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ARS : Agence Régionale de Santé

ATU : Autorisation Temporaire d’Utilisation

BAES : Bulletin d’Analyse Etude de Stabilité

BAMP : Bulletin d’Analyse Matiere Premiere

BAPF : Bulletin d’Analyse Produit Fini

BPF : Bonnes Pratiques de Fabrication

BPP : Bonnes Pratiques de Préparation

CA : Complément(s) Alimentaire(s)

CRS : Substance chimique de référence

CSP : Code de la Santé Publique

DCSI : Déficit Congénital en Saccharase-lsomaltase
DJA : Dose Journaliere Acceptable

DLU : Date Limite d’Utilisation

DSP : Downstream Purification

EFSA : Autorité Européenne de Sécurité des Aliments
FDA : Food and Drug Administration

FSSC : Food Safety System Certification

HACCP : Hazard Analysis Critical Control Point

HCL : Hospices Civils de Lyon

HR : Humidité Relative

ICH : International Council of Harmonization

INCA : Etude Individuelle Nationale des Consommations Alimentaires

LCQ : Laboratoire de Controle Qualité
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MICI : Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin
MC : Maladie de Crohn

MP : Matiere(s) Premiere(s)

MPUP : Matiére(s) Premiére(s) a Usage Pharmaceutique
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PE : Pharmacopée Européenne

PM : Préparation(s) Magistrale(s)

PH : Préparation(s) Hospitaliére(s)

PO : Préparation(s) Officinale(s)

PUI : Pharmacie(s) a Usage Intérieur

QP : Qualification Pharmaceutique

RCH : Rectocolite Hémorragique

RGO : Reflux Gastro-CEsophagiens

SFSTP : Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques
Sl : Saccharase-Isomaltase

SII : Syndrome de I'Intestin Irritable

Ul : Unité Internationale

ZPNS : Zone de Production Non Stérile

ZPS : Zone de Production Stérile
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INTRODUCTION

Les maladies digestives concernent prés d’un francais sur cing soit treize millions
d’individus et connaissent actuellement une progression inexpliquée, notamment chez les
enfants [79]. Parmi '’ensemble des pathologies de la digestion, il existe des maladies rares
souvent méconnues du monde médical. Leur diagnostic est difficile et leur prise en charge
constitue un défi majeur de santé publique pour les professionnels de santé. En effet, les
maladies orphelines sont régulierement victimes de I'absence de thérapies existantes. Pour
pallier cette impasse, les Pharmacies a Usage Intérieur (PUI) peuvent étre amenées a
réaliser des préparations pharmaceutiques. Pour garantir la qualité des médicaments et Ia
sécurité des patients, ces activités de préparation sont réalisées conformément aux bonnes
pratiques et encadrées par des normes réglementaires. Avant la réalisation de toute
nouvelle préparation, une étude de faisabilité incluant une évaluation des risques relatifs

a cette préparation doit étre effectuée.

Le déficit congénital en saccharase-isomaltase (DCSI) est une maladie digestive rare qui
s’inscrit dans cette problématique. D’origine génétique, il se déclare classiquement chez
I’enfant lors de la diversification alimentaire. Selon le degré de sévérité du déficit, il peut
étre nécessaire de traiter les patients avec une enzymothérapie substitutive. FRIPHARM®,
la plateforme pharmaceutique de I’hdpital Edouard Herriot du groupement hospitalier
centre des Hospices Civils de Lyon (HCL), propose déja une solution buvable d’invertase
pour améliorer la digestion du saccharose. Pour traiter le DCSI dans sa globalité, une
demande a été émise par le biais d’'une association de patients concernant la possibilité de

mettre au points un médicament permettant de faciliter la digestion de I'amidon.

Notre travail s’intéresse a la mise au point d’'une préparation pharmaceutique de
glucoamylase au sein de FRIPHARM® pour faciliter la digestion de I'amidon dans la prise en

charge thérapeutique du DCSI.

Dans une premiere partie, nous décriront les maladies digestives chroniques les plus
fréquentes avant de focaliser notre propos sur le DCSI. Dans une seconde partie, nous
détaillerons la Qualification Pharmaceutique (QP) de la Matiére Premiere (MP) nécessaire
a la réalisation de ce projet avant d’exposer les différentes étapes de I'étude de faisabilité

de la préparation pharmaceutique de glucoamylase.

17

LAMBERT
(CC BY-NC-ND 2.0)



CHAPITRE 1 : GENERALITES

LES MALADIES DIGESTIVES CHRONIQUES

1. Maladies inflammatoires chroniques de l'intestin

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin (MICI) regroupent la Maladie de
Crohn (MC) et la Rectocolite Hémorragique (RCH). Ces pathologies sont caractérisées par
une inflammation de la paroi du tractus gastro-intestinal accompagnées de manifestations
inflammatoires extra-digestives. L’origine des MICI n’est pas encore clairement définie. Elle
reposerait notamment sur l'interaction entre une prédisposition génétique, des facteurs
environnementaux et le microbiote intestinal, entrainant une perturbation de I'immunité

innée et de I'immunité adaptative [1].

Ces maladies évoluent par poussées inflammatoires dont la durée et la fréquence sont trés
difficiles a prédire du fait d’'une grande variabilité interindividuelle. Dans la MC, tous les
segments du tube digestif sont susceptibles d’étre touchés par I'inflammation. Les crises
font généralement apparaitre des symptomes digestifs comprenant des diarrhées
chroniques, des crampes d’estomac, des nausées et des vomissements [2]. La RCH touche
principalement le rectum, mais peut également s’étendre de facon continue et rétrograde
a la totalité du coélon, sans jamais atteindre ni l'intestin gréle ni I'anus. Les crises sont
caractérisées par des symptomes digestifs comprenant des diarrhées glairo-sanglantes et
des crampes d’estomac en association avec une altération de I'état général. Une
complication majeure de la RCH est la colite aigué grave, une poussée sévere qui se
caractérise par un nombre d'émission de selles glairo-sanglantes supérieur a six par jour
avec pronostic vital engagé [3]. Dans les deux maladies, des syndromes extra-intestinaux
et des troubles immunitaires sont associés aux manifestations digestives. Les plus
fréquents sont des rhumatismes articulaires, des atteintes oculaires et cutanées et des

atteintes des voies biliaires [1].

En France, les MICl touchent chacune environ une personne sur 1 000 et sont généralement
diagnostiquées entre 25 et 40 ans. Cependant, depuis 1988 nous observons une forte
augmentation de l'incidence des formes a début pédiatrique dans notre pays (+ 126 % pour
la MC et + 156 % la RCH) [4]. Le diagnostic ne repose pas sur un test spécifique, mais sur la
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combinaison de données cliniques, biologiques, endoscopiques et histologiques. Il est
généralement évoqué en cas de douleurs abdominales associées a des diarrhées
chroniques et confirmé par endoscopie digestive avec mise en évidence de lésions

macroscopiques caractéristiques.

La prise en charge thérapeutique des MICI n’est pas curative mais elle permet un contréle
durable de ces maladies. Dans la RCH, les 5-aminosalicylés sont le plus souvent utilisés en
traitement d’attaque et en traitement de fond a des posologies différentes [5]. Les
corticoides sont privilégiés pour traiter les poussées inflammatoires de la MC. Leur prise au
long cours n’étant pas recommandée, une prise en charge a base d'immunosuppresseurs

sera instaurée pour maintenir les périodes de rémission [6].

2. Maladie ceceliaque

La maladie cceliaque, aussi appelée intolérance au gluten, est une entéropathie auto-
immune qui provoque la destruction progressive des villosités de I'intestin gréle. Elle est
caractérisée par une réaction immunitaire exagérée en réponse a l'ingestion de gluten, une
protéine présente dans les farines de blé, d’orge et de seigle. Bien que son origine ne soit
pas encore clairement définie, elle serait due a une association de facteurs génétiques et
environnementaux. Les symptoémes majoritairement observés sont des diarrhées
chroniques et des douleurs intestinales accompagnées de nausées et de vomissements. De
plus, la destruction des villosités intestinales est responsable d’une altération de la
digestion entrainant la malabsorption des nutriments, des minéraux et des vitamines avec
des complications potentiellement graves a long terme. On peut notamment observer une
perte de poids, un retard de croissance, une anémie isolée par carence martiale ou en

vitamine B12 ou encore une déminéralisation osseuse [7].

En France, la maladie cceliaque touche 0,5 a 2 % de la population générale et est
généralement diagnostiquée entre 20 et 40 ans. Cependant, le diagnostic est difficile car le
tableau clinique est trés hétérogéne allant de la forme asymptomatique a la malnutrition
sévere [8]. Il repose sur la détection d’anticorps antitransglutaminase et d’anticorps anti-
endomysium, et sur la mise en évidence d’une atrophie villositaire sur des biopsies de

I'intestin gréle [9].
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Le régime sans gluten permet une amélioration des symptomes cliniques deux a six mois
apres linstauration de celui-ci avec disparition des anticorps anti-endomysium et
antitransglutaminase. Une repousse villositaire avec normalisation des anomalies

intestinales est visible apres 12 a 24 mois de régime sans gluten [8].

3. Syndrome de l'intestin irritable

Le Syndrome de I'Intestin Irritable (SII) est un trouble chronique de la digestion qui associe
des douleurs abdominales et des troubles du transit intestinal. Souvent considéré comme
bénin par les médecins, il serait causé par des altérations organiques comme des troubles
de la motilité, une hypersensibilité viscérale ou encore une perturbation du microbiote

intestinal [10].

Le Sll touche 5 a 10 % de la population frangaise et débute généralement a I'adolescence.
Il prédomine ensuite entre 20 et 40 ans avant de faiblir vers I’age de 50 ans [11]. Les
atteintes du transit intestinal sont trés hétérogenes. En effet, 25 % des patients présentent
une forme avec constipation prédominante, 35 % sont atteints d’'une forme avec diarrhée
prédominante et 40 % ont une forme mixte avec alternance de diarrhée et de constipation.

De plus, la sévérité de la maladie est variable selon les patients [12].

Le diagnostic est uniquement clinique et ne peut étre posé qu'en l'absence de signes
d'alarme (rectorragies, méléna, anémie, perte de poids inexpliquée, etc.) et d’'un examen
cliniqgue normal [13]. Si des examens complémentaires sont réalisés, ils ont pour objectif
d’éliminer les suspicions d’autres maladies qui pourraient donner les mémes symptomes

[12].

Les traitements médicamenteux de premiere intention comprennent les
antispasmodiques, les laxatifs et les anti-diarrhéiques selon le type de trouble du transit.
Un ensemble de mesures hygiéno-diététiques permettent également de limiter
I'apparition des symptomes. En effet il apparait que 2/3 des patients constatent un lien
entre leur alimentation et leurs symptomes. Cependant, ces mesures doivent étre
préférablement encadrées par un nutritionniste afin d’éviter les régimes d’exclusion

exagérés et les carences [13].
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LE DEFICIT CONGENITAL EN SACCHARASE-ISOMALTASE

1. Etiologie

Décrit pour la premiere fois en 1960, le DCSI est une maladie génétique autosomique
récessive du complexe Saccharase-lsomaltase (SI) situé au niveau de la membrane
intestinale [14]. Une forme acquise de la maladie est également possible en association
avec diverses pathologies digestives [15], [16]. Il s'agit de I'anomalie de la digestion des
sucres la plus fréquente, affectant la capacité de I'organisme a dégrader le saccharose, le

maltose, les dextrines et I'amidon en monosaccharides [17].

Au niveau génétique, plus de 40 mutations a I'origine d'une altération de la structure, de la
fonction et/ou d'une perturbation de la production de la Sl ont été identifiées. Il s'agit de
mutations du géne 3g26.1 (gene 26.1 situé sur le bras long du chromosome 3) codant pour
le complexe de la SI [18]. La diminution voire I'absence totale d’activité engendrée par ces
mutations est responsable d’une grande variété de phénotypes qui se manifestent
classiquement, aprés ingestion de saccharose ou d'amidon, par des crampes d'estomac,

des ballonnements, des diarrhées et des vomissements [19].
2. Epidémiologie
Le DCSI est une maladie rare dont la prévalence est estimée a moins de 0,02 % en Europe

[14], mais elle est plus élevée chez les populations autochtones du Groenland, de I’Alaska

et du Canada (Tableau 1).

Tableau 1 : Hétérogénéité de la prévalence du DCSI dans diverses populations
autochtones d’Amérique du Nord [19]

Lieu d’habitation Prévalence du DCSI
Groenland 2-10%

Alaska 3%

Canada 3,6-7,1%

Europe <0,1%

Etats-Unis <02%

Notons que 28,5 % de la population Inuite au Canada est porteuse d’'un gene muté du

complexe de la Sl. Pour les Inuits, cette affection est un exemple de I'interaction gene —
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environnement. Il est fort probable que la mutation du géne du Sl se soit produite a

I'origine chez leurs lointains ancétres mais soit restée asymptomatique jusque dans les

années 1960, époque ou les aliments transformés et sucrés ont fait leur apparition dans

leur diete traditionnellement faible en glucides [20].

Notons également que la proportion de patients présentant des symptomes de déficit en

Sl est bien plus large puisqu’elle regroupe :

- Les personnes porteuses d’une mutation homozygote du gene codant pour le complexe
de la Sl, on parle de DCSI ;

- Les personnes porteuses de certains variants génétiques a I’état hétérozygote, on parle
alors plus globalement de déficit génétique en SI;

- Les personnes atteintes de déficits en Sl acquis ou secondaires a une autre pathologie.

3. Symptomatologie

Les premiers symptomes de la maladie se déclarent vers I’age de 4 a 6 mois, au moment
de la diversification alimentaire du nourrisson, avec l'introduction d’une alimentation
contenant du saccharose et de I'amidon. Les symptémes de DCSI sont décrits
principalement chez les enfants mais quelques cas ont également été observés chez

I'adulte [15], [16]. Le déficit en SI empéchant I'hydrolyse du saccharose et des chaines

oligosaccharidiques de I'amidon, cela conduit a leur accumulation dans la lumiére

intestinale [21]. Les conséquences directes sont :

- Une augmentation du péristaltisme par un effet d’appel osmotique. La différence de
pression osmotique est en faveur d’un afflux d’eau et d'électrolytes, dont le sodium,
depuis le milieu extracellulaire vers la lumiére intestinale selon le gradient de
concentration. Un accroissement du volume intraluminal est rapidement observé.

- Ll’acidification des selles liée a la fermentation des polysaccharides par la flore colique.
Pendant le processus biochimique de digestion anaérobique, les polysaccharides non
digérés sont hydrolysés en chaines plus courtes, puis en sucres simples, pour étre
fermentés en métabolites comme I'acide formique, I'acide succinique, I'acide lactique.
Les produits finaux de cette chaine trophique sont les acides volatils comme I'acide
butyrique, I'acide acétique et I'acide propionique [22]. De I'hydrogéne (H2) et du gaz

carbonique (CO2) sont également libérés par ces voies de dégradation [21].
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Colonisation des résidus alimentaires
par les bactéries coliques
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Figure 1 : Digestion des glucides complexes par le microbiote intestinal [22]

La sévérité des symptomes est généralement proportionnelle aux quantités de saccharose
et d’amidon ingérées. Cliniquement, le DCSI se manifeste d’abord de maniere digestive, par
des diarrhées aqueuses souvent explosives et trés abondantes, accompagnées de
ballonnements (un gonflement tres important du ventre peut étre observé), de douleurs
abdominales (pouvant altérer I'humeur des jeunes enfants), de flatulences, de reflux
gastro-cesophagiens (RGO), de nausées et de vomissements. Un érytheme fessier est
parfois observé, ainsi qu’une soif tres intense [23]. Les familles des patients ont relevé des
différences notables entre les symptomes survenant aprés ingestion de saccharose et les
symptoémes survenant aprés ingestion d’amidon :

- Effets de I'absorption de saccharose : Selon les quantités de saccharose absorbées, les

symptémes commencent a se manifester dans les 30 a 90 minutes qui suivent
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I'ingestion. L'apogée des symptomes se situe usuellement 5 heures aprés le repas et
perdurent généralement entre 1 et 3 jours ;

- Effets de I'absorption d’amidon : L'amidon provoque des symptomes digestifs a
retardement. Dans un premier temps, des ballonnements, des maux de ventre et des
RGO sont observés 5 heures apres lingestion. Classiquement les diarrhées ne
surviennent que 24 heures apres l'ingestion et peuvent perdurer jusqu’a 4 jours suivant

I"'accumulation des quantités.

Avec le temps et lorsque le régime alimentaire n’est pas adapté, les symptomes peuvent
empirer du fait de I'accumulation des polysaccharides dans l'intestin. Les déficits séveres
peuvent méme conduire a une fatigue importante, une déshydratation aigué et une
malnutrition avec hypoglycémies fréquentes pouvant engendrer un retard staturo-
pondéral. Notons cependant que les symptoémes et leur tolérance sont trés variables d’un
individu a l'autre et dépendent de plusieurs facteurs comme la sévérité du déficit
enzymatique en SI, la nature de la flore intestinale et la longueur du tube digestif.
Considérant cette variabilité interindividuelle, il est difficile de définir des seuils limites
universels en saccharose et en amidon. Chez les enfants, le tube digestif est plus court que
chez I'adulte. Par conséquent la capacité d'absorption de I'intestin gréle est plus faible et
la flore colique est moins développée ce qui donne lieu a des symptémes digestifs plus

bruyants.

4. Diagnostic

Le diagnostic du DCSI est souvent posé tardivement du fait de la méconnaissance de cette
maladie, de sa faible prévalence en Europe et de la faible spécificité des symptomes. Il
reposait initialement sur des réponses cliniques aux régimes pauvres en saccharose et en
I’'amidon. Les manifestations cliniques sont généralement attribuées, en premier lieu, a
d’autres maladies digestives chroniques comme la MC, la RCH, le SlI, la maladie cceliaque

ou d’autres intolérances alimentaires [14].

Le diagnostic devrait étre évoqué devant I'apparition des symptomes décrits
précédemment lors de la diversification alimentaire et l'introduction du saccharose ou de
I'amidon dans l'alimentation du nourrisson. Plusieurs méthodes, détaillées ci-dessous,

existent pour diagnostiquer un DCSI.
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4.1. Biopsie intestinale

Seule la biopsie intestinale avec étude enzymatique apporte la preuve formelle du déficit
en Sl. Elle constitue le gold standard et permet d’apprécier I'aspect morphologique de
I'intestin et d’effectuer le dosage des Activités Enzymatiques (AE) des disaccharidases
présentes a la surface de la bordure en brosse (saccharase, isomaltase, glucoamylase,
maltase et lactase). L'étude des AE se fait au niveau de |'intestin gréle proximal (duodénum
ou jéjunum proximal) [24]. En général, les critéres d’orientation du diagnostic de DCSI
comprennent une morphologie normale de l'intestin gréle en présence :

- D'une activité absente ou nettement réduite de la saccharase ;

- D’une activité trés hétérogene de I'isomaltase ;

- D’une activité maltase réduite a normale ;

- D’une activité lactase normale (ou tres peu réduite).

Bien que la morphologie intestinale soit intacte dans la majorité des cas, il est intéressant
de noter I'atrophie partielle de I'intestin proximal rapportée chez quelques patients et
associée a des troubles de I'absorption des graisses et des monosaccharides. Cette atrophie

est attribuée a la malnutrition [21].

Il s’agit cependant d’une technique invasive et contraignante. Les biopsies doivent étre
transportées rapidement dans un bain de glace si le laboratoire est proche, ou congelées a
-20°C ou -80°C pour la conservation. La muqueuse doit également étre intacte car les AE
sont diminuées en cas de lésions. De plus, une confusion persiste concernant le seuil

d'activité normale de la saccharase [21].

Des méthodes d'orientation vers un DCSI, citées ci-dessous, sont non invasives et moins

contraignantes.

4.2. Test de charge en saccharose

Le test de charge en saccharose, ou suivi de la cinétique de la réponse glycémique, consiste
a administrer a jeun et per os une dose de 2 g de saccharose par kg de poids corporel, et a
mesurer ensuite toutes les demi-heures la glycémie. En I'absence de déficit en saccharase,
la courbe de suivi des glycémies montre un pic glycémique 2 heures apres l'ingestion du

saccharose avec une glycémie supérieure a 1,4 mg/mL. En cas de déficit de la saccharase,
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aucun pic n’est observé et la variation de la glycémie reste inférieure a 0,2 mg/mL. A

I'inverse, l'ingestion de glucose et de fructose donne un pic glycémique normal [21], [25].

Ce test, bien que simple et peu colteux, reste contraignant puisque I'ingestion massive de
saccharose provoque, chez les patients malades, les symptémes séveres précédemment

décrits.

4.3. Breath test

Le principe du Breath test, également appelé test de I'hydrogene expiré, est de mesurer
I'hydrogene produit par la flore colique lors de la fermentation des sucres non absorbés
apres ingestion de 2 g de saccharose par kg de poids corporel. Le taux d’hydrogene expiré
est mesuré toutes les demi-heures pendant 3 heures. En I'absence de déficit enzymatique,
le saccharose est digéré puis absorbé. Il n’y a donc pas de phénomene de fermentation. En
cas de DCSI, le saccharose ingéré va subir le phénoméne de fermentation par la flore
colique, entrainant une libération importante d'hydrogéne dans le sang. L’hydrogene est
ensuite éliminé de l'organisme par expiration. La quantité d'hydrogéene expirée est

proportionnelle a la quantité d'hydrogéne produite [21], [26].

Tout comme pour le test de charge en saccharose, le Breath test peut créer des symptomes

chez le patient malade.

4.4. Examen des selles

L'examen des selles permet de mettre en évidence une intense fermentation des
polysaccharides par la flore colique au moyen de la mesure du pH, de la détection d’acides

fécaux et de la détermination de la flore fécale.

En cas d’intense fermentation des polysaccharides non digérés par les enzymes digestives
de l'intestin, le pH est anormalement bas en dessous de 5 (normale entre 6,5 et 7,5) du fait
de la production d’acides volatils (acétique, butyrique et propionique) et d’acides lactique

lors de la fermentation des sucres par la flore colique [27].

La production d'acides volatils (acétique, butyrique et propionique) et d'acide lactique peut
étre mesurée. Chez un nourrisson sans DCSI, |'excrétion journaliére des acides volatils

n’excéde normalement pas 10 a 13 mmol/j, et I'acide lactique est normalement présent
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sous forme de traces. Chez un patient atteint de DCSI, I'excrétion journaliére d’acide
acétique peut étre supérieure a 30-40 mmol/j, et I'acide lactique peut étre augmenté a 30-

50 mmol/j [21].

La flore fécale des patients présentant un DCSI est constituée quasiment exclusivement de

bacilles Gram positif : Lactobacillus acidophilus et de Bifidobacterium bifidum [25].

4.5. Autres examens

Plus récemment, des tests respiratoires aux isotopes marqués ont été développés. lls
permettent de mettre en évidence les déficits enzymatiques de maniere plus sélective en
fonction du substrat utilisé. Le saccharose marqué au carbone 13 permet de caractériser la
diminution de I'AE de la saccharase [28]. L'amidon marqué au carbone 13 permet de

caractériser la diminution de I'AE de I'isomaltase, de la maltase et de la glucoamylase [29].

La recherche des mutations génétiques est également possible par génotypage, mais elle
n’est pas faite en routine car elle est seulement informative. En effet, actuellement les

mutations ne permettent pas de prédire I'importance du déficit [30], [24].
5. Prise en charge

5.1. Régime alimentaire

La prise en charge du DCSI consiste premieérement a instaurer un régime strict, trés pauvre
en saccharose, en polymére de glucose, en dextrines et en amidon. Une évaluation
nutritionnelle permettra de déterminer I'étendue de la malnutrition et du retard de
croissance et d’évaluer le degré d’atteinte du complexe de la SI. L’éducation diététique des
familles ou de I'enfant, en fonction de son age, est essentielle pour atteindre un état
nutritionnel optimal et minimiser les symptomes du DCSI. Elle doit se faire en collaboration

avec un médecin et un nutritionniste [31].

