographies (3).

Selon la nature du MRP, la réalisation des controles de qualité incombe au fabricant et/ou au
radiopharmacien. Les MRP (trousses, générateurs, préts a I’'emploi...) livrés en médecine nucléaire font
I’objet d’une libération des lots et leur qualité est garantie par le fabriquant. Un contréle de I'intégrité
des trousses doit étre effectué a réception. Quant aux PRP réalisées au sein du service de
radiopharmacie, ces derniéres sont sous la responsabilité du radiopharmacien. Le comité de
Radiopharmacie de I'Association européenne de médecine nucléaire (EANM) a élaboré un guide
(cGRRP) en 2007 autour des bonnes pratiques de radiopharmacie et I'a réactualisé en 2021. Les

préparations et les controles de qualité doivent étre réalisés conformément aux instructions
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mentionnées dans le RCP du fabricant. Tout écart doit faire I'objet d’une validation par le
radiopharmacien. Les procédures relatives a la conduite a tenir en cas de non-conformité doivent
également étre écrites (4). Selon les BPP, les controles de qualité sont réalisés, autant que possible,
par une personne différente de celle qui a préparé. La périodicité de ces contrbles est définie par le
radiopharmacien. La libération des préparations est effectuée par le radiopharmacien, au vu des

données enregistrées dans le dossier de lot qui répond aux spécifications établies par les BPP.

Le contréles du radiomarquage, la mesure de la radioactivité finale et I'absence de particule visible
doivent étre systématiquement effectués (4). En fin de production, les PRP technétiées sont soumises

a plusieurs contréles de qualité détaillés ci-apres.
1) Le controle de I'aspect organoleptique

L’aspect visuel tient compte de la couleur et de la limpidité de la solution. Il doit étre en conformité

avec 'aspect attendu décrit dans les RCP.
2) Le contréle du pH

Il est réalisé a I'aide de bandelettes colorimétriques. Le pH de la solution peut avoir une influence sur
le radiomarquage, la stabilité du radiopharmaceutique, la sensation de douleur au point injection
(comme le NephroMAG®) et méme parfois modifier la biodistribution du radiopharmaceutique

(exemple du DMSA®) (5).
3) Larecherche d’'impuretés

Les impuretés recherchées sont de différentes natures: pour I'éluat, on en distingue trois en
déterminant la pureté chimique, la pureté radionucléidique et la pureté radiochimique. La qualité de
I’éluat influe sur la pureté radiochimique des PRP. Les impuretés existantes font I'objet d’une partie

dédiée ci-dessous.
4) Les contrdles microbiologiques

Comme toute préparation injectable, les PRP doivent étre stériles et apyrogenes. Les tests de stérilité
vérifient I'absence de contamination microbienne. lls sont réalisés de fagon aléatoire sur un nombre
et une fréquence définis par le radiopharmacien. La PE préconise la libération paramétrique grace a la
maitrise du procédé de préparation. La recherche d’endotoxines bactériennes n’est pas réalisée sur

les PRP en dehors des MRP en essai clinique.
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2. Impuretés

2.1 Impuretés recherchées dans un éluat de 99Tc

2.1.1 Principe de 'obtention d’un éluat

Le pertechnétate de sodium (TcOy4) s’obtient par élution stérile d’un générateur de **Mo/*™Tc, c’est-
a-dire par le passage d’une solution de chlorure de sodium 0.9% sur une colonne d’alumine sur laquelle
est adsorbé le ®*Mo. Le radionucléide parent Mo est un produit de réacteur nucléaire ou de cyclotron
qui se désintégre en donnant un élément fils, le technétium métastable (**™Tc) de période physique

plus courte que la sienne. Le schéma de désintégration est représenté sur la figure 1 ci-dessous.

7 transition, 7y, = 6.01 h

99Tc

Figure 1 : schéma de désintégration **Mo/?°™Tc

La récupération du ®°™Tc n’est envisageable que si le technétium est sous forme de pertechnétate de
sodium. Sous un degré d’oxydation différent, le technétium n’est pas élué par le sérum physiologique
et reste sur la colonne d’alumine. La forte activité en **Mo de la colonne en présence d’eau entraine
un phénoméne de radiolyse de I'eau avec la formation de radicaux libres et la réduction de
pertechnétate. Pour supprimer ce phénomeéne, certains producteurs ont mis en place dans leur
générateur un systéeme permettant d’éliminer I'eau en séchant la colonne, d’autres ajoutent des
capteurs de radicaux libres tels que I'oxyde de manganése a la colonne d’alumine ou du nitrate de
sodium (NaNOs) a 0.1% a I’éluant a base sérum physiologique. Il existe donc des générateurs a colonne
seche (type Ultratechnekow® (UTK®)) et ceux a colonne humide (type Tekcis®).

Il existe trois monographies du pertechnétate de sodium dans la PE selon son mode d’obtention
(irradiation neutronique du molybdene, irradiation protonique de molybdéene hautement enrichi ou
produit de fission de I'uranium). Les impuretés recherchées pour la pureté radionucléidique different
selon ces trois monographies. Les caractéristiques du pertechnétate sont mentionnées dans les RCP
des générateurs commercialisés. La solution éluée est une solution injectable isotonique, limpide et
incolore, de pH compris en général entre 4 et 8, avec un taux d’aluminium inférieur a 5 ppm et de
pureté radiochimique supérieure ou égale a 95% pour les générateurs Tekcis® et a 99% pour les UTK®.
L’'ensemble de ces parametres est a contréler puisque la qualité de I'éluat a un impact direct sur la

qualité du radiomarquage des préparations radiopharmaceutiques.
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2.1.2  Pureté radionucléidique

La pureté radionucléidique consiste a quantifier 'activité du ™Tc par rapport a I'activité totale, elle
s’exprime en pourcentage. L'impureté recherchée dans I'éluat pour ce contréle est principalement le
“Mo, émetteur beta/gamma. Le * Mo peut interférer dans le radiomarquage et entrainer une
irradiation involontaire du patient. De plus, la présence de Mo dans I'éluat peut étre a I'origine de
micro-embolies par agrégation des globules rouges (6) ou responsable de fixation hépatique (7).

Le molybdéne forme une liaison forte avec I’'alumine de la colonne. L’anion pertechnétate est obtenu
par échange d’anions chlorure au cours de I’élution avec du NaCl selon les affinités suivantes : Mo0O?,
> Cl'>NOs >TcO4 (8,9).

La teneur en # Mo est réalisée sur le premier éluat du générateur car il ’agit de I’éluat le plus concentré
en impuretés chimiques et produits de dégradation (10). Lors des contréles de qualité, il est vérifié que
sa teneur soit inférieure a 0.1% de I'activité du *™Tc. En pratique, selon la PE, I'évaluation de la
quantité de Mo présent dans I'éluat peut étre réalisée a I'aide d’un activimétre préalablement
étalonné. Dans un flacon d’éluat placé dans un récipient plombé de 6 mm d’épaisseur, le flux de
photons gamma du **Mo est atténué d’un facteur 2 contre un facteur 10" pour le #°™Tc. Cela permet
d’éliminer la quasi-totalité du rayonnement émis par le *"Tc. Elle peut également étre évaluée par
spectrométrie, le flux de photons gamma du **Mo varie de 739.5 a 777.9 keV contre 140keV pour le
9mTc, Le dépassement du seuil toléré de 0.1% de **Mo dans I'éluat peut se produire dans les situations
suivantes (6) :

- la capacité d’échange d’ions de la colonne d’alumine est dépassée,

le pH est supérieura 7,

la colonne d’alumine est brisée,

- les élutions sont excessives.

2.1.3  Activité spécifique ou l'impureté 9°Tc stable

Dans toute solution de pertechnétate, il y a en proportion variable a la fois du pertechnétate de sodium
stable et métastable. Ces deux isomeres ont le méme comportement chimique et entrent en
compétition pour la réduction par les ions stanneux ou autres réducteurs, mais également pour la
fixation sur le vecteur. L’activité spécifique (As) correspond au rapport de I'activité de %°™Tc 4 la masse
globale de technétium (*™Tc + %Tc). Leur degré d’oxydation est considéré comme similaire, il en
résulte qu’ils sont élués ensemble avec le méme rendement d’élution. Il a été démontré une plus forte
diminution de I'activité spécifique dans un éluat au cours du temps que dans la colonne. Il est donc
préférable d’éluer au dernier moment et d’utiliser I’éluat conformément au délai mentionné dans les

RCP. L'activité spécifique de I’éluat est un parametre a prendre en compte pour décider du rythme
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d’élution. Plus le temps écoulé entre deux élutions est faible, plus I'As est élevée. Ce parameétre est a
prendre en compte lors des réactions de marquages et peut s’objectiver par le calcul. Idéalement pour
I’As, il faudrait éluer deux fois par jour : dés le matin puis 2 a 3 heures plus tard. Le meilleur compromis
est d’éluer une derniere fois, 16 heures avant I’élution du lendemain matin, afin que I'activité
spécifique de I’éluat soit majorée de prés de 40% au dépend d’une perte quotidienne d’activité éluable
de 10% (11). Une étude a comparé la PRC de 8 trousses marquées a l'aide d’un générateur non élué
24 heures (contrdle) et 7 jours. Les résultats ont montré que le *°Tc avait une influence significative

sur la PRC mais les préparations restaient conformes (12).

2.1.4  Pureté chimique ou taux d’aluminium

Au cours de I’élution, la réduction du Mo entraine la libération d’alumine AI** dans I’éluat a cause du
phénomeéne de radiolyse. L'interaction des rayonnements beta du Mo avec I'eau peut entrainer la
réduction du molybdate et du pertechnétate et libérer ainsi des cations AlI* dans I'éluat (13). Ce
phénoméne se produit surtout lorsque I'activité volumique est importante (14). C'est pourquoi le
contréle de la pureté chimique s’effectue sur le premier éluat du générateur. La présence d’Al** peut
également s’expliquer par un pH trop acide lors de I'adsorption du **Mo sur la colonne d’alumine (8).
En plus d’étre allergisant, les ions AI** peuvent réagir avec le tampon phosphate de certaines trousses
et former des phosphates d’aluminium insolubles. lls peuvent également modifier la biodistribution
du radiotraceur (8). Ainsi il a été montré que la présence d’Al** peut diminuer la fixation de *°™Tc de la
thyroide (15). Toutefois, compte tenu de la qualité des colonnes actuelles, le risque de dépasser la
limite paraft maintenant exclu si la colonne reste intégre. En routine, une méthode semi-quantitative
avec bandelette réactive permet d’évaluer si la concentration en aluminium est inférieure a 5 pg/mL

par comparaison avec une solution témoin a 5 ppm d’aluminium.

2.1.5 Pureté radiochimique ou recherche de 9°mTc réduit

La pureté radiochimique est définie comme le rapport, exprimé en pourcentage, de la radioactivité du
radionucléide considéré qui se trouve présent dans la source sous la forme chimique indiquée, a la
radioactivité totale de ce méme radionucléide présent dans la source. Si le générateur présente une
forte activité volumique, le phénomene de radiolyse entraine la formation de radicaux libres dans le
milieu aqueux et la réduction du TcO4 en TcO,. Cela se produit essentiellement dans les générateurs a
colonne humide et éventuellement dans un éluat « non frais ».

La mesure de la PRC nécessite une méthode pour séparer et détecter les différentes especes
radiochimiques qui peuvent étre présentes. L'impureté recherchée dans I'éluat est le technétium
réduit TcO, et la PRC doit étre supérieure au seuil défini dans les RCP, soit une activité de TcO4

supérieure a 95% ou 99% de I'activité totale selon le générateur utilisé. La Pharmacopée européenne
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décrit une méthode par chromatographie descendante sur papier. Elle prévoit 2 heures de migration
et un temps de séchage la rendant incompatible a une application en routine. Une méthode alternative
est largement proposée en réalisant une chromatographie sur couche mince a I'aide d’un support
imprégné de gel de silice (10 cm) et d’une phase mobile d’acétone ou de NaCl a 0.9%. Le technétium

réduit ne migre pas (Rf=0) a I'inverse du technétium libre qui migre totalement (Rf=1)(16).

2.2 Impuretés recherchées apres un radiomarquage

2.2.1 Principe du radiomarquage

La préparation radiopharmaceutique (PRP) est obtenue par le marquage d’'une trousse ayant un
tropisme pour un organe, le vecteur, par un radioélement dont le ®™Tc, marqueur largement utilisé
en scintigraphie. Comme indiqué sur la figure suivante, le couplage de ces deux composés forme le

médicament radiopharmaceutique, appelé historiquement traceur.

Vecteur
Marqueur ( 'I'rnussg: fmi_de Traceur
(Radioékment non radioactive (MRP 4

présentant un
tropisme pour
lorgane a étudier)

type Tc%m)

administrer)

Figure 2 : principe de radiomarquage

Les molécules vectrices, spécifiques d'un organe, d’'une fonction ou d’un récepteur, sont
commercialisées sous forme de trousses. Elles correspondent a un ensemble de substances stériles,
apyrogenes et pré-conditionnées capable de donner, aprés marquage par le radionucléide, le
médicament radiopharmaceutique destiné a étre administré au patient. Elles se présentent le plus
souvent sous forme de flacons pressurisés sous azote contenant un lyophilisat.
En médecine nucléaire, les marqueurs utilisés sont des radionucléides produits artificiellement. Le
9mTc posséde de nombreuses caractéristiques intéressantes pour une utilisation diagnostique :

- demi-vie de 6 heures,

- émission d’un photon gamma pur d’énergie 140keV,

- pénétrant et peu ionisant,

- pas de rayonnement béta,

- facilement disponible grace aux générateurs,

- co(it raisonnable.
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Le pertechnétate obtenu par élution ne donne pas directement de complexe, il doit étre réduit a des
degrés d’oxydation inférieure a VII pour pouvoir interagir et ainsi se complexer (figure 3). Le

phénomeéne de réduction est permis par I'ajout de réducteur dans les trousses.

Complexing centres of Tc by:
N 05 Z Compound Orrganftissue specificity
Sigma bond  Pi bond
4 +7 -1 — (=0), Pertechnetate Thyroid
5 +5 -l 0y =0 Giluconate Red blood cell labelling
MN.S =0 MAG, Kidney
MN,5, =0 EC Kidney
5 =0 DMSA(V) Soft tissue tumours
5 #5 0 N, =0 HMPAQ Brain, white blood cells
N:5, =0 ECD Brain
S, =N NOET Myocardium
6 +1 +1 Cs - MIBI Myocardium
+1  +1 CN,, CN,0 — “Tricarbonyl’ Various
+3  +1 N,O, P, - 12 Myocardium
+3  +1 F, (=0, Tetrofosmin Myocardium
6 +4 N0, - DTPA Kidney
+3 -1 5,0, - DMSA(LLL) Kidney
-1 N,y - HIDA derivatives Hepatobiliary system
+4 -1 [ — Phosphonates Bone
T +3 ] N1 - Teboroxime Myocardial flow
T +5 -l N0, =0 EDTA, DTPA Kidney
HIDA derivatives Hepatobiliary system
Mote: N = coordination number; (8 = oxidation state; £ = electric charge.

TcO,/TcO; | TcOs +4H +3 e & TcO, (s) + 2H.0

Figure 3 : état d’oxydation du TcO4 requis pour complexation (17)

Une fois réduit, le technétium doit étre rapidement complexé par le ligand afin de former un complexe

plus ou moins stable. Deux stratégies de synthése peuvent étre mises en ceuvre pour le marquage du

ligand au technétium (18) :
- méthode directe : le pertechnétate est réduit en présence du ligand. C’'est la méthode
actuellement la plus utilisée pour les trousses. Trois composants sont impliqués selon des
proportions définies a 107M pour le pertechnétate (TcOs), de 1033 10°M pour le réducteur
(R) et de 1023 10M pour le ligand (L) (19). Le réducteur le plus communément utilisé est I'ion
stanneux Sn?*. Disponible sous forme de chlorure d’étain (SnCl,), sa solubilité est suffisante a
pH neutre si la complexation est immédiate et directe. La méthode directe ne peut étre
réalisée que si la cinétique de complexation est rapide et si la concentration en ion
pertechnétate (état d’oxydation VII) est bien inférieure aux concentrations du ligand et du
réducteur. Si la concentration en ligand n’est pas suffisante et/ou si la complexation par celui-
ci est trop lente, il se forme du TcO,, le technétium hydrolysé, qui est une forme non réactive

de technétium.
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- méthode indirecte : le principe consiste a réaliser, dans une premiere étape, la synthése d’un
complexe de faible constante de stabilité par la méthode directe. Dans une seconde étape,
un échange de ligand sur ce complexe intermédiaire est effectué, permettant la formation
d’un nouveau complexe ayant une constante de stabilité tres supérieure. Ces ligands faibles
ou ligand de transfert, notés (L) stabilisent rapidement le technétium en formant des
complexes intermédiaires [*™Tc-L’] qui s’échangent par la suite totalement avec le ligand. Par
exemple, il sera utilisé les ions tartrate, citrate ou gluconate pour les complexe intermédiaire
(L") des trousses a base de mertiatide, sestamibi et tétrofosmine respectivement (9).

