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DOYENS HONORAIRES :
1962 - 1969 : Docteur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974  : Professeur Abdellatif BERBICH
1974 — 1981  : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989  : Professeur Taieb CHKILI
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1997 - 2003  : Professeur Abdelmajid BELMAHI
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Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :
Février, Septembre, Décembre 1973

1. Pr. CHKILI Taieb Neuropsychiatrie
Janvier et Décembre 1976
2. Pr. HASSAR Mohamed Pharmacologie Clinique
Mars, Avril et Septembre 1980
3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam Neurochirurgie
Pr. MESBAHI Redouane Cardiologie
Mai et Octobre 1981
5. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid Cardiologie
6. Pr. EL MANOUAR Mohamed Traumatologie-Orthopédie
7. Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie
8. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
9. Pr. SBIHI Ahmed Anesthésie —Réanimation
. Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique
Mai et Novembre 1982
11. Pr. ABROUQ Ali* Oto-Rhino-Laryngologie
12. Pr. BENOMAR M’hammed Chirurgie-Cardio-Vasculaire
13. Pr. BENSOUDA Mohamed Anatomie
14. Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique

15. Pr. LAHBABI ép. AMRANI Naima Physiologie



Novembre 1983

16. Pr. ALAOUI TAHIRI Kébir*

17. Pr. BALAFREJ Amina

18. Pr. BELLAKHDAR Fouad

19. Pr. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia
20. Pr. SRAIRI Jamal-Eddine

Décembre 1984

21. Pr. BOUCETTA Mohamed*

22. Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
23. Pr. MAAOUNI Abdelaziz

24. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

25. Pr. NAJI M’Barek *

26. Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985
27. Pr. BENJELLOUN Halima
28. Pr. BENSAID Younes
29. Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
30. Pr. IHRAI Hssain *
31. Pr. IRAQI Ghali
Pr. KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987
33. Pr. AJANA Ali

34. Pr. AMMAR Fanid
35. Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép.TAOBANE
36. Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
37. Pr. EL HAITEM Naima
38. Pr. EL MANSOURI Abdellah*
39. Pr. EL YAACOUBI Moradh
40. Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah
41. Pr. LACHKAR Hassan
42. Pr. OHAYON Victor*
Pr. YAHY AOUI Mohamed

Décembre 1988
44. Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
45. Pr. DAFIRI Rachida
46. Pr. FAIK Mohamed
47. Pr. HERMAS Mohamed
Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

49. Pr. ADNAOUI Mohamed

50. Pr. AOUNI Mohamed

51. Pr. BENAMEUR Mohamed*

52. Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali

53. Pr. CHAD Bouzane

54. Pr. CHKOFF Rachid

55. Pr. FARCHADO Fouzia ¢p.BENABDELLAH
56. Pr. HACHIM Mohammed*

57. Pr. HACHIMI Mohamed

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Neurochirurgie
Rhumatologie
Cardiologie

Neurochirurgie
Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryngologie

Radiologie

Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Expertise
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Radiologie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Pédiatrique
Médecine-Interne
Urologie



58.
59.
60.
61.
62.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. KHARBACH Aicha

. MANSOURI Fatima

. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
. SEDRATI Omar*

. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
Vs
78.
79.
80.
8L
82.
83.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pi;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

Pr.
Pr.

Pr

Pr.
Pr:

AL HAMANY Zaitounia
ATMANI Mohamed*
AZZOUZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM
BELKOUCHI Abdelkader
BENABDELLAH Chahrazad
BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina

BEZZAD Rachid

CHABRAOQUI Layachi
CHANA EIl Houssaine*
CHERRAH Yahia

CHOKAIRI Omar

FAJRI Ahmed*

. JANATI Idrissi Mohamed*
KHATTAB Mohamed

NEJMI Maati

. OUAALINE Mohammed*
SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
9l.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.

101.

Pr.
Pr
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pi:
Pr.

Pr

Pr.

AHALLAT Mohamed
BENOUDA Amina
BENSOUDA Adil

BOUJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL HADDOURY Mohamed
EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed

. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
TAGHY Ahmed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

100. Pr. AGNAOU Lahcen

Pr. AL BAROUDI Saad
102. Pr. BENCHERIFA Fatiha

Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie

Dermatologie

Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie
Anesthésie-Réanimation

Médecine Préventive, Santé Publique et Hygiéne

Pharmacologie
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie



103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111
112.
113.
114,
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122,
123.
124,
125.
126.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENJAAFAR Noureddine
BENJELLOUN Samir

BEN RAIS Nozha

CAOQUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed

EL HASSANI My Rachid

EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
EL KIRAT Abdelmajid*
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika

ETTAYEBI Fouad

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine

IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed

MAHFOUD Mustapha

MOUDENE Ahmed*
OULBACHA Said
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima
SLAOUI Anas

¢ép. BELKHADIR

Mars 1994

127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.

Pr.
PL.
Pr.
Pr.
PL,
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia
HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

141.
142.
143.
144,
145.
146.
147.
148.
149.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
PT;
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane

AMRAOQOUI Mohamed

BAIDADA Abdelaziz

BARGACH Samir

BEDDOUCHE Amoqrane*
BENAZZOUZ Mustapha

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*

Radiothérapie

Chirurgie Générale
Biophysique

Biophysique
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Médecine Interne

Chirurgie Cardio- Vasculaire
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation



150.
I151.
152;
153.
154.
155.
156.
157.
158.
159.
160.
161.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
IBRAHIMY Wafaa
MANSOURI Aziz
OUAZZANI CHAHDI Bahia
RZIN Abdelkader*

SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.
175.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
PT.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BELMAHI Amin
BOULANOUAR Abdelkrim
EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
EL MELLOUKI Ouafae*
GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191:
192.
193.
194.
195.

Pr.
Pr.
PT.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN AMAR Abdesselem
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
BOULAICH Mohamed
CHAOUIR Souad*
DERRAZ Said

ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KANOUNI NAWAL
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOQOUI CHAFIQ
NAZI M’barek*
OUAHABI Hamid*

SAFI Lahcen*

TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie

Gynécologie Obstétrique

Médecine Préventive, Santé Publique et Hygiéne
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie

Radiothérapie

Ophtalmologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgie Pédiatrie
Chirurgie réparatrice et plastique
Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Parasitologie

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

O.RL.

Radiologie
Neurochirurgie

Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Physiologie

Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Anesthésie Réanimation
Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique



Novembre 1998

196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.
204.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA

AIT BENASSER MOULAY Ali*
ALOUANE Mohammed*
BENOMAR ALI

BOUGTAB Abdesslam

ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
KABBAJ Najat

LAZRAK Khalid ( M)

Novembre 1998

205. Pr. BENKIRANE Majid*
206. Pr. KHATOURI ALI*
207. Pr. LABRAIMI Ahmed*
Janvier 2000

208.
209.
210.
211
212.
213.
214.
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224.
225.
226.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHAOUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

EL OTMANY Azzedine

GHANNAM Rachid

HAMMANI Lahcen

ISMAILI Mohamed Hatim

ISMAILI Hassane*

KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

2217.
228.
229.
230.
231.
232,
233.
234,
235.
236.
237.
238.
239.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
BENCHEKROUN Nabiha
CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed EIl Hassan
HSSAIDA Rachid*

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Radiologie

Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Ophtalmologie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie

Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Rhumatologie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Réanimation



240. Pr. LACHKAR Azzouz Urologie

241. Pr. LAHLOU Abdou Traumatologie Orthopédie
242. Pr. MAFTAH Mohamed* Neurochirurgie

243. Pr. MAHASSINI Najat Anatomie Pathologique
244. Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae Pédiatrie

245. Pr. NASSIH Mohamed* Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale
246. Pr. ROUIMI Abdelhadi Neurologie

Décembre 2001

247. Pr. ABABOU Adil Anesthésie-Réanimation
248. Pr. AOUAD Aicha Cardiologie

249. Pr. BALKHI Hicham* Anesthésie-Réanimation
250. Pr. BELMEKKI Mohammed Ophtalmologie

251. Pr. BENABDELJLIL Maria Neurologie

252. Pr. BENAMAR Loubna Néphrologie

253. Pr. BENAMOR Jouda Pneumo-phtisiologie
254. Pr. BENELBARHDADI Imane Gastro-Entérologie

255. Pr. BENNANI Rajae Cardiologie

256. Pr. BENOUACHANE Thami Pédiatrie

257. Pr. BENYOUSSEF Khalil Dermatologie

258. Pr. BERRADA Rachid Gynécologie Obstétrique
259. Pr. BEZZA Ahmed* Rhumatologie

260. Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi Anatomie

261. Pr. BOUHOUCH Rachida Cardiologie

262. Pr. BOUMDIN El Hassane* Radiologie

263. Pr. CHAT Latifa Radiologie

264. Pr. CHELLAOUI Mounia Radiologie

265. Pr. DAALI Mustapha* Chirurgie Générale

266. Pr. DRISSI Sidi Mourad* Radiologie

267. Pr. EL HAJOUI Ghziel Samira Gynécologie Obstétrique
268. Pr. EL HIJRI Ahmed Anesthésie-Réanimation
269. Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid Neuro-Chirurgie

270. Pr. EL MADHI Tarik Chirurgie-Pédiatrique
271. Pr. EL MOUSSAIF Hamid Ophtalmologie

272. Pr. EL OUNANI Mohamed Chirurgie Générale

273. Pr. EL QUESSAR Abdeljlil Radiologie

274. Pr. ETTAIR Said Pédiatrie

275. Pr. GAZZAZ Miloudi* Neuro-Chirurgie

276. Pr. GOURINDA Hassan Chirurgie-Pédiatrique
277. Pr. HRORA Abdelmalek Chirurgie Générale

278. Pr. KABBAJ Saad Anesthésie-Réanimation
279. Pr. KABIRI EL Hassane* Chirurgie Thoracique
280. Pr. LAMRANI Moulay Omar Traumatologie Orthopédie
281. Pr. LEKEHAL Brahim Chirurgie Vasculaire Périphérique
282. Pr. MAHASSIN Fattouma* Médecine Interne

283. Pr. MEDARHRI Jalil Chirurgie Générale

284. Pr. MIKDAME Mohammed* Hématologie Clinique
285. Pr. MOHSINE Raouf Chirurgie Générale

286. Pr. NABIL Samira Gynécologie Obstétrique
287. Pr. NOUINI Yassine Urologie

288. Pr. OUALIM Zouhir* Néphrologie

289. Pr. SABBAH Farid Chirurgie Générale

290. Pr. SEFIANI Yasser Chirurgie Vasculaire Périphérique

291. Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia Pédiatrie



292. Pr. TAZI MOUKHA Karim
Décembre 2002

293.
294.
295.
296.
297.
298.
299.
300.
301.
302.
303.
304.
305.
306.
307.
308.
309.
310.
311
312,
313;
314.
315.
316.
317.
318.
319.
320.
321.
322.
323.
324.
325.
326.
327:
328.
329.
330.
331.
332.
333.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr;
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENBOUAZZA Karima
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJJ1 Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOULE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OQUIJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

334.
335.
336.
337.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr;

ABDELLAH EIl Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*

Urologie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
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’est en 1982 qu’est apparu le premier médicament biotechnologique : I’insuline

humaine, fabriquée a partir de cellules modifiées par génie génétique. Peu apres, ont

suivi ’hormone de croissance recombinante, les interférons, les facteurs de

croissance hématopoiétiques, 1’érythropoiétine (EPO) et bien d’autres produits
encore. Les produits biotechnologiques comptent parmi les medicaments les plus onéreux, du
fait de leurs colts de développement et de fabrication tres élevés. Les brevets arrivant a
expiration pour ceux de premiere génération [1], laissant la possibilité de reproduire ces
médicaments un peu particuliers. Et ce n’ai qu’en 2006 que 1’Agence Européenne des
Médicaments (EMEA) a autorisé la mise sur le marché des premiers médicaments « bio-
génériques » ou biosimilaires. Il faut savoir que les bio-médicaments sont des molécules
complexes difficiles a produire et sensibles au mode de fabrication : un changement, méme
minime, des protéines synthétisées peut étre a 1’origine de réactions immunitaires. Aussi, les
biosimilaires sont considérés « similaires » aux produits de référence, et non identiques
comme pour les génériques, ce qui rend 1’approche générique non applicable pour cette classe

de médicaments.

C’est pour cette raison que les regles mises en place par les autorités de santé pour leur
évaluation sont des régles rigoureuses surtout sur le plan clinique et physicochimique [2]. Les
méthodes d’évaluation d’un biosimilaire se font au cas pas cas et reposent sur le contréle de
I’efficacité et de la sécurité a I’aide d’essais pré-cliniques et cliniques d’une part, et de la

qualité grace a un controle rigoureux des méthodes de fabrication d’autre part.

Pour realiser ces contrbles physicochimiques et biologiques, les autorités de santé exigent
I’utilisation des techniques sensibles, trés performantes et innovantes selon « 1’état de ’art »
afin de pouvoir déceler des variations mineures dans tous les aspects de I’évaluation de la
qualité, structure protéique, caracteristiques physicochimiques, activité biologique et profil

d’impuretés[3].



Le but de ce travail et de mettre le point sur les différents aspects réglementaire régissant le
développement des médicaments biosimilaires, leur procédés de production, ainsi que les
méthodes de contrble utilisées pour 1’évaluation de leur comparabilité physicochimique, et

biologique aux médicaments biologiques de référence.



GENERALITES




I DEFINITIONS
v Définitions des autorités de santé internationales :

Définition européenne du médicament Biosimilaire :

Un meédicament biosimilaire est un médicament biologique qui a prouvé sa « similarité » par
rapport & un médicament de référence.

La société pharmaceutique qui choisit de développer un nouveau médicament biologique, «
biosimilaire » a un produit de référence, doit démontrer la nature similaire des deux
médicaments biologiques. Des études comparatives sont nécessaires pour fournir la preuve de
la nature « similaire » en terme de qualité, sécurité et efficacité du nouveau produit biologique
par rapport au produit de référence choisi dans la Communauté Européenne. La législation
offre un cadre Iégal pour les biosimilaires, dans lequel il est précisé que moins de données
sont nécessaires pour ces produits par rapport a ce qui était nécessaire pour le produit de
référence original.

Selon I’ Article 10 (4) de la Directive 2001/83/EC, tel que modifié:

« Lorsqu'un médicament biologique qui est similaire a un médicament biologique de
référence ne remplit pas les conditions figurant dans la définition des médicaments
génériques, en raison notamment de différences liées a la matiére premiére ou de différences
entre les procédés de fabrication du méedicament biologique et du médicament biologique de
référence, les résultats des essais précliniques ou cliniques appropriés relatifs a ces conditions
doivent étre fournis. Le type et la quantité des données supplémentaires a fournir doivent
satisfaire aux criteres pertinents figurant dans I'annexe | et les lignes directrices détaillées y
afférentes. Les résultats d'autres essais figurant dans le dossier du médicament de référence ne

doivent pas étre fournis » [4].



Définition de la FDA du médicament biosimilaire ou (follow on biologic) :

Un médicament biosimilaire est défini comme étant un médicament dont la biosimilarité a été
approuve telle que la définition dans la sous section (K) :

a) que le produit biologique est fortement semblable a un produit de référence malgré des
différences mineures dans les composants médicalement inactifs.

b) I’absence de toute différence médicalement significative entre le produit biologique

similaire et le produit de référence en termes d’activité, pureté, et sécurité du produit [5].

Définition Francaise du Médicament Biologique Similaire :

Transposant la directive 2004, l'article 4 de la loi n°® 2007-248 a ajouté un 25éme alinéa a
l'article L 5121-1 du code de santé public définit le biologique similaire comme :

« tout médicament biologique de méme composition qualitative et quantitative en substance
active et de méme forme pharmaceutique qu'un médicament biologique de référence mais qui
ne remplit pas les conditions prévues au a du 5° du présent article pour étre regardé comme
une spécialité générique en raison de différences liées notamment a la variabilité de la matiere
premiere ou aux procédés de fabrication et nécessitant que soient produites des données
précliniques et cliniques supplémentaires dans des conditions déterminées par voie

réglementaire [6].

Définition de I’'agence canadienne de santé :

Produit biologique ultérieur (PBU) (Subsequent Entry Biologic (SEB))

Médicament biologique faisant son entrée sur le marché aprés une version dont la vente est
autorisee au Canada, et dont la similarité a été établie avec un médicament biologique de
référence. L’autorisation d’un PBU se fonde en partie sur des données d’innocuité et

d’efficacité préexistantes que 1’on jugerait pertinentes en raison d’une similarité établie avec



un médicament de référence et qui exerceraient une influence sur la quantité et le genre de
données originales requises [7].

Nota : Un PBU est également appelé produit biologique similaire en Union européenne et
produit suivi de protéine de suite aux Etats-Unis.

Médicament biologique de référence (Reference biologic drug) :

Médicament biologique autorisé aprés 1’examen d’un ensemble complet de données cliniques,
non cliniques et sur la qualité auquel un PBU est comparé dans le cadre d’études visant a

démontrer sa similarité.

v Autres définitions :

Définition d’EuropaBio : (the European Association for Bioindustries) :

\

Médicament dérivé des biotechnologies, qui fait référence a un médicament d’origine
biologique ayant obtenu une autorisation de mise sur le marché et qui est soumis a une
autorisation de mise sur le marché par un demandeur indépendant. A cet égard, un
médicament biosimilaire désigne toute substance dérivée du tissu biologique ou de la matiére
premiére d’une source cellulaire vivante, présentée comme ayant des propriétés qui
permettent le traitement ou la prévention de maladies chez les étres humains, ou qui peut étre
utilisée chez les étres humains en vue d’effectuer un diagnostic médical ou de restaurer,
corriger ou modifier des fonctions physiologiques, qui posséde des propriétés physico-
chimiques et biologiques similaires, la méme substance pharmaceutique et la méme forme
pharmaceutique, et dont 1’équivalence avec le médicament biotechnologique de référence a

été prouvée en termes d’innocuité et d’efficacité [8].



Définition de L’OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development ) :

Médicament biosimilaire - version générique d'un médicament biologique (produit

biopharmaceutique de haut poids moléculaire généré par des cellules d'hybridomes ou des

microorganismes, animaux ou plantes recombinants) [9].

Définition du LEEM (Les Entreprises du Médicament) :

Un médicament biosimilaire est une préparation qui succéde a un médicament issu de la

biotechnologie dont le procédé de fabrication n’est plus protégé. Les biosimilaires sont

comparables a leur préparation de référence sans toutefois leur étre identiques [10].

Selon LEEM les médicaments biosimilaires sont:

v
v

des médicaments high-tech issus de la biotechnologie.

généralement des principes actifs de grande taille dotés d’une structure complexe
(protéines).

des préparations dont la fabrication exige un grand savoir-faire.

des médicaments dont la fabrication repose sur la «technologie de I’ADN recombinant»
(un géne est transféré dans une cellule hote pour y fabriquer la protéine souhaitée).

des médicaments dont la fabrication est exigeante en termes de temps et d’argent, des
médicaments qui sont soumis a un important programme d’études précliniques et
cliniques, préalablement défini par les autorités.

des médicaments comparables pour I’essentiel a une préparation de référence déja
autorisée.

des préparations dont D’efficacité thérapeutique a été jugée comparable a celle de la
préparation de référence dans des études cliniques.

des médicaments dont I’innocuité et la tolérance ont été jugees comparables a celles de la

préparation de référence dans des études cliniques [10].


http://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=1&tbs=bks:1&q=inauthor:%22OECD+-+Organisation+for+Economic+Co-operation+and+Development%22&sa=X&ei=SuOjTIqKKozLswa0jvWxCA&ved=0CDAQ9Ag

II)- HISTORIQUE :

En avril 2006, soit quelques mois apres 1’entrée en vigueur du réglement communautaire, la
Commission européenne accorde sa premiére AMM pour I’Omnitrope®, un biosimilaire du
géneriqueur Sandoz (filiale du groupe suisse Novartis). La Commission suit ainsi 1’avis
scientifique positif de ’EMEA rendu en janvier 2006. Version similaire de 1’hormone de
croissance Genotropine® de Pfizer, I’Omnitrope® est destiné a traiter le déficit d’hormone de
croissance chez les enfants et les adultes [11].

En mai 2006, c’est le Valtropin®, de la société biopharmaceutique suisse BioPartners, qui
bénéficie de la deuxiéme AMM d’un biosimilaire délivrée par la Commission européenne. Le
Valtropin® (somatropine), biosimilaire de 1’Humatrope® de Lilly, est une hormone
recombinante indiquée pour le déficit en hormone de croissance [12]. Par contre, en juin
2006, ’EMEA rejette le dossier d’Alpheon® de Biopartners (interféron alpha-2a) indiqué dans
le traitement de 1’hépatite C. Son refus est motivé par des questions relatives a la qualité et
aux différences identifiées entre ce biosimilaire et son produit de référence, le Ropheron-A®
de Roche [13].

En ao(t 2007 sont autorisés le Binocrit® (Sandoz), 1’Epoetin hexal® (Hexal), 1’ Abseamed®
(Medice) en décembre 2007 le Retacrit® (Hospira) et le Silapo® (Stada), Puis En octobre 2009
le Biopoin® (CT Arzneimittel GmbH) et Eporatio® (ratiopharm GmbH) biosimilaires de
I’Eprex® de Janssen-Cilag [14-20].

En septembre 2008 le Ratiograstim® (Ratiopharm GmnH), Biograstim® (CT Arzneimittel
GmbH), Tevagrastim® (Teva Generics GmbH), Filgrastim® ratiopharm (Ratiopharm GmbH),
en février 2009 Zarzio® (Sandoz GmbH), Filgrastim Hexal® (Hexal AG),puis en juin 2010
Nivestim® (Hospira UK Limited) biosimilaires du Neupogen® (Amgen) [21-27].

Donc en réesumé Depuis 2006, 16 biosimilaires ont été autorises (7 médicaments a base
d’érythropoiétine, 2 de somatropine et 7 de filgrastim) et il y en aura davantage dans les
années a venir (notamment les biosimilaires a base d’insuline, d”’interféron-alpha, d’héparine

et de facteur stimulant la croissance de granulocytes G-CSF).


http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/medicines/human/medicines/000917/human_med_001170.jsp&murl=menus/medicines/medicines.jsp&mid=WC0b01ac058001d124

III) LES BIOMEDICAMENTS :

Les médicaments issus de la biotechnologie sont des agents thérapeutiques produits a l'aide
d'organismes vivants et de la technologie de recombinaison de I’ADN (couramment appelée
la génie genétique). Cette classe de produits, aussi connue sous le nom de médicaments
biothérapeutiques, comprend les peptides recombinants et les protéines recombinantes tels
que les cytokines et les facteurs de croissance, les vaccins thérapeutiques, les anticorps
monoclonaux, les agents de thérapie génique incluant ceux qui emploient des vecteurs viraux,
et les virus thérapeutiques génétiqguement modifiés. Les produits thérapeutiques de I'ADN
sont produits a l'aide d'une variété de systemes hote/vecteur tels que : bactérie/plasmide,

cellule de levure/plasmide, cellule mammalienne/virus et cellule d'insecte/virus.

Cloning and Protein Expression

Transfer into Host Cell

Cloning into DNA Vector Expression
Screening/Selection

Source
DNA o
0. %
Target DNA
Possibly same Probably different Different cell expression
gene sequence vector system
Protein Production, Purificatio and Validationn,
Cell Cell Productionin  Recovery through Purification through Characterization and
Expansion Bioreactors filtration or chromatography Stability

centrifugation

I‘ \ Pﬂrq Purified
o ﬂ » di g i » G2

Different cell line, Different cell line, Different Different binding and Different methods,
growth media, method growth media, operating elution conditions reagents, reference
of expansion bioreactor conditions conditions standards

Figure 1: schéma générale de production d’un biomédicament
10



Au cours de la derniere décennie il s'est produit une croissance phénomeénale de I'innovation
et de la production des médicaments issus de la biotechnologie. Actuellement, des centaines
de programmes de recherche fondamentale et clinique en biotechnologie sont en cours, dans
I'espoir de soigner un jour des maladies encore incurables. Ces molécules permettent de
soigner la ou les thérapies traditionnelles chimiques n'ont pas su trouver de solutions [28].
Ainsi en 2007, plus de 325 millions de patients ont bénéeficié de traitements
biotechnologiques (dont les traitements géniques) pour empécher ou soigner des attaques
cardiaques et cérebrales, la sclérose en plaque, certaines infections virales, I'insuffisance
rénale, I'anémie, le cancer du sein, la fibrose cystique, la leucémie, I’hépatite, des maladies
génétiques rares, le diabéte et d’autres pathologies. Actuellement les produits
biotechnologiques représentent 40% du total des produits brevetées, avec plus de 600
traitements biotechnologiques qui sont en phase d’essai, pour traiter a terme plus de 100
pathologies [29].

- 210 traitements contre le cancer

- 50 traitements contre les maladies infectieuses

- 44 traitements contre les maladies auto-immunes

- 22 traitements contre le VIH et ses maladies opportunistes

- 22 traitements contre les maladies cardiovasculaires.

La spécificité des biomédicaments :

En générale, les médicaments chimiques présentent des composants assez simples, avec une
structure moléculaire relativement peu complexe. Les médicaments biologiques sont des
entités moléculaires trés développées, leurs poids moléculaires peut aller de 5 Kda (EX :
I’insuline) jusqu’a plus de 500 Kda (Ex : les IgM). Une molécule d’un médicament biologique
est une protéine composée d’une chaine de centaines d’acides aminés, au sein d’une structure
tridimensionnelle complexe. La nature exacte de cette conformation et cruciale pour I’activité

thérapeutique et les effets indésirables du produit [30].
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La structure et 1’activité des protéines, sont compliquées par une glycosylation et d’autres
modifications post translationnelles, entrainant une hétérogéneité. Les modéles de
glycosylation dit modeéles d’isoformes des protéines, dépendent de la cellule de production et

des conditions de culture [31].

Aspirine Interféron
Masse moléculaire 180 Masse Moléculaire 19400

Figure 2 : Structure moléculaire de 1’aspirine et de I’interféron

En effet la stabilité conformationnelle est assurée principalement, par des interactions
physiques, plutét faibles, qui font que les produits biologiques ou issus de la biotechnologie
soient particuliérement sensibles aux facteurs de 1I’environnement tels que les changements de
température, 1’oxydation, la lumiere, la teneur en ions et le cisaillement. Des conditions de
stockage strictes sont habituellement nécessaires pour préserver leur activité biologique et

empécher leur dégradation [32].
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Chapitre I1 :

Réglementation




I- la réglementation internationale :

Les normes et les lignes directrices relatives aux produits biotechnologiques ont été adoptées
par les organismes internationaux et multilatéraux comme l'organisation mondiale de santé
(OMS), l'organisation internationale de normalisation (ISO), le Conseil des Communautés
européennes (CCE), I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture
(FAO) et le Réseau de données relatives aux souches microbiennes ( Microbial Straines Data
Network(MSDN), ainsi que I'lCH( L'International Conference of Harmonisation) [33].

