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This report sumasrizes the results to develop an iodine=423

4

labeled agent for dynanic studies of the kepabto-bilizry system.
Todine-123 is an ideal nuclide for radiopharmaceuticals, because of
its short half-life (Tﬁ = 13.5 hr); its decay with a high abundance
(83 ) of 152 keV photons; and the reduced ratient radistion
exposurs (3 factor of 100 less than iodine-131), Iadocyanine green,
icarbanocyanine dye, wes introduced by Heseltire snd co-workers
in 1955, has several characteristics which suggested that iodine-123
labeled ICG might be potentially useful for hepatic functional
evaluation. The plasma c¢learance and biliary excretion kinebtics of
131

125I-ICG (in dogs) will be compared %o I-rose bengal arnd

bromosulphalein labeled with icdine=125,

INTRODUCTICH

Les radio-isotopes, les composés margués 2insi que la amétho-
dologie de la médecins nucléaire sont des outils efficaces pour
1'dtude dyramique du systéme népato-biliaire.

Trois substances sont courar .ent utilisédes pour déterminer
1'4%2t fonctiounel du foie., Ce sont la Bromosulphaldine (BSP), 1le
Rose Bengal (RB) et le vert d'Indocyanine (ICG). Les essais & la
BSP et au RB sont pratiqués depuis 1S24 (1,2). En dépit de ses
limites, l'essai & la B3P est tcujours considéré comme un essai
judicieux (1,3~5). La BSP et le RB ont été marqués & 1'Iode-131

radiosctif en 1655 et 191, respectivement (6,7). Nordyke (8) et



d'susrss suteurs ont Atabli des procidds acceptables pour l'utili-
sation du Rose Bengal-13 I marqué 3 l'Icde radiocaetif pour déter-
ainer la feonction du foie, mais le Rose Bengal—1311 n'a pas été
accepté universellement (9). Le vert d'Indocyanine a 3té coagu
par Heseltine et Brooker {(10) et introduit par Fox, Brooksr,
Heseltine et Wood (11) en 1955. lLes caractéristiques biologigues
du vert d°'Indocyanine laissent supposer qu'on peut l'utiliser a
bou escient pour déterminer la fonetion hénazto-biliaire s'il est
marqus & 1'Tode radiocactif. Nous avons effectué les ctremiidres
tentatives pour warquer le vert d'lIndocyanine a l'Iode=123 en 1972.et
les 4valuations praliminaires du 1231-10 ont fait leur apparition
(12,13). Durant la néme période, Moreau, Lapzlus et ¥erniel (14-17
ont r2aliséd la synthése de nouvelles indozonocarbocyanines reliées
structurellenent au ICG et ont &tudid leur 2ificacita d'extraction
hépato-biliaife. Ce rapport résume la nouvelle méthode d'introduc-
tion de 1'Iode-123 dans la molécule 4'ICG et présente les résultats
biologziques comparis de 1'IC3, RB et BSP msrgués 3 i'Iode radicac-
tif chez les animaux.

Nous ean concluons gue 1'Iode=123 est le margueur idéal des
colorants utilisés pour la fonction hépato-biliaire. L'Iode-123
es% fonction de la forte proportion de photcons 159 KeV et de sa
courte demi-vie de 15,3 heures, On peut obternir des scintigraphiés

d'une trds grznde qualité., La dose de radiation est réduite par

un facteur 10C par rapport 3 celle délivrée dans les némes condi-

tions pour 1l'Ilode-131.




La Fig, 1 montre le structure chimigue dv vert d'Indocryznine.
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Ie marcuage du colorsnt par excitation (18) s'est avéré jusqu'ici

1 hode efficace de marguage 2 1'Tode de la molécule
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du vert d4'Indocyanine (19). Cn obtient un marquage & 1'Tode=-123
ecarrier-free sang spdcificité de 1la rosition de 1'Iode dans lz
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ataomes ot jons riactifs de 1'Icde-123 sans énergie ocu dans des
2tatg Slschronigues de faibls intensitd risultant de la transfor-
ms tion nucléaire du ¥Xénon-123 ern Iode-123, Le Xénon-123 a une
deni-vie de 2,1 heures et il est produit dans le cysletron (20)
ou BLI?, Lz méthode de margusze consiste 2 laisser décomcoser le
Xénon-123 en contact avec des cristaux de vert 4d'Indocysnine

maintenus & une tewpérakture de 77° Xelvin (19).

