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ABREVIATIONS

2-FA : 2-furaldéhyde

3-DG : 3-déoxyglucosone

3,4-DGE : 3,4-didéoxyglucosone-3-ene

5-HMF : 5-hydroxyméthylfurfural

AGEs : Advanced Glycation End products

ATP : Adénosine Triphosphate

BPF : Bonnes Pratiques de Fabrication

BPPH : Bonnes Pratiques de Pharmacie Hospitaliere
CAS : Chemical Abstract Service

CLHP : Chromatographie Liquide Haute Performance
CML : Carboxyméthyl-lysine

DMPD : 4,5-diméthyl-1,2-phénylenediamine

DP : Dialyse Péritonéale

Fo : Effet stérilisant

Fcal : Valeur statistique calculée du test de Fisher
Fineo : Valeur statistique théorique du test de Fisher
GO : Glyoxal

ICH : International Conference on Harmonization — Conférence Internationale sur
I’'Harmonisation des exigences techniques pour I'enregistrement des médicaments a

usage humain
IV : Intraveineuse
LC-MS : Chromatographie Liquide associée a une détection par Spectrométrie de

Masse
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LDD : Limite de Détection

LDQ : Limite de Quantification

MGO : Méthylglyoxal

MM : Masse Molaire

Na* : Sodium

NaCl : Chlorure de Sodium

NAS : Niveau d’Assurance de Stérilité

NC : Non Communiqué

ND : Non Détectable

NS : Non stérile

PDG : Produit(s) de Dégradation du Glucose
PP : Polypropyléne

PUI : Pharmacie a Usage Intérieur

PVC : Polychlorure de Vinyle

RAGE : Récepteur des AGEs

Rs : facteur de résolution

SF : Solution Fille

Sl : Solution Intermédiaire

SEC : Secteur Extracellulaire

SIC : Secteur Intracellulaire

SFSTP : Société Frangaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques
SGI : Solution(s) Glucosée(s) Injectable(s)

SM : Solution Meére



SSI : Solutions Salines Injectables
Tr : temps de rétention
UV : Ultraviolet

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor — Facteur de croissance vasculaire

endothélial
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PARTIE I. INTRODUCTION

I. Introduction générale

Les solutions glucosées injectables sont couramment utilisées a I'hépital et sont
considérées comme des solutions sdres, peu onéreuses et sans danger. Leur
utilisation est multiple, notamment comme solution d’hydratation(l, comme diluant
pour les médicaments injectables? ou comme agent osmotique dans les solutions de
dialyse péritonéale (DP)El. Elles entrent aussi dans la composition de la nutrition
entérale et parentale. Différentes concentrations, variant de 2,5 & 70 g/100mL, sont
disponibles sur le marché francais permettant de répondre aux différentes indications

médicales.

Une grande majorité de ces solutions, quelle que soit I'indication, est destinée a étre
administrée par voie parentérale, ce qui impose une stérilité des solutions. La
Pharmacopée Européenne recommande, comme méthode de stérilisation, la
stérilisation par la chaleur humide en autoclavel®. Cette technique est basée sur la
relation entre la température, la pression et le temps. Les hautes températures sont
connues pour étre promotrices de produits de dégradation du glucose (PDG)-8l.
D’autres facteurs ont été précédemment identifiés comme impactant la formation des
PDG, tels que les conditions de stockagel®®], la concentration en glucosel*8 ou

encore le pH de la solution%11],

De nombreux PDG ont été identifiées dans les solutions de DP, tels que le 3-
déoxyglucosone (3-DG), le 3,4-didéoxyglucosone-3-ene (3,4-DGE), le glyoxal (GO),
le méthylglyoxal (MGO), 5-hydroxyméthylfurfural (5-HMF), 2-furaldéhyde (2-FA),
formaldéhyde et 'acétaldéhydel31012 || a été précédemment démontré que ces PDG
avaient un impact notamment sur 'homéostasie cellulaire>1314 I'inflammation(!®!, sur

les systémes cardiovasculairel16.17] et rénall2.18.19],

Peu de données sont aujourd’hui disponibles sur les quantités en PDG présentes

dans les solutions glucosées administrées par voie parentérale. Compte tenu de
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l'utilisation massive de ces solutions dans la prise en charge thérapeutique des
patients, et compte tenu de l'augmentation des connaissances sur la toxicité
potentielle des PDG, il apparait nécessaire d’en déterminer leur quantité ainsi que

les facteurs jouant un réle dans leur formation.

ll. Solutions glucosées en milieu hospitalier

Dans le milieu hospitalier, l'utilisation des solutions glucosées injectables (SGI) est
tres répandue, notamment pour leurs larges indications et leur faible colt. Ces SGI
sont commercialisées a des concentrations variables, comme cité précédemment!t,
Ces concentrations sont communément exprimées en pourcentage (% - g/100 mL).
Ces solutions sont disponibles en divers volumes et flaconnages permettant une

adaptation individuelle au besoin du patient.

Ces solutions sont destinées a étre administrées par voie parentérale et répondent
donc a la monographie correspondante de la Pharmacopée Européennel®® : « Les
préparations parentérales sont des préparations stériles destinées a étre injectées,
perfusées ou implantées dans le corps humain ou animal. Les préparations
parentérales peuvent nécessiter I'emploi d’excipients, par exemple pour assurer
l'isotonie au sang, ajuster le pH, augmenter la solubilité, permettre la conservation de
la (ou des) substance(s) active(s), assurer une action antimicrobienne »2°l,

Pour toute utilisation intraveineuse (1V), et ce, quelle que soit la substance injectée,

les solutions doivent étre stériles, exemptes de pyrogénes et de particules visibles.

La Pharmacopée Européenne définit plusieurs catégories de préparations
parentérales, dont notamment(?% :

- « les préparations injectables,

- les préparations pour perfusion,

- les préparations a diluer pour injection ou pour perfusion,

- les poudres pour injection ou pour perfusion. »
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Lorsque I'administration s’effectue par voie IV, il est préférable pour des raisons de
tolérance que la solution présente une osmolarité la plus proche du plasma afin
d’éviter :
- une plasmolyse, définie comme une sortie d’eau des cellules sanguines
lorsque la solution est hypertonique, entrainant une rétractation des cellules,
- une hémolyse, définie comme une entrée d’eau dans les cellules sanguines

lorsque la solution est hypotonique, entrainant la lyse des cellules.

En effet, en revenant sur les définitions, la concentration osmolaire ou osmolarité
d’'une solution se définit par la somme des concentrations molaires de I'ensemble
des substances osmotiqguement actives qui la compose (mOsm/L)?1. L’'osmolarité
plasmatique se calcule en tenant compte du sodium, du glucose et de l'urée

(principaux solutés) et est estimée a environ 295 mOsm/L 22I;

PcOsm = (Na* x 2) (mmol - L) + glycémie (mmol - L) + urée (mmol - L) éq. 1

Ou Na* est le sodium.

Cette équation montre I'équilibre a maintenir entre les solutés, rendant difficile
I'utilisation unique des solutions salines injectables (SSI) comme soluté de perfusion

mais nécessitant une diversité des solutés a administrer (SGI en alternative).

Les SGI ont la capacité de traverser les secteurs extra- et intracellulaire. En fonction
de leur concentration, elles sont classées en trois catégories!?3 :
- solutions isotoniques : la SGI 5%, elle ne modifie pas I'hydratation cellulaire ;
- solutions hypertoniques : les SGI 10% et 30%, elles diminuent I'’hydratation
intracellulaire ;

- solutions hypotoniques : la SGI 2,5%, elles augmentent I'hydratation cellulaire.

En résumé, ces SGI sont utilisées comme soluté d’hydratation, véhicule
d’administration de médicament injectable, comme agent osmotique ou encore
comme source énergétique, en complément ou en remplacement d’autres solutions
aqueuses, telles que les solutions salines injectables. Elles permettent, un apport
calorique rapide (1g = 4 Kcal), soit 175 calories par litre perfusé?® car le glucose est

un sucre rapidement métabolisé et permet la production de I'énergie qui se présente
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sous la forme d'adénosine triphosphate (ATP). Le glucose est une source d’énergie

indispensable au métabolisme cellulaire humain(?4l,

Une surveillance des constantes biologiques pendant le traitement devra étre mise
en place, par le biais notamment d’'un ionogramme plasmatique, de la mesure de la
glycémie, de la glycosurie, de la kaliémie... Ces éléments de surveillance permettent
de prédire un déséquilibre de 'osmolarité plasmatique et de détecter certains effets

indésirables liés a 'administration IV.

1. Hydratation

C’est I'une des principales indications de ces SGI,

Le corps humain est majoritairement composé d’eau (60% environ) avec une
répartition schématisée en deux secteurs : secteur intracellulaire (SIC) et secteur
extracellulaire (SEC). Les besoins quotidiens en eau sont de 1,5 a 2,5 litres par jour

(30 mL/kg de poids corporel)23],

L’équilibre entre les milieux intra- et extracellulaire s’effectue par des échanges
possibles par les membranes cellulaires séparant les secteurs. Les osmolarités entre
les deux secteurs sont normalement égales. L’'osmolarité extracellulaire est régulée
par le métabolisme de I'eau (soif, réabsorption rénale). L'équilibre sodique est régulé

par le rein, modulant I'excrétion du sodium, reflet du SIC.

On retrouve en pathologies, différents troubles de I'hydratation 241 :

La déshydratation extracellulaire ou déshydratation isotonique (rapport de perte en
eau/Na* égal a 1) : la perte de sodium est supérieure aux entrées. Elle est souvent
accompagnée d’'une perte d’eau, ce qui n’engendre pas de modification du SIC. Les
etiologies sont diverses : la déshydratation aigué est dans 90% des cas due a des
pertes d’eau d’origine digestive (diarrhées, vomissements). C’est une perturbation
métabolique, notamment tres fréquente chez la personne &agée de par les

modifications physiologiques liées a 'agel?®. Les autres étiologies retrouvées sont
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des bralures, une sudation extréme, un usage de diurétiques, une insuffisance
surrénalienne, un diabéete sucré, des néphropathies interstitielles... Le traitement
s’effectue par I'administration de soluté salé isotonique (chlorure de sodium — NaCl
0,9%).

La déshydratation globale ou déshydratation hypertonique (rapport de perte en
eau/Na* supérieur a 1) : une perte en eau et en sodium avec une perte en eau
supérieure a la perte en sodium, impactant le SIC. La déshydratation globale est
diagnostiquée dans la population lors des grosses canicules. Le traitement consiste
a une alternance de NaCl 0,9% et de SGI a 5% (G5%).

La déshydratation intracellulaire : elle provient d’une perte hydrique qui entraine une
hyperosmolarité extracellulaire. L’eau du SIC vient donc vers le SEC par un
mouvement compensatoire. On retrouve en étiologie les diabetes insipides centraux
et néphrogénique, la polypnée/hyperventilation prolongée... Apres traitement

étiologique, la prise en charge préconise une administration de G5%.

L’objectif de I'hydratation est de restaurer I'équilibre intra- et extracellulaire. Elle se
fait de facon progressive tout en surveillant le rythme cardiaque, la diurése et le
poids (permettant le diagnostic d'cedéeme) qui sont les symptbmes de
I'hyperhydratation. Les SGI a 10 et 30% trouvent leur place dans la prise en charge
de I'hyperhydratation intracellulaire par leur pouvoir osmotique permettant la sortie

d’eau des cellules(?3],

Les SGI de basses concentrations, 2,5 et 5% trouvent leurs places dans la prise en
charge de tous les types de déshydratations (intra- et extracellulaire, peu sévere a
sévére et en cas de choc) en association avec d’autres solutés de remplissage (ex :
NaCl 0,9%). La posologie recommandée chez l'adulte pour le traitement des
déplétions en eau et en hydrate de carbone est comprise entre 500 mL et 3 L par 24
heuresl?l. Chez I'enfant et le nourrisson, elle s’adapte en fonction du poids. La
posologie sera donc adaptée en fonction de l'indication, du patient, de son état
clinique, de ses pathologies associées, de son poids et de son alimentation. Ces SGI

s’administrent en perfusion continue par gravité avec un débit ne devant pas
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dépasser une dose maximale de 5 mg/kg/min chez I'adulte afin d’éviter I'apparition
d’'une hyperglycémie.

Les SGI a 5% sont également utilisées dans la prévention des déshydratations. Elles
possedent de nombreux avantages, notamment d’étre isotoniques au sang (278
mosm/L). Elles sont utilisées pour des patients nécessitant des restrictions sodiques

(insuffisants rénaux, insuffisants cardiaques, hypoglycémie...).

2. Véhicule d’administration

De nombreux médicaments sont administrés par voie IV. En fonction de la
concentration nécessaire pour I'administration de la bonne dose d’'un médicament
injectable, des dilutions pourront étre réalisées. Pour cela, les SGI peuvent étre
utilisées comme solvant de reconstitution et/ou de dilution?. Aprés vérification de la
compatibilité et de la stabilité entre le principe actif et la SGI, la reconstitution et/ou la
dilution pourront étre réalisées. Les instructions d’utilisation de ces médicaments
conditionnent les volumes appropriés pour chaque traitement. Nous retrouvons par
exemple dans la catégorie des médicaments injectablesl?, des médicaments
couramment utilisés en pratique clinique tels que des antihypertenseurs, des
antalgigues mais également des anticancéreux cytotoxiques, des anti-infectieux ou
encore des biothérapies (anticorps, biosimilaires)?”28l. Parfois, le recours a une SGI

est obligatoire (ex : oxaliplatinel?®], amphotéricinel3°-31),

Pour ces principes actifs, aucune alternative a la dilution et/ou a la reconstitution par
des SGI n’est actuellement possible soit par I'absence de données de stabilité
physico-chimique, soit par une instabilité ou une stabilité amoindrie avec un autre

véhicule d’administration!.
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3. Source énergétique

Le glucose est un sucre simple, de formule chimique CsH120s6. Présent dans toutes
les cellules vivantes, il est indispensable au fonctionnement cellulaire (nutriment le
plus important du catabolisme cellulaire). Chez 'Homme adulte, la glycémie, qui
reflete le taux de glucose dans le sang, est normalement comprise entre 0,80 et 1,20
g/L!32,

Lorsque les apports alimentaires par voie orale ou entérale ne sont pas suffisants
pour couvrir les besoins journaliers, la mise en place d’'une nutrition parentérale peut
s’avérer nécessaire. On retrouve, comme indication a la mise en place d’une nutrition
parentérale, des pathologies intestinales avec malabsorption (ex : gréle court,
maladie de Crohn), les contre-indications a la nutrition entérale (occlusion intestinale,
abces a point de départ digestif) ou encore une mauvaise tolérance a la nutrition
entérale (pneumopathie d’inhalation, diarrhées séveres)3334, Elle consiste a perfuser
des nutriments (glucose, acides aminés, lipides) sous forme de solution ou émulsion
injectable adaptée aux besoins du patient. Elle permet de rétablir un bon état
nutritionnel et de limiter les états de dénutrition. Outre ces macronutriments, la
nutrition parentérale totale au long cours doit apporter des micronutriments

(minéraux, oligo-€léments, vitamines).

Les mélanges de nutrition parentérale possédent le statut de médicament. Ces
solutions peuvent étre industrielles et possedent une autorisation de mise sur le
marché ou étre préparées au sein des pharmacies a usage intérieur (PUI) comme

préparation magistrale.

De par leur composition, les mélanges de nutrition parentérale peuvent étre classées

en deux grands types de mélange 3339 :
- Mélange binaire : solution composée d’'un mélange de glucose et d’acides
aminés,
- Meélange ternaire : émulsion composée d’'un mélange de glucose, d’acides

aminés et de lipides apportant des acides gras sous forme de triglycérides.

Les mélanges industriels de nutrition parentérale sont conditionnés dans une poche

plastique compartimentée. Ills sont reconstitués de maniere stérile juste avant
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'administration au patient. L’administration peut se dérouler en continue ou de

maniére cyclique (réalisée par paliers)B34,

Présent dans l'ensemble des mélanges de nutrition parentérale (préparations
industrielles ou préparations magistrales), le glucose provient de SGI concentrées (=
30 ¢g/100 mL). De fait, des produits de dégradation du glucose sont également

présents dans ces mélanges de nutrition parentérale.

4. Le glucose : agent osmotigue — solution de dialyse péritonéale

La dialyse péritonéale (DP) est une technique extrarénale utilisée dans I'insuffisance
rénale chronique au stade terminal. A ce stade de la pathologie, les reins n’assurent
plus leur fonction d’épuration sanguine!®®:371, Cette technique d’épuration extra-rénale

ne concerne que 10% des patients atteints de maladie rénale chroniquel?3l.

Cette technique utilise le péritoine, membrane semi-perméable comme filtre. Ce
dernier est composé de deux feuillets : le pariétal et le viscéral. Entre ces deux
feuillets, une cavité est présente : la cavité péritonéale. Elle sera le lieu des
échanges entre le liquide de dialyse péritonéale et le sang permettant I'ultra-filtration
de liquide et I'épuration de molécules de petites et moyennes tailles, qui sont
produites par le catabolisme de I'organisme telles que l'urée, la créatinine et des
électrolytesi®8l, Elle permettra en plus de [I'élimination de ces molécules, une
régularisation de la volémie, de la pression artérielle et du pH sanguini®739, En

revanche, la dialyse ne palie pas les fonctions endocrines rénales.

Pour la réalisation des échanges, une solution appelée dialysat (fluide de dialyse
péritonéale) est introduite dans la cavité (environ 2 litres). Ces solutions de dialyse
sont composées de solution tampon de lactate ou de bicarbonate, d’électrolytes
(sodium, magnésium, calcium...) et d’agent osmotique tel que le glucosel*’. Les
électrolytes et l'agent osmotique interviennent dans les mécanismes d’échange de

par leurs propriétés physico-chimiques :

- Les déchets du catabolisme et les électrolytes régulés en temps normal par le

rein, vont étre éliminés du plasma sanguin vers le dialysat par le principe de
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diffusion. En effet, les concentrations dans le dialysat sont inférieures aux
concentrations présentes dans le plasma.

- L'eau excédentaire va étre attirée par l'agent osmotique permettant de
régulariser la surcharge hydrique. Ce processus est le principe d’ultrafiltration.
Le glucose en forte concentration entraine un mouvement d’eau du plasma
vers le dialysat. Plus la solution de dialyse est concentrée en glucose et plus

le mouvement de I'eau sera important.

Les échanges entre le dialysat et le sang se réalisent pendant 6 heures : il s’agit de
la période de stase. Puis la solution usagée, chargée d'eau et des éléments du
catabolisme sera éliminée. Un nouveau cycle peut commencer avec 2 nouveaux
litres de dialysatl?3l. Cette technique a I'avantage de pouvoir se réaliser a domicile
mais une diminution d’efficacité allant jusqu’a la perte d’activité au cours du temps a

été constatéel3,

Différentes concentrations de glucose et différents volumes (de 1,5 a 5 litres) sont
mis a disposition permettant de maitriser [I'élimination des liquides. Les
concentrations en électrolytes ont été calculées afin de normaliser le taux
d’électrolytes plasmatiques!“®l. Elles sont a pH physiologique soit directement si elles
sont constituées d’'un seul compartiment, soit aprés mélange si elles sont en bi- ou
tri-compartiments[*?l. On classe les solutions de DP en trois catégories en fonction de
leur osmolarité calculée d’aprés I’équation 1 : solution isotonique au liquide
péritonéal (1,26 a 1,5%), solution médiane (2,27 a 2,5%) et solution hypertonique
(3,89 a 4,25%)940-42],

Le glucose joue un role essentiel dans la prise en charge de la dialyse péritonéale et

permet en plus de réguler la volémie et secondairement la pression artériellel23:37],

En repartant des propriétés osmotiques et nutritives du glucose, ce dernier est utilisé
en solution a différentes concentrations comme solution d’hydratation et comme
véhicule d’administration, mais aussi en mélange comme source énergétique et
solution d’épuration. En résumeé, les solutions injectables a base de glucose
apparaissent incontournables dans la prise en charge thérapeutique des patients,

soit pour des raisons médicales soit pour des raisons thérapeutiques. Pour cela elles
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sont utilisées quotidiennement dans les unités de soins hospitalieres ou pour les
soins a domicile. Leur utilisation expose a certains problemes compte tenu de la

présence de produits de dégradation du glucose.

ll. Produits de dégradation du glucose

1. Les différents produits de dégradation du glucose

Les PDG proviennent de la dégradation du glucose sous l'influence de nombreux

facteurs et sont présents naturellement dans I'organisme humain.

Le glucose est le principal hydrate de carbone de I'organisme humain et permet la
production d’énergie par la cellule sous forme d’adénosine triphosphate (ATP). Cette
formation d’ATP est associée a la formation d’'ion superoxyde dérivant de I'oxygéne.
L’oxydation du glucose ou glycoxydation, réaction non-enzymatique, entraine la
formation de composés carbonyles instables tels que le 3-déoxyglucosone (3-DG), le
3,4-didéoxyglucosone-3-éne (3,4-DGE), le glyoxal (GO), le méthylglyoxal (MGO)[?4],

A ces quatre PDG s’ajoutent d’autres composés qui ont été également
précédemment identifiés dans les fluides de DP[31012 et dans les SGIL431: |e
formaldéhyde, le 5-hydroxyméthylfurfural (5-HMF), le 2-furaldéhyde (2-FA) et
'acétaldéhyde. Les huit PDG cités sont ceux qu'’il est possible de quantifier a I’heure
actuelle dans les phénoménes de dégradation. Cependant le nombre théorique

possible de PDG serait trés important, comme le suppose Linden et al.[3l,

Parmi les PDG cités précédemment, deux ont attiré notre attention : le 5-HMF,
considéré comme un bon marqueur de la dégradation et le 2-FA, produit final d’une

seconde voie de dégradation du glucosel®43:44],

Ces deux PDG apparaissent dans des conditions de stockage a haute
températurel349 et lors de la stérilisation selon Ulbricht et al.l*¢l. La figure 1 décrit un

schéma de formation des PDG sous l'influence de la chaleur.
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Figure 1 : Schéma de la dégradation du glucose dans des conditions de stockage a

hautes températures!®4%! ou de stérilisation[*6].

2. Voies de formation des PDG

Le glucose est connu pour étre une substance promotrice de protéines glyquées. La
glycation des protéines est le résultat de la formation d’'une liaison covalente entre
une fonction aldéhyde —CH=0 d’un sucre réducteur et une fonction amine libre —NH:z
d’acides aminées (lysine ou arginine)*?. C’est une réaction non-enzymatique qui
porte le nom de celui qui I'a découverte : Louis Camille Maillard, en 1912171, La
réaction de glycation, sensible a 'oxygéne, se produit de maniére spontanée dans la
nature, in vitro ou dans l'organisme (i.e. 'hémoglobine glyquée). Les produits issus
de cette réaction de glycation, apres un réarrangement moléculaire appelé
réarrangement d’Amadori forment les produits de glycation avancée (Advanced
Glycation End products), encore appelés AGEs[?448-50] | a figure 2 décrit la réaction
de Maillard a 'origine des AGEs!*2,
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Figure 2 : Réaction de Maillard conduisant a la formation des AGEs (Advanced
Glycation End products) aprés fixation d’un sucre, comme le glucose, sur une

fonction amine libre -NH2, d’aprés Wautier et al.[*8],

Ces derniers sont retrouvés dans le plasma et dans les tissus lors d’insuffisance
rénale, de diabéte et lors du vieillissement?4. Cette production d’AGEs se retrouve
aussi dans l'alimentation, ce qui a pour conséquence, par exemple, la couleur brune

de certains aliments tels que le painl apres la cuisson!®?,

En parallele de la réaction de Maillard, la réaction entre les PDG produits par
'oxydation du glucose (composés carbonyles instables) et les fonctions amines
libres des protéines, est également source d’AGEs. Ainsi les PDG sont reconnus

précurseurs d’AGEs[®354],

Ainsi, trois voies de dégradation du glucose conduisent a la formation des AGEs : la
voie de la glycation (ou réaction de Maillard), la voie des polyols et la voie de la

glycoxydation[?¥ et dont décrites dans la figure 3.
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Figure 3 : Voies de formation des AGEs décrites par Boulanger et al.[?4

La voie des polyols est une réaction enzymatique impliquant I'aldose réductase
transformant le glucose en sorbitol, puis la sorbitol déshydrogénase intervient pour
conduire a la formation d’AGEs.

La glycoxydation, quant a elle, est une réaction non enzymatique conduisant a la
formation d’AGEs. Cette réaction est dépendante de la concentration en glucose, du

temps et du stress oxydatif?4l,

Les deux AGEs les plus étudiés sont la pentosidine et la carboxyméthyl-lysine

(CML)B9L, Les structures chimiques sont décrites dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Descriptif des deux AGEs les plus étudiés.

Nom des AGEs Formule chimique Structure

@]
NH; Ho~4 NH;

Pentosidine C17H26N604 O Hfo

o
r;l \N
U
hH;
N(6)-Carboxyméthyl-lysine CsH16N204 HO. NW
\ﬂ:/\H OH

Il existe sur de nombreuses cellules et revétements des récepteurs aux AGEs : les
RAGE. lIs font parties de la superfamille des immunoglobulines et sont au hombre de
trois : le RAGE, le dominant négatif RAGE (DN-RAGE) et le RAGE sous sa forme
soluble (s-RAGE). Seul le RAGE aprés liaison avec les AGEs active les mécanismes
oxydatifs conduisant aux réponses cellulaires aprés transduction 24, On retrouve ces
trois récepteurs notamment sur les phagocytes, les neurones en développement

ainsi que sur les cellules endothéliales et sur les muscles lisses®857],

Les AGEs agissent soit librement, soit par I'intermédiaire de ces récepteurs RAGE.

3. Toxicité

Bien que I'on ne connaisse pas encore précisement les seuils de toxicité de ces
produits, il a été montré que de hautes concentrations en PDG et en AGEs avaient

un impact sur ’homéostasie cellulairel’13.14],

Concernant le 5-HMF, il est considéré comme un produit irritant par exposition
atmosphérigue, notamment pour les yeux, le systeme respiratoire, la peau et les
mugueuses®®. Le 3-DG, le 3,4-DGE, le GO et le MGO activent la production de
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cytokines pro-inflammatoires (ex : IL-6), de facteurs de croissances (VEGF) et

altérent la viabilité cellulairef24.36.59,

L’identification de la toxicité des PDG et des AGEs n’est pas évidente in vivo. En
effet, la réaction de Maillard se produisant spontanément dans I'organisme rend
'évaluation de la toxicité plus délicate par un modele unique. De plus, les
concentrations de ces produits de dégradation dans ces solutions glucosées varient
entre 0,1 et 1000 umol/L selon les PDG incriminésl110.1260] || g été démontré que le
PDG le plus bio-réactif était le 3,4-DGE, limitant de ce fait la biocompatibilité[?3.13.53]
des solutions de DP et des SGI.