L’évaluation nutritionnelle comprend une évaluation de la croissance, une évaluation de la
malnutrition et des besoins caloriques ainsi qu’une évaluation du niveau de tolérance de

I’enfant au saccharose et a I'amidon :
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- L’évaluation de la croissance comprend des mesures du poids, de la taille et de la
circonférence occipitale jusqu'a I'age de 2 ans. Les résultats sont rapportés sur les
courbes de croissance de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS).

- Lévaluation de la malnutrition peut étre réalisée de différente maniere. La
classification de Waterlow est, par exemple, couramment utilisée pour déceler et
caractériser une éventuelle malnutrition aigué ou chronique selon 3 degrés de
malnutrition allant de normal a sévere. Les besoins caloriques et protéiques de I'enfant
sont également calculés en suivant les recommandations de I’Agence nationale de
sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail (ANSES).

- Lorsque I'état nutritionnel de I'’enfant est stable, les niveaux de tolérance au saccharose
et a I'amidon peuvent étre déterminés par l'introduction de quantités croissantes
d’aliments contenant 'un et/ou I'autre dans son alimentation. Un relevé écrit sur 3
jours, détaillant précisément I'apport alimentaire et les symptomes associés, apporte
également une aide précieuse pour |'élaboration d’un programme nutritionnel adapté

aux besoins de I'enfant.

Le nutritionniste peut assister les familles dans |’établissement d’un régime adéquat, en
tenant compte des antécédents alimentaires de I’enfant (types et quantités d'aliments,
aliments et boissons problématiques), des éventuelles allergies alimentaires et des
aversions. Il peut également s’appuyer sur un algorithme décrivant la séquence des
évaluations diététiques et des interventions nutritionnelles impliquées dans la prise en

charge diététique des jeunes patients atteints de DCSI (Figure 2).

28

LAMBERT
(CC BY-NC-ND 2.0)



Suspected

CSID
Diet
Assessment
Growth
Assessment
Normal Failure to
Growth Thrive
Ll Ll
Normal Intake for
nutrient catch up
intake growth
Instruct on
diet for CSID
Symptom Symptoms
relief continue
Regular Further
follow up assessment
visits and
intervention

Figure 2 : Algorithme décrivant la séquence des évaluations diététiques et des
interventions nutritionnelles impliquées dans la prise en charge diététique des jeunes

patients atteints de DCSI [31]

Le degré de restriction est spécifique a chaque patient, en fonction du phénotype et de la
tolérance. Les régimes peuvent donc varier considérablement d’un individu a I'autre. C'est
pourquoi I'éducation diététique doit étre individualisée. L’Association Francaise du Déficit
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Congénital en Saccharase-lsomaltase (AFDCSI) a dressé la liste des aliments les mieux
tolérés et des aliments a éviter afin de faciliter la mise en place d’un régime nutritionnel
adapté, tout en limitant la survenue des symptomes du DCSI (Tableaux 2 et 3). Cette liste
détaille les quantités de saccharose et d’amidon présents dans chaque aliment et fournit

des informations utiles aux médecins, aux diététiciens et aux familles.

Tableau 2 : Aliments les moins bien tolérés par les enfants atteints de DCSI [32]

LEGUMES Taux de saccharose pour 100 g Taux d’amidon pour 100 g
Haricot bouilli 0,3 15,2
Carotte bouillie 1,14

Oignon 1,9

Salsifi 2

Céleri branche 2,1

Petits pois 3,1

Carotte cru 3,6 1,4
Topinambour 4

Soja 5,2

Betterave 7,9

FRUITS Taux de saccharose pour 100 g Taux d’amidon pour 100 g
Melon 1,2

Poire 1,8

Noix 2,4 0,1
Pomme 2,55

Chataigne 2,8 52,4
Goyave 3 0,2
Pamplemousse 3,5

Amande 4 0,72
Orange 4,3

Nectarine 4,9

Ananas 5,6

Péche 5,7

Abricot 5,9

Melon 9,5

Banane 10,3

Pruneau 15,8

FECULENTS Taux de saccharose pour 100 g Taux d’amidon pour 100 g
Boulgour 14
Pois chiche 15,2
Pomme de terre 15,9
Quinoa cuit 17,6
Riz sauvage cuit 0,3 18,8
Epeautre cuit 19,6
Couscous cuit 21,7
Riz blanc cuit 27,7
Pates 28,5
Fécule de mais 90,4
Lentilles 0,5 9,7
Farines (toutes) 74 2 84
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Tableau 3 : Aliments les mieux tolérés par les enfants atteints de DCSI [32]

LEGUMES Taux de saccharose pour 100 g Taux d’amidon pour 100 g
Concombre 0,05

Tomate 0,08

Courgette 0,1

Courge 0,1

Champignon 0,11

Radis 0,14

Epinard 0,19

Choux fleur 0,2 0,5
Mache 0,23

Brocolis 0,48

Poireau 0,49

Navet 0,5

Endive 0,6 0,3
Artichaut 0,7

Potiron 1,07

Asperge 1,31

Avocat 0,1
Aubergine 0,8

Olive

FRUITS Taux de saccharose pour 100 g Taux d’amidon pour 100 g
Framboise 1

Fraise 1

Griotte 0,4

Coing 0,64

Myrtille 0,24

Mdre

Prune 0,6

Citron 0,2

Noix de coco 4,2

Cerise 0,5

Papaye 1,3
Cassis 0,7

Raisin 0,4

Grenade 1

Litchi

Kiwi 0,2

Groseille 0,7

Rhubarbe 0,33

AUTRES

Glucose

Fructose

Infusion sans sucre

Poivre

Sel

Herbes aromatiques
Viandes (toutes)
Poissons (tous)
Sirop d’agave
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Cependant, malgré le suivi d’un régime trés restrictif, des études ont démontré que seuls
10 % des enfants deviennent asymptomatiques tandis que 60 a 75 % souffrent toujours de
diarrhée, de gaz et/ou de douleurs abdominales. Le régime alimentaire doit donc étre

complété par des thérapies de substitution enzymatique [24].

5.2. Enzymothérapie substitutive

Afin de limiter les symptomes associés au DCSI et d’améliorer considérablement les
possibilités de diversification de I'alimentation des patients, des thérapeutiques
enzymatiques substitutives ont été développées. L’hydrolyse du saccharose libére une
molécule de fructose et une molécule de glucose (Figure 3), communément appelé sucre
inverti. Cette réaction est extrémement lente en solution aqueuse, mais peut étre catalysée
par des enzymes de type glycoside hydrolases. Il s’agit d’a-glucosidases ou de pB-
fructosidases ayant plusieurs dénominations synonymes : invertase, sucrase, saccharase,

sacrosidase, ou encore saccharose a-glucosidase.

CHz0H
H O H _
F CH20H
OH H
H H:0 H 0
=
H OH
OH H
o 0 L_) HO
HOH:zC Saccharase ) OH
H OH
H CH:20H D-glucose D-fructose
OH H
f-D-fructopyranosyl (2-1) a-D-glucopyranoside
(Saccharose)

Figure 3 : Digestion enzymatique du saccharose [80]

Dans I'organisme, I'hydrolyse enzymatique du saccharose est permise, de maniere quasi
exclusive, par la saccharase du complexe SI. Or tous les phénotypes du DCSI sont
caractérisés par un déficit total de cette enzyme digestive. Plusieurs traitements a base
d’enzymes capables d’hydrolyser le saccharose ont été développés. Des 1987, les
premiéres études visant a chercher un traitement pour le DCSI ont montré que
I’'administration de levures de boulanger (Saccharomyces cerevisiae), juste avant la
réalisation d’un breath test, diminuait considérablement I'hydrogéne expiré. De plus,

aucun symptome clinique n'a été observé, malgré la dose de charge. Cela s’explique par le
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fait que Saccharomyces cerevisiae contient une B-fructosidase capable d’hydrolyser
sélectivement le saccharose. Dés lors, une forme lyophilisée de Saccharomyces cerevisiae
fut proposée en traitement du DCSI mais I'acceptabilité par les enfants était relativement
faible en raison de son go(t [30], [33]. La B-fructosidase isolée de Saccharomyces cerevisiae
était déja utilisée depuis longtemps dans I'industrie alimentaire sous le nom d’invertase.
Son application majeure étant la production de sucre inverti en confiserie. Elle fut ensuite

proposée sous forme de traitement du DCSI par plusieurs firmes pharmaceutiques.

Sucraid® est actuellement le seul médicament indiqué dans le traitement du DCSI
disponible sur le marché. Il s’agit d’'une enzymothérapie substitutive approuvée par la Food
and Drug Administration (FDA) en 1998. Initialement fabriqué par ORPHAN MEDICAL® puis
par QOL MEDICAL® a partir de 2003, il posséde une Autorisation Temporaire d’Utilisation
(ATU) nominative en France depuis plus de 10 ans. Il s’agit d’'une solution buvable de
sacrosidase (issue de Saccharomyces cerevisiae) dosée a 8500 Ul/mL dans un mélange
équivolumique de glycérol et d’eau. Conditionné en flacon de 118 mL, il doit étre conservé
a I'abri de la lumiere, entre +2 et +8°C, au maximum 28 jours apres ouverture. La posologie
recommandée est la suivante :

- Enfant de moins de 15 kg : 1 ml (soit I'équivalent de 8 500 Ul de sacrosidase) par repas

ou collation ;
- Enfant de plus de 15 kg : 2 ml (soit I’équivalent de 17 000 Ul de sacrosidase) par repas

ou collation.

Chaque dose de Sucraid® doit étre diluée dans un peu d’eau, de lait ou de préparation pour
nourrissons. Pour ne pas diminuer son activité ou désactiver I'’enzyme, le médicament ne

doit ni étre chauffé, ni étre administré avec une boisson chaude ou un jus de fruit [34].

Cependant, bien que son efficacité sur la digestion du saccharose ait permis d’améliorer
nettement la qualité de vie des patients [35], I'enzymothérapie substitutive a la sacrosidase
ne corrige pas la mauvaise digestion de I'amidon [36]. En effet, souvent les symptomes
persistent chez les patients traités a la sacrosidase et leur régime doit rester pauvre en

amidon.
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1.

CHAPITRE 2 : MISE AU POINT D’UNE SOLUTION BUVABLE

DE GLUCOAMYLASE

CONTEXTE

Mise au point et évaluation d’une préparation pharmaceutique

d’invertase

Depuis 2017, la PUI de I’hdpital Edouard Herriot prépare et dispense une solution buvable

dl

invertase en recours dans le traitement des patients atteint de DCSI. Cette préparation

magistrale (PM) est une alternative au Sucraid® et n’est disponible que sur prescription

nominative. La nécessité de disposer d’une alternative thérapeutique au Sucraid® s’est

expliquée par:

C

a

L'augmentation des signalements d’effets indésirables, d’intolérance et de perte
d’efficacité associés au Sucraid® auprées des Centres Régionaux de Pharmacovigilance :
D’apres la FDA, le processus d’extraction de la sacrosidase par digestion enzymatique
pour la fabrication du Sucraid® fait appel a la papaine qui peut étre a I'origine de
réactions allergiques [30], [37].
Les difficultés d’approvisionnement du Sucraid®: En 2015, les difficultés
d’approvisionnement ont conduit a la pénurie de ce médicament sur le territoire
francais, laissant des enfants atteints de DCSI dans I'impasse thérapeutique.
L'existence d’alternatives au Sucraid® dans d’autres pays: Depuis de nombreuses
années, la PUIl de I'hopital Newcastle fabrique et dispense, avec I'autorisation de
I'instance de santé anglaise, une préparation d’invertase en alternative au Sucraid®
pour le Royaume-Uni. La MP enzymatique utilisée pour la fabrication de cette
préparation d’invertase porte le nom de BIOINVERT® et provient du laboratoire
agroalimentaire irlandais KERRY®. Son procédé d’extraction ne requiert pas I'utilisation

de la papaine [30].

‘est dans ce contexte qu’en 2016, la plateforme FRIPHARM® de I'hdpital Edouard Herriot

été sollicitée par I’AFDCSI, soutenue par le médecin lyonnais référent du DCSI, pour

réaliser une préparation pharmaceutique d’invertase en alternative au Sucraid®.
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FRIPHARM® est une plateforme hospitalo-universitaire de fabrication, de recherche et

d’innovation pharmaceutique, qui assure [38] :

La production et le conditionnement de médicaments hospitaliers non disponibles sur

le marché, pour le traitement de maladies orphelines et les protocoles de recherche

clinique ;

- La recherche et le développement de nouvelles préparations adaptées a des besoins
cliniques spécifiques ;

- Le contrdle de la qualité des Matiéres Premiéres a Usage Pharmaceutique (MPUP) et
des préparations pharmaceutiques ;

- La mise en ceuvre d’études de stabilité prospectives selon la méthodologie ICH et des

méthodes de prédiction de stabilité de médicaments.

Dans une situation d’urgence et pour faciliter les démarches nécessaires a la réalisation de
ce projet, I'équipe FRIPHARM® a pris la décision de conserver le méme fournisseur de MP
enzymatique que la PUI de I’hdpital Newcastle. Du fait de son origine, une QP de la MP a
été réalisée. En I'absence de monographie spécifique, les controles effectués sur la MP ont
été réalisés conformément a la monographie 2034 de la Pharmacopée Européenne (PE) en
vigueur relative aux substances pour usage pharmaceutique. L'ensemble des étapes
inhérentes a la réalisation des projets au sein de l'unité a été suivi et un circuit de
dispensation adéquat a été mis en place. La premiére rétrocession d’invertase a la PUIl de

I’hépital Edouard Herriot a eu lieu en avril 2017 [30].

Un suivi des patients traités avec la solution buvable d’invertase a été mené afin d’étudier
son efficacité et d’en assurer la pharmacovigilance. Les résultats ont été en faveur de
I’'amélioration générale de la qualité de vie des patients. Nous pouvons souligner
I’'amélioration de la tolérance et de la diversité des fruits, des légumes, et des aliments
sucrés acceptés. De méme, les patients traités ont présenté une amélioration de I'appétit
associée a une diminution des cas de dénutrition et de retards de croissance. Compte tenu
de son efficacité, le nombre de patients traités par la préparation pharmaceutique n’a cessé
de croitre. L’Agence Régionale de Santé (ARS) de la région Auvergne-Rhéne-Alpes a donné
son accord pour la sous-traitance de la PM d’invertase en juin 2017 [30]. Actuellement, la
PUI de I'hopital Edouard Herriot fabrique et dispense cette solution buvable d’invertase a

25 patients.

35

LAMBERT
(CC BY-NC-ND 2.0)



2.  Mise au point d’'une préparation pharmaceutique de glucoamylase

Comme décrit précédemment, la solution buvable d’invertase est une alternative au
Sucraid® et 'enzyme en question agit spécifiquement sur le saccharose. Cependant, son
action sur la digestion de 'amidon est minime voire inexistante. Malgré le traitement par
invertase, les familles des patients atteints de DCSI ont relevé la persistance de symptémes

invalidants et la nécessité de continuer un régime restrictif qui exclut 'amidon [36], [39].

En 2019, FRIPHARM® a de nouveau été sollicitée par I’AFDCSI et le médecin lyonnais
référent du DCSI, pour réaliser une préparation pharmaceutique de glucoamylase

permettant de faciliter la digestion de 'amidon chez les patients.

La glucoamylase est une enzyme de la famille des glycosides hydrolases. Elle est
naturellement présente dans la muqueuse de l'intestin gréle pour faciliter la digestion de
I'amidon d’origine alimentaire. En effet, la plupart des formes de I'enzyme peut rapidement
hydrolyser les liaisons 1,4-alpha-D-glucosidiques et 1,6-alpha-D-glucosidiques des résidus
terminaux des chaines oligosaccharidiques de I'amidon [40]. La glucoamylase est I'un des
biocatalyseurs les plus anciens et les plus utilisés dans l'industrie alimentaire, pour le
traitement des farines et la catalyse des processus de fermentation destinés a la fabrication
de boissons alcoolisées. Son utilisation est également autorisée dans divers aliments
contenant de I'amidon comme le pain, les farines, les céréales a déjeuner, les produits
céréaliers pour bébés, les jus de fruits et de légumes non concentrés et les produits de

boulangerie non normalisés [41].

Avec cette préparation, nous souhaitons pouvoir proposer aux patients un kit contenant a
la fois une préparation pharmaceutique d'invertase et une autre de glucoamylase. La prise
des deux solutions sera faite de maniere concomitante, a chaque repas, et permettra
d’améliorer la digestion du saccharose et de 'amidon chez les patients tout en limitant les

troubles digestifs caractéristiques de la maladie.

Qu’elles soient fabriquées a I’hopital ou a I'officine, les préparations sont soumises a un
cadre législatif strict. Selon I'article L. 5121-5 du Code de la Santé Publique (CSP), leur

réalisation doit se faire en conformité avec les Bonnes Pratiques de Préparation (BPP) [42].
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L’'enzyme nécessaire a la fabrication de la préparation de glucoamylase doit étre de qualité
pharmaceutique. D’aprés les BPP, on entend par MPUP : « Tous les composants d'un
médicament [...]. Une substance n'est pas par nature une MPUP [...]. Les MPUP répondent
aux spécifications de la pharmacopée quand elles existent et sont conformes avec la
monographie de la pharmacopée « substances pour usage pharmaceutique ». [...] Pour
I'exécution des préparations, seules les MP répondant aux spécifications de la pharmacopée
sont utilisées, sauf en cas d'absence de MP répondant auxdites spécifications disponibles et
adaptées a la réalisation de la préparation considérée » [43].

En I'absence de glucoamylase destinée a un usage pharmaceutique disponible sur le
marché, nous avons choisi de faire appel au fournisseur de la solution d’invertase. En
effet, le laboratoire agroalimentaire KERRY® fabrique également une solution de

glucoamylase appelé AMYLO®. Cependant, compte tenu de son origine, une QP est requise.

Une étude de faisabilité doit également étre menée afin d’apprécier la conformité d’une

préparation a I'état des connaissances scientifiques, médicales et techniques ainsi que la

suffisance des moyens technico-économiques pour la réaliser. Selon les BPP, cette étude
doit @ minima évaluer :

- Lintérét pharmaco-thérapeutique ;

- Le bon usage de la préparation en termes d’objectif thérapeutique, d’ajustement
thérapeutique, de meilleure acceptabilité, d’observance renforcée, de diminution des
risques, de tracgabilité de la prise ;

- Lerisque sanitaire vis-a-vis du patient ;

- Lagalénique et le controle en termes de réalisation technique (formulation, personnel,

matériels, locaux).

Le pharmacien est responsable du contréle et de la validation de la faisabilité d’un tel projet
et détient le pouvoir de décision final quant a la réalisation ou non des préparations au sein

de l'unité de production pharmaceutique.
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QUALIFICATION PHARMACEUTIQUE DE LA MATIERE PREMIERE
ENZYMATIQUE

Suivant les BPP, une QP de la MP enzymatique a été effectuée. En I'absence de
monographie spécifique relative a la glucoamylase, les contréles ont été réalisés
conformément a la monographie 2034 de la PE en vigueur concernant les substances pour
usage pharmaceutique [44]. En amont de la QP, nous avons vérifié les certifications du
fournisseur ainsi que les spécifications et le processus de production industriel de la

glucoamylase.

1. Controle des certifications du fournisseur, du processus de production

industriel et des spécifications techniques de la matiére premiere

1.1. Controle des certifications du fournisseur

Le groupe KERRY® est un leader mondial dans I'industrie agroalimentaire et
pharmaceutique. L'entreprise est notamment certifiée FSSC 22000 pour la fabrication et |a
fourniture d'enzymes, d'additifs pour boissons et d'auxiliaires de fabrication de boissons
pour les industries de |'alimentation humaine, des aliments pour animaux et des aliments

pour animaux de compagnie (Figure 4).

La norme FSSC 22000 (Food Safety System Certification) est une certification de la sécurité
des aliments. Elle s’appuie principalement sur la norme ISO 22000 relative a la sécurité des
denrées alimentaires et reconnue au niveau international, et est complété par des normes
techniques, telles que I'ISO TS 22002-1 pour la fabrication de produits alimentaires et I'ISO
TS 22002-2 pour la fabrication d'emballages. La certification FSSC 22000 permet ainsi de

garantir la maitrise des dangers liés a la sécurité des aliments [45].
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CERTIFICATE
OF REGISTRATION

This is to certify that:

Kerry Food Ingredients (Cork) Itd

Kilnagleary, Carrigaline, Co Cork, Cork, P43 A597, IRELAND

operates a

FOOD SAFETY MANAGEMENT SYSTEM

which has been assessed and determined to comply with the requirements of

Food Safety System Certification 22000 (FSSC 22000)

Certification scheme for food safety management systems consisting of the following
elements: 1SO 22000:2018, ISO/TS 22002-1:2009 and additional FSSC 22000
requirements (version 5)

for the following scope

The manufacture and supply of enzymes, beverages additives and beverage
processing aids for the food, feed and pet food industries.

Food chain categories: CIV Processing of ambient stable products; and, K Production
of (bio) Chemicals.

Exclusions from Scope: None.

Certificate No: FSM43489

Issued: 2 December 2020 Originally Certified: 10 May 2018
Expires: 19 May 2022 Current Certification: 2 December 2020
HeatherMahon

Global Head of Technical Services
SAI Global Assurance

- JAS-ANZ
% B
%
o i ®
ISO 22000 WWW.JAS-ANZ.ORG/REGISTER

Registered by:

SAl Global Certification Services Pty Ltd (ACN 108 716 669) 680 George Street Sydney NSW 2000 Australia with SAI Global

Pty Limited 680 George Street Sydney NSW 2000 Australia (“SAI Global”) and subject to the SAl Global Terms and Conditions

for Certification. While all due care and skill was exercised in carrying out this assessment, SAl Global accepts responsibility

only for proven negligence. This certificate remains the property of SAl Global and must be returned to SAl Global upon its % SAI GLO B AL
request. To verify that this certificate is current please refer to FSSC 22000 database of certified organizations available on

www.fssc22000.com or SAI Global On-Line Certification register at http://www.saiglobal.com

Figure 4 : Certification FSSC 22000 de I’entreprise KERRY®
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Notons que KERRY® détient également les certifications suivantes :

- Certification 1SO 14001:2015 relative au systeme de management environnemental
(disponible en annexe 1) ;

- Certification FAMI-QS relative a la sécurité et la qualité des ingrédients et des

spécialités de I'alimentation animale (disponible en annexe 2).

1.2. Controle du processus de production industriel de I'enzyme

Industriellement, la glucoamylase est généralement produite a partir de champignons
filamenteux pour leur capacité a sécréter de grandes quantités d’enzyme de maniére

extracellulaire.

La glucoamylase de KERRY® est obtenue a partir d'une souche sélectionnée d'Aspergillus
niger. Le processus de production industriel des enzymes de KERRY® est divisé en trois
étapes (Figure 5) :

- Etape de laboratoire : la souche du micro-organisme commercialement utilisée pour la
production de I'enzyme en question est stockée sous forme aseptique dans une
enceinte climatisée tempérée a (-) 170°C par de I'azote liquide. Avant son utilisation, la
souche est revivifiée par transfert sur une gélose inclinée en présence de nutriments
spécifiques. Au cours des jours suivants, la souche est ravivée avant d'étre repiquée
dans des flacons agités pour débuter la fermentation aérobie. Un certain nombre de
flacons sont préparés pour obtenir un volume de milieu en croissance suffisant (2 a
6 litres) pour étre utilisé comme inoculum pour le fermenteur. Au cours de ces étapes,
le nombre de cellules est maximisé, mais aucune production d'enzyme significative n'a
lieu.

- Etape de fermentation : Des fermenteurs intermédiaires, dont la taille varie de 75 a
2 500 litres, sont utilisés pour fournir un volume de milieu en croissance suffisant pour
étre utilisé comme inoculum pour le fermenteur de production (qui peut étre de
15 000 litres ou de 25 000 litres). L'étape de fermentation intermédiaire dure entre
24 et 48 heures tandis que I'étape de production peut prendre 1 a 10 jours selon le type

de micro-organisme et si un fed-batch process! est nécessaire. Les nutriments utilisés

1 Un fed-batch process consiste a introduire un ou plusieurs nutriments dans un fermenteur afin d'optimiser
la croissance cellulaire et adapter les taux métaboliques des micro-organismes [46], [47].
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dans les fermenteurs intermédiaires et de production sont quasiment identiques (son
de blé, orge moulu, pulpe de betterave sucriére, antimousse, minéraux, sels, etc.).
Compte tenu de sa taille, un inducteur enzymatique est normalement requis pour la
fermentation en fermenteur de production. Les principaux parametres qui influencent
la production d'enzymes sont la température, le pH, les nutriments, le taux d'agitation
et le taux d'aération. Ceux-ci doivent étre optimisés a chaque étape de la production.