Le vert d'Indocyanine (cardiogreen U.S.F.) tel qu'il est
o-tenu d'Hynson, “Westcott et Tunning, Ine. contient 2-4 % d*iodure
de sodium, Avsnt le marguage, on a 2liminé 1'Iecde libre en dessous
des linites de détection par fluorescence des rayons X. Apres le
warquage et 1'%linination de l'iodure inorganique (12,13), on a
dissous is 4251-ICG dzns un solvant squeux stérile HWaD (esu sti-
rile & un pH contrdld)., Le vert d'Indocyanine-123I veut Stre
utilisé aussitdt aprés la dissolution., Une préparatien d'un jour
conservie deans de l'eau rnettra en évidenze une excrition rénale

chez le lapin normal, contrziremen® & unz prépraration de 4 heures.
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Ze tsbleau I risume les caractéristiques du vert d'Indocya-

nine marqué A 1'Iode-123. Le rendement radio-chimique st da2 10 ¥
et l'activitd spseifique est géniralement de 1C mli par =g et To»
pour une préparation type utilisant 1 mg de vert d'Indocyanine.
Le tamps reguis pour une nouvelle purification et évaporation de
1'Tode radicactif inorganlgue et pour sa dissolution par voie
intraveineuse est de 30 minutes, Le dezré de puretd chimigue et
radiochimique est de 9%,8 ¥. L2 colorant narqué est carrisr-free
en iode mais coatient par contre du vert d'Indocysnine marqusl,

Lg purets du 1251-ICG 2s% contrélée par chromatograrhie
sur couchs mince, en utilisans du gel de silice (Easiman

Chromatogran) avec 2luant 1-3 =t oxyde d'aluminiuzm (FMachery-lagel

Lo, Tolygram Alox N/UV) avec &lusnt 4,

1 - Isoprorsnol/acétate d'éthyle/ammonisc, 58% (5/3/2)
Rf 0,5
2 « Méthylethyl cétone/zau/acide propionique (70/30/390)
Rf = 0,82
3 = n=butanol/acide scitique glacial/eau (80/15/25)
R = 0,63
4 « Tyridine/ezu/ zlcool isopropyligues/ammonisc {%/4/12.5/0.4)
Rf = 0,89

Le vert d'Indocyanine (21) et le 125I—ICG sont instables
en solution agueuse. La décomnposition en 2 composis (les conforma-

tions probablenent différentes de 1'ICG) se produit rapidexmeant




Les spectres 4'zbsorrtion dans les ulzrsviolets du 12’1--1’33
ont identicues dans l2 solvant squsux stirile E4%D avec Amax =

P80 nz, Le coefficient d'extinction de 1'I23 dans du mithanol

purgé rar ¥, est de 2456.0C0 é'lmax = 784 nz, le coefficient

d'extracticn est sensibdle su soivant et azu traitement auquel il

a 4t soumis (21-23).
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13 btenu chez Squidd, La broxosal-

Le Rose 3enzal-'~'I 3 %t4 o

phaléine mzrquée & 1'Iode 2 &t% préparée z2ar 1la mithode de MNitta
I'e ~ 123 lal At = I M 4'25-1- -
{2&). La dose de charge du I-ICG 4tait d2 1uM I~357, 3

I’
¥, et Rose ‘S.engaxl-"3 I, L M.

RESULTATS T DISCUSSICHN
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Yotre premier objectif a 2t2 de diter=iner lez teumps 4d’évolu~

o]

tion du vert 4'Indocyanine Iode~125 chez la souris. A faible dose

D

de charge, 2u bout de charge, =au bout le & ainutes, llactivit

celles gui exists 2u niveau

fu.

au niveau intestinal est supérieure

du foie, L'activits rinasle est inférisure 2 1 %, Il n'y a pas

e
>

d'excrétion rienale, Cn a fait varier dans cettes Stude la concentra-

tion du vert 4‘'Indocysnine non radicactif, per rapport 3 la

&

»

quantité de vert d'Indocyanine margqué 2 1'Iode-~123, Hous en
concluons qu'il est préfirgble d'avoir uns forte activitd spéecifi-

que et une faivle dose de charge pour étudier la fonetion



hipstigue, Four les doses de charge les plus fortes, le vert
&'Indocyanine 3'accumule dans l2 foie, iz rate et les poumons
et la clearance hépatigue est lesnte. (Les détails sont donnés
dans la raférance 13).

