Université de Lille Faculté de Pharmacie de Lille
Année Universitaire 2017/2018

MEMOIRE
POUR LE DIPLOME D'ETUDES SPECIALISEES
DE
PHARMACIEN HOSPITALIER ET DES COLLECTIVITES

Soutenu publiquement le 28 Septembre 2018
Par MME.ROCHE Marine

Conformément aux dispositions du Décret du 10 septembre 1990
tient lieu de

THESE EN VUE DU DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE

Mise en ceuvre et contréle qualité d’une solution de fructose et de
glycérol destinée a I’endoscopie digestive

Membres du jury :

Président :

Odou Pascal, Pharmacien, Professeur des Universités — Praticien Hospitalier,
Faculté des sciences pharmaceutiques et biologiques, Université Lille 2 — Pharmacie
CHU de Lille

Assesseur(s) :

Lannoy Damien, Pharmacien, Maitre de Conférences des Universités-Praticien
Hospitalier, Faculté des sciences pharmaceutiques et biologiques, Université Lille 2 —
Pharmacie CHU de Lille

Chillon Jean-Marc, Pharmacien, Professeur des Universités-Praticien Hospitalier,
UFR de pharmacie, Université de Picardie Jules Verne - CHU Amiens Picardie
Branche Julien, Gastro-entérologue, Praticien Hospitalier, Service Maladies de
I'Appareil Digestif Hopital Huriez - CHU de Lille



e el Université
acuite de armacie n
de Lill de Lille

3, rue du Professeur Laguesse - B.P. 83 - 59006 LILLE CEDEX
@ 03.20.96.40.40 - = : 03.20.96.43.64
http://[pharmacie.univ-lille2.fr

Université de Lille

Président :
Premier Vice-président :

Jean-Christophe CAMART
Damien CUNY

Vice-présidente Formation :
Vice-président Recherche :
Vice-président Relations Internationales :

Directeur Général des Services :
Directrice Générale des Services Adjointe :

Lynne FRANJIE
Lionel MONTAGNE
Frangois-Olivier SEYS

Pierre-Marie ROBERT
Marie-Dominique SAVINA

Faculté de Pharmacie

Doyen :

Vice-Doyen et Assesseur a la Recherche :
Assesseur aux Relations Internationales :
Assesseur a la Vie de la Faculté et aux
Relations avec le Monde Professionnel :

Assesseur a la Pédagogie :
Assesseur a la Scolarité :
Responsable des Services :

Bertrand DECAUDIN
Patricia MELNYK
Philippe CHAVATTE

Thomas MORGENROTH
Benjamin BERTIN
Christophe BOCHU
Cyrille PORTA

Liste des Professeurs des Universités - Praticiens Hospitaliers

Civ. NOM Prénom Laboratoire
Mme ALLORGE Delphine Toxicologie
M. BROUSSEAU Thierry Biochimie
M. DECAUDIN Bertrand Pharmacie Galénique
M. DEPREUX Patrick ICPAL
M. DINE Thierry Pharmacie clinique
Mme DUPONT-PRADO Annabelle Hématologie
M. GRESSIER Bernard Pharmacologie
M. LUYCKX Michel Pharmacie clinique
M ODOU Pascal Pharmacie Galénique
M STAELS Bart Biologie Cellulaire




Liste des Professeurs des Universités

Laboratoire

M. ALIOUAT El Moukhtar Parasitologie
Mme AZAROUAL Nathalie Physique
M. BERTHELOT Pascal Onco et Neurochimie
M. CAZIN Jean-Louis Pharmacologie — Pharmacie clinique
M. CHAVATTE Philippe ICPAL
M. COURTECUISSE Régis Sciences végétales et fongiques
M. CUNY Damien Sciences végétales et fongiques
Mme DELBAERE Stéphanie Physique
M. DEPREZ Benoit Lab. de Médicaments et Molécules
Mme DEPREZ Rebecca Lab. de Médicaments et Molécules
M. DUPONT Frédéric Sciences végétales et fongiques
M. DURIEZ Patrick Physiologie
M. FOLIGNE Benoit Bactériologie
M. GARCON Guillaume Toxicologie
Mme GAYOT Anne Pharmacotechnie Industrielle
M. GOOSSENS Jean Francgois Chimie Analytique
M. HENNEBELLE Thierry Pharmacognosie
M. LEMDANI Mohamed Biomathématiques
Mme LESTAVEL Sophie Biologie Cellulaire
M. LUC Gerald Physiologie
Mme MELNYK Patricia Onco et Neurochimie
M. MILLET Régis ICPAL
Mme MUHR — TAILLEUX Anne Biochimie
Mme PAUMELLE-LESTRELIN |Réjane Biologie Cellulaire
Mme PERROY Anne Catherine Législation
Mme ROMOND Marie Bénédicte Bactériologie
Mme SAHPAZ Sevser Pharmacognosie
M. SERGHERAERT Eric Législation
Mme SIEPMANN Florence Pharmacotechnie Industrielle
M. SIEPMANN Juergen Pharmacotechnie Industrielle
M. WILLAND Nicolas Lab. de Médicaments et Molécules
Liste des Maitres de Conférences - Praticiens Hospitaliers
Civ. NOM Prénom Laboratoire
Mme BALDUYCK Malika Biochimie
Mme GARAT Anne Toxicologie
Mme GOFFARD Anne Bactériologie
M. LANNOY Damien Pharmacie Galénique
Mme ODOU Marie Francoise Bactériologie
M. SIMON Nicolas Pharmacie Galénique
Liste des Maitres de Conférences
Civ. NOM Prénom Laboratoire
Mme ALIOUAT Cécile Marie Parasitologie
M. ANTHERIEU Sébastien Toxicologie
Mme AUMERCIER Pierrette Biochimie
Mme BANTUBUNGI Kadiombo Biologie cellulaire
Mme BARTHELEMY Christine Pharmacie Galénique
Mme BEHRA Josette Bactériologie
M BELARBI Karim Pharmacologie




M. BERTHET Jérbme Physique

M. BERTIN Benjamin Immunologie

M. BLANCHEMAIN Nicolas Pharmacotechnie industrielle
M. BOCHU Christophe Physique

M. BORDAGE Simon Pharmacognosie

M. BOSC Damien Lab. de Médicaments et Molécules
M. BRIAND Olivier Biochimie

M. CARNOY Christophe Immunologie

Mme CARON Sandrine Biologie cellulaire

Mme CHABE Magali Parasitologie

Mme CHARTON Julie Lab. de Médicaments et Molécules
M CHEVALIER Dany Toxicologie

M. COCHELARD Dominique Biomathématiques

Mme DANEL Cécile Chimie Analytique

Mme DEMANCHE Christine Parasitologie

Mme DEMARQUILLY Catherine Biomathématiques

M. DHIFLI Wajdi Biomathématiques

Mme DUMONT Julie Biologie cellulaire

Mme DUTOUT-AGOURIDAS Laurence Onco et Neurochimie

M. EL BAKALI Jamal Onco et Neurochimie

M. FARCE Amaury ICPAL

Mme FLIPO Marion Lab. de Médicaments et Molécules
Mme FOULON Catherine Chimie Analytique

M. FURMAN Christophe ICPAL

Mme GENAY Stéphanie Pharmacie Galénique

M. GERVOIS Philippe Biochimie

Mme GOOSSENS Laurence ICPAL

Mme GRAVE Béatrice Toxicologie

Mme GROSS Barbara Biochimie

M. HAMONIER Julien Biomathématiques

Mme HAMOUDI Chérifa Mounira Pharmacotechnie industrielle
Mme HANNOTHIAUX Marie-Héléne Toxicologie

Mme HELLEBOID Audrey Physiologie

M. HERMANN Emmanuel Immunologie

M. KAMBIA Kpakpaga Nicolas Pharmacologie

M. KARROUT Youness Pharmacotechnie Industrielle
Mme LALLOYER Fanny Biochimie

M. LEBEGUE Nicolas Onco et Neurochimie

Mme LECOEUR Marie Chimie Analytique

Mme LEHMANN Héléne Législation

Mme LELEU-CHAVAIN Natascha ICPAL

Mme LIPKA Emmanuelle Chimie Analytique

Mme MARTIN Francoise Physiologie

M. MOREAU Pierre Arthur Sciences végétales et fongiques
M. MORGENROTH Thomas Législation

Mme MUSCHERT Susanne Pharmacotechnie industrielle
Mme NIKASINOVIC Lydia Toxicologie

Mme PINCON Claire Biomathématiques

M. PIVA Frank Biochimie

Mme PLATEL Anne Toxicologie

M. POURCET Benoit Biochimie

M. RAVAUX Pierre Biomathématiques

Mme RAVEZ Séverine Onco et Neurochimie

Mme RIVIERE Céline Pharmacognosie




Mme ROGER Nadine Immunologie
M. ROUMY Vincent Pharmacognosie
Mme SEBTI Yasmine Biochimie
Mme SINGER Elisabeth Bactériologie
Mme STANDAERT Annie Parasitologie
M. TAGZIRT Madjid Hématologie
M. VILLEMAGNE Baptiste Lab. de Médicaments et Molécules
M. WELTI Stéphane Sciences végétales et fongiques
M. YOUS Said Onco et Neurochimie
M. ZITOUNI Djamel Biomathématiques
Professeurs Certifiés

Civ. NOM Prénom Laboratoire
M. HUGES Dominique Anglais
Mille FAUQUANT Soline Anglais
M. OSTYN Gaél Anglais

Professeur Associé - mi-temps

Civ. NOM Prénom Laboratoire
M. DAO PHAN Hai Pascal Lab. Médicaments et Molécules
M. DHANANI Alban Droit et Economie Pharmaceutique

Maitres de Conférences ASSOCIES - mi-temps

Civ. NOM Prénom Laboratoire
M. BRICOTEAU Didier Biomathématiques
Mme CUCCHI Malgorzata Biomathématiques
M. FRIMAT Bruno Pharmacie Clinique
M. GILLOT Francois Droit et Economie pharmaceutique
M. MASCAUT Daniel Pharmacie Clinique
M. ZANETTI Sébastien Biomathématiques
M. BRICOTEAU Didier Biomathématiques

Prénom

Laboratoire

Mme DEMARET Julie Immunologie
Mme HENRY Héloise Biopharmacie
Mme MASSE Morgane Biopharmacie




L’Université n’entend donner aucune approbation aux opinions
émises dans les théses ; celles-ci sont propres a leurs auteurs.



REMERCIEMENTS

Professeur Pascal Odou, merci pour tout ce que vous m’avez apporté tout au
long de ma formation, de m’avoir permis de suivre les cours de votre Master 2
et m’avoir donné l'envie de continuer dans la recherche, le secteur des
préparations et de leur contrdle. Merci également pour vos conseils et votre
disponibilité. Vous me faites aujourd’hui 'hnonneur de présider le jury de thése.
Soyez assuré de ma reconnaissance.

Docteur Damien Lannoy, merci infiniment de m’avoir proposé ce sujet de thése
passionnant et de m’avoir permis de découvrir les possibilités de recherche
associées aux préparations pharmaceutiques. C’est toujours un plaisir de
travailler avec vous, en tant qu’étudiant de M2, interne au préparatoire, étudiant
en thése...Et ce n’est pas fini !

Professeur Jean-Marc Chillon, vous me faites I'honneur de juger ce travail,
soyez assuré de ma reconnaissance.

Docteur Julien Branche, merci de votre gentillesse, de vos réponses et de votre
disponibilité. Surtout merci de solliciter la pharmacie pour des demandes de
préparations et de nous proposer de nouveaux défis a relever, sans vous cette
thése n’aurait pas pu exister.

Docteur Christophe Berneron, merci tout d’abord pour tout ce que j'ai appris a
vos cOtés au cours de ces quatre années d’internat, pour votre gentillesse, vos
conseils et votre bonne humeur ainsi que le plaisir de venir travailler avec vous.
Merci de la confiance que vous m’accordez. J'espére avoir la chance de
travailler encore longtemps avec vous.

Florence, Je n’ai pas de mots assez justes pour t'exprimer ma reconnaissance.
Tu m’as tout appris sur I'analytique, tu as été d’'une aide inestimable pour mon
master, ma thése, le stage au laboratoire de contrdle. Je suis heureuse d’avoir
pu travailler avec toi et jespére que nous continuerons a nous voir de temps en
temps !

Merci a I'équipe des docteurs Anne-Frédérique Dessein et Farid Zerimech, pour
leur gentillesse et leur aide précieuse dans le dosage du fructose et du glycérol
et en particulier a Jordan et Emilie pour la réalisation des dosages et leur
accueil.

Carole, Merci pour les six mois de stage en ta compagnie, jai beaucoup appris
avec toi. Merci pour ton écoute et tes conseils autant dans le domaine
professionnel que privé ! Merci de m’avoir rassurée, d’avoir été ma référence
« rédaction de these express », de m’avoir fait réver avec tes voyages et pour
ta bonne humeur ! J'espere pouvoir travailler encore longtemps avec toi !

Merci a I'équipe du préparatoire pour cette année passée a vos cotes, tout ce
que jai appris grace a vous, l'aide et le soutien pour ma thése : Myriam,
Vanessa, Valérie, Noémie, Marine, Maité, Justine, Lisa, Guillaume, Pascal.
Merci pour tout et merci pour les pauses « médicament » !




Loic, merci pour tout ce que japprends a tes cotés depuis que je suis arrivée
au laboratoire de contréle, merci d’étre ce colléegue avec qui jai plaisir a
travailler ! Et merci pour ton aide lors de la validation de méthode !

Christine, merci de m’avoir tout appris de I'Ultimate 3000 lors de mon stage de
master, et merci pour ces agréables discussions ! J'espere te voir de temps en
temps au laboratoire de contréle !

Merci a tous mes maitres de stage qui m’ont apporté leurs connaissances et
sans qui je ne serais pas la méme aujourd’hui :
Stéphanie Belaiche, merci de m’avoir fait découvrir la pharmacie clinique, les

spécificités de I'’hospitalisation a domicile et pour la rigueur que tu m’as
enseignée. Tu m’as transmis le goUt de I'échange interprofessionnel.

Monsieur Mazaud, merci pour votre bienveillance et de m’avoir fait découvrir
le circuit des achats et approvisionnements hospitaliers. Les ruptures n’ont plus
de secret pour moi maintenant !

Clarisse, Lydie, merci pour les réponses a mes questions sur les marchés, les
pauses dans votre bureau et votre gentillesse !

Monsiel_Jr Simo.n, _merci de ‘votre aide et votre encadrement lors de mon
master, je me réjouis de travailler de nouveau avec vous prochainement.

Julien Boyer, Jerome Aubert, merci de m’avoir accueilli au sein de ce secteur
si dynamique ! J'ai passé six mois riches en découvertes et pleins de projets
intéressants a vos cotes.

Perrine Drancourt, merci pour ces six mois de stages en ta compagnie, de
m’avoir fait découvrir la « pharmacie clinique des DM », mon stage n’aurait pas
été le méme sans toi et j'ai gagné une amie en or !

Jean Giraud, Céline Pingaud, merci de votre accueil chaleureux, de m’avoir
transmis vos connaissances, et découvrir les chimiothérapies. Merci aussi pour
votre humanité et votre gentillesse.

Anne-Judith Waligora-Dupriet, pour m’avoir ouvert les portes de son
laboratoire et m’avoir offert le premier contact avec la recherche.

Amélie Lansiaux, Abigaél Gros, Samuel Meignan, pour m’avoir fait tomber
amoureuse de la recherche lors de mon stage de master 1.

Heather Jsrgensen, Tessa Holyoake pour votre accueil bienveillant dans
votre laboratoire a Glasgow en tant qu’externe.

Monsieur et Madame Ulrich, Alexandra, pour tous ces stages dans votre
officine, pour la transmission de votre passion pour votre métier et pour tout le
reste !

Merci a tous ceux avec qui j'ai pu échanger, travailler, discuter pendant toutes
ces années : Merci a I'’équipe de I'appro (Carole, Isabelle,Gaétan, Patricia,
Sophie), a 'équipe des DM de Valenciennes, L’équipe de la pharmacie de Saint
Vincent de Paul (Sylvie, Valérie, Céline, Mylene, et tous les autres!) et du
service d’hémato oncologie, I'équipe de la pharmacie du CHU, celle de
bactériologie environnementale du CBP (Alex, Lou), vous avez été ma
deuxieme famille.




Merci a mes co-internes avec qui j’ai tout vécu, partagé les petites galeres et
les grands bonheurs, merci pour ces moments d’amitié et de bonne humeur !
Merci a Héloise, tu es une amie en or et un modele pour moi.

Marion, un de mes piliers depuis le début de linternat, Perrine, Lucie,
Valentine, pour les soirées, les séminaires, les parties de tarot...

Adeline, France, Agathe, de superbes vacances et sorties avec vous, jespére
qu’il y en aura d’autres !

Mes comperes de master et amis Elodie, Matthieu, Terry.

Merci a Marie d’avoir été ma complice de manips (mais pas que !) cette année
et ton aide précieuse !

Et tous mes amis internes dont je ne peux citer que quelgues noms Hélene,
Marie, Elodie, Basile, Benjamin, Myriam, Victoria, Julie, Quentin, Edouard,
Alexandre...

Merci & mes amis :

Amaury, parce que tu es mon plus vieil ami, parce que tu es toujours la pour
moi et que tu fais du bien a ma vie ! Merci d’avoir relu ma thése aussi ! Aurélie,
ma carissima amica toujours auprés de moi apres tout ce temps, tellement de
souvenirs inoubliables partagés avec toi, jespére qu’ll y en aura encore
beaucoup d’autres. Charlotte parce qu'on a vécu tellement de choses
ensemble qu'on se connait par cceur, et on se ressemble tellement, mon
double ! Estelle, parce que depuis le collége on ne s’est pas lachées, et méme
si on se voit moins souvent on s’aime toujours pareil. Franck, Matthieu, mes
médecins généralistes préférés pour ces moments passeés avec vous. Hélene,
Lucie, parce que vous étes toujours partantes pour un restau, un verre ou une
soirée sushis ! Marina parce que tu es ma belle rencontre de ces études de
pharma!

Merci & ma famille :

Papa, Maman, vous avez été d’'un soutien sans faille dans tous les domaines
de ma vie. Sans vous je ne serais pas la aujourd’hui ni celle que je suis. Merci
de m’aimer et de m’aider a étre meilleure.

Merci a mes sceurs extraordinaires : Alice, Clémence, vous étes mes amours et
mes complices de toujours, mes meilleures supportrices aussi! Et merci a
Pierre, mon super beau-frere !

Merci & mes cousins : Pauline, Nicolas, Matthieu pour ces vacances magiques
passées avec vous a chaque fois, a Aurélien et Alexis pour les jeux partagés.
Merci & mes oncles et tantes, Alain, Christine, Marion.

Merci a mes grands-parents en or grace a qui jai grandi entourée de tant
d’amour :

Mamie, tu m’as fait découvrir et aimer les peintres, le théatre, la lecture et tant
d’autres choses !

Grand mie merci de ta joie de vivre, pour ces moments passés ensemble a
Paris ou Antibes.

Bon papa, de m’avoir appris depuis mon plus jeune age que I'épistémologie est
la connaissance critique de la connaissance.

Grand pére, tu n’es plus la aujourd’hui mais tu es toujours a mes cbtés, mon
ange gardien.