En résumé, la complexation peut étre :

- directe : TcO4 + R = Tc réduit - complexe TcL,

- ou indirecte TcOs + R + L > complexe Tcl’ + L - complexe TcL.
Le complexe de technétium est formé de I'ion central métallique technétium avec un ou plusieurs
ligands. Le complexe peut étre chargé négativement, neutre ou positivement. La charge dépend des
pKa mais aussi du pH et de la charge du cceur. Plusieurs géométries de coordination sont possibles

avec un nombre de coordination pouvant varier de 1 a 12 en théorie, mais plus souvent de 2 a 6. Le

nombre de coordination est le nombre d’atomes directement liés a I'atome de technétium central.
Chaque ligand peut former jusqu’a 6 liaisons avec le technétium, il est alors dit hexadenté (20). La
figure ci-dessous présente quelques exemples de complexes technétiés utilisés en tomographie par

émission monophotonique (TEMP).
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& EtO, S 2 OF!
Ns. © A~

0 ) .
N =N ~ S — Biomolécule
¥Ca, | WC* P, O P N—,
1 H 0 2 A s
Tct EH ATel N N o]
NS R7E R R
= - £
Mo N c N — S A RR

in EtO OEt
N
\ J 0 OEtEtO

[*MTcIMIBI [#*MTc]Tetrofosmin [ TGHYNIC
(Sestamibi, Cardiolite™) (Myoview™)
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I Tct J\ s N
1
e

0
N Hro_
o)
o]
[P TcJHMPAO [ Tc]Mertiatide
(Ceretec™) (MAG3™)

Figure 4 : exemples de complexes de *™Tc utilisés en TEMP (21)
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2.2.2 Pureté radiochimique

Lors du contrdle de PRC des préparations issues de trousses radiomarquées, on ne connait pas toujours
toutes les formes chimiques des impuretés existantes. Et méme lorsqu’elles sont connues, celles-ci ne
sont pas toujours quantifiables par CCM (propriétés physicochimiques proches du complexe d’intérét).
On s’intéresse alors principalement a deux impuretés :
- le pertechnétate n’ayant pas été réduit appelé communément le technétium libre oxydé
(TcOos)[Te(VI],
- le ®™Tc réduit (TcR) qui comprend la forme hydrolysée non complexée (TcO;) et la forme

colloidale d’étain technétié qui se forme par hydrolyse du chlorure d’étain et qui fixe le TcO»

sous forme de complexes d’hydroxyde stanneux (22).
Ces deux impuretés sont répertoriées dans la plupart des monographies et leurs limites définies par la
PE et les RCP.
Il existe également des impuretés technétiées distinctes, liées a la formation de précurseurs ou autres
réactions. Elles peuvent étre décrites dans les RCP (tels que dans les RCP du Ceretec® et Nephromag®)
ou dans la littérature (exemple du NanoHSA®)(23). De nombreux facteurs peuvent influer sur la qualité
du radiomarquage et la valeur de PRC. Cela peut étre lié a des facteurs inhérents au mode opératoire
du radiomarquage ou des facteurs extérieurs. Il est important de suivre correctement les étapes de
radiomarquage mentionnées dans le RCP (activité et volume d’éluat, age de I’éluat, ordre de mélange,
temps d’incubation, chauffage...) ainsi que de prendre en compte la durée de stabilité des trousses.
Un non-respect de ces étapes doit toujours étre validé en amont afin de s’assurer que la PRC reste
conforme. Par exemple, lors du radiomarquage du ®™Tc-MAG3 : 'apparition de deux impuretés dont
le disulfure MAG3 peut étre évitée si la préparation respecte un temps de réaction suffisant (>10 min)
(24).
Par ailleurs, les impuretés peuvent résulter de réactions de décomposition dues a I’action de solvant,
du changement de température ou de pH, de la lumiére, de la présence d’oxydants ou de réducteurs
en exces dans le milieu réactionnel. Par exemple, lors du radiomarquage des trousses MAGS3, il a été
mis en évidence la présence d’une impureté lipophile lorsque le chlorure de sodium est en contact
trop longtemps (>15min) avec une seringue en 3 parties de type Plastipak®. Cet effet n’est pas
significatif avec d’autres trousses (25). Nous avons relevé un autre exemple lorsque le nanocolloide
d'albumine et I'examétazime sont préparés a partir de chlorure de sodium contenu dans des ampoules
en plastique qui ont été exposées a la lumiére. La PRC est alors affectée (26). Idem pour les trousses
MAG3, I'exposition des ampoules en plastique a la lumiére provoque la lixiviation de certains composés

dans la solution. Un composé inconnu déstabilise alors le complexe intermédiaire *°™Tc-tartrate (27).
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2.2.3 Les 2 principales impuretés

< Origines de I'impureté TcOy4 libre

La présence de TcO4 peut s’expliquer par différentes causes :

- Si le pertechnétate de sodium de I'éluat est en excés lors du radiomarquage de certaines
trousses (non-respect des instructions RCP ou un défaut du lyophylisat), la PRC peut étre non
conforme par la présence trop élevée de I'impureté TcO4 . Le marquage de *™Tc-DMSA, des
dérivés d'acide ®°™Tc-iminodiacétique (IDA) et de ®°™Tc-MAA est particuliérement sensible sur
ce point. Les impuretés radiochimiques augmentent avec la diminution de la concentration
de réactifs (28)

- En présence d’air, I'oxydation des ions stanneux peut limiter la réduction du TcOs et
empécher ainsi la complexation. Par ailleurs, le ®™Tc-complexe peut se réoxyder en TcOy4 et
ce phénomene est accéléré avec la teneur en air dans le flacon. Le taux de réoxydation est le
reflet de la stabilité de la PRP. La réoxydation est minimisée en évitant l'introduction d'air
dans le flacon et par I'atmosphére d'azote dans les flacons. Il est aussi ajouté parfois un
antioxydant de type acide ascorbique dans les trousses (22).

- En cas de non-respect des instructions de radiomarquage de certaines trousses, la
complexation peut ne pas s’effectuer. La figure 5 ci-dessous illustre la présence d’un pic de

TcOg4 lors du contrdole de PRC en I'absence de chauffage pour le radiomarquage du Stamicis®.

‘‘‘‘‘‘‘

Figure 5 : comparaison des radiochromatogrammes obtenus par la méthode (Whatman 31/acétate d'éthyle et
séchage du dépot) sans chauffage (gauche) et avec chauffage (droite) lors du radiomarquage du Stamicis®
Rf (TcO4')=0; Rf (TcR)=0; Rf (**™Tc-sestamibi)=0.5

- En outre, le complexe TcL est plus ou moins stable en fonction du ligand. Il existe une
probabilité de décomplexation. Le %°™Tc libéré peut alors soit étre réduit s’il est mis en
présence de réducteur, soit oxydé en pertechnétate en présence d’oxygéne, soit capté par
un autre ligand s’il en reste ou si on lui en apporte de nouveaux (in vivo ou au contact du
sang). Un marquage qui se déstabilise sera marqué par une réapparition de technétium libre

TcO4 ou de technétium réduit hydrolysé.
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% Origines de I'impureté **™Tc réduit hydrolysé (TcO, et forme colloidale)

- En présence d’eau, les ions stanneux s'hydrolysent et réagissent avec les radicaux libres
formés par radiolyse. S’ils se lient au TcO4 réduit, il y a formation de TcO; qui interfere dans
le marquage. Tout le TcO, formé n’est pas du *"Tc complexé. C’est une impasse car cette
forme insoluble dans I'eau ne peut plus par la suite se complexer, elle est
thermodynamiquement stable et non réactive.

- En milieu basique, le SnCl, précipite et entraine la formation de colloides d’étain technétiés
qui se fixent au niveau rénal (29). Certaines trousses contiennent du tartrate qui stabilise le
milieu (30). De plus, dans certaines trousses, I'agent chélateur et I'agent réducteur doivent
8tre mélangés avant d'ajouter le pertechnétate. Si le ®™Tc interagit avec le Sn?* en I'absence
d'un agent chélateur, il y aura des niveaux trés élevés d'impureté colloidale de **™Tc-étain
(28).

- Le complexe formé est plus ou moins stable comme évoqué précédemment avec réapparition

possible de technétium réduit et hydrolysé.

% Conséquences de la présence d’impuretés

Ces impuretés peuvent diminuer la qualité des images illustrées par la figure ci-dessous et conduire a
une interprétation imprécise des diagnostics et/ou provoquer une irradiation inutile du patient et de

|'opérateur si I'examen doit étre répété.

o
i

:
2

Figure 6 : biodistribution altérée de la scintigraphie osseuse causée par des impuretés radiochimiques,
(A) Absorption thyroidienne causée par le TcO4,
(B) Absorption hépatique diffuse causée par les colloides d’étain technétié (28)

Par exemple, I'anion pertechnétate TcO4 se comporte similairement a I'anion iodure I et est capté par
le symporteur sodium/iodure. Cet effet peut provoquer une absorption indésirable de TcO4 dans la
thyroide (figure 6 A) mais aussi dans les glandes salivaires et tissus gastriques, compromettant la
qualité de l'image et délivrant une dose de rayonnement injustifiée au patient (23).

Le tableau 1 propose un apercu de la biocinétique du TcO; et du TcOq. Il est considéré que le TcO; se

comporte de fagon similaire au TcO4 avec toutefois une fixation hépatique plus importante et un peu
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moins gastrique (31). Quant au colloide d’étain technétié, il est fixé par les cellules du systéme réticulo-
endothélial avec une élimination rénale (30). Il peut alors fausser les images au niveau du foie (figure

6 B), de la rate ou des ganglions (28,32,33).

Tableau 1 : nombre de particules par organe apreés injection sur des rats (31)

Number of particles N (1 o'y
Source organ PnreQ, »mTe0,
Bladder 1.449 1.132
Brain 0.169 0.101
Heart 1.424 1.152
Liver 0.582 1.050
Stomach 7823 4.944
Right kidney - -
Left kidney - -
Thyroid 1.341 0.823

2.2.4 Complexes technétiés secondaires

Le radiomarquage de certaines préparations ainsi que la présence d’excipients peuvent entrainer
I"apparition d’autres impuretés dont la structure n’est pas forcément connue. Différents RCP
mentionnent des complexes secondaires dans leurs trousses, notamment ceux du Nephromag®,
Technescan MAG3® ou encore celui du Ceretec®. Malgré I'existence de méthodes validées par les
fabricants, toutes ces impuretés ne sont pas toujours quantifiées par les méthodes RCP. Par
conséquent, il est parfois nécessaire de développer une méthode alternative afin de les mettre en
évidence. Selon un article les impuretés hydrophiles auront tendance a se concentrer au niveau de la
vessie et du rein alors que les impuretés lipophiles se fixeront au niveau du foie et du tractus gastro-
intestinal (28). A ce titre, nous proposons une liste non exhaustive ci-dessous des complexes technétiés

secondaires documentés dans la littérature et classés par trousse.

«» Trousse a base d’acide dimercaptosuccinique (DMSA)

Selon le pH de la solution, différents complexes se forment avec le DMSA. A pH acide, il est obtenu du
9mTc(lll)-DMSA pour évaluer la fonction rénale. A pH basique ou en présence d’oxydant (0,) le
9mTc(lll)-DMSA s’oxyde en % ™Tc(V)-DMSA, ce qui entraine une modification de Iaffinité du
radiotraceur vers les cellules en prolifération (figure 7). Le #°™Tc(V)-DMSA, commercialisé a I’étranger,
est utilisé pour le diagnostic du carcinome médullaire de la thyroide et se fixe aussi dans le cartilage
de croissance (Figure 8). D’autres auteurs préconisent aussi un barbotage a I'oxygéne de 10 minutes

pour obtenir un meilleur radiomarquage du **™Tc(V)-DMSA & partir du *™Tc(111)-DMSA (34,35).
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Figure 7 : structure du °™Tc(Il1)-DMSA et >°™Tc(V)-DMSA (36)
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Figure 8 : scintigraphies obtenues a partir de I'injection de *™Tc(V)-DMSA

«» Trousses a base de MAG3

Les RCP mentionnent I'existence d’impuretés lipophiles (**"Tc-MAG2) et hydrophiles (TcOs, *™Tc-

tartrate et ™Tc(MAG3),) mises en évidence par CLHP ou SEP-Pak (37-40). Selon la Pharmacopée, le

contrdle de la préparation du mertiatide marqué au ®™Tc est basé sur une analyse par CLHP en

association avec une CCM pour l'impureté *™Tc colloidale (41). La figure 9 ci-dessous donne un apercu

du résultat obtenu par CLHP. Les impuretés hydrophiles (Tr < 4 min) et lipophiles (Tr > 6 min) sont

séparées du ™ Tc-MAG3 (pic principal) et sont facilement quantifiées pour obtenir la PRC.

78
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Figure 9 : exemple de chromatogramme obtenu avec la méthode de la PE
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Les impuretés lipophiles sont captées par le foie et peuvent géner la quantification de la fonction
rénale (42). Par ailleurs, certains systemes chromatographiques sous-estiment la présence de ces
impuretés comparativement a d’autres systémes (Figure 10). Un autre article mentionne |'excrétion
hépatobiliaire du ®™Tc-MAG3 et ses impuretés a partir de transporteurs anioniques au niveau du foie.
Cet article conseille d’utiliser 10 mL de NaCl plutét que 5 mL initialement préconisés par le RCP du

Technescan MAG3® afin d’optimiser le radiomarquage et limiter ainsi les impuretés (43).

99mTc-MAG3 study 4 image  99mTe-MAG3 study 1 image
System ARP=(973+/-07)  System ARP=(99.0 +/-0.7)
System B RP=(86.5 +/-2.5)  System B RP=(932 +-2.5)

Figure 10 : fixation hépatique causée par °"Tc-MAG3 lipophile et mise en évidence de la surestimation de la PRC
avec le syteme choromatographique A versus le systeme B (42)

«» Trousses a base d’exametazime (HMPAOQ)

Les résultats de PRC du marquage ®™Tc-HMPAO dépendent de la qualité de I'éluat. Il a été démontré
des différences significatives de PRC entre des lots marqués avec un éluat de 24h et un éluat de moins
de 4h. Ces résultats s’expliquent probablement par le phénomeéne de radiolyse de I'eau ou de la baisse
d’activité spécifique (44). Le complexe secondaire de *™Tc-exametazime mentionné comme impureté
dans le RCP du Ceretec® est un diastéréoisomere du complexe d’intérét d,I-HMPAO (figure 11) : il s’agit
de la forme méso-HMPAO identifiée par chromatographie liquide couplée a un spectrometre de masse
(45). Cette impureté a une faible rétention cérébrale et est donc inutile a I'évaluation de la perfusion

cérébrale (9).

M?E:E M;&& Me, Me M]ze
H H Me.H NHM H H H H
Me N-_Me _ Juie Mea, NI.Me Me N- e
Me N N7 m Me 0 Me Me N N7 m Me T T Me
T HOMH OH OH © S HE oH OH
meso - HMPAO oL -HMPAD

Figure 11 : structure chimique des formes méso-HMPAO et d,I-HMPAO (9)

34



R/
0.0

Trousse a base de tetrofosmine

Le RCP du Myoview® mentionne un complexe hydrophile comme impureté supplémentaire au TcO4

et TcR. Au regard des excipients présents, il s’agit probablement du *™Tc-gluconate qui se fixe au

niveau du foie, de la moelle osseuse et de I'estomac avec une élimination urinaire (figures 12 et 13)

(46).

TABLE 1. BIOLOGICAL BEHAVIOR VS
GEL CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS
OF "0mTe-Sn-GLUCONATE

Distribution of activity in the rat

Experi- 1 hr after iv. injectiont
manl Material

Mo, injectad® Kidneys Liver  Stomoch  Bowal

1 A 1.4 1.3 0.9 6.1
B{10%) 14.1 1.3 a1 £3
2 A 178 14 0.1 6.5
B (20%) 1.3 1.6 0.2 8.0
3 A 18.2 0.8 0.2 2.8
B (0% 197 0% 05 8.0
4 A 18.9 18 0.4 43
B (20%) 184 1.2 0.2 s

" A, '-'l':-!rl-qlu:mlqh before gel filtratian; B. Chelate
fraction of filtrate, percent nol eluted from gel in poren-
thesis.

t Percant of injecied dose, overoge of 2 rais,

Figure 12 : biodistribution du 2°™Tc-Sn-gluconate (46)

Preparation Radiochemical purity method Other tests
Technetium [ ™T¢) Activated ITLC-SA using (a) 0,9% saline for Physiological distributior 15% In kadney
Gluconate Injection 10=15¢m In 10 min; complex < pertechnetate 20% in bladder & urine

near solvent front; [b) butan-2-one 5% in liver in 2/3 rats

pertechnetate near solvent front

6.0-85

Figure 13 : méthode CCM pour identification du **™Tc-gluconate (47)

Cette impureté est mise en évidence par CCM a partir de support ITLS-SA ou ITLC-SG et de NaCla 0.9% :

le ®™Tc-gluconate et le TcO4” migrent totalement alors que le complexe ®™Tc-tetrofosmine et le TcR

restent au dépot. Une étude réalisée au CH d’Aix-en-provence a mis en évidence un taux trés limité de

cette impureté (<1%) (figure 14).

