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GLOSSAIRE

GLOSSAIRE

Autorite nationale de reglementation des medicaments : Organisme national qui administre,
conformément a la législation pharmaceutique nationale, tout le spectre des activités de

réglementation des médicaments.

Certificat d’analyses: Liste des méthodes analytiques appliquées a un échantillon en
particulier, avec les résultats obtenus, et les critéres d’acceptation. Il indique si, oui ou non,

I’échantillon répond bien a la spécification [56]

Dosage: Doser (ou titrer) une espece chimique (molécule ou ion) en solution, c¢’est déterminer

sa concentration molaire dans la solution considérée.
Efficacite : Expression de la mesure dans laquelle des activités ont produit les effets prévus.

Fabrication: Toute activité touchant a 1’achat de matiéres et de produits, a la production, au
contréle de la qualité, a la mise en circulation, a I’entreposage et a la distribution de produits

finis ainsi qu’aux contrdles correspondants.

Fiabilite: La fiabilité indique jusqu’a quel point une mesure prise par différentes personnes a

différents moments et dans différentes circonstances produit les mémes résultats.

Impuretés: Les impuretés apparaissent pendant la synthése du principe actif, elles peuvent
comprendre les produits dégradation, de synthese, stéréochimique, des produits de réaction
secondaires, etc. Elles devraient étre identifiées, qualifiées et étudiées sur le plan

toxicologique. [1]

Il existe nombreux type d’impureté -selon la pharmacopée européenne depuis sa 5éme
édition- peuvent étre classés en trois grandes catégories (impureté organique ; inorganique et

solvant résiduel).

Méthode analytigue: On appelle méthode analytique toute méthode qui fait de I’analyse,

dosage ou de recherche d’un ou plusieurs molécules dans un échantillon donné.

Qualité : Ensemble des propriétés et des caractéristiques d’un produit ou d’un service qui lui

conférent 1’aptitude a satisfaire des besoins explicites ou implicites d’un client. [22]
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GLOSSAIRE

Spécialité pharmaceutique : Elle est définie comme tout médicament préparé a I’avance,
présenté sous un conditionnement particulier et caractérisé par une dénomination spéciale,

elle est préparée en milieu industriel dans un laboratoire pharmaceutique. [37]

Substances chimiques de réféerence (SCR): Appelé Référence Standard (RS) dans la
pharmacopée américaine (USP), et Substance chimique de référence (SCR) dans la

pharmacopée Européenne.

La substance chimique de reférence est définie comme un matériau prévu pour étre
utilisé dans des essais chimiques et physiques spécifiques, dans lesquels ces propriétés sont
comparées aux propriétés des échantillons a examiner. Le degré de pureté d’une telle
substance dépend du but de son utilisation. Ils sont classés en étalon primaire et

secondaire [79]
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INTRODUCTION

Contrairement au médicament chimique ou un médicament classique. La
biotechnologie permet une innovation des nouvelles thérapies biologiques destinées au
traitement des maladies lourdes ou chroniques (cancers ; Diabéte ; polyarthrite rhumatoide ;

...etc.)

Aujourd’hui, le médicament biologique occupe une partie importante dans le marché
mondiale des médicaments. Mais a cause de son cout cher ; une nouvelle version a été
développé comme des médicaments similaires aux médicaments biologiques sous le nom de
BIOSIMILAIRE.

L’industrie pharmaceutique algérienne actuellement tente de suivre le rythme du
développement mondial dans le domaine de production et fabrication des médicaments
biologiques et biosimilaires en cherchant a développer des méthodes de contrdle qualité et en

encourageant ses fabrications dans les usines pharmaceutiques agrées.

Un biosimilaire définis comme un médicament similaire et non identique a un

médicament biologique de référence déja commercialiseé.

Dans ce contexte, le présent travail a pour but de décrire la démarche de contrdle
qualité physicochimique de LIRAGLUTIDE 6mg/mL en vue d’obtenir sa décision
d’enregistrement (DE).

