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A Laurence, sceur trop peu connue mais qui est partie trop jeune. Puisses les progres
médicaux éradiquer toutes les maladies du monde.
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AA : Acide aminé

Ac : Anticorps

Acm : Anticorps monoclonal

AMM : autorisation de mise sur le marché

ARN : Acide ribonucléique

BPF : Bonnes pratiques de Fabrication

Da : Daltons

DC : Dichroisme circulaire

DCI : Dénomination commune internationale
DTPA : Acide diéthyléne triamine penta acétique
EDTA : Acide Ethylene diamine tétraacétique

g : Gramme

GMP : Good Manufacturing Practices

GnRH : Hormone de libération des gonadotrophines hypophysaires
HLB : Balance hydrophile/liphophile

ICH : International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use

IM : Intramusculaire

IV : Intraveineux

Leem : Les entreprises du médicament

MM : Masse molaire

MEB : Microscopie électronique a balayage

mg : Milligramme

mL : Millilitre

MWNTs : Multi-walled nanotubes (nanotubes a multiples parois)

m/v : Rapport masse/volume
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NaCl : Chlorure de sodium

NB : Nota Bene

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PA : Principe actif

PAtm : Pression atmosphérique

PEG : Polyethylene glycol

pl : Point isoélectrique

PLGA : Poly(lactic-co-glycolic acid) — Poly acides lactiques et glycolique
PVA : Polyvinylic alcohol - Polyalcool vinylique

PVP : Polyvinyl pyrolidone

Rpm : Rotations par minute

SC : Sous-cutané(e)

SWNTs : Single-walled nanotubes (nanotubes a simple paroi)

UV : Ultra-violet
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I. Introduction

Depuis plusieurs décennies, les médicaments issus de la synthése chimique ont permis de faire face a
de nombreuses pathologies. Cependant, certaines situations pathologiques moins maitrisées voir
moins couvertes, telles que certains types de cancers et les maladies neurodégénératives, justifient la
recherche de nouveaux principes actifs obtenus par des voies innovantes. Eléments essentiels a la vie,
les peptides et protéines assurent chez 'homme des fonctions physiologiques nombreuses. En tant
gue principes actifs, ils peuvent restaurer, corriger ou modifier ces fonctions lorsqu’elles font défaut
chez lI'individu malade. Pour donner un exemple, le diabéte, pathologie qui se caractérise par une
insuffisance en insuline, protéine physiologiquement produite par le pancréas d’un individu sain, peut
étre stabilisé par l'injection répétée de cette protéine déficiente chez le malade. Les peptides et
protéines thérapeutiques suscitent donc particulierement I'attention tant ils répondent aux besoins
évoqués précédemment.

Les biotechnologies permettent d’utiliser le vivant, comme par exemple des bactéries ou des levures,
afin de produire des médicaments appelés biomédicaments capables de traiter des maladies diverses
et variées. Les protéines thérapeutiques constituent une des catégories de principes actifs produites
par cette voie. De taille plus petite et moins complexes les peptides peuvent étre synthétisés
chimiquement. L’élaboration de peptides et protéines thérapeutiques est extrémement compliquée
car ce sont des molécules fragilisées a la moindre perturbation de leur environnement. La voie orale
ajoutant des facteurs d’instabilité supplémentaires tels que I'acidité et la présence d’enzymes dans
I’estomac, la voie injectable est la voie privilégiée pour leur administration. Cependant, produire et
formuler une protéine méme destinée a la voie injectable releve du véritable défi tant elle peut se
révéler particulierement instable.

Les pathologies ciblées par ces protéines thérapeutiques sont essentiellement chroniques et donc
nécessitent un traitement au long cours. Or, les peptides et protéines, une fois injectés, sont
rapidement éliminés par les différents mécanismes de défense et d’épuration du corps humain. Cela
veut dire que la durée de vie d’'une protéine ou d’un peptide en circulation est limitée. Une
administration répétée et périodique du produit est donc nécessaire, augmentant I'inconfort du
patient car I'injection est une méthode invasive douloureuse.

Le cheminement de cette these découle des deux points précédents. Aprées avoir introduit les peptides
et protéines thérapeutiques, leur définition et leurs méthodes d’obtention, et replacé les protéines
recombinantes et les peptides synthétiques dans leur contexte économique et réglementaire, nous
aborderons les problématiques de stabilité des protéines thérapeutiques destinées a la voie injectable
ainsi que les solutions apportées en terme de procédé de fabrication, de formulation et de contréle.
Un chapitre expérimental développe également les microsphéres et leur intérét dans la libération
prolongée de protéines thérapeutiques dans le corps humain, permettant un espacement de
I'intervalle entre deux administrations chez le patient. Les expériences effectuées ont en effet mené a
la maitrise du procédé de microencapsulation a travers la technique de I’évaporation de solvant basée
sur la double émulsion. Pour terminer, une discussion sera engagée sur ce procédé et sur la stabilité
de la protéine encapsulée.

Cette thése insiste sur le fait que l'intégralité du développement du médicament contenant des
peptides ou protéines thérapeutiques doit étre centré sur la parfaite stabilité du principe actif, c’est-
a-dire ici la protéine ou le peptide thérapeutique, et le maintien de son activité jusqu’a I'atteinte de sa
cible, garantissant ainsi sa qualité, sa sécurité et son efficacité.
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II. Définitions et généralités

Apres avoir défini les peptides et protéines thérapeutiques et leurs méthodes d’obtention, ce premier
chapitre introductif permettra de les replacer dans leur contexte économique. Il sera complété de
figures qui illustreront la place dominante de ces molécules sur le marché frangais et international. La
forte demande de thérapies innovantes est telle qu’elle justifie les nombreuses études récentes parues
sur les peptides et les protéines thérapeutiques, tentant majoritairement de résoudre leurs problemes
de stabilité. Ce premier paragraphe permettra également de faire la distinction entre un peptide
synthétique, actif thérapeutique dont le produit final est un médicament, et une protéine
recombinante, actif thérapeutique dont le produit final est appelé biomédicament. L'un comme I'autre
font partie des molécules thérapeutiques d’avenir [1].

I1.1. Définitions

I1.1.1. Le médicament
Le médicament est défini comme « toute substance ou composition présentée comme possédant des
propriétés curatives ou préventives a I’'égard des maladies humaines ou animales, ainsi que toute
substance ou composition pouvant étre utilisée chez ’'homme ou chez I'animal ou pouvant leur étre
administrée, en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions
physiologiques en exercant une action pharmacologique, immunologique ou métabolique » [2], [3].

I1.1.2. Les biotechnologies
La biotechnologie est « I'application de la science et de la technologie a des organismes vivants, de
méme qu’a ses composantes, produits et modélisations, pour modifier des matériaux vivants ou non-
vivants aux fins de la production de connaissances, de biens et de services » [4].

Cette thése traitera des biotechnologies rouges qui sont les biotechnologies appliquées a la santé.

En 1928, Alexander Fleming est le premier homme a appliquer les biotechnologies en santé a travers
la découverte de la pénicilline, substance produite par une moisissure Penicillium [5].

I1.1.3. Le biomédicament
Un biomédicament est « tout médicament dont la substance est produite a partir d’une source
biologique ou en est extraite et dont la caractérisation et la détermination de la qualité nécessitent une
combinaison d’essais physiques, chimiques et biologiques ainsi que la connaissance de son procédé de
fabrication et de son contréle » [6].

Les biomédicaments au sens strict du terme ont donc la caractéristique d’étre produits a partir
d’organismes vivants ou de leurs composants cellulaires. Les biomédicaments sont une classe de
médicaments hétérogenes et complexes. Selon la substance active, les procédés de fabrication, allant
de la synthése au conditionnement, seront différents de méme que les survenues d’instabilités seront
nombreuses. Leur co(it de production est par conséquent bien supérieur a celui des médicaments issus
de la synthése chimique.

« Un médicament biosimilaire est similaire @ un médicament biologique de référence qui a été autorisé
depuis plus de 8 ans et dont le brevet est, de ce fait, tombé dans le domaine public. Les médicaments
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biosimilaires ne peuvent toutefois pas étre comparés aux médicaments génériques (copies de
médicaments issus de la synthese chimique): les matiéres premieres utilisées, les procédés de
production, les modes d’action, les procédures d’autorisation de mise sur le marché... sont différents.
Alors que les réactions chimiques sont reproductibles et prévisibles, les réactions biologiques
aboutissent a des produits qui doivent étre étroitement contrélés afin de garantir une similarité entre
le médicament biosimilaire et son biomédicament de référence » [7].

Un classement des biomédicaments est donné par le Leem, qui les divise en 3 catégories [8] :
- Les vaccins

Les vaccins peuvent étre thérapeutiques ou prophylactiques. lls ont pour role de stimuler le systeme
immunitaire et ainsi protéger I'individu d’'une maladie. L’antigéne est la partie du vaccin qui « mime »
la maladie a prévenir. Il provient du pathogene (virus, bactérie ou parasite) qui cause la maladie [9],
[10].

Les vaccins peuvent avoir une forme finale liquide ou lyophilisée, a destination de la voie injectable. Le
développement de la formulation d’un vaccin doit avoir pour but premier de générer de la part de
I'organisme une forte immunogénicité a I'antigene administré. C'est pour cela que certaines
formulations de vaccins, notamment celles qui utilisent des souches inactives du pathogéne, utilisent
des adjuvants afin de stimuler la réaction immunitaire.

Du fait de la présence dans le vaccin d’organismes ou de parties d’organismes microbiologiques, des
précautions sont a prévoir en termes d’innocuité, de stérilité, de sécurité et de stabilité aux conditions
normales de stockage [11].

Les anticorps monoclonaux (Acm)

Les Acm sont des molécules d’immunoglobulines (Ig) ayant une séquence spécifique d’acides aminés
qui leur permet d’interagir spécifiguement avec un épitope donné, présent sur un ou une famille
d’antigénes (Ag).

La Figure 1 représente la structure d’'un Acm. Les Acm sont dit « bivalents » car ils peuvent se lier a
deux Ag. llIs possedent deux chaines lourdes (H) et deux chaines légéres (L). La région Fab (Fragment
antigen bonding) contient le paratope responsable de la fixation a I'antigéne. Plus précisément; le
paratope est situé aux extrémités de I’Ac, au niveau des domaines VH et VL, parties variables des
chaines lourdes et légeres. La spécificité d’interaction opere a ce niveau, plus particulierement aux six
régions hypervariables localisées aux extrémités et appelées CDR (« complementarity determining
regions »).
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Chaine légére — e

Chaine lourde —

Figure 1 : Structure et organisation des Anticorps monoclonaux [12]

- Les protéines thérapeutiques

Les protéines thérapeutiques incluent : les facteurs de croissance, les hormones, les cytokines, les
protéines de fusion, les facteurs plasmatiques et les enzymes.

Les protéines synthétisées par notre organisme sont des biopolymeéres appelés polypeptides d'acides
aminés de la série L. Elles sont constituées d’une suite d’AA liés entre eux par une liaison peptidique
(liaison covalente entre un atome de carbone et un atome d’azote de 2 AA consécutifs, voir Figure 2).
Les AA faisant partie d’'une chaine polypeptidique sont appelés résidus.
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I1.2. Les protéines et peptides thérapeutiques

Les protéines sont produites naturellement a l'intérieur de nos cellules via les processus de
transcription et de traduction. Lorsque moins de 10 AA constituent la séquence peptidique, nous
parlerons de peptide. Une protéine par définition sera un polypeptide, contenant dans sa séquence
plus de 10 AA [13]. De méme ici nous conviendrons qu’un peptide a une masse moléculaire inférieure
a 5000 Da alors qu’une protéine a une masse moléculaire supérieure a ce chiffre [14]. De ce fait
I'insuline est 'une des plus petites protéines disponibles sur le marché, avec une masse moléculaire
de 5800 Da.
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Figure 2 : La liaison peptidique [15]

Il semble important de bien comprendre la structure d’une protéine afin de saisir par la suite les
mécanismes conduisant a son instabilité.

I1.2.1. Point sur les acides aminés
21 acides a aminés différents sont répertoriés comme participant a la structure d’une protéine. La
structure générale d’un AA est donnée dans la Figure 3, seul le radical R variant d’un AA a I'autre. Tous
les AA sont des molécules chirales (présence d’un carbone asymétrique) a I'exception de la glycine (R
= H). Les AA ont donc deux énantiomeres, I'un de la série D I'autre de la série L. Les AA de la série L
sont ceux présents naturellement dans les molécules du vivant. Chaque molécule d’AA est représentée
dans le tableau 1.

L’homme a ainsi besoin de ces 21 AA mais il n’est pas capable de tous les synthétiser. Les AA dits
« essentiels » doivent ainsi étre retrouvés dans l'alimentation chez I'homme a défaut d’étre
synthétisés par I'organisme, ou a une vitesse insuffisante. Le Tableau 1 résume ces 21 acides aminés
en indiquant leur radical R, leur charge, leurs particularités et s’ils sont essentiels ou non.

R

HN~

O

OH

Figure 3 : Structure générale d'un acide alpha aminé
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CODEA3 CODE A UNE
NOM LETTRES LETTRE RADICALR CHARGE COMMENTAIRE ESSENTIEL
ALANINE Ala A CHs (méthyle) Non polaire (chaine latérale aliphatique) / Non
ARGININE Arg R CaHuaNs ('gr'OL'Jpement Chaine latérale chargée positivement / Oui
guanidinium)
ACIDE ASPARTIQUE Asp D C;H,0; Chaine latérale chargée négativement / Non
ASPARAGINE Asn N C,H4NO (amide) AA polaire mais non chargé Non
Site de réaction d’oxydo
CYSTEINE Cys C CHsS (sulfhydryle) AA polaire mais non chargé réduction. Forme des Non
ponts disulfures
ACIDE GLUTAMIQUE Glu E C3H402 Chaine latérale chargée négativement / Non
GLUTAMINE Gln Q C3HeNO (amide) AA polaire mais non chargé / Non
GLYCINE Gly G H (hydrogene) Chaine latérale aliphatique (AA non polaire) / Non
HISTIDINE His H C4HeN2 (imidazole) Chaine latérale chargée positivement / Oui
ISOLEUCINE lle I CsHq (isobutyle) Chaine latérale aliphatique (AA non polaire) / Oui
LEUCINE Leu L C4Ho (isobutyle) Chaine latérale aliphatique (AA non polaire) / Oui
LYSINE Lys K C4H11N (amine) Chaine latérale chargée positivement / Oui
METHIONINE Met M C3H5S (thioéther) Chaine latérale non polaire Preml‘er AA da,r?s la Oui
synthese protéique
PHENYLALANINE Phe F CsH7 (phényl) Chaine latérale aromatique / Oui
PROLINE Pro p M arralidline) Chaine latérale cyclique (,AA polaire mais / Non
non chargé)
SELENOCYSTEINE Sec u CHsSe Chaine latérale chargée négativement /
SERINE Ser S CH30 (hydroxyle) AA polaire mais non chargé Site de phosphorylation Non
THREONINE Thr T C3HsO (hydroxyle) AA polaire mais non chargé Site de phosphorylation Oui
TRYPTOPHANE Trp w CoHsN (indol) Chaine latérale aromatique / Oui
TYROSINE Tyr Y C7H70 (phénol) Chaine latérale aromatique Site de phosphorylation Non
VALINE Val \Y CsH5 (isopropyle) Chaine latérale aliphatique (AA non polaire) / Oui

Tableau 1 : Les 21 AA codés génétiquement chez I'étre humain
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I1.2.2. Les différentes structures d’une protéine
La structure primaire :

La structure primaire de la protéine correspond a la séquence en résidus d’AA dans la chaine
polypeptidique. Par convention, on désigne le premier acide aminé de la chaine comme étant celui
dont le groupement aminé reste libre. Cette extrémité sera ainsi nommée 5 ou N-terminale. On
désigne comme étant le dernier résidu de la chaine celui dont le groupement carboxylique reste libre.
Cette extrémité sera quant a elle nommée 3' ou C-terminale.

La structure secondaire :

Certaines parties de la protéine se replient de maniere répétitive. Deux structures principales sont
retrouvées :

- L’hélice a correspond au repliement hélicoidal périodique. Les interactions mises en jeu sont
des liaisons hydrogéne. Les chaines latérales sont orientées vers |'extérieur.

- Le feuillet B correspond quant a lui au repliement paralléle ou antiparalléle avec formation
d’un feuillet plan plissé. Les interactions mises en jeu sont des liaisons hydrogéne.

La structure tertiaire :

La structure tertiaire de la protéine est le repliement de sa chaine polypeptidique dans I'espace. La
protéine adopte une structure tridimensionnelle dépendante de sa structure primaire et de son
environnement.

Les interactions mises en jeu sont multiples (interactions de Van der Waals, électrostatiques,
covalentes mais aussi des interactions entre certaines parties de la protéine et le solvant dans lequel
elle estimmergée ainsi que les ions et autres composés présents dans I’'environnement de celle-ci. Une
protéine hydrophile aura typiquement besoin d’un environnement aqueux pour développer sa
structure tridimensionnelle.

La structure tertiaire de la protéine est déterminante pour sa fonction. La présence d’agent dénaturant
met en péril cette structure.

La structure quaternaire :

Il est possible que plusieurs chaines polypeptidiques (2 ou plus) s’associent entre elles pour former
une structure quaternaire. Les interactions mises en jeu sont multiples, covalentes ou non.

Le tableau 2 résume les 4 niveaux d’organisation d’une protéine.
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Structure primaire Structure secondaire Structure tertiaire Structure quaternaire
Gly§™ )
Pro 4’ 4
Pro * <
Gly ¢~¢ ).' 7
Pro y
Pro, ,
Gly /) /e
Pro E j
Séquence en acides Repliement local de la chaine Repliementde la Assemblage de 2 ou
aminés (AA) d'acides aminés et stabilisation chaine polypeptidique | plusieurs chaines
AA >10: protéine par des liaisons hydrogéne. dans l'espace. polypeptidiques:
AA <10 : peptide 2 structures principales : hélices Une perte de la complexe fonctionnel
alpha et feuillets béta structure entraine une
perte de la fonction de
la protéine

Tableau 2 : Les différents niveaux d'organisation d'une protéine [17]

L'obtention de protéines recombinantes thérapeutiques permet de créer des biomédicaments traitant
des maladies diverses et variées telles que le diabéte ou I’"hémophilie.

On distingue les protéines solubles et les protéines membranaires. Ces derniéres représentent environ
30% des protéines totales de I'organisme et sont ciblées par prés de 40% des médicaments [5].

I1.2.3. Les peptides thérapeutiques
Les peptides naturels ou bioactifs sont des fragments d’une protéine. Ce sont des molécules de
signalisation ayant pour réles la régulation des fonctions physiologiques et la défense immunitaire
dans le corps humain [5]. Certains peptides thérapeutiques sont appelés a ce titre peptides
antimicrobiens ou PAM, agissant sur la réponse immunitaire innée.

La découverte de ces peptides bioactifs date de 1962, avec la bombinine isolée de la peau d’un crapaud
sonneur a ventre jaune.

Ces peptides, de petite taille, peuvent étre injectés par voie IV, SC ou IM comme c’est le cas pour la
calcitonine, peptide thérapeutique utilisé en prévention de la perte osseuse [18].
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I1.2.4. Production de protéines et peptides thérapeutiques

Les cellules ou fractions de tissus humains dans leur état physiologique sont comparés avec leur état
pathologique par une étude qualitative et quantitative de leur transcriptome (Ensemble des ARN
originaires de la transcription du génome) ou de leur protéome (Ensemble des protéines d’une cellule).
Si une différence est trouvée dans I'expression de genes entre ces deux états, alors un médicament
pourrait corriger ce défaut d’expression. C'est comme cela que des potentielles cibles thérapeutiques
sont recherchées puis validées par génomique fonctionnelle. Des souris transgéniques sont utilisées a
cet effet. Le principe de la génomique fonctionnelle est d’évaluer I'impact physiopathologique d’une
surexpression ou d’une extinction du gene.

Identification de nouvelles cibles thérapeutiques

Génomique Criblage a haut débit

Identification du principe actif

Criblage a haut débit Chimie combinatoire

Figure 4 : Processus de développement d'une nouvelle substance active

A partir d’'une nouvelle cible thérapeutique identifiée, un criblage a haut débit est réalisé afin d’obtenir
plusieurs molécules candidates, testées et optimisées sur de nouveaux modeéles animaux.

Historiquement, les protéines étaient extraites directement a partir de tissus animaux ou végétaux ou
fabriquées par hémi-synthese pour les petites molécules. Les problemes de ces méthodes étaient
multiples. Premieérement, plusieurs crises sanitaires sont apparues. Citons le cas de la maladie de
Creutzfeld-Jacob accidentellement survenue apres I'administration chez des patients de I’hormone de
croissance hGH extraite de I’hypophyse. Par ailleurs, le risque de contamination, les couts de
production élevés, faible rendement, et une hémi-synthése complexe s’ajoutent aux problémes
rencontrés avec cette méthode.

Une autre technique de production de protéines thérapeutiques est alors apparue, apportant une
alternative aux méthodes d’extraction. Il s’agit de la technologie de '’ADN recombinant. La technique
de recombinaison génétique est aujourd’hui 'une des plus utilisées pour produire les protéines
thérapeutiques.

I1.2.4.1. La technologie de 'ADN recombinant
Apparue dans les années 1970, cette technologie consiste a localiser, isoler et amplifier un gene
d'intérét. Celui-ci est ensuite introduit et exprimé dans un micro-organisme héte (bactéries, levures,
cellules animales etc...) [19].
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La premiére protéine recombinante thérapeutique a été I'insuline, mise sur le marché par Lilly en 1982
sous le nom commercial Humalog®.

Tous ces systémes hotes possedent leurs avantages et leurs inconvénients [5]. Le choix du systéme
d’expression dépendra principalement de la protéine a faire exprimer et de ses propriétés
intrinséques. Le couple systéme hote / vecteur d’expression ainsi que le systéme de purification
dépendront également de la quantité et la fréquence a produire ainsi que de son application, qu’elle
soit pour la recherche ou pour une administration chez I’'homme. Les protéines solubles sont les plus
faciles a produire par un plus grand nombre de cellules hote, contrairement aux protéines
membranaires qui sont de nature hydrophobe [5].

Globalement, I'utilisation de cellules procaryotes en tant que cellules hétes propose un faible colt de
production. C’est un procédé simple avec une production de masse rapide. Cependant, la protéine ne
subit pas de modifications post-traductionnelles car les bactéries n’ont pas cette fonction. Cela peut
étre source d’une inactivation de la protéine si ces modifications sont essentielles a I'activité
biologique de la protéine. Les microbes les plus utilisés dans la bioproduction de protéines
recombinantes sont les bactéries Escherichia coli, Bacillus subtilis et Pseudomonas fluorescens [5]. De
récentes avancées technologiques ont permis a certaines souches modifiées de la bactérie Escherichia
coli de réaliser ces modifications post-traductionnelles, propres aux organismes eucaryotes [20]. Les
organismes procaryotes produisent essentiellement les protéines recombinantes dans leur
cytoplasme.

L'utilisation de levures comme organismes hotes permet la synthése de protéines recombinantes
complexes. Les levures sont des cellules eucaryotes unicellulaires. Elles sont un bon compromis entre
les bactéries et les cellules de mammiféeres. En effet, les protéines recombinantes peuvent étre
produites en masse et a un haut degré de spécificité. Les levures les plus utilisées dans la bioproduction
de protéines recombinantes sont Saccharomyces cerevisiae et Pichia pastoris [5].

L'utilisation de cellules de mammiferes comme organismes hotes est optée lorsque la protéine a
produire est complexe. La méthode d’expression transitoire ou TGE est un procédé de production
permettant une synthése robuste des protéines [5]. Les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary), les
cellules HEK293 (E1-transformed human embryonal kidney/neuronal cells) ainsi que les cellules PER.C6
(E1-transformed human embryonal retin cells) sont les plus utilisées dans la bioproduction de protéines
recombinantes [5]. Ces cellules permettent de produire une protéine de haute qualité, mais les co(ts
de production sont élevés.

