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Introduction

La prévalence de la dénutrition en milieu hospitalier peut atteindre 50% selon les
parametres et les seuils de dépistage choisis. Des travaux ont montré que la dénutrition
allongeait la durée de séjour, augmentait le risque de complications médicales ainsi que
la morbidité et la mortalité. Pour cette raison, la prise en charge de la dénutrition fait
I'objet d’'une politique de santé publique, basée a la fois sur la prévention mais
également sur la correction de la dénutrition.

La nutrition artificielle fait partie de la stratégie de prise en charge de la dénutrition. Elle
est basée sur 2 modes de nutrition : entérale ou parentérale. La nutrition parentérale
(NP) constitue le dernier recours en raison des nombreux effets indésirables que son
utilisation comporte (ie. risque infectieux, complications techniques, complications
métaboliques et nutritionnelles). L’apport massif de glucose provenant de la NP est
susceptible de provoquer des hyperglycémies chez des patients, méme non diabétiques,
en particulier ceux hospitalisés en unités de soins intensifs. Les hyperglycémies étant
possiblement déléteres (augmentation de la survenue d’infections,...), il peut donc
apparaitre indispensable de les prendre en charge, en administrant de l'insuline

conjointement a la NP par exemple.

L’'une des méthodes employées consiste a ajouter I'insuline directement dans le mélange
de NP. Cependant, selon les recommandations des sociétés savantes européenne et
américaine de nutrition entérale et parentérale (respectivement ESPEN et ASPEN), cette
démarche n’est possible que si les stabilités a la fois de I'insuline et du mélange de NP

ont été préalablement démontrées.

L’objectif de ce mémoire est de décrire les travaux de recherche visant a établir un profil
de stabilité de dérivés de I'insuline humaine dans les mélanges de nutrition parentérale.
La partie introductive décrit les modalités de recours a la nutrition parentérale en
médecine : les indications, les effets indésirables et les problémes de stabilité
physicochimique réciproque relatifs a I'introduction des médicaments injectables dans

les mélanges de NP (MNP).
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La partie expérimentale a consisté dans un premier temps a évaluer la stabilité de
I’émulsion lipidique que constitue un MNP industriel ternaire. Dans un second temps,
nous avons procédé a la validation d’'une méthode de quantification de l'insuline
humaine dans le milieu lipidique complexe. Cette méthode a ensuite été employée afin

d’effectuer une étude de stabilité physicochimique de I'insuline dans ce milieu.

A l'issue de cette étude de stabilité de I'insuline menée dans le MNP ternaire, la stabilité
de la protéine a été de nouveau investiguée en faisant varier différents parametres
(nature et parametres physico-chimiques du milieu, ajouts exogenes...). Les résultats
obtenus lors de ces études complémentaires ont été approfondis a I'aide d'une méthode
analytique de type chromatographie liquide haute performance couplée a de la

spectrométrie de masse en tandem.

Enfin une étude a été menée in vivo chez I'animal pour évaluer les impacts de I'ajout de

I'insuline dans le MNP sur I'activité biologique de l'insuline.
La synthese des résultats de ces différents travaux a permis d’aboutir a 'émission de

recommandations concernant le mode d’administration de l'insuline avec les MNP

ternaires.
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Présentation du contexte

I. La dénutrition

A. Définition

En 2003, ’Agence Nationale d’Accréditation et d’Evaluation en Santé (ANAES), qui
deviendra en 2005 la Haute Autorité de Santé (HAS), définissait la dénutrition dans son
rapport intitulé « évaluation diagnostique de la dénutrition protéino-énergétique des
adultes hospitalisés » comme suit: «la dénutrition protéino-énergétique résulte d’'un
déséquilibre entre les apports et les besoins protéino-énergétiques de l'organisme. Ce
déséquilibre entraine des pertes tissulaires ayant des conséquences fonctionnelles
déléteres. Il s’agit d’une perte tissulaire involontaire » [1].

Dans le cadre de ces travaux, nous nous concentrerons sur la dénutrition et sa prise en
charge.

Le ler avril 2016, '’Assemblée générale des Nations Unies a proclamé 2016 - 2025
décennie d’action des Nations Unies pour la nutrition. A I'échelle nationale, la
dénutrition fait partie des enjeux majeurs de santé publique puisqu’elle s’inscrit depuis
2001 dans le cadre d’'un Programme National Nutrition Santé (PNNS). Cette derniere
comprend parmi ses objectifs, celui de dépister, diagnostiquer et prendre en charge les
patients souffrant de pathologies nutritionnelles.

C’est a I'issue du PNNS2 (2006-2010), que la Société Francophone de Nutrition Entérale
et Parentérale (SFNEP) devenue depuis Société Francophone Nutrition Clinique et
Métabolisme (SFNCM), a élaboré une brochure intitulée « Dénutrition, une pathologie
méconnue en société d’abondance ». En effet, bien qu’obésité et dénutrition soient
distinguées dans la définition de la malnutrition, elles peuvent parfois étre

concomitantes [2,3].

La dénutrition se définit comme un état pathologique résultant d’apports nutritionnels
insuffisants en regard des dépenses énergétiques de 'organisme et peut étre qualifiée
de malnutrition lorsque les apports sont inadaptés en plus d’étre insuffisants.

L’étude internationale nutritionDay menée depuis 2011 par la Société Européenne de

Nutrition Entérale et Parentérale (ESPEN), regroupe jusqu’a 7000 établissements de
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santé dans 64 pays. L'objectif de cette étude est d’améliorer les connaissances et la prise
en compte de la dénutrition et d’en limiter la survenue dans les établissements de santé,

notamment en améliorant la qualité des soins nutritionnels [4].

B. Causes, prévalence et conséquences de la dénutrition

La dénutrition peut résulter de plusieurs situations endogenes ou exogenes. La
dénutrition endogene est d’origine pathologique (ex : liée a des cancers, des défaillances
d’organe chroniques ou séveres, des pathologies liées a 1'age - démence, problémes
bucco-dentaires...). La dénutrition exogene est en revanche liée a un contexte social
entrainant une diminution des apports alimentaires. C’est notamment le cas chez les

personnes agées isolées, en perte d’autonomie qui ne bénéficient pas d'une aide.

Des apports nutritionnels adaptés sont nécessaires pour maintenir un bon état de santé
et prévenir certaines maladies chroniques (ex: maladies cardiovasculaires, diabete de
type 2, ostéoporose...). Certaines études ont montré que la dénutrition était associée a
une augmentation de la mortalité, en ville comme a I'hopital, chez le patient agé et chez
I'adulte [5-7], mais les données de prévalence dépendent des criteres de définition
sélectionnés ainsi que des seuils retenus [1,8].

La prévalence de la dénutrition en milieu hospitalier a tres largement été étudiée au
cours des dernieres décennies : elle atteint 40 a 60% des patients hospitalisés, dont 30 a
40% des patients adultes a leur admission a ’hépital, 10-15% chez I'enfant [9] et jusque
50% chez les patients hospitalisés dans le cadre d’'une prise en charge chirurgicale
gastro-intestinale [10].

Concernant les patients hospitalisés, la dénutrition a une origine multifactorielle
mettant en cause '’hospitalisation en elle-méme (modification des horaires des repas,
mauvaise qualité gustative des plateaux repas) mais aussi des facteurs de risque liés au
patient. En conséquence, la dénutrition en milieu hospitalier peut constituer un état
pathologique quelle que soit la typologie des services de soins (soins intensifs [11],
chirurgie [10,12], unités de médecine [13]). Il peut en résulter des conséquences
cliniques déléteres, une augmentation des complications (notamment des complications

post opératoires graves, septiques [14] ou non survenant en chirurgie générale [15]), un
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allongement de la durée de séjour [16], une augmentation de la morbidité et de la

mortalité [11-13,17] et une diminution de la qualité de vie.

En situation préopératoire, 40% des patients sont a risque nutritionnel. Il existe une
corrélation entre dénutrition préopératoire d'une part et morbidité et mortalité post
opératoires d’autre part [18,19]. Des études cliniques ont porté sur l'utilisation
d’indicateurs nutritionnels pour prédire la durée d’hospitalisation, et la probabilité de ré
hospitalisation dans les 30 jours suivant la sortie [20]. Cette démarche a ensuite amené
a rendre systématique le dépistage nutritionnel préopératoire et la prise en charge
nutritionnelle, notamment en périopératoire [21,22] ou en gériatrie [23]. Cependant,
pour le moment cela n’a montré qu'un léger effet dans les populations de patients de

médecine [24], portant uniquement sur la durée de séjour mais pas sur la mortalité [25].

Enfin, la dénutrition peut également impacter des fonctions physiologiques, entrainant
par exemple une dysfonction immunitaire [26,27]. Cette derniere est d’autant plus
importante que la dénutrition est profonde. Elle est principalement due a une
dénutrition protéino-énergétique s’accompagnant fréquemment d’'une carence en
vitamines et minéraux, ces deux caractéristiques ayant pour effet de diminuer la
prolifération cellulaire, en particulier la fonction lymphocytaire [28-32]. Cette relation
entre dénutrition protéino-énergétique et immunodéficience est particulierement

marquée chez les personnes agées fragiles [33].

C. Dépistage et diagnostic

Comme décrit précédemment, la dénutrition a I'hopital ou en milieu institutionnel est un
facteur aggravant la morbidité et la mortalité. Dans ce cadre, elle est susceptible
d’augmenter les dépenses de santé. Dés lors un dépistage semble indispensable.
L’Organisation Mondiale de la Santé a émis en 1968 des principes afin d’aider a la

décision de démarche de dépistage [34].

Le dépistage repose sur différents outils décrits dans les recommandations élaborées
par le GLIM (Global Leadership Initiative on Malnutrition, affilié a I’American Society of
Parenteral and Enteral Nutrition (ASPEN))[35] ou I'European Society of Parenteral and
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Enteral Nutrition (ESPEN) [36,37]. Les outils de dépistage les plus employés sont le
Nutritional Risk Screening 2002 (NRS2002), le Malnutrition Universal Screening Tool
(MUST), le Mini Nutritional Assessment - Short Form (MNA-SF). Ils reposent sur des
parametres tels que la perte de poids, I'indice de masse corporelle (IMC), les difficultés
d’alimentation. L’ESPEN recommande le MUST, puisqu’il a démontré une sensibilité et
une spécificité supérieures au NRS 2002 [36].
En cas de diagnostic, 'ESPEN recommande d’utiliser les parametres suivants : I'Indice de
Masse Corporelle, la circonférence brachiale, la composition corporelle (masse maigre et
masse grasse), la perte de poids, 'anorexie, la réduction d’apport alimentaire, des
indicateurs biochimiques (concentration en albumine sérique, parametres de
I'inflammation) ainsi que I'évaluation subjective du professionnel de santé effectuant le
diagnostic [37]. L'une des alternatives proposées est d’adopter les reégles suivantes pour
diagnostiquer la dénutrition :
1) IMC< 18,5 kg/m?
2) Perte de poids non intentionnelle > 10% quelle que soit la période ou > 5% sur

les 3 derniers mois
ET

- IMC < 20 kg/m? pour les patients < 70 ans ou IMC < 22 kg/m? pour les

patients de 70 ans ou plus
- Ou un indice de masse maigre < 15 ou 17 kg/m? chez les femmes et les

hommes respectivement.

D. Prise en charge de la dénutrition

La prise en charge de la dénutrition doit étre organisée selon 2 grands axes: la
prévention et le traitement. Cette prise en charge est globale et s’étend de 1'adaptation
de I'environnement encadrant les repas, a la nutrition parentérale, en passant par de

I'enrichissement alimentaire.
Le choix de la stratégie de prise en charge nutritionnelle se fait en suivant les

recommandations de la SFNCM (Figure 1).Elle dépend essentiellement du degré de

gravité de la dénutrition et de Iétat de fonctionnalité du tube digestif.
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Figure 1 : Arbre décisionnel du soin nutritionnel [38]

Les principales stratégies nutritionnelles décrites sont la nutrition orale (reposant sur
I'enrichissement de l'alimentation ou les compléments nutritionnels oraux), ou la
nutrition artificielle (entérale ou parentérale). Seule la nutrition parentérale sera

abordée dans ce manuscrit.

II. La nutrition parentérale
A. Généralités

Le principe de la nutrition parentérale (NP) repose sur l'administration par voie
intraveineuse (IV) centrale ou périphérique de nutriments dont le glucose, les acides
aminés, les lipides, les électrolytes, les vitamines et les éléments-trace. Comme
précédemment illustré dans la figure 1, la nutrition parentérale n’est pas indiquée en
premiere intention chez les patients modérément ou séverement dénutris. Elle est
réservée aux patients pour lesquels la nutrition entérale (NE) est inefficace ou
insuffisante, ainsi qu’aux patients dont le tube digestif n’est pas fonctionnel. C’est le cas

notamment lors de chirurgies majeures des voies digestives hautes [38], d'une
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péritonite, de I'obstruction intestinale [39] notamment mécanique due a des tumeurs
malignes, d'un iléus, de l'ischémie gastro-intestinale ou encore de diarrhées et/ou
vomissements incoercibles [40] et parfois dans les maladies inflammatoires chroniques

de l'intestin [41].

Dans la majorité des cas, la NP présente un caractere transitoire et un relais vers la NE
doit étre opéré deés que possible. Cependant, certains patients ayant des maladies
entrainant des insuffisances intestinales (syndrome du gréle court, cancer,
complications chirurgicales, maladies inflammatoires de lintestin, maladies
neuromusculaires,...) nécessitent une administration prolongée de NP pouvant méme
devenir définitive [42,43]. Dans ce dernier cas, I'administration est réalisée au domicile

du patient afin de faciliter le retour a une qualité de vie acceptable [44].

B. Les mélanges de nutrition parentérale

La nutrition parentérale permet d’apporter au patient dénutri les macronutriments et

les micronutriments nécessaires a la restauration d’un état nutritionnel satisfaisant.

Le choix de la formulation du mélange de nutrition parentérale (MNP) est primordial

puisque chaque substrat peut exercer une influence sur le pronostic du patient.

Les MNP se composent de plusieurs éléments :

- les macronutriments constitués
o d’une part, par les substrats énergétiques (glucides et lipides),
o d’autre part, par les substrats azotés (acides aminés (AA)).

- les micronutriments :
o minéraux (sous forme d’électrolytes contenant sodium, potassium,

calcium, magnésium, phosphate, acétate et chlorure),

o éléments-trace,

o vitamines.

La préparation de MNP est réalisée a partir de médicaments sources tous stériles et

apyrogenes (qualité injectable).
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Les macronutriments employés pour la fabrication des MNP se présentent sous la

forme:

De solution de glucose : afin de limiter le volume final du MNP a administrer
tout en permettant un apport de glucose suffisant pour couvrir les besoins
énergétiques requis, les solutions entrant dans la composition des MNP sont
concentrées (de 20 a 70%). L’osmolarité étant intimement liée a la concentration
en glucose, elle représente le facteur limitant lors de la fabrication et de

I'administration des MNP, notamment via une voie veineuse périphérique.

De solution d’acides aminés: de composition variables, les spécialités
pharmaceutiques disponibles sur le marché présentent des concentrations
finales en AA variables (principal critere de choix) fournissant une concentration
azotée variable également. Ces solutions contenant a minima les AA essentiels
ont leur composition qui permet également de les distinguer et d’orienter le

choix de la solution a employer pour le MNP.

D’émulsion lipidique : en leur sein, les acides gras sont présentés sous la forme
de triglycérides (TG) émulsifiés par des phospholipides. Ces émulsions sont
préparées a partir d’'une ou plusieurs huiles de différentes origines (végétales,
comme les huiles de soja ou d’olive, animales comme 'huile de poisson). Elles
peuvent contenir des TG a chaine longue (TCL) uniquement ou un mélange de TG
a chaine longue et moyenne (TCM) (I'’émulsion est dans ce cas qualifiée de mixte)
(Tableau I). Il existe deux concentrations d’émulsions lipidiques employées pour

la fabrication des MNP (10 ou 20%), correspondant a la concentration en TG.

Tableau I : Composition des émulsions lipidiques [9]

100% de TCL 50% de TCL (soja) 80% huile d’olive
Huile de poisson
(huile de soja) et 50% de TCM et 20% TCL (soja)
Omegaven®: 100%
Médialipide® Smoflipid®: 15% poisson,
Intralipide® ClinOléic®
Lipofundin® 30% soja, 30% TCM,
25% olive

TCL : Triglycérides a chaine longue; TCM : Triglycérides a chaine moyenne
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A partir de ces macronutriments de base, les MNP peuvent avoir une composition finale
différente, définissant ainsi :

- les mélanges binaires correspondant a un mélange de solutions de glucose et
d’acides aminés. Ces mélanges sont donc des solutions.

- les mélanges ternaires correspondant a un mélange binaire auquel est ajoutée
une émulsion lipidique. Les mélanges obtenus sont par conséquent des
émulsions.

A ces mélanges de macronutriments, il est nécessaire d’ajouter des micronutriments
(vitamines, éléments-trace + électrolytes), a conditions que ces ajouts soient réalisés
dans des conditions aseptiques (ceci permettant de maintenir la stérilité du MNP afin de

limiter le risque infectieux). Ces ajouts seront détaillés dans le paragraphe suivant.

En parallele du caractére binaire ou ternaire (se référant a la composition en
macronutriments d’'un MNP), il est possible de définir deux grandes catégories de MNP :
- Les mélanges de composition standardisée (dont la composition est fixe)
comprenant
o les MNP industriels (spécialités pharmaceutiques présentant des
formules tres variées selon les références et les fournisseurs),
o les préparations hospitalieres standards, développées dans un
établissement de soins donné.
- Les MNP «a la carte » qui sont des médicaments ayant le statut de préparation
magistrale ou extemporanée, prescrits et préparés pour un patient déterminé
dans un contexte clinique et/ou métabolique particulier, lorsque les MNP

industriels ou standards hospitaliers sont inadaptés.

Lorsqu'’il est question d’'un MNP, il est nécessaire de distinguer 2 temps dans le circuit de
ce médicament : la phase de stockage et la phase d’administration. En fonction du type
de MNP (industriel, hospitalier ou « a la carte »), la composition au moment du stockage
(présentation avant emploi) et la composition finale obtenue juste avant
I'administration au patient peuvent différer ou non.

La stabilité d’'un MNP dépend majoritairement de la forme galénique sous laquelle il se
présente (solution ou émulsion) et donc également des nutriments mis en contact.

Sachant que cette stabilité peut étre remise en cause selon des mécanismes physiques
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ou chimiques, elle est intimement liée a la complexité du mélange. La séparation des
nutriments (principalement des macronutriments) représente par conséquent le
meilleur moyen de garantir la stabilité pendant le stockage, mais elle n’est pas toujours

possible selon l'origine du MNP.

Les MNP industriels sont présentés avant reconstitution en poches multi
compartimentées (2 ou 3 compartiments pour les mélanges binaires et ternaires
respectivement). Ces poches sont généralement en éthylene-acétate de vinyle (EVA). Les
différents compartiments renfermant chacun un macronutriment, sont séparés par des

soudures semi-permanentes (Figure 2).

Soudures non permanentes
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Figure 2 : Poche tri compartimentée dun MNP industriel ternaire avant reconstitution

Les éléments nutritifs n’étant pas en contact pendant la durée de conservation des
poches, cela permet de garantir une date limite d’utilisation d’environ 18 a 24 mois. La
reconstitution du MNP ainsi que sa supplémentation (en vitamines et éléments-trace)
doivent étre réalisées juste avant 'administration au patient. La durée de stabilité apres
reconstitution (dont l'’étude sera décrite dans le paragraphe III de la partie

expérimentale) est définie par la composition du mélange
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Les mélanges « a la carte » sont faconnés pour répondre aux besoins d’un patient. Il
sont préparés en mettant en présence tous les macro et micronutriments nécessaires,
dans une poche adaptée a la perfusion puis sont ensuite administrés sans aucun ajout.
Cependant pour la population de patients bénéficiant d’'une nutrition parentérale a
domicile (NPAD), des mélanges ternaires (émulsions) sont fagonnés un jour donné pour
couvrir les besoins en MNP correspondant a une semaine (jusqu’a 7 poches), avec une
durée de stabilité d’environ 7 jours. C'est cette période de stabilité restreinte a une
semaine qui impose une fréquence hebdomadaire de préparation. Afin d’améliorer la
stabilité des MNP « a la carte » destinés aux patients de NPAD, les MNP peuvent alors
étre préparés dans des poches divisées en 2 compartiments séparés : I'un contenant
I’émulsion lipidique seule, 'autre contenant tous les autres nutriments (solutions de

glucose, d’acides aminés, vitamines, éléments-trace) (Figure 3).

Figure 3 : Exemple de poche de nutrition "a la carte” avant reconstitution

Ces MNP sont conservés entre 2 et +8°C. Au moment de I'administration, le mélange
ternaire est reconstitué en o6tant la baguette, permettant ainsi de réunir les deux

compartiments.
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Les MNP standards hospitaliers qui ont une durée de stabilité plus longue que les MNP
«a la carte » destinés aux patients de NPAD précédemment cités, sont destinés a étre
faconnés puis stockés a une température entre +2 et +8°C. Les émulsions étant par
définition moins stables, ces MNP standards hospitaliers sont uniquement des mélanges
binaires. Lorsqu’un apport lipidique est nécessaire (notamment en néonatalogie), il est
possible d’administrer ce mélange binaire et d’apporter I'’émulsion lipidique via un
montage de perfusion dit «en Y » [45,46] (ce type de montage sera détaillé dans un
paragraphe ultérieur) mais il est susceptible de comporter un risque infectieux plus
important que l'administration d’'un mélange 3 en 1 (autrement dit, un mélange
ternaire), puisqu’il entraine un nombre de manipulations de la ligne de perfusion plus
élevé. Une étude ayant comparé les 2 modalités d’administration n’a cependant pas
retrouvé de différence dans l'incidence des infections, ni dans les souches infectieuses

incriminées [47].

Les parametres d'une étude de stabilité d’'un MNP doivent étre adaptés aux conditions
réelles de stockage et/ou d’utilisation (étude avant ou apres reconstitution, durée,

nature du MNP, volume et matériau du conditionnement...)
Le Tableau II récapitule les nutriments présents de maniere obligatoire ou facultative

dans les MNP selon leur origine (industrielle, hospitaliere ou «a la carte ») apres

reconstitution.
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Une revue de la littérature menée par I’ASPEN [48] encourage, d’apres des criteres
étudiés (taux d’infection, colit, parametres cliniques), a privilégier 'emploi de mélanges
industriels. Une autre revue de la littérature menée spécifiquement dans la population
néonatale sur 'emploi de ce type de mélange (avec des poches prétes a l'emploi)
confirme une diminution du risque d’infection, un apport nutritionnel adapté dans des
conditions simples d’utilisation, une diminution des cofits et des erreurs de prescription

[49].

Le choix du type de mélange (et par conséquent de sa composition) doit reposer en
priorité sur des facteurs relatifs au patient en premier lieu (besoin nutritionnels, type de
nutrition associée ou non), mais également organisationnels. Ainsi, d’autres parametres
notamment les conditions d’administration ainsi que les notions de stabilité et de
compatibilité qui seront détaillées dans les paragraphes suivants, doivent

obligatoirement étre pris en compte dans ce choix.

C. Modalités d’administration de la nutrition parentérale

Selon les services cliniques et les circonstances, il est possible de trouver deux types de
schémas d’administration des MNP :

- encontinu : le contenu de la poche est perfusé sur 24 heures,

- selon une rythmicité cyclique : cette seconde méthode présente 'avantage de
limiter la durée de perfusion du MNP sur la période nocturne. La perfusion dure
alors entre 10 et 16 heures. Ce schéma cyclique permet au patient de conserver
son autonomie dans la journée (améliorant ainsi sa qualité de vie), tout en
assurant une meilleure efficacité nutritionnelle. L’administration cyclique est

particulierement employée pour les patients bénéficiant d’'une NPAD.

D’autre part, les MNP peuvent étre administrés :
- selon une perfusion par gravité (méthode réservée a l'adulte en milieu
hospitalier),
- ou a l'aide d'une pompe péristaltique. Cette méthode qui assure un débit
programmable et constant doit étre privilégiée. De plus, les pompes de NP

possedent des alarmes qui permettent de signaler au soignant en milieu
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hospitalier ou au patient a son domicile, la présence de bulles d’air (pouvant
provoquer une embolie gazeuse) ou une obturation de la tubulure, améliorant la
sécurité d’administration des MNP. L'utilisation d’'une pompe est obligatoire pour

les patients de NPAD.

D. Supplémentation de la nutrition parentérale

Les minéraux (électrolytes et éléments-trace) sont normalement apportés par une
ration alimentaire quotidienne équilibrée. Leurs concentrations dans I'organisme sont

principalement régulées par la sécrétion rénale qui équilibre le ratio entrées/sorties.

Les patients bénéficiant de NP présentent parfois des pertes anormales (d’origine
digestive ou cutanée par exemple) et leur équilibre métabolique et hormonal est

souvent modifié.

1. Electrolytes

A partir de dosages plasmatiques simples, il est facile d’ajuster les apports journaliers en
électrolytes. Cette supplémentation est importante, car les carences peuvent avoir de

lourdes conséquences (Tableau III).

Tableau III : Electrolytes et leur principale fonction physiologique

Electrolyte | Nature Principale fonction physiologique

Sodium Principal cation extracellulaire | Conditionne la volémie

Potassium Principal cation intracellulaire | Gradient électrochimique transmembranaire
Chlorure Anion extracellulaire majeur Associé au sodium

Magnésium Cation intracellulaire Minéralisation osseuse, métabolisme des sucres
Phosphore Minéralisation osseuse, équilibre acido-basique
Calcium Role prépondérant dans I'excitabilité des membranes
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Certains MNP contiennent déja des électrolytes (qu’il s’agisse de mélanges industriels ou
faconnés) mais lorsque les besoins en électrolytes sont supérieurs a la normale ou qu'un
déficit est constaté au décours d’'un dosage plasmatique, il est possible dans une certaine
mesure de rajouter des électrolytes dans le MNP avant son administration. Lors de cette
démarche, il est indispensable de prendre plusieurs précautions : prendre en compte les
apports électrolytiques provenant d’autres sources que la NP (certains médicaments
injectables contiennent du sodium ou d’autres électrolytes en grande quantité),
respecter les indications contenues dans les notices des fabricants sur l'ajout
d’électrolytes dans les mélanges industriels, respecter les instructions de faconnage [50]
et les sels de calcium employés lors de la préparation aseptique [51,52], afin de limiter la
survenue de précipités phosphocalciques pouvant étre déléteres s’ils sont administrés
au patient. En effet, ces derniers peuvent étre visibles a l'ceil nu (notamment dans les
mélanges binaires) dans ce cas ils entrainent un risque d’obstruction des cathéters
d’administration, mais d’autres sont invisibles et comportent un risque embolique non

négligeable [53,54].

2. Eléments-trace

Les éléments-trace (également appelés oligoéléments) interviennent dans les fonctions
physiologiques et biologiques de l'organisme (Figure 4), telles que l'immunité les
fonctions cognitives ou les équilibres d’oxydo-réduction. Les éléments-trace (ET)
d’intérét sont : le zinc (Zn), le cuivre (Cu), le manganese (Mn), le fluor (F), l'iode, (I), le

sélénium (Se), le molybdéne (Mo), le chrome (Cr) et le fer (Fe).