Ce document est subdivise en deux parties :

Une synthése bibliographique: relative au médicament biologique et biosimilaire ; la
réglementation spécifique a ce type de produit ; les méthodes utilisées au contréle qualité de
ces biosimilaires ; ainsi une présentation de la molécule LIRAGLUTIDE 6mg/mL avec son
intérét dans le traitement du diabete type I1.

Une partie pratique ; consacrée aux contrdles physicochimiques du produit fini
liraglutide 6mg/mL ainsi les résultats obtenus qui font I’objet d’une confirmation de sa

qualité.
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CHAPITRE I ASPECTS REGLEMENTAIRES PHARMACEUTIQUE

l. Généralités sur le médicament

1. Définition du médicament

Selon I’article 208 , de la loi sanitaire algérienne journal officiel 2018 N46,le médicament
est définit comme toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés
curatives ou préventives a I’égard des maladies humaines ou animales, et tous produits
pouvant étre administrés a ’homme ou a I’animal en vue d’établir un diagnostic médical ou

de restaurer, de corriger et de modifier ses fonctions physiologiques ». [39]

Sont notamment considérés comme des médicaments « les produits diététiques qui
renferment dans leur composition des substances chimiques ou biologiques ne constituant pas
elles-mémes des aliments, mais dont la présence confeére a ces produits, soit des propriétés
spéciales recherchées en thérapeutique diététique, soit des propriétés de repas

d'épreuve ». [14]
2. Composition d’un médicament

Un médicament est un mélange de nombreuses espéces chimiques. 1l contient un ou

plusieurs principes actifs et des excipients.

2.1.  Principe actif [62]

Une substance active est toute substance destinée a étre utilisee pour la fabrication d'un
médicament et qui, lorsqu'elle est utilisée dans la production d'un médicament, devient une
substance active du medicament. De telles substances sont destinées a fournir une activité
pharmacologique ou un autre effet direct pour le diagnostic, la guérison, I'atténuation, le
traitement ou la prévention des maladies, ou a produire un effet sur la structure et la fonction
du corps. [62]

2.2.  Excipients

Un excipient est défini comme « Tout composant, autre que le(s) principe(s) actif(s), qui

est présent dans un médicament ou utilisé pour sa fabrication ».

La fonction d’un excipient est de servir de vecteur (véhicule ou base) au(x) principe(s)

actif(s), ou d’entrer dans la composition du vecteur, contribuant ainsi a certaines propriétés du
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produit telles que la stabilité, 1’aspect et ’acceptabilité pour le patient, la facilité de

fabrication.

La formulation d’un médicament comprend généralement plusieurs excipients. [5]

2.3.  Additifs

D’apres le comité FAO-OMS, un additif est défini comme une substance dotée ou non
d’une valeur nutritionnelle, ajoutée internationalement a un aliment dans un but
technologique, sanitaire, organoleptique ou nutritionnel.

Son emploi doit améliorer les qualités du produit fini sans présenter de danger pour la

santé, aux doses utilisées [75]

3. Médicament princeps

Un médicament princeps (d’origine ou de référence) peut étre défini comme un
médicament original dont la production et la commercialisation ne sont permises qu’au
détenteur du brevet de la substance active contenue dans le médicament, et cependant une
durée de 20 ans en général. Ce médicament doit nécessairement faire I’objet d’essais cliniques
avant ’obtention de I’AMM.

Une copie du produit original peut ensuite étre développée et commercialisée par d’autres

laboratoires sous forme de medicament générique [24]
4. Medicament générique

Un médicament générique est une copie d’un médicament original rendu possible par la

chute du brevet initial dans le domaine public a la fin de la période Iégale de protection [7]

Le médicament générique est défini comme étant « tout médicament qui a la méme
composition qualitative et quantitative en principe(s) actif(s), la méme forme pharmaceutique,
et qui est interchangeable avec la spécialité de reférence du fait de sa bioéquivalence

démontrée par des études appropriées de biodisponibilité. [38]
5. Médicament biologique [83]

Il s’agit d’un médicament dont la substance active est une substance qui est produite par
biotechnologie 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 physico-chimique et



CHAPITRE | ASPECTS REGLEMENTAIRES PHARMACEUTIQUE

biologiques, ainsi que la connaissance de son procédé de fabrication et de son contréle

qualité. [83]

5.1. Complexité des médicaments biologiques

En effet, la substance active biologique n’est pas une simple entité chimique bien
définie mais plutot un ensemble hétérogene de molécules complexes [35]. Cette complexité

moléculaire est appelée micro-hétérogénéité intrinséque.