A titre d’information, il existe d’autres systémes hotes utilisés dans la production de protéines
recombinantes. Les protéines peuvent en effet étre exprimées par les cellules d’insectes, les cellules
de plantes, dans un systeme acellulaire ou bien chez des animaux transgéniques.

Lorsque la protéine d’intérét est produite a I’échelle industrielle dans un bioréacteur, on parle de phase
en amont du procédé [21].

Une banque cellulaire a deux niveaux, conservant les clones génétiquement modifiés, peut étre utilisée
par I'industriel. Un échantillon cellulaire est puisé dans la WCB (Working cell bank), constituée a partir
d’une MCB (Master cell bank). Cet échantillon est ensuite amplifié afin de permettre I'inoculation dans
le bioréacteur ou les cellules sont dans des conditions optimales pour produire la protéine d’intérét.
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Le mélange obtenu subit une clarification primaire ou extraction. En d’autres termes, la protéine
d’intérét est séparée des cellules et des déchets.

La phase de purification de la protéine d’intérét est appelée phase en aval du processus. Elle consiste
la plupart du temps a réaliser de multiples opérations de chromatographies puis de filtrations pour
gue le taux final d’'impuretés soit le plus faible possible.

L'effet de « salting out » est également exploité lors de la purification d’une protéine de par leur
précipitation avec un anion phosphate ou un cation ammonium (exemple : le sulfate d’ammonium).
En effet, lorsque la concentration en sel est suffisamment élevée pour priver la protéine des molécules
d’eau qui I’hydratent, celle-ci est désolvatée et précipite [22].

La protéine hautement purifiée est généralement en solution. Une fois produites et purifiées, les
protéines sont stockées et transportées dans un milieu aqueux favorisant leur stabilité. Ce milieu
aqueux est trés important a prendre en compte en vue du développement de la formulation. En effet,
il est essentiel d’ajuster la formulation finale a partir de la solution initiale afin d’obtenir les conditions
optimales de stabilité de la protéine a formuler.

Les protéines sont dans un dernier temps congelées ou conservées au froid avant leur mise en forme
pharmaceutique.

Les peptides bioactifs sont issus des protéines appelées pré-pro-protéines ou pré-pro-peptides, inactifs
dans un premier temps, puis transformés grace a I’action d’enzymes spécifiques [5].

I1.2.4.2.  La synthése chimique
Pour les peptides, de tailles moins importantes, une derniére méthode de synthése a été développée
a partir des années 60. |l s’agit de synthétiser chimiquement les peptides, les protéines solubles ou
encore les protéines membranaires, sur support solide ou bien en phase liquide [23]. Cette technique
est devenue une alternative notable a la bioproduction des peptides thérapeutiques. Elle est par
ailleurs utilisée en complément de méthodes biotechnologiques [5].

L’ocytocine est le premier peptide thérapeutique synthétique a avoir été utilisé chez 'homme.

La synthese chimique de peptides est possible grace au couplage du groupe carboxyle d’'un acide aminé
avec le groupe amine de I'acide aminé qui suit dans la chaine, via un agent de déshydratation. Cette
synthése chimique a lieu dans le sens contraire de la synthése biologique. Cependant, dans le milieu
réactionnel, les radicaux des acides aminés peuvent réagir entre eux et former divers produits autres
qgue la liaison peptidique désirée, tels que des branchements latéraux ou une inversion dans
I’enchainement des acides aminés. Pour rendre le produit désiré majoritaire, il sera nécessaire
d’utiliser des groupements protecteurs au niveau des fonctions qui ne doivent pas réagir [24].

La synthése sur support solide est aujourd’hui la technique la plus utilisée par rapport a la synthese en
voie liquide. Ici, le premier AA est fixé a une résine via son extrémité C-terminale. L’AA suivant est
protégé au niveau de son extrémité N-terminale. Ce dernier AA est appelé un AA activé. Grace a
I'introduction d’un agent de couplage, une liaison peptidique se forme entre le premier AA fixé sur la
résine et le second AA activé. Les cycles d’additions des AA s’enchainent ensuite en 6tant la fonction
amine du peptide en croissance et en insérant un nouvel AA activé. Entre chaque nouvelle formation
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d’une liaison peptidique, un cycle de lavage est opéré afin d’éliminer les AA qui ne se seraient pas
couplés correctement sur la chaine peptidique fixée a son extrémité sur la résine.

Lorsque le peptide complet est assemblé, le dernier AA ainsi que les protections latérales sont retirées
et le peptide est clivé du support. La derniére étape est une purification et une caractérisation du
peptide.

Parmi les principes actifs disponibles sur le marché et synthétisés chimiquement, nous pouvons citer
deux analogues de la GnRH qui sont la triptoréline (Decapeptyl®) et la leuproréline (Enantone®),
utilisés entre autres dans le traitement du cancer de la prostate chez I’'homme et dans le traitement
de I'endométriose chez la femme [25].
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I1.3. Bio médicaments : Réglementation en vigueur

Le processus de mise sur le marché d’'un médicament issus des biotechnologies est différent d’un
médicament issu de la synthése chimique. Ce dernier est consultable sur le site de I’ANSM [26]. Il
semble ici important d’informer de facon plus détaillée la réglementation en vigueur pour la
production et la mise sur le marché de biomolécules thérapeutiques.

I1.3.1. Bioproduction des protéines et peptides thérapeutiques
L'utilisation du matériel vivant dans la synthése d’actifs thérapeutiques est contrblée. Elle est régie en
France par le décret n°94-352 du 4 mai 1994 relatif a la protection des travailleurs contre les risques
résultant de leur exposition a des agents biologiques et modifiant le code du travail [27]. Dans ce décret
sont répertoriés et classifiés selon leur degré de pathogénicité les agents biologiques autorisés pour la
production de biomolécules.

Au niveau de la réglementation internationale, la bioproduction d’actifs thérapeutiques doit étre
réalisée dans une zone a atmosphére contrélée (ZAC) décrite notamment dans les BPF. Quelques
différences en terme de réglementation au sein de I'Union Européenne, des Etats-Unis et du Japon
sont discutées afin d’étre harmonisées grace aux ICH [5].

Les directives des agences réglementaires nationales et européennes s’assurent que le biomédicament
mis sur le marché répond aux critéres de sécurité, de qualité et d’efficacité. De plus, les
recommandations ICH Q10 sur le systeme qualité pharmaceutique guident I'industriel durant tout le
cycle de vie du biomédicament afin de garantir sa qualité, dés les phases de développement [28].

Toute modification du bioprocédé de production doit étre tracé et approuvé par les autorités
compétentes. En effet, tout changement peut avoir un impact majeur sur la biomolécule
thérapeutique tel qu’une perte de I'activité biologique, une toxicité ou méme une perte de stabilité.
C’est ainsi que les biosimilaires ont leur procédé de fabrication et leurs matieres premiéeres différents
de ceux de la biomolécule initiale. lls ne sont pas égaux en tout point a la molécule d’origine et ne
peuvent donc pas étre appelés « génériques ». C'est pour cela que la réglementation est trés stricte
par rapport a ces derniers.

I1.3.2. Mise sur le marché d’'un biomédicament au sein de 'Union Européenne
L’autorité compétente en charge des dossiers de demande d’AMM des médicaments issus des
biotechnologies est 'EMA (European Medicines Agency). Plus précisément, le sous-comité décisionnel
qui donne cette AMM est le CHMP (Committee for Medicinal Products for Human Use) [29].

L'’AMM des médicaments issus des biotechnologies est délivrée selon une procédure centralisée.
L’AMM est ainsi valable dans tous les Etats membres de I'Union européenne.

Cette procédure est prévue par le réglement (CE) n°726/2004 du 31 mars 2004 modifié établissant des
procédures communautaires pour I'autorisation et la surveillance des médicaments a usage humain et
a usage vétérinaire et instituant une Agence européenne des médicaments (EMA) [26].

La réglementation générale en vigueur concernant ’AMM des médicaments issus des biotechnologies
suit la directive 201/83/EC. Des directives additionnelles plus précises et revues par des comités
d’experts existent pour certains biomédicaments particuliers. Par exemple, la régulation (EC) No
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1394/2007 concerne les thérapies innovantes et est revue par le CAT (Committee of Advanced

Therapy).

La fabrication des médicaments issus des biotechnologies suit la derniere version en vigueur de la
Pharmacopée Européenne, les GMP, et est harmonisée a travers les ICH.

Concernant les biosimilaires, en plus des études de comparaison avec un biomédicament de
référence, les industriels doivent produire des données précliniques et cliniques décrites dans le code
de la santé publique (article L.5121-1 15°). Elles doivent en outre démontrer la qualité, I'efficacité et
la sécurité du médicament biosimilaire. La procédure de demande de mise sur le marché fait appel
au méme réglement communautaire que pour la mise sur le marché d’'un biomédicament de
référence [31].

I1.3.3. Réglementation en vigueur aux USA et au Japon
L'autorité compétente en charge des dossiers de demande d’AMM des médicaments issus des
biotechnologies est la FDA (US Food and Drug Administration), plus précisément le sous-comité
décisionnel qui donne cette AMM est le CBER (Center for Biologics Evaluation and Research).

La réglementation générale en vigueur concernant ’AMM des médicaments issus des biotechnologies
suit le CFR21 (Code of Federal Regulations title 21).

La fabrication des médicaments issus des biotechnologies doit étre conforme au Public Health Service
Act (I'équivalent du Code de la Santé Publique francais), le FD&C Act (Federal Food, Drug and Cosmetic
Act) et suit également I’"harmonisation ICH, notamment pour les essais cliniques.

L'agence réglementaire nationale au Japon est la PMDA (Pharmaceuticals and Medical Devices
Agency).
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[1.4. Contexte et économie

Selon le Leem (Les entreprises du médicament), au 31 mai 2014 (données de 2013), 173
biomédicaments étaient commercialisés en France [6]. La Figure 5 les répertorie selon leur classe
pharmacologique. Il est important de noter la part prédominante de protéines thérapeutiques dans ce
classement. Vaccins exclus, les protéines thérapeutiques représentent au minimum 52% des
biomédicaments sur le marché francais. Les peptides synthétiques a usage thérapeutique ne sont pas
inclus dans ce recensement car ils ne sont pas par définition des biomédicaments. lls sont quant a eux
75 a étre approuvés par les différentes agences reglementaires [5].

La Figure 6 représente la classification ATC (Anatomical Therapeutic Chemical) de niveau 1 des
biomédicaments commercialisés en France en 2014. Hormis les vaccins, représentés a travers la classe
des anti-infectieux a usage systémique, les protéines thérapeutiques sont présentes en plus grand
nombre dans les traitements anti-cancéreux et immunomodulateurs avec plus de 40 biomédicaments
sur 173 sur le marché.

NB : La classification ATC de I’'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) subdivise les médicaments en
14 groupes principaux sur la base de I'organe ou du systeme sur lequel ils agissent. Ils sont ensuite
répartis sur la base de leurs propriétés chimiques, pharmacologiques et thérapeutiques en quatre
niveaux supplémentaires [32].

Facteurs de Facteurs de
croissance coagulation Anti lant
Cytokines 10% o, nti-coagulants

59, 1%

Enzymes
8%

Insulines
6%

Figure 5 : Classification pharmacologique des 173 biomédicaments commercialisés en France en 2014, Source : Leem
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N : Systéme nerveux

P : Antiparasitaires, insecticides..

C : Systéme cardiovasculaire

D : Appareil dermatologique

S : Organes sensoriels

M : Systéme musculaire squelettique
R : Appareil respiratoire

G : Appareil génital

V : Autres

H : Appareil endocrinologique

A : Métabolisme et appareil digestif
B : Appareil sanguin et hématopoiétique
L : Anticancéreux et immunomodulateurs

J: Antiinfectieux a usage systémigue

0 10 20 30 40 50 60 70

Figure 6 : Classification ATC de niveau 1 des biomédicaments commercialisés en France en 2014, Source : Leem

Le nombre de biomédicaments disponibles sur le marché a connu une hausse exponentielle depuis
1984. En 2013, cette hausse est beaucoup plus |égére. En effet, les chiffres de 2012 portaient a 168 le
nombre de biomédicaments commercialisés en France, soit 5 nouvelles molécules sur le marché en un
an. Le nombre de biomédicaments en développement est lui aussi quasiment équivalent a celui de
2011 (826 en 2013 contre 812 en 2011) [33].

Ces nouvelles demandes d’AMM, bien que modérées depuis deux ans, s’expliquent par le besoin de
répondre a des besoins non satisfaits (par exemple les différents types de cancers). Ces besoins ne sont
actuellement pas ou peu couverts par les médicaments dits « conventionnels ». Par ailleurs
I"accessibilité a ces nouvelles molécules augmentera au fil des pertes de brevets et en paralléle des
arrivées des biosimilaires.

En mai 2016, 21 biosimilaires étaient commercialisés en Europe couvrant 7 spécialités de
biomédicaments. Les biosimilaires sont environ 20 a 30% moins chers que les produits de référence
mais ne représentent encore qu’une minorité des prescriptions.

Les 3 médicaments les plus vendus a I’'hdpital en 2010 sont des Acm. Ce sont I’Avastin® (Bévacizumab),
I’'Herceptin® (trastuzumab) et le Remicade® (infliximab).

La liste compléte des biomédicaments disponibles sur le marché francgais (mise a jour : 2013) est
présente en annexe 1. Cette liste montre que les biomédicaments sont essentiellement administrés
par injection (IV, IM, SC etc..). La forme lyophilisée est préférée, permettant une meilleure
conservation et stabilité de la molécule thérapeutique. Le lyophilisat est reconstitué juste avant
I'administration dans une solution de reconstitution. Sinon, les protéines thérapeutiques sont
directement formulées sous forme liquide (flacon, ampoule ou seringue). Le dossier d’AMM spécifie
les conditions de conservation du médicament. Sauf exceptions, les protéines thérapeutiques sont
stockées au froid entre 2 et 8°C [34].

Concernant les peptides synthétiques, au niveau du marché international, 19 peptides bioactifs ont
été approuvés entre 2001 et 2012 par la FDA et 'EMA [5], dont 6 uniquement en 2012. Une de ces six
molécules, le peginesatide fut retiré du marché américain en février 2013. Ces actifs thérapeutiques
traitent entres autres les troubles gastro-intestinaux, I'anémie et les cancers hématologiques, ou
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encore le syndrome de Cushing. Cela représente un marché de plus de 11.5 milliards d’euros. 128
peptides sont actuellement en cours d’essais cliniques dont 12 trés prometteurs [5].

Cette introduction démontre la grande hétérogénéité des protéines et peptides thérapeutiques, qu’ils
soient synthétisés via une source biologique ou bien chimiquement. Elle démontre également leur
intérét croissant, couvrant des besoins non couverts par les médicaments conventionnels. Cependant,
ces molécules sont fragiles et leur caractérisation est essentielle avant I'étape de formulation.
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I11. Problématiques de stabilité des protéines et peptides
thérapeutiques : Les enjeux de la microencapsulation

Le Tableau 3 résume les principaux intéréts et inconvénients des peptides et protéines a usage
thérapeutique. Bien qu’apportant une treés forte valeur ajoutée, ils sont complexes et extrémement
sensibles a toute modification de leur environnement. La stabilité d’une protéine ou d’un peptide est
donc un facteur a surveiller durant tout le cycle de vie du médicament et c’est pour cela que beaucoup
de recherches sont en ceuvre afin de I'améliorer.

| Intérét des médicaments protéiques  Principaux inconvénients

Large spectre de fonctions Taille et/ou complexité des molécules
Rendements et qualité en production différents d’un lot a
un autre. Transposition industrielle difficile donc colts de
la production élevée

Haute spécificité d’action et haute Sensible aux modifications physicochimiques (ex : pH,
activité a des faibles concentrations température)
Dégradation/stabilité a court et moyen terme engendrant
une courte demi vie in vivo.

Réponse a des besoins non satisfaits Voie injectable privilégiée car faible capacité a traverser les

ou a des nouveaux besoins barrieres membranaires : méthode invasive douloureuse
pour le patient
Bonne tolérance par le patient Apparition d’effets secondaires liés a la protéine ou a ses

produits de dégradation. Phénomene peu observé avec les
peptides [5].

Tableau 3 : Intéréts et inconvénients du médicament protéique
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IL1. Les problématiques de stabilité

Quand une protéine se replie sur elle-méme, constituant ainsi sa structure tertiaire (cf Tableau 2), 80%
des parties apolaires des chaines (Ala, Val, lle, Leu, Met, Phe, Trp, Cys) sont masquées a l'intérieur de
la protéine afin de ne pas rentrer en contact avec I'eau. De nombreuses conformations sont possibles,
la plus stable (de moindre énergie) étant celle de I'état natif (N). Ce repliement est déterminé par la
séquence en acides aminés, autrement dit la structure primaire de la protéine. Une protéine repliée a
une stabilité de conformation définie par AG (énergie libre mise en jeu dans la réaction de dénaturation
d’une protéine sous des conditions physiologiques). Plus AG est grand, plus la protéine est stable. Les
interactions mises en jeu dans le repliement d’une protéine sont principalement des liaisons
hydrophobes et hydrogene [14].

Différentes conditions de stabilité sont possibles pour une méme protéine selon le fabricant et le
procédé de purification. La présence de protéases, méme a de faibles concentrations peut destabiliser
le principe actif. Inversement, une protéine hautement purifiée n’est pas obligatoirement stable car
elle est privée de son environnement naturel. En effet ce dernier est composé d’autres protéines,
carbohydrates, lipides ou sels, qui aident a stabiliser leur structure.

Ces propriétés intrinseéques doivent étre clairement identifiées et sont a prendre en compte a toutes
les étapes de la production de la molécule active. En effet, de nombreux facteurs sont susceptibles
d’influencer la stabilité d’'une protéine. De plus les protéines et peptides sont susceptibles d’avoir des
sites multiples de réaction conduisant a leur instabilité.

La Figure 7 résume les principales réactions menant a l'instabilité d’'une protéine ou d’un peptide. Ces
réactions peuvent étre d’ordre chimique ou physique. Selon le procédé de synthése, qu’il soit
biologique ou chimique, les réactions d’instabilité seront plus ou moins probables [14].

Instabilités physiques Instabilités chimiques
e Dénaturation ¢ Hydrolyse
e Adsorption e Oxidation
e Aggrégation ¢ Racémisation
e Précipitation ¢ |somérisation

¢ B-Elimination

Figure 7 : Instabilités des protéines et peptides

Les instabilités chimiques sont définies comme toute réaction impliquant une modification (clivage ou
formation) d’une ou plusieurs liaisons de la protéine et conduisant a une nouvelle entité chimique.

Les instabilités physiques quant a elles engendrent un changement dans les structures secondaires et
d’ordres plus élevés de la protéine.
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I11.1.1. Instabilités physiques

II1.1.1.1. La dénaturation
La dénaturation implique une perturbation des structures secondaires et tertiaires de la protéine. En
effet, en se dénaturant, la protéine se déplie et perd sa conformation « native ». Ce phénomeéne est
généralement observable a sa température de fusion Tn. La dénaturation peut étre réversible ou
irréversible. Il peut également arriver que la protéine ne retrouve pas sa structure native correcte lors
de son repliement.

Les facteurs impliqués sont le stress thermique, les pH extrémes et la présence d’agents chimiques
dénaturants tels que I'urée ou le chlorure de guanidine [14].

Ainsi, les interactions mises en jeu dans le repliement d’une protéine sont défavorisées par la chaleur.
La température a laquelle 50% des molécules sont dépliées/dénaturées est définie par la température
de transition Tm. La Tm n’est pas une valeur fixe. Elle peut en effet varier selon les facteurs
environnementaux tels que le pH. La température de transition varie la plupart du temps autour de
40-80°C.

En solution, I'état replié d’une protéine n’est pas tout a fait stable d aux interactions intermoléculaires
protéine-solvant.

N (natif) & U (état déplié, dénaturé) — A (aggloméré)

La transition entre N et U est extrémement rapide. En effet, n'importe quelle portion de la protéine
perturbée conduit au dépliement complet de la protéine (phénoméne coopératif). Un intermédiaire
de réaction entre N et U peut exister, nommé U*. Ce genre de systeme démontre une cinétique
biphasique de dénaturation (exemple de I'interféron [14])

1I1.1.1.2. L’adsorption

La protéine dans sa conformation native repliée contient un coeur hydrophobe protégé du milieu
extérieur plus hydrophile. Lors de la rencontre avec une surface hydrophobe (plus particulierement
I'interface air/eau), la chaine polypeptidique se déplie, laissant les parties hydrophobes étre en contact
et interagir avec cette surface, menant a I'adsorption. Ce mécanisme est irréversible et entraine un
changement de la structure secondaire de la protéine. L’adsorption peut étre suivie d’'une agrégation.
Ce phénomeéne est concentration dépendant. La séquence primaire de la chaine polypeptidique
détermine également en grande partie les risques d’adsorption de la protéine sur une surface
hydrophobe.

Les facteurs aggravant le phénomene sont multiples. Plus la masse molaire est importante, plus la
protéine aura un risque de s’adsorber sur une surface. Le pH proche du pl, les faibles liaisons engagées
dans la structure de la protéine, I'agitation intense et la faible concentration protéique sont d’autres
facteurs aggravants [14].

Ce phénomeéne peut également se produire a I'interface protéine/contenant (voir paragraphe 11.2.b)
Les enjeux du procédé de production et du conditionnement primaire).
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Il1.1.1.3. L’agrégation

L’agrégation se déroule généralement en 3 étapes: Tout d’abord, la protéine change de conformation,
se déplie, exposant ses parties hydrophobes au milieu aqueux (par exemple lors du phénomene
d’adsorption). Les résidus hydrophobes de chaque protéine dépliée s’associent entre eux a travers des
liaisons, covalentes ou non, afin de réduire cette exposition. C'est ce qu’on appelle I'étape de
nucléation, dans laquelle les protéines se stabilisent par interactions intermoléculaires. Une
association entre deux protéines forme ainsi un dimere. La derniére étape est une étape de croissance
par associations successives de protéines incorrectement repliées entre elles, engendrant une
élongation du fibrille. La structure tertiaire et quaternaire de la protéine est ainsi modifiée. Pour
rappel, toute modification des hautes structures de la protéine peut engendrer une baisse, voire une
perte de I'activité de la protéine, ainsi que des réactions immunogénes lors de I'administration chez
’'homme [14].

Les agrégats de protéines peuvent étre solubles (quantifiés par des techniques chromatographiques)
ou insolubles (observables par spectrophotométrie UV et par diffusion dynamique de la lumiére
également appelée DLS) dans leur milieu.

Ce phénomeéne est concentration-dépendant. Il est trées commun durant le développement de la
formulation et le procédé pharmaceutique. Par ailleurs, étant donné que ce phénomeéne survient lors
de tout changement dans I'environnement de la molécule, il peut donc également survenir une fois
administré chez 'lhomme, causant une amyloidose [35]. Cette pathologie, caractérisée par une
accumulation de protéines insolubles dans les tissus, est souvent rencontrée localement, au niveau du
site de l'injection, chez les patients diabétiques de type 1 se traitant avec de l'insuline, protéine
particulierement sujette a I'agrégation. Pour terminer, le phénomeéne d’agrégation peut survenir avant
I'administration, bouchant les tubulures et les systemes d’injection, et rendant impossible le
traitement.

I11.1.1.4. La précipitation

La précipitation suit généralement I'agrégation. Les protéines agrégées ont une plus haute masse
molaire et une plus forte densité, les conduisant a précipiter au fond de leur contenant.
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I11.1.2. Instabilités chimiques

1I1.1.2.1. L’hydrolyse
L'hydrolyse est une réaction causée par une molécule d’eau et engendrant la rupture d’une liaison
covalente. Dans le cadre d’une protéine, c’est la liaison peptidique qui est concernée par la rupture.
Ces réactions d’hydrolyse peuvent survenir a de nombreux endroits au niveau de la protéine.
L’hydrolyse a des effets sur 'activité de la protéine, sa demi-vie, sa conformation, son agrégation et/ou
son immunogenicité. Les effets seront différents selon la protéine. Quelques exemples non exhaustifs
sont cités ci-dessous [14] :

- Dégradation de la séquence N-terminale contenant en avant dernier un résidu Proline (Pro)
- Dégradation des résidus d’Acide aspartique (Asp)
- Désamination de I’Asparagine (Asn) et de la glutamine (Gln)

NB : La désamination de I’Asparagine (Asn) et de la glutamine (Gin)

Ces deux AA perdent leur groupement amine lors de la réaction d’hydrolyse sous forme d’une
libération d’ammoniaque et création d’'un acide carboxylique. Le mécanisme est généralement
catalysé par une réaction acide base [36]. Le pH est en effet le facteur exogéne le plus significatif dans
la réaction de désamination avec une forte hydrolyse a pH extrémes.