Les PDG, précurseurs des AGEs, s’accumulent dans les organes et les tissus
interagissant, notamment avec le RAGE, et entrainant de nombreuses réactions
cellulaires de type pro-inflammatoire, pro-coagulante et pro-fiborosante qui sont
néfastes pour les fonctions cellulaires et tissulaires'® et entrainant un vieillissement

précoce.
Les AGEs :

- sont notamment impliqués dans le stress oxydatif [2.61],

- ont un impact sur le systéme cardiovasculaire 116 et sont associés a une
augmentation de la morbidité cardiovasculaire [17],

- causent la dégradation de cellules mésothéliales et des caractéristiques de la
membre péritonéale [62.63],

- ont un impact sur la dégénérescence de la macula, sur la formation de
cataracte et de rétinopathie diabétique!®y,

- entrainent une altération de la fonction rénale [1° et notamment par des
lésions rénales [1:12.18],

- ralentissent la cicatrisation des plaies 4,

induisent I'apoptose des leucocytes et des cellules épithéliales rénales 641,

Si I'impact des PDG et des AGEs sur les cellules est connul10.14.36.65  |es risques
liés a l'administration chronique de solutions thérapeutiques sont, quant a eux
inconnus. De plus, leur degré d’interactions chimiques avec les nouveaux

meédicaments a structure protéique (anticorps, biosimilaires, etc.) est encore mal

déterminé, si I'on considére le probléme de la glycation avant administration!??-28],
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4. Facteurs influencant la formation des PDG dans les solutions glucosées

commercialisées

Certains facteurs ont été précédemment identifiés comme étant des facteurs
influencant la dégradation du glucose dans les solutions glucosées : le processus de
stérilisation>8! décrit dans le paragraphe précédent, le pH de la solution'%11 ainsi

que la concentration initiale en glucosel!,

L’Académie Nationale de Pharmacie a émis des recommandations en Janvier 2014
sur I'importance de limiter la formation des PDG et des AGEs®¢l. On retrouve dans le
domaine thérapeutique des recommandations sur la stérilisation des SGI. En effet, la
stérilisation par la chaleur humide est la technique de référence mais est connue

pour étre promotrice de PDG>8,

a. Stérilisation et stérilité

i. Définition et recommandation

La Pharmacopée Européenne précise, dans sa définition des solutions destinées a
I'administration parentérale, que celles-ci doivent étre stériles!2,

Les SGI sont donc préparées selon des méthodes devant assurer une limpidité, une
stérilité et une apyrogénicité. Ces caractéristiques devront étre maintenues sur

I'ensemble de la période de conservation.

La Pharmacopée Européennel définit la stérilité comme « l'absence de
microorganismes viables ». La stérilité est définie comme une probabilité d’absence
de micro-organisme viable dans la préparation. Pour quantifier cette probabilité, la
Pharmacopée Européennel®’l a défini un seuil : le niveau d’assurance de la stérilité
(NAS). « Le NAS d’un procéde de stérilisation indique le degré d’assurance avec
lequel une population d’articles est rendue stérile par le procédé considéré. Le NAS
pour un procéde donné est exprimé comme la probabilite d’occurrence d’un article

non stérile dans cette population. Un NAS de 1076, par exemple, correspond a une
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probabilité d’au plus 1 microorganisme viable pour 1 x 108 unités stérilisées du
produit final ». Le NAS attendu par ces procédés de stérilisation est d’au moins 106,
Afin d’assurer cette stérilité, la Pharmacopée Européenne recommande une
stérilisation terminale, chaque fois que cela est possible. La stérilisation terminale est
définie comme une stérilisation du produit dans son conditionnement primaire.
Toutefois, si la stérilisation terminale n’est pas utilisable, notamment pour des
raisons de stabilité du principe actif, une stérilisation réalisée a l'aide d’'un filtre
antibactérien de porosité < 0,22 ym ou la réalisation d’'une préparation en milieu

aseptique sont possibles.

Différentes méthodes de stérilisation terminale sont décrites dans la Pharmacopée

Européenne :

- La chaleur humide,
- La chaleur séche,
- L’irradiation ionisante,

- Les gaz.

Pour les solutions industrielles destinées au domaine hospitalier, la stérilisation
terminale la plus couramment utilisée est la stérilisation par la chaleur humide. En
revanche, lorsque les médicaments, sous forme de préparations magistrales ou
hospitaliéres, sont préparés au sein des PUI, la préparation en milieu aseptique est
la technique couramment choisie (hotamment de par le matériel et les locaux

disponibles).

Les trois autres méthodes de stérilisation terminale sont réservées a la stérilisation
des dispositifs médicaux et sont peu appliquées aux médicaments. On retrouve la

stérilisation par irradiation ionisante, par les gaz (ex : oxyde d’éthyléne).

La stérilisation par la chaleur séche, dite Poupinel, n’est plus autorisée. En effet, les
Bonnes Pratiques de Pharmacie Hospitaliere (BPPH) publiées par I'arrété du 22 Juin
200168 opposables aux PUI par le décret n°2000-1316 publié le 26 Décembre
20005 indiquent «Chaque fois que possible, la stérilisation a 134°C et pendant 18

minutes, est utilisée. L utilisation de la chaleur séche est proscrite. »']
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ii. Méthode de stérilisation appliquée aux solutions glucosées
injectables

La technique la plus couramment utilisée dans 'industrie pour la stérilisation des SGI
est la stérilisation terminale par la chaleur humide sous pression, répondant aux
recommandations de la Pharmacopée Européennel®. Afin de minimiser la charge
microbienne, il est important d’utiliser des matieres premiéres avec un niveau faible
de contamination microbienne, comme préconisé dans le référentiel en vigueur en
France pour les laboratoires pharmaceutiques : les Bonnes Pratiques de Fabrication
(BPF)I",

La stérilisation par la chaleur humide s’appuie sur trois paramétres, qui sont a
prendre en compte lors d’'un cycle de stérilisation : la température du plateau (T), la
durée du cycle (t) et la pression. Ces trois parametres permettent la formation de la

vapeur saturée qui jouera le role d’agent stérilisant.

L’effet stérilisant est jugé par le Fo, exprimant la létalité d’'un procédé de stérilisation
(en unité de temps). « La valeur Fo associée a un procédé de stérilisation par la
vapeur saturée exprime sa létalité, en termes de temps (en minutes) d’exposition a
une température de 121°C qui serait nécessaire pour obtenir le méme résultat
qu’avec le procédé utilisé, appliqué au produit dans son récipient final, par rapport a
des microorganismes possédant une valeur Z théorique de 10 »[7], La valeur Z est

définie comme la résistance d’un microorganisme aux variations de température.

La valeur stérilisatrice Fo est définie comme la somme des effets stérilisants par unité
de temps sur toute la durée de la phase déclarée comme stérilisante dans un cycle
de stérilisationl>67. Elle permet de mesurer 'efficacité thermique du procédé de
stérilisation. Pour un méme Fo, plusieurs combinaisons de température et de temps

sont possibles.

Le principe de la stérilisation par la chaleur humide se base sur le fait que la plupart
des microorganismes se reproduisent a I'état végétatif entre -5°C et +80°Cl"%, La
vapeur saturée entraine des modifications de la perméabilité des membranes et

I'hydrolyse partielle des chaines peptidiques des micro-organismes[’l,
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La stérilisation par la chaleur est connue pour avoir un impact sur la dégradation du
glucosell->7-9.7273] Effectivement, un grand nombre de produits de dégradation et/ou
d’oxydation du glucose (PDG) est généré apres exposition des solutions glucosées a
la chaleur. Une étude ancienne portant sur I'impact de la température menée par
Postaire et al. semble montrer que plus la température est importante et plus la
génération des produits de dégradation est conséquentel®l. En effet, la dégradation
du glucose, exprimée en %, passe de 3,4 a 8,62% pour une température de 110°C a
134°C pour une solution de glucose a 50%. Mais la température n’est pas le seul
facteur dans le cycle de stérilisation. La durée du cycle a également son importance.
Les concentrations en 5-HMF varient de 2,46 a 40,01 mg/L pour des durées de

cycles de 30 a 60 min, respectivement (température du cycle fixée a 120°C)[8l,

Cook et al.P! quant a eux, ont étudié différents couples temps/température : cing
températures différentes (115, 117, 119, 121 and 124°C) et cinq Fo (8, 10, 12, 14 et
16), soit vingt-cing combinaisons possibles. Les durées de cycle équivalentes sont
comprises entre 4 minutes et 63 minutes. lls démontrent qu'’il serait préférable de
travailler a une température plus élevée mais avec une durée de cycle le plus court
possible dont la combinaison maintient la stérilité des solutions et permet de limiter la
formation du 5-HMF. En effet, les concentrations en 5-HMF sont de 0,4 mg/L pour un
cycle de 8 minutes a 124°C et de 2,2 mg/L pour un cycle de 64 minutes a 115°C.Bl

Ces deux cycles ont un effet stérilisant Fo de 16.

b. Concentration en glucose

La concentration en glucose joue un réle important dans la formation des PDG[!l,
Postaire et al. comparent trois solutions glucosées a 10, 30 et 50%. Les résultats
montrent des concentrations en 5-HMF de 8,34 mg/L, de 23,79 mg/L et de 36,70
mg/L pour le glucose 10, 30 et 50% respectivement!®l. Bryland et al. ont étudié les
concentrations en 5-HMF dans les solutions de DP de concentration en glucose
comprise entre de 2,5 et 30 g/100mL. Les concentrations en 5-HMF varient de 2 a
146 uM, soit de 0,25 a 18,03 mg/L™M. Boulanger et al. ont résumé les concentrations

en 5-HMF et en 2-FA dans les solutions de DP. Pour des concentrations en glucose
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de 1,5 a 4,5 g/100mL, les concentrations en 5-HMF varient de 0,76 mg/L a 3,78 mg/L
respectivement et les concentrations en 2-FA de 4,80 pg/L a 192,16 pg/L[42.,

Ces études démontrent le lien prévisible entre une concentration initiale en glucose

plus élevée et I'apparition de PDG a des concentrations supérieures.

c. Conditions de stockage

Les études portant sur l'impact de la stérilisation démontrent I'importance de la
température et du temps de stérilisation dans la formation des PDG, comme le
démontrent les travaux de Cook et al.b! précédemment exposés. Mais qu’en est-il de
la température et du temps de stockage de I'ensemble des SGI utilisées
massivement a I'’hépital ? Les conditions de stockage sont variables d’une région a
une autre, d’'une saison a l'autre, d’'un établissement de santé a un autre (structure,
locaux climatisés...) et au sein d'une méme PUI (organisation de I'espace de

stockage...).

Dans la littérature quelques travaux mentionnent I'impact du stockage sur la
formation des PDGI9, et plus précisément I'impact de la température. Kjellstrand et
al ont étudié l'influence de la température (entre -20°C et 40°C) sur la formation de
PDG sur une période de 2 ans et ont conclu par une recommandation de stockage

de préférence inférieure a 20°C,

Erixon et al.l’'47% ont analysé des solutions de DP conservées a 25, 40°C et 60°C
pendant 21 et 30 jours. Les concentrations en 5-HMF étaient stables durant 1 mois
(14 pmol/L) lors d’un stockage a 25°C. Une augmentation des concentrations en 5-
HMF jusqu’a 7 fois plus importante a été démontrée pour des températures
supérieures. Pour montrer I'impact d’'une haute température, ils ont travaillé sur des
solutions conservées a température ambiante pendant deux mois et lors de
'analyse, en paralléle la solution analysée a été placée a 60°C pendant une
journéel’8l, Une augmentation des concentrations a été observée lorsque le stockage

subit une augmentation rapide de température sur une courte durée (1 jour).
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Ces études semblent montrer que les conditions de stockage jouent un réle dans la
dégradation du glucose. Selon toute vraisemblance, plus le stockage est long et a

haute température et plus la génération de PDG est conséquente.

Si plusieurs facteurs ont été préalablement identifiés comme influencant la
dégradation du glucose, tels que la concentration en glucosel’® le pH de la
solution!?®1l, ou encore les conditions de stockage!®®l, d’autres facteurs pourraient
jouer un rble comme le conditionnement primaire ou encore la perméabilité a

'oxygéne puisque la formation des PDG est dépendante de I'oxygénel*?,
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IV. Objectifs

Les données disponibles sur I'impact des PDG présents dans les SGIL843.44]
notamment sur la toxicité intrinséque lors d’'une administration chroniquel*! et sur
leur impact sur les médicaments dilués par des SGI tels que les médicaments a
structure protéique (oxydation et glycosylation du principe actif)l?”:28] sont moins
nombreuses que celles disponibles sur les solutions de DP.

Les travaux retrouvés dans la littérature démontrent une hétérogénéiteé de
I'exposition des patients aux PDG selon les SGI utilisées. Il semble nécessaire de
limiter la formation de ces PDG a la vue de leur toxicité par la maitrise des facteurs

contribuant a leur formation.

La premiére partie de ce travail consiste, dans un premier temps, a identifier et
quantifier deux PDG reconnus comme étant des marqueurs de dégradation du
glucose [3,43,44] - le 5-HMF et le 2-FA - dans les SGI présentes sur marché
francais. Pour cela, une méthode de chromatographie liqguide haute performance
(CLHP) couplée a une détection dans l'ultraviolet (UV) a été validée. Puis dans un
second temps, apres analyse des facteurs influencant la formation des PDG,

I'objectif a été de construire un modele intégrant 'ensemble des paramétres définis.

La deuxiéme partie de ce travail porte sur l'influence des conditions de stérilisation,
étape incontournable dans le processus de fabrication des SGI, sur la génération de
PDG. L’analyse statistique des différents paramétres permet d’élaborer un modele
cinétigue de la dégradation du glucose et de la formation des 5-HMF et 2-FA, tenant

compte de I'ensemble des facteurs influents.
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PARTIE II. IDENTIFICATION ET QUANTIFICATION DES PDG — ANALYSES DES
FACTEURS INFLUENCANT LA FORMATION DES PDG

I. Introduction

Comme annoncé précédemment, les SGI sont commercialisées sur le marché
francais avec des concentrations allant de 2,5% jusqu’a 70% dans divers
conditionnements primaires : poches souples, flacons semi-rigides ainsi que des
flacons en verre. Divers matériaux tels que du verre ou des polymeéres plastiques

composent ces conditionnements.

Les recommandations de [I'’Académie Nationale de Pharmacie portant sur
'importance de limiter la fomation des PDG tend a chercher 'ensemble des facteurs
jouant un role dans la dégradation du glucose et a les optimiserl®8l. ’identification de
ces facteurs impactant la dégradation du glucose commence par la détection et la

guantification des PDG.

Le choix de la méthode de dosage et de la détection se réalise aprés analyse des
caractéristiqgues physico-chimiques des molécules d’intérét. De nombreuses
méthodes analytiques permettant de doser les PDG par chromatographie liquide
haute performance, couplée a une détection en ultraviolet (CLHP-UV) ont été

décrites!351043.44],

Cependant, la détection de certains PDG en UV peut étre complexe de par I'absence
de groupement chromophore sur leur structure. Pour cela, une des techniques
analytiques utilisables est la méthode de dérivation chimique qui consiste a greffer
sur les molécules d’intérét des groupements chromophores. Dans la littérature,
I'utilisation du O-Phénylénediamine (O-Phe) comme agent dérivant est décritel?.
Cette méthode nécessite une quantité 4 fois importantes (ratio molaire) d’agent
dérivant que de composé a doser. La détection se fait alors a 235 nm. Une autre
méthode de dérivation a également été testée, portant notamment sur le 3-DG, le

GO et le MGO. Elle utilise comme agent dérivant : le 2,3-diaminonaphtalénel10.60],
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Les méthodes de dosage par CLHP-UV sont diverses et variées. Tomo et al. ont
travaillé avec une détection UV pour identifier et quantifier le 3-DG, le 5-HMF et le 2-
FA. Leur travail porte également sur la quantification du MGO, du GO, du
formaldéhyde et de l'acétaldéhyde. L’étude de ces quatre PDG a nécessité une
étape de dérivation par le 2,4-DNPH. Les LDQ sont de 0,21 uM pour le 5-HMF, de
0,11 puM pour le MGO et le GO et de 0,5 uM pour I'acétaldéhyde. Pour le 2-FA, le 3-
DG et le formaldéhyde, les LDQ n’ont pas été communiquées!t0l.

L’équipe de Kjellstrand et al. a, quant a elle, travaillé sur le 3-DG, le 5-HMF,
I'acétaldéhyde et le formaldéhydel*ll. Une technique de dérivation a été nécessaire
pour le 3-DG, l'acétaldéhyde et le formaldéhyde. L’agent dérivant utilisé est le 2,4-
DNPH. Les LDQ et les LDD n’ont pas été communiquées/!ll. Le tableau 2 décrit un

ensemble de méthodes CLHP-UV retrouvées dans la littérature.
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Tableau 2 : Méthodes CLHP-UV d’identification et quantification des PDG décrites dans la littérature. NC : non communiqué.
2-FA : 2-furaldéhyde, 3-DG : 3-déoxyglucosone, 3,4-DGE : 3,4-didéoxyglucosone-3-ene, 5-HMF : 5-hydroxyméthylfurfural, AA :
Acetaldéhyde, GO : Glyoxal, MGO : Méthylglyoxal, 2,4-DNPH : 2,4-Dinitrophénylhydrazine. CLHP-UV : chromatographie liquide
LDQ : Limite De Quantification, LDD : Limite De Détection. NC : Non Communiqué

haute performance - détection Ultra Violet.

Références PDG étudiés Méthode Détection Dérivation |LDQ LDD Gamme de validation
5-HMF
2-FA (étalon 5-HMF : 1-5 pg/mL
Cook et al.B!  |interne) CLHP-UV |UV (283 nm) Non NC NC 2FA : 8745 pg/mL
5-HMF
Postaire et Pyrazinamide 5-HMF : 0,480-5,76 pug/mL
al.l®l (étalon interne) | CLHP-UV |UV (284 nm) Non NC NC Pyrazinamide : 1mg/mL
3,4-DGE UV (284 nm) 5-HMF et 3,4-DGE : NC
5-HMF 2-FA 5-HMF : 0,21 uM
Tomo et al.*? | 2-FA CLHP-UV | UV (360 nm) 3,4-DGE | Non 2-FA : NC NC NC
MGO MGO : 0,11 uM
GO GO:0,11 uM
3-DG 3-DG : NC
AA AA: 0,5 uM
Tomo et al.*® | Formaldéhyde |CLHP-UV |UV (360 nm) 2,4-DNPH |FO:NC NC NC
3-DG 3-DG : NC 3-DG : 123 - 790 uM
3,4-DGE 3,4-DGE : NC |3,4-DGE : 22 - 59 uM
5-HMF 5-HMF : NC 5-HMF : 2 - 146 uM
Formaldéhyde FO:NC FO:4-34uM
MGO MGO :1,0uyM |[MGO :7-17puM
Bryland et AA AA:11puM AA 1 NC
al.M GO CLHP-UV |NC Non NC GO:34uM GO :NC
Kjellstrand et
al.ty 5-HMF CLHP-UV [UV (284 nm) Non NC NC 5-HMF : 7 - 309 mM
3-DG 3-DG:5-163 mM
Kjellstrand et | AA AA:1,1-57mM
al.lt Formaldéhyde |CLHP-UV |UV (228 nm) 2,4-DNPH |NC NC FO:1,3-13mM
3,4-DGE : 0,07
Linden et al.*Y| 3,4-DGE CLHP-UV |UV (228 nm) Non NC UM 3,4-DGE : 0,3 - 18,3 uM
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La détection UV n’est pas universelle et elle se limite aux PDG porteurs de
groupements chromophores, avec la possibilité d’extension par dérivation.

D’autres détecteurs ent été utilisés, notamment pour identifier et quantifier un
nombre plus important de PDG. La chromatographie liquide couplée a un
spectrometre de masse (i.e. LC-MS) en fait partie. Pour améliorer la spécificité et/ou
augmenter l'ionisation permettant d’augmenter l'intensité du signal, la dérivation peut

étre réalisée, notamment pour les molécules d’intérét de faible poids moléculaire.

Le tableau 3 décrit les méthodes utilisant la LC-MS retrouvées dans la
littératurel?277-80  Frischmann et al. ont utilisé la dérivation par O-Phe pour la
détection du 3,DG, du 3,4-DGE, du 5-HMF, du 2-FA, du MGO, du GO, du
formaldéhyde et de I'acétaldéhyde. Les LDQ n’ont pas été communiquées. Les LDD
sont de 2,4 uM, de 1,0 uM, de 3,3 UM, de 1,4 pM, de 2,3 uM et de 1,7 uM pour le
3,4-DGE, le 2-FA, le formaldéhyde, le MGO, I'acétaldéhyde et le GO respectivement.
Pour le 3,-DG et le 5-HMF, les LDD n’ont pas été communiquées.

D’autres méthodes en chromatographie liquide sont décrites, utilisant une double
détection UV et MS %81l | ’équipe de Mittelmaier et al. a travaillé sur des solutions
de DP industrielles. lls ont identifié et quantifié le 3-DG, le 3,4-DGE, le GO et le
MGO. Une dérivation a été nécessaire. Les LDQ vont de 0,40 a 0,57 uM et les LDD
de 0,13 uM & 0,19 pM.
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Tableau 3 : Méthodes LC-MS d’identification et quantification des PDG décrites dans la littérature. 2-FA : 2-furaldéhyde, 3-

DG : 3-déoxyglucosone, 3,4-DGE :

3,4-didéoxyglucosone-3-éne, 5-HMF

. 5-hydroxyméthylfurfural, AA : Acetaldéhyde, GO :

Glyoxal, MGO : Méthylglyoxal, DMPD : 4,5-diméthyl-1,2-phénylénediamine. LDQ : Limite De Quantification, LDD : Limite De

Détection. NC : Non Communiqué

Références PDG Détection Dérivation LDQ LDD Gamme de validation Milieu étudié
TOF-MS
- source
d’ionisation : +
3-DG 3000 V DMPD : 4,5- 3-DG =0,75nM |3-DG : 0,252 uM
Minetal. 71 |MGO - Gaz pour d;]”,‘et'l‘Y"laz.' MGO=25nM |MGO :0.25— 0,75 uM Ongle
GO évaporation des | phenyenedia GO=125nM |GO:0,25-2 M
solvants : 300°C mine
- Energie de
collision : NC
UV (316 nm)
SM:
- source
| n e
s, |Spane | ometoniNe | 1 voss
Mittelmaier et al. 3 4-DGE v ion d hénvienedia De0,40a | De0,13a0,19 0.05 -2 uM commerciale DP :
7] : aporation des | pheny’ 0,57 uM UM : H 1,5%, 2,3% et
GO solvants : nitrogen / mine 4.25%
MGO 700°C ’
- Energie de
collision : 30 eV
uv ()
SM:
- source
Glucose d’ionisation : +
Glucosone 5500 V o-
Mittelmaier et al. |3-DG - Gaz pour : Solution de
72 3,4-DGE évaporation des pherz:ﬁged'a NC NC NC peptide
MGO solvants : nitrogen /
GO 500°C
- Energie de
colision : 30 eV
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UV (316 nm)

SM:
3-DG - source 3-DG : NC 3-DG : 7,5 - 266,8 UM
3,4-DGE d’ionisation : + 3,4-DGE : 2,4 uM 3,4-DGE : 7,5-18,1 uyM
5-HMF 5000 V o 5-HMF : NC 5-HMF : 2,9 — 69,4 uM Poches
Frischmann et 2-FA - Gaz pour . 2-FA: 1,0 uM 2-FA:1,1-3,1uM commerciales de
al.l*? FO évaporation des pherz:ﬁgedla NC FO:33uM FO:3,4-8,5uM solution de DP :
MGO solvants : nitrogen / MGO : 1,4 uM MGO :5,2-9,9 uM de 1,36% a 50%
AA 400°C AA 2,3 [J.M AA : 3,2 — 170,9 |J.M
GO _ Energie de GO : 1,7 uyM GO:1,7-9,0 uyM
collision : 20 eV
UV (316 nm)
SM:
- source
d’ionisation : +
1500 V o
Mittelmaier et - Gaz pour . | Glucosone | Glucosone : 0,6 :
lucosone X . henylenedia ’ Solution DP
al.keo) g évaporation des P n>1/ine :1,1puM uM

solvants : nitrogen /
500°C

Energie de

collision : 70 eV
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Le 5-HMF [#344] et le 2-FA [#14546] ont retenu notre attention d’une part, par leur
position dans la synthése des PDG (figure 1) qui permet de refléter la dégradation
générale du glucose et d’autre part, par les données de la littérature sur leur
présence dans les SGI et dans les fluides de DP, ces dernieres données étant les
plus abondantes['®4l, De plus, la présence de groupements chromophores sur ces

deux PDG permet d’éviter les étapes de dérivation complexes.

Le premier objectif de cette étude est la validation d’'une méthode de dosage par
CLHP-UV permettant l'identification et la quantification du 5-HMF et du 2-FA dans les

SGI présentes sur le marché francais.

Le second objectif sera de construire un modéle cinétique intégrant les parameétres

impactant la dégradation du glucose définis lors de I'analyse du marché francgais.
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II. Matériels et Méthodes

A. Caractérisation et quantification des PDG par CLHP-UV

1. Produits chimiques et consommables

a. Réactifs

Les deux PDG étudiés, le 5-HMF, de pureté a 97% et le 2-FA, de pureté a 98% ainsi
gue le dihydrogénophosphate de potassium proviennent tous trois de VWR
International S.A.S (Fontenay-sous-Bois, France) et sont de qualité pour analyses.
Le glucose utilisé pour la réalisation des solutions est un glucose anhydre obtenu
chez Inresa (Bartenheim, France). Leurs caractéristigues sont résumées dans le

tableau 4.
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Tableau 4 : Caractéristiques du glucose et des PDG utilisés. CAS: Chemical

Abstract Service ; MM : masse molaire.

Nom Identifiants Formules moléculaires
CAS : 67-47-0
5-HydroxyMethyl-
Y y y Lot : 10189124 vo. I\
2-Furaldehyde CeHsO3 o H
Réf : 12475.06 0
(5-HMF)
MM : 126,11 g/mol
CAS : 98-01-1
2-Furaldehyde Lot : N17B034 I\ .o
CsH402 0
(2-FA) Réf : 16167.30 H
MM : 96,09 g/mol
CAS : 50-99-7
H\/O
Lot : 15329001 H——0CH
Glucose CeH1206 Hﬁ::';H
Réf : 50997-1 H—— oH
CH,OH
MM : 180,16 g/mol
a. Solvants

Le méthanol (HiPerSolv Chromanorm® gradient grade, VWR International S.A.S,
Fontenay-sous-bois, France) utilisé pour les analyses chromatographiques est de
qualité CLHP. L’acide acétique glacial 100% provient de VWR International S.A.S
(Fontenay-sous-bois, France). De I'eau ultra-pure, utilisée pour la phase mobile et la
réalisation des échantillons, a été obtenue par un systeme UHQ pure water system

(Elga, Wasquehal, France).
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b. Matériels

La verrerie utilisée se compose de fioles jaugées de 5 mL a 5 L, de béchers et de
tubes a essais de 5 a 20 mL. Elle est de classe A (VWR International S.A.S,
Fontenay-sous-Bois, France). Les pointes de micropipette (Eppendorf® loretention)
et les microtubes de centrifugation proviennent d’Eppendorf® France S.A.S
(Montesson, France). Les micropipettes utilisées sont de la gamme Biohit de chez
Gilson® (Villiers le Bel, France). Les intervalles de volume utilisés sont de 10 — 100
pL, de 10 — 100 pL, de 20 — 200 pL, de 100 — 1 000 pL et de 1 000 — 5 000 pL.

2. Chaine chromatographique

Les deux composés ont été dosés avec un systeme de CLHP-UV (Shimadzu®,
Marne la Vallée, France) piloté par le logiciel Labsolution® de Shimadzu®. Le
systeme de CLHP-UV se compose d’'une double pompe a solvant (SIL-20AD XR),
d’'un passeur automatique d’échantillons (SIL-20AC XR) équipé d’'une boucle
d’injection de 100 pL, d’un four (CTO-20AC) et d’'un détecteur a barrette de diodes
DAD (SPD-M20A).

3. Conditions chromatographiques

La colonne utilisée pour la méthode de dosage est une colonne Alltech Apollo™ C18,
5um, 150 x 4,6 mm |.D (Fisher Scientific, lllkirch, France). Celle-ci est thermostatée a
25°C.

