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Marquage des cellules sanguine‘%«ﬁ’Umaines et suivi in vivo: état de I’art
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Depuis 1950, 'étude defla survie des cellules sanguines a été
évaluée en‘gﬁfisant des marqueurs radioactifs
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%@Bonlbles en grade GMP Q‘b&
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((A’Acceptes et largement utilisés Q&Q’
° Colit élevé &°

be)?rotocoles de marquage standardisés

S
. O
& o 2 isotopes (51Cr & 11tIn) &
OO(\Q Bonne reproductibilité entre centres 3¢
< ) Gestion de la radioprotettion
@»{5 évaluateurs &
S Non adapté a des protogpcies > 1 mois
<
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Non conseillé dans,«‘{%s populations
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Marquage des cellules sanguine‘%«ﬁUmaines et suivi in vivo: état de I’art
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Depuis 1990, L;}a ‘nouveau marqueur non radioactif
estéﬁpparu la Biotine Sulfo-NHS
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Biotin Sulfo-NHS A
b%@ — Cytomg@?le
O 0 iotinylate ) eff
N A endiux
S Na"0-S— . » o
R NH, 0 OH Streptavidine/ FITC Q‘b
<0 £ @
A’\&‘ Sulfo-NHS leaving group 6{06\
é( Later removed by washings &
X

Measurement of circulating red cell volume using bi@ln -labeled
scence oiotinylated Erythrocytes: Increased Autologous red cells: validation against *'Cr-labeled r%d\':el.ls
@ Immunoglobulin Binding Occurs on Erythrocytes Aged In Vivo

for 104 to 110 Days D.M. Mock, G.L. Lankford, J.A. Widness, L.F. Burmeister, D. m&ana R.G. Strauss

By John A. Christian, Alan H. Rebar, G. Daniel Boon, and Philip S. Low

TRANSFUSION Voiume 39, February 1999
Blood, Vol 82, No 11 {December 1), 1993: pp 3469-3473 |

Line of identity —,
Comparison of radioisotope methods and a non-radioisotope
method to measure platelet survival in th

C. Robert Valeri °, Hollace Macgregor, Albert Giorgio, Gina Ragno

Naval Blood Research Laboratory. Boston Unicersity School of Medicine, 615 Albany Street, Boston, MA 02118, USA
Received 4 May 2004; accepted 7 May 2004
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Comparaisons methodolo@ques des marquages Biotine vs 51Cr

Caracte"’:ristiques méthodologiques ioti o

Radioprotectighi (autorlsatlons ASN, zone contrélée,
gestion degoﬁechets radioactifs)

Utlllsab\f@ dans les populations vulnérables (nouveau- né,
femrggé enceinte, personne agée)

Q@alyse simultanée de plusieurs populations de cellules

° Correctlon du comptage (décroissance radioactive)

»{5

Durée de recirculation des cellules sanguines in vivo

Développement d’anticorps (Biotine > 20ug/mL)

D.M MOCK et al./ Transfusion Medicine Reviews (2014)
R.L. SCHMIDT et al./ Transfusion (20%7)
D.M. MOCK et al./ Transfusion (2G18)
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& » Les autorités de santé n’autorisent pas l'utilisation de &fﬁtme

. X ulf %UO) actuelleme t“ponlble @‘our les N
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Synthése de Blgt‘fne Sulfo-NHS grade GMP
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$© ol L T
ChemConnectiorg\;"%mall chemical company using a A p——
pilot facility w}ﬂ%h complies to all Western QA, GMP B 05 Ftnurs 2010 <
standards ,j;gé" produce small batches of Active ,@«6\
Pharmacegfical Ingredient (API). o e BN
xO Thellules(rov?rnmghledlmflnlPmr.llu:lsmllu’ European Union Q,
§0’\\ Volume 4 '0\\®
O Good Manufacturing Practice N\
B 2 Qg\,