Un pH neutre minimiserait donc ce phénomene. En général, une désamination est catalysée par une
base, la chaleur et la force ionique. Un pH faible est donc plus souvent désiré afin de réduire le
phénoméne. Cette réaction est en revanche inhibée par I'ajout de solvants organiques.

1I1.1.2.2. L’oxydation
L’oxydation est une réaction chimique d’oxydo-réduction se déroulant en présence d’oxygéne. Cette
réaction produit des radicaux libres susceptibles d’attaquer les protéines afin de les dégrader. Elle peut
étre catalysée par les métaux comme le fer mais également par les rayons UV [37].

Ainsi durant le stockage de protéines thérapeutiques, certains résidus d’AA des protéines peuvent
s’oxyder. En effet beaucoup d’excipients dans la formulation peuvent initier cette oxydation si leur
degré de pureté est insuffisant (présence de traces d’ions métalliques ou de peroxydes d’hydrogene
apportant des radicaux libres). Les protéines peuvent également étre exposées a ces agents durant le
procédé de fabrication. C’'est pour cela qu’il est impératif de protéger certaines protéines sensibles a
I’oxydation contre la lumiére et de bien contréler le pH de la solution.

II.1.2.3. La réaction de Maillard

La réaction de Maillard correspond a I’action des sucres sur les protéines [14]. Les facteurs influencant
cette réaction sont multiples. Tout d’abord, plus le sucre réducteur est gros, plus la réaction est
difficile. On préférera également un pH supérieur a 6 afin de minimiser le phénomeéne. De plus, I'eau
est un réactif mais aussi un produit de la réaction. Ainsi, si I’eau est en trop grande quantité dans le
milieu (supérieur & 60 %), les réactions de déshydratation sont inhibées. A I'inverse, en dessous de
30 % la réaction est inhibée par manque de réactif. Pour terminer, plus la température augmente, plus
la vitesse de la réaction est importante.

Les réactions de racémisation, isomérisation et de B-Elimination ne seront pas abordées plus en
détails.

Page 39129


https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau

I1L.2. La stabilité d’'une protéine : un phénomene multifactoriel
La section Ill.1 insiste donc sur le fait que la stabilité des protéines et des peptides thérapeutiques est
critique quelle que soit I'étape de fabrication du principe actif et doit étre strictement contrélée. Le
paragraphe suivant traite de I'étape de formulation.

II1.2.1. Les enjeux de la formulation
Il est essentiel que la protéine conserve son activité dans I’environnement dans lequel elle sera
formulée. La caractérisation de la protéine est donc primordiale avant méme d’élaborer sa formule car
elle permettra de déterminer son environnement idéal (pH, température etc...) et les facteurs
conduisant a son instabilité. Il est donc déterminé avant le développement de la formulation les
principales caractéristiques de la protéine [14] :

o Ses propriétés physico-chimiques: Masse molaire, AA, point isoélectrique (réalisé par
électrophoreése ou par focus isoélectrique), température de fusion T,

Aux pH éloignés du point isoélectrique (pl), une augmentation des répulsions électrostatiques entre
charges du méme signe est observée. Inversement au pl, les charges de la protéine sont neutres. Une
protéine a donc plus de chances de précipiter a son point isoélectrique et doit se situer en dessus ou
en dessous de celui-ci.

Par ailleurs, a sa Tm, une protéine est plus susceptible de se dénaturer.

o Son empreinte, souvent réalisée par Dichroisme Circulaire, technique qui permet de visualiser
le repliement de la protéine. La protéine formulée sera ainsi ré analysée et comparée a
I’empreinte réalisée au temps initial.

o Sa pureté, ses impuretés et contaminants. Les produits de dégradation des protéines
thérapeutiques ne sont pas aisément détectés par une seule technique analytique ; les
méthodes de détection les plus utilisés sont la spectrométrie de masse et 'HPLC.

o Son activité biologique:

Ces essais peuvent étre réalisés chez |’animal, sur culture cellulaire ou parimmunocytologie et donnent
une mesure quantitative de I'activité biologique de la protéine. Les principaux tests analytiques
exploités afin de caractériser une protéine ou un peptide sont présentés en annexe 2.

Connaitre les principales caractéristiques d’une protéine thérapeutique permettra par exemple de
connaitre sa concentration critique par le biais d’un test souvent réalisé par dosage colorimétrique.
L'agrégation des protéines est concentration-dépendante. De fortes concentrations protéiques
conduisent a I'instabilité de celles-ci mais I'inverse est également possible. D’une maniére générale les
protéines supportent des concentrations de I'ordre de 1mg/mL. Les solutions concentrées peuvent
étre plus résistantes a la congélation.

La solubilité d’'une protéine est la capacité de ses résidus polaires a interagir avec |'eau. Les résidus
hydrophobes sont donc repliés a I'intérieur et la protéine garde sa structure active. Elle doit étre
maintenue durant la demi-vie du produit. Typiquement, les feuillets B sont moins solubles que la
conformation hélicoidale.

Connaitre ces principales caractéristiques permettra également de présélectionner les excipients qui
seront a méme de garantir la stabilité de la protéine sous les conditions de stockage qui seront définies.
Les tableaux ci-dessous référencent les excipients les plus couramment utilisés dans une formulation
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de protéines thérapeutiques destinée a la voie injectable. La fonction de ces différents excipients est
avant tout de garantir la stabilité de la protéine dans le temps. Nous pouvons voir que cette liste est
plutot restreinte, car d’'une part ces excipients ne doivent pas dégrader la protéine (interactions
protéine-excipient néfastes) et d’autre part les excipients doivent étre tolérés et autorisés pour étre
injectés. Ces excipients sont classés selon leur role technologique. Une distinction est également faite
entre les excipients utilisés pour formuler une poudre de lyophilisat a reconstituer extemporanément
ou bien une solution de protéine préte a I'emploi (incluant le soluté de reconstitution pour les poudres
lyophilisées). Le choix de la forme galénique dépendra de la stabilité de la protéine a formuler, qui peut
étre améliorée a I'état solide ou en solution. Il est a noter que le procédé de lyophilisation est tres
couteux [21].

Quel que soit la forme galénique, le produit final a une faible période de péremption et doit étre
conservé a basse température. Le respect de la chaine du froid de la production jusqu'a
I"administration au patient est donc un point essentiel [21].

Le Tableau 4 décrit les excipients les plus couramment utilisés dans les formulations liquides de
protéines thérapeutiques. Il concerne également les excipients utilisés dans les solutés de
reconstitution afin de remettre en solution extemporanément un lyophilisat de protéines. Le Tableau
5 décrit quant a lui les excipients les plus couramment utilisés dans les formulations lyophilisées de
protéines thérapeutiques.
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Catégorie Exemples

Solutions de protéines / Soluté de reconstitution

Les ajusteurs de pH - Tampon acétate
- Tampon citrate
- Tampon phosphate
- Tampon tris

(Trishydroxyméthylaminométhane)

- Glycine
- Histidine

Les antioxydants - Histidine
- Méthionine
- Acide ascorbique
- Glutathion
- EDTA/DTPA

Le tableau continue a la page suivante

Commentaires généraux

Les ajusteurs de pH aussi appelés agents tampons
contrdlent le pH de la solution et optimisent la
stabilité de la protéine. Le pH conditionne en
effet la solubilité de la protéine.

Ces ajusteurs de pH peuvent étre des AA tels que
la glycine ou I'histidine ou bien des préparations
de solutions tampons décrites dans la
Pharmacopée Francaise [38] et Européenne [39].
Ils maintiennent la structure de la protéine et
donc par conséquence son activité biologique, de
par I'intégrité des résidus d’acides aminés.

Ils couvrent une zone pH allant de 3 a 10. (choix
du tampon selon le pH cible)

L'histidine et la méthionine, de méme que les
agents réducteurs tels que I'acide ascorbique et le
glutathion, protegent les protéines contre
I’oxydation catalysée par les ions métalliques [40].
Certains agents chélateurs tels que I'EDTA et le
DTPA inhibent I'oxydation des protéines
thérapeutiques. Ils ont donc seulement une
activité anti oxydante mais restent classés dans
cette catégorie.

Particularités

Le pH peut changer selon la température du milieu
Ces excipients risquent de se décomposer durant le
stockage [40]

Tampon Citrate : Ce tampon peut affecter la
solubilité et causer la gélification d’Acm formulés a
haute concentration. Il peut également se
décomposer si il est exposé a la lumiére ou a des
trace de métaux => Les matieres dégradées
interagissent et déstabilisent la protéine.

Tampon Tris : A température élevée, ce tampon se
décompose durant le stockage. Ses produits de
dégradation interagissent et déstabilisent la
protéine.

Les agents chélateurs peuvent également
augmenter la stabilité de la protéine en association
avec |'éthanol [40]. Les solvants organiques
augmentent les forces d’attraction et facilitent ainsi
I’agrégation des protéines entre elles

L’acide ascorbique et le glutathion peuvent conduire
a l'instabilité de la protéine.

Une exposition a la lumiere accélere le phénomeéne
d’oxydation
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Catégorie

Exemples

Commentaires généraux

Solutions de protéines / Soluté de reconstitution

Les -
stabilisants -

Sucrose
Tréhalose
Sorbitol
Glycérol
Glycine

Les dérivés de
cyclodextrines
Polysorbate 20
Polysorbate 80
Chlorure de
sodium

Les ligands
spécifiques

Le tableau continue a la page suivante

Les osmolytes augmentent la stabilité de la
conformation des protéines thérapeutiques [41]. Les
osmolytes protecteurs sont divisés en trois classes
chimiques :

- Les polyols

- Lesacides aminés

- Certaines methylamines
Les polyols tels que le sucrose, le tréhalose et le sorbitol
sont trés souvent utilisés comme excipients pour
stabiliser la protéine en formulation liquide,
particulierement lorsque la protéine y est hautement
concentrée (liaisons de covalentes du carbohydrate avec
la protéine).
Les tensioactifs non ioniques tels que les polysorbates
20 et 80 diminuent "adsorption et/ou I'agrégation des
protéines sur les surfaces hydrophobes provoquée par
I'agitation. lls aident également au bon repliement de la
protéine.
L’approche la plus efficace pour améliorer la stabilité de
la conformation de la protéine thérapeutique est de
prendre en compte les sites de liaison d’un ligand
inhérents a la protéine.
Pour donner un exemple, la liaison de I’arginine par le
tPA (tissue plasminogen activator) augmente fortement
la solubilité et la stabilité durant le stockage de
I'enzyme.

Particularités

- Les polyols stabilisent par répulsion les micro-
organismes mis sous condition de stress (température
élevée, déshydratation, oxydation catalysée par les
métaux).

Par augmentation du Tm de la protéine, ils stabilisent et
inhibent I'agrégation. Le pouvoir stabilisant augmente avec la
concentration et la taille des polyols.

Les polyols peuvent générer une réaction de Maillard (voir
section 11.1.b)).

Les polyols peuvent se dégrader ou contenir des impuretés
néfastes pour la stabilité de la protéine. Peut étre cité comme
exemple les solutions de dextrose pouvant contenir du 5-
hydroxymethylfurfural (5-HMF).

- Les acides aminés protégent quant a eux les cellules
contre I’environnement extracellulaire riche en sel.

- Les méthylamines protégent les composants
cellulaires des effets délétéres de l'urée.

Les tensioactifs non ioniques sont utilisés a de petites
concentrations. Les tensioactifs ioniques peuvent quant a eux
se lier aux groupes polaires et non polaires de la protéine et
causer une dénaturation de celle-ci.

Les polysorbate 20 et 80 peuvent contenir des ions peroxydes
qui sont susceptibles d’oxyder la protéine. Ils peuvent
également se dégrader de multiples maniéres avec des effets
variés sur la stabilité de la protéine.
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Catégorie

Les agents de
tonicité

Les agents
solubilisant

Les conservateurs
anti-microbiens

Exemples Commentaires généraux
Solutions de protéines / Solutés de reconstitution

Chlorure de sodium
Caprylate
Tryptophanate
Chlorure de sodium
Les ajusteurs de pH
Les stabilisants

Alcool benzylique
Métacrésol
Phénol

Les sels sont utilisés comme agents de tonicité
dans les formulations de protéines.

Certains ions solubilisent les protéines. La série
de Hofmeister classifie les ions selon leur
capacité a solubiliser la protéine*

La solubilité d’une protéine est faible lorsque le
pH de la solution est proche de son pHi. A ce
pH la protéine se comporte comme une
molécule

Neutre. Il y a donc peu de possibilités
d’interaction avec |'eau par le biais de liaisons
hydrogenes.

Les stabilisants tels que les osmolytes
maintiennent la stabilité de conformation de la
protéine, évitant les phénomeénes de
précipitation (désolvatation) [41]

Les formulations injectables multi-dose doivent
contenir des conservateurs afin de prévenir la
croissance microbiologique. Le conservateur le
plus couramment utilisé dans le formulations
de peptides et protéines thérapeutiques est
I'alcool benzylique.

Particularités

Les sels peuvent affecter la stabilité et I'intégrité de la
conformation de la protéine. Ces effets suivent la série de
Hofmeister. *

Les sels peuvent affecter la stabilité et I'intégrité de la
conformation de la protéine. Ces effets suivent la série de
Hofmeister. *

Les composés phénoliques peuvent causer une agrégation de la
protéine. Ce phénomeéne serait concentration dépendant.
L’alcool benzylique peut également affecter la structure et la
stabilité de la protéine. Ce phénomene serait temps,
concentration et température dépendant.

A cause de ces effets déstabilisants, les formulations
lyophilisées de protéines sont reconstituées avec un solvant
contenant un composé phénolique dilué. Cela minimise le
temps de contact avec la protéine avant 'administration.

Tableau 4 : Principaux excipients pharmaceutiques destinés dans la formulation de solutions de protéines thérapeutiques (incluant les solutés de reconstitution)

*NB : La série de Hofmeister : Cette série est une classification des ions selon leur capacité a solubiliser la protéine. Cette série distingue les ions provoquant une baisse de la
solubilité des protéines (« salting out ») des ions capables d’augmenter la solubilité des protéines par augmentation de la force ionique (« salting in »). L'anion phosphate et le
cation ammonium sont est les plus efficaces pour précipiter les protéines; I'anion chlorate et le cation Ca2+ sont au contraire les plus efficaces pour les remettre en solution .

Le chlorure de sodium avec I’anion chlorure est rangé quant a lui au milieu de la série de Hofmeister [22].
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Catégorie Exemples
Lyophilisat a reconstituer

Les agents de - Glycine
charge - Mannitol
Les protecteurs / - Histidine
Stabilisants - Sucrose

- Polysorbate 20

- Polysorbate 80

- Dextrane

- Hydroxyethyl
amidon

- Polyethylene
glycol

- Alcool
polyvinylique
(PVA)

- Polyvinylpyrroli
done (PVP)

Commentaires généraux

Un agent de charge compense les pertes en masses
dues au départ de I'eau. Il permet d’obtenir un gateau
de lyophilisat adéquat sans perte du volume initial [42].

Lors de la lyophilisation, les polyols dans la formule
aident a la formation d’'une matrice vitreuse hautement
visqueuse permettant de protéger la protéine (création
de liaisons covalentes avec les protéines)

Les tensioactifs non ioniques tels que les polysorbates
20 et 80 protégent la protéine lors de la lyophilisation.
Les polymeéres tels que I’hydroxyethyl amidon, le PVP et
la PVA stabilisent également la protéine lors de la
lyophilisation.

Particularités

Le sorbitol et le mannitol peuvent cristalliser lors de I'étape
de congélation et peuvent donc déstabiliser la protéine.
Cependant ; un mélange de mannitol et de sucrose est trés
efficace pour formuler des protéines lyophilisées et les
stocker de maniére optimale.

Le sucrose présent dans les lyophilisats qui peut s’hydrolyser
en glucose et fructose entrainant un phénomeéne de
glycation des résidus Lysine des protéines.

Tableau 5 : Principaux excipients pharmaceutiques destinés dans la formulation de lyophilisats de protéines thérapeutiques [40]
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En se basant sur les données de la littérature et I'expérience, nous pouvons identifier de maniére
empirique les excipients qui pourraient stabiliser la formulation. Cependant, en prenant en compte les
excipients, leur concentration et les différentes combinaisons possibles, un nombre trop important
d’essais est a réaliser. La réalisation d’un plan d’expériences tel que celui réalisé lors de cette étude
(se référer a la section lll.) permet ainsi de trouver la formule optimale pour le PA. Plus récemment,
des analyses multidimensionnelles ont été développées. Elle consistent en |'utilisation de plusieurs
outils biophysiques afin d’évaluer la stabilité, la solubilité et I'agrégation de la protéine en présence de
différents excipients a travers des diagrammes de phase empiriques [43], [44]. Ces outils sont difficiles
a maitriser mais semblent tout de méme important de mentionner ici.

I11.2.2. Les enjeux du procédé de production et du conditionnement primaire

Lors du développement du procédé de production de protéines thérapeutiques, trois parameétres de
procédé majeurs impactent la stabilité de la protéine. Ces trois parameétres sont I'agitation, le
chauffage et les pressions élevées. En effet, les opérations d’agitation et de cisaillement engendrent
une exposition des parties hydrophobes dans le milieu environnant de la protéine, initiant I'agrégation.
L'application de hautes pressions favorise également le dépliement des protéines.

Les protéines sont des molécules ayant des propriétés de surface. Elles sont connues pour s’adsorber
et s'Taccumuler aux interfaces, telles que les interfaces solide/liquide ou air/liquide. Les réactions au
niveau de ces interfaces entrainent trés souvent une détérioration, des perturbations structurales, des
dégradations chimiques et/ou une agrégation de la protéine. Ces interfaces peuvent avoir une surface
hydrophiles ou hydrophobe. Au contact de surfaces hydrophiles, les protéines s’adsorbent par
attractions électrostatiques entre les groupes chargés de la protéine et de la surface en contact avec
la protéine, entrainant leur agrégation. Au contact de surfaces hydrophobes, les protéines subissent
un réarrangement structural lent dans le but de maximiser les interactions hydrophobes, entrainant
encore une fois leur agrégation.

Idéalement, toutes les étapes de fabrication du biomédicament devraient faire I'objet d’'une analyse
de risque afin d’évaluer I'impact d’une quelconque action sur la stabilité de la protéine. C'est dailleurs
I’enjeu des recommandations ICH Q9 qui apportent une base dans la gestion de risque liée au
développement d’'un médicament qu’il soit ou non issu des biotechnologies [45].

Plus récemment, la réglementation est plus stricte sur les matériaux utilisés lors de la production (en
contact direct avec le principe actif), rentrant dans la composition du conditionnement primaire et du
dispositif d’administration (comme les seringues par exemple). En effet, certains matériaux sont
susceptibles de relarguer des composés appelés « leachables » ou « extractables ». Ces composés
peuvent mettre en péril la sécurité et I'efficacité du médicament. Ils peuvent en effet provoquer une
toxicité aiglie a I'injection ou une toxicité a long terme lorsque I'exposition est répétée. Ces composés
peuvent également interagir avec les protéines ou les excipients engendrant une altération des
propriétés physico-chimiques, de la stabilité du principe actif ou bien de la demi-vie du biomédicament
[46], [47].
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Les industries pharmaceutiques investissent maintenant beaucoup de ressources afin d’identifier,
qguantifier et minimiser le taux d’impuretés dans leur produit final. Des groupes de travail [48], [49]
ainsi que des guides rédigés par les autorités compétentes [28], [50] ont de ce fait vu le jour.

NB : Définition « Extractables » et « Leachables »

Extractables (=Extractibles en francais): Composés qui peuvent étre relargués d’un matériau dans des
conditions extrémes (température, temps et solvants).

Leachables (=relargables en francais) : Composés provenant d’un matériau et migrant vers la
formulation sous des conditions normales d’utilisation ou de stockage.

Ces composés sont a titre d’exemple les ions métalliques [51], et le bisphénol A [52].

Ces composés sont relargués du conditionnement primaire, mais aussi des matériaux en contact avec
la protéine au cours du procédé de fabrication. Le Tableau 6 résume de maniere non exhaustive les
principaux matériaux impliqués dans ce phénomene.

Matériaux en contact avec la substance active = Conditionnement primaire
durant le procédé de fabrication

Les matériaux plastiques [53]: Les contenants les moins affectés sont les verres
- les conteneurs de stockage non traités ou traités par du silicone et du
- lestubes polypropyléne.
- lesfiltres Les contenants les plus affectés sont les verres
- lesjoints traités par des sulfures et polyesters.

L'acier inoxydable

Le caoutchouc
Tableau 6 : Matériaux impliqués, leachables et extractables
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I11.3. Formulations innovantes de protéines pour la voie
injectable : Cas des suspensions microparticulaires injectables

Les deux précédents chapitres ont abordé les difficultés a mettre au point une formulation de
protéines ou peptides thérapeutiques destinés a la voie injectable. En plus de ce défi technologique,
la durée de vie de ces molécules actives apres administration est limitée due aux dégradations
enzymatiques et/ou a I'importante clairance rénale [5]. Ceci a pour conséquence I'administration de
maniere répétée et périodique du médicament, spécialement dans le cas de patients ayant une
maladie chronique et nécessitant un traitement a long terme. L'injection de ces médicaments est une
méthode invasive, douloureuse, et souvent réalisée par un professionnel de santé. La conséquence de
tout cela est la faible adhésion du patient au traitement.

Des formes injectables a libération prolongée ou controlée sont donc développées pour faire face a la
demi-vie courte des protéines et peptides thérapeutiques administrés par la voie parentérale [54]. En
plus d’augmenter l'intervalle entre deux administrations, cette technologie a également l'intérét
d’éviter les pics de concentration rencontrés pour les formes galéniques classiques au moment de
I'injection. La formulation de protéines thérapeutiques a libération prolongée justifie par ailleurs d’un
dépot de brevet qui prolonge la protection intellectuelle de la molécule initiale, problématique de plus
en plus d'actualité avec les expirations récentes ou prochaines des brevets des premiéres protéines
thérapeutiques comme I'EPO, l'insuline ou l'interféron alpha [55]. Des formulations de peptides
injectables a libération prolongée pour un usage humain ou vétérinaire existent d’ores et déja sur le
marché.

Une description rapide des différentes approches (galéniques ou chimiques) permettant I'obtention
de systemes d’administrations injectables a libération prolongée / contrdlée sera présentée et
discutée.
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I11.3.1. Les différentes approches disponibles
Afin de développer des protéines ou peptides thérapeutiques a libération prolongée et contrélée, deux
approches sont disponibles. Soit la molécule active subit des modifications chimiques, soit une
formulation innovante est mise au point, sans modification de la molécule.

Parmi les modifications chimiques, on peut citer la PEGylation, I’hyperglycosylation et la
mannosylation. Ces modifications sont apportées a la protéine lors du procédé de synthese, qu’elles
soient chimiques ou biotechnologiques, donc en amont de la formulation. Elles permettent
d’améliorer la performance et la stabilité des protéines thérapeutiques in vitro et in vivo et également
de prolonger leur rémanence vasculaire (diminution la clairance rénale) [55]. Cette premiere option
intervient tot dans le cycle de vie du médicament, a I'étape de production de la substance active.

En outre, il est également possible, sans modification préalable du PA, d’élaborer une formulation
innovante permettant de mettre a disposition de maniére plus ou moins progressive le principe actif
apreés son administration. Les suspensions injectables de particules sont des formulations pouvant
répondre a cet objectif. Par association ou encapsulation de la molécule active, ces systémes assurent
la protection des protéines et peptides, la libération prolongée et le contréle du taux plasmatique. La
Figure 8 schématise I'ensemble des systémes de délivrance, qui peuvent se distinguer selon leur taille
(systemes colloidaux et systemes micro-particulaires), la nature de leur constituant ainsi que leur
structure interne.