SOMMAIRE

SOMIMAIRE ....ooiiiiurttiiiiiiisiineeettiiisisssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssnsssssssssssssns 10
LISTE DES ABBREVIATIONS .......cciiiiiiunnreiiiiiissssnnnesssissssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssessssssssssssssassssssssssnns 12
LISTE DES FIGURES .....ccuiiteuiiiiinniiiieeniiiienniiinessisissssieissssssisssssstsnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnsssssanssssssnsssnss 14
LISTE DES TABLEAUX .....cittuiiiiiieiiiieeniiiiensiiinnssisisnssisissssssisssssstsnsssstsnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnsssssansssssansssnss 15
LISTE DES ANNEXES .......citteiiiiiniiiiieniiiienieiinssisissssisissssosisssssstsssssstsnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnsssssansssnss 16
INTRODUCGTION .....uiiituiiiiteniiitennieiteesieissssseissssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnsssssanssssss 17
FAISABILITE .....uuuueeeeiiiiiiisinsnneeesssiisssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssnsssssssssssnns 19
I ASPECTS CLINIQUES ..t eutteentteesuteestteesueeestseessseessseesuseessseesuseesssessnseesssessnsessssessnsessssessnsessssessnseesasessnseesnsessnseesne
A.  Anatomie de la paroi digestive et classifications des tumeurs digestives précoces
B. TECHNIQUE OPEIALOIE ...ttt
1 Mucosectomie endoscopique (EMR)RO277341 ettt ettt et et re ettt aseaeeteereereetens
2 Dissection sous muqueuse (ESD)I6:815-18.3436-400 | | .. ..ottt et s eae et reereetans
3 ([ To ToF: 14 o] o SO OO OSSP RURUPPPTOP
4 21T o] L P PP PO PPPOTOPPPTOPPRON
5. Solutions disponibles ............
II.  ASPECTS TECHNIQUES ....ccovveerureernreannne
A.  Mode de préparation............
B. Modalités de production
CONTROLE QUALITE DE LA PREPARATION.......ccovuerrreirertireessessssessssssessssesssssssssssessssesssssssssssessssessossssssssessssessens 32
I ELEMENTS GENERAUX .1ttt eutteeteeeseeeseesssesesssesnsesesssessessnssssnsessnssssnsesssssssnsessnsessnsessnsessssessnsessnsessnseesssessnsessnne 32
I IMIATERIEL ET METHODES .1euvvtetveesteeesseesssesesseesnsesesseesnsesenseesnsessnsssensesssssesnsessnsessnsessnsessssesssseesssessnseesssessnseesne 32
A, Produits CRIMIQUES @1 FEACLILS ........eeeueeeiieeeiee ettt ettt ettt sae e s e st e s anea e 32
B. Dosage du fructose et du GIYCEIO...........oovueeeieiiieiieeeet ettt 33
C. Développement de la méthode analytique de dosage du 5HMF et 2FA ...........euveeeceeeeeciieeescieaeane, 34
1. SystemMe ChromMatOGraPNIGUE......ccc.uiii ittt e ettt e et e e ettt e e e e ba e e e e abeeesbaeeeesabeeesnbaeesseeeennsneas
2. Conditions chromatographiques......
3. Effet matrice ....ccevvvvvennen.
4. SOIUtiIONS METES .eveeiieeiieeieereeeeee e
5. Préparation des échantillons pour analyse
D.  Validation de méthode-LOD/LOQ ...........ccueeeeeeeeeeireeeieeeieeesieeeiseseiseeeiseesissesisessissesisessissessessissesses
E. Etude de Stabilité G MINIMQ : ...........ooeeeeeeeeeieeeeeeee et ettt e e ettt e e e tta e e et e e e et e e e s saaaesstsaaaeasseseenses 39
1. ST e [ =T L =T PR 40
2. Endotoxines : .....cccceeveeerverneenne
3. Caractéres organoleptiques :....
4. PH i,
5. [0 1 34T =11 <SRRI
6. Comptage des particules non visibles :
F. Expression des résultats et analyse des données
RESULTATS .ceetiieeeeeeeeeeeeeeeeessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnns 43
I E R FET IMATRICE . ...ttttteee e e ettt e e e e ettt e e e e e saaae bttt e e e e aaaas b et e e e e e s e nnbae e e eeeaeaannbe e e eeeeaeaansbaeeeaeeeesannnnneeeeeeesannnnneee 43
Il. VALIDATION DE LA METHODE ANALYTIQUE «.ettieuuitetteeeesesauutettteeesesaaunereteeesesaaunsseeesesesasannneneeeessesannseneeesesssannnneee 44
[Il. ETUDE DE STABILITE.vteuttesuveesureesuueesusesssseessseesssessssesssssssssesssssesssessssessssesssssesssessssssssseessssessseessseessseensesesssssnsees 46
A DOSAQGE frUCLOSE € GIYCEIO.......ooeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e et e e ettt e e et e e et a e e stseaaeesaseaeenses 46
B DOSAGE SHIMF € 2FA...oooeeeeeeeeieeeeeeeeeieieeeeeeeteteeeteeeeeeeeeeeeeeetesesesesesasesesesesesesasasesesssesessserareseseseresensrennns 47
C. Essai de stérilité
D Essai des endotoxines bactériennes
E Caracteres organoleptiques
F. [ PO USSP PR PPPPPUPPPSPPPPPPRE
G OSMOIGITE ...ttt e ettt et e e ettt e e ettt e e e et e e e s ts e s e eatsaa e e asaaaeaatsaseesssaseaassnaan
H PAItiCUIES NON VISIDIES : ....ooeveeeneeeeieeeeeeeeeteee ettt e ettt e e e e e ettt e e e e e ettt et e e e eeesstssseaaaaeasiians 49
DISCUSSION ....cuuuuriiiiiiiiiiiineeeeiiiisisssssseesssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssnssesssssssssans 50
CONCLUSION ET PERSPECTIVES......ccooittiiiiiisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 55
BIBLIOGRAPHIE .........cccoueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnsnnnnnnnnns 56



ANNEXE 1 : PLACE DE L'EMR ET L’ESD DANS LA PRISE EN CHARGE DES TUMEURS DE L’CESOPHAGE (1/2)...... 63
ANNEXE 2 : PLACE DE L'EMR ET L’ESD DANS LA PRISE EN CHARGE DES TUMEURS DE L’CESOPHAGE (2/2)...... 64
ANNEXE 3 : PLACE DE L'EMR ET L’ESD DANS LA PRISE EN CHARGE DES TUMEURS GASTRIQUES..................... 65
ANNEXE 4 : PLACE DE L'EMR ET L’ESD DANS LA PRISE EN CHARGE DES TUMEURS COLIQUES............ccccuerneee 66
ANNEXE 5 : PLACE DE L'EMR ET L’ESD DANS LA PRISE EN CHARGE DES TUMEURS RECTALES. .........c.cccccevnnnene 67
ANNEXE 6 : RESUME DES ETUDES EX VIVO ET IN VIVO CHEZ L’ANIMAL (1/3) ....covvernuirnninnnennnessesssesssesssesssenans 68
ANNEXE 7 : RESUME DES ETUDES EX VIVO ET IN VIVO CHEZ L’ANIMAL (2/3) ....coovernuirnirnenscnnncsnsesssesssesssenans 69
ANNEXE 8 : RESUME DES ETUDES EX VIVO ET IN VIVO CHEZ L’ANIMAL (3/3) ....coovernuirninnninnncnnscnnsesssesssesssenans 70
ANNEXE 9 : RESUME DES ETUDES MULTICENTRIQUES (1/2) ....cccceeueruiinirsnnneniisensnnsnesseisesssesessesssessessessssssesnes 71
ANNEXE 10 : RESUME DES ETUDES MULTICENTRIQUES (2/2) .....ceoveruiiernennneniiennncseiiiesssessisessesssessesessscsnes 72
ANNEXE 11 : RESUME DES ETUDES MONOCENTRIQUES (1/2) ....eevueruiieisennneniiessnnnenisseessesissessssssessessesssenes 73
ANNEXE 12 : RESUME DES ETUDES MONOCENTRIQUES (2/2) ....eeeeruiierrenneniiennncnneniisesssesisessssssessessesssesnes 74
ANNEXE 13 : RESUME DES META-ANALYSES .....cccooiittiiiiiiiininnnniieniiissisnnieeesiiisssmmeeesisssssssseesssssssssssssssses 75
ANNEXE 14 : AIDE A L'INTERPRETATION DE L’ESSAI DES ENDOTOXINES BACTERIENNES (MANUEL CHARLES
2T 1 N 76
ANNEXE 15 : RESULTATS DES ESSAIS DES ENDOTOXINES BACTERIENNES (SOLUTIONS PURES) ........ccoeuereneeee 77
ANNEXE 16 : RESULTATS DES ESSAIS DES ENDOTOXINES BACTERIENNES (SOLUTIONS DILUEES 1/50) .......... 78
ANNEXE 17 : FICHE DE FABRICATION DES SOLUTIONS DE FRUCTOSE 5% ET GLYCEROL 10% (HOPITAL E.
HERRIOT, LYON) c.uetiiiiiiiuieiitiieneisssneiineissseiessresssnesssnesessesessssssssesssnessssesessesesssesssnesosnesessssesssessanesssnesessssesnesse 79

11



LISTE DES ABBREVIATIONS
2FA : 2- furaldéhyde
5HMF : 5-hydroxyméthylfurfural
a : pente de la fonction de réponse validée
0?2 : Variance
ACSB : n-(4-Antipyryl)-3-Chloro-5-Sulphonate-p-Benzoquinoneimine
ADP : Adénosine DiPhosphate
AGE : Advanced Glycation End products (Produits terminaux de la glycation)
ATP : Adénosine TriPhosphate
BPP : Bonnes Pratiques de Préparation
CBP : Centre de Biologie et Pathologie
CHU : Centre Hospitalier Universitaire
CLHP : Chromatographie liquide haute performance
CMC : Carboxyméthylcellulose
CV : Coefficient de variation
DCHBS : 3,5-DiChloro-2-HydroxyBenzene Sulphonate acide
EMR: Endoscopic Mucosal Resection, mucosectomie endoscopique
EMR-C: Cap assisted EMR
EMR-L : EMR with Ligation
ep. : Epithélium
EPPI : Eau pour Préparation Injectable
ESD: Endoscopic Submucosal Dissection
ESGE: European Society of Gastrointestinal Endoscopy
EUS : Ultrasons par endoscopie (Endoscopic Ultasound)
EVA : copolymere d’Ethyléne et d’Acétate de Vinyle
G6P-DH : Glucose-6-phosphate Déshydrogénase

GERPAC : Groupe d’Evaluation et de Recherche sur la Protection en Atmosphére
Contrélée

GK : Glycérol Kinase
GPO : Glycérol Phosphate Oxydase
H20:2: Peroxyde d’hydrogene

HFAL : Hotte a flux d’air laminaire

12



HK : HexoKinase

HPMC: Hydroxypropylméthylcellulose

ICH: International Conference on Harmonization

INCa : Institut National du Cancer

JO : Immédiatement aprés préparation

KH2POa : Dihydrogénophosphate de potassium

LOD : Limit of Detection (limite de détection)

LOQ : Limit of quantification (limite de quantification)

l.p. : Lamina Propria

M5 : 5 mois apres préparation

MeOH : Méthanol

m.m : Musculaire Muqueuse

m.p. : Muscularis Propria

NaCl : Chlorure de sodium

NADP : Nicotinamide-Adénine Dinucléotide Phosphate

NADPH : Nicotinamide-Adénine Dinucléotide Phosphate réduit
PE : Pharmacopée Européenne

PGl : Phospho-Glucose-lsomérase

POD : Peroxydase

QC : Contrble qualité (Quality control)

RO : Résection complete avec marges histologiques suffisantes
Sd : Ecart type (Standard deviation)

SFSTP : Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques
SFPC : Société Francaise de Pharmacie Clinique

S.m. : sous muqueuse

TNM : Tumor Node Metastasis (Tumeur, Ganglion lymphatique, Métastase)

UPLC : Ultra Performance Liquid Chromatography (Chromatographie liquide ultra
haute performance)

U sm+N/+ : résultats des ultrasons suggérant une invasion sous muqueuse ou des
ganglions lymphatiques

ZAC : Zone a atmosphére controlée

13



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Subdivision des cancers digestifs précoces en fonction du degré

d’envahissement de la paroi du tube digestif ... 19

Figure 2 : Stade TNM en fonction du degré d’envahissement des tumeurs digestives

............................................................................................................... 20
Figure 4 : Différentes techniques utilisées pour lTEMR...............cccooiiiiiiiiinn. 22
Figure 5 : Différentes étapes de la dissection sous muqueuse...............ccccceeeenen.n. 23

Figure 6 : Arbre décisionnel concernant la prise en charge des tumeurs digestives
superficielles proposé par ['European Society of Gastointestinal Endoscopy

(ES Gttt 24
Figure 7 : Profil d’exactitude @ 95% - SHMF ... 45
Figure 8 : Profil d’exactitude @ 95% - 2FA........oii 45

Figure 9 : Concentrations en fructose et glycérol des préparations immédiatement

apres leur production et aprés 5 mois de conservation................ccceeeeieeniinenenn... 46

Figure 10 : Chromatogrammes des solutions de fructose 5% et glycérol 10% dans

NaCl 0,9% dilués au 1/50° dans la phase mobile...............oooiiiiii, 47
Figure 11 : Dégradation du Fructose en SHMF ... ... ..o, 52
Figure 12 : Dégradation du SHMF en 2FA d’aprés..........ccooiiviiiiiiiiiiiieeieeeen, 52

14



LISTE DES TABLEAUX

Tableau | : Conditions chromatographiques de l'analyse..................coooiiiiinii, 37
Tableau Il : Préparation de la gamme d’étalonnage sans matrice......................... 37
Tableau Ill : Préparation de la gamme d’étalonnage avec matrice........................ 38
Tableau IV : Préparation des QC avec matrice............coooviiiiiiiiiiiiiiiee 38
Tableau V : Evaluation de I'effet matrice pourle SHMF..................ooiiinin. 43
Tableau VI : Evaluation de I'effet matrice pourle 2FA... ..., 43

Tableau VIl : Résultats des coefficients de variation (CV) : CV Répétabilité et CV
Fidélité intermédiaire pour les QC duBHMF ... ... ..o 44

Tableau VIII : Résultats des coefficients de variation (CV) : CV Répétabilité et CV
Fidélité intermédiaire pour les QC du 2FA...... ..o 44

Tableau IX : Paramétres de la droite de régression et Limite de détection (LOD) et de
quantification (LOQ) du SHMF et du 2FA. ... ..o, 44

Tableau X : Comparaison du comptage particulaire non visible des solutions de
fructose 5% et glycérol 10% dans NaCl 0,9% aJOetM5.........cooeiiiiiiiiiiiiiinen, 49

15



LISTE DES ANNEXES

Annexe 1: Place de 'EMR et la ESD dans la prise en charge des tumeurs de
I'cesophage (1/2) : Carcinomes épidermoides..........cooviiiiiiiiiiiiii e, 63

Annexe 2: Place de 'EMR et la ESD dans la prise en charge des tumeurs de
I'cesophage (2/2) : CEsophage de Barrett............ooooiiiiiiii 64

Annexe 3: Place de 'EMR et la ESD dans la prise en charge des tumeurs
[0 F= 151 {11 PP 65

Annexe 4: Place de 'EMR et la ESD dans la prise en charge des tumeurs
COlQUES . .. e 66

Annexe 5: Place de 'EMR et la ESD dans la prise en charge des tumeurs

FECHAIES . . .o 67
Annexe 6 : Résumé des études ex vivo et in vivo chez I'animal (1/3).................... 68
Annexe 7 : Résumé des études ex vivo et in vivo chez I'animal (2/3).................... 69
Annexe 8 : Résumé des études ex vivo et in vivo chez I'animal (3/3).................... 70
Annexe 9 : Résumé des études multicentriques (1/2)........ccoovviieiiiiiiiiiiiiiieene. 71
Annexe 10 : Résumé des études multicentriques (2/2)..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiianne. 72
Annexe 11 : Résumé des études monocentriques (1/2)........ccceiiiiiiiiiiiiiiinnnn. .. 73
Annexe 12 : Résumé des études monocentriques (2/2)........ccoveiiiiiiiiiiienennnannn. 74
Annexe 13 : Résumé des méta-analySes.........c.coeiuiiriiiiiiiiii e 75

Annexe 14 : Aide a l'interprétation de I'essai des endotoxines bactériennes (manuel
Charles RIVEN). ... e 76

Annexe 15: Reésultats des essais des endotoxines bactériennes (solutions

Annexe 16 : Résultats des essais des endotoxines bactériennes (solutions diluées
17501 T 78

Annexe 17 : Fiche de fabrication des solutions de fructose 5% et glycérol 10% (Hbpital
E. HEITIOLLYON). ..o 79



INTRODUCTION

Les cancers de la sphere digestive sont fréquents et représentent une cause
importante de mortalité dans le monde et en France.

A I'échelle mondiale, en 2012 I'organisation mondiale de la santé a estimé a 456000
nouveaux cas (3% des cancers) de cancer de I'cesophage (8¢ rang des cancers au
niveau mondial) et 400 000 déces (5% des cancers), 952000 nouveaux cas (7%) de
cancer de I'estomac (5°) et 723000 déces (9%), et 1 360 600 nouveaux cas (10%) de
cancer colorectal (3° rang des cancers chez ’'hnomme et 2¢ chez la femme) et 694 000
déces (4° cause de déces par cancer).[!l Les cancers de I'oesophage et de I'estomac
surviennent trés majoritairement dans les pays d’Asie tandis que le cancer colorectal
concerne principalement les pays industrialisés d’Europe centralel,

En 2017, I'lnstitut national du cancer (INCa) a estimé a 4840 nouveaux cas de cancer
de l'cesophage (15° rang des cancers en terme d’incidence) et 3225 déces (10¢
position en terme de mortalité par cancer), 6620 nouveaux cas de cancer de I'estomac
(13e) et 4440 déces (8°), et 44870 nouveaux cas de cancer colorectal (4¢) et 17680
décés (29)2,

La mise en ceuvre d’'une surveillance endoscopique des lésions néoplasiques permet
de détecter les tumeurs a un stade précoce puisque la plupart de ces lésions
apparaissent au niveau de la lumiére digestivel®l. Les lésions néoplasiques
superficielles du tube digestif (lésions T1 selon la classification Tumor Node
Metastasis ou TNM[-8]) sont celles limitées a la muqueuse ou a la sous-muqueuse.
Elles sont généralement de meilleur pronostic et peuvent étre traitées grace a des
méthodes non chirurgicales.

Depuis les années 1980, deux techniques endoscopiques de résection des tumeurs
superficielles du tube digestif ont été développées, d’abord au Japon puis en Europe.
Il s’agit de la mucosectomie (Endoscopic Mucosal Resection ou EMR) et de la
dissection sous muqueuse (Endoscopic Submucosal Dissection ou ESD). Ces deux
techniques requiérent I'injection sous-muqueuse d’un liquide. Ce liquide permet de
créer un « coussin » entre la sous-muqueuse et la paroi musculeuse ; ainsi cela limite
le risque de perforation et d’hémorragie tout en facilitant la résection de la Iésion. Ces
technigues présentent I'avantage par rapport aux précédentes techniques
endoscopiques de permettre une résection monobloc (soit en une seule piece
opératoire) de Iésions digestives de taille plus importante ou non polypoides.
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Si lEMR et 'ESD sont de plus en plus utilisées et intégrées au sein des
recommandations de prise en charge émises par les sociétés savantesl’-14 et les
autorités de santél'>-18l il n'existe pas de recommandation concernant le liquide a
utiliser pour surélever la lésion et aucune spécialité n’est actuellement disponible en
France dans cette indication.

Le liquide de référence injectées en sous-muqueux doit permettre la conduction du
courant. Il doit permettre de maintenir une surélévation satisfaisante pendant toute la
durée de l'intervention tout en limitant le nombre d’injections nécessaire a ce maintien.
Il doit donc présenter une légére viscosité, afin de ne pas diffuser trop rapidement dans
les tissusl”192%, |e liquide injecté doit également étre conforme a la monographie des
formes a usage parentérall?1l.