1) Les lignes directrices de I'ICH relatives aux produits biotechnologiques :

Des lignes directrices ont été élaborées par les membres de I’'ICH afin d'harmoniser la
documentation devant nécessairement accompagner la mise au point de médicaments et
I'évaluation réglementaire des produits contenant de nouvelles molécules ou des nouveaux
produits issus de la biotechnologie. L'OMS est admise au Comité directeur de I'lCH en qualité
d'observateur mais n'intervient pas directement dans la rédaction ou I'élaboration des

directives et n'exerce aucun contrdle sur leur approbation [34].

1-1) La ligne directrice Q5A :« Sécurité virale des produits biotechnologiques » :

La ligne directrice Q5A indique les données qui doivent étre présentées dans la demande de
commercialisation ou d’homologation des produits issus de la biotechnologie dérivés de
lignées de cellules caractérisées d’origine humaine ou animale (mammiferes, oiseaux,
insectes), et propose des approches pour I'évaluation du risque de contamination virale et pour
I'élimination des virus d'un produit qui contribuent a la sécurité¢ d’emploi des produits issus de

la biotechnologie dérivés de lignées cellulaires animales ou humaines (voir tableau 1) [35].
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Tableau |: Exemple d’épreuves virologiques pouvant étre

utilisées et limites de

épreuves.
EFRELVE PRODUITIVESSAT CAPACTTE DE LIMITE DE
LETECTION LETECTION
Production danticorps Lyzar de cellules et leur milien  Amntipenes wirams specifiques Antipenss pon infectiers dans les
de culiure systemes deprave ammans
Depistage des vins i Lyzat de cellules of lJeur milien ~ Large gamme de viros pathogenses Agent incapables de se repliquer ou de
ivg de culiure por bes bumams provoquer [ maladis dans ke systéme
depreine
Depistage des vims o Larpe pamma de viros pathogenes Agent incapables de s repliquer ou de
Vitrg pour ks bumains provoquer Iy maladis dans le systeme
depreinve
1. Caractérization dun 1. Lyzat de calhales et leur
temein celinlaire milien de culiure (pour la
culhre, des celliles miactes
doivent faire partse du produit
d'ezsad)
1 Deépistage dams = 2. Produit récolté du vrac non
procede de production ‘trarte ou bysat de celhles et
leur milizn de culhre
PIovenant da reacteur de
prodaction
MET sur Virns ef particules apparentées  des  Epreuve gqualittive ave identification
s
1. Substrat cellulaire 1. Celiules viablas
2. Surnapeant de cultore 2. Sumapg=ant de culrore
de tissa acelhilaire
Trapscrpiase mverse (TI)  Sumageant de cultore Feetrovins o expression de la TT i detecte que les enzymes doot
acelhulairs virale Tactivite et optimale dans des conditions
difficile a cause de la presence
denzymes celulxires; brait de fond aver
certams echantllons concentres
Infectivité par des Sumnageant de cultare Retrovinis infectiors RV incapabiles de se Epliquer ou de
retrovims (B acellulairs fommer des plages isoless dams le systems
depreuve chaisi
Coculiurs Calhiles viakles Petrovinus infectmr BV incapabiss de se mepliquer
1. Infactivite 1. Voir infectivite par BV ci-dessus
2. Titre de Ia MET 1. Voir MET ci-dessus*
3. Titre de 1a TI 3. Voir T1 ci-daszas
PCE. (amplification en Cellules, liquide de cultare st Séquences virales specifiquas Dies séquences amonces doivent ére
chaine par la polymerase)  auires matieres preésentes. Windique pas = le vins est

miBCiemrs

a Enum.ﬁ.ﬁuﬂ:ei&djsrhg:uleminﬂdessﬂdzsc&]bﬂesbﬂkﬂxs.

ces

1-2) La ligne directrice Q5B : « analyse des vecteurs d’expression dans les celllules

utilisées pour la production protéique dérivée de ’ADNr » :

Cette ligne directrice offre un guide pour la caractérisation des vecteurs d’expression utilisés

pour la production de produits protéiques recombinants au moyen de cellules eucaryotes ou

15



procaryotes. Et décrit les renseignements jugés utiles pour I’évaluation de la structure de ses
vecteurs d’expression servant a la fabrication de protéines dérivées de I’ADN recombinant
[36].

1-3) La ligne directrice Q5C : « Etude de stabilité des produits biotechnologiques » :
(Q5C) est une directive qui introduit le concept d’identification et de caractérisation du
produit ,elle fournit des explications détaillées sur les analyses et les épreuves physico-
chimiques, biochimiques, et immunochimiques qui doivent étre inclus dans 1’évaluation de
ou issu de la biotechnologie, et énonce des recommandations relatives a 1’évaluation de la
stabilité des protéines et les polypeptides bien caractérisés ainsi que les produits qui en
dérivent ou dont ils font partie et qui sont isolés de tissus, de liquides biologiques , de cultures
cellulaires, ou qui sont fabriqués au moyen de la technologie de I’ADN recombinant. Ainsi
cette ligne directrice adresse des méthodes d’évaluation, et de présentation des données de
stabilité pour des produits tels que les cytokines (interférons, interleukines, facteurs stimulant
les colonies, facteurs de nécrose de tumeurs), les érythropoiétines, les activateurs de
plasminogéne, les facteurs plasmatiques, les hormones et les facteurs de croissance, les
insulines, les anticorps monoclonaux et les vaccins composes de protéines ou de polypeptides
bien caractérisés [37].

1-4) La ligne directrice Q5D : «préparation et caractérisation des substrats
cellulaires » :

Dans cette ligne directrice, sont décrites les normes générales qu’il convient d’appliquer a la
préparation de lignées cellulaires humaines, animales et microbiennes devant servir a la
préparation de produits biologiques ou issus de la biotechnologie, ainsi qu’a la constitution et

a la caractérisation de banques de cellules utilisées a des fins de production [38].
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1-5) La ligne directrice Q6B: « Spécifications : méthodes analytiques et critére
d’approbation pour les produits biologiques et issus de la biotechnologie » :

La ligne directrice Q6B souligne les principes généraux pour 1’adoption et la justification,
dans la mesure du possible, d’un ensemble uniforme de spécifications internationales pour les
produits issus de la biotechnologie et pour les produits biologiques, afin d’appuyer de
nouvelles demandes de mise en marché.

Ainsi elle détaille I’ensemble des principes a prendre en considération dans 1’adoption de ces
spécifications telles que les méthodes de caractérisation, les considérations analytiques, le
contréle du procédé, les spécifications des pharmacopées, les limites de mise en circulation
par rapport au limites de durée de conservation, ainsi que des concepts statistiques.

Cette ligne directrice fournit aussi des éléments de spécification des substances
médicamenteuses, et du produit médicamenteux de point de vue : apparence, identité, pureté,

impuretés, puissance, et quantité) [39].

1-6) La ligne directrice S6 : « Evaluation au stade préclinique de la sécurité des produits
pharmaceutiques issus de la Biotechnologie » :

La ligne directrice S6 définit les principes généraux adoptés pour 1’évaluation de la sécurité
des produits biologiques ou issus de la biotechnologie, elle décrit les méthodes d’étude de
I’activité biologique, 1’activité pharmacodynamique, choix de I'espece ou du modéle animal,
le nombre et le sexe des animaux, le choix du mode dadministration et de la dose, et
I’immunogénicité.

Elle précise aussi les considerations particulieres a prendre en compte lors de cette évaluation
telles que les études de sécurité d’emploi pharmacologique, les études de toxicité a dose
unique et a doses répétées, les études d'immunotoxicité, les études de toxicité sur les fonctions
de la reproduction et le développement, les études de génotoxicité, les études de

carcinogenicité, ainsi que les études d’évaluation de la tolérance locale [40].
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I- L'Union Européenne (UE) :

L’Union Européenne a été la premiere a agir et a rechercher une dénomination capable de
répondre au cas particulier de ces médicaments. Plutdt que le terme «biogénérique», juge
inapproprié, ¢’est le terme «biosimilaire» qui a été retenu pour ces produits définis comme des
« nouvelles versions similaires au produit biologique de référence en termes de qualité,
d’efficacité et de sécurité ».

Leur autorisation est régie par la nouvelle Iégislation pharmaceutique européenne en vigueur
depuis novembre 2005 (directive 2004/27/CE) qui prévoit une période de protection des
données jusqu’a 11 ans a partir de I’autorisation de la spécialité de référence. Ce n’est qu’a

I’issue de cette période que les biosimilaires peuvent accéder au marché.

1) Les directives européennes :

La directive 2004/27/CE :

La directive 2004/27/CE du Parlement européen et du Conseil du 31 mars 2004 modifie la
directive 2001/83/CE instituant un code communautaire relatif aux médicaments a usage
humain. Ainsi, aprés la modification de ’article 10 :

- On entend par « médicament générique » (82. (b)): Un médicament qui a la méme
composition qualitative et quantitative en substances actives et la méme forme
pharmaceutique que le médicament de référence et dont la bioéquivalence avec le
médicament de référence a été démontrée par des études appropriées de biodisponibilité.

- (8 4) Lorsqu'un biomédicament qui est similaire a un biomédicament de référence ne remplit
pas les conditions figurant dans la définition des médicaments génériques, en raison
notamment de differences liées a la matiére premiére ou de différences entre les procédés de
fabrication du biomédicament et du biomédicament de référence, les résultats des essais
précliniques ou cliniques appropriés relatifs a ces conditions doivent étre fournis.

- Le type et la quantité des données supplémentaires a fournir doivent satisfaire aux criteres

pertinents figurant dans une annexe de ce document (I’annexe I), et les lignes directrices
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détaillées afférentes. Les résultats d'autres essais figurant dans le dossier du médicament de

référence ne doivent pas étre fournis [10].

2) Les principales lignes directrices européennes (guidelines) :
2-1) Lignes directrices genérales CHMP/437/04 -

La non-applicabilité de I’approche « générique » pour le développement des médicaments
biosimilaires a conduit ’"EMEA a réfléchir aux conditions de développement que devraient
remplir ces médicaments pour pouvoir étre mis sur le marché.

En 2004, PEMEA a édité des recommandations qui décrivent la voie de développement
« biosimilaires » pour ces nouvelles molécules, basée sur la comparabilité en termes de

qualité, d’efficacité et de tolérance avec le produit de référence [41].

C’est ainsi que la série de lignes directrices CHMP/437/04 adoptée en 2005 marque
I’introduction du concept de « produits médicaux biosimilaires ».et les principes clés pour le

développement des médicaments biosimilaires [42].

Guide de
I'utilisateur

Soumis en 2004/
adopte en 2003

Protéines dérivées de la biotechnologie
Qualité Qualité
Soumis en 2005/ CHMP/BIMW P/49348/2005 -
adopté en 2006 < fevrier 2006
(Non) Clinique Clinigue/Non clinique
Soumis en 2005/ CHMP/BMW P/42832/2005 -
adofoté en 2006 L Adopté en février 2006
Classes de - . .
médicaments Insuline Somatropine Epoietine  o-qp Autres...
-Insuline, hormone de T T T T .
croissance, EPO, 3CSF Pl I oo oo o oo
{adopté en 2008) o et ot ot et
HFN o, héparine de has - - - - - -
poids moléculaire (adopté en

2007)

Figure 3 : les principales lignes directives.
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Les guidelines suivantes adoptées en 2006 envisagent les aspects relatifs a la qualité et
précisent les démarches cliniques et non cliniques a suivre. Plusieurs points sont abordés dans
ces guidelines :

- L’approche générique apparait non appropriée, par rapport a la complexité des structures
et/ou production moléculaires,

- Le concept de biosimilaire est appliqué a tous les produits biologiques approuvés apres
I’expiration des brevets d’exploitation des médicaments biologiques de référence.

- La biosimilarité entre la nouvelle molécule et le produit de référence doit étre établie a
différents niveaux : Qualité/Sécurité/Efficaciteé.

- Chaque produit est clairement identifié pour mettre en place un dispositif de
pharmacovigilance.

- Les classes spécifiques des molécules ont été déterminées.

- Quand la voie d’administration, la posologie, ou la forme sont différentes : mise en place

d’essais cliniques ou non cliniques [43].

2-2) Les lignes directrices pour la qualité :

2-2-1) CPMP/BWP/3207/00 :

La ligne directrice sur la comparabilité des produits pharmaceutiques contenant les protéines
issues de Biotechnologie en tant que substance active : recommandations concernant la
qualité. Cette ligne directrice représente la premiere ligne directrice qui offre les

recommandations genérales relatives a la qualité des produits biologiques [44-45].

2-2-1) CHMP/49348/05 :

Produits pharmaceutiques biologiques similaires contenant les protéines issues de
biotechnologie en tant que substance active : recommandations concernant la qualite.

Cette directive est constituée essentiellement de deux parties : une partie qui concerne la
qualit¢ des médicaments biosimailaires. L’autre partie détaille la démonstration de la

comparabilité d’un médicament biosimilaire avec celle d’un produit de référence [43].
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L’objectif de cette directive est de traiter les aspects relatifs a la qualité des médicaments
biosimilaires et d’établir les conditions de qualit¢ pour qu’un produit biologique Ssoit
considéré comme similaire a un produit biologique de référence déja autorisé sur le marché,
Cette directive adresse les exigences de ’EMEA concernant le processus de fabrication, les
méthodes analytiques d’évaluation de la comparabilité, les criteres adoptés pour choisir un
produit de référence, ainsi que la caractérisation chimique et biologique du produit
biosimlaire.

Elle précise que le dossier de demande d’AMM, doit contenir les mémes données sur la
qualité et la sécurité du produit biosimilaires par rapport au produit biologiques de référence.
Elle indique aussi que I’exercice de comparabilité peut se faire par rapport a des données
officielles : monographies de la pharmacopée, guidelines de I'ICH, des publications
scientifiques, de telles comparaisons du principe actif et du produit fini sont cependant limités
et insuffisantes pour établir tous les aspects de cette évaluation. C’est pour cette raison
I’EMEA exige la réalisation d’un exercice étendu de comparabilité est pour démontrer que le
biosimilaire et le produit biologique de référence possedent les mémes profiles en termes de
qualité, sécurité, et d’efficacité. [43-46]

2-3) Les lignes directrices pour les essais non cliniques et cliniques :

2-3-1) CPMP/ICH/5721/03 :
(Ligne directrice Q5E d'ICH) 4éme édition. Note de recommandations sur les produits

biotechnologiques/biologiques suite a un changement de procedé de fabrication [44].

2-3-2) CHMP/42832/05 :

Ligne directrice sur le développement des produits pharmaceutiques biologiques similaires
contenant les protéines issues de Biotechnologie en tant que substance active : les
recommandations concernant les essais non-cliniques et cliniques.

Avant de lancer le développement clinique d’un médicament biosimilaire, des études non

cliniques devraient étre réalisées. Ces études devraient étre des études comparatives, et en
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méme temps capables de détecter des différences de réponse entre le biosimilaire et le produit
de référence.

pour démontrer la comparabilité clinique entre le biosimilaire et le produit de référence en ce
qui concerne les parametres pharmacocinétiques principaux, des études comparatives
pharmacocinétiques devraient étre réalisées, la conception des ces études ne devraient pas
nécessairement suivre le méme plan standard de comparabilité clinique, puisque autre que la
similitude en termes d’absorption, et de biodisponibilité, I’étude de comparabilité doit inclure
d’autres données supplémentaires telles que les caractéristiques d’élimination et le temps de

demi-vie d’élimination [47].

2-3-3) CHMP/BMWP/101695/06 :
Comparabilité des produits pharmaceutiques issus de biotechnologie aprés un changement du

processus de fabrication : essais cliniques et non-cliniques [44].

2-3-4) CHMP/BMWP/14327/06 :

Ligne directrice sur 1’évaluation d'immunogeénicité des protéines thérapeutiques issus de
biotechnologie, cette ligne directrice offre un cadre général de la réglementation de ’EMEA
en ce qui concerne I’immunogénicité des biosimilaires, ainsi elle énumere 1’ensemble des
critetres dont les développeurs d’un médicament biosimilaire doivent répondre pour leur
demandes d’autorisation, ou lors de tout changement au niveau du processus de production
capable d’affecté la qualité et I’innocuité du produit biosimilaire, ainsi elle traite les facteurs
qui pourraient influencer 1’immunogénicité des produits biosimilaires lors des différentes
étapes de leurs développement, elle détaille également 1’ensemble des méthodes d’évaluation
du potentiel immunogénique des biosimilaires lors des essais précliniques et cliniques.

Enfin et dans le cadre de la pharmacovigilance post-marketing la ligne directrice recommande
la necessite d’établir un plan de gestion des risques et la mise en place d’un systéme de

pharmacovigilance qui tient compte des risques potentiels identifiés auparavant. [48]
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Guideline on

Guideline o -
ez Similar Biological Medicinal Products

générale

Qualite Guideline on Similar Biological Products Containing
Biotechnology- derived Proteins as Active Substance:

Quality Issues
Préc_"[]ique Guideline on Similar Biological Products Containing
et clinique Biotechnology- derived Proteins as Active Substance:
Non-Clinical and Clinical Issues
Annexes G-CSF Erythropoiétine Insuline hGH

recombinant recombinante recombinante recombinante

Figure 4 : structure hiérarchique des guidelines de "TEMEA

2-4) Les lignes directrices spécifiques aux produits :
Comme chaque famille des biosimilaires est unique, des annexes spécifiques, ainsi que des
annexes modifiées ont été publiées pour la somatropine, I’insuline, le G-CSF, I’interféron

alfa, 1’érythropoiétine, les héparines de faible poids moléculaire :

2-4-1) CHMP/313229/05 :

Annexe de la ligne directrice sur le développement des produits pharmaceutiques biologiques
similaires contenant les protéines issues de biotechnologie en tant que substance active :
issues non-cliniques et cliniques, recommandations sur le développement des produits
pharmaceutiques biosimilaires contenant le facteur de croissance stimulant granulocytaire

recombinant [49].

2-4-2) CHMP/94528/05 :

Annexe de ligne directrice sur le développement des produits pharmaceutiques biologiques
similaires contenant des protéines issues de biotechnologie en tant que substance active :
Issues non-cliniques et cliniques, recommandations sur le développement des produits

pharmaceutiques similaires contenant la somatropine [50].
23



2-4-3) CHMP/32775/05 :

Annexe de la directive sur les produits pharmaceutiques biologiques similaires contenant les
protéines issues de biotechnologie en tant que substance active : issues non-cliniques et
cliniques — recommandations sur le développement des produits pharmaceutiques semblables

contenant I'insuline humaine recombinante [51].

2-4-4) CHMP/94526/05 :

Annexe de ligne directrice sur le développement des produits pharmaceutiques biologiques
similaires contenant les protéines issues de biotechnologie en tant que substance active :
Issues non-cliniques et cliniques, recommandations pour le développement des produits

pharmaceutiques similaires contenant les érythropoiétines recombinantes [52].

2-4-5) CHMP/BMWP/102046/06 :
Ligne directrice sur les Produits pharmaceutiques similaires contenant l'interféron

recombinant alfa autant que substance active [53].

2-4-6) CPMP/BWP/1113/98 :
Document de concept : Développement d'une directive sur la comparabilité des produits issus
de biotechnologie [54].

2-4-7) CHMP/BMWP/7241/2006 :

Annexe de la directive sur les produits pharmaceutiques biologiques similaires contenant des
protéines issues de biotechnologie en tant que substance active : recommandations sur le
développement non clinique des produits pharmaceutiques biologiques similaires contenant

I'Interféron recombinant [55].
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2-4-8) CHMP/BMWP/496286/06 :

Produits pharmaceutiques biologiques similaires contenant les héparines de faible poids
moléculaire : recommandations de développement non-cliniques (cette ligne directrice
détaille les recommandations de la ligne directrice CHMP/BMWP /118264/07) [56].

2-4-9) EMEA/CHMP/BMWP/17073408 :
Révision des conseils sur les produits pharmaceutiques similaires contenant les

érythropoiétines recombinantes [57].

2-4-10) EMEA/CHMP/114720/2009 :
Recommandations sur 1’évaluation d'immunogénicité des anticorps monoclonaux destinés a

I'utilisation clinique in vivo [58].

2-4-11) Les lignes directrices publiées en 2010 :

= EMA/CHMP/BMWP/94999/2010 :
Document de concept pour le développement des médicaments biosimilaires contenant la

FSH (follicule stimulation hormone) recombinante [59].

» EMEA/CHMP/BMWP/86572/2010 :
Document de concept pour le développement des médicaments biosimilaires contenant

I’interféron béta recombinant [60].

= EMEA/CHMP/BMWZP/301636/2018.Corr (ligne directive corrigée et adoptée le
01/10/2010) :
Ligne directrice sur le développement clinique et non clinique des médicaments biosimilaires

contentant 1’érythropoiétine recombinante [61].
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= EMEA/CHMP/BMWP/403543/2010 :
Ebauche de guideline pour le développement des médicaments biosimilaires contenant des
anticorps monoclonaux autant que principe actif [62].
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Tableau 11 : Les lignes directrices de ’EMEA classées selon 1’ordre chronologique de leur
apparition.

Numéro de Référence de la directive Titre de la directive Date

Directives sur la qualité La comparabilité des médicaments contenant des protéines DP : Dec 2003

CHMP/BWP/3207/00 issues de biotechnologie autant que principe actif : DA : Oct 2003
recommandations sur la qualité.

CHMP49348/05 Les médicaments biologiques similaires contenant des protéines  DP : Fév. 2006
issues de biotechnologie autant que principe actif : DA : Jun 2006

recommandations sur la qualité

Directives spécifiques aux produits
CHMP/31329/05 Annexe de la guideline sur les biosimilaires concernant les DP : Fév 2006
recommandations sur les essais cliniques et non cliniques : DA : Jun 2006
directive relative aux produits biosimilaires de la G-CSF.

CHMP/94528/05 Annexe de la guideline sur les biosimilaires concernant les DP : Fév 2006
recommandations sur les essais cliniques et non cliniques : DA : Jun 2006
directive relative aux produits biosimilaires de la somatropine.

CHMP/32775/05 Annexe de la guideline sur les biosimilaires concernant les DP : Fév 2006
recommandations sur les essais cliniques et non cliniques : DA : Jun 2006

directive relative aux produits biosimilaires de I’insuline

humaine recombinante
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CHMP/94526/05

CHMP/BMWP/1182264/07

EMEA/CHMP/BMWP/301636/2008

Projet de ligne directrice
CHMP/BMWP/102046/06

EMEA/CHMP/BMWP/403543/2010
Dossiers de conception

CPMP/BWP/1113/98

CPMP/BMWP/7241/2006

CPMP/BMWP/7241/2006

EMEA/CPMP/BMWP/170734/08

EMA/CHMP/BMWP/86572/2010

EMA/CHMP/BMWP/94899/2010

Annexe de la guideline sur les biosimilaires concernant les
recommandations sur les essais cliniques et non cliniques :
directive relative aux produits biosimilaires de

I’érythropoiétine recombinantes

Les produits biologiques similaires contenant les héparines a

bas poids moléculaire.

Ligne directrice révisée sur le développement non clinique et
clinique des médicaments biosimilaires contentant

I’érythropoiétine recombinante.

Les produits biologiques similaires contenant

I’interféron alfa recombinante

guideline pour le développement des médicaments biosimilaires

contenant des anticorps monoclonaux autant que principe actif

Développement de la guideline du CPMP relative a la

comparabilité des produits issus de biotechnologie.

Annexe de la guideline sur les biosimilaires concernant les
recommandations sur les essais cliniques et non cliniques :

directive relative aux produits biosimilaires de I’interféron alfa.

Recommandations sur les essais cliniques et non cliniques
relatives aux biosimilaires des héparines de bas poids
moléculaire

Révision de la directive relative aux biosimilaires de
I’érythropoiétine recombinante

Document de concept pour le développement des médicaments

biosimilaires contenant I’interféron béta.

Document de concept pour le développement des médicaments
biosimilaires contenant la FSH (follicule stimulation hormone)

recombinante.

DP:
DA

DP

DP:
DA

DP:

DP:

DP

DP

DP

DP

DP:

DP:

Mar 2006
Jul 2006

: Avr 2006
DA

Oct 2006

Mar 2006
Oct 2006

Oct 2007

Nov 2010

:Jun 1998

: Apr 2006

: Jan 2007

: Jul 2008

Mar 2010

Mar 2010

EP : date de publication ED : date d’application
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II- LA LEGISLATION CANADIENNE :

Concernant les produits biologiques, 1’opinion de 1’agence canadienne est en tout point
semblable a celle de PEMEA. En préambule, cette derniére indique clairement que les
produits biologiques fabriqués a partir d'animaux, de micro-organismes ou par I’utilisation
d’animaux ou de microorganismes (bactéries, levures), présentent une structure plus
complexe avec un contenu qui tend a varier davantage que les médicaments synthétisés par
voie chimique. L’agence canadienne rappelle que les médicaments biologiques sont labiles et
sensibles aux variations des procédes de fabrication. L'utilisation de matieres premieres
biologiques, de cellules productrices et de milieux de fermentation comporte donc des risques
(présence de contaminants, de virus etc....).

Pour cette raison, I’agence précise qu’il doit étre accordé une attention particuliére au controle
des matieres premieres, a l'inactivation des virus et a toutes les étapes de purification et
d'analyse des produits. Elle prévient que toute altération ou modification touchant les matieres
premiéres, les procédés de fabrication, I'équipement ou les installations peut avoir des
répercussions importantes et inattendues sur les produits intermédiaires et/ou finaux [63].
Selon les recommandations canadiennes, les essais cliniques comparatifs sont essentiels pour
démontrer la similarité des profils d’efficacité et d’innocuité entre le PBU et un médicament
biologique de référence (devant étre déja commercialisé au Canada). Seules quelques
exceptions, telles que les hormones de croissance ou les insulines humaines recombinantes, se
satisferont d’une étude clinique comparative vérifiant uniquement I’innocuité. Pour les autres,
la similarité devra étre démontrée par des essais cliniques d’équivalence, toujours préférables
a des essais de non-infériorité. Comme en Europe, aucune indication n’est donnée sur le
nombre de patients a inclure dans les essais, par contre les études cliniques comparatives
devront étre congues de facon a compter un nombre suffisant de patients traités sur une
période acceptable pour détecter des différences majeures entre le PBU et le produit
biologique de reférence.

A noter que ’analyse de I’immunogénicit¢ du PBU devra se faire dans le cadre d’études

specialement congues.
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Autre point important concernant le PBU, 1’agence met 1’accent sur la nécessité¢ de disposer
d’un plan de gestion de risque avec les mémes exigences que celles liées aux nouveaux
médicaments biologiques, avec un suivi particulier de I’immunogénicité. A noter que ce plan
devra étre mis en place et conserve tout au long de la vie du produit.