Liposomes Solid lipid Polymeric nanoparticles
nanoparticles
e
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Figure 8 : Les différents systemes de délivrance micro-particulaires et colloidaux [56]

Parmi les systémes de délivrance prolongée / contrélée les plus étudiés, on peut citer :

1I1.3.1.1. Les liposomes
Les liposomes sont des vésicules sphériques de taille variable (cf Figure 9) et contenant un coeur
aqueux . Ce coeur aqueux, contenant le peptide ou la protéine hydrophile, est enfermé par une ou
plusieurs bicouches lipidiques qui le protegent du milieu aqueux extérieur [57].
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Figure 9 : Classification des liposomes selon leur taille et le nombre de bicouches [57]

SUV : les liposomes unilamellaires de petite taille
LUV : les liposomes unilamellaires de grande taille
GUV : les liposomes géants

MLV : liposomes multilamellaires

Ces liposomes sont biocompatibles et non toxiques. lls protégent les protéines thérapeutiques de
dégradations in vivo, prolongeant leur demi-vie et leur biodisponibilité. Cependant, certaines
problématiques restent a élucider comme les problématiques de co(t, de stabilité des protéines a
I'intérieur des liposomes et d’industrialisation du procédé de fabrication [57].

1I1.3.1.2. Les nanotubes de carbone
Cette technologie est encore au stade de recherche. Les nanotubes de carbone (CNTs) sont des
nanostructures cylindriques creuses consistant en un réarrangement hexagonal d’atomes de carbones
hybrides sp?. Tout comme les liposomes, ils sont classés selon le nombre de couches :
- SWNTSs : simple couche
- MWNTSs : multi-couches
Les CNTs ont comme application d’étre des transporteurs moléculaires pour les protéines qui ont trés
souvent une forte masse molaire et qui ne peuvent donc pas pénétrer a travers les membranes
biologiques [56].

1I1.3.1.3. Les micelles
Les micelles sont des molécules amphiphiles (téte polaire hydrophile avec un corps apolaire
hydrophobe) assemblées lorsque la concentration micellaire critique (CMC) est atteinte de sorte
gu’elles forment un agrégat sphéroidal de quelques nanomeétres. Les avantages de ces micelles sont
leur capacité d’encapsuler les macromolécules telles que les protéines et de les préserver sans perte
de leur stabilité . Elles peuvent également permettre une bonne conservation des protéines durant la
lyophilisation [57].
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o Les microparticules

Ce sont les particules qui ont le plus été étudiées ces dernieres décennies. Elles sont constituées d’un
matériau enrobant contenant le PA. Leurs tailles varient entre 1um et 1mm. Le PA encapsulé peut
constituer 5 a 90% de la masse totale de la microparticule.

Les microparticules incluent les microcapsules et les microspheéres. Les microcapsules font office de
réservoir, autrement dit elles sont constituées d’un coeur liquide ou solide contenant le PA entouré
d’une enveloppe. Les microsphéres sont une matrice dans laquelle est dispersé le PA.

o Les nanoparticules/nanosphéres

Les nanoparticules sont des particules ayant une taille comprise entre 10 et 1000nm et peuvent étre
synthétisées a partir de lipides (SLNs: Solid lipid nanoparticles), polymeres ou métaux. Les
nanoparticules de polyméres peuvent étre des nanosphéres (le principe actif est distribué
uniformément dans la matrice de polymére) ou des nanocapsules (le principe actif est confiné a
I'intérieur d’'une membrane de polymeére). Leurs propriétés sont similaires a celles des microparticules
avec comme avantage supplémentaire d’étre pleinement compatibles avec la voie IV, d( a leur faible
taille.

Les microparticules sont les systemes de délivrance qui ont été choisis pour la réalisation des essais de
formulation qui feront I'objet du prochain chapitre. En effet, elles sont citées de nombreuses fois dans
la littérature et leur procédé de fabrication est industrialisable. Cette technologie a d’ailleurs permit la
mise sur le marché de spécialités pharmaceutiques a base notamment de peptides.
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111.3.1.4. Les microparticules
Le cahier des charges ci-dessous a été établi, décrivant toutes les propriétés essentielles des
microparticules développées dans le cadre de formulations injectables de peptides et protéines
thérapeutiques pour la libération prolongée [5], [55], [56], [58].

- Les microparticules doivent étre biodégradables et biocompatibles

Un produit est biodégradable lorsqu'il peut étre décomposé (simplification de la structure chimique
avec la minéralisation du carbone sous forme de dioxyde de carbone) par un organisme vivant, dans
un environnement favorable [59].

La biocompatibilité est la « capacité d’un matériau a provoquer des réactions limitées dans le corps »
[60]. Cette définition comprend le caractére non immunogéne, non tératogene, non carcinogéne et
non toxique et/ou irritant des microparticules et de leurs produits de dégradation. Une fois administrés
chez I’homme, les microparticules ne doivent donc pas engendrer d’effets indésirables.

- Elles ne doivent pas altérer la structure ou I'activité de la protéine.

Ces contraintes deux premieres contraintes sont décrites dans les réglementations en vigueur au sein
de chaque pays, par exemple dans la Pharmacopée Européenne dans le cas de I'Europe.

- Elles doivent étre de taille suffisamment faible, avec une faible distribution granulométrique
et d’aspect lisse et non poreux

Les microparticules peuvent étre généralement injectées chez ’homme en voie SC ou IM. Afin de
permettre d’une part I'administration a travers une seringue sans obstruction de I'aiguille et I'injection
chez ’'homme, la taille des microparticules ne doit pas excéder 100um[55]. Une distribution de taille
relativement étroite est également préférée. De plus, la forme de ces particules influencent le taux
d’encapsulation ainsi que la cinétique de relargage de la molécule active. Les microsphéres doivent
ainsi étre parfaitement rondes, lisses et non poreuses. En effet, les protéines et peptides peuvent étre
libérés par diffusion en sortant par les pores si leur diametre est suffisamment grand pour les laisser
passer, sans attendre que le polymére se dégrade. Les microsphéres poreuses liberent donc de
maniéere brutale et intense I'actif thérapeutique des I'administration. Ce pic de concentration dans le
sang est a éviter car il pourrait étre dangereux pour le patient.

- Le procédé de fabrication doit permettre d’assurer un rendement d’encapsulation et un taux
d’encapsulation de la protéine thérapeutique élevés.

- Leprofil de libération du PA a partir de son support microparticulaire doit étre continu pendant
un temps déterminé et sans libération immédiate élevée (effet « burst) de PA juste apres
I'injection

En effet ; la quantité de PA en circulation ne doit pas excéder le seuil de toxicité et doit se situer dans
I'intervalle de concentration permettant un effet thérapeutique.

- La méthode de fabrication du produit doit également étre transposable industriellement,
robuste et reproductible.

- Le produit final devra étre stable dans sa période de validité prédéfinie, et ce jusqu’a son
administration chez ’homme.

De ce fait, dans le cas de poudres lyophilisées a reconstituer extemporanément, la reconstitution doit
permettre I'injection chez ’homme (sans phénoméne d’agglomération qui obstruerait par exemple
I"aiguille).

- Le produit final devra étre stérile en vue d’une injection en voie parentérale chez ’homme.
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La forme finale peut étre soit liquide (suspension de microparticules), soit une poudre seche a
reconstituer extemporanément.

Ce cahier des charges établi ci-dessus conditionne le choix de la formulation et du procédé de
microencapsulation.

Le Tableau 7 reprend les différents matériaux utilisés dans le milieu pharmaceutique, ainsi que les
différentes techniques de microencapsulation associées. Ces matériaux peuvent étre de nature
polymére ou lipidiques, naturels ou synthétiques. Les techniques de microencapsulation sont
détaillées a la section 11.3.d).

Matiére premiéere Procédé de fabrication
Coacervation complexe

Gélatine . .
Coacervation simple
R Coacervation complexe
Polymeére naturel g e s
. Gélification ou congélation de gouttes
Chitosane

Séchage par atomisation

Enrobage en lit fluidisé

Séchage par atomisation

Enrobage en lit fluidisé
Evaporation — Extraction de solvant

Copolymeéres acryliques et
méthacryliques

Polymere Copolymeres (acrylo-) vinyliques
synthétique Homopolyméres et copolymeres Coacervation simple
d’acide lactique et d’acide glycolique Séchage par atomisation
(PLGA) Evaporation — Extraction de solvant

Acide polylactique (PLA)
Ethylcellulose (EC)

Polymeére Hydroxypropylcellulose (HPC)® L
v . yaroxypropy R . ( ) Coacervation simple

cellulosique Hydroxypropylméthylcellulose
(HPMC)
Corps gras solides (esters, alcool, Gélification ou congélation de gouttes

.. . acides gras) Solidification d’émulsion

Lipides et cires L . .

minérales Glycérides Enrobage en lit fluidisé
Cires (d’abeilles, de Carnauba etc...) Procédé de coacervation en milieu
Cires minérales supercritique

Tableau 7 : Les différents polymeéres utilisés dans le milieu pharmaceutique [61]

De nombreuses études sont parues ces derniéres années, abordant les formulations de microspheres
de polymeres biodégradables délivrant dans le temps les protéines thérapeutiques qu’elles
contenaient. Ceci fait suite aux grandes avancées dans la science du polymere et des technologies de
synthése.

Les PLGA (co polymeéres d’acides D,L lactiques et glycolique) sont les plus étudiés. lls sont
biocompatibles et biodégradables. Selon leur nature chimique, il est également possible de moduler
les profils de libération du PA, ce qui est essentiel lorsqu’on rechercher un systeme a libération
prolongée. Ces polymeres permettent de former des microsphéeres encapsulant le PA dans leurs
matrices, empéchant I'action des enzymes protéolytiques in vivo. Les microspheres de PLGA ont donné
lieu a plusieurs mises sur le marché de formulations de peptides thérapeutiques a libération prolongée.
Citons la Somatuline® LP dont le principe actif est le lanréotide, octapeptide analogue de la
somatostatine traitant 'acromégalie. L'annexe 3 dresse la liste des formulations de protéines et
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peptides encapsulés dans des microsphéres de PLGA approuvées et disponibles sur le marché. Notons
que ces médicaments sont uniquement destinés a la voie IM.

La Figure 10 représente la structure chimique des PLGA. Différents types de PLGA sont disponibles, par
exemple sous différentes proportions lactide/glycolide afin d’améliorer la compatibilité protéine ou
peptide/polymére. Le groupement terminal de la molécule varie également. Il peut étre soit un groupe
carboxyle soit un groupe ester, selon le profil de libération du PA souhaité [55].

Acide lactique Acide glycolique PLGA

o] O 0
CH, 0
CH,

Figure 10 : Structure chimique d'un PLGA et de ses monomeéres [62]

Le relargage du PA a partir des microspheres de polymeére est résumé dans la Figure 11. |l peut se faire
par diffusion, par dégradation du polymere ou par une combinaison des deux . Le taux de diffusion
dépend des propriétés physicochimiques de la molécule active encapsulée et des propriétés physico-
chimiques du matériau d’enrobage [58]. Aprés administration, les microsphéres de PLGA libérent le
PA de maniére continue durant plusieurs jours voire méme plusieurs mois.

Figure 11 : Mécanisme de libération du PA a partir de microsphére, Figure tirée de la revue [55]

Dégradation

Diffusion N )
enzymatique —
—_—
N, e — Erosion de la surface
AEEm ClalE { Erosion du polymere { Hydrolyse

—

protéine

—eeeeeeeeeeeeeeeee
—

totalité de la

Dégradation de la
microsphéere

Combinaison
Combinaison de dégradation
diffusion et d'érosion enzymatique et

hydrolyse

Pour ces différentes raisons les PLGA ont été les polymeéres choisis pour réaliser des essais de
microencapsulation décrits ci-aprés.
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1I1.3.1.5. Les techniques d’encapsulation

Les principales techniques d’encapsulation permettant de produire des microspheres de PLGA,
encapsulant des protéines ou peptides thérapeutiques et destinées a la voie injectable, peuvent étre
classées en deux catégories et sont répertoriées dans le Tableau 8. Ces techniques sont transposables
industriellement.

Procédés physico-chimiques Procédés mécaniques

Séparation de phases ou coacervation

Evaporation — extraction de solvant
Tableau 8 : Principaux procédés de production de microsphéres de PLGA [61]

Nébulisation/séchage

La coacervation simple consiste a désolvater un polymere, ici le PLGA. Autrement dit cette méthode
consiste a séparer le PLGA, encapsulant le PA, du solvant, en deux phases distinctes. La phase qui
contient le polymere encapsulant la protéine sera appelée le coacervat. La phase qui contient le
solvant sera appelée le surnageant. Dans le cas des protéines et peptides thérapeutiques
majoritairement hydrophiles, une émulsion inverse eau/huile est préalablement formulée avec une
solution organique contenant le PLGA dissout et une solution aqueuse contenant le PA. La
coacervation du polymere est opérée par I'ajout d’un second polymére incompatible tel que I’huile de
silicone avec le PLGA et provoquant sa désolvatation. Les microparticules formées sont ensuite
solidifiées au contact d’un bain durcisseur d’heptane [61]. Pour terminer, elles sont trés généralement
séchées et lyophilisées.

Le procédé de microencapsulation par évaporation de solvant consiste a faire évaporer la phase
interne d’une émulsion qui contient le polymére dissout dans un solvant organique, sous forte
agitation. Le solvant organique utilisé doit étre volatile afin d’étre facilement évaporé. Dans le cas de
PA hydrosolubles tels que les peptides et protéines thérapeutiques, une technique d’évaporation de
solvant basé sur la double émulsion est particulierement développée [61]. Il s’agit de la technique de
I’évaporation de solvant basée sur double émulsion eau dans huile dans eau e/h/e.

La double émulsion e/h/e suit le processus suivant. Dans un premier temps, le PLGA est dissout dans
un solvant organique, constituant la phase organique ou huileuse H. La protéine ou le peptide est
guant a lui dissout dans un solvant aqueux contenant obligatoirement un agent stabilisant, le tout
constituant la phase aqueuse interne E1. La phase aqueuse externe E2 est généralement de I'eau
contenant ou non un ou plusieurs agents stabilisants. Il est important que le volume E1 soit inférieur
au volume H lui-méme inférieur au volume E2. Sous forte agitation, E1 est incorporé dans H formant
I’émulsion primaire. Cette derniére est incorporée dans E2 également sous forte agitation. Au niveau
des différentes interfaces créées, E1/H, H/E2, E2/air, des transferts de matiére s’effectuent tout au
long du procédé de microencapsulation. Il s’agit principalement du solvant organique, qui va
progressivement s’évaporer, mais aussi du PA présent dans E1. La rapidité et I'importance de ces
transferts conditionnent la forme finale des microsphéres [61]. De par I'évaporation de solvant, le
polymere précipite et par conséquence les microparticules se forment. Apres plusieurs lavages, une
suspension de microsphéres biodégradables contenant la protéine ou le peptide d’intérét est ainsi
obtenue. Cette suspension peut étre lyophilisée afin d’augmenter sa stabilité. Des excipients
lyoprotecteurs peuvent alors étre ajoutés (voir Tableau 5).
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Lors de I'élaboration des deux émulsions, les conditions opératoires déterminent la taille et la
granulométrie des microspheéres de PLGA.

Le procédé de nébulisation/séchage permet d’obtenir des microsphéres de PLGA a partir d’une
formulation liquide, qu’elle soit une suspension, une émulsion ou une solution. Le liquide initial est
nébulisé, formant un aérosol, puis immédiatement séché grace a un flux d’air d’'une certaine
température, formant des microparticules. C’'est un procédé en continu, simple et reproductible. La
température et le débit d’atomisation conditionnent la taille et la forme des particules [61].

Pour terminer, a titre de citation, une technique utilisant la technologie des fluides supercritiques
gagne de l'intérét pour encapsuler des protéines ou peptides.

Le Tableau 9 schématise les techniques présentées ci-dessus. Parmi ces trois techniques, les méthodes
de I’évaporation de solvant et de coacervation simple peuvent permettre I'obtention de microsphéres
de taille homogene selon les conditions opératoires. La technique de la coacervation est complexe a
maitriser. Bien que le rendement obtenu soit nettement supérieur a la technique de I'’évaporation de
solvant (60% vs 25%), elle nécessite du savoir-faire. Par ailleurs, de nombreuses études
bibliographiques relatent la technique d’évaporation de solvant basée sur la double émulsion pour
microencapsuler des protéines et peptides thérapeutiques. Afin de respecter le critére d’homogénéité
de taille des microspheres mentionné dans le cahier des charges, et parce qu’elle a été le sujet de
nombreuses recherches, la méthode d’évaporation de solvant basée sur la double émulsion a été
sélectionnée pour les microsphéeres blanches de PLGA. Ce travail expérimental réalisé au sein de
I’entreprise Bertin Pharma est décrit dans le chapitre suivant.
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Méthode

La coacervation basée
sur I’émulsion inverse
eau/huile (e/h)

L’évaporation de solvant
basé sur la double
émulsion e/h/e [63] [64].

Le séchage par
atomisation
(nébulisation/séchage)

N

El

Schéma simplifié

Coacervation
par ajout

d’un
polymere
incompatible

H E2

e/h e/hl/e

Air chaud

P/v
—>
-

Tableau 9 : Techniques de production de microparticules de PLGA [58] [61]

Légende :

: Phase organique : Phase aqueuse

Dispersion de particules solides de protéines ou peptides dans une solution ou émulsion de PLGA

OU Emulsion de protéines ou peptides dans une solution de PLGA

Caractéristiques des microparticules

Taille des particules : 20 a 200um
Distribution granulométrique :
dépendante des conditions
opératoires
Taux d’encapsulation : <60 %

Taille des particules : 0.5 a 200um
Distribution granulométrique :
dépendante des conditions
opératoires
Taux d’encapsulation : <25%

Taille des particules : 1 a 50um
Distribution granulométrique : large
Taux d’encapsulation : <40%

Microparticule de PLGA

Limites de la technique

Nécessite beaucoup de savoir faire
Présence de résidus de solvant organique

Faible taux d’encapsulation / Faible rendement
Présence de résidus de solvant organique
Phénomene d’agglomération, particules collées

Adhérence des microparticules aux parois du
sécheur
Non adapté aux composés sensibles a la
chaleur
Faible contréle de la taille des particules
Faible rendement
Agglomération, particules collées
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IV.Essais de micro encapsulation de protéines thérapeutiques dans
des PLGA : Technique de I'évaporation de solvant basé sur la double
émulsion e/h/e

IV.1. Introduction de I’étude

Le but de I'étude a été de formuler des microsphéres de PLGA blanches, c’est-a-dire ne contenant pas
de protéines ou de peptides thérapeutiques, pouvant étre administrés en voie parentérale, a travers
la technique de I'évaporation de solvant basée sur la double émulsion e/h/e. Les résultats de I'étude
serviront de base a tout chercheur ou industriel désirant encapsuler une protéine ou un peptide
thérapeutique. Cette étude s’est déroulée en deux étapes. Des essais préliminaires ont été réalisés,
sur la base des données de la littérature, afin de maitriser et de s’approprier le procédé de
microencapsulation. Il était question d’ajuster un certain nombre de parameétres afin d’avoir un
procédé robuste. A I'issue de ces premiers essais, un plan d’expériences a été élaboré puis réalisé. Le
but de ce plan d’expériences était de déterminer I'impact de la formule sur la taille et la forme des
particules produites et ainsi de déterminer une formulation permettant de répondre au cahier des
charges. Une conclusion a été établie, basée sur les résultats obtenus.
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IV.2. Matériels et méthodes

IV.2.1. Matiéres premiéres

Les excipients et solvants mis en ceuvre sont rassemblés dans le Tableau 10. Les Resomer® RG 503 et
RG 503H sont deux types de PLGA qui présentent le méme ratio en monomeres DL-lactiques et
glycolique, de 50: 50. Leur viscosité se situe entre 0.32-0.44 dL/g. La différence entre ces deux
polymeére réside dans leur groupement terminal. Le Resomer® RG 503 présente un groupement
terminal ester. Le Resomer® RG 503 présente un groupement terminal carboxyle. Le Tableau 11
résume les caractéristiques des deux PVA et du PVP utilisés en tant que stabilisants de la double
émulsion.

Matiere Fournisseur Fonction
Resomer® RG 503 Evonik Polymere
Resomer® RG 503 H Evonik Polymere
Dichlorométhane R
(Chromasolv®) VWR Solvant du polymere
Oléate de Sorbitan 80 PPI Seppic Stabilisant émulsion primaire
(Montane®) PP P
Polysorbate 80 PPI . - . . .
(Montanox®) Seppic Stabilisant émulsion secondaire
Polyvinylpyrrollidone BASF Stabilisant émulsion secondaire
(Kollidon 17°)
Polyvinylalcool 8-88 Merck Stabilisant émulsion secondaire
Polyvinylalcool 40-88 Merck Stabilisant émulsion secondaire
Merck
Chlorure de sodium Stabilisant émulsion secondaire
Cooper
Eau PPI Cooper /
Tableau 10 : Matiéres
Excipients Masse moléculaire Viscosité (spécifications)
PVA 8-88 50000 g/mol * 6.8-9.2 mPa.s (40g/L, eau)
PVA 40-88 205000 g/mol * 34.0-46.0 mPa.s (40g/L, eau)
PVP K17 7000-11000 g/mol Environ 5 mPa.s (20g/L,
(spécifications) eau)[65]

Tableau 11 : Viscosités et masses moléculaires du PVP et du PVA

*données approximatives fournies par les fournisseurs [66]
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1V.2.2. Méthodologie

1V.2.2.1. Procédé général de microencapsulation

Les microspheéres de PLGA ont été produites par la technique de I'évaporation de solvant basée sur la
fonction de double émulsion e/h/e. Pour cela, chaque excipient solide est pesé séparément a 'aide
d’une balance (Mettler Toledo PB 3002-S, pesées de 0.5g a 3100g, d = 0.01g ; Mettler Toledo AG204
pesées de maximum 210g, d = 0.1 mg ; Mettler Toledo PR2002, pesée maximum 2100g, d=0.01g). Les
excipients rentrant dans la composition de la phase organique appelée PO sont solubilisés dans le
solvant organique sous agitation magnétique (plaques d’agitations de chez Stuart ou Bibby), en flacon
muni d’un bouchon pour éviter I'évaporation du solvant organique. La phase interne aqueuse (PIA) est
ensuite prélevée a la pipette (Pipetman® Classic, 1000 pL, Gilson) puis injectée dans la PO sous forte
agitation a I'aide d’un ultraturrax (Heidolph DIAX 900). L’émulsion primaire est ensuite versée dans la
phase externe aqueuse (PEA, préparée a |'aide d’une plaque d’agitation chauffante de chez Stuart ou
Bibby) sous agitation a température ambiante (plaques d’agitation de chez Stuart ou Bibby ; agitateur
IKA WERK RW20 pour défloculeuse ou pales type hélice ; ultraturrax Heidolph DIAX 900). Suite a cette
agitation, la double émulsion est obtenue. La double émulsion est laissée sous faible agitation
magnétique, sous hotte de la marque Geometra, pendant au minimum 18h a température ambiante
afin de laisser évaporer le solvant. L'étape de rincage qui s’en suit consiste a centrifuger la double
émulsion a 2000 rpm pendant 5 minutes (centrifugeuse Jouan GR 4.11). Le surnageant est ensuite
enlevé a 'aide d’une pipette pasteur, puis les microparticules sont resuspendues dans de |'eau PPI.
L'opération est répétée 3 fois. Les particules sont gardées en suspension dans le plus petit volume
possible. Les microsphéres obtenues sont ensuite lyophilisées (lyophilisateur Telstar LyoBeta 15;
Logiciel LyolLogger V4.03). La Figure 12 ainsi que la Figure 13 schématisent ce procédé de
microencapulation.