En l'absence de spécialité disponible dans cette indication, les endoscopistes ont
recours soit & des spécialités disponibles pour d’autres indications, par exemple le
chlorure de sodium (NaCl) ou I'hydroxyéthylamidon (Voluven® soluté de remplissage
colloide). Certaines spécialités qui sont citées telles que le Glyceol® (mélange de
fructose et de glycérol dans du chlorure de sodium isotonique) ne sont disponibles
qu’au Japon pour traiter les cedemes intracraniens ou réduire la pression intraoculaire.
Dans ces situations, le recours a une préparation hospitaliere réalisée au sein de
I'établissement est possiblel6:19],

Le Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Lille prend en charge un a deux patients
chaque semaine pour résection endoscopique de tumeur de I'ensemble du tractus
digestif (90% EMR et 10% ESD). Devant I'absence de spécialité adéquate disponible
et en vue d’optimiser la prise en charge de ces patients, les équipes du préparatoire
et du laboratoire de contrble des préparations de la pharmacie centrale ont été
sollicitées pour développer une préparation stérile dédiée, avec les contrbles
nécessaires pour assurer sa qualité et garantir sa sécurité d’emploi.

L’objectif de ce travail, articulé en deux parties, est de développer une solution de
fructose a 5% et de glycérol a 10% dans le chlorure de sodium isotonique.

La premiére partie s’intéressera a I'étude de faisabilité de la préparation, qui repose
sur une étude de la faisabilité clinique et technique de la préparation. La seconde partie

concernera les contréles de qualité mis en ceuvre sur la préparation.
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FAISABILITE

I. Aspects cliniques

A. Anatomie de la paroi digestive et classifications des tumeurs
digestives précoces
La paroi du tube digestif est composée de cing couches successives (Figure 1). Au
contact de la lumiére digestive on trouve I'épithélium (e.p.), puis la lamina propria (I.p.).
Viennent ensuite la musculaire muqueuse (m.m.), la sous muqueuse (s.m.) et la
muscularis propria (m.p.). Les tumeurs digestives sont catégorisées en fonction du
degré d’envahissement de la paroi digestive, de m1 (envahissement limité a

I'épithélium) a sm3 (envahissement jusqu’a la muscularis propria)?2,

m1 m3 sm2 Lumiére digestive
m2 sm1 sm3
l ‘ e.p.
- l.p.
m.m.
s.m.

NS HG. .
e —

Figure 1 : Subdivision des cancers digestifs précoces en fonction du degré

d’envahissement de la paroi du tube digestif d’aprés [22]

La majorité des tumeurs digestives prennent naissance au niveau de la lumiére
digestive, sous la forme de dysplasie, puis progressent en envahissant les couches
successives de la paroi du tube digestif. Cela peut étre mis en relation avec la
classification TNM des tumeurs digestives : les tumeurs TO ou Tis (in situ) sont limitées
a I'épithélium et la muqueuse, les tumeurs T1 atteignent la sous-muqueuse, les
tumeurs T2 la musculeuse, T3 la couche séreuse et le stade T4 correspond a un

essaimage a distancel®! (Figure 2).
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» Spread to other organs

Figure 2: Stade TNM4523 en fonction du degré d’envahissement des tumeurs

digestives (d’aprés [6])

La classification de Paris des tumeurs superficielles du tube digestif se base sur des
critéres morphologiques de la Iésion tumorale et associe un risque d’envahissement
sous-mugueux a chaque sous-typel®24l (Figure 3) Selon le classement de la Iésion,
une prise en charge endoscopique pourra étre envisagée ou directement écartée.
Cette classification fait référence au niveau mondial. Elle a fait 'objet d’'un consensus

entre les endoscopistes européens, japonais et américains!2>28],

—

0-lla

-
0-ilb

B0 et

Figure 3 : Classification de Paris des lésions superficielles du tube digestif d’aprés
[25,26]. Nous ne détaillerons que la partie concernant les Iésions superficielles (stade

0), les autres classes n’étant pas concernées par une prise en charge par endoscopie.

Sous-groupe Ip (Polypoide), Is (Sessile), lla (Iégérement suréleve, <2,5mm), llb

(plane), lic (déprimée), Il (ulcérée).
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Si la morphologie de la Iésion est associée a un faible risque d’envahissement sous

mugueux, une résection de la tumeur par endoscopie peut étre envisagée.

Deux techniques de résection endoscopique sont apparues au cours des dernieres
décennies et sont actuellement employées dans notre établissement. Il s’agit de la

mucosectomie (EMR) et de la dissection sous muqueuse (ESD).
Les principes de ces deux méthodes endoscopiques sont expliqués ci-dessous.

B. Technique opératoire
1. Mucosectomie endoscopique (EMR)20:27-34

La mucosectomie endoscopique, aussi appelée résection muqueuse endoscopique
ou strip biopsy est une technique de résection des tumeurs digestives par endoscopie,
apparue aux Etats Unis d’Amérique en 195503 et développée au Japon a partir des
années 80?71, La technique initiale a depuis été améliorée afin d’en optimiser les

résultats et limiter les complications(?8l.

La mucosectomie permet la résection « en bloc », c’est-a-dire en une seule piéece
opératoire des lésions. Elle est moins invasive que la chirurgie et présente une morbi-
mortalité plus faible avec des résultats similaires en terme d’efficacité et de survielél.
Par rapport a la polypectomie endoscopique, elle présente I'avantage de permettre
une résection compléte de la tumeur avec des marges histologiques suffisantes (R0),

facilitant I'évaluation histopathologique de la tumeur et limitant les récidives!2%-32],
La procédure de résection se déroule en quatre étapes :

- La premiére étape consiste a marquer la Iésion par trois ou quatre incisions

superficielles au bistouri électrique en périphérie de la tumeur,

- La seconde étape consiste en l'injection d’un liquide en sous muqueux afin de
séparer la lésion a réséquer de la paroi, limitant ainsi le risque de perforation et

d’hémorragie au cours de I'opération,

21



- La troisieme étape consiste en la capture de la Iésion a I'aide d’une anse (A).

Différentes techniques sont apparues pour améliorer I'efficacité de cette étape
(Figure 4),

U

— D,

Figure 4 :

Différentes techniques utilisées pour 'lEMR d’aprés [22]

EMR-C : Utilisation d’'un capuchon transparent (cap) a l'extrémité de

I'endoscope pour aspirer la |ésion et la pédicule (C)[?231,

EMR-L : Techniqgue EMR-C suivie de la mise en place d’'un élastique

(ligation band) permettant de maintenir la pédiculation de la lésion (D)?2,

EMR with a grasping method (EMR avec méthode d’accroche) : utilisation
d’endoscope a double canal opérateur, permettant le passage d’'une pince

pour attraper la |ésion a réséquer (B)?2,

EMR with tissue incision : consiste a inciser la périphérie de la Iésion puis a

loger I'anse de résection dans le sillon créé.

EMR Piece-meal : résection en fragments[34l.

- La procédure de mucosectomie se termine par la résection de la lésion a I'aide

d’une anse diathermique a la base de la tumeur.
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Cette technique est efficace pour les lésions de petite taille, limitée a 15 mm de
diamétre. Au-dela de ce diametre le risque de résection incomplete est conséquent et
entraine un fort taux de récidives. La résection fragmentée (piece-meal) permet de
réséquer des tumeurs de taille plus importante mais est associée a un risque de
récidive plus élevé que la résection en bloc. De plus, I'évaluation histologique de la
tumeur s’en trouve compliquée, puisque I'anatomie de celle-ci est modifiée par la

résection fragmentée.l34

2. Dissection sous muqueuse (ESD)[6:815-18,34,36-40]

La technique de dissection sous muqueuse, plus récente et plus complexe est
associée a un risque de complications et de perforations accru, qui semble toutefois

se réduire avec I'expérience de |'opérateurl?8:36.37],

Elle présente les mémes avantages que la mucosectomie par rapport a la chirurgie et
a la polypectomie mais permet de traiter des Iésions de plus grande taille ou avec
envahissement sous muqueux superficiel. L'ESD permet une résection compléte de la
tumeur avec des marges histologiques suffisantes (R0) « en bloc » de ces lésions, ce
qui entraine une diminution du risque de récidive locale et permet une bonne

évaluation histologique de la piece réséquée.

Elle se découpe en 4 étapes('>16l (Figure 5) :

Injection sous

muqueuse
c D
=y 7
- /,.// 6 ~
Af/ / ~
<=

Incision Dissection
circonférentielle sous muqueuse

Figure 5 : Différentes étapes de la dissection sous mugqueuse d’apres [15,16]
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La premiére étape (A) consiste en un marquage diathermique en plusieurs points a la
périphérie de la tumeur.

La seconde étape (B) comprend l'injection sous muqueuse d’un liquide afin de séparer
la lIésion de la paroi et limiter le risque de complications. La muqueuse est ensuite
incisée en sillon (C), a distance de la Iésion, a partir duquel la dissection sera effectuée
de la périphérie vers le centre (D).

Cette technique a été optimisée par I'équipe de I'Hopital Edouard Herriot de Lyon[343°]
qui a mis au point la technique « du tunnel », qui remplace l'incision circonférentielle
par une incision distale et proximale, permettant ainsi de maintenir une traction sur la
Iésion et faciliter sa résection. Cette technique est principalement utilisée pour prendre

en charge les lésions de I'cesophage.

3. Indications:

Les techniques dEMR et ESD ayant initialement été développées au Japon, les
recommandations de prise en charge des tumeurs digestives par ces techniques en
Europel™™@ et en particulier en Francell%12-1841] se sont basées sur celles émises par
les experts japonais. Elles sont indiquées pour la prise en charge des tumeurs

digestives superficielles a faible risque d’envahissement ganglionnaire. (figure 6)

) ;
Diagnostique par endoscopie haute résolution (Centre expert)
!\ !\ !I !\ !\
Carcinome Adenocarcinome sur B Célon e
épidermoide CEsophage de Barrett
¥ ¥
EUS si invasion sous EUS si invasion sous
muqueuse probable mugqueuse probable
| 1
! Caractérisation de la |ésion par chromoendoscopie haute résolution: ‘!
U sm+/N+ U sm+/N+
i - Classification de Paris 1
! - Délimitation et taille \l
Chimiothérapie et/ou - Schéma muqueux (’59“"5”'[’59““?” Chimiothérapie et/ou
Radiothérapie * chirurgie - Granuleux/ non granuleux/ déprime (colorectal) Radiothérapie * chirurgie
1
) |
‘ ESD en premiére intention
Carcinome Est Colorectal non granuleux / deprimé
épidermoide Slomac > 20 mm*
EMR en premiere intention
Lésions superficielles sur Estomac: Petites lésions < 10 mm, Duodénum Colorectal non granuleux / non déprimé
CEsophage de Barrett lla, position difficile pour 'ESD < 20 mm ou granuleux
*Considérer la colectomie ou des approches par chirurgie trans-anales vidéo-assistées commealternatives a I'ESD, selon les habitudes locales

Figure 6 : Arbre décisionnel concernant la prise en charge des tumeurs digestives
superficielles proposé par 'European Society of Gastointestinal Endoscopy (ESGE)
EUS : Ultrasons endoscopiques ; U sm+N/+ résultats des ultrasons suggérant une

invasion sous muqueuse ou des ganglions lymphatiques.
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(Esophage : (Annexe 1 et 2)

Carcinome épidermoidel®1216171: EMR recommandée pour les néoplasies
superficielles ou a faible risque ganglionnaire de taille inférieure a 10 mm ; cependant
'ESD reste l'option thérapeutique recommandée en premiére intention pour les
néoplasies superficielles ou a faible risque ganglionnaire de taille supérieure a 10 mm.
Les lésions sont considérées comme sm1l (résection RO « en bloc » possible par ESD)
pour une invasion en profondeur inférieure a 200 um. Les traitements endoscopiques
des lésions supérieures aux 2/3 de la circonférence de I'cesophage ne sont pas

recommandées, en raison du risque de sténose.

(Esophage de Barrettl®91216.17 : || est recommandé de réséquer les lésions
visibles de I'cesophage de Barrett. En cas de cancer superficiel sur muqueuse de
Barrett, cette opération peut étre associée a un traitement par radiofréquence ou une
coagulation au plasma argon, voire une nouvelle intervention pour prévenir les

récidives locales.

L'EMR est recommandée en premiére intention dans cette indication, elle est
conseillée pour les néoplasies superficielles a faible risque ganglionnaire de taille
inférieure a 15 mm. L’ESD est quant a elle recommandée pour le traitement des
|ésions de taille supérieure a 15 mm, difficiles a soulever et/ou a risque d’invasion sous
muqueuse. Les lésions sont considérées sm1 si lI'invasion en profondeur est inférieure

a 500 pm.

Estomacl!®151841] : (Annexe 3)

L’EMR et 'ESD ont d’abord été développées au Japon en vue de traiter les tumeurs
superficielles de l'estomac (plus fréquemment rencontrées qu’en Europe). Ces
techniques endoscopiques sont recommandées pour la prise en charge des tumeurs
superficielles a faible risque d’invasion ganglionnaire. L'EMR est recommandée pour
traiter les tumeurs de taille inférieure a 10 mm. L’ESD est recommandée en premiére
intention pour traiter les adénocarcinomes de type intestinal bien ou moyennement
différenciés, de stade 0.1 ou 0.l de la classification de Paris, et de taille inférieure & 30
mm ou sans limite de taille si absence d’ulcération, bien différenciés et limités a la
muqueuse digestive. Les lésions gastriques sont classées sm1 si l'invasion tumorale

est inférieure a 500 um en profondeur.
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Duodénum!(®13] :

La dissection sous muqueuse n’est pas recommandée en routine en raison du trés
haut risque de perforation. Pour le traitement des Iésions superficielles la polypectomie
standard et la mucosectomie peuvent étre utilisées, mais la chirurgie classique reste

largement employée.

Cblonl811.14.3037 : (Annexe 4)

La plupart des Iésions superficielles du cdlon peuvent étre traitées efficacement par
polypectomie ou mucosectomie. La dissection sous muqueuse est envisageable en
cas de lésion a haute suspicion d’invasion limitée de la sous muqueuse (< 1000 um),
en particulier si cette Iésion est de taille supérieure a 20 mm ou qu’elle ne peut pas

étre retirée de maniére optimale par les autres techniques.

Rectuml”8.10.30.32.37] - (Apnnexe 5)

La majorité des lésions superficielles du rectum sont efficacement retirées par
polypectomie et/ou mucosectomie. La dissection sous muqueuse est une alternative
pour les lésions de grande taille (= 20 mm) ou a haut risque d’invasion limitée de la
sous muqueuse (< 1000 ym). L'EMR ou 'ESD peuvent étre utilisées pour les
adénocarcinomes a faible risque d’invasion ganglionnaire, c’est-a-dire les cancers in
situ bien ou moyennement différenciés, sans invasion lympho-vasculaire, sans
budding (petits amas de cellules tumorales, mal limités, dissociant le stroma au niveau
du front d’invasion tumorale), et/ou sans contingentement mucineux ou a cellules

indépendantes.

4. Besoins

Le liquide idéal pour l'injection sous muqueuse doit permettre le bon décollement de
la muqueuse et rester dans I'espace sous muqueux suffisamment longtemps pour
permettre la résection « en bloc »":1%20 || doit également permettre la conduction du
courant de section, tout en formant une couche protectrice pour les tissus autour de la
lésion. Comme tout liquide destiné a étre injecté, il doit étre stérile et apyrogenel*d. En
outre, il ne doit pas étre toxique pour les tissus, ne pas géner la cicatrisation et
permettre une classification précise de la maladie en n’altérant pas la structure
tissulairel”192%, e co(t et la facilité d’accés a ce produit sont également des facteurs

importants a prendre en comptel”-34,
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5. Solutions disponibles

Le premier liquide utilisé lors du développement de 'EMR et 'ESD a été le chlorure de
sodium isotonique (NaCl 0,9%)?71, qui reste la solution de référence en EMRI?8l, Cette
solution est peu colteuse et tres facilement accessible dans le monde. Elle ne
présente aucune toxicité tissulairel*?l. Cependant elle diffuse trés rapidement en

dehors de la sous muqueuse et nécessite de fréquentes réinjections pour maintenir la
suréIévation[7'15‘20'22'29'30'34'37'39’44‘54].

Une des premiéres variations a été d’utiliser du sérum adrénaliné au 1/10 000¢© ce qui
ralentit la diffusion hors de I'espace sous muqueux et prévient les hémorragies[?228-
30.37.4554]  Cependant ces effets n'ont jamais été démontrés par des études

comparatives avec le chlorure de sodium isotonique.

Un colorant bleu tel que I'indigo carmin peut étre ajouté afin de faciliter le repérage de

la sous muqueuse.

D’autres solutions peu onéreuses et faciles d’accés ont été testées telles que le
chlorure de sodium hypertonique (NaCl 3,75%), le glucose hypertonique (15%, 20%,
30%,40%,50%)[7:19.28-30,45.46,4851-53] .~ Cependant ces solutions entrainent des
dommages tissulaires pouvant persister plus dune semaine aprés

I'interventionl43:52:53],

Afin de retarder la diffusion de la solution hors de I'espace sous muqueux, d’autres

solutions plus visqueuses peuvent étre utilisées.

L’hydroxyéthylamidon (Voluven®)67:37:4951 est une solution macromoléculaire de
grande sécurité d’emploi, peu onéreuse et facile d’accés qui est actuellement utilisée
au CHU de Lille dans les procédures d’ESD ; cependant cette alternative n’est pas
optimale puisque sa viscosité trop importante a déja entrainé l'obstruction d’un

endoscope. De plus, elle est susceptible d’entrainer une déshydratation tissulaire.

D’autres solutions visqueuses sont actuellement testées comme alternative et citées

dans la littérature :

e Lagélatine succinylée, commercialisée sous le nom de Gelofusine® [7:1%51 (peu

facile d’acces, avec un risque allergique lié aux protéines bovines),
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e L’hydroxypropylméthylicellulose (HPMC) ou la carboxymethylcellulose (CMC)

dont la toxicité reste a étudier plus en détail [719:30.52,53],

e Les poloxamers qui présentent 'avantage d’étre fluides a 20°C et se solidifier a
37°C [6|49,55]’

e Le fibrinogéne (a risque de transmission virale) 1195253 dont le co(t est

également élevé.
e Le sang autologuel?,
e l'alginate de sodium!19:56],

e Le chitosan qui posseéderait en plus des propriétés hémostatiques,
antibactériennes et pro-cicatrisantes, mais dont la biocompatibilité doit encore

Btre évaluéell?525357]

Parmi toutes ces solutions, seules celles a base d’acide hyaluronique ont démontré
une durée de soulevement plus longue de la muqueuse par rapport a du NaCl 0,9%
ou des solutions hypertonigues ou visqueuses dans des modeéles animaux (organe

isolé ou animal vivant)#3.45:46,49,53,56,58,59,59.60] (Annexes 6 a 8)

Nous disposons de trés peu de données comparatives concernant l'efficacité et la
sécurité d’emploi de toutes ces solutions pour injection sous muqueuse : 4 études

multicentriques 61641, 4 monocentriques [3865-67] (Annexes 9 a 12).

Par ailleurs, une étude multicentrique randomisée contrdlée coréenne en ouvert (non
publiée) a démontré un temps d’élévation de la muqueuse plus important avec I'acide
hyaluroniqgue comparativement au NaCl 0,9% avec un taux de complications similaires

dans la prise en charge de cancers gastriques chez 'Homme[®3l.

Globalement, selon trois méta-analyses'®-51:68] qui ont comparé différentes solutions,
I'acide hyaluronique n’a pas amélioré significativement les résultats de la résection[®3].