L’agence canadienne est plus floue que PEMEA sur la nécessit¢ de réaliser des essais
cliniques comparatifs pour chaque indication d’un méme produit biologique. Néanmoins, les
experts canadiens précisent que lorsque le médicament biologique de référence ne possede
pas I’indication clinique recherchée, des données complétes sur les essais cliniques doivent

étre fournies a I’appui de cette indication [7-64].

Les principales pointes de la législation canadienne:

L’agence de santé canadienne, a publié ses guidelines relatives a la copie de produits
biologiques (biosimilaires). Appelés Produits Biologiques Ultérieurs — PBU (ou Subsequent
Entry Biologics — SEBS), ceux-ci se trouvent encadrés de manicre aussi stricte qu’en Europe
quant a la nécessité de réaliser des essais cliniques comparatifs.

Les concepts et principes fondamentaux du cadre réglementaire s’appliquant aux PBU :

- Le demandeur d’AMM doit présenter les preuves nécessaires afin d’appuyer tous les aspects
d’une demande d’autorisation, ainsi que les décisions réglementaires concernant les PBU
seront fondées sur la loi et le réeglement sur les aliments et drogues. Les concepts et les
principes scientifiques et réglementaires faisant partie des cadres réglementaires actuels visant
les produits biologiques, pharmaceutiques et génériques servent de fondement au cadre
réglementaire s’appliquant aux PBU.

- L’autorisation d’un ensemble réduit de données cliniques et non cliniques pour un PBU
repose sur la démonstration d’une similarité¢ entre le PBU et le médicament biologique de
référence adéquat.

- Les PBU ne sont pas des « drogues biologiques géneriques » par conseéquent, bon nombre de

caractéristiques associées au processus d’autorisation et a [’utilisation commerciale des
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médicaments génériques ne s’appliquent pas, c’est pour cette raison que 1’autorisation d’un
produit & titre de PBU ne constitue pas une déclaration d’équivalence thérapeutique ou
pharmaceutique avec le médicament biologique de référence.

- Une présentation de PBU impligue une comparaison avec un autre produit. Ainsi, toutes les
lois et tous les principes touchant les brevets et la propriété intellectuelle énoncés dans le
reglement sur les aliments et drogues (protection des données), le réglement sur les
médicaments brevetés (avis de conformité) et la loi sur les brevets s’appliquent aux PBU.
-Une fois qu’un avis de conformité (AC) est émis, le PBU constitue un nouveau médicament
biologique et est réglementé comme tout autre nouveau médicament biologique. Un PBU ne
peut cependant servir de médicament biologique de référence pour une autre présentation de
PBU [7-64].

3) les lignes directrices :
Pour les lignes directrices 1’agence canadienne de santé adopte les lignes directrices de I’'ICH
relatives aux produits biotechnologiques et une ligne directrice spécifique aux produits

biologiques ultérieures pour I’approbation des produits biosimilaires.

Les lignes directrices de I’'ICH :
Q5A, Q5B, Q5C, Q5D, Q6B, S6 (cf. pages 14-17)

Lignes directrices spécifiques aux produits biologiques ultérieures : « lignes directrices a
P’intention des promoteurs : exigences en matiére de renseignements et de présentation
relatives aux produits biologiques ultérieurs (PBU) »

Ce document adresse des recommandations concernant les PBU, aux demandeurs d’AMM
pour leur permettre de satisfaire aux exigences en matiere de renseignements et de
réglementation relevant de la loi et du reglement sur les aliments et drogues pour ce qui est de
I’autorisation des produits biologiques ultérieurs (PBU) au Canada.

Le document est constitué de cing chapitres :
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Le premier chapitre décrit le cadre 1égislatif genéral applicable a ces produits : les brevets, la
propriété intellectuelle et la protection des donneées, les critéres de choix du Médicament
biologique de référence. Le deuxiéme chapitre porte sur les exigences en matiére de
renseignements relatives aux demandes d’essais cliniques, les exigences en matiére de
renseignements pour présentations de drogue nouvelle comme les renseignements sur la
qualité, les renseignements cliniques et non cliniques, ainsi que le plan de gestion des risques
sont détaillées dans le troisiéme chapitre.

Le quatrieme chapitre met en évidence les exigences applicables aux PBU apres leurs
commercialisation telles que le signalement des réactions indésirables, 1’établissement de
rapports périodiques de pharmacovigilance, il détaille aussi les cas dans lesquelles 1’agence
canadienne peut prendre la décision de suspendre d’une maniére déterminée ou indéterminée
la commercialisation d’un produit biologique ultérieur.

Le dernier chapitre précise les exigences de 1’agence en matiere d’étiquetage pour ces
produits.

Dans ce document 1’agence canadienne insiste sur la nécessite d’harmonisation avec d’autres
organismes de réglementation compétents et d’organismes internationaux, comme
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) [7].
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III) Les Etats-Unis :

1) Avant la réforme du systéme de santé :

Durant cette phase les lois qui existaient n’étaient pas assez suffisant pour encadrer la

problématique des biosimilaires aux Etats-Unis. Trois principales lois régissent 1’autorisation

des medicaments, dont les médicaments biologiques :

- la loi «public health service (PHS Act) » de 1902 relative aux medicaments biologiques
traditionnels comme les vaccins [65].

- la loi « Food, Drug, and Cosmétic (FD&C Act » de 1938) relative aux médicaments de

petite taille moléculaire [66].

- la loi « Hatch Waxman Act » de 1984, relative aux médicaments génériques, en incluant les

médicaments biologiques [67].

2) Apres laréforme du systeme de santé :

Le 21 mars 2010, le congrés américain a promulgué une nouvelle Iégislation concernant une
réforme du systéme de santé aux Etats-Unis, connu sous le nom de « Patients Protection and
Affordable Care Act » [68].

Cette loi comprend une partie relative aux produits biologiques intitulée « Biologics Price
Competition and Innovation Act » qui permet a la FDA (Food and Drug Administration)
d’instauré des lois relatives a la commercialisation de ces produits [69].

La loi sur les biosimilaires contient de nombreuses similarités avec la loi régissant la
procédure de développement des médicaments génériques qui a été adopté en 1984 Hatch-

Waxman Act.
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3) Les principales caracteristiques de la nouvelle législation américaine en matiéere de

biosimilaires :

3-1) Definition appropriée du médicament biosimilaire ou (follow on biologic) :

Un meédicament biosimilaire est défini Comme étant un meédicament dont la biosimilarité a éte
approuvé telle que la définition dans la sous section (k) :

a) que le produit biologique est fortement similaire a un produit de référence malgré des
différences mineures dans les composants médicalement inactifs.

b) I’absence de toute différence médicalement significative entre le produit biologique

similaire et le produit de référence en termes d’activité, pureté, et sécurité du produit [66-68].

3-2) Interchangeabilité :

Un produit biologique similaire est considéré interchangeable si les conditions suivantes sont

remplies :

- le produit biologique peut étre substitué au produit de référence sans I’intervention du
praticien qui a prescrit le produit de référence.

- peut produire le méme résultat clinique que le produit de référence.

- le produit ne présente aucun risque additionnel de point de vue sécurité lors d’une

commutation possible entre le produit de référence et le biosimilaire.

- La voie d’administration, la forme galénique, et ’efficacité doivent étre identiques pour le
biosimilaire et le produit de référence.

- Les conditions d’utilisation pour le biosimilaire ont été approuvées pour le produit de

référence [70-72].

3-3) Les études de comparabilité :

- Le demandeur doit établir la biosimilarité a travers :

- Des études analytiques qui doivent prouver que le biosimilaire est fortement semblable au
produit de référence, malgré 1’existence de certaines différences mineures en constituants

inactifs (excipients).
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- Des etudes établies chez les animaux (comprenant des études de toxicité) ;

- Des études cliniques (d’immunogénicité y compris des études de pharmacocinétique et/ou
pharmacodynamique) pour démontrer la sécurite, la pureté et I’efficacité dans une ou
plusieurs conditions pour lesquelles le produit de référence est approuvé.

Le demandeur doit montrer également que le produit de référence et le biosimilaire,
possedent tous les deux le méme mécanisme d’action, si ce dernier est élucidé [71-72].

Dans certain cas la FDA peut dispenser le demandeur d’AMM de la réalisation d’une ou

plusieurs de ces études.

3-4) Le Développement de la liste des brevets :

- le demandeur doit envoyer un avis de sa demande au propriétaire des brevets du produit de
référence

- la FDA fixe un intervalle de temps bien défini pour permettre I'échange d'information sur le
dossier et en matiére de brevets (8 mois apres le dép6t de la demande auprés de la FDA) [66-
67].

3-5) L’exclusivité des données
v" Produit de référence :

Les médicaments biologiques de référence recoivent 12 ans d'exclusivité pour la premiére
approbation, aucune exclusivité n’est accordée pour les nouvelles indications, nouveau
dosage, nouvelle voie d’administration, ou un nouveau systeme de livraison, etc.., ou toutes
les modifications qui n'affectent pas la sécurité, la pureté ou 1’efficacité du produit de
référence.

Les demandes de développement d’un produit biosimilaire (essais de caractérisations essais
précliniques, cliniques...) ne peuvent pas étre acceptées par la FDA pendant au moins 4

annees apres la date d’approbation du produit de référence la premiere fois [70-72].
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v' Biosimilaire:

D’une maniére identique a la loi« Hatch-Waxman », qui accorde une période de 180 jours
d’exclusivité sur le marché aux premiers demandeurs de médicaments génériques», la loi sur
les biosimilaires donne également pour le premier produit biosimilaire une période
d’exclusivité. Mais pour qu’un biosimilaire bénéfice de cette exclusivité. Il doit étre approuve
interchangeable avec le médicament biologique de référence car seuls les produits considéres
interchangeables sont habilités a cette exclusiviteé.

La durée d’exclusivité est geénéralement de 12 mois pour le premier biosimilaire
interchangeable. Toutefois le délai dépend d’un certain nombre de facteurs étudiés par la FDA

au cas par cas [71-72].
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Tableau IV : Comparaison de certaines dispositions clés des projets de loi biosimilaires et la

loi Hatch-Waxman

Réglement

Waxman bill

Eshoo bill

Hatch-waxman act

Durée d’exclusivité

(HR 1427)
Nouveau produit : 5 ans*

Nouvelle indication : 3
ans?
Application pédiatrique :

6 mois additionnels®

(HR 1548)
Nouveau produit : 12 ans®

Nouvelle indication : 14 ans?

Application pédiatrique : 6 mois

additionnels®

Nouveau produit : 5 ans*
Nouvelle indication :
3ans?

Application pédiatrique : 6

mois additionnels 3

essais clinique a nouveau ?

Non

Oui

Non

Interchangeabilité

Oui

Pas d’interchangeabilité,

Celle-ci n’est accordée que dans

des cas limités

Oui

La notification des brevets

Pas d’exigences en
matiére de brevets pour
le demandeur du
biosimilaire.

En revanche le titulaire
de ’AMM du produit de
référence doit établir une
liste des brevets de
protection du produit,
dans les 60 jours qui suit
le dép6t de la demande
de développement du
biosimilaires auprés des
autorités

Les brevets de protection
du produit ou de son
utilisation doivent étre
enregistrés par le titulaire
du produit de référence

dans “’I’orange book’’

'Estimée & partir de la date de la premiére autorisation du nouveau produit contenant la méme protéine

thérapeutique.

’Estimée a partir de la date d’approbation de la premiére nouvelle indication.

% ajoutée a la date d’expiration de la période d’exclusivité accordé pour un nouveau produit, ou une nouvelle

indication.
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Malgré ce manque de réglementation, des biosimilaires sont déja commercialisés sur le
marché américain. Le premier a avoir obtenu I’AMM de la FDA est I’Omnitrope® de Sandoz
en 2006, sur la base d’un dossier complet (BLA). Le débat sur les médicaments biosimilaires
au Etats-Unis est loin d’étre clos, d’autant que la législation américaine est appelée a évoluer
et que d’autres questions d’ordre réglementaire, comme 1’interchangeabilité et la durée des

essais cliniques, restent en suspens.
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IV) La législation Marocaine :

Actuellement au Maroc, il n’existe aucun réglement spécifique aux biosimilaires. Cependant
on assiste a une augmentation des dépbts de dossiers des médicaments issus de la
biotechnologie en vue de 1’octroi de I’AMM.
Tous les produits sont importés et donc ont déja obtenu I’AMM dans leurs pays d’origine.
Pour les contrdles, ils sont réalisés conformément aux dossiers techniques et aux référentiels
internationaux en vigueur. En ce qui concerne 1’évaluation, elle est réalisée selon les
recommandations des circulaires ministérielles n°48 et 49.
Le dossier d’AMM pour les produits biologiques similaires est compose de :

* La documentation pharmaceutique

* La documentation toxicologique et pharmacologique

* La documentation clinique

* La documentation virologique
Les référentiels :

*Les pharmacopées en vigueur :

Selon ’origine du produit, la pharmacopée européenne, japonaise ou américaine

*Les normes ICH :
= Q5A : Sécurité virale des produits biotechnologiques

= Q5B :analyse des vecteurs d’expression dans les cellules utilisees pour la
production protéique dérivée de I’ ADNr

= Q5C : Etude de stabilité des produits biotechnologiques

= Q5D :Preparation et caractérisation des substrats cellulaires

= Q6B : Spécifications : méthodes analytiques et critére d’approbation pour les

produits biologiques et issus de la biotechnologie

v' Les guidelines et directives Européennes (EMEA) :

La directive 2004 /27 et les lignes directrices spécifiques aux produits.

39



v Le guide des bonnes pratiques de fabrication.

v' Les circulaires du Ministére de la Santé : circulaires ministérielles n°48 et 49 [73].
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Chapitre I11 :
Développement d"un

médicament Biosimilaire




I- Les étapes de développement d’'un médicament biosimilaire :

De part leur nature protéique, la structure chimique des biomédicaments est plus complexe
que celle des médicaments classiques. Le développement et le processus de production des
biomédicaments impliquent des compétences spécifiques en biotechnologie, que ce soit pour
la production du princeps ou la mise au point d’un biosimilaire [74]. Mais a cette difficulté
s’ajoute celle 1ié¢ au fait que les modalités de fabrication de la molécule princeps ne sont pas
rendues publiques lors de levée du brevet, ce qui obligeant les fabricants de biosimilaires a
identifier par eux-mémes le procédé de fabrication permettant la production des biosimilaires.
Ainsi, le temps de développement des biosimilaires est estimé a cing a huit ans en moyenne,
alors qu’il n’est que d’un a deux ans pour les génériques classique. Si le colt de
développement d’un générique classique s’éléve a 5 M€ en moyenne, il est estimé entre 30 a
80 ME€ pour les biosimilaires, Cette augmentation importante des colts de développement
s’explique aussi par la nécessité de s’équiper d’une unité de bioproduction (d’un codt de 200 a
400 millions d’euros) et I'utilisation de matériaux de base 20 a 100 fois plus chers que pour
les médicaments classiques [75].

C’est pour ces raisons que ’EMEA a instauré un cadre légal au développement de cette
nouvelle génération de molécules qui ne pouvaient s’assimiler aux médicaments génériques
compte tenu de la complexité de leur fabrication,

Outre les exigences classiques demandées pour D’enregistrement d’un biomédicament
(démonstration de la qualité, de 1’efficacité, et de I’innocuité du produit), la réglementation de
I’EMEA exige de prouver que le biosimilaire est comparable au produit de référence en terme
de qualité, d’efficacité et de sécurité. Concernant la qualité, I’exercice de comparabilité entre
le biosimilaire et le biomedicament de référence doit étre effectué avec des techniques
sensibles de pointe permettant la détection de variations mineures entre les deux produits.
Concernant D’efficacité et la sécurité, le méme type d’exercice de comparabilité du
biosimilaire par rapport au produit de référence est demandé dans la directive
CHMP/42832/05[43].
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Figure 5: Cot de développement d’un médicament biosimilaire et taux de réduction du prix
de vente du médicament.

1) les essais précliniques :

Des études non cliniques comparent le biosimilaire au produit de référence pouvant détecter
des différences mineures de réponse entre les deux doivent étre effectuées. La réalisation de
ces essais doit étre effectuée avec des technologies de pointe. Les essais précliniques
comprennent deux types d’essais : des essais in vitro et des essais in vivo.

1-1) Les essais précliniques in vitro :

Des études précliniques in vitro sont exigées, comme des tests de liaison ligand-récepteur ou
des tests basés sur ’utilisation de lignées cellulaires.

Les tests in vitro sont basés sur une réponse cellulaire quantifiable aprés stimulation par un
agent [76]. Ces tests sont realisés pour établir la comparabilité de la réactivité du biosimilaire

par rapport au produit de référence.
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Plusieurs variantes de tests in vitro sont utilisées :

1-1-1) Tests de liaison ligand —récepteur :
Exemples des techniques utilisées pour 1’évaluation de la liaison ligand-récepteur :

Une technique basée sur la prolifération d’une lignée cellulaire induite par le médicament a
étudier. Cette prolifération est mesurée par I’intermédiaire de thymidine tritiée ou d’un
composé non radioactif (méthylthiotétrazole par exemple) introduit dans I’ADN cellulaire.
Wei et al. Ont développé cette technique utilisant la thymidine tritiée pour quantifier une

érythropoiétine recombinante humaine dans le plasma [77].

Une technique basée sur I’activation d’un geéne rapporteur aprés liaison du médicament a
analyser utilisant la B-galactosidase ou la luciférase comme marqueur d’activation du géne. La
quantification du médicament est indirecte et fonction de la liaison médicament-récepteur
[78]. Vrolijk et al. Ont développé une technique de ce type pour doser I’interféron-a, basée

sur I’activation d’un geéne du virus de I’hépatite C (HCV) reli¢ a une luciférase.

Une technique basée sur 1’activation d’un récepteur aux kinases ou Kinase Receptor
Activation Assay (KIRA). Les récepteurs cibles du médicament sont liés a une enzyme qui est
activée par la liaison médicament-récepteurs cibles. L’activité de I’enzyme, fonction de la

quantité de médicament, est mesurée par immunoassay [79].

Une technique appelée la résonance plasmonique en surface ou (Surface Plasmon Resonance)
destinée a améliorer les problemes d’altération des capacités d’activation des récepteurs dans
les cultures de cellules. Le ligand se lie a la molécule d’intérét thérapeutique emprisonnée
dans une maille de dextran et déposée a la surface d’une puce recouverte d’or. L’activité de
I’échantillon contenant le médicament est mesuré par la modification de reflexion de la

lumiére sur la puce [80].
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1-1-2) Tests basées sur ’utilisation des lignées cellulaires :
Ces tests sont réalisés grace aux techniques de génie génétique (ADN recombinant) qui ont
permis la synthese de lignées cellulaires immortelles exprimant de maniére sélective des

récepteurs spécifiques a un médicament donné.

Tableau V: Exemple d’essai préclinique in vitro comparent [activité sur des cellules
normocythémiques de souris Retacrit® (biosimilaire) et Eprex® (produit de référence).

Produit Eprex® Retacrit®

La dose (marquée sur 10000 Ul 10000 Ul
I’étiquette du produit)

La quantité en 112(+8) 89(+17)
érythropoiétine

(ug/ml)

L’activité biologique 12884(10860-15285) 11016(8942-13571)

mesurée (Ul/ml)

Les tests in vitro offrent ’avantage de présenter une moindre variabilité que les tests in vivo.
Malgre ces avantages sur les tests in vivo, les tests in vitro ne sont que des indicateurs d’une

activité biologique et ne sont pas le reflet exact de la situation in vivo [79].

1-2) Les essais précliniques in vivo :

Principe : Le principe des tests in vivo consiste a administrer les agents a analyser a des
animaux et a en mesurer la réponse. Cependant, ces tests présentent plusieurs inconvénients :
un codt élevé, un manque de spécificité, une grande variabilité inter-animale et un temps de
mise en ceuvre important [79].

Ces tests in vivo comprennent les etudes suivantes :
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v’ Etude de la pharmacodynamie :

Ces etudes sont constituées d'une batterie de tests utilisant des modeles in vivo et in vitro
permettant de distinguer :

les effets propres a la molécule (pharmacodynamie spécifique) avec mise en évidence d'une
relation effet-dose et effet-temps, la détermination de la DE50 (Dose Efficace 50 ou dose
entrainant 50% de I'effet maximum) toujours exprimee en mg/kg et recherche du mécanisme

d'action de la molécule, des effets généraux, et les éventuelles interactions [81].

v’ Etude de détermination de la pharmacocinétique :
C'est le devenir de la molécule dans l'organisme dont on distingue en général 4 phases
nommees " ADME " pour : Absorption, Distribution, Métabolisme et Elimination. Pour la
tolérance locale, elle doit étre étudiée chez I'animal en utilisant la voie d'administration la plus
pertinente compte tenu de la voie d'administration clinique et doit étre réalisée avant les essais
de phase I.

v Des études toxicocinétiques :

Ces études donnent des indications préliminaires sur le devenir de la molécule dans
I’organisme au cours du temps, ces indications doivent étre prises en compte pour 1’évaluation
de la premiére dose a administrer aux volontaires sains en phase I.
e parameétres étudiés lors des études toxicocinétiques :

L’évolution de la concentration en fonction du temps, la quantité du médicament, la durée de
I’exposition, la taille de la molécule, la lipophilie, la vitesse d’absorption, la biodisponibilité,
la distribution et la concentration dans chaque site, la demi- vie, le métabolisme, et
1’¢élimination.

Ces études sont complétées par une évaluation de la toxicité aigué et la toxicité a doses

répétees :
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= Toxicité aigué :

L'intérét de ces tests est d'orienter la préparation des protocoles de toxicité animale en
administration réitérée et de fournir des données utiles a l'usage clinique en cas d'intoxication
aigue.

La toxicité animale en administration unique devra étre faite avant toute administration a
I'nomme. L'objectif est d'évaluer, si possible, la DL50 ainsi que la dose sans effet létal.
Cependant la détermination exacte de la DL50 n'est plus requise. Car la tolérance ne sera pas
seulement jugée sur la survie ou la mort des animaux, mais aussi sur des critéres cliniques
(évolution pondérale, activité motrice, état tégumentaire,...). L'observation des animaux dure
habituellement 14 jours. Les animaux survivants devront étre sacrifiés a l'issue de cette
période pour examen macroscopique des viscéres. Au moindre doute a la nécropsie, un
examen histopathologique devra étre réalisé. Dans certains cas, des examens biologiques
pourront étre pratiqués. La dose maximale sans effet toxique sera la dose la plus élevée pour
laguelle aucun effet toxique significatif clinique, biologique ou anatomopathologique n‘aura
été relevé par rapport au(x) lot(s) d'animaux témoins [82].

Ces essais doivent étre menés chez deux espéces de mammiféres (habituellement la souris et
le rat), par deux voies d'administration : la voie d'utilisation clinique et la voie offrant la
meilleure biodisponibilité connue (intraveineuse, intrapéritonéale,...). Si la voie d'utilisation
clinique développée est intraveineuse, les études de toxicologie pourront n'étre menées
qu'avec cette derniere voie d'administration. De plus, un essai allégé est généralement effectué
chez le chien pour rechercher la dose maximale tolérée (dose qui provoque un effet toxique
minime mais qui n'affecte pas la survie des animaux) ou la dose maximale sans effet toxique.
= Toxicité par administration réitérée :

Les etudes de toxicologie en administration reitérée doivent étre menées sur au moins
deux especes animales mammiferes dont une non-rongeur. Le rongeur le plus souvent
utilisé est le rat. Le choix de la deuxiéme espéce est de préférence orienté par les données
déja acquises sur la pharmacocinétique du produit en cours d'évaluation. En effet, la

deuxieme espece animale choisie devra, dans la mesure du possible, présenter un profil
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cinétiqgue proche de I'homme (chien, singe,...). Dans le cas ou aucune donnée de
pharmacocinétique humaine n'est disponible, il pourra étre procédé a une premiére
administration a I'nomme en dose unique apres des études de toxicologie réitérée chez le
rat et le chien. Notons enfin que les différences métaboliques entre les animaux et

I'nomme sont plus souvent quantitatives que qualitatives.

La voie dadministration doit, en principe, étre celle de [l'utilisation clinique.
Habituellement, trois doses sont utilisées:

- une dose faible, correspondant a 2 a 3 fois la posologie clinique rapportée au
poids corporel ou a la surface corporelle des animaux et corrigée si
nécessaire en cas de biodisponibilités différentes entre I'animal utilisé et

I'nomme.
- une dose forte, devant en principe provoquer un ou plusieurs effets toxiques.
- une dose moyenne ou moyenne géomeétrique des deux doses précédentes.

En plus de ces études toxicologiques et toxicocinétiques d’autres études sont réalisées
pour I’évaluation du pouvoir mutagene, de la cancérogénese, et les effets sur les

fonctions de reproduction [83].
= Cas particulier des produits issus des biotechnologies :

La nature particuliere de ces produits ainsi que leur potentialité immunogéne conduit a

adapter les tests de toxicologie dans leur déroulement et I'élaboration de leur protocole [82].

= Pour les produits biosimilaires :
Pour les biosimilaires des études menées chez 1’animal doivent étre effectuées pour analyser
’activité pharmacodynamique appropriée a I’application clinique et la toxicité non-clinique
grace a au moins une étude de toxicité a doses répétées et des mesures de toxico-cinétique.

Ces dernieres doivent comporter la détermination du titre en anticorps, de la réactivité croisée

et de la capacité de neutralisation. Enfin, s’il existe des problémes particuliers de tolérance, ils
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doivent étre évalués dans la méme étude de doses répétées. En principe, les autres études

habituelles de toxicologie ne sont pas nécessaires pour 1’enregistrement des biosimilaire [84].

2) Procédés de production :

Comme tout médicament biologique, le médicament biosimilaire est défini a la fois par sa
source de production, sa caractérisation, ses tests physicochimiques et biologiques et par son
procédé de fabrication.

Ce procédé doit étre développé et optimisé a I’aide des méthodes de pointe les plus
performants, notamment en termes de systémes d’expression, cultures cellulaires, purification,

formulation.