Phase interne
aqueuse E1 (eau +
protéine)
—
Emulsion
o —_
primaire —
Phase organique O — E1/0 Rincage +
(solvant + polymere) Evaporation ilisati
poly > du solvant lyophilisation
PR
Phase externe Double émulsion
aqueuse E2 (eau + S E1/0/E2
agent stabilisant)

Figure 12 : Technique de I’évaporation de solvant basé sur la formation d’une double émulsion e/h/e
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P h ase eXte rne ePesées de I'eau PPI et des excipients

eDissolution de chaque excipient dans

aqueuse I'eau PPI

ePesées des excipients sauf le solvant et
les mettre dans un bécher commun

Phase Orga ] |q U@ cAjout du solvant organique a la

préparation
eDissolution par agitation

Phase interne
aqueuse

eEau PPI

Figure 13 : Préparation des phases

NB 1: Préparation de la PEA

Cette préparation requiert une étape de chauffage si le PVA est utilisé dans la formule. D’aprés le
Handbook of Pharmaceutical excipient, 6™ édition [67] il existe un protocole clair et définir & propos
de la solubilisation du PVA en milieu aqueux. Sa dissolution requiert une dispersion du solide dans I'eau
a température ambiante suivie du chauffage du mélange a 90°C pendant approximativement 5
minutes.

NB 2 : Conditions opératoires

La préparation de la double émulsion est réalisée a température ambiante. En effet, a températures
faible et haute, les microsphéres formées sont plus grosses qu’a température intermédiaire. Ce
phénoméne s’explique car a faible température, la solution est plus visqueuse. A haute température, le
solvant organique s’évapore plus vite, concentrant le polymére dans la PO [68].

Par soucis de clarté, les conditions opératoires mises en ceuvre seront détaillées sous forme de
tableaux dans les prochains paragraphes relatifs aux essais préliminaires (premiere étape du travail
expérimental) et au plan d’expériences (deuxieme étape du travail expérimental).
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1v.2.2.2. Calcul du rendement
Le rendement est exprimé en pourcentages. Le calcul est le suivant :

Masse de PLGA ajouté dans la phase organique en grammes
<+ Masse de lyophilisat en grammes X 100

1V.2.2.3. Tests réalisés sur les microsphéres
Pour chaque essai, une observation visuelle est effectuée sur la double émulsion, sur la suspension de
microsphéeres apres évaporation du solvant et enfin sur le lyophilisat.

Lors des essais préliminaires, une analyse de la forme des microspheéres est réalisée au microscope
optique et au grossissement fois 20 (Nikon Eclipse E400).

L’analyse de la forme des microsphéres est réalisée par microscopie électronique a balayage (MEB).
Afin d’intégrer les données sur la morphologie des microsphéres formées dans le plan d’expériences,
un baréme a été défini. La quotation est la suivante :

1 = Microspheres trés poreuses
2 = Microsphéres peu poreuses
3 = Microsphéres lisses non poreuses

L'analyse de la taille et de la répartition granulométrique des microsphéres réalisées est opérée par
granulométrie laser en voie humide. Chaque lyophilisat est reconstitué dans de I’eau. L'eau permet de
remettre en suspension les microsphéres de PLGA sans les solubiliser. Ensuite trois analyses
granulométriques par diffraction laser sont réalisées. Une premiére analyse est réalisée sur la
suspension. Puis, une deuxieme analyse est effectuée sous ultrasons afin de casser les agrégats si ils
sont présents. Enfin, une analyse apres une minute de repos apres les ultrasons est réalisée afin
d’observer les phénomeénes de ré agglomération s’ils sont présents. Chaque répartition
granulométrique est représentée sous la forme d’une courbe volume (%) en fonction de la taille (um).
L'obscuration de I'’échantillon doit se situer aux alentours de 5 a 10% afin d’avoir un bon seuil de
détection tout en évitant les phénomenes de diffraction multiple.

Ces deux derniéres analyses sont sous traitées a L'ICMCB (Institut de Chimie de la Matiére Condensée
de Bordeaux) sous la direction de Monsieur Jean Louis Bobet. 50 mg d’échantillon par analyse sont
nécessaires.

L’humidité résiduelle est déterminée par une analyse au Karl fisher (Metler Toledo V30 Volumetric KF
Titrator). Il n’y a pas de consensus sur le taux d’humidité résiduelle a ne pas dépasser.

L’estimation du temps au-dela duquel le solvant est complétement évaporé a été faite de maniere
empirique. Elle a été réalisée par pesée de la double émulsion avant et apres évaporation du solvant,
en se basant sur la densité du dichlorométhane de 1.33g/mL. Le calcul est le suivant :

Masse double émulsion avant la phase d’évaporation
— Masse de la suspension apres évaporation du solvant
= Volume de dichlorométhane ajouté dans la PO * 1.33

Un dernier test est le test de reconstitution des lyophilisats fabriqués. Les résultats découlent
directement des résultats de I’analyse granulométrique en voie liquide. En effet, ce test permet de
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voir si une fois redispersées dans de I'eau, les microsphéres restent agglomérées ou non. En

pratique, le personnel soignant n’appliquera pas d’ultrasons pour casser les agrégats donc la remise

en suspension doit pouvoir se faire correctement sans I’effet de la sonication.

Le Tableau 12 résume le matériel utilisé pour la réalisation des essais de microencapsulation.

solvants

Matériel Marque/Modeéle N° équipement Bertin
Pharma
Mettler Toledo PB 3002-S DG/MES168
0.5g a 3100g, d =0.01g
Balances Mettler Toledo AG204 DG/MES172
Max 210g, d =0.1 mg
Mettler Toledo PR2002 DA0043
Max 2100g, d=0.01g
Pipette 1000 ulL Gilson Pipetman® DA0317
Classic
Ultra turrax Heidolph DIAX 900 AGIO1
Défloculeuse IKA WERK RW20 DG/LIQ056
Agitateur pour pale IKA WERK RW20 DG/LIQ048
d’agitation type hélice
. Stuart DG/LIQ059
:ZZZZ’_ZU":'M“"" Stuart DG/LIQ060
Bibby DG/LIQ052
Lyophilisateur Telstar LyoBeta 15 DG/SOL193
(Logiciel LyoLogger V4.03)
Centrifugeuse Jouan GR 4.11 DA0195
Microscope optique Nikon Eclipse E400 DG/MES151
Karl Fisher Metler Toledo V30 Volumetric DA0479
KF Titrator
Sorbonne pour utilisation de Geometra DA0273

Microscope électronique

Granulometre avec diffraction
laser

Analyses sous traitées a I'Institut de Chimie de la Matiére

Condensée de Bordeaux

Tableau 12 : Matériels
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1V.2.2.4. Essais préliminaires
Lors des essais préliminaires, le procédé utilisé pour former des microspheéeres de PLGA est la technique
de I’évaporation de solvant basée sur la double émulsion e/h/e telle que décrite par Chen et al [69]. Le
Tableau 13 reprend les différentes formules fabriquées lors de ces essais préliminaires. Le lot D160138
a une formule identique au lot D160085. Le lot D160149 a une formule identique au lot D160086. Lors
de I'essai numéro un, chaque volume a été multiplié par cing par rapport aux volumes indiqués.

Suite au premier essai, quelques parametres du procédé de fabrication sont modifiés afin d’améliorer
le rendement, la taille et la forme des microsphéres formées. Le ratio volume phase organique / phase
interne aqueuse a ainsi été augmenté a 33 : 1. Afin de former I’émulsion primaire, la vitesse d’agitation
du rotor stator est augmentée a 11500 tr/min. Le ratio volume phase externe aqueuse / émulsion
primaire est augmenté a 44 : 1. Enfin, trois différents appareils d’agitation sont utilisés pour former
I’émulsion secondaire. Il s’agit de I'agitateur magnétique, de la défloculeuse et de l'ultraturrax. Ces
modifications concernent le second essai.

Le troisieme essai a pour objectif I'investigation d’une potentielle interaction entre le PVP et le NaCl.
Pour cela, les lots D160150 et D160179 ont été fabriqués. Le lot D160150 présente une formulation
contenant du PVA et du NaCl. Le lot D160179 présente une formulation contenant du PVP mais pas de
NaCl. Cet essai a également pour objectif d’optimiser le cycle de lyophilisation.

Le cycle de lyophilisation des lots fabriqués lors des essais numéros un et deux a été inspiré des travaux
de Jeffrey L. Cleland et collaborateurs [70] ainsi que des travaux de W. Abdelwahed et collaborateurs
[71]. Il est résumé dans le Tableau 14. La durée totale du cycle est de 27h45. Le cycle optimisé de
lyophilisation est disponible dans le Tableau 15. La durée totale de ce cycle est de 33 heures 45
minutes.
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n° n° lot Phase Phase organique Formation émulsion | Phase aqueuse externe Formation émulsion
essai aqueuse primaire secondaire
interne
Volume eau Type PLGA + Volume Type stabilisant + | Conditions Type stabilisant + | Volume Conditions opératoires
PPI concentration dichlorométhane concentration opératoires concentration eau PPI
(m/v) (m/v)
1 D160085 5mL RG 503H, 6% 25mL Montane® 80, 1% Ultra turrax, 8000rpm Montanox® 80, 150mL Agitation magnétique,
m/v pendant 2 minutes 0,5% 1300rpm pendant 4 minutes
PVP K17, 6%
D160086 S5mL RG 503H, 6% 25mL N/A Ultra turrax, 8000 rpm NaCl, 5% 150mL Agitation magnétique,
pendant 2 minutes PVP K17, 4% 1300rpm pendant 4 minutes
2 D160138/A 0.3mL RG 503H, 6% 10mL Montane® 80, 1% Ultra turrax, 11500 rpom | Montanox® 80, 450mL Agitation magnétique,
m/v pendant 2 minutes 0,5% 1300rpm pendant 4 minutes
D160138/B PVP K17, 6% Défloculeuse, vitesse
intermédiaire pendant 2
minutes
D160138/C Ultra turrax, 8000 rpm
pendant 1 minute
D160149/A 0.3mL RG 503H, 6% 10mL N/A Ultra turrax, 11500 rpom | NaCl, 5% 450mL Agitation magnétique,
pendant 2 minutes PVP K17, 4% 1300rpm pendant 4 minutes
D160149/B Pale d’agitation type hélice,
vitesse intermédiaire
pendant 2 minutes
D160149/C Ultra turrax, 8000 rpm
pendant 1 minute
3 D160150 0.3mL RG 503H, 6% 10mL N/A Ultra turrax, 11500 rpom | NaCl, 5% 450mL Ultra turrax, 8000 rpm
pendant 2 minutes PVA 4-88 4% pendant 1 minute
D160179 0.3mL RG 503H, 6% 10mL N/A Ultra turrax, 11500 rpm | PVP K17, 4% 450mL Ultra turrax, 8000 rpm

Tableau 13 : Résumé des lots fabriqués lors des essais préliminaires

N/A = Non applicable

pendant 2 minutes

pendant 1 minute
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Etape Température Pression Durée
Congélation Rampe -55°C PAtm 1h
Plateau -55°C PAtm 4h45
Vide de chambre - - 0.33 mbar -
Dessiccation Rampe -20°C 0.33 mbar 2h
primaire Plateau -20°C 0.33 mbar 12h
Dessiccation Rampe 20°C 0.33 mbar 2h
secondaire Plateau 20°C 0.33 mbar 6h
Température - 20°C - -
étageres
Tableau 14: Paramétres de lyophilisation utilisés pour les essais 1 et 2
Etape Température Pression Durée
Congélation Rampe -55°C PAtm 1h
Plateau -55°C PAatm 4h45
Vide de chambre - - 0.33 mbar -
Dessiccation Rampe -10°C 0.33 mbar 2h
primaire Plateau -10°C 0.33 mbar 12h
Dessiccation Rampe 20°C 0.33 mbar 2h
secondaire Plateau 20°C 0.33 mbar 12h
Température - 5°C - -
étageres

Tableau 15 : Parameétres de lyophilisation utilisés pour I’essai 3 et retenus pour le plan d'expériences

1V.2.2.5. Plan d’expériences

Certains paramétres du procédé d’évaporation de solvant ont été fixés suite aux résultats des essais
préliminaires. Ainsi les volumes des différentes phases ainsi que les appareils d’agitation ont été fixés.
Le volume de la PIA est de 0.3mL. Le volume de la PO est de 10mL. Enfin, le volume de la PEA est de
150mL. L’émulsion primaire est réalisée a I’aide d’un ultraturrax, a vitesse 11500 rpm pendant deux
minutes. L'émulsion secondaire est réalisée a I'aide d’un ultraturrax, a vitesse 8000rpm pendant une
minute. La préparation de la PEA doit étre réalisée au début de la journée si le PVA est sélectionné
comme agent principal stabilisant, afin de laisser 4h d’agitation pour que la phase revienne a
température ambiante aprés chauffage. Le Montanox® 80 s'il est présent dans la formule avec le PVA
doit étre ajouté lorsque la solution est revenue a température ambiante et dans tous les cas en dernier
lieu car il peut « mousser ». Les suspensions finales sont conditionnées dans un flacon possédant une
large ouverture et stockées au congélateur (-20°C) en attente de I'étape de lyophilisation. Les
lyophilisats produits sont stockés entre 2 et 8°C. Les nouveaux parametres de lyophilisation suite aux
essais préliminaires sont décrits dans le Tableau 15.

Le plan d’expériences de criblage ainsi initié a pour objectif d’évaluer I'impact des paramétres de
formulation sur la taille et la forme des microspheres blanches de PLGA créées. Si plusieurs formules
permettent d’obtenir des microsphéres blanches de PLGA répondant au cahier des charges, la formule
sélectionnée sera la plus simple, donc contenant le moins d’excipients, avec un procédé de fabrication
le plus simple également donc ayant le moins d’étapes possibles.
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Le plan d’expériences qui a été élaboré contient trois facteurs a deux niveaux et un facteur a cing

niveaux. lls sont détaillés dans le Tableau 16. Il permet ainsi d’étudier I'impact du type de polymere,

de la présence ou non d’agent stabilisant dans la phase organique, du type de stabilisant dans la

phase externe aqueuse et sa concentration et de la présence ou non d’un deuxiéme agent stabilisant

dans la phase externe aqueuse, sur la taille et la forme des microsphéres blanches de PLGA.

Facteur Nombre Niveaux Niveaux
RG 503 H
U1l Type PLGA 2
RG 503
Montane 80
u2 Stabilisant PO 2
Aucun
Concentration PVA ou 2
u3 2
PVA dans PEA 4
PVA
PVA - NaCl 5%
U4 Stabilisant(s) PEA 5 PVA - Montanox 80 0.5%

PVP

PVP- Montanox 80 0.5 %

Tableau 16 : Plan d'expériences : Domaine expérimental

Cing réponses sont intégrées dans le plan d’expériences. Ces réponses sont le diametre médian des

microparticules avant et pendant ultrasons, I'étalement de la répartition granulométrique avant et

pendant ultrasons, et enfin la morphologie des microparticules. Au diamétre médian exprimé en pum,

50% des microspheres auront un diamétre plus faible. Il sera nommé D (v;0.5). L'étalement est

représenté par D (v;0.9) et D (v;0.1). A la valeur D (v;0.1) exprimée en um, 10% des microsphéres

auront un diamétre plus petit. A la valeur D (v;0.9) exprimée en um, 10% des microsphéres auront un
diameétre plus grand. La Figure 14 est un schéma explicatif des D (v;0.5), D (v;0.9) et D (v;0.1).
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% vol

Taille (um)

Figure 14 : D (v;0.5), D (v;0.9) et D (v;0.1)

Le plan d’expériences est créé a I'aide du logiciel NemrodW®. Le modeéle est le suivant :
Y= bO0+blA* (X1A)+b2A * (X2A) + b3A * (X3A)
+b4A * (X4A) + b4B * (X4B) + bAC * (X4C)
+b4D * (X4D)

Le logiciel a sélectionné 16 formules différentes. Elles sont disponibles dans le Tableau 17. Une de ces
formules doit étre réalisée trois fois pour mesurer I'erreur expérimentale. 18 essais sont donc a réaliser
au total. Les essais sont randomisés afin d’éviter tout biais. Les essais triplés (encadrés dans le tableau)
sont réalisés en début, milieu et fin du plan d’expériences. Pour chaque expérience, un numéro de lot
est attribué. Trois lots par jour sont réalisés sous sorbonne, au sein du laboratoire analytique de Bertin
Pharma, sur le site d’Artigues-prés-Bordeaux.
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Concentration

. é':ience Randomisation N° lot Type PLGA SLZ':L'SPaSt Stabilisant dans PEA  PVP ou PVA
P dans PEA (%)
1 8 D160211 RG 503 H Montane 80 PVA 2
2 2 D160204 RG 503 Aucun PVA 4
3 5 D160208 RG 503 H Montane 80 PVA = 2
NaCl 5%
PVA —
4 9 D160232 RG 503 Aucun NaCl 5% 4
5 4 D160207 RG 503 H Montane 80 PVA = 4
Montanox 80 0.5%
PVA —
6 6 D160209 RG 503 Aucun Montanox 80 0.5% i
7 16 D160240 RG 503 H Montane 80 PVP 4
8 17 D160241 RG 503 Aucun PVP 2
9 15 D160239 RG 503 H Aucun PVP- 2
Montanox 80 0.5 %
10 18 D160242 RG 503 Montane 80 PVP- 4
Montanox 80 0.5 %
18 7 D160210 RG 503 Montane 80 PVP- 4
Montanox 80 0.5 %
17 1 D160201 RG 503 Montane 80 PVP- 4
Montanox 80 0.5 %
PVA —
11 1 D160237 R H A 2
3 6023 G503 ueun Montanox 80 0.5%
12 11 D160235 RG 503 Montane 80 PVA = 4
Montanox 80 0.5%
PVA —
13 14 D160238 RG 503 H Aucun NaCl 5% 4
14 10 D160234 RG 503 Montane 80 PVA - 2
NaCl 5%
15 3 D160206 RG 503 H Aucun PVA 4
16 12 D160236 RG 503 Montane 80 PVA 2

Tableau 17 : Plan d'expériences : Les formules sélectionnées

Le premier jour, trois lots sont réalisés. L'étape d’évaporation du solvant durant au minimum 18h,

I’étape de ringage est effectuée le jour suivant. Aucune double émulsion n’est réalisée le vendredi car

cela impliquerait d’effectuer le ringage le lundi soit trois jours apres |'élaboration de la double

émulsion, or la méthode utilisée doit étre la plus reproductible possible. La Figure 15 représente le

diagramme de Gant schématisant la planification des essais se rapportant au plan d’expériences. Le

temps total pour la réalisation des essais est de 13 jours ouvrés.
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Sam - Sam - Sam -
Lun  Mar Mer Jeu Ven Dim03- Lun Mar Mer Jeu Ven Dim10- Lun  Mar Mer Jeu Ven Dim17-
Tache 29/08 30/08 31/08 01/09 02/09 04/09 05/09 06/09 07/09 08/09 09/09 11/09 12/09 13/09 14/09 15/09 16/09 18/09

Préparation de la
double émulsion

Ringage des
microsphéres
Lyophilisation

Envoi pour analyses
Lot
D160201
D160204
D160206
D160207
D160208
0160209
D160210
D160211
D160232
D160234
0160235
D160236
0160237
D160238
D160239
D160240
D160241
D160242

Figure 15 : Plan d'expériences : Diagramme de Gant
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IV.3. Résultats
IV.3.1. Résultats des essais préliminaires

1V.3.1.1. Résultats de l'essai 1
Pour chaque lot, une précipitation du polymére est observée. Celui-ci adhére aux parois du bécher. Les
microspheres sont peu ou pas formées. Le Tableau 18 représente les photos prises des béchers
contenant les lots 160085 et D160086 avant et apres |I'évaporation du dichlorométhane. A la fin des
18h d’évaporation du dichlorométhane et du processus de ringage, la poudre de microparticule du lot
D160086 n’a pas pu étre récupérée aprées centrifugation. Une perte importante est observée.

Apreés lyophilisation du lot D160185, la masse seche récupérée pése 33mg, soit un rendement de
fabrication de 2.2 %.

~ i

D160185 D160186

. _|
Avant évaporation du solvant Apres évaporation du solvant
Tableau 18 : Lots D160185 et D160186 avant et apres I'évaporation du solvant
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1V.3.1.2. Interprétation de I'essai 1 :
Le Tableau 19 permet de comparer les conditions mises en ceuvre pour I'essai 1 avec celles décrites
dans la littérature.

. _ Parameétres des procédés
: e s Parametres initialement L .
Parameétre étudié décrits dans les publications

utilisés [69] scientifiques [72]-[77]

Concentration du

polymeére dans la 6g / 100mL En moyenne : 8g / 100mL
PO
. L. Ratio volume PO / 5:1 En moyenne:31.5:1
Emulsion primaire PIA
e Ultraturrax
Type d’agitateur et Ultraturrax De 11000 a 20000 rpm
vitesse 8000 rpm pendant 2 minutes e Vortex

e Sonication

Ratio volume

émulsion primaire/ 1:5 En moyenne : 1:103.5
PEA
Emulsion e Ultraturrax
secondaire . - . De 3500 a 8000 rpm
Type d’agitateur et Agitation magnétique e Agitation
vitesse 1300 rpm pendant 4 minutes

magnétique
e Ultra sonication

Tableau 19 : Revue de la littérature : I’émulsion primaire

La concentration du polymeéere dans la PO initialement choisie se situe dans la moyenne des
concentrations en polymeére retrouvées dans les différentes publications scientifiques. Des
publications scientifiques relatent I'importance de I'utilisation d’un faible volume de PIA [49],[55].
D’une part, avec un faible volume de PIA, la taille des particules formées diminue et leurs formes est
plus lisse et moins poreuse. D’autre part, un large volume de PEA conduit a une formation plus rapide
de microspheres par le polymere, et de faible porosité mais entrainerait également une augmentation
de la taille des particules [73].

Comme expliqué précédemment, I'augmentation de la vitesse d’'agitation lors des émulsions primaires
et secondaires conduit généralement a la formation de microsphéres plus petites. Par ailleurs, plus le
diametre de 'agitateur est important, plus le diametre des microsphéres formées sera faible [78].

Méme si l'ultraturrax peut étre utilisé comme appareil d’agitation pour former I’émulsion secondaire,
celui-ci peut « casser » I'émulsion primaire initialement formée. Cet appareil peut donc étre une
alternative a I'agitation magnétique initialement utilisée, mais a une vitesse minimale. Un appareil
d’agitation intermédiaire tel qu’une défloculeuse peut également étre testée afin d’évaluer son impact
sur la taille et la forme des microsphéres réalisées.
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1V.3.1.3. Résultats de l'essai 2 :
La Figure 16 représente les suspensions de microsphéres obtenues aprés évaporation du solvant, pour
le lot D160138. Il n’est pas observé de précipitation de polymére, ni d’adhérence du polymére aux
parois du bécher. La suspension lot D160138/A présente des particules grossiéres visibles en
suspension. La suspension du lot D160138/C est visuellement homogéne, opaque blanche.

En revanche, le lot D160149 ainsi que ses 3 sous lots présentent un début de solidification du polymére
a l'interface liquide/air sans formation de microsphéres, cela aprés 5 minutes d’agitation magnétique
afin d’évaporer le solvant. Le phénomeéne observé est identique a celui observé sur le lot D160085.

£

e\

D160138/A D160138/B D160138/C

Figure 16 : Lots D160138/A,B et C aprés évaporation de solvant

Le rendement des trois sous lots du lot D160138 aprés lyophilisation est disponible dans le Tableau 20.
Le sous lot D160138/A obtient le meilleur rendement avec une valeur de 99.9%.

200 mg 66 mg 33%
200 mg 113.2 mg 56.6 %
200 mg 199.7 mg 99.9 %

Tableau 20 : Rendement des lots D160138/A, B et C

Les lots D160138/A et C ont été analysés en microscopie optique, les photos prises lors de ces analyses
sont disponibles dans la Figure 17. Pour chacun des lots, des sphéres sont effectivement formées.
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Figure 17: Microscopie optique des lots D160138/A et C, grossissement x20

Visuellement, les lyophilisats sont [égerement pateux. lls présentent une humidité résiduelle moyenne
de 1.49%. Les échantillons envoyés en analyse MEB sont inexploitables dus a cette humidité résiduelle.