La phase mobile est composée d’un mélange (10/90 v/v) de méthanol et d'un
tampon phosphate 0,011 M, pH 2,95. Celui-ci est préparé a partir de
dihydrogénophosphate de potassium (1,95 g pour 1 litre) et le pH est ajusté avec de
l'acide acétique glacial. Le débit de la phase mobile est fixé a 2mL/min, en mode
isocratique avec une durée d’analyse de 7 min. La longueur d’onde de détection et

d’analyse des deux PDG a été fixée a 284 nm, conformément a la littérature(¢°,
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Afin de déterminer le temps de rétention (tr) des deux PDG, des solutions témoins
de 5-HMF et de 2-FA ont été injectées individuellement. La qualité de la séparation
chromatographique de ces deux composés a été évaluée par la résolution (RS),
calculée aprés injection d’'une solution contenant les deux composés en mélange
(équation 2). Cette équation utilise la méthode des demi-hauteurs selon les
standards de la Conférence Internationale d’Harmonisation des exigences

techniques pour I'enregistrement des médicaments a usage humain (ICH)®2 :

2 X (tz-Fa— ts—HMF) ,
Rs = - > éq. 2
1,7 X (Wos,5-HMF+ Wo,52-Fa)

Ou ts-Hmr et t2ra sont les tr du 5-HMF et du 2-FA, respectivement et Wos, 5-Humr et

Wos, 2-Fa sont les largeurs maximales a mi-hauteur des pics respectifs.

Dans nos conditions chromatographiques, la résolution a été évaluée a 6,5 soit bien

supérieure a 1,5, valeur limite généralement acceptée.

4. Préparation des solutions échantillons

En s’appuyant sur les données de la littérature et de tests préliminaires, les gammes
d’étalonnage des PDG ont été définies!>1%. Ces gammes ont été réalisées a partir de
solutions meres (SM) de concentration 1 000 mg/L, soit 8 mM et 10 000 mg/L, soit
104 mM pour le 5-HMF et 2-FA, respectivement. Le tableau 5 décrit la préparation

des solutions meéres.
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Tableau 5 : Préparation des solutions méres de 5-HMF. (8 mM, équivalent a 1 000
mg/L) et de 2-FA (104 mM, équivalent & 10 000 mg/L)

Pesée Volume | Fiole de | Concentrations | concentrations
PDG (ma) préleve mélange (MM)
9 (uL) (mL) (mg/L)
5-HMF
(97%) 103,1 - 100 1 000 8
2-FA
(98%) - 88 10 10 000 104

Les solutions des gammes d’étalonnage ont été préparées par dilutions des solutions

meres initialement préparées. Au final, les gammes s’étendaient de 25 a 2000 ug/L
(soit de 198 a 15 859 nM) pour le 5-HMF et de 5 a 250 ug/L (soit de 52 a 2602 nM)

pour le 2-FA (tableau 6).

Ces gammes ont été préparées six fois, a partir de trois SM différentes de chacun

des PDG, sur trois jours selon les recommandations de la Société Francaise des

Sciences et Technigues Pharmaceutiques (SFSTP)#384 (figure 4). Chaque solution

fille est analysée trois fois.

Tableau 6 : Concentrations des PDG dans les solutions filles utilisées lors de la

validation de la méthode de dosage (en nM).

SF1 | SF2 | SF3 | SF4 SF5 SF6 SF7 SF8 SF9 | SF10 | SF11 | SF12
5-HMF | 198 | 396 | 793 | 1189 | 1586 | 3965 | 4956 | 5947 | 6938 | 7930 | 9912 | 15859
2-FA 52 104 | 520 650 781 911 | 1041|1301 | 2081 | 2602 X X
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SM 5-HMF X X X

SM 2-FA X X X
SF (12) X X X X X X
Répétition X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Figure 4 : Protocole de validation de la gamme de dosage sur trois jours.

5. Validation de la méthode analytique

Différents parameétres de validation ont été déterminés: spécificité, linéarité,
précision, limites de détection (LDD) et limites de quantification (LDQ). Pour valider
statistiguement la méthode de dosage, une analyse de variance (ANOVA) a un
facteur a été réalisée. Pour cela, la méthode statistique de validation débute par un
test de Cochran permettant de vérifier 'lhomogénéité des variances entre les
groupes. Puis la régression linéaire est déterminée si les conditions d’homogénéité
de variances sont respectées. Si le modéle linéaire n’apparait pas adapté par
'ANOVA alors que les données expérimentales semblent attester du contraire, un
test d’ajustement du polynédme d’ordre 2 sera appliqué aux données expérimentales

de type (équation 3) :

Y= a+B, x+B,x? éq.3

Les parametres a, B1, B2 sont calculés pour chaque série et pour chaque PDG. Le
but étant de montrer que le parameétre B2 est non significativement différent de 0 a
'aide d’un test de Student (5 ddl, o = 5%). Les paramétres de la régression seront

ensuite calculés : B, la pente et a, 'ordonnée a l'origine.

Dans un deuxiéme temps, afin de vérifier que cette méthode est bien adaptée a la

mesure de nos concentrations, une droite sera réalisée pour démontrer la justesse
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de la méthode d’étalonnage. Elle permet de vérifier la linéarité de la méthode dosage

sur 'ensemble de la gamme.

Enfin, dans un troisieme temps, I'exactitude de la méthode sera validée par le
diagramme de recouvrement. Les biais relatifs ne devront pas étre supérieurs a

+10% pour conclure a I'exactitude de la méthode.

La limite de détection (LDD) est la plus petite concentration que I'on peut détecter
mais non quantifier. Pour la calculer, la méthode utilisée est basée sur I'écart-type de

I'ordonnée a zéro (équation 4)82

Y. pp=0+30, eq. 4

ou o, est I'écart-type de I'ordonnée a l'origine du modéle et Y, pp le signal minimal
détectable. On en déduit I’équation 5, d’aprés I'équation 4 et a l'aide des
parametres de régression (B1, la pente et a, 'ordonnée a l'origine), qui nous permet

de trouver XLpp, concentration minimale détectable :

_ a+30q .

XLDD_ 5 eq. 5
1

La limite de quantification (LDQ) est la plus petite concentration que l'on peut
quantifier. Pour la calculer, la méthode utilisée est également basée sur I'écart-type

de I'ordonnée a zéro (équation 6) :

YLDQ=G+1OO'G eq. 6
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ouU oq est I'écart-type de I'ordonnée a l'origine du modeéle et Yipg, le signal minimal
guantifiable. On en déduit, comme précédemment, I'équation 7 qui hous permet de

trouver XLpq, concentration minimale quantifiable :

XLDD= B éq 7

La derniére étape consiste a démontrer que sur la plage de concentrations d’intérét,
la méthode est fidele. La fidélité sera évaluée a partir des coefficients de variations
des concentrations recalculées lors des essais de répétabilité (intra-jour) et de fidélité

intermédiaire (inter-jour). Le nombre de niveaux de concentration est de 3.

B. Analyse des facteurs influencant la formation des PDG

1. Analyse des solutions glucosées sur le marché francais

a. Descriptif des solutions glucosées sur le marché francais

L’analyse du marché frangais porte sur 84 solutions provenant de 5 fabricants
différents : Baxter, Lavoisier, MacoPharma, BBraun et Fresenius; avec 8
concentrations (2,5, 5, 10, 15, 20, 30, 50 and 70 g/100 mL), 6 volumes (50, 100, 125,
250, 500 and 1000 mL) et dans 3 types de contenants : poches souples, flacons
semi-rigides appelés Ecoflac et flacons verres. Six matériaux différents ont été
répertoriés : polychlorure de vinyle (PVC), polyéthylene (PE), polypropylene (PP),
multicouches PP-PE, et multicouches PP-polyamide (PA)-PE et du verre ont été
utilisés comme matiéres premieres dans la fabrication des contenants.

La conservation des SGI varie de 4 a 61 mois a température ambiante. Le stockage
s’est réalisé dans des boites en carton industrielles, dans I'entrepdt de la pharmacie
du Centre Hospitalier Universitaire de Lille, situé au sous-sol du batiment. Le détalil

de chaque solution testée est présenté dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Description des solutions glucosées du marché francais étudiées.

Tous les fournisseurs ont confirmé utiliser la stérilisation par la chaleur humide mais

tous n‘ont pas communiqué

leur processus. A:

non communiqué,

B: non

communiqué, C: Fo> 11, D: Fo> 15 (estimé entre 42 et 45), D’: Fo> 15 (estimé a 20),

E: Fo=15.
Conc |N |Vol(mL) | Typede Type de Temps écoulé Fournisseur
(%) contenant | matériaux du depuis la
contenant fabrication
(mois)
2,5 5 500 - EcoFlac— | PE - PE/PP — 4-10-15-16 |A-B-E
1000 Poche PE/PA/PP -32
5 44 | 50-100 |EcoFlac- | PE-PE/PP - 6-7-8-9-10 |[A-B-C-
—-125 - Poche — PE/PA/PP — PP — -11-13-14- D-E
250 — 500 | Flacon PVC - Verre 15-16-17-18
— 1000 -20-23-25-
26 —28-31-32
-33-34-36-
37-43-44-51
- 56
10 16 | 100 — 250 | EcoFlac — PE — PE/PP — 10-12-13-15 |A-B-C -
- 500 - Poche — PE/PA/PP — PP — -17-18-19- D-D -E
1000 Flacon Verre 20-25-26-29
—-34-50-58
15 6 500 — EcoFlac — | PE/PP — Verre 20-23-46-54 |D'-E
1000 Flacon -61
20 1 500 Poche PE/PP 18 E
30 9 250 - 500 | EcoFlac — | PE - PE/PP — 11-15-17-18 |[B-D' -E
—1000 Poche — Verre —-20-23-41
Verre
50 2 500 - Poche — PVC - Verre 5-17 B-E
1000 Flacon
70 1 500 Flacon Verre 29 B
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a. Analyse des solutions

L’ensemble des solutions glucosées a été analysé par la méthode de dosage par
CLHP-UV décrite précédemment et apres validation. Toutes les analyses ont été
répétées trois fois. Selon leur concentration initiale en glucose, les SGI ont été

analysés directement ou apres dilution.

- Les SGI ayant une concentration en glucose < 20g/100mL :
Elles ont été injectées sans dilution préalable dans le systeme CLHP-UV a l'aide de
la boucle d’injection de 100 pL. Si les concentrations calculées se situaient au-
dessus des plages validées, la solution était alors diluée avec de I'eau ultra-pure afin
d’atteindre une concentration en PDG comprises dans les gammes validées
préalablement et analysée a nouveau. Des facteurs de dilution allant de 1/2 a 1/20

ont été utilisés.

- Les SGI ayant une concentration élevée en glucose (> 30g/100mL) :
Elles ont été systématiquement diluées au cinquiéme ou au dixieme avec de l'eau
ultra-pure, afin de protéger la phase stationnaire de la viscosité des solutions et

d’éviter les précipitations dans le systeme d’analyse.

Aprés analyse et dilution des échantillons, 'ensemble des concentrations mesurées
dans chaque contenant a été transformé en quantité par la multiplication de la
concentration par le volume nominal du contenant. Le volume nominal a été utilisé

puisque c'est le seul volume communiqué par tous les fournisseurs.

Pour l'interprétation des résultats, la vitesse de formation des PDG a été déterminée
en divisant la quantité de PDG calculée par la durée de stockage. Pour I'analyse des
SGI, tous les résultats ont été « anonymisés », c’est a dire que le nom du laboratoire

est tenu secret. lls sont exprimés en moyenne + erreur standard.
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2. Modeéle statistique et mise en évidence des facteurs influencant

Sept parametres pouvant avoir une influence significative sur la formation des PDG
ont été étudiés. Ceux-ci ont été déterminés a partir de la diversité des SGI du

marché francais.

- Le laboratoire (S) : Les SGI sont issues de 5 laboratoires différents. Le facteur
laboratoire a été assimilé au facteur « stérilisation » et identifié par les lettres
de A a E permettant de maintenir 'anonymatl®l. Le laboratoire D a été
considéré comme deux laboratoires D et D’, puisque ce dernier utilise deux
processus de stérilisation différents. Le détail des processus de stérilisation
n’a pas toujours été communiqué et est décrit dans le tableau 7.

- La quantité initiale en glucose (Go) : 25-5-6,5-10-12,5-25-50 - 75 —
100 — 150 — 250 — 300 — 350 et 500 gl

- Le temps écoulé depuis la fabrication (t) : Ce paramétre a été défini comme le
délai entre les dates d’analyse des échantillons et les dates de fabrication,
dates préalablement estimées en soustrayant la date de péremption de la
durée de conservation officielle[?! communiquée par le laboratoire pour

chaque lot.

La perméabilité a l'oxygene a été soupconnée d'étre un facteur de variation dans la
formation des PDG puisque les PDG proviennent de l'oxydation du glucose. Les

facteurs suivants ont été ajoutés au modele :

- Le type de matériau (M) : PVC, PE, PP, multicouches PE-PP et PE-PA-PP et
verre.

- Le coefficient moyen de perméabilité a lI'oxygene (P). Ce paramétre a été
estimé a partir de données publiées antérieurement!®l. Le coefficient moyen de
perméabilité a l'oxygene pour les flacons en PE a été estimé a 25x1010
(cm3.mm)/(cm?.s.cm de mercure)®l. Pour les poches en PA, PVC ou PP, il a été
estimé respectivement a 0,2x101%, 0,6x101° et 8x101° (cm3.mm)/(cm2.s.cm de

mercure). Pour les flacons en verre, il a été fixé a 0 puisque, par nature, le verre
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est étanche aux gaz. Ces coefficients de perméabilité a I'oxygéne ont été rapportes a

la surface des récipients et a la pression atmosphérique.

Pour déterminer la potentielle relation entre les sept parametres d'influence et la
vitesse de formation des PDG, un modéle d'analyse de covariance (ANCOVA) a été
utilisé. Pour l'utilisation de ce modéle statistique, il est nécessaire d’avoir une relation
entre les deux variables. Une transformation logarithmique a été réalisée, permettant
ainsi la linéarisation.

Le modele complet utilisé dans cette étude peut étre résumé dans ['équation

suivante :

dPDG
In(

) =C+aln(Go) +BIn(P) + y.M+ 8.5+ €.l - kt €q.8

ou Go, P, M, S, t sont les parameétres précédemment cités et |, l'interaction entre les
différents coefficients. o est le coefficient pour chaque quantité de glucose ; B, le
coefficient pour chaque perméabilité a I'oxygene ; vy, le coefficient pour chaque
matériau ; J, le coefficient pour chaque fournisseur et ¢ le coefficient d'interaction. C
est une constante correspondant au bruit de fond sur la vitesse. Lorsque tous les
parameétres sont nuls, le In(vitesse) n’est pas égal a 0. Ce bruit de fond pourrait étre
expliqué par le fait que les facteurs influencant la vitesse ne sont pas encore tous

répertoriés et que les concentrations trés basses ne sont pas retrouvées.

Une erreur de type | < 0,05 a été considérée pour la signification statistique. Les
analyses ont été réalisées a l'aide du logiciel XLSTAT® (v2014.5.02, Addinsoft, Paris,

France).
3. Modéle cinétique général

Au regard du schéma expliquant la formation des PDG (figure 1), on peut considérer
la dégradation du glucose comme l'addition de différentes réactions chimiques avec
une voie conduisant a la formation du 5-HMF, une autre a la formation du 2-FA et

d'autres voies menant a la formation des autres PDG. Le mécanisme global de la
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réaction peut étre représenté comme la figure 5. Ainsi, dans ce modele, la variation

des quantités de glucose et des PDG peut s'expliquer par les équations 9 a 14

décrites dans le tableau 8.

H, Hg
ks
G, Gy
ka
F, Fo
Autres
produits

Figure 5 : Modele de la dégradation du glucose. G, H et F sont les quantités en

glucose, en 5-HMF et en 2-FA, respectivement. Go, Ho et Fo sont des quantités

initiales en glucose, en 5-HMF et en 2-FA, respectivement. k est la constante de

dégradation du glucose, ki la constante de formation du 5-HMF et k2 celle du 2-FA.

Tableau 8 : Equations de la dégradation du glucose et de la formation des PDG. G,

H et F sont les quantités de glucose, 5-HMF et 2-FA, respectivement. Go, Ho et Fo

sont les quantités initiales en glucose, 5-HMF and 2-FA, respectivement. k est

la constante de vitesse de dégradation du glucose, k1 et k2 sont les constantes

de vitesse de formation du 5-HMF et du 2-FA, respectivement.

Produits Equation de vitesse Evolution de la quantité
Glucose (G) L =-KG (é9. 9) G= Gp.e™ (éq. 10)
5-HMF (H) 2= Ky Go.e* (6q. 11) H=Ho+ Go.(1-e™*) (éq. 12)

2-FA (F) 2= kyGo.e™ (éq. 13) F=Fo+2Go.(1-e™) (éq. 14)
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Plusieurs modeéles ont été expérimentés ayant conduit & des optimisations dans
'organisation des variables étudiées. Un affinage du modéle cinétique a été réalisé

au fur et a mesure de l'intégration des variables étudiés.

Dans notre étude, les volumes de réaction des milieux ne sont pas constants, selon
le volume du contenant (50 & 1000 mL). Compte tenu de cette derniere hypothése,
les équations du modele ont été établies en fonction des variations des quantités de

PDG et non en concentrations comme il est de coutume de le faire.
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lll. Résultats

A. Caractérisation et quantification des PDG par CLHP-UV
1. Descriptif des résultats

Le chromatogramme obtenu dans les conditions analytiques décrites précédemment
est représenté sur la figure 6. Les temps de rétention sont de 3,4 min et de 4,8 min
pour le 5-HMF et le 2-FA, respectivement. La résolution Rs calculée est de 6,5,
indiquant une trées bonne séparation des produits. Le temps d’analyse, apres
optimisation de la méthode est de 7 min.
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|

5-HMF (9 912 nM)

251

2-FA (1301 nM)
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0.0 10 20 30 4.0 6.0 min

>
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Figure 6 : Chromatogramme d’une solution d’'un mélange de 5-HMF et 2-FA.

2. Parameétres de validation

L’homogénéité des variances est vérifiée par le test de Cochran avec une valeur de
Cca = 0,1705 et de Cineo = 0,2195 pour le 5-HMF et de Cca = 0,2400 et de de Cineo =
0,3029 pour le 2-FA. Comme les valeurs calculées ne sont pas supérieures aux

valeurs théoriques, cela permet d’affirmer que les variances sont bien homogenes.
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Le modéle linéaire n'apparait pas adapté par TANOVA car les Fca sont supérieurs

aux Fweo. Ceci s’explique par le fait que la variance de répétabilité est tres faible par

rapport a celle de l'ajustement du modéle (non linéaire). Cela entraine donc

l'obtention d’'un Fca tres élevé. Ce phénoméne se produit lorsque la méthode

d’ajustement est tres fidele.

Dans ce cas, l'alternative est le test d’ajustement du polynédme d’ordre 2, vérifié a

'aide d’'un test de Student, qui permet de démontrer que le paramétre 2 est non

significativement différent de O pour les deux PDG (tableau 9).

Tableau 9 : Parametre B2 de chaque série pour le 5-HMF et le 2-FA. Les résultats

sont présentés par moyenne * écart-type. Résultats du test de Student (a0 = 0,05 ; 5

DDL). Différence : entre la moyenne des 2 et 0.

P du 5-HMF P du 2-FA
Série 1 -8,429 x 10°+ 1,173 x 10 5,846 x 10™° + 0,001
Série 2 -5,395 x 10° + 1,246 x 10 -4,675 x 10° £ 0,001
Série 3 -8,101 x 10°+ 1,111 x 104 5,085 x 10° + 0,001
‘_é Série 4 -8,134 x 10°+ 1,100 x 10 1,036 x 10° + 0,001
7
& Série 5 -3,122 x 103+ 6,456 x 10 -3,542 x 10° £ 0,001
Série 6 -6,596 x 10° + 1,107 x 104 1,669 x 104 + 0,001
Moyenne -5,814 x 104+ 1,153 x 103 4,962 x 10° + 0,001
Différence (B2 — 0) -5,814 x 10 4,962 x 10°
= [t| (Valeur observée) |1,144| |1,490|
S
g [t| (Valeur critique) |2,571] |2,571]
p-value (bilatérale) 0,304 0,196
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Ceci permet de simplifier 'équation Y= c>(+B1x+Bzx2 en Y= a+B x. Les parametres de

régression sont resumés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Parametres de régression de la méthode pour le 5-HMF et le 2-FA. Les
paramétres donnés sont : le coefficient de détermination (r?), la pente de la droite

(B1), 'ordonnée a l'origine (a)les limites de détection (LDD) et de quantification (LDQ)

PDG r2 B1 o LDD (nM) | LDQ (nM)
5-HMF 0,999 + 0,001 | 55,28 +0,22 | -1552,1 + 1476,1 52,02 238,92
2-FA 0,999 + 0,001 | 41,75+2,05 | 570,8 +237,9 17,10 57,00

La justesse de la méthode pour le dosage du 5-HMF (A) et du 2-FA (B) a été
évaluée par l'étude de la linéarité entre les concentrations expérimentales et les
concentrations recalculées grace au modele (figure 7). Elle permet de vérifier que la
méthode appliguée au dosage des PDG est bien adaptée a la mesure des
concentrations et présente une grande justesse sur I'ensemble des points de

gammes testés.
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Concentration calculée (nM)

Justesse 5-HMF Justesse 2-FA
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Figure 7 : Justesse de la méthode de validation pour le 5-HMF (A) et pour le 2-FA

(B). La courbe en pointillé rouge représente la droite de régression linéaire de
référence.

Les diagrammes de recouvrement, décrits par la figure 8 (A) pour le 5-HMF et (B)
pour le 2-FA, confirment I'exactitude des méthodes de dosage. Pour le 5-HMF, la
figure 8 (A) confirme I'exactitude de la méthode uniquement sur la plage de 396 a
15 859 nM ; la concentration 198 nM étant hors gamme de validation. Ce résultat est
cohérent avec une LDQ calculée de 238,92 nM. Pour le 2-FA, I'exactitude est
confirmée pour la plage entiére allant de 52 a 2 602 nM (figure 8 (B)).

Les biais relatifs maximum sont de 4,40% pour le 5-HMF et de 5,33% pour le 2-FA,

bien inférieurs a la limite fixée (10%).
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Recouvrement 5-HMF Recouvrement 2-FA
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Figure 8 : Diagramme de recouvrement pour le 5-HMF (A) et pour le 2-FA (B). Les

limites des biais sont fixées a £10% (droites en orange).

Ce test d’ajustement permet de valider les dosages lorsque les concentrations sont
comprises entre 396 et 15 859 nM pour le 5-HMF et entre 52 a 2 602 nM pour le 2-

FA. Les résultats obtenus en dehors de ces gammes ne sont donc pas valides.

B. Analyse générale des facteurs influengant la formation des PDG

1. Résultat de l'analyse des solutions glucosées présentes sur le marché
francais

Au total, 84 SGI du marché francais ont été analysées. Le 5-HMF et le 2-FA ont tous

deux éteé identifies et quantifiés dans chaque solution testée (tableau 11 et 12).
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Tableau 11 : Quantités des PDG dans les solutions du marché francais pour les concentrations en glucose de 2,5 et 5%. Chaque

échantillon a été analysé en triplicate.

Les quantités de PDG sont données en moyenne % écart-type et exprimées en mg pour le 5-HMF et en pug pour le 2-FA. G

(%) : Concentration en glucose en g/100mL; Supp.: Fournisseur ; Vol. : Volume ; Cont. : Contenant. Les valeurs extrémes

pour un fournisseur sont indiquées en italique et en gras. *En dehors des gammes de validation.

G (%) Supp. Vol. (mL) Cont. 5-HMF (uM) 2-FA (nM) G (%) Supp. Vol. (mL) Cont. 5-HMF (uM) 2-FA (nM)
A 500 Bag 6,49 +0.01 125 + 2* B 500 Flask 152+0,1 506 + 5
A 1000 Bag 28,3+0.2 2684 +3 B 500 Flask 30,4 +0,2 1018+8
25 A 1000 Bag 22,3+0.3 2290+11 B 1000 Flask 444+0,1 15632
B 1000 Flask 9,81 +0,16 320 + 5* C 250 Bag 10,6 £0,0 261+ 6
E 1000 Bag 21,2+0,0 692 + 24 C 250 Bag 8,18 £ 0,10 2151
A 50 Bag 2,55+0,03 353+04 C 500 Bag 30,4+0,2 676 +7
A 50 Bag 2,58 £0,02 335+0,2 C 500 Flask 38,9+0,1 981 + 42
A 50 Bag 2,77 £0,01 35,1+0,2 C 500 Bag 28,3+0,2 714+ 7
A 50 Bag 4,18 + 0,01 46,5+0,3 C 500 Bag 26,3+0,5 566 + 1
A 100 Bag 5,57 + 0,06 105+ 2 D’ 125 Vial 3,80+ 0,03 124+1
A 100 Bag 5,98 + 0,07 87,0+0,4 D’ 125 Vial 8,04 £ 0,12 213+ 3
A 100 Bag 7,40 £ 0,05 1101 5 D’ 250 Vial 17,7+£0,2 405+ 1
A 100 Bag 7,77 £ 0,06 106 £ 0 D’ 250 Vial 19,3+0,1 480 £ 4
A 250 Bag 6,90 + 0,02 200+ 0 D’ 500 Vial 28,1+0,3 647 1
5 A 250 Bag 15,7+ 0,0 764 1 D’ 500 Vial 29,1+0,1 606 + 4
A 250 Bag 8,59 + 0,03 266 +0 D’ 1000 Vial 439+0,1 943 + 15
A 500 Bag 149+0,1 353+3 D’ 1000 Vial 71,6 £0,2 1591 +12
A 500 Bag 20,0+0,3 433+2 E 50 Bag 2,78 £0,00 25,2+0,3*
A 500 Bag 44,1 +0,0 611+4 E 100 Bag 5,15 + 0,00 82,5+0,5
B 50 Flask 1,58 £ 0,01 37,4+0,6 E 100 Bag 9,22 + 0,00 80,8 +0,4
B 100 Flask 1,87 +0,01 44,35 + 2,67 E 100 Bag 9,98 + 0,01 83,0+0,4
B 100 Flask 211+0 4428 + 34 E 100 Bag 10,4+£0,0 76,8+1,4
B 250 Flask 7,01 £0,02 223+1 E 500 Bag 29,0+£0,2 405+ 3
B 250 Flask 7,87 £0,04 306+4 E 500 Bag 54,0+ 0,3 491 + 13
B 250 Flask 7,83 £0,08 305 +2
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Tableau 12 : Quantités des PDG dans les solutions du marché francais pour les concentrations en glucose de 10, 15, 20, 30, 50 et
70%. Chaque échantillon a été analysé en triplicate. Les quantités de PDG sont données en moyenne % écart-type et
exprimées en mg pour le 5-HMF et en ug pour le 2-FA. G (%) : Concentration en glucose en g/100mL; Supp. : Fournisseur ;
Vol. : Volume ; Cont. : Contenant. Les valeurs extrémes pour un fournisseur sont indiquées en italique et en gras. * En

dehors des gammes de validation.