Etape de purification (DSP - Downstream Purification) : Une fois la fin de I'étape de
fermentation atteinte, la partie aseptique du processus est terminée. L'étape de DSP
est effectuée dans des conditions hygiéniques. La microfiltration est utilisée pour
éliminer toutes les matiéres insolubles ainsi que I'organisme de production du bouillon
de fermentation. Cette étape conduit a une dilution considérable de I'enzyme. Afin de
séparer I'enzyme des autres composants du bouillon de fermentation, une étape
d’ultrafiltration est nécessaire. Cette étape permet de séparer les composants en
fonction de leur masse moléculaire. Les petites molécules tels que I'eau, les sels, les
sucres et les petites protéines sont éliminées dans le perméat tandis que I'enzyme (qui
est une grosse protéine) est retenue dans le rétentat. Une filtration de polissage est
ensuite effectuée sur le rétentat pour éliminer tout léger voile qui pourrait étre présent.
Une filtration stérilisante finale permet de garantir des taux de micro-organisme
extrémement faibles voire inexistants. La stabilisation (avec des sels et/ou des
polyalcools) et la standardisation a la concentration enzymatique requise sont les
étapes restantes de la production d'un produit enzymatique liquide. Lorsqu'un produit
en poudre est requis, une étape de séchage par spray drying / microgranulation est
introduite aprés la filtration stérilisante. La poudre microgranulaire résultante est
ensuite standardisée avec des diluants ou d'autres composants enzymatiques selon la

spécification finale requise.
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Sous forme liquide, I'enzyme est conditionnée dans un bidon en polyéthyléne de haute
densité de 25 kg muni d’un bouchon scellé. Un certificat de la conformité des matériaux
d'emballage utilisé par KERRY® vis-a-vis de la législation de ['Union Européenne est
disponible en annexe 3. Le transport du produit a température controlée n'est pas
nécessaire, mais un stockage prolongé doit étre au sec, a une température contrdlée
inférieure ou égale a 18°C. En suivant ces recommandations, I'enzyme maintiendra au
moins 95 % d'activité pendant 12 mois. Apres cette période, un protocole de retest est

conseillé pour garantir son efficacité.

1.3. Controle des spécifications techniques de la matiére premiere

N'étant pas d'origine animale, le produit est certifié sans agents transmissibles non
conventionnels. Les spécifications techniques d’AMYLO® sont disponibles en annexe 4.
Elles renseignent :

- Laliste des composants ;

- L’AE de la glucoamylase ;

- Lescriteres d’acceptation de la qualité microbiologique ;

- L’absence d'allergénes ;

- Lesvaleurs nutritionnelles ;

- Les recommandations de stockage et la durée de conservation.

N'étant pas strictement mentionnée dans les spécifications techniques, nous avons
demandé a notre fournisseur de nous fournir la composition exacte de la solution de

glucoamylase avec les pourcentages de chaque excipient (Figure 6).
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Figure 6 : Liste des composants (m/V) de 'AMYLO®

De plus, le programme de slreté et de sécurité des produits alimentaires fabriqués par
KERRY® est basé sur une méthode HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point). Il s’agit
d’un systeme d'analyse des risques et de maitrise des points critiques reconnu par I'OMS

comme la méthode la plus rentable pour assurer la qualité et la sécurité des produits finis.
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L'adhésion aux principes des Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) est une condition

préalable et constitue la pierre angulaire des plans HACCP [48]. Ce programme assure

notamment la qualité des produits du fournisseur en termes de :

- Contamination microbiologique en garantissant |'absence de micro-organismes
pathogenes dans le produit final ;

- Contamination physique en garantissant |'absence de corps étrangers et de
contaminants physiques dans le produit final ;

- Contamination chimique en garantissant I'absence de contaminants chimiques dans le
produit final ;

- Contamination par des métaux lourds en garantissant I'absence des métaux lourds
(Plomb, Cadmium, Mercure, Arsenic) dans le produit final ;

- Contamination par des allergénes en garantissant I'absences d’allergénes dans le

produit final.

2. Essais menés pour la qualification pharmaceutique de la matiére

premiere

Conformément aux BPP et pour compléter les données obtenues auprés de fournisseur,
une QP de la MP enzymatique a été effectuée en suivant la monographie générale 2034 de
la PE relative aux substances pour usage pharmaceutique [44]. S’agissant d’un produit
d’origine biologique destiné a une administration par voie orale, les essais suivants ont été
menés : (i) Mesures des caractéristiques physicochimiques ; (ii) Controle de la qualité

microbiologique ; (iii) Dosage de I’AE de la glucoamylase.

(i) Les caractéristiques physicochimiques de la solution telles que les caracteres
organoleptiques, la densité (calculée par pesée d’un volume précis de solution), le pH et
I’'osmolalité (mesurée par abaissement du point de congélation) ont été déterminées. Les

résultats sont présentés dans le tableau 4 ci-dessous.
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Tableau 4 : Caractéristiques physicochimiques de 'AMYLO®

Paramétres Valeurs

Caracteres organoleptiques Liquide brun, odeur caractéristique
Densité 1,13

pH 4,5+0,5

Osmolalité (solution diluée au 1/10) 400 + 20 mOsm/kg

(ii) Conformément aux critéres d’acceptation de la qualité microbiologique des substances
pour usage pharmaceutique non stériles disponibles dans le chapitre 5.1.4. de la PE relatif
a la qualité microbiologique des préparations pharmaceutiques et des substances pour
usage pharmaceutique non stériles [44], un bioburden a été effectué afin de vérifier :

- DGAT (Dénombrement des germes aérobies totaux) < 10> UFC/mL ;

- DMLT (Dénombrement des moisissures et levures totales) < 10 UFC/mL ;

- Absence d’Escherichia coli dans 1 mL.

L’analyse microbiologique a été conduite par le laboratoire d’hygiéne de I’hdpital Edouard

Herriot. Les résultats de cette analyse sont disponibles dans la figure 7 ci-dessous.
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LABORATOIRE de BIOLOGIE MEDICALE MULTI SITES du CHU de LYON

GHN - Centre de Biologie Nord
INSTITUT DES AGENTS INFECTIEUX
Hospices Civils de Lyon Pr F. LAURENT - Pr B. LINA - Pr M. WALLON
103, grande rue de la Croix-Rousse - 69317 LYON CEDEX 04
NH PRODUITS FINIS GHC Upcm R
Né(e) : NH PRODUITS FINIS GHC
DDN : 31/12/1901 SEXE : Feminin 21590 MT FABRICATION PROD
N°venue HY10810184 PHARMACEUTIQUE
I;E:/IAI\:DE N° 0211240280 EDOUARD HERRIOT
er. ext :

5, place d'Arsonval
69437 LYON CEDEX 03

Prélevé le 06/07/2021 00:00
\Regu le  08/07/2021 09:15

MICROBIOLOGIE ENVIRONNEMENTALE : Rapport d'analyses

Responsable Biologiste : Dr Pierre CASSIER
Secrétariat : 04 72 00 41 90

Renseignements fournis par le prescripteur

Les informations fournies par le prescripteur sont exonérées de notre responsabilité.

Etablissement :

Contexte de prélévement :
Nature de I'échantillon :

Hépital Edouard Herriot

Test sur échantillon
Solution mére d'AMYLO

Prise d'essai = 1 mL équivalent & 1 gramme sauf pour les Salmonella dont la prise d'essai = 25 mL équivalent a 25 grammes

Matrice liquide - Matiére premiére - échantillon N° 021124028001 prélevé le 06/07/21 a 00:00

Dénombrement de la charge microbienne

Résultats

DGAT(Dénombrement des germes <1 UFC/mL
aérobies totaux) :

DMLT (Dénombrement des <1 UFC/mL
moisissures et levures totales) :
Coliformes totaux : Absence dans 1mL/1g
Samonella : Absence dans 25 mL/25g

Culture stérile

Résultat conforme aux spécifications

Ces résultats ne se rapportent qu'a I'échantillon soumis a l'essai. La date de réception de I'échantillon figurant sur ce compte rendu
correspond a la premiere date de mise en analyse.
La reproduction de ce compte rendu de résultats est interdite, sinon en entier, sans autorisation du laboratoire.

Validé par : Dr Isabelle FREDENUCCI

“Les internes valident sous la responsabilité du chef de service **|dentification et coordonnées disponibles au numéro de permanence sus-

Diffusé le  13/07/2021 a12.44  par: DrIsabelle FREDENUCCI Etat : Complet Page 1/1

Figure 7 : Dénombrement microbien de 'AMYLO®

(iii) Le dosage de I’AE de la glucoamylase est détaillé dans la partie 1.3 ci-dessous.
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3. Controdle de I'activité enzymatique de la glucoamylase

3.1. Rappels d’enzymologie

3.1.1.Généralités

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques permettant d'accélérer tres fortement les
réactions chimiques nécessaires au maintien de la vie. La grande majorité des processus

métaboliques sont catalysés par des enzymes [49].

Les premiéres démonstrations d’une AE dans des extraits naturels remontent au XVlle
siecle avec I’étude des processus de digestion et de fermentation. En 1897, Eduard Buchner
isole une substance capable de reproduire la fermentation in vitro a partir de levure de
biére. Il faut attendre 1926 pour que la structure protéique des enzymes soit admise par la
communauté scientifique, et 1980 pour découvrir la capacité de certains ARN a réaliser la
catalyse enzymatique. Qu'il s’agisse de protéines ou d’ARN, les enzymes sont capables de
reconnaitre tres spécifiguement certaines molécules et d’accélérer les réactions de
transformation de ces molécules par abaissement de I'énergie d’activation. Au cours d’une
réaction, I’'enzyme n’est pas modifiée et peut donc catalyser la méme réaction de maniere
successive. L'étude des réactions enzymatiques vise a comprendre les mécanismes
réactionnels qui permettent aux enzymes de catalyser les réactions. Il faut ainsi étudier la

cinétique des réactions enzymatiques pour comprendre leur mode d'action [49].

3.1.2.Comprendre la cinétique enzymatique

Les premieres études de la cinétique enzymatique débutent dans la seconde moitié du XIXe

siecle et sont majoritairement réalisées avec des enzymes impliquées dans des processus

de fermentation, en particulier I'hydrolyse enzymatique du saccharose par l'invertase [49].

Comme tous catalyseurs, les enzymes admettent les principes de base suivants :

- Il existe une grande disproportion entre la quantité d’enzyme utilisée et la masse
transformée de substrat ;

- L'action de I'enzyme entraine une modification compléte de la courbe d’évolution
d’une réaction sans modifier la position des équilibres chimiques ;

- Les enzymes agissent par formation transitoire de complexes Enzyme - Substrat ;
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- Les enzymes ne sont pas consommées lors des réactions et n’apparaissent donc pas

dans les équations bilans.

Elles different cependant des autres catalyseurs par la grande stéréospécificité de leur site
actif, région particuliére au sein de laquelle se déroule la réaction enzymatique proprement
dite. Le site actif est défini dans les trois dimensions de l'espace, et sa taille est
généralement restreinte par rapport a la taille globale de la protéine. Il est trés souvent
localisé dans une crevasse caractérisée par un microenvironnement spécifique. C'est
I'arrangement des atomes constituant le site actif qui va déterminer la spécificité d’action
de I'enzyme et la sélection précise du substrat. Pour expliquer l'interaction entre une
enzyme et son substrat, deux modeles ont été développés. Le premier modele dit de clé-
serrure faisait le postulat d’'une complémentarité statique entre I'enzyme et le substrat. Il
est aujourd’hui considéré comme obsoléte. Le second modele dit d’ajustement induit
implique que I'enzyme sélectionne spécifiqguement son substrat, et se renferme pour le
piéger en son sein (Figure 8). L'enzyme devient active uniqguement dans sa forme fermée

impliquant une régulation de I'activité par la fixation du substrat [49].

Groupe
Site actif catalylthue 3
+ —
E Substrat (A) /
T Groupe Groupe
catalytique 1 catalytique 2
Enzyme (E) Complexe (EA)

Figure 8 : Modélisation de l'interaction Enzyme - Substrat par ajustement induit [49]

3.1.3.Unité d’activité enzymatique

L'activité d’une enzyme est obtenue par mesure de la vitesse de la réaction qu’elle catalyse
dans des conditions définies. D’aprés I’'Union Internationale de Biochimie, I'unité d’AE ou
unité d’enzyme est exprimée en Unité Internationale (Ul) et représente la quantité

d’enzyme qui catalyse la transformation d’une micromole de substrat par minute dans des
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conditions standards [47]. L'AE étant fortement dépendante de la température et du pH,
ces deux parametres devraient étre systématiquement mentionnés lorsque I'on réalise une

mesure de I’AE.

Comme décrit précédemment, I’AE de la glucoamylase peut étre définie comme la quantité
d’enzyme nécessaire pour libérer 1 umole de B-D-glucose par minute a partir d'amidon

soluble dans des conditions spécifiques de pH et de température [50].

3.1.4.Mesure de I'activité enzymatique

La caractérisation des systemes enzymatiques repose sur la mesure de I’AE et donc sur
I’existence d’une méthode expérimentale permettant de suivre I’évolution de la réaction
au cours du temps. Quelle que soit la méthode analytique choisie, elle doit permettre de
distinguer les substrats des produits et de mesurer leur concentration de maniére
quantitative [49]. Il est important que la vitesse de réaction soit linéaire pendant la période
d’incubation, afin de détecter convenablement la formation du produit. En effet, au cours
du temps, la vitesse de réaction tend a décroitre du fait :

- De la consommation du substrat ;

- De la rétro-inhibition induite par 'accumulation de produit ;

- De la perte progressive de I’AE par la protéine en raison de possibles dénaturations ou

liaisons irréversibles de son site actif.

Deux types de méthodes existent pour mesurer I’AE [49] :

- Les méthodes continues: Elles mesurent I'avancement de la réaction de maniere
continue a I'aide d’un appareil de mesure approprié. Lorsqu’elles sont réalisables, les
méthodes continues sont préférées aux méthodes discontinues pour apprécier au
mieux I"'avancement de la réaction et éviter les approximations.

- Les méthodes discontinues: Elles mesurent I'avancement de la réaction par des
prélevements successifs du milieu réactionnel, analysés indépendamment. Elles ont
I'avantage d'étre applicables a n’importe quel systéme enzymatique. L'enzyme est
incubée avec son substrat pendant un temps trés précis au terme duquel la réaction
est arrétée par dénaturation de I'enzyme. Le produit est ensuite dosé et son évolution

est assumeée linéaire pendant la période de I'incubation.

50

LAMBERT
(CC BY-NC-ND 2.0)



Ces méthodes reposent toutes sur la quantification d’un produit final aisément détectable.
Il peut s’agir d’un chromatophore dosé par spectrophotométrie, d’un fluorophore dosé par
fluorimétrie ou encore de I'échange unidirectionnel d’un proton mesurable par pH-métrie.
Lorsque ce produit final est le produit de I'enzyme, on parle de détection directe.
Cependant, lorsque la réaction étudiée ne donne pas lieu a un signal mesurable, il est
possible de suivre la réaction de maniere indirecte en I'associant a une autre réaction

enzymatique. On parle alors de « systemes couplés » [49].

3.2. Matériel et méthode

Conformément a la PE, les teneurs en substances pour usage pharmaceutique doivent étre
déterminées au moyen de méthodes appropriées. En I’'absence de monographie spécifique
a la glucoamylase, une phase de recherche et de développement a été menée pour
mesurer son AE, par spectrophotométrie, a I'aide du réactif R-AMGR3 (MEGAZYME?®,
Irlande) [51], [52].

3.2.1.Principe de la méthode

La mesure de l'activité fait intervenir une réaction enzymatique couplée devant étre

réalisée a 40°C et a pH 4,5. Le réactif pour le dosage de I’AE de la glucoamylase est composé

de p-nitrophényl-B-D-maltoside (substrat chromogene) et d’un excées de B-glucosidase [51].

Le mécanisme d’action est expliqué ci-dessous et illustré dans la figure 9 :

- En présence de glucoamylase, la liaison a(1-4)-D-glucosidique du substrat est
hydrolysée libérant une molécule de B-D-glucose et une molécule de p-nitrophényl-B-
D-glucoside ;

- Le p-nitrophényl-B-D-glucoside subit immédiatement une hydrolyse enzymatique par
la B-glucosidase en exces libérant une molécule de B-D-glucose et une molécule de
p-nitrophénol. A ce stade de la réaction, le milieu est incolore ;

- L’alcalinisation du milieu par une solution tampon de TRIS base 2 % (pH 8,5) stoppe la
réaction et entraine la formation d’un ion p-nitrophénolate chromophore par
déprotonation du p-nitrophénol. L'effet bathochrome et hyperchrome de cette
réaction est visible par la coloration du milieu qui devient jaune ;

- Lion p-nitrophénolate est dosé par spectrophotométrie a la longueur d’onde

d’absorbance A = 400 nm.
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En I'absence de glucoamylase, le substrat ne subit pas d’hydrolyse. Le chromophore n’est

donc pas libéré et le milieu reste incolore.

p-nitrophényl-B-D-glucoside

OH OH 0
i HO H
HO M % H Om Amyloglucosidase o o]
-—
\©\ HO (0]
HO
B-D-glucose NO, \©\
NO.

p-nitrophényl-B-D-maltoside ®

PB-Glucosidase
thermostable (en excés)

p-D-glucose T ?
Solution alcaline
HO OH
HO
NO, NO;
p-nitrophénol lon p-nitrophénolate

Figure 9 : Mécanisme d’action du dosage de I’AE de la glucoamylase avec le réactif R-

AMGR3 (MEGAZYME®)

3.2.2. Instrumentation

L'appareil utilisé est un spectrophotometre JASCO UV V-730 utilisé avec le logiciel Spectra

Manager. La longueur d’onde de travail est de 400 nm.

La spectrophotométrie UV — Visible permet de mesurer a I'aide d’un spectrophotometre la
concentration d’'une molécule qui absorbe spécifiquement entre 190 nm et 800 nm [53]. A
la longueur d’onde ou I'absorption de cette molécule est maximale, il existe une loi entre
la quantité de rayonnement transmis par le milieu et la concentration de la molécule qui

absorbe : La loi de Beer-Lambert (Figure 10).
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Trajet
optique ¢

Solution de concentration ¢
AX = lg (Iilla) = 81‘60
Figure 10 : Principe de la spectrophotométrie UV — Visible [53]

3.2.3.Tests préliminaires

Le mode opératoire original fourni par MEGAZYME® et permettant de doser de I’AE de la

glucoamylase a l'aide du réactif R-AMGR3 est disponible en annexe 5. Des dosages

préliminaires ont été effectués sur la MP enzymatique a différents niveaux de dilution. Les

résultats obtenus nous ont permis :

- De mettre en évidence un domaine de mesure linéaire et exploitable pour des
concentrations en glucoamylase comprises entre 100 et 2500 mUl/mL ;

- De mesurer une AE moyenne de 5400 + 400 Ul/mL a 40°Cet pH 4,5;

- D’exclure I'existence d’un effet matrice ;

- D’établir les protocoles pour la préparation des standards de calibration et de

validation.

3.2.4.Préparation des standards de calibration

Les standards de calibration ont été réalisés a partir d’'une substance chimique de référence
(CRS) de glucoamylase a x Ul/mg. Les valeurs cibles étaient 500 mUI/mL, 1 000 mUI/mL et
1500 mUl/mL.
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Une solution mére concentrée a 100 Ul/mL a été préparée selon le protocole suivant :

- Dans un poudrier, peser 1000/x mg (équivalent a 1 000 Ul) de poudre CRS de
glucoamylase a x Ul/mg.

- Ajouter 10 mL de solution tampon d’acétate de sodium 0,1 M (pH 4,5).

- Vortexer jusqu'a dissolution complete.

Une solution fille concentrée a 10 Ul/mL a été préparée selon le protocole suivant :

- Dans un tube a essai en polypropyléne, prélever 1 mL de la solution mere concentrée a
100 Ul/mL.

- Ajouter 9 mL de solution tampon d’acétate de sodium 0,1 M (pH 4,5) (QSP 10 mL).

- Vortexer pendant 5 secondes.

Les standards de calibration bas (SC1), moyen (SC;) et haut (SC3) ont ensuite été fabriqués

selon le protocole détaillé dans le tableau 5 ci-dessous.

Tableau 5 : Préparation des standards de calibration

Standards de Calibration (SC) SC; SC; SCs

Solution fille SFe (uL) 500 1000 1500
Solution d’acétate de sodium 0,1 M (pH 4,5) (uL) 9500 9000 8 500
Concentration théorique (mUIl/mL) 500 1000 1500

3.2.5.Préparation des standards de validation

Les standards de validation ont été réalisés a partir de la MP de glucoamylase a 5400 Ul/mL.

Les valeurs cibles étaient 750 mUI/mL, 1 000 mUl/mL et 1 250 mUl/mL.

Une solution mére concentrée a 50 Ul/mL a été préparée selon le protocole suivant :
- Dans une fiole jaugée de 100 mL, prélever 926 uL de MP enzymatique a 5400 Ul/mL.
- Compléter a 100 mL avec une solution tampon d’acétate de sodium 0,1 M (pH 4,5).

- Vortexer pendant 5 secondes.

Une solution fille concentrée a 10 Ul/mL a été préparée selon le protocole suivant :
- Dans un tube a essai, prélever 1 mL de la solution mere concentrée a 50 Ul/mL.
- Ajouter 4 mL de solution tampon d’acétate de sodium 0,1 M (pH 4,5) (QSP 10 mL).

- Vortexer pendant 5 secondes.
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Les standards de validation bas (QCs), moyen (QCwm) et haut (QCH) ont ensuite été fabriqués

selon le protocole détaillé dans le tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6 : Préparation des standards de validation

Contréles Qualité (QC) QCs QCum QCu

Solution fille SFac (uL) 750 1000 1250
Solution d’acétate de sodium 0,1 M (pH 4,5) (uL) 9250 9000 8750
Concentration théorique (mUIl/mL) 750 1000 1250

3.2.6.Traitement des solutions a doser

Conformément au protocole de MEGAZYME® (annexe 5) pour la mesure de I'AE de la

glucoamylase, les solutions a doser doivent subir le traitement suivant :

- Pré-équilibrer 1 mL de la solution enzymatique a doser a 40°C pendant environ 10

minutes ;

- Dans un tube a essai:

o

(@]

Prélever 200 pL de solution de R-AMGR3 pour dosage Glucoamylase.
Pré-équilibrer a 40°C pendant environ 10 minutes.

Ajouter 200 pL de la solution enzymatique a doser (déja pré-équilibrée a 40°C
pendant environ 10 minutes).

Vortexer 3 secondes puis incuber a 40°C pendant exactement 10 min.

Stopper la réaction en ajoutant 3 mL de solution tampon de tris base 2 % (pH

8,5).

- Mesurer I'absorbance a 400 nm contre un blanc de réactif préparé comme suit : Dans

un tube a essai, prélever 3 mL de solution tampon de tris base 2 % (pH 8,5), ajouter

200 pL de solution de R-AMGR3 pour dosage Glucoamylase, ajouter 200 uL de la

solution enzymatique a doser.

L’AE de la solution mere est obtenue par la formule suivante :

AA‘“’O><3'4>< ! X Diluti
~ 710 02 1s1 " runon
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Avec:

- AEg, : AE de la solution a doser (Ul/mL)

- AA,yo : Absorbance de la solution — Absorbance du blanc

- 10 : Temps d’incubation (min)

- 3,4 :Volume final apres réaction (mL)

- 0,2 : Volume de solution enzymatique prélevé (mL)

- 18,1 : Coefficient d’extinction molaire du p-nitrophénol dans la solution tampon tris
base 2 % (pH 8,5) a 400 nm

- Dilution : Facteur de dilution de la solution meére

Avant d’étre adoptée pour les dosages routiniers, le protocole a fait I'objet d’'une validation

de méthode analytique.