Fonctions cognitives
Zn, Se, Fe, Cu, Cr, |
Anabolisme et :
métabolisme cellulaires Ll
Zn, Cu, Fe, Cr Zn, Se, Fe, Cu

Liomaknoiees : Eléments-trace ; Inflammation
Fe, Se, Cu Se, Cu, Zn

Endocrinologie Equilibre rédox
Zn, Se, Cr, | Zn, Se, Mn, Cu

Figure 4 : Principales fonctions des éléments-trace [56]
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Comme leur nom l'indique, les éléments-trace sont présents en faible quantité dans
I'organisme, leurs réserves sont limitées et il n’existe pas de synthese endogene, d’ou la
nécessité d'un apport quotidien. Les apports nutritionnels dépendent de I'alimentation
mais également de facteurs individuels (pathologies chroniques, age, grossesse) et
environnementaux (alcoolisme, surpoids...). Des lors, les apports nutritionnels
recommandés ont été établis par I'ESPEN pour les patients bénéficiant de nutrition
parentérale a domicile [55], ceux qui sont hospitalisés en soins intensifs en particulier
les grands brilés [56,57], la population pédiatrique [58], les patients souffrant

d’insuffisance intestinale chronique [59].

En milieu hospitalier, selon I'état physiopathologique du patient, trois stratégies
peuvent étre mises en place pour les éléments-trace :

- Prévention de la survenue de déficits par un apport adéquat.

- Correction des déficits déja existants par apport de doses modérément supra
nutritionnelles d’ET. Cette démarche, qualifiée de réplétion, consiste donc a
compenser les pertes. La recherche des déficits repose sur des signes cliniques
(ex: troubles des phaneres ou signes d'anémie)[60] mais également des
controles biologiques [61].

- Administration de doses pharmacologiques a visée thérapeutique, sans déficit
préalable démontré. Cette méthode, appelée supplémentation, doit étre réservée
a des situations particulieres (ex : syndrome de détresse respiratoire aigué). En
effet, il existe une courbe effet-dose lorsque l'on s’intéresse aux ET [62]. Si

I'apport est trop faible, il y aura installation d’'une carence, en revanche si au

contraire 'apport est trop important, un risque d’effet délétere apparait [63-70].

Les ET ne sont généralement pas présents dans les spécialités pharmaceutiques
industrielles de MNP. Leur ajout est recommandé des que la durée prévue de la NP est
supérieure a une semaine, si le patient présente des pertes digestives importantes ou en
cas de carence préalable a linstauration de la NP. Afin de répondre aux
recommandations d’apport par voie IV [60,71,72], cet apport est généralement assuré
par I'ajout dans les poches de NP d'un flacon d’une spécialité pharmaceutique contenant

un mélange de 9 ou 10 éléments-trace (ex : Nutryelt®, Nonan® ou Tracutil®).
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Certains ET peuvent nécessiter un apport isolé ou une quantité supérieure a celle
contenue dans les spécialités commercialisées afin que la prescription de NP soit
cohérente avec I'état physiopathologique du patient [73]. C’est le cas notamment du
sélénium qui est administré a fortes doses dans le sepsis du patient de soins intensifs
dans le cadre d’'une démarche de pharmaconutrition [74], bien que cette méthode soit a
ce jour controversée [75,76].

Par ailleurs, une supplémentation en zinc doit rapidement étre réalisée chez les patients
traités par NP car cet ET n’est presque pas stocké dans l'organisme [77]. Les

recommandations d’apport different en fonction des sources consultées [78,79].

Malgré toutes ces recommandations, des cas de déficit en ET cliniquement significatifs
survenant a la suite d’'une NP de longue durée sont encore décrits a ce jour [80], parfois
en raison de ruptures de spécialités pharmaceutiques [81,82].

En résumé une surveillance est nécessaire concernant les taux plasmatiques d’ET chez

les patients bénéficiant d'une NP de longue durée et avant I'instauration d’'une NP [83].

3. Vitamines

A la différence des électrolytes et des ET qui sont des minéraux, les vitamines sont des
substances organiques. Bien que dénuées de valeur énergétique intrinseque, elles
possedent des qualités physiologiques indispensables a la vie humaine. Leur caractere

hydro- ou liposoluble permet de les séparer en deux groupes (Tableau IV).

En fonction des vitamines, les réserves physiologiques varient de quelques mois a
quelques années. La supplémentation vitaminique n’est indiquée qu’en cas de carence
avérée ou de risque de déficit.

Sachant qu’elles ne sont pas synthétisées par I'organisme pour la plupart, elles doivent
par définition étre fournies par un apport extrinseque, notamment dans les MNP. En
effet, les MNP industriels ne contiennent aucune vitamine. Ces dernieres doivent par
conséquent étre ajoutées dans les MNP lorsqu’une supplémentation vitaminique est
indiquée. C’est le cas lors d'une NP exclusive (lorsque tout I'apport nutritionnel repose
sur la NP) qui peut étre amenée a durer un certain temps, ou lorsqu’une carence est

mise en évidence par un dosage biologique spécifique.
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Tableau IV : Répartition des vitamines selon leur solubilité et leur fonction

Vitamines Solubilité Fonction biochimique
A Liposoluble Action génomique

B1 Hydrosoluble Coenzyme

B2 Hydrosoluble Coenzyme

B3 ou PP* Hydrosoluble Coenzyme

B5 Hydrosoluble Coenzyme

B6 Hydrosoluble Coenzyme

B8 Hydrosoluble Coenzyme

B9 Hydrosoluble Transfert moléculaire
B12 Hydrosoluble Transfert moléculaire

C Hydrosoluble Antioxydant

D* Liposoluble Action génomique

E Liposoluble Antioxydant

K Liposoluble Cofacteur de carboxylation

* synthese endogéne possible

Des spécialités pharmaceutiques telles que Soluvit®, Cernevit®, Vitalipide A® ou E® sont
des mélanges permettant un apport poly-vitaminique aux patients adultes ou
pédiatriques. D’autres spécialités permettent un apport vitaminique ciblé via des

solutions injectables de vitamine K notamment.

4. Ajouts spécifiques : les médicaments

Chez les patients bénéficiant d’'une NP, que ce soit dans un contexte d’hospitalisation ou
a domicile, il peut étre nécessaire de disposer de traitements médicamenteux a
administrer. Or, linsuffisance des voies d’acces veineux limite généralement la
possibilité de dédier une voie a une catégorie de médicament [84,85]. Des lors, les
meédecins nutritionnistes, les pharmaciens hospitaliers responsables d’une unité de
nutrition ainsi que les infirmiers réalisant I'administration de la NP doivent étre
sensibilisés a la notion de compatibilité médicamenteuse entre MNP et médicaments qui
peuvent étre administrés conjointement [86]. En effet, dans ce cas, de nouvelles
réactions physicochimiques (pouvant compromettre la stabilité et I'efficacité a la fois du
médicament mais également du MNP) sont mises en jeu. Cette notion sera développée

dans le chapitre suivant.
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II1. Stabilité des mélanges de nutrition parentérale

Les réactions d’incompatibilité peuvent avoir de multiples conséquences, parmi
lesquelles une obstruction du filtre présent sur la ligne de perfusion ou du cathéter
servant a 'administration de la NP, la perte d’efficacité du MNP ou du médicament qui y
est adjoint, la formation de dérivés toxiques, la survenue de syndrome inflammatoire de
réponse systémique, de phlébites, de granulomes pulmonaires, de sepsis ou de
défaillances d’organes chez les patients auxquels ces médicaments incompatibles sont
administrés.

Dans un premier temps, nous allons aborder la problématique de la stabilité du MNP
seul. Ensuite, nous détaillerons les adaptations d’études de stabilité des mélanges suite a
des ajouts courants (tels que les vitamines et éléments-trace). Enfin, la problématique

de I'incompatibilité médicamenteuse sera traitée.

A. Stabilité des mélanges

Comme décrit précédemment, un MNP complet contient généralement les nutriments
suivants : glucose, acides aminés, lipides, électrolytes, vitamines et éléments-trace.
Apres reconstitution du mélange, I'ensemble de ces éléments subit des réactions
physicochimiques qui sont a l'origine de leur stabilité et compatibilité. La composition
du MNP ainsi que l'ordre d’introduction des différents nutriments lors de la préparation
ou de la supplémentation influent sur la stabilité du mélange final [87].

Historiquement, les différents composants de la NP étaient administrés
indépendamment les uns des autres via un systéeme multi-flacons. Le mélange des
éléments nutritifs avait alors lieu directement dans la circulation sanguine. Cependant,
depuis 'avenement des mélanges « tout-en-un », I'ensemble des nutriments est présent
dans un seul et méme contenant apres reconstitution du mélange. Bien que présentant
une stabilité considérablement allongée avant reconstitution (c’est le cas des systémes
« tout-en-un » préts a 'emploi [88]), le MNP a une stabilité limitée a 24 heures apres
reconstitution. La complexité de composition ainsi que la forme galénique (solution ou
émulsion) imposent de prendre des précautions pour garantir I'efficacité et la sécurité
d’emploi du MNP : la compatibilité pharmaceutique devient une préoccupation majeure

[89].
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Outre les interactions contenant-contenu, les incompatibilités peuvent étre de 2
types [90-92] :

- physique : basée sur des problemes de solubilité générant des substances non
ionisées insolubles ou des co-précipités d’ions. Ces incompatibilités sont
généralement visibles a I'ceil nu (par formation d’un précipité, d’'un gaz, ou un
changement de couleur). Cependant dans le cas des MNP ternaires, 'opacité du
milieu peut rendre leur détection difficile. L'une des conséquences graves
d’incompatibilité physique peut étre la rupture de I'’émulsion. La stabilité de cette
derniere peut étre contrdélée par observation visuelle (séparation de phases),
mesure de la taille des globules lipidiques de diametre élevé par diffusion
dynamique de lumiére (notamment le PFAT5 correspondant au pourcentage de

globules de taille > 5pm) [50,93,94],

- chimique [95]: basée sur des réactions d’oxydo-réduction (notamment
catalysées par les éléments-trace présents dans le mélange de NP, tels que le fer
ou le cuivre) ou d’hydrolyse. Non visibles a I'eeil nu, les réactions chimiques
rendent nécessaire la quantification des différents composants du mélange

nutritionnel ou du/des médicament(s) ajouté(s) dedans.

Les facteurs influencant la stabilité des éléments en présence sont clairement identifiés.
Il s’agit principalement du pH (potentiel d’hydrogene), de la concentration, de la

lumiere, de 'oxygene et de la température.

L’ensemble de ces réactions physico-chimiques ainsi que des facteurs susceptibles de les

influencer est détaillé dans le Tableau V.

Outre cette différenciation physique vs chimique, il est possible de distinguer pour les
MNP ternaires, les interactions se produisant dans la phase aqueuse (i.e. précipitation
phosphocalcique, inactivation des vitamines, dégradation des acides aminés), par

rapport a celles ayant lieu dans la phase lipophile ou encore avec les contenants.
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Tableau V : Classification des réactions physico-chimiques d'instabilité des éléments entrant
dans la composition d'un mélange de NP

Réactions physiques Réactions chimiques
Précipitation (solubilité du produit) Oxydation et réduction

Rupture d’émulsion Complexation

Réactions photo-induites Hydrolyse

Réactions thermiques Condensation et polymérisation
Sorption Racémisation

Perméation Réactions d’élimination (décarboxylation)
Facteurs influengant Facteurs influengant

Exposition a la lumiere pH

Matériau du conditionnement Température

Procédé de production Concentration des composants

Comme précédemment énoncé, les MNP étant de composition variable, il est
indispensable de s’assurer de la compatibilité de tout médicament mis en contact avec le
MNP. Dans le paragraphe suivant, nous allons dans un premier temps détailler les
parametres nécessaires a la tenue d’études de stabilité des MNP. La problématique de
I'administration conjointe des MNP avec des médicaments sera abordée dans un second

temps.

1. Stabilité physique des mélanges nutritifs

a. Stabilité des émulsions

Le second phénomene d’incompatibilité physique est la séparation de phases des MNP
ternaires, se traduisant par la séparation des phases de I'’émulsion.

Par définition, les MNP ternaires sont des émulsions de nature huile dans eau (L/H).
Elles correspondent a la dispersion de nombreux globules lipidiques dans une phase
continue aqueuse. D'un point de vue galénique, une émulsion est une entité fragile,
puisqu’elle résulte d'un équilibre physique. Ce dernier repose sur la répulsion

électrostatique des globules, dépendant elle-méme de la charge ionique de surface de
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ces globules huileux. La stabilité du mélange final fait donc appel a une concentration
minimale en lipides, évaluée a 2% (m/v) [48,96].
La stabilité des émulsions injectables est influencée par de nombreux facteurs tels que le

pH, la température, la concentration en acides gras (AG) libres, et la taille des globules.

Afin d’obtenir une émulsion stable a partir de la phase aqueuse et de la phase lipophile,
deux milieux initialement non miscibles, l'adjonction d’'un agent émulsifiant est
primordiale. En général, il s’agit de 1écithine d’ceuf. Ces phospholipides, disposés par le
procédé d’émulsification en fine couche autour des gouttelettes d’huile (Figure 5),
conferent aux globules une charge négative de surface, évaluée en pratique au travers de
la mesure du potentiel zéta [96]. Celle-ci contraste avec |'état d’ionisation de la partie
hydrophile, ce qui permet en raison des forces de répulsion électrostatique (issues de

forces de Van der Waals) entre les globules, d’éviter le phénomeéne de coalescence [97].

Eau Eau

Acide gras
/;tg‘ LK

c q,;ﬂ
_Q—Cn.

Ry

Huile

Eau

Eau

Figure 5 : Orientation de la 1écithine a la surface des globules huileux aprés émulsification
(d’apres [99])

Au sein d’'une émulsion stabilisée, les globules lipidiques sont mobiles et maintiennent
entre eux une distance interglobulaire au moins égale, voire supérieure a une valeur

minimum secondaire de répulsion [98].

i.  Facteurs et conséquences de déstabilisation d’'une émulsion

L’état d’ionisation étant un facteur clé dans la stabilité des émulsions de NP ternaire,

toute modification significative du pH (notamment une diminution) peut altérer
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I'électronégativité, ce qui diminue progressivement la stabilité de I'’émulsion. La plupart
des émulsions commercialisées ont un potentiel zéta d’environ -35 mV et un pH compris
entre 6,5 et 8,5. Cela semble logique, lorsque l'on sait que les forces de répulsion
électrostatiques disparaissent aux alentours d'une valeur de pH de 2,5. A ce stade, le pH
de la phase aqueuse devient électriquement neutre.

L’apport d'une solution concentrée de glucose, de pH acide, peut déstabiliser I'’émulsion
[99]. Les électrolytes, en particulier ceux de charge positive ont tendance a neutraliser
les charges négatives a la surface des globules lipidiques et finissent par annuler la
barriere mécanique créée par l'agent émulsifiant, entrainant par conséquent le
phénomeéene de coalescence. Plus la valence ionique est élevée, plus le pouvoir
déstabilisant est important. Des lors, les ions trivalents comme les ions Fe3* ont le
pouvoir déstabilisant le plus élevé, suivis par les cations divalents tels le Ca?* ou Mg?*.
Les cations monovalents (Na* ou K*) sont a risque plus faible de déstabiliser I'émulsion.
Cependant il ne faut pas négliger 'aspect quantitatif de ces électrolytes. Dés lors, leur
ajout doit se faire dans une certaine limite, décrite dans le Résumé des Caractéristiques
du Produit (RCP) des MNP industriels. En regle générale, les besoins électrolytiques de

la plupart des patients, ne sont pas de I'ordre a déstabiliser les mélanges ternaires [100].

Pour ce qui concerne la préparation des MNP «a la carte », un parametre peut étre
calculé afin de prédire la stabilité ou linstabilité d'une formulation: le Critical
Aggregation Number (CAN), dont la valeur ne doit pas dépasser X mmol/L afin de
garantir la stabilité d’'un mélange ternaire. Il peut étre calculé a partir de 'équation de
Schultz et Hardy (éq .1) et représente l'influence de la concentration globale en cations
(mono- et multichargés) présents dans le mélange [101]. La valeur seuil dépend de la
charge des globules, dépendant elle-méme du pH et des additifs comme les acides

aminés.

CAN =a+ 64b + 729c éq. 1

a, b et c étant les concentration respectives (en mmol/L) des cations mono-, di- et

trivalents.
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Sa valeur initialement fixée a 130 mmol/L dans une étude impliquant une émulsion
d’Intralipid® 20% [101] a évolué vers 200 mmol/L [50,102] puis 600 mmol/L [103].
Cette derniére valeur a récemment été remise en question par des études montrant une
stabilité de mélanges ternaires ayant un CAN proche de 1000 mmol/L [104]. Certains
travaux ont défini plus précisément la concentration maximale acceptable pour les
cations monovalents ou divalents soit < 130 mmol/L et < 8 mmol/L respectivement

[100].

Les acides aminés en revanche auraient un effet stabilisateur de l'émulsion en
améliorant le pouvoir tampon du mélange vers la neutralité et en diminuant la tendance

a la coalescence [96,105].

En cas de déstabilisation de I'émulsion, plusieurs étapes peuvent se succéder (Figure 6):

* Floculation et crémage : la distance entre les globules est proche du minimum
secondaire de répulsion; ils forment alors des floculats ou amas de globules
lipidiques. Ces derniers migrent vers la surface du mélange en raison de leur
faible densité et de la faible viscosité du milieu. Une couche dense et blanchatre
se forme progressivement a la surface du mélange de NP et surmonte une couche
moins dense. La floculation et le crémage peuvent survenir sans modification
significative de la taille moyenne des globules et le mélange nutritif peut étre
administré s’il est précédé par une étape d’agitation douce, permettant la remise

en dispersion de I'huile. Ces phénomenes sont donc réversibles.

* Coalescence: les forces de répulsion électrostatiques sont défaillantes ; les petits

globules s’agregent en globules de calibre plus important.

* Rupture d’émulsion : au fur et a mesure que la coalescence se poursuit, le nombre
et la surface des agrégats de grand diametre augmentent jusqu'a ce que les
barrieres mécaniques et électrostatiques se rompent définitivement. L’huile se

sépare alors totalement de la phase aqueuse.
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Figure 6 : Phases d'instabilité d'une émulsion (d’aprés [102])

ii. Méthodes d’étude de la stabilité d’'une émulsion

La stabilité d’'une émulsion peut dans un premier temps étre évaluée par un examen
visuel direct (macroscopique) permettant de détecter les phénomeénes décrits dans la
figure 6 [106,107]. Cependant une telle analyse étant insuffisante, d’autres méthodes
sont validées pour la détermination de parametres plus précis tels que la taille des

globules de I’émulsion ou le potentiel zéta.

(a) Taille des globules

(i) Référentiels

La Pharmacopée Frangaise XI¢me édition comporte une monographie a propos des
émulsions qui prévoit une détermination de la taille des globules (variant de 0,5 a 50
um) a 'aide d’'un micrometre [108]. Cependant celle-ci concerne la forme galénique et
n‘est pas spécifiquement dédiée aux émulsions injectables. La Pharmacopée
Américaine(United States Pharmacopoeia (USP)) en revanche, comporte une
monographie intitulée «distribution de la taille des globules lipidiques dans une

émulsion injectable » [109]. L’'USP propose deux critéres d’évaluation des émulsions
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lipidiques injectables industrielles (chapitre 729) : le diametre moyen des globules et la
population de globules de diameétre supérieur a 5 pym (PFATS5). Le diametre moyen des
globules ne doit pas excéder 500 nm, tandis que le seuil de globules > 5um est fixé a

0,05%.

Le rationnel de cette valeur maximale de taille est notamment de limiter le risque
d’embolie pulmonaire [48,110], 5 pm correspondant au diametre minimum a partir

duquel un globule est susceptible d’obstruer le plus petit capillaire pulmonaire.

Le seuil de 0,05% est fixé par la Pharmacopée Américaine pour les émulsions injectables
fabriquées par l'industrie pharmaceutique et doit probablement étre nuancé pour les
meélanges de NP ternaire reconstitués puisque la concentration de I'émulsion est
différente et que la composition en nutriments est plus complexe. Le seuil pour cette
derniere catégorie doit étre compris entre 0,05% et 0,4% (seuil le plus bas auquel une

séparation de phase a été constatée via des expériences in vitro [111]).

(i)  Méthodes de détermination du diamétre et de la

distribution de taille des globules

La détermination du diametre des globules est nécessaire pour le calcul du diametre
moyen, |’élaboration du profil de distribution de la taille des globules d’'une émulsion
lipidique ainsi que pour la détermination du PFAT5 (en effet, ce dernier parametre
concerne les globules de grande taille). Dés lors, les méthodes analytiques employées
pour ces trois parametres reposent sur des principes analytiques similaires mais non
identiques. Il s’agit principalement des méthodes décrites par la Pharmacopée
Américaine dans sa monographie 729 : la diffusion dynamique de la lumiere (DDL)
également appelée spectroscopie par corrélation de photons, la diffusion classique (ou
statique) de la lumiere (également appelée diffraction laser) pour la mesure du diametre
des globules ainsi que la distribution des tailles de globules d’'une part, tandis que le
PFATS est évalué a I'aide d’'une méthode de mesure des globules appelée obscuration de

la lumiére.
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La diffusion dynamique de la lumiére repose sur la fluctuation temporale de l'intensité
lumineuse d’un rayon laser qui est projeté sur I’échantillon et mesuré selon un angle de
90° par rapport au rayon incident. Les particules (dans notre cas, les globules huileux)
contenues dans I’échantillon analysé possedent un mouvement Brownien qui varie en
fonction de leur taille. A ce mouvement aléatoire est associée la force exercée par la
phase dispersante de I'émulsion sur les globules huileux, qui peut étre déterminée par la
loi de Stokes. La combinaison du mouvement Brownien et de la loi de Stokes est donnée

par la loi de Stokes-Einstein.

La méthode d’obscuration de la lumiére (ou extinction de lumiere) correspond au
passage des globules dispersés au sein de 'émulsion devant un faisceau laser. L'intensité
lumineuse qui n’a pas été absorbée est ensuite mesurée par un détecteur placé de I'autre

coté de I'échantillon.

D’autres méthodes non décrites a la Pharmacopéesont utilisables pour mesurer le
diametre comme la microscopie optique [52], la néphélémétrie, le compteur coulter

[101,112] ou encore la spectroscopie ultrasonique [112].

Lorsque ce type d’analyse est envisagé il est indispensable de connaitre les valeurs
attendues selon les parametres étudiés. Au sein d’'une émulsion simple (émulsions
injectables définies a la Pharmacopée Américaine [113]) ou plus complexe (MNP), le

diametre moyen est de I'ordre de 200 a 300 nm [50,110].
Cependant toutes les techniques ne sont pas équivalentes [114], leurs avantages et

inconvénients sont variés et certaines précautions sont nécessaires selon la technique

choisie (usage de filtre absorbant la chaleur pour les analyses par microscopie).

(b) Potentiel zéta

Le potentiel zéta, aussi appelé potentiel ou charge de surface est un facteur
complémentaire de la taille et de la distribution de taille des globules dans I'évaluation

de la stabilité d’'une émulsion.
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(i) Référentiels

Les Pharmacopées Francaise et Américaine ne font pas mention du potentiel zéta dans
les monographies relatives aux émulsions. Cependant ce parametre permettant
d’appréhender la contribution électrostatique (et électrocinétique) a la stabilisation de
la dispersion des globules huileux dans la phase dispersante hydrophile, semble

indispensable a I’évaluation de la stabilité d’'une émulsion.

(i) Méthodes de détermination potentiel zéta

Etant donné que le potentiel zéta correspond a une charge de surface, la mesure de ce
parametre est effectuée par des méthodes de microélectrophorese ou électrophorese
laser doppler. Elle repose sur la vitesse de déplacement des globules lipidiques vers la
cathode lorsque I'émulsion est soumise a un champ électrique. Par conséquent, plus un
globule comporte de charges a sa surface, plus il migrera rapidement vers la cathode.
Dans la méthode par électrophorése laser doppler, le principe électrophorétique est
associé au principe du doppler. En effet, les particules en déplacement sous I'effet du
champ électrique sont éclairées par une lumieére laser et diffusent cette lumiere. La
fréquence de la lumiere diffusée dépend de la vitesse des particules, du fait du décalage

par effet Doppler.

b. Autres parametres de stabilité physique des mélanges nutritifs

Les réactions physiques surviennent majoritairement entre composants du mélange
nutritif, mais elles peuvent également faire intervenir le contenant. Historiquement, les
MNP étaient conditionnés dans des bouteilles en verre mais pour des raisons pratiques
et économiques, ces bouteilles ont progressivement été remplacées par des poches en
polymere plastique dans les années 1960. Selon la nature du matériau plastique
composant cette poche, les réactions peuvent étre de différents types: adsorption,

migration (ou absorption), perméation et désorption (Figure 7) [88].
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Figure 7 : Phénomenes physiques survenant avec les films plastiques

Les premiéres poches destinées a contenir les MNP étaient constituées de polychlorure
de vinyle (PVC) ou de polyéthylene (PE). Cependant, le PVC présentait de multiples
inconvénients parmi lesquels une charge particulaire élevée, une capacité d’adsorption
des médicaments lipophiles et un relargage de plastifiants (les phtalates) dans les
émulsions lipidiques. Certains de ces plastifiants, en particulier le di-(2-ethylhexyl)-
phtalate (DEHP) sont cancérogénes. Par conséquent, ce matériau a dans un premier
temps été réservé au conditionnement de mélanges binaires. Mais d’autres composants
de la NP peuvent étre soumis a des réactions de sorption avec le PVC; c’est le cas du
rétinol, vitamine liposoluble connue pour diffuser dans la membrane semi-perméable de

la poche.

L’éthylene-acétate de vinyle (EVA) présente des propriétés tres différentes du PVC. En
effet, naturellement flexible, il ne contient pas de plastifiants extractibles. Cependant, sa
perméation aux gaz est tres élevée, ce qui engendre deux problemes majeurs pour la
conservation des MNP : un risque de perte en eau et une pénétration d’oxygene
environnant provoquant des réactions chimiques d’oxydoréduction. Ce dernier écueil
est limité pendant la phase de stockage des poches industrielles par I'ajout d’un
absorbeur et d'un indicateur d’oxygene dans '’emballage de la poche, mais deés que la
poche est déballée pour étre utilisée, cette protection est levée. D’autre part, 'EVA

présente des propriétés d’adsorption importantes, mais plus faibles que celles du PVC.
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A l'heure actuelle, la plupart des poches contenant les MNP sont constituées d’'EVA mais
la recherche tend a développer de nouvelles technologies basées sur des plastiques
multicouches (c’est d’ailleurs le cas des poches d’Olimel N7E®). Ces nouveaux
conditionnements constitués de films plastiques en polyamides ou combinaison
d’éthylvinyl alcool-éthylvinyl acétate recouvrant la surface interne ainsi que l'extérieur
de la poche permettent de limiter la perméation a I'oxygene. Grace a cette propriété ces
poches multicouches ont un effet protecteur prouvé sur I'oxydation des composants du

MNP par rapporta ’'EVA [115].

En raison de la possible adsorption des éléments entrant dans les mélanges de NP sur
les plastiques des poches ou sur les dispositifs d’administration, il est important d’en
étudier les interactions. Ces notions d’interaction contenant-contenu seront a prendre

en compte lors de 'administration conjointe de médicaments avec la NP.

2. Stabilité chimique des mélanges de nutrition parentérale

Les réactions chimiques, contrairement aux réactions physiques, sont influencées par la

présence de cofacteurs. Ceux-ci doivent par conséquent étre maitrisés.

a. Précipitation phosphocalcique

L’'incompatibilité chimique la plus redoutée dans les MNP est la réaction se produisant
entre deux électrolytes: le calcium et les phosphates. Cette incompatibilité, tres
largement décrite dans la littérature met en jeu les ions calcium (Ca?*) et les ions
phosphate (P0O43-) dont la réaction aboutit a la formation d’un précipité phosphocalcique
insoluble (Figure 8). Elle se déroule dans la phase aqueuse du MNP mais peut survenir
tant dans les mélanges binaires que ternaires. La formation de ces précipités doit
absolument étre évitée car elle peut avoir des conséquences trés graves, chez les
patients. En effet, ces cristaux phosphocalciques peuvent se déposer dans les cathéters
(v compris les cathéters centraux de plus gros calibre) [116] mais également dans le
parenchyme pulmonaire et peuvent alors étre responsables de pneumonies
interstitielles diffuses granulomateuses [117] ou de détresses/embolies respiratoires

[54,118].
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Figure 8 : Cristaux de précipité phosphocalcique isolés d'un MNP.
L'image représente des cristaux observés par microscopie a lumiere polarisée [112]

Les facteurs ayant un impact sur la formation progressive de ces précipités
phosphocalciques sont [50] :

- Les concentrations de calcium et de phosphate : plus la concentration en sels de
phosphate et calcium est élevée, plus le risque de précipitation est important.

