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DECLARATIONS LIENS D’INTERETS

= Aucun
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Contexte

= La perfusion est un acte courant
* Technigue aussi ancienne que ...d'actualité !

= Technique rapide, facile a mettre en ceuvre, mais non denuée
de risques

= Offre pléthorique

= Evolution des materiaux
» Polymeres synthétigues > Polymeres naturels
« Ajout d’adjuvants spécifiques : plastifiants (phtalates..)
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1/ Les phtalates sont ?

 Des lubrifiants

* Des stabilisants thermiques
* Des ignifugeants

 Des plastifiants
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1/ Les phtalates sont ?

 Des lubrifiants

* Des stabilisants thermiques
* Des ignifugeants

* Des plastifiants

Nombre de bonnes réponses : 37/38
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2/ Les phtalates sont utilisés dans la composition du ?

« PET
+ PVC
® :)E

+ PTFE
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2/ Les phtalates sont utilisés dans la composition du ?

« PET
« PVC
® :)E

+ PTFE

Nombre de bonnes réponses : 36/38

29¢emes journées d’étude sur les DM 7



Objectif

= Refléchir a la biocompatibilité des perfuseurs a gravité a partir
d'un article « In vitro toxicity of infusion sets depends on their
composition, storage time and storage conditions ».
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= Norme NF EN ISO 10993-5

« Exigences génerales pour évaluer la cytotoxicité in vitro des DM
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Cytotoxicité (NF EN ISO 10993-5)

= | a cytotoxicite est I'expression d'un effet delétere ou toxique
d’'une substance sur les fonctions biochimiques cellulaires.

» Modifications cellulaires : altérations dans les fonctions
cellulaires a la perte de vitalite

= Cytotoxicite # Apoptose
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Cytotoxicité (NF EN ISO 10993-5)

* Principe
» Cultures de lignées cellulaires établies au contact du biomatériau ou
d’'un extrait de celui-ci

« 3 catégories d'essais
v Essais par contact direct
v’ Essais par contact indirect
o Utilisation d’une interface (gel d’agar, filtres)
v Essais utilisant un extrait

o Contact avec un solvant (milieu de culture par exemple) pendant un temps T, sans
agitation
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Cytotoxicité (NF EN ISO 10993-5)

= Evaluation des résultats
« Qualitative (échelle de cytotoxicité)
« Quantitative (prolifération, inhibition de croissance)

= Toxique si viabilité < 70% par rapport a la condition contréle négatif
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(A) MITT test sur L929 : condition contréle (B) MTT test sur L929 : contact direct DEHP 1%
(Photos de microscopie optique prises par Fabien NATIVEL, non publiées)
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3/ Quel est I'objectif du test MTT ?

* Analyse de la viabilité cellulaire

* Analyse d’'adhésion cellulaire

* Analyse de l'activité metabolique cellulaire
* Analyse de la proliferation cellulaire
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3/ Quel est I'objectif du test MTT ?

 Aha
* Ana
* Ana
 Aha

yse de la viabilite cellulaire

yse d'adhesion cellulaire

yse de |'activité métabolique cellulaire
yse de la proliferation cellulaire

Nombre de bonnes réponses : 28/38
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4/ Selon

les normes NF-EN-ISO 10993, quel est le type

de cellule utiliseé pour realiser un test MTT ?

e Cellu
e Fibro
e Cellu

es cérébrales de souris bEnd.3
pnlastes de souris L929

es souches meésenchymateuses humaines

hASC

* Cellules endotheliales microvasculaires cérebrales
de souris cEND
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4/ Selon

les normes NF-EN-ISO 10993, quel est le type

de cellule utiliseé pour realiser un test MTT ?

e Cellu
e Fibro
e Cellu

es cérébrales de souris bEnd.3
pnlastes de souris L929

es souches meésenchymateuses humaines

hASC

* Cellules endotheliales microvasculaires cérebrales
de souris cEND

Nombre de bonnes réponses : 30/38
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5/ A partir de quel % de diminution de [lactivité
metabolique cellulaire considere-t-on que le biomateriau
est toxique ?