ITLC-SG et NaCl0,9%
Rf=0: Myoview®+TcR
Rf=1: Gluconate +7c04

ITLC-SG et Ac. Ethyle

Rf=0: Gluconate + TcR+ Myoview
Rf=1: Tc04-

Figure 14 : mise en évidence du *°"Tc-gluconate
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«» Trousse a base de sestamibi

Le radiomarquage du sestamibi peut s’accompagner de complexes *"Tc-isonitriles. Cela s’expliquerait
par la présence d’additifs dans le solvant (de type NaNOQs) des générateurs a colonne humide et dans
I’éluat (48). Cette impureté semble spécifique au sestamibi car aucune diminution de la PRC induite
par le NaNOs n'a été observée avec d'autres composés (48). Ce phénomeéne s’explique probablement
par le faible état d'oxydation du technétium (+l) dans le complexe **™Tc-sestamibi qui implique 7
complexes intermédiaires. Un autre article rapporte aussi que |'utilisation d'une premiere élution par
rapport a une élution ultérieure (+6h) des générateurs a colonne humide dans le radiomarquage du
sestamibi est associée a un plus fort taux de non-conformités de la PRC (49). Il est donc recommandé
d’utiliser des générateurs sans nitrate pour améliorer la qualité du radiomarquage ou a minima de ne
pas utiliser I’éluat de la premiere élution. Cette impureté n’est pas décrite dans le RCP de la trousse
Stamicis® et la méthode d’évaluation de la PRC décrite ne permet pas de l'isoler et la quantifier (figure
15). Patel et al proposent une méthode alternative (Whatman 3MM®/acétate d’éthyle) permettant
d’isoler rapidement le complexe **™Tc-sestamibi (Rf=0.55-0.75) du TcO4, du TcR (Rf=0-0.1) et des

autres impuretés migrant au front de solvant (50).

S A

— , | ,,.:
-~ PRC=94,2% | [¥ | { PRC=67,2% . |f
|

) | .

I

Figure 15 : comparaison des radiochromatogrammes obtenus a partir d’'un méme échantillon avec la méthode de
Patel (droite) et la méthode du RCP Stamicis® (gauche)

Le complexe #°™Tc-isonitrile n’a montré aucune absorption cardiaque et une élimination rénale rapide
chez le rat (51). Selon Métayé et al., cette impureté n'a pas modifié l'interprétation de la scintigraphie
myocardique de perfusion probablement parce qu’elle n’est pas dans le champ de vision du cceur (48).
Al'inverse, au CH Aix-en-provence cette impureté a été relevée par les médecins nucléaires, le « sous-
dosage » induit par cette impureté pouvait étre a l'origine d’artefact rendant parfois douteuse
I’épreuve d’effort (52). Il a été démontré une corrélation significative (table pearson, p<0,01) entre les
valeurs de PRC obtenue avec la méthode alternative et la fixation cardiaque du traceur contrairement
a la méthode RCP (figure 16). Une diminution moyenne de la captation cardiaque de 33% a été
constatée lorsque le Stamicis® avait été préparé avec un générateur Tekcis® comparativement avec un

générateur a colonne séche (Figure 17).
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Figure 16 : étude de corrélation entre la fixation cardiaque et les valeurs de PRC obtenues par la méthode RCP

(gauche) et la méthode alternative de Patel (droite)
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Figure 17 : influence de la nature de I’éluat sur la captation cardiaque du Sestamibi®

Le RCP du Tektrotyd® ne mentionne pas d’impuretés autre que le TcO4 et le TcR mais les excipients

tels que le mannitol (53) et la tricine (54) peuvent se complexer au #°™Tc en présence de réducteur. Le

%mTc-mannitol est essentiellement éliminé par voie rénale (55). Il est également possible que le TcO4

et TcR forment des complexes technétiés avec le co-ligand **™Tc-EDDA et *™Tc-tricine (56). Ces

impuretés hydrophiles peuvent étre mise en évidence par une méthode CCM a triple systeme

chromatographique a partir de support ITLS-SG (57) (figures 18 et 19). Par ailleurs, une étude s’est

intéressée aux facteurs influencant les résultats de PRC et en conclut que I'age de I’éluat, le temps de

chauffage et la stabilité de la preparation radiomarquée influencent les résultats de PRC (58).
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Radiochemical species
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Mobile phase
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Figure 18 : systeme chromatographique triple pour I'évaluation de la PRC du ™Tc-HYNIC/TOC et leur Rf (56)
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Figure 19 : chromatographes obtenus pour I'évaluation de la PRC du #°™Tc-HYNIC/TOC (57)

+» Trousse a base de nanocolloides d’albumine

Un article s’est intéressé a comparer 3 systemes chromatographiques qui different des méthodes RCP

du NanoHSA®. Deux de ces méthodes (ITLC-SG/méthanol 85% ou ITLC-SA/NaCl 0.9%) permettent de

mettre en évidence des impuretés hydrophiles dont le ®™Tc-glucose qui ne sont pas mis en évidence

avec la méthode RCP (ITLC-SG/méthyléthylcétone ou ITLC-SA/acétone) (23). Une étude interne menée

au CH d’Aix-en-provence a permis d’estimer le taux de glucose technétié présent dans une préparation

de NanoHSA® variant de 0 a 5% (figure 20). Le glucose technétié est un marqueur du métabolisme (59).
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ITLC-SG (ou SA) et NaCl0,9% ITLC-SA et acétone

Figure 20 : comparaison d’une méthode alternative (gauche) permettant de mettre en évidence le glucose
technétié dans un échantillon de NanoHSA® versus la méthode de référence (droite)

«» Trousses a base de sulfure de rhénium

Concernant les préparations de Nanocis®, le pyrophosphate contenu dans la trousse, utilisé comme
réducteur, peut se complexer en ®™Tc-pyrophosphate et se fixer au niveau osseux (60). Le ¥™Tc-
pyrophosphate n’est pas mis en évidence avec la méthode RCP mais une méthode alternative par CCM
(Whatman 17CHR/NaCl 0.9%) peut lisoler (Rf=1) du complexe d’intérét (Rf=0). Le taux de **"Tc-

pyrophosphate n’est souvent pas négligeable et peut étre de I'ordre de 10% (figure 21).

Whatman 17CH ot NaC10.9% . Whatman 31ET et Acétone
12,5% impuretés (TcO4- et Tc-PYP) 1,5% Impuretés (TcO4-)

Figure 21 : mise en évidence du ?°™Tc-pyrophosphate avec une méthode alternative (gauche) versus la méthode
RCP (droite)

¢ Trousses a base de diphosphono-1,2-propane dicarboxylique (DPD)

La trousse Teceos® contient un excipient sous forme d’acide L-glutamique qui peut potentiellement se
complexer au *™Tc en présence de réducteur. Le DPD peut donc potentiellement contenir du
glutamine technétié qui pourrait altérer la qualité des images. A ce titre, un article s’est intéressé au
marquage de L-glutamine par le ®™Tc et a étudié sa biodistribution sur des souris. Le complexe

s’accumule dans les tissus mous de I'abdomen (61).
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3. Techniques existantes pour le CQ de la PRC
La pureté radiochimique peut étre réalisée par différentes techniques analytiques : chromatographie,
extraction, électrophorese, filtration. Les techniques chromatographiques séparent ces composants
par la migration d’une phase mobile sur une phase stationnaire. La séparation s’opére en fonction des
propriétés physico-chimiques et l'affinité des composants vis-a-vis des phases utilisées. Leur
guantification s’effectue a I'aide d’un appareil de mesure de la radioactivité. Nous verrons ci-aprés les

méthodes utilisées en radiopharmacie de la plus élaborée a la plus simple.

3.1 Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

La CLHP est une technique répandue et inscrite a la PE. A I'origine, la chromatographie de partage
s’effectuait sur des colonnes en verre ol le passage de la phase mobile a travers la phase stationnaire
résultait de la gravité. L'utilisation des hautes pressions a I'aide d’une pompe pour accélérer le passage
dans la colonne est arrivée plus tard, d’ou I'apparition du terme chromatographie liquide haute
pression. Des améliorations de cette technique telles que la diminution de la taille des particules ou la
régularisation de la phase stationnaire, aménent a parler aujourd’hui de chromatographie liquide
haute performance. Les colonnes sont en général faites de silice et le terme C18 correspond a un
greffage d'une chaine carbonée de 18 carbones sur le gel de silice. Le paramétre qui les différencie est
le diametre des pores. La phase mobile utilise différents solvants organiques dont le but est de
désorber la molécule d’intérét de la colonne. Le temps auquel la molécule d’intérét se décroche de la
colonne et passe dans les systémes d’analyse correspond au temps de rétention (Tr) qui est une
caractéristique propre a chacun. En sortie de colonne, les différentes molécules sont caractérisées par
différents détecteurs, principalement un détecteur UV couplé a un détecteur radiométrique, ce qui
donne deux spectres de pics appelés chromatogrammes. Cette technique permet d’obtenir des
résultats avec une résolution élevée.

La validation des méthodes associées a la CLHP est conseillée avant toute utilisation en routine et elle
est rendue obligatoire pour les médicaments expérimentaux. Une étude s’est intéressée a
I'interprétation des chromatogrammes obtenus dans des essais multicentriques. Malgré une
standardisation des étapes de préparation, les centres ont rarement les mémes systémes de
chromatographie et de détection. L’étude souligne que certains facteurs affectent la valeur finale de
la PRC tels que les niveaux de rayonnement de fond spécifiques au site, les propriétés intrinséques du
systéme (bruit de fond et sensibilité) ou l'interprétation personnelle (62). Il est rapporté que le manque
de validation inter-centres et de standardisation dans la détermination de la PRC rend les résultats
plutét arbitraires. Pour des essais multicentriques, I'étude conclut qu’une plage de PRC déterminée

localement comme critere de libération est préférée et recommandée.

40



En pratique, le systeme de CLHP est un équipement partiellement présent dans les services de

radiopharmacie du fait de son co(t et de I'espace nécessaire a son installation.

De guel(s) équipement(s) disposez-vous pour les contrdles de PRC au sein du service ?
Plus de détails

& oo ) ‘

@ Seppack 13

@ HeLC 13

& cue 1 ‘

Figure 22 : réponse au sondage concernant I'équipement a disposition des services de radiopharmacie

Sur I'ensemble des services de radiopharmacie interrogés en avril 2022 (figure 22), seuls les CHU ou
CLCC disposent d’une chaine CLHP interrogés (n=13/22). De plus, cette technique est généralement
chronophage par rapport a l'organisation d’un service de médecine nucléaire pour permettre
I'obtention de résultats avant libération. Certaines monographies de la PE utilisent la CLHP comme
méthode de référence mais face a I'impossibilité des radiopharmaciens a la mettre en ceuvre, les

fabricants proposent dans leur RCP d’autres méthodes plus adaptées.

3.2 Extraction liquide-solide

Une méthode alternative, illustrée par la figure ci-dessous, basée sur |'extraction liquide-solide a été
développée par Mallinckrodt® et acceptée par les autorités. Selon notre sondage, cette technique est
partiellement utilisée par les services de radiopharmacie (n=13/22). Le principe consiste a injecter un
petit volume de préparation a tester dans une cartouche SEP-Pak® C18 puis les solvants dans un ordre
défini pour en récupérer les éluats. Les activités des éluats et de la cartouche sont mesurées pour en
déterminer la PRC (figure 23). Cette méthode ne fournit qu’une indication quantitative quant au
pourcentage d’impuretés présentes alors que la technique par chromatographie apporte des

informations supplémentaires (aspect de la courbe, distances de migration, séparation des pics...).
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Step 1: Conditioning Step 2: Separation
10ml EtOH
& 0.1 m 99mTeMAGS & ml phosphate solution to«:ﬂmm 10 mil EOH
10 mi HC1 0.001 M + (0.01 M, pH 6.0) f
& mi HO1 0.001 M +0.5% EOH + 7% EIOH
5 mil air + " " '
+ + + +
#
Eluate 1 Eluate 2 lEluﬂ! ' . Eluate 4
| I
Hydrophilic components 99mTe-MAG3 Lipop*ilic compone-ts
SE5% >80 < 5%

Figure 23 : illustration du fabricant Mallinckrodt® pour la determination de la PRC
de la trousse MAG3 (version 2003) (37)

Destinée a étre plus adaptée, cette méthode est cependant sujette a quelques préoccupations
notamment sur sa précision en pratique courante. Les résultats se sont avérés dépendants de
I'opérateur en raison de l'influence des variations de la vitesse d'élution (63). Il serait également
pertinent de s’interroger sur la fiabilité des mesures d’activité des cartouches issues des activimétres
calibrés initialement pour des flacons ou seringues, en particulier pour les préparations de faible activité
volumique. Par ailleurs, il existe un risque de contamination et d’exposition des extrémités non

négligeable.

3.3 Chromatographie sur couche mince (CCM)

La CCM est la technique chromatographique la plus couramment utilisée dans les services de
radiopharmacie. Elle consiste a déposer un échantillon sur une phase stationnaire placée dans une
cuve saturée contenant une phase mobile permettant la migration du dépdt (figure 24). Par rapport a
la CLHP, la CCM présente I'avantage que toute la radioactivité appliquée est détectée et qu'il n'y a
aucun probléme de récupération (séquestration au niveau de la colonne). Il convient toutefois de tenir

compte du potentiel volatiles des composés (64).

Couvercle

Front de solvant

Séparation '
des espéces

Cuvea __|
chromatographie

Ligne de depdt =

Plaque CCM
Solvant

Figure 24 : schéma d’un systéme de chromatographie sur couche mince
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+* Phase stationnaire

On parle de chromatographie sur papier lorsque la phase stationnaire est du papier de cellulose.
Historiquement il était employé la chromatographie sur papier de type Whatman®. Plus récemment,
le développement de nouvelles phases stationnaires ont permis d’exploiter linstant thin layer
chromatography (ITLC). La compagnie Gelman® a mis au point un support en fibre de verre imprégné
d’un adsorbant en gel de silice (ITLC-SG) ou d’acide silique (ITLC-SA) qui ont permis d’obtenir des
résultats plus rapides avec une résolution similaire a la chromatographie sur papier (47). Le papier
ITLC-SA a été utilisé lorsque le papier ITLC-SG a subi des problemes d’approvisionnement ; il est
satisfaisant dans la séparation des pics avec certains solvants mais le temps de migration est 2 a 3 fois
plus long (65). La silice présente des groupes polaires permettant les interactions entre I'adsorbant, la

phase mobile et I'échantillon analysé.

+ Phase mobile
La phase mobile est un solvant ou mélange de solvants dans lequel est plongée la phase stationnaire.
Le choix de la phase mobile est fonction de la solubilité des especes chimiques a séparer selon la
polarité et la force d’élution du solvant. Les tableaux ci-dessous (figure 25 et 26) permettent
d’identifier le caractere miscible entre deux solvants en cas de mélange ainsi que leur force d’élution
selon le groupe de solvants. La connaissance de certaines propriétés du solvant tels sa miscibilité a
I’eau, sa constante d’acidité, sa constante diélectrique, son moment dipolaire, sa densité, sa volatilité
ainsi que sa toxicité permettront le choix du solvant, seul ou en mélange, pour I'extraction d’une

substance donnée (66).

dichloroéthane

dichiorométhane

diméthylicrmamide [DIMF)
dinétbnydilioxide [DMSO)

diasane
éthesol
acetale d'ethyle

ether d'éthrgle

heplane
\
rexane
scocione

SOPIOPaN
méthyl tbutyl ether

méthyl ethyl cétone
= s -

letrahydrolurane
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Sl=l=lailaal=ata] EHEREE . .-

Figure 25 : tableau de miscibilité des solvants (66)
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Groupe de sélectivite Solvant Force d'élution
n-nexane <A< O 0
Diluants n-neptane <B><E>IHED 0
Cyclohexane @@@@ o
Ether de n-butyle 21
Ether de diisopropyle 24
Srosee Ether de méthyl et tertiobutyle (MTBE)||2.7
Ether diéthylique <B><1> 28
Butan-1-ol 39
Propan-2-ol @@ 39
Groupe Il Propan-1-ol @% 4.0
Ethanol @ 43
Méthano! CA>EH<ES 5.1
Tétrahydrofurane (THF) <A1 <> [|4.0
Groupe Il i ke >
Méthoxyéthanol 55
Diméthylformamide (DMF) @@ 6.4
SRR Acide acétique 6.0
Formamide 96
Dichlorométhane @ 35
Groupe V
1.2-dichioroéthane 35
Acétate d'éthyle 4.4
Butanone (méthyléthylcétone. MEK) 47
Groupe VI Dioxane @@@ 48
Acétone @@ 7 51
Acétonitrile <B>T> 5.8
Toluéne <A<E>D 24
Groupe VII Benzéne Q {} 0 27
Nitrobenzéne @@@ 4.4
Chloroforme @@ 41
Groupe Vil Nitrométhane m—— 6.0
Eau 10,2

Figure 26 : classification des solvants par groupe de sélectivité, toxicité et force d'élution (67)

Lors de la mise au point d’'une CCM dans le but de séparer deux espéeces chimiques, il est recommandé

dans un premier temps de tester un solvant pur de chaque groupe de sélectivité. Si celui-ci permet de

séparer les impuretés du complexe d’intérét, la méthode peut étre validée. Dans le cas contraire, il

sera envisagé I'ajout d’un autre solvant a force d’élution adaptée selon les Rf obtenus (67). Nous

proposons ci-dessous un diagramme décisionnel pour le choix de solvants lors de la mise au point

d’une CCM (Figure 27).