- La nature des sels de calcium et de phosphate employés: l'utilisation de sels
organiques de calcium (gluconate de calcium) et de phosphate (glucose-1-
phosphate ou glycérophosphate de sodium) permet de réduire la réactivité
chimique entre le phosphate et le calcium, et permettre d’augmenter les
concentrations des deux électrolytes [119-121]. Cependant certains mélanges
binaires préparés a partir de sels inorganiques de calcium en quantité
importante se sont révélés étre stables [104,122].

- Le pH du milieu nutritif: I'élévation du pH a été clairement identifiée comme
facteur favorisant la réaction de précipitation lorsque les sels entrant dans la
composition de la NP sont de nature inorganique. Puisque le phosphate dibasique
(HPO4%") est plus disponible pour interagir avec le calcium, aboutissant a du
phosphate dibasique de calcium, faiblement soluble. En présence d’'un pH plus
bas, la forme prédominante est le phosphate de calcium monobasique (H2PO4),
davantage soluble [123].

- Latempérature. Lors de la conservation au réfrigérateur des poches de NP, aucun
précipité n’était observé mais ce dernier se formait progressivement au cours de
la période de remise a température ambiante précédant I'administration. Cela
s’explique par une prédominance a température plus élevée, du phosphate

dibasique (HPO4%) moins soluble. En cas d’utilisation de sels de calcium

organique, la température plus élevée provoque également la dissociation du
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gluconate de calcium en calcium libre. La conjonction de ces deux déplacements
d’équilibre ionique augmente la probabilité de précipitation. Cette derniere peut
d’ailleurs survenir directement dans le cathéter veineux central en raison de la
température corporelle et étre a l'origine de l'obstruction de ce dispositif
d’administration [124].

- Le temps. Dans une étude menée in vitro, Schuetz et al. ont démontré I'existence
d’un délai de formation du précipité pouvant aller jusqu’a 24 heures [125].

- La concentration en acides aminés. Les acides aminés ayant un important
pouvoir tampon dans le MNP [126,127], il est indispensable que leur
concentration soit suffisante dans la composition finale du mélange (au minimum
1a2,5% [123,128]).

- La concentration du glucose. Les solutions de glucose présentent un pH variant
de 6,0 a 3,0 en fonction de leur concentration et de l'ajout éventuel d’acide
chlorhydrique (dans le but de les stabiliser). Dés lors, leur ajout dans le MNP a
tendance a abaisser le pH et donc a défavoriser la survenue de précipitation
phosphocalcique.

- La présence de lipides. Les émulsions lipidiques commercialisées ont
généralement un pH plus élevé. Leur ajout pouvant entrainer une augmentation
du pH du MNP, il s’accompagne d’'une augmentation du risque d’apparition d’'un
précipité phosphocalcique.

- La concentration finale en magnésium. En formant des sels plus solubles et plus
stables avec les ions phosphates, le magnésium diminue le risque de formation

des précipités phosphocalciques [125].

Le controle de tous ces facteurs ne pouvant pas étre fait au quotidien lors de la
préparation des MNP « a la carte », il est recommandé de ne pas dépasser une valeur de
72 pour le calcul [Ca] x [P] en cas d’emploi de sels inorganiques ([Ca] et [P] étant les

concentrations de calcium et phosphates en mmol/L) [100].

Outre un délai variable de formation, ce précipité peut se manifester sous la forme d'un
macroprécipité ou d’'un microprécipité [50]. Des lors, il est indispensable de rechercher
la présence des cristaux phosphocalciques dans les MNP au moment de leur

préparation, mais également a distance (notamment avant 'administration au patient).
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Le contrdle des MNP repose généralement sur une inspection visuelle pour ce qui est
des particules visibles [129]. D’autres méthodes peuvent étre employées pour
rechercher et/ou identifier des précipités phosphocalciques : le comptage particulaire
par blocage de la lumiere [130,131], I'examen microscopique de la surface d’'un média
filtrant au travers duquel le MNP est filtré, la quantification des modifications de
concentration en calcium par spectroscopie par absorption atomique, la titration
potentiométrique ou la spectrophotométrie ou encore la spectroscopie dispersive

d’énergie aux rayons X en microscopie électronique.

L’inspection visuelle est plus complexe dans les mélanges ternaires, 1'aspect blanc
laiteux rendant la recherche de cristaux quasiment impossible. Considérant que le
nombre et la cinétique d’apparition de particules de phosphate de calcium sont
respectivement élevés et tres rapides, ils sont donc tres différents du spectre d’évolution
de la taille des globules lipidiques en présence d'une instabilité de I'’émulsion lipidique.
Cela permet donc aisément de distinguer des cristaux de phosphate de calcium d’'un
phénomene de coalescence de globules lipidiques a 'aide d’'une méthode de comptage
particulaire. Il est en revanche difficile de considérer cette approche comme étant
infaillible. Lors de I'emploi de MNP ternaires, il est donc indispensable de prendre des

précautions en amont, lors de la validation de la composition en phosphate et calcium.

Les autres électrolytes peuvent étre dosés dans les mélanges binaires par

spectrophotométrie d’absorption atomique [132].

b. Stabilité des acides aminés

Les acides aminés sont particulierement sensibles a 'oxydation, que ce soit en solution
isolée ou en mélange avec d’autres nutriments. Les facteurs influengant la stabilité des
acides aminés sont l'exposition a la lumiere, les variations de température pendant le

stockage et 'oxygene résiduel dans le conditionnement industriel apres production.

Les acides aminés en solution aqueuse subissent des réactions de décomposition [133].
Celles-ci sont visibles grace a I'apparition d’'une coloration légerement jaunatre, dont

'intensité est proportionnelle a la température de stockage et au temps. Des réactions
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de photo-oxydation ont également été observées, notamment dans les situations
d’exposition aux UV (i.e. photothérapie) [134,135]. L’exposition a la chaleur et a
l'irradiation lumineuse conduisent par exemple a la formation d’urée ou de sulfoxydes.
La Pharmacopée Européenne décrit des méthodes d’analyse des acides aminés [136].
L’analyseur a acides aminés est une méthode treés répandue [137]. Les acides aminés
sont séparés sur une résine échangeuse de cations utilisant des tampons a base de
sodium ou de lithium puis sont dérivés en sortie de colonne chromatographique par de
la ninhydrine, permettant leur détection et leur quantification aux deux longueurs
d’onde de 440 et 570 nm. Cette méthode de HPLC-visible peut étre employée apres

dérivatisation par d’autres agents chimiques [138].

Les acides aminés sont susceptibles de réagir avec les sucres, dont le glucose présent
dans les mélanges de NP. En effet, ce dernier ayant des propriétés réductrices, il réagit
facilement avec les acides aminés libres. Appelée réaction de Maillard, cette réaction non

enzymatique est a I'origine du brunissement des solutions binaires de NP (Figure 9).

Figure 9 : Réaction de Maillard dans un mélange
binaire (a droite) entrainant l'apparition d'une
coloration brune; absence de réaction de Maillard dans
une solution d'acides aminés seuls (a gauche).

Les produits issus de cette réaction sont qualifiés de produits d’Amadori. Ils peuvent
étre détectés et quantifiés par chromatographie haute performance par exclusion d’ions
[139]. La teneur en glucose peut également étre déterminée a l'aide des méthodes
habituellement employées pour déterminer la glycémie in vivo (ie. méthodes

enzymatiques a la glucose oxydase ou a I'hexokinase).
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c. Stabilité des lipides

La peroxydation lipidique est un phénomene survenant dans les mélanges de NP comme
dans les émulsions injectables pures [96,133]. Les acides gras polyinsaturés subissent
une réaction d’auto-oxydation radicalaire qui peut notamment étre influencée par la
composition en vitamines du MNP [135,140,141]. Les produits issus de cette
peroxydation peuvent réagir avec les acides aminés et provoquer leur dénaturation
[133]. Par définition, les patients traités par NP sont donc exposés aux produits de
peroxydation lipidiques, notamment au malondialdéhyde (MDA), ce dernier étant
possiblement hépatotoxique lors d’une exposition chronique [142,143]. Il existe
plusieurs méthodes de détection et quantification de ces produits de dégradation. Ces
meéthodes sont basées sur de la HPLC [144,145,143] ou bien encore sur des réactions
aboutissant a la formation de produits colorés quantifiés par spectrophotométrie UV

[52,146-148].

B. Stabilité des mélanges avec les ajouts habituels

1. Stabilité des vitamines

Les vitamines sont des micronutriments trés fortement susceptibles de subir des
réactions de dégradation, ces dernieres pouvant mener a leur inactivation. La
riboflavine (vitamine B2) et le rétinol (vitamine A) peuvent étre dégradées par

photolyse sous l'action des UV.

Cependant c’est la dégradation chimique qui est la cause majeure de perte des vitamines
dans les MNP. Parmi les vitamines systématiquement ajoutées dans les MNP, la vitamine
C (acide ascorbique) est la plus sensible a la dégradation. Elle peut subir une
dégradation thermique au cours de laquelle elle s’oxyde dans un premier temps en acide
déhydroascorbique (DHA) sous l'effet d'une augmentation de la température, selon une
cinétique d’ordre 1 [149]. Cette réaction est réversible et le DHA conserve une activité
biologique équivalente a celle de I'acide ascorbique [150]. La seconde étape, irréversible,
aboutit a la synthése des acides thréonique et oxalique, dénués d’activité biologique. Le

glucose et certains acides aminés peuvent atténuer cette oxydation thermique. La
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thiamine (vitamine B1) peut subir des réactions d'oxydation ou de réduction. Cette
derniere est majoritaire, faisant intervenir le métabisulfite de sodium (antioxydant
parfois présent dans certaines spécialités d’acides aminés) [151]. Une étude s’est
intéressée a la stabilité des vitamines B1, B2, B6 et C, souvent ajoutées dans les MNP aux
différentes températures de stockage des poches contenant les MNP [152]. Cette étude a
mis en évidence une stabilité de toutes les vitamines lors d’'une conservation a +4°C. La
vitamine C en revanche n’était pas stable apres 48 heures a température ambiante. Une
étude plus récente a rapporté une dégradation plus importante des vitamines C, B1 et
B6 dans des MNP ternaires lorsque ces derniers étaient conditionnés dans une poche
EVA ne conférant pas de protection vis a vis des UV [153]. Cependant, avec ou sans
protection vis a vis des UV, les concentrations en vitamines restaient au-dela des 90% de
la concentration initiale, tel que recommandé par la Pharmacopée, notamment grace a la

photo-protection apportée par I'’émulsion lipidique.

Les vitamines peuvent par ailleurs favoriser la peroxydation des acides aminés (teneur
en peroxydes multipliée par 10 dans les mélanges binaires) ainsi que la peroxydation
lipidique (teneur en lipoperoxydes multipliée par 4 dans les mélanges ternaires) [140].
Ce phénomene est dépendant de la concentration en vitamines dans le MNP. Les
vitamines les plus probablement impliquées sont la riboflavine et I'acide ascorbique
[135,154]. Cette réaction chimique de peroxydation lipidique est également liée a la
présence en plus des vitamines, d’éléments-trace et de fer [155]. Elle est également

accentuée par I'exposition a la lumiere.

Par ailleurs, la stabilité des vitamines a été démontrée en présence d’'électrolytes et

d’éléments-trace [156].

2. Stabilité des éléments-trace

La stabilité des éléments-trace a fait I'objet de travaux de recherche depuis longtemps.
En effet, ces micronutriments bien qu’en quantités tres faibles n’en sont pas moins
indispensables. Leur faible quantité ne laisse pas de marge de manceuvre et impose d’en

assurer la stabilité.
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Au cours des années 1980, de nombreuses études ont prouvé la stabilité des éléments-
trace dans les mélanges binaires, souvent basées sur des résultats de dosage par
spectroscopie d’absorption atomique [157-160]. Cependant, une incompatibilité a été
démontrée entre le cuivre et la cystéine, ces deux éléments réagissant pour mener a des
particules de sulfure de cuivre insolubles qui sont bloquées par le filtre en ligne,
provoquant ainsi son noircissement [161-166]. Cette incompatibilité dépend de la
spécialité d’acides aminés utilisée pour préparer le MNP [167].

Le sélénite soluble est réduit en sélénium insoluble en présence d’'une importante
concentration d’acide ascorbique (= 5 g/L) [168]. Un mélange de pH < 5 favorise
fortement la précipitation de sélénium en présence d’acide ascorbique. Des
concentrations de 100 mg/L suffisent pour permettre la réduction de I'élément-trace

[169].

C. Stabilité des mélanges de nutrition parentérale en présence de

médicaments

Lorsqu'il est question d’administrer un médicament avec la NP, deux modalités existent :
- la perfusion simultanée en Y (Figure 10), employée essentiellement en milieu
hospitalier [170]

o au moyen d'une pompe électrique imposant un débit régulier pour
I'administration du médicament. Dans ce cas, le médicament est
généralement conditionné dans une seringue (de 20 a 60 mL) ou une
poche souple (de 100 a 250 mL). Le temps de contact entre la NP et le
médicament peut varier de quelques minutes a plusieurs heures.

o sous la forme d’'une « miniperfusion » : le médicament est dilué dans un
volume de 50 a 250 mL, le débit est moins régulier, le temps de contact

médicament/MNP est plus court, allant de quelques minutes a une heure.

- T'ajout direct du médicament dans la poche contenant le mélange nutritif

(Figure 11) [90,171].
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Figure 10 : Perfusion concomitante d'un médicament et d'un MNP via un montage en Y [174]

Figure 11 : Ajout direct de médicament dans une poche de MNP [174]

Le choix d’administration conjointe des médicaments avec le MNP est en relation avec le
contexte clinique du patient a un instant donné. Dans le cas de I'administration via une
connexion en Y, bien que le temps de contact entre le MNP et le médicament soit limité,

il est parfois suffisant pour voir se produire I'incompatibilité.

Dans le cas de l'ajout direct dans la poche, le MNP sert de solvant ou de « véhicule »
d’administration. Le temps de contact du médicament avec le MNP peut atteindre au
maximum 24 heures. Pour des patients « stables » bénéficiant de NPAD, les mélanges de
NP sont préparés a I'avance pour permettre de limiter la livraison des poches a son
domicile une fois par semaine. Dans ce cas précis, le temps de contact est d’au moins une

semaine.
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Cette pratique est rarement recommandée par les fabricants dans les RCP concernés
[172], au vu des risques présentés précédemment.

Cependant, cette méthode peut présenter certains avantages, notamment d’améliorer la
précision dans la dose de médicament administrée, de limiter les volumes de solutés
administrés (pouvant étre nécessaire pour des patients ayant une restriction hydrique)

ou encore de limiter le recours a plusieurs acces vasculaires distincts [48].

L’ajout des médicaments dans la poche de NP étant parfois inévitable, les sociétés
savantes de nutrition entérale et parentérale ont émis des recommandations a
destination des professionnels de santé [48,78,173], de sorte que l'ajout direct de
médicament dans les MNP n’est possible que si :

- des données concernant la compatibilité physicochimique et la stabilité du
médicament ajouté et de la préparation finale (NP + médicament) sont
disponibles
et

- des données cliniques confirment l'efficacité thérapeutique attendue du mélange

nutritionnel ainsi que du médicament administré.

Une enquéte menée en 2013 aux Etats-Unis a révélé que 75% des répondants avaient
régulierement recours a 'ajout de médicaments (hors nutriments) dans les MNP. Parmi
les médicaments les plus cités, figuraient I'insuline, I'héparine, et les antagonistes des

récepteurs Ha.

Pour suivre les recommandations des sociétés savantes, il est par conséquent nécessaire
pour les médecins et pharmaciens de savoir ou trouver les informations fiables

concernant la stabilité et la compatibilité des médicaments et de la NP.

Des bases de données ainsi que des ouvrages auxquels l'accés est payant (ie.
Micromedex®, King Guide to parenteral admixtures, Handbook on injectable drugs) [85]
sont a la disposition des pharmaciens pour conclure a la compatibilité des médicaments
et de la NP, mais les concentrations médicamenteuses proposées ne correspondent pas

toujours a la concentration d’intérét, ce qui oblige les pharmaciens a mener leurs

propres études de stabilité.
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Les difficultés majeures auxquelles les pharmaciens sont confrontés lors de la recherche
de données mais également lors de la mise en ceuvre d’études de stabilité de
médicaments avec les mélanges nutritifs résident principalement dans la multiplicité
des formulations de NP et la diversité des concentrations de médicaments administrés
conjointement a la NP. D’ailleurs 'extrapolation de ces données a des conditions

différentes (i.e. concentration, types de MNP) est déconseillée.

De nombreuses études ont déja été publiées a propos de la compatibilité des
médicaments et de la NP [85,91,174-178] mais nous expliquerons dans le paragraphe

suivant, qu’elles ne sont pas toutes exploitables car parfois incompletes.

Des phénomenes de fixation (absorption ou adsorption) du médicament sur le matériau
constituant la poche de NP ou les dispositifs employés pour 'administration ont déja été
décrits [179]. Cela peut avoir pour conséquence de réduire la quantité de médicament
ou de nutriments administrée, et/ou de favoriser la formation de substances toxiques ou

de particules [180].

En résumé, pour étre recevable, une étude de stabilité doit étre élaborée a partir de la
pratique clinique pour le choix des concentrations de médicaments, la nature du
meélange nutritif et les modalités d’administration (montage de perfusion dont la

géométrie et les matériaux des dispositifs médicaux, temps de contact) [181].

1. Etudes de stabilité des médicaments et nutrition

parentérale : état des lieux et limites

Il n’existe pas de méthodologie standardisée concernant I'étude de l'administration

conjointe des médicaments et de la nutrition parentérale.

Néanmoins, les recommandations des sociétés savantes (ASPEN et ESPEN) comportent
des exigences minimales devant étre respectées pour mener des études de stabilité
scientifiquement valables. Ces études doivent entre autres :

- fournir une description détaillée de la NP et du médicament,
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- étre basées sur des tests indicatifs de stabilité du médicament, comprenant
plusieurs des essais répétés sur au moins 12 a 24 heures,

- détailler les propriétés physicochimiques de la NP et du médicament,

- simuler les conditions réelles d’administration,

- prouver le maintien de l'efficacité pharmacologique ou thérapeutique sans
augmentation de la survenue d’effets indésirables,

- prouver lefficacité d’'une administration IV continue en vue de maintenir une
concentration thérapeutique efficace, en comparaison avec des administrations

intermittentes.

Quel que soit le mode d’administration du médicament (en Y ou dans le mélange de NP),
les aspects suivants doivent étre abordés [86] :

- changements dans les caractéristiques de I’émulsion,

réaction du médicament avec le matériau composant le contenant,

- reéactions impliquant des nutriments spécifiques, pouvant mener a leur
inactivation,

- reéactions avec certains composants pouvant mener a une toxicité (précipitation,

formation de radicaux).

Ces recommandations rendent nécessaire la distinction entre la compatibilité et la
stabilité mais rendent I'évaluation des deux notions indispensable. La stabilité est une
notion faisant référence au médicament (dont la concentration doit se maintenir au
dessus d'un seuil de 90% de la concentration initiale apres ajout dans le MNP). La
compatibilité est quant a elle une notion se rapportant plutot a I'association du MNP et
du médicament, se traduisant par la recherche de la stabilité physique de I'’émulsion
dans le cas d'un MNP ternaire et de I'absence d’apparition d’'un précipité ou encore d’'un

changement de pH [182].
Ces exigences sont abordées dans les études de stabilité concernant les médicaments et

les MNP, puisque des données in vitro de méthodologie variable existent, cependant tous

les critéres ne sont pas systématiquement étudiés.
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Le Tableau VI regroupe certaines études portant sur la stabilité physique de
médicaments avec des MNP. Par définition, ces études sont centrées sur la mesure des
parametres de stabilité des émulsions (comme décrits dans le paragraphe I de la partie
expérimentale) ou la recherche de formation d’'un précipité témoignant ainsi d'une

incompatibilité.
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Dans les études s’intéressant a I'administration en Y, deux types de méthodologies sont
retrouvées. La premiére (mais aussi la plus courante dans les travaux plus anciens),
consiste a mélanger selon un ratio de volumes défini (souvent 1:1 v/v) le mélange
nutritif et la solution médicamenteuse. Ils sont alors laissés en contact pendant un temps
défini puis le mélange est analysé selon différentes méthodes. Ce mode est qualifié de
« statique ». La seconde correspond a une simulation de la perfusion, puisque le
montage de perfusion est reproduit a 'identique et 'administration en Y est réalisée
dans les conditions réelles. Cette derniere méthodologie (dite en mode « dynamique »)
est préférable puisqu’elle permet d’inclure la notion de dynamique fluidique, pouvant
influencer la formation ou la disparition de précipités entre autres.

Lorsque I'administration se fait par ajout direct du médicament dans le mélange nutritif,
la méthodologie peut suivre les deux mémes principes : mélange isovolumétrique ou
bien ajout dans la poche et simulation de la perfusion. Il est important de préciser que
les données de compatibilité physique ne préservent en rien de la compatibilité

chimique (les études de stabilité basées sur la quantification du médicament sont par

conséquent indispensables).

La compatibilité visuelle est insuffisante, notamment parce que certaines particules sont
invisibles a I'ceil nu. Des lors, les travaux qui traitent de la compatibilité entre les MNP et
les médicaments doivent comporter la recherche de précipités. Cependant, dans ce type
de travaux, la nature lipidique des MNP ternaires est une entrave majeure pour la
recherche de précipités (en raison de I'opacité des émulsions). Dans certaines études de
stabilité, il arrive parfois que pour contourner la problématique de l'émulsion, les
auteurs remplacent la partie lipidique de la NP ternaire par de I'’eau [183]. Dans ce cas,
la recherche du précipité est effectuée a partir de la formule sans lipides. La stabilité de
I’émulsion (mesure du potentiel zéta, du diametre des globules, du PFAT5) et la
recherche d’apparition de précipité (comptage particulaire, mesure de la turbidité, effet
Tyndall) sont alors testées indépendamment. Une autre maniere de procéder consiste a
préparer un MNP ternaire, y ajouter le médicament puis centrifuger le mélange pour en
isoler la partie hydrophile et rechercher I'apparition d’'un précipité en s’affranchissant
de l'opacité de I'émulsion lipidique [92]. Ce type de démarche ne constitue pas une

meéthodologie acceptable puisque chaque nutriment ou autre constituant du MNP est
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susceptible d’influencer la compatibilité du mélange nutritif avec le médicament co-
administré.

Enfin, la plupart des études de stabilité physique portent sur une durée de 4 heures et
s’appliquent par conséquent a une administration en Y et non a un ajout direct du

médicament dans le MNP.

Le Tableau VII regroupe les études de stabilité, incluant le dosage du médicament
d’intérét apres ajout dans le MNP.

Ces études confirment que dans le cas de 'étude de stabilité d’'un médicament dans des
MNP ternaires, la quantification de principes actifs médicamenteux peut étre
compliquée selon les méthodes analytiques habituelles. En effet, des étapes d’extraction
semblent indispensables avant l'injection dans un systeme de chromatographie liquide
par exemple. Cependant, les techniques immunométriques, basées sur la reconnaissance

antigene-anticorps semblent étre un moyen de contourner cette difficulté.

Plusieurs revues systématiques ont été publiées notamment par les membres des
sociétés savantes [48,173,175,176,188-190], malheureusement la plupart des
publications qui sont référencées concernent des études menées uniquement sur la
stabilité physique du MNP. Parmi celles qui ont décrit la stabilité chimique avec

quantification du médicament, la plupart concernent des mélanges binaires.

Malgré une littérature de plus en plus riche sur la stabilité, plusieurs écueils sont
souvent relevés : essais sur des mélanges en mode statique, absence de détail sur le
matériel (composition exacte du mélange de NP, solvant de reconstitution ou dilution du
médicament) et/ou les méthodes (méthodes analytiques de dosage du médicament,

notion de validation de ces méthodes dans le milieu complexe qu’est la NP).

De plus, la compatibilité avec les dispositifs médicaux d’administration (poche, filtre en
ligne, tubulure) doit étre étudiée et ce n’est que rarement le cas. En effet, comme
précédemment décrit, des phénomenes de sorption du principe actif ou de ses
excipients peuvent étre observés sur les matériaux plastiques mais également sur le

réseau filtrant.
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2. Recommandations concernant I’'administration conjointe de

mélanges de nutrition parentérale et de médicaments

Le mélange du médicament et de la NP est a envisager avec précaution quand :

la formulation du médicament comprend des agents solubilisants (i.e. éthanol,
crémophor...),

le médicament d’intérét présente une susceptibilité chimique particuliere
(majoritairement les médicaments se présentant sous la forme de lyophilisats),

le médicament est a marge thérapeutique étroite,

le médicament a une courte demi-vie et son administration a un débit trop lent

entrainerait une modification pharmacocinétique trop importante.

En cas d’absolue nécessité d’administration concomitante de médicament et d’un

meélange de NP, les principales regles a respecter sont les suivantes [112] :

la pose d'un cathéter multi-lumiére sera préférée (permettant ainsi une
administration physiquement séparée),

I'administration intermittente IV associée a un rincage suffisant sera favorisée,
un avis pharmaceutique sera demandé en cas d’ajout du médicament dans le
meélange nutritif,

le médicament sera caractérisé au préalable sur un plan physico-chimique afin
d’estimer sa compatibilité potentielle,

les rapports de concentration médicament/NP seront pris en compte,

I'ajout du médicament dans le mélange nutritif doit étre fait extemporanément,
juste avant 'administration de I'ensemble,

I'effet thérapeutique du médicament apres ajout dans le mélange sera évalué par
un test de biodisponibilité indirecte,

l'utilisation de formules standards de NP et de protocoles standards
d’administration de médicament permettront d’alimenter les bases de données

référentielles.
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Le mélange du médicament et de la NP est possible si :

- des données de stabilité sont disponibles (données de la littérature ou
expérimentales),

- la formulation du médicament est compatible avec le pH du mélange nutritif,

- il n'y a pas d’excipients incompatibles avec le mélange nutritif (i.e. cations
divalents),

- le médicament d’'intérét est a marge thérapeutique large,

- Tl'ajout du médicament dans le mélange nutritif est fait dans le respect des
conditions aseptiques et selon un protocole validé par le service pharmaceutique,

- des essais de stabilité simples a mettre en ceuvre existent,

- unfiltre en ligne est ajouté.

IV. Complications de la nutrition parentérale

Les complications de la NP peuvent étre classées selon 2 catégories : les complications
liées au cathéter d’'une part et les complications métaboliques d’autre part [200]. La
premiere catégorie comprend les complications mécaniques [201], infectieuses
(particulierement redoutées chez les patients bénéficiant d’'une NP) [202,203] et
thrombotiques. Concernant les complications métaboliques, des complications
hépatobiliaires [204,205], des phénomeénes d’hypersensibilité [206], des déséquilibres

acido-basiques, un syndrome de renutrition inappropriée [207,208].

Parmi les complications les plus a craindre, la dysglycémie (hypo- ou hyperglycémie)

doit faire I'objet d’'une attention particuliere du praticien hospitalier.

A. Hypoglycémie

Bien que moins fréquente que I'hyperglycémie, 'hypoglycémie est responsable d’'une
augmentation de la mortalité a partir d'un seuil de 70 mg/dL, notamment chez les
patients de soins intensifs (SI) [209]. Cette augmentation de la mortalité est
principalement liée a la survenue de risques cardiovasculaires [210], plus

particulierement d’arythmies cardiaques [211]. Comme pour l'hyperglycémie, la
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définition du seuil d’alerte n’est pas identique selon les auteurs [212-216], cependant il

est indispensable de la prévenir et de la traiter [217].