G (%) Supp. Vol. (mL) Cont. 5-HMF (uUM) 2-FA (nM) G (%) Supp. Vol. (mL) Cont. 5-HMF (uM) 2-FA (nM)

A 500 Bag 30,3+0,8 1086 + 1 20 E 500 Bag 172+1 2667 +29
A 500 Bag 32,5+0,5 568+ 1 B 500 Flask 30,4+0,2 2684 +24
A 1000 Bag 60,1 +1,0 1272+ 2 D’ 500 Vial 100 + 2 2546+8
B 250 Flask 19,5+0,2 694 +1 D’ 500 Vial 110x1 2740+ 14
B 250 Flask 1996+0,1 899 + 18 D’ 1000 Vial 277+3 6 260 + 28
C 250 Flask 36,6 +0,1 850%2 30 E 250 Bag 418+04 959 +7
C 500 Bag 46,8+0,8 7571 E 500 Bag 90,7 £0,0 16661
C 500 Bag 53,2+0,2 997 +5 E 500 Bag 109 +1 2794 +19

10 D 250 Bag 12,9+0,2 2971 E 500 Bag 135+1 2880 +13
D 250 Bag 14,1+£0,1 3030 E 500 Bag 161+ 2 3430+17
D 250 Bag 21,3+04 383+2 B 500 Vial 30,4+0,2 153824
D’ 500 Vial 79,8+0,9 3126+18 >0 E 1000 Bag 329+1 1901 +62
D’ 500 Vial 98,7+1,9 3518+ 10 70 B 500 Flask 296+ 2 339425
E 100 Bag 5,59 £ 0,06 57,2+0,8
E 100 Bag 9,96 £ 0,20 142 +1
E 100 Bag 11,3+ 0,0 180+ 2
D’ 500 Vial 127+ 3 3513+20
D’ 500 Vial 261+5 6 784 £9
D’ 1000 Vial 276 £ 6 6090 + 19

o 500 Bag 1051 1820+ 12

500 Bag 105 +£2 1513+10
500 Bag 109 £2 1531 +343
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Les quantités (moyenne * erreur standard) de 5-HMF varient de 1,58 + 0,01 pmol
pour le G5%, 50 mL provenant du fournisseur B a 327 + 1 pumol pour G50%, 1000
mL provenant du fournisseur E. Pour le 2-FA, la variation est observée de 25,2 + 0,3
nmol pour G5%, 50 mL, du fournisseur E a 6 784 + 9 nmol pour G15%, 1000 mL du

fournisseur D'.

Une hétérogénéité des quantités en PDG peut également étre observée pour une
méme concentration en glucose et pour le méme fournisseur. Par exemple, pour la
concentration en glucose de 2,5% pour le fournisseur A, les quantités vont de 6,49 +
0,01 pumol & 28,3 + 0,2 pumol pour 5-HMF, et de 125 + 2 nmol a 2 684 + 37 umol pour
le 2-FA. Ceci montre la grande variabilité des quantitts de PDG dans nos

échantillons.

Les quantités moyennes de PDG dans tous nos échantillons sont respectivement de
53,1 = 4,6 ymol et de 1,19 = 0,09 umol pour 5-HMF et 2-FA. La conversion des
guantités de GDP dans chaque récipient en concentrations, donne respectivement
110 £ 6 puM et 2,31 £ 0,13 puM pour le 5-HMF et le 2-FA.
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2. Analyse des parameétres influencant la formation des PDG

Le modele ANCOVA a montré une bonne relation linéaire entre le logarithme de la
vitesse de formation des PDG et le temps écoulé depuis la fabrication pour les deux
PDG. Les valeurs simulées et expérimentales sont trés proches : r2 = 0,966 (p <
0,0001) et r2 = 0,962 (p < 0,0001) pour le 5-HMF et le 2-FA, respectivement (figure
9). Les valeurs simulées ont été générées par intégration des paramétres déterminés
dans I'équation du modeéle (équation 8) permettant ainsi de recalculer 'ensemble
des concentrations en PDG avec chaque caractéristique (laboratoire, concentration

en glucose...).
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Figure 9 : Modéles de prédiction de la formation du 5-HMF (A) et de la formation du
2-FA (B). Relation linéaire entre In(vitesse de formation des PDG) et la prédiction de
In(vitesse de formation des PDG). Les points bleus sont les valeurs mesurées et les
lignes grises continues encadrant les valeurs représentent l'intervalle de confiance a
95%.

En repartant de I'’équation 8, la constante C avait été définie comme le bruit de fond
sur la vitesse. En repartant de la figure 9 A et B, cette constante C est

statistiguement assimilable a 0.
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L'ANCOVA permet de montrer l'influence significative des parameétres suivants sur
les vitesses de formation des deux GDP : le temps de stockage (5-HMF : 0,293, p =
0,012 et 2-FA : 0,618, p <0,0001), la quantité initiale de glucose dans le contenant
(5-HMF : 2,456, p = 0,005 et 2-FA : 4,085, p < 0,001) et la perméabilité a I'oxygéne
(1,821 et 1,397, p < 0,001, pour le 5-HMF et le 2-FA, respectivement).

L'influence du contenant differe selon le matériau. La figure 10 révéle un profil

similaire sur son impact sur la vitesse de formation du 5-HMF et du 2-FA.
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Figure 10 : Impact du type de matériau du contenant sur la vitesse de formation du 5-

HMF (m) et 2-FA (e). La barre d’erreur indique les déviations standards.

A partir de ces données, il est possible de classer les matériaux en fonction de leur
capacité a limiter la formation de GDP. En effet, la vitesse de formation de PDG est
1) plus lente avec le PP et le verre; 2) pas ou seulement légerement influencée avec
le PE, le multicouche PP/PA/PE et le PVC; et 3) plus rapide avec le PE/PP.

De méme, l'effet fournisseur, associé a I'effet stérilisation a été analysé. Cependant,
pour un fournisseur (fournisseur D), deux conditions de stérilisation différentes sont

utilisées : une premiere pour les contenants en plastique (D) et une seconde pour les
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contenants en verre (D). Afin de ne pas limiter "l'effet fournisseur" a un "effet

contenant", I'analyse ANCOVA a également vérifié I'absence de multi-colinéarité. Les

résultats sont présentés a la figure 11. Les différences dans les techniques de

stérilisation ont également été mises en évidence.
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Figure 11 : Impact du fournisseur sur la vitesse de formation du 5-HMF (m) et 2-FA

(®). La barre d’erreur indique les déviations standards.

A partir de ces données et de la figure 11, les fournisseurs peuvent également étre

classés en fonction de leur capacité a limiter la génération de PDG. Les fournisseurs

A et D semblent moins contribuer a la formation des PDG, alors que les fournisseurs

B et C semblent en générer davantage. Aucun impact significatif n'a été démontré

pour les autres fournisseurs (D’ et E).
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3. Modéle cinétique

Le modele cinétique a été choisi aprés avoir testé de nombreux modeles. Le modéle
sélectionné est celui répondant au mieux a la dégradation du glucose en fonction des
parametres étudiés.

Le premier modele cinétique s’est basé sur les équations chimiques permettant la
transformation du glucose en 5-HMF d’une part et en 2-FA d’autre part. Les facteurs
étudiés dans ce premier modeéle étaient la concentration initiale en glucose, le temps
ecoulé depuis la fabrication et le packaging (verre — écoflac — poche). Apres étude
de ce premier modele, le nombre de facteurs étudiés a augmenté, analysé par une
ANCOVA (concentration initiale en glucose, laboratoire, type de matériau, surface
des contenant, coefficient de perméabilité). Ce modéle est un modeéle linéaire. La loi
de Van’t Hoff nous a permis cette linéarisation.

Les relations entre la vitesse de formation des PDG sont nettement mieux corrélées
aux quantités qu’aux concentrations. Ce résultat trouve son explication dans le fait
qu’une réaction du type : A + B — yC + 8D

A une vitesse de formation du type : v = k[A]™[B]"

Cette relation n’est vérifiee que si deux conditions sont respectées : 'homogénéité
de notre milieu (solutions glucosées homogenes) et la constance du volume de
réaction (variable de 50 a 1 000 mL). Cette derniére condition est respectée si le
travail réalisé est en quantité. On obtient une vitesse en fonction des quantités v =
kA™B™,

Le modele a été ajusté aprés optimisation des parameétres étudiés : laboratoire D a
été considéré comme deux laboratoires, la quantité initiale en glucose et le facteur
« surface du contenant » a été incorporé au facteur « coefficient de perméabilité a
lair ».

Tous ces modeles ont permis d’affiner celui répondant au mieux a la dégradation du

glucose.

Pour vérifier I'ajustement du modele (figure 4), les valeurs de la constante de vitesse
de dégradation du glucose (k) doivent étre identiques dans les deux équations 11
(pour 5-HMF) et 13 (pour 2-FA). En repartant du modeéle décrit dans la figure 5, les

valeurs de la constante de vitesse de dégradation du glucose (k) ont été déterminées
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a partir de I'évolution des concentrations de 5SHMF et 2FA en fonction du temps
(équation 12 et 14) apres intégration des équations de vitesse 11 et 13. Elles ne
sont pas significativement différentes (test de Student, p=0,075) pour les équations
11 (5-HMF) et 12 (2-FA) :

k =0,29 + 0,12 mois™ pour 'équation 11

k =0,62 + 0,14 mois™ pour I'équation 13

Ainsi, I'hnypothése du modeéle cinétique est validée et la valeur moyenne de la
constante de dégradation du glucose est : 0,46 + 0,19 mois™.

Dans 'ANCOVA, les estimations des a sont 2,46 + 0,88 et 4,09 + 1,07. A l'aide de
I’équation 8, les quantités moyennes en PDG dans les différentes solutions
glucosées testées sont estimées a 53,1 + 4,6 umol pour le 5-HMF et 1,19 + 0,09
pmol pour le 2-FA. Pour pouvoir comparer nos données avec la littérature, les
guantités ont été converties en concentration dans chaque contenant, donnant ainsi
110 £ 6 uM et 2,31 + 0,13 uM pour le 5-HMF et le 2-FA.
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IV. Discussion

La caractérisation des PDG dans les solutions de glucose injectables est devenue
essentielle en raison de la connaissance accrue des risques associés a leur
utilisation. Leur présence a déja été décrite, en particulier dans les fluides de dialyse

péritonéale et notamment pour le 5-HMF.

Les deux PDG étudiés, 5-HMF et 2-FA ont été choisis car le 5-HMF est considéré
comme un bon marqueur de la dégradation du glucose et le 2-FA comme produit
final d’'une des autres voies 344 Par ailleurs, en raison de leurs propriétés
chromophores, leur détection UV est possible. En repartant des tableaux 1 et 2
résumant les conditions analytigues décrites dans la littérature, nous retrouvons
principalement comme phase stationnaire, une colonne de phase inverse de nature
octadécyl (Cis). Les phases mobiles sont principalement des mélanges
eau/acétonitrile, eau/méthanol, (solution tampon/acétonitriie ou  solution
tampon/méthanol. Notre méthode utilise un mélange 10/90 (v/v) - méthanol / tampon
phosphate 0,011 mM de pH 2,95 en mode isocratique, méthode similaire a celle
décrite par Cool et al. 543, En conformité avec la littérature, la méthode analytique
de cette étude a été choisie car c’est une méthode simple, rapide (temps d’analyse
de 7 minutes), reproductible et facilement transposable, mettant en évidence la

dégradation générale du glucose par le choix des PDG.

La méthode de dosage a été validée en suivant la méthodologie de la validation de la
Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (SFSTP)B3.84] -
profil d’exactitude - exigeant en plus des ICH (fidélité et exactitude) 182, la linéarité, la
spécificité et les LDD et LDQ. Ce choix d’'une méthodologie unique a été validé au
sein du laboratoire de biopharmacie, pharmacie galénique et hospitaliere afin de
répondre au mieux aux travaux réalisés au sein du laboratoire : étude de produits
pharmaceutiques (médicaments, DM), étude de stabilité, dégradation forcée... Dans
notre étude, la méthode de dosage a été validée par un test d’ajustement du
polyndme d’ordre 2. Les variances sont statistiquement homogénes, cependant lors
d’'une analyse par 'ANOVA, le modeéle de validation n’apparait pas adapté. Ce
résultat, au premier abord mauvais, s’explique par une variance de répétabilité trés

faible par rapport a celle de I'ajustement du modéle (non linéarité). Cela entraine
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'obtention d’'un F calculé d’ajustement trés élevé. Ce phénoméne se produit lorsque
la méthode analytique est tres fidele. Effectivement et plus simplement, les gammes
de validation testées sont trés étendues avec une répétabilité des points tres bonne.
Un petit écart de répétabilité sur un point entraine une non-validation de la gamme
par la méthode ANOVA malgré une linéarité visible celle-ci. Une alternative a ce test
a été réalisée : le test d’ajustement du polynbme d’ordre 2. Ce test a permis de
valider les gammes de la plage de 396 a 15 859 nM pour le 5-HMF de 52 a 2 602 nM
pour le2-FA. Les résultats de dosage des SGI montrent que nos choix de gamme
correspondent aux concentrations retrouvées dans ces solutions. En effet, seules
guatre concentrations de 2-FA sont en dessous de la gamme de validation mais elles
sont au-dessus de la LDQ. La méthode utilisée est donc sensible, disposant de LDD
et de LDQ tres faibles mais ne permettant toutefois pas de détecter 'ensemble des
concentrations des deux PDG malgré les nombreux avantages détaillés plus haut.
Notre méthode trouve ses limites sur les faibles concentrations et sur la détection de
seulement deux PDG. L'Académie Nationale de Pharmacie a émis des
recommandations portant notamment sur le développement des techniques de
dosage [%¢l. Afin de répondre a ses recommandations, un élargissement de notre
méthode d’identification et de quantification a d’autres PDG serait nécessaire. Deux

possibilités sont envisageables :

1) L'utilisation d’'un agent dérivant permettant de greffer un groupement
chromophore est décrit dans de nombreux travaux[**28%, Cependant, ces techniques
de dérivation sont complexes et nécessitent des préparations longues en amont des

dosages!*'%8 sans garantir une totale dérivation des PDG.

2) L'utilisation de la LC-MS seule ou couplée a une détection UVI1277-80]
faciliterait la détection de 'ensemble des PDG. L’analyse du marché frangais par une
méthode analytique permettant la détection de tous les PDG décrits a ce jour aurait
permis d’en connaitre les concentrations et de faire un paralléle avec les toxicités
retrouvées dans la littérature, notamment pour le 3-DG, le 3,4-DGE, le GO et le MGO
connus pour étre les PDG les plus toxiques!'#1:4260 Mais cette technique nécessite
du matériel onéreux et, pour améliorer la spécificité des dosages, est souvent
couplée a de la dérivation augmentant le poids moléculaire des PDG, tels que 3,4-
DGE, le GO et le MGOI79:8%,
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Dans notre étude, le 5-HMF et le 2-FA ont été identifiés et quantifiées dans presque
toutes les solutions commercialisées testées. Dans des études déja publiées, les
concentrations de 5-HMF variaient de 1,98 a 146 pM dans les SGI pour des
concentrations en glucose de 2,5 a 30%!, ou de 63,0 a 289 uM pour des
concentrations en glucose de 10 a 50%!8l. Aucune donnée n'est disponible pour le 2-
FA dans les SGI, car les données publiées concernent uniquement les liquides de
DP. Les concentrations de 2-FA variaient de 400 & 1 400 nM pour les concentrations
en glucose variant de 1,36 a 3,86%° et de 1 100 a 3 100 nM pour les concentrations
en glucose variant de 1,5 a 7,5%3l. Ces valeurs retrouvées dans notre étude sont
proches de celles obtenues précédemment : 9,52 et 596 uM et 244 et 8 117 nM,
respectivement pour le 5-HMF et le 2-FA. Les concentrations les plus élevées
retrouvées pour le 2-FA sont dues a des concentrations de glucose plus élevées. Si
'on ne tient compte que des concentrations de glucose de 2,5 et 5%, les
concentrations sont similaires a celles publiées précédemment : elles varient de 245
a 3056 nMI®:10],

Nos résultats démontrent que le 5-HMF et le 2-FA sont tous les deux présents en
guantités variables dans toutes les SGI actuellement sur le marché francais. Les
différences d'un fournisseur a l'autre peuvent s'expliquer par I'hétérogénéité des
différents processus de stérilisation (température, pression et temps du cycle de
stérilisation)!:7376871 Une homogénisation des processus de stérilisation lors de la
fabrication des SGI pourrait étre un moyen de limiter la formation des PDG, apres
évalutation des conditions optimales des cycles de stérilisation permettant de
garantir la stérilité des SGI tout en limitant la génération des PDG. Tous les
fournisseurs ont confirmé utiliser le processus de la chaleur humide préconisé par la
Pharmacopée Européenne, mais certains n'‘ont pas fourni leurs protocoles. En
comparant les informations fournies, il apparait qu'ils utilisent des températures
différentes (111 ou 121°C) et des valeurs Fo difféerentes (11 a 46). Le Fo est une
combinaison de temps et de température donnant une énergie et une létalité
bactériennes égalesi*®l. Cependant, la valeur seule de Fo est insuffisante ; il est
important de connaitre les conditions thermodynamiques de la stérilisation[®l. Dans
leur étude, Postaire et al.[® ont démontré que plus la température est élevée, plus la
formation de PDG est élevée. Il en est de méme pour la durée du cycle : plus le
temps de stérilisation est long, plus la formation de PDG est importante. Ceci est

confirmé dans I'étude de Cookl. Kjellstrand et al.l®] ont évalué l'impact de
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différentes valeurs de Fo et ont démontré que la combinaison d'une température
élevée avec un temps de stérilisation court limitait la formation de PDG.

Dans notre étude, une seule condition était proche de celles étudiées par Cook et
al.bl : une solution a 5% de glucose conditionnée dans des flacons de 500 ml,
stérilisée a 121°C avec une valeur Fo de 20. Apres application de notre équation
dans ces conditions et pour un temps de stockage d'un mois, nous obtenons une
concentration estimée de 5-HMF de 5,25 uyM d’aprés I’équation 8. Cette valeur est
tres proche des résultats publiés précédemmentl®, permettant de confirmer la
pertinence de notre modele pour ces conditions.

En plus des conditions de stérilisation et de stockage, notre étude a tenu compte du
type de contenant car il a été suspecté que ce dernier était un facteur contribuant a
la formation des PDG. En effet, les contenants a fort coefficient de perméation
génerent plus de PDG que les autres. Ce résultat concorde avec des données
publiées antérieurement montrant qu'une perméation élevée a l'oxygéne peut
entrainer une instabilité chimique du contenu, en particulier pour les composés
facilement oxydables!®889. Nos résultats indiquent que le choix d’'un matériau a faible
perméabilité a I'oxygéne pourrait également étre un moyen de limiter la formation de
5-HMF et de 2-FA.

Cette premiere partie de notre travail démontre I'hétérogénéité de l'exposition des
patients aux PDG selon la solution de glucose utilisée. L'exposition dépend, en
premier lieu, de la solution référencée, ce qui signifie qu'il est extrémement difficile
de déterminer I'exposition réelle des patients aux PDG. Pour I'estimer, si I'on
considére que le volume maximum de fluide perfusé est de 2 litres/jour® et que
toutes les perfusions journalieres sont uniquement des SGl, la quantité moyenne de
5-HMF perfusée la plus élevée serait alors de 203,55 + 11,74 umol/jour (soit 25,67 +
1,48 mg/jour). Matzi et al. ont montré qu'un apport oral quotidien de 5 709 umol (soit
720 mg) de 5-HMF sur 10 jours n'avait aucun effet toxicologique apparent [l
Cependant, la biodisponibilité absolue du 5-HMF est estimée a 72%/®4, de sorte
gu'une consommation orale de 5 709 pmol/jour équivaut a une dose IV
approximative de 4 123 pmol/jour (soit 520 mg/jour). Ces données semblent
confirmer que les patients hospitalisés pour une courte période et recevant des
perfusions de glucose a faible volume présentent un faible risque de toxicité, comme

le suggere une étude publiée précédemmentl*tl, Cependant, I'état clinique des

77



patients peut accentuer leur exposition aux PDG, par biosynthese endogéne ou leur
sensibilité a I'action pharmacologique de ces composés. Par exemple, lors d’'une
insuffisance rénale, la concentration des AGEs augmente puisque leur clairance est
directement dépendante de la fonction rénale®. Chez le patient diabétique, la
glycémie est plus élevée que chez le patient sain et secondairement, il en est de
méme pour la concentration en AGEs. Ces derniers inhibent les effets antiprolifératifs

et relaxation vasculaire du monoxyde d'azotef?7:%,

On dispose actuellement de peu de données sur la toxicité associée a la perfusion
chronique de ces produits, notamment chez les populations particulierement fragiles
(nouveau-nés, patients souffrant de troubles critigues ou patients recevant une
thérapie intraveineuse a long terme). Il a déja été démontré que les PDG et les AGEs
perturbent I'noméostasie cellulairell:1012.1436.60 gy entrainent des troubles
cliniqueslt16:18-2091]  par |a suite, des études ex vivo, in vivo et cliniques seront

nécessaires pour établir le profil de toxicité de ces solutions.

L'originalité de ce travail est qu'en utilisant un modéle statistique, des facteurs autres
gue la stérilisation, les conditions de stockage et la quantité de glucose initiale ont
été identifiés comme facteurs pouvant influencer la formation de PDG pendant toute
la durée du stockage. La vitesse de formation des PDG est bien corrélée a la durée
de stockage comprise entre 4 et 61 mois. La perméabilité a I'oxygéne a une influence
significative sur la vitesse de formation des deux PDG. Le PP et le verre limitent la
formation des PDG (figure 10). Les multicouches PP/PA/PE, PE/PP et le PVC ne
limitent pas la génération de PDG. L'impact du PE n'est pas significativement
différent de 0.

Pour conclure, ce travail montre que les facteurs suivants influencent la formation du
PDG : la quantité initiale de glucose, le fournisseur (i.e. le procédé de stérilisation), le
coefficient de perméabilité a I'oxygene, le type de matériau du contenant primaire et
la durée de stockage depuis la fabrication. Jusqu'a ce que des études de toxicité
soient menées sur des patients, certaines mesures pourraient étre appliquées pour
réduire le risque d'exposition : [l'utilisation de solutions de glucose a faibles
concentrations conditionnées dans des flacons en verre et stockées pendant une

courte période. Les concentrations en 5-HMF et en 2-FA dans les SGI résultent donc
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de nombreux facteurs. Certains facteurs sont tres hétérogenes comme les conditions
de stérilisation ou encore les conditions de stockage. II semble nécessaire de
déterminer plus précisément la relation entre les concentrations en PDG et les

conditions de stérilisation, permettant ainsi une maitrise de leur formation.
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PARTIE 1l : ETUDE DE L’INFLUENCE DES CONDITIONS DE
STERILISATION SUR LA GENERATION DES PRODUITS DE
DEGRADATION DU GLUCOSE

I. Introduction

Comme écrit au début de ce document, les SGI sont destinées a la voie parentérale.
De ce fait, conformément aux exigences de la Pharmacopée Européenne, elles

doivent étre stériles, exemptes de pyrogenes et de particules visibles.

1. Principe de la stérilisation par la chaleur

La stérilisation est définie par la norme NF EN ISO 17665-1 comme un « procédé

validé utilisé pour obtenir un produit exempt de micro-organismes viables »[%I,

La stérilisation par la chaleur humide est actuellement la technique de choix pour la

stérilisation des SGI“,

L’'objectif de la stérilisation par la chaleur humide est d’obtenir la destruction des
germes, de garantir I'innocuité de l'agent stérilisant et la rapidité de la mise a
disposition de la solution traitée, ici les SGI. L’inactivation ou la destruction de la
charge microbienne se réalise par une méthode physique. En effet, les micro-
organismes ont besoin pour leur survie d’eau, de chaleur, de nutriments et d’air (pour
les micro-organismes aérobies ou mixtes). En supprimant un de ces éléments

essentiels a leur survie, les micro-organismes deviennent inactifs®7l.

La stérilisation par la chaleur humide agit par oxydation ou coagulation empéchant la
multiplication des micro-organismes. La chaleur endommage les membranes
cellulaires par dénaturation des protéines. La coagulation des protéines se produit a
partir de 52°C, a la différence de l'oxydation qui se produit a des températures

nettement plus élevées. L’humidité, quant a elle, permet d’augmenter le pouvoir létal
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de la température en augmentant le transfert de chaleur, permettant ainsi d’obtenir
une coagulation a température plus basse et a un temps d’exposition plus court. En

fonction des espéces de micro-organisme, la résistance a la chaleur est variable.

Pour optimiser la stérilisation, lidentification des espéces susceptibles d'étre
présentes dans les SGI est importante. Pour limiter la contamination initiale, la
préparation des SGI doit étre réalisée dans des locaux adaptés avec du personnel

qualifié, selon les bonnes pratiques de fabrication[®7].

Le concept de la stérilité absolue n’existe pas : la stérilisation permet de diminuer
considérablement le nombre de germes. C’est pourquoi, un niveau d’assurance de
stérilité (NAS) a été défini a 10°° permettant de dire qu’un produit est stérile si et

seulement si, sur 1 000 000 d’objets stérilisés, un seul objet est retrouvé contaminé.

Le principe de la stérilisation par la chaleur humide repose sur I'apport de calorie et
I'hydrolyse. L’eau est transformée en vapeur par phénomeéne naturel : 'évaporation
ou vaporisation grace a la montée en température. Cette vapeur permet une diffusion
dans toutes les directions, d’augmenter la chaleur libérée entrainant I'hydrolyse des
protéines bactériennes. La vapeur est invisible a 100°C mais le principe de Watt
précise que la vapeur d'eau au contact d'un objet est toujours a tempeérature
supérieure a celui-ci permettant une condensation de la vapeur et créant la buée,

restituant ainsi I'énergie par transfert de chaleur.

La vapeur saturée est de la vapeur pure obtenue par la sortie d’air permettant a la
vapeur d’occuper tout I'espace dans un état d’équilibre entre condensation et
évaporation!®®l, La condensation entraine une diminution du volume (vapeur d’eau =
1600 litres versus condensation = 1 litre d’eau). Cette perte de volume entraine un

effet d’aspiration créant le vide, permettant de diminuer la température d’ébullition.

Pour que la vapeur soit efficace, elle doit étre la plus chargée en eau (pour la
destruction des micro-organismes), elle doit ensuite étre condensée permettant
d’apporter une nouvelle quantité de chaleur et avoir ainsi un pouvoir pénétrant. Elle

se controle par la température et la pression.

La figure 12 représente le diagramme d’état de I'eau récapitulant 'ensemble des

états créeés par la température et la pression.
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Figure 12

pressionl®l,

Pression4 ‘

LIQUIDE

218bark  golidification
—
Fusion Liquéfaction
SOLIDE
ibarf— — — —

0,006 bar j=

FLUIDE
SUPERCRITIQUE

Point Critique

vaporization

|
: GAZ
Condensation Point Trlple I
|
Sublimation |
| 1 o
0,01°C 100°C 374°C  Température

Diagramme d’état de I'eau en fonction de la température et de la

La température et la pression sont étroitement liées. La table de Regnault permet de

trouver la combinaison pression/température de la vapeur (figure 13).

Figure 13

saturéel®dl,

Table de Regnault: corrélation Pression/Température en

Température pression Température pression Pression Pression Température

P! bars abs. 0. bars abs. bars abs, bars relat, °C:
100 1,013 121 2,049 1 -0,013 99,09
101 1,050 122 2,114 2 0,987 119,62
102 1,088 123 2,182 3 1,987 132,88
103 1,127 124 2,251 4 2,987 142,92
104 1,167 125 2,321 5 3,987 151,11
105 1,208 126 2,394 6 4,987 158,08
106 1,250 127 2,468 7 5,987 164,17
107 1,294 128 2,545 8 6,987 169,61
108 1,339 129 2,623 9 7,987 174,53
109 1,385 130 2,703 10 8,987 179,040
110 1,432 131 2,785
111 1,481 132 2,869
112 1,531 133 2,956 Illlb selon formule approchée :
113 1,583 134 3,044
14l 1,636 135] _ 3.135 — IR )
115 1,690 136 3,228 X T 427345
116 1,746 137 3,323 10
117 1,803 138 3,420 P = X
18| 1,362 139] 3,520 s —
119 1,923 140 3,621 1058,835986 T
120 1,985

vapeur
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La premiere partie de la norme NF EN ISO 17665-1 permet d’encadrer le

développement, la validation et le contréle d’'un procédé de stérilisation[®®l,

Les autoclaves doivent répondre a une qualification d’installation (équipement,
installation et fonctionnement), opérationnelle et de performance. La norme stipule
aussi des surveillances et des contrdles de routine permettant d’assurer le bon

déroulement de la stérilisation.