1V.3.1.4. Interprétation de l'essai 2

La modification des conditions opératoires (diminution du volume de la PIA, augmentation du volume
de la PEA et augmentation de la force d’agitation lors de I'élaboration de I’émulsion primaire), s’est
révélée concluante pour le lot D160138. Plus particulierement, le lot D160138/C obtient un excellent
rendement. L'utilisation de l'ultraturrax a une vitesse minimale afin d’élaborer la double émulsion
permet non seulement d’obtenir un bon rendement mais aussi d’obtenir des microsphéres
visuellement de forme adéquate (ronde) et de méme taille lorsqu’elles sont observées au microscope
optique. Les lyophilisats obtenus du lot D160138 présentent une humidité résiduelle a priori
acceptable. Cependant elle doit étre améliorée au vu de I'impossibilité d’interpréter les résultats de
I’analyse en microscopie électronique a balayage. Une optimisation du cycle de lyophilisation sera
réalisée en augmentant la température lors du séchage primaire, augmentant la durée du plateau du
séchage secondaire, en mettant la température des étagéres a 5°C pour une meilleure conservation
des lyophilisats, et enfin en conservant les lyophilisats dans une double poche avec un sachet
déshydratant.

Suite au nouvel échec de fabrication du lot D160149, deux interprétations sont possibles. Soit
I"'utilisation de PVP seul concentré a 6% dans la PEA et servant de stabilisant n’est pas suffisant. Ce
procédé nécessiterait donc ['utilisation d’autres agents stabilisants tels que [I'association
Montane80/Montanox80 qui est utilisée dans la formulation des lots D160085 et D160138. Soit une
interaction néfaste a lieu entre le PVP et le NaCl, les deux excipients utilisés dans la PEA pour fabriquer
les lots D160149 et D180086. Cette investigation sur une potentielle interaction entre le PVP et le NaCl
a été I'objet de I'essai 3.

Page 75| 129



1V.3.1.5. Résultats de l'essai 3
Concernant le lot D160150, durant les premiéres minutes d’évaporation du solvant, aprés avoir réalisé
la double émulsion, aucune précipitation du polymere n’est observée. Apres 18h d’évaporation, la
suspension est homogéne, légerement opaque. Concernant le lot D160179, durant les premiéres
minutes d’évaporation, aucune solidification non désirable du polymere n’est observée. Aprés 18h
d’évaporation, la suspension est homogene, légérement opaque.

Les suspensions de microspheres obtenues ont été lyophilisées suivant les nouveaux parametres. Les
lyophilisats ont une apparence moins dense et moins pateuse. Apres analyse en Karl Fisher, ils
présentent une humidité résiduelle moyenne de 0.99%, soit une baisse de 0.5% par rapport au lot
D160138. Le lot D160179 est envoyé a I'ICMCB (Institut de Chimie de la Matiére Condensée de
Bordeaux) pour que des analyses en microscopie électronique et granulométrie laser en voie humide
soit réalisées.

La Figure 18 et la Figure 19 représentent respectivement les images en MEB et la répartition
granulométrique du lot D160179.

Les microsphéeres ont un aspect lisse, avec une certaine hétérogénéité de taille. Les plus grosses
particules avoisinent les 25 microns. Les ultrasons ont permis de détruire les agrégats et de décaler la
courbe granulométrique vers la gauche.

SBMm ICMCE-CMRS Z.8kU AEE 18km ICMCE-CMRS

Figure 18 : Images en microscopie électronique a balayage du lot D16179
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Particle Size Distribution
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Figure 19 : Répartition granulométrique du lot D160179. US = Ultrasons, US — rest = repos d’'une minute aprés sonication

1V.3.1.6. Interprétation de l'essai 3
Une interaction entre le PVP et le NaCl a été effectivement mise en évidence. En effet, les formules de
microsphéres de PLGA contenant uniquement du PVP dans la PEA ou du PVA avec du NaCl dans la PEA
ont permis la création de microspheres blanches, sans précipitation du PLGA durant le procédé de
fabrication. Le mécanisme de I'interaction n’est cependant pas encore élucidé.

Une optimisation des cycles de lyophilisation a été réalisée lors de ce troisieme essai. Les lyophilisats
obtenus, présentant une plus faible humidité résiduelle, ont pu étre analysés en MEB.

Bien gu’ayant remis en suspension le lyophilisat du lot D160179 afin d’effectuer une analyse
granulométrique en voie humide, des agrégats sont présents. lls ont été mis en évidence car la taille
moyenne des microsphéres diminue lorsque la suspension est soumise aux ultrasons ce qui indique
qgue des agrégats ont été éliminés lors des ultrasons. Avant ultrasons, les particules détectées font
environ 100um de diamétre. En réel les microsphéres de PLGA non agglomérées ont une taille
inférieure a 100um ce qui est acceptable pour une injection en IM ou SC. En pratique, lors de la
reconstitution du lyophilisat par le personnel soignant, il y a un risque d’avoir des microsphéres
agglomérées, plus grosses, pouvant risquer de boucher I'aiguille de la seringue. En revanche, une fois
les agrégats éliminés, ceux-ci ne réapparaissent pas apres le passage aux ultrasons. Afin d’améliorer
cette reconstitution, I'ajout d’excipients stabilisants peuvent favoriser une meilleure remise en
suspension des microparticules (se référer au Tableau 4). En particulier, les tensioactifs non ioniques
tels que les polysorbates 20 ou 80 présents dans la PEA diminuent I'adsorption et/ou I’agrégation des
protéines sur les surfaces hydrophobes provoquée par I'agitation. lls n’ont pas été utilisés lors de cet
essai 3.
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1V.3.1.7. Résultats plan d’expériences
Chaque réponse a été intégrée dans le plan d’expériences et compilée dans le Tableau 21.

N°Expérience N° lot D (v;0.5) Etalement D (v;0.5) Etalement Morphologie
non avant avant durant durant
randomisée ultrasons ultrasons  ultrasons ultrasons
D (v;0.9) - D D (v;0.9)-D
(v;0.1) (v;0.1)
um pm pum pm
1 D160211 16.462 38.482 14.938 29.290 1
2 D160204 15.676 68.626 14.615 40.780 2
3 D160208 13.292 218.390 9.350 157.629 3
4 D160232 33.117 92.331 26.930 83.187 3
5 D160207 31.676 135.987 26.836 141.462 3
6 D160209 27.350 70.550 21.591 40.245 1
7 D160240 237.900 472.893 81.699 178.155 3
8 D160241 35.617 517.131 18.779 27.849 1
9 D160239 29.168 69.180 19.680 32.706 2
10 D160242 86.905 739.849 20.047 62.831 3
18 D160210 43.693 396.762 21.010 48.053 3
17 D160201 37.481 595.074 19.164 47.038 3
11 D160237 18.276 31.981 16.881 27.264 2
12 D160235 66.662 228.657 50.663 198.822 2
13 D160238 29.094 95.201 23.014 69.057 1
14 D160234 68.059 203.531 9.511 69.841 3
15 D160206 16.683 77.184 15.004 45.950 1
16 D160236 26.016 153.741 17.105 38.345 3

Tableau 21 : Résultats des analyses en MEB et granulométrie laser

Les figures 20 a 24 représentent les résultats du plan d’expériences pour chacune des réponses, sous
deux formes différentes. La forme de gauche représente I'impact du changement d’un niveau sur la
réponse avec :

Facteurs Niveaux
1 RG 503 H
Bl Type de PLGA 5 RG 503
B2 Stabilisant PO L LUDUEICEY
2 Aucun
B3 Concentration PVA 1 2
ou PVA dans PEA 2 4
1 PVA
2 PVA - NaCl 5%
3 PVA - Montanox 80
B4 Stabilisant(s) PEA 0.5%
4 PVP
5 PVP- Montanox 80 0.5

%

Tableau 22 : Lecture des résultats du plan d'expériences
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Afin de lire correctement les schémas de gauche, il faut comprendre que par exemple b1/2-1 signifie
gue concernant le facteur 1 autrement dit le type de PLGA, le fait de passer du niveau 1 au niveau 2,

autrement dit du Resomer® RG 503H au RG 503, engendre soit une diminution/une augmentation de
la réponse.

Réponse 1 : Le diamétre médian des microparticules avant ultrasons : D (v;0.5)

Seuil de significativité

+ + Type PLGA
b1/2-1 {2.6772 i RG 503H
b2/2-1 -37.01% ! RG 503
i i Stabilisant phase organique
b3f2-1 : 23,7005
! ! Montane 30
b4f2-1 | 17. 18112 Aueun
b4/3-1 | 17.2818 Concentration PVP ou PVA %
b4/4-1 | 118.0493 2
|
b4/5-1 ! 4
! ! Stabilisant(s) PEA
ba/3-2 | 0.1005 |
: : PVA
ba/4-2 100,8680
! l - PYVA - MNaCl 5%
| |
b4/5-2 ;0784 : PVA - Montanox 80 0.5%
|
b4/4-3 : - 100.7675 FVP
|
b4/5-3 | 0.8889 | PVP-Montanox 80 0.5 %%
b4/5-4 -101.65- i _
N . 2D(v;0.5
\D(v;0.5) | 2D(v;05) | (v;0.5)

Figure 20 : Réponse 1 : Le diamétre médian des microparticules avant ultrasons : D (v;0.5)
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Réponse 2 : Le diametre médian des microparticules pendant les ultrasons : D (v;0.5)

Seuil de significativité —

v Type PLGA
b1/2-1 26575 [0l | RG 503H
: RG 503
b2/2-1 8.0604 !
i Stabilisant phase organique
b3/2-1 I 15,2342 Montane 80
b4/2-1 | Aucun
b4/3-1 i 13.5773 Concentration PVP ou PVA %
b4/4-1 34.8235 :
4
b4f5-1 .
Stabilisant(s) PEA
b4f3-2 11,7915 PYA
b4/4-2 33.0377 PVA -MaCl 5%
ba/5-2 PYVA - Montanox 80 0.5%
PVP
b4f4-3 : 21,2462
PYP-Montanox 80 0.5 %%
b4/5-3
b4/5-4 -34.925
7 D(v;0.5)
N D(v;0.5) 2D(v;0.5) [

Figure 21 : Réponse 2 : Le diamétre médian des microparticules pendant les ultrasons : D (v;0.5)

Réponse 3 : L'étalement de la répartition granulométrique avant ultrasons : D (v;0.9) - D (v;0.1)

Seuil de significativité

Type PLGA
RG 503 H
b1/2-1 | 108.6678 RG 503
bzj2-1 -137.9 | Stabilisant phase organique
i
b3/2-1 : 67,7456 Montane 80
! | Aucun
b4y2-1 | 67,5548
' ' Concentration PVP ou PVA %
b4/3-1 | 32,2453 2
b4fa-1 ! 410,5035 4
b4/5-1 l 237.1178 Stabilisant(s) PEA
| N}
b4/3-2 -'Fs.ssg YA
1 FYA - NaCl 535
baj4-2 | 3426987
i FVA - Montanox 80 0.5%
ba/5-2 ! 219,2631 N
i PVP
baf+-3 | 378.2182 PVP- Montanox 80 0.5 %
b4/5-3 | 2548328
b4/s-4 -123.38 >
< > 7 étalement
# \ étalement ’“ 7 étalement

Figure 22 : Réponse 3 : L’étalement de la répartition granulométrique avant ultrasons : D (v;0.9) - D (v;0.1)
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Réponse 4 : L’étalement de la répartition granulométrique pendant les ultrasons : D (v;0.9) - D (v;0.1)

Seuil de significativité

Type PLGA
b1/2-1 RG 503 H
b2/2-1-58.4967 RG 503
b3/2-1 44,4346 Stabilisant phase organique
Montane 30

b4/2-1 56,3372 Aucun
b4/3-1 63.3570 Concentration PVP ou PVA %
b4/4-1 54,4108 -

4
b4/5-1 -

Stabilisant(s) PEA
b4/3-2 PYA
b4/4-2 PVA - NaCl 5%

WA - o
ba4/52  67.959 PYA - Montanox 80 0.5%

VP
b4/4-3

4 PYP-Montanox 80 0.5 %
b4fs-3  -74.978
b4/5-4  -76.032 7 étalement
< >

\ étalement 7 étalement

Figure 23 : Réponse 4 : L’étalement de la répartition granulométrique pendant les ultrasons : D (v;0.9) - D (v;0.1)

Pour compléter ces résultats et apres lecture des courbes représentant la répartition
granulométrique de chacun des lots, les formulations ayant un étalement supérieur a 100 um sont
celles des lots D160207, D160208, D160235 et D160240. Les formules ayant un étalement compris
entre 50 um et 100 um sont celles des lots D160232, D160234, D160238 et D160242. Les formules
ayant un étalement inférieur a 50 um sont celles des lots D160201, D160204, D160206, D160209,
D160210, D160211, D160236, D160237, D160239 et D160241.

Les analyses de granulométrie en voie humide ont également permis de détecter des agrégats dans
les suspensions reconstituées de microsphéres blanches de PLGA. lls sont plus ou moins importants
et disparaissent plus moins apres passage aux ultrasons. Le Tableau 23 résume ces observations au
niveau des courbes granulométriques disponibles en Annexe 5.

D160204 — D160206 — D160211 - D160237 —
D160238 — D160241

Présence d’agrégats supprimés apres sonication
sans réagglomération

Présence d’agrégats supprimés apres sonication
avec réagglomération

D160201 — D160209 — D160210 - D160236 —
D160239 — D160240 — D160242

Présence d’agrégats résiduels aprés sonication

D160208 — D160234

Présence de deux populations de taille de
microspheres

D160207 — D160232 — D160235 - D160238

Les 3 courbes se superposent

/

Tableau 23 : Résultats remise en suspension - Analyse de granulométrie en voie humide
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Réponse 5 : La morphologie des microparticules

L'intégralité des résultats des analyses en MEB et par granulométrie laser en voie humide

disponible en annexe 4.

Seuil de significativité

b1f2-1
b2/2-1-3.2
b3f2-1
b4f2-1
b4/3-1
b4fa-1
b4/5-1
b4/3-2
b4f4-2
b4/5-2
b4f4-3
b4/5-3

ba/5-4

A

»
»

est

—‘ \ porosité }*

7 porosité

Type PLGA
RG 505 H
RG 503
Stabilisant phase organique
Maontane 80
Aucun
Concentration PVP ou PVA %
2
4
Stabilisant(s) PEA
PYVA
PVA - MNaCl 5%
PVA - Montanox 80 0.5%
FVP
PYP-Montanox 80 0.5 %

v

7 porosité

Figure 24 : Réponse 5 : La morphologie des microparticules
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1V.3.1.8. Interprétation du plan d’expériences

Les essais triplés permettent de déterminer I'erreur expérimentale. Avant le passage aux ultrasons de
ces trois lots, les résultats des analyses de granulométrie laser en voie humide sont plutot éloignés
avec un diametre médian variant entre 37 um et 87 um. La mise sous ultrasons des trois lots triplés
engendre un rapprochement des résultats de granulométrie laser, avec un diametre médian variant
seulement de 19 um a 21 um. Ces essais, en complément des données de chaque expérience, ont
permis de définir le seuil de significativité de chaque réponse. Ainsi I'impact des parameétres testés est
réduit pour les réponses 1 et 3 (faible sensibilité, réponses n’atteignant pas le seuil de significativité—
se référer aux figures 20 a 22). Cet impact est plus significatif concernant les réponses 2 et 4 (seuil de
significativité atteint — se référer aux figures 21 et 23).

Les réponses étudiées dans le cadre du plan de criblage sont discutées ci-apreés.

Réponse 1 : Le diamétre médian des microparticules avant ultrasons : D (v;0.5)

Sur les 18 expériences réalisées, le diamétre médian des microsphéres avant les ultrasons oscille entre
13 um et 328 um. Seul le lot D160240 ne répond pas au cahier des charges en ayant un diameétre
médian bien supérieur a 100 pm.

Il n’y a pas d’impact significatif d’'un changement entre le Resomer® RG 503 et 503H sur la taille des
microspheéeres. La présence de Montane® 80 dans la PO ne réduit pas de manieére significative la taille
des microspheéres. Il n’y a pas de changement significatif de la taille des microspheres lorsque la
concentration en PVA ou PVP dans la PEA est modifiée passant de 2 % a 4 % ou l'inverse.

L'utilisation de PVP seul dans la PEA donne significativement des microsphéres plus grosses par rapport
aux autres choix de stabilisants en association ou non utilisés dans le PEA lors du plan d’expériences.
Cette taille accroit en moyenne de 105 um lorsque I'on utilise seulement le PVP dans la PEA. Les
formules contenant une association de stabilisants dans la phase externe aqueuse sont équivalentes
en terme de taille de microsphéres formées (en moyenne 40 pum).

Réponse 2 : Le diametre médian des microparticules pendant les ultrasons : D (v;0.5)

Sur les 18 expériences réalisées, le diamétre médian des microsphéres sous I'effet de la sonication
oscille entre 9 um et 82 um. Tous les diametres médians des microspheres blanches de chaque lot ont
diminué sous I'action des ultrasons, plus ou moins intensément selon les lots, ce qui suggére que des
agrégats étaient présents au moment de la reconstitution des lyophilisats. Les lots suivants ont été les
plus impactés par cette réduction de taille (différence de diamétre d’au moins 10 um entre la valeur
avant et apres les ultrasons) :

- D160240
- D160241
- D160239
- D160242
- D160210
- D160201
- D160235
- D160234
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Le Tableau 4 synthétise les excipients venant en complément de la formule initiale et stabilisant la
conformation de la protéine afin de limiter le phénoméne d’agrégation. Il s’agit entre autres des
osmolytes et des ligands spécifiques. Agrégats disparus, tous les lots répondent au cahier des charges
en matiere de taille des microspheres, avec un diametre médian inférieur a 100 um.

Le seuil de significativité, ici plus faible, confirme globalement les tendances de la réponse 1. En effet,
|'utilisation du Resomer® RG 503 plutét que du Resomer® RG 503 H réduit Iégerement le diametre
médian des particules. L'absence de stabilisant dans la PO réduit significativement la taille des
microsphéeres a hauteur de 8 um. Egalement, une concentration en PVA ou PVP de 2 % dans la PEA
permet I'obtention de microspheéres dont la taille est réduite de 15 um comparé a une concentration
de 4 %. Les formules constituées dans la PEA du PVA seul ou associé au NaCl ainsi que du PVP associé
au Montanox® 80 sont celles qui permettent de former des microspheres de plus petites tailles.
Comparées a ces 3 formules, la présence de |'association du PVA et du Montanox® 80 dans la PEA
permet de former des microsphéres ayant un diamétre médian plus important d’environ 13 um. De
méme, la présence du PVP seul dans la PEA permet de former des microsphéres ayant un diametre
médian plus important d’environ 30 um.

Réponse 3 : L’étalement de la répartition granulométrique avant ultrasons : D (v;0.9) - D (v;0.1)

Sur les 18 expériences réalisées, |'étalement de la répartition granulométrique avant ultrasons oscille
entre 32 um et 740 um. Les lots suivants ont un étalement supérieur a 90 um :

- D160201
- D160207
- D160208
- D160210
- D160232
- D160235
- D160236
- D160238
- D160241
- D160242
- D160240
- D160234

Quel que soit le PLGA utilisé, la répartition granulométrique des microspheres produites est semblable.
En revanche, I'absence de stabilisant dans la PO réduit significativement la distribution de 138 um. Il
n’y a pas de changement significatif de la répartition granulométrique des microsphéres lorsque la
concentration en PVA ou PVP dans la PEA est modifiée passant de 2% a 4% ou l'inverse. Ces données
correspondent a celles retrouvées pour le diametre médian des microsphéres.

Le PVA utilisé seul ou en association dans la PEA favorise I'obtention des microsphéres de taille plus
homogene. L'étalement est en effet plus faible passant de 378um a 219um en présence de PVA et PVP
respectivement.
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Réponse 4 : L’étalement de la répartition granulométrique pendant les ultrasons : D (v;0.9) - D (v;0.1)

Sur les 18 expériences réalisées, I’étalement de la répartition granulométrique pendant les ultrasons
oscille entre 27 um et 199 um. Sur les lots cités précédemment présentant un étalement supérieur a
90 um, seuls les lots D160207 et D160232 n’ont pas eu une réduction significative de I'étalement sous
I'effet des ultrasons. La présence d’agrégats a été réduite grace aux ultrasons, excepté pour ces deux
lots qui présentent soit des agrégats persistants, soit deux populations granulométriques avérées,
crées au cours de I'étape de fabrication.

L'utilisation du Resomer® RG 503 plutét que du Resomer® RG 503 H permet d’obtenir de maniére
significative des microparticules ayant une distribution granulométrique plus étroite, avec une
réduction de I'étalement de 20 um.

L'absence de stabilisant dans la PO réduit I'étalement a hauteur d’environ 60 um. Une concentration
en PVA ou PVP de 2% dans la PEA favorise I'obtention de microsphéres plus homogenes en taille,
réduisant la largeur de la distribution granulométrique de 44um. L’utilisation de PVA seul dans la PEA
permet de former des microspheres de taille homogene. Contrairement a avant les ultrasons, une
association de stabilisant avec le PVA élargit la distribution de la taille de I'ordre de 60 um comparé au
PVA seul, lorsque I'analyse est réalisée pendant les ultrasons. L’utilisation de PVP en association avec
le Montanox® 80 mene a une meilleure homogénéité de taille contrairement a I'utilisation de PVP seul,
avec un étalement réduit de 76 um.

Réponse 5 : La morphologie des microparticules

Seule la présence de Montane® 80 dans la phase organique engendre de maniéere significative des
microspheres plus nettes, lisses et sans pores. La Figure 25 présente deux photos prises durant
I’analyse en MEB qui illustrent ce propos. La formule du lot D160208 contient du Montane® 80,
contrairement a la formule du lot D160209. Pour ce dernier, les microsphéres obtenues ont des pores
tres visibles a leur surface. Certaines photos montrent également des phénomenes de coalescence
entre les microparticules. Pour rappel, I'intégralité des photos des microsphéres est disponible en
annexe 4.

€ 3 1 (L& £ €3
SEMHV: 10.00KkV ~ WD: 8.000 mm VEGAWTESCAN ~ SEMHV:20.00kV ~ WD: 7.975 mm VEGAW TESCAN
View field: 216.7 ym  Det: SE 50 um [ Viewfield: 216.7 ym  Det: SE 50 um ’
SEM MAG: 1.00 kx  Date(m/d#y): 09/12/16 ICMCB u SEMMAG: 1.00 kx  Date(m/d#y): 09/12/16 ICMCB n

Figure 25 : Exemples d’'images de microsphéres en MEB, a gauche : lot D160208 ; a droite : lot D160209
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V.4, Discussion et conclusion sur le plan d’expériences réalisé

La réalisation d’essais préliminaires a permis dans un premier temps de maitriser les différentes étapes
du procédé de microencapsulation par la technique de I’évaporation de solvant basée sur la formation
d’une double émulsion et dans un second temps de fixer un certain nombre de parametres procédé a
savoir les volumes des différentes phases, le type de "appareil d’agitation ainsi que la vitesse et le
temps d’agitation pour chaque étape. Les parametres de lyophilisation suite aux essais préliminaires
ont également pu étre établis et sont décrits dans le Tableau 15. Par ailleurs, une interaction entre le
PVP et le NaCl a pu étre mise en évidence avec la réalisation de I'essai numéro trois. Cette premiére
étape du travail expérimental a permis d’élaborer un plan d’expériences de type plan factoriel
fractionnaire (plan de criblage), visant a étudier I'impact de plusieurs variables de formulation sur les
caractéristiques granulométriques et sur la morphologie des microparticules.

Suite au plan d’expériences, les excipients qui retiennent notre attention sont regroupés dans le
Tableau 24, le Tableau 25 et le Tableau 26. Il est a noter que les excipients qui permettent d’obtenir
des microsphéres de petites tailles sont également ceux qui permettent d’obtenir des microsphéres
poreuses. Afin de remplir le cahier des charges, et donc d’obtenir des microspheéres ayant toutes les
caractéristiques désirées, il est essentiel de trouver un compromis en termes de conditions
opératoires.