La plupart des hypoglycémies survenant dans le cadre d'une NP peuvent étre
asymptomatiques, ce qui rend I’évaluation de leur prévalence plus difficile [218,219].

Au contraire de I'hyperglycémie, il est difficile d’établir un lien entre NP et
hypoglycémie, étant donné que le mélange nutritif constitue un apport massif de
glucose. Dans les cas rapportés, I'hypoglycémie a été identifiée a partir de prélévements
biologiques ou de glycémies capillaires alors que les patients étaient cliniquement
asymptomatiques. Dans les deux cas, le statut nutritionnel des patients était altéré avant
I'instauration de la NP. Cette dénutrition préexistante a eu pour effet d’accroitre la
sensibilité des récepteurs a I'insuline et lorsque la NP a été initiée, la synthése d’insuline
endogéne a eu une action hypoglycémiante démultipliée. De plus, comme vu
précédemment dans le paragraphe sur I'hyperglycémie, sa prise en charge implique
I'apport exogene d’insuline en parallele du mélange de NP. Cette insuline exogene a
également vu son action démultipliée en raison de I'hypersensibilité des récepteurs

hormonaux.

Olveira et al. ont mené des travaux chez les patients traités par NP afin de déterminer la
prévalence des hypoglycémies chez ces patients, ainsi que les risques associés [220]. La
prévalence de survenue d'une hypoglycémie est beaucoup plus faible (< 3%) que celle
des hyperglycémies précédemment décrites. Bien que le suivi par mesure de la glycémie
capillaire ait révélé une hypoglycémie chez 6,8% des patients suivis, seuls 2,6% des
patients au total ont vécu une hypoglycémie symptomatique. Cette étude a identifié un
faible IMC, une importante variabilité glycémique et la durée de la NP totale comme
étant des facteurs de risque d’hypoglycémie. L’utilisation d’insuline IV et la variabilité

glycémique sont prédictives d’hypoglycémie symptomatique.

Comme pour I'hyperglycémie, 'hypoglycémie bénéficie de recommandations pour sa

prise en charge [215].
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B. Hyperglycémie

L’hyperglycémie est une complication fréquente au cours d’une hospitalisation. Sa
prévalence est de 46% chez des patients de SI et 32% en dehors de cette population

[221].

Si l'on s’'intéresse plus particulierement aux patients bénéficiant d'une NP,
I'hyperglycémie est la plus fréquente des complications métaboliques, devant les
troubles hydroélectrolytiques [222]. Cette complication survient indépendamment du
statut diabétique précédant l'instauration de la NP [201,223] chez prés de 50% des
patients ayant recours a cette technique de nutrition [224-226]. Cependant, les patients
diabétiques ne sont bien évidemment pas épargnés par cette complication, qui est plus
facilement détectable dans cette population : des patients traités par NP ont par exemple
d multiplier par deux le nombre quotidien d’unités d’insuline en comparaison a leur

insulinothérapie habituelle [227].

Certains parametres clinico-biologiques permettent de prédire la survenue
d’hyperglycémie : les travaux de Martinez et al. ont montré qu'un IMC > 25 kg/m?
multiplie par 10 ce risque, ainsi que I'existence d’'une hyperglycémie avant I'instauration
de NP qui augmente de 38% ce risque [228]. Bien que l'’hyperglycémie touche
indifféremment les patients diabétiques ou non, son délai de survenue est plus court
chez les patients diabétiques. Dans cette population, I'hyperglycémie est constatée des

'instauration de la NP contre 2,3 jours en moyenne chez les patients non diabétiques.

L’hyperglycémie est un événement métabolique pouvant survenir en dehors de toute
administration de NP, il s’agit alors d’'une hyperglycémie induite par le stress, causé par
un sepsis sévere par exemple [229]. Celle-ci est majoritairement observée chez les
patients de SI. Une blessure ou une pathologie aigué, induit un stress dans l'organisme
qui altére la métabolisation des nutriments : il existe dans ce cas une augmentation de la
synthese endogéene de glucose (via une double voie de glycogénolyse et néoglucogenese)
en réponse au relargage d’hormones de contre-régulation (glucagon, -cortisol,

catécholamines, hormone de croissance)[230].
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L’administration de NP conduit a la perfusion intraveineuse de glucose. Cette voie
permet une biodisponibilité totale mais entraine le shunt de I'effet de premier passage
hépatique qui augmente le risque d’hyperglycémie. La quantité de glucose apportée par
le mélange de NP est directement lié a la survenue d’une hyperglycémie et a I'intensité

de cette derniere chez les patients non diabétiques hospitalisés en soins intensifs [223].

D’autre part, la tolérance au glucose dépend du débit d’administration de la NP (une
perfusion a débit élevé sera plus a risque de causer une hyperglycémie) et des
prédispositions du patient, notamment de la capacité a procéder a l'oxydation du
glucose. Cette fonction métabolique est diminuée lorsque le patient subit un stress
hypermétabolique (c’est le cas lors d’'une défaillance d’organe, un sepsis ou en SI [231]),
chez les patients ayant une pathologie altérant l'efficacité de l'insuline (diabete,
pancréatite aigué), chez les patients agés [232], ou encore chez les patients traités par

un médicament altérant le métabolisme du glucose (i.e cortocoides, tacrolimus,

catécholamines).

L’hyperglycémie peut avoir des conséquences déléteres, qu’elle soit liée a la NP ou non.
Dans les études s’intéressant a I’hyperglycémie non causée par I'administration de NP, il
a été prouvé qu’il existait un lien entre la présence d'une hyperglycémie et une
augmentation de la mortalité. Ces études étaient centrées sur différentes typologies de
patients :

- La persistance d'une hyperglycémie sur une période de 30 jours chez les patients
ayant subi un accident vasculaire cérébral ischémique aigu entraine une
multiplication du taux de mortalité par 24 [233].

- La mortalité est supérieure chez les patients ayant eu un infarctus du myocarde
lorsqu’ils ont un statut hyperglycémique [234].

- L’hyperglycémie augmente de 73% le risque de mortalité et de 53% le risque de
survenue de complications au cours de I'hospitalisation [235].

- Des taux glycémiques extrémes (hypo- < 65 mg/dL ou hyper- 200 mg/dL) sont
prédictifs de déces a la sortie des soins intensifs avec une haute spécificité [236].

- La mortalité a 6 mois est plus importante en cas d’hyperglycémie, quel que soit le

statut diabétique ou non des patients [237].
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L’un des risques associés avec I'hyperglycémie est le risque cardiaque. Dans une étude
menée chez des patients souffrant d’affection myocardique aigué, une augmentation de

48% du risque de tachycardie ventriculaire a été observée en cas d’hyperglycémie [238].

Le fonctionnement du systéme immunitaire est également diminué en cas
d’hyperglycémie persistante [239,240]. En effet, cet état biologique peut affecter les
composants de la réponse immunitaire et induire une glycosylation aberrante des
protéines, enzymes et immunoglobulines intervenant dans I'immunité adaptative [241].
L’'immunosuppression qui en résulte est d’ailleurs associée a de moins bons résultats
cliniques chez les patients [242], notamment en favorisant la survenue d’infections

[243].

Enfin, 'hyperglycémie est associée a une neurotoxicité ayant pour mécanisme identifié
'altération des astrocytes et des neurones de la microglie [244,245]. Les conséquences
déléteres de cet état biologique ont déja été décrites dans des travaux incluant des

patients victimes de traumatismes cérébraux [246,247].

De récentes études ont étendu I'analyse des complications en s’intéressant a 'impact de
la variabilité glycémique. L'une d’entre elles, menée chez des patients déja atteints d'une
infection aigué (de localisation respiratoire, urinaire, cutanée ou des tissus mous) a
établi un lien entre I'importance de la variabilité glycémique et le taux de bactériémies,
la mortalité a 30 jours et la diminution du taux de survie a 5 ans, chez des patients

diabétiques ou non [248].

De nombreuses études se sont intéressées aux conséquences de I'’hyperglycémie
provoquée par l'administration de NP. Une importante proportion d’entre elles a été
mené dans une population de patients de SI étant donné que ce type de patient nécessite
souvent une NP afin de garantir un apport nutritionnel suffisant a des patients dont les
besoins énergétiques sont tres fortement augmentés et pour lesquels la NE est trop a

risque de provoquer une pneumopathie d’inhalation.

Bien que la définition de 'hyperglycémie ne soit pas identique dans tous ces travaux et

que les différents parametres étudiés soient variables (durée de la NP, apport calorique,
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population de SI ou non, préexistence d’'un diabete ou non), de grandes tendances sont
retrouvées et doivent étre prises en considération. L’hyperglycémie est étroitement
associée a une augmentation de la mortalité et de la morbidité chez les patients recevant
de la NP [249] (tant chez les patients de SI que chez les patients de services de
meédecine-chirurgie-obstétrique) ou du glucose IV [250]. En effet, les taux de mortalité
sont de 2 a 11 fois plus élevées en cas d’hyperglycémie associée a la NP qu’en I'absence
d’hyperglycémie. Plusieurs travaux s’intéressant a cette association ont été publiés ces
dernieres années [124-126,141,142]. Le Tableau VIII, élaboré par Drincic et al. synthétise

les résultats de ces publications [253].

Tableau VIII : Hyperglycémie et mortalité chez les patients recevant de la NP

Cheungetal | Linetal Sarkisian et | Pasqueletal. | Llopetal | Olveiraetal
[227] [251] al. [225] [254] [255] [252]
Effectif
(nombre de
122 457 100 276 119 605
traitements
par NP)
Seuils
<125 <114 <120 <140
glycémiques
Vs Vs > 180 Vs > 180 'S
étudiés
> 164 > 180 >180 > 180
(mg/dL)
OR dela
mortalité dans
le groupe 23,2
10,9 5,0 7,22 2,8 5,6
hyperglycémie (2,55 -
(2,0-60,5) (2,4-10,6) (1,08 - 48,3) (1,2-6,8) (1,47 - 21,4)
versus autre 209,98)
groupe (95%
1C)

Dans les travaux d’Olveira et al. concernant des patients hospitalisés dans des unités
hors SI, certains facteurs de risque de dépasser le seuil de glycémie de 180 mg/dL
(responsable d’'une mortalité multipliée par 5,6) ont d’ailleurs été identifiés : il s’agit
d’'un taux de CRP élevée, I'age > 65 ans, l'existence d’'un diabete, de complications

infectieuses ou la perfusion de grandes quantités de glucose [252].
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L’augmentation de la mortalité n’était pas retrouvée dans I'étude de Llop et al. qui était
pourtant basée sur le méme seuil d’hyperglycémie. Cependant une forte association a
été rapportée entre glycémie > 180 mg/dL et allongement de la durée de séjour ou

encore admission en SI (risque multiplié par 23) [255].

Tout comme pour I'’hyperglycémie non iatrogéne, une hyperglycémie > 142 mg/dL
associée a I'administration de NP augmente globalement la survenue de complications
[227]. Ensuite, plus le niveau d’hyperglycémie augmente, plus les complications
observées sont spécifiques : survenue d’infection (en particulier de septicémie), ainsi

que dysfonction d’organe.

Sur ce dernier point, une étude a mis en évidence que chaque palier d’augmentation de
10 mg/dL de la glycémie au-dela de 114 mg/L est responsable d’'une augmentation de
10 % du risque de complications cardiaques (OR 1,1 1C95 1,03 - 1,17), de 8% de la
détresse respiratoire (OR 1,08 I1C95 1,02 - 1,14) ou encore de 7% pour l'insuffisance
rénale aigué (OR 1,07 IC95 1,03 - 1,11) [251]. Dans les travaux de Cheung et al,
'association entre hyperglycémie et insuffisance rénale aigué devient significative a

partir de 165 mg/dL [227].

La dysfonction cardiaque, qui fait partie des complications décrites en lien avec
I'hyperglycémie iatrogene a également fait I'objet d’études. La survenue de problémes
cardiaques dans les 45 jours chez des patients agés ayant un état hyperglycémique sous
NP est augmentée de 62% et la gravité de ces complications est significativement plus

importante si la glycémie est > 200 mg/dL [256].

En dehors de ces complications organiques, les complications infectieuses sont une
préoccupation chez les patients traités par NP. En effet, bien que, comme décrit dans le
chapitre sur les conséquences de la dénutrition, un état nutritionnel adéquat soit
essentiel pour maintenir un systeme immunitaire compétent, un apport excessif de
glucose conduisant a un état d’hyperglycémie peut également étre néfaste et se traduire
par une immunosuppression. Un allongement de la durée des infections a d’ailleurs été
mis en évidence chez des patients traités par NP, bénéficiant d'une greffe de cellules

souches hématopoiétiques [257,258]. Cependant cette relation est aujourd’hui
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controversée [259]. Une étude menée dans la population pédiatrique de soins intensifs a
mis en évidence un mortalité 1,9 fois plus élevée chez les patients ayant une infection
liée au cathéter concomitante a ’hyperglycémie [260]. L’hyperglycémie multiplie par 5
le nombre d’infections sur cathéter chez les patients diabétiques. Dans les travaux
précédemment cités, Lin et al. ont conclu a une augmentation de 9% du risque
d’infection par palier de 10 mg/dL a partir de 114 mg/dL [260] tandis que 'augmentation
des risques infectieux devenait significative a partir de 165 mg/dL dans l'étude de

Cheung et al. [227].

Les complications observées chez les patients ayant une hyperglycémie iatrogéne liée a
la NP sont comparables a celles des patients diabétiques. La probabilité de survenue de
complications induites par '’hyperglycémie dépend des affections concomitantes, de la

durée de la NP et de la durée de vie du patient.

En raison des nombreux effets indésirables de 'hyperglycémie iatrogéne causée par
I'administration de NP chez des patients diabétiques ou non, il est indispensable de
prévenir et traiter cette hyperglycémie. Les objectifs glycémiques ainsi que les moyens

mis en ceuvre seront détaillés dans le paragraphe suivant.
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V. Nutrition parentérale et insuline : une relation complexe

A. Prise en charge de I’hyperglycémie : pourquoi ?

Comme cela a déja été détaillé dans le paragraphe précédent, I'hyperglycémie est

responsable d’'une augmentation de la morbi-mortalité, ainsi que de nombreuses

complications, pour tous les patients, qu'’ils soient hospitalisés en services de SI ou non

et qu’ils soient diabétiques ou non. Le controle de I'hyperglycémie est associé a de

meilleurs résultats cliniques. Dés lors, il apparait indispensable en premier lieu de

prévenir ’hyperglycémie et de la traiter en cas de survenue.

Il existe différentes approches pour prévenir '’hyperglycémie durant 'administration de

NP [253] :
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diminution de l'apport de glucose dans le mélange nutritif (limitation a 4
mg/kg/min ou a 150-200 g/jour [261] ;

diminution des calories contenues dans le mélange de NP : emploi de mélanges
hypocaloriques de NP (soit < 20 kcal/kg/jour et ne couvrant pas plus de 80% des
besoins énergétiques) [229]. Cette démarche permet d’ajuster la quantité de
glucose perfusé a la consommation du cerveau et aux besoins des fonctions
cellulaires de base ;

emploi d’hydrates de carbone non glucosés dans la NP ; cependant une étude
employant un mélange glucose-fructose-xylitol en ratio 2:2:1 n’a pas démontré
de plus-value par rapport au glucose en termes de moindre hyperglycémie et de
recours a l'insuline [262] ;

combinaison de la NE et de la NP : dans ce cas, si la NE apporte 30% des besoins
nutritionnels, cela permet de d'obtenir des glycémies plus basses, de diminuer la
résistance a l'insuline, d’augmenter la sécrétion d’incrétines et d’améliorer la
perméabilité intestinale [263] ;

apport concomitant d’insuline exogéne, lorsque les précédentes stratégies n’ont

pas suffit [264].



Le choix de la stratégie de prévention de 'hyperglycémie dépend de I’existence ou non
d’'une politique commune a I'établissement et des recommandations des équipes de

soins nutritionnels.

1. Cibles glycémiques

Concernant les cibles glycémiques, la variabilité est moindre que pour les stratégies de
prévention de I'hyperglycémie. Cependant, elles doivent étre adaptées a la situation
clinique du patient.

Pour toute prise en charge, il existe un double objectif : limiter la variabilité glycémique
et se situer dans une cible thérapeutique de glycémie [265].

Des études menées dans une population de patients de SI ont mis en évidence que
I'augmentation de la maitrise de la glycémie par de I'insuline en post-opératoire réduit a
la fois la mortalité mais également la morbidité [266,267].

Pour une catégorie de patients donnée, les cibles glycémiques sont les mémes, quelle
que soit 'origine de I'hyperglycémie (iatrogene au cours de I'administration de NP, due
au stress physiopathologique, ou encore d’origine diabétique entre autres). Cependant

ces cibles glycémiques peuvent varier selon la prise en charge thérapeutique du patient.

Choix des cibles glycémiques en fonction de la population d’intérét :

Selon les différents essais cliniques publiés a propos du controle glycémique chez les
patients hospitalisés, il est possible de distinguer deux catégories [268] :
- le contrdle glycémique conventionnel correspondant a une cible de glycémie
<180 mg/dL ou entre 140 et 180 mg/dL
ou

- le contrdle glycémique intensif dont la cible est comprise entre 81 et 108 mg/dL.

Des lors, il apparait important d’adapter la cible glycémique en fonction du type de
patient concerné. La plupart des travaux publiés concerne les patients de SI. Une partie
de ces travaux semble converger vers un contrdle glycémique intensif, une meilleure
guérison étant liée a un contrdle rigoureux de la glycémie [201]. L'un de ces travaux a

comparé l'efficacité d'un protocole intensif d’insulinothérapie a un protocole
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conventionnel chez des patients hospitalisés en SI [242]. L’insulinothérapie intensive a
permis selon cette étude, de réduire la mortalité de 43% en SI et de 34% la mortalité
globale hospitaliere. Cette efficacité s’est manifestée par une diminution de 46% du
risque d’infection sévere ainsi que du recours a une antibiothérapie de 10 jours mais
serait davantage liée au contrdle des niveaux glycémiques plutét qu’a I'apport en
insuline. Une étude similaire a été menée quelques années plus tard et a montré un effet
encore plus prononcé et prolongé dans un échantillon de patients de SI chirurgicaux que
de SI médicaux; cet effet bénéfique pouvant perdurer jusqu’'a 4 ans apres la sortie
d’hospitalisation [269]. Cependant les résultats de cette étude multicentrique en ouvert
sont controversés en raison de la méthodologie mais également du taux élevé de

mortalité dans les deux bras de I’étude.

Al'opposé de ces études, d’autres travaux concluent a la nécessité d’'une prudence vis-a-
vis de l'insulinothérapie intensive. En effet, non seulement ce protocole n’a pas de
bénéfice sur la mortalité globale, mais son utilisation aurait méme tendance a
augmenter la mortalité des patients a 30 jours. Ceci s’expliquerait entre autre par
I'augmentation de lincidence des hypoglycémies [270-272]. Des travaux
complémentaires ayant étudié une cible glycémique < 110 mg/dL ont renforcé cet
argument, en soulignant que plus la cible glycémique est difficile a atteindre, plus le
risque de survenue d’hypoglycémie sévere est important [273-276]. La revue de
littérature de Devos et al, recommande par conséquent un controle glycémique plus

modéré (140 - 180 mg/dL) permettant un meilleur rapport bénéfice/risque [277].

En résumé, en raison de la relation qui existe entre la glycémie et la mortalité (Figure 12)
il semble raisonnable d’envisager une approche moins stricte concernant les objectifs
glycémiques, le protocole d’insulinothérapie devant étre suffisant pour éviter une
hyperglycémie, mais également adapté pour limiter la survenue d’une hypoglycémie

tout aussi délétere.

Quelques études ont été menées chez des patients hospitalisés en dehors des services de

SI [278]. L’objectif glycémique retenu pour ces patients est < 180 mg/dL.
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Figure 12 : Relation entre mortalité et glycémie chez les patients de soins intensifs [211]

Outre la population ciblée, il est important de connaitre le mode d’administration de la
nutrition artificielle afin de choisir une fourchette d’objectif glycémique adaptée au
moment de mesure de la glycémie. En cas d’administration discontinue, il sera
indispensable de distinguer une mesure glycémique avant administration de la nutrition
(cette mesure permettant d’obtenir une glycémie a jeun, encore appelée préprandiale)
d’'une mesure glycémique pendant ou rapidement apres administration (dite glycémie
post-prandiale). Les objectifs de glycémie préprandiale doivent logiquement étre

inférieurs aux objectifs postprandiaux.

En se basant sur les données publiées, les sociétés savantes ont émis des
recommandations a propos des cibles glycémiques. Celles-ci sont détaillées dans le

Tableau IX.

Pour les patients nécessitant une nutrition artificielle au long cours, il est également
possible d’effectuer le suivi glycémique global en effectuant des dosages réguliers
d’hémoglobine glyquée (HbA1c) (leur fréquence étant habituellement trimestrielle). Les
résultats de ces dosages doivent selon les recommandations de I'ESPEN, se situer entre

6,5 et 7,5% [59].
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Tableau IX :

Recommandations des sociétés savantes pour les cibles glycémiques

Société savante

Cible glycémique

Patients cibles

ASPEN [215]

140 - 180 mg/dL
hypoglycémie < 70 mg/dL

Hors SI

SCCM [279] 150 - 180 mg/dL Patients de SI (hors
chirurgie cardiaque et
traumatisés craniens)

Groupe GARIN e si nutrition artificielle continue: | Hors SI, ayant diabete

[280] 140 - 180 mg/dL ou hyperglycémie de

* =i nutrition artificielle
discontinue : glycémie a jeun entre
100 et 140 mg/dL, glycémie post
prandiale entre 140 et 180 mg/dL

stress et nutrition

artificielle

SFNCM [281]

* objectifs glycémiques stricts : 80 -
130 mg/dL a jeun ou
< 160 - 180 mg/dL en post-
prandial

* objectifs glycémiques larges: 100
- 150 mg/dL a jeun ou 150 - 250
mg/dL en post-prandial

Société savante

Cible glycémique

Patients cibles

AACE / ADA
[268]

1) 140 - 180 mg/dL

2) 110 - 140 mg/dL

3) Glycémie préprandiale
<140 mg/dL;
glycémie postprandiale

<180 mg/dL

1) Patients de SI

2) Patients de SI ayant
subi chirurgie cardiaque
ou ayant contréle
glycémique stable sans
hypoglycémie

3) Patients hors SI

ESPEN [59]

Glycémie postprandiale < 180 mg/dL

Patients de NPAD
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2. Quand débuter 'insuline ?

Comme cela a été détaillé dans le paragraphe précédent, les cibles glycémiques peuvent
étre variables. Cependant il est important de traiter I'hyperglycémie avant que celle-ci

n’atteigne un niveau délétere pour le patient.

L’hyperglycémie, quelle que soit son origine, peut étre prise en charge de plusieurs
manieres chez les patients recevant de la nutrition artificielle : soit en diminuant

I'apport de glucose dans la nutrition, soit en instaurant un apport exogene d’insuline.

Partant du constat que I'hyperglycémie est délétere, il semble évident que limiter
I'apport en glucose dans la nutrition artificielle devrait suffire a limiter la survenue
d’hyperglycémies. Cependant deux parametres sont a prendre en compte :

un état inflammatoire ou pathologique augmente I'apport calorique nécessaire pour un
patient. Or, les nutriments ayant le plus important rendement calorique sont les lipides
et ils ne peuvent pas étre apportés en proportion trop importante dans les mélanges de
NP. Le glucose est par conséquent le second nutriment fixant 'apport calorique et il

n’est donc pas possible d’en diminuer la quantité de maniere drastique.

Certains auteurs soulignent que ce n’est pas uniquement I'absence d’hyperglycémie,
mais également 'apport d’insuline qui aurait des effets bénéfiques [268]. Ces derniers
sont attribués a ses effets anti-inflammatoires, vasodilatateurs et antioxydants ainsi qu’a
sa capacité a inhiber la lipolyse et I'agrégation plaquettaire. Une étude a rapporté que
des taux élevés de cytokines et de marqueurs inflammatoires, associés a une
hyperglycémie sévere, revenaient a la normale apres un traitement par de I'insuline et la
résolution de I'hyperglycémie [282]. L'insuline agit en supprimant les hormones de
contre-régulation et les facteurs de transcription pro-inflammatoires, voire méme en

annulant la synthese des especes réactives de I'oxygene.
Des lors, l'apport d’insuline semble l'option la plus appropriée parmi les deux

propositions formulées ci-dessus. En effet, elle permet de ne pas modifier I'apport en

glucides du patient, tout en facilitant leur assimilation par I'organisme.
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Comme décrit précédemment, il existe des cibles glycémiques en fonction des
populations de patients étudiées. Des facteurs prédictifs des besoins en insuline ont été
identifiés parmi une cohorte de patients hospitalisés recevant de la NP [230]. Ceux-ci
sont fortement corrélés au diabete, au statut pondéral (surpoids ou obésité), a
I’hospitalisation en SI, a I'existence d’'une glycémie > 120 mg/dL le jour de l'initiation de
la NP, une glycémie moyenne > 180 mg/dL pendant 'administration de la NP ou une
HbA1lc > 5,7%. Cependant, seuls I'HbAlc > 5,7%, le séjour en SI, le diabete et la glycémie

> 120 mg/dL le jour de I'instauration de la NP sont prédictifs du recours a I'insuline.

Par la suite, des protocoles d’insulinothérapie, associés a une surveillance glycémique
accrue ont été développés pour permettre d’atteindre les cibles décrites [283].

En revanche, le calcul de la dose et le protocole mis en ceuvre varient en fonction des
établissements. L’'obtention d'un contrdle glycémique optimal peut prendre plusieurs
jours chez les patients sous NP, étant donné que le glucose est titré pour fournir les

besoins en énergie optimum, et que les doses d’insuline sont ajustées [268,280,284].

B. Types d’insuline employés et modalités d’administration

La SFNCM a émis des principes de prise en charge de I'hyperglycémie au cours de la
nutrition artificielle [136]. Les objectifs énoncés dans ces recommandations sont
d’éviter le risque d’hypoglycémie et d’étre plus efficace tout en facilitant 'adaptation des
doses d’insuline.

Cependant, dans le cas de 'administration sous-cutanée (SC) d’insuline, il ne faut pas
exclure le risque d’erreur d’administration dont le patient lui-méme serait a I'origine (en
sélectionnant par exemple un nombre d’unités incorrect).

Une autre situation pouvant conduire a une hypoglycémie chez le patient serait
I'interruption non initialement prévue de la NP. Dans ce dernier cas de figure, si le
recours a la voie orale n’était pas envisageable, il serait alors difficile de compenser

'action de l'insuline déja administrée par voie SC.
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Des lors, les regles dictées par la SFNCM sont :

- de choisir convenablement Iinsuline administrée parmi les spécialités
pharmaceutiques disponibles, afin de permettre I'adéquation entre la durée
d’action de l'insuline et la durée d’administration du mélange de la NP,

- de fractionner la dose quotidienne d’insuline et de procéder a une injection avant

chaque branchement de la poche de nutrition.

Dans les paragraphes suivants, nous allons détailler les données cliniques et in vitro

disponibles a propos de la co-administration de MNP et d’insuline.