2-1) production en systeme clos :

La production industrielle des médicaments issus des bio- technologies comporte de multiples
étapes auxquelles sont associées des possibilités de variations. Avant de pouvoir transformer
et amplifier ’ADN au sein de systémes cellulaires procaryotes ou eucaryotes, il est nécessaire
de préparer ces systemes cellulaires eux-mémes. Classiquement, la lignée cellulaire
sélectionnée (encore nommée inoculum ou banque cellulaire) est placée dans un milieu de
culture stérile, puis soumise a une fermentation afin d’obtenir une biomasse suffisante. En
pratique, on utilise des clones d’une banque cellulaire maitresse. Viennent ensuite les cycles
de production de la protéine d’intérét au sein de cuves spéciales (les bioréacteurs), puis la
protéine brute est extraite par concentration et diafiltration. Plusieurs étapes supplémentaires
(élution, filtration stérile) permettent de produire la protéine brute qui sera purifiée par des
¢tapes de chromatographie hydrophobes, d’échanges d’anions et de cations, puis ensuite

conditionnée pour étre délivrée comme médicament [74].
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Le procédé de production en systeme clos comporte généralement sept phases [85]:

1) La sélection de la séquence d’ ADN appropriée
2) Préparation de banque de cellules primaires

3) Préparation de banque de cellules de travail

4) Production

5) Purification

6) Analyses

7) Formulation

Choix de la séquence

H

Clonage

M

Expression dans une

cellule hote

L

Fermentation

o

Purification

=

Formulation

Figure 6: Les étapes de production des biosimilaires (systeme clos)
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2-1-1) La sélection de la séquence d’ADN approprice :

La premiere étape du processus de production de la protéine recombinante consiste a
I’identification, et la sélection de la séquence d’ADN codant pour la protéine voulue, apres
cette sélection, la séquence isolée doit étre incorporé dans un systéme d’expression :

Les stratégies d'expression des protéines doivent assurer I'obtention de la protéine la plus
proche possible de la protéine naturelle particuliérement en ce qui concerne ses propriétés
physicochimiques, catalytiques et immunologiques.

La figure 7 résume les différents possibilités actuelles de production d'une protéine, il est
nécessaire d'optimiser le systeme d'expression a utilisé. C’est ainsi que seront essentiels les
choix concernant :

- la cellule héte (une bactérie, une levure ou une cellule animale).

- le vecteur d'expression dans lequel est introduit le géne ou I'ADN complémentaire
correspondant a la protéine a produire.

-le promoteur qui régulera le niveau d'expression de cette protéine.

Ce choix de la cellule hote est dicté en considérent deux criteres essentiels :

- les possibilités offertes par la cellule de modifier la protéine aprés sa traduction
(glycosilation, carboxylation, clivage protéolytique) sachant que seules les cellules animales
et en partie la levure sont capables d'assurer une maturation convenable de la protéine.

- des criteres économiques, sachant qu'une culture a grande échelle d'Escherichia coli est
moins onéreuse que s'il s'agit de cellules animales, lesquelles croissent lentement et

nécessitent des milieux complexes et colteux [86].
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[ Différents moyens de production de protéines ]
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Figure 7 : Les différents systémes d’expression utilisés pour la production des biosimilaires
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2-1-2) Préparation de banque de cellules primaires :

Une banque de cellules est un ensemble d’ampoules de composition uniforme conservées
dans des conditions définies et qui contient une fraction aliquote d’un méme pool de cellules.
La banque de cellules primaire (BCP) est généralement constituée a partir du clone cellulaire
sélectionné qui renferme le vecteur d’expression.

Il faut décrire en détail les antécédents de la lignée cellulaire utilisée et le processus par lequel
les banques de cellules ont été constituées, en indiquant notamment les methodes et les
réactifs employés durant la culture, I’age cellulaire in vitro et les conditions de conservation.
Toutes les banques de cellules doivent étre caractérisées pour les marqueurs phénotypiques et
génotypiques pertinents pouvant inclure I’expression de la protéine recombinante ou la
présence du vecteur d’expression.

Le vecteur d’expression présent dans la BCP devrait étre analysé apres. Si la BCP ne peut
étre soumise directement aux analyses, il faut analyser chaque BCT. Pour réaliser cette
analyse, différentes techniques sont préconisé comme la cartographie de restriction
(“restriction endonuclease mapping”) ou d’autres techniques appropriées. Le but de ces
analyses effectuées sur le vecteur d’expression est de déterminer le nombre de copies, la
présence d’insertions ou de délétions et le nombre de sites d’intégration. Dans le cas des
systemes d’expression extrachromosomiques, il faut déterminer le pourcentage des cellules

hotes contenant le vecteur d’expression [7].

2-1-3) La banque de cellules de travail (BCT) :

La banque de cellules de travail est obtenue par la multiplication des cellules d’une ou de
plusieurs ampoules de la BCP. Pour cette banque de cellules il faut décrire en détail les
antécédents de la lignée cellulaire utilisée et le processus par lequel la banque de cellules a été
constituée, en indiquant notamment les méthodes et les réactifs employés durant la culture,

1I’age cellulaire in vitro et les conditions de conservation [7].
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2-1-4) la production :

La production des médicaments issus de la biotechnologie se fait essentiellement gréce a des
procédés de fermentation. Ils sont constamment développés afin de cultiver les
microorganismes dans les conditions optimales pour qu'ils puissent produire les produits

désirés.

2-1-4-1) Les équipements de bioproduction:

Les bioréacteurs :

Définition : Terme générique dérivé du vocabulaire du génie chimique désignant des
récipients dans lesquels se déroulent une réaction (bio)-chimique. Ce terme de bioréacteur
regroupe les fermenteurs (terme ancien) et cytoculteur (terme plus récent) [87].

Les bioréacteurs consistent, le plus souvent, en une cuve en verre, a petite échelle, ou en inox,
a grande échelle. Ces cuves sont munies, le plus généralement, d'un dispositif d'agitation, d'un
Systéme d'aération et de balayage en différents gaz (02, N2, CO2, Air...). Différentes voies

d'alimentation en solutions telles que acides/bases sont aussi présentes.

Y

"
e Air
$ o,
CO,

. Dissolved
oxygen,
agitation

control, and

temperature

pH Control

L

| Dissolved
oxygen I

Figure 8 : Schéma d’un bioréacteur.
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Il existe 3 grands systemes de fermentation (bioréacteurs).

v Le premier systéeme de fermentation appelé fermentation « batch » ou discontinue:

Dans le cas du mode discontinu ("batch™), le systéeme est fermé, le milieu n'est pas renouvelé.
La concentration en substrat diminue tandis que celle du produit augmente avec la croissance
cellulaire. Le milieu, une fois épuisé et enrichi en sous-produits (metabolites), n'assure plus
son role nutritif. La croissance cellulaire est stoppée
On peut observer 4 phases de croissance :

- Une phase de latence

- Une phase exponentielle de croissance

- Une phase stationnaire

- Une phase de mortaliteé.

v' Le deuxieme systeme de fermentation semi-continu appelé fermentation « fed-batch »

ou batch alimenté:

En mode semi-continu ("fed-batch™), le substrat est apporté au fur et a mesure de sa
consommation par les micro-organismes (Ce systeme est employé dans la production de la
pénicilline. En effet, celle-ci est soumise a une répression catabolique lors de la présence
d'une forte concentration de substrat carboné (le glucose)) On procede a I'ajout du substrat au
fur et a mesure de sa consommation ce qui permet de maintenir la concentration en substrat et

de prolonger la phase de production des cellules.

v’ Le troisieme systéme de fermentation appelé fermentation continue ou systeme ouvert
(CSTR: continuous stirred tank reactor):
La solution de nutriment est apportée en continue au réacteur mais une quantité équivalente
de solution fermentee est prélevée. Le volume est donc constant.

On distingue deux grands types de fermenteurs continus :
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Le réacteur a écoulement piston.
Le réacteur infiniment mélangé.
Ces deux types de fermenteurs différents par le mode d’écoulement de la solution de
nutriment.
= Le réacteur a écoulement piston :

Il est caractérisé par un rapport longueur /largeur trés élevé. Le réacteur est cylindrique (10 a
15 meétres de long). La solution de nutriment pénétre a une extrémité du réacteur et la
biomasse cellulaire ainsi que la production du produit collecté a l'autre extrémité du réacteur.
Dans ce type de réacteur la turbulence est nulle. Il n'y a aucun mélange, pas d'agitation, pas
d'’homogénéité. Un élément qui entre dans le réacteur progresse sans mélange avec la
molécule qui la précede ou qui la suit. Ceci génere des gradients de concentration a l'intérieur
du réacteur. Plus on se situe loin par rapport a I'entré du réacteur, plus la concentration de
substrat est faible et plus la concentration du produit est élevée. L'inconvénient d’un tel type
de réacteur est la difficulté de réguler le pH. Celui-ci étant différent en tout point du réacteur.

= Le réacteur infiniment mélangé :
L’homogénéité du contenu du réacteur est parfaite tout élément qui pénétre dans le réacteur
est homogénéisé au contenu.
La concentration d’un composé donné dans le réacteur est le méme en tout point. la
concentration d’un composé donné dans I’effluent du réacteur est la méme qu’a la

concentration de ce composé a I’intérieur du réacteur [88].
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Figure 9: Les différents modes de culture

Des exemples de cinétiques selon le mode d'alimentation sont donneés ci-dessous :

T Ty 1 Vel

Mode discontinu  Mode semi-continy Mode continy Mode perfusé

Figure 10 : Evolution dans le temps de la concentration cellulaire (X), des subtrats (S) et des
produits (P) en fonction du mode d'alimentation du bioréacteur

2-1-4-2) Autres équipements utilisés :

- Cuves, échangeurs de chaleur : pour la préparation des milieux stériles

- Centrale de production : pour le traitement et la stérilisation des gaz d’oxydoréduction
(indispensables aux processus aérobies)

- Matériel de régulation et d’automatisation : permet de relier les différents éléments et

maitriser le processus avec une meilleur sécurité [88].
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2-1-5) la purification :

La purification d’une protéine est un processus qui consiste a extraire cette substance depuis
un mélange initial de tissus biologiques ou cultures cellulaires. Pour séparer la protéine des
autres composantes cellulaires, il faut passer par plusieurs étapes de purification nécessitant

différents traitements de 1’échantillon de départ [89] :

Protéine brute Chromatographie Filtration
décongelée sur colonne stérile

—-».—- 11
>
'

| Protéine purifiée
l en vrac

Figure 11 : Schéma représentatif des différentes étapes de purification
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a) séparation et clarification :

Le but de cette opération est de séparer les cellules du surnagent et conserver la fraction
d’intérét selon que le produit est intracellulaire ou extracellulaire, les méthodes les plus

usuelles sont la centrifugation, et la microfiltration.
b) Homogénéisation du mélange :

L’objectif de cette opération est de briser les cellules pour récupérer le produit si sa
production se fait au niveau intracellulaire, les méthodes les plus utilisées pour
I’homogénéisation sont : la gélification et la degélification, les ultrasons, les contraints

hydrodynamiques.

c) la concentration :

Cette opération a pour but de réduire le volume du produit obtenu.
d) Raffinage de la pureté de la protéine extraite :

C’est la purification proprement dite se fait a 1’aide des techniques chromatographiques,
combinées souvent au tamisage moléculaire ou l'isofocalisation qui permettent de raffiner la
pureté [90].

2-1-6) Analyse :

Cette étape a pour objectif de contréler la qualité du produit final obtenu, fait recours a
differentes techniques analytiques, et doit étre réalisé conformément aux normes

internationales. (Guidelines de ’"EMEA, GMP, SOP (protocoles d’opérations standardisés)

L’application de ces normes doit se faire d’une maniére plus stricte pour les produits
biologiques étant donné que les réactions menant a la formation du produit final ne sont pas
bien définies [80].

59



3-1-4-4) La formulation :

La formulation est I’étape terminale de la production, c’est 1’étape clé pour obtenir une
protéine stable, le choix des excipients est déterminant car il peut affecter la nature de la
protéine et donc avoir un impact sur 1’efficacité et I’innocuité de la protéine thérapeutique.

Des ¢études de formulation doivent étre effectuées au cours du développement d’une forme
pharmaceutique adaptée pour le biosimilaire, méme si les excipients sont quantitativement et
qualitativement les mémes que ceux du produit de référence. Elles doivent notamment
démontrer que la formulation proposée est appropriée a la stabilité et a I’intégrité du principe
actif pour son indication thérapeutique, ainsi qu’a sa compatibilité, en particulier avec les

excipients ou les diluants et les matériaux de conditionnement [91].
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Figure 12 : Procéde globale de production
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2-2) Production en systéeme ouvert :

Certaines protéines ont une composition trop complexe pour étre synthétisées sous une forme
active par les bactéries. C’est le cas de 1’érythropoiétine par exemple qui doit étre synthétisée
par des cellules animales génétiquement modifiées. Le probleme avec ces cellules animales en
culture est qu’elles ne peuvent pas synthétiser des quantités importantes de cette protéine a un
codt acceptable. L’idée d’exploiter les animaux et les plantes transgéniques s’est donc
rapidement imposée.
Le procédé de production en systeme ouvert consiste a isoler le géne codant pour la protéine
d’intérét, a I’associer a des éléments régulateurs capables de diriger la synthése et la sécrétion
de la protéine et d’introduire le géne dans un embryon au stade une cellule. Les organismes
transgéniques ainsi obtenus sécréteront la protéine, dans divers tissus biologique facile
d’acces, tels que :

- Le lait, le sang, le plasma germinal du sperme de porc, le blanc d’ceufs ce sont les

tissus les plus explorées pour les animaux.
- Pour les plantes, les protéines d’intérét thérapeutique se trouvant dans les feuilles ou

les graines selon les cas [92].
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Figure 13 : Représentation schématique de la construction de genes recombinants capables de
diriger la sécrétion de protéines thérapeutiques dans le lait.
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Chapitre IV ;

Les controles




Les protéines thérapeutiques sont souvent produites par la voie de ’ADN recombinant en
utilisant un micro-organisme comme outil de synthése. Les preuves d’une synthése correcte
sont souvent indirectes : composition en acides aminés, sequence, caractéristiques physico-
chimiques (hydrophobicité, poids moléculaire, séquence polysaccharidiques, isoformes,
microvariants, etc.), activité biologique. Autant d’indices indirectes, individuellement
insuffisants, mais qui mis bout & bout forment un faisceau suffisant pour arriver a un haut
degré de certitude que le produit final obtenu est bien conforme & ce qui était attendu [93].
Compte tenue de la complexité des molécules recombinantes et de leur micro-hétérogénéité
intrinseque, les techniques analytiques les plus modernes doivent étre utilisées pour les études
de caractérisation. Les méthodes choisies pour les essais d’équivalence doivent auparavant
avoir été qualifiées et validées en utilisant les standards et matériels de référence
internationaux, s’ils sont disponibles. Ces méthodes doivent étre capables de détecter de
1égeres différences dans tous les aspects pertinents de I’évaluation : structure de la protéine,
caractéristiques physicochimiques, activité biologique, impuretés.

Pour la comparaison physicochimique il doit comporter notamment 1’évaluation des
parametres physicochimiques et I’identification structurale des substances et impuretés liées
au produit, ainsi que la détermination de la stabilité des molécules en réalisant des études de
vieillissement accéléré et dans des conditions contraignantes (variation de température, etc.).
La caractérisation physicochimique doit aussi comporter la détermination de la composition,
des propriétés physiques, de la structure primaire, bi- et tridimensionnelle de la substance
active.

Les protéines possedent un certain degré d’hétérogénéité inhérent aux modifications post-
traductionnelles induites par le systeme d’expression. Par conséquent, un biosimilaire peut
comporter un meélange de formes micro-hétérogénes ou d’isoformes qu’il faut s’efforcer
d’identifier.

L’exercice de comparabilité doit aussi inclure une détermination des propriétés biologiques du
biosimilaire et du produit de référence, en utilisant différentes approches avec des techniques
appropriées pour mesurer 1’activité biologique. Seuls Les impuretés et substances liées au

produit doivent étre définies, toujours en utilisant des techniques de pointe. La comparaison
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entre biosimilaire et produit de référence concerne les voies de dégradation spécifiques et les
modifications post-traductionnelles potentielles des protéines individuelles. Les études de
vieillissement acceléré des deux produits peuvent aussi étre utilisées pour comparer les profils
de stabilité. Car les impuretés liées au procédé (protéines des cellules hotes, ADN cellulaire,
réactifs, produits de dégradation) sont vraisemblablement différentes entre deux procédés de
fabrication.

La comparaison de ces impuretés doit étre effectuée par des techniques analytiques de pointe

et leur impact doit étre confirmé par des études appropriées [41].

I-) Le contrOle des biosimilaires

1-) Contrdle de la comparabilité structurale :
La comparabilité est établie a partir d’une étude de caractérisation comparative trés poussée, il
faut démontrer que le biosimilaire et le produit de référence possedent :
- La méme structure primaire ¢’est-a-dire : la méme séquence d’acides aminés, le méme
appariement des ponts di-sulfure entre les cystéines.
- Les mémes structures secondaires et tertiaires (hélices alpha et feuillets béta)
- La méme glycosilation, des différences de glycosilation appelées isoformes, en
particulier de sialylation, se traduisent par des pH iso-électriques différents [94].

a) séquence en acides amineés :

La séquence d’acides aminés du produit souhaité devrait étre déterminée autant que possible
en se servant de méthodes semblables a celles décrites aux points b) a e) et ensuite étre
comparée a la séquence des acides aminés déduite de la séquence du gene pour le produit

souhaité.
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b) composition en acides aminés :

La composition globale des acides aminés est déterminée en recourant a diverses méthodes
analytiques et hydrolytiques, et comparée & la composition en acides aminés déduite de la
séquence du gene pour le produit souhaité ou son équivalent naturel, si jugé nécessaire.
Fréquemment, I’analyse de la composition en acides aminés fournit des informations
structurelles utiles pour les peptides et les petites protéines, mais de telles informations sont
généralement moins précises pour les grandes protéines. Les données fournies par 1’analyse
quantitative des acides aminés peuvent souvent aussi étre utilisées pour déterminer le contenu

protéique.

c) séquencage des acides amines terminaux :

L’analyse des acides aminés terminaux est exécutée pour identifier la nature et I’homogénéité
des acides aminés amino- et carboxy-terminaux. Si le produit souhaité est hétérogene en ce
qui concerne les acides aminés terminaux, la quantité relative des formes variantes devrait
étre déterminée en utilisant une méthode analytique appropriée. La séquence de ces acides
aminés terminaux devrait étre comparée avec la séquence d’acides aminés terminaux déduite

de la séquence du géne pour le produit souhaité.

d) carte des peptides :

La fragmentation sélective du produit en des peptides discrets est effectuée a 1’aide d’enzymes
appropriées ou des substances chimiques, et les fragments de peptides qui en résultent sont
analyses par HPLC ou autre méthode analytique appropriée. Les fragments de peptides
devraient étre identifiés autant que possible avec des techniques telles que 1’analyse de la
composition des acides amines, le séquencage N-terminal ou la spectrométrie de masse. On a
souvent recours a la cartographie des peptides de la substance médicamenteuse ou du produit
médicamenteux par une méthode validee appropriée pour confirmer la structure du produit

souhaité.
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e) groupe sulfhydrate et ponts disulfures :

Dans les cas ou, basé sur la séquence génétique du gene pour le produit souhaité, la présence
de résidus de cystéine est anticipée, le nombre et les positions de tout groupe sulfhydryle libre
et/ou de ponts disulfures devraient étre identifiés autant que possible. La cartographie des
peptides (dans des conditions réductrices et non-réductrices), la spectrométrie de masse ou

d’autres techniques appropriées peuvent étre utiles a cette évaluation.

f) structure des hydrates de carbone :

Pour les glycoprotéines, le contenu en hydrates de carbone (sucres neutres, sucres aminés et
les acides sialiques) doit étre établi. De plus, la structure des chaines d’hydrates de carbone, la
composition des oligosaccharides (profil antennulaire) et le ou les sites de glycosylation des

chaines de polypeptides doivent étre analysés autant que possible.

1-2) Propriétés physicochimiques :

a) Poids moléculaire :

Le poids moléculaire (ou la dimension) est déterminé par la chromatographie d’exclusion sur
gel, I’¢électrophorese en gel de SDS- polyacrylamide (dans des conditions réductrices et non

réductrices)

b) Profil d’isoformes :

Celui-ci est déterminé par la focalisation isoélectrique ou autres technigques appropriées.

¢) Coefficient d’extinction (ou absorptivité molaire) :

Les profils chromatographiques et les données sur I’identité, 1’homogénéité et la pureté
peuvent étre obtenus par chromatographie d’exclusion sur gel, la chromatographie en phase
liquide inversée, la chromatographie d’échange d’ions en phase liquide, la chromatographie

d’affinité et autres méthodes appropriées.
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d) Profil chromatographique :

Les profils chromatographiques et les données sur I’identité, I’homogénéité et la pureté
peuvent étre obtenus par chromatographie d’exclusion sur gel, la chromatographie en phase
liquide inversée, la chromatographie d’échange d’ions en phase liquide, la chromatographie

d’affinité et autres méthodes appropriées.

e) Profil de chromatographie liquide :
Les spectres d’absorption en ultra-violet et en spectre visible sont déterminés au besoin. La
structure supérieure du produit est examinée en se servant de méthodes telles le dichroisme

circulaire, et la résonance magnétique nucléaire [7].

2- Méthodes de contrbles :

En fonction de données analytiques, la démonstration de la comparabilité sur le plan qualité
peut conduire ou non a des essais cliniques de comparabilité avec le produit de référence. Il
faut se procurer la substance active du produit de référence et entreprendre des études
analytiques approfondies pour démontrer la biosimilarité. Les études physico-chimiques
doivent inclure des identifications de structure (primaire, secondaire...) et déterminer les
voies de dégradations en conditions accélerées.

La comparabilité doit étre démontrée au regard de la sécurité et de 1’efficacité notamment en
justifiant les différences éventuelles : exemple dans la structure comme des modifications
dans le profil d’impuretés ce qui peut avoir des conséquences tres importantes dans le profil
d’efficacité et de sécurité. La comparaison avec un standard disponible (Ph Eu, WHO...) n’est
pas suffisante. Le profil d’impureté doit étre défini qualitativement et quantitativement,
analysé en conditions accélérées pour connaitre certaines réactions spécifiques (oxydation,
dimérisation) et comparé au produit de référence.

Les méthodes de contrdle peuvent ne pas discriminer les variants, elles doivent étre multiples
et sophistiquées: absorption UV, dichroisme circulaire, infrarouge a transformé de Fourier,

spectroscopie de fluorescence, RMN, calorimétrie, chromatographie (exclusion, échange
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d’ions, carte peptidique...), €lectrophorése (SDS PAGE, IEF,..), microscopie é€lectronique,

Rayons X,.....et bien sur des essais biologiques [93].

2-1) Méthodes utilisées pour le contrdle de la structure primaire et la composition en

acides aminés :

2-1-1) La spectrophotométrie de masse :

Le principe de fonctionnement d’un spectrométre de masse repose sur 1’action d’un champ
¢lectromagnétique sur une particule chargée afin, en particulier, d’en déterminer le rapport
masse/charge (m /z).La mise au point des premiers spectrométres de masse date du début de
ce siécle. A partir de 1980, le domaine d’utilisation de la spectrométrie de masse s’est élargi
aux composés biologiques grace a la découverte de nouvelles techniques permettant de
produire des ions a partir de molécules de plusieurs centaines de milliers d’unités de masse
atomique. Actuellement, la spectrométrie de masse est utilisée dans des domaines aussi variés
que la médecine, la biologie, la pharmacologie, la chimie organique et minérale,
I’¢électronique, la science des matériaux, ...etc.

La spectrométrie de masse permet d’identifier et de doser une substance ou un élément a
’aide de la mesure du rapport masse/charge d’ions issus de I’échantillon. L’un des principaux
avantages de cette technique est d’apporter des informations a partir d’une quantité minime
d’échantillon (du mg au pg).

A T’heure actuelle, il est possible d’obtenir un spectre de masse de la plupart des substances
minérales, organiques ou bio-organiques dont la masse moléculaire peut atteindre quelques
centaines de milliers d’unités de masse atomique. Le premier renseignement apporté par un
spectre de masse est la masse moléculaire et, éventuellement, la composition élémentaire de la
molécule échantillon.

La structure moléculaire peut également étre déduite du spectre de masse aprés analyse des
dissociations ioniques spontanees ou induites par collision.

Enfin, un spectrométre de masse peut étre utilisé comme détecteur a haute sélectivité en

couplage avec un chromatographe en phase vapeur ou liquide.
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Figure 14 : spectre de masse de I’hormone de croissance hGH obtenu grace a un spectrométre de
masse MALDI /TOF. On constate ainsi que I’hGH pése 22 130 D. [Bonnaire 1998]

Appareillage :

Un spectrometre de masse est composé d’un systéme d’introduction, d’une source d’ions (ces
deux parties étant parfois indissociables), d’un analyseur et d’un ensemble de détection
d’ions. Pratiquement tous les spectrometres commerciaux sont aujourd’hui équipés d’un

systeme informatique de pilotage et de traitement des données [95].
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Figure 15: les éléments d’un spectrométre de masse

Intérét pour le développement des biosimilaires :
La détermination de la composition en acides aminés, la masse moléculaire, ainsi que de la

structure primaire.
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2-1-2) La quantification par LC-MS :

Cette technique a était développée Griace a I’avénement de méthodes de désorption-ionisation
a pression atmosphérique comme 1’¢électrospray, les analyses par spectrométrie de masse ont
pu étre appliquées aux macromolécules telles que les protéines. Cependant cette technique
reste délicate a mettre en ceuvre en bionalyse, en raison de la complexité des échantillons
¢tudiés. En effet, le phénomeéne d’ionisation des macromolécules est un processus au
rendement faible et variable. Si, de plus, d’autres molécules sont présentes en solution, celles-
ci vont également s’ioniser, ce qui a pour effet non seulement de complexifier le spectre de
masse mais en plus de diminuer le rendement d’ionisation du composé a analyser (on parle
dans ce dernier cas de suppression d’ionisation).

Pour palier ces problemes, il est ainsi nécessaire de séparer les analytes des autres composants
de la matrice (excipients) avant leur introduction dans le spectromeétre de masse. Pour cela, la
chromatographie en phase liquide haute performance (HPLC, high performance liquid
chromatography) apparait comme un outil de choix, en raison de son fort pouvoir séparatif et
de sa simplicit¢ de couplage avec les sources électrospray. La LC-MS (liquid
chromatography-mass spectrometry) est d’ailleurs devenue une des techniques les plus
employées pour la bioanalyse des composés de faible masse moléculaire, et elle est en fort
développement pour le dosage des molécules de taille plus importantes telles que les peptides
ou les protéines.