3.3. Protocole de validation

Selon la norme NF EN ISO / CEI 17025, la validation est : « La confirmation par examen et
I'apport de preuves objectives du fait que les exigences particuliéres en vue d’une utilisation
prévue déterminée sont remplies ».

L'objectif de la méthodologie globale est de fournir les garanties que chaque résultat

obtenu en routine est suffisamment proche de la valeur vraie de I'échantillon traité [54].

La validation de la méthode de dosage a été effectuée par la méthode du profil
d’exactitude. Validée par la Société Francgaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques
(SFSTP) [55], cette méthodologie s’appuie sur deux concepts complémentaires : la limite
d’acceptabilité et I'intervalle de tolérance.

La limite d’acceptabilité sert a chiffrer les objectifs de la méthode en termes de
performance globale. Elle est exprimée en pourcentage autour de la valeur de référence et
a été fixée a + 10 % par le Laboratoire de Contréle Qualité (LCQ) de la PUI [56].

L'intervalle de tolérance délimite un intervalle dans lequel se trouvera une proportion
moyenne B % de futures mesures [56].

A I'aide d’un protocole de validation adéquat, le profil d’exactitude étudie les parametres
de validation tels que la spécificité, la linéarité, la précision, I'exactitude, les limites de

détection et de quantification.
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3.3.1.Choix du protocole de validation

La SFSTP propose différents protocoles de validation en fonction de la présence ou non
d’un effet matrice. Aucun effet matrice n’ayant été observé lors des tests préliminaires, la

validation de la méthode analytique a été réalisée selon le protocole V2 (Tableau 7).

Tableau 7 : Design des protocoles de validation selon Hubert et al. [55]

Standards Concentration levels PROTOCOL

Vi V2 V3 V4 V5

Low 2 2

CSs without matrix Mid 2 @3 2 22

High () 2 P 2
Low 2 2
O— Mid 2 @ @®
Ss within matrix High P 2 2
Additional Q)
Low 3 3 3 3 3
VSs within matrix Mid 3 3 3 3 3
High 3 3 3 3 3
Minimum number of series 3 3 3 3 3
Total number of experiments (minimum) 33 45 39 63 45

3.3.2.Spécificité

La spécificité d’une procédure analytique quantitative est la capacité a établir de maniere
univoque l'existence de la substance a analyser en présence d’autres composants
potentiellement présents [52]. Une procédure d’analyse est dite « spécifique » lorsqu’elle
permet de garantir que le signal mesuré est caractéristique de la substance a analyser. Elle
est vérifiée par la mesure d’un blanc de réactif lors de chaque dosage, assurant I'absence

d’interférences.

3.3.3.Linéarité

La linéarité concerne la relation entre les concentrations calculées a |'aide de la fonction
d’étalonnage et les concentrations théoriques [54]. La linéarité d’'une méthode peut donc
étre définie comme sa capacité, dans un certain intervalle de dosage, a obtenir des
résultats directement proportionnels a la concentration en substance dosée. Elle a été
vérifiée par la réalisation de deux gammes de trois niveaux par jours pendant trois jours,
selon les dilutions des standards de calibration (cf. 3.2.4 « préparation des standards de
calibration »). Les coefficients de corrélation linéaire sont calculés pour chaque jour et

doivent étre supérieurs a 95 %.
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3.3.4.Précision

La précision exprime |'étroitesse d’accord entre une série de mesures provenant de
multiples prises d’un méme échantillon. Elle traduit la distribution des erreurs aléatoires et
n’a aucune relation avec la valeur théorique attendue [54]. Elle a été vérifiée en passant
trois échantillons de trois niveaux de concentrations pendant trois jours, en présence de
matrice, selon les dilutions des standards de validation (cf. 3.2.5 « préparation des

standards de validation »).

La précision peut étre évaluée avec I'étude de la répétabilité et de la reproductibilité, a
partir de I’écart-type des résultats d’essais, et peut étre exprimée sous forme de coefficient
de variation.

La répétabilité est évaluée en passant trois niveaux de contréle trois fois, sur un jour (n =
9). Les coefficients de variation pour chaque niveau de concentration sont calculés par
analyse de variance (ANOVA). Ceux-ci doivent étre inférieurs a £ 5 %. La reproductibilité est
évaluée en passant trois niveaux de contrOle trois fois, sur trois jours (n = 27). Les
coefficients de variation pour chaque niveau de concentration sont calculés par analyse de

variance (ANOVA). Ceux-ci doivent étre inférieurs a + 8 %.

3.3.5.Exactitude

L’exactitude exprime |'étroitesse d’accord entre la moyenne des résultats d’un essai et la
valeur théorique attendue. Par conséquent, I'exactitude est I'expression de la combinaison
de la justesse et de la précision. De ce fait, c’est la caractéristique de performance majeure
qui est étudiée dans une approche globale [54]. Elle a été vérifiée en passant trois
échantillons de trois niveaux de concentrations pendant trois jours, en présence de
matrice, selon les dilutions des standards de validation (cf. 3.2.5 « préparation des
standards de validation »). Les inexactitudes pour chaque jour sont calculées par analyse

de variance (ANOVA). Celles-ci doivent étre inférieures a + 10 %.

Un profil d’exactitude doit étre construit, conformément aux exigences de la norme

ISO 5725, afin de statuer sur la validation de la performance de la méthode.
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3.3.6. Limites

Les limites de quantification basse et haute permettent de déterminer la plus faible / plus
forte quantité détectable et quantifiable avec précision. Celles-ci sont données par le profil
d’exactitude. La limite de quantification basse (LQ) peut également étre calculée selon la

formule suivante :

Avec :
- o I'écart-type de I'ordonnée a I'origine des gammes d’étalonnage

- P lamoyenne des pentes des gammes d’étalonnage

La limite de détection (LD) permet de déterminer la valeur la plus faible détectable mais

non quantifiable. Elle peut également étre calculée selon la formule suivante :

LD = 3,30
P

Avec :
- o I'écart-type de I'ordonnée a I'origine des gammes d’étalonnage

- P lamoyenne des pentes des gammes d’étalonnage

La méthode EURACHEM est également utilisable pour déterminer la limite de

quantification basse.

3.4. Résultats et interprétations

Conformément au protocole de validation de méthode analytique décrit précédemment et
pour simuler différentes sources d’incertitudes (évolution des échantillons et des réactifs,
changements d’opérateurs, modification des réglages, etc.), un plan d’expérience en 45
essais a été mené. Les mesures ont été effectuées sur trois jours différents par trois
opérateurs différents. Pour chaque série, les standards de calibration bas, moyen et haut
ont été préparés deux fois et les standards de validation bas, moyen et haut ont été

préparés trois fois. Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux 8 et 9 ci-dessous.
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Tableau 8 : Absorbance des standards de calibration de glucoamylase

. Concentration Absorbance Analyte |
Niveaux Jour P
théorique Rep1 Rep2 |
cs1 jl 500 0,475754 0,437295
j2 500 0,462881 0,456285
(Standard de Calibration 1) J
j3 500 0,434624 0,487409
cs2 jl 1000 0,972552 0,918166
j2 1000 0,968288 0,94415
(Standard de Calibration 2) J ’ ’
j3 1000 0,968227 0,891607
cs3 j1 1500 1,50469 1,41124
j2 1500 1,45892 1,44369
(Standard de Calibration 3) J ! !
j3 1500 1,37973 1,40855

Tableau 9 : Absorbance des standards de validation de glucoamylase

. Concentration Absorbance Analyte |
Niveaux Jour .
théorique Rep 1 Rep 2 Rep 3 |
vsi jl 750 0,7379 0,6922 0,7268
j2 750 0,7055 0,6989 0,7233
(Standard de Validation 1) J
j3 750 0,7528 0,7103 0,7223
VS2 jl 1000 0,9369 0,9651 0,9294
j2 1000 0,9574 0,9312 0,9564
(Standard de Validation 2) J ’ ’ ’
j3 1000 0,9831 1,0096 0,9309
VS3 jl 1250 1,2444 1,1874 1,2146
j2 1250 1,2075 1,24 1,2287
(Standard de Validation 3) J ’ ’ ’
j3 1250 1,2605 1,2054 1,2324

Les résultats des parametres étudiés pour la validation de la méthode de dosage de I’AE de

la glucoamylase sont conformes et résumés dans le tableau 10 ci-dessous.

Tableau 10 : Résultats des paramétres de validation du dosage de I’AE de la glucoamylase

o 1 2 ;3
Linéarité (R? > 0,95)
0,9933 0,9996 0,9946
, ] 1 )2 13
Exactitude (Inexactitude < £ 10 %)
2,49 % 1,08 % 2,84 %
o VSB VSM VSH
Répétabilité (CV intra jour < £ 5 %)
2,67 % 2,86 % 1,98 %
) VSB VSM VSH
Reproductibilité (CV inter jour < £ 8 %)
3,17% 3,56 % 2,72 %
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Le profil d’exactitude a été construit conformément aux exigences de la norme ISO 5725. I
montre une précision comprise entre 90 et 110 %. Les bornes de I'intervalle de tolérance

(...) sont comprises a I'intérieur des bornes de seuils (==) (Figure 11).

Profil d'exactitude méthode d'analyse
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Figure 11 : Profil d’exactitude de la méthode de dosage de I’AE de la glucoamylase

3.5. Validation de la méthode

Tous les parameétres du profil d’exactitude étant conformes, la méthode de dosage de I’AE
de la glucoamylase a l'aide du réactif R-AMGR3 (MEGAZYME®, Irlande) est validée

conformément aux recommandations de la SFSTP et de I'ICH.

L’activité de la MP enzymatique a été mesurée a 5400 Ul/mL (40°C, pH 4,5). Cette valeur
ne correspond pas a celle revendiquée par le fournisseur (Annexe 4). Comme décrit
précédemment, I'AE est trés fortement dépendante de la température et du pH. Or ces
parametres ne sont pas renseignés dans les spécifications techniques du produit et nous
n‘avons pas pu les obtenir auprés de KERRY®. De plus, il n’existe actuellement aucun
rationnel scientifique concernant les conditions expérimentales optimales pour le dosage
de I'AE de la glucoamylase. Nous pouvons donc supposer que les parameétres de
température et de pH adoptés par le fournisseur different de 40°C et pH 4,5. Dans un souci
de praticité et pour respecter le mode opératoire fourni par MEGAZYME®, nous avons
choisi de conserver ces parametres. L’AE cible des futures mesures effectuées sur la MP

sera donc de 5400 + 540 Ul/mL a 40°C et pH 4,5.
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Pour garantir la reproductibilité des lots, I’AE de la glucoamylase sera mesurée a chaque
réception d’'un nouveau contenant de MP. Compte-tenu des résultats obtenus
précédemment et conformément a la politique qualité de notre plateforme
pharmaceutique, une Procédure Opératoire Standardisée pour le dosage de I'AE de la
glucoamylase au LCQ a été rédigée. Il s’agit d’'un document qualité interne a la PUI,

disponible en annexe 6.

4. Validation de la qualité pharmaceutique de la matiére premiere

Conformément aux exigences de la PE et aux BPP, la solution de glucoamylase de KERRY®
a été qualifiee comme MPUP. Elle peut donc étre utilisée dans la fabrication de notre
préparation pharmaceutique de glucoamylase. Un Bulletin d’Analyse Matiere Premiére
(BAMP) a été rédigé (Tableau 11). Il s’agit d’'un document qualité interne a la PUI qui détaille

I’'ensemble des contréles devant étre effectué a chaque réception de la MPUP.
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Tableau 11 : BAMP de la glucoamylase liquide

Service Pharmaceutique
. Py oy UPCM

HCL Bulletin d'analyse matiére premiére

nosmicas civiis

1D Version 03 - Date de mise a jour : 15/11/2020 ; FRI PHARM

GH Centre ENREGISTREMENT CTRL-EN-014
BULLETIN D'ANALYSE MATIERE PREMIERE
Rédaction : R. LAMBERT Modification : Validation : C. MERIENNE Signature :
Version N°: 1 Validé le : 12/08/2021
Numeéro de lot fabricant
A M YL O ® Numéro d'enregistrement
Date
FICHE D'IDENTITE DE LA MATIERE PREMIERE
Numéro CAS
Formule
Masse Molaire
Nom du fournisseur KERRY Food Ingredients (Cork) Limited
Nom du fabricant KERRY
Conditionnement 25 kg
Précaution de manipulation Liste 1 : habillage adapté selon environnement + gants + masque + lunettes de protection
Conditions de stockage Entre + 2 °C et + 8 °C
Référentiel Bulletin d'analyse du fournisseur - FDS 163
UTILISATION DE LA MATIERE PREMIERE
MATIERE PREMIERE NON STERILE

CONFORMITE DE LA RECEPTION DE LA MATIERE PREMIERE
Nombre de conditionnements commandés
Nombre de conditionnements regus
Nombre de conditionnements contrélés
Bulletin d'analyse du fournisseur []_:Oui 1 _:Non

MODALITE DE PRELEVEMENT

Matiére premiére non stérile liquide : le prélévement s'effectue, aprés respect des consignes d'habillage, dans la salle liquide B01.00.05 de la ZPNS, sur le
premier conditionnement du lot préalablement nettoyé a la lingette désinfectante, avec une pastette stérile et un poudrier stérile a usage unique en
respectant les précautions de manipulation inhérentes a la dangerosité de la matiere premiére.

Conformité des prélévements Contréle Echantillotheque
Quantité prévue 150 mL 5mL

Quantité regue / prélevée
Acheminement conforme
Prélevé le : Par:

ECHANTILLOTHEQUE : PAS DE MISE EN ECHANTILLOTHEQUE

Effectuée le Par:
Mise en échantillothéque

N° Echantillothéque

W volre santé, notre engagement
Page:1de 11
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Service Pharmaceutique
. .y ey UPCM
HCL Bulletin d'analyse matiére premiére
oELYON Version 03 - Date de mise a jour : 15/11/2020 s FRI PHARM
GH Centre ENREGISTREMENT CTRL-EN-014
BULLETIN D'ANALYSE MATIERE PREMIERE
Rédaction : R. LAMBERT Modification : Validation : C. MERIENNE Signature :
Version N°: 1 Validé le : 12/08/2021
CONTROLES PHYSICO-CHIMIQUES
Contrdles Spécifications ‘ Résultats ‘ Conformité Appareil | Date ‘ Signature
CTRL-IN-025 Conformité du bulletin d'analyse
Conformité du bulletin d’analyse du fournisseur avec
la monographie fournisseur du produit (Bulletin Conforme
d'analyse fournisseur)
CTRL-IN-010 Caractéres organoleptiques
Liquide fluide et limpide,
couleur ambre, odeur
caractéristique
CTRL-IN-011 pH (Ph. Eur. 2.2.3)
‘ 4,00 - 5,00 ‘ ‘ ‘ SUP-IN 010 ’ ‘
CTRL-IN-012 Osmolalité (Ph. Eur. 2.2.35)
_ 400 + 40 mOsm/kg X
D-1/10‘ Erreur (%) <10 % ‘ ‘ ‘ SUP-IN 009 ’ ‘
Dosage activité enzymatique
CTRL-IN-003 POS SOL BUV
GLUCOAMYLASE UV ‘ 5400 + 540 Ul/mL* ‘ ‘ ‘ SUP-IN 012 ’ ‘
CTRL-IN-EXT Analyse éxtérieure
CTRL-IN-002 EXT Envoi de 30 mL de
GLYCEROL solution pure ‘ 3423 + 685 mmol/L ‘ ‘ ‘ ’ ‘
* valeur expérimentale
CONTROLES MICROBIOLOGIQUES
CTRL-IN-019 Dénombrement microbien
Spécificités de I'échantillon :
Prélever 30 mL dans un poudrier stérile
Contrdles Spécifications Résultats Conformité Appareil Date Signature
Flore aérobie totale (DGAT) < 100 UFC/g (ou mL)
Moisissures et levures (DMLT) < 10 UFC/g (ou mL)
Salmonella Absence dans 1g/1 mL
Coliformes totaux Absence dans 1g/1mlL
Escherichia coli Absence dans 1 g /1mL
COMMENTAIRE
DECISION : Accepté / Refusé Date :

Nom / Signature :

B voire santé, notre engag

Page :2 de 11
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ETUDE DE FAISABILITE DU PROJET

Conformément aux BPP, I'étude de faisabilité d’'une préparation de glucoamylase au sein
de la plateforme FRIPHARM® a été menée par un pharmacien et moi-méme en suivant le
plan suivant :

- Statut de la préparation ;

- Conformité réglementaire ;

- Revue des données bibliographiques ;

- Faisabilité technique;

- Contréle de la préparation et étude de la stabilité ;

- Analyse des risques ;

- Faisabilité économique.

Les données recueillies au cours de I'étude de faisabilité ont été regroupées dans un

formulaire de faisabilité, document qualité interne a la PUI, disponible en annexe 7.
1. Statut de la préparation

1.1. Généralités

Les BPP définissent précisément les différents types de préparations pharmaceutiques. Il
existe trois statuts des préparations : (i) La préparation magistrale (PM) ; (ii) La préparation

hospitaliéres (PH) ; (iii) La préparation officinale (PO).

(i) La PM est définie par I'article L. 5121-1 du CSP comme : « Tout médicament préparé en
pharmacie, de maniére extemporanée, selon une prescription médicale destinée a un
malade déterminé en raison de l'absence de spécialité pharmaceutique disponible
disposant d'une AMM, d’une ATU, d'une autorisation d'importation paralléle ou d'une
autorisation d'importation délivrée a un établissement pharmaceutique dans le cadre d'une
rupture de stock d'un médicament » [57].

De cette définition, nous pouvons déduire que la PM est préparée extemporanément par
I'unité de production pharmaceutique, pour un patient spécifique, et permet de répondre
a I'impasse thérapeutique. Le caractére extemporané ainsi qu’un faible nombre d'unités
produites permettent une certaine flexibilité vis-a-vis des instances de santé. C'est

pourquoi les PM ne font pas I'objet d'une déclaration auprés de I'Agence Nationale de
65

LAMBERT
(CC BY-NC-ND 2.0)



Sécurité du Médicament et des produits de santé (ANSM). Ce type de préparation est

particulierement utile pour des patients présentant des besoins spécifiques en offrant la

possibilité d’adapter la dose de principe actif ou la forme galénique. Ainsi, les PM sont

particulierement utiles chez les populations pédiatrique et gériatrique, pour lesquelles :

- La dose de principe actif administrée doit tenir compte du poids et/ou de la différence
de métabolisation par rapport au sujet adulte ;

- L'administration des médicaments est souvent rendue difficile par les risques de fausse
route et les troubles de la déglutition.

Elles permettent également de favoriser I'observance, d’améliorer la tolérance d’un

traitement ou encore de mettre a disposition de nouvelles molécules visant a traiter des

maladies orphelines.

(i) La PH est définie par I'article L. 5121-1 du CSP comme : « Tout médicament, a l'exception
des produits de thérapies génique ou cellulaire, préparé selon les indications de la
pharmacopée et en conformité avec les bonnes pratiques [...], en raison de I'absence de
spécialité pharmaceutique disponible ou adaptée disposant d'une autorisation de mise sur
le marché, [...] d'une autorisation d'importation parallele ou d'une autorisation
d'importation délivrée a un établissement pharmaceutique dans le cadre d'une rupture de
stock d'un médicament, par une PUI d'un établissement de santé, ou par |'établissement
pharmaceutique de cet établissement de santé [...]. Les PH sont dispensées sur prescription
médicale a un ou plusieurs patients par une PUI dudit établissement » [57].

Autrement dit, les PH sont préparées a I'avance et en série par l'unité de production
pharmaceutique, pour un ou plusieurs patients, a une échelle quasi-industrielle. De ce fait,
une vigilance accrue doit étre portée au respect des bonnes pratiques. C'est pourquoi elles
font I'objet d'une déclaration aupreés de I'ANSM. Tout comme les PM, les PH sont
particulierement utiles chez les populations pédiatriques et gériatriques pour lesquelles les

besoins sont spécifiques [30].

(iii) La PO est définie par l'article L. 5121-1 du CSP comme : « Tout médicament préparé en
pharmacie selon les indications de la pharmacopée et destiné a étre dispensé directement
aux patients approvisionnés par cette pharmacie » [57].

Ces préparations sont réalisées spécifiguement en pharmacie d’officine et sont recensées

dans un formulaire national approuvé par I’ANSM.
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1.2. Préparation magistrale de glucoamylase

Destinée a une cohorte de 25 patients déja traités avec la solution buvable d’invertase que
nous préparons chez FRIPHARM®, notre solution buvable de glucoamylase sera préparée
de maniére extemporanée et sur ordonnance médicale. Le circuit de dispensation et de
préparation sera identique a celui de la PM d’invertase. Par conséquent, notre solution
buvable de glucoamylase porte le statut de PM et ne nécessite aucune déclaration auprées

des instances de santé francaises.

2. Conformité réglementaire

La conformité réglementaire évalue l'intérét pharmaco-thérapeutique et la pertinence de
la préparation vis-a-vis de l'indication thérapeutique. Elle permet également de vérifier
I'exactitude de la posologie envisagée en tenant compte des données bibliographiques

disponibles dans la littérature.

2.1. Pertinence et intérét pharmacothérapeutique de la préparation magistrale de

glucoamylase

En association avec une enzymothérapie substitutive par la PM d’invertase déja produite
par la plateforme FRIPHARM®, notre PM de glucoamylase permettra de compléter la prise
en charge thérapeutique du DCSI. Son intérét pharmaco-thérapeutique a été jugé
important en raison de I'absence d’alternative médicamenteuse permettant, a ce jour, de
faciliter la digestion de I'amidon chez les enfants atteints de DCSI. La pertinence de la
préparation a été confirmée par une balance bénéfice/risque favorable, en raison de la
faible dose d’enzyme administrée et de son innocuité. Nous avons donc estimé que le
bénéfice thérapeutique attendu du traitement surpasse largement le risque d’effets

indésirables dudit traitement.

2.2. Choix d’une posologie

Afin de définir une posologie adaptée aux besoins des patients atteints de DCSI, un certain

nombre de considérations biopharmaceutiques ont été prises en compte telles que :

- Le dosage de I'AE de notre solution de glucoamylase en conditions physiologiques ;

- La revue des données bibliographiques concernant les médicaments possédant une
activité amylolytique.
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2.2.1. Activité enzymatique de la glucoamylase en conditions physiologiques

Physiologiquement, I'amidon alimentaire est majoritairement dégradé dans le duodénum
en 30 a 60 minutes [58]. Or en période postprandiale, le duodénum est légérement
acide (pH = 6) [59]. Pour estimer I'action de notre PM de glucoamylase en conditions
physiologiques, nous avons réalisé en interne une mesure de son AEa 37°Ceta pH =6, a

I'aide du réactif R-AMGR3 (MEGAZYME®, Irlande).
L’AE a été mesurée a 1320 Ul/mL (37°C, pH 6).

A titre de rappel, I'AE de la glucoamylase est la quantité d’enzyme nécessaire pour libérer
une umole de B-D-glucose par minute a partir d'amidon soluble. Les enfants agés de 6 a
36 mois ingerent entre 50 et 100 g d’amidon par jour, répartis en quatre repas, soit environ
20 g d’amidon par repas [60]. En approximant que la masse d’amidon ingérée donne une
masse équivalente de glucose libéré, nous pouvons en déduire que 2 mL de notre solution
de glucoamylase permettront d’hydrolyser la totalité de I'amidon ingéré lors d’un repas en
40 min. De la méme maniere, les enfants agés de plus de 36 mois ingerent entre 100 et
200 g d’amidon par jour, soit environ 40 g d’amidon par repas [61]. Nous pouvons en
déduire que 4 mL de notre solution de glucoamylase permettront d’hydrolyser la totalité

de I'amidon ingéré lors d’un repas en 40 min.