(Annexe 13) L’impact clinique sur les résections avec acide hyaluronique est rarement
étUdié[19'51'52'61_63'65_69]_

Il existe deux produits de santé commercialisés, contenant de I'acide hyaluronique :
MucoUp® (Japon)!®! et Endo-Ease® (Corée)fll. Ces solutions ne déshydratent pas

les tissus et présentent des propriétés pro-cicatrisantes.
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Cependant elles sont moins facilement disponibles, stimuleraient potentiellement la
prolifération de cellules cancéreuses résiduelles (sur des modéles animaux) 7071 et
ont des colts prohibitifs ($550,6/g d’acide Hyaluronique soit 473,8€/g!°¢. MucoUP®

colte environ 60€ pour 20mL )6,

Certains auteurs ont tenté de diminuer ces colts en mélangeant les solutions d’acide
hyaluronique avec d’autres solvants (glucose hypertonique, mélange de fructose a 5%
et glycérol a 10% dans du NaCl 0,9%) en vue de limiter la quantité d’acide

hyaluronique nécessaire a I'obtention d’un effet similairel3843.72],

Il s’agit de solutions a base d’acide hyaluronique a 800 KDa (Artz®, Kaken Pharma)

ou 1900 KDa (Suvenyl®, Chugai pharmaceuticals)!6.7.19.28-30.34,45-47,49-54]

Une alternative a I'acide hyaluronique bien décrite dans la littérature est le Glycéol®
(fructose a 5% et glycérol a 10% dans le NaCl 0,9%)[6.7.20:28,29,34,37,38,43-4545-
49,52,53,55,58,64,73-77] ' Cette solution peu onéreuse est disponible au Japon. Une seule
étude multicentrique et quelques cas rapportés ont démontré sa supériorité par rapport
au NaCl 0,9% en terme d’efficacité cliniquel®*7%l. Les solutions a base de glycérol 10%
plus ou moins associé a 5% de fructose ont été étudiées au cours d’une étude
multicentrique prospective contrélée en ouvert®, d'une étude monocentrique
prospective non controléel®8], et huit études sur modéle animal in ou ex
vivol43:45.46:49.55,56,74,75] - Ces études ont démontré une efficacité inférieure a celle de
I'acide hyaluronique pour maintenir la surélévation muqueuse, mais supérieure ou
égale a celle des autres solutions disponiblesl43:45:46.55.56.74.75] gyt en présentant une
faible toxicité[®843561 En effet, le glycérol pouvant librement passer au travers des
membranes cellulaires, la différence de pression osmotique entre le milieu intra et
extracellulaire est seulement due au fructose qui ne cause pas de dommage cellulaire,

le chlorure de sodium permet quant a lui la conduction du courant de section[*3.78l,

En accord avec le service d’endoscopie digestive, nous avons choisi de développer
une solution de fructose a 5% et glycérol a 10% dans le NaCl 0,9%, comme cela a
déja été fait aux Hospices Civils de Lyon[’8 et a Limoges. Le seul protocole de
préparation décrit en France est celui de I'équipe de Lyon. La préparation y est réalisée
sous azote (filtration stérilisante sous pression positive d’azote en amont du filtre),
nécessitant des eéquipements et des compétences dédiés, non disponibles dans tous
les établissements. Pour cette raison nous avons développé une méthode de

production aseptique simple, donc en présence d’oxygéne.
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[l. Aspects technigues

A. Mode de préparation

L’hépital de Lyon est équipé de cuves en acier inoxydable permettant la préparation
de poches de nutrition parentérale sous azote. L’équipe du secteur des fabrications a

réutilisé cet équipement pour la production de la solution de fructose et glycérol.

Aprés avoir réalisé les étapes de pesée, et de dissolution sous hotte a flux d’air
laminaire (HFAL) vertical, la solution était placée dans les cuves pour un barbotage a
I'azote et filtrée par pression positive d’azote au travers de filtres de porosité maximale
de 0,22um dans une poche souple stérile en copolymeére d’éthyléne et d’acétate de
vinyle (EVA).

Une étude de stabilité a ensuite été réalisée sur la solution préparée et a retrouvé une

stabilité physico-chimique et galénique d’un an quand stocké a 25°C[78l,

B. Modalités de production

La pharmacie du CHU de Lille ne disposant pas des équipements de production sous
azote de I'hopital de Lyon, un nouveau mode opératoire a été développé pour la
préparation de la solution stérile de fructose a 5% (m/v) et glycérol a 10% (v/v) dans
le NaCl 0,9%.

La production a été réalisée au sein de la salle blanche du préparatoire de la
pharmacie du CHU de Lille. L’environnement de travail consistait en une HFAL vertical
(classe A selon les bonnes pratiques de préparation(’®! (BPP)) positionnée dans une
piece de la zone a atmosphére contrélée (ZAC) environnante de classe B selon les
BPP!9. La production de lots tests de deux litres de solution stérile de fructose a 5%
(m/v) - glycérol a 10% (v/v) pour injection intramucosale a été réalisée conformément
aux BPPI7?,

Al'aide de la balance (modéle : BP 121 S SARTORIUS / série : 90308445) située dans
la zone de travail, 100 grammes de D-fructose (Inresa, Bartenheim, France) ont été
pesés dans une coupelle en aluminium et transférés dans une fiole jaugée en verre
classe A stérile (Somatherm, Vieux Berquin, France) contenant environ 500 mL de
NaCl 0,9% (Viaflo, Baxter, Guyancourt, France). Puis, dans une éprouvette graduée
de volume 1000 mL (VWR International, Fontenay-sous-Bois, France), 200 mL de

glycérol ont été mesures.
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Le contenu de la fiole jaugée a ensuite été transféré dans la méme éprouvette et le
volume a été complété a 1000 mL avec le NaCl 0,9%. Le mélange obtenu a été placé
dans la fiole sous agitation. Dans la méme éprouvette, deux fois 500 mL de NaCl 0,9%

ont été mesurés successivement et transvaseés dans la fiole jaugée.

Une fois un mélange homogene obtenu, la fiole jaugée a été décontaminée

extérieurement a l'alcool 70° et introduite dans la HFAL vertical.

La solution obtenue a ensuite été filtrée de maniere stérilisante sur filtre de porosité
0,22 pm (Rapid-Flow filter unit, Thermoscientific, Waltham, Massachussetts, USA)
directement dans des flacons de 125 mL en verre blanc de type 2[8°81 (Gravis Trelaze)
a laide du systéme Stericap® (100 mL par flacons). Les flacons ont ensuite été
bouchés a l'aide de bouchons en chlorobutyle 32mm (Somatherm). Puis, les flacons
ont été sortis de la HFAL pour étre sertis avec des capsules aluminium déchirables
(Somatherm) de diametre 32 mm et étiquetés selon les recommandations en

vigueurt®,
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CONTROLE QUALITE DE LA PREPARATION

. Eléments généraux

Pour toute préparation réalisée, il est nécessaire de s’assurer de sa qualité et de la
sécurité d’emploi par la mise en place de contrbles adaptés. Dans le cadre de la
préparation stérile de fructose 5% et de glycérol 10% dans le NaCl 0,9%, nous avons
effectué les controles relatifs aux préparations stériles*?l. Nous avons Vérifié les
concentrations en fructose et glycérol de la préparation, afin de contrbler
'hnomogénéité de la solution préparée. Notre méthode de préparation différant
considérablement de celle précédemment décrite, elle est susceptible d’entrainer
'apparition de produits de dégradation. Nous avons développé une méthode de
dosage spécifique et sensible pour deux produits de dégradation du fructose, le 5-
hydroxyméthylfurfural (5SHMF) et le 2-Furaldéhyde (2FA) pouvant présenter une
toxicité chez 'Homme. Ces produits de dégradation sont connus pour étre des
précurseurs de produits terminaux de la glycation (Advanced Glycation End products
(AGE))[®384]_|Is sont impliqués dans des phénomeénes de stress oxydatif®3! qui peuvent
impacter le systéme cardiovasculairel®-28] rénall®.°0 ralentir la cicatrisationl! et

induire I'apoptose cellulaire.

. Matériel et méthodes

A. Produits chimiques et réactifs

Le fructose a été obtenu aupres du laboratoire pharmaceutique Inresa (Bartenheim,
France). Le glycérol a été fourni par le laboratoire pharmaceutique Cooper (Melun,
France). Le 5-Hydroxyméthylfurfural (5SHMF) de pureté 99% a été acheté aupres de
Sigma-Aldrich (Saint-Louis, Missouri, USA). Le 2-furaldéhyde (2FA) nous a été fourni
par le laboratoire Alfa Aesar (Haverhill, Massachusetts, USA).

Le méthanol (MeOH) de qualité chromatographique (Hipersolv chromanorm) a été
obtenu auprées du laboratoire VWR Chemicals (Mouscron, Belgique). Le
dihydrogénophosphate de potassium (KH2PO4) a été fourni par Merck (Darmstadt,
Allemagne). L’acide acétique glacial a été obtenu auprés de VWR Chemicals, et 'eau
pour préparations injectables (eppi) Versylene aupres de Fresenius Kabi France

(Sévres, France).
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B. Dosage du fructose et du glycérol

Les dosages ont été réalisés au Centre de Biologie et Pathologie (CBP) du CHU de
Lille, au sein du laboratoire de biochimie et de biologie moléculaire, sur un automate
Konelab Prime 60i (Thermoscientific, série N3421197). Les dosages ont été réalisés
sur des échantillons dilués au 1/1000¢, au 1/2000¢ et au 1/4000° dans du NaCl 0,9%
(VERSYLENE, Fresenius) pour le glycérol et dilués du 1/60¢ au 1/100¢ pour le fructose.
La méthode a été préalablement validée dans la préparation, a la fois pour le fructose

et le glycérol.[78]

Le dosage du fructose a été réalisé par une méthode enzymatique colorimétrique a
l'aide d’'un coffret (Boerhinger Mannheim/ R-Biopharm®, Darmstatdt, Allemagne,

linéarité : 0,27-3,6 g/L). La réaction de dosage se déroule en trois étapes :

La premiére étape consiste en la phosphorylation du fructose par I'hexokinase HK en

présence d’adénosine triphosphate ATP et libére de 'adénosine diphosphate ADP.

(1) D-Fructose + ATP _HK Fructose-6-Phosphate + ADP

La seconde étape de la réaction consiste en la transformation du Fructose-6-

Phosphate en Glucose-6-phosphate par la Phospho-Glucose-lsomérase (PGI).

(2) Fructose-6-Phosphate _PGI_, Glucose-6-Phosphate

La troisieme étape s’effectue en présence de la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6P-DH). Le Glucose-6-Phosphate est oxydé par le nicotinamide-adénine-
dinucléotide phosphate (NADP) en gluconate-6-phosphate et libére du nicotinamide-
adénine-dinucléotide phosphate réduit (NADPH).

(3) Glucose-6-Phosphate + NADP G6P-DH>  Gluconate-6-phosphate + NADPH + H*

Le dosage du fructose est calculé a partir de la mesure d’absorbance du NAPDH formé
a 340 nm.

Le dosage du glycérol a été réalisé par une méthode enzymatique colorimétrique
utilisant un réactif Randox® (Glycérol GPO-PAP, référence GY105, linéarité : O-

100mg/L). La réaction se déroule également en 3 étapes.
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La premiére étape consiste en la phosphorylation du glycérol par la glycérol kinase GK
en présence d’adénosine triphosphate ATP et libére de 'adénosine diphosphate (ADP)

(1) Glycerol + ATP_SK - Glycerol-3-Phosphate + ADP

La seconde étape consiste en I'oxydation du glycérol-3-Phosphate par la glycérol

phosphate oxydase (GPO) et libere du peroxyde d’hydrogéene (H202).

(2) Glycérol-3-Phosphate + 0, ﬂ H.0. + Dihydroxyacétone-phosphate

Le peroxyde d’hydrogene formé est transformé par la peroxydase (POD) en présence
de 4-aminophénazone et 3,5-dichloro-2-hydroxybenzene sulfonate acide (DCHBS) en
n-(4-antipyryl)-3-chloro-5-sulfonate-p-benzoquinone imine (ACSB) qui absorbe a
500nm.

POD
(3) 2 H20.+ DCHBS + 4-aminophénazone —> ACSB

Le dosage du glycérol est calculé a partir de la mesure d’absorbance du ACSB formé
a 500 nm.

C. Développement de la méthode analytique de dosage du 5SHMF et
2FA

1. Systéme chromatographique

Les solutions stériles de fructose 5% et glycérol 10% dans le NaCl 0,9% ont été
analysées sur un systéme chromatographique Ultimate 3000® Thermo Scientific
(Villebon-sur-Yvette, France) composé d’'une pompe quaternaire (LPG 3400SD série
8086502), d’'un passeur d’échantillons automatique a 20°C (WPS 3000TSL série
8090784), d'un four a effet Peltier (TCC 3000 série 6001884) et d’'un détecteur a
barette de diodes (DAD3000 série 8091713). Les analyses ont été réalisées sur 6
minutes. Les chromatogrammes ont été analysés grace au lociciel Chroméléon 7

(version 7.2.2.6394) et aux algorithmes Cobra Wizard et Component Table Wizard.
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2. Conditions chromatographiques

Apres une analyse des données disponibles dans la littérature concernant les
méthodes d’analyse du 5HMF et 2FA, une séparation efficace de ces deux
composants peut étre obtenue par chromatographie liquide (ultra) haute performance
(CLHP/UPLC), I'utilisation de phases stationnaires hydrophobes et d’'une phase mobile
constituée d’'un mélange d’acétonitrile ou méthanol avec de I'eau acidifiée ou un
tampon a pH acidel®>°6l, Nous avons choisi d’adapter la méthode développée par

J.Haybrard et al.l%:%Il en raison de la faible solubilité du glycérol dans I'acétonitrile[®”].

Le dosage simultané du 5SHMF et du 2FA a été réalisé a I'aide d’'une phase stationnaire
hydrophobe Hypersil gold C18, 100 x 3mm ; 2,6um (Thermoscientific, lot 13736, SN
10318425) munie d’'une précolonne et d’'une phase mobile constituée d’'un mélange
(109%/90% - v/v) de méthanol et de solution aqueuse de dihydrogénophosphate de
potassium (0,014 mmol/L, soit 1,95 g pour 1 litre) ajustée a pH 2,95 par de l'acide

acétique glacial (Tableau ).

Tableau | : Conditions chromatographiques de I'analyse

Systéme chromatographique UPLC Ultimate 3000 Thermofisher
Colonne C18 Hypersil gold® 100 x 3 mm ; 2.6 um + Précolonne
Phase mobile Iso_cratique
(MeOH 10% — 90% Solution KH2PO4 0,014mM pH = 2,95)
Débit 0,5 mL.min?
Volume d’injection 10 yL
Température colonne 25°C
Température passeur 20°C
Durée analyse 6 min
A Détection 284 nm DAD
ggg:%ilst:j acquisition des Chromeleon

3. Effet matrice

La solution de fructose a 5% et glycérol & 10% dans le NaCl 0,9% peut présenter un
effet matrice pour le dosage du 5SHMF et du 2FA. Afin d’évaluer la présence d’un tel
effet, nous avons réalisé en accord avec le protocole de pré-validation PV3 de la
Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques (SFSTP)®8-101]
Cing gammes d’étalonnage en présence de la matrice (Glycérol 10% et NaCl 0,9%) et
5 gammes d’étalonnage en I'absence de matrice. L’analyse des échantillons préparés
a permis de définir 'équation de la droite de régression pour le SHMF et pour le 2FA

dans chaque condition.
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Nous avons vérifie ’'homogénéité des variances des hauteurs retrouvées dans chaque
milieu (phase mobile et matrice) pour le SHMF et le 2FA a I'aide d’un test de Cochran
(seuil de significativité a 5%). Nous avons ensuite comparé les valeurs des pentes et
des ordonnées a l'origine des droites de régression retrouvées en présence et en

I'absence de matrice, a I'aide d’un test de Student (a=5%, 46 ddl).

al —a?

[ 2 2

Avec a = pente/ordonnée a l'origine de la droite, o%= variance de a

Les résultats ont également été confirmés a l'aide d’'une analyse par modéle de
régression linéaire multivariee menée sur le logiciel JMP Pro (version 9.02, SAS
Institute, USA).

4. Solutions meres

I. SHMF

La solution mere de 5SHMF a été réalisée en dissolvant 10 mg précisément pesés dans
100 mL d’eppi (Concentration en SHMF = 0,1 mg/mL). Cette solution a ensuite été
diluée afin d’obtenir une concentration de 0,4 pg/mL de 5SHMF dans la phase mobile.
Pour cela 200 pL de la solution a 0,1 mg/mL et 20 uL de méthanol ont été placés dans
une fiole jaugée 50 mL et le volume a été complété avec un mélange (10-90%)
méthanol-solution de KH2PO4 0,014 mM pH = 2,95 (phase mobile).

i. 2FA
La solution mere de 2FA a été préparée a partir d’'une solution de 2FA de pureté 98%
et de densité égale a 1,159. Pour préparer la solution a 800 pg/mL de 2FA, 70,5 pL de
la solution a 98% (équivalant a 800 ug de 2FA) ont été placés dans une fiole jaugée
de 100 mL complétée avec de I'eppi. Deux dilutions successives ont ensuite été
nécessaires pour obtenir une solution a 0,8 ug/mL de 2FA. Dans un premier temps, 5
mL de la solution a 800 ug/mL ont été prélevés a I'aide d’'une pipette jaugée et placés
dans une fiole jaugée de volume 100 mL, apres ajout de 500 pL de MeOH, le volume
a eté complété avec la phase mobile (Concentration en 2FA = 16ug/mL). Puis, 1 mL

de la solution a 16 pg/ml a été placé dans une fiole jaugée de 20 mL et le volume a

été complété par de la phase mobile (Concentration en 2FA = 0,8 pg/mL).
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iii. Glycérol
La matrice a été définie par du glycérol a 10% dans du NaCl 0,9%. Nous n’avons pas

intégré de fructose dans la matrice car la matiere premiére contient une faible quantité
de 5HMF[91’94‘102’103].

A I'aide d’une seringue de 5 mL (référence IVL05, Medicina, Bolton, United Kingdom),
2 mL de glycérol ont été prélevés et placés dans une fiole jaugée de 20 mL. Avec la
méme seringue et une aiguille BD microlance 1,2 x 40mm 18G (référence 304622
Becton Dickinson, Louth, Irlande), le volume a été complété avec du NaCl 0,9%
(Chlorure de sodium Proamp® 0,9%-20 mL, Aguettant, Lyon, France), afin d’obtenir
une solution a 10% (v/v) de glycérol. Cette solution a ensuite été diluée pour obtenir
une concentration de glycérol de 2% (v/v) dans la phase mobile : 5 mL de la solution
a 10% ont été prélevés a 'aide d’'une pipette jaugée et placés dans une fiole jaugée

de 25 mL et le volume a été complété avec la phase mobile.

5. Préparation des échantillons pour analyse

Tous les échantillons préparés ont été filirés avant analyse a I'aide d’un filtre seringue
a membrane en acétate de cellulose régénérée, de porosité maximale 0,2 pm
(Fisherbrand) et une seringue 2 mL luer BD Discardit Il (référence 300928, Becton

Dickinson).

i. Blancs

Un blanc sans matrice a été réalisé en filtrant 800 uL de phase mobile dans un flacon
de CLHP. Un blanc avec matrice a été réalisé en mélangeant 720 pL de phase mobile
et 80 pL de la solution de glycérol & 2%.

ii. Gamme d’étalonnage

Les gammes d’étalonnage avec et sans matrice ont été réalisées comme décrit dans

les tableaux Il et .