Dans le cas de I’analyse de peptides ou de protéines, il faudra bien évidemment tenir compte
de leur propriétés physico-chimiques spécifiques, tels que leur taille importante ou leur
caractéere amphotere. En fonction de la phase stationnaire utilisée, plusieurs types
d’interactions peuvent étre mises en oeuvre lors de la séparation chromatographique.
Cependant, la chromatographie de partage a polarité de phases inversées est le plus souvent
employée. Elle est en effet particulierement bien adaptée au couplage a la spectrométrie de
masse car elle ne nécessite pas 1’utilisation de sels a forte concentration et permet de travailler
avec des pourcentages importants de solvants organiques, parametres favorables a la bonne
ionisation des composés dans une source électrospray. Alors que ce type de chromatographie

met en jeu pour de petites molécules un partage de la molécule entre la phase stationnaire et la
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phase mobile, pour les peptides et les proteines elle est principalement basée sur leur

adsorption sur la phase hydrophobe. Leur élution a alors lieu pour une concentration critique

en solvant organique, et c’est pourquoi les applications HPLC utilisent de faibles pentes de

gradients en solvants organiques (méthanol ou acétonitrile) pour la désorption consécutive des

peptides puis des protéines [79].
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Figure 16: Analyse par Maldi-Q-ToF en mode MS des peptides trypsiques marqués de
I’érythropoiétine béta séparés par chromatographie en phase inversée

Intérét : détermination de la composition en acides aminés, et la caractérisation de la structure

primaire.
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2-1-3) Desorption-ionisation laser assisté par matrice (MALDI) :

Introduite en 1988 par Karas et Hillenkamp, la méthode (MALDI) a été développée afin
d’analyser les molécules de haute masse moléculaire. Le MALDI est une source d’ions sous
vide. L’échantillon est déposé sur une plaque, puis séché. Il se présente donc sous forme

solide. Un processus de désorption de 1’échantillon va permettre son analyse.
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Figure 17 : lonisation MALDI — Schéma de principe
L’ionisation par technique MALDI se déroule en deux étapes. Dans la premiére étape, la
substance a analyser est mélangée a une solution de petites molécules organiques, appeléees
matrices, possédant une forte absorption dans 1’ultraviolet. Cette solution est déposée sur une
surface métallique, appelée la cible MALDI (Figure 18). L’évaporation du solvant avant
analyse aboutit a la formation d’un dép6t de matrice/analyte co-cristallisé ou les cristaux de
matrice sont dopés en molécules d’analyte dispersées (105 a 106 fois plus de molécules de

matrice que d’analyte).

73



Figure 18 : Une cible MALDI Perkin Elmer-PerSeptive Biosystems
La cible est une plaque métallique, en acier inoxydable ou en acier
recouvert d’or. Celle présentée sur la photo peut supporter jusqu’a 100
dépbts différents et mesure 5 cm x 5em.

La deuxieme étape se produit sous vide apres transfert de la plague MALDI dans la chambre
d’ionisation du spectrométre. Le dépbt est irradié par des impulsions laser intenses. La
majorité des lasers utilisés sont a azote et émettent a une longueur d’onde de 337 nm (laser a
azote). La durée des impulsions laser est de 1’ordre de quelques nanosecondes. Ces impulsions
sont répétées a une fréquence de quelques Hertz. L’acquisition d’un spectre de masse se fera
donc par accumulation d’un certain nombre d’impulsions laser, de I’ordre de plusieurs
centaines. L’énergie transmise par le laser est absorbée par la matrice, et cette irradiation
induit I’accumulation d’énergie dans la phase condensée sous la forme d’excitation des
molécules de la matrice. Cet apport d’énergie trés localisé cause I’ablation d’une portion de la
surface du cristal et/ou la sublimation des cristaux, suivie de I’expansion d’agrégats de la
matrice en phase gazeuse (Figure 19), entrainant I’analyte intact dans le panache d’expansion
Le mécanisme le plus largement admis pour la formation des ions implique le transfert de
protons soit avant desorption en phase solide, soit dans le panache d’expansion en phase
gazeuse. Ce dernier modele explique 1’ionisation de 1’analyte par un mécanisme en plusieurs
étapes. Une molécule de matrice est ionisée dans 1’agrégat, formant ainsi un cluster protoné
(dont D’affinité protonique est supérieure a celle de [’analyte). Apreés désolvatation de
I’agrégat, le proton est transféré a 1’analyte (par coopérativité des molécules de la matrice)

Les ions formés sont alors accélérés a 1’aide d’un champ électrostatique vers 1’analyseur.
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Figure 19 : Principe de la désorption /ionisation MALDI
Le choix de la matrice utilisée pour co-cristalliser les analytes est primordial pour observer
une bonne désorption et ionisation des composés, elle permet d’assurer la protection de
I’analyte et la transmission des protons a 1’échantillon. Son choix est dirigé par le type de

molécules a analyser et le laser utilisé [79].

Intérét : la caractérisation de la structure primaire, et la détermination de la composition en

acides aminés.

2-1-4) Les sources électrospray (ESI : ElectroSpray lonisation) :

L’électrospray (ou électronébulisation) est une source d’ions a pression atmosphérique
(Figure 20) qui peut facilement étre couplée a la chromatographie liquide. Cette technique,
proposée par M. Dole en 1968, a été développée par J.B. Fenn au milieu des années 80 et est
utilisee en spectrométrie de masse pour produire des ions a partir de composés en solution.
Considérée au debut comme une source de désorption-ionisation dédiée a 1’analyse de
polyméres, et appliquée ensuite aux protéines, son utilisation s’est rapidement élargie non
seulement a d’autres biopolymeéres, mais également a I’analyse de petites molécules. Cette

technique d’ionisation-désorption, n’induit quasiment pas de fragmentation. C’est la raison

75



pour laquelle la méthode électrospray est considérée comme une technique d'ionisation-
désorption douce.

Les mécanismes conduisant & la formation d'ions en phase gazeuse par electrospray peuvent
étre résumes en trois étapes principales [79]:

(1) la formation de gouttelettes chargées a partir de I’extrémité d'un capillaire métallisé

(2) I’évaporation du solvant et les explosions coulombiennes,

(3) formation d’agrégats chargés

4) et finalement obtention d’ions désolvatés en phase gazeuse (positifs, négatifs et adduits, en

fonction du mode d’ionisation)
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Figure 20 : Schéma simplifié du fonctionnement d’une source électrospray.

Intérét : détermination de la structure des protéines.
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2-2) Méthodes utilisées pour le controle des structures secondaires et
tertiaires :

2-2-1) Dichroisme circulaire (Circular dichroism spectroscopy) :

Le dichroisme circulaire est une technique spectroscopique qui repose sur la capacité qu'ont
les structures optiquement actives d'absorber de fagon inégale la lumiere polarisée
circulairement a droite et la lumiére polarisée circulairement a gauche .Cette propriété se
rencontre plutdt dans les liquides et les solutions du fait de la structure des molécules [96].
L'absence d'organisation structurale dans la molécule étudiée engendre un spectre de
dichroisme circulaire dont l'intensité est nulle, alors qu'une structuration compacte résulte en
un spectre qui peut contenir a la fois des signaux positifs et négatifs.

C’est une méthode tres utilisée pour l'analyse conformationnelle des peptides et des
protéines. Les éléments de structure secondaire jouent un réle sur leur signal dichroigue, en
particulier les structures en hélice. Ainsi, les structures en hélice a et feuillet B des protéines
ou en double hélice des acides nucléiques présentent des signaux dichroiques caractéristiques.
La répartition spectrale du dichroisme circulaire donne, dans les domaines des ultraviolets,
des informations importantes sur la structure secondaire des protéines. Par exemple, elle
indique la proportion relative des fragments de la protéine en hélice a, feuillet B, coudes ou en
structure aléatoire. Il est aussi possible d'observer la dénaturation d'une protéine par
l'augmentation du signal correspondant a la structure et la diminution des signaux
correspondants aux hélices o et feuillets . On peut également suivre le repliement de la
protéine et déterminer quelle structure secondaire se forme en premier.

Le dichroisme circulaire donne moins d'informations sur la structure des protéines que la
diffraction des rayons X ou la RMN mais il permet de faire des mesures rapides, sans
nécessiter une grande guantité de produits et sans analyses longues des données. De méme, il
permet d'étudier rapidement les protéines et les peptides en faisant varier les conditions de
solvants, la température, le pH, la salinité, etc...

Cette technique posséde, néanmoins quelques limitations expérimentales. Les spectres de
dichroisme circulaire utilisés dans la détection de la structure secondaire sont liés a

I'absorption entre les orbitales m et n* des liaisons peptidiques. Ces bandes d'absorption
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résident en partie dans la zone difficile d'accés des ultraviolets, cette partie est inaccessible a
I'air a cause de la forte absorption de I'oxygene dans cette gamme de longueurs d'ondes. Dans

la pratique, on réalise les mesures a l'aide d'instruments remplis d'azote.
Intérét pour le contrdle des biosimilaires :

Le dichroisme circulaire est une technique qui permet danalyser le contenu en structures
secondaires des protéines ou des acides nucléiques. Pour déterminer la proportion de chaque
type de structure secondaire, il faut analyser le spectre expérimental en ses composantes
élémentaires avec des logiciels appropriés. C’est une technique non destructive qui permet
d'étudier les changements de conformation des protéines dans différents environnements (PH,

dénaturation par les détergents, les agents chaotropes et la température) [96-97].
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Figure 21 : Exemple de spectre obtenu par dichroisme circulaire

2-2-2) Absorption UV-visible :
La spectroscopie ultraviolet-visible ou spectrométrie ultraviolet-visible est une technique de
spectroscopie mettant en jeu les photons dont les longueurs d'onde sont dans le domaine des

ultraviolet (200 nm — 400 nm), du visible, et jusqu'au proche infrarouge (750 nm -1 400 nm).
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Soumises a un rayonnement dans cette gamme de longueurs d'onde, les molécules subissent
une transition électronique. Cette technique est complémentaire de la spectroscopie de
fluorescence en ce sens que la fluorescence met en jeu des transitions depuis I'état excité
jusqu'a I'état fondamental alors que la spectroscopie d'absorption traite des transitions entre
état fondamental et état excité.
UV et le visible est exploitée en analyse quantitative par application de la loi de Beer-
Lambert. La méthode s’applique non seulement aux composé€s qui présentent une absorption
dans le visible mais également aux composés dont un dérive obtenu par une réaction chimique
présente une telle absorption.
Principe : Lorsqu’une lumiére d’intensité ly passe a travers une solution, une partie de celle-ci
est absorbée par le(s) soluté(s). L’intensité | de la lumiére transmise est donc inférieure a Io.
On définit I’absorbance de la solution comme :

A=logy (/1o/1)

On parle aussi de transmittance définie par la relation :

T = /1y C’est-a-dire que A =-log T
L’absorbance est une valeur positive, sans unité. Elle est d’autant plus grande que I’intensité

transmise est faible.

La relation de Beer-Lambert décrit que, a une longueur d’onde A donnée, 1’absorbance d’une
solution est proportionnelle a la concentration des especes de la solution, et a la longueur du

trajet optique (distance sur laquelle la lumiere traverse la solution).

Alors, pour une solution limpide contenant une seule espéce absorbante :

ﬂAZE,\EE
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Avec :

- Axest I’absorbance ou la densité optique (sans unité) de la solution pour une longueur
d'onde A.

- ¢(en mol.m™®) est la concentration de I’espéce absorbante.

- {(en m) est la longueur du trajet optique.

- Ex(en molt.m?) est le coefficient d’extinction molaire de I’espéce absorbante en
solution. Il rend compte de la capacité de cette espece a absorber la lumiére, a la
longueur d’onde A.

Selon la loi de Beer-Lambert, I'absorbance est additive (mais non la transmittance). Ainsi,
pour une solution contenant plusieurs espéces absorbantes, I’absorbance de la solution est la
somme de leurs absorbances. Pour n espéces absorbantes [98] :

n
A= Z A.I'(E)l_.i,i = 1(‘:?]’1, f';x') =£31 0 +Exo o+ oo + Exp Cn
i=1

Intérét pour le contrdle des biosimilaires :
L’absorption en UV / visible permet la détermination des structures primaires et secondaires

des protéines thérapeutiques.

2-2-3) La résonance plasmonique de surface

(Ou surface plasmon resonance en anglais) est un phénoméne physique principalement connu
pour son utilisation comme méthode de mesure de la liaison d'un «ligand » sur un
« récepteur » adsorbé a la surface d'une couche métallique. Un systeme de détection SPR
mesure la variation de l'indice de réfraction au voisinage de I'interface quand le ligand se fixe

aux récepteurs [99].
v Latechnique :

Le plasmon de surface est une onde a décroissance exponentielle des deux cotés de I’interface
séparant un métal (or, argent...) d’un milieu diélectrique sans pertes (milieu biologique par
exemple), parallelement a laquelle elle se propage. Le champ électromagnétique dans le

milieu biologique présentant un caractére d’onde évanescente, c’est-a-dire 1’amplitude
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décroissant exponentiellement avec la distance a I’interface, la fixation de molécules sur
I’interface va modifier 1’information contenue dans I’onde tant au niveau de sa phase que de

son amplitude.

Solution Champ évanescent 3

s * . décroissance exponentielle

Prisme

of P.Schuck, Ann.Rev.Biomol.Str. 1997, 26: 541-366

Figure 22 : Schéma du principe de la résonance plasmonique de surface

On utilise un prisme recouvert d'une trés mince surface métallique (argent ou or). Il existe des
plasmons de surface qui sont des ondes oscillantes de densité surfacique de charge qui se
déplacent a la surface du métal. Ces plasmons (non radiatif) sont excités par la lumiére
atteignant la surface du métal. L'amplitude du champ électromagnétique 1(z) décroit
exponentiellement quand on s'éloigne de la surface (en fonction de la longueur d'onde de la
lumiere incidente). lls ne peuvent en fait &tre excités que sous certains angles d'illumination
(quand le vecteur d'onde de la lumiére a la surface coincide avec celui des plasmons de
surface). Cela conduit a ce que la lumiéere réfléchie voit son intensité décroitre (ayant transféré
de I'énergie aux plasmons). Il se forme donc un minimum profond dans I'intensité réfléchie en
fonction de l'angle d'incidence. Cet angle dépend tres fortement du profil de l'indice de
réfraction de la surface (Nsurrace), dans I'épaisseur du champ évanescent proche de la surface.

Le changement de la composition (adsorption ou désorption, fixation ou relargage) de
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I'interface change cet indice, ce qui conduit a un changement de I'angle de résonance. Des
considérations théoriques montrent que I'angle d'incidence est proportionnel a la concentration
de macromolécules en surface jusqu'a une concentration surfacique élevée de 50 ng.mm™
Dans les appareils commerciaux, la surface est I'une des faces d'une cellule ou I'on peut faire
circuler les liquides contenant le ligand (fixation) ou le solvant (relargage). On peut alors

déterminer la cinétique de ces deux phénoménes [99-100].
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Figure 23 : Exemple des courbes de cinétiques de liaisons des ligands aux récepteurs obtenu

par résonance plasmonique de surface
Intérét :

C’est une méthode analytiques qui renseigne sur la cinétique de liaison du protéine-récepteur,
elle fournit aussi des informations sur 1’affinité du ligand pour son récepteur. Donc d’une
maniére indirecte la possibilité d’exploitation de ces résultats pour la détermination de la

conformation secondaire et tertiaire
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2-3-4) Détermination de la structure des protéines par Résonance magnétique nucléaire :
(RMN) :

Les protéines sont des polypeptides, formés a partir des vingt acides aminés naturels. Il existe
deux types de conformation locale de la chaine polypeptidique : une forme ou le squelette est
replié en hélice (hélice a), et une forme ou le squelette est replié de maniére a former une
surface plus ou moins plane (plissée) feuillet . La résonance magnétique nucléaire (RMN)
des protéines étudie principalement le repliement de la chaine polypeptidique dans 1’espace.
En cela, elle differe essentiellement de la RMN pratiquée sur des molécules organigues, qui
doit déterminer le graphe des liaisons covalentes. Une caractéristique importante des spectres
RMN de protéines est leur extréme complexité, due au grand nombre de noyaux observables
dans I’échantillon. Les différentes étapes de la détermination de structure de protéine par
RMN sont: la préparation de I’échantillon, I’acquisition et le traitement du signal RMN
produit par les noyaux observés, 1’analyse et I’attribution des spectres, le calcul des
coordonnées des atomes a partir des parametres mesurés sur les spectres RMN [101]. L’étude
d’une protéine peut se faire par RMN homonucléaire ou hétéronucléaire, suivant que 1’on
observe les noyaux protons seuls ou avec les noyaux carbones et /ou azotes. Les expériences
RMN permettent I’observation des couplages scalaires et dipolaires entre spins. L’observation
du transfert d’aimantation, par couplage dipolaire, produit des effets Overhauser nucléaires
(nOe) entre noyaux situés a moins de 5 A 1’un de I’autre, et permet I’estimation des distances

entre les noyaux observés.

Mais la RMN homonucléaire présente certaines limitations pour 1’étude des protéines en
solution, a cause du taux de superposition des pics sur les spectres et du mauvais transfert
d’aimantation entre protons par couplage scalaire. Ces problemes, qui rendaient difficile
I’utilisation de la RMN pour I’étude de protéines de taille supérieure a cent résidus, ont été

réduits par 1’utilisation des propriétés RMN de noyaux autres que le proton.
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Figure 24 : Positions dans la structure de la déformylase des contraintes de distance

déterminées a partir de I’observation des nOe

En effet, des noyaux différents résonnent dans des gammes de fréquences différentes, ce qui
permet de résoudre les superpositions de déplacements chimiques. De plus, les constantes de

couplage hétéronucléaires améliorent la sensibilité du couplage scalaire.

L’attribution par RMN hétéronucléaire peut s’effectuer a I’aide d’échantillons simplement
marqués *°N ou d’échantillons doublement marqués (*°N, **C). Sur une protéine marquée N,
la stratégie est basée sur les expériences 2D HSQC ou HMQC (« heteronuclear single
/multiple quantum correlation ») qui permettent d’observer les pics de corrélation dus au
couplage scalaire entre 1’hydrogéne amide et 1’azote de chaque résidu. La stratégie
d’attribution basée sur le double marquage utilise, elle, exclusivement les couplages scalaires
homo- et hétéronucléaires. Pour tenter d’augmenter la limite de taille des protéines étudiées,
en sus du marquage N et *C, 70 & 100 % des protons sont remplacés par des deutériums,
pour diminuer la fuite de I’aimantation due aux interactions dipolaires entre protons. La
diminution de la relaxation transverse a 1’aide de I’expérience TROSY (« transverse

relaxation-optimized spectroscopy ») permet également de repousser cette limite.

L’interaction entre deux molécules peut étre étudiée par titrage a 1’aide d’expériences 2D

HSQC, enregistrées pour différents rapports de concentration des deux molécules, et en
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suivant les variations de déplacements chimiques. Il est aussi possible d’observer 1’échange
d’un ligand entre sa forme libre et sa forme liée a un récepteur ou de mesurer les coefficients
de diffusion translationnelle a 1’aide de gradients de champ By. La variation de déplacements
chimiques en fonction de la variation de pH, ou de parametres thermodynamiques comme la
température ou la pression, permet de sonder les différents aspects de la stabilité d’une
structure de protéine. Les intermédiaires du repliement d’une protéine peuvent aussi étre
caractérisés par 1I’échange des hydrogénes amides avec le deutérium de 1’eau lourde. Enfin,
une interprétation qualitative des déplacements chimiques en fonction de la structure primaire

de la molécule permet la détection des structures secondaires hélice a ou feuillet 3.

La RMN est une méthode de choix pour I’étude systématique, et au niveau atomique, de la
dynamique interne moléculaire, pour des échelles de temps allant de la nanoseconde a la

milliseconde suivant les expériences utilisées [101].
v Intérét pour le contrdle des biosimilaires :

La détermination des structures secondaires et tertiaires
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2-2-5) La diffraction des rayons X :

Deux méthodes sont actuellement utilisées pour déterminer les structures tridimensionnelles
des macromolécules biologiques a I'échelle atomique : la diffraction des rayons X et la
résonance magnétique nucléaire (RMN). Pres de 85 % des structures connues a ce jour ont été
déterminées par diffraction des rayons X. Contrairement a la RMN, la cristallographie ne
souffre pas de limitations en taille de la macromolécule étudiée et ne présente qu'une seule

barriére : étre capable d'obtenir des cristaux de la macromolécule étudiée.

La diffraction des rayons X par des monocristaux est la méthode par excellence pour I'étude
des macromolécules biologiques a I'échelle atomique. La cristallographie a permis la
détermination des structures tridimensionnelles de plusieurs dizaines de milliers de
macromolécules biologiques dans des gammes de taille et de complexité trés variées : petites
protéines, oligonucléotides, acides ribonucléiques de transfert, immunoglobulines, complexes
multienzymatiques, complexes nucléoprotéiques, virus d'insectes, de plantes ou de
mammiferes. Les propriétés physico-chimiques intrinséques des macromolécules biologiques
donnent naissance a des cristaux avec de grands paramétres de maille cristalline et un pouvoir
de diffraction en général limité en comparaison du standard actuel des petites molécules
organiques. Cela impose des méthodes et des techniques adaptées tout au long du processus

cristallographique [102].
v" Le principe de la technique :

La technique de diffraction des rayons X se base sur l'interaction élastique des rayons X avec
les électrons des atomes (phenomene de diffusion élastique). Un échantillon quelconque (de
volume V) est caractérisé en chaque point de I'espace (repéré par le vecteur 7) par une densité
électronique p(7). Lorsqu'une onde plane monochromatique, de vecteur d'onde So, interagit
avec un échantillon, il y a diffusion dans toutes les directions de I'espace. Pour une direction
de diffusion caractérisée par un vecteur d'onde § (qui fait un angle 2 g avec I'onde incidente),
I'amplitude et la phase de I'onde diffusee peuvent étre représentées par un nombre complexe,
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appelé facteur de structure. Pour une direction de diffusion donnée, le facteur de structure

s'exprime de maniere simple en fonction du vecteur de diffusion : S=5-3% [102].

Figure 25 : Représentation tridimensionnelle du filgrastim. Les coordonnées des atomes ont été

obtenues par diffractométrie de rayons X sur un cristal de la protéine.

Le processus de détermination de la structure tridimensionnelle d’une macromolécule
biologique comprend les cing étapes suivantes (figure 26) :

1- obtention de la macromolécule a 1’état pur (ou des macromolécules dans le cas
d’assemblages), et sa purification dans certains cas.

2- la cristallisation

3- collecte de données de diffraction

4- construction du modele par interprétation des cartes de densité électronique

5- affinement et validation de la structure
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v’ Intérét de la technique pour le contrdle des biosimilaires :

La détermination des structures secondaires et tertiaires.
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2-3)-méthodes de contréle des modifications post-traductionnels,

glycosylation :
2-3-1) Séquencage par spectrométrie de masse :

La fragmentation par spectrométrie de masse MS/MS sert a séquencer des courtes sequences
d'acides aminés (10 a 20). Couplée avec les techniques de digestion des protéines qui vont
étre décrites, il est ainsi envisageable de connaitre la séquence d'une protéine. Cependant,
cette approche nécessite d'utiliser différents protocoles de digestion différents pour espérer

obtenir la totalité de la séquence de la protéine :

- Exemples des techniques utilisées pour la digestion des protéines
= Techniques chimiques :
v Le marquage chimique de I'extrémité N-terminal (NH,) :

La premiere méthode utilise la réaction de Sanger. Les fonctions 2-amine des acides aminés et
peptides réagissent avec le 2, 4-dinitrofluorobenzene pour former des dérives jaunes, les 2, 4-
dinitrophényl-peptides. Quand ces derniers composés sont soumis a une hydrolyse acide,
I'ensemble des liaisons peptidiques sont hydrolysées, mais la liaison entre la fonction 2, 4-
dinitrophényl et la fonction amine de 1’acide aminé N-terminal restent stables, d'ou

I'identification de ce dernier.

D’autres méthodes de marquage de I’extrémité N-terminal sont aussi utilisées telles que la

méthode d’Edman, et la méthode du chlorure de dansyle.

v"Identification des acides aminés C-terminaux

On utilise I'nydrazynolise, qui coupe les liaisons a 100°C et donne un acide amné libre. On
peut aussi utiliser des carboxypeptidases qui coupent l'extrémité C-terminale, il en existe
plusieurs types :
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- la carboxypeptidase A, qui coupe tout sauf les acides aminés basiques (elle est bloquée par
la proline)

- la carboxypeptidase B, qui est spécifique des acides aminés basiques (Lys, Arg).
= Techniques enzymatique :

Il existe aussi des méthodes biochimiques utilisant des enzymes capables de couper le premier
ou le dernier acide aminé de la chaine polypeptidique, on les nomme des exopeptidases. Les
aminopeptidases clivent la liaison peptidique localisée juste apres le premier acide aminé et
liberent ce dernier. De maniere symétrique, les carboxypeptidases clivent la liaison peptidique

localisée juste avant le dernier acide aminé.

En analysant les acides aminés libérés par ces enzymes, il est envisageable d'analyser la

séquence N ou C-terminale de la protéine [103].

2-3-2) Analyse par HPAEC-PAD

La chromatographie liquide a haute performance ¢échangeuse d’anions couplée a un systeme
de détection ampérométrique pulsé, est une technique qualitative et quantitative tres
performante pour 1’analyse directe des mono-, di-, oligo- et polysaccharides (technique qui ne
nécessite pas de traitement particulier des échantillons en dehors d’une dilution et d’une
filtration sans étape de dérivation).

Cette technique donne des bons résultats avec une grande sensibilité (de 1’ordre de 300 fmol),
ceci dans un intervalle de temps trés court par rapport aux autres techniques [104].

Des techniques basées sur la spectrométrie de masse telles que la MALDI-TOF/MS, LC-MS
sont aussi utilisées pour I’analyse qualitative.

Pour I’analyse quantitative c'est-a-dire la détermination structurale des sucres, des techniques
basées sur la MS/MS sont parmi les techniques les plus utilisées.

L’HPAEC-PAD est intéressante car elle permet une analyse qualitative et quantitative rapide

dans des domaines de concentrations assez divers dans le cas des sucres 1’utilisation de cette
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technique prend son avantage de leurs propriétés acides faibles, car ces composés sont des
acides faibles dont le pk, est compris entre 12 et 13. En milieu basique une légére ionisation
se produit et la séparation est possible sur une colonne constituée par une résine échangeuse

d’ions de type anionique (figures 27).

Noyau en copolymére
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Figure 27 : structure type d’une colonne échangeuse d’anions (A")

La détection :

A la sortie de la colonne chromatographique, le systeme de la détection ampérométrique
pulsée (PAD) oxyde les analytes a la surface de I’électrode en or par 1’application d’un
potentiel positif. Le courant généré par la molécule est proportionnel a sa concentration, ce
qui rend I’analyse quantitative. Si un simple potentiel était appliqué a I’électrode, les produits
d’oxydation empoisonneraient au cours du temps sa surface [105]. Afin de prévenir la
diminution du signal, la surface de 1’¢lectrode est nettoyée par 1’application d’une série de
potentiels appliqués pendant des périodes fixées, apres le potentiel de détection. Les potentiels
d’applications sont désignés Ei, E,, Es..., avec E; le potentiel de détection. Les autres

potentiels permettent de nettoyer et de restaurer 1’électrode pour la détermination suivante.
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Les potentiels sont maintenus pendant une durée t, t,, t3... La premiére période est subdivisée
en une période d’attente et une de détection. La période d’attente est la durée nécessaire pour
que seul le courant, li¢ a I’oxydation de 1’analyte, soit mesuré pendant la période de détection.