Ayant diterminé la dose optimale (pour un chien &'un poids
de < 0,05 ng/kg = 0,065 uK/kg), nous avons étudié les taux de
disparition au nivesu du plasma chez l2 chien 2nesthésisd, Les
taux de clearsnce plasmatique wvarient de 17 % & 10 % par minute
pour % chiens normaux. Le taux de clearance plasmatigue est
coasidérablement r3duit chez un chien Zont le cholddoque (courbe

updrieure) a 3t% ligsturd. Les résultats sont donnds dans la

4]

[2¢]

n
.

ig.,
Les diffirences de pourcentage de l'activits plasmatiqus
initiagle par =illili¥re ds ssng, 15 minutes aprés l'injection

reprisentent 7C % pour les cas anormaux et 17 % & 25 % pour les
cas normaux. La dezi-vie du vert d'Indccyanine dans le sang des

¢as normaux varis de 1,5 a 4,5 minutes,

Sur lz Fig. 3 orn compare le taux de c¢clearance plasmatique

c
123

du vert d'Indocysning= I et du Rose Bensal-qesI cu de la BSP—qESI.

Il s'agit d'une expérience 3 double marguage. Les deux colorants
zarqués avec diffirents radio-isotopes sont injectés simultasnément
a4 une dose de charge totale faible. Cn effectue des prises de

sang en série. Il apraralt de fagon évidente que la BSP-125I a

la clearsnce plesmatique la plus rapide avec une demi-vie de 10
migutes, Cependant, 2 20 minutes, les treis preduits sont & un

nivesu comparzble dans le sang., On sait gue la BSP-1251 entre en



au niveau de l'albunine plssmaztigue. Le Saux de clearance

plaswatique du vert Q'Indocyenine-1271 23t l2gérement réduit dans

1°'3tude a double tracsi.

Da2zs 13 Fig. 4, on compare l'excrétion biliaire du vert
. . 12 c e . R .
d'Irdocysning=- ~ I et de la BSP=- 25 injectés sinmultanexens

chez un chien normal syant une fistule bilizire externe. Cn note

s

12 radiosctivité 425 la 3Cé =inute. Un g'arzergoit que le vert

d'Indocranine~ '31 se trouve ligdrement plus conceatrid en pourcen-
tage de la dosz injectée par zraume d= bilz dens les preniers

instants et légsrement moins concentris un peu plus tard., 2 qui
g 1

125,

taux de ¢lez2rsnce de la 35T est plus rapide

r¢cessus total de

2

gans 12
P R . 12 .
l'exerition biliaire, le vert d'Indceranine- 3I est rlus rapide.

¢

I-ICG, =als sue

Le vert d'Indecyzaine non margué n'est apparsament pas métabolisé
par le foie. On sait cependsnt cue la B3F est biotramsformée dzns
le foie (25,25

Ia Fig. 5 montre des scintiphotos de vert d'Indocyanine-q23I
dams ie systéme hépato-biliaire d'un chien normal obtenues a
1'aide d&'un collimateur 3 base %nergie sur ls gamma-caRéra.
L'ichancrure vésiculsizz gpparait commz zoint froid aprés l'injec-
tion e% le colorsnt marqué est progressivacent exerédts dans la

bile permettznt de visualiser les canaux biliaires et la vésicule.
La pho%o E 3 %2 prise 24 heures plus ts»d et la fléche iadique

ltactivite reslduelle dans 1la vésicule biliaire. Une scintiphoto
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au sulfc-cclloide de technetium-GCm rrise immédiatement aprés

montre la taille e% la forme du fois=

Sur la Fig. &, cette scintighczo met en dvidence la
comparaison ectre un chien normal et un chien ayans une obstruciion

totsle du conduit biliaire. L'obstruction est due & l'opdration

L¢1]

puisqu'il s'agit d'un cholédoque ligaturs, Nous voyons en haut

P
|

[1V]

-
2
-

su'in n'y a aucune eccumnlztion du I-ICG dans la vésicule

'agit d'un point froid., 1a zones chaude cue l'on

0

lizire., T1

(o
fo's

peut ohsarver représente l'emplacement de 1'obstructicn. La

cintiphoto du bas montre le chien zorzal et la fonction zormsla

[11]

& des mouments comparables,

Ta Pig. 7 compzre ls dynamigus 4u vert 4'Indccyonine= I
chez un autre chiz2n normsl e% un cahien ayant une obstructicn
partielle du conduit bilizire. Chez 1z chienr normal, les rensei-
gaements fournis par ltordinateur indinuent que l'activité maximale
dans le foie a lieu a2u bout d'environ 10 minutes, que l'activise
maximale dans ls bile a lieu au bout d'environ 10 & 12 ninutes et
gue le produit est rapiderment excrats dans l'intestin,

Chez le chien ayant une obstruction partielle, l'activité
dans le foie continue durant les 90 zizutes d'étude.