* 20%
* 30%
* 40%
* 50%
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5/ A partir de quel % de diminution de [lactivité
metabolique cellulaire considere-t-on que le biomateriau
est toxique ?

* 20%
* 30%
* 40%
* 50%

Nombre de bonnes réponses : 29/38
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In vitro toxicity of infusion sets depends on their
composition, storage time and storage conditions
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In vitro toxicity of infusion sets depends on their
composition, storage time and storage conditions

* Objectifs

- Evaluer la toxicité in vitro des differents eléments composant un set de
perfusion par gravite.

- Réflechir a limpact du temps de stockage et des conditions de
stockage sur la toxicité in vitro des perfuseurs a gravite les plus
commercialises en Israél.

 Déterminer les tests expérimentaux les plus appropriés pour I'analyse
de la toxicité in vitro des perfuseurs a gravité les plus commercialisés
en Israél.
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In vitro toxicity of infusion sets depends on their
composition, storage time and storage conditions

= Matériels

Code Design I Manufacturer I Storage time Expiry date

(years)
Al Injection site Manufacturer A 11.5 7.2007
A2 10.6 6.2008
A3 8.9 3.2010
Ad 71 12.20M
A5 7.0 22012
AB 6.7 5.2012
AT 6.6 6.2012
AB 5.0 22014
A9 4.8 42014
A10 3.9 3.2015
All 2.9 3.2016
Al2 1.5 7207
Al3 0.3 42018
BL1 Latex flashball Manufacturer B 21.2 11.1997
BL2 15.3 10.2003
BL3 13.0 1.2006
B51 Synthetic rubber flashball 2.5 72016
BwW1 Without flashball 1.0 12018
BwW?2 0.6 6.2018
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In vitro toxicity of infusion sets depends on their
composition, storage time and storage conditions

s s Evolution
= Materiels >
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In vitro toxicity of infusion sets depends on their
composition, storage time and storage conditions

= Méthodes

« Echantillons testés
v’ site d’injection ou « flashball » = connectique cathéter court
v tubulure
v' chambre compte gouttes

* Choix du type cellulaire
v Fibroblastes murins L929
v Cellules cérébrales murines bEnd.3
v Cellules endothéliales microvasculaires cérébrales murines cEND

» Tests de cytotoxicité
v’ Tests a partir d’extraits => Lipophilie des plastifiants
o Toxique si activité metabolique < 70% par rapport au contréle négatif
« Evaluation de la cytotoxicitée
v Test au bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoliumn (MTT test)
v’ Test au rouge neutre
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6/ Dans larticle, quel est le type de contact entre le
biomateriau et les cellules ?

» Essais par contact direct

» ESsails par contact indirect
 Essais utilisant un extrait

* Aucune des réponses
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6/ Dans larticle, quel est le type de contact entre le
biomateriau et les cellules ?

» Essais par contact direct

» ESsails par contact indirect
 Essais utilisant un extrait

* Aucune des réponses

Nombre de bonnes réponses : 25/38
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8/ Quel est l'objectif de la coloration au rouge neutre
dans une culture cellulaire ?

* Analyse de la viabilité cellulaire

* Analyse d'adhésion cellulaire

* Analyse de I'activité métabolique cellulaire
* Analyse de la proliferation cellulaire
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8/ Quel est l'objectif de la coloration au rouge neutre
dans une culture cellulaire ?