La figure 14 montre un exemple d’autoclave.
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-
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L

Figure 14 : Autoclave industriel permettant de réaliser des cycles de stérilisation par

la chaleur humidel199],
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La figure 15 décrit un cycle de stérilisation par la chaleur humide qui se déroule en 3

phases :

1) Prétraitement ou chauffage : alternance de dépressions et d’injections de
vapeur pour chasser l'air résiduel. Il se termine par une phase de vide.

2) Plateau de stérilisation : injection de la vapeur pour obtenir la température et la
pression désirée et maintien de la température et de la pression pendant la durée
définie.

3) Séchage et vide avant un retour a la pression atmosphérique ou
refroidissement : évacuation de la vapeur saturée et retour a la pression

atmosphérique.

Pression
relative

Temps de
stérilisation

L
1
I
I
I
I
i
[}
!
i
i

temps

Temps I Temps ! | Temps |
d'alternance | devide | boode |
| , séchage |

I ] i

de pression | préalable
I

Figure 15 : Description des différentes phases se déroulant lors d'un cycle de

stérilisation par la chaleur humidel’l,

La valeur stérilisatrice Fo (en unité de temps) permet d’évaluer I'efficacité des cycles
de stérilisation. Cet effet stérilisant représente la somme des effets stérilisants qui se

cumulent pendant la durée du cycle. On peut le calculer comme suit :

T-121
F0=t* 10 10

Ou t est la durée du cycle de stérilisation (en min) et T, la température de stérilisation
(en °C).
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Cette technique de stérilisation est une technique économique, rapide, simple, non

polluante, non toxique, applicable & de nombreux produits et facile a contréler.

2. Conséquences de la stérilisation par la chaleur humide sur les solutions de
glucose stérilisées

La stérilisation par la chaleur est connue pour avoir un impact sur la dégradation du
glucoselt>7-9.7273] Effectivement, un grand nombre de produits de dégradation et/ou
d’oxydation du glucose (PDG) est généré aprés exposition des solutions glucosées a
la chaleur. L'étude menée au sein de notre laboratoire portant sur I'analyse du
marché frangais a permis de démontrer I'impact de la stérilisation sur la formation de
ces PDG.

Le tableau 13 résume les données de la littérature sur les différentes études menées

sur I'impact de la stérilisation par la chaleur humide sur la formation des PDG.

L’étude de Postaire et al. semble montrer que plus la température est importante et
plus la génération des produits de dégradation est conséquentel®l en travaillant en
deux parties. Une premiére partie compare différents cycles de stérilisation (durées
et températures différentes) mettant en évidence I'impact de la température par
augmentation de la dégradation du glucose. Cette dégradation exprimée en %,
passe de 3,4 a 8,62% pour une température de 110°C a 134°C pour une solution de

glucose initialement dosée a 50%.

La seconde partie de I'étude met en évidence le r6le de la durée du cycle. Pour cela,
Postaire et al. ont comparé trois cycles : la température a été fixée a 120°C et trois
durées ont été testées (30, 40 et 60 minutes). Les concentrations en PDG varient de
2,46 a 40,01 mg/L pour des durées de cycles de 30 a 60 min, respectivementl.
L’équipe de Taylor arrive a cette méme conclusion par comparaison de 7 durées de

cycle, & une température de 120°CH101,

Cook et al. quant a eux, ont étudié I'influence de cinq températures différentes (115,

117, 119, 121 and 124°C) et démontrent qu’il serait préférable de travailler a une
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température plus élevée mais avec une durée de cycle la plus courte possible dont la
combinaison permet le maintien de la stérilité des solutions et de limiter la formation
du 5-HMF. Ces deux cycles ont un effet stérilisant Fo de 16, exprimant la létalité d’un
procédé de stérilisation (en unité de temps)®. Lebedo et al.l’Z et Kjellstrand et al.l8"]
retrouvent des conclusions similaires en travaillant a différentes températures et
différents Fo sur des solutions de DP. L’'un exprime ses résultats par I'absorbance UV

des PDG!" et 'autre par I'inhibition cellulaire®”],
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Tableau 13 : Résumé des études décrites dans la littérature portant sur la formation des PDG pendant la phase de stérilisation

Solutions de

Références Glucose Caractéristiques étudiées Interprétation des résultats
Cycles étudiés :
G10% 110°C - 103 min Plus la température est importante et plus la dégradation
G30% 120°C - 20 min du glucose est conséquente (CLHP-UV)
Postaire et al.lBl | G50% 134°C - 3 min
Durées étudiées :
G10% 120°C - 30 min Plus la durée est importante et plus la dégradation du
G30% 120°C - 40 min glucose est conséquente
Postaire et al.Bl | G50% 120°C - 60 min

Cycles étudiés :
115°C - Fo:8,10,12,14 et 16

117°C - Fo: 8,10,12,14 et 16 La durée du cycle semble avoir plus d'impact que la
119°C - Fo: 8,10,12,14 et 16 température sur la formation des PDG (CLHP-UV)
121°C - Fo:8,10,12,14 et 16
Cook et al.bl G5% 124°C - Fo: 8,10,12,14 et 16
Durées étudiées : Plus la durée est importante et plus la dégradation du
Tailor et al.l101 G5% 120°C - 5, 15, 20, 25, 30, 35 et 45 heures | glucose est conséquente

115°C - Fo : 10, 20, 30, 40 et 50
120°C - Fo : 10, 20, 30, 40 et 50
125°C - Fo : 10, 20, 30, 40 et 50
Kjellstrand et 130°C - Fo : 10, 20, 30, 40 et 50
al.le”l PDF 1,5% 140°C - Fo : 10, 20, 30, 40 et 50

La durée du cycle semble avoir plus d'impact que la
température sur la formation des PDG (UV absorbance)

Différents Fo : de 10 a 50
Différentes températures : de 115°C a
Ledebo et al.l’? | PDF 50% 140°C

La durée du cycle semble avoir plus d'impact que la
température sur la formation des PDG. (ICG)

85




L’équipe de Kjellstrand démontre I'impact du Fo en comparant trois Fo différents : Fo
= 0 (filtration stérilisante), Fo = 30 et Fo =807, Plus le Fo est grand et plus la
formation des PDG est conséquente. Ces données sont aussi décrites dans les

travaux de Lebedo et al.l[2],

L’objectif du travail de cette partie est dans un premier temps, d’identifier les
principaux parametres jouant un rdle dans la formation des PDG lors de la
stérilisation en travaillant sur différentes méthodes de stérilisation et en faisant varier
les conditions de stérilisation, en lien avec les données de la littérature, puis de
définir leur impact par une méthode statistigue permettant ainsi définir les conditions
optimales de stérilisation afin de limiter la formation de PDG potentiellement toxiques
au moment de la fabrication des SGI. Enfin, un modéle cinétique sera proposé tenant

compte de I'ensemble des paramétres influents.
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II. Matériels et Méthodes

1. Conditions de stérilisation

Comme annonceé précédemment, les conditions de stérilisation par la chaleur humide
ne nous ont pas toujours été communiquées par les industriels. En nous basant sur
les données de la littérature et sur les informations communiquées par les
laboratoires, l'influence de dix conditions de stérilisation par chaleur humide a été
évaluée. De plus, une méthode de stérilisation a froid, par filtration stérilisante, a été

réalisée en tant que méthode de référence.

- Filtration stérilisante
La filtration stérilisante a été réalisée a l'aide d’'une seringue de 50 ml Plastipak™
(Becton-Dickinson, Le Pont de Claix, France) et d'un filtre-seringue stérile de 0,22
pum de porosité et de 25 mm de diamétre en acétate de cellulose (VWR International

S.A.S, Fontenay-sous-Bois, France).

- Chaleur humide

Les 10 cycles réalisés ont été :
o Ci1:111°C, 30 min (Fo= 3,0) — Autoclave VAPOUR-Line® (V)
o C2:111°C, 90 min (Fo=9,0) — Autoclave Lequeux® (L)
o Cz:111°C, 200 min (Fo= 20,0) — Autoclave Lequeux® (L)
o C4:116°C, 30 min (Fo=9,5) — Autoclave VAPOUR-Line® (V)
o Cs:121°C, 9 min (Fo=9,0) — Autoclave VAPOUR-Line® (V)
o Cs:121°C, 20 min (Fo= 20,0) — Autoclave VAPOUR-Line® (V)
o C7:121°C, 30 min (Fo= 30,0) — Autoclave VAPOUR-Line® (V)
o Csg:134°C, 3 min (Fo=60,0) — Autoclave VAPOUR-Line® (V)
o Co:121°C, 15 min (Fo= 15,0) — Autoclave VAPOUR-Line® (V)
o Ci0:121°C, 15 min (Fo= 15,0) — Autoclave Lequeux® (L)
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Les cycles de stérilisation C; et de C4 a Co Ont été réalisés au sein du Laboratoire de
Biopharmacie, Pharmacie Galénique et Hospitaliere, de la Faculté de Pharmacie de
Lille, a laide d'un autoclave de paillasse VAPOUR-Line® (VWR, Radnor,
Pennsylvanie, Etats-Unis) décrit par la figure 16. Cet autoclave est limité a une
durée maximale de cycle de 30 min. Les cycles C,, C3 et Cio ayant une durée de
stérilisation de 90, 200 et 15 min respectivement, ont été réalisés au Laboratoire de
Bactériologie, a la Faculté de Pharmacie de Lille, par un autoclave Lequeux®
(Getinge, Courtaboeuf — Les Ulis, France), figure 17. Les cycles Cg et Cio oOnt été

réalisés afin de vérifier I'influence potentielle de 'autoclave.

Figure 16 : Autoclave VAPOUR-Line® (VWR, Radnor, Pennsylvanie, Etats-Unis).
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Figure 17 : Autoclave Lequeux® (Getinge, Courtaboeuf — Les Ulis, France)

Les cycles ont été choisis pour permettre une analyse des résultats pour une
température fixe, un Fo fixe et une durée de cycle identique, ayant pour but I'analyse

des combinaisons temps/température influencant la dégradation du glucose.

Le protocole de I'étude de I'impact de la stérilisation sur la formation des PDG est

résumeé dans la figure 18.
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Figure 18 : Description des conditions opératoires de I'étude de stérilisation : les

cycles Ci1, Ca4, Cs, C1, Cs, C7 et Co ont été réalisés a l'aide de I'autoclave VAPOUR-

Line® (V) et les cycles C2, Cs, Cio ont été réalisés a 'aide de I'autoclave Lequeux®

(L).

Pour chaque condition de stérilisation, une quantification des PDG est réalisée avant
et apres la stérilisation (filtration ou autoclave) a l'aide de la méthode analytique
décrite au paragraphe A de la Partie Il. Les échantillons étudiés avant une

stérilisation sont identifiés comme non stériles (NS).

2. Préparation des échantillons de solutions glucosées a 5, 10, 30 et 50%

Le travail porte sur 4 concentrations de SGI, représentatives du marché francais :
5%, 10%, 30% et 50%. En partant de glucose anhydre en poudre de qualité
Pharmacopée Européenne et d’eau ultra-pure, les solutions de glucose ont été
réalisées dans des fioles jaugées de 500 mL afin d’assurer une quantité suffisante

pour 'ensemble des manipulations effectuées.

Ces solutions, une fois préparées ont été réparties de maniere équitable dans les

flacons en verre de 100 mL autoclavables (VWR International S.A.S, Fontenay-sous-
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Bois, France) : 11 flacons par solution dont 1 pour la filtration stérilisante. Le choix du
conditionnement final (volume fixé a 100mL et le flacon en verre) a été choisi en lien
avec les travaux précédemment qui démontraient qu’'un faible volume et qu’un
conditionnement en verre limitaient la formation des PDG. Ces conditions
expérimentales permettent donc d’observer l'impact de la stérilisation sur la
dégradation du glucose en limitant I'influence des autres facteurs, mis en évidence

dans I'étude précédente.

3. Méthode analytique

Les solutions glucosées préparées ont été analysées trois fois par la méthode
analytique décrite précédemment. Lorsque cela était nécessaire, des dilutions ont
été effectuées a l'aide d’eau ultra-pure afin que les concentrations finales en PDG

soient comprises dans les gammes de dosage validées.

4. Analyse statistique

Les concentrations en glucose, en 5-HMF et en 2-FA sont exprimées en

concentrations molaires.

A partir des concentrations calculées pour chaque solution testée, il est possible de

définir la vitesse de formation des PDG selon la formule suivante (équation 14) :

d[PDG] _ [PDG]- [PDG] .
praat & eq. 14

ou ts est la durée du cycle de stérilisation, [PDGo] la concentration initiale en PDG et

[PDG] la concentration de PDG apres la stérilisation.
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S'’il s’avérait que la vitesse de formation des PDG ne suive pas une loi normale, une

transformation logarithmique de la variable étudiée serait nécessaire pour que la

. . ) dPDG, _ . .
vitesse, une fois transformée In(T) suive une loi normale.
S

Pour l'analyse des paramétres de la stérilisation influengant la formation des PDG,
une analyse par régression multiple a été réalisée. Cette régression permet de
modeéliser l'influence des paramétres suivants: concentration initiale en glucose
([Go]), la température du cycle (T) et l'effet stérilisant (Fo). L'équation théorique
recherchée est décrite ci-dessous :

| (dPDG

"2%) =a T+b.Fo+c.In[Gol+ éq. 15

ou a, b et c sont les paramétres de la régression.

Le i est une constante correspondant au bruit de fond sur la vitesse.

Pour les comparaisons des conditions, lorsque les échantillons sont de petite taille (n
< 30), sans possibilité de test de normalité, un test non paramétrique de type
Wilcoxon sera utilisé afin de mettre en évidence ou non une différence entre les
conditions de stérilisation. Dans les autres situations, un test de Student sera utilisé,

notamment lors de la comparaison des paramétres de régression.

Pour 'ensemble des tests statistiques réalisés, un test bilatéral avec un p < 0,05 est
considéré comme statistiquement significatif. Ces analyses ont été conduites avec le
logiciel XLSTAT® (XLSTAT v2014.5.02, Addinsoft, Paris, France). Le test de Mann et
Whitney a été utilisé pour mettre en évidence l'impact des différents cycles de

stérilisation par la chaleur humide avec p < 0,05.
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lll. Résultats

1. Analyse descriptive

L’'impact de la stérilisation s’étudie par comparaison avec les dosages avant la
stérilisation (NS) et aprés chaque type de stérilisation, permettant de mettre en
évidence la formation de PDG supplémentaires. Les figures 19 et 20 ainsi que le

tableau 14 résument les résultats des dosages.

a. Solutions sans stérilisation

En ce qui concerne les solutions non stérilisées, le 5-HMF est présent dans
'ensemble de ces solutions a I'état de traces et non quantifiables pour les solutions
de G5, G10 et G30. Seule la concentration en 5-HMF (447 £ 1 nM) pour la solution
de G50 est supérieure a la LDQ (238,92 nM,). A linverse, le 2-FA n’est pas détecté
par notre méthode de dosage, quelle que soit la concentration en glucose.

L’ensemble de ces résultats est disponible dans le tableau 14.
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Tableau 14 : Influence de la stérilisation sur les concentrations initiales en 5-HMF (Ho) en nM et en 2-FA (FAo) en nM. Go,
concentration initiale en glucose, H concentration en 5-HMF et VH, la vitesse de formation du 5-HMF. FA, concentration en
2-FA et VFA, la vitesse de formation du 2-FA. Les concentrations sont exprimées en uM pour le glucose et en uM pour le 5-
HMF et le 2-FA et les vitesses en nM/min. *inférieure a la LDQ, estimé a LDQ. LDQs-1vF = 0,239 M et LDQ2-ra = 57,00 nM. **
inférieure ala LDD, estimée a la LDD. LDDs-wmr = 0,052 puM et LDD2-ra = 17,10 nM.

Filtration 20 0 1 5 277 531 0,239* 0,239* 0,00 17,10** 0,00 -
Filtration 20 0 1 10 555 062 0,239* 0,239* 0,00 17,10** 0,00 -
Filtration 20 0 1 30 1665186  0,239* 0,239* 0,00 17,10** 0,00 -
Filtration 20 0 1 50 2775 310 0,447 0,451 0,0516 17,10** 0,00 -
Ci 111 3 30 5 277 531 0,239* 0,617 0,0179 17,10** 57,0* 0,78
Ci 111 3 30 10 555 062 0,239* 1,42 0,0450 17,10** 57,5 1,92
Ci 111 3 30 30 1665186  0,239* 5,57 0,180 17,10** 266 8,87
Ci 111 3 30 50 2775310 0,447 6,25 0,195 17,10** 382 12,72
C 111 9 90 5 277 531 0,239* 23,48 0,260 17,10** 952 10,58
C 111 9 90 10 555 062 0,239* 43,30 0,480 17,10** 1381 15,35
C. 111 9 90 30 1665186  0,239* 141 1,566 17,10** 5389 59,87
C 111 9 90 50 2775 310 0,447 278 3,086 17,10** 9 269 102,99
Cs 111 20 200 5 277 531 0,239* 84,0 0,420 17,10** 3 255 16,27
Cs 111 20 200 10 555 062 0,239* 173 0,862 17,10** 5187 25,93
Cs 111 20 200 30 1665186  0,239* 770 3,850 17,10** 11 612 58,06
Cs 111 20 200 50 2775 310 0,447 1125 5,625 17,10** 17 984 89,92
Cs4 116 30 9,5 5 277 531 0,239* 1,52 0,152 17,10** 80,9 8,52
Cs4 116 30 9,5 10 555 062 0,239* 2,74 0,281 17,10** 128 13,45
Cs4 116 30 9,5 30 1665186  0,239* 17,0 1,771 17,10** 631 66,47
Cs 116 30 9,5 50 2775310 0,447 30,0 3,110 17,10** 1115 117,32



Cs 121 9 9 5 277 531 0,239* 2,12 0,227 17,10** 99,4 11,04
Cs 121 9 9 10 555 062 0,239* 3,28 0,357 17,10** 175 19,44
Cs 121 9 9 30 1 665 186 0,239* 18,1 1,993 17,10** 626 69,55
Cs 121 9 9 50 2775 310 0,447 27,7 3,031 17,10** 1 306 145,06
Ce 121 20 20 5 277 531 0,239* 2,32 0,112 17,10** 197 9,86
Ce 121 20 20 10 555 062 0,239* 10,0 0,497 17,10** 376 18,78
Cs 121 20 20 30 1 665 186 0,239* 36,3 1,807 17,10** 1216 60,78
Ce 121 20 20 50 2775 310 0,447 43,0 2,129 17,10** 1224 61,18
Cs 121 30 30 5 277 531 0,239* 8,78 0,290 17,10** 384 12,80
Cs 121 30 30 10 555 062 0,239* 21,9 0,728 17,10** 793 26,43
Cs 121 30 30 30 1 665 186 0,239* 65,9 2,191 17,10** 2 460 82,01
Cs 121 30 30 50 2775 310 0,447 177 5,870 17,10** 5 006 166,86
Cs 134 60 3 5 277 531 0,239* 12,0 12,648 17,10** 929 309,61
Cs 134 60 3 10 555 062 0,239* 38,8 24,201 17,10** 1623 540,99
Cs 134 60 3 30 1 665 186 0,239* 143 113,173 17,10** 6 622 2207,22
Cs 134 60 3 50 2775 310 0,447 165 131,712 17,10** 6 488 2162,69
Co 121 15 15 5 277 531 0,239* 6410 422,08 17,10** 267 17,79
Co 121 15 15 10 555 062 0,239* 12 727 843,82 17,10** 630 41,97
Co 121 15 15 30 1 665 186 0,239* 29578 1961,13 17,10** 1155 76,99
Co 121 15 15 50 2775 310 0,447 43 396 2866,43 17,10** 1263 84,20
Cuo 121 15 15 5 277 531 0,239* 31 644 2104,34 17,10** 1179 78,61
Cuo 121 15 15 10 555 062 0,239* 56 694 3774,96 17,10** 2279 151,89
Cio 121 15 15 30 1 665 186 0,239* 89 164 5933,52 17,10** 2197 146,48
Cio 121 15 15 50 2775 310 0,447 149 992 9972,85 17,10** 4 087 272,48
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Figure 19 : Influence de la stérilisation sur les concentrations initiales en 5-HMF (Ho). Les concentrations sont exprimées en uM.
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Figure 20 : Influence de la stérilisation sur les concentrations initiales en 2-FA (FAo). Les concentrations sont exprimées en uM.
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a. Solutions traitées par la filtration stérilisante

En ce qui concerne les solutions stérilisées par filtration, on constate que les
concentrations en 5-HMF retrouvées sont trés faibles et sont similaires a celles

observées dans les solutions non stérilisées (figure 21 et tableau 15).

Impact de la filtration stérilisante
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Figure 21 : Impact de la filtration stérilisante sur la formation du 5-HMF (nM)
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Tableau 15 : Concentrations en 5-HMF et en 2-FA en nM (moyenne + écart-type)
dans les solutions glucosées de G5, G10, G30 et G50 avant et apres filtration
stérilisante. ND : Non détectable (inférieure a la LDD). < 239 nM : détectable mais

non quantifiable (inférieure a la LDQ), estimée a LDQ = 239 nM.

2-FA (nM) 5-HMF (nM)
Concentration o o o oo
Avant filtration | Apres filtration | Avant filtration | Apreés filtration p-
en glucose
stérilisante stérilisante stérilisante stérilisante value
(9/200mL - %)
5 ND ND <239 nM <239 nM -
10 ND ND <239 nM <239 nM -
30 ND ND <239 nM <239 nM -
50 ND ND 447,29 + 1,22 451,35 + 0,78 0,25

Les concentrations en 5-HMF avant et apres filtration stérilisante mesurées pour les
solutions de G5, G10 et G30, sont inférieures a la LDQ. Pour essayer d’estimer
limpact de la filtration stérilisante, la méme expérience a été réalisée du G50 pour
lequel les résultats avant et apres filtration sont respectivement les suivants 447 + 1
nM et de 451 + 1 nM. Sur ces données en G50, aucune différence significative n’est
mise en évidence entre les concentrations avant et apres filtration stérilisante (p =
0,25).

Le 2-FA n’est toujours pas détectable dans ces solutions, malgré une LDD tres

faible.

En conclusion, la stérilisation par filtration n’entraine pas la formation significative de
PDG.
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b. Solutions stérilisées par la chaleur humide

Etant donné les résultats de la filtration stérilisante montrant un effet nul de cette
derniere et le fait que la concentration en PDG est inférieure a la LDQ, sauf pour le
G50, nous avons décidé, afin de se mettre dans les plus mauvaises conditions, de
tester la différence entre la concentration en PDG apres stérilisation par la chaleur et
la LDQ (valeur maximale théorique pouvant étre obtenue lors de la filtration

stérilisante pour le G5, G10 et G30 sans pouvoir étre quantifiée).

Les résultats sont décrits dans le tableau 16. La stérilisation par la chaleur humide,
par I'étude de différentes conditions de stérilisation a chaud (Ci1 a Cio), a une
influence sur la formation des deux PDG. Le 2-FA est également détecté aprés
stérilisation par la chaleur humide, quelles que soient les conditions. Ces résultats
montrent que la stérilisation a un impact significatif sur la formation du 5-HMF et du

2-FA, et ce, quelle que soit la concentration en glucose (p < 0,001).

Les figures 19 et 20 représente I'impact de la stérilisation sur les concentrations
initiales en 5-HMF (figure 19) et en 2-FA (figure 20) en fonction des conditions de

stérilisation. Les concentrations sont exprimées en nM.

Tableau 16 : Impact de la stérilisation sur la formation du 5-HMF (uM) et du 2-FA
(nM) dans des solutions de G5, G10, G30 et G50 (moyenne + écart-type). ND : Non
détectable (inférieure a la LDD2.ra = 17,10 nM). < 239 nM : détectable mais non
guantifiable (inférieure a la LDQ), estimée a LDQ = 239 nM.

5-HMF (uM) 2-FA (nM)
Concentration en
5 10 30 50 5 10 30 50

glucose (g/100mL - %)
Stérilisation par <239nM | <239nM | <239nM | 0,45+

o ND ND ND ND
Filtration 0,00
Stérilisation par la 17,3+ 36,3+ 132 205 + 699 + 1213 + 2886+ | 4508+5
chaleur 24,7 49,7 222 324 941 505 3310 247
p-value <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
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c. La concentration initiale

Les résultats montrent I'impact de la concentration initiale en glucose. En effet, plus
la concentration initiale est importante et plus la formation des PDG est conséquente.
Lors du cycle Cz par exemple, la température est fixée a 111°C et la durée a 90
minutes. Les concentrations en 5-HMF retrouvées pour les solutions de G5, G10,
G30 et G50 respectivement de 23,5 + 0,0 uM, 43,3 £ 0,1 pM, 141 + O pM et 278 £ 0
MM. On retrouve la méme augmentation pour les concentrations en 2-FA : 952 + 9
nM, 1381 + 10 nM, 5388 + 65 nM et 9269 + 92 nM pour le G5, G10, G30 et G50,

respectivement.

Des augmentations de concentrations en PDG en fonction des concentrations
initiales en glucoses sont présentes pour 'ensemble des cycles testés sauf pour le
cycle Ce et Cs pour le 2-FA et pour le cycle Cs pour le 5-HMF et ce pour le G30 et

G50 uniguement.

d. La durée de la stérilisation

La comparaison des cycles Ci1, Cz et Cs pour lesquels la durée du cycle varie de 30 a
200 minutes (T fixe a 111°C) montre une augmentation trés importante des

concentrations des 2 PDG (figure 22) avec 'augmentation de cette durée.
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Figure 22: Influence de la durée du cycle de stérilisation. Les conditions
expérimentales sont: Ci1: 111°C/30 min (Fo=3), C2: 111°C/90 min (Fo=9) et Cs:
111°C/200 min (Fo=20) en fonction des concentrations initiales en glucose sur la
formation du 5-HMF en uM (A) et du 2-FA en nM (B).