Ces résultats nous permettent de conclure cue le 125I-ICG
peut 8tre utile pour le diagnostic 4iffirentiel de l'ictére.

Le Tablesu II compare les caractiristiques népsto-biliaires
du vert d'Inﬂoc13u~1e- 5I du Rose Zengal et de la 3romosulphalei.:z
iodée (27). Nous en concluons gue le 7ert d'Indocyanine- 231 se

comporte comme un vert d'ladocysnine 2on marqué. La Jdisparition
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norrz1, nous 3vons obsem™ms gue 24 heurss plus tar
du ' "“I=I3G prisent initialemeat dsns le foie & 15 minutes a

dizpzra éu foie., Contrairement & la Bromosulrhaldine ou au Rosz

123

Bengal icdé, le vert 4'Indocyanine- -’I n'est pas écurs par le

rein méne d2ns le cas d'une cobstruction totale du cholidogue,
Nous en concluens gue l'Iode~125 est le marqueur idédal

pour les colorants utilisés pour la fonction hépato-bilizirs. On

reut obtenir des scintigraphies d4'une trés grande gualiti, La

dose de radiaction est réduite par un facteur 100 par rapport &

3

livrée dans les m8ves conditions pour 1'lede-131, Une

[¢]
[47]
[
§
O
fu
W

dose &2 1 & 3 =21 par patieny devrait 3tre suffisante., La dose de
radiation absorbée ern Rads tar millicurie basée sur les études du
ckien est résumde ci-sprés : corps total (Q,051), foie, normal
(¢,071), obstruction compléte (1,7}, gonades (C,094), thyrolde
(1,3), gros intestin surédrieur, norcal (1,8), en supposant ume
stase coapldte de cette récion (4,52).

Mous avons également étudié d'autres colorants marqués,
te2ls les indozonocarbocyanines (28) mais jusgsu's prisent aucun
ne se~ble prisenter les zvantages du vert d'Indccyanine-anI.
On exa=ine les indomonccarboceyanines pour diterminer si un autre
colorant, tout en &tsnt relii structurellement & L'ICG peut &tre
marqué commodément et de maniére plus efficace el rriésenter auss’
les csractiristiques physiologiques du composé modéle,

- R 123
Nous en concluons que le vert 4'Indocysaine- “7I et les



cotr2es de clearaace nédvatigque psuvent indiguer 1'2tat fonctionnsl

-

du fole et fus le colorant peut 8tre utile pour 2tablir

]

e
dizznostic différentiel de l'ictsére. Yous espirons dans un avenir

proche en comteacer 1lfévaluztien clinigue,
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Table I. Characteristics of 123I-ICG

ICG

Radiochemical Yield
(carrier-free in iodine)

Specific ACC1{§SY
(per 100 nCi 1)

Radiochemical Purity
Radionuclidic Purity
Prepataiign Time
(afrer Xe decay)

Suggested loading dose

1 wg

10 + 2%

10 mCi/mg

<0.28 133 -
> 99.8%. 123;

< 0.2% 1251

0.5 hr

< 0.02 ng/kg



Table 11. Comparison of Biological Propenties of Radivivdinated Dyes

1-Bromsulphalein I-Rose-Bengal  J-Indacyannine-greent

1241 B5p 1231-RB 1L 1CG
Blood-cleavance (1/2) 3.0-10 6-1% 1549
Liver-excretion (1/2) 20’ 90-284° 5.3
Hepatic-excretion-cfliciency ~%W% 30-50% ~08%*
Hepatic-to-plasma-reflux no o
yes yes
Diflusion into no no no
extravascular space yes yes
Intestinal realisorption partial partial no
Conjugation/transformation partial partial ?
Urinary excretion 5-20% 2-20% <0.5-2%
Interference by bilirubin yes yes no
Absurbed dose,-Rad/mGi
fiver 0.0035 0.2 0.071
wholc body 0.030 0.08 0.051
Gall bladder-visualization irregular irregular ~25¢
during test-time 215 225
“Fest-period o 60-120¢

{in dogs. *Hased on difference hetween 15 min and 24 hr liver activity.