* Analyse de la viabilité cellulaire

» Analyse d’'adhésion cellulaire

* Analyse de I'activité métabolique cellulaire
* Analyse de la proliferation cellulaire

Nombre de bonnes réponses : 28/38

29¢emes journées d’étude sur les DM 28



29

sample
name
storage time,

years
design

SUo POOONRIRN KON

1+ CONNNEND ENRNANNENNRNRNONNNN

S 3
wlo
r flahball

- o
= e
synth,
_flashball rul
Manufacturer B

S0 LONNNNNND DOSINRNRNNRNNY

b

—

<. ONNRNENREY NN

latex

5 SONAAIANNN ENENNRNRIARNRNONANN

I

L DN ,///7/1//////7/////.///

1) SODNERERRERRRORRNN - AU INIRUURNRRRRARONRNNS

oave DO

drip chamber

NN RINENEIINNINNININNNNN L5 < OO ROUOIININNOININNNN

— e N 7///////1///////////.///1 ~ 7///////////////?

RS

#

- COODRNDONNRX

e
injection site
Manufacturer A

® flashball
or inject

o o AR RBRNRDRRNINNONNN

S0 OV RN

[ -

ST DN .//////////.//.//./////.///A

S AODDURIN DRI

IV I KRR SR

i

=

controls
T
controls

# 8 8 8 § R ° g 8 & 28 £ §E S & ¢ g 8 ag & 3 §8 & -

ry,

g
% ‘IUEQIOSE A () JANE[NY % ‘IUBQIOSGE A() IANEPY % DIUBGIOSGE A (] ANTPY

190

A. L-929 cells
B. cEND cells
C.bEnd.3 cells

e
Fig. 2. Invitro toxicity of leachates prepared from different parts of the studied infusion sets and of the controls is dependent on the cell line. The leachates or the control

solutions were incubated with the cells for 24 h, and the cell viability was measured by the MTT test.

*Significantly different from the medium (negative control), p < 0.05.
**Significantly different from the medium (negative control), p < 0.01.
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solutions were incubated with the cells for 24h, and the cell viability was measured by the MTT test.

*Significantly different from the medium (negative control), p < 0.05.
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solutions were incubated with the cells for 24h, and the cell viability was measured by the MTT test.

*Significantly different from the medium (negative control), p < 0.05.

St

**Significantly different from the medium (negative control), p < 0.01.



/] Quel est le type cellulaire le plus sensible aux extraits

obtenus

a partir du site d’injection des perfuseurs du

laboratoire A apres 24h d’incubation?

e Cellu
* Fibro
e Cellu
* Cellu

es cérébrales de souris bEnd.3
plastes de souris L929
es souches mesenchymateuses humines hASC

es endothéliales microvasculaires cérébrales

de souris ceND
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/] Quel est le type cellulaire le plus sensible aux extraits

obtenus

a partir du site d’injection des perfuseurs du

laboratoire A apres 24h d’incubation?

e Cellu
* Fibro
e Cellu
e Cellu

es cérébrales de souris bEnd.3
plastes de souris L929
es souches mesenchymateuses humines hASC

es endothéliales microvasculaires cérébrales

de souris ceND

Nombre de bonnes réponses : 24/38
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solutions were incubated with the cells for 24 h, and the cell viability was measured by the MTT test.

*Significantly different from the medium (negative control), p < 0.05.
**Significantly different from the medium (negative control), p < 0.01
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Relative UV absorbance, %

= Résultats

A.MTT test, 24 vs. 48 h incubation

L-929 cells
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Fig. 3. The relative toxicity of the tube p. tidied infusion sets was revealed following prolonged incubation of the leachates with the cells. The leachates and the

control solutions were incubated with the L-9
morphology.

*Significantly different from the medium (negative control), p < 0.05.
**Significantly different from the medium (negative control), p < 0.01.

9 cells for 24 or 48 h, and the cell viability was measured by the MTT test and by the microscopy-based analysis of cell
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, A. Photographs of the infusion sets
- R esu I t at S 25°C 37°C 40°C 50°C S0°C 65°C
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B. MTT test, 24 h incubation
1.929 cells cEND cells bEnd.3 cells
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Fig. 4. Forced degradation of the samples infusion sets at elevated temperature and humidity conditions. The samples of a representative batch of infusion sets (A10) undergo
forced degradation for 6 months, were photographed, and the in vitro toxicity of the leachates from the individual parts of these infusion sets was determined in 3 cell lines
using the MTT test.