Type de polymére

Stabilisant phase

Concentration PVA ou

Type de stabilisant

organique PVP dans phase phase externe
externe aqueuse aqueuse
Resomer® RG 503 Aucun 2% PVA

Tableau 24 : Excipients retenus pour avoir une plus petite ta

ille de microsphéres

Type de polymére

Stabilisant phase

Concentration PVA ou

Type de stabilisant

organique PVP dans phase phase externe
externe aqueuse aqueuse
Resomer® RG 503 Aucun 2% PVA

Tableau 25 : Excipients retenus pour avoir une meilleure homogénéité de taille de microsphéres

Type de polymeére

Stabilisant phase

Concentration PVA ou

Type de stabilisant

RG 503H

organique PVP dans phase phase externe
externe aqueuse aqueuse
Resomer® RG 503 ou Montane® 80 4% PVA / NaCl 5% ou PVP

/ Montanox 80

Tableau 26 : Excipients retenus pour avoir des microsphéres ayant une surface lisse et sans pores
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Ainsi, avec une formulation simple c’est-a-dire sans ajout de stabilisant dans la PO, contenant une
faible concentration de PVA et sans ajout d’un second agent stabilisant dans la PEA, il est possible
d’obtenir des microspheéres blanches de faibles diameétres. Ceci est en adéquation avec les données de
la littérature [79]. En effet, en augmentant la viscosité des différentes phases, soit par augmentation
de la concentration en PVA ou PVP, soit par ajout de plusieurs agents stabilisants secondaires, une plus
grande force de cisaillement est nécessaire pour la formation des microgouttes. A vitesses d’agitations
égales, les tailles de microspheres formées sont plus importantes lorsque la viscosité d’une ou des
phases est augmentée [14]. Ici, la concentration en PLGA n’a pas été variée. Elle reste a surveiller lors
de futurs essais car plus cette concentration est forte, plus la viscosité de la phase est importante. En
revanche, les résultats obtenus ne sont pas en adéquation avec un autre point évoqué dans la
littérature. En effet, le PVA est I'excipient le plus couramment utilisé dans la PEA afin de stabiliser la
double émulsion. L'augmentation de sa concentration dans la formulation, passant de 1 a 10%,
entrainerait plutét une diminution de la taille des microsphéres formées [79], a vitesses d’agitation
égales. De plus, en théorie, I'utilisation d’un ester de sorbitane comme émulsifiant dans la PO a hauteur
de 1 a 2% ainsi que I'utilisation d’un polysorbate dans la PEA en complément du PVA ou d’un autre
agent stabilisant comme le PVP diminuerait également la taille des microspheres formées [68]. Ceci
n’est pas le cas d’apres les résultats du plan d’expériences. Il semblerait donc que la nécessité d’obtenir
une viscosité la plus faible possible sur les différentes phases prime sur la quantité d’excipients
stabilisants ajoutés. Des investigations complémentaires devra étre menée afin d’expliquer cette
contradiction. Il est également important de garder a I'esprit que plus les microspheres sont petites,
plus leur surface extérieure apparente est importante. Les microsphéres étant une matrice dans
laquelle est dispersé le PA, celui-ci peut également étre présent en surface de la microparticule, a
I'instar des microcapsules. Des microspheres de trop petite taille peuvent donc étre a I'origine d’'un
risque élevé de relargage massif des protéines au moment de I'administration (burst effect). Lors de
futurs essais de microencapsulation de protéines, il sera essentiel d’évaluer la cinétique de libération
de la protéine ou du peptide encapsulé. L’association du PVA et du Montanox® 80 plutét que du PVA
seul dans la PEA est néfaste car elle engendrerait des microsphéres plus grosses et plus hétérogenes
en taille. Or I'association du PVP avec le Montanox® 80 dans la PEA est quant a elle bénéfique,
engendrant des tailles de particules plus petites ainsi qu’'une meilleure homogénéité de taille
comparée a l'utilisation du PVP seul. Il serait important ici d’analyser les interactions du PVA avec le
Montanox® 80 et de comprendre les mécanismes mis en jeu sous ultrasons entre le Montanox 80 et
le PVP ou le PVA.

Deuxiemement, concernant la morphologie des microspheéres (variable qualitative), I’analyse passe par
une analyse en MEB, assez subjective et doit étre considérée par un traitement approprié.
L'augmentation de la viscosité dans les différentes phases par augmentation de la concentration en
PVA ou PVP, ou bien par ajout de plusieurs agents stabilisants secondaires, soit dans la PO avec le
Montane® 80, soit dans la PEA avec le NaCl et le Montanox® 80 semble mener a I'obtention de
microsphéres ayant un aspect plus lisse de faible porosité. Toutefois, cet aspect lisse est associé a une
augmentation de la gamme de taille des microspheres. Le mécanisme d’action du NaCl est bien connu.
Le NaCl présent dans la phase externe aqueuse, de part une augmentation de la pression osmotique
du milieu, densifie la structure interne des microparticules. Celle-ci aurait donc ainsi un aspect plus
lisse donc une forme plus nette [72]. Obtenir des microspheéres lisses, non poreuses est un critéere
extrémement important pour permettre une cinétique de relargage de la protéine ou du peptide
encapsulé aprés administration, exempte d’effet « burst ». Il serait important ici d’effectuer des essais
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complémentaires de microencapsulation en utilisant dans la PEA d’autres types de stabilisants
secondaires, comme le PEG 400 qui apparait également dans la littérature [42]. La porosité des
microsphéeres tend a diminuer avec 'augmentation de la température, ce jusqu’a une certaine limite
afin d’éviter une évaporation trop rapide du solvant et la formation par conséquence de microspheres
a forte porosité [60]. Un point d’amélioration pour de futurs essais de microencapsulation serait donc
de jouer sur la température afin d’observer un potentiel effet positif sur I'absence de porosité des
microspheres.

En conclusion, les essais préliminaires de microencapsulation ont permis de développer la technique
de I'’évaporation de solvant basée sur la double émulsion ainsi que de maitriser les parameétres du cycle
de lyophilisation de la suspension de microspheéres récoltées. Un plan d’expériences clair et défini a pu
ainsi étre établi. Il a permis de mettre en valeur des excipients qui avaient un impact positif sur la taille
et la forme des microsphéres formées. Une optimisation du procédé de fabrication, notamment une
augmentation des vitesses d’agitation lors des émulsions primaires et secondaires, pourrait permettre
d’améliorer la taille des microparticules, tant sur leur dimension que sur leur uniformité. C'est pour
cela gu’il est important de retenir les formules qui ont permis d’obtenir des microsphéres aux surfaces
lisses, non poreuses et d’optimiser le procédé de fabrication sur ces formules.

Doivent étre exploités la piste d’une interaction entre le PVA et le Montanox® 80 et les phénomenes
d’agrégation rencontrés lors de I'analyse par diffraction laser. Ces agrégats n’étaient pas
automatiquement supprimés suite aux ultrasons ou bien réapparaissaient apres. Cette reconstitution
dans de I'eau doit reproduire les conditions opératoires lors de I'administration chez un patient. Il
serait intéressant d’évaluer ces phénomenes d’agrégation lors de la reconstitution du lyophilisat avec
du tampon PBS (phosphate buffer saline) par exemple ou en présence d’osmolytes pouvant étre
administrés par voie parentérale, tel que ceux décrits dans le Tableau 4. Il est ainsi important
d’explorer ['utilisation d’autres agents stabilisants tels que le PVA avec des indices de poids
moléculaires différents, la PVP K12 qui est un excipient approuvé pour I'administration par voie
parentérale chez ’'homme, ou encore le PEG 400 [42].

Enfin, pour chaque protéine thérapeutique a encapsuler, le comportement des microspheres formées
sera différent et les procédés de fabrication et de lyophilisation seront a adapter. Les problématiques
d’obtention d’un taux et d’'un rendement d’encapsulation élevés associées a une cinétique de
libération du PA répondant au cahier des charges seront alors considérées. Afin d’anticiper les futurs
besoins de microencapsulation d’'une protéine ou d’un peptide d’intérét, ce dernier paragraphe est
une revue de la littérature afin d’adapter au mieux le procédé de fabrication préalablement établi a la
protéine ou au peptide a encapsuler. Afin d’optimiser le taux d’encapsulation de la protéine ou du
peptide, il est possible de faire varier la température. En effet, a 4°C et 38°C, le taux d’encapsulation
de la protéine dans le polymeére atteint les 50%. Ce taux ne dépasse pas les 19% lorsque les
températures des différentes phases sont a température ambiante soit entre 22°C et 29°C. Les
températures faibles augmentent la non miscibilité entre le polymere et I'eau. Cela implique une
formation rapide de la microsphére et un emprisonnement de la protéine des le début de I'évaporation
du solvant. Les températures élevées augmentent la vitesse d’évaporation du solvant et sa cinétique
d’évaporation. La formation des microspheres est ainsi plus rapide et efficace par concentration du
polymeére dans la phase organique. Notons que les températures extrémes sont en contrepartie plus
favorables a la formation de microspheres de taille plus élevée . Afin de garantir la stabilité de la
protéine, certains excipients peuvent étre ajoutés dans la formule. Le polyéthyléne glycol, certains
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sucres comme le maltose et les cyclodextrines sont des excipients pouvant étre utilisés dans la formule
afin de prévenir I'agrégation et la dénaturation des protéines thérapeutiques. Ils peuvent aussi
stabiliser I'interface phase organique / phase aqueuse. Ces excipients occupent en effet cette interface
a la place de la protéine ou bien la modifient afin de limiter I'adsorption des protéines. Par ailleurs, en
augmentant la viscosité de la solution, le taux de diffusion des protéines ou des peptides ralentit a
I'interface phase organique / phase aqueuse. Pour terminer, un autre moyen de stabiliser I'actif a
encapsuler est d’augmenter sa concentration. Cela prévient en partie son adsorption et sa
dénaturation a l'interface phase organique / phase aqueuse.
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V. Conclusion générale

Au travers de cette thése, une revue bibliographique a été effectuée afin de comprendre les
problématiques de stabilité des protéines thérapeutiques. Ces molécules synthétisées ou obtenues
par biotechnologie ont une structure tridimensionnelle a conserver si I'on veut maintenir leur activité
biologique. Le développement industriel de leur formulation et du procédé de fabrication représente
donc un défi. La voie injectable reste la voie d’administration privilégiée tant la voie entérale est source
de dégradation ou d’instabilités physico-chimiques pour ces molécules actives. La liste des excipients
utilisés dans les formules est réduite du fait de leur administration par voie parentérale. Outre cette
exigence d’innocuité, ces excipients doivent garantir in vivo la stabilité, I'efficacité et la sécurité de la
protéine ou du peptide. Une autre préoccupation thérapeutique concerne la demi-courte des
protéines et peptides thérapeutiques, impliquant des injections répétées du médicament chez le
patient. Une des stratégies d’administration mise en ceuvre repose sur le développement de systéemes
injectables a libération prolongée, permettant de mettre a disposition le PA dans |'organisme sur des
périodes plus ou moins longues. Notamment, les suspensions microparticulaires a base de polyméres
biocompatibles et biodégradables-biorésorbables tels que les copolymeéres dérivés des acides
lactiques et glycolique appelés PLGA, administrés par voie IM ou SC, permettent de réduire le nombre
d’injections et favorisent une meilleure adhésion du patient au traitement. Dans ce contexte, un travail
expérimental a été initié au sein de I’entreprise Bertin Pharma pour développer dans un premier temps
des suspensions de microparticules blanches (sans principe actif) dont les caractéristiques seraient
compatibles avec une administration IM. La technique de I'évaporation de solvant basée sur la
formation d’une double émulsion a été retenue comme mode de fabrication. L'étude a été menée au
travers d’un plan d’expériences. Ce dernier a permis de sélectionner plusieurs excipients favorisant la
création de microsphéres de tailles inférieures a 100um, monodisperses, lisses et non poreuses. Ce
travail expérimental servira de base a un futur développement de suspensions de microsphéres
biodégradables dont les conditions opératoires devront étre ajustées et optimisées en présence de la
future molécule active d’intérét a encapsuler.
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expérimental a été initié au sein de I’entreprise Bertin Pharma pour développer dans un premier temps
des suspensions de microparticules blanches (sans principe actif) dont les caractéristiques seraient
compatibles avec une administration IM. La technique de I’évaporation de solvant basée sur la
formation d’une double émulsion a été retenue comme mode de fabrication. L’étude a été menée au
travers d’un plan d’expériences. Ce dernier a permis de sélectionner plusieurs excipients favorisant la
création de microsphéres de tailles inférieures a 100um, monodisperses, lisses et non poreuses. Ce
travail expérimental servira de base a un futur développement de suspensions de microsphéres
biodégradables dont les conditions opératoires devront étre ajustées et optimisées en présence de la
future molécule active d’intérét a encapsuler.
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ANNEXE 1 : Les biomédicaments disponibles sur le marché francais

Nom Composition Laboratoire Date obtention AMM | Classe pharmaceutique
Act-Hib vaccin haemophilus influenzae type A Sanofi Pasteur MSD 06/02/1992 Vaccin
(conjugué)
Actilyse altéplase Boehringer 11/04/1991 Enzyme thrombolytique
Actrapid insuline humaine Novo Nordisk 07/10/2002 Insuline
Adcetris brentuximab védotin Takeda 25/10/2012 Anticorps monoclonal
Advate octocog alpha Baxter 02/03/2004 Facteur de coagulation
Agrippal vaccin grippal inactivé Novartis 22/03/1999 Vaccin
Aldurazyme laronidase Genzyme 10/06/2003 Enzyme métabolique
Apidra insuline glulisine Sanofi 27/09/2004 Insuline
Aranesp darbépoétine alpha Amgen 08/06/2001 Facteur de croissance :
Erythropoiétine
Arzerra ofatumumab GlaxoSmithKline 19/04/2010 Anticorps monoclonal
Avastin bévacizumab Roche 12/01/2005 Anticorps monoclonal
Avaxim vaccin de I'hépatite A Sanofi Pasteur MSD 07/08/1996 Vaccin
Avonex interféron béta-1a Biogen 13/03/1997 Cytokine : Interféron
Benefix nonacog alpha Wyeth 30/07/2007 Facteur de coagulation
Benlysta bélimumab GlaxoSmithKline 13/07/2011 Anticorps monoclonal
Beromun tasonermine Boehringer 13/04/1999 Cytokine : TNFa
Betaferon interféron béta-1b Schering AG 30/11/1995 Cytokine : Interféron
Bexsero vaccin méningococcique du groupe B Novartis vaccines and diagnostics | 14/01/2013 Vaccin
Binocrit époétine alfa Sandoz 28/08/2007 Facteur de croissance
hématopoiétique: Erythropoiétine
Boostrixtetra vaccin diphtérique, tétanique, coquelucheux | GlaxoSmithKline 07/01/2005 Vaccin
et poliomélitique
Celvapan vaccin grippal inactivé, fragmenté souche A | Baxter 04/03/2009 Vaccin
Cerezyme imiglucérase Genzyme 17/11/1997 Enzyme métabolique
Cervarix papillomavirus humain type 16,18 GlaxoSmithKline 20/09/2007 Vaccin
Cimzia certolizumab pégol UCB Pharma France 01/10/2009 Anticorps monoclonal
Dukoral vaccin oral contre le choléra Novartis vaccines and diagnostics | 28/04/2004 Vaccin
Elaprase idursulfase Shire 08/01/2007 Enzyme
Elonva corifollitropin alpha Merck Sharp & Dohme 25/01/2010 Hormone sexuelle stimulante:
Gonadotrophine
Enbrel étanercept Wyeth 03/02/2000 Autres : Protéine de fusion
Encepur vaccin contre le méningoencéphalite & Novartis 04,/08/2005 Vaccin
tiques
Engerix antigéne protéique HBs recombinant GlaxoSmithKline 12/10/19%94 Vaccin
Eporatio époétine theta Ratiopharm 29/10/2009 Facteur de croissance
hématopoiétique: Erythropoiétine
Eprex époétine alpha Janssen 09/02/1994 Facteur de croissance
hématopoiétique Erythropoiétine
Erbitux cétuximab Merck Serono 20/02/2007 Anticorps monoclonal
Eylea aflibercept Bayer 22/11/2012 Autres : Protéine de fusion
Fabrazyme algalsidase béta Janssen 03/08/2001 Enzyme métabolique
Fasturtec rasburicase Sanofi 23/02/2001 Enzyme métabolique
Fluarix vaccin grippal inactivé a virion fragmenté GlaxoSmithKline 15/06/1998 Vaccin
Fluenz vaccin influenza Astrazeneca 27/01/2011 Vaccin
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Nom Composition Laboratoire Date obtention AMM | Classe pharmaceutique
Focetria vaccin grippal pandémique Novartis 02/05/2007 Vaccin
Forsteo tériparatide Eli Lilly 10/06/2003 Hormone: Autres (analogue de la
PTH)
Fuzeon enfurvitide Roche 27/05/2003 Autre : inhibiteur d'entrée VIH
Gardasil papillomavirus (6, 11, 16, 18) Merck Serono 20/09/2006 Vaccein
Genhevac antigéne de surface de I'hépatite b Sanofi Pasteur 21/12/1987 Vaccin
recombinant
Genotonorm somatotropine Pfizer 11/03/1991 Hormone de croissance:
Somatotropine
Glucagen glucagon humain biogénétique Novo Nordisk 04/10/1993 Autre
Gonal-f follitropine alpha Merck Serono 20/10/1995 Hormone sexuelle stimulante:
Gonadotrophine
Granocyte lénograstim Chugai 06/12/1996 Facteurs de croissance
hématopoiétique : G-CSF
Havrix vaccin inactivé de I'hépatite A GlaxoSmithKline 18/08/1994 Vaccin
HBVAXPRO vaccin antigéne HBs Sanofi 27/04/2001 Vaccin
Helixate nexgen octocog alpha Bayer AG 04/08/2000 Facteur de coagulation
Herceptin trastumuzab Roche 28/08/2000 Anticorps monoclonal
Humalog insuline lispro Eli Lilly 30/04/1996 Insuline
Humira adalimumab Abbott 08/09/2003 Anticorps monoclonal
llaris canakinumab Novartis 23/10/2009 Anticorps monoclonal
Immugrip vaccin grippal inactivé a virion fragmenté Pierre Fabre 14/05/1991 Vaccin
Imovax Polio vaccin poliomyélitique (inactivé) Sanofi Pasteur MSD 02/07/1982 Vaccin
Imukin interféron gamma-1b Boehringer 30/09/1992 Cytokine : Interféron
Increlex mécasermine Ipsen 03/08/2007 Hormone: Autres (facteur de
croissance)
Inductos dibotermine alpha Wyeth 09/09/2002 Autre : Protéine ostéoformatrice
Infanrix hexa vaccin hépatite B-ipv hib GlaxoSmithKline 23/10/2000 Vaccin
Infanrix Quinta polyoside d’haemophilus influenzae B couplé | GlaxoSmithKline 27/06/1997 Vaccin
a l'anatoxine tétanique
Infanrix Tetra vaccin poliomyélitique inactivé de type 3 GlaxoSmithKline 07/08/1997 Vaccin
Influvac vaccin grippal inactivé a antigénes de surface | Abbott 15/06/1998 Vaccin
Insulatard insuline humaine Novo Nordisk 07/10/2002 Insuline
Insuman insuline humaine Sanofi 11/11/1998 Insuline
Intanza vaccin influenza Sanofi Pasteur 24/02/2009 Vaccin
Introna interféron alpha-2b Schering Plough 09/03/2000 Cytokine : Interféron
Ixiaro vaccin contre le virus de I'encéphalite Novartis 31/03/2009 Vaccin
japonaise
Japanese encephalitis | vaccin contre le virus de encéphalite Eusa Pharma 01/05/2009 Vaccin
vaccine japonaise
Kepivance palifermine Amgen 25/10/2005 Facteur de croissance des
kératinocytes
Kineret anakinra Amgen 08/03/2002 Autre: Antagoniste du récepteur
d’interleukines
Kogenate octocog alpha Bayer AG 04/08/2000 Facteur de coagulation
Lantus insuline glargine Sanofi 09/06/2000 Insuline
Leukine sargramostim Berlex Laboratories 13/05/2008 Facteur de croissance
hématopoiétique : G-CSF
Levemir insulin detemir Novo Nordisk 01/06/2004 Insuline
Lucentis ranibizumab Novartis 22/01/2007 Anticorps
monoclonal
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Nom Composition Laboratoire Date obtention AMM | Classe pharmaceutique
Hormone sexuelle stimulante:
Luveris lutropine alpha Merck Serono 29/11/2000 Gonadotrophine
Mabthera rituximab Roche 02/06/1998 Anticorps monoclonal
Mencevax vaccin méningococcique A, C, W135, Y GlaxoSmithKline 19/05/2008 Vaccin
Meningitec vaccin méningococcique C Pfizer 16/11/2007 Vaccin
vaccin méningococcique du groupe C
Menjugatekit conjugué Novartis 06/07/2006 Vaccin
vaccin méningococcique des groupes A, C,
Menveo W-135 et Y conjugués Novartis 15/03/2010 Vaccin
Metalyse ténectéplase Boehringer 23/02/2001 Enzyme thrombolytique
Facteur de croissance
Mircera époétine beta methoxy polyéthyléne Roche 20/07/2007 hématopoiétique: Erythropoiétine
Mixtard insuline humaine Novo Nordisk 07/10/2002 Insuline
M-M-RVAXPRO vaccin rougeoleux, ourlien et rubéoleux Sanofi Pasteur MSD 05/05/2006 Vaccin
Myozyme alglucosidase alpha Genzyme 29/03/2006 Enzyme métabolique
Naglazyme N-acétylgalactosamine Biomarin 24/01/2006 Enzyme métabolique
Neisvac vaccin méningococcique du groupe C Baxter 24/11/2003 Vaccin
Facteur de croissance
Neorecormon époétine beta Roche 02/04/1998 hématopoiétique: Erythropoiétine
Facteur de croissance
Neulasta pegfilgrastim pegillé Amgen 22/08/2002 hématopoiétique : G-CSF
Facteur de croissance
Neupogen filgrastim Amgen 15/07/1991 hématopoiétique : G-CSF
Mirmenrix vaccin méningococcique A, C, W-135, Y GlaxoSmithKling 2040442012 Vaccin
Facteur de croiszance
Mivestim filgrastim Hospira France 08/06/2010 hématopoietique ; 5-CSF
Harmone de croissance:
Maorditropine somatroping Movo Nordisk 19/01/2000 Somatotropine
Movomix 30 insuline aspart Movo Nordisk 01/08/2000 Insuling
Movorapid insuline aspart Maovo Nordisk 07/09/1999 Insuline
Movoseven eptocag alpha Movo Nordisk 23/02/1996 Facteur de coagulation
Facteur de croissance
Mplate romiplostim Amgen 04/02/2009 hématopoietique : G-C5F
Mulojix bélatacept Bristol-Myers Squibb 17/06/2011 Autres : Protéine de fusion
Hormone de croissance :
Mutropin 4Q somatropine Ipsen 19/03/2004 Somatotropine
Harmone de croissance :
Omnitrope somatroping Sandoz 12/04/2006 Somatotropine
Optaflu vaccin grippal GlaxaSmithKline 01/06/2007 Waccin
Orencia abatacept Bristol-Myers Squibb 21/05/2007 Autre - Protéine de fusion
Autre : Protéine morphogénique
Osigraft eptoterming alpha Howmedica international 17/05/2001 DIZEUSE
Hormone sexuelle stimulante:
Cwitrelle choricgonadotropine alpha Merck Serono 02/02/2001 Gonadotrophine
Pandemrix vaccin grippal inactivé fragmente souche A | GlaxoSmithKline 20/05/2008 Waccin
Panenza vaccin grippal inactive fragmenta souche A | Sanofi Pasteur 16/11/2009 Waccin
Pegasys pegintarféron alpha Roche 204062002 Cytokine : Interféron
vaccin diphtérigue, tétanique, coquelucheux
Pentavac &t conjugué de I'haemophilus type b Sanofi Pasteur MSD 06/08/1998 Waccin
Hormone sexuelle stimulante:
Pergoveris follitropine alpha Merck Serono 25/06/2007 Gonadotrophine
Perjeta pertuzumab Roche 04/03/2013 Anticorps monocdonal
Prieumao 23 vaccin pneumococcique polyosidique Sanofi Pasteur MSD 06/12/1996 Waccin
Preumova vaccin pneumacoccique Sanofi Pasteur 28/03/2001 Waccin
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MNom Composition Laboratoire Date obtention AMM | Classe pharmaceutique
Pravenar VACCin pneumococcique Wyeth 02/02/2001 Vaccin
Prevenar 13 VaCcin pneumaococcique Pfizer 09122009 Vaccin
Priorix vaccin rougeolew, ourlien et rubéoleux GlaxosmithKline 25/05/1955 Vaccin
Proleukin adesleukine Chiron 15/09/1982 Cytokine
Prolia dénosumab Amgen 26/05/2010 Anticorps monoclonal
Pulmozyme dornase alpha Roche 10/03/1994 Enzyme
Rabipur vaccin rabique MNowartis 11/02/2004 Vaccin
Rapilysin reteplase Roche 29081996 Enzyme thrombolytigue
Ratiograstim filgrastim Ratiopharm 15/09/2008 Facteur de croissance
hématopoiétigue - G-C5F
Rebif interféron béta-1a Merck Serono 04/05/1998 Cytokine : Interféron
Refacto moroctocog alpha Pfizer 13/04/1999 Facteur de coagulation
Remicade linfliximab Johnson & Johnson 13/08/1992 Anticorps monoclonal
Removal catumaxomak Fresenius biotech 20/04/2009 Anticorps monoclonal
Reopro abciximab Eli Lilly 02/03/1995 Anticorps monoclonal
Repevax vaccin diphtérique, tétanique, coquelucheux | 5anofi Pasteur M3D 04/10/2002 vaccin
et poliomélitique
Replagal zlgalsidase alpha Shire France 03/08/2001 Enzyme métabolique
Retacrit Epoétine zeta Hospira France 18/12/2007 Facteur de croissance
hématopoigtigue: Erythropoigtine
Revaxis vaccin diphtérique, tétanique et Sanofi Pasteur MSD 17012000 Vaccin
poliomuélitique
Revolade eltrombopag GlaxosmithKline 11/03/2010 Facteur anti-coagulation
Roactemra tocilizumab Roche 16/01/2008 Anticorps monoclonal
Rotarix VaCCin a rotavirus GlaxosmithKline 01/09/2008 Vaccin
Rotateq VACCIn a rotavirus Sanofi Pasteur MED 27/06/2006 Vaccin
Rouvax vaccin contre la rougeale Sanofi Pasteur MSD 05/02 /1986 Vaccin
Ruconest conestat alpha Swedish orphan biovitrum 28/10/2010 Autres
Saizen somatroping Ierck Serono 03/04 /1989 Hormone de croissance:
Somatotropine
Scintimun préparation radiopharmaceutique Cis bio international 11/01/2010 Anticorps monoclonal
bésilésomab
Simponi golimumah lanssen 01/01,/2002 Anticorps monoclonal
Simulect basiliximab Naovartis 09/10/1958 Anticorps monoclonal
Soliris Eculizumab Alexion 20/06/2007 Anticorps monoclonal
Somavert pegvisomant Pfizar 13f11/2002 Autre © Antagoniste des récepteurs
de I'hormane de croissance
Spirolept vaccin leptospires inactivé Imaxio 04/04/1972 Vacdin
Stamaril |vaccin de la figwre jaune Sanofi Pasteur MSD 27/01/1386 acdin
Stelara ustekinumab Janszen Cilag 16/01/2009 Anticorps monoclonal
Eynagis palizumab Abbott 13/08/1959 Anticorps monoclonal
Tetravac-acellulaire | vaccin diphtérique, tétanigue, coquelucheux | Sanofi Pasteur MSD 02/12/19%8 Vacdin
et poliomyalitique
Tevagrastim filgrastim Teva santé 15/09/2008 Facteur de croissance
hématopoiatigue : G-C5F
Thyrogen thytropine alpha Genzyme 09/03,/2000 Hormone - Autre
Ticovac adultes vaccin de I'encéphalite 3 tiques Baxter 28/09/2004 Vaccin
Ticovac enfanits vaccin de I'encéphalite & tiguas Baxter 07/03/2005 accin
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MNom Composition Laboratoire Date obtention AMM | Classe pharmaceutique