1. Modalités d’administration de I'insuline

Selon la situation physiopathologique du patient ou encore la typologie du service de
soins, la prévention ainsi que le traitement de I'hyperglycémie ne sont pas menés dans
les mémes conditions. Une recherche bibliographique a permis d’appréhender la
diversité des protocoles employant I'insuline conjointement a la NP. A chaque situation

décrite, des effets indésirables ont été observés.

a. Essais cliniques concernant I'efficacité de linsuline dans la prise
en charge de I’hyperglycémie chez les patients traités par
nutrition parentérale

Comme nous 'avons décrit précédemment, les cibles glycémiques peuvent varier selon
les recommandations des sociétés savantes. Cette variabilité est retrouvée dans les
études cliniques concernant la prise en charge de I'hyperglycémie chez les patients
traités par NP, tant dans les cibles glycémiques visées que dans les protocoles
d’administration de I'insuline. Le Tableau X reprend les types d’insuline, leur voie/mode

d’administration ainsi que les effets indésirables observés au cours des études cliniques.
Les différentes voies d’administration de l'insuline testées dans ces études étaient la

voie IV (perfusion isolée, en Y du MNP ou encore ajout direct dans le MNP) et la voie

sous-cutanée, parfois en combinaison.
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Il semble difficile d’harmoniser les conditions et les parameétres étudiés et ce pour

plusieurs raisons.

Concernant les insulines administrées, il s’agissait majoritairement d’insuline a action
rapide (insuline humaine biosynthétique, ou encore ses analogues rapides tels 'insuline
asparte). Cependant, les recommandations ADI-AMD sur le traitement par insuline chez
les patients recevant de la nutrition artificielle [286] soulignent que les analogues
d’action longue peuvent étre utilisés chez des patients stables si la nutrition est
administrée a 'aide d’'une pompe péristaltique. Parmi les travaux cités dans le tableau X,
quelques-uns ont d’ailleurs porté sur I'administration d’analogues de durée d’action
intermédiaire, voire longue [280,287-291]. En revanche, ces types d’insulines étaient

rarement administrés dans le MNP, mais plutét en SC.
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Tableau X : Etudes cliniques portant sur l'utilisation d'insuline dans la prise en charge de I'hyperglycémie induite par la nutrition parentérale

Référence Population Mode d’administration Type d’insuline Dose d’insuline Effets indésirables Conclusions
Patients Hypoglycémie :
diabétiques ou augmentation  du
. , risque avec la durée
non ayant regu , ) Perfusion : - Dose basée sur les
. . Perfusion  continue . . . L, . de la NP, le nombre
insuline pour . ) insuline humaine précédents besoins ) . ,
Kinnare traiter une d’insuline Dans la  NP: Dose/k de jours avec de | Préférer le calcul de dose selon I'apport
(2013) h Iveémi Insuline LDA SC Insuli h L Dose/ 8 d e d 1 I'insuline, si calcul | de glc dans la NP et I'ajout dans la poche
erglycémie nsuline humaine | - Dose e glc dans la
292 ypsofsyNP Insuline dans la ou LDA ochegde NP g(O 05-1 Ul/ de la dose/kg ou en | de NP afin d’éviter les hypoglycémies
[292] ) poche de NP P ’ & | fonction des
(n=1657 patients de glc) ., )
dont 382 précédents besoins
diabétiques) et si  perfusion
continue
- Patients diabétiques : 0,7- Recommandation d’ajout d’insuline
0,8 Ul/kg/jou 0,3 Ul/g de humaine dans la poche et compléments
glucose dans la NP par insuline humaine en SC/6-8 heures,
. . . avec ajustement de la dose totale si HG >
Patients hors S Insuline  dans la | - Insuline humaine | g y¢ ge stress: 0,12 0,15 L :
ayant diabéte ou boche de Np | dans la poche U1 /g de glucose 1.40 mg/dL. Si objectifs non ,z.attelr.lts,
Olveira hyperglycémie de : compléments SC gdeg ajout dans la poche des 2/3 de l'insuline
(2013) stress et NP /4-8h - Analogue rapide ou | _ 2/3 de la dose d'insuline ajoutée en rattrapage.
[293] NPH en SC

(nNC)

calculée (1UI/5 a 20g de
glucose) sont ajoutés dans la
poche (insuline humaine). Le
1/3 restant est administré
en SC sous la

d’insuline NPH / 6-8h.

forme

Risque d’hypoglycémie faible car arrét

de la perfusion d’'insuline quand
suspension de la NP.

Insuline IV nécessaire si HG non
maftrisée.
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Référence

Population

Mode d’administration

Type d’insuline

Dose d’insuline

Effets indésirables

Conclusions

- si

diabete connu :

Madsen  Insuline dans la poche 1 Ul/10g de glucose, Adm?nistr%tion IV ou datls l.a poche
(2006) Patients recevant | de NP . . voire 1,5-2 Ul/10g de possible. Si passage de I'IV a I'ajout dans
e Insuline humaine . - la. NP, la dose dans la NP doit
NP glucose si la glycémie est ’
[296] nsuline IV > 200 mg/dL représenter les 2/3 de la dose
administrée par perfusion.
- Insuline IV

Neff Patients (hors SI) . sC: analogue Pas de différence | L’administration IV permet l'obtention
(2014) ayant HG sous NP | Insuline IV versus SC rapide d’insuline significative dans la | d'une glycémie moyenne plus basse ainsi
(n=53) en bolus + survenue qu'une durée dans la cible glycémique

insuline basale d’hypoglycémies plus longue
- Patients Avec la perfusion en Y, 73% des 636
diabétiques : mesures de glycémie étaient dans la
mélange cible 100-250 mg/dL. Aucune mesure
d’insulines de n'était < 50 mg/dL. Ce mode de
Patients Perfusion IV d'insuline en beeuf et de porc Rares événements | perfusion permet d’atteindre plus
Sajbel (diabétiques ou Y de la NP puis ajout de |-  Patients non Si HG > 200 mg/dL quand | hypoglycémiques rapidement les cibles glycémiques car il
(1986) non) sous NP linsuline dans la NP diabétiques : 75% de la NP administrée, | dus a la perfusion | n'est pas nécessaire d’attendre le

tHG > 200 ' i 3 i i

[297] ayan lorsque la glycémie était insuline humaine perfusionenY.De 1 a5 Ul/h | d'insuline sans | changement de poche de NP pour
mg/dL équilibrée ou de porc selon le niveau glycémique administration de | ajuster l'apport en insuline. Cette
(n=16) NP. méthode  est  également  plus

Insuline a 0,5 ou 1
Ul/mL dans SSI

économique que l'ajout direct dans la
NP. Cependant des précautions sont
nécessaires pour ne pas
I'insuline perfusée sans NP.

laisser
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D’autre part, deux types de populations (patients diabétiques et non diabétiques)
étaient étudiées et les résultats cliniques obtenus différaient selon le type d’insuline et le
mode d’administration. Les travaux d’Hakeam et al ont retrouvé une action plus rapide
de l'insuline glargine SC chez les patients diabétiques, tandis que chez les non
diabétiques, la normoglycémie était atteinte plus rapidement avec de l'insuline asparte
dans la poche de NP [289]. Ces travaux ont également mis en évidence la nécessité d’'une
dose initiale plus importante dans le groupe insuline dans la NP, mais également une
dose de plus en plus importante jusqu’'a l'atteinte du contréle glycémique, ce qui

laisserait a penser qu'il existe une interaction entre I'insuline et la NP.

De plus, selon les études, différents parameétres ont été utilisés dans l'interprétation des
résultats: survenue d’hyperglycémie, survenue d’au moins une hyperglycémie,
survenue d’hypoglycémie modérée ou sévere, temps passé en normoglycémie ou le
temps nécessaire a atteindre la normoglycémie, variabilité glycémique, différence
glycémique, proportion d’atteinte de la normoglycémie, dosage d’hémoglobine glyquée

dans les cas des patients de NPAD.

Par ailleurs, la plupart des protocoles testés a montré une efficacité dans I'obtention du
controle métabolique, mais les résultats concernant la survenue d’hypoglycémies ne
sont pas toujours similaires [289,290]. Dans la plupart des études, le suivi glycémique
est assuré par une mesure de glycémie capillaire a intervalles réguliers (toutes les 4 a 6
heures). Cette méthode n’est malheureusement pas suffisante pour détecter I'ensemble
des évenements hypoglycémiques, ce qui peut sous-estimer la fréquence de survenue de
cet effet indésirable lié a I'insuline. Cette limite dans la détection des hypoglycémies a

été soulevée dans un cas rapporté [302].
Enfin les publications ne contiennent pas toujours les informations détaillées,
notamment la dose d’insuline administrée ou encore le montage exact de perfusion

lorsqu'’il s’agit d'insuline administrée par voie IV.

Tous ces arguments illustrent la difficulté des sociétés savantes a émettre des

recommandations protocolaires sur la prise en charge de I'hyperglycémie dans le cadre
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de la NP. Ces dernieres ont néanmoins rédigé des éléments principaux afin d’aider les

meédecins devant faire face a ce type de situation.

En 2018, 'ADA (American Diabetes Association) a recommandé d’ajouter de l'insuline
humaine dans la solution de NP en commencant par 1 unité d’insuline pour 10 g de
glucose afin de prévenir 'hyperglycémie puis traiter 'hyperglycémie si elle survient a
I'aide d’injections SC d’insuline (insuline humaine/ 6 heures ou analogue rapide de
I'insuline / 4 heures) [303]. Dans le cadre d’'une NP continue, la SFNCM recommande
une insulinothérapie IV isolée pour une prise en charge aigué et souligne la possibilité
d’employer une insuline de longue durée d’action lors de I'administration de NP au long
cours [285]. Ces recommandations comportent d’ailleurs un paragraphe consacré a
I'ajout d’insuline dans la poche de NP, encourageant a choisir une insuline rapide et

soulignant que la stabilité de la disponibilité de I'insuline n’est pas garantie.

b. Essais in vitro sur la stabilité de linsuline dans la nutrition

parentérale : revue de la littérature

Al'issue de la revue de la littérature sur les études cliniques, il est apparu nécessaire en
raison de I'importante variabilité des parametres étudiés et des résultats présentés, de
mener une revue de la littérature sur les études in vitro concernant la stabilité de

I'insuline dans les mélanges de NP.

Le résultat de cette revue de la littérature (Tableau XI) aboutit aux mémes réserves que
celles qui ont été émises a propos des études cliniques. En effet, on retrouve une
importante variabilité tant dans le milieu étudié (SSI, NP binaire avec des origines
d’apport azoté variables, ternaire pouvant présenter une teneur en lipides variable, avec
ou sans électrolytes, vitamines ou éléments-trace, solutions glucosées de différentes
concentrations), que dans les contenants (en verre ou différents matériaux plastiques
pouvant étre reliés a des tubulures de perfusion), la concentration en insuline ou les

conditions de stockage et de prélevements.
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Tableau XI : Etudes in vitro concernant la stabilité de I'insuline dans les mélanges de nutrition parentérale

Modalité Nature du Nature et Méthode de
Auteur (enY ou mélange Parametres étudiés | concentration Contenants Conditions quantification Conclusions
dans NP) de NP en insuline de I'insuline
Dosage de I'insuline
Stockage A t0 : récupération de 100% de l'insuline en
immunoréactive
pendant4a 16 présence de vitamines dans la NP vs 38% sans
Christianson NP binaire - prlvt dans le flacon a | Insuline Flacon en verre
heures a 7°C RIA Atlhet11,5h: récupération de 95% d’insuline
(2006) Dans NP + vitamines | t0 humaine 10 (1L) + setde
apres N=6 si vitamines vs 5% sans
[304] et ET - prlvt en sortie de UI/L perfusion
préparation de
tubulure a t1h et
la NP. Pas d’effet des vitamines sur le pH de la NP
t11,5h
Disponibilité de I'insuline plus importante dans
Insuline
Rusavy la NP (28,8%) que dans le SSI (5,2%) des t0.
SSIvs humaine Perfuseur en Durée: 3,5 RIA
(2004) Dans NP Adsorption sur les parois du set de perfusion,
ternaire 8 UI/20 mL PVC heures N=15
[305] limitée par la présence d’AA (effet stabilisant de
(soit 400 UI/L)
la NP)
NP binaire Biodisponibilité médiocre dans SSI (65%) mais
Comptage Insuline Stockage des
NP ternaire trés élevée dans NP binaire et ternaire (90%
radioactivité : humaine poches 8a 12
(avec minimum). Nature de la source d’apport azoté
- de la solution en 10,25 0u 50 heures a 4°C
Marcuard différentes Poche EVA influe sur la biodisponibilité de I'insuline.
sortie de tubulure U/L puis 1-2h a Comptage
(1990) Dans NP sources (1L) + tubulure Maximum 5% de liaison de I'insuline dans le
- d’'un morceau de + insuline Tamb radioactivité
[306] azotées) PVC port d’injection pour les 2 types de NP et < 1%
poche, de tubulure et [radiomarquée Perfusion
SSI de liaison sur la poche ou la tubulure. Dans le
du port d’'injectiona  |[[125 pendant 7 h
Avec vit et SSI, liaison a 13,5% sur la poche, 10,9% sur la
la fin de la perfusion |(< 0,01 U/mL) N=3
ET tubulure et 2,6% sur le port d’injection.
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Modalité Nature du Nature et Méthode de
Auteur (enY ou mélange Parametres étudiés | concentration Contenants Conditions quantification Conclusions
dans NP) de NP en insuline de I'insuline
Augmentation de l'aire du pic d’insuline en
NP binaire
Insuline Poche présence de glucose, riboflavine et tryptophane.
Ichikawa avec KCl HPLC-UV (210 et
Mesure de la surface humaine (Hicaliq Durée 24 h La présence d’acide ascorbique annule I'effet du
(2006) Dans NP (3gde KCl + 280 nm)
du pic d’insuline 0,01 U/mL Terumo) N =3 dosages Trp.
[307] 6mg de
(soit 10 U/L) (960 mL) Complexation roboflavine-Trp qui se fixe sur la
riboflavine)
chaine A de I'insuline
- Pas d’absorption sur le verre vs adsorption sur
-Lumiére :
I'EVA (a 25°C obscurité, absorption de 62,71%
UV/fluorescenc
de Tl'insuline au bout de 24 heures dans I'EVA
e/obscurité
Yu Poche EVA HPLC-UV (214 | versus 6,34% sur le verre).
Ratio d’aire du pic Actrapid® -
(2016) NA NA (500mL) nm) - Le taux d’absorption est corrélé au temps de
d’insuline a t/to 1UI/mL Température :
[308] Tube en verre contact (maxi a 36 heures).
2-8°Cvs 25°C
- L’absorption est plus importante a 25°C qu’a
-Durée:72h
température réfrigérée.
N = 3 dosages
- Influence significative des UV.
Dans NP binaire : insuline négligeable deés t0 et
NP binaire
inexistante a t24, quelle que soit la
et ternaire
Forchielli Concentration en concentration en insuline. Dans la NP ternaire :
(avec Insuline Durée 24 h
(2018) Dans NP insuline (conversion Poches EVA [ECL a t0, récupération de 3 a 81% de récupération
concentrati humaine N=4
[309] en ratio Ct/CO0) de linsuline a t0 selon les concentrations

on variable

de lipides)

croissantes en insuline puis stabilité puisque

récupération de 2,5 a 72,5% de I'insuline a t24

101



Modalité Nature du Nature et Méthode de
Auteur (enY ou mélange Parametres étudiés | concentration Contenants Conditions quantification Conclusions
dans NP) de NP en insuline de I'insuline
-PourlaRIA:
Récupération d’insuline EVA > PVC (différence
Insuline
non significative) mais libération de l'insuline
humaine 288
plus réguliere a partir du PVC. Parfois résultats
Pourcentage pmol/L
G5% Durée 24 h RIA et comptage | discordants RIA/comptage. Meilleure libération
Bassons d’insuline récupérée
/Binaire Flacons PVC ou N = 6 pour la radioactif de (pourcentage plus élevé et meilleure régularité)
(1985) Dans NP en fonction du temps - Pourle
/ternaire EVA RIA et 2 pourle I'insuline dans les mélanges ternaires. Ceci serait di a la
[310] (absorption sur les comptage
+ vitamines comptage radiomarquée | présence de I'émulsifiant qui diminuerait
plastiques) radioactif
I'adhérence de [linsuline au plastique. La
insuline
présence de vitamines et électrolytes
marquée a
permettrait de limiter I'absorption.
I'1125
- Binaire - Comptage dela Contenants de - Perte d’insuline t0 > T2, 4 et 6 heures de
avec radioactivité a 1L - perfusion (78% a t0 vs 43%)
différentes partir de - flacons en Durée de - Pourcentage de perte en insuline un peu plus
sources prélévements Insuline verre perfusion: 6 h importante pour la plus faible concentration (10
Weber azotées issus de: marquée a - flacons mais stockage Comptage de UI/L) mais du méme ordre de grandeur (45%)
(1977) Dans NP (Aminosol®, - Simulation de la I'1125 PVC a+4°C pendant I'insuline que pour les concentrations plus élevées.
® . N N . /

[311] CPH®, perfusion a 165 De 102100 12 h avantla radiomarquée - Pas deffet selon la source azotée (perte
FreAminell mL/h, mesure en Ul/L Connectés a un perfusion) légérement plus faible avec I'hydrolysat de
® igen® i td =

, Amigen®) sortie de tubulure serde N=6 caséine mais valeurs similaires soit 45%
- Impactd’'un perfusion environ)
traitement de 30 (conditionné

- Perte significativement plus faible en présence
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- Binaire

vitamines et

minutes avec une

solution de sérum

pendant 6 a 12

heures a +4°C)

de vitamines et d’électrolytes (34% environ)

- Perte plus importante en présence de filtres en

électrolytes albumine bovine a ligne (57% environ)
+ filtres de 0,22
- Binaire + 1% sur Perte plus importante sur les poches PVC (52%)
ou 0,45pum
0,375% de I'adsorption de vs verre (47%)
sérum I'insuline sur le - Moindre perte en présence d’albumine (38 a
albumine verre 41%)
humaine
Modalité Nature du Nature et Méthode de
Auteur (en Y ou mélange Parameétres étudiés | concentration Contenants Conditions quantification Conclusions
dans NP) de NP en insuline de l'insuline
Observation visuelle :
recherche de
- rupture d’émulsion
Dans NP - changement de
9 MNP
(solution couleur Mélange Durée 0, 1 et
Trissel ternaires Observation
d’insuline - dégagement gazeux Insuline directement 4 h
(1999) avec visuelle Pas d’incompatibilité visible pour I'insuline
dans G5% - particules visibles 1 Ul/mL dans tubes de 23°C
[174] vitamines d’incompatibilité
1:1v/v BT (apreés centrifugation centrifugation n=2
et
avec NP) et dilution), sous

lumiére fluorescente
(ceil nu) puis devant

fond noir et blanc
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Modalité Nature du Nature et Méthode de
Auteur (enY ou mélange Parametres étudiés | concentration Contenants Conditions quantification Conclusions
dans NP) de NP en insuline de I'insuline
C tibilité :
Miranda ) NP binaire Ompatibiitte
Micromedex ) - 2 Ul/mL dans NP binaire
(2016) NP ternaire
- 1 UI/mL dans NP ternaire
[190]
- Comptage
radioactivité Flacons en - Pas d’influence de la teneur en glucose
dans la tubulure et verre + - Pas de dégradation de I'insuline
Insuline
Canivet Dans dans prélvts a la tubulure PVC - 75% d’adsorption quand faible concentration
Dans G5 a porcine + n non Comptage
(1983) solution sortie de la tubulure avec DEHP, en insuline
G30% insuline renseigné radioactivité
[312] glucosée - Analyse qualitative filtre -  phénomene d’adsorption rapide car
marquée [125
de l'insuline par polyamide et concentration en insuline constante dans
chromatographie sur chambre PE 'effluent
gel
NP binaire Poches EVA 3L
Importante absorption sur I'EVA des le t0
Doglietto (1L SSI Insuline (3 références
Durée: 24 h (seulement 20% d’insuline récupérée en sortie
(1989) Dans NP +1L G 20% Ratio C(t)/Co humaine différentes) + RIA
N=8 d’aiguille) et jusque t24. Une dispensation
[179] + 1L AA 10 UI/3L tubulure et
constante d’insuline est assurée sur 24 heures.
7,5%) épicranienne
19G
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Modalité Nature du Nature et Méthode de
Auteur (enY ou mélange Parametres étudiés | concentration Contenants Conditions quantification Conclusions
dans NP) de NP en insuline de I'insuline
Seringue PP 60 Albumine améliore la disponibilité de l'insuline
Solution
Insuline mL + tubulure de 61%.
d’insuline
q humaine PVC (+pré Disponibilité est débit et concentration
ans
50 ou 200 conditionneme dépendante.
Hewson - SSI
Dans Ratio AUCo.¢n/ AUC mU/mL nt, et/ou flush) Durée=22h Préconditionnement améliore de 20% la
(2000) -G5% RIA
solvant théorique o-6n + cathéter N=2 disponibilité dans les 2 premieres heures. Le
[313] - albumine
Débit de (central ou flush améliore de 32% la disponibilité dans les 6
2,4% dans
perfusion 0,5 périphérique) premieéres heures. Flush + préconditionnement
SSI

oul,0mL/h

améliorent la disponibilité et diminuent la

variabilité

NA : non applicable, RIA : Radioimmunoassay, EVA : Ethyléne vinyle acétate, SSI : Sérum salé isotonique, PP polypropyléne
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La plupart des méthodes analytiques employées présentent des limites dans

I'interprétation des résultats :

le comptage de radioactivité repose sur l'emploi d’insuline radiomarquée
(souvent a I'I'25). Or il est impossible de savoir si ce marquage radioactif ne
modifie pas les propriétés physicochimiques de l'insuline.

Les Radiolmmuno Assays (RIA) (reposant sur la reconnaissance de 'insuline par
des anticorps dont I'un est radiomarqué) et I'Immunoélectrochimiluminescence
(IECL) (basée sur la reconnaissance de la protéine par un couple d’anticorps)
sont des méthodes validées pour la quantification de l'insuline dans le sérum
humain. Or les matrices testées dans les études in vitro ont une composition trés
éloignée de celle du sérum humain, cela pouvant engendrer des erreurs dans la
quantification de l'insuline. D’autre part, les gammes d’étalonnage des kits de
dosage sont valables pour des concentrations trés faibles (de l'ordre de la
nUI/mL pour l'insulinémie physiologique) ce qui impose normalement des
étapes de préparation des échantillons (non détaillées dans les différents travaux
publiés).

L’HPLC-UV, tout en étant une méthode séparative, n’est pas idéale pour I'étude de
I'insuline. En effet, selon la longueur d’onde sélectionnée, la quantification
concerne l'insuline mais aussi certains excipients présents dans la spécialité
pharmaceutique. Le métacrésol par exemple, conservateur présent dans la
solution commerciale de Novorapid® (insuline asparte, analogue rapide de
I'insuline humaine), absorbe aux longueurs d'onde 210 et 214 nm [314]
employées dans les études basées sur la méthode HPLC [307,308]. Cela peut
remettre en question les résultats présentés dans ces travaux, la méthode n’étant

pas sélective de l'insuline a cette longueur d’onde.

A l'issue de cette revue de la littérature portant sur les études in vitro dans différents

milieux dont la NP, il apparait que de nombreux parametres peuvent influer sur la

biodisponibilité de l'insuline : la composition en acide aminés, la présence ou non de

lipides, de vitamines, d’albumine ou encore la nature du contenant.

Des lors, I'objectif du présent travail était d’étudier la disponibilité de I'insuline humaine

a partir d'un MNP ternaire.
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Objectifs

Comme nous I'avons précédemment présenté dans le contexte, les mélanges de nutrition
parentérale sont des mélanges complexes, puisqu’ils peuvent contenir plusieurs
dizaines de nutriments, de nature physico-chimique tres variée. Dans certaines
situations cliniques, les acces veineux des patients sont limités, ce qui amene a employer
le mélange de NP comme «véhicule d’administration» pour les médicaments
injectables. L’hyperglycémie causée par 'apport important de glucose contenu dans le
mélange est fréquente, y compris chez des patients non diabétiques. Cet effet indésirable
nécessite alors la prise en charge par un apport exogene d’insuline. Des lors, il apparait
avantageux d’ajouter l'insuline dans le mélange de NP afin d’assurer une co-
administration strictement conjointe d’insuline a l'’assimilation intracellulaire du
glucose. Cependant, il est obligatoire de démontrer au préalable la stabilité de I'insuline

et du mélange de NP, selon les recommandations des sociétés savantes de nutrition

entérale et parentérale.

L’objectif de ces travaux de recherche est par conséquent de déterminer la stabilité de

I'insuline et du mélange de NP lorsqu’ils sont mis en présence I'un de I'autre.

Afin d’atteindre cet objectif, il est nécessaire d’envisager plusieurs étapes :

1) Vérifier la stabilité physique du mélange de NP ternaire apres ajout d’insuline
humaine.

2) Mettre au point et valider une méthode de quantification de I'insuline dans le
milieu complexe que représente ce mélange de NP ternaire.

3) Mener une étude de stabilité de l'insuline humaine en mélange dans une
émulsion lipidique injectable.

4) Identifier les facteurs influengant la stabilité de I'insuline dans le MNP ternaire.

5) Vérifier I'activité biologique de I'insuline apres ajout dans le MNP ternaire.
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Partie expérimentale

I. Etude de stabilité physique de I'’émulsion de nutrition

parentérale apres ajout d’insuline

A. Introduction

Les MNP ternaire sont des émulsions dont la stabilité peut étre remise en cause
notamment lorsque des éléments extérieurs sont injectés dans la poche. C’est le cas des
médicaments. Les recommandations des sociétés savantes (ASPEN et ESPEN) soulignent
I'importance de s’assurer de la stabilité physique de I’émulsion de NP ternaire apres
reconstitution et ajout du médicament, sur une durée couvrant la période de stockage et
I'administration.

Seule une évaluation limitée (résumé de communication affichée) a traité a la fois la
stabilité physique de I'émulsion et le maintien d’'une concentration stable en insuline
[315]. Une autre étude a testé la stabilité physique d'un MNP ternaire en présence
d’insuline, mais la concentration en insuline était tres élevée (1 Ul/mL soit 1000 UI/L)
[174]. Dans ces travaux, la stabilité de I'émulsion était étudiée sur une durée de 4 heures
seulement (puisqu’il s’agissait d’étudier la compatibilité pour une administration via un
montage en Y) et reposait sur les parametres suivants : détection des particules visibles
(aprés une étape de centrifugation), détection d'une rupture d'émulsion ou d'un

crémage et détection d'un dégagement gazeux.

Dans cette partie, notre objectif est d’étudier I'impact de I'ajout d’insuline sur la

stabilité d'un MNP ternaire industriel, en évaluant la stabilité de I'émulsion.

B. Matériels et méthodes

1. Nature et préparation du milieu nutritif

Les compositions détaillées des spécialités pharmaceutiques figurent en Annexe A.
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Le milieu nutritif de référence employé dans ces travaux se compose d’'un mélange de
NP ternaire industriel supplémenté en vitamines et éléments-trace. Ce milieu est

préparé a partir des spécialités pharmaceutiques suivantes :

» Mélange de nutrition parentérale ternaire Olimel N7E® émulsion pour perfusion,
poche de 1500 mL (Baxter, Meyzieux, France). Ce mélange est initialement
présenté sous la forme de poche tricompartimentée, chaque compartiment
contenant un macronutriment (Figure 13) soit

o Une solution de glucose a 35% avec du calcium
o Une solution d’acides aminés a 11,1% avec d’autres électrolytes
o Une émulsion lipidique a 20% (mélange de 80% d’huile d’olive raffinée et

de 20% d’huile de soja raffinée)

Soudures non permanentes
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Figure 13 : Mélange nutritif de référence supplémenté en vitamines et éléments-trace
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Le mélange ternaire est reconstitué avant emploi. Un minimum de 6 retournements de
la poche est ensuite effectué pour garantir 'obtention d’'une émulsion d’aspect blanc

laiteux homogene.

» Supplémentation de la NPT avec
o Des vitamines : un flacon de Cernevit® poudre pour solution injectable ou
perfusion (Baxter, Meyzieux, France) est reconstitué avec 5 mL de NaCl
0,9% puis injecté via le port d’injection de la poche de NP dans la solution
de glucose avant reconstitution du mélange ternaire.
o Des éléments-trace : une ampoule de 10 mL de Nutryelt® solution
injectable pour perfusion (Aguettant, Lyon, France) est injectée via le port

d’injection dans la poche apres reconstitution du mélange ternaire.