Tableau |l : Préparation de la gamme d’étalonnage sans matrice :

C5HMF (pug/mL) 0,0125 [ 0,025 0,05 0,1 0,2

C2FA (ug/mL) 0,02 | 0,03 0,04 0,06 0,08
V5HMF (uL)

0.4ugiml. 25 50 100 200 400
V2FA (L)

0.8ug/mL 20 30 40 60 80

VSOLVANT (uL) 755 | 720 660 540 320
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Tableau |l : Préparation de la gamme d’étalonnage avec matrice :

C5HMF (ug/mL) 0,0125 | 0,025 | 0,05 0,1 0,2
C2FA (ug/mL) 0,02 | 0,03 0,04 0,06 0,08
V5HMF (uL)

0.4ug/mL 25 50 100 200 400
V2FA (uL)

0.8ugmL 20 30 40 60 80

VMATRICE (uL) 80 80 80 80 80

VSOLVANT (uL) 675 | 640 580 460 240

iii. Contrdles qualité (QC)

Les contrdles qualité ont été préparés avec la matrice comme décrit dans le tableau

V.
Tableau 1V : Préparation des QC avec matrice :
QC1 QC2 QC3 QC4

C5HMF (ug/mL) 0,019 0,038 0,075 0,15
C2FA (ug/mL) 0,0250 0,035 0,05 0,07
V5HMF (uL)
0,4ug/mL 38 76 150 300
V2FA (uL)
0,8ug/mL 25 35 50 70
VMATRICE (uL) 80 80 80 80
VSOLVANT (uL) 657 609 520 350

Vf = 800pL

SOLVANT= Mélange 90/10% KH2PO4/Méthanol
MATRICE= Solution de Glycérol a 2%

iv. Solution de fructose 5% et glycérol 10% dans NaCl 0,9%

Un millilitre de solution était placé dans une fiole jaugée 50 mL avec 100 pL de
méthanol et le volume était complété avec de la phase mobile (dilution au

cinquantieme).

D. Validation de méthode-LOD/LOQ

La validation a été menée selon la méthodologie V5 recommandée par la Société des
Sciences et Technigues Pharmaceutiques (SFSTP)8-191 par 2 opérateurs différents,
sur trois jours différents et avec des solutions meres de 5HMF, 2FA et Glycérol
différentes pour la gamme d’étalonnage et les points de standards de calibration
(Quality control QC). Les solutions meres ont été réalisees a partir de pesees

distinctes.
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Chaque jour, une gamme d’étalonnage en présence de matrice ainsi que trois séries

de QC réalisées en présence de matrice ont été analyseées.

La méthode de la SFSTP (méthode du profil d’exactitude) est une méthode basée sur
I'addition des erreurs : somme de I'erreur de répétabilité et de fidélité intermédiaire.
L’objectif est de construire le profil d’exactitude de la méthode par détermination des
limites de tolérance maximales et minimales (intervalle de confiance a 95% calculé
grace a la table de Student), et l'erreur relative totale a chaque niveau de

concentration.

Pour étre validée, la méthode doit avoir un profil d’exactitude compris entre les limites
d’acceptation maximales et minimales, que nous avons fixées a + 10% (erreur

maximale tolérée).

Les limites de détection (LOD) et quantification (LOQ) de la méthode analytique ont
été calculées selon la méthode de I'International Conference on Harmonization
(ICH)1%4 grace a I'écart-type de I'amplitude du signal de 10 blancs, analysée entre 4,5
et 5,5 minutes selon les formules suivantes :

10de
a

3,3XSd

LOQ= LOD=

Avec Sd, I'écart-type de I'amplitude du signal du blanc, et a, la pente de la fonction de

réponse validée.

E. Etude de stabilité a minima :

Afin d’évaluer la stabilité de la solution de fructose 5% et de glycérol 10% préparés en
condition aérobie, une étude de stabilité a minima a été réalisée sur deux lots préparés
a 5 mois d’intervalle, le premier lot étant analysé immeédiatement apres sa production,
le second lot étant analysé aprés 5 mois de conservation a I'abri de la lumiére dans un
local climatisé a moins de 25°C. Trois flacons de chaque lot (début, milieu et fin de
production) ont été analysés, conformément aux recommandations du Guide
méthodologique des études de stabilité des préparations émis par le Groupe
d’Evaluation et de Recherche sur la Protection en Atmosphére Contrélée (GERPAC)
et la Société Francaise de Pharmacie Clinique (SFPC)[%I, Le dosage du fructose et

du glycérol ainsi que celui du 5SHMF et 2FA ont été réalisés comme décrit ci-dessus.
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1. Essai de stérilité :

L’essai a été réalisé au sein du laboratoire de microbiologie environnementale du CBP
du CHU de Lille dans les 24 heures suivant la production de chaque lot et apres 5 mois
de conservation. L'essai a été réalisé avant toute autre analyse, selon une

méthodologie a minima de la Pharmacopée Européenne (PE)106:107],

L’ensemencement a été réalisé avec 3 flacons de chaque lot sous HFAL vertical, le
manipulateur étant muni de gants stériles. Le flacon a été décontaminé extérieurement
avec de l'alcool a 90°, puis couvert avec une compresse stérile (ref: 22106KL1,
TETRA Medical, Annonay, France). Ensuite, 5 mL de solution ont été prélevés a 'aide
d’une seringue de 5 mL Luer lock (Medicina) munie d’'une aiguille BD microlance 1,2
x 40 mm 18G (Becton Dickinson) et 2,5 mL ont été injectés dans chacun des deux
tubes de bouillon de culture (bouillon cceur-cervelle avec indicateur colore, préparé au
CBP du CHU de Lille). L’'un des bouillons de culture était incubé a 35°C, 'autre a 22°C.

La lecture des tubes a été effectuée a 4 et a 14 jours d’incubation.

2. Endotoxines :

La recherche d’endotoxines a été effectuée au sein du laboratoire de contrdle de la
pharmacie centrale par la méthode de colorimétrie cinétique a I'aide de cartouches
EndoSafe®- Portable Test System (Charles River, Charleston, USA) et de I'appareil de
lecture correspondant Charles River (Série 6930).

Ce test est basé sur l'activation d’'une cascade de sérine-protéases dans le lysat
d’amoebocytes de limules par les endotoxines bactériennes. Cette cascade
d’activation aboutit au clivage du coagulogéne (greffé d’'un chromophore, la p-
nitroanilline, pour les besoins du test). La libération du chromophore est suivie par

spectrophotométrie a 385-410 nm.

Les échantillons ont été préparés sur un champ stérile et aprés friction hydro-
alcoolique des mains de l'opérateur : 25 uL d’échantillons purs et dilués au 1/50€ dans
I'eppi ont été injectés dans chacune des 4 cupules pour analyse. Le test était considéré
conforme si la différence des temps de réaction entre les canaux 1 et 3 (échantillons)
et entre les canaux 2 et 4 (ajout d’'une quantité connue d’endotoxines) est inférieure a
25% et si le pourcentage de recouvrement des canaux 2 et 4 est compris entre 50 et
200% (Annexe 14).
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Pour la Pharmacopée Européenne, la valeur seuil est calculée a 1,75 Ul
d’endotoxines/mL[108.109] (5 U/kg avec un poids moyen de 70 kg et 200 mL de solution
injectés au maximum par procédure). D’aprés la monographie de la solution injectable
de fructose dans NaCl 0,9% de la pharmacopée américaine le nombre d’endotoxines

retrouvé doit &tre inférieur a 0,5 unités d’endotoxines USP/mL[192],

3. Caractéres organoleptiques :

Les flacons ont été inspectés visuellement par le méme opérateur. L’inspection des
flacons visait a rechercher I'apparition d’une coloration ou d’un trouble, de particules,
d’'un dégagement gazeux ou d’un précipité par rapport a un témoin constitué de NaCl
0,9%.

4, pH:

La mesure du pH des solutions a été effectuée a I'aide d’'un pH métre HI 5222 HANNA

Instruments (Tanneries, France), préalablement calibré.

5. Osmolalité :

L’'osmolalité des solutions a été mesurée au CBP par abaissement du point de
congélation grace a un osmométre « Advanced Instruments® » modele 3320
(Advanced Instruments, Norwood, USA). L’'osmolalité était mesurée a trois reprises

pour chaque flacon.

6. Comptage des particules non visibles :

Le comptage des particules non visible a été réalisé a la faculté de pharmacie, au sein
du laboratoire de biopharmacie galénique et hospitaliere (Pr Pascal Odou) selon la
méthodologie 1.A décrite par la Pharmacopée Européennel!® reposant sur le principe
de blocage de la lumiére, grace a un compteur a particules APSS-2000 (Série 65329,

Particle Measuring Systems, Boulder, USA), relié au logiciel SamplerSight Pharma.

F. Expression des résultats et analyse des données

La stabilité des solutions de fructose 5% et glycérol 10% dans NaCl 0,9% eétait
appréciée grace au calcul du pourcentage de la concentration théorique en fructose et
glycérol immédiatement aprés préparation et aprés 5 mois de conservation, a I'abri de
la lumiére, a une température n’excédant pas 25°C, ainsi que par le suivi de I‘apparition
des produits de dégradation (SHMF et 2FA).
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La valeur limite du 5-HMF a été définie d’aprés la monographie de la Pharmacopée
Européenne du fructose qui fixe une valeur d’absorbance maximale a 284 nm de 0,32
soit 2,5 mg/L1%l. Pour le 2FA, aucune valeur limite n'a été définie, nous utiliserons
donc la méthode dite des « six sigmas », basée sur le calcul d’'un écart type des
concentrations retrouvées immeédiatement aprés la préparation, et a multiplier cette

valeur par six, afin d’obtenir la valeur maximale tolérée.

La préparation était considérée comme stable a 5 mois si la valeur moyenne plus ou
moins écart type était entre 90 et 110% de la valeur cible (valeur théorique) pour le
dosage du fructose et du glycérol et en l'absence de variation significative des

parametres étudiés (caracteres organoleptiques, pH, osmolalité, ...).

Concernant le comptage des particules non visibles, la monographie de la PE fixe une
limite maximale de 25 particules de taille supérieure a 10 um/mL et 3 particules de
taille supérieure a 25 um/mL par récipient pour les solutions injectables de volume

nominal supérieur a 100 mL.
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Résultats
|. Effet matrice

Les résultats des tests de l'effet matrice montrent un effet matrice pour le 5SHMF
(Tableau V) et pour le 2FA (Tableau VI) avec une différence significative de 'ordonnée

a l'origine.

Tableau V : Evaluation de I'effet matrice pour le SHMF

5HMF Pente (a) Ordonnée a l'origine (b)

Condition du test

Avec matrice

Sans matrice

Avec matrice

Sans matrice

d’échantillons

Valeur (ug/mL) 26.278 26.137 0,289 0,126
Ecart-type (ug/mL) 0,102 0,078 0,011 0,008
Nombre 25 25 25 25

T calculé

1,0998

12,3346

T théorique

2,013 (0=0,5 ; 46ddl)

Tableau VI : Evaluation de I'effet matrice pour le 2FA

2FA Pente (a) Ordonnée a l'origine (b)
Condition du test Avec matrice Sans matrice Avec matrice Sans matrice
Valeur (ug/mL) 54,812 55,167 0,118 0,087
Ecart-type (ug/mL) 0,203 0,216 0,010 0,011
d’él(\:lr?gr]]%ﬁ)ns 22 25 e 25
T calculé 1,1976 2,0671
T théorique 2,013 (0=0,5 ; 46ddl)
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[I. Validation de la méthode analytique

La validation de méthode selon la méthodologie de I'ICH et de la SFSTP[?8-101,104]

donne des profils d’exactitude a 95% (Figures 7 et 8) compris entre les limites

d’acceptabilité, fixées a £10%. Les résultats de la précision intra-journaliere (erreur

aléatoire) et inter-journaliére (fidélité intermédiaire) sont inférieurs a 5% et présentés

dans les tableaux VIl et VIII. Les parameétres des droites de régression sont résumés

dans le Tableau IX.

Tableau VIl : Résultats des coefficients de variation (CV) : CV Répétabilité et CV

Fidélité intermédiaire pour les OC du 5SHMF

Composeé Concentration CV Reépétabilité CV fidélité
(ng/mL) intermédiaire
0,019 0,61% 0,61%
0,038 0,75% 2,97%
5HMF
0,075 0,76% 2,42%
0,15 0,41% 3,22%

Tableau VIl : Résultats des coefficients de variation (CV) : CV Répétabilité et CV

Fidélité intermédiaire pour les QC du 2FA

Composeé Concentration CV Répétabilité CV fidélité
(ng/mL) intermédiaire
0,025 1,31% 1,41%
0,035 0,89% 2,19%
2FA
0,05 1,28% 1,61%
0,07 0,47% 0,66%

Tableau IX : Paramétres de la droite de régression et Limite de détection (LOD) et de

quantification (LOQ) du 5HMF et du 2FA

Composé Gamme R? Pente Ordonnée a LOD LOQ
(ug/mL) l'origine (ng/mL) | (ng/mL)
(ng/mL)
5HMF 0,0125-0,2 | 0,999 | 28,228 0,249 0,00112 | 0,00339
2FA 0,02-0,08 0,999 | 56,601 0,124 0,00056 | 0,00169
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[1l. Etude de stabilité

A. Dosage fructose et glycérol
La valeur cible de la concentration du fructose est de 59/100 mL soit 50g/L.
La concentration en fructose (moyenne + écart type) était de 48,99 + 1,74 ¢g/L

immédiatement apres production (JO) et de 47,94 + 1,90 g/L aprés 5 mois de

conservation (M5).

La valeur cible de la concentration en glycérol est de 10% (v/v) ce qui correspond a
12,69/100 mL ou 126g/L a 20°C (densité du glycérol =1,26).

La concentration en glyceérol était de 127,4 + 3,4g/L et 130,6 £ 2,9¢g/L respectivement
a JO et M5.

Ces résultats sont compris dans l'intervalle d’acceptation fixé a £ 10% de la valeur

cible, soit 0,45-0,55¢g/L pour le fructose et 113,4-138,6g/L pour le glycérol. (Figure 9)

150
Limites
138,6 d'acceptation
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= 130 1 I 10
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o 10 1134 M5
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= 127,39 150,56

5 70

]

u

E ) 55
a0 L - 45

4899 4704

Glycero Fructose

Figure 9 : Concentrations en fructose et glycérol des préparations immédiatement

apres leur production et apres 5 mois de conservation
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B. Dosage SHMF et 2FA

Le 2FA était indétectable et non quantifiable pour les échantillons analysés apres

préparation et apres 5 mois de conservation (Figure 10).

La concentration retrouvée en 5SHMF (moyenne + écart type) est inférieure a la limite

de quantification a JO et égale a 0,043 = 0,054mg/L aprés 5 mois de conservation

(Figure 10).

Immediatement apres préparation

Aprés 5 mois de conservation

150 73] 3 - 160818 essai stab 5 mois #14-Fructose glycérol 1/50e dans phase mobile filtre fisher lot 18731H ech 1 150+ :a 3 - 160818 eeeai stab 5 moie #11-Fructose glycérol 1/50e dane phase mobile filtre fisher lot 17074H ech 1 (Smoie)
' mAU ' mAU
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200 min min
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Figure 10 : Chromatogrammes des solutions de fructose 5% et glycérol 10% dans

NaCl 0,9% dilués au 1/50¢© dans la phase mobile

Les chromatogrammes présentés a gauche sont ceux des trois flacons du premier lot,

dosés immédiatement aprés leur préparation. Les chromatogrammes de droite

correspondent aux flacons du lot conservé pendant 5 mois avant analyse.
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C. Essai de stérilité

Aucune culture n’a été observée aprés 4 jours et 14 jours d’incubation pour tous les

échantillons analysés.

D. Essai des endotoxines bactériennes

Le résultat de I'essai des endotoxines bactériennes n’était pas interprétable en raison

d’une viscosité trop importante des solutions (Annexe 15).

L’essai a donc été réalisé sur les solutions diluées au 1/50¢ dans I'eppi, comme
recommandé dans la notice du test. L’absence d’endotoxines bactériennes a été mis

en évidence pour 'ensemble des solutions diluées testées (Annexe 16).

E. Caracteres organoleptiques

Il n’a été observé aucune différence entre les deux lots étudiés en terme de coloration
(incolore) ni d’odeur (inodore) des solutions de fructose a 5% et glycérol a 10% dans
NaCl 0,9%. Il n’a pas été observé d’apparition de trouble, de précipité, ni de gaz. Il n’a
pas été observé de particules visibles par comparaison avec du NaCl 0,9%, utilisé

comme témoin.

F. pH

Le pH (moyenne + écart type calculés sur les mesures des 3 flacons de chaque lot)
mesuré immédiatement apres préparation des solutions était de 6,31 + 0,05 et de 6,55

+ 0,62 apres 5 mois de conservation.

G. Osmolalité

L’osmolalité (moyenne + écart type calculés sur les mesures des 3 flacons de chaque
lot) était respectivement de 2330 * 12 mOsm/kg et 2269 + 18 mOsm/kg

immédiatement et 5 mois apres la production.
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H. Particules non visibles :

Les résultats du comptage des particules non visibles sont présentés dans le tableau

ci-dessous (Tableau X).

Tableau X : Comparaison du comptage particulaire non visible des solutions de

fructose 5% et glycérol 10% dans NaCl 0,9% a JO et M5

Comptage des particules non visibles
2 10pm 225um
(particules/mL)
Analyse apres préparation 9,99 0,37
Analyse apres 5 mois de conservation 9,08 0,30
Limites d’acceptation(!1] 25 3
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DISCUSSION

Ce travail a permis de développer un mode de préparation simple a mettre en ceuvre
en pharmacie hospitaliére d’une solution de fructose a 5% et de glycérol a 10% dans
le NaCl 0,9%, et de mettre en place les contrbles nécessaires pour s’assurer de la

qualité et la sécurité d’emploi de cette préparation selon ce procédé.

Les résultats de I'étude de stabilité des solutions de fructose et glycérol préparés dans
nos conditions sont cohérents avec ceux retrouvés pour les solutions préparées sous

azote par I'équipe de I'hopital de Lyonl8l.

La mise au point de méthodes de dosage pour les produits de dégradation des oses
est complexe. En effet, ces méthodes doivent permettre de quantifier de tres faibles
quantités de produits de dégradation, souvent proches des limites de quantification.
Au cours de la validation de notre méthode analytique, nous avons testé différentes
gammes d’étalonnage, afin de trouver celle permettant a la fois le dosage de la plus
faible quantité de 5HMF et 2FA et la validation de la méthode selon les

recommandations de la SFSTP®8-101 gyec une erreur totale inférieure a 10%.

La nécessité de travailler avec des concentrations faibles en 5SHMF et 2FA, associée
aux limites des balances utilisées (pesée minimale de 10 mg) induit la réalisation d’un
grand nombre de dilutions pour réaliser les gammes d’étalonnages et QC nécessaires
a la validation de méthode. Ces multiples dilutions entrainent une addition
d’imprécisions liées a la fois au manipulateur et intrinséques aux instruments utilisés.
Par ailleurs, le 5SHMF est disponible sous la forme d’'une poudre dont le point de fusion
est proche de 25°C, ce qui rend les pesées difficiles et imprécises avec la fusion de la

poudre survenant a température ambiante.

Dans le cas de la fabrication de la solution, la mise au point de la méthode de dosage
était complexifiée par la présence de glycérol susceptible d’entrainer un effet matrice.
Le fructose ne pouvait pas étre intégré dans la matrice lors de la validation de la
méthode de dosage en raison de la présence de 5SHMF dans la matiere premiére, liée
au procédé de fabrication de la poudre de D-fructose (le séchage de la poudre entraine
une déshydratation et la formation de 5SHMF)[9%.94.102.103] | "ytilisation de fructose dans
la solution matrice pour la validation de la méthode de dosage entrainerait I'ajout d’'une
quantité inconnue de 5SHMF dans la gamme d’étalonnage, rendant la validation de

méthode impossible.
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La matrice utilisée pour la validation de la méthode analytiqgue a donc été composée
exclusivement de glycérol a 10% (v/v) dans le NaCl 0,9%.

Nous avons développé et validé une méthode analytique permettant le dosage
simultané de deux produits de dégradation du fructose dans une préparation contenant
du glycérol et du NaCl 0,9%.