2.2.2.Spécialités possédant une activité amylolytique

A travers la revue des données disponibles dans la littérature scientifique, nous avons
cherché a comparer l'activité amylolytique de différents traitements. Nous avons

spécifiguement étudié trois spécialités : Bi-Myconase®, Starchway® et Créon®

2.2.2.1. Bi-Myconase®

Fabriqué par I’entreprise néerlandaise OMEGA PHARMA®, Bi-Myconase® est le seul
médicament indiqué dans le traitement du DCSI a avoir proposé un mélange de saccharase
et d’amylase [21]. Cette spécialité se présentait sous la forme d’une poudre pour
administration orale dosée a 7500 Ul d’invertase et 2500 Ul de glucoamylase par prise de
500 mg. Bien que son efficacité ait été décrite et rapportée dés 1976 [62], Bi-Myconase®

n’est plus commercialisé depuis 1998.

68

LAMBERT
(CC BY-NC-ND 2.0)



Nous pouvons toutefois souligner qu’une prise de 500 mg de ce médicament permet de
faciliter la digestion de 20 a 60 g d’amidon [21].

Notons également que depuis I'arrét de la commercialisation du Bi-Myconase®, une
pharmacie néerlandaise propose une préparation équivalente sous forme de gélules
(Figure 12). Cette alternative est toujours en vente au comptoir ou par I'intermédiaire de

leur site internet, sur présentation d’une ordonnance médicale [63].

Figure 12 : Alternative au Bi-Myconase® proposée par la pharmacie d’Akker (Apotheek

de Akker) [63]

2.2.2.2. Starchway®

Starchway® est un Complément Alimentaire (CA) produit par INTOLERAN® (anciennement
DISOLUT®). Chaque gélule de Starchway® contient I'équivalent de 7500 Ul d’invertase et
2500 Ul de glucoamylase [64].

Du fait de son efficacité, les familles des patients ont rapporté avoir régulierement recours
a ce CA tout en soulignant I'absence de médicaments permettant de faciliter la digestion
de I'amidon. En pratique, les symptomes du DCSI sont améliorés de maniere significative a
partir de trois gélules de Starchway® par repas, soit I'’équivalent de 7500 Ul de

glucoamylase.
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Cependant, certains inconvénients non négligeables doivent étre notifiés :
- Le co(t du traitement est élevé. En effet, il faut compter 54,95 € pour une boite de 150
gélules soit un colt mensuel supérieur a 100 € pour une prise de 3 gélules par repas ;

- Sagissant d’un CA, Starchway® ne peut revendiquer aucune indication thérapeutique.

D’apres le décret n°2006-352 du 20 mars 2006 disponible sur Légifrance, les CA sont : « Les
denrées alimentaires dont le but est de compléter le régime alimentaire normal et qui
constituent une source concentrée de nutriments ou d'autres substances ayant un effet
nutritionnel ou physiologique seuls ou combinés, commercialisées sous forme de doses, [...]

destinées a étre prises en unités mesurées de faible quantité » [65].

Depuis plusieurs années, le marché des CA ne cesse de prendre de I'ampleur. Les études
Individuelles Nationales des Consommations Alimentaires (INCA) menées tous les 7 ans par
I’ANSES ont mis en évidence que la consommation de CA a presque doublé, entre 2007 et

2014, chez les Francais agés de plus de 3 ans (Tableau 12).

Tableau 12 : Taux de consommateurs (% et IC a 95 %) de CA au cours des 12 derniers mois,

selon I'age, dans les études INCA2 (2006-2007) et INCA3 (2014-2015) [66]

INCA2 (n=1 455) INCA3 (n=2 437)
3-6ans 10,9 [7,4-15,7] 21,4 [16,7-27,0]
7-10 ans 11,6 [8,3-15,8] 18,2 [14,8-22,3]
11-14 ans 11,7 [8,7-15,5] 17,1 [13,5-21,4]
15-17 ans 11,8 [8,7-15,7] 17,1 [13,5-21,5]
Ensemble 11,5 [9,7-13,5] 18,5 [16,1-21,2]

INCA2 (n=1 455) INCA3 (n=2 437)
18-44 ans 20,7 [18,0-237] 31,7 [28,1-356]
45-64 ans 19,7 [16,9-22,8] 27,7 [24-31,8]
65-79 ans 16,7 [12,9-21,3] 21,9 [17,7-26,8]
Ensemble | 19,7 [17,8-21.8] 28,5 [26,0-31,3]

Malgré cette croissance importante, il faut rappeler que ces produits ne sont pas des
médicaments et ne peuvent donc revendiquer aucun effet thérapeutique. Tout comme les
autres denrées alimentaires, les CA ne sont pas déclarés a ’ANSM, mais a la Direction

Générale de la Concurrence, de la Consommation et de la Répression des Fraudes (DGCCRF)
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qui contréle leur composition. Par conséquent, leur fabrication n'est pas soumise aux
directives de la PE. De plus, la conclusion de I’ANSES par rapport aux CA est la suivante :

« De maniére générale, en I'absence de pathologie, la couverture des besoins nutritionnels
est possible par une alimentation variée et équilibrée dans le cadre d’une vie quotidienne

physiquement active. La consommation de CA n’est alors pas nécessaire » [67].

2.2.2.3. Créon®

Fabriqué par MYLAN MEDICAL®, Créon® (Pancréatine) est un médicament indiqué dans le

traitement de la mucoviscidose et de l'insuffisance pancréatique exocrine [68]. Cette

spécialité se présente sous la forme de gélules gastrorésistantes contenant la pancréatine,

une poudre de pancréas d’origine porcine permettant de fournir les enzymes nécessaires

a la digestion des graisses, des protéines et des glucides.

Bien que Créon® n'ait aucune indication dans le traitement du DCSI, nous pouvons tenir

compte de son activité amylolytique pour estimer au mieux la quantité de glucoamylase a

administrer a nos patients. La pancréatine apporte 0,8 Ul d’activité amylolytique pour 1 Ul

d’activité lipolytique [69]. La posologie recommandée de la pancréatine est la suivante :

- ChezI'enfant de moins de quatre ans, la dose d’enzymes doit tenir compte du poids et
commencer avec 1 000 Ul d’activité lipolytique soit 800 Ul d’activité amylolytique par
kg de poids corporel et par repas [70].

- Chez les enfants de plus de quatre ans et les adultes, la dose d’enzymes doit tenir
compte du poids et commence avec 500 Ul d’activité lipolytique soit 400 Ul d’activité

amylolytique par kg de poids corporel et par repas [70].

2.2.3.Conclusion

A travers ces données bibliographiques, nous pouvons retenir que :

- 2500 Ul de glucoamylase permettent d’hydrolyser 20 a 60 g d’amidon ;

- 7500 Ul de glucoamylase permettent d’améliorer significativement les symptomes du
DCSI;

- La posologie de la pancréatine apporte 800 Ul d’activité amylolytique par kg de poids

corporel et par repas.
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Compte-tenu de I'ensemble des données bibliographiques et des mesures d’AE de la

glucoamylase en conditions de test (40°C, pH 4,5) et en conditions physiologiques (37°C,

pH 6), la posologie a été définie comme suit :

- Pour les enfants de moins de 15 kg : 2 mL par repas — soit I'’équivalent de 10 800 Ul de
glucoamylase (40°C, pH 4,5) ;

- Pour les enfants de plus de 15 kg : 4 mL par repas — soit I'équivalent de 21 600 Ul de

glucoamylase (40°C, pH 4,5).

Il faut toutefois rappeler le caractére empirique de cette posologie. En effet, il n'existe
aucune donnée sur le dosage relatif des enzymes nécessaires pour traiter les déficits
enzymatiques causés par des pathologies comme le DCSI. De méme, aucunes données
scientifiquement valides ne détaillent le moment optimal de la prise de glucoamylase. Dans
I’état actuel des connaissances et pour des raisons de praticité (prise concomitante des
solutions buvables d’invertase et de glucoamylase), nous recommanderons aux patients de

prendre leur traitement au milieu des repas.

3. Données bibliographiques

La revue des données bibliographiques évalue la disponibilité de spécialités
pharmaceutiques et les données toxicologiques et cliniques relatives aux composants de la

préparation.

Comme nous l'avons déja évoqué précédemment, il n’existe actuellement en France
aucune spécialité pharmaceutique permettant de faciliter la digestion de I'amidon chez les
patients atteints de DCSI. Bi-Myconase® n’est plus commercialisé, et les CA disponibles sur

le marché ne sont pas autorisés a revendiquer cette indication.

D’apres I’Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA), la glucoamylase obtenue a
partir d’Aspergillus niger ne présente pas de risque de toxicité pour 'homme [71]. Les
données toxicologiques relatives aux excipients de la solution sont mentionnées dans la
fiche de données de sécurité du fournisseur, le Handbook of Pharmaceutical Excipients
[72], et la liste des excipients a effets notoire de I’ANSM [73]. Elles sont résumées dans le

Tableau 13 ci-dessous.
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Tableau 13 : Roles, effets notoires et doses seuils des excipients de ’AMYLO®

Excipient Role(s) Effet(s) notoire(s) Seuil

Eau Solvant N/A N/A

Glycérol Solvant, Troubles digestifs, 10 g / dose
Agent de texture Maux de téte

Glucose Agent liant Apport calorique 5 g/ dose

Sodium Agent de tonicité Troubles digestifs, 23 mg / dose

Augmentation de la
pression artérielle

Benzoate de Agent de conservation  Nausées, 0g/dose
sodium antimicrobien Vomissement,

Troubles digestifs,

Ictere chez le nouveau-né

Sorbate de Agent de conservation  N/A N/A
potassium antimicrobien

D’apres le tableau 13, les quantités de glycérol, de glucose et de sodium administrées a nos
patients a chaque dose sont inférieures aux valeurs seuils. Seul le benzoate de sodium

(E211) est susceptible d’engendrer des effets notoires et doit étre pris en considération.

Nous ne connaissons pas précisément la concentration en benzoate de sodium dans
I’AMYLO®. Notons toutefois qu’en association avec le sorbate de potassium, la dose de
benzoate de sodium en tant qu’additif pour la conservation des solutions de glucoamylase
est relativement faible. Une évaluation chimique et technique de la glucoamylase a été
menée par I'Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture. Dans cette
évaluation, une composition représentative pour la formulation commerciale d’une
solution de glucoamylase est donnée. La quantité de benzoate de sodium est de 0,30 +

0,05 % (m/V) et la quantité de sorbate de potassium est de 0,11 £ 0,02 % (m/V) [74].

Compte tenu de la posologie et des données évoquées ci-dessus, nous avons estimé que la
guantité journaliére en benzoate de sodium apportée par notre traitement est d’environ
28 mg pour les enfants de moins de 15 kg, et d’environ 56 mg pour les enfants de plus de

15 kg.

Selon le poids du patient, nous approchons la limite haute de la Dose Journaliere

Acceptable (DJA) de I'OMS, comprise entre 0 et 5 mg de benzoate de sodium par kg de
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poids corporel [72], [75]. Notons cependant que la DJA ne représente pas un seuil de
toxicité mais un niveau d'exposition jugé exempt de tout risque pour le consommateur
pendant toute la durée de sa vie. Elle est obtenue a partir d'études de toxicité a long terme
chez I'animal, au cours desquelles on détermine la Dose Sans Effet Indésirable Observé
(DSEIQ). Cette valeur est ensuite divisée par un facteur de sécurité (généralement 100)
pour aboutir a la DJA applicable a I'homme [76]. Notons également que d’apres l'avis
scientifique de I'EFSA sur la réévaluation du benzoate de sodium en tant qu’additif
alimentaire, la DJA est trés régulierement dépassée chez les enfants consommant des

boissons aromatisées, des fruits et des légumes [77].

Par conséquent, le niveau de risque de toxicité de la PM de glucoamylase a été jugé faible,
donc acceptable. La notice de la préparation devra toutefois faire mention de la présence
de benzoate de sodium dans la solution et de ses potentiels effets notoires. Une attention
particuliére sera également portée sur les effets indésirables de notre préparation et le

traitement sera immédiatement stoppé en cas de doute.
4. Faisabilité technique

4.1. Matériel et locaux

Pour la réalisation de ces activités, |la plateforme FRIPHARM® dispose de 900 m? de locaux,

autorisés par I’ARS, pour la production et le controle de médicaments hospitaliers et

expérimentaux [38]. Sont notamment aménagés au sein de la plateforme :

- Une Zone de Production Non Stérile (ZPNS) pour la préparation des médicaments non
stériles ;

- Une Zone de Production Stérile (ZPS) pour la préparation des médicaments stériles ;

- Un LCQ pour le contréle des MP et des préparations fabriquées.

S’agissant d’une solution buvable, la PM de glucoamylase est une préparation non stérile.

Sa fabrication sera donc effectuée dans la salle « liquide » de la ZPNS.
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4.2. Personnel

L'ensemble des activités de la plateforme pharmaceutique est assuré par une équipe
qualifiée, composée d’opérateurs, de préparateurs en pharmacie, de techniciens de

laboratoire, d’internes et de pharmaciens hospitaliers.

La fabrication de la PM de glucoamylase est réalisée spécifiquement par les préparateurs
en pharmacie. La protection du personnel et de la PM est assurée par le port d’'une blouse
stérile, d’'une charlotte, d’'un masque, de gants stériles et de sur-chaussures. Un lavage des

mains suivi d’une désinfection sont effectués conformément aux instructions en vigueur.

Les préparateurs de la plateforme FRIPHARM® sont déja familiarisés avec le processus de
préparation de la solution buvable de glucoamylase car il est trés similaire a celui de la
solution buvable d’invertase. Par conséquent, leur formation spécifique individuelle n’a pas

été jugée nécessaire.

4.3. Formulation galénique

Afin de garantir la compatibilité physico-chimique de I'enzyme et des excipients, nous
avons fait le choix de conserver la formulation de I'’AMYLO®. Aucun excipient
supplémentaire n’est ajouté et la fabrication de la PM consiste simplement a
reconditionner la MP en flacons. Cette répartition est effectuée a I'aide d’'une pompe

péristaltique de la marque INTEGRA®.

En considérant un nombre moyen de quatre repas par jour, la quantité mensuelle de
solution buvable nécessaire est de 240 mL pour les enfants de moins de 15 kg et de 480 mL
pour les enfants de plus de 15 kg. Pour les familles des patients, il est préférable de
posséder plusieurs flacons afin de les répartir dans les différents lieux de vie de I'enfant (a
la maison, a I'école, chez I'assistante maternelle, etc.). Nous avons donc opté pour un
conditionnement en flacons de 60 mL. Ainsi, chague mois, quatre flacons seront dispensés

aux enfants de moins de 15 kg et huit aux enfants de plus de 15 kg.
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4.4. Circuit de la matiere premiére et des articles de conditionnement

S’agissant d’un simple reconditionnement, la MP provenant de KERRY® est le seul
composant de la fabrication de la PM de glucoamylase. Les contréles effectués sur cette

MP sont détaillés dans le BAMP (Tableau 11).

Les articles de conditionnement ainsi que le dispositif d’administration utilisés sont adaptés

a un usage pharmaceutique et sont composés de matériaux décrits a la PE. Il s’agit :

- De flacons en verre ambré (type Il) de 60 mL ;

- De bouchons blancs inviolables en polyéthyléne (pour le joint du bouchon en contact
direct avec la PM) et en polypropyléne (pour la coque et la bague d’inviolabilité n’étant
pas en contact avec la PM) ;

- Deseringues graduées de 5 mL en polypropyléne permettant de faciliter le prélevement

et 'administration de la solution buvable de glucoamylase.

4.5. Circuit de préparation, de contréle et de libération d’un lot

Une fiche de fabrication illustrée a été rédigée. Il s’agit d’'un document qualité interne a la
PUIL. Un Dossier de Lot Electronique (DLE) a également été créé conformément a la
politique qualité de notre plateforme pharmaceutique. Il permet de tracage et la validation
des lots fabriqués. Le processus de préparation de la solution buvable de glucoamylase
comporte 5 étapes :

- La pré-production;

- La production;

- La post-production;

- Les contréles;

- Lalibération.

4.5.1.Pré-production

Les opérateurs réalisent les opérations de pré-production au plus tard la veille de la
production. Ces opérations consistent a préparer le matériel nécessaire :
- Articles de conditionnement : flacons en verre ambré (type 1l) de 60 mL, bouchons

blancs inviolables ;
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Matériel pharmaceutique : bécher de 5 L, éprouvette graduée de 100 mL, Pompe
péristaltique INTEGRA® et tubulure ;

Etiquettes.

En fonction de la taille du lot qui doit étre fabriqué, un nombre suffisant de flacons ambrés

et de bouchons inviolables est collecté puis lavé. Les flacons sont ensuite autoclavés et les

bouchons non-autoclavables sont mis en sachet. Ensuite, les préparateurs réalisent la

cueillette du matériel.

Les opérations de pré-production doivent étre tracées dans le DLE.

4.5.2.Production

La MP doit étre récupérée dans la chambre froide. Le bidon est nettoyé a la lingette

désinfectante avant d’entrer dans la ZPNS.

La répartition de la MP dans les flacons s’effectue sur la paillasse de la salle « Liquide »,

selon le protocole suivant :

Verser de la solution d’AMYLO® dans un bécher propre de 5 L.

Peser un flacon ambré type Il de 60 mL avec son bouchon blanc inviolable et faire la
tare.

Mettre en place la tubulure dans la pompe péristaltique INTEGRA®.

Mettre une extrémité de la tubulure dans le bécher (I'autre extrémité de la tubulure
servira a remplir les flacons).

Sélectionner le programme adéquat.

Sélectionner « Amorcer » pour purger la tubulure.

Une fois la tubulure purgée, sélectionner « Calibrer » pour ajuster le volume de la
pompe a 60 mL. Faire la calibration dans une éprouvette de 100 mL. Pour ce faire,
sélectionner « Dose ».

Si le volume lu a I’éprouvette ne correspond pas au volume attendu, aller sur « Volume
mesuré » et changer par le volume lu a I'éprouvette puis sélectionner « Continuer ».
Répéter I'étape de calibration jusqu’a obtenir un volume Ilu a I'éprouvette qui
correspond au volume attendu dans chaque flacon.

Une fois la calibration finie, sélectionner « Start » pour commencer le remplissage des

flacons.
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Apres leur remplissage, les flacons sont bouchés par un deuxieme préparateur puis pesés.
Toutes les pesées doivent étre reportées dans le DLE. Pour finir, chaque flacon est étiqueté
avec une étiquette provisoire dont le numéro doit correspondre au numéro du tableau de

tracabilité des pesées du DLE.

L'interne de pharmacotechnie doit vérifier la totalité des données relatives aux étapes de

pré-production et de production dans le DLE.

4.5.3.Post-production

Un vide de ligne est réalisé. Il consiste a s’assurer de I'absence de flacons dans la salle de
production et a nettoyer le matériel et les surfaces contaminées. Cette opération doit étre
réalisée apres chaque changement de lot. Il s’agit d’'une exigence réglementaire et d’une
condition indispensable a I'assurance de la qualité pharmaceutique et la sécurité du

patient.

Dans la salle « Post-production », les flacons préparés sont étiquetés avec une étiquette

définitive puis regroupés dans un carton. Quatre flacons sont pris au hasard dans le lot

fabriqué :

- Deux unités conformes de la PM sont adressées au LCQ pour des analyses physico-
chimiques et microbiologiques ;

- Bien que non obligatoire pour les PM, deux autres unités conformes sont conservées

pour |'échantillothéque.

En attendant la libération du lot, le carton contenant les flacons est étiqueté avec une
étiquette bleue « EN CONTROLE » (Figure 13) puis mis en quarantaine dans la chambre
froide conformément aux recommandations pour le stockage de la solution de

glucoamylase. La date de mise en quarantaine doit figurer sur I'étiquette.
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Figure 13 : Etiquette bleu « EN CONTROLE » pour la mise en quarantaine du lot fabriqué

4.5.4.Controles

A l'issue de la répartition, deux flacons choisis au hasard dans le lot de production sont
acheminés vers le LCQ pour subir une série de controles a caractéres libératoires. Ces
controles réalisés sur site ou externalisés consistent a :

- Evaluer la conformité des caractéres organoleptiques ;

- Mesurer le pH de la solution ;

- Déterminer la charge microbienne conformément aux spécifications de la PE.

Un Bulletin d’Analyse Produit Fini (BAPF) a été rédigé (Tableau 14). Il s’agit d’'un document
qualité interne a la PUI qui détaille I'ensemble des contréles devant étre effectué sur les
médicaments, apres leur fabrication. Les résultats des analyses physico-chimiques et

microbiologiques doivent étre renseignées dans le DLE.
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Tableau 14 : BAPF de la PM

de glucoamylase

Service Pharmaceutique
HCL BULLETIN D'ANALYSE PRODUIT FINI Upem
o Ko d Version 04 - Date de mise a jour : 03/11/2020 s FRI PHARM
GH Centre ENREGISTREMENT CTRL-EN-015
BULLETIN D'ANALYSE PRODUIT FINI
Rédaction : R. LAMBERT Modification : Validation : C. MERIENNE Signature :

Version N°: 1 Validé le : 13/08/2021
Lot
SOLUTION BUVABLE DE GLUCOAMYLASE - 60 mL e
Date
Indication Déficit congénital en Saccharase Isomaltase
Conditionnement Flacon en verre ambré de 60 mL
Masse ou volume de remplissage 60 mL
Formulation pour 1 unité Glucoamylase 5400 Ul/mL
Glycérol 20-30%
Eau 50-60 %
Précaution de manipulation Liste O

Conditions de stockage

Entre + 2 et + 8°C, a I'abri de la lumiére

Conformité des prélévements

Contréle Echantillothéque
Nombre d'unités prévues 2 2
Nombre d'unités regues
Acheminement conforme
Conformité des unités
Conformité réception

Nombre d'unités prévues

[ Comptage [ stérilité [ i [ Extérieur
! | | | 1
CONTROLES PHYSICO CHIMIQUES
Contréles Spécifications Résultats Conformité Appar.e il Date Signature
Réactifs
CTRL-IN-010 Caractéres organoleptiques
Liquide fluide et limpide, couleur
ambre, odeur caractéristique
CTRL-IN-011 pH (Ph. Eur. 2.2.3)
‘ 4,00 - 5,00 ‘ ‘ ‘ SUP-IN 010 ‘ ‘
CONTROLES MICROBIOLOGIQUES
CTRL-IN-019 Contréle microbiologique des produits non stériles : essais de dénombrement microbien (Ph. Eur.: 2.6.12)
Spécificités de I'échantillon : 1 flacon
Controles et spécifications Norme Résultats % Erreur_-' Appareil Date Signature
Conformité
Flore aérobie totale a 30°C (DGAT) < 100 UFC/g (ou mL)
Moisissures et levures totales (DMLT) < 10 UFC/g (ou mL)
Escherichia coli Absence dans 1g /1 mL
COMMENTAIRES:
3.2 BILAN DE BAPF: CONFORMITES DES CONTROLES
NOM DU G’_j
PHARMACIEN
DATE
B B - o o S S T o T T o - - of janté, notre engagement
Page:1de1

L'interne et le pharmacien du laboratoire de controle réalisent la validation technique et

pharmaceutique des controles.
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4.5.5. Libération

A l'issue de toutes ces opérations, un pharmacien vérifie 'ensemble du DLE et procede a la
libération du lot de PM de glucoamylase. Les préparateurs réalisent la sortie de quarantaine
et le carton contenant les flacons est étiqueté avec une étiquette verte
« ACCEPTE » (Figure 14). La date de sortie de quarantaine doit figurer sur cette étiquette.

Enfin, le DLE est sauvegardé électroniquement, imprimé et classé.

Figure 14 : Etiquette verte « ACCEPTE » pour la sortie de quarantaine du lot fabriqué

Avant leur délivrance, chaque flacon de PM de glucoamylase est ensaché dans un sachet

thermosoudable avec une notice et une seringue de 5 mL.

5. Contrdle de la stabilité de la préparation

La stabilité des préparations pharmaceutiques est un élément essentiel de leur bon usage.
Une préparation est considérée comme stable lorsque ses propriétés essentielles sont

inchangées ou que leurs variations ne dépassent pas les limites d’acceptabilités.