44



y : . | Réaliser CCM avec un solvant pur (solvant 1) du
| radiotraceur et une CCM avec impureté seule

Rf traceur

N
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Si Rf impureté différent du

l Si Rf impureté identique au Rf traceur ]
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Force élution trop faible Force élution trop forte
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fort (solvant 2)

Testermélange solvant 1
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plus faible (solvant 2) en
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||

Si Rf des 2 espéces sont
distincts

Si Rf des 2 espéces sont
identiques

Tester un mélange (1:1) de 2 solvants
miscibles de groupes de sélectivité
différents ou de 2 solvants miscibles
dont 'effet est contraire (avec Rf
opposés)

Figure 27 : proposition d’un diagramme de choix de solvants pour CCM

Concernant la migration du TcOg4, celle-ci dépend entre autres de la solubilité des anions dans le

solvant. Les phases mobiles les plus couramment utilisées pour I’évaluation de la PRC des PRP

technétiées sont le NaCl a 0.9% et le méthyléthylcétone (MEK) qui a progressivement remplacé

|'acétone. Par exemple, comme l'indique la figure 28 ci-dessous, le support ITLC-SG permet d’isoler le

TcOg4 au front de solvant avec des solvants organiques (MEK) par rapport au TcR et ®™Tc-complexe qui

restent a I'origine. Pour isoler le TcR, il sera préféré du NaCl qui fera migrer le TcO4 et la plupart des

9mTc-complexes d’intérét.

Application
of Sample

Development

SF
@ Free Ty,

| Labelled compound
=+ L'I'I“I.ril.l.:l] TL'

&
Labelled compound
+ Free Tel,

-~ Colloadal Te

Figure 28 : influence de la phase mobile (68)
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«» Migration

Le solvant migre par capillarité puis les composés sont séparés en fonction de leurs interactions avec
la phase stationnaire et la phase mobile. Lorsque le solvant a migré sur la ligne de front, le facteur de
rétention (Rf) est calculé. Il correspond a la distance parcourue par le composé d’intérét par rapport a
la distance parcourue par le solvant. Pour un solvant et une phase stationnaire donnés, chaque
composé aura un facteur de rétention caractéristique selon son adsorption, sa solubilité et sa charge
(68). Ce Rf est utilisé pour détecter, identifier et quantifier les espéces chimiques d’une préparation :
principalement le technétium libre, le technétium réduit hydrolysé et le complexe radiomarqué
d’intérét dont on veut connaitre la PRC.

La distance de migration varie selon les méthodes généralement de 5 a 15cm et dépend du nombre
de composants a séparer, des propriétés de rétention relative ainsi que du temps nécessaire a la

migration.

% Lecture CCM

Dans le cas d’une espece radioactive, un détecteur de radioactivité permet de compter la radioactivité.
Cette méthode permet d’identifier 2 ou plusieurs espéces mais qu’avec quelques possibilités :
migration partielle, totale ou absence de migration, contrairement a la CLHP plus précise.
Généralement pour identifier plus de 2 especes, il est employé 2 systemes de CCM.

La lecture se fait habituellement avec un radiochromatographe comme illustré par la figure 29 ci-
dessous. Il détecte, en tout point, les photons y émis (de 140 KeV pour les préparations technétiées)
le long de la bande CCM apres migration et permet donc de savoir d’ou sont émis les rayonnements.
La PRC est quantifiée grace au rapport des aires sous la courbe de chaque pic apres avoir sélectionné
le bruit de fond entre les pics bien séparés. Le détecteur du radiochromatographe doit présenter une
sensibilité et une résolution spatiale suffisante pour les mesures discriminatoires et quantitatives

attendues. Une maintenance est régulierement effectuée selon les préconisations du fabricant.

s SoOlvent front

| Il
>

—a—2. org1n

-
Eluted /
ITLC

Figure 29 : principe du radiochromatographe (69)
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L'utilisation de la gamma caméra peut également convenir en effectuant une quantification a partir du

logiciel d’'imagerie de la phase stationnaire aprés migration (figure 30).

'

——

ROI: Surface en cm? et
concentration radioactive en
cps/icm?

Nb de cps= Surface ROl x

O concentration ROI

Acquisition de laCCM a la
gamma cameéra

Quantification sur logiciel
d’imagerie (ROI)

Figure 30 : évaluation de la PRC par gamma caméra

Enfin, il est aussi possible de calculer la PRC par mesure de la radioactivité avec un activimétre ou un

radiameétre en effectuant des découpes de la bande a CCM (figure 31). L’activimétre est toutefois

moins précis sur les bandes a faible activité et peut entrainer une surestimation des impuretés (70).

De plus, tout comme la méthode SEP-Pak®, il n’est pas possible d’obtenir un aspect des pics mais

seulement une valeur brute de I'activité.

Front Rf=1
Dépot Rf=0
CcCm

Partie A

Partie B

PRC (%) = Activité

[partie B]
[partie A + B]

Figure 31 : exemple d’évaluation de PRC d’un complexe qui reste au dépot par découpe de la phase stationnaire et

mesure de la radioactivité
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PARTIE 2: Pureté radiochimique des PRP technétiées par

chromatographie sur couche mince

1. Référentiels
En radiopharmacie les moyens de contréle doivent étre rapides et précis. Pour le contrdle de la PRC,
la CCM est utilisée par tous les centres selon notre sondage. Les méthodes et les résultats attendus
sont relatés et mis a disposition du radiopharmacien : les monographies de la PE et les RCP des
radiopharmaceutiques sont les méthodes de référence. Les méthodes RCP des trousses actuellement
commercialisées sont listées en Annexe I. Avant I'arrivée des RCP, les travaux de Zimmer et Pavel ont
été une référence pour les méthodes chromatographiques miniaturisées des trousses commercialisées
(71) puis d’autres guides ont vu le jour avec 'apparition de nouvelles trousses. Le tableau ci-dessous

liste les guides existants classés par ordre chronologique de parution.

Tableau 2 : liste de différents guides relatifs aux contrdles de qualité

Auteurs Date Titre
Zimmer 1977 (71) Rapid miniaturized chromatographic quality-control procedures for Tc-99m
et Pavel radiopharmaceuticals
Zolle 2007 Technetium-99m Pharmaceuticals
Preparation and Quality Control in Nuclear Medicine (Chapters 9 and 12)
IAEA 2008 (17) Technetium-99m radiopharmaceuticals : manufacture of kits
Barbier 2009 (2" éd.) | Les radiopharmaceutiques — Guide pratique du contrdle de qualité en

radiopharmacie

Sampson | 2010 (4°™ ed.) | Sampson’s Textbook of Radiopharmacy: Theory and Practice
1994 (2¢m¢ ed.) | Chap. 9 “Quality control of radiopharmaceuticals”

(47)

Zimmer 2011 Miniaturized chromatography procedures for radiopharmaceuticals : 2011
1998 (72) update

CNHIM 2013 (3%™ éd.) | Médicaments radiopharmaceutiques et dispositifs médicaux implantables

radioactifs

Le guide de I'EANM relatif aux bonnes pratiques de préparation admet toutefois que les méthodes de
la PE ne permettent pas toujours I'obtention des résultats des controles avant libération et utilisation
en clinique (4). Par ailleurs, ce guide indique que pour tout écart relatif a la procédure de
radiomarquage du fabricant, la qualité du radiomarquage doit étre vérifiée. Les référentiels laissent
donc la possibilité d’appliquer des méthodes alternatives mais ces dernieres doivent étre validées. Il
existe parfois de nombreuses méthodes alternatives dans la littérature pour un contréle de PRC d’une
trousse donnée ce qui peut compliquer le choix, ce d’autant que la méthodologie de validation difféere

d’une étude a l'autre. Ce point sera abordé en derniére partie.
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2. Facteurs pouvant influencer les résultats des CCM

L'appréciation des différentes méthodes de CCM passe notamment par la connaissance et maitrise de

la technique employée. Dans cette partie nous verrons qu’il existe un certain nombre de facteurs qui

peuvent influencer les résultats d’'une CCM. Par exemple, la nature de la phase stationnaire, son

épaisseur, le type de solvant et sa composition, les différentes étapes du mode opératoire peuvent

aussi étre a I'origine de variabilités inter- et/ou intra-individuelle.

2.1 Phase stationnaire

< Nature de la phase stationnaire

Selon la nature et composition des phases stationnaires, ces derniéres n’ont pas les mémes capacités

de séparation. Pour une méme phase mobile, le comportement de I'échantillon différe selon la phase

stationnaire utilisée (Figure 32).

Techida®
ITLC-SA
NaCl10%

NaCl10%

Figure 32 : exemple de radiochromatogrammes obtenus avec un méme solvant sur des supports différents

Selon les fournisseurs, il existe des supports a découper ou des bandelettes prédécoupées. La nature

de certaines bandelettes prédécoupées telles que les bandelettes Biodex® n’est parfois pas clairement

indiqué. Le tableau ci-dessous rappelle les correspondances qu’il est utile de connaftre.
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Tableau 3 : quelques équivalences de phases stationnaires (72,73)

Bandelette Biodex Nature papier Solvants
. - . . Trousses
(référence) (épaisseur) nécessaires
HMDP, DTPA, TcR
Whatman31ET , OTER, TCR,

Red Strips (150-001) Acétone Pyrophosphate, MAA,
(0.5mm) Sulfur-colloide

DTPA, HMDP,

Black Strips (150-005) ITLC-SG Eau ou NaCl0.9%
pyrophosphate

Yellow Strips (150-025) ITLC-SA Acétone DMSA

Examétazime

Wh 17CHR Acétate d’éthyle .
atman y (Ceretec®), Bicisate

Gold Strips (150-130)

.92 9 .
(0.52mm) 99% (Neurolite®)
. Whatman 1CHR Acétate d’éthyle Tétrofosmin
Teal Strips (150-971) (0.18mm) 99% (Myoview®)
Acé "éthyl
Pink Strips (150-991) 8cm Whatman 31ET ggoe/tate d’éthyle Sestamibi (Stamicis®)
(]
. 9mTc-anticorps
Dark Green Strips (150-771) ITLC-SG NaCl 0.9% monoclonal
. . Mébrofénine
Light Blue Strips (150-125) ITLC-SG Eau (Cholediam®)
. Mébrofénine
Orange Strips (150-122) ITLC-SA NaCl 20% (Cholediam®)
Acétone
. ) Mertiati
Lime Strips (150-951) Papier de cellulose chloroforme, ertiatide
Gelman® , (MAG-3)
tétrahydrofurane
. Papier de cellulose 0 Mertiatide
Peach Strips (150-952) Gelman® NaCl 0.9% (MAG-3)

Par ailleurs, la face de la phase stationnaire a son importance. Par exemple, pour le support ITLC-SA,
les bandelettes prédécoupées Biodex® identifie clairement la face sur laquelle doit se faire le dépot
contrairement aux plaques a découper. La composition des supports ITLC étant différente d’une face
al’'autre, cela peut induire une différence de valeurs de PRC si le dép6t n’est pas réalisé sur la face lisse

(figure 33).

Figure 33 : exemple de radiochromatogrammes de Nanocis® obtenus avec le support ITLC-SA avec un dépét sur la
face « lisse » (gauche) (PRC= 96.9) versus I'autre face (PRC = 99.8) (droite)
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«» Epaisseur de la phase stationnaire

La gamme de papier Whatman® présente différentes épaisseurs. Le papier Whatman 1CHR® est trop
fin (0.18mm) pour permettre le maintien de la phase stationnaire au cours de la migration du solvant.
Il faut utiliser un systeme de fixation pour éviter que le papier ne s’affaisse et se plaque a la paroi, ce
qui pourrait impacter la migration des composés. Les autres papiers Whatman® plus épais présentent
également l'avantage d’augmenter la capacité d'absorption de I'échantillon et limiter ainsi le
phénoméne d'étalement au niveau du dépot. Par exemple, Le papier Whatman 31ET® (0.5mm) a
permis une migration plus rapide des solvants mais au détriment de la résolution (figure 34 B) par
rapport a un papier Whatman 17CHR® (0.92mm) (figure 34 A) (47). L’épaisseur du papier peut
également avoir une influence sur le temps de séchage et donc sur la migration des composés pour les
CCM qui y sont sensibles. Par exemple, c’est le cas de la méthode CCM utilisée pour le sestamibi sur
papier de cellulose avec acétate d’éthyle qui nécessite une étape de séchage du dépot avant migration

(figure 35). La figure 36 illustre un autre exemple a I'aide d’un échantillon coloré.

A) SN

Figure 34 : exemple de radiochromatogrammes obtenus avec la trousse Osteocis®
a partir d’un papier Whatman 17CHR (A) et Whatman 31ET (B) avec un solvant NaCl 0.9%

JL T = —

Whatman 1CHR® (0.18mm) Whatman 31ET® (0.5mm)

Figure 35 : exemple de radiochromatogrammes obtenus avec I'éluat
a partir de papier Whatman 1CHR (gauche) et Whatman 31ET (droite) avec un solvant acétate d’éthyle
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Dépdt Red Strip Biodex® Whatman 1CHR®
(Whatman 31ET%) 0.18mm
0.5mm

Figure 36 : illustration de la séparation des pigments jaune et bleu d’un colorant vert obtenus par CCM avec un
mélange éthanol/NaCl 0.9% (80 :20) dont la séparation est plus franche avec le papier Whatman 1 CHR®

2.2 Phase mobile

Comme vu précédemment (paragraphe 3.3) la nature des solvants utilisés, leur miscibilité ainsi que
leur force d’élution vont jouer un réle trés important dans les résultats obtenus. La concentration d’'un
méme solvant peut également influer sur la séparation des composants (figure 37), par exemple

certaines méthodes RCP préconisent du NaCl a 10% et non a 0.9%.

Solvant: 80% éthanol Solvant: 80% éthanol
+ -
20% NaCl 0,9% 20% NaCl 10%

Figure 37 : influence de la concentration d’un solvant, le NaCl a 0.9% ne permet pas une bonne séparation des
pigments jaune et bleu du colorant vert en comparaison avec le NaCl a 10%

D’autres facteurs liés a la phase mobile peuvent influer sur les résultats des CCM. Ainsi, la présence
d’eau dans l'acétone, liée au mauvais séchage de la cuve par exemple, augmenterait artificiellement

les valeurs du TcO4 (74).
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2.3 Mode opératoire

< Volume de solvant

Le niveau de solvant versé dans la cuve ne doit pas dépasser la ligne de dépot (figure 24) au risque que

le dépot plongé dans le solvant ne migre pas, ce qui pourrait fausser les résultats de la CCM.

«» Mélange de solvants

Certaines méthodes proposent des mélanges de solvants. Il est important de procéder au mélange de
facon extemporanée car les vitesses d’évaporation sont différentes d’un solvant a I'autre (Tableau 4).
L’évaporation des solvants peut influer sur les propriétés séparatives du systeme chromatogaphique

(Figure 38) (75).