Si le dosage par CLHP du 5HMF est répandu dans l'industrie agro-alimentairel®>-%4, la
recherche des produits de dégradation des sucres dans les préparations

pharmaceutiques par CLHP n’a, a notre connaissance, jamais été réalisée.

Pour les dosages du fructose et du glycérol nous avons utilisé les mémes kits que
ceux qui avaient été employés lors de I'étude de stabilité lyonnaise, nous avons ainsi
pu nous affranchir de I'étape de validation de la méthode de dosage sur la fabrication.
Il serait nécessaire de réaliser ces dosages dans le cadre d’'une convention, comme

prévu par le BPPL™®l,

Les concentrations en fructose et en glycérol de tous les échantillons analysés étaient
comprises dans l'intervalle défini par la valeur théorique + 10% et leur variation par
rapport & la valeur initiale était égale a 2,1% pour le fructose et 2,5% pour le glycérol
aprés 5 mois de conservation. Par ce dosage nous avons vérifié la validité du procédé
de fabrication en confirmant I'obtention d’'une solution homogéene contenant les

concentrations attendues de fructose et de glycérol.

La validation du procédé de préparation, notamment par la méthode du test de
remplissage aseptique n’a pas été effectuée, mais il serait intéressant de la réaliser.
Le nombre d’étapes effectuées et le risque inhérent a la préparation conditionnent le
risque de contamination. Le risque de contamination augmente avec le nombre
d’étapes nécessaires a la préparation!*'?, or il reste faible dans notre procédé (8
étapes). Par ailleurs, les prélevements environnementaux d’air (sédimentation) et par
gélose contact (gants du manipulateur) réalisés en cours de fabrication sous la HFAL,
ainsi que I'ensemencement des solutions a permis de confirmer la stérilité des

solutions préparées par ce mode opératoire.
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Concernant les produits de dégradation du fructose (Figures 11 et 12), la méthode de
dosage chromatographique développée permettait I'identification formelle du 5SHMF et
du 2FA, contrairement a la méthodologie non sensible et non spécifique proposée par

la Pharmacopée Européennell®l qui avait été utilisée par I'équipe de Lyon.
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Figure 11 : Dégradation du Fructose en 5SHMF d’aprés [113]

Les dosages de 5HMF ont montré une Iégére augmentation des concentrations au
cours de la conservation avec des valeurs restant trés inférieures a la limite de 2,5mg/L

fixée par la PE [103],

L’autre produit de dégradation est, quant a lui, demeuré indétectable aprés 5 mois de
conservation des solutions. Ce résultat parait cohérent puisque le 2FA est produit par

décarboxylation du 5SHMF et pourrait donc apparaitre plus tardivement!®? (figure 12).

SHMF 2FA

D\ _ decarboxylation @\
CH,OH CHO CHO

Figure 12 : Dégradation du 5SHMF en 2FA d’aprés [92]
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Les valeurs de pH proches de la neutralité sont compatibles avec une utilisation
intramucosale et sont restées stables pendant les 5 mois de conservation. La légere
acidité des solutions obtenues (pH<7) confirme la possibilité d’employer des récipients

en verre de type 2 pour le conditionnement de celles-cil8%81,

L’osmolalité mesurée confirme I'hyperosmolalité des solutions de fructose et glycérol
qui semble cependant ne pas impacter la bonne tolérance tissulaire de ces

solutions 3],

Contrairement a I'étude de stabilité de I'équipe de Lyon, nous n’avons pas effectué le
dosage du sodium dans notre préparation. En effet, nous avons estimé que le sodium
était davantage I'excipient que I'élément actif de la préparation et qu’un dosage correct
en fructose et en glycérol, ainsi que 'osmolalité, associés au contréle des témoins de

lot du chlorure de sodium étaient suffisants pour garantir la qualité de la préparation.

Les résultats obtenus pour les différents tests de notre étude de stabilité a TO et 5 mois
apres préparation montrent une stabilité maintenue des solutions de fructose et de
glycérol conservées pendant 5 mois a l'abri de la lumiére et a une température

inférieure a 25°C.

Il semble donc que la présence d’oxygene lors de la préparation n'impacte pas sa

stabilité.

Les essais de I'étude de stabilité ayant été réalisés sur des lots différents a JO et M5,
contrairement aux recommandations du guide sur les études de stabilité GERPAC-
SFPCI10] j| est possible que les résultats de I'étude de stabilité soient Iégérement
biaisés. Il serait intéressant d’effectuer de nouveaux tests sur les lots a 6 mois et un
an apres leur préparation afin de confirmer ces résultats. Nous pourrions également
tester la stabilité en utilisant les poches en EVA multicouches utilisées par I'équipe

lyonnaise, et tester un remplissage de ces poches par pompe.

En travaillant a partir de la fiche de fabrication de Lyon (Annexe 17), nous avons
développé une préparation a 10% (v/v) de glycérol qui est donc plus concentrée que
la spécialité Glycéol® qui est formulée avec 10% (m/v) de glycérol. Son colt estimé

est de I'ordre de 10 euros par flacon (1 a 2 flacons par intervention).
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L’efficacité et la sécurité d’emploi des solutions de fructose et glycérol dans le NaCl
isotonique précisent rarement l'unité employée pour la concentration en
glycéro|l6:19.20,28,29.37,38.43,44,46,4852] et |a spécialité japonaise Glycéol® est parfois
mentionnée sous le nom de Glycerol ou Glycétoll7284547.52]  rendant les résultats

difficiles a interpréter.

La mise a disposition de cette solution permet de pouvoir proposer de nouvelles

solutions.

Nous pourrions ainsi faire varier la teneur en glycérol afin de modifier la viscosité de la
préparation, et potentiellement de I'acide hyaluronique pourrait aussi étre ajouté a la
préparation. Ainsi une phase d’évaluation clinique pourrait étre menée sur ces

solutions, puisqu’a ce jour nous ne disposons pas de données comparatives directes.

Nous pourrions comparer I'efficacité en matiere de résection complete en bloc, les
complications et récidives lors de l'utilisation de la préparation additionnée ou non
d’'une faible quantité d’acide hyaluronique (environ 0,5% m/v d’acide hyaluronique

460kDa, soit environ une seringue de la spécialité Hyalobarrier® gel (120€)) 2.

Cette solution pourrait étre une des meilleures quant au colt-efficacité, et le surcolt

engendré pourrait influencer le remboursement spécifique a cet acte.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail a permis la mise au point d’'une technique de dosage simultanée par CLHP
UV de deux produits de dégradation des oses dans une matrice composée de chlorure
de sodium isotonique, fructose et glycérol. Cette méthode permet la quantification et
I'identification de faibles quantités de 5SHMF et 2FA dans une préparation utilisée pour
la résection de tumeurs digestives superficielles par endoscopie. C’est a notre
connaissance la premiére fois qu’une telle méthode est développée pour le contrble

de préparations pharmaceutiques.

Au cours de ce travail nous avons également établi un protocole de fabrication de la
solution de fructose 5% - glycérol 10% dans le NaCl 0,9% et mis en place les contréles
qualité adéquats. Les dosages de fructose et glycérol réalisés en collaboration avec le
CBP ont permis de vérifier la concentration en substance active, ainsi que I'uniformité
de la solution préparée. Le dosage des produits de dégradation permet d’assurer la
sécurité d’emploi de la préparation puisque les concentrations retrouvées sont infimes

et - pour le 5SHMF - trés inférieure a la valeur seuil de 2,5 mg/L1%],

L’étude de stabilité réalisée a minima en étudiant deux lots préparés a 5 mois
d’intervalle a confirmé les résultats retrouvés pour la préparation fabriquée sous
azotel’8l. Ces résultats devront étre confirmés par des analyses complémentaires de

ces lots aprés 6 et 12 mois de conservation.

Par ailleurs, le maintien de la stérilité des solutions au cours du temps a également pu

étre démontré.

Sur la base de ces résultats, nous pouvons envisager la mise en place d'une
préparation hospitaliere d’'une solution de fructose et glycérol pour résection de
néoplasies digestives par endoscopie et offrir ainsi une solution sdre, efficace et peu
onéreuse aux endoscopistes en I'absence de spécialité disponible dans cette
indication. Cela devrait améliorer la prise en charge des patients et faciliter

I'intervention. Cela sera évalué prochainement lors de tests au bloc opératoire.

Dans un premier temps, la stabilité de cette solution sera fixée a 3 mois et sera a

posteriori étendue avec les résultats complémentaires de I'étude de stabilité.
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ANNEXE 1 :

(1/2)

Place de ’EMR et ’ESD dans la prise en charge des tumeurs de I’cesophage

Carcinomes épidermoides (cellules squameuses)

En Francel!216.17]

En Europelt]

Bilan pré- Endoscopie ceso-gastrique avec coloration vitale ou virtuelle et Endoscopie haute résolution pour tous les patients avec dysplasie
thérapeutique biopsies multiples de haut grade ou cancer superficiel
Classification TNM et Paris (tumeurs superficielles) Classification de Paris (probabilité de cancer invasif)
Biopsies pour confirmer la dysplasie
Bilan d’extension
Etat général, comorbidités
Traitement Résection muqueuse endoscopique (EMR) pour les néoplasies EMR si lésion < 10mm si résection endoscopique « en bloc » peut
superficielles ou a faible risque ganglionnaire <10mm étre assurée
Dissection sous muqueuse (ESD) si >10mm ESD recommandée en 1¢ intention
Chirurgie si lésion >2/3 circonférence (sténose)
Traitements AUCUN : Résection R0 en bloc Iésion superficielle m2 + pas d’envahissement lympho-vasculaire

complémentaires

A DISCUTER : Résection RO en bloc tumeurs m3/sm1 <200um bien différenciées + pas d’envahissement lympho-vasculaire

CHIMIOTHERAPIE OU CHIRURGIE : Lésions sm2 ou >200um, faiblement différenciées/invasion lympho-vasculaire/ marges profondes

positives

SURVEILLANCE + REINTERVENTION : marges latérales positives et pas d'autres critéres péjoratifs

Suivi

Examen clinique et scanner thoraco-abdominal tous les 6 mois
pendant 5 ans.
Examen ORL annuel et fibroscopie digestive a 2 ans

Endoscopie a 3-6 mois puis tous les ans par endoscopie haute
résolution £ colorants et biopsies des Iésions suspectes
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ANNEXE 2 :

Place de ’EMR et ’ESD dans la prise en charge des tumeurs de I’cesophage

(2/2)

(Esophage de Barrett

En Francel!216.17]

En Europel8?]

Bilan preé-
thérapeutique

Endoscopie oeso-gastrique avec coloration vitale ou virtuelle et
biopsies multiples

Classification TNM et Paris (tumeurs superficielles)

Bilan d’extension
Etat général, comorbidités

Endoscopie haute résolution pour tous les patients avec dysplasie
de haut grade ou cancer superficiel

Classification de Paris (probabilité de cancer invasif)
Biopsies pour confirmer la dysplasie

Traitement

Résection des Iésions visibles

Mucosectomie (EMR) pour les néoplasies superficielles ou a faible
risque ganglionnaire <15mm

Dissection sous muqueuse (ESD) si >15mm, difficile a soulever ou
a risque d’invasion sous muqueuse

EMR en 1¢ intention

ESD a considérer si lésion>15mm, faiblement surélevée et risque
d’invasion sous muqueuse

Traitements
complémentaires

AUCUN : Résection R0 en bloc Iésion superficielle avec adénocarcinome muqueux

A DISCUTER : Résection RO en bloc tumeurs sm1 <500um bien différenciées + pas d’envahissement lympho-vasculaire

CHIRURGIE : Lésions >500um, faiblement différenciées/ invasion lympho-vasculaire/ marges profondes positives

SURVEILLANCE + REINTERVENTION : marges latérales positives et pas d’autres critéres péjoratifs
Cancer superficiel sur muqueuse de Barrett : radiofréquence, coagulation au plasma argon, réintervention

Suivi

Examen clinique et scanner thoraco-abdominal tous les 6 mois
pendant 5 ans. Fibroscopie digestive a 2 ans

Endoscopie a 3-6 mois puis tous les ans par endoscopie haute
résolution £ colorants et biopsies des Iésions suspectes
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ANNEXE 3 : Place de ’'EMR et ’ESD dans la prise en charge des tumeurs gastriques

En Francel'5.18:41]

En Europel!

Bilan preé- Endoscopie ceso-gastrique et biopsies
thérapeutique
Classification TNM
Classification de Lauren :
B]itf?jg?aln%lgg)d ulaire Endoscopie de bonne qualité, idéalement chromoendoscopie
Mixte digitale ou de contraste
Bilan d’extension, Evaluation de I'état général et comorbidités
Recherche d'une prédisposition familiale (Syndrome de Lynch,
mutation CDH1)
Recherche d'infection par Hélicobacter pylori
Traitement Traitement endoscopique principalement pour les adénocarcinomes | Résection endoscopique des tumeurs superficielles a faible risque
de type intestinal d’invasion ganglionnaire
EMR si taille <10mm Mucosectomie si <10-15mm et faible probabilité d’histologie
ESD si >10mm avancée (Paris 0 a lla)
Premiére intention si adénocarcinome intestinal bien/moyennement | ESD Traitement de choix pour la plupart des lésions néoplasiques
différencié de stade | ou Il de la classification de Paris, de moins de gastriques superficielles
30mm ou sans limite de taille si non ulcéré, bien différencié et intra-
muqueux
Traitements AUCUN : Résection R0 en bloc de Iésions dysplasiques ou adénocarcinome intra-muqueux de type intestinal sans ulcération ni invasion

complémentaires

lympho-vasculaire

A DISCUTER : Résection RO en bloc d’adénocarcinome intra-muqueux intestinal ulcéré <30mm ou adénocarcinome sous muqueux sm1
(<500um) et sans invasion lympho-vasculaire. Résection RO de Iésions non ulcérées intra-muqueuses faiblement différenciées <20mm
CHIRURGIE : Carcinomes diffus peu différenciés ou invasion lympho-vasculaire, infiltration sous muqueuse >500um, marges verticales

positives, ulcération de tumeurs >30mm

SURVEILLANCE + REINTERVENTION : Marges latérales positives ou résection fragmentée (Piece-meal) sans autres marqueurs

péjoratifs

Suivi

Endoscopie de surveillance 3 a 6 mois apres résection puis tous les
ans
(chromoendoscopie)

Endoscopie a 3-6 mois puis annuellement
Tumeurs ulcérées ou indifférenciées : Scanner abdominal a discuter
Surveillance endoscopique + biopsies a 3 mois, 9 ou 12 mois puis
annuellement pour resection piece-meal ou marges latérales
positives
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ANNEXE 4 : Place de 'EMR et ’ESD dans la prise en charge des tumeurs coliques

En Francel'4

En Europel’ 8]

Bilan preé- Coloscopie et biopsies
thérapeutique
Classification TNM Endoscopie haute définition et chromoendoscopie
Bilan d’extension, Evaluation de I'état général et comorbidités
Recherche d’une prédisposition familiale (Syndrome de Lynch,
Polypose adénomateuse)
Traitement La majorité des lésions superficielles coliques peuvent étre efficacement retirées par polypectomie et/ou mucosectomie
ESD a considérer pour le retrait de Iésions a haute suspicion d’invasion limitée de la sous-muqueuse et en particulier celles >20mm ou les
lésions ne pouvant pas étre retirées de maniére optimale pas les autres techniques
Traitements AUCUN :
complémentaires e Résection RO en bloc d’'un adénome dégénéré de type
intramuqueux

e Résection RO en bloc de carcinomes sous muqueux
<1000pum si lésion sessile ou plane, ou limitée au maximum
au tiers supérieur du pied si pédiculé

ET critéres de sécurité (adénocarcinome bien/ moyennement
différencié, sans invasion lympho-vasculaire, marges >1mm et pas de
budding)

A DISCUTER : Adénome dégénéré en sous muqueux

SURVEILLANCE : si résection incompléte ou absence des tous les
criteres de sécurité

AUCUN : Résection R0 en bloc de carcinome bien différencié
(G1/G2), sm1 (=1000um) et pas d’atteinte lympho-vasculaire

CHIRURGIE : atteinte lympho-vasculaire, invasion sous muqueuse >
sm1, marges profondes positives ou non évaluables ou tumeur peu
différenciée avec invasion sous muqueuse

SURVEILLANCE : Marges latérales positives en I'absence d'autres
facteurs péjoratifs

Suivi

Imagerie hépatique, thoracique, dosage Antigéne Carcino
Embryonnaire (ACE), Scanner tous les 3 mois pendant 3 ans, puis
tous les 6 mois pendant 2 ans

Endoscopie a 3-6 mois puis, si pas de récurrence, annuellement
Tumeurs ulcérées ou indifférenciées : Scanner abdominal a discuter
Colonoscopie + biopsies a 3 mois pour résection piece-meal ou
marges latérales positives sans indication de chirurgie
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ANNEXE 5 : Place de ’'EMR et ’ESD dans la prise en charge des tumeurs rectales

En Francel'® En Europel” 8]
Bilan pré- Toucher rectal, Rectoscopie, Coloscopie, Echo-endoscopie rectale et
thérapeutique biopsies
Endoscopie haute définition et chromoendoscopie
Classification Anatomique
ClassificationTNM Lésions rectales avec facteurs endoscopiques suspects d’invasion
sous muqueuse : détermination du stade par Ultrasons endoscopiques
Bilan d’extension, Evaluation de I'état général et comorbidités ou IRM
Recherche d’une prédisposition familiale (Syndrome de Lynch :
chromoendoscopie ou coloration virtuelle)
Traitement Exérése locale par voie trans-anale : La majorité des Iésions superficielles rectales peuvent étre
ESD ou microchirurgie trans-anale endoscopique (++) efficacement retirées par polypectomie et/ou mucosectomie
Adénocarcinome in situ ou sm1, bien/moyennement différencié, sans | ESD a considérer pour le retrait de lésions a haute suspicion d’invasion
invasion lympho-vasculaire, sans budding et sans contingentement limitée de la sous-muqueuse et en particulier celles >20mm ou les
mucineux ou a cellules indépendantes lésions ne pouvant pas étre retirées de maniére optimale par les autres
Tumeur T1 sm1/2, NO <30mm : exérese locale par chirurgie trans- techniques
anale ou ESD voire mucosectomie Polypes sessiles ou plans :
Traitements Si exérése incompléte ou extension tumorale en profondeur supérieure Non invasifs <9mm résection par anse froide

complémentaires

Suivi

a celle attendue,ou présence de facteurs péjoratifs : Chirurgie
(protectomie)

Examen clinique tous les 3mois pendant 2 ans puis biannuel pendant 3
ans
Dosage ACE tous les 3 mois
Echo abdominale et radiographie thoracique en alternance avec
scanner thoraco-abdonimo-pelvien tous les 3 mois pendant 2 ans puis
biannuel pendant 3 ans
Coloscopie a 3 ans

Non invasifs 10-19mm résection a 'anse chaude avec injection sous
muqueuse
Non invasif >20mm mucosectomie (en bloc si <25mm) £ Piece-meal
(>40mm référer a un centre expert)
Polypes pédiculés :
Téte >20mm ou pied >10mm de diamétre : résection a 'anse chaude et
injection de sérum adrénaliné ou hémostase mécanique
Téte <20mm ou pied <10mm de diamétre : Résection par anse chaude
Suspicion d’invasion sous muqueuse superficielle : mucosectomie ou
ESD
Suspicion d'invasion sous muqueuse profonde : chirurgie
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ANNEXE 6 : Résumé des études ex vivo et in vivo chez I’animal (1/3)