Les causes d’instabilité sont multiples et mettent essentiellement en jeu des phénomeénes
d’ordre chimique, physique ou microbiologique.

Les altérations chimiques peuvent survenir de maniére spontanée ou retardée, et font
intervenir des réactions d’hydrolyse, d’oxydoréduction, de photolyse, de racémisation et
d’épimérisation. L'instabilité physique peut se traduire par I'apparition d’un trouble, d’'une
précipitation, d’un changement de la coloration ou de la viscosité du produit. Lorsque
I'intégrité du conditionnement de la préparation est altérée, une instabilité d’ordre

microbiologique peut également apparaitre [78].
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Afin de garantir la stabilité d’'une préparation pharmaceutique une étude de stabilité doit
étre conduite pour étudier I'’évolution des parametres clés dans des conditions de stress.
L'étude de la stabilité de notre PM de glucoamylase sera menée sur un lot pilote. Les
flacons seront conservés dans des conditions défavorables de température et d’Humidité
Relative (HR) pendant des durées déterminées aux termes desquelles, les paramétres clés
seront controlés. Trois conditions de conservation seront étudiées :

- Vieillissement normal : 5 + 3°C

- Vieillissement accéléré : 25+ 2°C

- Vieillissement accéléré : 40 + 2°C; HR 75 + 5%

Identiques a ceux réalisés sur la MP, les controles seront effectués immédiatement aprés
la fabrication du lot (JO), et aprés un mois (M1), deux mois (M2), trois mois (M3) et six mois
(M6) de conservation. Un Bulletin d’Analyse Etude de Stabilité (BAES) a été rédigé (Tableau
15). Il s’agit d’'un document qualité interne a la PUI qui guide la réalisation de I'étude de

stabilité.
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Tableau 15 : BAES de la PM de glucoamylase

Service Pharmaceutique
. . epea 2 UPCM
HCL Bulletin d’analyse étude de stabilité
tosmcas v s Version n°04 -Date de mise a jour : 11/08/2021 s FRI PHARM
GH Centre ENREGISTREMENT CTRL-EN-018
BULLETIN D'ANALYSE ETUDE DE STABILITE
Rédaction : R. LAMBERT Modification : Validation : C. MERIENNE Signature :
Version N°: 1 Validé le : 13/08/2021
Lot
SOLUTION BUVABLE DE GLUCOAMYLASE - 60 mL
Ordonnancier
ETUDE DE STABILITE Date
Indication : Déficit | en sacchar:
Conditionnement Flacon en verre ambré de 60 mL
Masse ou volume de r 60 mL
Formulation Glucoamylase 5400 Ul/mL
Glycérol 20-30%
Eau 50-60 %
Précaution de manipulation Liste O
Conditions de stockage | 0:5+3°C [ 00:25+2°C; HR 60 £ 5% [ 00:40+2°C; HR 75+ 5%
Point de stabilité 0o oML [ ome ] OM3 [ owe [ owmn om18
Conformité des prélévements Contrdle
Nombre d'unités prévues Cf planning
Nombre d'unités regues
Ac i it conforme
Conformité des unités
Conformité réception
Nombre d'unités prévues
Physicochimie Comptage particulaire Stérilité Endotoxines | Extérieur
Cpl. |
CONTROLES PHYSICO CHIMIQUES
Contréles Spécifications Résultats Conformité Appareil Date Signature
@CI'RL-IN—DlD Caractéres organoleptiques
Liquide fluide et limpide, couleur ambre,
odeur caractéristique
®CI'RL-IN-011 PpH (Ph. Eur. 2.2.3)
4,00 - 5,00 SUP-IN 010
(3)CTRL-IN-012 Osmolalité (Ph. Eur. 2.2.35)
D=1/10 400 + 40mOsm/kg
SUPP-IN 009
Erreur (%) <10 %
CTRL-IN-016 Uniformité de teneur des préparations unidoses (Ph. Eur. 2.9.6)
Jo M.
CTRL-IN-003 POS SOL BUV Teneur moyenne | 5400 + 540 Ul/mL Talo:
GLUCOAMYLASE UV (N % erreur teneur moyenne | Erreur (%) < 10 %
_ SUP-IN 015
=5 flacons) T+10% <2 Cible J0 + 10%
T+15% 0
COMMENTAIRE
%
Page:1de3
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Service Pharmaceutique
. < ey 2 UPCM
HCL Bulletin d’analyse étude de stabilité
Hosmices cvis Version n°04 -Date de mise  jour : 11/08/2021 i FRI PHARM
GH Centre ENREGISTREMENT CTRL-EN-018
BULLETIN D'ANALYSE ETUDE DE STABILITE
Rédaction : R. LAMBERT Modification : Validation : C. MERIENNE Signature :
Version N°: 1 Validé le : 13/08/2021
CONTROLES MICROBIOLOGIQUES
Z:SCI'RL-IN-OIB Contrdle microbiologique des produits non stériles : essais de dénombrement microbien (Ph. Eur.: 2.6.12)
Spécificités de I'échantillon :
Prélever 30 mL dans un poudrier stérile
. . " Appareil .
Contréles Spécifications Résultats Conformité Date Signature
Réactifs
Salmonella Absence dans1g/1mL

Flore aérobie totale (DGAT)
Moisissures et levures (DMLT)
Bactérie spécifique 1
Bactérie spécifique 2

<100(0) UFC/g (ou mL)
<10(0) UFC/g (ou mL)
Absence dans1g/1mL
Absence dans1g/1mL

COMMENTAIRE

Page:2de3
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Service Pharmaceutique
. < ey 2 UPCM
HCL Bulletin d’analyse étude de stabilité
Hosmices cvis Version n°04 -Date de mise  jour : 11/08/2021 ‘ FRI PHARM
GH Centre ENREGISTREMENT CTRL-EN-018

BULLETIN D'ANALYSE ETUDE DE STABILITE
Rédaction : R. LAMBERT Modification : Validation : C. MERIENNE Signature :
Version N°: 1 Validé le : 13/08/2021
PLANIFICATION
PLANNING DES CONTROLES ET NOMBRES D'UNITES NECESSAIRE

Période de stabilité Analyses réalisées Nombre d'unités Conditions de conservation

nécessaires (Enceinte climatique)
5 Vieillissement normal : 5 + 3°C

Vieillissement accéléré : 25 + 2°C
Vieillissement accéléré : 40 + 2°C;; HR 75 + 5%

Vieillissement normal : 5 + 3°C

10 OO®G

M1 ORe®G

Vieillissement accéléré : 25+ 2°C
Vieillissement accéléré : 40 + 2°C;; HR 75 + 5%
Vieillissement normal : 5 + 3°C
Vieillissement accéléré : 25+ 2°C
Vieillissement accéléré : 40 + 2°C; HR 75 £ 5%
Vieillissement normal : 5 + 3°C

M2 OO

m3 OO

Vieillissement accéléré : 25 + 2°C
Vieillissement accéléré : 40 + 2°C; HR 75 * 5%
Vieillissement normal : 5 + 3°C
Vieillissement accéléré : 25 + 2°C
Vieillissement accéléré : 40 + 2°C;; HR 75 * 5%

M6 00606

alu|alulu|alv|a|ulv|a|ulv|a

COMMENTAIRE
DECISION : Accepté / Refusé Date:
Nom /Signature:
%
Page:3de3

L'étude de la stabilité de la PM de glucoamylase permettra d’estimer la Date Limite
d’Utilisation (DLU). En attendant les résultats de cette étude, la DLU a été fixée a 6 mois
apres la fabrication, sous réserve qu’elle ne dépasse pas la DLU de la MP.
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6. Analyse et gestion des risques

Le risque est un événement potentiel qui peut entraver la réalisation des objectifs, porter
atteinte a la santé, causer des dommages a la propriété et a I'environnement du lieu de
travail ou une combinaison de ces éléments. Il peut survenir a tout moment lors du

processus de fabrication.

6.1. Généralités

Pour identifier, évaluer et prévenir ces évenements, la gestion de risques est indispensable.
Elle soutient la réalisation des objectifs en identifiant, évaluant et prévenant les
événements qui entraverait la réalisation desdits objectifs. Supportée par une stratégie
d’amélioration continue, elle contribue a assurer la qualité des produits, la sécurité des
patients et du personnel médical, et a préserver I'environnement. C’est un processus qui
supporte et facilite une meilleure prise de décision lorsqu’un probleme survient, et qui
permet une prise de décision plus éclairée. Les étapes de la gestion du risque sont les
suivantes : (i) Identification du risque ; (ii) Analyse du risque ; (iii) Maftrise du risque ; (iv)

Evaluation du risque global de la préparation ; (v) Acceptation du risque.

(i) L'identification des risques consiste a déterminer les modes de défaillances potentielles,
les causes premieres de ces défaillances, et les conséquences potentielles pour chaque
étape qui compose le processus de fabrication du médicament. En pratique, les modes de
défaillance ainsi que les causes premieres sont identifiés par la question suivante : « Qu’est-

ce qui pourrait aller mal et pourquoi ? ».

(ii) L'analyse des risques identifiés suit la méthode AMDEC (Analyse des Modes de
Défaillance, de leurs Effets, et de leur Criticité). Elle consiste a relier de maniere qualitative
ou quantitative, la probabilité d’apparition et la gravité de la défaillance. La probabilité
qu’une défaillance entraine des conséquences peut étre minimisée grace a la capacité a
détecter et a maitriser cette défaillance avant que ces conséquences n’arrivent. En
pratique, pour chaque risque identifié, la fréquence de survenue, la sévérité et la
détectabilité seront évaluées par les questions suivantes :

-« Quelle est la probabilité du risque ? »

-« Quelles sont les conséquences du risque ? »

-« Quelle est notre capacité a détecter I'événement ? »
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Des tables de cotation (Tableau 16) permettent d’attribuer un score a chacun de ces 3

facteurs et de calculer la criticité par la formule suivante :

Criticité = Fréquence X Sévérité X Détectabilité

Tableau 16 : Tables de cotation AMDEC pour la fréquence, la sévérité et la détectabilité

des risques
FREQUENCE PROBABILITE INDICE
Inexistante 1/10000 1
Pas d’occurrence connue
Basse 1/5000 4
Possible mais pas de données existante
Modéré 1/200 6
Documentée mais peu fréquente
Elevée 1/50 8
Documentée et fréquente
Tres élevée 1/10 10
Erreur pratiquement certaine
SEVERITE INDICE
Ennui léger 1
Probleme systémique léger 3
Probleme systémique majeur 5
Atteinte mineure du patient 6
Atteinte majeure du patient 7
Atteinte terminale ou décés du patient 9
DETECTABILITE PROBABILITE INDICE
Tres élevée 9/10 1
Détection systématique
Elevée 7 /10 3
Forte probabilité de détection
Modérée 5/10 6
Probabilité moyenne de détection
Basse 2/10 8
Faible probabilité de détection
Inexistante 0/10 9

Détection impossible dans le systéeme
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(iii) Afin de réduire le risque a un niveau acceptable, des actions de mitigations peuvent
étre mises en ceuvre telles que la suppression de la cause premiere, la réduction des
conséquences, de I'impact ou de la probabilité ou encore I'augmentation de la détectabilité
de la défaillance. En pratique, nous devons étre capable de répondre aux questions
suivantes :

-« Que peut-il étre fait pour réduire ou éliminer le risque ? »

-« Quel est le bon équilibre entre les avantages, les risques et les ressources ? »

-« De nouveaux risques seront-ils introduits a la suite de la mise en ceuvre des actions

de réduction de risque ? »

(iv) Le niveau de risque global de la préparation est évalué par la détermination de la
criticité moyenne (Tableau 17) et différentes actions peuvent étre exigées en fonction de
son importance. Ainsi, un niveau de risque global trés faible est directement acceptable
sans actions complémentaires. Pour un niveau de risque global allant de faible a modéré,
le traitement et la réduction des risques peuvent étre recommandés. La seule obligation
de maitrise des risques demeure lorsque le niveau de risque global est important. Les
actions de mitigation envisagées devront alors étre instaurées en amont de la réalisation

de l'activité.

Tableau 17 : Niveau de risque global en fonction de la criticité moyenne

Risque global IC moyen

Modéré 180-336
Faible 36-180
Tres faible 1-36

(v) L'acceptation du risque est la derniere étape dans le processus de gestion des risques.
Il s’agit d’une décision formelle d’approuver le risque a un niveau jugé acceptable. Ce

niveau est spécifique a chaque évaluation de risque et est préalablement défini.

6.2. Analyse et gestion des risques de la préparation

Conformément au processus d’analyse et de gestion des risques décrit précédemment, une
cartographie des risques a priori liée a la fabrication de la PM de glucoamylase a été réalisée
(Tableau 18). Les indices de criticité calculés et moyennés ont permis I'obtention d’un score

total correspondant a un risque global faible et acceptable (Tableau 19).
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Tableau 19 : Résultats de I'analyse de risque de la PM de glucoamylase

IC total 1314
IC moyen 82
IC max 180

7. Faisabilité économique

La PUI de I’hépital Edouard Herriot a mis en place un outil automatisé pour le calcul du co(t
des préparations pharmaceutiques magistrales et hospitalieéres. Ce dispositif permet de
valoriser son activité et de facturer les préparations aux services consommateurs,
conformément a l'article L. 162-16-5 du Code de la Sécurité Sociale [81], et a 'article 281
octies du Code Général des Impots [82]. Trois situations ont été définies [83] :

- Un prix 1, appliqué aux cessions internes des unités de soins des HCL. Il correspond a la
somme des colts des consommables utilisés au cours de la fabrication ;

- Un prix 2, appliqué a la rétrocession des préparations par les PUI des HCL. Il comprend
le colit des consommables et les dépenses liées au personnel, majoré de la TVA et d'une
marge forfaitaire de rétrocession [84] ;

- Un prix 3, appliqué aux cessions des établissements extérieurs aux HCL. Il comprend le
colt des consommables, les dépenses liées au personnel et des frais de structure et de

logistique pour lesquels une TVA est appliquée.

Le co(t unitaire défini est rapporté au nombre d’unités libérées permettant de prendre en
compte celles dédiées au contréle et a I'échantillothéque. Le nombre d’unités libérées doit
permettre le traitement mensuel d’un enfant de plus de 15 kg (posologie maximale). Les
colts obtenus ayant permis la demande de codification a la Pharmacie Centrale des HCL
afin de pouvoir facturer la PM sont ainsi de :

- Prix1:10,1€;

- Prix2:30,9€;

- Prix3:38,6 €.

Si ces prix semblent élevés, rappelons la nécessité de réaliser la PM en atmosphere
contrélé, avec des matériaux de qualité pharmaceutique, et des controles en post-
production. Notons également que les colts de la préparation ont été calculés sur un lot
de 100 unités et pourront étre réévalués si les lots fabriqués sont plus conséquents.
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V.

DISCUSSION GENERALE

Notre travail s’est intéressé a la mise au point d’'une préparation pharmaceutique de
glucoamylase au sein de la plateforme FRIPHARM® pour compléter la prise en charge

thérapeutique du DCSI.

En I'absence de glucoamylase destinée a un usage pharmaceutique disponible sur le
marché, nous avons choisi de faire appel a un laboratoire agroalimentaire comme
fournisseur de MP. Bien que son origine ait suscité des interrogations quant a la qualité de
la MP, la littérature fait mention de plusieurs préparations pharmaceutiques ayant été
réalisées a partir de MP non référencées dans la PE. Citons notamment la PM d’invertase
que nous fabriquons au sein de FRIPHARM®, également réalisée a partir d’une enzyme

alimentaire [30].

Le choix du fournisseur s’est naturellement porté sur KERRY® auprés duquel nous
commandons notre invertase depuis 2017. En effet, le recul de 5 ans d’expérience aupres

de ce laboratoire agroalimentaire a constitué un élément décisif.

Compte tenu de son origine, nous avons réalisé en interne une QP de la MP conformément
a la PE en vigueur [44]. S’agissant d’un produit d’origine biologique destiné a une
administration par voie orale, plusieurs essais ont été menés tels que la mesure des
caractéristiques physicochimiques, le controle de la qualité microbiologique et le dosage
de I'AE de la glucoamylase. Nous n’avons pas pu effectuer le screening des solvants
résiduels ni vérifier I'absence de métaux lourds. Toutefois, la glucoamylase est destinée a
un usage alimentaire et répond de ce fait a un certain nombre de criteres d’innocuité. En
effet, le programme de slireté et de sécurité des produits alimentaires fabriqués par
KERRY® est basé sur une méthode HACCP attestant I'absence de métaux lourds et de
contaminants chimiques, physiques, microbiologiques et allergéniques dans la MP. Les
résultats des caractéristiques physicochimiques et de I'analyse microbiologique de la
solution ont été conformes aux spécifications du fournisseurs et aux exigences de la PE. Du
fait de son osmolalité élevée, la solution de glucoamylase devra étre diluées au moins dix
fois avant son administration per os. L’AE de la glucoamylase a été mesurée a 5400 + 400
Ul/mL (40°C, pH 4,5) a I'aide d’'une méthode enzymatique validée par profil d’exactitude.

Cette valeur ne correspond pas a celle revendiquée par le fournisseur (Annexe 4).
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Cependant, il faut rappeler que I'AE est fortement dépendante de la température et du pH.
Or ces parameétres ne sont pas renseignés dans les spécifications techniques du produit et
nous n’avons pas pu les obtenir auprés de KERRY®. De plus, il n’existe actuellement aucun
rationnel scientifique concernant les conditions expérimentales optimales pour le dosage
de I'AE de la glucoamylase. Nous pouvons donc supposer que les conditions opératoires
adoptées par le fournisseur pour mesurer cette activité sont différentes des nétres. Dans
un souci de praticité et pour respecter la méthode validée en interne, nous avons choisi de
conserver nos parametres. L’AE cible des futures mesures effectuées sur la MP sera donc
de 5400 + 540 Ul/mL a 40°C et pH 4,5. Pour garantir la reproductibilité des lots, I'activité

de la glucoamylase sera mesurée a chaque réception d’un nouveau contenant de MP.

La fabrication d’'une PM de glucoamylase au sein de la plateforme FRIPHARM® a fait I'objet
d’une étude de faisabilité conformément aux BPP. A travers cette étude, nous avons validé
la pertinence d’une telle préparation en recours dans le traitement du DCSI. En effet,
I'absence d’alternatives thérapeutiques est une situation inconfortable pour les patients.
Nous avons envisagé les spécifications réglementaires, scientifiques et économiques de la

préparation ainsi que les aspects techniques et logistiques inhérents a sa réalisation.

La posologie a fait I'objet d’un consensus scientifique basé sur un ensemble de
considérations biopharmaceutiques. Compte tenu des apports journaliers recommandés
en amidon chez les enfants en fonction de leur age et de I'AE de la glucoamylase mesurée
dans les conditions physiologiques (37°C, pH 6), la posologie optimale a été définie comme
suit : 2 mL par repas pour les enfants de moins de 15 kg ; 4 mL par repas pour les enfants
de plus de 15 kg. Soulignons toutefois le caractere empirique de cette posologie. En effet,
il n'existe aucune donnée sur le dosage relatif des enzymes nécessaires pour traiter les
déficits enzymatiques causés par des pathologies comme le DCSI. La posologie de la PM de
glucoamylase devra éventuellement étre ajustée en fonction de I"évolution des patients

sous ce traitement.

L'innocuité des excipients a également été étudiée. Une attention particuliere s’est portée
sur le benzoate de sodium dont nous ne connaissons pas précisément la concentration
dans la MP. Cependant, en association avec le sorbate de potassium, cet additif est utilisé
a des doses relativement faibles. D’aprés une évaluation chimique et technique de la
glucoamylase menée par I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et
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I'agriculture [74], nous avons estimé que la quantité journaliére en benzoate de sodium
apportée par notre traitement est d’environ 28 mg pour les enfants de moins de 15 kg, et
d’environ 56 mg pour les enfants de plus de 15 kg. La DJA de 'OMS étant comprise entre 0
et 5 mg de benzoate de sodium par kg de poids corporel [72], [75], le niveau de risque de
toxicité de notre PM de glucoamylase a été jugé acceptable. La notice de la préparation
devra toutefois faire mention de la présence de benzoate de sodium dans la solution et de
ses potentiels effets notoires. Une attention particuliere sera également portée sur les
effets indésirables de notre préparation et le traitement sera immédiatement stoppé en

cas de doute.

Les modalités de production, de contréle et de libération d’un lot ont été supportées par
une analyse de risques. La fabrication de la PM de glucoamylase étant sensiblement
équivalente a celle de la PM d’invertase, FRIPHARM® dispose de tous les moyens
nécessaires a sa réalisation. Afin de dispenser un mois de traitement, la plateforme
pharmaceutique devra préparer 240 mL de solution buvable pour les enfants de moins de
15 kg et 480 mL pour les enfants de plus de 15 kg. A la demande des familles, nous avons
opté pour un conditionnement en flacons de 60 mL afin de multiplier le nombre de
contenants. Ainsi, chaque mois, quatre flacons seront délivrés aux enfants de moins de 15
kg et huit aux enfants de plus de 15 kg. Des seringues graduées de 5 mL seront également

fournies permettant de faciliter la prise du traitement.

La faisabilité de la préparation ayant été validée, un lot pilote doit étre produit
prochainement afin d’initier une étude de stabilité. Cette étude permettra de suivre
I’évolution des caractéristiques physicochimiques, de la qualité microbiologique et de I'AE
de la glucoamylase dans des conditions de vieillissement accéléré. La prédiction de la
stabilité de notre solution buvable permettra d’estimer au mieux sa DLU. La production du
lot pilote permettra également de valider le protocole de fabrication. Aprés cela, nous
serons en mesure de proposer notre PM de glucoamylase aux patients atteints de DCSI. En
attendant les résultats de I’étude de stabilité, la DLU sera fixée a 6 mois apres la fabrication,
sous réserve qu’elle ne dépasse pas la DLU de la MP. Un suivi des patients sous traitement
devra également étre mis en place. Une étude observationnelle pourra notamment étre

initiée afin de suivre |'efficacité, la tolérance et la qualité de vie des patients.
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Le déficit congénital en saccharase-isomaltase est une maladie génétique rare qui apparait
lors de la diversification alimentaire. Une forme acquise de la maladie est également
possible en association avec diverses pathologies digestives. Le déficit en saccharase-
isomaltase affecte la capacité de I'organisme a hydrolyser le saccharose et I'amidon en
monosaccharides et se révele, aprés leur ingestion, par des crampes d'estomac, des
ballonnements, des diarrhées et des vomissements. Ces problemes digestifs peuvent
conduire a une malnutrition et entrainer des retards de croissance chez I'enfant. La
thérapie de substitution enzymatique offre une alternative aux régimes sans saccharose et
sans amidon et permet de traiter efficacement les symptomes de la maladie. Notre
plateforme pharmaceutique propose déja une solution buvable d'invertase (11 600 Ul/mL)

pour améliorer la digestion du saccharose.

Face au besoin d’un traitement permettant de faciliter la digestion de I'amidon, la
pharmacie de I’hépital Edouard Herriot a été sollicitée pour mettre au point une
préparation magistrale de glucoamylase en complément de la solution d’invertase. La
glucoamylase est une enzyme dérivée d'Aspergillus niger, largement utilisée dans le

brassage et la distillation d'alcool pour sa capacité a hydrolyser I'amidon en glucose.

L'objectif de notre travail était dans un premier temps d’effectuer la qualification
pharmaceutique d’une solution de glucoamylase de qualité alimentaire, conformément a
la Pharmacopée Européenne concernant les substances pour usage pharmaceutique. La
solution enzymatique provient de la société KERRY® aupres de laquelle nous commandons
la solution d’invertase depuis 2015. Les essais de qualification ont permis : (i) de vérifier la
conformité des caractéristiques physicochimiques de la solution telles que les caracteres
organoleptiques, la densité, le pH et l'osmolalité ; (ii) de contréler la qualité

microbiologique de la solution ; (iii) de mesurer I'activité enzymatique de la glucoamylase
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par une méthode enzymatique colorimétrique préalablement validée par profil
d’exactitude. Cette étape nous a permis d’accepter la solution de glucoamylase comme
matiere premiére a usage pharmaceutique, et de définir les modalités de controle de cette

matiere premiere.