Tableau 4 : solubilité, polarité et indice d’évaporation des solvants selon les fiches de I'INRS

Indice
Solvants Solubilité Polarité | d’évaporation
(par rapport a I'éther
éthylique =1)
. ) s Modérément soluble dans |'eau Polarité
Acétate d'éthyle (8,7g/100mL a 20°C) moyenne 2,9
. Totalement miscible a I'eau et de nombreux .
Acétone . , , Polaire 1.9
solvants organiques (éthanol et ac. éthyle)
Ethanol Miscible a I'eau (dégagement de chaleur) Polaire 8.3
Dichlorométhane Petj soluble dans I'eau (13 a 20g/100mL a 18
20°C)
Méthanol Miscible a | eaL.J, I acetolne et de nombreux Polaire 6.3
solvants organiques (dégagement de chaleur)
Acétate de sodium o
0.1M Miscible a I'eau
MEK Trés soluble dans I'eau (26,8% a 20°C) Polarité 2.7
moyenne
NaCl Trés soluble dans I'eau (35,9% a 20°C) Polaire
Tétrahydrofurane | Miscible a I'eau 2.3
Solvants % d’évaporation % d'évaporation T e ———— —
| T 30min | T 45 min 0 P
acétone 10 20 \
Acétate d'éthyle | S /10
Ex: Nephromag sur Whatman 3MM et ATO: PRC= 96.8% | AT1h: PRC=99.2%
mélange acétone/acétate d'éthyle (2:3)

Figure 38 : influence du temps d’évaporation de la phase mobile sur les résultats de PRC du Nephromag®

Par ailleurs, il est important de respecter les proportions du mélange car cela peut influer sur la

migration (Rf) et donc les résultats notamment si I'analyse de la radioactivité se fait par découpage de
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la plaque. Des variations de la composition du mélange de solvants pour mesurer la PRC du Myoview®
ont été testés selon la méthode RCP de 1995. Les résultats montrent qu’une composition de
dichlorométhane/acétone (70:30) réduit le Rf de la tétrofosmine marquée a 0.4 et surestime le Tc

réduit, a I'inverse une composition (60:40) allonge le Rf du complexe a 0.75 et surestime TcO4 (76).

*,

% Distance de migration

Pour repérer plus facilement la ligne de front au cours de la migration, il est possible de s’aider d’'une
marque colorée qui ne doit pas interférer avec I’échantillon.

Certaines méthodes RCP exigent au moins 15 cm de migration pour une séparation correcte des
composants, la figure ci-dessous en est l'illustration. Une distance de migration trop courte (7cm) ne

permet pas de distinguer clairement le complexe *™Tc-tetrofosmine du TcO4 libre (figure 39).

T N
- "l‘
Rf ngmew— 1 ¢ Rf Myoview=0,3-0.4

" |Rfros= ‘ Rfga= 09-1
."{ RfTGR 0 1 B:EI_—:;Bzo-O,]_E)
e | |

| |
o } |
::‘r.—. =T L .-.—T.\ . —_

Migration: 7cm Migration: 15 cm
Support: ITLC -SA
Solvant. Acétone/dichloroméethane (65:35)

Figure 39: radiochromatogrammes obtenus selon la distance de migration

R/

% Temps de migration

Le temps de migration peut également influencer la valeur de PRC alors méme que le solvant a atteint
le front de solvant. En effet, certaines especes peuvent migrer plus lentement que le solvant et une
lecture trop rapide pourrait alors fausser le résultat de la PRC. Dans I'exemple ci-dessous, la PRC du
sestamibi peut étre sous-estimée en cas de temps de migration trop court du fait d’'une mauvaise

résolution des pics malgré une distance de migration identique du solvant (figure 40).

PRC=98%

Papier: Whatman 3M Papier: Whatman 3M

Saolvant: acétate dethyle Saolvant: acétate dethyle

Tps migration: 1-2mn Tps migration: 5-10mn
RfTeo*+TcR=0 RiTeo*++1eR=0
Rfsestamibi=0,38 Rfsestamibi=0,5

Figure 40 : radiochromatogrammes obtenus selon le temps de migration
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«» Volume du dépdt

Le dépot de I'échantillon doit étre le plus petit possible pour une résolution optimale (Figure 41). Un
diametre de la goutte déposée de moins de 3mm pour une distance de migration de 20 cm serait idéal
et proportionnellement plus petit si la distance se réduit (47). Cela est rendu possible par le maintien
a la verticale d’une seringue fine (>25 Gauge), le volume de I’échantillon approche les 6L. Le volume
peut doubler si la seringue est maintenue a I’horizontal (68). Il est possible d’utiliser une micropipette

afin de standardiser le volume mais la manipulation est moins simple.

Solvant :
80% éthanol + 20% NaCl10%

« grosse goutte » « petite goutte »

Figure 41 : influence de la taille de la goutte

Par exemple, le RCP du Myoview® indique qu’un volume de 10uL du dép6t donnera une tache de 10
mm de diameétre environ sur le papier ITLC-SA et que si le volume de dépot differe de ces
recommandations alors le fournisseur ne garantit plus d’obtenir des valeurs de PRC fiables. Une autre
étude préconise un volume de dépot de 5uL car un volume plus faible (2.5uL) diminue la migration du
9mTc-tétrofosmine et surestime le TcR a l'inverse un volume plus important (10uL) risque de

surestimer le TcO4 (76).

R/

«» Séchage du dépot

En général, le support doit immédiatement étre placé dans la cuve une fois I'échantillon déposé. Le
séchage du dépdt peut fausser les résultats a cause de I'oxydation du ™Tc et/ou la formation de TcO4
(77). Toutefois, une étape de séchage peut étre nécessaire pour les solvants apolaires afin d’assurer
une résolution satisfaisante (fixation du TcO4 a I'origine illustré par la figure 42). Dans ce cas, il faut

éviter le séchage par chauffage et préférer le séchage a I'azote ou a I'air libre.
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Figure 42 : exemple de radiochromatogrammes obtenus d'un éluat sur papier Whatman 31ET dans l'acétate
d'éthyle avec 60 secondes de séchage (gauche) et sans séchage (droite)

3. Facteurs limitant 'utilisation des méthodes RCP

3.1 Manque de matériel

Peu de services de radiopharmacie sont équipés d’'une CLHP selon notre sondage (n=13/22). Afin de
répondre a cette lacune, les fabricants ont mis au point une procédure rapide simplifiée via 'emploi
de cartouches SEP-Pak® mais son utilisation reste aussi limitée au sein des établissements (n=13/22).
Par exemple, les méthodes RCP des trousses de Nephromag® et Technescan MAG3® proposent
uniguement des méthodes par CLHP ou par cartouches SEP-Pak®.

Au total, les méthodes de CQ de PRC mentionnées dans les RCP font appel a 7 supports
chromatographiques et 8 solvants différents (Annexe 1). Afin d’éviter de multiplier les références a
acquérir, la majorité des services privilégieront une méthode alternative utilisant du matériel déja en
leur possession.

Par ailleurs, 'utilisation de solvants organiques (comme le MEK) peut requérir une étape de séchage
de la plague pendant 10 a 20 minutes a 110°C puisque les propriétés séparatives du gel de silice dépend
de sa concentration en eau (78). Ainsi, certains RCP préconisent cette étape de séchage avec les
trousses Techida®, Pentacis®, Technescan DTPA® et Teceos®. Or, il n’est pas clairement précisé quel
équipement est nécessaire au séchage préalable de ces plaques. Selon les résultats de notre sondage,
parmi les services utilisant des méthodes alternatives (n=17), 47% rapportent la complexité de la
méthode et 35% évoquent le manque de matériel comme arguments a développer des méthodes

alternatives.

3.2 Temps

Selon notre sondage, 71% de ceux qui utilisent des méthodes alternatives rapportent le temps comme
argument a développer une méthode alternative. Nous avons également cherché a savoir quel était le

temps d’une méthode acceptable : 60% (n= 13/22) considérent qu’un contréle de PRC de plus de 10

56



minutes n’est pas adapté a leur pratique et 40% (n =9/22) placent le seuil a 20 minutes. Si la
détermination de la PRC est considérée comme un contréle libératoire, le temps d’analyse doit étre
adapté a I'activité. Par exemple, le temps de migration de la méthode RCP du Myoview® est long
(>25min) et ne facilite pas une libération avant injection. Idem pour la méthode RCP du sestamibi avec

les bandelettes Baker-flex® dans I’éthanol qui nécessite environ 30 minutes.

3.3 Utilisation de solvants toxiques

Certains solvants mentionnés dans les méthodes RCP sont toxiques pour I'utilisateur par I'inhalation
notamment le méthanol et le dichlorométhane. Le tableau suivant récapitule les dangers associés a

|'utilisation des solvants utilisés.

Tableau 5 : toxicité des différents solvants utilisés en CCM selon les fiches INRS/FDS

Pictogramme Signification Solvants

Acétone
Inflammable .

®

Peut s'enflammer avec la seule présence d'une étincelle,
d'une flamme ou d'une source d'énergie diverse

méthylethycétone,
méthanol, éthanol,
acétate d'éthyle,
tétrahydrofurane

Irritant, Nocif

Produits qui par inhalation peuvent provoquer une irritation
de la peau, des voies respiratoires, une inflammation des
yeux.

Produits qui par inhalation, ingestion ou pénétration

Méthyléthylcétone,
acétate d'éthyle,

cas d'ingestion ou d'inhalation

, . . u acétone,
cutanée en petites quantités, peuvent entrainer des .
R s . tétrahydrofurane
problémes de santé a court ou moyen terme (effets aigus ou
chroniques, mort)
Danger p?ur la Substance peut étre allergene, cancérigéne, mutagene et Méthanol
sante peut entrainer une mort foetale. Elle peut aussi provoquer dichlorom’éthane
un dysfonctionnement grave et parfois mortel de certains , ’
. tétrahydrofurane
organes internes
Toxique
Substance pouvant causer des dommages a I'organisme en ,
Méthanol

Les bonnes pratiques rappellent que I'utilisation des solvants doit étre réalisée a I'aide d’une sorbonne
et le stockage des solvants dans une armoire ventilée. Toutefois, dans la cartographie des risques du
personnel de radiopharmacie il faudra prendre en compte le risque de dysfonctionnement de la
sorbonne et le risque d’épandage qui nécessite la mise a disposition de masques a cartouche pour les
solvants les plus toxiques et volatiles. De plus, I'élimination des solvants doit étre prise en compte.
C'est pour toutes ces raisons que 6 des 22 services sondés indiquent avoir choisi une méthode

alternative aux RCP afin d’éviter la manipulation de solvants toxiques.
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3.4 Impuretés non détectées par la méthode RCP

Les méthodes RCP mettent en évidence a minima le TcO4 libre et parfois le TcO,. Dans quelques cas
les RCP mentionnent également des méthodes permettant de mettre en évidence des complexes
secondaires. Les méthodes RCP ne permettent donc pas de mettre en évidence systématiquement
toutes les impuretés présentes a la différence de certaines méthodes alternatives publiées.

L’exemple le plus marquant est celui des complexes *°™Tc-isonitrile pouvant se former au cours du
radiomarquage du sestamibi a partir d’'un premier éluat issu d’un générateur a colonne humide comme
évoqué précédemment. La méthode RCP (MIBI strip/éthanol) ne met pas en évidence cette impureté.
Une méthode alternative par CCM (Whatman®/acétate d’éthyle) avec séchage du dépot permet de

visualiser cette impureté et la fraction libre TcO4 (figure 43).
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Figure 43 : influence de I’éluat sur le radiomarquage et comparaison des méthodes de PRC

3.5 Variabilités intra et interindividuelles

Certaines méthodes par CCM émanant des RCP telles que celle du Myoview® présente des résultats
variables en fonction de l'opérateur ou de I'application du mode opératoire. De nombreux facteurs
peuvent expliquer cette variabilité : le volume de dép6t, la composition du mélange, le séchage (79)
mais aussi le temps ou la distance de migration. Il est important que I'ensemble de ces parametres
soient abordés et maitrisés lors de la formation aux CQ. Ainsi, pour la méme méthode RCP du

Myoview®, les résultats ci-dessous différent selon I'opérateur comme illustré ci-dessous (figure 44).
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Figure 44 : résultats obtenus par deux opérateurs en appliquant la méthode RCP du Myoview®

En résumé, malgré une technique chromatographique qui semble simple de prime abord, tout un
ensemble de parametres est a prendre en compte dans |'application quotidienne des CQ de PRC. Pour
toutes les raisons détaillées précédemment, nous pouvons constater que les méthodes de référence
pour certaines trousses ne sont pas adaptées a la pratique courante ou manque de fiabilité et de
précision. C’'est pour toutes ces raisons que de nombreuses équipes ont mis au point des méthodes

alternatives.

4. Méthodes alternatives
Des méthodes alternatives a celles des RCP ont été développées soit a partir de guides ou de
publications, soit en réalisant des études internes. Le sondage nous a permis d’identifier les principales
trousses qui bénéficiaient de méthodes alternatives et quelles en étaient les raisons.
Selon notre sondage, 77% des services (n =17/22) utilisent des méthodes alternatives aux méthodes

RCP avec le détail par trousse ci-dessous (figure 45).

Renocis®; 18%
Ceretec®; 18%

Stamicis®; 24%

MAG3; 76%

Pulmocis®; 24%

Traceurs

Myoview®; 359
biliaires; 47%

Osteocis®; 41%

Figure 45 : Répartition des trousses pour lesquelles une méthode alternative est appliquée parmi les services
n'utilisant pas systématiquement la méthode RCP selon notre sondage

Nous avons donc recensé les méthodes alternatives publiées dans la littérature en s’intéressant
principalement a ces trousses. Pour chaque trousse abordée, nous rappellerons les impuretés
existantes, les limites des méthodes RCP et nous citerons des méthodes alternatives publiées dans la

littérature qui nous semble plus adaptées que les méthodes RCP.
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4.1 Traceurs rénaux

% Limites de la méthode RCP des trousses a base de MAG3

Les méthodes RCP des contrdles de PRC des trousses Nephromag® (mertiatide) et Technescan Mag3®
(bétiatide) nécessitent une CLHP. Comme vu précédemment, l'ensemble des services de
radiopharmacie ne détiennent pas cet équipement et cette méthode est assez longue a mettre en

oceuvre avant I'obtention des résultats.

‘0

% Meéthodes alternatives pour la PCR des trousses a base de MAG3 (tableau 6)

Des méthodes alternatives par CCM ou par SEP-Pack® existent et permettent de définir la PRC a

minima en déterminant le TcO4 et le TcO,. Le tableau 6 liste quelques-unes des méthodes par CCM.

Tableau 6 : exemples de méthodes alternatives proposées dans la littérature

Systeme CCM | 1
L., R mpuretés . .
Références Phase stationnaire P i Commentaires Limites
(distance)/ Phase recherchées
mobile/Durée
A/ITCL-SG (10cm) A/ TcOx, %°mTc-MAG2 Les blagues
Straub 2018 (37) Acétate d’éthyle/ plaq

et
Tessaire 2021 (80)

MEK (60:40)

B/ ITCL-SG (10cm)
Ethanol/eau (90:10)

B/ TcO2, ¥mTc-tartrate,
9mTc-(MAG3)X

PRC=100% -A(%)-B(%) >97%

Spécificité, justesse,
robustesse et précision
prises en compte

doivent étre
séchées 1h a
110°C et stockées
dans un
dessiccateur

Chen 1993(38)

A/ ITLC-SG (8cm)/
Acétate d’éthyle/
MEK (60:40)

B/ ITLC-SG (8cm)/
Acetronitrile/eau
(1:1)

A/TcO4- (RF=0.9-1)

B/ I'impureté colloidale
(%*mTcO2)n (Rf=0)

Comparaison avec CLHP
(n=25)

r=0.98782;

(t-test, P < 0.05).

Parametres étudiés :
influence du % de
I'impureté et le volume
du dépot

Dépbt <10pL

+¢ Limites de la méthode RCP des trousses a base d’acide dimercaptosuccinique (DMSA)

La forme *°*™T¢(V)-DMSA n’est pas mise en évidence par la méthode décrite dans le RCP du Renocis®.
Le #°™Tc(II1)-DMSA et #°™Tc(V)-DMSA restent au dépét (Rf= 0) avec la méthode RCP (figure 46). Le
%mTc(V)-DMSA qui peut étre obtenu par ajout de bicarbonate de sodium et d’oxygéne a une
préparation de *™Tc(Il1)-DMSA, peut étre distingué de la forme **™Tc¢(l11)-DMSA en réalisant une CCM

sur papier Whatman® avec pour solvant du NaCl a 0.9% (Figure 47).
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L.