Ce milieu nutritif a est additionné d’insuline humaine a la concentration finale
de 20 UI/L. Il s’agit d'une insuline humaine biosynthétique recombinante
commercialisée sous le nom de spécialité pharmaceutique Umuline® rapide (100 UI/mL,
solution injectable en flacon de 10 mL, Lilly France). La concentration finale de 20 UI/L
a été choisie apres recueil des quantités d’insuline ajoutées quotidiennement dans les

poches de NP des patients bénéficiant d'une NPAD.

2. Instruments d’analyse

Les instruments suivants sont employés dans I'évaluation de la stabilité du MNP

ternaire :

- un AccuSizer 780 APS (PSSNicomp, Port Richey, United States) basé sur la
technologie « single particle optical sizing » (SPOS) et disposant d’un détecteur dont
la gamme de mesure va de 1,8 a 50 pm pour mesurer le PFATS5,

- un pH metre (Mettler Toledo, Colombus, United States) muni d’'une électrode avec
diaphragme a manchon (permettant de faciliter la mesure du pH dans I'émulsion),

- un osmometre modele 210 (Fiske, Norwood, United States) permettant de mesurer

I'osmolalité sur des échantillons de 20 pL.
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3. Méthode
a. Préparation des milieux testés et préléevements

i.  Mesure du PFATS et du pH

Deux poches de NP sans insuline (servant de témoins) et 2 poches de NP contenant
20 UI/L d’'insuline ont été préparées selon les modalités définies précédemment.
Toutes les poches sont conservées a température ambiante et exposition a la

lumiere du jour pendant 7 jours. Elles sont suspendues a un pied a perfusion.

Un montage de perfusion est mimé comprenant (Figure 14):
* une tubulure VL STOO Agilia Volumat (Fresenius kabi, Sévres, France)
constituée majoritairement de PVC et dans une moindre proportion, de
silicone (Annexe B),
* un filtre Lipipor TNA (PALL corporation, New-York, United States) en

nylon, de porosité 1,2um (Annexe B).
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Figure 14 : Montage de perfusion utilisé lors de 'étude de stabilité de 'émulsion. La fleche
pointe le site d’injection de la poche de NP, 'accolade souligne la tubulure de perfusion et le
cadre indique le filtre.

Des préléevements sont effectués aux temps 0, 4, 24 et 168 heures selon 2

modalités (Figure 14) :

- directement dans la poche de NP au niveau du site d’injection avec une seringue
Plastipak® de 10 mL (Becton dickinson, Le Pont de Claix, France) munie d'une
aiguille,

- en sortie de filtre (a 'extrémité distale du montage) en débloquant la roulette

d’ajustement du débit.

Avant chaque prélevement, la poche de NP est inspectée visuellement a I'ceil nu afin de
mettre en évidence tout phénomene de séparation de phase, puis retournée a 3 reprises

dans le but d’homogénéiser le mélange de NP. La tubulure ayant un volume mort

112



de 25 mL (Annexe B) les 30 premiers mL sont systématiquement récupérés dans une

éprouvette puis éliminés avant de procéder aux prélévements.

Les échantillons sont analysés sans attendre. Pour la mesure du PFATS5, une étape de
dilution automatique d'un facteur 900 est effectuée en deux étapes par l'instrument

dans de I’eau ultrapure. Ce niveau de dilution a été déterminé lors de pré-tests.

ii. Mesure de I'osmolalité

- Trois poches de NP sans insuline (servant de témoins) et 3 poches de NP contenant
20 UI/L d’insuline sont préparées selon les modalités définies précédemment.
Toutes les poches sont conservées a température ambiante et exposition a la
lumiere du jour pendant 7 jours.

- Des prélevements sont effectués aux temps 0, 1, 2 4, 24 et 168 heures. L'analyse des

échantillons est faite sans attendre.

iii.  Inspection visuelle

Une évaluation visuelle directe a I'eeil nu est effectuée avant de procéder a 'agitation de
la poche, afin de rechercher un crémage voire une rupture d’émulsion. Au moment de la

purge, 'absence d’occlusion du filtre est vérifiée.

b. Interprétation / analyse des résultats

Les résultats sont évalués de maniere descriptive car ils ne sont pas suffisamment

nombreux pour procéder a une analyse statistique.

C. Résultats

Les valeurs obtenues pour le PFATS5 et le pH sont détaillées dans le Tableau XII.
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Tableau XII: Valeurs de PFAT5 (n=2), pH (n = 3) et osmolalité (n = 3) obtenus au cours de
I'étude de stabilité de I'’émulsion de NP avec ou sans insuline (n=2). Pour le PFATS5, les valeurs
sont données pour les prélevements dans la poche et en sortie de filtre 1,2pm

M Moyenne
Temps (h) Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type oyenne poche +
poche seule )
filtre
0 1700,3 14,0 6,36 0,01 0,018 0,004
1 1697,3 14,5 X X X X
MNP 2 1680,3 13,7 X X X X
4 1683,3 13,1 6,36 0,01 0,009 0,000
24 1709,7 15,5 6,32 0,02 0,005 0,001
168 1694,0 10,6 6,29 0,01 0,001 0,001
0 1718,7 15,9 6,36 0,01 0,018 0,011
MNP 1 1714,7 13,4 X X X X
. 2 1722,0 9,0 X X X X
+ umuline
20 UI/L 4 1721,3 11,9 6,365 0,01 0,009 0,001
24 1710,0 6,1 6,315 0,01 0,004 0,001
168 1719,0 5,2 6,285 0,01 0,001 0,001

Les valeurs de PFATS5, pH et osmolalité sont stables dans le temps. Toutes les valeurs de
PFAT5 sont restées bien inférieures au seuil de 0,05% fixé par la Pharmacopée
Américaine. Aucune modification macroscopique de I'émulsion n’a été observée au
cours de I’évaluation. Aucune occlusion de filtre n’est survenue.

Bien qu’en présence d’insuline la valeur moyenne d’osmolalité mesurée est un peu plus
élevée que sans, les valeurs obtenues pour les 3 parametres d’intérét sont comparables

selon que le MNP contienne de l'insuline ou non.

D. Discussion

L’objet de ces travaux de recherche porte sur une pratique clinique, par conséquent la
priorité était de procéder selon les protocoles de soins, en employant notamment I'un
des milieux nutritionnels couramment utilisé. C’est la raison pour laquelle nous avons
choisi un milieu de NP ternaire. Afin de nous affranchir de trop nombreuses variations
de formulation, c’est un mélange industriel qui a été retenu. Ce milieu a volontairement
été supplémenté en vitamines et éléments-trace puisqu’il a déja été démontré dans

certains travaux que leur présence ou absence pouvait influer sur les réactions physico-
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chimiques mises en jeu [164], y compris dans le cas de MNP ternaires [52,164]. Le choix

d’un milieu ternaire a donc rendu obligatoire I'évaluation de la stabilité de I’émulsion.

Comme cela a été expliqué dans le paragraphe concernant la stabilité physique des
mélanges nutritifs, il existe plusieurs parametres pouvant étre étudiés pour conclure
quant a la stabilité ou l'instabilité d'un MNP ternaire. Dans ces travaux, nous avons
décidé de privilégier le PFAT5 puisqu’il fait partie des parameétres décrits dans la
monographie de I'USP s’intéressant a la caractérisation de la taille des globules huileux
des émulsions lipidiques injectables [109] et qu’il a par conséquent été tres employé
dans les différentes études ayant pour objet la stabilit¢é des émulsions

[51,91,92,96,98,100,102,106,107,316,317].

La mesure du PFATS5 est importante car elle permet d’évaluer le potentiel impact
clinique néfaste que pourrait avoir une émulsion de NP instable. En effet, les globules
huileux de diametre > 5 pm sont de taille supérieure au diametre des capillaires. Ainsi
lorsqu’ils sont introduits dans la circulation sanguine en grande quantité, ils peuvent
causer des embolisations ainsi que des nécroses des tissus environnants ou encore
influer sur le fonctionnement des organes [104]. Etant donné l'existence de lipases
susceptibles de dégrader les esters d’acides gras dans l'’endothélium vasculaire,
quelques globules de taille supérieure a 5 pm sont tolérés, c’est la raison pour laquelle le
seuil d’acceptabilité du PFATS5 est fixé a 0,05% pour les émulsions injectables (telles que
définies a la Pharmacopée Américaine [113], quelle que soit leur concentration initiale
(10, 20 ou 30%)). En revanche, si le pourcentage de globules lipidiques de taille > S5pm
dépasse 0,4% pour des mélanges complexes, il a été prouvé que cela remet en cause la
stabilit¢ des MNP [48,96,111]. Des précédents travaux ont mis en évidence une
évolution différente du PFAT5 en fonction de la nature de I'’émulsion testée [318]. Il
apparaissait donc important d’évaluer la stabilité du PFAT5 pour notre MNP additionné

d’insuline.

Dans notre étude, la valeur du PFATS5 est restée inférieure au seuil de 0,05% fixé par
I'USP, sur une durée de 7 jours a partir de 'ajout d’insuline humaine dans le MNP
ternaire. Ceci fournit un premier élément en faveur de la stabilité de I'émulsion. Comme

nous l'avons précédemment introduit, il faut souligner que le seuil de 0,05%,

115



initialement prévu pour des émulsions pures peut étre réévalué pour les mélanges
complexes que représentent les MNP ternaires. La valeur limite de 0,4% proposée par
Driscoll et al. [111] correspond a une séparation de phases visible lorsque la méthode
analytique employée est I'extinction de lumiere. Cette méthode, a la différence de la
mesure isolée du diametre des gloules [319], semble par conséquent étre un tres bon
choix analytique. Dans les présents travaux, la technologie SPOS employée pour mesurer
le PFATS5 est basée sur le principe d’extinction de lumieére, ce qui permet d’'interpréter

de maniére positive le maintien du PFATS5 sous le seuil de 0,4%.

Ceci a été confirmé par I'absence de modification visible lors de I'observation visuelle.

L’'une des précautions a respecter lors de la mesure du PFATS5 est de procéder au
préalable a une dilution de I'échantillon avant de procéder a l'analyse [111,320].
L’avantage de l'instrument de mesure du PFATS5 utilisé au cours de ces travaux est qu'il
a permis une dilution automatique de 1’échantillon avant analyse (plus précisément au

1/9008me ),

Si I'on observe plus en détail I’'évolution du PFAT5 dans le temps, les valeurs ont
tendance a diminuer. Les travaux employant ce parametre pour le suivi de la stabilité de
I’émulsion rapportent une tendance a la diminution de cette valeur, expliquant ce

phénomene par la fusion des globules huileux avec de I'oxygene présent dans le milieu.

Lors de I'administration de MNP, il est recommandé d’utiliser un filtre [321]. Cette
recommandation fait suite a des incidents survenus lors de I'administration de MNP non
stables [322]. Selon le type de filtre employé, I'objectif peut étre de réduire la charge
particulaire, les microprécipités, les microorganismes ou les bulles d’air. Lors de
I'administration d’émulsions, les filtres de porosité 1,2 um sont adaptés [48,323]. C’est la
raison pour laquelle ce type de filtre a été employé dans le montage de perfusion.
L’objectif était de tester la stabilité de I'’émulsion avec le montage en conditions quasi
réelles (puisque I'emploi de pompes a nutrition n’a pas été possible lors de ces essais) en
procédant au préléevement en sortie de filtre, mais également la stabilité intrinseque du

mélange présent dans la poche.
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Apres analyse des résultats, il semble que les valeurs de PFATS5 sont plus faibles apres le
filtre que dans la poche; cependant les valeurs retrouvées de PFAT5 dans les
échantillons prélevés apres le filtre ne sont pas nulles . En effet, ce dernier ayant une
porosité de 1,2um, il devrait permettre la rétention des globules dont le diameétre est
supérieur a cette porosité (dont les globules de diametre > 5um). Ce phénomene peut

étre expliqué par la déformabilité des globules [320], et pas la sensibilité de I'appareil.

Dans nos travaux, le dénombrement des globules de grand diametre a été réalisé selon
une pondération par le volume, ce qui est recommandé par la Pharmacopée Américaine
mais il aurait également pu étre envisageable de faire la pondération par le nombre de

globules.

Pour conclure sur la dimension des globules lipidiques, en se référant a la monographie
de la Pharmacopée Américaine, notre étude devra comporter afin d’étre exhaustive la
détermination du diametre moyen des globules lipidiques [91,92,102,106,107,109,316],
ainsi que la distribution de la taille des globules de I'émulsion (d’allure gaussienne si

I’émulsion est stable) [52,106,324].

Le pH et I'osmolalité sont régulierement évalués dans les études de stabilité des
émulsions parentérales [50,92,111,316,325,326], c’est la raison pour laquelle ils ont
également été mesurés et suivis sur la durée de I'étude de stabilité, soit 7 jours. Le pH en
restant stable, permet de maintenir I'état d’ionisation des lécithines, agents émulsifiants
intégrés dans la formulation du MNP [52,110,327,328]. Dans notre étude, le pH et
I'osmolalité sont restés stables, renfor¢ant ainsi ’hypothése de stabilité du MNP en
présence d’insuline humaine. Ces résultats doivent étre ultérieurement renforcés par la
mesure du potentiel zéta, parametre complémentaire du pH puisqu'’il reflete la répulsion

électrostatique de la surface des globules lipidiques [50,51,91,92,96,100,103,324].

L’ensemble des résultats présentés est compatible avec une stabilité physique de

I’émulsion apres ajout de I'insuline humaine a la concentration de 20 UI/L.
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Notre évaluation de la stabilité du MNP ternaire s’est limitée a la stabilité physique de
I’émulsion, bien que pour répondre aux exigences des recommendations des sociétés
savantes, la stabilité de chaque nutriment présent dans le mélange (vitamines, éléments-
trace, acides aminés, électrolytes) devrait étre testée. Néanmoins la majorité des études
concernant la stabilité des mélanges ternaires de NP porte sur I'étude de la stabilité de
I’émulsion. Cela est facilement compréhensible puisque le caractere lipidique de ce
mélange rend indispensable une étape de rupture de I'émulsion afin de pouvoir
envisager une analyse quantitative et qualitative de la composition du mélange. Le
dosage des acides aminés serait alors réalisable par HPLC couplée a une détection UV.
Une étape préalable de dérivation a 'orthophtaldialdéhyde serait néanmoins nécessaire,
afin de former a partir des acides aminés natifs, des dérivés fluorescents et absorbant

dans I'UV [329].

Sur le plan de la stabilité de I'’émulsion, le versant chimique devrait également étre
étudié. La peroxydation lipidique est un phénomene bien décrit, souvent augmentée par
la présence d’agents pro-oxydants (tels que le zinc ou d’autres ions métalliques),
d’oxygeéne, de lumiere (par exposition aux rayons ultraviolets) ou au contraire ralentie
par I'ajout de substances ayant des propriétés anti-oxydantes (telles que les vitamines C
ou E). L'un des marqueurs de la peroxydation lipidique est le malondialdéhyde (MDA),
produit secondaire des étapes d’initiation, propagation et terminaison de la
peroxydation. Il devra par conséquent étre quantifié afin de compléter 1'étude de

stabilité de 'émulsion parentérale [330].
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II. Validation d’'une méthode immunométrique de
quantification de I'insuline humaine dans un mélange de

nutrition parentérale ternaire

A. Introduction

Comme nous l'avons vu précédemment, la complexité du MNP ternaire peut représenter
un frein a la quantification de I'insuline aprés ajout dans ce type de milieu. C’est la raison
pour laquelle comme décrit dans la premiére partie, plusieurs études se sont intéressées
a la stabilité de l'insuline dans différents MNP. A 'heure actuelle, I'insuline humaine
ainsi que ses analogues peuvent étre quantifiées selon de multiples techniques
analytiques. Ces techniques peuvent étre réparties en deux catégories

immunométriques ou non. La revue de la littérature du dosage de l'insuline dans les
MNP (synthétisée dans le tableau XI) a relevé que la premiére catégorie semble étre la
plus couramment employée. Elle comprend : 'ELISA (Enzyme-linked Immuno Sorbent
Analysis) [331], la radio-immunoanalyse (RIA) [332], la spectro-immunomeétrie couplée
a une détection par spectrométrie de masse haute résolution [333],
I'immunofluorescence en temps résolu [334], et plus récemment, I'impédancemétrie
électrochimique [335]. Quant aux méthodes non immunométriques telles que la
chromatographie liquide couplée a une détection par spectrophotométrie UV-visible
[336] ou la spectrométrie de masse [337], elles sont plus coliteuses. De plus, elles
nécessitent une étape préalable d’extraction de I'insuline a partir du MNP, afin de ne pas

endommager le systeme de chromatographie ou le détecteur.
Dans cette partie expérimentale, nous avons optimisé et validé une méthode

analytique immunométrique en vue de procéder a la quantification de I'insuline

humaine apres ajout dans le MNP ternaire.
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B. Matériels et méthodes

Le milieu nutritif de référence (MNP ternaire supplémenté en vitamines et ET, cf
paragraphe 1.2.1) additionné d’Umuline rapide® a la concentration finale de 20 UI/L a

été employé dans ces travaux.

Tampons et adjuvants

- Tampon phosphate 0,04 M
- Sérum albumine bovine (SAB) Fraction V, lyophilisat (95% de pureté)
(Euromedex, Souffelweyersheim, France).

- Acide chlorhydrique 37% (VWR, val de Fontenay, France)

Automate
Les analyses immunométriques sont effectuées sur un automate COBAS 8000 (Roche,
Meylan, France), localisé au Centre de Biologie Pathologie Pierre Degand du CHU de

Lille.

Kits de dosage

Les kits (Roche diagnostics, Meylan, France) nécessaires a la quantification de I'insuline

avec 'automate COBAS sont :

- le PreciControl Multimarker composé de 2 solutions de controles (deux niveaux de
concentration en insuline respectivement haut et bas),

- I'Elecsys Insulin contenant les réactifs de dosage.

a. Méthodes immunométriques

i.  Principe général des méthodes immunométriques de

dosage de I'insuline
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La technique employée dans le présent travail est basée sur une méthode qualifiée de
« sandwich », méthode immunométrique a deux sites ou méthode non compétitive
(Figure 15). Pendant la période d’incubation, I'insuline présente dans I’échantillon se
fixe via ses antigenes (Ag) (aussi appelés épitopes) sur les sites spécifiques d’anticorps
(Ac) anti-insuline. Ces anticorps monoclonaux produits chez la souris sont présents en
exces dans la cuve réactionnelle. Ils sont qualifiés d’Ac liants. Dans un second temps, des
Ac monoclonaux secondaires anti-insuline, produits chez la souris puis marqués (Ac*)

sont ajoutés en exces et peuvent a leur tour se fixer sur le complexe Ac liant-insuline.

| —

— —
O B— KO-

' B -
K B [CE—

k @& =

. Ac monoclonal secondaire de
Ac monoclonal anti-

. . o, Ag=Insuline souris anti-insuline marqué
insuline de souris fixé

Figure 15 : Principe général du dosage immunométrique de l'insuline

Des séries de lavages permettent d’éliminer les Ac secondaires non fixés. Par
conséquent, les courbes représentant lintensité du signal (correspondant aux
complexes marqués [Ac-insuline-Ac*]) en fonction de la concentration en antigene ont

une allure croissante.

Le marquage de I’Ac secondaire peut étre réalisé avec un traceur radioactif, une enzyme
ou un autre élément chimique. C’est le cas du kit retenu dans notre étude. La méthode de

dosage est qualifiée de chimiluminescente.
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ii. Méthode chimiluminescente de quantification de I'insuline

Le kit Elecsys® Insulin utilisé dans le cadre de la présente validation de méthode
correspond a une méthode d'immunoélectrochimiluminescence (IECL) permettant une
analyse entierement automatisée.

Cette méthode repose sur le principe de reconnaissance spécifique de 2 épitopes de
I'insuline par un couple d’Ac monoclonaux anti-insuline, d’origine murine (Figure 16).
Les Ac liants sont associés a de la biotine tandis que les Ac secondaires anti-insuline ont
un marquage au ruthénium (Ac*). Une premiére phase d’incubation de I'échantillon en
présence des 2 types d’Ac permet la formation des complexes [Ac-Ag-insuline-Ac*] en
solution. L’ajout de microparticules recouvertes de streptavidine dans le milieu
réactionnel permet a ces complexes de se fixer sur les microparticules selon une liaison

streptavidine-biotine.

Microparticule de streptavidine

Tg dans I'échantillon

&
2l Do QLN -<0%:¢: i Q-(»-#‘_ M

A

Anticorps monocional Anticorps monoclonal
biotinylé ruthénylé
anti-Tg humaine anti-Tg humaine

Figure 16 : Reconnaissance de I'insuline par le couple d’Ac du kit « Elecsys Insulin »

Le mélange est ensuite maintenu par un aimant au niveau de I'électrode de mesure. Une
différence de potentiel est appliquée a cette derniere permettant la production de
chimiluminescence qui est mesurée par un photomultiplicateur (Figure 17). Les résultats
sont fournis uniquement en uUI/mL a partir d'une courbe de calibration en 2 points et

d’une courbe de référence mémorisée dans le code barre du réactif.
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e Electrode de Platine
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Figure 17 : Principe du dosage par IECL de l'insuline

Les Ac (représentés en rouge), sont qualifiés de liants s’ils sont liés a la biotine (carré bleu) ou de

)
secondaires s’ils sont liés au ruthénium (*). Les microparticules tapissées de streptavidine ( '*‘)
se lient a la biotine et fixent par attirance avec I'aimant, les complexes Ac-Ag au niveau de
I’électrode. Une cascade d’oxydo-réduction entretenue entre le ruthénium et la tripopylamine (TPA)

permet I'’émission de luminescence sous la forme d’un photon de longueur d’onde 620 nm.

b. Préparation des échantillons avant analyse

L’objectif étant de se rapprocher le plus possible des pratiques rencontrées en services
cliniques, nous avons choisi de fixer la concentration en insuline des mélanges testés
lors des essais de stabilité a 20 UI/L. Considérant la limite supérieure de la gamme
d’étalonnage du kit Elecsys insulin employé pour le dosage de I'insuline (1000 pUI/mL)
des dilutions d’un facteur global 200 sont nécessaires (ramenant ainsi la concentration

d’'intérét de 20 UI/L a 100 wUI/mL apres dilution).

Afin de choisir le meilleur diluant, une étude de recherche d’effet matrice est menée lors
de I'étape de validation de la méthode IECL. Celle-ci est décrite dans la démarche de

validation de méthode publiée en 2017 [338].

Le tampon phosphate 0,04M est ajusté a pH=7,53.
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c. Essais de validation de méthode : profil d’exactitude

Le kit Elecsys insulin étant destiné a analyser des échantillons de sérum ou plasma
humain, il est nécessaire de précéder I'étude de stabilité d’'une étape de validation des
méthodes analytiques dans le MNP ternaire avec ajouts de vitamines et éléments-trace.

Dans cet objectif, nous avons opté pour la méthode du profil d’exactitude. Une
normalisation de cette méthodologie a été réalisée par la Société Francaise des Sciences

et Techniques Pharmaceutiques (SFSTP) [339].

Le but de cette méthode est de fournir des garanties afin que chaque résultat obtenu soit
suffisamment proche de la valeur réelle de I’échantillon traité.

Pour y parvenir, le principe général de ce type de validation est d’effectuer une
prédiction statistique de l'incertitude de mesure en considérant I'erreur totale (somme

des erreurs systématique et aléatoire).

Dans le cadre de notre étude, les limites d’acceptabilité haute et basse ont été fixées a
+ 10% (sachant que la limite communément admise pour les dosages immunomeétriques

estde + 20% [340]).

C. Résultats

1. Effet matrice

Le diluant retenu pour les dosages effectués avec le kit Elecsys est la SAB 40 g/L en

solution dans du tampon phosphate 0,04 M (nommée ci-aprés SABp).

2. Validation de la méthode de dosage

Le profil d’exactitude obtenu avec la méthode Elecsys de quantification de I'insuline

humaine dans le MNP ternaire de référence est présenté dans la Figure 18.
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Figure 18 : Profil d'exactitude obtenu avec la méthode Elecsys de quantification
d'Umuline rapide® (diluant SABp 40 g/L)

La méthode IECL est validée pour la quantification in vitro de I'Umuline rapide® apres

ajout dans le MNP ternaire de référence au risque de + 10%.

D. Discussion

De nombreuses méthodes de quantification de I'insuline sont décrites, mais la plupart
nécessite de travailler a partir d’échantillons sériques ou plasmatiques humains (c’est le
cas de tous les kits de dosages utilisés en routine dans les laboratoire de biologie
médicale) ou d’appliquer aux échantillons un pré traitement a type d’extraction lorsque

le milieu choisi est un milieu complexe (ce qui est le cas dans le présent travail).

Dans plusieurs des travaux répertoriés dans la revue sur la stabilité in vitro de I'insuline,
cette derniere est quantifiée grace a un marquage radioactif a 1'I'2> qui permet
d’effectuer un comptage direct des échantillons prélevés [306,310,311]. Cependant,
cette méthode a fourni des résultats assez différents et il est possible que ce marquage
entraine des modifications de comportement de la protéine, notamment dans les
interactions qu’elle peut présenter avec 'environnement (tant avec la solution dans
laquelle elle est ajoutée, qu’avec les dispositifs d’administration).

Les techniques immunométriques sont depuis longtemps des techniques de choix. Les

premiers dosages par radio-immuno-essais ont été publiés des les années 1970 [341].
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Ces techniques immunométriques garantissent une spécificité tres élevée puisqu’elles
reposent sur la reconnaissance Ag-Ac. De plus, le résultat peut étre obtenu relativement
rapidement (par exemple, avec le kit Elecsys insulin, le dosage dure 18 minutes).
Cependant, I'effet matrice représente une difficulté majeure qu’il faut surmonter lors de
I'emploi de ces méthodes [332,342], notamment lorsque le dosage ne s’effectue pas en
milieu sérique ou plasmatique (i.e. le MNP ternaire employé dans les présents travaux).
C’est la raison pour laquelle la validation préalable de la méthode IECL est indispensable
a I'exploitation de tout résultat issu de cette technique de dosage. Ce point constitue
d’ailleurs une lacune majeure dans I’étude de stabilité de I'insuline menée dans des MNP
préparés dans une unité de préparation aseptique [309]. L’effet matrice est d’autant plus
a redouter que dans la notice du kit IECL Elecsys insulin, le paragraphe intitulé « limites
d’utilisation - interférences » mentionne une absence d’influence de la lipémie si cette
derniere est inférieure a 1800 mg/dL, soit 18 g/L. Or il se trouve que le MNP ternaire
employé contient 60 g de lipides dans un volume nominal d’environ 1500 mL, soit 40
g/L. Cette importante concentration en lipides (entrainant un risque d’interférences par
effet matrice) ainsi qu'une concentration initiale en insuline humaine (20 UI/L)
largement supérieure au domaine de mesure validé pour le kit (0,2 - 1000 pU/mL) ont
rendu indispensable une étape de dilution. L’ajout de sérum albumine dans le diluant a
été inspiré par les travaux menés sur l'effet matrice [332,343]. Dans le présent travail,
nous avons réussi a valider la quantification de I'insuline humaine biosynthétique avec
une méthode d’IECL. Celle-ci va par conséquent pouvoir étre employée pour mener une

étude de stabilité de I'insuline humaine apres ajout dans le MNP ternaire choisi.

Cette validation de méthode a fait I'objet d'une publication en 2017 : Immunoassay
quantification of human insulin added to ternary parenteral nutrition containers:
comparison of two methods. Anal Bioanal Chem. mai 2017;409(14):3677-84.