[106-107]
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Figure 28 : Schéma de principe de I’ampérométrie pulsée

Intérét de la technique pour le développement des biosimilaires :

Détermination des modifications post-traductionnels, et la détermination du degré de

glycosylation.
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2-4) -Contréles de I’hydrophobicité, charge, isoformes :
2-4-1) Electrophorése de zone (EZ)

C’est la méthode la plus simple. L’échantillon a séparer est placé dans un tampon unique
assurant un pH constant et prend donc une charge par rapport a ce tampon S’il est plus acide
que celui-ci, il est chargé négativement, attiré par 1’anode et repoussé par la cathode. Si son
point isoélectrique pl (pH de la solution dans laquelle il se trouve neutre) est supérieur au pH
du tampon, il est chargé positivement et migre vers la cathode comme un cation. Si
I’échantillon est neutre, donc placé a son pl, il n’est pas soumis au champ électrique mais il a
la totale liberté de diffuser dans toutes les directions autour de son point d’application. C’est
la la principale faiblesse de 1’électrophorése de zone : aucune force électromotrice ne lutte
contre la diffusion des échantillons lors de leur migration. Ainsi donc, pour une meilleure
résolution des séparations selon ce principe, il faut veiller a les réaliser rapidement ou a se
servir d’un autre critére de séparation tel que le tamisage moléculaire au cours d’une
électromigration dans un gel de porosité sélective, d’ou le trés grand succes pratique de la

technique dite de SDS-PAGE.

L’¢lectrophorése capillaire (EC) est une technique complémentaire des méthodes
chromatographiques qui permet la séparation d’un grand nombre de molécules. Tout comme
la chromatographie liquide haute performance qui regroupe de nombreux modes de séparation
selon la nature des phases stationnaire et mobile utilisées (échange d’ions, partage en phases
normale et inverse, adsorption, exclusion...), ’EC regroupe un grand nombre de modes selon
la nature de I’électrolyte de séparation et du capillaire utilisé (électrophorése de zone,
électrophorese micellaire, électrophorese sur gel, isoélectrofocalisation,
électrochromatographie).
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Figure 29: Séparation par électrophorése capillaire de zone des différents isoformes

D’un produit princeps contenant I’EPO et ses différents biosimilaires.

L’EC est une méthode d’analyse désormais reconnue en raison de ces qualités intrinséques :
efficacité et résolution éleveées, rapidité et automatisation des séparations, conditionnement
ais¢ du capillaire de séparation, faible consommation d’échantillons et de tampons de
séparation (en général dénués de solvants organiques), compatibilité avec de nombreux
détecteurs [107-108].

Intérét : 1’électrophorése de zone fournit des informations sur le profil en isoformes des

protéines thérapeutiques.
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2-4-2) RP-HPLC :

L'HPLC est I’une des méthodes analytiques les plus utilisées. Le principe de base de la
séparation est le passage d'un liquide (phase mobile) au travers d'une colonne (support solide
= phase stationnaire). L'HPLC existe sous quatre types différents: HPLC en phase inverse,
HPLC d'adsorption, HPLC échangeuse d'ions et HPLC d'exclusion. La polarité de la colonne
ainsi que le type de solvant ont un impact sur la séparation des molécules da a.
I'environnement chimique de I'ensemble.

L'instrumentation de I'HPLC se compose de plusieurs éléments : une pompe, un injecteur, une
colonne et un détecteur. La colonne peut étre une colonne en métal ou en Téflon (voir d'autres
plastiques) qui est remplie d'une phase (directe ou inverse). Les compagnies qui fabriquent les
appareils d'HPLC vendent aussi différents types de colonnes, ce qui facilite la mise en ccuvre
des méthodes d'analyse.

- Spécificité du RP-HPLC

Contrairement a la chromatographie a phase normale, en chromatographie a phase inverse la
phase stationnaire est non polaire et la phase mobile modérément polaire. Les molécules qui
sont plutdt non polaires en nature ont une rétention allongé et des molécules polaires s'éluent
plus rapidement. Pour la phase stationnaire ont utilise plut6t la silice sur lequel on a greffé des
fonctions chimiques, le plus souvent de chaines alkyles & 18 atomes de carbones ou ODS
(Octadecyl). Mais également les phases C8 (Octyl) et C4 (butyliques) sont employées souvent
quand la phase C18 est trop hydrophobe. Selon le taux de greffage, on obtient une plus ou

moins grande résolution.
v' Les détecteurs utilisés :

Il en existe notamment deux: le PDA (Photo Diode Array) et la spectrométrie de masse. Le
détecteur PDA est celui le plus utilisé. Il permet de mesurer différentes longueurs d'onde dans
le spectre du visible et dans le spectre UV. Quand a la détection par spectrométrie de masse

son principe est basé sur la mesure du rapport m/z [109].
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Intérét :

Cette technique permet le controle, de I’hydrophobicité, la détermination du profil en

isoformes, ainsi que la charge globale.

2-5)- Méthodes de détermination du poids moléculaire, et des agrégats :

2-5-1) SDS-page :

La plus utilisée de ces techniques est celle qui consiste a effectuer successivement et en
directions orthogonales une IEF et un SDS-PAGE afin de séparer un échantillon complexe
suivant la charge ou le pl de chacun de ses constituants, puis suivant leur taille ou masse
moléculaire relative M, Introduite dans le début des années 70, cette technique ne prit
vraiment son essor qu’apres la superbe démonstration de O’Farrell en 1975 de la séparation

d’un extrait bactérien en plus d’un millier de molécules sur un seul gel d’environ 20 x 20 cm.

D’abord effectuée sur une mince couche cylindrique de polyacrylamide pour I'IEF en
premiere dimension, puis en un gel vertical de SDS-PAGE pour la seconde dimension, cette
technique 2D est a présent aussi réalisée enticrement horizontalement selon Gorg. L’IEF de
haute résolution et de grande reproductibilité est faite en gel plat et mince de polyacrylamide
en gradient de pH immobilisé. Ce gel étroit est ensuite déposé sur un gel mince de SDS-
PAGE également horizontal dans une cuve thermostatée permettant une bonne rapidité de
migration et une réelle reproductibilité. Ces gels sur un support de film polyester sont
aisément manipulables soit pour leur coloration, soit pour toutes immunodétection apres

transfert sur membrane.
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Figure 30: Image d’une analyse par SDS-PAGE d’EPO urinaire endogéne (UEPO), de préparations
de rEPO disponibles dans le commerce, ainsi que des NESP et de la CERA.

Cette technique 2D conduit a des images de taches souvent tres complexes. Une aide
précieuse pour leur évaluation est donnée par des systémes automatiques d’analyse d’image.
Des bangues de données se développent pour associer, a chaque tache étudiée, les valeurs de
pl et M, éventuellement la séquence peptidique, la fonction et les informations
bibliographiques connues [107-110].

Intérét de la technique :

Cette technique donne des informations sur le profil en isoformes, permet la détermination

du poids moléculaire, et fournit des informations sur la présence des agrégats.
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2-5-2) SEC-HPLC

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC), encore connue sous le nom de
chromatographie a permeation de gel (GPC), est de loin la technique de séparation la plus
utilisée pour analyser les protéines. Décrite en 1959 par Porath et Flodin pour des
biomacromolécules, puis en 1963 par Moore pour des polymeéres synthétiques, la SEC a
connu un développement constant depuis sa découverte pour devenir a 1’heure actuelle une
méthode de caractérisation de poids moléculaire hautement sophistiquée, tant dans
I’instrumentation et la manicre d’analyser que dans le traitement des résultats. 1l est cependant
reconnu qu’avec la complexité croissante des formulations, I’analyse par SEC ne peut fournir
qu’une information partielle sur I’hétérogénéité moléculaire dont dépendent de nombreuses
propriétés physiques, et physicochimiques de la macromolécule biologique. La caractérisation
des protéines par HPLC, technique apparentée a la SEC mais différente en mécanisme de
rétention, permet de séparer les macromolécules selon leur composition chimique.

La HPLC est peu sensible aux variations du poids moléculaire par contre, elle fournit des
renseignements uniques sur I’hétérogénéité chimique ce qui en fait un complément idéal a la

SEC dans la caractérisation des protéines complexes tels que les mélanges.

v" Principe de la SEC-HPLC :

Les colonnes SEC-HPLC sont remplies de billes uniformes de diametre compris entre 3 et 20
um. Le remplissage est un matériau nanoporeux qui peut tre organique (polymere réticulé,
généralement PS-DVB) ou minéral (verre ou silice poreux).

La séparation est optimale lorsque la distribution en taille des pores coincide avec celle des
macromolécules a analyser. Comme la synthése ne permet d’obtenir qu’une distribution
étroite des pores, il est souvent nécessaire de mettre plusieurs colonnes de différente porosité
en serie, ou d’utiliser un remplissage formé par un mélange de plusieurs gels, pour couvrir la

totalité de la gamme des poids moléculaires a séparer [107-111].
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Figure 31 : Schéma du principe du SEC-HPLC
Intérét : cette technique permet la détermination du poids moléculaire des protéines

thérapeutiques.

2-5-3) L'ultracentrifugation :

Développée par T. Svedberg, cette technique a trouve de larges applications dans le domaine
de la chimie-physique des macromolécules, qu'elles soient biologiques ou de synthese. En
effet, dans un champ centrifuge suffisamment intense pour rendre les phénoménes de
diffusion néegligeables, les macromolécules, généralement plus denses que le solvant dans
lequel elles sont dispersées, tendent a s'éloigner de I'axe de rotation pour aller se déposer
insensiblement sur le fond du tube qui renferme la solution, on donne a ce déplacement de
toute molécule dans le sens de la direction de la force centrifuge le nom de sédimentation
méme si aucun dépbt n'est visible au fond du tube. Par contre, lorsque les particules
dispersées dans le milieu au cours de l'ultracentrifugation remontent vers la surface, on dit que
I'on a flottation. Qu'il y ait sédimentation ou flottation, on peut exploiter le phénomene

d'enrichissement des zones inférieure ou supérieure du tube pour séparer différents
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constituants, on dit alors que I'on a réalisé une ultracentrifugation préparative. Par contre, si
on se limite a observer le déplacement des molécules, il devient possible d'obtenir des
informations sur leur constante de sédimentation, leur forme et leur masse ; on dit alors que

I'on a réalisé une ultracentrifugation analytique [112].

Intérét de la technique :

Cette technique fournit des informations sur la masse moléculaire, la formedes protéines.

2-5-4) AF4 (Asymmetric Flow Field Flow Fractionation) :

Technique qui permet de séparer des molécules ou particules de grandes tailles (de 1nm a
50um). Contrairement au cas d’'une HPLC, ou I’échantillon élué passe dans une colonne
remplie d’une phase stationnaire compacte, il est inject¢ dans une cellule de volume
déterminé et dont la base est composée d’un fritté sur lequel est déposé une membrane
d’ultrafiltration. Le seuil de coupure de cette membrane, a travers laquelle 1’¢luant est soutiré,
est généralement de 5 ou 10kDa, et il détermine la limite inférieure de taille des échantillons
détectés. Par rapport a la HPLC-ES, ce systéme présente les avantages de 1’absence de limite
supérieure de taille de molécule, d’une adsorption minime des molécules due a la surface de
contact limitée, et d’un cisaillement négligeable des molécules du fait de I’absence de phase
stationnaire. Les constituants de I’échantillon sont séparés par 1’application d’un champ de

force perpendiculaire a la direction d’élution, dit flux croisé d’éluant (Figure 32).
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Figure 32 : Représentation Schématique de la répartition des fractions de 1’échantillon dans la

cellule lors d’analyse par AF4.

Intérét :

Cette technique permet de séparer les constituants d’un échantillon par taille. Le couplage de
cette technique avec une détection multiangulaire laser (MALLS) permet de déterminer de
maniére absolue les masses moléculaires des molécules. Nous pouvons alors étre en mesure

de déterminer un degré de compaction des molécules étudiées [113].
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Tableau VI : les différentes techniques utilisées pour le contréle des biosimilaires.

Critéres

Compositions, structure primaire

Meéthodes

Carte peptidique (LC-MS)
Séquencage peptidique par
Spectrométrie de masse
(ESI-MS, MALDI-TOF

Structures secondaires et tertiaires

Dichroisme circulaire
UV proche et lointain, RMN,

Résonance plasmonique,

Stabilité thermique
Modifications  post-  translationnelles, Spectrométrie de masse
glycosylation HPAEC-PAD
Hydrophobicité, charge, isoformes RP-HPLC

CZE

Poids moléculaire, agrégats

SDS-PAGE, SEC-HPLC, AF4, AUC

Liaison au récepteur

Résonance plasmonique,

ELISA, bioassay in vitro

Activité biologique

Bioassay in vitro et in vivo

LC-MS : Chromatographie liquide-spectrométrie de masse

ESI-MS : ionisation par électro-pulvérisation-spectrométrie de masse

MALDI-TOF : ionisation par désorption de la matrice assistée par laser- temps de vol

RMN : Résonnance magnétique nucléaire

HPAEC-PAD : Echange d’anion par chromatographie haute performance, détection par ampérometrie pulsée

RP-HPLC : chromatographie liquide par réversion de phase a haute performance

CZE : Electrophorese de zone capillaire

SDS-PAGE : Electrophorése en gel de polyacrylamide en présence de sulfate de Duodecyl sodium

SEC-HPLC : chromatographie liquide d’exclusion a haute performance

AF4 : Assymetrical Flow Field —Flow Fractionnation

AUC : Ultra centrifugation analytique
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LES PRINCIPALES CLASSES PHARMACOLOGIQUE DES
BIOSIMILAIRES :

Les biosimilaires développés sont principalement des facteurs de croissance et des hormones
dont le brevet est tombé dans le domaine public, comme 1’érythropoiétine, le facteur de
croissance des granulocytes G-CSF, 1’hormone de croissance (somatropine), I’insuline et
certaines cytokines.

Cependant, des sociétés asiatiques copient aussi des anticorps dont le brevet n’est pas encore

expiré, mais ne les commercialisent que dans les pays asiatiques [114].
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Figure 33 : Biosimilaires en développement et commercialisés dans le monde hors Asie par

famille de molécules biologiques (liste non exhaustive)
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1) HORMONES:

1-1) I'insuline :
L’insuline est une hormone recombinante constituée de 2 chaines polypeptidiques reliées
entre elles par deux chaines disulfures et un pont disulfure intra-chaine dans la chaine A.
La chaine A est constituée de 21 acides aminés et la chaine B est constituee de 30 acides
aminés, L’insuline est une hormone hypoglycémiante [115].

v’ Les étapes de production de I’insuline :
Dans un premier temps, la stratégie adoptée pour la production recombinante d'insuline a été
de transformer deux souches bactériennes d'Escherichia coli : une produisant la chaine A
fusionnée a I'enzyme béta -galactosidase et lI'autre produisant la chaine B fusionnée a I'enzyme
béta-galactosidase [116]. Pour l'insuline commercialisée aujourd'hui, la souche bactérienne
utilisée est E. coli K12 [117].

v Le systéme d’expression :
Le systeme d'expression utilisé est donc celui du lactose, Pour améliorer la productivité, le
systeme d'expression du tryptophane est utilisé par la suite.
Un inconvénient de l'utilisation de bactéries pour produire une protéine humaine est que les
modifications post-traductionnelles ne sont pas effectuées comme dans une cellule humaine.
De nombreuses étapes étaient donc nécessaires pour créer les ponts disulfures inter et intra-
chaines assurant sa structure particuliére et donc sa fonction a I'insuline. De plus, les protéines
ne sont pas sécrétées dans le milieu de culture mais dans l'espace péri-plasmique ou sous
forme de corps d'inclusion dans le cytoplasme. Un choc osmotique ou une lyse bactérienne
(dans le cas ou la protéine reste dans le cytoplasme) sont donc nécessaires pour I'extraire.
L'ajout d'agent dénaturant comme l'urée a 8M permet de solubiliser les corps d'inclusion [118].
Les protéines de fusion synthétisées sont purifiées par différentes techniques de filtration et de
chromatographies. Elles sont ensuite traitées par une solution de CNBr qui clive les chaines
peptidiques aprés la méthionine. La chaine peptidiqgue de la béta-galactosidase et la
méthionine située juste aprés sont donc éliminés. Les chaines A et B sont ainsi purifiées puis

mélangées. Pour établir des ponts disulfures entre ces deux chaines, une oxydation est
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nécessaire en utilisant le disulfite de sodium qui active les cystéines. L'ajout d'un agent

réducteur permet la création des ponts disulfures finaux.

Cette méthode de synthese demande ensuite un lourd traitement pour effectuer les
modifications post-traductionnelles nécessaires a l'activité hormonale de [l'insuline. C'est
pourquoi la société Novo Nordisk a décidé de faire synthétiser de I'insuline par des levures
[119].
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Figure 34: Schéma de la stratégie de production d'insuline recombinante utilisée en 1982 par
Eli Lilly
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v' Les produits disponibles :
Les insulines Aventis, Insuman®, 16 spécialités auxquelles il faut ajouter les insulines Aventis
Lantus®, insuline glargine, & trés longue durée d'action.
Les insulines Novo Nordisk, Actrapid®, Insulatard®, Mixtard®et Ultratard®, 21 présentations.
Les insulines Lilly, Umuline®
Les insulines qui sont commercialisées au Maroc sont les produits de quatre laboratoires
pharmaceutiques (Aventis, Lilly, Novo Nordisk, Polymédic) [120].

v' Les produits biosimilaires :
Les brevets de protection des analogues de 1’insuline devaient expirer en 2013 pour I’insuline
recombinante humaine son brevet va expirer prochainement c’est pour cette raison que
beaucoup de demandes de développement de biosimilaires sont déposées (un exemple des
biosimilaires de I’insuline est le dossier de Insulin Human Rapid Marvel, Insulin Human
Long Marvel et Insulin Human 30/70 Mix Marvel ce dossier a été refusé par ’EMEA, les
motifs de ce refus sont l'insuffisance des données sur le procedé de fabrication ainsi que la
non représentativité des données cliniques[118].

1-2)- HORMONE DE CROISSANCE: SOMATROPINE

L’hormone de croissance humaine est une hormone polypeptidique (protéine non glycosylée),
constituée de 191 acides aminés et comportant deux ponts disulfures elle est synthétisée sous
forme d’un précurseur ou pré-hormone dont le clivage protéolytique donne naissance a
I’hormone active [121-122].

Les etapes de production de I'hormone de croissance :

1- la construction d'un vecteur d'expression a partir d'une séquence codante (fragment d’ADN
contenant les acides amines de 24 a 191) a partir d'un ADNCc.

2- ligature de ce fragment a un oligonucléotide synthétique codant pour les 24 premiers acides
aminés

3- l'introduction de ce vecteur dans un systeme d'expression dans le cas de I'normone de
croissance le systéme le plus utilisé est celle de I’E.coli.
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4- production d'hGH recombinant a I'intérieur de la bactérie

5-récupération de I'normone aprés destruction des bactéries par différents méthodes de
destruction (choc osmotique, ondes ultrason, contraintes hydrodynamiques, gélification/dé-
gélification)

Par ce procédé de production I'normone n'est pas secrétée par E. coli a l'extérieur c'est la
méthionine initiatrice a I'extrémité amino-terminale qui empéche la sécrétion.

La protéine peut étre aussi produite sans cette méthionine additionnelle si la protéine est
fabriquée de maniére a étre sécrétée. Pour y parvenir, un fragment d’ADN codant pour une
séquence signal bactérienne a été clonée devant la séquence codant pour I'hGH. Cette
construction est introduite dans les bactéries, y dirige la production d'hGH et la séquence
signal impose que la protéine soit sécrétée. La protéine s’accumule dans l'espace péri-
plasmique entre les membranes interne et externe, cette protéine peut alors étre libérée par un
choc hypotonique qui détruit la membrane externe de la bactérie au contraire de ce qui passe

dans le cas de la forme intracellulaire de I'hnGH[116].
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Figure 35: Schéma de synthese de I’hormone de croissance

(a) procédé par lequel I’hormone est secrétée a I’intérieur de E.coli

(b) procédé qui permet la sécrétion de I’hormone recombinante dans I’espace péri-plasmique de la bactérie.

Les produits disponibles :
Princeps : Genotropine® de Pfizer.
Biosimilaires :  Omnitrope® Sandoz.

Valtropin ® BioPartners.
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2) LES CYTOKINES :
Cette classe comprend les cytokines biosynthétiques et médicaments agissant sur les

cytokines.

2-1) L’nterleukine -2 humaine recombinante :
L'interleukine 2 (IL2) est un polypeptide de 133 acides aminés sécrété par les lymphocytes T.
Cette lymphokine est capable de stimuler I'activité de toutes les cellules qui participent a la
réponse immunitaire. C’est une protéine glycosyslée avec une masse moléculaire de 15 Da
[123]. L’interleukine recombinante différe de 1’interleukine endogéne en ce qui concerne les
points suivants :
-C’est une protéine non glycosylée.
-La rh IL-2 ne posséde pas d’Alanine dans 1’extrémité N-terminale, et la sérine en position
125 est substituée par un autre acide aminé qui est la cystéine.
Ces modifications n’ont aucun impact sur I’activité biologique de la rh-I1L-2 car des études ont
démontrée que les deux hormones possédent la méme activité [124].
= Les étapes de production de I’interleukine 2 [125]:
a- la culture des micro-organismes transformé avec une séquence d’ADN qui code pour I’IL-
2 humaine mature (séquence de peptide signale + séquence codant pour I’interleukine 2
humaine).
b- I’incitation des micro-organismes transformés. A exprimer et & accumuler 1’TL-2 humaine
mure.
c- la lyse des micro-organismes, et I’obtention d’un lysat cellulaire.
d- la séparation des composants de membrane cellulaire contenus dans le lysat cellulaire.
e- I’extraction 1’IL-2 a partir des composants de membrane cellulaire isolés au moyen d’une
solution de lavage qui contient du chlorhydrate de guanidine environ 4 a 7 M.
f- la purification de I’IL-2 par chromatographie.
Un autre procédé de production permet d’obtenir I’interleukine 2, mais cette fois c’est la

lignée cellulaire HEK293 qui est utilisée comme systéme d’expression, la particularité de
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cette lignée qu’elle posséde la capacité de proliférer en suspension en absence de sérum
(293SF-3F6) [126].

Figure 36 : Structure de I’interleukine humaine recombinante
Les produits disponibles :
Macrolin®, Chiron France
Proleukine®, Chiron France

2-2) les interférons :

En raison de leur activité antivirale, antiproliférative et immuno-modulatoire, les interférons
sont utilisés en tant qu’agents thérapeutiques. Dans la famille des interférons, 1’interféron
alpha-2b (IFN-02b) est le sous-type prédominant. L’INF alpha-2a est prescrit contre
I’hépatite, la sclérose en plaques et certains cancers en raison de son pouvoir antiprolifératif et
immunomodulatoire. L’interféron endogene est une protéine de 166 acides aminés avec une
cystéine, en position 17, et une méthionine sur 1’extrémité N-terminale, ¢’est est une protéine

O-glycosylée [127].
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» La production de I’interféron alfa-2b recombinante [128]:
La premiére étape de production consiste a isoler le géne codant pour 1’interféron humaine
natif qui doit étre inséré dans un vecteur, qui est dans le cas de I’interféron a-2b le plasmide
pPICZoaA/rHulFNa2b.
Ce plasmide est construit par le clonage du géne codant pour I’interféron humaine
recombinante avec le plasmide pPICZaA, un codon stop TGA est inséré a 1’extrémité 3° pour
permettre 1’expression de la protéine sans myc ¢épitope tag ou poly histidine tag sur
I’extrémité c- terminal, ceci dans le but de faciliter I’excrétion de la protéine par le systéme
d’expression par la suite.
Pour I’interféron alfa-2b plusieurs systemes d’expression sont utilisés : E. coli, la levure, les
cellules d’insectes infectées par le baculovirus, et la levure méthylotrophique Pichia pastoris
(la souche Mut’KM71H).
Par exemple la production de I’interféron a-2b par 1’utilisation de Pichia pastoris comme
systéme d’expression permet la glycosylation des protéines issues de la fermentation, méme si
cette glycosylation ne posséde aucun effet sur I’activité de I’interféron, mais elle représente
un facteur déterminant pour les caractéristiques pharmacocinétiques de cette protéine.
Aprés I’intégration du plasmide pPICZaA/rHulFNo2b dans le génome de Pichia pastoris par
électroporation, une étape de sélection des levures qui ont intégrés le plasmide est nécessaire
a la fin de cette étape seule, les colonies pPICZa/rHulFNo2b Mut® KM71H qui sont isolées

pour étre mis en culture par la suite.

= La purification :
La premiere étape de purification est I’élimination de la biomasse par centrifugation, le
surnageant obtenu est filtré et concentré.
Le produit concentré est soumis a une dia-filtration pour étre purifié par chromatographie

échangeuse de cations par la suite.
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= Lescontrbles :
Le produit fini est contrélé par différentes méthodes de contrdle telles que la Western blot,
I’ELISA par I’utilisation des anticorps monoclonaux spécidiques de I’interféron alfa-2b, et la
SDS-page en condition réductrices par ’utilisation du bleu de coomassie comme colorant de

visualisation.

Les produits disponibles :
Interféron alfa-2b :
Princeps * Intron-A® Schering-plough.

Biosimilaire : Viraferon peg® Schering-plough.

Autres Interférons :

Interféron béta-1a :
Princeps : Avonex® Biogen Idec Limited. (Forme lyophilisé)
: Rebif® Merck Serono Europe Limited. (Forme liquide).
Interféron béta -1b :
Princeps  : Bétaferon® Bayer schering pharma

Biosimilaire : Extavia® Novartis Europharm Limited
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3)-LES FACTEURS DE CROISSANCE :

3-1) ’érythropoiétine :
L’¢érythropoiétine une hormone glycoprotéique, formée d’une seule chaine polypeptidique de
165 acides aminés et glycosylée au niveau de trois arginines (liaison de type N) et d’une
sérine (liaison de type O) [129].
La glycosylation, essentielle a I’activité biologique in vivo, s’obtient grace a la production par
des cellules de mammifére CHO (cellules ovariennes de 1” hamster), ou COS (cellules de rein
de singe), dans lesquelles on a introduit le géne de 1’érythropoiétine humaine a 1’aide d’un
vecteur d’expression contenant le gene de 1’érythropoiétine couplé au promoteur du virus SV
40. Ces cellules transfectées produisent dans leur surnageant une érythropoiétine active
biologiquement in vivo et in vitro, les propriétés physiques, structurales, immunologiques et
biologiques de 1’érythropoiétine recombinante humaine ainsi obtenue sont parfaitement
semblables a celles de la protéine extraite de I’urine humaine.
v' Résumé des étapes de production de 1’érythropoiétine humaine :
- Clonage du géne codant pour 1’érythropoiétine :
Détermination de la séquence d’acides aminés de 1’érythropoiétine humaine et I’insertion de
cette séquence dans le génome des cellules ovariennes de ’hamster CHO K1 pour obtenir le
plasmide (B11.3.1). Aprés I’isolement de clone rHUEPO CHO (BI1.3.1) une étape de clonage
qui comprend deux cycles successives est nécessaire pour la création du principale banque de
cellules de travail, les cellules provenant de cette banque sont mises en culture.
- L’expansion cellulaire :
Cette etape et divisée en deux phases :
= La phase de la croissance en monocouche en présence de milieu enrichi en sérum ce
processus est répété durant 3 cycles.
= La phase de production en milieu dépourvu de sérum : apres le 3éme cycle de culture
en mode monocouche les cellules sont récupérées, et laver par une solution tamponné
de phosphate (PBS), ensuite les cellules sont incubées dans un milieu sans sérum pour

réaliser le milieu de culture conditionné contenant la rHUEPO produite [130-131].
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- Concentration et diafiltration :
Le milieu de culture cellulaire conditionné est récolté concentré 20 & 40 fois par ultrafiltration
(seuil de 10000 daltons) et diafiltré (seuil de 10000 daltons).