AH-—ambient humidity; RH— relative humidity.

***_significantly different from the medium {negative control), p < 0.001.

&~—significantly different from the 25°C AH sample, p < 0.05.

& ¢ —significantly different from the 25°C AH sample, p < 0.0L

& ¢ ¢ —significantly different from the 25°C AH sample, p < 0.001.

& —significantly different from 35 °C AH sample, p < 0.05.

& ¢ —significantly different from 35°C AH sample, p < 0.01.

& ¢ ¢ significantly different from 35°C AH sample, p < 0.001.
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, A. Photographs of the infusion sets
" R esu I t at S 25°C 37°C 40°C 50°C S0°C 65°C
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B. MTT test, 24 h incubation
1.929 cells cEND cells
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Fig. 4. Forced degradation of the samples infusion sets atelevated temperature and humidity conditions. The samples of a representative batch of infusion sets(A10) undergo
forced degradation for 6 months, were photographed, and the in vitro toxicity of the leachates from the individual parts of these infusion sets was determined in 3 cell lines
using the MTT test.

AH-—ambient humidity; RH— relative humidity.

***_significantly different from the medium {negative control), p < 0.001. Toc > 37°C . \ toxicité I

& -—significantly different from the 25°C AH sample, p < 0.05.

& ¢ —significantly different from the 25°C AH sample, p < 0.01.

& ¢ ¢ —significantly different from the 25°C AH sample, p < 0.001.
& —significantly different from 35 °C AH sample, p < 0.05.

& ¢ —significantly different from 35°C AH sample, p < 0.01.

& ¢ ¢ significantly different from 35°C AH sample, p < 0.001.
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, A. Photographs of the infusion sets
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B. MTT test, 24 h incubation
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Fig. 4. Forced degradation of the samples infusion sets at elevated temperature and humidity conditions, The samples of a representative batch of infusion sets(A10) undergo
forced degradation for 6 months, were photographed, and the in vitro toxicity of the leachates from the individual parts of these infusion sets was determined in 3 cell lines
using the MTT test.

AH-—ambient humidity; RH— relative humidity.
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*+_significantly different from the medium (negative control), p < Q.001. Aucun impact des conditions
& -significantly different from the 25°C AH sample, p < 0.05. e ,
& ¢ —significantly different from the 25°C AH sample, p < 0.0L d’ h um |d |te elevee

& ¢ ¢ —significantly different from the 25°C AH sample, p < 0.001.
& —significantly different from 35 °C AH sample, p < 0.05.

& ¢ —significantly different from 35°C AH sample, p < 0.01.

& ¢ ¢ —significantly different from 35°C AH sample, p < 0.001.
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In vitro toxicity of infusion sets depends on their
composition, storage time and storage conditions

= Conclusion

Infusion sets released toxic leachables and induce toxic effects
on experimental cells during in vitro toxicity testing. Leachates
from the rubber parts (flashball and injection site ) were more toxic
than those of the other parts of the infusion sets (tube and drip
chamber). The extent of the measured toxicity was affected by the
choice of the applied experimental settings: the cells, medium I T°C > 37°C : \ toxicité I
composition, exposure duration, and type of assay for toxicity
assessment. We recommend to apply the capillary endothelium
cEND or bEnd.3 cells for in vitro toxicity testing of the infusion sets
and other DMDs that release taxic leachables to the bloodstream.
On the other hand, the MTT test is not sufficiently reliable, can lead
to artefacts and incorrect conclusions, and is not recommended for
DMDs in vitro toxicity assessment. Further investigation is needed
to identify the toxic leachables from the individual parts of the
infusion sets, and to reveal the risk of their toxicity during the
clinical use of the infusion sets.