On peut observer une variation des concentrations de 617 + 2 nM a 83 993 + 72
nM pour le 5-HMF et de 23 + 1 nM a 3 254 + 6 nM pour le 2-FA dans la solution de
G5% pour une durée de cycle de 30 et 200 minutes respectivement. La figure 22
montre également I'impact de la concentration initiale en glucose sur la formation des
PDG. Plus la concentration en glucose est importante et plus la concentration en

PDG est conséquente, quelles que soient les conditions de stérilisation.

e. Latempérature de stérilisation

L’influence de la température est également observée (figure 23). En comparant les
cycles Ci1, Cs4 et C7, de durée fixée a 30 minutes et ayant une température de
stérilisation de 111°C, 116°C et 121°C respectivement, on observe une
augmentation des concentrations en PDG entre 1,42 + 0,01 uM a 21,9 + 0,0 uM pour
le 5-HMF et de 58 + 4 nM a 793 £ 5 nM pour le 2-FA dans la solution de G10%,

passant de 111°C a 121°C respectivement.
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Figure 23 : Influence de la température du cycle de stérilisation. C1: 111°C — 30 min
(Fo =3), Ca:116°C — 30 min (Fo = 9,5) et C7: 121°C — 30 min (Fo = 30) en fonction

des concentrations initiales en glucose sur la formation du 5-HMF (A) et du 2-FA (B).

f. Valeur stérilisatrice Fo

La comparaison de la formation des PDG a valeur stérilisante équivalente Fo = 9 et

Fo = 20 est décrite dans la figure 24 et 25, respectivement. Cette comparaison

s’effectue entre le cycle C2 et Cspour un Fo = 9 et entre le cycle Cs et Ces pour un Fo =

20. On observe que pour un méme Fo, la durée du cycle a plus d’impact que la

température du cycle. L'impact de la durée est d’environ 20 fois plus important que

celui de la température.
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Figure 24 : Comparaison des conditions de stérilisation pour un Fo de 9 (C2: 111°C —
90 min et Cs: 121°C — 9 min) en fonction des concentrations initiales en glucose sur
la formation du 5-HMF (uM) (A) et du 2-FA (nM) (B).
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Figure 25 : Comparaison des conditions de stérilisation pour un Fo de 20 (Csz: 111°C
— 200 min et Cs : 121°C — 20 min) en fonction des concentrations initiales en glucose
sur la formation du 5-HMF (uM) (A) et du 2-FA (nM) (B).
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Les résultats des concentrations en 5-HMF et en 2-FA quantifiées dans les solutions
de G5, G10, G30 et G50 apres stérilisation par les cycles de Fo =9 (C:2 et Cs) et de Fo

= 20 (Cs et Ce) sont décrits dans les tableaux 17 et 18, respectivement.

Tableau 17 : Concentration en 5-HMF (uM) et en 2-FA (nM) quantifiées dans les

solutions de glucose apres stérilisation par la chaleur humide par les cycles C2 et Cs

(Fo =9) (moyenne = écart-type). Test de Mann et Whitney.

Fo =9
5-HMF (uM) 2-FA (nM)
Concentration
en glucose
(9/200mL - %) |C,:111°C-90min |Cs: 121°C-9min |C;: 111°C-90min [ Cs: 121°C-9min
5 23,5+0,0 2,12+0,01 953+9 99,4+24
10 43,3+0,1 3,28+ 0,01 1381+10 174+ 4
30 141+ 0 18,1+0,2 5 389 + 66 626 + 8
50 278+ 0 27,7+0,4 9270+93 1 3056 £ 23
p-valeur p < 0,001 p < 0,001

L’analyse statistique des concentrations en 5-HMF et en 2-FA obtenues apres

stérilisation par les cycles Cz et Cs (Fo = 9) montre une différence significative (p <

0,001).

Tableau 18 : Concentration en 5-HMF (uM) et en 2-FA (uUM) quantifiées dans les

solutions de glucose aprées stérilisation par la chaleur humide par les cycles Cs et Cs

(Fo = 20) (moyenne + écart-type). Test de Mann et Whitney.

Fo=20
5-HMF (nM) 2-FA (nM)
Concentration
en glucose
(9/100mL - %) |Cs:111°C-200min | Ce: 121°C-20min | Cs3:111°C-200min | Cs: 121°C-20min
5 84,0+£0,1 2,32 £0,02 3255+6 197 £ 2
10 173 0, 10,0£0,0 5188+1 376 £ 3
30 771+£2 36,3+0,0 11613+ 16 1216 +14
50 1125+5 43,0+ 0,0 17 986 + 38 1224+6
p-valeur p < 0,001 p < 0,001
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L’analyse statistique des concentrations en 5-HMF et en 2-FA obtenues apres
stérilisation par les cycles Cs et Ces (Fo = 20) montre une différence significative (p <
0,001).

Selon nos résultats, pour un méme Fo, il est préférable de travailler & une haute
température, ce qui permet de réduire la durée du cycle et donc de limiter la
formation du 5-HMF et du 2-FA.

La comparaison des cycles Ci, Cs et Cs montre une augmentation de la formation
des PDG en fonction du Fo. Plus le Fo est grand et plus la concentration en PDG est
conséquente. Les concentrations en PDG varient de 0,62 + 0,01 & 38,0 + 36,9 puM
pour le 5-HMF et de 23,4 + 0,9 a 929 + 607 nM pour le 2-FA dans la solution de
G5%, pour les températures de 111°C et 134°C respectivement. La figure 26 décrit
l'influence du Fo sur la formation des PDG. On s’apercoit que le cycle Cs montre de
grandes variations de concentrations en 5-HMF par des écart-types trés importants.
Ceci s’explique par notre appareillage d’autoclavage qui n’a pas été congu pour
réaliser des cycles de stérilisation de tres courte durée, de type flash. C’est pourquoi,

nous n’avons pas réalisés les cycles de stérilisation de 1 min (131°C et 134°C).
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Figure 26 : Influence du Fo par comparaison sur la quantité en 5-HMF et 2-FA. Les
cycles présentés sont les cycles C1: 111°C — 30 min (Fo = 3), Cs: 121°C — 20 min
(Fo = 20) et Cs: 134°C — 3 min (Fo = 60) en fonction des concentrations initiales en
glucose sur la formation du 5-HMF (A) et du 2-FA (B).

En regle générale, lors de toutes les comparaisons, on observe que plus la
concentration initiale en glucose est importante, plus la formation en PDG est

conséquente.

Effectivement, les concentrations en 5-HMF augmentent d’un facteur 10 a 20 en
fonction du mode stérilisation entre les solutions a 5% et 50%. Il en est de méme
pour le 2-FA avec un facteur 5 a 10. La concentration en 5-HMF est en moyenne 100
fois plus importante que celle du 2-FA. Cependant, on constate que pour le 2-FA, les
concentrations sont quasiment les mémes dans le G30% et le G50% pour les cycles
Cs et Cs. Il en est de méme pour le 5-HMF, méme si ce résultat est moins marqué
(figure 26).
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g. Impact de l'autoclave

Pour la réalisation des cycles ayant des durées supérieures a 30 minutes, I'utilisation
d’'un second autoclave a été nécessaire. Nous avons réalisé deux cycles de
stérilisation dans chacun des autoclaves: cycle 121°C pendant 15 minutes.
L’autoclave disponible au laboratoire de galénique VAPOUR-Line® est intitulé V et
celui disponible au laboratoire de bactériologie Autoclave Lequeux® intitulé L. Les
résultats obtenus sont décrits dans le tableau 19 :

o Co:121°C, 15 min (Fo= 15,0) — Autoclave VAPOUR-Line® (V)
o Ci0:121°C, 15 min (Fo= 15,0) — Autoclave Lequeux® (L)

Tableau 19: Concentrations en 5-HMF (uM) et en 2-FA (nM) mesurées apres
stérilisation par la chaleur humide. La stérilisation a été réalisée par les cycles Co
et Cio (n = 12) réalisés respectivement par I'autoclave V et L. Les données sont
présentées par moyenne + écart-type. Les comparaisons ont été effectuées

entre les 2 stérilisateurs par un test de Mann et Whitney.

5-HMF (uM) 2-FA (nM)
Concentration
Co: 121°C, Ciwo: 121°C, Co:121°C, Ciwo: 121°C,
en glucose _ _ p-value _ _ p-value
15 min (V) 15 min (L) 15 min (V) 15 min (L)
(g/100mL - %)
5 6,41 + 0,01 31,6 0,0 <0,0001 2677 117915 <0,0001
10 12,7+£0,0 56,7+ 0,1 <0,0001 6305 227954 <0,0001
30 29,6 +£0,1 89,2+0,2 <0,0001 1155+£5 2198 +43 <0,0001
50 43,4+0,1 1500 <0,0001 | 1263%23 4088 + 125 <0,0001

L’analyse statistique des concentrations en 5-HMF et en 2-FA obtenues apres
stérilisation par les cycles Co et Ci0 (comparaison de deux autoclaves) montre une

différence significative (p < 0,001) entre pour chaque concentration en glucose.
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2. Analyse statistique des parametres influencant la formation des PDG au

cours de la stérilisation

Pour rappel, a partir des données obtenues et décrites dans le tableau 14, la vitesse

de formation a été calculée pour chaque PDG a partir de I'équation 15.

Pour analyser I'impact des différents paramétres sur la formation du 5-HMF et du 2-
FA lors de la stérilisation, une analyse de variance est réalisée selon I’équation 6.
Les données obtenues sont les suivantes : r2=0,955 (p<0,0001) pour le 5-HMF et
r2=0,940 (p<0,0001) pour le 2-FA. La régression linéaire multiple montre que le
modele proposé est correct. Le modele de prédiction pour la formation du 5-HMF et

pour le 2-FA est décrit par la figure 27.

Préd(In(d5-HMF/dt)) / In(d5-HMF/dt) Préd(In(2-FA/dt)) / In(d2-FA/dt)
16 + . 1271 2
14 + Pl 10 + I
= -7 -~
E 12 y‘/ g+ e
=10 | e = ot
I' '6/' > Loy //
5 8 1 (] ’« E. ° .ﬂ‘/(:"
£ 6 T )..{’.(" % 4 c’.;“*
4 + L = , o
2 7 /// //
0+~ % % % e * * *
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Préd (In(d5-HMF/dt) 2 Préd(In(d2-FA/d))
oL eV A e Ley B

Figure 27 : Modele de prédiction pour la formation du 5-HMF (A) et du 2-FA (B).

Le modéle montre une relation linéaire entre In([dGDP/dt]) et la prédiction du
In(JdGDP/dt]) pour les 2 PDG. Les courbes encadrant les valeurs individuelles sont

les intervalles de confiance a 95%.

La figure 27 montre que les droites prédites passent par 0 pour le 5-HMF et pour le

2-FA. Cela permet d’assimiler la constante i, bruit de fond sur la vitesse a 0.
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Les tableaux 20 et 21 décrivent les parametres significatifs, influencant la formation

des PDG lors de la stérilisation par 'analyse de la régression linéaire multiple pour le

5-HMF et le 2-FA.

Tableau 20 : Paramétres influencant la stérilisation. (t : valeur réelle de Student) pour

le 5-HMF.
Borne Borne Pr > |t]
Erreur | ) .
Source Valeur inférieure | supérieure
standard
(95%) (95%)
Température 0,604 0,059 0,485 0,723 < 0,0001
Fo 0,277 0,055 0,166 0,388 < 0,0001
INn[GO] 0,587 0,036 0,515 0,660 < 0,0001
Laboratoire-L/V 0,520 0,040 0,439 0,601 < 0,0001

Tableau 21 : Paramétres influencant la stérilisation. (t : valeur réelle de Student) pour

le 2-FA.
Borne Borne
Erreur o .
Source Valeur inférieure | supérieure Pr > |t|
standard
(95%) (95%)
Température 0,152 0,015 0,122 0,183 < 0,0001
Fo 0,020 0,006 0,008 0,033 0,002
In [Go] 0,924 0,068 0,786 1,061 < 0,0001
Laboratoire-L/V | 1,530 0,149 1,228 1,833 < 00,0001

110



Ces résultats montrent que la température du cycle, l'effet stérilisant Fo et la
concentration en glucose ont un impact significatif sur la formation des PDG avec
des p-value < 0,001. Par ailleurs, l'identification de I'autoclave dans le modele montre

un effet différent de ce dernier sur la génération des PDG.

3. Modélisation mathématique

En repartant de I'équation de vitesse et des résultats de la régression linéaire

multiple, nous obtenons I'équation 16 :

in (452) =a.T+b Fo+cIn[Go]+ i éq. 16

avec T la température, Fo I'effet stérilisant et [Go] la concentration initiale en glucose.

Soit par transformation exponentielle, on obtient :

d[PdEt)G] = g(@T+b.Fp+c.In[Go]) éq. 17
Soit encore :
dIPDG] _ 1 1ee(aT+bFo) €q. 18

dt

Si on pose : k=e@T*-Fo)
On obtient I'équation suivante :

d[PD
dt

Sk [G]° éq. 19

Dans le cas de cette analyse, ¢ n’est pas significativement différent de 0,5 pour le 5-

HMF au seuil de 5% puisque le test de Student réalisé a partir des données de la
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régression donne un t expérimental de 0,587, soit nettement inférieur au t théorique
a 5%.

L’équation 19 peut donc étre assimilée pour le 5-HMF a :

d[5-HMF] _ )
o =k.[G(]%> éq. 20

En ce qui concerne le 2FA, ¢ n’est pas significativement différent de 1 au seuil de 5%
puisque le test de Student réalisé a partir des données de la régression donne un t

expérimental de 0,924, soit nettement inférieur au t théorique de comparaison a 5%.

L’équation 19 peut donc étre assimilée pour le 2-FA a :

d[2-FA
dt

| =k.[Gy] éq. 21

On peut ainsi remarquer que :

- Plus la durée du cycle est importante (a température identique) et plus
la formation des PDG est conséquente ;

- Plus la température est élevée (a durée identique) et plus la formation
des PDG est importante ;

- Pour un méme Fo, plus la température est forte (durée du cycle plus
courte) et moins la formation des PDG est importante. Pour un Fo de 9,
on observe des constantes Ku et Kra plus faibles pour le cycle Cs
(121°C — 9 min) que pour les cycles C4(116°C — 30 min) et C2 (111°C —
90 min).

- Plus la concentration en glucose est importante, plus la vitesse de
formation des PDG est importante.

- la formation des PDG dépend aussi de 'autoclave utilisé.
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4. Détermination d’'un modéle mathématique

En repartant du schéma général de la dégradation du glucose (figure 1), la
dégradation du glucose en 5-HMF et 2-FA peut étre considérée comme deux

réactions paralleles (figure 28). Les autres voies n’ont pas encore été étudiées.
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Figure 28 : Représentation schématique de la formation des PDG

En repartant de la figure 28 et de I'équation 18 qui est une équation différentielle,
nous pouvons expliquer la cinétique de la dégradation du glucose (figure 28) par le

schéma suivant (figure 29) :
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Figure 29 : Représentation schématique de la cinétique de dégradation du glucose.
G, H et FA sont respectivement le glucose, le 5-HMF et le 2-FA. [Go], [Ho] et
[FAo] sont les concentrations initiales en glucose, 5-HMF et 2-FA. kn et kra sont les

constantes de vitesse de formation de 5-HMF et du 2-FA respectivement.

Pour la modélisation, I'étude se place dans les conditions ou le volume de la solution

de glucose est constant (100 mL) et tous les paramétres sont connus.

En tenant compte des résultats de l'analyse statistique précédente, les équations

différentielles qui permettent de décrire les vitesses de transformation sont :
[ die] _

- = (ky [G]+keal[Gl+ke) =-K[G] oU k = kn + kra + ke éq. 21
| = = k(6] éq. 22

d[FA 2

% =kralG] éq. 23

e Par intégration, on obtient pour I’équation 24 :

Gd[G] _ t ,
fO H—-k. fO dt eqd. 24

Soit encore
In([G]) - In([Gg]) = -k.t €g. 25
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Qui par réarrangement de I'équation précédente donne

[G]=[Gole™

e Enintégrant dans 'équation 22, 'équation 26, nous obtenons :

-k.t
T ki ([Gall ™) 2=k (Gl e s
Soit par réarrangement et intégration
H 12 ot Xt
Jy d[HI=kn[Go] " [ &2
D’ou

[HI=[Hol+ 22 [Gol ™ (1-e72

e Enintégrant dans I’équation 23, I’équation 26, nous obtenons :

Soit par réarrangement et intégration :
FA t

fo d[FA] =kFA[GO] fo e “

D’ou

[FAI=[FAq]+ 2 [Go] (1-e™!)

€q.

€q.

€q.

€g.

éq.

éq.

éq.

26

27

28

29

30

31

32

Le modele de la dégradation du glucose au cours la stérilisation en 5-HMF et 2-FA

est ainsi défini par les équations 23, 27, 30 soit :

(1G]=[Go] e* A

4| [H]

[Hol+ 224 Go] 2 (1-6°% )

EA]=[FAO]+%[GO](1-e-“) y

Ce modéele fait intervenir les concentrations initiales du glucose, du 5-HMF et du 2-

FA ainsi que les constantes kn et kra. On observe un ordre 0,5 pour la cinétique de

formation du 5-HMF et un ordre 1 pour le 2-FA.
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IV. Discussion

La stérilité imposée aux SGI de par leur administration en IV impose actuellement
une stérilisation terminale, comme recommandée par les BPF et BPPI’'1102 | a
technique la plus utilisée est la stérilisation par la chaleur humide. Toutefois, cette
technique est connue pour étre promotrice de PDG76.92 | ’étude réalisée ici porte
sur la comparaison de différents cycles de stérilisation par la chaleur humide afin
d’évaluer les facteurs qui impactent la vitesse de formation des PDG. Suite a I'étude
précédente, la méthodologie adoptée a permis de limiter 'impact des autres facteurs

pour ne s’intéresser qu’aux facteurs directement liés au processus de stérilisation.

Dans les solutions non stérilisées, le 5-HMF est retrouvé a I'état de trace, c’est-a-dire
a des concentrations inférieures a la LDQ de notre méthode. Une hypothese peut
étre émise concernant l'origine de la présence de 5-HMF : la matiere premiéere
utilisée - la méthode d’obtention de la poudre (température, séchage, pression) - le
conditionnement - le transport et le stockage (température et durée). En revanche, le
2-FA n’est pas détecté par notre méthode de dosage, et ce, dans aucune des
solutions non stérilisées. Deux possibilités pourraient expliquer ce résultat : soit ce
PDG se forme uniquement apres une période de haute température (stérilisation),
soit notre méthode n’est pas assez sensible pour détecter des faibles concentrations
résiduelles de ce dernier. Cette absence de détection souléve la limite de notre
méthode de dosage. La spectrométrie de masse permettrait de détecter des
concentrations plus faibles bien que la LDD et la LDQ de notre méthode soient déja

tres basses, 17,1 nM et 57,0 nM respectivement pour le 2-FA.

Actuellement, le travail portant sur les solutions de glucose préparées au laboratoire
n’a été réalisé qu’a l'aide d’un type de glucose provenant d’'un unique fournisseur. Il
serait intéressant de comparer différentes sources de glucose (laboratoires,
conditionnements, méthodes d’obtention) afin de comprendre la provenance du 5-
HMF dans le glucose anhydre. Les mécanismes d’obtention du glucose anhydre
pourraient étre décrits permettant ainsi de définir les procédeés favorisant la formation
du 5-HMF lors de la déshydratation (lyophilisation, dessiccation, séchage) et

d’optimiser ainsi la matiére premiére. Une autre hypothése concernant la provenance
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de 5-HMF dans nos solutions non stérilisées pourrait étre que la formation du 5-HMF

débuterait dés la mise en solution et augmenterait jusqu’a I'analyse de I'échantillon.

Lorsque les solutions glucosées sont stérilisées par filtration (i.e. 0,22 um), aucune
augmentation des 2 PDG n’est retrouvée : les concentrations en 5-HMF sont
similaires aux concentrations mesurées dans les solutions non stérilisées et le 2-FA
n’‘est détecté dans aucune des solutions. Nos résultats sont en accord avec les
résultats publiés par Kjellstrand et al.[’6] et par Bryland et al.l!l. La filtration stérilisante
pourrait étre un moyen de maitriser la formation des PDG. Cependant, la mise en
ceuvre de cette technique a I'échelle industrielle demanderait une réorganisation
complete de 'ensemble du processus de stérilisation. Ceci entrainerait un codt lié au
changement des autoclaves par le systeme de filtration, une requalification de
'ensemble de la chaine de production. La conséquence de ces changements risque
d’'impacter fortement le prix des SGI. De plus, la filtration stérilisante est une
technique de stérilisation a haut risque puisqu’il existe un risque de rupture du filtre,

risque encore plus important lorsque la solution a une viscosité élevéel’?,

En revanche, dés l'utilisation d’'une méthode de stérilisation par la chaleur humide,
nos résultats montrent que la formation de PDG est systématique. L’analyse
statistique utilisée (régression linéaire multiple) montre une influence significative de
la température du cycle, de Foet de la concentration en glucose, résultats corroborés

par de précédentes études(>87287],

Il semble donc préférable de travailler a température la plus haute sur une durée
courte, ce que laissaient présager les résultats de I'étude du marché francais ainsi

que les données de la littératurel®.

a. Effet de la température

Ainsi, nos résultats démontrent I'impact de la température sur la formation de PDG
par I'’étude des cycles dont la durée a été fixée a 30 min (C1, Cs et C7) : plus la

température est élevée et plus la génération de PDG l'est également. Pour une
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augmentation des températures de cycles de 111°C a 121°C, on observe une
augmentation des concentrations en PDG entre 1 418 + 1 nM a 21 896 + 1 nM pour
le 5-HMF et de 58 + 4 nM a 793 £ 5 nM pour le 2-FA dans la solution de G10%,
respectivement. Ces deux derniers points, impact de la concentration initiale en
glucose et de la température du cycle sont en accord avec les travaux menés par
Postaire et al.”! et de Cook et al.l’l. L’analyse des cycles C1, Ce et Cg montre des
résultats similaires aux travaux de Postaire et al. qui montrent une dégradation du

glucose de 3,4% pour une température de cycle a 110°C jusqu’a 8,62% a 134°Cl8.,

b. Effet de la durée du cycle

La comparaison des cycles Ci, C2 et Cs, montre I'effet de la durée du cycle de
stérilisation : plus la durée est importante et plus la dégradation du glucose est
conséquente. On peut observer une variation des concentrations de 617 + 2 nM a 83
993 + 72 nM pour le 5-HMF et de 23 + 1 nM a 3 254 + 6 nM pour le 2-FA dans la
solution de G5% pour une durée de cycle de 30 et 200 minutes respectivement. En
parallele, 'étude des concentrations de PDG a Fo équivalent montre que I'impact de
la durée du cycle de stérilisation est plus important que celui de la température On
observe une augmentation des concentrations de PDG pour une solution de glucose
a 50% de 3 491 + 55 nM a 35 079 + 6 nM pour le 5-HMF et de 126 + 9 nM a 891 + a
nM pour le 2-FA, pour les cycles Cs et Cz respectivement (Fo = 9). Ceci est appuyé
par notre modele cinétique qui montre des constantes de vitesse de stérilisation plus
importantes pour des Fo plus grands a une température plus faible. Ces résultats
sont en accord avec les travaux réalisés par Mannermaa et al.l?l démontrant qu’il est
préférable de travailler a plus forte température pour un méme Fo ainsi que les
travaux de Kjellstrand et al.l’®l, qui a étudié cing Fo différents. Ces derniers ont
travaillé sur un modéle cellulaire afin de mettre en évidence linhibition de la
croissance cellulaire lors de la stérilisation de solution de DP. L’inhibition cellulaire
est moins importante pour une haute température a Fo équivalent. Une solution
glucosée ayant été stérilisée a haute température pour une Fo faible serait donc une

solution glucosée limitant 'administration de PDG. En comparant trois Fo, nous
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retrouvons les mémes conclusions : plus le Fo est grand et plus la formation de PDG

est conséquente.

c. Concentration de glucose

La régression linéaire multiple permet également de mettre en évidence I'impact de
la concentration en glucose sur la formation des PDG lors de la stérilisation
(p<0,0001). Plus la solution glucosée est concentrée et plus la génération des PDG
est conséquente, en accord les résultats précédemment publiés 8. On note que
pour les solutions glucosées a 30 et 50% aprés stérilisation, la formation en PDG
semble similaire, indépendamment de la concentration. Ceci est observé lors du
cycle Cs (134°C ; 3 min) pour le 5-HMF par des concentrations de 142,56 + 0,03 puM
et 165,13 £ 0,31 pM pour le G30 et G50 respectivement et pour le 2-FA par des
concentrations de 3 254,32 + 8,64 nM et 3 243,29 + 2,20 nM pour le G30 et G50. Il
en est de méme pour le cycle Cs (121°C ; 9 min) mais que pour le 2-FA : 1 215,72 £
13,79 nM et 1 223,65 + 5,94 nM pour le G30 et G50. Ce phénomeéne est décrit dans
la littérature comme la limite de saturation!!*76. Au vu de ces résultats, d’autres
études devront étre realisées afin de limiter la formation des PDG. En effet, dans les
solutions de DP, des études ont été réalisées sur des poches bi-compartimentées!*?,
Un des compartiments contient du glucose a haute concentration. La dilution
s’effectue juste avant administration par mélange des deux compartiments. La
formation des PDG pourrait étre limitée lors de la stérilisation et ainsi lors de

'administration. Cette méthode pourrait étre transposée aux SGI.

d. L’autoclave

L’impact de lautoclave sur la formation des PDG est différent entre celui de
lautoclave V et de lautoclave L. En effet, TANCOVA révele une différence
significative entre les 2 autoclaves avec un parametre de 0,52 pour le 5-HMF et de

1,53 pour le 2-FA lorsque la stérilisation est réalisée au laboratoire B (p > 0,0001).
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En repartant de I'étude menée sur le marché francais, nous avons associé le
laboratoire aux conditions de stérilisation!’®¥, Nous avons obtenu des résultats
montrant lI'impact du laboratoire sur la dégradation du glucose et donc, des
conditions de stérilisation. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans
'analyse de l'impact de la stérilisation. Un cycle de stérilisation se valide par une
durée et une température donnée au plateau. Les écarts obtenus entre les deux
autoclaves pourraient provenir de la difféerence de puissance de montée en
température (temps plus court et montée en température plus rapide) ou encore le
temps de refroidissement aprés le plateau (taille de lautoclave, systéme de
refroidissement...). Une autre hypothése pouvant étre évoquée est un décalage de
température qui pourrait étre lié a I'étalonnage de la pression. L’étude montre
limpact de la température sur la formation des PDG. Un décalage de quelques
degrés seulement pourrait tendre a expliquer les différences de concentrations

obtenues.

Dans l'attente de ces possibles nouvelles optimisations, une solution glucosée a
faible concentration serait celle a administrer préférentiellement aux patients.
Cependant, comme expliqué précédemment, les solutions glucosées sont aussi
présentes dans la nutrition parentérale a de hautes concentrations (= 30%). Les
conséquences de la présence de ces solutions sont I'administration de PDG aux
patients et le risque de glycation des acides aminés présents dans les solutions de
nutrition parentéralel®®. Ceci permet de faire un lien avec les récentes études
montrant 'impact des PDG sur les nouvelles molécules a structures protéiques telles
que les anticorps, les biosimilaires par glycation avant leur administration?8l, D’autres
travaux menés par Anderson et al. ont démontré l'interaction entre le 5-HMF et les
héparines entrainant une modification de [lactivité anticoagulante®. L’activité
anticoagulante est augmentée lorsque les solutions glucosées sont autoclavées.
Dans cette étude, l'interaction entre les principes actifs et les PDG entraine donc des
effets différents selon les principes actifs. D’autres études plus approfondies sont
nécessaires portant sur la possible modification d’activité pharmacologique des
principes actifs de nature peptidique ou protéique pour confirmer [Iutilisation

potentielle des SGI comme solution de dilution. Des travaux en cours dans le
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laboratoire (non encore publies) montrent que la glycation des protéines

thérapeutiques est un phénoméne bien présent.

e. Modélisation

Le modele cinétique proposé, obtenu a partir de la régression linéaire multiple et des
équations différentielles, permet de confirmer une réaction d’ordre 0,5 pour le 5-
HMF. Ce type d’ordre fractionné a déja été décrit pour des réactions complexes avec
plusieurs étapes, ce qui correspond a priori a notre situation®”-%l. En repartant de la
cinétique générale (partie Il), 'ordre de la réaction du 5-HMF est différent lors de la
stérilisation. En effet, I'ordre passe de 1 a 0,5. Cette différence peut s’expliquer par le
fait que par un nombre supérieur de parametres testés dans I'analyse du marché
francais en comparaison a un modeéle ne travaillant que sur quatre parametres. Nos
travaux démontrent que la dégradation du 2-FA est, elle, d’'ordre 1, ce qui confirme
les travaux de Jing et al.[%! D’autres travaux similaires portant sur la dégradation du
glucose trouvent des réactions d’ordre 1 pour la réaction de dégradation, dont les
études de Taylor et al. qui ont travaillé a 5 températures différentes pendant des

durées variables allant jusqu’a 8 heures!®,

Dans cette étude, la vitesse de formation des PDG est corrélée a la température du
cycle, au Fo de stérilisation et a la concentration initiale en glucose. Il reste a trouver
la combinaison optimale temps/température permettant de limiter la dégradation du
glucose tout en assurant la stérilité des solutions. Ce travail oriente déja ce couple
temps/température vers une température haute et un temps court. En parallele, il
serait intéressant de calculer pour un Fo identique a celui des poches commerciales
dosées, quelle est la proportion de PDG liée a la stérilisation seule par rapport aux
quantités mesurées dans les poches du marché francais permettant d’évaluer la
place de la stérilisation sur la formation du glucose et de cibler les autres sources de

dégradation du glucose a optimiser.
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PARTIE V. DISCUSSION GENERALE

1. Le contexte et la problématique

L’utilisation quotidienne des SGI au sein des établissements de santé, impose
une sureté de leur administration, que ce soit en tant que vehicule de dilution ou
d’administration, comme solution de d’hydratation ou encore comme composant de
la nutrition parentérale. Il semble important de maitriser de la formation des PDG car
bien que I'on ne connaisse pas encore les seuils de toxicité de ces produits, il a été
montré que de hautes concentrations en PDG et AGEs ont un impact sur
I'noméostasie cellulaire [1:131461 notamment sur le systéeme cardio-vasculairel1-16:17]
le systeme rénalt1218.19 gy ophtalmiquel® et ils induisent I'apoptose de diverses

cellules(62.63.65]

Pour limiter 'administration de PDG aux patients, il est important de déterminer les

facteurs influencant leur formation et de tenter de les maitriser.