Twinrix adulte vaccin combing hepatite A et B GlaxoSmithKline 20/09/19%96 Vaccin

Twinrix pediatrique | vaccin combiné hépatite Aet B GlaxeSmithKline 10/02/19597 Vacdin

Tyavax vaccin de 'hépatite A et typhoidigue Sanafi Pasteur MSD 24/02/2003 Vaccin

Typherix vaccin typhoidigue polyosidique GlaxoSmithKline 16/04/1999 Vacgin

Typhim Vi vaccin typhoidigue polyosidique Sanofi Pasteur MSD 28/11/1988 Vaccin

Tysabri natalizumab Elan pharma 27/06/2006 Anticorps monoclonal

Umatrope somatropine Eli Lilly 21/11/1995 Hormone de croissance:
Somatotropine

Uplyso taliglucérase alpha Pizer 30/08/2010 Enzyme

Varilrix vacein varicelleux GlaxoSmithKline 26/12/2003 Vaccin

Vaxigrip vaccin grippal inactive a virion fragmente Sanofi Pasteur M3D 15/06/1998 Vaccin

Vectibix panitumumab Amgen 03/12/2007 Anticorps monaclonal

Viraferon PEG peginterféron alpha-2b Schering Plough 29,/05/2001 Cytokine : Interféron

VPRIV vélaglucéraze alpha Shire France 26/08/2010 Enzyme

¥geva dénosumab Amgen 13/07/2011 Anticorps monacional

¥olair omalizumab Movartis 25/10/2005 Anticorps monocional

Yervoy ipilimumab Bristol-Myers Squibb 13/07/2011 Anticorps monaclonal

Zaltrap aflibercept Sanofi 01,/02/2013 Autre

Zarzio filgrastim Sandoz 06/02/2009 Facteur de croissance
hematopoigtique : G5-CSF

Zevalin ibritumomab tiuxétan Schering AG 16/01/2004 Anticorps monoclonal

Zomacton somatroping Ferring AB 26/02/1992 Hormone de croissance:
Somatotropine
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ANNEXE 2 : Les méthodes analytiques rencontrées en
biotechnologie

Les protéines et peptides thérapeutiques, qu’ils soient microencapsulés ou non, doivent étre
strictement contrblés afin de vérifier le bon respect du cahier des charges. Aux étapes de
développements de la formulation et du procédé de production, ils permettent de vérifier 'impact de
tout changement sur la qualité du produit, et permettent de définir une date de péremption. Plusieurs
techniques analytiques sont utilisées afin de contréler cela. Elles permettent par exemple de déceler
les impuretés ainsi que les agrégats apparus a tout stade du cycle de vie du médicament. L'un comme
|"autre sont susceptibles soit d’étre toxiques une fois administrés chez 'homme, soit d’engendrer une
perte de I'activité thérapeutique. Le développement analytique est tres étroitement lié a I'élaboration
de la formulation de protéines et peptides thérapeutiques,. En effet, les analyses analytiques
permettent de démontrer que la protéine est stable dans sa formulation, a I'instant t ou au cours du
temps. Les principales analyses analytiques sont détaillées ci-dessous.

Les analyses chromatographiques
RP HPLC (Chromatographie Liquide a Haute Performance, Phase inverse)

Cette technique permet de séparer les protéines selon leur degré d’hydrophobicité.

La phase stationnaire au niveau de la colonne chromatographique est composée de silice sur laquelle
sont greffés des groupements apolaires et hydrophobes. Elle interagit donc avec les groupements
hydrophobes de la protéine. La phase mobile est trés généralement un acide organique contenant un
mélange d’ions. Elle va éluer et décrocher les protéines de la phase stationnaire au fur et a mesure que
sa concentration est augmentée ou que la composition du solvant change, de sorte que plus une
molécule est hydrophobe, plus longtemps elle restera accrochée a la colonne chromatographique. La
détection de ces molécules en sortie de colonne peut se faire par spectrométrie UV ou par
fluorescence qui sont les deux méthodes de détection les plus connues.

La RP HPLC est utilisée lors des études de stabilité afin d’observer et de caractériser la dégradation
de la protéine.

[EC (Chromatographie échangeuse d’ions)

Cette technique permet de séparer les protéines selon leur charge ionique.

Ici, la phase stationnaire au niveau de la colonne chromatographique est une résine chargée en ions
connus. Les parties de la protéine de charges opposées a la résine s’associent avec elles via des
interactions électrostatiques. La force ionique de I'éluant sera progressivement augmentée afin de
décrocher les protéines selon leur charge.

L'IEC est utilisée lors des études de stabilité afin d’observer et de caractériser la dégradation de la
protéine.

SEC (Chromatographie par exclusion de taille)
Cette technique permet de séparer les protéines selon leur taille et leur forme. Les plus grosses
molécules ne rentrent pas dans les pores de la phase stationnaire et sont élués en premier.
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La SEC est utilisée pour déterminer la masse moléculaire d’'une protéine et caractériser la population
d’agrégats s’il y en a.

L’électrophorese

SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate - Polyacrylamide gel electrophoresis)

La méthode SDS-PAGE permet la séparation des particules en fonction de leur poids moléculaire et de
ce fait elle permet de visualiser une potentielle agrégation de la protéine. Le b-mercaptoéthanol
intervient ici en tant qu’agent dénaturant réduisant les ponts disulfures qui unissaient les différentes
sous unités des protéines oligomériques. Chaque sous unité, une fois dissociée, fixe le sodium dodecyl
sulfate (SDS) et prend une charge apparente négative. Elles sont ensuite placées sur un gel de
polyacrylamide sur lequel est appliqué un courant électrique. Les sous unités de la protéine a étudier
migrent vers I'anode et seront séparées les unes des autres en fonction de leur poids moléculaire.

Le focus isoélectrique

Le focus isoélectrique (IEF) est utilisé afin de déterminer le_pl de la protéine ou de définir son degré de
pureté. Un gradient de pH est établi le long du gel d’électrophorése. Avec I'application d’un courant
électrique sur le gel, les protéines déposées sur celui-ci migrent a travers ce gradient de pH jusqu’a ce
gu’elles atteignent leur pl. A pH = pl, les charges totales de la protéines sont égales a 0. La protéine ne
migre donc plus dans le gel. [81]
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Figure 26 : Le focus isoélectrique (image extraite du site internet www.nationaldiagnostics.com, consulté le 11/05/2016)

Un gel bi-dimensionnel 2D PAGE (IEF couplé SDS page) peut ainsi donner des informations a la fois sur
la taille et sur le pl de la protéine.

L’électrophorese capillaire

Le probleme des méthodes électrophorétiques est que I'application d’un courant électrique génére de
la chaleur et peut endommager la protéine et ainsi biaiser les résultats. Dans |’électrophorese
capillaire, le trés faible diametre des capillaires permet la dissipation de la chaleur. L’autre avantage
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de cette technique est la faible quantité de protéine requise pour I'analyse. Elle sépare les protéines
selon le ration m/z (masse/charge).

La spectroscopie

La spectroscopie UV
Le spectre d’absorption d’une protéine dans I'UV se situe entre 175 et 350 nm.

Partie de la protéine absorbant la lumiére Rang d’absorption
Groupes carbonyles des liaisons peptidiques 190-215 nm
AA aromatiques 250-320 nm
Ponts disulfures 250-300 nm

Tableau 27 : Rang d'absorption des différentes parties d'une protéine

Cette méthode permet de mesurer en routine dans une formulation la concentration protéique si la
protéine est présente a hauteur de 0.1mg/mL ou plus. Elle ne requiert pas de courbe d’étalonnage si
son coefficient d’extinction molaire est connu.

La spectrométrie UV peut également mesurer I'agrégation des protéines étant donné que celles-ci
dispersent la lumiére a 300-350 nm.

La fluorométrie

La fluorescence est une émission de lumiere fluorescente par une molécule appelée « fluorophore »
lorsque celle-ci est excitée a travers I'absorption d’énergie lumineuse. Dans le cas des protéines, la
plupart émettent de la fluorescence sous 300-400 nm lorsqu’elles sont excitée a 250-300 nm. Les
acides aminés aromatiques (Phénylalanine, Tryptophane, Tyrosine) sont en effet des flurophores
naturels. Leur capacité a émettre la lumiére fluorescente suit cet ordre : Trp > Tyr > Phe.

Cette méthode analytique est plus sensible que la spectrométrie UV pour déterminer la conformation
d’une protéine, autrement dit sa structure tertiaire.

L'intérét de cette méthode est surtout de monitorer les changements de conformation de la protéine.

A titre d’exemple d’application, I’évolution de I'intensité de la fluorescence émise indique un potentiel
dépliement ou repliement de la protéine. Les résidus de tryptophane sont hydrophobes et donc
généralement présents dans le cceur hydrophobe de la protéine repliée, afin d’éviter tout contact avec
I’environnement extérieur aqueux. Lorsque la protéine est dépliée, lors d’'un phénomeéne d’agrégation
par exemple, I'intensité de la fluorescence augmente par conséquent. Le transfert d’énergie (FRET)
permet d’appréhender les interactions moléculaires ainsi que la diffusion spatiale intracellulaire des
protéines. Il évalue la distance entre deux molécules portant un fluorophore.

Le dichroisme cellulaire

La lumiére polarisée se décompose en 2 parties : la polarisation circulaire droite (PCD) et la
polarisation circulaire gauche (PCG). Une molécule possédant un dichroisme circulaire absorbera plus
rapidement I'une des deux composantes. Les acides aminés (sauf la glycine) sont asymétriques de
par la présence de carbone chiraux. De ce fait les polypeptides sont dits optiquement actifs et
présentent ce dichroisme circulaire.
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La technique de dichroisme circulaire mesure I'inégale absorbance entre PCD et PCG, pour chaque

longueur d’onde.

CD signal

Differential absarption
L,
Optically active sampla

Photon
beam

Figure 27 : Le dichroisme cellulaire, image extraite du site internet du CNRS d'Orléans [29]

La zone d’absorption de la liaison peptidique se situe dans I'UV lointain (180-260nm). La mesure du DC
dans cette zone donne ainsi des informations sur la structure secondaire de la protéine (proportion en
feuillets B, hélices a ou autre).

La dénaturation d’une protéine ainsi que son processus inverse est également observable De ce fait le
suivi des modifications de la conformation de la protéine peut étre effectué en faisant varier son
environnement (température, pH, isotonie etc...)[82].

Les méthodes chimiques, de spectrométrie de masse et de transport de masse hydrodynamique ne
seront pas abordées plus en détail. Cependant, les protéines et peptides thérapeutiques sont
relativement instables dans le PLGA d{ a la nature hydrophobe de ce copolymére et a I'acidité de ces
produits de dégradation. De plus, une partie des protéines n’est pas a l'intérieur des microsphéres
mais se trouvent adsorbées a leur surface. Elles sont donc libérées de maniére subite et importante
juste apres I'administration. Ce mécanisme est appelé « I'effet burst » et conduit a une toxicité dose-
dépendante et une diminution de la durée totale de libération de la protéine.
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ANNEXE 3

Microsphéres de PLGA développés par la technique de la double encapsulation e/h/e
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- Formulations de microspheéres de PLGA approuvées cliniquement

Trade name Drug Indications Delivery System Length of release Approval
year
Lupron Depot® (TAP) Leuprolide Prostate cancer, Injectable PLGA microparticles 1-, 3- and 4-month 1989
endometriosis (intramuscular injection) formulations
Sandostatin® LARE (Novartis) Octreotide Acromegaly Injectable PLGA microparticles 1-month 1908
(intramuscular injection)
Somatuline® LA (Ipsen) Lantreotide Acromegaly Injectable PLGA microparticles 10-14 days 1008
(intramuscular injection)
Nutropin Depot® Human growth Growth hormene Injectable PLGA microparticles 1-month 1999
{Alkermes/Genentech) hormone (hGH) deficiency (subcutaneous injection)
Trelstar Depot® (Debiopharm) Triptorelin Prostate cancer Injectable PLGA microparticles 1- and 3- month 2000
(intramuscular injection) formulations
Risperdal® Consta® Risperidone Schizophrenia Injectable PLGA microparticles 2 weeks 2003
(Alkermes/Janssen) (intramuscular injection)
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ANNEXE 4 : Essais de microencapsulation placebo dans des PLGA - Les
résultats d’analyse en MEB et granulométrie laser
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= D160206
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= D160207
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= D160210
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= D160234
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= D160236
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= D160238
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= D160239
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= D160241
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= D160242
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View field: 216.7 ym  Det: SE 50 m - View field: 43.34 ym  Det: SE 10 um n
SEMMAG: 1.00 kx  Date(m/d#y): 09/21/16 ICMCB n SEMMAG:5.00 kx  Date(m/d#y): 09/21/16 ICMCB

Particle Size Distribution
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—D160242, 21 September 2016 08:15:40 —D160242 US, 21 September 2016 08:16:39

—D160242 US rest, 21 September 2016 08:17:28
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Record number Sample Name

5483
5484
5485
5486
5487
5488
5489
5490
5491
5492
5493
5494
5495
5496
5497
5498
5499
5500
5507
5508
5509
5510
5511
5512
5513
5514
5515
5517
5518
5519
5520
5521
5522
5523
5524
5525
5532
5533
5534
5535
5536
5537
5538
5539
5540
5541
5542
5543
5544
5545
5546
5547
5548
5549

projet 007598/D160201

projet 007598/D160201 US
projet 007598/D160201 US rest
projet 007598/D160204

projet 007598/D160204 US
projet 007598/D160204 US rest
projet 007598/D160206

projet 007598/D160206 US
projet 007598/D160206 US rest
projet 007598/D160207

projet 007598/D160207 US
projet 007598/D160207 US rest
projet 007598/D160208

projet 007598/D160208 US
projet 007598/D160208 US rest
projet 007598/D160209

projet 007598/D160209 US
projet 007598/D160209 US rest
D160210

D160210 US

D160210 US rest

D160211

D160211 US

D160211 US rest

D160232

D160232 US

D160232 US rest

D160234

D160234 US

D160234 US rest

D160235

D160235 US

D160235 US rest

D160236

D160236 US

D160236 US rest

D160237

D160237 US

D160237 US rest

D160238

D160238 US

D160238 US rest

D160239

D160239 US

D160239 US rest

D160240

D160240 US

D160240 US rest

D160241

D160241 US

D160241 US rest

D160242

D160242 US

D160242 US rest

8.926

6.437
3.378

2.970
2.723

3.079
5.967

3.964
2.601

1.646

6.630

4.571

9.002

3.438

4.984

1.728

8.016

3.234

5.566

5.647

7.821

39.711

8.918

6.860

d(0.1)
37.481
4.954
28.574
15.676
3.040
14.428
16.683
2.670
15.491
31.676
4.006
25.974
13.292
1.679
9.171
27.350
4.560
21.792
11.064
6.228
40.934
3.525
3.476
14.715
7.590
5.067
26.503
12.789
1.738
9.552
11.948
8.261
48.925
9.921
3.609
15.788
7.173
5.629
16.837
5.975
5.744
22.977
11.801
8.151
18.852
84.476
20.478

d (0.5) d(0.9) Obscuration
604.088 10.08

19.164 51.992 13.03
65.272 11.06
72.004 8.01

14.615 43.820 7.88
45.114 7.50

79.907 10.42
15.004 48.620 10.38
45.267 10.18
141.954 5.04

26.836 145.468 5.04
142.050 4.91

220.991 10.27

9.350 159.308 10.78
158.120 10.71

77.180 5.13

21.591 44.805 5.60
48.962 5.47

43.693 407.826 6.39
21.010 54.281 8.49
80.553 6.13

16.462 42.007 6.04
14.938 32.766 7.21
31.722 7.17

33.117 99.921 5.71
26.930 88.254 6.41
88.114 6.35

68.059 216.320 10.46
9.511 71.579 10.64
81.446 10.44
66.662 240.605 7.21
50.663 207.083 7.14
219.587 6.84

26.016 163.663 6.99
17.105 41.954 9.14
31.046 8.95

18.276 38.154 8.61
16.881 32.893 9.18
32.499 9.01

29.094 101.176 8.72
23.014 74.8018.41
72.296 8.12

29.168 80.981 3.78
19.680 40.857 5.02
34.458 5.09

237.900 557.369 4.05
81.699 198.633 14.02

104.959 229.589 11.97

12.455
8.098
20.790
12.936
4.806
35.751

35.617 529.586 4.31
18.779 35.947 5.14
40.481 4.92
86.905 752.7857.72
20.047 67.637 15.93
91.377 12.97

Page 128|129



N° lot Observations des courbes granulométriques

D160201 Observation de 2 pics majeurs
Les ultrasons permettent de décaler la courbe vers la gauche et d’abolir le 26™® pic
= Présence d’agrégats
Légere tendance a la réagglomération apres les ultrasons (courbe décalée vers la droite)

D160204 Les 3 courbes se superposent quasiment. Légére présence d’agrégats : 2™ et 3®™ pic de faible intensité
qui sont légerement réduits apres les ultrasons

D160206 Les 3 courbes se superposent quasiment. Légére présence d’agrégats : 2™ pic de faible intensité
légerement réduits aprés les ultrasons

D160207 Les 3 courbes se superposent quasiment.

Observation de 2 pics de méme hauteur. Quasiment aucun impact des ultrasons sur la granulométrie
= 2 populations de tailles de microsphéres
D160208 Observation de 2 pics majeurs.
Les ultrasons permet de réduire I'intensité du 2™ pic
= Les ultrasons n’ont pas permis de détruire totalement les agrégats

D160209 Les 3 courbes se superposent quasiment. Légére présence d’agrégats : 2™ pic de faible intensité qui
disparait lors de les ultrasons mais réapparait ensuite
D160210 Observation de 2 pics majeurs.

Les ultrasons permet de décaler la courbe vers la gauche et d’abolir le 22 pic
= Présence d’agrégats
Tendance a la réagglomération apres les ultrasons (courbe décalée vers la droite)

D160211 Les 3 courbes se superposent quasiment. Légére présence d’agrégats : 2°™ pic de faible intensité abolit
apres les ultrasons
D160232 Les 3 courbes se superposent quasiment.

Observation de 2 pics majeurs rapprochés. Quasiment aucun impact de les ultrasons sur la granulométrie
= 2 populations de tailles de microsphéres
D160234 Les ultrasons permet de décaler significativement la courbe vers la gauche mais avec apparition d’un 2éme
pic de faible intensité
= Les ultrasons n’ont pas permis de détruire totalement les agrégats
D160235 Les 3 courbes se superposent quasiment.
Observation de 2 pics majeurs rapprochés. Quasiment aucun impact de les ultrasons sur la granulométrie
= 2 populations de tailles de microspheres
D160236 Avant les ultrasons, observation de 2 pics
Les ultrasons permet d’abolir le 2°™ pic et de décaler légérement la courbe vers la gauche. Le 22™ pic
réapparait au repos apres les ultrasons

D160237 Les 3 courbes se superposent quasiment. Légére présence d’agrégats : 2™ pic de faible intensité qui
disparait lors de les ultrasons
D160238 Les 3 courbes se superposent quasiment.

Observation de 2 pics majeurs rapprochés et d’un 32 pic de plus faible intensité. Les ultrasons
permettent d’abolir le 3¥™ pic
= 2 populations de taille de microsphéres + présence d’agrégats
D160239 Observation de 2 pics dont un de faible intensité
Les ultrasons permet de décaler la courbe vers la gauche et d’abolir le 22 pic
= Présence d’agrégats
Tendance a la réagglomération aprés les ultrasons (réapparition du 2™ pic sur la gauche)

D160240 Observation d’un seul pic.
La courbe est décalée vers la gauche durant les ultrasons mais s’aplatit au repos aprés
D160241 Observation de 2 pics majeurs

Les ultrasons permet d’abolir le 2¢™® pic
= Présence d’agrégats
D160242 Observation de 2 pics majeurs
Les ultrasons permet d’abolir le 2°™® pic. La courbe s’aplatit au repos aprés les ultrasons
= Présence d’agrégats

Page 129129