Henry H, Lannoy D, Simon N, Seguy D, D’'Herbomez M, Barthélémy C, Décaudin B, Dine T,
Odou P.
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III. Etude de stabilité in vitro de I'insuline humaine dans un

mélange de nutrition parentérale ternaire

A. Introduction

L’objectif de cette étude est de caractériser I'évolution de la concentration en

insuline dans le MNP ternaire.

B. Matériels et méthodes

1. Matériels

- Mélange de NP et insuline humaine
Le milieu nutritif de référence décrit dans la partie traitant de la stabilité physique de
I’émulsion (Olimel N7E® supplémenté en vitamines et ET) est utilisé dans cette étude.
Quelle que soit la condition étudiée, I'insuline humaine (Umuline rapide®) est toujours
ajoutée a la concentration préalablement fixée de 20 UI/L.
Des lors que le milieu testé est supplémenté en vitamines et éléments-trace, un flacon de
Cernevit® et une ampoule de Nutryelt® sont ajoutés pour un équivalent de 1,5 L de

milieu nutritif.

- Contenant
Pour chaque condition expérimentale, deux types de contenants sont étudiés en
parallele : des fioles en verre de 500 mL et des poches en EVA de 250 mL provenant du

laboratoire Bexen medical (Hernani, Espagne).

- Produit adjuvant
* SAB Fraction V, lyophilisat (95% de pureté) (Euromedex, Souffelweyersheim,
France)

e Tampon phosphate 0,04 M

- Automate et Kkits de dosage : identiques a ceux employés lors de la validation de

méthode (voir paragraphe précédent).
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2. Méthodes

a. Préparation des mélanges étudiés

La Figure 19 représente la préparation des mélanges conditionnés soit dans des fioles en
verre, soit dans des poches en EVA pour I'étude de stabilité. Chaque milieu est préparé
en triplicat.

Sachant que la solution commerciale d’'Umuline rapide® a une concentration initiale de
100 UI/mL et que le volume initial de MNP reconstitué est de 500 mL, I'ajout de 10 Ul
d’Umuline rapide® est nécessaire pour atteindre la concentration souhaitée de 20 UI/L.
Afin de garantir une précision optimale lors de la mesure du volume d’insuline, une
solution d’insuline diluée (de concentration finale 20 Ul/mL) est préparée dans du NaCl

0,9%. Cette dilution est effectuée dans une fiole jaugée en verre de 20 mL.

Le MNP est préparé suivant le méme protocole que pour la validation de méthode IECL.
Il est ensuite partiellement transféré dans des fioles jaugées en verre de 500 mL, puis on
y ajoute 500 pL la solution d’insuline diluée (de concentration 20 Ul/mL) préparée juste
avant. L’ajustement au trait de jauge est réalisé avec le MNP avant de procéder a une

homogénéisation finale.
La moitié du contenu des 3 fioles est ensuite tranféré dans 3 poches en EVA a l'aide

d’une seringue (BD plastipak) de 50 mL. Pour finir, I'air résiduel est évacué des poches

(par pression) avant leur fermeture définitive. Ce moment marque le to de I'essai.
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4 mL Umuline 100 Ul/mL
+ NaCl 0,9% qsp 20 mL

Chaque fiole de 500 mL contient
500 pL U’ + (NPT + vit + ET) gsp 500 mL
| J
I

F1, F2 et F3 contiennent le MNP ternaire supplémenté avec 20 Ul/L d’insuline

Solution U’ : 20 Ul/mL

ransfert de la moitié dans des poches EVA (250|mL)

P1 P2 P3

Temps de prélevement : 0, 1, 2, 4, 6, 8, 14,20 et 24 heures aprés ajout de l'insuline dans le MNP

!

Dilution au 1/200%™¢ dans une solution de SAB 40 g/L dans du tampon phosphate=>» concentration attendue : 100 pUl/mL
Figure 19 : Protocole de préparation des fioles en verre et poches EVA pour I'étude de stabilité

NPT = nutrition parentérale ternaire

b. Protocole de prélevement et de traitement des échantillons

La stabilité de I"’émulsion est évaluée par un examen visuel a I'ceil nu avant chaque
préléevement (recherche d’'un changement de coloration, la présence d'un précipité, ou
encore d'un phénomene de séparation de phases). Une agitation manuelle précede
chaque prélevement. Les échantillons sont recueillis dans des tubes en verre
borosilicaté (directement par transfert a partir de la fiole ou a I'aide d’une seringue
munie d’une aiguille pour les poches EVA).

IIs sont ensuite dilués au 1/200¢me dans une solution de SABp puis analysés sans délai

selon la méthode IECL précédemment validée.
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Entre deux prélevements, les fioles et poches sont conservées a température ambiante
(soit 25°C) avec exposition a la lumiére du jour. Les fioles en verre sont parafilmées afin
d’éviter tout phénomene d’évaporation et de limiter 'apport d’oxygene dans le MNP.

L’étude de stabilité est menée sur une durée de 24 heures. Afin de garantir la fiabilité
des dosages, 4 solutions de contréles qualité de concentrations respectives 7,5 / 15 / 25
et 35 UI/L sont préparées et quantifiées chaque jour. Les prélévements sont effectués a
HO, H1, H2, H4, H6, H8, H14, H20 et H24. Une gamme d’étalonnage allant de 5 a 40 UI/L
a été préparée a HO puis un point de contréle a été préparé extemporanément pour étre

dosé lors de chaque prélévement.

Le résultat obtenu a partir de 'automate correspond a la concentration en insuline en
uUI/mL. Le ratio C;/Co est ensuite calculé. Il correspond au rapport de la concentration

en insuline a un instant t divisé par la concentration initiale a to et est exprimé en %.

c. Analyses statistiques : étude de stabilité dans le mélange ternaire

Les résultats présentés pour cette étude de stabilité sont analysés d’'un point de vue
statistique avec un risque a = 5%.

La comparaison des résultats obtenus entre les fioles en verre et les poches en EVA est
effectuée a chaque temps de préléevement au moyen d'un test non paramétrique de
Wilcoxon sur échantillons appariés (fiole vs poche). Le seuil de significativité est fixé a
5%.

Le seuil retenu pour définir la stabilité de I'insuline en solution est une variation de 10%

maximum.

C. Résultats

La cinétique d’évolution de la concentration en insuline dans le milieu peut étre
décomposée en 2 parties. Une diminution rapide et importante est observée dans les 6

premieres heures (environ 30%) avant d’atteindre une phase de plateau (Figure 20).
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Figure 20 : Evolution sur 24 heures de la teneur en Umuline rapide® par rapport
ala concentration initiale dans des fioles en verre et dans des poches en EVA

Le seuil de 90% définissant la limite de stabilité a été franchi entre la 2¢me et la 4¢me
heure. L’aspect macroscopique des mélanges nutritifs n’a pas subi de modification.

Le test de Wilcoxon de comparaison fioles versus poches du taux résiduel d’'Umuline
rapide® n’a révélé aucune différence significative a chaque temps de prélevement
(Annexe C). Les résultats obtenus étaient donc comparables entre les 2 types de

contenant.

D. Discussion

Cette premiére étude de stabilité de l'insuline dans un MNP industriel ternaire a

retrouvé une décroissance de la concentration résiduelle en insuline de 'ordre de 30%

en 24 heures.

La durée d’étude a été choisie afin d’étre représentative de la durée maximale de
perfusion d’'un MNP en service de soins ou a domicile. Le choix de la conservation a
température ambiante est justifié par le méme argument. En effet, il est impossible

d’administrer au patient un MNP réfrigéré sous peine de provoquer une hypothermie.
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La comparaison des deux types de contenants repose sur I'’hypothese d'un
comportement différent de I'insuline selon la nature du matériau. Comme nous l’avons
décrit dans la partie de contextualisation du sujet, I'instabilité physique d’'un MNP (qu'’il
contienne un médicament ajouté ou non) peut étre liée a des phénomenes d’interaction
avec le contenant (absorption ou adsorption notamment). Les phénomenes de sorption
des peptides ou protéines ont tres largement été décrits dans la littérature que ce soit
sur le verre [344-346]ou sur des matériaux plastiques. En ce qui concerne 'EVA, une
étude rapporte la perte d’'insuline en sortie de dispositif [179], mais cette étude associe
une poche en EVA avec une poche en PVC sans distinguer la sorption de I'insuline sur

chaque matériau pris indépendamment de 'autre.

La diminution rapide du taux résiduel d’insuline suivie d’'une phase en plateau peut
évoquer une cinétique d’adsorption non spécifique de l'insuline sur les parois des
contenants en verre et en EVA. La phase plateau correspondrait a la saturation des sites
d’adsorption présentés a la surface des contenants. Les auteurs ayant traité le sujet
concluent que linsuline a tendance a s’adsorber sur les surfaces ayant des
caractéristiques hydrophobes, subissant ainsi des modifications dans sa conformation
secondaire conduisant a un phénomene d’agrégation qui suit une cinétique en deux

temps [347-350].

La premiere hypothese permettant d’expliquer cette diminution de la
concentration en insuline dans le milieu d’intérét est donc la survenue d'une

adsorption ou d’'une agrégation a la surface interne du contenant.

La seconde hypothese réside dans la possibilité d'un réarrangement
conformationnel de la protéine. Sachant que la quantification de l'insuline par
IECL repose sur la reconnaissance de 2 épitopes différents a la surface de la
protéine par deux anticorps anti-insuline, si I'un des deux épitopes n’est plus
accessible pour les anticorps, la quantification n’est plus possible. Chaque
nutriment entrant dans la composition du MNP est susceptible de modifier le
comportement de I'insuline. C’est la raison pour laquelle cette étude de stabilité a

été réitérée en faisant varier les conditions expérimentales.
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IV. Etude des facteurs influencant la stabilité de I'insuline dans

un mélange de nutrition parentérale ternaire

A. Introduction

Apres avoir formulé deux hypothéses pouvant expliquer la diminution de Ila
concentration résiduelle en insuline dans le MNP, l'objectif de cette partie est
d’identifier les facteurs intrinséques ou extrinseques au MNP pouvant influencer

la stabilité de l'insuline.

B. Matériels et méthodes

1. Matériels

- Milieu nutritif et insuline

Le milieu nutritif employé varie selon les conditions mais il est toujours préparé
a partir d'une poche d’Olimel N7E®

* Dans certaines conditions, des émulsions injectables autres que celle contenue
dans le compartiment d'une poche d’Olimel N7E® sont employées : Médialipide®,
Intralipide®, Smoflipid® et Omegaven®. La composition des ces émulsions sera
détaillée plus bas.

* L’insuline employée est 'Umuline rapide® a la concentration finale de 20 UI/L.

- Autres médicaments
* Lorsque ce milieu nutritif est supplémenté en vitamines et éléments-trace, cette
supplémentation est faite a partir de Cernevit® et Nutryelt® dans des proportions
équivalentes a 1 flacon de Cernevit® et 1 ampoule de Nutryelt® pour 1500 mL de

milieu nutritif.

Dans l'une des conditions, un flacon de Gluconate de zinc (Aguettant, Lyon,

France) est ajouté en remplacement de 'ampoule de Nutryelt®.
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- Produits adjuvants
* Hydroxyde de sodium (NaOH 30%, VWR chemicals, Fontenay-sous-Bois, France)
ou de 'acide chlorhydrique (HCl 25%, Merck millipore, Molsheim, France) pour
les ajustements de pH
* Glucose anhydre (Inresa, Bartenheim, France)
* SAB Fraction V, lyophilisat (95% de pureté) (Euromedex, Souffelweyersheim,
France)

* Tween 20 (ou polysorbate 20) (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)

- Automate et kits de dosage : identiques a ceux employés lors de la validation de

méthode (voir paragraphe précédent).

2. Méthodes

- Etude de stabilité dans les compartiments séparés et dans le mélange
binaire

La composition des mélanges de NP étant variable d'un patient a l'autre, nous avons

décidé de nous intéresser a I'influence de chacun des macronutriments sur la stabilité de

I'insuline.

Figure 21 : Combinaisons employées pour la préparation du
milieu nutritif

a = solution de glucose 35% + Ca

b = solution d’acides aminés + électrolytes
¢ = émulsion lipidique

d = a + b = mélange binaire

e = mélange ternaire

o Influence du glucose
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La stabilité de l'insuline est étudiée en comparant des solutions de glucose 35%

obtenues de 2 manieres différentes :

En récupérant la solution de glucose 35% provenant d’'une poche

d’Olimel N7E® non reconstituée (le compartiment contenant le

glucose et du calcium était découpé en suivant la soudure non

permanente) (Figure 21).

En préparant une solution extemporanée de glucose 35% par

dissolution de 35 g de glucose anhydre dans de I’eau ultra pure.

Chaque solution de glucose est supplémentée en vitamines et éléments-trace.

o Influence des acides aminés

Le compartiment de la poche d’Olimel N7E® contenant les acides aminés (ainsi que

certains électrolytes) était isolé par découpage de la poche puis supplémenté en

vitamines et éléments-trace (Figure 21).

o Influence des lipides

Plusieurs natures et concentrations d’émulsions lipidiques ont été étudiées. Celles-ci

sont détaillées dans le Tableau XIII.

Tableau XIII: Natures et concentrations des émulsions testées dans I’étude de stabilité

Spécialité

pharmaceutique

Nature de 'huile

Emulsifiant

Concentrations

testées

Olimel® (compartiment | Olive 80%

contenant I'’émulsion)

+so0ja 20%

Lécithine d’ceuf

5/10/20%

Médialipide® Soja 50 % Lécithine d’ceuf 20%
+TCM 50%
Intralipide® Soja 100% (TCL) Lécithine d’ceuf 20%
Smoflipid® Soja 30% Lécithine d’ceuf 20%
+TCM 30%
+ olive 25%
+ poisson 15%
Omegaven® Poisson 100% Lécithine d’ceuf 10%

TCM = Triglycérides a chaine moyenne ; TCL : triglycérides a chalne longue
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Chaque émulsion a été supplémentée et utilisée a sa concentration initiale. Cependant
I'émulsion provenant du compartiment de la poche d’Olimel® a également été testée

apres dilution avec de I'’eau pour préparation injectable et supplémentation.

- Influence du mélange binaire
Certains MNP étant de nature binaire (mélange de glucose et d’acides aminés), I'étude de
stabilité a été menée dans le mélange binaire reconstitué a partir des 2 compartiments d
la poche d’Olimel® contenant respectivement la solution glucosée et la solution d’acides

aminés. Cette solution binaire a été supplémentée en vitamines et éléments-trace.

- Influence d’une étape de pré-conditionnement des contenants
Dans cette partie, les contenants (fioles et poches) subissent un prétraitement de
surface. Des solutions de SAB ou de Tween 20 a la concentration de 3,3 g/L sont
préparées dans du tampon phosphate 0,4 M. Les fioles et poches sont ensuite remplies a
'aide de I'une ou l'autre de ces solutions et une période de contact de 72 heures est
respectée. A l'issue de cette durée, les contenants sont vidés et laissés a température
ambiante afin que les parois sechent. Apres séchage, le MNP ternaire ainsi que l'insuline

sont ajoutés dans les contenants. Cette étape marque le début de I'étude de stabilité.

- Influence d’'une étape de conditionnement des contenants
A la suite des essais de pré-conditionnement, la SAB et le Tween 20 sont employés de
maniere différente. Ils sont ajoutés a deux niveaux de concentration finale (3,3g/L ou

40g/L) directement dans le MNP ternaire contenant I'insuline.

- Influence du zinc
Dans cette partie, I'objectif était d’étudier l'influence potentielle que les ions zinc
contenus dans le Nutryelt® pouvaient avoir sur la stabilité de l'insuline. Dés lors, le
mélange de nutrition parentérale ternaire n’était pas supplémenté avec du Nutryelt®
mais par ajout d’un flacon de gluconate de zinc (contenant 10 mg de zinc élément), soit

la méme quantité que celle présente dans une ampoule de Nutryelt®.
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- Influence du pH

Dans un premier temps, I'étude de stabilité a été menée dans chaque milieu nutritionnel

a son pH natif/d’origine (figurant dans le Tableau XIV). Ayant constaté deux niveaux de

pH selon les milieux étudiés (un niveau bas autour de 3,6 et un niveau haut autour de

6,3), le pH de chacun des milieux a été ajusté dans un second temps a ces deux niveaux

de pH a l'aide de NaOH ou d’'HCI.

Les mesures de pH ont été effectuées a l'aide d'un pH-meétre sympHony (VWR

international, Fontenay-sous-Bois, France).

- Influence de la nature du contenant

Comme décrit en début de cette partie, deux types de contenants ont été testés afin de

mettre en évidence une éventuelle différence de comportement de l'insuline dans le

milieu en fonction des interactions contenant-contenu.

L’ensemble des conditions testées est synthétisé dans le Tableau XIV.

Tableau XIV : Synthése des différentes conditions expérimentales et parameétres d’influence
étudiés pour la stabilité de I'insuline

Milieu pH pHbas | pHbas Contenant Zn
testé initial (F/P)

Ternaire 6,3 X X F/P X

Glucose 3,6 X X F/P

olimel

Glucose 5,6 X X F/P

extemp

AA 6,3 X X F/P

Lipides 7,5 X X F/P

Binaire 6,3 X X F/P

F = fiole en verre / P = poche en EVA

Glucose olimel = solution de glucose 35% provenant du compartiment de la poche

d’Olimel N7E®

Glucose extemp = solution de glucose préparée extemporanément par dissolution de

35 g de glucose anhydre dans 100 mL d’eau ultrapure
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- Influence du temps
L’administration d'un mélange de NP pouvant étre effectuée sur une durée maximale de
24 heures, les études de stabilité ont été menées sur cette durée. Au cours de l'étude
initiale dans le mélange ternaire, les prélevements ont été effectuésa 0, 1, 2, 4, 6 14 et 20
heures apres ajout de l'insuline dans le mélange de NP. Par la suite, afin de limiter le
nombre d’échantillons a analyser, les temps de prélevement ont été espacés a 0, 4 et 24

heures apres ajout de I'insuline.

Protocole de traitement des échantillons
Les prélévements réalisés a HO, H4 et H24 sont dilués au 1/200¢me dans la solution de

SABp puis immédiatement analysés.

Les résultats des dosages de I'insuline ont été rapportés en ratio de la concentration a un
instant t (C¢) divisée par la concentration initiale (Co), exprimé en pourcent. Les calculs

de ratio sont exploités sous la forme de représentation graphique.

3. Etude statistique

L’ensemble des résultats exprimés est soumis a une analyse de covariance (ANCOVA)
afin de déterminer dans un premier temps 'ordre de la cinétique a laquelle correspond
I’évolution de la concentration en insuline selon les différentes conditions testées. Les
analyses sont réalisées a partir des valeurs de concentration en insuline (exprimés en
mUI/mL) dans les diverses conditions expérimentales détaillées plus haut. Dans un
second temps, les facteurs ayant une significativité lors de cette premiere analyse sont
testés en tant que covariables a partir du modele choisi, afin de déterminer le sens et

I'intensité de leur impact sur I’évolution de la concentration en insuline.

a. Détermination du modéle cinétique d’évolution de Ia

concentration

Sachant qu’une réaction de nature chimique est possible, les 5 modeles d’ordres
cinétiques les plus fréquemment rencontrés dans ce type de réaction (soient les modeles

d’ordre 0, 0.5, 1, 1.5 et 2) sont testés afin de choisir le modeéle cinétique le plus adapté.
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Dans un premier temps, les valeurs correspondant a vCi In(Cy), 1/VC: et 1/C: sont

calculées.

b. Analyse de la covariance pour mesurer I'impact des facteurs

Une fois I'ordre de la cinétique établi, I'effet de différents parametres (Tableau XV) sur
cette cinétique est testé en employant ces parametres en tant que covariables dans une

analyse ANCOVA.

Tableau XV : Détail des données quantitatives et qualitatives utilisées dans ’TANCOVA

Données quantitatives

Données qualitatives

1/Ce

Eléments-trace

Temps

Zn

Niveau de pH (3,5 ou 6,5)

Pré conditionnement

Teneur en glucose (%)

Ajout conditionnement

Teneur en AA (%)

Nature émulsion lipidique

Teneur en lipides (%)

Contenant

Puis, seuls les parametres ayant une significativité sont utilisés en tant que covariables,

afin d’évaluer I'impact des ces facteurs.

C. Résultats

Aucune modification visuelle n’a été observée, quel que soit le milieu dans lequel I'étude

a été menée.

Un total de 1656 résultats a été analysé pour la détermination du modeéle cinétique puis

I'analyse ANCOVA.
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1. Détermination du modele cinétique d’évolution de Ila

concentration

Le modele de cinétique le plus approprié était celui d’'une cinétique d’ordre 2, celui-ci

fournissant le coefficient de corrélation le plus élevé avec les parametres détaillées dans

. )z . 1 1 sy . .
le Tableau XV, c’est ce modele, d’équation T T k.t quia été choisi pour faire les
0

analyses de covariance.

2. Analyse de la covariance pour mesurer I'impact des facteurs

Seuls les parametres présentés dans le Tableau XVI ont été retenus pour l'analyse finale

par ANCOVA car ils ont une significativité statistique.

Tableau XVI : Variables retenues pour 'analyse finale par ANCOVA

Variables testées indépendamment Variables testées en interaction
Temps (heures) Temps * niveau de pH
Teneur en glucose (%) Niveau de pH * teneur en glucose
Teneur en lipides (%) Niveau de pH * teneur en AA
Absence d’éléments-trace

Cette analyse de covariance a fourni le coefficient de corrélation le plus élevé (r2 = 0,68
(p=0,01)).

L’équation du modeéle retenu apres analyse est la suivante :

1/C=11,1-0,311*Temps - 0,126*Glucose teneur en % - 2,518E-02*Lipides teneur en %
-1,247*0ligoéléments-Absent + 8,679E-02*Temps*Niveau de pH + 4,021E-02*Niveau de

pH*Glucose teneur en % - 2,695E-02*Niveau de pH*Acides aminés teneur en %

La Figure 22 représente l'impact des différentes variables considérées seules ou en

interaction, exprimés avec l'intervalle de confiance a 95%.
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1/C | Coefficients normalisés(Int. de conf. 95%)

Temps*Niveau de pH, 1,603
%k

Niveau de pH*Glucose
teneur en %, 1,138
%k

15

0,5

Oligoéléments-Présent
0,000

Coefficients normalisés

Lipides teneur en %, -0,050 * %

Niveau de pH*Acides
aminés teneur en %, -0,210

05 s
Oligoéléments-Absent,

-0,084

Glucose teneur en %, -0,665
%k
Temps, -0,937

Variable

Figure 22 : Coefficients des variables prises en considération dans '’ANCOVA selon le modele
cinétique d’ordre 2

*p=0;*p<0,0001

3. Etude de I'influence du pH dans les compartiments séparés

et le mélange binaire

Au vu de I'évolution de la concentration en insuline observée dans I'étude de stabilité du
précédent paragraphe, il a semblé intéressant d’étudier la stabilité de cette protéine
dans chaque compartiment de la poche, pris indépendamment les uns des autres mais
également en combinaison binaire. Les résultats de cette étude n’ont pu étre interprétés

qu’en considérant le niveau de pH du milieu étudié.
Les valeurs initiales de pH de chaque compartiment indépendant et du mélange binaire

(mélange v/v des solutions de glucose et d’acides aminés) supplémenté en vitamines et

ET sont décrits dans le Tableau XVII).
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Tableau XVII: Valeurs nominales de pH de chaque compartiment de la poche de NP et du
mélange binaire, apres supplémentation en vitamines et éléments-trace

Type de milieu pH nominal
Solution de glucose 35% + Ca2+ 3,6
Solution d’acides aminés 11%
6,54
+ électrolytes
Emulsion lipidique 20% 7,5
Mélange binaire 6,3
Mélange ternaire 6,34

Quel que soit le milieu étudié, deux situations se distinguent (Figure 23) : a pH de niveau
bas (pH = 3,6), la concentration en insuline est constante tandis qu’a pH élevé (pH = 6,3),
la diminution de teneur résiduelle en insuline est comparable a celle observée dans le
MNP ternaire lors de I’étude de stabilité initiale. En revanche, 'un des milieux nutritifs,
la solution d’acides aminés, échappe a cette régle de stabilité en fonction du pH : a pH

élevé, 'insuline reste a une concentration constante dans ce milieu.

120%

110%

100%

©
Q
B3

Ratio concentration d'insuline (Ct) / Concentration initiale en insuline (C,)

0% T T r . :

o 4 8 12 16 20 24
Temps (heures)

* ®*Ternaire e @leGlucose Acides aminés © M eLipides @ “Binaire

~+=Ternaire pH 3,6 =#=Glucose pH 3,6 =s=Acides aminés pH 3,6 =#~Lipides pH 3,6 =@-=Binaire pH 3,6

Figure 23 : Evolution de la concentration résiduelle en insuline sur 24 heures en fonction du
milieu nutritif étudié et du niveau de pH. Les courbes en trait plein correspondent au niveau de
pH bas (3,6) tandis que le niveau de pH élevé (6,3) est représenté en traits pointillés.
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4. Etude de linfluence d’une étape de pré-conditionnement

des contenants

La Figure 24 montre que, quel que soit le type de contenant étudié, aucune différence

d’évolution de la concentration en insuline dans le milieu n’a été observée suite au pré

traitement des contenants par Tween ou SAB.
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Figure 24 : Stabilité de I'insuline dans le MNP ternaire : contenant ayant subi 72 heures de pré-
conditionnement

5. Etude de Pinfluence d’une étape de conditionnement des
contenants

La Figure 25 détaille I'évolution de la concentration en insuline lorsque I'étude de

stabilité est menée avec un conditionnement par SAB ou Tween a deux concentrations

distinctes.
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Figure 25 : Stabilité de I'insuline dans le MNP ternaire avec conditionnement
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Quel que soit 'adjuvant ou la concentration a laquelle il est ajouté dans le MNP, une

diminution de la concentration résiduelle en insuline est observée. Cette diminution est

semblable a celle observée sans conditionnement.

6. Influence du zinc

La Figure 26 présente les résultats des dosages de l'insuline dans le MNP ternaire avec ou

sans supplémentation en zinc dans les deux types de contenants.
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Figure 26 : Evolution de la concentration résiduelle en insuline en présence ou absence de
supplémentation en zinc dans le mélange nutritif

Quel que soit le type de contenant étudié, aucune différence d’évolution de la
concentration en insuline dans le milieu n’a été observée. Cependant, la teneur

résiduelle retrouvée apres 4 heures d’étude semble se stabiliser autour de 80%.

7. Influence de la nature et la concentration des lipides

Les résultats de I'étude de stabilité menée dans les émulsions lipidiques décrites dans le

matériel et méthode sont présentés dans la Figure 27.
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Figure 27 : Evolution de la concentration en insuline selon la nature et la concentration de
I’émulsion lipidique

Dans toutes les conditions testées, quel que soit le type d’émulsion employé, une

diminution de la teneur en insuline du méme ordre est observée.

D. Discussion

La cinétique d’évolution de la concentration en insuline dans le MNP ternaire ayant une
allure pouvant témoigner d'un phénomeéne de saturation apres la 6éme heure de contact
entre le médicament et le MNP, la premiere hypothese explorée était celle d’une
adsorption possible de I'insuline sur les sites des parois des contenants (soit les fioles en

verre et les poches en EVA).

Ce phénomene d’adsorption a déja été mis en évidence dans la littérature et étudié pour
diverses protéines, notamment pour 'insuline sur divers matériaux : verres borosilicaté
et blanc [344,345,351,352], polychlorure de vinyle (PVC) [313,344,353,354],
polyéthyléne (PE) et polyuréthane (PUR) [355], polypropylene (PP) [313,345,356,357],
polystyrene [345,357].
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En ce qui concerne 'EVA, une seule étude menée par Doglietto et al[179] révéle une
perte d’'insuline mais pour la poche EVA associée a la tubulure PVC.