Les produits disponibles [14-29] :

Médicament de référence : Eprex® (Janssen Cilag)
Biosimilaires :Binocrit® (Sandoz),
Recermon® (Roche)
Epoetin alfa hexal® (Hexal AG)
Eporatio® (Ratiopharm gmbh)
Abseamed® (Medice)
Retacrit® (Hospira)
Biopoin® (ct arzneimittel gmbh)
Silapo® (Stada)

3-2) le facteur de croissance humain : G-CSF :

Le G-CSF (abréviation de "Granulocyte Colony-Stimulating Factor”, ou "Facteur de
Stimulation des Colonies de Granulocytes") est un facteur de croissance. Il correspond a une
des classes de cytokines appelées facteurs de croissance hématopoiétique ou CSF (Colony-
Stimulating Factors). Les CSF forment une famille de glycoprotéines ayant des fonctions
capitales dans la formation des cellules sanguines. Le G-CSF stimule la production des
cellules hématopoiétiques et de maniere prédominante la production de polynucleaires. Le G-
CSF endogéne est une glycoprotéine c’est le produit de 1’expression d’un géne situé sur le
chromosome 17. 1l est produit par différentes cellules, telles que les fibroblastes,
macrophages, cellules endothéliales, cellules épithéliales.

Le G-CSF est détectable dans le sang, il peut étre purifié a partir de surnageants des cultures

de cellules tumorales humaines [132-133].
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La biotechnologie permet aussi de produire trois allotype humain de G-CSF, le filgrastim (r-
metHuUG-CSF), le pegfilgrastim (3-Hydroxypropyl-N-méthionylcolony-stimulating factor
(clone human 1034) 1-éther avec a-methyl-m-hydroxypoly(oxy-1,2-ethanediyl), le
lenograstim,  Nartograstim  (-(N-L-Méthionyl-L-alanine)-3-L-threonine-4-L-tyrosine-5-L-

arginine-17-L-serinecolony-stimulating factor (clone humain1034) :

v" Filgrastim :
C’est un peptide de 175 acides aminés, produit par la technologie de I’ADN recombinante,
par I’utilisation de la bactérie E.coli comme systéme d’expression. La -metHuG-CSF differe
du peptide humain endogéne par 1’addition d’une méthionine sur 1’extrémité N-terminale et

I’absence de glycosylation [134-135].

v Pegfilgrastim :
C’est la forme pégylée du filgrastim, modifi¢ par I’addition d’une chaine linéaire de 20 Kda
de polyéthylene glycol, le pegfilgrastim est produit par le méme procédé de production du

filgrastim par I’utilisation de I’E.coli comme systeme d’expression.

v' Lénograstim :
Glycoprotéine de 174 acides aminés, la chaine glucidique représente 4% de son poids
moléculaire totale, produite par la technique de I’ADN recombinant avec un systéme
d’expression utilisant les cellules de I’ovaire du hamster chinois (CHO). Avec ces
caractéristiques la lénograstime est considérée comme la glycoprotéine la plus proche

structuralement de la G-CSF endogene.

v Nartograstim (marograstim):
Protéine recombinante non glycosylée qui présente la méme structure que la rHG-CSF non
glycosylée avec la substitution de cing acides aminés dans la région N-terminale, le systéme

d’expression utilisé pour la production de la Nartograstim est celle de I’E.Coli [136-137].
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Les produits disponibles :
- Filgrastim :
Médicament de référence : Neupogen® (Amgen)

Les biosimilaires
- Ratiograstim® (Ratiopharm)

- Tevagrastim® (Teva generics,gmbh)

- Zarzio® (Sandoz)

- Pegfilgrastim : Neulasta® (Amgen)
- Lenograstim : Granocyte® (Chugai); Neutrogin®(Chugai)
- Nartograstim : Neu-up® (Kyowa)
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4) LES ANTICORPS MONOCLONAUX :

Les anticorps constituent une classe typique des bio médicaments temps par le mode de leurs
production faisant appelle a de véritable méthodes biologique (Basé sur la stimulation de
production par administration d’un antigéne ou sur des manipulations complexes faisant
intervenir des cultures cellulaires et des transféres de geénes) que par leur mode d’action les
anticorps dits chimérique comportent, par exemple, une partie de type humain (anticorps
humanisé) et une partie de type murai. Il est possible d’obtenir ainsi des anticorps dirigé
spécifiguement contre une cible déterminé, antigene de surface, récepteur, cytokine
médicaments, toxine. Les anticorps polyvalent d’origine humain correspondant a la présence
d’une grande variété d’anticorps dirigé contre divers agents infectieux en particulier. Ils sont
employés en thérapeutique pour corriger une déficience ou pour modifier I’immunité au cours
de pathologie a composante immunitaire. En dehors des anticorps polyvalent, des anticorps

spécifiques dirigé contre une cible particuliere sont disponible en thérapeutique [138].

- Mode de production :

Plusieurs technologies peuvent théoriquement s’utiliser pour la production des anticorps en
fonctions des caractéristiques désirées du produit final et des quantités nécessaires a sa
commercialisation & une échelle régionale ou mondiale.
Procédés de production :

= Lafermentation
Il existe deux grands types possibles de procédés pour produire les quantités necessaires
d’AcM, des procédés faisant appel a la transgénese. En fait, les AcM actuellement sur le
marché ou évalués dans des essais cliniques sont produits in vitro dans des cellules eucaryotes
de mammiféres (principalement CHO et NSO) les différents lignées cellulaires utilisées (qui
incluent également YB2/0 et PERC-6) sont cultivées en suspension dans des milieux de

culture sans protéine, en particulier sans protéine d’origine animale. Les procédés de
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fabrication pilotes, puis transférés dans des unités de fabrications aux normes des « bonnes

pratiques de fabrication » (BPF) pour satisfaire les besoins thérapeutiques.

= la purification :
La purification d’AcM a partir de surnageants de cultures est relativement facile. D’autant que
les milieux de culture utilisés sont dépourvus de protéines exogenes. La premiere étape
consiste a clarifier et a concentrer les surnageants de culture.une chromatographie d’affinité
utilisant de la protéine A est ensuite utilisée. Les anticorps étant des 1gG dans leur immense
majorité. Au moins une étape de chromatographie échangeuse d’ions est alors ajoutée au
procédé, ce qui permet d’éliminer I’ADN résiduel et les protéines de la ligneée productrice
contaminant. Un traitement solvant-détergent permettent une inactivation de virus enveloppés
potentiellement présents ainsi qu’une étape de nanofiltration (15nm), permettent d’éliminer
les particules virales, sont ajoutés au procédé de purification pour assurer une sécurité
biologiques maximale. Une fois purifiés les AcM sont généralement conditionnés sous forme
liquide. Préts a I’emploi, a des concentrations de I’ordre de mg/ml, voire a des concentrations
plus élevées.

= Les produits disponibles [139]:
Actuellement, une dizaine d’anticorps monoclonaux sont commercialisés et au moins 400 en
cours d’évaluation, ces médicaments couvrent les domaines thérapeutiques de I’oncologie, de
la transplantation, des maladies auto-immunes, de la cardiologie, de I’infectiologie et de
I’allergologie (voir tableau VII).
Les biosimilaires :
Pour le développement des versions biosimilaires de cette classe thérapeutique, I’agence
européenne de I’évaluation des médicaments a annoncée récemment la publication des lignes
directrices pour le développement des versions biosimilaires d’anticorps monoclonaux.
Un exemple des premiers biosimilaires d’anticorps monoclonaux en développement est le
biosimilaire de Rituximab, dont le groupe Teva a annoncé le lancement des études cliniques

comparent ce biosimilaire et le biomédicament de référence (MabThéra®) [140].
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Tableau VII: les principaux anticorps monoclonaux commercialisés : principales indications et les
dates d’expiration des leurs brevets.

Nom de spécialité Laboratoire Date Indication
d’expiration du
brevet (US/EU)
Rituximab MabThera®/Rituxan® Roche 2014/2013 Lymphomes non
hodgkiniens
Infliximab Remicade® Schering 2014 Maladie de
Plough et J&J Crohn/
polyarthrite
rhumatoide
Trastuzumab Herceptin® Genentech 2013 Cancer du sein
Bevacizumab Avastin® Genentech 2019 Cancers

colorectaux

Adalimumab Humira® Abbott 2010 Polyarthrite
rhumatoide

Ranibizumab Lucentis® Genentech 2018

Cetuximab Erbitux Imclone System 2017 /2019 Cancers

colorectaux

Tableau VIII : Les principaux médicaments biotechnologiques commercialisés au Maroc et leurs biosimilaires
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Famille biomédicament de référence Biosimilaires
Nom de specialité PPM Nom de spécialité PPM
Erythropoié Eprex® 4313,20 - Potex® poudre pour solution ~ 1266,00
tines (solution injectable a 3000 DH injectable a 10000 Ul DH
Ul 6 kit 0,3 ml) -Recormone®
(érythropoiétine ) 12 900,00
préparation injectable a (PPH)
30000 Ul
1 boite de 4 seringues
- Epotin® 6200,00
solution injectable a 4000 Ul  DH
10 flacons del ml
Hormone de  Genotropin ® (solution 920,00 DH - Norditropine nordilet® 1700,00
croissance injectable a 5 mg 1 boite de (PPH) (somatropine solution DH
1 cartouche) injectable a 5 mg 1 boite 1
Kit)
Genotropin Kabiquik® 4913,10 - Umatrope® somatropine 580,00
10 seringues de 4Ul DH préparation injectablea4 Ul'1 DH
boite 1 seringue
G-CSF Neupogen® filgrastim 671,30 DH Filgrastim Cooper® 300 ug Médicament en
préparation injectable a 30 1 seringue feveloppement
mUI 1 boite de 1 seringue
Granocyte® 34 6614,00 Gran® lenograstim solution 850,00
lenograstim poudre pour DH injectable a 34 mUl un flacon DH
solution 5 seringues alml
injectables a 33.6 mUlI

Biomédicament de référence

Biosimilaires
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Nom de spécialité PPM Nom de spécialité PPM
Interférons  Roferon-A © interféron 629,20 Inferon® 397,00
alfa-2a préparation (PHM) interféron alfa-2a solution DH
injectable a 9 muUI injectable a 4.5 mUI.
Pegasys® interféron alfa-2a  2823,40(PH
pégylé M)
préparation injectable a
180 pg, boite d’une
seringue
Introna® 2020,00
interferon alfa-2b solution ~ (PHM)
injectable a 30 mUI 1 stylo
1,5ml
Viraferon PEG® interféron  1592,70
alfa-2b pégylé solution (PHM)
injectable a 80 pg
Avonex® interferon béta-  12000,00  Rebif® 44 pg 11976,00
la préparation injectablea  (PHM) interféron béta-1a préparation (PHM)
30ug , boite de 4 seringues injectable a 44 g, boite de
12 seringues
Anticorps Mabthera® rituximab 15444,00 Biosimilaire en
monoclonaux  solution pour perfusion (PHM) développement par les

a500 mg, une boite d’un

flacon

laboratoires Teva




Chapitre VI : le cas des
Biosimilaires de

Cérythropoiétine

I-Pharmacologie de I’érythropoiétine

1)- érythropoiétine :
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L’érythropoiétine (EPO) est une hormone glycoprotéique qui fait partie des facteurs de
croissance hématopoiétiques. Le role physiologique de I’EPO est de réguler la production des
globules rouges en fonction des besoins en oxygene de 1’organisme. En cas d’hypoxie, la
synthése d’EPO augmente et stimule la production d’érythrocytes, et inversement, la
production d’EPO diminue ainsi que le nombre de globules rouges en cas d’hyperoxygénation
tissulaire. Le taux d’érythropoiétine endogéne chez un sujet adulte sain est d’environ 10
mUI/mL (soit 0,0024 fmoles/uL) avec des variations importantes.

Le rein, sensible a un manque d’oxygéne, répond par une augmentation de la sécrétion
d’EPO. Pour cela, la transcription du géne de I’EPO est induite dans un délai de deux heures,
puis la protéine nouvellement synthétisée est sécrétée immédiatement, puisqu’il n’y a pas de
réserve intracellulaire d’EPO préexistante. Cette sécrétion est suivie, apres un certain temps,
par la formation de globules rouges a partir des précurseurs érythrocytaires de la moelle
hématopoiétique. L’EPO induit de fagon spécifique la prolifération et la maturation des
cellules érythrocytaires. La formation des érythrocytes comporte différentes étapes de
maturation présentées sur la figure 37 :

L’action de I’EPO débute au niveau des BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid), précurseurs

des érythroblastes : elle induit leur prolifération.

L’action de I’EPO s’exerce ensuite et de maniere plus importante au niveau des CFU-E
(Colony Forming Unit-Erythroid) autres précurseurs des érythroblastes. Les CFU-E sont

considérés comme la cible primaire de I’EPO.

I’EPO est indispensable a la différenciation des BFU-E en CFU-E puis en érythroblastes, et
son effet diminue au fur et a mesure de la maturation des cellules érythrocytaires de la moelle

0SSeuse.

L’EPO induit en bout de chaine la synthése de I’hémoglobine et la maturation des

érythrocytes.
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Figure 37 : Niveau d’action de I’EPO dans la formation des cellules sanguines
(E : Erythrocyte/GM : Granulocyte-Macrophage/G : Granulocyte/M : Monocyte-
Macrophage/MK : Mega-cayocyte/ GEMM :  Granulocyte-Erythrocyte-Macrophage-
Mégacaryocyte/CSF : Colony Stimulating Factor)

A D’échelon cellulaire, I’EPO se fixe aux récepteurs des cellules précurseurs érythrocytaires.
Les récepteurs de I’EPO appartiennent a la famille des récepteurs de I’hormone de croissance.
Le signal de transduction induit par I’EPO ne nécessite une liaison qu’avec un petit nombre de

récepteurs. La figure 38 présente les voies de signalisation de I’EPO apres sa fixation aux

125



récepteurs des cellules érythrocytaires. L’hématopoi¢se s’accompagne d’une perte des

récepteurs durant la différenciation cellulaire [141].

Modélle osseuse
Membrane cytoplasmique

g A\
Jak2 Jak2 Intérieur de la cellule

Activation
du R-Epo
l [C

al [b] ]

Facteur de transcription
PI3K STATS MAPK

Génes cibles

=

Prolifération / Survie / Différentiation ¥

Figure 38: La fixation de 1’érythropoiétine a son récepteur et les voies de signalisation
intracellulaire

2)- Isoformes du récepteur de I’érythropoiétine :

Il existe différentes isoformes de récepteurs a I’EPO. Ces isoformes différent
considérablement dans leur affinité pour I’EPO. Le récepteur hématopoiétique est un
homodimere composé de deux unités identiques avec une grande affinité pour I’EPO
circulante. L’isoforme impliquée dans la protection tissulaire est un hétérodimere formé par le
récepteur a I’EPO associé a un récepteur commun béta qui est également utilisée par le GM-
GSF, I'IL-3, I’IL-5 et d’autres cytokines de type | . Ce dernier, largement exprimé dans
differents tissus (rein, cerveau, cceur), présente une faible affinité pour I’EPO et n’est pas
stimulé par des concentrations usuelles d’EPO circulante, il nécessite de hautes concentrations
d’EPO pour étre active [130].
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Affinité du récepteur ~0.2nM ~16 nM
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Figure 39 : Deux isoformes de récepteurs de I’EPO a gauche un homodimére, a droite
hétérodimére

3)- Production de I’érythropoiétine :

Les protéines de régulation comme 1’érythropoiétine ne sont présentes chez I’homme qu’en
tres faible quantité, expliquant le fait que cette hormone ne peut étre obtenue en quantité
suffisante a partir de sources naturelles.

Miyake et al ont purifié I’EPO en 1977 a partir d’urine de patients anémiques, ce qui a permis
de déterminer sa structure primaire et la séquence du géne codant pour ’EPO. Les techniques
de biologie moléculaire et de génie génétique ont ensuite permis la production de masse de

I’EPO avec un degré de pureté trés important [142].

4)- Indications thérapeutiques et posologies :

La structure de I’EPO étant identique a celle de 1’érythropoiétine endogene, son activité
thérapeutique est identique a celle de I’EPO endogéne. L’EPO est essentiellement employée
pour le traitement de I’anémie selon quatre principales indications :

— Le traitement de 1’anémie des insuffisants rénaux chroniques dialysés ou des insuffisants

rénaux non encore dialysés :
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Par voie SC : 20 Ul/kg 3 fois par semaine en phase de correction (augmentation

possible) puis diminution de moitié en phase d’entretien

Par voie 1V : 40 Ul/kg 3 fois par semaine en phase de correction (augmentation
possible) puis diminution de moitié en phase d’entretien
— Le traitement de I’anémie symptomatique des patients adultes atteints de tumeurs malignes
non myeloides et traités par chimiothérapie :

Dose initiale par voie SC : 30 000 Ul (450 Ul/kg) 1 fois par semaine

Dose maximale par voie SC : 60 000 Ul (900 Ul/kg) 1 fois par semaine
— L’augmentation du volume des dons de sang autologues chez les malades participant a un
programme de transfusions autologues différées (administration 2 fois par semaine pendant 4

semaines, dose fonction du résultat souhaite).

— La prévention de I’anémie du nouveau-né prématuré (poids compris entre 750 et 1000 g) :
administration SC de 250 Ul/kg 3 fois par semaine [144].

5)- Profil pharmacocinétique :

Peu de données sur le métabolisme de I’EPO sont disponibles. 11 est probable que la
dégradation de I’EPO survienne apres clivage enzymatique dans le foie des acides sialiques
terminaux des glycannes I’élimination urinaire joue seulement un role mineur.

La pharmacocinétique de I’EPO a eté étudiée chez des volontaires sains, des patients
hémodialysés et des patients en dialyse péritonéale, ainsi que chez des patients ayant des
degrés d’insuffisance rénale différents. Aucune relation n’a été établie entre la
pharmacocinétique et le degré d’insuffisance rénale. L’¢élimination de I’EPO aprés une
administration intraveineuse est biphasique avec une % vie de 4 a 12 heures. Le volume de
distribution est égal a une ou deux fois le volume plasmatique. Les taux sériques reviennent
aux valeurs initiales apres 48 heures. La demi-vie de I’EPO se trouve diminuée dans certains
cas chez les patients en dialyse péritonéale et lors d’administrations répétées.

Les données de pharmacocinétique présentées dans le tableau 1X, révélent des différences

notables entre I’administration sous-cutanée (SC) et ’administration intraveineuse (IV).
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Tableau IX : Données pharmacocinétiques de 1’érythropoiétine.

. Voie d’administration | Voie d’administration
Parameétre
sC v
Demi-vie 13428 h 4a12h
Pic de cor?centratmn 12 3 28 h )
maximale
BIOdI:‘E‘npOI‘IIbI]H:E relative 53 542 % 100 %
(voie IV : référence)

L’administration intraveineuse se caractérise par des pics sériques ¢€levés alors que
I’administration sous-cutanée se caractérise par une résorption et une élimination prolongées
conduisant a des concentrations maintenues en plateau (les taux sériques sont maximaux apres
12 a 28 heures. Apres administration sous-cutanée, la %2 vie moyenne d’élimination est de 13
a 28 heures. Apres 72 heures, le taux sérique d’EPO est encore supérieur a la valeur initiale.
La pente de la courbe d’élimination et le taux sérique maximum présentent de grandes
variations individuelles.

La résorption lente de 1’érythropoiétine a partir des tissus sous-cutanés, et les taux sériques

élevés de facon prolongée, semblent mieux correspondre aux besoins physiologiques [142].

6)- Effets indésirables :

Les effets indésirables, surtout observés au cours du traitement chez les patients présentant
une insuffisance rénale chronique ou une tumeur maligne sous-jacente, sont le plus
fréquemment une augmentation de la pression artérielle ou une aggravation d’une
hypertension préexistante et des céphalées surtout en cas d’¢élévation rapide de 1’hématocrite.
Moins de 10 % des patients recevant de 1’érythropoiétine présentent des effets indésirables
[144].

7)- Echappement thérapeutique

L‘érythropoiétine communément utilisée pour le traitement de 1’anémie des patients

insuffisants rénaux et des patients atteints de tumeurs malignes non myéloides sous
129



chimiothérapie, est une thérapie colteuse et tous les patients ne répondent pas au traitement.
Actuellement, la dose d’érythropoiétine recombinante humaine est ajustée suivant 1’évolution
de I’hémoglobinémie sous traitement.

La résistance a 1’érythropoiétine des patients insuffisants rénaux chroniques est suspectée
quand le patient n’atteint pas la cible alors qu’il recoit plus de 300 Ul/kg/semaine
d’érythropoiétine ou a un besoin continu de telles doses pour maintenir la cible. Les causes les
plus fréquentes de réponse incompléte sont la carence en fer et les maladies infectieuses ou
inflammatoires. L’observance doit étre vérifiée.

En ce qui concerne le traitement de I’anémie des patients atteints de tumeurs malignes non
myéloides, la dose initiale recommandée est de 30 000 Ul (450 Ul/kg) par semaine
administrée en une fois ou répartie en 3 a 7 injections, les deux modalités d’administration
ayant la méme efficacité [142]. Cette dose initiale peut étre doublée aprés 4 semaines de
traitement chez les patients non répondeurs. Parmi les patients non répondeurs (40 % en
moyenne) aprés un mois de traitement, 28 % obtiennent une réponse compléte avec une
double dose d’érythropoiétine recombinante humaine. Cependant les risques d’accidents
thromboemboliques et d’hypertension artérielle sont importants aux doses élevées d’EPO
employées chez les patients cancéreux.

L’individualisation et 1’optimisation des traitements chez les patients non répondeurs, mais
aussi chez les répondeurs s’averent ainsi nécessaires pour déterminer les doses d’entretien
efficaces. L’optimisation des traitements, surtout intéressante pour les fortes doses
administrées chez les patients cancéreux, permettrait de déterminer la dose minimum efficace
et d’¢éviter les effets secondaires. Malgré 1’utilisation croissante en cancérologie de ’EPO a
forte dose administrée une fois par semaine sans effets secondaires graves, peu de données

pharmacocinétiques sont disponibles [141-143].

8)- Concentrations plasmatiques attendues pour I’érythropoiétine :

La concentration plasmatiqgue maximale (Cmax) en EPO attendue dans le plasma aprés une
injection sous-cutanée de 36 000 UTI est de I’ordre de 2 000 Ul/ml soit environ 0,5 fmole/uL

de plasma. Pour des doses de 9000 a 36 000 Ul administrées, la pharmacocinétique de ’'EPO
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est linéaire (Fugisaka et al. 2006). Ainsi, les Cmax attendues pour des injections SC de 30 000
a 60 000 UT d’érythropoiétine en cancérologie seront de 1I’ordre de 0,5 a 1 fmole d’EPO/uL
de plasma [141].

8-Structure de I’érythropoiétine :
L’érythropoiétine recombinante (rh EPO) est une glycoprotéine d’environ 30 000 Daltons,

fortement glycosilée (environ 40 %)
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Figure 40 : structure de I’érythropoiétine
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II- CONTROLE DE LA COMPARABILITE DES BIOSIMILAIRES DE
L'ERYTHROPOIETINE AU PRODUIT DE REFERENCE :
1) Le controle de la comparabilité physicochimique :
Ce contrdle est établi a partir d’une étude de caractérisation comparative trés poussée, pour
démontrer que le biosimilaire et le comparateur ont la méme :

v’ Structure primaire.

v' Structure secondaire et tertiaire.

v Appariement des ponts disulfures.

v" Profil de glycosylation.

a) structure primaire :

Le biosimilaire et le médicament princeps devraient avoir la méme séquence d’acides aminés.

“DADI A, Sh=206. 1D Re 45050 (E'T0DS 0204 TOS0E0SSTA B 007 Oy
"DADI A, Sh=206, 1 Fe =IS050 (£ 0005 02104 ROS0E0SSTA B D05 .
mAL,

Ll

= 100H

T T T r T
1] 1 w &0 a0 1m 12 ml

Figure 41: Comparaison des cartes de restriction trypsique pour établir la comparabilité des

structures primaires.

A : Binocrit lot 410204 B : le comparateur lot 04BS92R
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L’étude des cartes de restriction trypsique du biosimilaire et son comparateur, montre que les
deux médicaments présentent une structure primaire rigoureusement identique et possedent
les mémes sites de clivage enzymatiques.

Et le profil HPLC des peptides générés par 1’action d’une protéase présentés en miroir pour
ces 2 lots conservés dans des conditions identiques (18 mois a 2-8°C).D’apres 1’étude les

profils sont tout a fait identiques.

b) structure secondaire et tertiaire :

L’étude de la structure secondaire et tertiaire est réalisée par différentes techniques
spectroscopiques parmi ces techniques on peut citer la diffraction par les rayons X, et le
dichroisme circulaire.

L’¢tude de la structure du biosimilaire et le produit de référence dans notre exemple
(I’érythropoiétine) par la technique du dichroisme circulaire montre que les deux produits
possedent les mémes structures secondaires et tertiaires (hélices alpha et feuillets béta), ceci
se traduit par la superposition parfaite des spectres de dichroisme circulaire dans 1’'UV proche

et ’'UV lointain [94].

Superposition des spectres UV lointain Superposition des spectres UV proche
20000 60 .
———— e 50 N
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¥ ] \
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] o
\.‘_ 7~
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Figure 42 : Comparaison des spectres de dichroisme circulaire
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¢) I’appariement des ponts disulfures :
Dans le cas de I’érythropoiétine alfa les ponts disulfure sont présentent seulement entre les

cystéines 7 et 157.

c) profil de glycosylation :

Pour 1’érythropoiétine alfa c’est surtout 1’étude de la similarité des séquences
polysaccharidiques au niveau des asparagines 24,38 et 83 et la sérine 126.