Aucun impact des conditions
d’humidité élevée
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=9/ Selon Kozlovskaya et al., le fait de stocker des
perfuseurs pendant 6 mois a 37°C au lieu de 25°C
diminue significativement la toxicité des extraits obtenus
a partir des sites d’injections en contact avec des
L9229 ?

* \VVral
e Faux

29¢emes journées d’étude sur les DM 42




=9/ Selon Kozlovskaya et al., le fait de stocker des
perfuseurs pendant 6 mois a 37°C au lieu de 25°C
diminue significativement la toxicité des extraits obtenus
a partir des sites d’injections en contact avec des
L9229 ?

* \VVral
e Faux

Nombre de bonnes réponses : 26/38
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=10/ Selon Kozlovskaya et al., le fait de stocker des
perfuseurs pendant 6 mois a forte humidité diminue
significativement la toxicité des extraits obtenus a partir
des sites d’injections en contact avec des L929 ?

* \VVral
e Faux
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=10/ Selon Kozlovskaya et al., le fait de stocker des
perfuseurs pendant 6 mois a forte humidité diminue
significativement la toxicité des extraits obtenus a partir
des sites d’injections en contact avec des L929 ?

* \VVral
e Faux

Nombre de bonnes réponses : 30/38
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"Quelles études de biocompatibilité
sont a effectuer sur des sets de
perfusion par gravité ?
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"ef 150 10993-11 annexe F

B Considérer les voies dimplantation adaptée. Par exemple, les dispositifs devant &tre en contact avec des mugueuses non [ésées doivent Etre dtudids en contact avec des mugquenses non
g des

© La toxicité sur la reproduction et sur le développement doivent &tre indigué pour les nouveaus matériaux, les maté iz avec une toxicitd conmuesur la reproduection ousur |e
développement, les dispositils ciblant une population particulidre jex: fernmes enceintes), etfou les dispositifs dont les matériaus peuvent potentiellement s& retrouver dans les organes de
reproduction

®| i informations de biodé gradation doivent dtre fourmies pourtous les dispositif, composants oumatériaux restant dans e patient, qui peuvent potentiellement dtre dégradés

'Is'gniﬁe gu'une information préalable est nécessaire pour dvaluer les risques

Cytotoxicité
-> NF EN ISO 10993-5

Sensibilisation et irritation
-> NF EN ISO 10993-10

Toxicité systémique
-> NE EN I1SO 10993-11

Hémocompatibilité
-> NF EN I1SO 10993-4

Identification et quantification de
produits de dégradations de DM a base
de polymere

-> NF EN ISO 10993-13

TE signifie critére & prendre en compte dans '"évaluation des risques |soit en utilisant des données existantes, soit en effectuant des tests supplémentaires swr des critéres d'évaluation, soit
e axpliguant pourguoi |e critdre d'dvaluation ne nécess ite pas d'bvaluation cupplémentaira)

"Tissu comprend les tissus Auides et les espaces sous-cutanés. Pour les dispasitils permettant le passage d'un gaz ou les composants ayant seulement un comtact indirect avec les tissus, e
référer aux normes spécifigues du dispositif pour avoir Information de biocompatibilité appropride. Les renseignements obtenus lors des évaluations de 'implantation peuvent étre

pertinent concernant la toxicité systdmique aigui la toxicité subaigud la toxicitd subchronigee et ls boxicité chronigue
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Dans la littérature...

International Journal of Pharmaceutics 434 (2012) 20-27

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

P e
International Journal of Pharmaceutics @

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ijpharm

Toxicity assessment of extracts from infusion sets in cEND brain endothelial cells

George R. Dakwar?, Veronika Kaplun?, Lena Kojukarov?, Pavel Gorenbein®, Ilana Schumacher?®,
Diana Kontorovich®, Carola Forster¢, Elie Beit-Yannai?, David Stepensky®+*