Figure 46 : migration similaire des formes 2°™Tc(l11)-DMSA (gauche) et 2°™Tc(V)-DMSA (droite) selon la méthode RCP

+» Meéthodes alternatives pour la PRC des trousses a base d’acide DMSA (tableau 7)

Tableau 7 : exemple de méthode alternative proposée dans la littérature

Références

Systeme CCM
Phase stationnaire (distance)/
Phase mobile/Durée

Impuretés
recherchées

Commentaires

Limites

Garnuszek
2012 (81)

A/ TLC-SG 60/n-propanol/
eau/acide acétique (v/v/v)
B/ TLC-SG 60/eau

A/99mTc(V)-DMSA, TcO4-
B/TcR colloidal

Pas de distance, durée et
méthodes de validation
mentionnées

Moubarik

2012 (82)

Whatman 3MM®/NaCl a
0.9%

99mTe(V)-DMSA

DMSAII
Rf=0

complexe!(s)?

hiidr MRAAAAEEES AR EREE K

L iy

o
[
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18

o L JAI e

DMSAV

Figure 47 : migration distincte des deux formes de DMSA selon une méthode alternative (82)

Le #°™Tc(I11)-DMSA reste au dépdt (Rf= 0) alors que le #°™Tc(V)-DMSA migre au front de solvant avec un

Rf égal a 1, selon une étude interne réalisée en 2012 au Centre Hospitalier Nord de Marseille (82).
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4.2 Traceurs biliaires

+ Limites de la méthode RCP du Techida®

La méthode RCP utilise une plaque de verre revétue d'acide silicique fluorescent F254 comme phase

stationnaire dont la distance de migration est d’au moins 15cm et préalablement chauffée a 110°C

pendant 10 minutes avec du NaCl & 0.9%. Selon le RCP, le **™Tc colloidale reste au dépdt, le TcO4 migre

au front de solvant et le complexe ®™Tc-Hida a un Rf compris entre 0.5 et 0.7. Cette méthode nécessite

un support atypique avec conditionnement et migration chronophages.

*,

% Méthodes alternatives de PRC (tableau 8)

Tableau 8 : exemple d’une méthode alternative proposée dans la littérature

Références

Systéme CCM

Phase stationnaire

(distance)/ Phase
mobile/Durée

Impuretés
recherchées

Commentaires

Limites

Loberg 1976 (83)
et
Jovanovic 1981 (84)

ITLC-SA, NaCL 2M

Rf (Tc-HIDA) = 0.2-0.4
Rf(TcO4-) = 0.5-0.6
Rf(TCR) = 0

Pas de distance, durée et
méthodes de validation
mentionnées.

4.3 Traceurs osseux

«* Limites de la méthode RCP de I'Osteocis®

Le RCP propose deux systemes chromatographiques a partir de papier Whatman 17CHR® pour mettre

en évidence les impuretés de la monographie : le TcR isolé avec la migration dans du NaCl a 0.9% et le

TcOy isolé avec le mélange méthanol/eau (85:15). Or, le méthanol est un solvant toxique. De plus, la

méthode dédiée a la mise en évidence du TcR ne permet pas d’isoler de fagon satisfaisante le TcR selon

certains auteurs (85,86). Nous nous sommes intéressés aux autres méthodes existantes et le tableau

ci-dessous propose un récapitulatif.
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+» Meéthodes alternatives de PRC (tableau 9)

Tableau 9 : exemples de méthodes alternatives proposées dans la littérature

Systeme CCM
Références Phase stationnaire Impuret?s Commentaires Limites
(distance)/ Phase recherchées
mobile/Durée
Zimmer et A/Whatman 31ET
Pavel (ZP) (4cm)/Acetone/30sec A/ TcO4- (Rf=1) 10 n}esures par Pour le pyrophosphate
systéme. )
1977(71) B/ TcR (Rf=0) La nature du témoin etnon FHMDP
et B/Gelman® ITLC-SG TcR n’est pas précisé
Williams (4cm)/NaCl 0.9%/45sec PRC = 100 - A(%) - B(%)
1981 (87) Ne pas sécher les dépots
A/Papier pour
chromatographie (15cm)/ | A/ TcR sous forme
5 9 7 —
::f'rnzwgigpee NaCl 0.9% colloidale (Rf=0) Longue (50min)
B/TLC-SG/MEK B/ TcOg4- (Rf=1)
Ne pas sécher les dépots
- Ajout de %°™Tc-
albumine nanocolloides
A/Whatman (7.5cm)/ pour simuler TcR
NaCl 0.9% -Micropipette Migration étalée du
A/ TeR sous forme -30 mesures comparées | %°™Tc-oxidronate
B/Whatman (7.5cm)/ N a la méthode RCP (Rf=0.4-1) avec la
Fuente méthanol/eau (85:15) colloidale (Rf=0) -Intégration manuelle méthode A ne
2017 (85) des pics (Rs>1.5) permettant pas
(=méthode RCP B/TcOa- (Rf=1) -Précision (10 d’isoler correctement
miniaturisée) répétitions) le TcR
Temps = 5min au total -Test bilatéral non
paramétrique et test
Fisher (p<0.05)
7 systemes évalués :
Borghi ITLC-SG/acétate de Na 3 mesures de PRC par Il n"est pas précisé la
2021 (86) 2M retenu TcR (Rf=0) systemes distance de migration
Temps = 7min

4.4 Traceurs cardiaques

Les trousses capables d’étudier la perfusion myocardique sont considérées comme des
radiopharmaceutiques de 2°™ génération grace a I'approfondissement des connaissances sur la
relation structure-activité. La synthése du complexe lipophile *Tc-MIBI (ou sestamibi) est obtenue a
partir de complexe isonitrile alors que la synthése de ligands diphosphines en vue de la complexation
du noyau ®™Tc ont abouti au développement de la tétrofosmine (88). Le marquage de la tétrofosmine

ne nécessite pas de chauffage contrairement au marquage du sestamibi. L’étape de chauffage rend le

radiomarquage toujours plus sensible et le CQ est d’autant plus important.

K/

% Limites de la méthode RCP des trousses a base de tétrofosmine

La méthode RCP du Myoview® est une méthode par CCM avec un support de type ITLC-SA nécessitant

une migration d’au moins 15 cm. La phase mobile est un mélange a réaliser de facon extemporanée
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d’acétone et dichlorométhane (65 :35). Or, le dichlorométhane est classé parmi les solvants

cancérigenes. De plus, la méthode est chronophage avec un temps de migration supérieur a 20

minutes. Par ailleurs, les variations de la composition de la phase mobile ainsi que le volume

d’échantillon déposé influent sur les résultats et peut expliquer un manque de reproductibilité de la

méthode. Pour toutes ces raisons, la méthode RCP ne nous semble pas satisfaisante et a largement

fait I'objet de méthodes alternatives recueillies dans le tableau ci-dessous.

+» Méthodes alternatives pour la PRC des trousses a base de tétrofosmine

Tableau 10 : méthodes alternatives proposées dans la littérature pour la tétrofosmine

Systeme CCM | té
: : mpuretes . ..
Références Phase stationnaire pureze Commentaires Limites
(distance)/ Phase recherchées
mobile/Durée
Les bandes
miniaturisées teal
TcR et TcOy- strip biodex® (4cm)
Teal strip biodex® ne sont pas
(Whatman 1CHR)(4cm) . satisfaisantes car
, ) Comparaison des . . .
/acétate d’éthyle , . mauvaise migration
. méthodes alternatives o ) .
/1 min ] de I'acétate d’éthyle
avec la méthode de
Mangera A/ TcR ;efe;figt):e (t-test
2014 (89) | A/Whatman 3MM® B/ TcOa- ppare).
0,
(5.5cm)/ NaCl 0.9% Les valeurs moyennes de Nombre d’échantillons
/7-9min PRC sont comparables non détaillé
B/Whatman 3MM® mais Whatman® L
. . . PR Pas de témoin TcR
(5.5cm)/acétone :dichloro | surestime légérement le
méthane TcR dans le NaCl et sous-
/7-9min estime le TcOy4- dans
"acétone/
dichorométhane
ITLC-SA (8.5cm)/ seringue
Z,SG (:10}’[%)/ Acétone/ Rf (Tc-tétrofosmine) =
. dichlorométhane (65:35)
Amin / 3-4min 03-0.8 26 échantillons Pas de témoin TcR
2011 (90) Rf(TcO4-) = 0.9-1
Rf(TcR) = 0-0.2
=nouvelle méthode RCP (TeR) = 0-0
suite a la rupture ITLC-SG
Pas de témoin TcR
Pa!olelr de Cf:ellulose TcOu, TcR et impuretés 17 préparations, Toxicité de§ so\lvants,
prédécoupé (Pall®) . . . phase mobile a
hydrophiles (Rf=0) 204 échantillons .
Eggert (7cm)/ , préparer toutes les 2
. N vs méthode RCP (ITLC- )
2010 (91) seringue 28.5G (=10 a , . ) semaines et
Tc-tétrofosmine (Rf=1) SG) dont 4 avec ajout
20uL)/tetrahydrofurane/ N conserver au
de TcOs- 24h apres. P
chloroforme (v:v) réfrigérateur
Métayé 35 échantillons avec Influence du volume
2001 \(/92) Rf (Tc-tétrofosmine) = méthode alternative vs de dépot, plus le
ITLC-SG (8cm)/ 3uL/MEK 0.55 , volume est faible,
et . méthode RCP (test
/5min Rf(TcO4-) =1 ) plus le Rf (Tc-
Gomez Rf(TcR) =0 Wilcoxon) tétrofosmine)
1999 (93) o
diminue
ITLC-SG / Solvant stable 1an
Van Hemert | tétrahydrofurane dans un TcOu- et Te-tétrofosmine <1 min Le volume n’influe
2001 (94) tampon phosphate 4 pas le résultat
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Whatman' 1 (4.5cm)/ Testée sur 23

Acétate d'éthyle/ pas de ) .
McKay séchage préparations versus
;?rgzngs)' TcOs- et TeR (Rf=0) méthode RCP
1998, Whatman' 3MMI(,6cm)/ Te-tétrofosmine (Rf=0.4- TcO2 obtenu avec des Pas de témoin TcR

10uL/ Acétate d’éthyle 0.7) .
et ions stanneux et pH>5
Patel 1998 et 10 préparations de

Facile d’utilisation et .
(96) temps rapide (~3min) chaque (comparaison

ps rapide (= avec méthode RCP (SG)
Geyer 1995 | ITLC-SG (7.5cm)/5 & 10uL/ Test sur 112 Solvant toxique.
. i échantillons La composition du
(76) dichlorométhane : . .
, TcO4- et TcR Evaluation de mélange de solvants
et acétone (65:35) /pas de . , A
. ) I'influence du mélange et le volume du dépot
Moati séchage .
1997 (97) J=4min de solvant et le volume | influent sur le Rf et
i du dépét. I’estimation de la PRC

+ Limites de la méthode RCP du Stamicis®

La monographie PE du sestamibi mentionne trois impuretés (le TcR, le TcO4 et le complexe primaire

9mTc-isonitrile) alors que le RCP du Stamicis® ne s’intéresse qu’au TcO4 et la méthode ne permet pas

de distinguer le complexe *™Tc-sestamibi du *™Tc-isonitrile. Deux autres impuretés *"Tc-cystéine et

du ®"Tc-citrate sont envisagées par chélation du TcO4 avec le chlorhydrate de cystéine et le citrate de

sodium présents comme excipient dans la trousse Stamicis®.

La méthode RCP avec les bandelettes Baker-Flex® dans I’éthanol est chronophage. Le mode opératoire

nécessite de sécher longuement le dépot. De plus, elle ne quantifie que le TcO4” mais nous avons vu

précédemment que le radiomarquage de cette trousse peut s’accompagner d’autres impuretés qui

pourraient affecter la qualité de I'image.

+» Méthodes alternatives de PRC (tableau 11)

Tableau 11 : méthodes alternatives proposées dans la littérature pour le sestamibi

Systéme CCM | té
e, : : mpuretes . ..
Références | Phasestationnaire purese Commentaires Limites
(distance)/ Phase recherchées
mobile/Durée
99m’ Aj -
A/ Whatman 3MM A/ TcR et [#™Tc(cystéine),] Solvant chloroforme
(6¢cm)/1 goutte et TcOy4- (Rf=0) .
L TcO2 obtenu avec toxique
. /alcool: Rf (Tc-sestamibi)=0.6-1 ,
Faria . B 0,075 mg de SnClI2 Selon I'alcool, tps
2015 (98) chloroforme(v :v) B/ TcR et [*"Tc(cystéine),] dans 2 ml de solution migration allongé
B/ ITLC-SG (6cm)/1 | (Rf=0) g g
aqueuse Mélange de solvant non
goutte /alcool: TcOg4- (Rf=1) ratique
chloroforme(v :v) Rf (Tc-sestamibi)=0.6-1 pratiq
L 2
(:;e)bke 000 Rf(TcO4-)=0 Méthode de Selon Luebke, la
Whatman31ET Rf(TcO2)=0 L méthode alternative est
et X L validation non
Zimmer 1991 /Acétate d’éthyle Rf(impuretés polaires) = récisée non acceptable car la
Rf(MIBI)=0.5-1 P PRC est surestimée
(100)
Whatman 3MM . TcR obtenu par
Patel 1995 (5cm)/ = 10uL/ Rf (Tc-sestamibi) = 0.55-0.75 réduction de TcO4- Méthode de validation
i ). Rf (TcOg4-) et Rf(TcR) = 0-0.1 . i
(50) Acétate d’éthyle avec ion stanneux et non précisée

/3min

pH>5
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Pour tester les
Whatman 3MM impuretés
Hung 1991 iiclcr::i/forme :tétrah Rf (Tc-sestamibi) = 0.9-1 ?:ﬁ‘&cr)zrl'llces collerie Solvant toxi
(101) ; Rf (TcO4-)=Rf(TcR) = 0-0.1 _ que
ydrofurane (v:v) Comparaison avec
/4 min méthodes RCP sur
une large gamme
Echantillon
e N Forerirted
A/ITLC-SG Rf(Tc02)=0-0.25 d’intérét isoniirile
Proulx 1989 (6cm)/Acétone Rf(MIBI)=0.5-1 Echantillon sans Autr.es |mpuret,es ,
(102) étape de chauffage po|a|re.s non détectées
B/ ITLC-SG B/ Rf(TcO4-)=0.75-1 15 analyses sur 6 selon Zimmer (100)
(6cm)/NaCl0.9% Rf(Tc02)=0-0.25 , ;
Rf(MIBI)=0-0.25 preparations
Valeurs comparées a
la méthode RCP

4.5 Traceurs pulmonaires

% Limites de la méthode RCP du Pulmocis®

La méthode RCP du Pulmocis® n’est pas une méthode par CCM mais une méthode par filtration
membranaire avec mesure d’un ratio d’activité du filtre avant et aprés ringage. L’activité restante apres

ringage doit étre supérieure a 90% de |'activité totale.

«» Meéthodes alternatives de PRC

Nous n’avons pas trouvé de méthodes alternatives dans des articles référencés Pubmed®. En revanche,
les guides de référence (tel le dossier du CNHIM) cités précédemment proposent des méthodes

alternatives par CCM (ITLC-SG/MEK ou acétone) pour mesurer a minima le TcOy'.

4.6 Traceurs cérébraux

R/

% Limites de la méthode RCP des trousses a base d’éxamétazime

La méthode RCP du Ceretec® est systeme CCM a double systeme (A/ITLC-SA/MEK et B/ITLC-SA/NaCl a
0.9%) pour mettre en évidence le technétium réduit et hydrolysé et le complexe secondaire hydrophile
avec le systéeme A et le pertechnétate libre avec le systéme B. La pureté radiochimique obtenue doit
étre supérieure a 80%. La limite de cette méthode est le temps de migration supérieur a 20 minutes
(migration sur 14cm) alors méme que la préparation doit étre utilisée dans les 30min suivant la

reconstitution.
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+» Meéthodes alternatives pour la PRC des trousses a base d’éxamétazime (tableau 12)

Tableau 12 : méthodes alternatives proposées dans la littérature pour les trousses a base d'éxamétazime

Systeme CCM Impuretés
Références Phase stationnaire (distance)/ . Commentaires Limites
Phase mobile/Durée recherchées
- Ajout de **™Tc-albumine
nanocolloides pour simuler TcR
A/ TeOq- (RF=1) —S%C;ZZl?rzt:iomparées ala
A/ITLC-SG (7.5cm)/MEK B/ TcR (Rf=0) .
Fuente méthode RCP
B/ITLC-SG (7.5cm)/NaCl Complexe , ; .
2017 (85) . . -Intégration manuelle des pics
/10min secondaire
(RF=0) (Rs>1.5) e
-Précision (10 répétitions)
-Test bilatéral non paramétrique et
test Fisher (p<0.05)
1/Papier de cellulose (tampon
de saturation de solvant Comparaison de 2méthodes vs la
Gelman®) /éther méthode RCP.
Hung 1994 /2min Impuretés non I:a méthode 2 est moins ffable sur
(103) précisées Iintervalle de F.’RC comprls’e entre
2/Whatman 17CHR 75 et 85% (moins bonne résolution
(5cm)/acétate d’éthyle donnant 40% de faux non
/Amin conformes)
gs;zzgezon Whatman 17CHR (5cm)/acétate | TcOy4- et TcR
d’éthyle/sécher le dépot (Rf=0)

(73)
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PARTIE 3 : Utilisation en routine de méthodes alternatives

Nous avons pu constater précédemment qu’il existe de nombreuses méthodes alternatives et qu’il est
parfois difficile de sélectionner la plus adéquate. Pour répondre a cette problématique nous avons mis
au point un score qui permettrait au radiopharmacien de faire son choix de facon plus simple et
objective sur les méthodes alternatives de PRC existantes.