Cette problématique d’adsorption de l'insuline sur différents matériaux a déja été
abordée, que ce soit dans le cadre des essais in vitro [345,352,357,358] ou in vivo
[313,354,355] et il semblerait que ce phénomeéne prédomine dans les premieres heures
de la perfusion et soit plus important lorsque le débit de perfusion est plus faible car le

temps de contact avec le matériau plastique est alors plus long [353].

De nombreux facteurs influent sur I'adsorption de I'insuline et sont a prendre en compte
dans notre étude : le matériau du contenant, la concentration en glucose, la présence
d’électrolytes, la présence d’acides aminés (notamment le tryptophane, identifié comme
favorisant la disponibilité de I'insuline a partir d'un MNP [307]), la concentration en
insuline [359] ou encore la présence de vitamines [304,311]. Ces dernieres, en formant
un complexe avec linsuline, limiteraient ainsi l'adsorption de la protéine sur le
matériau. La dilution de I'insuline dans un mélange complexe de type MNP permettrait
d’obtenir une meilleure récupération de l'insuline en sortie de tubulure en PVC,
permettant de diminuer de 30% la dose d’insuline lorsqu’elle est administrée dans un

MNP en comparaison a de 'insuline dans du NaCl 0,9% [305].

I apparait que l'une des solutions envisageables pour limiter l'adsorption non
spécifique de I'insuline est de saturer au préalable les sites de liaison [360] ou d’ajouter
directement dans la solution une protéine qui entre en compétition avec I'insuline pour
la fixation sur les sites. Cecil et al. [352] et Livesey et al. [357] ont étudié 'impact de
différents éléments ajoutés (SAB, SAH, ovalbumine, gélatine, tween 20, lysozyme et
insuline) dans la préparation contenant de l'insuline radiomarquée pour modifier la
fixation de l'insuline. Cecil et al. [352] ont conclu que I'ajout de d’'insuline fournissait le
meilleur résultat (réduction de la perte d’'insuline de 45% a 12%), suivi de I'ajout de 5

mg/mL de SAB (réduction de 44% a 33%).

Les résultats obtenus lors des essais de pré conditionnement et conditionnement,
permettent d’exclure I’hypotheése de la diminution de la teneur en insuline au cours de
I'étude de stabilité. Cependant il sera nécessaire de prendre en compte cette

problématique d’interaction, notamment lors de I'étude in vivo puisque dans cette
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partie, un montage comprenant une tubulure majoritairement composée de PVC sera
employée. Dans des conditions d’étude in vivo, les auteurs [313,361,362] ont testé
différentes méthodes d’administration d’insuline par voie IV, notamment la possibilité
de pré-conditionner les tubulures [363,364] ou de les rincer avec la solution d’insuline
en amont de l'administration [313]. L’adsorption de l'insuline sur les différents
matériaux plastiques étudiés serait favorisée par la concentration en insuline perfusée
(plus la concentration est faible, plus I'adsorption est importante sur du PP [363]) mais
les travaux menés a ce sujet sont parfois contradictoires (Simmons et al. concluent a des

pertes négligeables par adsorption sur le PP [365]).

Il existe un mécanisme différent impliquant une interaction entre l'insuline et les
surfaces hydrophobes, qui pourrait expliquer la diminution de la concentration en
insuline dans le temps : I'agrégation de l'insuline sous la forme d’amyloides [349,350].
Cependant nous ne disposons pas des techniques analytiques dédiées (spectroscopie

avec transformation de Fourrier) pour explorer cette hypothese.

Les spécialités pharmaceutiques d’éléments-trace (dont le Nutryelt®) contiennent dans
leur formulation des ions zinc (Zn). Ces ions zinc, ajoutés en tant qu’excipients sont
destinés a stabiliser la solution d’insuline sans affecter la stabilité chimique de la
protéine [366]. Des travaux antérieurs [367] rapportent que ces ions peuvent étre
responsables de I'hexamérisation de I'insuline, notamment en présence de phénol ou de
meétacrésol (comme c’est le cas dans la solution commerciale d’'Umuline rapide®). En cas
d’hexamérisation, nous avons envisagé la possibilité que les épitopes de l'insuline
reconnus par les Ac du kit se retrouvent « piégés » au cceur de ’hexamere et ne soient
par conséquent plus accessibles. Lors de cet essai, nous avons comparé la stabilité de
I'insuline apres ajout direct dans le MNP ternaire supplémenté en vitamines mais pas en

éléments-trace * zinc.

D’apres les résultats obtenus lors de cet essai, la diminution d’insuline est la méme, que
les conditions expérimentales soient en présence ou en I'absence de zinc. Cela pourrait
s’expliquer par le fait que 'hexamérisation de I'insuline en présence de 2 ions Zn ne soit
pas la forme prépondérante lorsque la concentration en insuline est < 0,07 mg/mL (soit

2 000 UI/L), sil’'on considere que dans la présente étude la concentration en insuline est
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de 1000 UI/L. D’autre part, dans cet essai, la quantité de zinc présente dans le mélange
(10 mg), est peut étre trop faible pour induire ce phénomene d’hexamérisation par un

phénomene de dilution dans le grand volume du MNP.

Suite a ces considérations, il apparait évident que chaque parametre peut avoir un
impact sur la stabilité de I'insuline apres ajout dans le MNP ternaire. C’est la raison pour

laquelle la suite des travaux s’est réalisée sur un parametre a la fois.

La premiere étape a consisté a étudier la stabilité dans chaque compartiment

indépendamment considéré puis dans le mélange binaire.

La concentration en insuline diminue dans I'’émulsion lipidique. Comme nous l’avons
présenté préalablement, I'émulsion lipidique peut étre sujette a une instabilité
impliquant une réaction de peroxydation, y compris dans les MNP. Cette réaction de
peroxydation, due a la présence de certaines especes réactives de l'oxygene ou de
radicaux libres qui réagissent avec les lipides [368], mene a la synthese d'un produit de
dégradation qui peut étre dosé dans le sang des patients recevant de la NP: le
malondialdéhyde (MDA) [143]. Des lors, une étude de stabilité (dont les résultats n’ont
pas été présentés dans ce manuscrit), a été réalisée en introduisant de maniere
artificielle du MDA dans I"’émulsion lipidique contenant l'insuline. Cet ajout était réalisé a
hauteur d’'une concentration en MDA 100 fois plus importante que celle habituellement
retrouvée dans les émulsions de NP [369], afin de garantir un impact visible lors de
I'étude de stabilité. Aucune différence n’a été retrouvée en présence ou en l'absence de
MDA dans le MNP. De plus, la plupart des études ayant impliqué les lipides et I'insuline
n'ont pas retrouvé un impact des lipides sur la disponibilité de I'insuline [306], si ce
n’est que leur présence augmenterait sa disponibilité par interaction avec le matériau

plastique des poches ou des tubulures [305,309].

Pour ce qui est des autres compartiments de la poche de NP, les résultats ne retrouvent
une concentration stable en insuline que dans la solution de glucose ou dans celle
d’acides aminés mais pas dans le mélange des deux solutions (mélange binaire). Une
réaction chimique se produisant en présence de glucose et d’acides aminés a donc été

envisagée.
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Etant donné le manque de stabilité de I'insuline dans le mélange binaire et considérant
les données existantes sur l'influence du pH sur le degré de polymérisation de l'insuline
humaine [370], le pH a été mesuré. Les valeurs de pH de la solution de glucose seule ou
du mélange binaire sont respectivement de 3,6 et 6,3 environ. Ces deux valeurs tres
différentes sont expliquées par la présence dans le mélange binaire des acides aminés

qui ont tendance a tamponner le milieu nutritif a un pH proche de la neutralité.

Plusieurs hypotheses ont été envisagées pour expliquer le réle du pH élevé (6,3) dans la
diminution de la concentration en insuline, dont l'agrégation survenant a pH
physiologique [371]. Des données contradictoires sont publiées a propos de 'apparition
de produits de dégradation de haut poids moléculaire de l'insuline : ceux-ci se forment a
pH acide [372] ou plutot neutre [373]. La recherche de ces produits de dégradation
semble inutile puisque dans la solution d’acides aminés de pH 6,3, la concentration en
insuline reste stable et que I'insuline est stockée a un pH compris entre 6 et 7 dans les

cellules f3 des 1lots de Langerhans.

Le pH est donc a prendre en considération non pas seul, mais en association avec la
nature du milieu nutritif testé. C'est la raison pour laquelle tous les milieux nutritifs ont
été employés en modifiant artificiellement leur pH a un niveau bas (pH = 3,6) ou haut
(pH = 6,3) avec de l'acide ou de la soude. Ces deux niveaux de pH correspondent

respectivement aux valeurs de la solution de glucose seule et du mélange binaire.

L’analyse ANCOVA de tous les résultats des essais menés dans cette partie a permis
d’identifier les variables ayant un impact significatif parmi toutes les variables testées.
Les 7 variables choisies (variables indépendantes et en interactions), expliquent 68% de
la variabilité de la concentration en insuline dans le milieu testé. Il y a donc d’autres

parametres non identifiés en I’état actuel des connaissances.
Cette analyse a permis de confirmer la non-significativité au risque de 5% des essais de

pré conditionnement, conditionnement ainsi que du réle du zinc et de la nature des

lipides.
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Par ailleurs, cette ANCOVA confirme I'implication de la concentration en glucose et du
temps, qu’ils soient considérés seuls ou en interaction avec le niveau de pH. Ce sont
également les variables ayant le plus fort impact sur la concentration en insuline.
L’absence d’éléments-trace n’est pas clairement considérée car seuls 9 essais ont été
faits dans cette condition. En revanche, la présence de ces micronutriments jour un role

significatif dans la stabilité de I'insuline.

Si I'on interprete les signes des facteurs fournis par I'équation de I'’ANCOVA, il est
possible de conclure que la concentration en insuline est inversement proportionnelle a
la concentration en glucose, mais également que quand le pH augmente, la concentration
en insuline diminue. Le pH influence la concentration lorsqu’il est considéré avec la
teneur en glucose, le temps (l'effet pH est important dans le temps) et la teneur en

acides aminés.

Il existe cependant des limites de cette modélisation : en effet, le modele obtenu peut
étre discuté car chaque condition n'y est pas représentée dans des proportions
équivalentes. Par conséquent, il n’y a pas la méme pondération des parameétres testés.
Etant donné qu'il s’agissait d’'une étude impliquant de tres nombreuses variables, il
n’était pas possible de mener des essais dans toutes les conditions. C’est la raison pour
laquelle nous avons choisi de tester les mélanges les plus caractéristiques.

Ces conclusions amenent a envisager une réaction impliquant l'insuline,
conditionnée a la présence de glucose a pH non acide, dont la survenue dépend du
temps et de la concentration en glucose. Cette description peut correspondre a

une réaction de glycation.
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V. Glycation de I'insuline dans un mélange de nutrition

parentérale binaire

A. Introduction

Suite aux résultats des travaux précédents, deux hypotheses sont envisagées :

- une modification conformationnelle de I'insuline empéchant Ila
reconnaissance d’au moins l'un des deux épitopes par les couples
d’anticorps

- une modification chimique résultant d’'une altération de l'insuline dans le
milieu NPT. Sur la base de données de la littérature, la mise en jeu d’'une
réaction de glycation a été proposée. En effet, la glycation des acides aminés
(et par conséquent des protéines), qui correspond a une réaction de
Maillard, est un phénomeéne déja décrit in vitro et in vivo, notamment pour

I'insuline [374,375].

La glycation d’'une protéine selon la réaction de Maillard peut étre schématisée comme

dans la Figure 28.

i Lo
5.2
I
H—C—OH NH
Prot + | _ | + H,0

HO—C—H CH,

NH, I |
X H o= C OH C=0
| |
H—C—OH [CH(OH)],
| |
CH,OH CH,OH
Protéine Glucose Protéine glyquée

Figure 28 : Représentation schématique de la réaction de glycation d’'une protéine
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Cette réaction consiste en la fixation d’'une molécule de glucose (MM =180 Da), associée

a une perte d’'une molécule d’eau (18 Da). La différence de masse qui en résulte est par

conséquent de 162 Da.

Dans cette partie, nous allons nous attacher a explorer cette seconde hypothése qui

pourrait étre a l'origine de la diminution de la teneur en insuline observée en IECL.

L’objectif étant d’évaluer la pertinence de I’hypothéese d’'une glycation de I'insuline

dans le mélange de nutrition parentérale, il est nécessaire de développer une

méthode de dosage de l'insuline, orthogonale a I'lECL, a savoir une méthode

utilisant 'HPLC-MS/MS.

B.

Optimisation et validation d’une méthode HPLC-MS/MS pour la

guantification de l'insuline et I’identification d’insuline glyquée

1. Matériels et méthodes

a. Réactifs et solvants

i. Produits commerciaux

Lors du développement de la méthode analytique, de I'insuline de différentes origines et

différents étalons internes ont été évalués. Ces analytes seront décrits ci-dessous. Nous

préciserons, en vert, ceux qui ont été retenus pour la validation de la méthode.
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Analytes

Insuline humaine (Figure 29-(a)) lyophilisat, standard de référence de
qualité USP; Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Par la suite, cet

analyte sera nommé insuline humaine-std.

Umuline rapide® 100 Ul/mL (Insuline humaine, 3,5 mg/mL [336,344]),
solution injectable en flacon de 10 mL; Excipients: acide
chlorhydrique, hydroxyde de sodium, glycérol, métacrésol, eau pour

préparations injectables (eau ppi) ; Lilly (Fegersheim, France).

Par la suite, cet analyte sera nommé Umuline®.



Etalons internes (EI)

Chaine B de Vlinsuline bovine (Figure 29-(b)) de qualité
analytique (>80%), dont les résidus cystéine sont oxydés (SOzH). Elle
comporte une alanine substituant la thréonine en position 30 de la chaine B,
en comparaison a l'insuline humaine ; Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier,

France)

Par la suite, cet analyte sera nommé chaine B.

Levemir® 100 Ul/mL (Insuline détémir (Figure 29-(c)), 14,2 mg/mL [376],
solution injectable en cartouche de 3 mL. Excipients: glycérol, phénol,
métacrésol, acétate de zinc, phosphate disodique dihydraté, chlorure de sodium,
acide chlorhydrique et hydroxyde de sodium (pour ajustement du pH), eau ppi. 1l
s’agit d'une insuline humaine a action retardée et prolongée par modification
de sa structure peptidique : la thréonine en position 30 de la chaine B est
délétée et un acide myristique substitue la fonction amino de la lysine C-
terminale en position 29 de cette méme chaine. L’ajout de cet acide gras
comportant 14 atomes de carbone facilite I'interaction de cette insuline avec
I'albumine du compartiment sanguin, responsable de son action prolongée;
Novonordisk (Chartres, France).

Par la suite, cet analyte sera nommé Levemir.
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Figure 29 : Séquences peptidiques de 'insuline humaine (a), de la chaine B de l'insuline bovine
(b) et de I'insuline détémir (c)

Les parties indiquées en rouge correspondent aux différences de structure en comparaison a

la séquence de l'insuline humaine.

* Adjuvants
- Sérum Albumine Bovine (SAB) fraction V, lyophilisat (95% de pureté);

Euromedex (Souffelweyersheim, France)

e Solvants

L’acétonitrile (ACN; VWR, Val de Fontenay, France) est de qualité HPLC/MS.
L’acide formique (HCOOH, 98% ; Fluka, France), I'acide trifluoroacétique (TFA,
99% ; Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) et I'acide chlorhydrique
(HCl, 38%; VWR, val de Fontenay, France) sont de qualité analytique. L’eau
ultrapure a été produite a I'aide d’un systéme de purification d’eau Milli-Q Waters

18 MQ, de la société Millipore (Saint-Quentin en Yvelines, France).

* Glucose anhydre (Inresa, Bartenheim, France)
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e Nutrition parentérale

Les mélanges de nutrition parentérale sont préparés a partir des mémes

spécialités que celles précédemment décrites soit a partir

- d’une poche de nutrition parentérale industrielle tricompartimentée Olimel®
N7E (Baxter, Meyzieux, France). Seuls les compartiments contenant le glucose
et les acides aminés ont été utilisés dans cette partie. En effet, en I'absence
d’un protocole d’extraction de I'insuline a partir du mélange ternaire, il n’était
pas envisageable de mener les premiers travaux sur une émulsion.

- d’un mélange de vitamines: Cernevit® lyophilisat (solution a reconstituer

avec 5 mL d’eau ppi) (Baxter, Meyzieux, France),

- d’une solution d’éléments-trace : Nutryelt® (solution a diluer pour perfusion ;

1 ampoule de 10 mL) (Aguettant, Lyon, France),

Les compositions détaillées de ces médicaments figurent en Annexe A.

ii.  Glycation de l'insuline : préparation

Des solutions aqueuses de glucose a 5% et 35 % ont été préparées extemporanément
par dissolution du glucose anhydre dans de l'eau. Les solutions obtenues ont été
additionnées d’'Umuline® afin d’obtenir une concentration finale en insuline de 7 mg/L
ou 35 mg/L aux deux niveaux de concentration de glucose. Ces solutions ont été placées

dans une étuve a 40°C, pendant 2 heures.

b. Méthodes

i. Préparation des solutions d’insuline et d’étalon interne

utilisées au cours de |'optimisation de la méthode
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Des solutions meres d’insuline humaine-std et de chaine B a 2000 mg/L ont été
préparées dans une solution d’HCl a 2 mM afin de faciliter la dissolution de ces
protéines.

Ces solutions meres ont ensuite été diluées dans un mélange ACN/H,0-20/80 (v/v) a

0,1% en HCOOH afin d’obtenir des solutions a 7 mg/L.

Des solutions de Levemir® et d'Umuline® a 7 mg/L ont également été préparées a partir
des spécialités pharmaceutiques correspondantes, respectivement a 14 200 mg/L et

3500 mg/L, par dilution dans un mélange ACN/H20-20/80 (v/v) a 0,1% en HCOOH.

ii. Instrumentation et conditions opératoires

Afin de quantifier I'insuline, une méthode de dosage par chromatographie liquide haute
performance (HPLC) en polarité de phase inversée, couplée a une détection par
spectrométrie de masse (MS) en mode tandem (MS/MS) a été développée.
L’optimisation de la méthode d’analyse est réalisée en deux temps :

* la détection par MS est réalisée par introduction directe de solutions des
composés d’intérét (parametres relatifs a la source d’ionisation, sélection des
ions précurseurs, choix des transitions étudiées),

* le couplage HPLC-MS/MS et la séparation des analytes (composition de la phase
mobile et gradient d’élution, choix de I’étalon interne),

Les modalités de dilution des échantillons a doser sont ensuite recherchées afin

d’obtenir des signaux optimaux.

Toutes ces étapes sont détaillées dans la partie « résultats et discussion ». Les conditions

opératoires retenues a I'issue de I'optimisation sont présentées ci-dessous.

* Appareillage
Il est constitué :

- d’une chaine d’ultra fast liquid chromatography (UFLC) Shimadzu (Kyoto,

Japon) UFLC-XR, dotée d’'un autosampler et d'un dégazeur en ligne,
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- d'un spectrometre de masse API QTrap 5500 de la société AB Sciex
(Framingham, MA, USA), équipé d'une source d’ionisation de type
électrospray (ESI) et d'un analyseur hybride de type triple quadripdle (Q1:
sélection de l'ion précurseur, q2 : cellule de collision et Q3 : sélection du ou
des ion(s) produit(s)) a I'aide d’un piege a ion linéaire. Cet appareil possede
une gamme de masse allant de 0 a 1200 Daltons (Da). Il est piloté par un
ordinateur muni du logiciel Analyst Software (version 1.5.2) permettant le
controle de la chaine chromatographique et du spectrometre de masse et

I'exploitation des résultats.

La séparation chromatographique a été réalisée sur colonne Kinetex Core-shell C18 (5
um, 100 A, 100 x 2,1 mm) (Phenomenex, Torrance, CA, USA) munie d’une pré-colonne.

Les conditions chromatographiques retenues apres optimisation sont les suivantes :
* Débit: 0,4 mL/min

* Phase mobile : mélange de [A] eau ultrapure a 0,1% en acide formique et de [B]

acétonitrile a 0,1% en acide formique, selon le gradient d’élution suivant (Figure

30):
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Figure 30: Gradient d’élution pour le dosage de I'insuline

L’acquisition en spectrométrie de masse se fait a partir de 2 minutes d’analyse.

¢ Volume d’injection : 10 uL

* Température du passeur d’échantillon : +5°C

Les conditions opératoires optimisées concernant la source ESI sont détaillées dans le

Tableau XVIII.
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Tableau XVIII : Parametres de la source d’ionisation

Parameétre Valeur choisie
Flux du gaz rideau 25
Température de la source 450°C
Gaz 1 de la source d’ions 50
Gaz 2 de la source d’ions 50
Gaz de collision medium

Position de I'aiguille

Horizontale 7 ; verticale 5

Potentiel de défragmentation

100

L’air est utilisé comme gaz nébuliseur et comme gaz chauffant, tandis que l'azote est

employé en tant que gaz rideau et gaz de collision.

La détection en spectrométrie de masse utilise le mode « Multiple Reaction Monitoring »

(MRM). Cette expérience consiste a suivre la transition entre un ion précurseur

sélectionné en Q: (ion parent) et un ion fragment (ion fils) produit par fragmentation,

sélectionné en Q3. La fragmentation de l'ion précurseur se fait par application d'une

énergie de collision en qp.

On distingue deux types de fragments. Le premier, le plus abondant, permet la

quantification. Le second permet d’assurer une meilleure spécificité de I'analyse.

Le Tableau XIX présente les transitions sélectionnées.

Tableau XIX : Transitions suivies en mode MRM - ESI+

Molécule

Insuline

Chaine B

Insuline glyquée

Energie de

collision (V)

5
39
50
35

5

5

Qualifiant
Quantifiant
Quantifiant

Qualifiant

Qualifiant

Quantifiant

Transitions (m/z)

1162,5 - 1162,5
968,8 > 136,0
1166,0 > 315,2
874,8 2 315,2
1194,6 > 1194,6
995,8 2 995,8
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On peut noter que la transition 1162,5 - 1162,5 de I'insuline est qualifiée de pseudo-
MRM dans la mesure ou aucun ion fils n’est observé quel que soit I'énergie de collision

sélectionnée. Il en est de méme pour les transitions de I'insuline glyquée.

iii.  Validation de la méthode HPLC-MS/MS

(a)  Quantification de l'insuline

La méthode analytique permettant le dosage de l'insuline a été validée selon les
recommandations de la Société Francaise des Sciences Techniques et Pharmaceutiques
(SFSTP) [339,377]. La validation a été réalisée sur trois jours consécutifs afin d’estimer
I'erreur de prédiction. Chaque jour, sept solutions standards de calibration et quatre
solutions standards de validation (chacune préparée trois fois), un blanc matriciel
additionné ou non de I'étalon interne et d’insuline, ont été préparés et analysés. Chaque
solution standard se compose de la matrice nutritive (milieu binaire additionné de
vitamine et éléments-trace) diluée au 1/10¢medans le mélange ACN/H20-20/80 (v/v) a
0,1% en HCOOH, de l'insuline humaine (Umuline®) et de I'étalon interne (chaine B de

'insuline bovine).

(i) Préparation des solutions standards de

calibration et de validation

Préparation du milieu de nutrition parentérale binaire

Un milieu nutritionnel binaire a été préparé par mélange, volume a volume, des deux
compartiments d’'une poche d’Olimel® N7E, contenant la solution de glucose 35%
contenant des ions Ca?*, et la solution d’acides aminés 11%, contenant des électrolytes.
Ce mélange binaire a été additionné des solutions de Cernevit® et de Nutryelt® en
quantité respectant les proportions habituellement recommandées en pratique clinique,
a savoir 1500 mL de mélange de NP binaire additionné de 5 mL de Cernevit® et 10 mL

de Nutryelt®.
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Préparation des solutions standards

Les solutions standards ont été préparés a partir de la solution commerciale d’'Umuline®
de concentration initiale 3500 mg/L et d’'une solution meére de chaine B (EI) a 2000

mg/L préparée dans un mélange ACN/H20-20/80 (v/v) a 0,1% en HCOOH.

Des solutions intermédiaires a 1 mg/L en insuline et en EI ont été préparées par dilution

dans un mélange ACN/H20-20/80 (v/v) a 0,1% en HCOOH additionné de 0,3% de SAB.

Ces solutions intermédiaires ont été utilisées pour préparer chaque solution standard
de calibration contenantlinsuline a 0,010; 0,015; 0,025; 0,040; 0,060; 0,080 ;
0,10 mg/L, 'EI a 0,060 mg/L et la matrice nutritive diluée au 1/10%m¢ dans un mélange
ACN/H20-20/80 (v/v) a 0,1% en HCOOH et 0,3% en SAB.

Par ailleurs, des solutions standards de validation contenant I'étalon interne a la
méme concentration (0,060 mg/L) et 'insuline a 0,010; 0,020; 0,070 et 0,10 mg/L ont
été préparées dans la matrice nutritive diluée au 1/10¢me dans un mélange ACN/H:0-

20/80 (v/v) 2 0,1% en HCOOH et 0,3% en SAB.

On également été préparés :
* un blanc matriciel composé de la matrice nutritive diluée au 1/10me dans un
meélange ACN/H20-20/80 (v/v) a 0,1% en HCOOH et 0,3% en SAB.

* un blanc matriciel additionné de I'étalon interne a 0,060 mg/L

(i)  Méthode de validation

La spécificité, la fonction de réponse, la linéarité, la justesse, la fidélité et la limite de
quantification ont été étudiées et le profil d’exactitude a été construit a 'aide du logiciel
Neolicy® software (version :1.8.2.2) avec des limites d’acceptation fixées a + 15% au

risque statistique de 5%.
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(b) Indentification d’une forme glyquée de I'insuline

La méthode analytique développée a également pour objet de mettre en évidence la
formation d’insuline glyquée et de suivre sa cinétique de formation lors de I’'étude de la
stabilité de I'insuline. En I'absence d’étalon, la quantification de I'insuline glyquée n’est
pas envisageable sauf a considérer un méme facteur de réponse pour l'insuline native et
la forme glyquée. Pour cela, il a été nécessaire d’évaluer la spécificité de la méthode

développée pour l'identification et le suivi de I'insuline glyquée.

Un blanc matriciel additionné de la solution d’insuline partiellement glyquée obtenue a
I'issue de I'incubation de I'insuline a 35 mg/L dans le glucose 5% (environ 2/3 d’insuline

et 1/3 d’insuline glyquée) a été préparé et analysé.

Chaque jour, lors des essais réalisés afin de valider la méthode de quantification de
I'insuline, le blanc matriciel additionné ou non d’étalon interne et d’insuline a été

préparé et analysé.

2. Résultats et discussion

a. Optimisation des conditions opératoires pour le dosage de

linsuline native

Le développement d’'une méthode HPLC-MS/MS pour le dosage de l'insuline dans le
mélange de NP nécessite en premier lieu d’optimiser les parametres de détection du
spectrometre de masse. Afin d’obtenir des seuils de quantification les plus faibles

possibles, le mode d’acquisition MRM est employé.

Dans un premier temps la démarche d’optimisation a été menée a partir d’une solution
d’insuline humaine-std, afin de s’affranchir des excipients présents dans la solution
commerciale d'Umuline rapide®.

Les parametres de détection de 'insuline et des EI envisagés, a savoir la chalne B et la

Levemir®, ont été optimisés par introduction directe, dans le spectromeétre de masse, de
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solutions a 7,0 mg/L préparées dans un mélange ACN/H20-20/80 (v/v) a 0,1% en
HCOOH (mélange de composition proche de celle des phases mobiles évaluées par la

suite).

i.  Parameétres du spectromeétre de masse pour la détection de

I'insuline et des étalons internes potentiels en introduction

directe

(a)  Sélection des ions précurseurs

Dans un premier temps, afin de visualiser I'’ensemble des ions de rapport m/z distincts,
produits dans la source d’ionisation, I'enregistrement du spectre de masse en mode
« full scan » a été réalisé sur l'intégralité de la gamme de masse d<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>