Réf | Type de Groupe(s) étudié(s) | Composition Paramétres évalués Résultats Commentaires
publication étude
Aln - 2 estomacs de Elévation muqueuse Elévation muqueuse 10 min apres Nuréa Alavatian -
58] EXVY\i/\:)oc?\tez (N‘.(a)gtlrgl’%% (©) oergtomacs “ur gig?g%%rin%rg: injection : Maintenue (HA) vs aplatie HDAur>eeC.eIevat|on '
I'animal Test : 1% HA chien vivant Cicatrisaﬂon 1 sem s-listologie et cicatrisation : pasde || Sei;unte d'emploi :
< : ‘:’/ EMR aprés différence
NaCl 0,9% £ :
A U,S T - Concentration et
Adrénaline . i Durée d’élévation : A ilai
: Durée de maintien de ol : masse moléculaire
]| [uvogher | QUeoseS0% | SgoupesceS | fasurslation | NaoLE rpaine <aupessouions | B nconnies
HX P muqueuse HA > autres golutigns - Pas de données sur
+indigo carmin limpact clinique.
Elévation initiale et maintien A
Y AR - Supériorité de HA.
Ex vivo Nggl g%/%/ Estomacs de porc esmgﬁg d'HA > autres solutions Mais colt eleve.
chez Glucose 20% (G20%) . Elévation de la NaCl 3,75% = G20% = Glyceol, | ; Slyceol® - meilleure
461 | \animal Glvoeol® 0 °/ | Expérience mugqueuse et son NaCl 0.9% Té éremé)nt < aB{Jtres ' élévation parmi les
Aveugle 0.8% HA 800KDa réalisees a 5 maintien solutions °eg autres solutions.
0,25% HA 1900KDa | "ePrises Mérme viscoslasticité des deux ;.-as de donnees s
solutions d’HA P que.
Viscosité | Osm Elév. L
Exvivo | Manmitol 20% domongrel » | Viscosité (Pa o ot g [0 | e hevat
() g » Osmolarité (mmol/k Mannitol 20% 0,0142 1279 <30 maintien de | elevation
[59] | chez HA 0,1% ( 9) muqueuse avec la
i ~ 0 20 A Maintien élévation HA0,1% 0,0511 | 282 luqueuse a
I'animal HPMC 0,3% Expérience mugqueuse > 50% (min) | [FPVC03% 00707 | 297 viscosité mais pas
Fibrinogene 2% répétée 4 fois q ° Fbinogéne | 0,0534 | 327 >60 | avec 'osmolarité
2%
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ANNEXE 7 : Résumé des études ex vivo et in vivo chez I’'animal (2/3)

Réf | Type de Groupe(s) étudié(s) | Composition Paramétres évalués Résultats Commentaires
publication étude
Pas de dommages tissulaires
NaCl 0,9% et 3,75% visibles par endoscopie et histologie - Ne pas employer de
our :
Glucose 5%, 10%, aCl 0,9%, Glucose 5% et 10%, solutions
15%, 20% 30%, 40%, Dommages tissulaires | GIYCe0l® et les deux solutions d'HA, | fiypertoniques a part e
I vivo ch 50% aprés 309m|n ot 1 Do;nmages légers pour Glucose glyceol.
n vivo chez o o ;
143] I'animal Glycéol® 4 miniporcs slszrrnglr?(?osco ie et Dommages importants et érosion éhteremgig?/giigﬂpport
analyse histglo ique 8ueuse apres 1 semaine pour muqueuse et
0,25% HA 1900KDa y 94 13,75% et Glucose 20% o e sulaires
dans NaCl 0,9% Dommages cellulaires massifs et est obte%u ar le
ulcération persistante aprés 1 mélanae HA + Glveéol
+indigo carmin ggn/walne pour glucose 30%, 40% et g y
0
. 21 porcs Evaluation :
Glycérol 10% + 0,5% - - Plus de signes
In vivo chez | bleu patenté (A) &egtl\(}lgacs) Pr:lsrﬁ:}gg:gu? ?fe ;A>1f$>n(as)dves %ogg ene précoces de
[74] | l'animal - ; 919 o) £ 0 cicatrisation avec
0 simultanées par précoce de la % fibres elasthues
0,5% HPMC dans du porc cicatrisation 3,23% (A) vs 2,93% ( ) glycerol que HPMC
Ringer Lactate (B) (1 solution) mugueuse aprés 1 semaine
NaCl 0,9% b Piniecti ‘ I
(Esophages et Pression a l'injection ression a l'injection corréle avec la - Résultats cesophage
MucoUP 0,4% concentration en HA
Ex vivo et colons de porc Elévation muqueuse Maintien de I'élévation : ~[§3l22 alévation HA >
(60] in vivo fhez MUCOHE gilué 8%@/ BA > N3C|I O,I9% , 2 min (NaCl NaCl 0.9%
‘anima uco ilué o o 2 n Alduati urée de I'élévation <2 min (Na A
a A Sur mini porc Durée élévation - 0 : o/t | - C min efficace HA =
MucoUP dilué 0,1% - : <3min (HA 0,1%), <4min (HA>0,1%)
vivant Durée EMR Durée EMR * 139 s =2min 0,13%
+ indigo carmin
Hydrogels
d’alginate 0,3% Hauteur de I'élévation Diminution S|gn|f|c§t|ve del elllala?on
- SOUS muqueuse (ex vivo) muquieuse apres osmin pour Hii € - Changements
Ex vivo et Acide hyaluronique 6 miniporcs Glycerol, apres 10min pour alginate. inflammatoires
I98]' | in vivo chez 0,5% Y | (estonﬁ)ac) Réactions tissulaires Quelques dilatations et congestions minimes dans la sous
I'animal 0 capillaires ainsi que quelques

G(!/ycerol (+ Fructose

ﬁar endoscople et
istologie (in vivo)

changements fibreux avec l'alginate
(NS)

mugueuse

69



ANNEXE 8 : Résumé des études ex vivo et in vivo chez I’animal (3/3)

Réf | Type de Groupe(s) etudié(s) | Composition Parameétres evalués Résultats Commentaires
publication étude
NaCl 0,9%
\)/droxyethyam|don Estomacs de porc Viscosité : - Nouvel injecteur a jet
oluven® ESD Viscosité pour toutes Voluven®: 4,64 mPa.s permet I'injection de
Ex vivo chez 15 essais pour les solutions Glycérol + fructose : 3,40 mPa.s solutions visqueuses
[49] Fanimal Glycérol (+fructose) | chaque solution HA : 45,18 mPa.s sans obstruction du
+ Vitesse de résection Mélange de poloxamer : 12,36 mPa.s | cathéter. HA permet
Mélange de 50 essais pour HA | pour NaCl et HA NaCl 0,9% : 1 mPa.s une ESD plus rapide
poloxamer et NaCl Vitesse de résection HA > NaCl que NaCl 09%
0,5% HA v - —
: : . : itesse de dissection (mm?Z/min
Invivo chez 0 Yitesse de dissection | Gy crol (28,94) > NaCl (20,91).
Homme NaCl 0,9% 20 ESD sur Durée opération E‘""e ttumeur bllycer?IOOO/NaCI Nécessité d'essai
751 | Prospectif 2 . estomacs de porc | Taux résection en bloc | HoSeciion &1 919C o - NerossITe 0 essa
[79] Randomisé Mélange de glycérol 38 ESD chez Taux résection RO RO : 100% (Glycérol) vs 90% (NaCl) | randomisés controles
enveloppes | || 4i - 'Homme Complications glon S|gn|f|c?t| Gl | = NaCl chez Homme
orc) go carmin Appréciation opérateur aignemen ycerol = Na
veuale Appréciation opérateur :
9 Glycérol (7,3/10) > NaCl (4,7/10)
NaCl 0,9%
Viscosité
Glycéol NaCl 0,68 (37°C) Pas de différence
49% Gélati \E/loluven ‘51‘7152 2(30(:?) siglnitficative entre
- o Gélatine leview solutions visqueuses
59 | BN | Suconyies. | Eslomacet | Wiseost Pas) | Hevallonmugteuse 95mm | o erme dskaaton
P q (Estomac) ou 11,8mm (Rectum) sauf | malgré une différence
Voluven NaCl. _ | de viscosité. Etude ex
Elévation maintenue pendant 30 min | vivo
Eleview pour toutes les solutions sauf NaCl
(Poloxamer)
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ANNEXE 9 : Résumé des études multicentriques (1/2)

Réf | Type de Groupe(s) Nombre de patients | Paramétres évalués Résultats Commentaires
publication étudié(s)
) NaCl Glycéol®
Eiud c I E11 paltlents ((ejt 223 RB 48.7% 63.6%
tude ontréle : ateral spreading RO 24 8% 45 5% . .
Multicentrique | NaCl 0,9% tumors colorectales | Résection en bloc (RB) - Resultats cliniques :

1 perforation avec NaCl

[64] (2 inStitUtian) . 16 Résect_ion_Ro Moins de saignements |mméd|ats G|YCé0|,(R? > NaCI 0,9%
Prospective Test : Glycéol® | EMR Complications avec le glycéol (0,9% vs 7%) mais - Pas d'étude en
10uverte hoital + indigo carmin 6 endoscont Récidives plus de saignements retardés (6,4% | aveugle.

groupe/hopita endoscopistes vs 4,4%)
experimentes Récidives : 7,7% (Glycéol) vs 12,4%
(NaCl) = Non significatif
: Résection complete A
41 patients (RO en bloc, (T0):% | RO en bloc: 85% (HA) vs 72,9 - 85% 'Vlﬁ‘;féd?”““te '
Controle : 0 - | (NaCl dans la littérature) CEffinanitd + cAn (ritd
Lésions de RO en bloc Taux d'utilité : 82 5% Efficacité + sécurité
Etude ; , nécessitant - de 2 o Lo DL 10 d'emploi
: . néoplasiques P " 4,9% de saignements
multicentrique | 1. (5 — 20mm) injections additionnelles | T ' EMR : 6.7+14 3min - Pas de bras controle

[62] | (6 hopitaux) 0.38 - 0.4% HA pendant la procédure VquIrJne 1 6.848 1mL Hétéroaénaité de |
Prospective ’ SN Complications ez g 0 - neterogeneite de fa
Non controlée | (M/V) (Poudre Temps procédure Facilité : bon/ excellent 87,5% solution testée

+ NaCl) Colorectal PS proced Pas de récurrence ni tissus aling -
Ouverte ot Volume injecté . : ‘o . (Adrénaline : effet sur
+ adrénaline Facilité procédure néoplasiques résiduels apres 8 la prévention des
sindgocamin | o (175%ou | RécurrenceTissus | oru Tl . saignements, indigo
ESD (22 ’5o/°) néoplasique résiduel 0 , ’
070 Cicatrisation & 8 sem carmin)
Loc CélonoG Célor:) D Rectuom - Efficacité + sécurité
624 patient R | ot o | 7o | raeg | S0
Etude Contréle : 0 patients Résection en bloc (RB) Ta”(le) 85’4/;’0 77,5% 71 270’44’ - Impact de la
Multicentrique Lésions RO en fonction de |2 RB 3 1‘?1 5 5 1°mm morphologie, de la
1 inr q Test: localisation (loc) / Taille / 5,1% 5,1% ile et de |

63] (11 institutions) ® colorectales <20mm - P RO (N) 79.6% 72.2% taille et de la

[ Prospective (MucoUP morphologie de la lésion - %0. 70 L
Non 5ontr6Iée diluéz 40 endoscopistes (morph) Rgrp Pr%‘i;”g;ent Sug(;rf;l;lels ![ocallsanon |de la
Ouverte gﬂn?afa HA Expérience variable Temps opératoire e 24.5% e umeur sur les

go carmin Complications ,070 1470 résections en bloc,

(500 - 15000 cas)

Temps : 2,1£1,5 min
Saignements post opératoires :
1,1% . Perforations : 0%

mais pas sur RO
- Pas de bras contrble
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ANNEXE 10 : Résumé des études multicentriques (2/2)

Réf | Type de Groupe(s) Nombre de patients | Paramétres évalués Résultats Commentaires

publication étudié(s)
U Estomac Colorectal - Facilité de résection :

clude . que 154 patients Taux d'utilité (TU) Nacl 8% 7% | | subjecti
(2 hopitaux) Al - e tcaeti Facilité Estomac Colorectal
Prospective Cll\joan(t:rlo(l)egb/ © | Lesions: Facilité de la résection NeCl 171% 76.0% - Ouvert
Randomisée = . ot HA 73% 97,7%

(61] (18], ou fax) Gastriques (72) Complications __|_13% % EndoEase®
(Randomisation | 165t 0,4% HA | et colorectales (82) Complications : ndoEase®:

i (EndoEase®) Volume utilisé (V) Hémorragies : 4 (C) vs 6 (HA) - Plus de

E}ra’“ lée en Perforation : 1 (C) vs 2 (HA) complications
Oasl)erte EMR ou ESD Temps opératoire Volume : C > HA -V injecté <

Tl\tlamps opératoire : Non Significatif

- Temps opératoire =
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ANNEXE 11 : Résumé des études monocentriques (1/2)
Réf | Type de Groupe(s) Nombre de patients | Paramétres évalués Résultats Commentaires
publication étudié(s)
1900KDa HA +
Etude glycéol® . R0 endoscopique : 94%
Monocentrique Ratio - 67 tumeurs chez 54 Eg ﬁ?s(:glsc:: oipll?:e RO histologique : 78% Efficacité et sécurité
[38] | Prospective 17 (tum eurs | Patients Combli t? ﬂ 1 perforation (fibrose+++) d’emploi du mélange
Ouverte astriques ESD Réci giv?aas ons 2 saignements post opératoires glycéol + HA
Non contrélée gans 2i catrice) Aucune récidive aprés 1an
sinon1:3
Etude A .
. Contréle : 174 patients
I\Pllrc:)r:;)c;irt\it\:;que Glucose + Lésions type | ou 0- RO :
Randomisée adrénaline Il (classification de 72% (G) vs 69% (HA) [Non
oar ordinateur 1/10000¢ + Paris) Résection RO Significatif] ' Pas de différence
En Aveuale indigo carmin | ou Lateral Perforation Perforations : Non Significatif significative entre les
[66] (Endos cog istes) 5% (G) spreading tumors | e o Saignements retardés : Non deux groupes en
+ P <30mm Ré currengc os Significatif termes d'efficacité et
IDE ne Test : Acide Saignements immédiats : de complications
connaissant pas hyaluronique + | Colorectal 0(G) vs 3 (HA)
les hypothéses indigo carmin Récurrences : Non Significatif
de Iétude 5% (HA) EMR
Contréle : NaCl e r gt g
Etude 0,9% (C) Fgg::::g g ;ng:;::ﬁg Facilité d’injection : HA > NaCl Injection et capture
Monocentrique 94 patients Temps dinjection Facilité de capture : HA > NaCl plus aisée avec HA
rospective Test: 0,2% HA | Tumeurs Hémorraaies post Temps d’injection : Non Significatif | Pas d’'amélioration
[65] pRan dpomi sée (MucoUP® colorectales rocé durge P Hémorragies : Pas de différence clinique ni de
(Enveloppes) dilué au %2) <20mm {)Iolume injecté Volume injecté : Non Significatif diminution du temps
Ouverte Pas EMR Temps EMR Temps EMR : Non Significatif opératoire ou des
d’adrénaline ni Ré P f bloc RO RO en bloc : Non Significatif complications
indigo carmin ésection en bloc
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ANNEXE 12 : Résumé des études monocentriques (2/2)

Réf | Type de Groupe(s) Nombre de patients | Paramétres évalués Résultats Commentaires
publication étudié(s)
196 patients RO : 65,6% (C) vs 79,5% (HA) Maintien de
Etude Contrdle : NaCl P RO Résection en bloc : 97,9% (C) vs I'élévation : HA > NaCl
. : 4 VAR :
Monocentrique 0,9% +indigo | Tumeurs Résection en bloc 96’.7/". (HA) N’qn,S|gq|f|cqt|f 0 0,9%. ,
Prospective . - C S & lAuatt Maintien de I'élévation : 54,1% (C) | Nombre de RO :
‘2 carmin (C) superficielles Maintien de I’élévation 0 0
Randomisée colorectales <20mm | Complications vs 83,9% (HA) HA > NaCl 0,9%.
[67] | (ordinateur) Complications : Pas de différence Résections en bloc et

(blocs permutés
sans
stratification)
Ouverte

Test: 0,13%
HA (MucoUP®
dilué) + indogo
carmin

7 endoscopistes
d’expérience
variable (500 -
15000 cas)

Relation RO -
expérience de
I'endoscopiste
Temps opératoire

saignements post-opératoires, pas de
perforation

RO par endoscopistes peu
expérimentés :

62,1% (C) vs 79,3% (HA)

complications :
HA = NaCl 0,9%

HA a favoriser si peu
expérimenté.
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ANNEXE 13 : Résumé des méta-analyses

Réf biblio | Type étude ? | Groupe(s) comparé(s) Nombre de patients | Paramétre étudié Résultats Conclusions,
prospectif : commentaires
retrospectif,

Pas de différence significative R0 et R0 en
bloc
Contrdle : NaCl 0,9% 4 études RO en bloc Pas de différence significative en terme de
[68] Méta analvse randomisées Complications complications. Elévation plus longue avec HA
y Test : HA a différentes contrblées Maintien élévation que NaCl 0,9%
concentrations (585 patients) muqueuse
G50% vs HA (82) o . Peu de
Résection compleéte blications d
’ (RO) pu |c§t|ons e
NaCl 0,9% vs : (385) 9 études Comblications : Pas de diffé haut niveau de
randomisées ompfications - as % frierence en preuve.
[19] | Métaanalyse | HA (209) controlées (792 | Saidnemens, rorme Je resedtion Pas de signal en
G50% (72) patients) e rf%rations, complications faveur d’'une des
Hydroxyéthylamidon(25) EMR Elévation muqueuse P solutions testées
Gélatine succinylée (43) (études animgles) d’un point de vue
Fibrinogéne(36) clinique.
Amélioration du nombre gé'lllljst?otgn des
NaCl 0,9% de résections R0 en bloc VISQUELSES
5 études contrblées RO en bloc et diminution du nombre rec%mman dée
51 Solutions visqueuses : randomisées EMR - L de lésions résiduelles
[51] Lésions résiduelles

Méta analyse

Hydroxyéthylamidon,
Glucose 50%, HA, Gélatine
succinylée

colorectal (504
patients)

Complications

avec les solutions
visqueuses.

Pas de différence en
terme de complication.

pour les larges
lésions.

Pas de différence
significative pour
lésions < 2cm.
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ANNEXE 14 : Aide a I'interprétation de I’essai des endotoxines bactériennes
(Manuel Charles River)

Endosafe - PTS"

Guide d'utilisation

xxkx*x*++ ENDOSAFE Test Record ****xx**x Gamme de dosage de la cartouche
V7.12A 7/30/2008 Limite de détection = Point le plus bas de la gamme (0.05 EU/mL).
DateTime:.......... 05/14/09 @ 08:04:34AM Temps de réaction des 4 canaux.
DEVICE: ..iviiniiiiiiiiinieananns 3211 1.&3 sont les échantillons, 2 & 4 sont les échantillons surchargés.
Operat.:orID: ........................ GB?S Facteur de dilution:
Cartridge .. oo vvnmiornsiniesiomies Endotoxin 1 = pur, 10 = 1:10, 100 = 1:100 etc...
Temperature: ...Start: 37.0C End: 37.0C
Method: KX-122 CV % des canaux 1 & 3
d: e Représente la différence des 1 B st ortion i ‘
Cartridge Lot#: ................. 8260166 Doit étre < 25 % pour un test valide.
Cartridge Cal Code: ........ 112236952011
Range: 1-0.01 CV % des canaux 2 & 4
g@: .. c.uuiiiiitiiiiiiiitniaans 5 Représente la différence des o ikacion wkeisas :
Range Time:................. Sec: 122-769 Doit &tre < 25 % pour un test valide.
Onset Times:.......... >769 314 >769 342 % de das Sons surchargda dee 284
Slope: -0.400.......... Intercept: +2.086 de recouvrement des échant endazes
Doit étre compris entre 50 % et 200 % pour un test valide.
Dilubions srinvisise oies v ssvivsivsiteels 1 oy
SaMPLle LOL i cewanoniannvessees oo B82260 Test de conformité
sample: IDs &ssssasaR i LRW Evalue le CV de I'échantillon, le CV de la surcharge et le pourcentage de
Sample Rxn Time CV:............ 0.0% Pass rsoouvremem ia ; ' ;
SpAke VALUNEG oo isa caine 0.074 EU/mL i o ——
Spike Rxn Time CV:............. 6.0% Pass Concentration en endotoxines de I'échantilion (corrigée du facteur de diktion)
Spike RECOVErY:.......eveeeennns 93% Pass ¥ > ou < indique que I'échantillon est en dehors de la gamme de détection.
Test Sultability: .. s Pass
Sample Value:............... <0.010 EU/mL

Note : les échantillons surchargés correspondent au mélange de I'échantillon avec une quantité connue d'endotoxines. Ce contrdle correspond a une recherche
d'interférences (inhibition ou activation). La réaction LAL est une cascade enzymatique sujette aux interférences de I'échantillon.