2. Méthode de dosage et analyse du marché francais

La premiére partie du travail de these a porté sur la mise au point d’'une méthode de
dosage permettant d’identifier et quantifier simultanément le 5-HMF et le 2-FA par
une meéthode par CLHP-UV dans les SGI du marché francais. La méthode choisie
est une méthode simple, rapide (temps d’analyse de 7 minutes), reproductible et
facilement transposable d’'une CLHP-UV a une autre, d’'un laboratoire a un autre,
mettant en évidence la dégradation générale du glucose par le choix des PDG344],
puisque le 5-HMF et le 2-FA sont considérés comme de bons reflets de la
dégradation générale du glucose de par leur position. L’utilisation de la spectrométrie
de masse seule ou couplée a une détection UVI277-80 permettrait la détection de
plus nombreux PDG, notamment le 3-DG, le 3,4-DGE, le GO et le MGO connus pour
étre les PDG les plus toxiques[t414260 | es choix de la nouvelle méthode et des

conditions opératoires devront tenir compte des gammes de dosage cibles, des PDG
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choisis, de la présence ou non d’un agent dérivant et du colt engagé par cette
méthode (matériel, consommables...) pour permettre de répondre aux
recommandations de I’Académie Nationale de Pharmaciel®®l. Outre les facteurs déja
connus pour influencer positivement la génération des PDG lors d’'une exposition de
solutions de glucose a la chaleur humide, de nouveaux facteurs ont été identifiés,
comme la nature du matériau constituant les parois du conditionnement primaire ou
le coefficient de perméabilité a I'oxygene. Ainsi, différents moyens apparaissent
possibles pour limiter encore plus la génération des composés d’oxydation du
glucose, tels que I'emploi de certains matériaux pour les conditionnements primaires
(ex : polypropyléne). Il ne faut pas négliger l'influence que peuvent avoir ces
matériaux sur la stabilité des médicaments injectables!?10-112 || pourrait donc étre
envisagé d’établir un cahier des charges particulier pour les récipients des solutions
glucosées injectables pour qu’elles soient conditionnées dans des conditionnements
primaires limitant fortement la génération des PDG ainsi que les risques d’interaction

contenant-contenu au colt de fabrication le plus faible possible.

Devant ces résultats, la variabilité des quantités retrouvées souleve la question de
I'nétérogénéité de I'exposition des patients aux PDG selon la solution de glucose
utilisée. Outre les deux PDG dosés dans nos études, le dosage des autres PDG
connus s’avere indispensable a l'avenir pour compléter nos données. De plus,
'étude des risques d’exposition avec un modéle clinique permettant de connaitre
réellement I'impact des PDG via la perfusion chronique serait intéressante bien que
les conditions de réalisation semblent compliqguées. D’une part, I'exposition dépend,
en premier lieu, de la solution référencée puis de la durée et du volume de perfusion,
de la biodisponibilité absolue des PDG. D’autre part, le choix de la population cible
est compliqué (population fragile : nouveau-nés, patients souffrant de troubles
critigues ou patients recevant une thérapie intraveineuse a long terme), car la
différenciation de I'apport exogéne et de l'apport endogéne sur les quantités
circulantes en PDG restera toujours la difficulté majeure de ce type d’étude. En effet,
I'état clinique des patients peut accentuer leur exposition aux PDG, par biosynthése
endogéne ou leur sensibilité a I'action pharmacologique de ces composés/?448l, En
effet, plusieurs études ont montré une influence de I'état pathologique sur la

concentration en AGEs. Il a été démontré que lors d’une insuffisance rénale, la
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concentration des AGEs augmente, expliquée par une clairance directement
dépendante de la fonction rénalel®®l. Chez le patient diabétique, la glycémie est plus
élevée que le patient non diabétique et secondairement la concentration en
AGEs[P7%l e modele clinique devra prendre en compte I'ensemble de ces
éléments. L’identification et la quantification des PDG devront étre optimisées en

tenant compte du milieu d’analyse (sang, urine).

Nos résultats ont montré qu’une partie de la variation de I'exposition des patients aux
PDG (5-HMF et 2-FA) pouvait étre liee a la méthode de stérilisation employée par le
fournisseur. Bien que la stérilisation par la chaleur humide soit la seule technique
utilisée, les conditions de stérilisation sont variables, qu’il s’agisse de la température
(111 ou 121°C) ou du Fo (11 a 46). Pour rappel, le Fo est une combinaison de temps
et de température donnant une énergie et une létalité bactérienne égales!*Sl.
Cependant, si la valeur seule de Fo permet de réduire le risque de développement
bactérien dans le milieu stérilisé, elle est insuffisante pour prédire la quantité de PDG
généreée. |l est donc important de connaitre les conditions thermodynamiques de la
stérilisation®. Au vu de ces résultats, il nous a semblé important de poursuivre les
recherches sur l'impact de la stérilisation sur la dégradation du glucose et de tenter
de proposer une homogénisation des processus lors de la fabrication des SGI
permettant de limiter la formation des PDG : évaluation des conditions optimales des
cycles de stérilisation permettant de garantir la stérilité des SGI tout en limitant la
génération des PDG. En attendant la poursuite des recherches, des premiéres
recommandations peuvent étre émises quand au choix des SGI pour réduire leur
risque d’exposition : l'utilisation de solutions de glucose a faibles concentrations
conditionnées dans des flacons en verre et stockées pendant une courte période.
Pour des applications cliniques particulieres telle que la nutrition parentérale,
l'utilisation de solutions glucosées fortement concentrées est incontournable. Ainsi,
s’il s’avérait a I'avenir que I'administration de PDG soit préjudiciable pour certains
patients recevant de la nutrition parentérale, des solutions devraient étre
développées pour commercialiser des solutions glucosées injectables exemptes de
PDG.
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3. Etude de la stérilisation

La dégradation du glucose lors de la stérilisation a pu étre modélisée dans la
troisieme partie de ce document, en repartant de l'étude de la partie Il. La
meéthodologie adoptée a tenu compte des différents parametres étudiés afin de
limiter 'impact ces derniers pour ne s’intéresser qu’aux facteurs directement liés au
processus de stérilisation : flacon en verre, échantillons analysés directement apres
la stérilisation, volume de 100 mL. L’analyse statistique n’a pas montré de différence
significative entre les concentrations avant et apres filtration stérilisante,
conformément a des travaux antérieurst79, La filtration stérilisante pourrait étre un
moyen de maitriser la formation des PDG. Toutefois, malgré [l'importante
réorganisation que cette techniqgue demanderait (changement des autoclaves par le
systeme de filtration, requalification de 'ensemble de la chaine de production, colt
général) et le risque de rupture du filtre, risque encore plus important lorsque la
solution a une viscosité élevéel’ . La limitation du phénoméne de glycoxydation lors
de la stérilisation par la chaleur humide montre qu’il semble préférable de travailler &
température plus la haute sur une durée courte, ce que laissait présager les résultats
de I'étude du marché frangais ainsi que les données de la littérature!®l. Cette analyse
permet d’orienter le couple temps/température optimal permettant de limiter la
formation des PDG : une température plus haute et une durée de cycle plus court. La
recherche de ce couple temps/température au Fo le plus petit permettant d’assurer la
stérilité des solutions et limitant au maximum la formation des PDG représente la clé
de volte dans ce domaine. Actuellement, aucune limite de stérilité n’est annoncée
pour le Fo. Dans la pharmacopée européenne, on trouve seulement une
recommandation pour un cycle de 121°C pendant 15 min, soit un Fo de 15. Pour
rechercher le Fo optimal, I'étude de la stérilité devra étre réalisée : tester des cycles
de stérilisation a différent Fo permettant d’assurer la stérilité puis une fois optimisé, le

travail sur le couple temps/température devra étre étudié.

Finalement, la présence de ces PDG dans les solutions glucosées injectables pose
la question du risque d’instabilité physico-chimique des médicaments administrés, tel
gue le risque de glycation des acides aminés présents dans les solutions de nutrition
parentéralel®® ainsi que I'impact des PDG sur les nouvelles molécules a structures

protéiques telles que les anticorps, les biosimilaires par glycation avant leur
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administration?®, Des études de stabilité sont donc cruciales pour établir le risque

d’instabilité de ces médicaments.

4. Axe d’optimisation

a. pH des solutions

Un facteur n’a pas été étudié dans la partie Il sur I'étude du marché francgais : le pH
de la solution de glucosel®1. || aurait été intéressant d’intégrer cette donnée dans
'analyse des facteurs. L’équipe de Kjellstrand démontre qu’'un pH acide avoisinant
3,5 limiterait la formation de PDG. Dans I'étude de I'impact de la stérilisation, une
premiere approche concernant le pH a été réalisée. Malheureusement, le volume
d’étude de SmL ne nous a pas permis de mesurer correctement le pH. En se basant
sur I'étude de Kjellstrand et sur celle de I'équipe de Boulanger, il semble intéressant
d’orienter une partie des prochains travaux sur I'’étude de solutions glucosées trés
concentrées et tres acides. Cela permettrait éventuellement de générer de nouvelles

poches bi- compartimentées, a remettre en solution juste avant administration.

b. Stockage

L’analyse du marché francais décrite dans ce travail montre que le temps écoulé
depuis la fabrication est I'un des parametres ayant un impact significatif sur la
dégradation du glucose. En effet, IANCOVA réalisée a permis de montrer son
influence sur les vitesses de formation des deux GDP : 5-HMF : 0,293, p = 0,012 et
2-FA : 0,618 p < 0,0001[%%4, Plus le temps écoulé est long et plus la formation est
conséquente. Les données communiquées par les laboratoires et en s’appuyant des
données disponibles sur les RCP des SGI, nous retrouvons des durées de
péremptions des SGI variant de 24 a 60 mois. Ces données sont variables d’'un
fabriquant & un autre et méme au sein d'un méme fabriquant (d’'un conditionnement

a un autre).

Au sein des hopitaux, le stockage des médicaments se fait principalement dans les

PUI. Ces dernieres réceptionnent les médicaments en conformité avec les données
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disponibles sur les réesumés des caractéristiques du produit (RCP) permettant ainsi
de garantir la qualité des médicaments. Les SGI sont acheminées des PUI vers les
services de soins quotidiennement. Pour que les PUI puissent répondre a leur
besoin, il est nécessaire que ces unités possedent des stocks suffisants et un lieu de
stockage adéquat. Cependant, les conditions de stockage que subissent les SGI
sont variables d’une région a une autre, d’'une saison a l'autre, d’'un établissement de
santé a un autre (structure, locaux climatisés...) et au sein d'une méme PUI
(organisation de I'espace de stockage...). La variation des conditions climatiques
(humidité et température) au sein du cycle de vie des SGI participe sans doute a la
génération des PDG, mais dans une proportion encore non connue par rapport a la

stérilisation.

En repartant des recommandations disponibles dans les RCP des SGl
commercialisées, nous retrouvons différentes données sur la condition de
conservation de ces solutions. Elles sont variables entre fournisseurs, entre
concentrations et conditionnements d’'un méme fournisseur. Par exemple, nous

retrouvons :

« ne nécessite pas de précautions particulieres de conservation »
« a conserver a une température ne dépassant pas 25°C »
« a conserver a une température ne dépassant pas 25°C et dans son emballage

d’origine, a I'abri de la lumiére »26]

Les données ne sont donc pas uniformes quant aux conditions de stockage

actuellement recommandées.

En reprenant les trajets des SGI depuis leur fabrication jusqu’a leur administration, il
est facile de constater qu’il y a de nombreux points de stockage. La figure 30
résume le trajet des SGI et les interrogations qui peuvent étre émises concernant les

températures de stockage.
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Figure 30 : Schéma récapitulatif des zones de stockage des SGI durant leur cycle de

vie.

Aprés la fabrication, les solutions sont stockées en attendant la livraison dans les
différentes PUI. Une fois dans la chaine logistique du lieu de fabrication jusqu’aux
PUI, les températures ne sont pas contrélées et pour le moment, aucun relevé n’est
réalisé. La zone de stockage dans les PUI n’est pas toujours équipée d’un relevé de
température. Les températures dans ces lieux de stockage sont variables d’un
établissement de santé a un autre (localisation de la PUI) et d'une région a une
autre. Le transport de la PUI vers les services de soins est relativement court. En
fonction du service de soins et des locaux, les températures sont variables. |l s’avere

donc que le suivi des conditions de stockage des SGI est assez complexe.

En nous basant sur les données des RCP des SGI?8l, des analyses préliminaires ont
été réalisées sur cing conditions de stockage existant actuellement pour les

médicaments :

- Deux méthodes simulant le stockage prévu dans les résumés des
caractéristiques du produit (RCP) :
e Température ambiante non controlée, sur paillasse (TA)
e Enceinte climatique, température contrdlée : 25°C - 60% d’humidité
relative (T25°C) reflétant le stockage dans les services de soins
- Réfrigérateur (T2-8°C)
- Deux méthodes sont étudiées au congélateur (-20°C) avec deux techniques de
décongélation :
e Décongélation a température ambiante (CdTA)

e Deécongélation au micro-ondes — 450W (CduO)
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L’étude s’est déroulée sur 3 mois et les dosages ont été réalisés aux temps
suivants : JO, J1, J8, J15 et a 1, 2 et 3 mois sur 4 concentrations de SGlI,
représentatives du marché francais : 5%, 10%, 30% et 50%. Cette premiere étude
s’est déroulée juste apres I'étude de stérilisation des cycles Ci, Cs et Cs. La méthode
de préparation des SGI reste la méme que celle décrite dans la partie 1l. Une fois
stérilisées, les solutions ont été réparties en aliquot de 1,5 ml dans des microtubes
pour centrifugation type Eppendorf. A JO, ces solutions ont été dosées par la
méthode CLHP-UV validée précédemment dans la partie | et les aliquots ont été
répartis afin de tester les cinq conditions de stockage définies précédemment.
L’analyse analytique est terminée mais les analyses statistique et cinétique sont en
cours de réalisation. Les premiers résultats sont les suivants : les concentrations en
5-HMF augmentent sur 3 mois d’étude pour les stockages a température ambiante
non controlée et a I'étuve (25°C — 65% HR). Cette augmentation est moins marquée
pour le stockage entre 2 et 8°C et semble ne pas étre présente pour le stockage au

congélateur, et ce, quelle que soit la méthode de décongélation comme le montre la

figure 31.
Concentration en 5-HMF dans une solution de Concentration en 5-HMF dans une solution de
G5% sur 90 jours G50% sur 90 jours

25 350
—_ = 300
g2 3
b = 250
s s
T 15 egm=TA = e=gmnTA
h i 200
-5 % e ———  =W=TS'C 'E i @eT25'C
g 10 ogesT4-8°C 4 T 4-8°C
] €
8 === CdTA g 100 s CdTA
= =

5

8 =E=Cduo 8 5o =E=Cduo0

0 T T T T 0 T T T T

o 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Temps (jours) Temps (jours)

Figure 31 : Concentration en 5-HMF (uM) dans une solution de G5% et de G50% sur
90 jours apreés stérilisation par le cycle Cs (134°C — 3 min).

Sur cette figure 31, on constate toujours la présence d’une concentration plus

importante en 5-HMF en fonction de la concentration initiale en glucose (G5% et
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G50%). Les résultats sont similaires pour les autres concentrations en glucose et

pour les autres cycles de stérilisation (C1 et Ce).

On constate une augmentation du 5-HMF maximale pour le stockage a I'étuve (T25°)
et minimale pour le stockage au congélateur. La figure 32 décrit les pourcentages

d’augmentation.

Pourcentage d'augmentation du 5-HMF en
fonction du mode de stockage
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Figure 32 : Pourcentage d’augmentation du 5-HMF en fonction du mode de stockage
pour des solutions de G5% et G50% apres stérilisation par le cycle Cs (134°C — 3
min). L’encadré rouge indique les augmentations maximales retrouvées et

I’encadré bleu, les augmentations minimales.

Les résultats retrouvés montrent une augmentation maximale de 73,40% pour le
G5% et de 89,73% pour le G50% lors du stockage T25°C. Les pourcentages
minimaux étant retrouvés pour le stockage au congélateur sont de -0,80% et -0,63%
pour le G5% et de -0,36% et de -1,52% pour le G50% lors des décongélations a

température ambiante et par micro-ondes respectivement.

Nous retrouvons des résultats similaires pour le 2-FA.
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Cette étude analytigue émet I'hypothése d’'un classement des conditions de stockage
de la maniere suivante : le stockage a température non contrblée et a I'étuve
simulant les conditions de stockages actuels génerent plus de PDG que le stockage
au refrigérateur. Le stockage au congélateur semble stopper la dégradation du

glucose.

Ces premiers résultats sont en accord avec les travaux retrouvés dans la littérature
mentionnant I'impact du stockage sur la formation des PDGI[??, et plus précisément
la température. Kjellstrand et al. a travaillé sur le stockage de SGI a 25, 35 et 60%
conservées a -20, 20, 25, 32 et 40°C pendant 2 ans. Ce travail conclut par une
recommandation de stockage a une température basse, de préférence inférieure a

20°CPl température inférieure a celle mentionnée plus haut dans les RCP cités.

Cependant, le stockage au froid ne peut étre réalisé a I'’heure actuelle car les PUI et
les services de soins ne disposent pas de réfrigérateur ou congélateur permettant
I'entreposage de telle quantité de SGI. De plus, ce stockage nécessite une remise a
température des SGI avant administration. Or, certaine utilisation se réalise dans

'urgence, ce qui pourrait entrainer un retard dans la prise en charge des patients.

Une analyse statistique permettant de mettre en évidence les facteurs impactant la
formation des PDG pendant le stockage devra étre réalisée afin de permettre
l'optimisation de ce dernier et d’en déduire la cinétique de formation. De cela,
pourrait en découler, un changement des dates limites d’utilisation en lien avec les
résultats de I'étude du marché francgais, jusque-la trés variable d’un fabricant a un
autre et méme au sein d’'un méme fabricant et d’optimiser le stockage en amont des
PUI (congélation juste apres la fabrication et décongélation avant distribution dans
les PUI).

131



PARTIE V. CONCLUSION

Les données disponibles sur I'impact des PDG présents dans les SGI démontrent
une hétérogénéité de I'exposition des patients aux PDG selon les SGI utilisées. |l
semble nécessaire de limiter la formation de ces PDG par la maitrise des facteurs
contribuant a leur formation a la vue de leur toxicité intrinséque lors d’une
administration chronique et par le risque d’oxydation/glycoxydation des médicaments
a structure protéique.

Afin de limiter le risque d’exposition des patients aux PDG, différentes mesures
peuvent étre appliquées afin de limiter I'administration des PDG : utiliser de faibles
concentrations de glucose, dans des contenants en verre de faible volume, ayant été
stérilisés par filtration stérilisante ou par un autoclave a haute température durant un

cycle court.

Des travaux supplémentaires seront nécessaires afin d'une part d’étendre
l'identification et la quantification a d’autres PDG et de leur appliquer le modele
cinétique et d’autre part de définir le Fo idéal, c’est-a-dire le plus faible possible
assurant la méme stérilité des SGI que celle obtenue actuellement. A partir de ce Fo
défini, la température du cycle et secondairement la durée du cycle seront
déterminées a I'aide du modele cinétique. Le modéle cinétique déterminé dans cette

étude est applicable aux conditions de stérilisation utilisées par les industriels.

Les premiers résultats sur les conditions de stockage sont prometteurs et devront
étre poursuivis afin d’optimiser en amont du stockage dans les PUI, la protection des
SGI.
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ABSTRACT

Sterilising glucose solutions by heat promotes the generation of a large number of glucose
degradation products (GDPs). It has been shown that high levels of GDPs may result in
Advanced Glycation End products that have an impact on cellular homeostasis and health in
general. If data is available for peritoneal dialysis solutions, little has been published for
glucose infusion fluids. It is essential to identify the parameters causing the formation of

GDPs and so limit the risk of exposing patients to them.

After quantifying both 5-hydroxymethyl-2-furfural, considered as an important indicator of
degradation, and 2-furaldehyde, an ultimate GDP of one degradation pathway, in marketed
solutions, the aim of this work is to build a model integrating all the parameters involved in
the formation rates of these two GDPs: supplier, glucose amount, container material, oxygen

permeability coefficient and time-lapse since manufacture.

Our results show a good logarithmic relationship between GDP formation rates and time-
lapse since manufacture for both GDPs. The amount of GDPs in the glucose solutions for
infusion depends on the initial glucose amount, the polymer of the container, the time elapsed

since manufacturing and the supplier.
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INTRODUCTION

Sterile glucose solutions are commonly used in hospital settings as hydration solutions * or
diluents for injectable drugs? as well as for peritoneal dialysis®. Considered as inexpensive,
safe sources of energy and harmless substances, they are marketed in concentrations ranging
from 2.5 to 70 g/100mL, packed in various containers such as bags, flasks and vials. Primary
packaging can be made of materials such as plastic polymers (polyvinyl chloride, polyolefins,
multilayers...) or glass. As they are used for intravenous (1V) administration, these solutions
are sterile. According to the European Pharmacopoeia®, the main sterilisation technique used
at the end of their production process is moist heat through a combination of temperature,
pressure and time to obtain an adequate microbial lethality rate. Fo can be described most
simply as the equivalent time required in minutes at 121°C to produce the same

microbiological killing effect as the process used®.

Heating glucose solutions is known to promote the generation of a large number of glucose
degradation products (GDPs)*®7. Several of these GDPs, such as 3-deoxyglucosone (3-DG),
3,4-dideoxyglucosone-3-ene (3,4-DGE), glyoxal, methylglyoxal, 5-hydroxymethylfurfural (5-
HMF), 2-furaldehyde (2-FA), formaldehyde and acetaldehyde, have previously been
identified in peritoneal dialysis and infusion fluids®*®®. It has already been demonstrated that
GPDs are highly reactive precursors of Advanced Glycation End products (AGEs)®1%1! in
proteins. AGEs result from a chemical reaction when reduced carbohydrates (such as glucose)
react with amino acids or nucleotides. In 1912, Louis Maillard was the first to describe this
non-enzymatic reaction known as the “Maillard reaction*? which is at the origin of a class of
products formed spontaneously in nature or in living organisms (e.g. glycosylated
haemoglobin)*®. Among the GDPs cited above, 5-HMF and 2-FA are considered as important
indicators of degradation'**® and, according to Linden et al. ® and Thornalley et al.!? they
may appear in the glucose degradation process under high temperature storage conditions and

according to Ulbright et al.'® under sterilising conditions (Fig. 1).

Although precise thresholds of toxicity are not yet known for GDPs and AGEs
administered to chronically-ill patients, it has been shown that high levels of GDPs and AGEs
have an impact on cell homeostasis®*"°, are involved in oxidative stress®®?, are associated
with cellular inhibition??, induce apoptosis in human leukocytes and renal epithelial

cells182, cause degradation of mesothelial cells and peritoneal membrane characteristics®?-
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25 have an impact on the cardiovascular system?.-2627 are associated with an increase in
cardiovascular morbidity?® and a decline in renal function?® or cause kidney damage 8%,
Other studies have shown that the accumulation of AGEs in patients suffering from diabetes
mellitus can lead to microvascular complications® such as diabetic retinopathy?° or diabetic

vascular complications®. Very high levels of 5-HMF may lead to acute toxicity °.

Little data is at present available on the quantification of GDPs in glucose solutions for
intravenous administration!141°32_ Many questions remain unanswered, particularly regarding
the risks involved in the chronic administration of sterile glucose solutions or those associated
with chemical interactions with new protein-structured drugs (e.g. antibodies, biosimilars...),
which raise the issue of drug glycation before administration3334, Many factors have
previously been identified as factors contributing to the formation of GDPs in infusion bags:
sterilisation process®, storage conditions’ or amount of glucose32. However, some others have
never been tested (e.g. the container) and their impact should be assessed in order to

understand how to limit of the formation of GDPs.

Thus, the first objective of this work is to quantify actual amounts of both 5-HMF and 2-
FA in marketed glucose 1V solutions from different suppliers on the French market and to
compare with known toxicological data. The second objective is to build a model integrating

all parameters influencing the formation rates of these two GDPs.
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RESULTS

Measurement of two GDPs in marketed solutions

Both 5-HMF and 2-FA were identified and quantified in each tested solution (tables 1 and
2). The amounts of 5-HMF vary from 0.20 + 0.00 mg for the G5% 50 mL of supplier B to
41.21 + 0.08 mg for G50% 1000 mL of the supplier E. For 2-FA, the variation is observed
from 2.42 + 0.02 ug for G5% 50 mL of supplier E to 654.28 + 1.04 pg for G15% 1000 mL for
supplier D’. An heterogeneity in GDP amounts could be also observed for the same glucose
concentration for the same supplier. For example, for the concentration in glucose of 2.5% for
supplier A, the amounts range from 0.82 + 0.00 mg to 3.57 £+ 0.03 mg for 5SHMF, and from
12.01 +0.23 pg to 257.85 + 3.58 ug for 2-FA. This shows the variability of GDP amounts in

our samples.

The mean GDP amounts in all our samples were 6.70 + 0.58 mg and 114.32 + 9.00 ug for
5HMF and 2FA, respectively. To compare our data with that in the literature, all amounts
were converted into GDP concentrations in each container, giving 13.82 + 0.79 and 0.23 +
0.01 pg/mL for 5-HMF and 2-FA, respectively.

Analysis of the influencing parameters

The ANCOVA model showed a good linear relationship between the logarithm of GDP
formation rate and time-lapse since manufacture for both GDPs. The simulated and
experimental values are very close: r2=0.966 (p<0.0001) and r2=0.962 (p<0.0001) for 5-HMF
and 2-FA, respectively (Fig. 2).

The ANCOVA analysis shows the significant influence of the following parameters on the
formation rates of both GDPs: storage time (SHMF: 0.293, p=0.012 and 2FA: 0.618
p<0.0001), initial glucose amount in container (SHMF: 2.456, p=0.005 and 2FA: 4.085,
p<0.001), and permeability to oxygen (1.821 and 1.397, p<0.001, for SHMF and 2FA,

respectively).