La plupart des médicaments biologiques sont des protéines complexes, avec une

structure particuliére dans 1’espace permettant de garantir leur efficacité.

- St
g R
5 .
bx -
¢ ) b e

Aspirine® ~0,18 Filgrastim ~ 19 kDa Anticorps monoclonal ~ 150
kDa kDa

Figure 1 : Complexité des médicaments biologiques par rapport un medicament
chimique[34][32]




CHAPITRE I ASPECTS REGLEMENTAIRES PHARMACEUTIQUE

5.2.  Principales classes pharmacologiques des médicaments biologiques [83]

Il existe plusieurs classes thérapeutiques, les principales classes sont les suivantes : [83]
e Hormones: par exemple

Somatropine (Hormone de croissance)

la FSH et la LH recombinante (Hormone de la stérilité féminine)

La TSH (thyréostimuline hormone)

Insuline humaine

Glucagon

AN N N N RN

Les agonistes du récepteur au GLPlincrétinomimitiques (exenatide, liraglutide,
dulaglutide)
e Anticorps monoclonaux : par exemple Trastuzumab, Bevacizumab
e Cytokines biosynthétique et médicaments agissant sur les cytokines : par
exemple CICLOSPORINE et Tacrolimus (immunosuppresseur); Interleukine -2
humaine recombinante ; Interférons recombinants (sclérose en plaque, traitement des

hépatites) ; Erythropoiétine : traitement de I’anémie de I’insuffisante rénale chronique.

5.3. Formes galéniques des médicaments biologiques

Les médicaments biologiques sont des molécules protéiques beaucoup plus grosses et
plus complexes que les médicaments chimiques classiques et a cause de ses degradations par
les enzymes digestives; ¢ca implique qu’elles ne peuvent pas étre présentées sous forme de
comprimés et doivent étre administrées par injection. [96]

6. Médicament biosimilaire

Un médicament biologique similaire (biosimilaire) est un médicament biologique qui fait
référence a un médicament biologique ayant obtenu un AMM, dont I’équivalence avec le
médicament biologique de référence a été prouvée en termes de composition en substance
active, forme pharmaceutique, qualité pharmaceutique, d’innocuité¢ et d’efficacité (essais non-
cliniques et cliniques) ainsi la voie d’administration [83]

Le médicament biosimilaire n’est pas une copie parfaite du médicament biologique de
référence, Les deux médicaments fonctionnent de la méme maniére et ont une structure trés
semblable [53]. (Voir tableau n°1)
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Tableau 1 : différence entre un médicament générique et un biosimilaire [32] [34]

Molécule

Principe actif

Efficacité

Substitution par

le pharmacien en ville
Facilité de
caractérisation
Procédé de

fabrication

Pureté et stabilité du

produit

Immunogénicité

Médicament générique

Taille et structure simples
Poids moléculaire faible
issu de la synthése
chimique

Etude de bioéquivalence
(versus médicament prin-
ceps de référence)

Autorisée

Facilement caractérisé
Simple, prédictible, con-
trolé, réactions chimiques

organiques connues

Haute pureté et stabilité

Faible

Médicament Biosimilaires

Structure complexe, taille
importante Poids moléculaire éleve

issu de la biotechnologie

Etude de similarité biologique et
clinique (versus medicament bio-
logique de référence)

Non autorisée a ce jour

Caractérisation compléte difficile

Complexe, impliquant des systemes

vivants.

Produit hétérogéne avec de nom-
breuses impuretés, vulnérable aux
facteurs environnementaux et im-
propre a la manipulation

Haute
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Il.  Aspects Reglementaires pharmaceutique

Afin d'éviter des problémes de qualité et d'innocuité des médicaments pouvant engendrer
des drames au niveau de la santé publique, les industries pharmaceutiques doivent répondre a

une réglementation particulierement drastique.