Dans un second temps, nous avons réalisé I'étude de faisabilité concernant la mise au point
d’une préparation magistrale de glucoamylase au sein de notre plateforme. Nous avons
envisagé les spécifications reglementaires, scientifiques et économiques d’une telle
préparation ainsi que les aspects techniques et logistiques inhérents a sa réalisation. Les
modalités de production, de controle et de libération d’un lot ont été supportées par une
analyse de risques. Cette étape ayant validé la faisabilité de la préparation, nous allons
produire un lot pilote afin d’initier une étude de stabilité au terme de laquelle nous serons

en mesure de dispenser la solution de glucoamylase.

Pour conclure, notre travail s’inscrit dans une mission indispensable de la pharmacie
hospitaliére par la réalisation d’'une préparation magistrale, selon les bonnes pratiques, en
réponse a un besoin thérapeutique particulier et en I'absence de spécialité
pharmaceutique disponible. Notre solution buvable de glucoamylase (5400 Ul/mL) sera
proposée aux patients déja traités par invertase. Il sera également intéressant de mener

une étude observationnelle afin de suivre I'efficacité, la tolérance et la qualité de vie des

patients.
Le Président de la thése, VU ET PERMIS D’IMPRIMER, Lyon le  § & FEV. 2022
Nom : Fabrice PIROT Vu, le Directeur de I'Institut des Sciences Pharmaceutiques et
Biologiques, Faculté de Pharmacie.
Signature : Pour le Président de I'Université Claude Bernard Lyon 1,

Professeur C. DUSSART
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ANNEXES

Annexe 1 : KERRY® — Certification ISO 14001:2015

Certificate |E12/81250

The managemert system of

Kerry Food Ingredients
(Cork) Ltd.

Kilnagleary, Camigaline, Co. Cork, kreland

has Deen emessad 80d oeiified a3 mesting the requessments of

ISO 14001:2015

For he followrg activbes

The manufacture and supply of enzymes, beverages additives and
beverage processing aids for the food, feed and pet food industries.

This certificate is valid from 17 February 2021 until 17 February 2024 and
remains vaiid subject 1o sabsfactory surveillance audits

Recertification audit due a mnimum of 60 days before the expiration date.
Issue 4. Certiied since 17 February 1997
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Annexe 2 : KERRY® — Certification FAMI-QS

Certrficale WL 18/E18043324
Fam-G15 Registraflon Humbar: FAM-G7ES

Kerry Ingredients & Flavours Kerry
Food Ingredients Cork

Filnagleary, Crosshawven Rosd,
P4E K597, Carrigaling, Co Cork,
Iraland

hea implermertesd and maintains a Feesd Safaty and Quality Management
System including Good Manufacheing Practice 15MP) in compliance wilh:

FAMI-QS Code

{ersion 6.0, 2 October 2018}

Brtivity:
Froduction on the market of Specatty Poed Ingredierts from Bloprocess !

Feed Chain Caegony:
i

Srops:

- &1 Foad Additves, Dategody 4 Jootachnical addliwes, funclion grown &
Digestirlity anhancers

- B1 Fremixes

The Oparater implamenis reasuras kor fead fraud 1 fsad defanee accarding
b the FAMIQS Supply Chain Inbeqrity Mode W2

This cetificaia és wilid from § Decsmbear 2019 il 4 Cecomber 2022
and remains valid subject to selislackory survailkance audits,
For the validity of 1his taetificata pease check www, lami-gs.on

M llrxized by

#3‘*'\_-‘_ o -
o
./..’

| . ANGEHATE.
05 Npdesam B
A Fmdur & Pcead Lekleaiomn

JA0) RE Spllomisse,
1 +3H88-214X13

i i o e by o Comprg Dube A K b Ser ol Jnadies 1
CalRwor Burdons, §ma d m retod kpee), R da T

v T VT P D T AL G D el
-1y, T T LS rinllmes mhbied han T
Ao of Ik LA orr e bl A h ven 55 realy -
o w®: rirmd & 2 T ek ine i wpe bey
Loailcur) dimuinr. coapa Lok £lbw Lz T o R IO T
Hr fxeral ¥ sk wrd cercws rep e e e e
£ lmkn

101

PGB

LAMBERT
(CC BY-NC-ND 2.0)



Annexe 3 : KERRY® — Conformité des emballages a la législation

européenne

KERRY

KERRY EUROPE & RUSSIA
Conformance of Packaging Materials to EU legislation

Further to your recent query, please note Kerry Europe & Russia is fully aware of the current
European legislation regarding packaging materials.
This includes the following legislation and relevant amendments:

o Directive 94/62/EC regarding the reduction of packaging waste and the impact of
packaging waste on the environment.

o Framework Regulation 1935/2004/EC for materials and articles intended to come
into contact with foodstuffs.

o Regulation 10/2011/EC relating to plastic materials and articles intended to come
into contact with foodstuffs.

o Regulation 2023/2006/EC requiring good manufacturing practices to be used for the
materials and articles required to come into contact with food together with related
regulations and subsequent legislative amendments.

o Regulation 282/2008 on recycled plastic materials and articles intended to come
into contact with foodstuffs.

o Regulation 450/2009 relating to active and intelligent materials intended to come
into contact with food.

Kerry Europe & Russia can confirm that it only uses packaging from approved suppliers, purchased
against agreed specifications, and that the packaging materials used for products manufactured
by Kerry Europe & Russia, are in compliance with all relevant EU legislation.

Kerry Europe & Russia
02 July 2018

This document and the information contained within it, is proprietary to Kerry Ingredients & Flavours Limited and remains the property of
Kerry Ingredients & Flavours Limited and must not be disclosed to any third party without the prior written permission of the company.
While all reasonable care has been taken in collating the above information, we do not accept any liability for any inaccuracy or the
consequences of such inaccuracy.

The information contained in this document is confidential and proprietary information of Kerry Group PLC and its subsidiary companies.
Any altering of this information without express written permission of an authorised officer of Kerry Group is expressly forbidden. Kerry
Group reserves its right to vindicate its intellectual property rights where necessary

© Kerry 2018
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Annexe 4 : KERRY® — Spécifications techniques de ’AMYLO®

K E R R‘c Kerry Food Ingredients (Cork) Limited

Kilnagleary,
Carrigaline,
Cork Ireland

Phone: +353214376400
Fax: +353214376480

PRODUCT SPECIFICATION
PRODUCT DETAILS
Product Name Amylo 300 (25Kg)
Kerry Code 20267834
Legacy
Product Description Amylo 300 is an amyloglucosidase system derived from a selected strain of

Aspergillus niger. This product is made from a natural raw material and as
such may be subject to some batch to batch colour and/or odour variation,
but these variations are not an indicator of enzyme activity and do not impact
on product performance.

INGREDIENT LISTING

Water, Glycerol, Enzyme, Glucose, Salt, Sodium Benzoate, Potassium Sorbate

USAGE / APPLICATION INFORMATION

Amyloglucosidase can hydrolyse sequentially both exo alpha 1,4 and alpha 1,6 glycosidic linkages and can
therefore be used to degrade starch polymers and maltose to glucose. Applications for Amylo 300 include the
production of glucose syrups, low carbohydrate beers and high alcohol production by fermentation in grain and
spirit distilling industries.

Benefits

« Allows new, more cost effective, local raw material sources to be used, but maintains final product integrity

* Increases extract yield in standard, high gravity and high adjunct brewing processes

* Longer filtration runs

* Low calorie beer

» Reduces total cost (optimum cost per hl of beer)

» Reduces carbon footprint

For any specific application, it is recommended that trials should be carried out in order to optimise the dose

rate.

KEY PARAMETERS
Test Min Max Units
Amyloglucosidase 1045 1265 u/ml

MICROBIOLOGICAL DATA

Total Viable Count <10000 cfu/ml

Coliforms <30 cfu/ml

E. coli Absent/25 ml

Salmonella Absent/25 ml

Kerry Code 20267834 Issue date: 03/07/2017
Spec Version: 003 Revision Date: 01/11/2017
Spec Status: Commercialised Kerry Approved Page 1 of 4
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Kerry Food Ingredients (Cork) Limited
Kilnagleary,
Carrigaline,
Cork Ireland

Phone: +353214376400
Fax: +353214376480

ALLERGEN DATA

Allergen Present
Yes/No
Beef and products thereof No
Carrot and products thereof No
Celery and products thereof No
Cereals containing gluten(1) No
Chicken meat and products thereof No
Cocoa and products thereof No
Coriander and products thereof No
Corn/maize and products thereof No
Crustaceans and products thereof No
Egg and products thereof No
Fish and products thereof No
Glutamate and products thereof No
Milk and products thereof (including lactose) No
Mustard and products thereof No
Nuts (other than peanuts) and products thereof(2) No
Molluscs and products thereof No
Legumes and products thereof No
Lupin and products thereof No
Peanuts and products thereof No
Pork and products thereof No
Sesame Seeds and products thereof No
Soybeans and products thereof(3) No
Sulphur Dioxide/Sulphites > 10ppm No
Wheat and products thereof(4) No

Note: All reasonable precautions that could be expected of a responsible manufacturer have been taken to prevent
cross contamination in the raw materials used and in the manufacturing process. Product has been produced in a
plant that handles cereals containing gluten (primary wheat flour).

Definitions conform to Regulation (EU) 1169/2011 as amended, US Food Allergen Labelling and Consumer
Protection Act (FALCP) and ALBA-List.

(1) i.e. wheat, rye, barley, oats, spelt, kamut or their hybridised strain

(2) Nut allergens: Almond Prunus dulcis (Rosaceae) Beech nut Fagus spp. (Fagaceae), Brazil nut Bertholletia
excelsa (Lecythidaceae), Butternut Juglans cinerea (Juglandaceae), Cashew Anacardium occidentale
(Anacardiaceae), Chesnut (Chinese, American, European, Seguin) Castanea spp.(Fagaceae), Chinquapin Castanea
pumila (Fagaceae), Coconut Cosos nucifera L. (Arecaceae (alt. Palmae)), Fibert/Hazelnut Corylus spp.
(Betulaceae), Ginko nut Ginkgo biloba L.(Ginkgoaceae), Hickory nut Carya spp.(Juglandaceae), Lichee nut Litchi
chinensis Sonn. (Sapindaceae), Macadamia nut/Bush nut Macadamia spp.(Proteaceae), Pecan Carya illinoiesis
(Juglandaceae), Pine nut/Pinon nut Pinus spp. (Pineaceae), Pili nut Canarium ovatum (Burseraceae), Pistachio
Pistacia vera L. (Anacardiaceae), Sheanut Vitellaria paradoxa (Sapotaceae), Walnut (English, Persian, Black,
Japanase, California), Heartnut, Juglans spp.(Juglandaceae)

(3) Enzyme fraction is extracted from Soya Hulls; however Soya Protein cannot be detected in final product at a
detection limit of 1 ppm.

(4)i.e. common wheat, durum wheat, club wheat, spelt, semolina, Einkorn,emmer, kamut and triticale

Kerry Code 20267834 Issue date: 03/07/2017
Spec Version: 003 Revision Date: 01/11/2017
Spec Status: Commercialised Kerry Approved Page 2 of 4
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Kerry Food Ingredients (Cork) Limited

Kilnagleary,
Carrigaline,
Cork Ireland

Phone: +353214376400
Fax: +353214376480

SUITABILITY DATA

Yes = Suitable, Comment/Certification Status

No = Unsuitable

Vegetarian (Ova-lacto) Yes
Vegan Yes

Certified / Not Certified Comment
Halal Certified Suitable
Kosher Certified Suitable
NUTRITION INFORMATION
Nutrient Typical Value Unit
Energy 730 kJ/100 g
Energy 172 kCal/100 g
Total Carbohydrates 34 g/100 g
Total Fat 0 g/100 g
Protein 8 g/100 g
Moisture 55 g/100 g
Ash 2 g/100 g

Data Source

Values quoted are typical and should be used for guidance purposes only.

PROCESS SUMMARY

Kerry has implemented and maintains food hygiene standards and HACCP Plans in line with the requirements of

food legislation.

The Carrigaline, Co Cork site is certified against the requirements of FSSC22000 and ISO14001.

RECOMMENDED SHELF-LIFE & STORAGE

Transport & Storage Conditions:

Shelf life (original package):

Temperature controlled transport is not required, but prolonged storage should
be dry, at 18°C or below. When stored at 18°C or below, product will maintain
at least 95% activity for a minimum of 12 months. After this time period

reassay is advisable.
365 days (12 months)

PACKAGING
Pack Size (Net)

Pack Type Inner
Pack Type Outer

25 Kg

Plastic drums
Plastic drums

HEALTH & SAFETY DATA

Liquid enzyme products may cause skin or eye irritation and inhalation of aerosol can result in sensitisation of
susceptible individuals. Standard handling procedures should be followed to prevent direct contact with the

product or inhalation of aerosol.

A separate Safety Data Sheet (SDS) is available on request.

Kerry Code 20267834
Spec Version: 003
Spec Status: Commercialised Kerry Approved
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Kerry Food Ingredients (Cork) Limited

Kilnagleary,
Carrigaline,
Cork Ireland

Phone: +353214376400
Fax: +353214376480

LEGISLATION & WARRANTY STATEMENT

We warrant that the product is manufactured in accordance with the specification and is manufactured and
packaged in compliance with all EU food and food safety legislation applicable to products of this nature at time
of manufacture and sale by us. We warrant that the product also complies with the food purity specifications for
food-grade enzymes recommended by the JECFA and recommended in the Food Chemical Codex.

We make no further warranty in relation to the product or as to the suitability of the product for any specific
purpose or application. The user should satisfy itself as to the suitability of the product as an ingredient in a
specific application or for any use whatsoever. The information supplied in this specification sheet is in
accordance with our product formulation, is also based on manufacturing plant data and on data provided by our
raw material suppliers and is accurate to the best of our knowledge at the date of issue of this specification. Local
national regulations should also be consulted by user in relation any specific application and in relation to
appropriate ingredient declarations as legislation may vary from country to country.

CONFIDENTIALITY
This document and the information contained within it remains the property of Kerry Group and must not be
disclosed to any third party without prior written permission of the company.

Kerry Code 20267834 Issue date:
Spec Version: 003 Revision Date:
Spec Status: Commercialised Kerry Approved

03/07/2017
01/11/2017
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Annexe 5 : MEGAZYME® — Protocole de dosage de I'AE de la

glucoamylase avec le réactif R-AMGR3

Megazyme

www.megazyme.com

ASSAY OF

AMYLOGLUCOSIDASE
using

p-NITROPHENYL
B-MALTOSIDE

plus

Thermostable B-Glucosidase

R-AMGR3 08/18

egazyme

© Megazyme 2018
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NOTE:

The AMG assay reagent previously supplied by Megazyme
contained p-nitrophenyl-f-maltoside (4 mM), plus almond seed
B-glucosidase (25 U/mL). While this substrate worked well, its
use was limited to a narrow pH and temperature range. Also,
stability was limited by the purity of the almond (-glucosidase
then available. Recently, this substrate has been improved by
replacing almond B-glucosidase with a thermostable
B-glucosidase. The advantages are:

I. The high purity of the thermostable B-glucosidase means that
the substrate is stable for longer periods of time.

2. Because the enzyme is thermostable, the reagent can be used
at temperatures up to 60°C (the preferred temperature for the
assay of AMG).

However, because thermostable 3-glucosidase is unstable at
very low salt concentrations, salt and buffer are added to the
dry reagent. When dissolved, the substrate solution will have a
pH of ~ 6.0 (the optimal pH for stability of the B-glucosidase).

SUBSTRATE:

p-Nitrophenyl-f-maltoside (4 mM),

plus thermostable B-glucosidase (5 U/mL).

Dissolve the contents of one vial in 10 mL of distilled water, divide
into aliquots of 2-3 mL and store frozen. Store on ice during use.

BUFFER:

100 mM Sodium acetate buffer (pH 4.5).

Add 5.9 mL of glacial acetic acid (1.05 g/mL) to 900 mL of distilled
water. Adjust the pH to pH 4.4 by addition of | M (4 g/100 mL)
NaOH solution. Adjust the volume to | L and store in a well
sealed bottle at 4°C.

SAMPLE PREPARATION:

Add | mL of enzyme preparation to 9 mL of 100 mM sodium
acetate buffer (pH 4.5) and mix well. Repeat this dilution step until
the enzyme is suitably diluted for assay.

ASSAY PROCEDURE:
|. Pre-equilibrate enzyme solution at 40°C for 5 min.

2. To 0.2 mL of pre-equlibrated substrate solution add 0.2 mL of
suitably diluted (and pre-equilibrated) enzyme solution. Mix

well and incubate at 40°C for exactly 10 min.
|
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3. Terminate the reaction and develop the colour by adding
3.0 mL of 2% tris base buffer (pH ~ 8.5; Megazyme B-TRIS500).

4. Measure the absorbance at 400 nm against a reagent blank.

NOTE:

The reagent blank is prepared by adding 3.0 mL of Tris base
buffer (2%) to 0.2 mL of reagent mixture with vigorous
stirring, followed by the enzyme solution (0.2 mL) with stirring.

CALCULATION OF ACTIVITY:

Activity (U/mL) = A A40 x 34 x _| _ x Dilution
10 0.2 18.1
where:
U = International units of enzyme activity. One Unit is the

amount of enzyme which releases one pmole of
p-nitrophenol from the substrate per minute at the
defined pH and temperature

A A400 = Absorbance (reaction) - Absorbance (blank)

10 = Incubation time

34 = Final reaction volume (mL)

0.2 = Volume of enzyme assayed (mL)

18.1 = E,M p-nitrophenol in 2% ris base (pH ~ 8.5)
at 400 nm

The Units of amyloglucosidase activity obtained using the above
assay, can be related to activity on maltose (10 mg/mL) or soluble
starch (10 mg/mL) at 40°C and pH 4.5, using the following

equations:

Enzyme Units on Maltose = |.8 x Units on pNP-B-maltoside.

Enzyme Units on Starch = | 1.5 x Units on pNP-B-maltoside.

REFERENCE:

McCleary, B. V., Bouhet, F. & Driguez, H. (1991). “Measurement of
amyloglucosidase using p-nitrophenyl 3-maltoside as substrate”
Biotechnology Techniques, 5, 255-258.
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Figure I. Optimisation of the concentration of nitrophenyl
[B-maltoside in the reagent mixture.
Substrates: m, m-; 4, o-; O, p-nitrophenyl B-maltosides

<
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Bray Business Park, Bray,
Co. Wicklow,
IRELAND.
Telephone: (353.1) 286 1220
Facsimile: (353.1) 286 1264
Internet: www.megazyme.com
E-Mail: info@megazyme.com

WITHOUT GUARANTEE

The information contained in this booklet is, to the best of our knowledge, true and accurate, but
since the conditions of use are beyond our control, no warranty is given or is implied in respect of
any recommendation or suggestions which may be made or that any use will not infringe any patents.
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Annexe 6 : POS pour le dosage de I’AE de la glucoamylase au LCQ

Service Pharmaceutique
Procédure opératoire standardisée UPCM
Version n°01 —Date : 09/04/2021 ‘ FRI PHARM
GH Centre INSTRUCTION CTRL-IN-003
POS — SOL BUV GLUCOAMYLASE (5400 Ul/mL) — SPECTROPHOTOMETRE UV-VISIBLE
Rédaction : R. LAMBERT Modification : Validation : ~ C. MERIENNE Signature :
Version N° : 1 Validé le :
GLUCOAMYLASE CAS : 9032-08-0

NA

1. Champs d’application

NA

Dosage quantitatif par la techniqgue SPECTROPHOTOMETRE UV-VISIBLE de [Iactivité

enzymatique d’une solution buvable de glucoamylase 60 mL (5400 Ul/mL).

2. Documents de référence

2.1. Référentiels externes
Pharmacopée Européenne en vigueur
United States Pharmacopeia en vigueur
Bonnes Pratiques de Préparation en vigueur
Bonnes Pratiques de Fabrication en vigueur
Norme NF 17025 : 2017

2.2. Référentiels internes
SUP-IN-012 Utilisation du spectrophotometre UV-VISIBLE
CTRL-EN-011 Préparation des réactifs
CTRL-IN-008 Gestion des contréles internes de qualité CIQ
CTRL-IN-016 Uniformité de teneur
SUP-IN-006 Utilisation de la balance de précision

3. Matériel
3.1. Appareil et pipettes
Balance de précision
Bain-marie
Vortex
Spectrophotometre UV-Visible JASCO V730
Pipettes 5 000 pL, 1000 pL et 200 pL

3.2. Verrerie
Béchers
Fioles jaugées de 100 mL et 50 mL
Tubes a essai en verre

3.3. Matériels
Poudriers

/Volumes/RLAMBERT/transfert dernier jour/GLUCOAMYLASE/Documents Qualité/CTRL-IN-
003 POS SOL BUV GLUCOAMYLASE SPECTROPHOTOMETRE UV-VISIBLE.docx
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Service Pharmaceutique
Procédure opératoire standardisée UPCM
Version n°01 —Date : 09/04/2021 i FRI PHARM
GH Centre INSTRUCTION CTRL-IN-003

Tubes a essai en PP
Bouchons en PP pour centrifugation

3.4. Colonne
NA

4. Réactifs
4.1. Standards
Glucoamylase poudre CRS a x Ul/mg, ref : EEAMGDFPD (MEGAZYME)

4.2. Solvants
Eau déminéralisée

Solution tampon d’acétate de sodium 0,1 M (pH 4,5) REA 68/...

Solution tampon de tris base 2 % (pH 8,5) REA 69/...

Solution de R-AMGR3 pour dosage Glucoamylase REA 71/...
4.3. ClQ

AMYLO 300 (KERRY code : 20267834) : matiere premiére a usage pharmaceutique (MPUP)

4.4. Phases mobiles
NA

5. Calibrations et contrdles

5.1. Gamme de calibration
» Préparation solution mére de calibration SM¢ = 100 Ul/mL
Dans un poudrier :
v Prélever 10 mL de solution tampon d’acétate de sodium 0,1 M (pH 4,5)

v Peser % mg (équivalent a 1 000 Ul) de poudre CRS de glucoamylase a x Ul/mg

» Préparation solution fille de calibration SFs = 10 Ul/mL
Dans un tube a essai en PP :
v Prélever 1 mL de la SMg
v Ajouter 9 mL de solution tampon d’acétate de sodium 0,1 M (pH 4,5) (QSP 10 mL)

» Préparation des standards de calibration
Réaliser les standards de calibration 1, 2 et 3 a partir de SFs dans des tubes a essai en PP :

Standards de Calibration (SC) SC; SC, SC;

Solution fille SFe (L) 500 1000 1500
Solution d’acétate de sodium 0,1 M (pH 4,5) (uL) 9500 9000 8500
Concentration théorique (mUI/mL) 500 1000 1500

/Volumes/RLAMBERT/transfert dernier jour/GLUCOAMYLASE/Documents Qualité/CTRL-IN-
003 POS SOL BUV GLUCOAMYLASE SPECTROPHOTOMETRE UV-VISIBLE.docx W volre santé, notre engagemen
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Service Pharmaceutique
Procédure opératoire standardisée UPCM
Version n°01 —Date : 09/04/2021 ’ FRI PHARM
GH Centre INSTRUCTION CTRL-IN-003

5.2. Controles qualité (ou standards de validation SV)
» Préparation solution mére de contrdle SMqc = 50 Ul/mL
Dans une fiole jaugée de 100 mL :
v Prélever 926 ulL (équivalent & 5 000 Ul) d’AMYLO 300 MPUP
v Compléter jusqu’au trait de jauge avec la solution tampon d’acétate de sodium 0,1 M
(pH 4,5) (QSP 100 mL)

» Préparation solution fille de contrdle SFqc = 10 Ul/mL
Dans un tube a essai en PP :
v Prélever 1 mL de la SMac
v Ajouter 4 mL de solution tampon d’acétate de sodium 0,1 M (pH 4,5) (QSP 5 mL)

» Préparation des contréles de qualité
Réaliser les contrdles de qualité a partir de SFqc dans des tubes a essai en PP :

Contréles Qualité (QC) QCs QCum QCy
Solution fille SFqc (ulL) 750 1000 1250
Solution d’acétate de sodium 0,1 M (pH 4,5) (uL) 9250 9000 8750
Concentration théorique (mUI/mL) 750 1000 1250

En routine, seuls les standards haut et bas (QCH et QCB) sont réalisés.