The influence of container material differs from one material to another. Figure 3 reveals a

similar profile on its impact on the formation rate of both 5-HMF and 2-FA. From this data, it

149



is possible to classify container materials according to their ability to limit GDP generation.
When considering the influence of container material, GDP formation rate is 1) lower with
both PP and glass; 2) not or only slightly influenced with PE, PE/PP and PVC; and 3) higher
with multilayer PP/PA/PE.

Similarly, the supplier effect was analysed. However, for one supplier (supplier D), two
different sterilising conditions were used: one for the plastic container (D) and another for the
glass container (D’). For the statistical analysis, we therefore decided to consider this supplier
as two different ones (D and D’). So as not to limit the “supplier effect” to only a “container
effect”, the ANCOVA analysis also checked the absence of multicollinearity. Results are
presented in figure 4. Differences in sterilisation techniques have also been highlighted. From
this data, suppliers can also be classified according to their ability to limit GDP generation.
Suppliers A and D seemed to contribute less to GDP formation (Fig. 4) whereas suppliers C

and B seemed to generate more. No significant impact was shown for the other suppliers.

DISCUSSION

Characterisation of GDPs in injectable glucose solutions has become essential due to
increased knowledge about the risks associated with their use. Their presence has already
been described, particularly in PD fluids and particularly for 5-HMF. Indeed in this study,
both 5-HMF and 2-FA were identified and quantified in all marketed solutions tested. In
previously published studies, 5-HMF concentrations ranged from 0.25 to 18.4 mg/L in
infusion fluids for glucose concentrations from 2.5 to 30%?, or from 7.94 to 36.46 mg/L for
glucose concentrations from 10 to 50%°%. No data is available for 2-FA in infusion fluids,
only in peritoneal dialysis fluids. 2-FA concentrations ranged from 38.43 to 134.52 pg/L for
glucose concentrations varying from 1.36 to 3.86% and from 105.69 to 297.86 pg/L for
glucose concentrations varying from 1.5 to 7.5%?. These values are close to ours: 1.2 and 75.1
mg/L and 23.4 and 779.9 pg/L, for 5-HMF and 2-FA, respectively. The highest values
measured in this study for 2-FA, are due to higher glucose concentrations. If only 2.5 and 5%
glucose concentrations are taken into account, values are similar to those previously

published, with 2-FA concentrations varying from 23.5 to 293.6 ug/L.

Our results demonstrate that both 5-HMF and 2-FA are present in varying quantities in all

injectable glucose solutions currently on the French market. Differences from one supplier to
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another may be explained by different sterilising processes (temperature, pressure and time of
sterilization cycle)®*>%_All suppliers confirmed the use of the moist heat method according
to the European Pharmacopeia, but some did not provide their protocols. After questioning, it
appears that they use different temperatures (111 or 121°C) and Fo values (11 to 46). Fois a
combination of time and temperature giving equal energy/bacterial lethality®. However, the
value alone of Fo is insufficient; it is important to know the thermodynamic conditions of
sterilisation®. In their study, Postaire et al. demonstrated that the higher the temperature, the
higher the GPD formation rate, and independently, the longer the sterilisation time, again the
higher the GPD formation rate 32, which is confirmed in Cook’s study®. Kjellstrand et al.
studied five different Fo values and demonstrated that combining a high temperature with a
short sterilisation time limited the formation of GDPs®. In our study, only one condition was
close to those studied by Cook et al.’: 5% glucose conditioned in 500mL glass vials, sterilised
at 121°C at an Fo value of 20°. Applying our equation for a storage time of one month yields
an estimated concentration for 5-HMF of 0.662 pg/mL, a value close to previously published

results®. This confirms the suitability of our model for these conditions.

Apart from sterilisation and storage conditions, we suspected the type of container to be
another contributing factor to the formation of GDPs. Indeed, containers with a high
coefficient of permeation generate more GDPs than others. This result concords with
previously published data showing that high permeation to oxygen can lead to chemical
instability of bag contents, especially for easily oxidisable compounds®”*8, Our results
indicate that choosing materials with low permeation to oxygen could be a means of limiting
the formation of both 5-HMF and 2-FA.

Finally, this study demonstrates the heterogeneity of patients’ exposure to GDPs according
to the glucose solution used. Exposure firstly depends on the solution purchased, which
means that it is extremely difficult to determine real exposure to GDPs. To estimate it, we
consider that the maximum fluid volume perfused is 2 litres/day®°. If all infusions are based
on glucose, the highest average perfused amount of 5-HMF would be 25.67 + 1.48 mg/day.
Matzi et al. showed that an oral daily intake of 720 mg of SHMF over 10 days had no
apparent toxicological effect*®. The absolute bioavailability of 5-HMF is estimated at 72%*,
so 720 mg / day oral intake is equivalent to an approximate IV dose of 520 mg / day. This
data confirms that patients hospitalised for a short period and receiving dextrose infusions at
low volumes are at a low risk of toxicity, as suggested by a previously published study?®.

Little data is currently available on toxicity associated with the chronic infusion of these
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products, especially in particularly fragile populations (e.g. neonates, patients suffering from
critical conditions or patients receiving long-term IV therapy with glucose solutions). It has
previously been shown that GDPs and AGEs may disrupt cellular homeostasis3%11:1742 or
lead to clinical disturbances®#2126:2":30 and so further ex vivo, in vivo and clinical studies are

required to establish the toxicity profile of such solutions.

The originality of this work is to indicate that, by using a statistical model, factors other
than sterilisation, storage conditions and initial glucose amount may influence the formation

of GDPs during storage:

1) GDP formation rate is well correlated with storage duration (between 4 and 61

months).

2) Oxygen permeability has a significant influence on the formation rate of both
GDPs. PP and glass limit the formation of GDPs (Fig. 4). The multilayers
PP/PA/PE, PE/PP and PVC are unable to limit or prevent the generation of
GDPs. The impact of PE is not significantly different from 0.

To conclude, this work shows that the following factors influence GDP formation: initial
amount of glucose, supplier, mean oxygen permeability coefficient, type of container
materials and storage duration since manufacture. Until toxicity studies have been carried out
on patients, some measures could be applied to reduce their risk of exposure: the use of
glucose solutions with low concentrations conditioned in glass vials and stored for only a

short period of time.
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METHODS

Chemicals and reagents. Methanol (HPLC — grade), 100% glacial acetic acid,
anhydrous potassium dihydrogenophosphate, 5-HMF and 2-FA were purchased from VWR
International S.A.S (Fontenay-sous-Bois, France). Pure water was produced with an ultrapure
water system (Ultrapure water, Purelab UHQ, ELGA). Anhydrous glucose was obtained from

Inresa (Bartenheim, France).

Analytical method. The analyses were carried out by an HPLC system (Shimadzu,
Noisiel, France) equipped with an autosampler (SIL-20AC XR) with a 100 pL injection loop,
a diode array detector (SPD-M20A) and a system of double flow-rate pump solvent module
(LC-20AD XR). A column oven (CTO-20AC) was used to maintain the column (Alltech
Apollo™ Cigcolumn, 5 um, 150 x 4.6 mm 1.D. (Fisher Scientific, Illkirch, France) at 25°C.

All data was analysed with LabSolution software (Shimadzu, France).

The mobile phase consisted of a mixture (10%/90% - v/v) of methanol and phosphate
solution (1.5 g, 0.011 mmol for 1 litre) adjusted to pH 2.95 with acetic acid. Flow-rate was set
at 2 mL/min. Detection wavelength for both GDPs was fixed at 284 nm following literature

guidelines!. A chromatogram is depicted in figure 5.

Concentrations were chosen for calibration points based on previously published data® and
results of pre-validation steps in our laboratory. Calibration ranges were 500 — 2000 pg/L and
50 — 200 pg/L for 5-HMF and 2-FA, respectively. The method was validated by an analysis
of variance (ANOVA). Range for validation assay, regression parameters, limits of detection
(LOD) and of quantification (LOQ) were 36 and 12 pg/L, and 72 and 24 pg/L for 5-HMF and

2-FA, respectively. Validation data are summarized in table 3.

A volume of 100 pL glucose solution was injected into the HPLC-UV system without pre-
treatment with a 100-uL injection loop. If after dosing, the back-calculated concentration was
outside the validated ranges, the solution was diluted with pure water to reach a concentration
within the validated ranges and re-analysed. High glucose concentrations (> 30g/100ml) were
systematically diluted with pure water to avoid injecting too viscous a solution. Each glucose

solution was measured in triplicate.
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Each concentration measured in each container was transformed into amounts by
multiplying the concentration by the container’s nominal volume. The nominal volume was
used because it is the only volume communicated by all the suppliers. Finally, the GDP rate
was determined by dividing the amount by storage duration. For the analysis of glucose

infusion fluids, all results were anonymised and are given as mean =+ standard error.

Analysis of marketed solutions. The analysis involved 84 glucose solutions coming
from 5 suppliers (Baxter, Lavoisier, MacoPharma, BBraun and Fresenius) at 8 concentrations
(2.5, 5, 10, 15, 20, 30, 50 and 70 g/100 mL), 6 volumes (50, 100, 125, 250, 500 and 1000 mL)
and in 3 types of containers: bags, flasks and vials. Six different materials: plastic polymers
(polyvinyl chloride (PVC), polyethylene (PE), polypropylene (PP), multilayer PP-PE and
multilayer PP-polyamide (PA)-PE and glass were used as raw materials for the containers. All
solutions were stored from 4 to 61 months at room temperature, in industrial cardboard boxes,
in the warehouse of hospital pharmacy, located in the basement of the building. The detail of

each solution tested is presented in table 4.

Statistical model. Two factors have been added to those already described in the literature.
1) Suppliers (S): A to E (i.e. sterilisation process®);

2) Initial glucose amounts (Go): 2.5, 5, 6.5, 10, 12.5, 25, 50, 75, 100, 150, 250, 300, 350
and 500g%;

3) Time-lapse since manufacture (t). This parameter was defined as the delay between
measurement and manufacturing dates, estimated by subtracting the expiry date from
official shelf life*3. The shelf lives used in this study were validated by each

pharmaceutical supplier for each batch.

Since permeability to oxygen was suspected to be a prominent factor in the formation of

GDPs, we added the following factors to the model:
4) Materials (M): PVC, PE, PP, multilayers (PE-PP and PE-PA-PP) and glass;
5) Mean oxygen permeability coefficient (P). This parameter was estimated from

previously published data**. The mean oxygen permeability coefficient for plastic flasks
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made of PE was estimated at 25x107% (cm3.mm)/(cm?.s.cm of mercury)**. For bags made
of either PA, PVC or PP, it was estimated at 0.2x107°, 0.6x10° and 8x1071°
(cm®.mm)/(cm?.s.cm of mercury), respectively**. For glass vials, it was fixed at 0 because

glass is gasproof. These oxygen permeability coefficients have been referred to the surface

of containers and to atmospheric pressure.

To determine a potential relationship between influencing parameters and GDP
formation rate, an analysis of covariance (ANCOVA) model was used. However, the
relationship between the two variables must be linear to use the ANCOVA model and this
was obtained by logarithmic transformation. The complete model used in this study can be

summarised in the following equation:

“In(dGDP/dt)=C+\alpha \times In(G_0)+\beta \times In(P)+\gamma\times M+\delta\times

S+\varepsilon \times I- k\times t” eql

where Go, P, M, S, t are the previously cited parameters and I, the interaction between the
different coefficients. a is the coefficient for each amount of glucose; 8, the coefficient for
each case of oxygen permeability; v, the coefficient for each material; d, the coefficient for

each supplier and ¢ the coefficient for interaction.

A two-tailed type | error < 0.05 was considered for statistical significance. Analyses were
conducted using XLSTAT® software (v2014.5.02, Addinsoft, Paris, France).
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Figure and table legends

Figure 1: Main glucose degradation pathways. This figure synthetises the main degradation

pathways of glucose under high temperature storage conditions®*° or sterilisation®®

Figure 2: Prediction models for 5-HMF generation (a) and 2-FA generation (b) . Linear
relationship between In(formation rate of GDP) and the prediction of In(formation rate of

GDP). Dots are measured values and continuous grey lines the confidence interval at 95%.

Figure 3: Impact of container material on the formation rate of both 5-HMF (M) and 2-

FA (®). Error bars indicate standard deviations.

Figure 4: Impact of suppliers on the formation rate of both 5-HMF (H) and 2-FA (®).

Error bars indicate standard deviations.

Figure 5: Chromatogram of a solution containing 5-HMF and 2-FA. The concentrations
of 5-HMF and 2-FA are 1250 ug/l and 125ug/I, respectively (Rs = 6.5).

Table 1: Amounts of GDPs in the marketed solutions concerning glucose concentrations
of 2.5 and 5%. Each sample was analysed three times. Amounts in glucose degradation
products are given as mean + standard error, expressed in mg for 5-HMF and in ug for 2-FA.
G (%): glucose concentration in g/100 ml; Supp.: supplier; VVol.: volume; Cont.: container.

Extreme values for one supplier are in italic/bold. *Out of accuracy profile

Table 2: Amounts of GDPs in the marketed solutions, concerning glucose concentrations
of 10, 15, 20, 30, 50 and 70%. Each sample was analysed three times. Amounts in glucose

degradation products are given as mean + standard error, expressed in mg for 5-HMF and in
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Mg for 2-FA. G (%): glucose concentration in g/100 ml; Supp.: supplier; VVol.: volume; Cont.:

container. Extreme values for one supplier are in italic/bold. *Out of accuracy profile

Table 3: Regression parameters, LOD and LOQ for each GDP

Table 4: Description of tested solutions. All suppliers confirmed the use of the moist heat
method but some did not provide their protocol: A: Not communicated, B: Not
communicated, C: Fo> 11, D: Fo> 15 (estimated between at 42 and 45), D’: Fo> 15
(estimated at 20), E: Fo=15.
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Table 1: Amounts of GDPs in the marketed solutions concerning glucose concentrations of 2.5 and 5%. Each sample was analysed three times. Amounts

in glucose degradation products are given as mean + standard error, expressed in mg for 5-HMF and in pg for 2-FA. G (%): glucose concentration in g/100 ml;

Supp.: supplier; Vol.: volume; Cont.: container. Extreme values for one supplier are in italic/bold. *Out of accuracy profile

G (%) Supp. Vol. (mL) Cont. 5-HMF (mg) 2-FA (ug) G (%) Supp. Vol. (mL) Cont. 5-HMF (mg) 2-FA (1)
A 500 Bag 0.82 +£0.00 12.01 +0.13* B 500 Flask 1.92+0.01 48.64 £ 0.27
A 1000 Bag 3.57+£0.02 257.85+2.07 B 500 Flask 3.84+0.01 97.76 £ 0.46
25 A 1000 Bag 2.81+0.02 220.07 £ 0.62 B 1000 Flask 5.60 +£0.01 150.14 +0.12

B 1000 Flask 1.24 £0.01 30.73 £0.29* C 250 Bag 1.33+£0.00 25.11+0.34
E 1000 Bag 2.67 £0.00 66.44 + 1.30 C 250 Bag 1.03+£0.01 20.69 £ 0.06
A 50 Bag 0.32 £0.00 3.40 £0.02 C 500 Bag 3.84+0.01 64.98 £ 0.39
A 50 Bag 0.33£0.00 3.22+0.01 C 500 Flask 491+0.01 94.23+£2.32
A 50 Bag 0.35+0.00 3.37£0.01 C 500 Bag 3.57£0.02 68.58 £ 0.38
A 50 Bag 0.53 +£0.00 4.46 +0.02 C 500 Bag 3.31+0.04 54.35+0.08
A 100 Bag 0.70+0.01 10.12 £ 0.09 D’ 125 Vial 0.48 +0.00 11.90 £ 0.02
A 100 Bag 0.75+0.01 8.36 £0.02 D’ 125 Vial 1.01£0.01 20.47 £0.17
A 100 Bag 0.93£0.01 10.53 £ 0.05 5 D’ 250 Vial 2.24+0.01 38.86 £0.03
A 100 Bag 0.98 £0.01 10.13+0.01 D’ 250 Vial 244 +0.01 46.09 £0.13
A 250 Bag 0.87 £0.00 19.25 £ 0.02 D’ 500 Vial 3.54+£0.02 62.20 £0.02

5 A 250 Bag 1.98 £0.00 73.36 £0.03 D’ 500 Vial 3.67+£0.01 58.25+0.21
A 250 Bag 1.08 £0.00 25.58 £0.02 D’ 1000 Vial 5.54 +0.01 90.57 £0.81
A 500 Bag 1.87 £0.01 33.88+0.14 D’ 1000 Vial 9.03 £0.02 152.87 £ 0.68
A 500 Bag 2.52+0.02 41.55+0.10 E 50 Bag 0.35+0.00 2.42 +0.02*
A 500 Bag 5.56 = 0.00 58.66 + 0.20 E 100 Bag 0.65 +0.00 7.92 £0.03
B 50 Flask 0.20 £ 0.00 3.59+0.06 E 100 Bag 1.16 £ 0.00 7.77 £0.02
B 100 Flask 0.24 +£0.00 4.26 +0.15* E 100 Bag 1.26 £0.00 7.97 £0.02
B 100 Flask 26.57 £0.02 42543 +£1.86 E 100 Bag 1.30 £0.00 7.38 £0.08
B 250 Flask 0.88 +£0.00 21.39 £0.06 E 500 Bag 3.66 +£0.02 38.90£0.17
B 250 Flask 0.99 +0.00 29.43+0.23 E 500 Bag 6.81+0.02 47.20 £0.70
B 250 Flask 0.99+0.01 29.27+£0.11
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Table 2: Amounts of GDPs in the marketed solutions, concerning glucose concentrations of 10, 15, 20, 30, 50 and 70%. Each sample was analysed three

times. Amounts in glucose degradation products are given as mean + standard error, expressed in mg for 5-HMF and in pg for 2-FA. G (%): glucose

concentration in g/100 ml; Supp.: supplier; Vol.: volume; Cont.: container. Extreme values for one supplier are in italic/bold. *Out of accuracy profile

G (%) Supp. Vol. (mL) Cont. 5-HMF (mg) 2-FA (ug) G (%) Supp. Vol. (mL) Cont. 5-HMF (mg) 2-FA (ug)

A 500 Bag 3.82+0.06 104.34 +0.05 20 E 500 Bag 21.77 £0.02 256.26 + 1.62
A 500 Bag 4.09 +0.03 54.53 £ 0.08 B 500 Flask 3.84+0.01 25792 £1.32
A 1000 Bag 7.57 £0.07 122.25+£0.12 D’ 500 Vial 12.67 +0.10 24463 £0.44
B 250 Flask 246 +0.01 66.64 +0.07 D’ 500 Vial 13.81+0.10 263.25 £0.76
B 250 Flask 250+0.01 86.35+1.01 D’ 1000 Vial 34.95+0.22 601.42 £1.53
Cc 250 Flask 4.61+0.01 81.67 +0.10 30 E 250 Bag 5.27+0.03 92.14+0.38

10 Cc 500 Bag 5.90 + 0.16 72.75+0.07 E 500 Bag 11.44 +0.00 160.09 + 0.05
C 500 Bag 6.71+0.02 95.80 +0.28 E 500 Bag 13.78 £ 0.06 268.44 +1.06
D 250 Bag 1.62+0.01 28.49+0.08 E 500 Bag 17.04 £ 0.06 276.70 £ 0.70
D 250 Bag 1.77+£0.01 29.13+0.01 E 500 Bag 20.28 +0.12 329.51£0.92
D 250 Bag 2.68+0.03 36.81 +0.09 50 B 500 Vial 3.84+0.01 147.80 £1.35
D’ 500 Vial 10.06 + 0.06 300.32 +1.01 E 1000 Bag 41.21+0.08 182.68 £ 3.45
D’ 500 Vial 1244 +0.14 338.04 £ 0.58 70 B 500 Flask 37.27+£0.23 326.09 £ 1.37
E 100 Bag 0.70+0.01 5.50+0.05
E 100 Bag 1.26 +0.02 13.62 £0.03

100 Bag 1.42 +0.00 17.30 +0.08

D’ 500 Vial 15.95+0.37 337.52 £1.10
D’ 500 Vial 32.93+£0.63 651.83 +0.47

15 D’ 1000 Vial 34.81+0.72 654.28 +1.04
E 500 Bag 13.21 £0.07 174.82 £0.70
E 500 Bag 13.22+0.21 145.41 £ 0.58

500 Bag 13.71 +£0.27 147.12 £ 19.05
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Table 3: Regression parameters, LOD and LOQ for each GDP

LOD | LOQ
GDP Range (ug/L) r? Slope | y-Intercept
(Hg/L) | (Hg/L)
5-HMF 500-2000 0.999 | 92686.87 | -1349.29 36 72
2-FA 50-200 0.988 12.95 7.83 12 24
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Table 4: Description of tested solutions. All suppliers confirmed the use of the moist heat

method but some did not provide their protocol: A: Not communicated, B: Not

communicated, C: Fo> 11, D: Fo> 15 (estimated between at 42 and 45), D’: Fo> 15

(estimated at 20), E: Fo=15.

Supplier N Conc Volume (ml) Type of Type of Time-lapse since manufacture
Container container (months)
(%) :
material
A 20 25-5-10 50 — 100 - 250 | Bag PE/PA/PP 7-9-10-12-14-15-16-
—500 - 1000 17-20-31-32-33-34-51
B 15 25-5-10— | 50-100-250 | Flask — Vial | PE - Glass 4-5-6-7-8-11-17-18
30-50-70 —500 - 1000 -25-29-36
C 9 5-10 250 — 500 Flask —Bag | PE-PP 15-16-18-20-34-43-44
D 3 10 250 Bag PP 13-19
D’ 16 5-10-15- | 125-250— Vial Glass 10-13-15-18-20-23-25
30 500 — 1000 —28-31-33-46-50-54 -
58 - 61
E 21 25-5-10- | 50-100-250 | Bag PE/PP - 11-15-16-17-18-20-23
15-20-30- | —500- 1000 PVC -26-29-31-37-41-56
50
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Produits de dégradation du glucose dans les solutions glucosées injectables — Caractérisation
et modélisation des facteurs influencant leur génération

L'utilisation quotidienne des solutions glucosées injectables (SGI) au sein des établissements de santé, impose
une sureté de leur administration, que ce soit en tant que véhicule d’administration, solution d’hydratation, ou
composant des solutions parentérales ou de nutrition parentérale. L’administration par voie parentérale impose
une stérilité des solutions. La Pharmacopée Européenne recommande la stérilisation par la chaleur humide,
méthode connue pour favoriser la formation de produits de dégradation du glucose (PDG), précurseur des AGEs
(Advanced Glycation End products). Il a été montré que de hautes concentrations en PDG et AGEs ont un impact
sur ’'homéostasie cellulaire et la mise en place de pathologies, notamment au sein du systéme cardio-vasculaire
et rénal. Afin de limiter 'administration de PDG aux patients, il est important de déterminer les facteurs
influencant leur formation et de tenter de les maitriser, ce qui est I'objectif de ce travail.

La premiére partie a été de développer et de valider une méthode de dosage de deux PDG, le 5-hydoxyméthyl-2-
furladéhylde (5-HMF) et le 2-furaldéhyde (2-FA). Aprés validation de la méthode de dosage par CLHP-UV, 84
SGI ont été étudiées, provenant de 5 fabricants, avec 8 concentrations en glucose, 6 volumes, 3 types de
contenants et 6 matériaux différents. Cette analyse du marché frangais montre une influence du temps de
stockage, de la quantité initiale en glucose, de la perméabilité a I'oxygéne du contenant sur la vitesse de
formation de ces deux PDG. Les matériaux des contenants et les fournisseurs ont été classés en fonction de leur
impact. Le verre et le polypropylene semblent limiter la formation des PDG contrairement au bicouche
polyéthylene/polypropyléne.

La derniere partie consiste en I'étude de la stérilisation des SGI a 5%, 10%, 30% et 50%, stérilisées par filtration
et par la chaleur humide (10 cycles de stérilisation). Quatre parameétres de stérilisation ont été étudiés : la
température (111, 11, 121 et 134°C), la durée (3, 9, 15, 20, 30, 90 et 200 min), I'effet stérilisant Fo (3, 9, 9,5, 15,
20, 30 et 60 min) et I'autoclave (L et B). La filtration ne génére pas plus de PDG que I'absence de stérilisation,
alors que la stérilisation & chaud montre une augmentation de leur production quel que soit le cycle choisi. La
vitesse de formation des PDG est corrélée a la température du cycle, a I'effet stérilisant Fo et & la concentration
en glucose. L’ensemble de ces résultats a permis de définir les premiéres conditions optimales de stérilisation par
la chaleur, recommandant de se placer a la température la plus élevée pour un Fo donné, afin d’avoir la durée de
stérilisation la plus courte possible.

En conclusion, afin de limiter le risque d’exposition des patients aux PDG, différentes mesures peuvent étre
appliquées : utiliser de faibles concentrations de glucose, dans des contenants en verre de faible volume, ayant
été stérilisés par filtration stérilisante ou par un autoclave a haute température durant un cycle court.

Mots clés : Glucose, Produits de dégradation du glucose, 5-hydroxyméthyl-2-furaldéhyde, 2-furaldéhyde, CLHP-
UV, Modélisation, Stérilisation

Glucose degradation products in sterile glucose solutions for infusion - Characterisation and
modelling factors influencing their generation

The daily use of sterile glucose solutions for infusion (GSI) in hospital imposes a safety of their administration.
They are used as diluents for injectable drugs, as hydration solutions or as well as for parenteral solutions and
parenteral nutrition. The intravenous administration requires sterilization. However, the moist heat sterilization
process, recommended by European Pharmacopoeia, generates glucose degradation products (GDP). GPDs are
highly reactive precursors of Advanced Glycation End products (AGEs) which high levels could have an impact on
cell homeostasis and pathogenesis, especially on cardiovascular and renal systems. In order to limit the
administration of PDG to patients, it is important to determine the factors influencing their formation and try to
control them, which was the objective of work.

The first part was to develop and validate an analytical method tow GDP, 5-hydoxymethyl-2-furladehylde (5-HMF)
and 2-furaldehyde (2-FA). After validation of analytical method by HPLC-UV, 84 GSI were studied, coming from 5
suppliers at 8 concentrations, 6 volumes, 3 types of containers and 6 different materials.

This analysis of the French market determinate a significant influence of storage time, initial glucose amount, and
permeability to oxygen of containers on the GDPs formation rates.

The influence of container material and suppliers could be classified according to their ability to limit GDP
generation. For instance, the GDP formation rate is lower with both polypropylen and glass.

The second part consists in the study of sterilization process on GSI at 5%, 10%, 30% and 50% and sterilized by
filtration or moist heat (10 cycles). Four sterilization parameters were analysed: temperature (111, 11, 121 or
134°C), time (3, 9, 15, 20, 30, 90 or 200 m), sterilization effect Fo (3, 9, 9, 5, 15, 20, 30 or 60 min) and autoclave
(L or B). The filtration process did not generate more GDP than without sterilization, whereas moist heat
sterilization improves their production in all conditions. The GDP formation rate was correlated with cycle
temperature, sterilization effect Fo and glucose concentration. These data have enabled to define optimal heat
moist sterilization conditions, which recommended the highest temperature for an Fo in order to have the smallest
sterilization length.

To conclude, in aim to limit GDP exposition risk for patients, numerous measures could be applied: use low
glucose concentration in glass small volume container, sterilized with high temperature autoclave short cycles.

Keys words: Glucose, Glucose degradation product, 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde, 2-furaldhyde, HPLC-UV,
modelling, sterilization.