Des normes internationales ont été établies dans le but d'harmoniser, de standardiser les

pratiques a travers le monde. [73]

La réglementation pharmaceutique integre plusieurs activités complémentaires, qui se
renforcent mutuellement et qui visent toutes a promouvoir et protéger la santé publique. Leur

portée et leur mise en application différent d’un pays a I’autre. [60]

1. Principales fonctions de la réglementation pharmaceutique [6]

v Homologuer la fabrication, I’importation, I’exportation, la distribution, la promotion et la
publicité des médicaments

v’ Evaluer I’innocuité, I’efficacité et la qualité des médicaments et délivrer les autorisations
de mise sur le marché

v'Inspecter et surveiller les fabricants, importateurs, grossistes et dispensateurs de

médicaments

Controler et suivre la qualité des médicaments présents sur le marché

Contrdler la promotion et la publicité des médicaments

Surveiller les réactions indésirables aux médicaments

S X X

Fournir aux professionnels et au public une information indépendante sur les

médicaments. [6]

10
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2. Autorités réglementaires
2.1. Autorités internationales

2.1.1. Organisation Mondiale de la Santé (OMS)

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) est l'institution spécialisée des Nations Unies
pour la santé. L’OMS, fondée le 7 avril 1948, a pour but d'amener tous les peuples au niveau
de la santé le plus élevé possible. L'OMS est dirigée par les 192 Etats Membres réunis a
I'Assemblée mondiale de la Santé. Cette assemblée est composée des délégués représentant
les Etats Membres[103].

Organisation Mondiale de la Santé — OMS a publié en 2009 un guideline sur les
biosimilaires intitulée « WHO Guidelines on Evaluation of Similar Biotherapeutic Products »

afin de faciliter I’harmonisation mondiale de la réglementation des biosimilaires. [82]
2.1.2. Food and Drug Administration (FDA)

Est I'Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux. Créé en 1906,
sous la présidence de Théodore Roosevelt, ce service du gouvernement américain, est
responsable de la pharmacovigilance, c'est-a-dire des études, du contréle et de la

réglementation des médicaments aprés leur commercialisation.

Cet organisme a, entre autres, le mandat d'autoriser la commercialisation des médicaments sur
le territoire des Etats-Unis. [93]

2.1.3. Conférence internationale de I’harmonisation (ICH)

Est Le Conseil international pour I’harmonisation (anciennement Conférence
internationale d’harmonisation) des exigences techniques pour les produits pharmaceutiques a

usage humain.

Son objectif est d’atteindre une harmonisation, le plus large possible dans le monde pour
assurer la sécurité, la qualité, ’efficacité des médicaments enregistrés et de la maniére la plus

économigue possible. [98]

11
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Elle a été créée en 1990 par les autorités de réglementation pharmaceutique et les
laboratoires pharmaceutiques de 1’Union Européenne, des Etats-Unis et du Japon .Elle

regroupe actuellement 17 pays.
2.1.4. Organisation internationale de normalisation (ISO)

Est une organisation internationale non gouvernementale, indépendante, dont les 164

membres sont les organismes nationaux de normalisation.

Par ses membres, 1’Organisation réunit des experts qui mettent en commun leurs
connaissances pour élaborer des Normes internationales d’application volontaire, fondées sur
le consensus, pertinentes pour le marché, soutenant I’innovation et apportant des solutions aux

enjeux mondiaux.

Notre Secrétariat central est situé a Geneve, Suisse. En savoir plus sur notre structure et notre

gouvernance. [97]

2.2.  Autorites européennes

2.2.1. Agence Européenne des Médicaments (EMA)

Est une agence de I'Union européenne créée en 1995, elle a pour but d’évaluer, de
coordonner et de superviser le développement des nouveaux médicaments a usage humain et
vétérinaire dans I’union européenne. [16]

L’agence européenne des médicaments a pour but d’évaluer, de coordonner et de
superviser le développement des nouveaux médicaments a usage humain et vétérinaire dans
I’union européenne. [16]

L’EMA demande que le module Qualité du dossier d’AMM d’un biosimilaire Soit
complet et comporte en plus un exercice de comparabilité entre le médicament revendiquant
le statut de biosimilaire et la référence. Par contre, les modules Non clinique et Clinique

pourront étre réduits et basés sur I’exercice de comparabilité seulement. [36]

12
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2.2.2. Agence nationale de sécurité du médicament (ANSM)

L’ Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé¢ (ANSM) a été
créée par la loi du 29 décembre 2011 relative au renforcement de la sécurité sanitaire des

médicaments et des produits de santé .