Toutefois, pour diverses raisons, le radiopharmacien peut étre amené a développer sa propre méthode
ou utiliser une méthode alternative existante qu’il devra valider en interne avant son utilisation en
routine. La méthodologie permettant de valider une méthode de CCM n’est pas clairement définie par
les guides de référence. Dans la partie suivante nous proposerons donc une procédure de validation

de méthode alternative par CCM, adaptée aux moyens d’un service de radiopharmacie.

1. Sélection d’'une méthode alternative

1.1 Contexte : recherche de critéres pertinents

Selon le dossier du CNIHM (2015), une méthode alternative doit répondre aux critéres suivants :

- donner des résultats comparables aux résultats des techniques de référence,

- étre fiable et reproductible,

- étre rapide.
Les autres parametres importants qui définissent une méthode d’analyse quantitative sont : la
résolution, la sensibilité, la linéarité, le temps, la praticabilité et le colt (68). Le guide de 'EANM
traitant de la validation de méthode admet que la détermination de la PRC n'est pas vraiment
guantitative puisqu’elle est calculée comme le rapport entre la surface du pic du complexe d’intérét
et la surface globale de tous les pics détectés par le radiochromatographe (64). Plus concréetement,
selon notre sondage, les qualités premiéres d’'une méthode attendues par les radiopharmaciens sont
(tableau 13) sont :

- la mise en évidence de toutes les impuretés,

- la reproductibilité de la méthode,

- la rapidité de la méthode.
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Tableau 13 : résultats de notre sondage sur les critéres importants d’'une méthode de PRC

Classer les critéres que vous jugez important d'une méthode de PRC par ordre de priorité

Plus de détails

Classement Options Premier choix l I B B Demier choix

2 la mise en évidence de toutes le... _—_-
3 I'utilisation de solvants moins to.. .-_—
4 la reproductibilité de la méthods _—_-

L'analyse de nos résultats souligne toutefois que le temps et la complexité de la méthode sont les 2

principaux motifs d’insatisfaction de la méthode RCP (tableau 14).

Tableau 14 : résultats de notre sondage sur les causes entrainant le développement d’une méthode alternative

Quelles raisons vous ont poussée a rechercher des méthodes alternatives a celle des RCP concernant la
pureté radiochimique

Plus de détails

la méthode est trop longue 12 10

I'absence de mise en évidence d... 7

I'utilisation de solvants toxiques 6 _

le manque de maténiel (papier s... 6

la complexité de la méthode g

Autre 2 -
a

1.2  Matériel et méthode : évaluation des criteres pertinents

= a [==]

]

En vue de la sélection d’'une méthode alternative, nous nous sommes inspirés de scores existants dans
la littérature en y ajoutant quelques critéres jugés pertinents. Nous avons trouvé seulement 2 articles
qui traitent de ce sujet. En 1996 une étude s’est intéressée a comparer et scorer divers systémes de
CCM et mettait en évidence le manque d’équivalence. L’évaluation a été menée sur plusieurs solvants
et phases stationnaires. Pour chaque systeme, un dépot d’un volume de 1 a 5ulL de trousse
radiomarquée et de TcO4 ont été testés au moins trois fois (104). Cette étude a construit un score a
partir de différents critéres : la facilité de manipulation, I'influence du volume du dépét selon la phase
stationnaire, I'influence du séchage du dép6t, le temps de migration nécessaire et la bonne séparation
des pics. Les systemes utilisant du papier ITLC-SG avec le solvant MEK ou NaCl 20% ont obtenu les
meilleurs scores et ressortent comme les plus adaptés en radiopharmacie. La méthodologie de cette

étude est simple et ne requiere peu d’équipement. En revanche seule I'impureté TcO, est prise en
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compte et nous avons vu précédemment que d’autres impuretés peuvent influer sur la qualité des
images. Un autre article s’est intéressé a I'évaluation des méthodes alternatives a la suite des
problémes d’approvisionnement en support ITLC-SG (89). Il a été comparé I'utilisation de supports
ITLC-SG (1.5x20cm, migration sur 15cm), Tec-Control™ (0.7x6cm, migration sur 4cm) et papier
Whatman 3MM® (1.5x7.5cm, migration sur 5.5cm) par différents opérateurs. Le dépot a été effectué
a I'aide d’une seringue de 28G. Des cuves chromatographiques de taille et forme différentes ont été
utilisées ainsi qu’un compteur TLC pour I'analyse. Les temps nécessaires a la migration ont été notés :
10 a 15min pour ITLC-SG, 7 a 9 min pour le papier Whatman® et environ 1 min pour les bandes
miniatures Tec-Control™. Notons toutefois que le relevé du temps n’est pas le reflet de la vitesse de
migration du solvant sur la phase stationnaire puisque les distances de migration différent selon les

supports testés.

1.3 Résultats et discussion : proposition d’'un score et outil comparatif

Les 6 critéres retenus qui ponderent le score sont les suivants :

- la phase stationnaire : facilité d’utilisation (pré-découpage, épaisseur, comportement dans
la cuve) et son colt (prix pondéré au nombre d’utilisations pour les trousses courantes)

- la phase mobile : sa toxicité, solvant pur ou en mélange (complexité et facteur influengant)

- le temps

- la variabilité des résultats (reproductibilité : les facteurs influengant tels que la taille du
dépbt, le séchage du dépot, le temps de migration une fois le front de solvant atteint)

- la mise en évidence des impuretés : en priorité TcOa4, puis le TcR et autres complexes
secondaires (résolution)
Pour chaque critére, le tableau ci-dessous détaille le score (tableau 15). Il s’agit d’un score sur 100 qui
tient compte des 4 premiers critéres cités ci-dessus (support, solvant, temps et fiabilité des résultats)
qgue I'on pondére en fonction du nombre d’'impuretés détectées (coefficient a 0, 0.5 ou 1). Un
coefficient pourrait aussi prendre en compte si la méthode a été rigoureusement validée (coefficient

1) ou non (coefficient 0).

70



Tableau 15 : détails du score proposé

Criteres Type de papier Pratique Colt Score /5
Whatman 3MM 5 5 5
Whatman 31ET 4 3 3,5
Whatman 31 4 3 3,5
Whatman 3 4 5 4,5
ITLC-SG 5 3 4
ITLC-SA 4 2 3
Support CCM Whatman 1 3 5 4
Whatman 17CHR 4 1 2,5
Tampon de saturation de solvant
Whatman 1CHR 3 5 4
Acide silicique fluorescent F254 sur plaque de verre 5 3 4
Plaque d'oxyde d'aluminium Baker-Flex® 1 5 3
Type solvant Toxicité | Mélange | Score /5
Acétone 3 3
Méthyléthylcétone (MEK) 3 3
Acétate d'éthyle 3 3
NaCl 10% 5 5
Nacl 0.9% 5 5
Ethanol 4 4
Mélange acétone/acétate éthyle (1V/1,5V) 3 -0,5 2,5
Eau ppi 5 5
Acétate de sodium 2M 3 3
Mélange acétone/dichlorométhane(65:35)
1 -0,5 0,5
Solvant Dichlorométhane 1 1
Citrate de sodium 0,1M 3,5 3,5
Méthanol 0 0
Acétate de sodium 1M 3 3
Mélange MEK/acétone (1,5V/1V) 3 -0,5 2,5
Mélange éthanol/eau ppi (90%/10%) 4 -0,5 3,5
Mélange acétate d'ammonium 10%/méthanol (v/v) 0 -0,5 0
Mélange tétrahydrofurane/chloroforme (v/v) 0 -0,5 0
Mélange MEK/ac. éthyle (1/1,5V) 3 -0,5 2,5
Mélange tétrahydrofurane dans un tampon phosphate 0 -0,5 0
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Temps CCM Score /5
moins de 5min 5
Temps CQ (entre 5 et 10min 2,5
entre 10 et 20 min 1
>20min 0
Facteurs influengant Pénalité Score /5
. TR résolution (Rf proches, espéce avec vitesse de
influengant . . . . i
CCM migration moins rapide que le solvant) -1 Si 0 facteur 5
dépend du volume -1 Si 1 facteur 4
dépend séchage -1 Si 2 facteurs 3
Aucun 0 Si 3 facteurs 2
Impuretés mises en évidences Critéres/formule L
P (=b1+b2)
. oui 0,5
Impuretes TcOq4 libre (b1)
mises en non 0
évidences =[0.5 x Nb d'impuretés
. , détectées (hors TcO4-)] | entre O
Autres impuretés (b2) /[Nb total d'impuretés et 0,5
existantes (hors TcOs-)]

Score /100

= [score support + score solvant + score temps + score variabilité] x 5 x facteur b

En parallele, nous avons construit un outil a partir d’'un tableur Excel qui recenserait les méthodes

alternatives validées en interne par les établissements et celles mentionnées dans les RCP par trousse.

Le calcul de score a été intégré afin de faciliter le choix de la méthode par le radiopharmacien (figure

Trousse =%
Ceretec " Trou Soure Nature support Dista Volum: Séchage Impuretés mises en evidencgy Nature autres impuretégy Validatig ~ System Scores total
o b - BT B "E e "} 1 M - |
alediam -IMYOVIEW -ICHAIX =Whatman31ET =l{vide) =Acétone =1goutte Fnon -IUniquement TcR Zoui  =Double 20
DMSA CHAIX  EITLC-SG 2?7  GAcétate dethyle =1goutte =inon =ITcO4 + autres Zoui  =Double 60
Mazs ICNIHM  =/ITLC-5A =15 =IMélange acétone/dichlorométhane(p5:35)  ='1goutte =non -Itoutes les impuretés =limpuretés hydrophiles — =oui  =Simple 32,5
& ZHIASA  SIITLC-5G =15  =Mélange acétone/dichlorométhane(65:35) =1goutte =non -ILes 2 principales impuretés Zoui  =Simple 28,125
MYOVIEW ZRCP  HITLCSA =115  =IMélange acétone/dichlorométhane(65:35) =10uL  Enon -Itoutes les impuretés “limpuretés hydrophiles  =oui  =Simple 30
Nanocis
NanoHSA

Figure 48 : présentation de I'outil comparatif

A noter qu’il est possible si une seule CCM ne met pas en évidence toutes les impuretés de réaliser des

CCM a double systeme afin d’accroitre la sensibilité de la PRC. Dans ces cas-la, il est possible

d’additionner le score de chaque systeme mettant en évidence chacun des impuretés pour obtenir un

score total de la méthode. Prenons I'exemple de la méthode pour le Myoview® effectuée au CH d’Aix-
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en-provence qui utilise une CCM a double systeme pour mettre en évidence I'ensemble des impuretés.
Le premier systéme chromatographique (ITLC-SG/Acétate d’éthyle) obtient un score de 60 points avec
la détection du TcO4 principalement et d’autres impuretés hydrophiles. A ce score on peut ajouter les
20 points alloués au deuxieme systéeme chromatographique (Whatman 31ET/Acétone) qui détecte
uniguement le Tc réduit. Ce systéme double obtient donc un score de 80/100, bien supérieur au score
de la méthode RCP (30/100) selon le montage de notre score.

Cet outil est en cours de validation par le groupe de travail sur la thématique des CQ de la SoFRa,

I’objectif étant de le mettre a disposition des adhérents sur le site internet de la SoFRa.

2. Validation de méthodes radioanalytiques

2.1 Contexte

Le sondage a interrogé les radiopharmaciens sur la méthodologie adoptée pour la validation de
méthodes alternatives. Tous les radiopharmaciens ne procédent pas systématiquement a la validation
des méthodes développées sur site (n=6/18). Nous avons également constaté que parmiles 13 services

qui effectuent une validation, seulement 6 tiennent compte du TcR (figure 49).

Concemnant le(s) méthode(s) alternative(s), les avez-vous validé en inteme avant leur mise en place 7

& oui 11
& non 4
@ parfois 2

. Lors d'une validation interne d'une nouvelle de méthode de PRC, vérifiez-vous les Bf des espéces
suivantes en réalisant une CCM de

Hus de ditail
@ solution d'dluat (Tc04- libre) 11
@ solution d'dluat réduit (TR librs) &

@ :olution dz |z trousze radiomar_ 13

Figure 49 : résultats de notre sondage sur la méthodologie appliquée pour la validation de méthodes alternatives
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2.2 Matériel et méthode

Afin de proposer une méthodologie de validation, nous avons consulté les principaux guides
concernés. Nous avons fait une distinction des guides relatifs a la préparation de ceux relatifs a la

validation de méthodes comme indiqués ci-dessous (figure 50).

2.1 Pharmacopée 2018 : Guide pour
I'élaboration de monographies sur les
préparations radiopharmaceutiques.

1.1 Bonnes pratiques de préparation (BPP)

1.2 Guide PIC/S de bonnes pratiques pour la
préparation des médicaments dans les

eétablissements de santé (2014) 2.2 EANM guidelines 2020 (Gillings)

(= ICH Q(2) R1)
1.3 Pharmacopée 2016 : préparation

extemporanée des radiopharmaceutiques

2.3 Pharmacopée 2016 : détection et mesure
de la radioactivité

1.4 Guideline on current good radiopharmacy
practice (cGRPP) for the small-scale
preparation of radiopharmaceuticals

= Bonnes pratigues de fabrication (BPF)

Textes mentionnant les CQ

Figure 50 : textes de référence traitant de la préparation et de la validation de méthodes analytiques pour les
préparations radiopharmaceutiques

En 2020, 'EANM a publié les lignes directrices sur la validation de méthodes analytiques spécifiques
aux radiopharmaceutiques (64). Ce guide est le référentiel pour les fabricants de tout MRP et les
services utilisant des médicaments expérimentaux. Il transpose les recommandations du conseil
international d'harmonisation (ICH) pour les spécificités que présentent les médicaments
radiopharmaceutiques. L'objectif de la validation d'une procédure analytique est de démontrer qu'elle
est adaptée a l'usage auquel elle est destinée. Pour la pureté radiochimique par radio-TLC, plusieurs
parametres sont a vérifier (figure 51) : spécificité, linéarité, intervalle, limite de quantification,

répétabilité, fidélité intermédiaire, robustesse et justesse (64,105).
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+ +
(+)

. Intermediate Precision T :
Specificity + - + N - + +
Detection Limit - - - + - - -
Quantification Limit - - - - + -
Linearity + - - - + + +
Range + - - - + \ + I
* Radioenantiomeric purity measurements should be validated analogously. \/

#): not always possible [e.g. short half-life, see text).
LC = liquid chromatography; TLC = thin-layer chromatography; PC = paper chromatography

Figure 51 : recommandations ICH adaptées aux MRP (105)

Toutefois, en raison des caractéristiques inhérentes aux détecteurs de radioactivité, la validation de
méthode pour la pureté radiochimique peut se limiter a la détermination de la répétabilité, de la

linéarité et de la spécificité (106). Nous proposons donc de s’intéresser a ces critéres.

2.3 Résultats et discussion : proposition d’'une méthodologie

Au préalable d’une validation de méthode, le mode opératoire de la méthode par CCM a valider doit

étre précisément établi. Il détaille les informations suivantes : la nature du support, ses dimensions, la

composition de la phase mobile, le volume de I’échantillon déposé, la nécessité d’un temps de séchage
du dépdt avant migration, la distance et le temps de migration. En effet, un mode opératoire détaillé
évitera d’introduire des variabilités dans les résultats. Les paragraphes suivants détaillent le principe
de chaque critére a valider. Nous nous sommes inspirés du guide de la PE pour I'élaboration d’une
monographie ainsi que du guide de I'EANM de 2020 qui s’'imposent pour les médicaments
expérimentaux et a tout fabricant de MRP. Nous avons apporté quelques ajustements afin que la
méthodologie soit applicable en routine et adaptée aux moyens d’un service de radiopharmacie

standard.

2.3.1 Spécificité

2

% Principe
Par définition, la spécificité d’'une méthode est sa capacité d'évaluer sans équivoque |'analyte en
présence de composants dont on peut s'attendre a ce qu'ils soient présents. Lorsqu’on mesure la PRC,

il faut avoir connaissance des impuretés potentiellement présentes dans la trousse et identifier les Rf
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propres a ces impuretés selon la méthode a valider. Comme évoqué précédemment, les deux
principales impuretés sont le TcO4 et le TcR. Par conséquent, il est important de pouvoir disposer de
ces 2 impuretés afin d’étudier leur comportement et d’observer si elles migrent au méme endroit que
le complexe technétié d’intérét. Pour se faire, il faut étre en mesure de produire du TcO4 et du TcR.
Concernant le TcOq4', un éluat de générateur nous permet d’étudier son comportement. Concernant le
TcR, nous avons pu nous apercevoir que I'utilisation de trousses a base de pyrophosphate stanneux
(Technescan PYP®, Angiocis®) pourtant utilisées en clinique pour la réduction du ®™Tc dans le cadre
des marquages des globules rouges n’est pas pertinente pour s’assurer de la spécificité de la méthode.
En effet, le ™ Tc-pyrophosphate ne se comporte pas toujours de la méme facon que le *"Tc réduit et
hydrolysé par du chlorure d’étain comme illustré par la figure 52 (107). Nous avons utilisé la méthode
RCP de I'Osteocis® (Whatman 17CHR et NaCl a 0.9%) pour isoler et quantifier le TcR (Rf=0). Nous avons
remarqué que le complexe **™Tc-pyrophosphate migre avec le front de solvant (Rf=1) alors que la

solution de TcR reste au dépot.