* Department of Pharmacology, Faculty of Health Sciences, Ben-Gurion University of the Negev, Beer Sheva, Israel
b Research & Quality Control Laboratory, The Medical Corps, Mil. P.O. Box 02149, Israel Defense Forces, Israel
© University of Wirzburg, Dept. of Anesthesta and Critical Care, Oberduerr bacher Strasse &, D-07080 Wirzburg, Germany

Test effectué :
-test d’activité métabolique MTT : extraits de différentes parties de perfuseurs (24h)
-> cellules cEND tres sensibles
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Chemosphere 173 (2017) 452—459

Chemosphere

journal homepage: www.elsevier.com/locate/chemosphere

Contents lists available at ScienceDirect

Chemosphere

In vitro cytotoxic effects of DEHP-alternative plasticizers and their

primary metabolites on a L929 cell line

Teuta Eljezi ™, Pierre Pinta ', Damien Richard ¢, Jérémy Pinguet ¢,
Jean-Michel Chezal ¢, Marie-Christine Chagnon €, Valérie Sautou ”*!, Gaél Grimandi °,

- *®
Emmanuel Moreau *

? Universite Cermont Auvergne, INSERM, U240 Imagerie Moleculaire et Strategies Theéranostigues, F-63000 Clermont Ferrand, France

b CHU Clermont-Ferrand, Pole Pharmacie, rue Montalembert, 63003 Clermont-Ferrand, France
© France Universite de Nantes, INSERM, U791, LIOAD, Nantes, F-44042, France
4 Service de Pharmacologie, Hopital Gabriel-Montpied, (HU de Clermont-Ferrand, Clermont-Ferrand, France

® Nutrition Physiology and Toxicology Team (NUTox), UMR USS6 INSERM, Universite de Bourgogne Franche-Comte, AgroSup Dijon, 1 Esplanade E

21000 Dijon, France
[ Clermont Université, Universite d'Auvergne, EA 4676C-BIOSENSS, 63000 Clermont-Fermand, France

Legernd
Test effectué : i
-test d’activité métabolique MTT : contact direct de différents
plastifiants et de leurs métabolites primaires (7jours) OmCH S,
-> cellules L929 TCTM ST
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International Journal of Hygiene and Environmental Health 222 (2019) 583-589

Contents lists available at ScienceDirect

International Journal of Hygiene and
Environmental Health

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ijheh

stmrmatianal rumsl ol
Hygiene and
Environmental Health

In vitro cytotoxic effects of secondary metabolites of DEHP and its
alternative plasticizers DINCH and DINP on a L929 cell line

Teuta Eljezi™’, Pierre Pinta™’, Fabien Nativel”, Damien Richard®, Jérémy Pinguet®, Olivier Roy",

Valérie Sautou”, Gaél Grimandi”, Emmanuel Moreau™"

 Université Clermont- Auvergne, Imagere Moléeulaire et Stratdries Théranostigues, Inserm UI240, Centre Jean Perrin, BP 184, F-63005, Clermont-Ferrand, France

" Inserm, UMR 1229, Regenerative Medicine and Skeleton (RMeS), Universitd de Nantes, ONIRIS, 44042, Nantes, France
* Service de Pharmacologle, CHU de Clermont-Ferrand, Clermont-Ferrand, France
? Université Clermort Auvergne, CNRS, SIGMA Clermont, ICCF, F-63000, Clermont-Ferrand, France

Test effectué :
-test d’activité métaboligue MTT : contact direct de différents
plastifiants et de leurs métabolites secondaires (7jours)

-> cellules L929
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Conclusion

* Article repondant a la question de la biocompatibilite d’'un
dispositif medical

= Norme NF EN ISO 10993-5 : Cytotoxicité in vitro

« Méthodes d’évaluation de la cytotoxicité des biomatériaux, des DM

 Pertinence du choix des cellules utilisées pour les tests de cytotoxicite
v Référence L929 mais fibroblastes murins

* Pertinence d’associer plusieurs tests ?
 Oriente vers la stratégie optimale de l'utilisation des adjuvants
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Note
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Mercl pour votre attention
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