Contréler chaque niveau de QC selon I'instruction CTRL-IN-008 Gestion des controles internes
de qualité ClQ et I'enregistrement CTRL-EN-005 Préparation des contrdles internes de qualité
ClQ. Si les QC sont validés, ceux-ci sont aliquotés dans des tubes Eppendorfs de 1,5 mL,
étiquetés et stockés a -20°C.

6. Préparation de I’échantillon
6.1. Echantillonnage

Méthode d’échantillonnage Prélevement aprés production

Matériel d’échantillonnage Aucun

Quantité a prélever ou a diviser 2 flacons

Instruction spécifique d’échantillonnage Prélever aléatoirement 2 flacons conformes étiquetés
Conditionnement Flacon ambré type Il de 60 mL

Identification du contenant Numéro de lot de fabrication

Précaution particuliéere NA

Conditions de stockage Entre 2 et 8°C

Nettoyage du matériel de préléevement NA

6.2. Protocole d’extraction
NA

/Volumes/RLAMBERT/transfert dernier jour/GLUCOAMYLASE/Documents Qualité/CTRL-IN-
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Service Pharmaceutique
Procédure opératoire standardisée UPCM
Version n°01 —Date : 09/04/2021 ’ FRI PHARM
GH Centre INSTRUCTION CTRL-IN-003
6.3. Traitement de I’échantillon

>

Préparation solution échantillon Sg; = 50 Ul/mL

Dans une fiole jaugée de 100 mL :

v Prélever 926 ulL (équivalent & 5 000 Ul) d’AMYLO 300 MPUP

v Compléter jusqu’au trait de jauge avec la solution tampon d’acétate de sodium 0,1 M

>

(pH 4,5) (QSP 100 mL)

Préparation solution échantillon Sgz = 1 000 mUI/mL

Dans une fiole jaugée de 50 mL :

v

Prélever 1 mL de Sg1

v/ Compléter jusqu’au trait de jauge avec la solution tampon d’acétate de sodium 0,1 M

(pH 4,5) (QSP 100 mL)

7. Méthode de dosage

>

Procédure de dosage de I'activité enzymatique

Dans un tube a essai en PP :

v
v

Prélever 1 mL de la solution enzymatique a doser
Pré-équilibrer a 40°C pendant environ 10 minutes

Dans un tube a essai en verre :
Prélever 200 uL de solution de R-AMGR3 pour dosage Glucoamylase

v
v
v

v
v

Pré-équilibrer a 40°C pendant environ 10 minutes

Ajouter 200 pL de la solution enzymatique a doser (déja pré-équilibrée a 40°C pendant

environ 10 minutes)

Vortexer 3 secondes puis incuber a 40°C pendant exactement 10 min
Stopper la réaction en ajoutant 3 mL de solution tampon de tris base 2 % (pH 8,5)

Mesurer |'absorbance a 400 nm contre un blanc de réactif (voir « préparation du blanc de
réactif » ci-dessous)

>

Préparation du blanc de réactif

Dans un tube a essai en PP :

v’ Prélever 3 mL de solution tampon de tris base 2 % (pH 8,5)

v Ajouter 200 pL de solution de R-AMGR3 pour dosage Glucoamylase

v

>

Les méthodes sont enregistrées sur le serveur :

Ajouter 200 pL de la solution enzymatique a doser

Parameétres de la méthode

PHYSICOCHIMIQUE\METHODES »

Nom de la méthode : 20210809 GLUCOAMYLASE UV

« S:\UPCM\08 CTRL Contrdles\03
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GH Centre

Service Pharmaceutique
Procédure opératoire standardisée UPCM
Version n°01 —Date : 09/04/2021 ’ FRI PHARM
INSTRUCTION CTRL-IN-003

Parametres analytiques :
v Longueur d’onde : A =400 nm
v' Cuve : plastique visible
v’ Faire un auto-zéro a vide
v’ Blanc : voir « préparation du blanc de réactif » ci-dessus

8. Rendu des résultats

Les résultats bruts doivent étre enregistrés en PDF sur le serveur selon Iinstruction de

I'appareil utilisé.

Concentration cible :

v L’activité enzymatique cible de la Sg2 est de 1 000 mUl/mL

Traitement des résultats selon I’enregistrement :

CTRL-EN-010 Rapport d'essai contréle de teneur Spectrophotometre UV

En cas de résultats hors spécification, une investigation doit étre réalisée selon
I’enregistrement : CTRL-EN-013 Rapport d'investigation d'un résultat hors spécification.

9. Version de la POS

Version | Date

Rédigé par Validé par

Motif de la version

01 27/07/2021

R. LAMBERT C. MERIENNE

Création de la POS
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Annexe 7 : Formulaire d’étude de faisabilité du projet

HCL

Formulaire de 'analyse de faisabilité

GLUCOAMYLASE, SOLUTION BUVABLE,
324 000 Ul - 60 mL, 5400 Ul/mL

Service Pharmaceutique
UF « PREPARATION ET CONTROLE
DE MEDICAMENT »
5, Place d’arsonval
69437 LYON Cedex 03

OPREPARATION HOSPITALIERE

XPREPARATION MAGISTRALE

Glucoamylase, solution buvable, 324 000 Ul — 60 mL, 5400 Ul/mL

GLUCOAMYLASE ENPEREE

§5%37g(ag8

5400 Ul/mL - 60 mL =% §|Jg%

Solution buvable - Voie orale - § § g &

Glucoamylase . ... ... 324 000 U 3 2los%

BAU ssommm oo s 33mL < +|%as

el s [ 15 mL 5 S

Glucose ................ 2,1mL 3 85 a

2 =

Flacon de 60 mL & z

w

Date d'ouverture : ......[......[...... %

Date limite d'utilisation : P - (1 mois aprés ouverture) o

/RESPECTER LES DOSES PRESCRITES | g

2 3

A FRI PHARM Uniquement sur ordonnance z
A conserver entre 2°C et 8°C 1

OPREPARATION HOSPITALIERE POUR ESSAI CLINIQUE

ETIQUETTE PATIENT

I. CONFORMITE REGLEMENTAIRE

Faisabilité pharmaco-thérapeutique

Commentaires

Intérét pharmaco-thérapeutique de la préparation :

Seul médicament permettant de faciliter la digestion de
'amidon chez les patients atteints de DCSI (Cf. en infra
« Disponibilité de spécialités pharmaceutiques »).

X Important [ Modéré [ Faible O Insuffisant
Pertinence de la préparation (balance Bénéfice / Risque
évaluée) :

Ooul 0 NON

En complément d’une enzymothérapie substitutive par
INVERTASE (11 600 Ul/mL).

Indication thérapeutique

Déficit en saccharase-isomaltase chez les patients déja traités
par INVERTASE (11 600 UI/mL).

Posologie

e Enfant<15kg: 2 mL (10 800 Ul) par repas
e Enfant> 15 kg : 4 mL (21 600 Ul) par repas

Posologie établie de maniére empirique en tenant compte de :
(i) lactivité enzymatique de la glucoamylase ; (ii) la quantité
journaliere d’amidon ingérée par les enfants en fonction de
leur age [1], [2] ; (iii) la durée physiologique de dégradation de
'amidon alimentaire [3] ; (iv) les quantités de glucoamylase
contenues des divers traitements et compléments alimentaires
(cf. en infra « Disponibilité de spécialités pharmaceutiques »).
Cette posologie doit permettre d’hydrolyser la totalité de
'amidon ingéré lors d’un repas en 40 min. La posologie de la
PM pourra éventuellement étre ajustée en fonction de
I'évolution des patients sous ce traitement.

Dosage

Dosage enzymatique :
e 5400 Ul/mLa40°C,pH4,5

e 1300 Ul/mL en conditions physiologiques (37°C, pH 6) [4]
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Formulaire de I'analyse de faisabilité Service Pharmaceutique
UF « PREPARATION ET CONTROLE

GLUCOAMYLASE, SOLUTION BUVABLE, DE MEDICAMENT »
324 000 Ul - 60 mL, 5400 UlI/mL 5, Place d'arsonval

69437 LYON Cedex 03

Il. DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Données bibliographiques Commentaires
Disponibilité de spécialités pharmaceutiques Pas de spécialités pharmaceutiques disponibles en France :
0O oul X NON e BI-MYCONASE® (invertase 7500 Ul + glucoamylase 2500

Ul / 500 mg de poudre) était commercialisé aux Pays-Bas
sous forme de poudre pour administration orale [5].
Efficacité décrite et rapportée dés 1976 [6], mais arrét de
la commercialisation en 1998.

e Une PM équivalente au BI-MYCONASE® est toujours
commercialisée par une pharmacie néerlandaise [7].

Il existe des compléments alimentaires contenant de la

glucoamylase pour faciliter la digestion :

e STARCHWAY® (invertase 7500 Ul + glucoamylase 2500
Ul / gélule [8]) a été rapporté comme efficace a partir de 3
gélules par repas. Cependant :

- Posologie difficilement modulable
- Co(t du traitement est élevé (>100 € / mois)
- Statut de complément alimentaire

La Glucoamylase utilisée pour la fabrication de notre solution
buvable provient de I'entreprise Kerry. Il s’agit d’'une MP
conforme aux spécifications des enzymes alimentaires,
qualifiée par la PUl comme MPUP selon la Pharmacopée
Européenne [9].

Données toxicologiques et cliniques relatives au(x) | FDS disponible dans le dossier RDI GLUCOAMYLASE.

substance(s) active(s) et excipients de la préparation Daprés |'Autorité Européenne de Sécurité des Aliments
X Oul [0 NON (EFSA), la glucoamylase obtenue a partir d’Aspergillus niger

ne présente pas de risque de toxicité pour 'lhomme [10].

Excipients a effets notoires :

e  Glycérol

e  Glucose

e Sodium chlorure

e Sodium benzoate

e Potassium sorbate

Analyse de non-toxicité des excipients effectuée selon :

e LaFDS du fournisseur

e Le Handbook of Pharmaceutical Excipients [11]

e Lalliste des excipients a effets notoire de TANSM [12]
e L’évaluation chimique et technique de la glucoamylase
menée par I'Organisation des Nations Unies pour

I'alimentation et I'agriculture [13]

e Ladose journaliere admissible de 'OMS en sodium
benzoate [14]

e L’avis de 'EFSA sur le dépassement de la dose
journaliere admissible en sodium benzoate [15]

-> Disponible dans le dossier RDI/APR GLUCOAMYLASE

Données sur les voies d’administration Administration per os décrite dans la littérature :
X OUul 1 NON e La spécialité BI-MYCONASE® était commercialisée sous
forme de poudre pour administration orale [5]

e Le complément alimentaire STARCHWAY® est
commercialisé sous forme de gélules a avaler [8]
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Formulaire de I'analyse de faisabilité Service Pharmaceutique
UF « PREPARATION ET CONTROLE

GLUCOAMYLASE, SOLUTION BUVABLE, DE MEDICAMENT »
324 000 Ul — 60 mL, 5400 Ul/mL 5, Place d’arsonval

69437 LYON Cedex 03

Amylo 300 préparé par KERRY ; Enzyme de grade alimentaire
utilisée dans la distillerie et le brassage.

Innocuité de I'enzyme selon 'EFSA [10].

Notre PM de glucoamylase sera administrée per os sous
forme de solution buvable.

Données sur la stabilité et sur la formulation Amylo 300 préparé par KERRY ; Certificat d’analyse
O oul X NON fournisseur + Controles PUI.
Prévoir une étude de stabilité.
Données sur le controle de la substance active et MP Amylo 300 préparé par KERRY ; Spécifications du fabricant
X OUl I NON (pH, osmolalité, densité), Certificat d’analyse fournisseur,

Flowchart de production.

Mise en place d’'un dosage de l'activité enzymatique au
laboratoire de contréle qualité — plateforme FRIPHARM®.
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HCL

DS LYOM

Formulaire de 'analyse de faisabilité

GLUCOAMYLASE, SOLUTION BUVABLE,
324 000 Ul - 60 mL, 5400 UlI/mL

Service Pharmaceutique

DE MEDICAMENT »
5, Place d’arsonval
69437 LYON Cedex 03

lll. FAISABILITE TECHNIQUE

Formulation galénique

Commentaires

Choix des excipients et leur inertie
O oul XI NON

Amylo 300 préparé par KERRY ; pas de modification de la
matiere premiére (uniquement un reconditionnement).

Excipients a effet notoire
X oul O NON

Excipients a effets notoires :

e  Glycérol

e  Glucose

e  Sodium chlorure

e  Sodium benzoate

e Potassium sorbate

Analyse de non-toxicité des excipients effectuée selon :

e La FDS du fournisseur

e Le Handbook of Pharmaceutical Excipients [11]

e Laliste des excipients a effets notoire de TANSM [12]

e L’évaluation chimique et technique de la glucoamylase
menée par I'Organisation des Nations Unies pour
I'alimentation et I'agriculture [13]

e Ladose journaliere admissible de 'OMS en sodium
benzoate [14]

e L’avis de 'EFSA sur le dépassement de la dose
journaliere admissible en sodium benzoate [15]

-> Disponible dans le dossier RDI/APR GLUCOAMYLASE

Compatibilité physico-chimique de la substance active et
excipients

X oul 0 NON

Amylo 300 préparé par KERRY ; Pas d’ajout d’excipients
supplémentaires.

Prévoir une étude de stabilité.

Formulation galénique validée
X OUl [0 NON

Amylo 300 préparé par KERRY.

Procédé de fabrication défini et validé
X Oul O NON

Répartition a 'aide d’'un systéeme de pompe péristaltique
adapté aux flacons en verre ambré (type 1) de 60 mL avec
bouchons inviolables.

O Préparations stériles :

O A usage parentéral

O Hors usage parentéral
X Préparations non stériles

Amylo 300 préparé par KERRY ; Formulation avec 2
conservateurs antimicrobiens ; Contrdles microbiologiques
effectué par Kerry.

Un bioburden de la MP sera réalisé en routine par le
laboratoire d’hygiéne de I'hopital Edouard Herriot afin de
vérifier la conformité de la qualité microbiologique de la
solution conformément a la Pharmacopée Européenne [9].

Personnel

Commentaires

Personnel qualifié et disponible
X OUl [0 NON

Cf reconditionnement invertase

Maitrise et connaissance du process
X Oul [0 NON

Cf reconditionnement invertase

Formation spécifique nécessaire
0O oul X NON

Cf reconditionnement invertase

Protection du personnel
X OUl 0 NON

La manipulation s'effectue en « salle liquide » B01-00-05
ZPNS :
e  Port de sur-chaussures

e Port d'une blouse
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Formulaire de 'analyse de faisabilité

GLUCOAMYLASE, SOLUTION BUVABLE,
324 000 Ul - 60 mL, 5400 UlI/mL

Service Pharmaceutique
UF « PREPARATION ET CONTROLE
DE MEDICAMENT »
5, Place d’arsonval
69437 LYON Cedex 03

e Port d'une charlotte

e Port d'un masque

e Lavage simple des mains + désinfection
e Portde gants

Pas de protection spécifique pour cette préparation.

Risque personnel

O Important [ Modéré [ Faible X Trés faible

Cf reconditionnement invertase

Matériel et locaux

Commentaires

Locaux de fabrication, de contréle, de stockage et de mise en
quarantaine disponibles

X Ooul O NON

« salle liquide » B01-00-05 ZPNS , chambre froide pour le
conditionnement.

Matériel adapté disponible
X OUl [0 NON

Fiche de Fabrication disponible dans le dossier RDI
GLUCOAMYLASE.

Autres contraintes spécifiques sur les locaux et les équipements
a prévoir

O oul X NON

Cf reconditionnement invertase ; « salle liquide » B01-00-05
ZPNS.

Risque vis-a-vis de I'environnement et précautions spécifiques
(a préciser)

O oul X NON

MP agroalimentaire.

Circuit des Matiéres Premiéres et Articles de
Conditionnement

Commentaires

Matiére premiéere (MP)

AMYLO 300

Fabricant

Kerry Kilnagleary, Carrigaline, Co. Cork, Ireland

Provenance de la MP
Distributeur

Kerry Kilnagleary, Carrigaline, Co. Cork, Ireland

MP décrits a la Pharmacopée européenne (PE) doul XINON

Fournisseur européen possede un certificat GMP et/ou CEP Coul KNON

pour chaque MP fournie =

Fournisseur est un distributeur ou importateur européen

possédant un certificat GMP Coul XINON

Fabricant ou importateur non européen avec certificat GMP

etlou CEP, certificat ASMF ou DMF Doul XINON
XOuUl COONON

Demande d'un certificat d’analyse au fournisseur

Conformité aux spécifications des produits alimentaires.

Non disponibilit¢ des MP en vrac : utilisation des spécialités

pharmaceutiques existantes comme source de MP Doul BINON
MP a Usage Pharmaceutique disponibles chez un ou plusieurs doul XNON

fournisseurs, lesquels

Articles de Conditionnement (AC)

Commentaires

AC adaptés a la préparation, a lister
X OUl O NON

Selon la posologie :

e Enfant <15 kg : 2 mL par repas soit 8 mL par jour donc
production mensuelle de 240 mL (4 flacons de 60 mL par
mois et par enfant)

e Enfant > 15 kg : 4 mL par repas soit 16 mL par jour donc
production mensuelle de 480 mL (8 flacons de 60 mL par
mois et par enfant)
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HCL

Formulaire de I'analyse de faisabilité

GLUCOAMYLASE, SOLUTION BUVABLE,
324 000 Ul - 60 mL, 5400 Ul/mL

Service Pharmaceutique
UF « PREPARATION ET CONTROLE
DE MEDICAMENT »
5, Place d’arsonval
69437 LYON Cedex 03

Flacons en verre ambré (type II) 60 mL et bouchons blancs
inviolables / Réducteur.

Seringues de 5 mL.

Matériau décrit a la PE
X oul O NON

N/A

Interactions contenu-contenant réalisées ou, le cas échéant,
documentées

X Ooul O NON

Conditionnement de la MP en PEHD et non dans un
conditionnement en verre.

Inviolabilité du conditionnement
X oul O NON

N/A

Conditions de conservation déterminées et validées
X oul O NON

Conservation entre +2 et +8°C, identique a la MP.

Controles et stabilité

Commentaires

Contréle de la MP

X oul O NON

Bulletin d’analyse du fournisseur.

A réception :

e Caractéres organoleptiques

e Mesure du pH et de 'osmolalité

e Dosage de I'activité enzymatique

e Dosage du glycérol

e  Dénombrement microbien (flore aérobie totale a 30°C,
coliformes totaux, Escherichia coli et Salmonella, flore
fongique) [9]

Contréle du Produit Fini (PF)
X Oul O NON

Sur deux unités prélevées au hasard dans le lot préparé :

e  Caracteres organoleptiques

e Mesure du pH

e Controles microbiologiques (flore aérobie totale a 30°C ;
Escherichia coli ; moisissures et levures totales)

Mise au point et validation d’'une méthode de dosage
X OUl 0 NON

Réactif de dosage MEGAZYME R-AMGR3 [16], [17] ; mesure
de l'absorbance a 400 nm dans les conditions opératoires
suivantes : 40°C, pH = 4,5

Méthode de dosage adaptée au suivi des stabilités
X OUul O NON

Méthode de contréle enzymatique, bioburden, pH et
osmolalité, aspects macroscopiques.

Contrdle réalisable sur site
X oul O NON

Laboratoire de controle qualité — plateforme FRIPHARM®.

Contrble a sous-traiter, a préciser
X Oul [0 NON

Dosage du glycérol au laboratoire de biochimie du CHLS.

Cas particuliers :
Si MP apyrogene, controle des endotoxines bactériennes a
réaliser

O oul X NON

N/A

Si utilisation d’'isotopes stables : Contréles adéquats prévus :
dosage, enrichissement isotopique, toxicité anormale, spectre
IR, analyse des schémas de synthese de la MP

O oul X NON
Etude de stabilité nécessaire N/A

X Oul [0 NON
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Formulaire de I'ana

HCL

GLUCOAMYLASE, SOLUTION BUVABLE,
324 000 Ul - 60 mL, 5400 Ul/mL

lyse de faisabilité Service Pharmaceutique
DE MEDICAMENT »
5, Place d’arsonval
69437 LYON Cedex 03

IV. ANALYSE DES RISQUES

Commentaires
Procédures et instructions de fabrication rédigées et Fiche de fabrication
approuvées ’
Délai de fabrication, contrainte spécifique (urgence...) Lot pilote prévu pour début 2022 ; systéme de bouchage
automatique pour éviter les risques de TMS.
Risque global de la préparation IC total = 1314
O Important [0 Modéré X Faible [ Trés faible | Nombre d’opérations = 16
IC moyen = 82
IC max = 180
Risque IC moyen
Modéré 180-336
Faible 36-180
Tres faible 1-36
V. FAISABILITE ECONOMIQUE
Commentaires
Evaluation du co(t : Prix1:10,1 €
X oul [0 NON Prix 2 : 30,9 € | NA
Prix 3: 38,6 €
Autres commentaires utiles : N/A
Conclusion Date Nom du pharmacien et signature
F. PIROT
Décision favorable a la réalisation de la
préparation.
REDACTION : VERIFICATION VALIDATION & DIFFUSION
S.FILALl et C.
R.LAMBERT MARCHAND
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L'ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon et I'Université Claude Bernard Lyon 1
n’entendent donner aucune approbation ni improbation aux opinions émises dans les
théses ; ces opinions sont considérées comme propres a leurs auteurs.

L’'ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon est engagé dans une démarche de lutte
contre le plagiat. De ce fait, une sensibilisation des étudiants et encadrants des théses
a été réalisée avec notamment l'incitation a l'utilisation d’'une méthode de recherche
de similitudes.
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LAMBERT Rémi

Mise au point d’une préparation magistrale de glucoamylase en recours dans le traitement du
Déficit Congénital en Saccharase-Isomaltase.

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2022, 124 p.

RESUME

Le Déficit Congénital en Saccharase-Isomaltase est une maladie génétique rare, qui affecte la
capacité de I’organisme a hydrolyser le saccharose et I’amidon en monosaccharides. Un déficit acquis
est également possible, en association avec d’autres pathologies digestives. Il se révele apres
ingestion de saccharose ou d’amidon par des crampes d’estomac, des ballonnements, des diarrhées
et des vomissements. Ces problémes digestifs peuvent entrainer un retard de croissance et une
malnutrition. La thérapie de remplacement enzymatique offre une alternative aux régimes sans
saccharose et sans amidon pour diminuer les symptomes. Notre plateforme pharmaceutique propose
déja une solution d’invertase pour améliorer la digestion du saccharose.

Face au besoin d’un traitement permettant de faciliter la digestion de I’amidon, la pharmacie de
I’hopital Edouard Herriot a été sollicitée pour mettre au point une préparation magistrale de
glucoamylase en complément de la solution d’invertase.

Notre travail s’est articulé en deux temps. Nous avons tout d’abord réalisé¢ la qualification
pharmaceutique d’une solution de glucoamylase de qualit¢ alimentaire conformément a Ia
Pharmacopée Européenne, et développé une méthode de mesure de son activité enzymatique pour
effectuer des dosages en routine. Nous avons ensuite envisagé les spécifications réglementaires,
scientifiques et économiques d’une telle préparation ainsi que les aspects techniques et logistiques
inhérents a sa réalisation. Cette étape ayant été validée, un lot pilote doit étre préparé pour vérifier
le protocole de fabrication et initier une étude de la stabilité de la préparation.

Au terme de cette étude, nous serons en mesure de dispenser une solution de glucoamylase aux
patients déja traités par notre solution d’invertase. Il sera également intéressant de mener une étude
observationnelle afin de suivre 1’efficacité, la tolérance et la qualité de vie des patients.

MOTS CLES
Glucoamylase Déficit Congénital en Saccharase-Isomaltase
Activité enzymatique Préparation magistrale
Qualification pharmaceutique Etude de faisabilité
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