Figure 52 : radiochromatogrammes obtenus avec la méthode par CCM sur papier Whatman 17CHR et NaCl a 0.9%
d’une préparation de 99mTc-pyrophosphate (gauche) et d’une préparation d’éluat mise en contact avec du
chlorure d’étain (droite)

A ce titre, il existe différentes propositions dans la littérature rapportant la fagon d’obtenir une solution
de TcR. Certains réduisent une solution d’éluat avec des ions stanneux en s’assurant d’avoir un pH > 5
et en I'absence d’agent chélateur ou complexant (96). Pour se faire, il suffit d’ajouter a I’éluat contenu
dans un flacon sous atmosphére d’azote du chlorure d’étain dihydraté et de I'acide ascorbique (108).
Il existe des préparations plus complexes a partir de chlorure d'étain dihydraté dilué en solution
aqueuse, de fluorure de sodium et de polyvinylpyrrolidone (conservateur) (109). Il est aussi possible
de mettre en contact du TcO4 avec une solution de chlorure stanneux dihydraté, de 5-acide
sulfosalicylique dihydraté, de D-gluconate de sodium et de bicarbonate de sodium dans un flacon sous

vide (92).
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Afin de proposer une préparation simple pour I'obtention de TcR, nous avons opté pour le mode
opératoire suivant :

- peser 50mg de poudre de chlorure d’étain (SnCl,)

- diluer dans du NaCl a 0.9% et récupérer dans une seringue en complétant jusqu’a 10mL

- transférer dans un flacon sous vide (flacon d’élution) et agiter

- prélever 0.1mL de la solution mére et diluer au 1:100

- vérifier que la solution soit limpide et que le pH de cette solution soit supérieur ou égal a 5 (=

solution fille de chlorure d’étain)
- mélanger dans un flacon 1ml de la solution fille de SnCl; et 1 ml d’éluat puis agiter

- laisser reposer 5 a 10 minutes

controler la qualité de la réduction par CCM.

Pour certaines trousses il peut exister des impuretés secondaires comme évoqué précédemment
(paragraphe 2.2.4 de la partie 1). Pour ces impuretés, il est possible de trouver dans la littérature un
mode opératoire pour les préparer. C'est le cas par exemples des complexes suivants : le ¥™Tc-
mannitol (53), le ™ Tc-glutamine (61), le ®™Tc-tricine (54), **™Tc(V)-DMSA (34,35) et le ®"Tc-gluconate
(46). Par ailleurs, lorsque les impuretés ne sont pas disponibles, la PE propose de soumettre la
préparation a des facteurs de stress (chaleur, 02, variations de pH) afin de déstabiliser le complexe

d’intérét et entrainer la survenue d’impuretés (105).

R/

%+ Méthode proposée

Afin de s’assurer de la spécificité de la méthode, nous proposons de réaliser une CCM par préparation,
de la méthode a valider, dans les mémes conditions avec les échantillons suivants et relever leur Rf :

- latrousse radiomarquée

- I"éluat TcO4

- une solution de TcR

- l'impureté secondaire lorsque cela est possible.
Si la résolution n’est pas satisfaisante, il est conseillé de réaliser une CCM d’un mélange

radiotraceur/impuretés en exces afin de visualiser si les pics sont bien distincts (figures 53 et 54).

/7

¢ Criteres de validation

Selon le guide de 'EANM et de la PE, la spécificité est évaluée par la résolution (Rs) entre le pic du
complexe d’intérét et celui des impuretés connues. ldéalement la résolution doit étre supérieure a 1.5,
soit moins d’1% de chevauchement entre deux pics. Cependant, une résolution inférieure peut étre
justifiée dans certains cas. La Rs peut étre calculée a l'aide du logiciel interfacé avec le

radiochrommatographe. De plus, la Rs pourrait se calculer avec la formule suivante :
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(dr2 —drl)
Rs =2.——=

(w1 + w2)
Avec drl= distance de migration de I'espece 1 (en mm)

dr2= distance de migration de I'espece 2 (en mm)

wl=largeur du pic de I'espéce 1 (en mm)

w2= largeur du pic de I'espéce 2 (en mm)

< Exemples

Pour le Néphromag®, nous avons réalisé des essais d’'une méthode alternative par CCM a partir d’un

support ITLC-SA et de solvant MEK. Les Rf du complexe, du TcO4 et du TcR sont indiqués dans la figure

53.
COMN'I “CCM N2 ' CCMNY
Néplwomag TcOd. ICR
Méthyléthylcétone Méthyléthylcétone Méthyiéthyicétons
ITLC.SA ITLC-SA ITLC-SA
|
Rf"™Te-nephromag®=0,38 Rf*™TcO4-=1 RMMTcR=0

Figure 53 : radiochromatogrammes obtenus a partir des 3 échantillons

Le Rf du complexe et du TcR étant proches, nous avons vérifié que leurs pics étaient bien distincts en

cas de mélange (figure 54) avec une Rs a 1,54 (=2 x [25-0]/[12,5+20]).

CCM 6
i +TCR
Mthyléthyles
ITLC-

Figure 54 : radiochromatogrammes obtenus a partir d'un mélange du complexe et de TcR

2.3.2 Linéarité, intervalle et limite de quantification (LQ)

¢ Principe

Par définition, la linéarité est la capacité d’'une méthode, dans un intervalle donné, a obtenir des
résultats qui sont directement proportionnels a la quantité d'analyte dans I'échantillon. Selon les
guides PE et EANM, la méthode doit étre linéaire selon I'intervalle suivant : de la LQ a la concentration

la plus élevée attendue. Pour rappel, la LQ correspond a la quantité la plus faible d'analyte dans un
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échantillon qui peut étre déterminée quantitativement avec une précision appropriée ; généralement
le rapport signal sur bruit de fond est de 10. Il est préconisé de réaliser des dilutions pour effectuer au
moins 5 mesures couvrant l'intervalle. Les guides prévoient que s’il est démontré que la procédure
d'analyse n'a pas d'incidence sur les résultats de mesure de la radioactivité, seule la démonstration de
la linéarité du détecteur peut étre considérée comme suffisante (105). La quantité calculée de
radioactivité est tracée par rapport aux quantités mesurées et I'ajustement linéaire doit étre conforme

avec un coefficient de corrélation R > 0,99.

«» Méthode proposée

L’évaluation de la linéarité pour les valeurs de PRC nécessite de connaitre la proportion exacte
d’activité due a I'impureté comparativement a I'activité totale, ce qui nous semble difficilement
réalisable en pratique avec des PRP technétiées. D’une part, sans équipement spécifique type
détecteur UV couplé a la colonne de CLHP, cela ne permet pas la quantification du vecteur non
radioactif. D’autre part, I'ajout de TcO4 dans une préparation contenant le complexe d’intérét va se
complexer au moins en partie au ligand en excés dans la trousse. Il sera donc impossible de connaitre
la quantité exacte de TcO4 libre dans I'échantillon analysé. C'est pour cette raison que nous ne
proposons pas ce test dans la procédure de validation d’'une méthode par CCM. En revanche, un test
de linéarité peut étre réalisé sur le radiochromatographe, notamment sur la plage de linéarité du

principal composé radioactif.

2.3.3 Répétabilité

¢ Principe
Par définition, la répétabilité d’'une méthode analytique exprime la précision de cette derniére dans
les mémes conditions de fonctionnement sur un court intervalle de temps. Selon les guides de 'EANM
et la PE, la répétabilité se détermine a partir de 6 mesures d’'une méme préparation dopées
d’impuretés. La demi-vie du radionucléide doit étre prise en compte pour déterminer le nombre de

répétitions a effectuer (64).

/7

«* Méthode proposée

Nous estimons également qu’au minimum 6 mesures d’'une méme préparation doivent étre réalisées
par un méme opérateur. A partir des valeurs de PRC obtenus, il faut calculer le coefficient de variation

(CV) ou I'écart type relatif (RSD) comme étant le rapport entre I'écart-type et la moyenne.
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«* Criteres de validation

Le CV des valeurs de PRC doit étre inférieur ou égal a 5% afin de conclure sur la répétabilité de la
méthode. Les Rf doivent étre comparables (+/-0.1 en valeur absolue). Le dépot de I'échantillon et la

migration peuvent subir des variations et les exigences de répétabilité doivent donc en tenir compte.

2.3.4 Fidélité intermédiaire

R/

%+ Principe
Selon le guide de 'EANM et la PE, |a fidélité intermédiaire s’évalue sur différents jours, par différents

analystes, voire des équipements différents.

«» Méthode proposée

Il nous semble convenable de vérifier la fidélité intermédiaire sur au moins 3 contrdles différents,
idéalement sur différents jours, chacun étant réalisé par des opérateurs distincts. Par ailleurs, il est
important d’harmoniser les pratiques des analystes concernant I'intégration des pics notamment en

définissant des zones de début et de fin de pic ainsi que la zone du bruit de fond.

R/

«* Criteres de validation

Le CV des écarts de valeurs de PRC entre les opérateurs doit étre inférieur ou égal a 5%.
Les Rf doivent étre comparables (+/-0.1 en valeur absolue) pour tous les essais entre les 2 analystes

indépendamment du jour.

2.3.5 Robustesse

R/

+* Principe
Par définition, une méthode est robuste si des changements mineurs dans la procédure n'ont pas
d'influence sur les résultats d'une mesure. |l s'agit d'un paramétre important a prendre en compte

pour la radio-TLC.

+» Méthode proposée

La mise au point d’'une méthode alternative fige un ensemble de parametres tels que la nature de la
phase stationnaire, la distance de migration et la composition de la phase mobile. Il nous semble
convenable d’évaluer la robustesse de la méthode. Ce critére se vérifie en faisant varier : le volume
d’échantillon déposé, le séchage du dépot et le temps de migration. Il est vérifié si ces derniers
exercent une influence sur les Rf et les valeurs de PRC. Pour tester les variations liées au volume, nous
préconisons I'utilisation d’'une micropipette avec des volumes de 2 plL et de 20uL. A la seringue, il est
possible de faire varier la taille de la goutte mais le volume reste imprécis. Idem pour le temps de

séchage, il est intéressant de comparer des valeurs de PRC entre une bande de CCM placée
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immédiatement apres I'application du dépbt et apres 1 minute de séchage a I'air libre. Concernant le
temps de migration, il suffit de comparer les valeurs entre une bande dont le solvant est arrivé au front
de solvant et une bande qu’on laisse une dizaine de minutes aprés avoir atteint le front de solvant. Si
des variations existent encore a ce stade de développement car aucune alternative présente de
meilleurs résultats, il est important de préciser ces facteurs infleungants dans le mode opératoire afin

de standardiser les pratiques et s’affranchir de ces variations.

2.3.6 Justesse

R/

%* Principe
Par définition, la justesse d’'une méthode exprime I'étroitesse de l'accord entre la valeur qui est
acceptée soit comme valeur vraie conventionnelle, soit comme valeur de référence acceptée et la
valeur trouvée. Le guide de 'EANM propose de réaliser 3 préparations dopées avec 5% d’impureté
connue et de réaliser 2 CCM par préparation. Les 2 valeurs de PRC obtenues sont moyennées. La valeur
moyenne mesurée est rapportée a la valeur calculée, on obtient un pourcentage de récupération. Le
guide définit une valeur seuil pour le pourcentage de récupération comprise entre 90 et 110%. Quant
au guide de la PE, la justesse doit étre évaluée a l'aide d'un minimum de 9 déterminations sur un
minimum de 3 niveaux de concentration couvrant la plage spécifiée (par exemple, 3 concentrations
avec 3 répétitions chacune). Comme évoqué précédemment il est souvent compliqué de mattriser le
taux d’'impuretés d’une préparation notamment celle du TcOy,".
Selon nous, les valeurs de PRC obtenues doivent étre comparées aux valeurs de la méthode de
référence. Deux cas de figure se présentent :

- si la méthode alternative prend en compte les mémes impuretés que la méthode de
référence, les valeurs de PRC doivent étre comparables (cas 1).
- si la méthode alternative permet d’identifier et isoler d’autres impuretés, la valeur de la PRC

sera plus faible ou égale a la valeur obtenue avec la méthode de référence (cas 2).

R/

%+ Méthode proposée

Il nous semble important de s’assurer que les valeurs de PRC obtenus avec la méthode a valider soit
comparables a la méthode de référence (cas 1). Nous proposons donc de réaliser a partir une méme
préparation, 6 contréles de CCM avec les 2 méthodes : I'une selon la méthode de référence et la
seconde selon la méthode a valider. Les mesures ayant servi pour évaluer la répétabilité de la méthode
a tester peuvent étre utilisées. Les CCM comparatives doivent étre réalisées en méme temps et dans
les mémes conditions, en particulier pour les préparations a demi-vie courte. Les valeurs de PRC

obtenues avec chacune des méthodes sont comparées.
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%+ Criteres de validation

Dans le cas n°1, nous proposons de comparer les moyennes des valeurs de PRC obtenues avec la
méthode a valider et la méthode de référence a I'aide d’un test de Student.

Il faut calculer la différence des deux moyennes et I'écart-type groupé \/(spz) des 2 séries de mesures

((ny=1)s3)+((ng~1)s3) 2452
selonlaformule: 2 _ ' 71772 772 oyselon (s F+3)
r nq+ng—2

si les 2 séries sont de méme

2
sp = 5
taille (notre cas).

différence des moyennes
[ 1,1
,/sz X (E-'-E)

Enfin, calculer les degrés de liberté df =mn; + no — 2 et se rapporter a la table de Student pour

Puis, nous calculons notre statistique de test de la maniére suivante =

connaitre la valeur t avec a=0.05. Si notre valeur est inférieure a la valeur t, nous ne rejetons pas
I’hypothése nulle et nous considérons que les moyennes ne sont significativement pas différentes avec
a=0.05.

Dans le cas n°2, nous vérifions que la valeur de PRC de la méthode a valider reste inférieure ou égale

a la méthode de référence.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les controles de qualité des PRP demeurent dans le domaine de compétences du radiopharmacien et
sont obligatoires en vue de la libération des lots préparés. Il existe plusieurs techniques analytiques
pour évaluer la PRC mais la CCM couplée a un radiodétecteur est la méthode la plus utilisée par les
services de radiopharmacie. Nous avons montré qu’il existe plusieurs facteurs qui peuvent influencer
les résultats. Les radiopharmaciens peuvent s’appuyer sur des méthodes dites de référence émanant
des RCP ou de la PE. En revanche, nous avons souligné que pour certaines trousses, les méthodes ne
semblent pas adaptées ou ne détectent pas toutes les impuretés qui peuvent avoir un impact sur les
images. Ce constat a amené certains services a développer des méthodes alternatives qui ont
également pu faire I'objet de publications dans la littérature. Nous nous sommes interrogés sur la
facon de classer ces méthodes alternatives et avons abouti a I'élaboration d’un score. Par ailleurs, nous
nous sommes également intéressés a la méthodologie permettant de valider une méthode lorsque
celle-ci a été développée en interne. Nous avons identifié quelques guides évoquant les criteres de
validation a obtenir pour qu’une méthode soit scientifiquement fondée. Nous avons souhaité adapter
cette méthodologie afin d’harmoniser les pratiques. Les résultats de notre sondage rappellent que 77%
des services interrogés utilisent des méthodes alternatives mais que 33% d’entre eux ne valident pas
systématiquement les méthodes alternatives utilisées.

Dans le cadre de ce travail nous avons constitué un groupe de travail a la SoFRa afin d’étudier les
problématiques rencontrés lors des contrbles de qualité. L'objectif principal étant de rédiger un guide
de bonnes pratiques sur le sujet. Le sondage a montré que 100% des radiopharmaciens interrogés
souhaiteraient la rédaction d’un tel guide. De plus, I'outil Excel colligeant les différentes méthodes
alternatives scorées sera mis a disposition des radiopharmaciens sur le site de la SoFRa. Ce guide et
cet outil concourront a tendre vers une harmonisation des pratiques en radiopharmacie dans le

domaine fondamental des controles de qualité.
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Serment de Galien

Je jure, en présence de mes maitres de la Faculté, des conseillers de I'Ordre des pharmaciens
et de mes condisciples :

- d'honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidele a leur enseignement.

- d'exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de
respecter non seulement la législation en vigueur, mais aussi les régles de I'honneur,
de la probité et du désintéressement.

- de ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa dignité

humaine, de respecter le secret professionnel.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les

moeurs et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.

Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confréres, si j'y manque.
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