Medicinal Products for Human and Veterinary Use Q

Part I1: Basic Reguirements for Active Substances used as St; 0Materla]s

J

<«
> ! reactor su:ies, ciass D air quality

> Specialty lab

» 2 dry powder handling rooms
> Process R&D lab

» QC lab

» HVAC system
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Syntheése de Bigf‘fne Sulfo-NHS grade GMP
®®
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,\0‘) 0
o Filtration and
/}E Q}@% OH HHN /ﬂ\NH washing of urea
HN™ "N & 0N -0 DCC UH 0 salts
& —_—
HUH &0\\6 Tj Anhydrous J'**N\"’EJ“N
e RO0H NaO55 N,N DMF 0
&'\o 24h00 under o O-Na
AN 3
(D+)-Bigtin N-Hydroxysulfo- argon gas
GMP gzéﬂe (1eq) Succinimide
60\® GMP grade (1 eq)
&
<
v' Grade GMP <
v' D+ (enantiomére naturel: Vitamine B8) ge,ée’%
v' Trés haute pureté (>98%) o
v' Soluble en phase aqueuse
v e cristaux de
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Controle Qualité sgi”on les recommandations GMP

Vo
&0\\
Apg&ﬁ?ance Visual inspection White to white powder | White powder
\‘)\"’ . .
S In agreement with  |In agreement with
' S Identity H-NMR g g
& structure structure
&?@ Assay 'H-NMR 295 % (m/m) 98 % (m/m)

&&0&
N
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Solvant Clasgg}"’l: non Residual solvent
& Diethyl ether by GC-HS
Solvan@,fol’asse 3 Ethyl acetate by GC-HS

3

Acetone by GC-HS
DMF

Content of drug substance

CC-AM-2014.034 v03
CC-AM-2014.034 v03
CC-AM-2014.034 v03

<5000 ppm (m/m)
<5000 ppm (m/m)
<5000 ppm (m/m)

<100 ppm (m/m)

<100 ppm (mém?
336 ppmém/m)

% (m/m)

Content of active entit
Bioburden*

EP2.6.12

93.1% m/m
<1 CFU/159.5mg

Endotoxin*

Classification des solvants selon lez recommandations ICH Q3C (R5),

* Data generated by bactimm, BV, The netherlands

EP2.6.14

<0.06 EU/mg

impuretés: recommandat:ans pour les solvants résiduels
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Biotinylation de cellules sangames (Globules Rouges ou Plaquettes)
L

5- Marquage
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Comparaison dg\fnarquage des Globules Rouges
QVeC différentes biotines

Biotine GMP

18 70 Biot O 18 70

4

4

10t 10% 103 100 10t 102
Strep PE Strep PE

GMP Biotin
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Biotine Non GMP & Biotine GMP

10 1.° 103

10% 104 Biot0 2 20 80

SSC

100 102 103

Strep PE
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L’utilisation de Blom‘\e GMP dans un protocole de
marquage doit rgSpecter les regles de stérilité
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@&QK
Connections stefi?es p
& Environneme:nt
Prelevgﬁﬁent d’échantillon sanguin
\6 | | \\Q

Tamg)a%s de lavages (grade injectable) &

. Glove:BdxISO 5

{(4{‘ Etapes de lavage cellulaire

=)
60\"’ Dilution de la Biotine Sulfo-NHS grade GMP (milieu et solution stérile)

Préparation des solutions de marquage

bation de la Biotine Sulf(- grade GMP (milieu stérilé\

‘ Controle par CMF

&0

‘ 1) Culture Bactérienne
2) Test 2 pyrogénicité

Respect des regles transfusionnelles
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Biotine Sulfo-NHS de gYade GMP: un nouveau marqueur offrant de

nombreux avantaqgﬁ
&0

09 QS\\Q‘
> I\Vl@p"queur non-radioactif \0&\\“

oké Sans danger et utilisable y compris dans les populations vulnérables (femmg

< oY

A o

éﬁ& enceinte, nouveau-né, personne dgeée) 006‘0
@ &

{Qf' > Devrait faciliter I'acceptation des autorités de santé pour I’utlllsatlgf? dans les

@ o FDAS i -
études de recherche cliniq a