L'inhibition diminue la réactivité enzymatique, aboutissant a une valeur d'endotoxines détectée inférieure a celle attendue. A l'inverse, une activation augmente

la réactivité enzymatique, aboutissant & une valeur d'endotoxines détectée supérieure a celle attendue. Le % de recouvrement est la différence entre la valeur théorique
de la surchage et sa valeur trouvée. Un % de recouvrement < 50 % indique que moins de la moitié de la quantité d’endotoxines théorique a été retrouvée : I'échantilion
est donc inhibiteur.

Cette vérification de pourcentage de recouvrement évite de rendre des faux négatifs. Un CV % > 25 % indique que le pipetage a été mal effectué ou indique

la présence de bulles.

%&
charles river| gesims.,,

eurendo@eu.crl.com




ANNEXE 15 : Résultats des essais des endotoxines bactériennes (solutions pures)

JO

M5

KEXRRRREX ENDOSAFE Test Record ¥xdissix
VT12F 3/26/2015

DateTime: .......... 17-08-18 @ 12:17:20

Device: ....u.. crsnenavanas 6930

OperatorID: vuveiiverecneencenes vaeas MR

Cartridge: .i.v.evsvaeacenese. Endotoxin

Temperature: .. Start: 37.00C End: 37.0C

Nethods: wuaoivesiiiiss sressvens . KX-122

Cartridge Loth: ...uvuvsus. 760316r
Cartridge Cal chn. ceesen 11434”3 2944
RONGEE iviissasisvssisvnssmnnnnne 14 0.01
Range Tine: Tessenaaenes G001 145-823
Onset Times: ...... »823 >823 3823 5823
Slope: =0.377 .uvuuee. Intercept: +2,141

DIYUEIORT vinviinaiivissimernrsermnndd 1
Sample Lot: ..,... .+ 18731H 19
Sample ID: ....... senss 18731H 19
Sample Rxn Time CV: 0.0% Pass
Splke Ualue. vernansnaansos <0.000 EU/RL
(3 H « 0.0% Pass
BCOVErYS sussnssansnes . 0% Fail
Test Suitabilitys ...o.vvess . Fail
Sample Value: .....vevuse ., \O.DIU EU/mL

FRKRERKRK ENDOSAFE Test Record XKREKRRAX
UT12F 3/26/2013

DateTile: wecerseess 17-08-18 @ 11:20:34
DeVice: seeevessvasasnsnnsanss censs 6930
OperatorID: ceescerasnssenes - ﬁR
Cartridge: «vaees vessssensssss Endotoxin
Temperature: .. Starts 37.0C End:y§7igs
Method: ceevesssncninas suunpveie KA=122

Cartridge LotH: secesesennsasens Zégi;éz
Cartridge Cal Code: .useses 11444;3;¢,81
RaNGEE suvsevsresnonnens ...'é..' 1Z=0
Range TiME: vee svssssrsrvas 9EC ;
Onset Times: ...... >823 823 >827 823
Slope: -0.377 veees Intercept: +2.161

i 1
Dilution: ... sEsaunEe insssessruane
Sample Lot: . vees 18731H 1:
Sample ID: svesvvnnnnss sneunes 1BTSIH 11

Sample Rwn Time CV: .veecenan. 0.07% Pass
Spike Value: vevsssssnnnnss <0. 009 FU/nL
Spike Rxn Time CV:
Spike Recover

Test Sui
Sample Value: secvvruncnnes <0.010 EU/nL

AXKRERkRX ENDOSAFE Test Record 2EXXX¥REX
VT712F 3/26/2015

DateTime: vevevesnss 17-08-18 @ 10:27:25

DBVICE: verennnsnsn sE R . 6930

OperatorID: sevevnvnnnes seesssran ﬁR

Cartridge: sesveescsvscnseeas. Endotoxin

Temperatures .. Start: 37.0C End: 37.0C

Method: ...ovavenennce S —— KX-122
Cartridge Lot#: ..ecenivn vnane. 7603145
Cartridge Cal Code: ...... 114542352964
RINGEE sossennvinranerunsnnvnns 1-0:.01
Range Time: ..covuses waeees Sec: 145-823

Onset Times: ...... »B823 »B823 >823 >823
Slope: -0.377 ..veeve. Intercept: +2.161

Dilution: sessveevainservscsnsossnnres 1
Sample Lot: ...auae evenesesenss 187T3LH 2
Sample ID: ceevussvssssnss .o 18731H 2
Sample Rxn Time CV: ..... 0.0% Pass
Spike Value: seesvesensnnes \0 000 EU/mL
Spike Rxn Time CV: ..eeveeaess 0.0% Pass
Spike ReCOVEry: seevensesenss 0% Fail
T 41*"vl tys . . Fail
Sampla Value: svusernsanas -D 010 EU/mL

KRERKRKRX ENDOSAFE Test Record RXfitxx
VT12F 3/256/2015

DateTines vuvvvuees, 17-08-18 8@ 13:54503

DBVICES: snearnesnermsnniunasosisiss SO0

L 1 o | R —

Cartridge: vevervrcrisesananes Endotoxin
Temperature: .. Start: 37.0C End: 37.0C
Nethody . vyevgmonninas seweeiey =« KX-122
Cartridge LotH: vvvvvvusnnss +» 7603165

Cartridge Cal Code: ....... 114542352944
RaNGEE vuvnresmesnsnsinessvivins: 1~0.01
Range Time: +uvvivesvrnun.. Sec: 145-823
Onset Times: ...... 823 823 5823 5823
Slope: ~0.377 .vvuvenn Intercept: +2.141
130171517 | seovanses 1
Sample Lotz vuvivuvnvvinnnenes, 17974H 3
Sample ID: vuvissnniniinnneeens 17974H 3
Sample Rxn Time CV: .iuvvveew. 0.0% Pass
Spike Value: uvusvusvun... €0.000 EU/nL
Spike Rxn Time C oo 0.0% Pass
Spike F_uower~: ............. 0% Fail
Test Suitability: vuvuvveinnvereees Fail
Sanple Value: vuuveunens +». £0.010 EU/nL
3

KRRk ENDDSAFE Test Record KERREREX
V712F 3/26/2015

DateTime: ..... seaes 17-08-18 B 13:34:27
DEVICEE sumssmevnissvisriiizivsoes 6930
OperatorIDs serssscsssarsscnasannsnes MR
Cartridies’ vuvesssrnaniinessns Endotoxin
Tempersture: .. Start: 37.00 End: 37.0C
Kethod: «vevvvieiinieninnenineees KK-122
Cartridge Lot: . . 7603145
Cartridge Cal Code: ....... ’14 142352944
RANGEL cusinvinsns sesenss. 1-0.01
Range Time: ...uuevessenn.. Sec: 145-823
Onset Times: ...... 827 3823 >a23 »823
Slope: -0.377 vevvvens Intercept: +2.161
2l st R 1
Bample LOS: vuvviseivessinasnss 17974H 2
Bample ID®.evsinmmiininvsios 17974H 2
Sample Rxn Time CV: ..vuv.uu.. 0.0 Pass

Spike Value: .u.ivvvvua.... <0.000 EU/mL

Spike Rxn Time CV: «.vvvvuss 0.0% Pass
Spike P oisannsansines 0% Fail
Test wafabxlvf ............ Fail

Sample Value: .......uvn... <0.010 EU/8L

KORRpikkk ENDOSAFE Test Record ER¥fRdRax
V712F 3/26/2015

DateTime: ..... sesss 17-08-18 @ 13:08:37
Device: weveuss 1]
OperatorID: sssessensasnns .- KR

Cartridge: . sasssssnssasts Endotoxin
Temperature: : 37.0C End: 37.0C
Hethod: .eeeseeessssnnens cosunses KX~122

Cartridge Lofﬂ. sessnsesserssens 1603165
Cartridge Cal Code: s 114502352964
Range: ..... sessesnes 1-0.01
Range Time: esesaaes SeC: 145-823
Onset Times: . . /8”1 \843 »823 »823
Slope: -0.377 vuvesws. Interceph: 42,161
Dilution: sususes sessssserssnsssennns . 1
Sample Lot: veveenns sassessenes $07490 1
Sample ID: eannsnss FYTTTAR 1
Sample Run Time CV: senss 0,07 Pase
Spike Value: . .. €0,000 EU/pL
Spike Rxn Time 0.07% Pass
Spike Re - (07 Fail
Test Suitability:

Sample Value:

ivnsa.Eaid
<0010 EU/mL
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ANNEXE 16 : Résultats des essais des endotoxines bactériennes (solutions diluées 1/50¢)

JO

M5

Test Suitahi) ty
Sanple Yalyes

FRRoik gy ENDOSAFE Test Recard FRhresx
Vrizr 3/2672015 o

DateTine;

Device: ... » 17-08-18 @ 14:37,13
Operatorip; BARAARALEEEE 6930
,;,a,_m_ P ....E.t;;.*.. MR
enperatures |, o roreeae ENdotoxin
Hethod: art: 30,00 end: 37,00

Cartrldge Lof#- :. _.""----.... kX-122
Cartridge Cal Code; ... 17 acs c03165

Range: vers 114542350940
Range Tigey , ~TTTtreree e 140,01

Sec: 145-go3
veee 3823 316 5823 370
Ve hneves Inferrepf. +2,161

Slope: -0,377
Dilution: ,,
Sample Lot |
Sample 1D:
Sample Run ]l”n rﬁ .......... 18731H 19
Spike V3lye; — trtrevvenns 0,07 Pass
Spike Run Tine pue ottt 0-092 Eu/mt

Spike Recoyey ![']Z Pa;;

R Nrenanns . F?s‘
ek ssennnsne (0 500 EU/nL

XXKKKRRKE ENDOSAFE Test Record $k¥gfikix
7T12F 3/26/72015

DateTime: .......... 17-08-18 @ 18:05:35

Device: svcasssscsvacacnnnes ceenens 6730

OperatorID: ....vvss

Cartridge: . Endotoxin

Tenperature: Sfart 37.0C End: 37. DC

Method: cevvennavnnans oee KX-

Cartridge LotH: .uvvvinenvinnnns 7403145
Cartridge Cal Code . 114542352944
Range: ..... 1-0.01

c: 145-823
»823 342 >823 374
Slope: -0.377 .. . Intercept: +2.141
Dilution: .... ssvsvesssassuns OO0
Saiple Lotd wsservesuuiosvones 18731H 11
Sample ID: sasessssses 18731H 11

Sample Run T]YL
Spike Ualue .

Range Time:
Onset Times: ...

oo 0.0% Pass
0 UBO rU/mL

Spike Rxn Time CV: vivvvvnnnns 6.7% Pass
Spike Recovery: 8 5
Test SULtabilityl cesesssncnnsannne Pass

Sample Value: ..vvvveeassss <0.500 EU/nL

.

RRRERERRY ENDOSAFE Test Record SR¥XfR¥Lx
V712F 3/24/2015

DateTime: .uvvvnnnne 17-08-18 8 15:24:27
Device: cuvevveicnncnsncasnnnnnnnns 4930
OperatorID: .vvvvrerecnsccsssnnccsans KR

Cartridge: . . Endotoxin
Temperature: .. Start: 37.0C End: 37.0C
Hethnds siisismssssiaiisisinas oo KX-122

Cartridge Lot#: . . 74031465
Cartridge Cal Code: .. 14542352944
Range: ...vvunas spvanmnanans 1-0.01

« Sec: 145-823
Onset Times: ... =B¢3 362 »823 430
Slope: -0.377 . . Intercept: +2.141
Dilution: ..eevvvneen sessauas sesnnses 50
Sample Lot: sesenss esaseses 187314 2
Sample ID: L T T 18731H 2
Sample Rxn Time CV: vovevenees

Range Time:

0% Pass
Spike Value: . sessss 0. 060 EU/mL
Spike Rxn Ti
Spi kt Reco

JpL

KRRRkkkik ENDOSAFE Test Record Rkkkigiyk

UT12F 3/26/2015
NateTime: ves 17-08-18 B 17:42:38
Pevice? ssnssnsesnsess sasasEsERmIAe 6930

OperatorID: ... senmeryepanes NN
Cartridge: . Endotoxin
Temperature: . Sfarf 37.0C End: 37.0C

Hethtidsdssssescenansaryonesnes ooy KX-122
Cartridge LotH: ...vveuvnirnnnvas 7603145
Cartridge Cal Code: ....... 114542352944
Range: .v.uess . - N 1-0.01
Range Time! vevenvsnnsnnres . Sec: 143-823
Onset Times: .vuswuus »823 334 »823 392
Slope: =0.377 vuseesss Intercept: +2.161
Dilutiont .ssssseasasensonssasans sess 90
Sample Lot: vunvnnens oo 17974H 2

Sample ID! sauvvnvenes ssseses 17974H 3
Sample Rxn Time CV: ..v.nes 0.0% Pass
Spike Value: vuvevvennn D 078 EU/nL
Spike Rxn Time CV: .... . Y

Spike Recover

Test ¢ ulf’ullx'f'
Sample Value: vivvsvrnvnans
i

$XREKRRR% ENDOSAFE Test Record XXERRXREX
U712F 3/26/2013

DateTime: coeceeeeses 17-08-18 B 17:17:07
Device: ... 4930
OperatorID: ceovess I HR
Cartridger sesvsssnssssnsnsses Endotoxin
Temperature: .. Start: 37.0C End: 37.0C
Hethod: cecersnnsscansenes cenness KX-122
Cartridge LotH: cocvinvennnns eee 7603185
Cartridge Cal Code: ....... 114542352964
RANGE: ssvessseessssassrnasnnss 1 -0.01
Range Time: .eessren R Sec: 145-823
Onset Times: ........ »B823 358 >823 378
Slope: -0.377 .eeus v« Intercept: +2.161
Dilution: cevsessssss R —— avpe 90
Sample Lotz savevarersnnsenenay 17974H 2
Sample ID: sevvrenssnnnnsnsance 179744 2
Sample Rxn Time CVi «usvvvess. 0.0% Pass
Spike Value: «ueessssssness 0,073 EU/BL
Spike Run Time CV: Pass

Spike Recover
Test Suitability:
Sample Value: .eevssvrnnes

¥ERkRERkx ENDOSAFE Test Record RERXXZXkX
VT12F 3/26/2015
DateTime: sevncesss . 17-08-18 @ 14:54:37
Device: coaess cvsssases caveesmasens 6¥30
OperatorID: evsescsscsnvnneinsnes ... HR
Cartridge: secessecesss reseses Endotoxin
Temperature: .. Start: 37.0C End: 37.0C
Method: ..... esssasses siasesaunss KX-122
Cartridge Loth: .covcnnnennnains 74603165
Cartridge Cal Code: ....... 114542352944
Range: ..... sssssesesnsesnasEs .. 1-0.,01

Range TiBe: seesessssses... Sec: 145-823
Onset Times: ........ »B823 342 >823 184

Slope: ~0.377 sevanaes Intercept: +2.181
Dilution: sevecssssssssssssnscnnees -1
Sample Lot: seavivninnes . 179741 1
Sample ID: ..veuee sevens . 179744 1
Sample Rxn Time CV: eevvevens 0.0Z Pass
Spike Value: .uveuves esssss 0,078 EU/nL
Spike Rxn Time CV: secvevenees 8. S
Spike RecOVEry: cesessusss

Test Suitability: seeeeees

Sample Value: ..... sersasus ¢l
2

78



ANNEXE 17 : Fiche de fabrication des solutions de Fructose 5%
et glycérol 10% (Hoépital E. Herriot, Lyon)

UF « Préparation et controle des madicaments »

Solution stérile de fructose 5% (m/v) - glycérol 10% (v/v) - 100 mL

Hospices civils de Lyon = Pharmacie de 'Hapital E. Herriot ®

Indication

Injection intramucosale pour le repérage de la couche sous-
mugueuse lors des résections endoscopiques.

Composition qualitative et quantitative

Glycérol ... ... ... .. 10 mi

Chlorure de sodium 0,9% ............... gsp. 100 mi

Mode opératoire

L'ensemble des opérations de préparation est réalisé dans une rone d atmosphére contrilée de classe A
= Peser le fructose et prélever le ghycérol.

= Dans une éprouvette graduée, ajouter le fructose et le ghycérol.

»  Compléter le volume avec du chlorure de sodium 0,9%.

= Remplir les poches EVAM® de 250 ml & 100 ml en effectuant une filiration stérilisante (0,22pm).

Conditionnement
Poche EVAM® de 250 mi remplies 3 100 ml. Les poches sont suremballées.

Contrdles
Dosage du sodium, essai de stérilité et recherche d'endotoxines.

Conservation
& mois aprés fabrication & température ambiante (15 - 25C7).

& /) FRIPHARM

Hépiaus de Lyan
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Nom : ROCHE
Prénom : Marine
Titre du mémoire / thése :

MISE EN CEUVRE ET CONTROLE QUALITE D’UNE SOLUTION DE FRUCTOSE
ET DE GLYCEROL DESTINEE A L’ENDOSCOPIE DIGESTIVE

Mots-clés : Solution de fructose-glycérol pour endoscopie digestive ; préparation
pharmaceutique, faisabilité ; contr6le qualité ; produits de dégradation du fructose

Résumé :

Depuis les années 1980, la prise en charge des Iésions néoplasiques superficielles du
tube digestif a été révolutionnée par I'apparition de deux techniques endoscopiques :
La mucosectomie et la dissection sous muqueuse. Ces techniques permettent le retrait
des tumeurs « en bloc », facilitant ainsi I'analyse histologique et limitant le risque de
rechute. Cependant, ces techniques sont associées a des risques élevés de
complications qui peuvent étre réduits par l'injection d’'une solution adaptée dans la
sous-muqueuse.

Devant 'absence de spécialité disponible dans cette indication, nous avons développé
une méthode de production aseptique d’une solution de fructose 5% et glycérol 10%
dans le chlorure de sodium dans des flacons de verre. Dans l'optique de garantir la
qualité de la préparation réalisée, nous avons mis en ceuvre un ensemble de contrbles
de la préparation (teneurs en fructose et en glycérol, essai d’endotoxine et de stérilité,
particules non visibles, osmolalité) et développé une méthode de dosage simultané de
deux produits de dégradation du fructose (5-hydroxyméthylfurfural (5-HMF) et 2-
furaldéhyde (2-FA)) par chromatographie liquide haute performance couplée a une
détection UV-visible.

Nous avons ensuite vérifié la stabilité des solutions préparées pour mise a disposition
de cette préparation hospitaliere dans le service d’endoscopie digestive.

La méthode de production a permis I'obtention d’'une solution homogéene conforme aux
spécifications relatives aux injectables. La solution préparée est restée stable et stérile
au moins cing mois conservée a température ambiante.

Nous envisageons de tester la préparation au bloc opératoire afin d’éventuellement
optimiser sa formulation, pour répondre aux besoins des endoscopistes et optimiser la
prise en charge des patients.
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