Des différences de la glycosylation en particulier de sialylation, se traduisent par 1’apparition
des isoformes caractérisés des pH isoélectriques différents, 1’étude des profiles de
glycosilation est réalisée par HPAEC-PAD [94].

"DADT ASH=21410 Re =30 S0GESTUDL1S.ON
"DADT ASH=21410 Re w30 S0STUDID LD

304

5

20 PEPTE e -

Figure 43 : Distribution des isoformes du Binocrit® et son comparateur en électrophorése
capillaire
L’étude des profils des isoformes, obtenu par 1’électrophorése capillaire montre que le

biosimilaire et le comparateur possedent le méme profil des isoformes caractéristiques de
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I’érythropoiétine alfa. Cette étude est complétée par la réalisation d’une étude des profils de

glycosylation par HPAEC-PAD.

NANA o

Binocrit® FIB03370004

' Binocrit® FIB0O3370006

Binocrit® FIB0O3370005

Comparateur 02ES24G

Comparateur 04KS110

Comparateur 031548R

...............

Figure 44 : Comparaison des profils de glycosylation par échange
anionique a haute performance - Détection par ampérométrie
pulsée (HPAEC-PAD).

Les pics 1 a 8 correspondent a des glycans fucosylés identifiés comme étant :
1: 2A1F 5. 3A1F1R
2: 3A1F (1-4) 6:4A1FIR
3: 3A1F (1-6) 7:3AlF2R
4: 4ALF 8: 4A1F2R
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Cette étude montre la similitude des motifs glucidiques liés aux 3 Asparagines 24, 38, 83 et la

sérine 126. Donc le biosimilaire et le comparateur ont le méme profil de glycosylation.

2) I’étude de la comparabilité biologique :
Etude de la comparabilité biologique in vitro :

La comparabilité biologique in vitro est démontrée par la comparaison des cinétiques de

liaisons du médicament au récepteur.
La cinétique de la liaison du ligand au récepteur est étudiée par différentes méthodes parmi
ces méthodes on peut citer la résonance plasmonique de surface (SPR) [112].

20 nM Binocrit”
250 F
S = 20 nM Comparateur
200 i
2D 150 F
(n'd e
® 100

50 5 nM Binocrit*
0 5 oM Comparateur
0 200 400 600 800 1000 1200
Temps(sec)

Figure 45 : Etude des liaisons du biosimilaire et son comparateur au récepteur par résonance
plsamonique.

Dans cette étude le récepteur de I’érythropoiétine a été fixe sur la surface « sensor chips » et
la liaison de I’érythropoiétine (le biosimilaire et le produit de référence) sur son récepteur a

été étudiée par résonance plasmonique de surface.
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D’apres cette étude les cinétiques de liaisons des deux produits sont hautement comparables,
méme si ils ne présentent pas les mémes valeurs mais le profil cinétique est identique ce qui

est conforme aux recommandations en vigueur [94].

3)-Le développement clinique :

3-1) Les recommandations de PEMEA pour le développement clinique des biosimilaires
de I’érythropoiétine :

Selon les recommandations de ’EMEA, les érythropoiétines biosimilaires devront étre testées
dans au moins deux études cliniques d’efficacité randomisées en double insu avec un produit
de référence et effectuées de préférence chez des sujets insuffisants rénaux (le nombre de
patients n’est pas précisé). Cependant, il est suggéré qu’au moins 300 patients soient observés
pendant 12 mois dans le cadre de 1’é¢tude de tolérance en termes de I’immunogénicité
éventuelle du produit biosimilaire concerné. Une étude effectuée chez des patients ne recevant
pas de traitement par un agent stimulant I’érythropoiése (étude dite de titration) et une étude
effectuée chez des patients déja traités par un agent stimulant 1’érythropoiese (étude dite
d’entretien). Ces études auront pour but de démontrer « 1I’équivalence » des deux produits, a la
fois en termes d’efficacité sur la concentration d’hémoglobine, le pourcentage de répondeurs
(Hb cible entre 11 et 12 g/l) et en termes de posologie. Il est probable que la premiere étude
sera effectuée chez des patients insuffisants rénaux chroniques non dialysés qui recevront le
produit par voie sous-cutanée, alors que la seconde sera effectuée chez des patients
hémodialysés qui recevront le produit par voie intraveineuse. L’EMEA demande que ces
études soient des études d’équivalence (et non pas des études de non-infériorité). Se pose
donc la question de la marge acceptable pour considérer que deux produits sont équivalents.

Certains sociétés savants comme la société de néphrologie, la societé francophone de dialyse,
et la société de néphrologie pédiatrique proposent que les marges d’équivalence ne dépassent
pas 1 g/dl pour la concentration d’hémoglobine et 10 % pour la dose d’érythropoiétine. Dans

ces conditions, le produit biosimilaire sera consideré comme équivalent au produit de
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référence si, a la fin de I’étude, les concentrations d’hémoglobine différent de moins de 1 g/dl

et les doses utilisées different de moins de 10 %, entre les deux groupes [145].

3-2) L’exemple de développement clinique d’un biosimilaire de I’érythropoiétine

(Binocrit®)

Le développement clinique de ce médicament biosimilaire comprend les étapes suivantes :

- Des essais de phase I réalisés chez des volontaires sains ont d’abord permis d’affirmer
que Binocrit® administré par voie intraveineuse (1V) et sous-cutanée (SC), possédait
les mémes propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques que le comparateur
époétine alfa.

- Des essais de phase III qui ont pour but de démontrer 1’efficacité et la tolérance du

biosimilaire par rapport au médicament biologique de référence.

3-1-1) Les études de phase 111 :

Cette partie développe la méthodologie de la réalisation d’une étude de phase III pour
démontrer ’efficacité et la tolérance d’un biosimilaire par rapport a un médicament de
référence, pour bien illustrer cette méthodologie deux exemples d’études de phase III sont
présenteé :

- I’étude INJ-9 réalisée pour évaluer la comparabilité pour un biosimilaire de 1’érythropoiétine
Binocrit® par rapport & un médicament de référence (Eprex®)

- I’étude INJ-11 réalisée pour confirmer I’efficacité, c’est une étude non comparative.

3-1-1-1) 1’étude INJ-9:

Cette étude multicentrique d’équivalence a été conduite sur 56 semaines et a inclus 478
patients IRC, hémodialysés depuis au moins 6 mois et cliniquement stables. Leur
concentration en hémoglobine (Hb) était comprise entre 10 et 13 g/dl au cours des 12

semaines précédant I’inclusion et ils étaient traités par une dose stable d’érythropoiétine alfa

138



en IV correspondant a un maximum de 300Ul/kg/ semaine, depuis au moins 8 semaines au
moment de D’inclusion. L’étude s’est déroulée en 2 phases de 28 semaines. Une premiére
phase contrdlée, menée en double-aveugle, sur 2 groupes paralléles, était destinée a comparer

I’efficacité de Binocrit® versus le comparateur érythropoiétine alfa [146].

n=314] | —
n = 207 per protocole I
- I

n= ]64 Ellllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllé

n = 118 per protocole

2 semaines 28 semaines 28 semaines
Périod Phase ajustement :
25 28
—— Binocrit® [V wanmees Epoétine olfa [V (comparateur

Figure 46 : déroulement de 1’étude INJ-9

Les patients ont été randomisés (rapport 2 : 1) pour recevoir par voie 1V a la fin de la période
de dialyse, soit Binocrit® (n = 314), soit le comparateur (n = 164), & raison de 3 injections par
semaine. Pendant les 24 premiéres semaines, les doses ont été ajustées pour maintenir la
concentration d’Hb entre 10 et 13 g/dl. Cette période d’ajustement posologique a été suivie
d’une période d’évaluation de 4 semaines, qui avait pour critére principal d’efficacité, la
différence absolue des concentrations moyennes d’Hb entre la période d’évaluation (semaines
25 a 28) et I’inclusion, sur la population per protocole (PP). Binocrit® était considéré
équivalent au comparateur si I’intervalle de confiance a 95 % de la différence intergroupe sur
le critére principal d’efficacité était compris entre -0,5 et +0,5 g/dl. La méme mesure réalisée
sur la population en intention de traiter (ITT) a été prise comme critere secondaire
d’évaluation [146].
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3-1-1-2)- évaluation de I’efficacité du biosimilaire par rapport au produit de référence :

Pour I’évaluation de ’efficacité les parametres qui ont été adopté pour suivre 1’évolution de
I’étude sont les suivants :

a) La variation moyenne des concentrations de 1’ Hb.

b) L’ajustement posologique.

c) La dose moyenne administrée de 1’érythropoiétine.

d) La fréquence des transfusions sanguines.

v’ La population étudiée :
L’analyse en intention de traiter (ITT) a inclus 304 (96,5 %) des 314 patients traités par
Binocrit® et 161 des 164 patients traités par le comparateur. En éliminant les sorties
prématurées de 1’étude (17,1 % et 12,2 % respectivement dans les 2 groupes) et les patients
n’ayant pas regus une dose stable d’érythropoiétine alfa avant 1’inclusion ou en cours de
traitement, la population per protocole était constituée de 207 patients dans le groupe
Binocrit® et 118 patients dans le groupe comparateur. Les caractéristiques des patients a
I’inclusion sont décrites dans le tableau X.

v" Observations :
Les deux groupes sont comparables pour I’ensemble des caractéristiques classiques (age,
sexe, CRP, PTH, statut martial...). Cependant malgré la randomisation, on constate un
pourcentage plus important de diabétiques supérieur dans le groupe Binocrit® par rapport au
groupe comparateur (30% versus 17,8%) ainsi qu’une ancienneté moyenne du diagnostic de la
maladie rénale chronique (MRC) supérieure dans le groupe Binocrit® par rapport au groupe
comparateur (98,2 £ 89,1 mois versus 82,0 £ 71,5 mois respectivement).
Ces éléments pourraient expliquer les différences non significatives observées entre les deux
groupes en termes de dose d’érythropoiétine alfa (7053,9+3666,8 versus 6622,9+3629,2 Ul
respectivement) et de concentration en hémoglobine, a I’inclusion, lorsque 1’ensemble des
patients était encore sous le comparateur érythropoiétine alfa. Ces différences traduiraient

ainsi un stade plus avancé de la MRC et de I’anémie [146-147].
140



Tableau X : Caractéristiques des patients a 1’inclusion durant 1’étude inj-9

o Binocrit® Comparateur
Caractéristique N - 207 =118
Sexe n (%)

Hommes 116 (56) 72 (61)
Femmes 91 (44) 46 (39)
Age années 61,9+14,7 62,1+13,3
Min-max, médiane

Race, n (%)

Caucasienne 206 (99,5) 118 (100)
autres 1(0,5) 0
Etiologie de I'IRC, N (%)

Diabete 42 (30) 21 (17,8)
Hypertension 26 (12,6) 13 (11)
Néphrite interstitielle chronique 14 (6,8) 8 (6,8)
Glomeérulonéphrite chronique 49 (23,7) 35 (29,7)
Polykystose rénale 17 (8,2) 7(5,9)
Uropathie 9 (4,3) 5(4,2)
Autres 31 (15) 18 (15,3)
Inconnu 19 (9,2) 11 (9,3)
Ancienneté du diagnostic, (Mois)

Moyenne+ET 98,2+89,1 82,0+71,5
(min-max, médiane) (7-466, 68) (8-299, 53)
Ancienneté de la dialyse, (mois)

Moyenne+ET 53,1+56,3 56,0+64,6
(min-max, médiane) (5-339 ; 34) (6-295 ; 34)

Dose d’époétine alfa, (Ul/sem)
Moyenne*+ET
(min-max, médiane)

7053,9+3666,8
(3000-24000 ; 6000)

6622,9+3629,2
(3000-20000, 6000)

Concentration Hb, (g/dl)
Moyenne™+ET
(min-max, médiane)

11,7+0,8
(9,9-13,6; 11,7)

11,9+0,7
(10,0-13,3; 11,9)

Ferritinémie, (ng/ml)
Moyenne$+ET
(min-max, médiane)

655,1+397,7
(41-1832 ; 582)

685,5+511,7
(39-3250 ; 559)

Coeff. Sat. Transferrine, (%)
Moyenne$+ET
(min-max, médiane)

24,949,2
(9,2-72,8 ; 23,2)

26,3+10,5
(10,1-85,4 ; 25,7)

* Pendant la phase de sélection
$ A visite-1
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v' Les résultats obtenus :
a) La variation moyenne des concentrations de 1’ Hb

= La population PP
En analyse sur la population PP, la variation moyenne des concentrations d’Hb entre
I’inclusion et la période d’évaluation était de 0,147 + 0,092 g/dl dans le groupe Binocrit® et de
0,063 £ 0,117 g/dl dans le groupe comparateur. La différence absolue entre ces 2 valeurs était
de 0,084 g/dl (1C95 % : [-0,170 ; +0,338])

= Lapopulation ITT :
Pour cette population des résultats similaires ont été observés sur la population en ITT, avec
une différence des concentrations moyennes d’Hb entre I’inclusion et la période d’évaluation
de 0,003 g/ dl dans le groupe Binocrit® et -0,187 g/dl dans le groupe comparateur, et une
différence absolue entre les deux traitements de 0,189 g/dl (IC95 % : [-0,039 ; +0,418]).
Dans les 2 analyses sur les populations PP et ITT, I’intervalle était compris entre les bornes de
+ 0,5 g/dl préalablement retenues pour démontrer 1’équivalence avec le comparateur.
L’efficacit¢ de Binocrit® pour maintenir la concentration d’Hb a donc ¢été jugée
statistiquement équivalente a celle du comparateur. Pendant toute 1’étude, les concentrations
d’Hb sont restées stables dans les groupes Binocrit® et comparateur, la différence non
significative constatée a I’inclusion entre les 2 groupes de traitement s’étant maintenue tout au
long de I’étude (Figure. 47). En analyse PP, elles ont varié entre 11,6 et 11,9 g/dl dans le
groupe Binocrit® et entre 11,7 et 12,1 g/dl dans le groupe comparateur.
Le pourcentage de patients ayant présenté des concentrations moyennes d’Hb comprises entre
10 et 13 g/dl pendant les périodes de sélection et d’évaluation, en analyse PP, était de 80,7 %
dans le groupe Binocrit® et 81,4 % dans le groupe comparateur, sans différence inter-groupe
significative.
De plus, le pourcentage de patient ayant présenté des concentrations moyennes d’Hb
comprises entre 10 et 13 g/dl et dont les modifications de doses hebdomadaires sont restées <
25 % entre la phase d’inclusion et la période d’évaluation a été de 69,6 % [IC 95 % : 62,8-
75,8] et 644 % [IC 95 % : 55,1-73,0] dans les groupes Binocrit® et comparateur

respectivement, sans différence inter-groupe significative[146-147].
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Figure 47: Evolution des concentrations moyennes d’Hb entre 0 et 28 semaines de traitement
dans les groupes traités par Binocrit® et le comparateur époiétine alfa

b) L’ajustement posologique :
En termes d’ajustements posologiques, des résultats similaires ont été obtenus dans les 2
groupes.

= Population PP
En population PP, 16,9 % des patients sous Binocrit® et 19,5 % des patients du groupe
comparateur ont subi au moins un ajustement de dose > 25 % au cours de ’étude.

= Population ITT
Dans I’analyse en ITT, le pourcentage des patients qui ont subi au moins un ajustement
posologique a été de 25 % des patients sous Binocrit® et 26,7 % des patients sous médicament

de référence.
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c) La dose de I’érythropoiétine :

Concernant la dose d’érythropoiétine, comme cela a été constaté, la dose moyenne de
Binocrit® administrée par semaine pendant la période d’inclusion a été légérement plus élevée
que celle du comparateur. Cependant, exprimées par unité de poids corporel, les doses de
Binocrit® et de comparateur (93,7 et 92,8 Ul/kg) n’étaient pas significativement différentes.
Cette différence de doses entre les 2 groupes a persisté pendant toute la durée de 1’étude et
s’est traduite par une variation d’Hb plus forte dans le groupe Binocrit ® par rapport au
comparateur (0,147 £ 0,092 g/dl versus 0,063 + 0,117 g/dl).

[141] (Figure47 et 48)
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Figure 48 : Evolution des doses (moyenne + SD) d’EPO au cours de 1’étude INJ-9 dans les
groupes Binocrit et comparateur érythropoiétine alfa

En termes d’évolution entre 1’inclusion et la période d’évaluation dans la population PP, la
dose d’érythropoiétine alfa a diminué de 314 Ul par semaine dans le groupe Binocrit® versus
739 Ul/semaine dans le groupe comparateur, soit une baisse exprimée par unité de poids

144



corporel de 90,0 versus 82,3 Ul/kg/semaine, sans différence significative entre les 2 groupes
[146-147].
d) Les transfusions sanguines :

= Population PP :
Concernant les transfusions sanguines pendant la période de traitement, 2 patients du groupe
Binocrit® ont été transfusés, versus aucun dans le groupe comparateur.

= Population ITT :
En analyse en ITT, ils étaient 6,3 % (19 patients) et 3,1 % (5 patients) respectivement dans les
groupes Binocrit® et comparateur érythropoiétine alfa. La différence d’ancienneté du
diagnostic de la MRC pourrait aussi expliquer le plus grand nombre de patients transfusés
dans le groupe Binocrit® versus le comparateur en analyse en ITT et en PP [146].

3-1-1-2) I’étude INJ-11:

Dans cette étude de phase III réalisée pour confirmer I’efficacité du biosimilaire les patients
inclus étaient des adultes ayant une tumeur solide traités par chimiothérapie palliative d’un
cycle compris entre 1 a 4 semaines (pour au moins 12 semaines) et ayant une anémie associée
(hémoglobine < 10 g/dL) avec un taux de ferritine > 100 pg/L et/ou une Saturation de la
transferrine > 20%.

Les patients ont recu pendant 12 semaines (phase correctrice) un traitement par
Iérythropoiétine alpha, soit Binocrit®, soit Eprex®, en injection SC sur la base de 3 doses de
150 Ul/kg par semaine avec une randomisation [2 : 1]

Le critere de jugement principal était le pourcentage de patients répondeurs, c'est-a-dire ceux
avec une augmentation absolue d’au moins 2,0 g/dl des taux d’hémoglobine entre la période
d’inclusion et la période d’évaluation (semaines 5 al2), en 1’absence de transfusion au cours
des 4 semaines précédentes. Binocrit® pouvait étre considéré comme efficace si la borne
inférieure de I’intervalle de confiance a 95% était supérieure a 30%, correspondant au taux
présumé de réponse sous placebo (10%) plus la moitié de la différence entre un traitement
actif et le placebo (20%) [147].
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Résultats :
Les patients randomisés étaient au nombre de 74 dans le groupe Binocrit® et de 40 dans le

groupe Eprex®. La population en intention de traiter comportaient 60 patients dans le groupe
Binocrit® et 34 patients dans le groupe Eprex®. Une amélioration des taux d’hémoglobine
d’au moins 2 g/dl a été obtenue chez 61% des patients traités par Binocrit® avec un 1C95% de
[48,2% ; 73,9%]. La borne inférieure de cet intervalle de confiance étant supérieure a la borne
seuil de signification clinique de 30% prédéterminée, cette amélioration est statistiquement
significative. Dans le groupe Eprex®, le pourcentage de patients répondeurs étaient de 44,1%
avec un 1C95% de [27,2% ; 62,1%)].

Résultat globale :

Dans I’étude (inj-9) de phase Ill (étude comparative, randomisée, en double-aveugle d’une
durée de 28 semaines, chez 478 patients adultes ayant une anémie secondaire a une
insuffisance rénale chronique) Binocrit® administré par voie IV a montré son équivalence vis-
a-vis d’EpreX® (époétine alpha) sur la variation du taux d’hémoglobine entre la phase
d’évaluation (phase de traitement d’entretien) et I’inclusion.

Dans la 2éme étude de confirmation de I’efficacité de Binocrit®( étude randomisée, en double
aveugle, d’'une durée de 12 semaines, chez 114 patients adultes anémiés traités par
chimiothérapie pour une tumeur solide) Binocrit® administré par voie sous-cutanée a été
efficace en termes de pourcentage de patients ayant amélioré d’au moins 2 g/dl le taux
d’hémoglobine (61%). Dans cette étude, I’Eprex® a été utilisé comme témoin de validité
interne (pas d’analyse comparative). Le pourcentage de patients ayant amélioré d’au moins 2
g/dl le taux d’hémoglobine a été de 41%.

Les données de tolérance issues de ces 2 études ont montré que les profils de tolérance de
Binocrit® et Eprex® ont été globalement comparables et conformes & ce qui était attendu dans
les populations traitées. Bien qu’aucune réaction immunogene ne soit apparue, ce risque n’est
pas exclu et des données complémentaires ont été demandées dans le plan de gestion des
risques, en particulier pour la voie sous-cutanée qui n’a pas été étudiée chez les patients

insuffisants rénaux chroniques. [146-147]
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Les médicaments biosimilaires sont des médicaments tres complexes, et qui ne peuvent étre
traités comme les médicaments conventionnels. 1ls sont donc fondamentalement différents des
produits innovateurs en ce qui concerne la complexité de structure et 1’hétérogénéité, ainsi
que la sensibilité aux différences de processus de fabrication.

Le processus de fabrication de chaque médicament biologique définit, dans une mesure
certaine, le produit fabriqué. En effet, ces processus sont basés sur des cellules ou des
organismes vivants. En raison de la variabilité biologique de ces sources et de la haute
complexité structurelle et de la micro-hétérogénéité des macromolécules qui en résultent, de
petites différences entre les processus de fabrication peuvent engendrer d’importantes
différences dans les propriétés cliniques des produits de ces processus,

Compte tenu de leur procédé de fabrication, de I’incidence de nombreux facteurs sur de leur
profil physico-chimique ainsi que sur leur activité biologique, les biosimilaires devront faire
I’objet d’un contréle fiable, stricte et rigoureux .ce contréle doit étre réalisé et développé a
I’aide des méthodes de pointe les plus récentes et les plus performantes pour s’assurer, a long
terme, des propriétés revendiquées en termes de qualité, de sécurité et d’efficacité de ces
médicaments.

Si seuls les industries pharmaceutiques ou les génériqueurs de taille suffisamment importante
peuvent supporter aujourd’hui les cotits de développement et de production des biosimilaires,
les sociétés de biotechnologies ont leur place en proposant des innovations concernant la
caractérisation (physique, chimique, biologique). L’évaluation et I’optimisation des procédés
de fabrication de ces molécules, La détermination des profils patients et 1’adaptation
personnalisée des traitements thérapeutiques constituent un axe de recherche et

développement prometteur.
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Résumé

Un biosimilaire est un médicament biologique qui est équivalent a un médicament de référence déja
autorisé. Une étude comparative est nécessaire pour démontrer que le produit est équivalent en termes de qualité,
de sécurité et d’efficacité a un produit de référence choisi.

La législation européenne a offert depuis 2006 un cadre Iégal pour les biosimilaires, avec plus de 20
lignes directrices qui encadrent le développement et I’autorisation des produits biologiques similaires au niveau
de I’union européen. Concernant ces produits, 1‘opinion de 1‘agence canadienne est en tout point semblable a
celle de I'EMEA, les autorités canadiennes s’inspirent de la réglementation international (ICH), et européenne
pour I’élaboration de leur propre réglementation. Quand au Etats-Unis, le Congress américain a promulgué
récemment une nouvelle législation concernant une réforme du systéme de santé, connu sous le nom de «
Patients Protection and Affordable Care Act » qui comprend une partie relative aux produits biologiques
intitulée « Biologics Price Competition and Innovation Act » qui permet a la FDA (Food and Drug
Administration) d‘instaurer des lois relatives a la commercialisation de ces produits.

Par définition un biosimilaire est un médicament biologique issu de biotechnologie. Sachant que les
médicaments biotechnologiques sont préparés par 1’utilisation des systémes biologiques vivants dont
I’hétérogénéité est inhérente a leur nature, et a leur processus de production. Le processus (et donc le produit
final) est en outre treés sensible aux modifications dans le processus de production (préparation, purification,
formulation, etc.). Deux processus de production développés indépendamment pour un méme médicament
biologique peuvent donc conduire a des médicaments équivalents, mais jamais a des médicaments identiques.
Ainsi, un biosimilaire présentera toujours des différences par rapport a un médicament de référence.

C’est pourquoi il faut effectuer des études détaillées au cours desquelles les deux médicaments sont
comparés pour établir leur biosimilarit¢ de point de vue qualité, sécurité, et d’efficacité. Ce controle de
comparabilité doit étre réalis€¢ et développé a 1‘aide des méthodes de pointe les plus récentes et les plus
performantes : absorption UV, dichroisme circulaire, résonance plasmonique de surface, RMN, chromatographie
(exclusion, échange d’ions, SEC-HPLC ...), électrophorése (SDS PAGE, IEF,..),Rayons X, AF4...,et bien sur
des essais biologiques afin de s‘assurer, a long terme, des propriétés revendiquées en termes de qualité, de

sécurité et d‘efficacité de ces médicaments non conventionnels.
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Abstract

A biosimilaire is a biological drug which is equivalent to a drug of reference already authorized. A
comparative study is necessary to show that the product is equivalent in terms of quality, safety and effectiveness
to a selected reference product.

The EU law offered since 2006 a legal framework for the biosimilaires, with more than 20 guidelines
lines which frame the development and the authorization of the similar biological products on the European
union. Concerning these products, L “opinion of the Canadian agency is in any point similar to that of EMEA,
the Canadian authorities take as a starting point the regulation international, and European for the development
of their own regulation.in the United States, the American Congress recently promulgated a new legislation
concerning a reform of the health system, known under the name of “Patients Protection and Affordable Care
Act” who includes a part relating to the biological products entitled “Biologics Price Competition and Innovation
Act” which allows the FDA (Food and Drug Administration) to found relative laws with the marketing of these
products.

By definition a biosimilaire is a biological drug resulting from biotechnology. Knowing that the
biotechnological drugs are prepared by the use of the alive biological systems whose heterogeneity is inherent in
their nature, and their production process. The process (the process is the finished product) are moreover very
sensitive to the modifications in the production process (preparation, purification, formulation, etc). Two
production processs developed independently for the same biological drug can thus lead to equivalent drugs, but
never to identical drugs. Thus, a biosimilaire will always present differences compared to a reference product.

This is why it is necessary to carry out studies detailed during which the two drugs are compared to
establish their biosimilarity from quality , safety, and of efficiency. This control of comparability must be carried
out and developed with assistance of the most recent methods and most powerful: absorption UV, circular
dichroism, plasmonic resonance of surface, RMN, chromatography (exclusion, exchange of ions, SEC-
HPLC...), electrophoresis (SDS PAGE, IEF.), X-rays, AF4..., and of course of the biological tests in order to
ensure, in the long run, of the properties asserted in terms of quality, safety and efficiency of these unconventionl

drugs.
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