L’ ANSM s’est substituée le ler mai 2012 a 1’ Agence frangaise de sécurité sanitaire du
médicament et des produits de santé (Afssaps) dont elle a repris les missions, droits et
obligations. Elle a été dotée de responsabilités et de missions nouvelles, de pouvoirs et de

moyens renforcés.

Etablissement public placé sous la tutelle du ministére charge de la santé. [87]

2.3.  Autorites algériennes
2.3.1. Ministére de la santé de la Population et de la Réforme
Hospitaliere (MSRHP)

Le ministere de la Santé, de la Population et de la Réforme hospitaliere est
I'administration algérienne chargée de la mise en ceuvre de la politique du gouvernement
dans le domaine de la santé publique. Crée en 1962, situé au niveau d’Alger centre a
EL-MADANIA.

Plusieurs établissements sont sous sa tutelle, a savoir, L’ Agence nationale de sécurité du
médicament ; Agence nationale des produits pharmaceutiques, LNCPP, Institut pasteur
d’Algérie...

2.3.2. Direction de la Pharmacie et du Médicament

Il s'agit des cadres réglementaires régissant l'utilisation, la distribution et la production

des médicaments. Elle définit les fonctions et les pouvoirs en recourant a la voie législative.

La direction de la Pharmacie et du médicament est chargée entre autres aspects, du
controle réglementaire des medicaments de I'évaluation, de I'homologation ou de
I'enregistrement, de la révision, et du renouvellement de l'autorisation sur le marché, du suivi
du contrdle de la qualité et de I'inspection. Elle assure par ailleurs le contr6le des normes

opposables et pratiques en matiére de fabrication, de I'importation, de I'exportation, de la
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distribution, de I’étiquetage, de la fixation des prix des médicaments, de la diffusion de

I'information, de la promotion et de la publicité.

Il lui appartient de definir les conditions d'octroi du certificat d'enregistrement et le
type d'information du produit a fournir ainsi que la surveillance du contenu de I'information.

[101]

2.3.3. Agence Nationale des Produits Pharmaceutiques (ANPP)

L’agence nationale des produits pharmaceutiques est une autorité administrative
indépendante. Elle a été introduite dans la loi 08-13 du 20 juillet 2008 modifiant et complétant
la loi 85-05 relative du 16 février 1985 a la protection et a la promotion de la santé, portant
création de I’ANPP.

Ella a pour principales missions :

- Enregistrement et homologation des produits pharmaceutiques, et des dispositifs
médicaux a usage de la médecine humaine ;
- Délivrance des visas pour I’importation des produits pharmaceutiques, et des dispositifs

médicaux a usage de la médecine humaine ;

- Controler la publicité et de veiller a une information médicale fiable relative aux produits

pharmaceutiques, et des dispositifs médicaux a usage de la médecine humaine. [48]

L’agence assure, notamment une mission de service public en matiére d’enregistrement,
d’homologation et de contrdle des produits pharmaceutiques et des dispositifs médicaux a

usage de la médecine humaine.

Les missions, 1’organisation et le fonctionnement de cette agence sont définis par voie

réglementaire. [40]
3. Bases réglementaires
3.1.  GMP européenne ou Bonnes pratiques de fabrication (BPF)

3.1.1. Les Bonnes pratiques de fabrication

Ils constituent un des ¢léments de I’assurance qualité qui garantit que le produit est

fabriqué et contrdlé de facon cohérente et selon les normes de qualité adaptées a leur emploi.

14
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Elles s’appliquent a la fois a la production et au contréle qualité du produit

pharmaceutique. [89]

Pour les médicaments biologiques, certaines exigences en matiére de BPF ont été adaptées
pour prendre en considération la nature spécifique de ces médicaments (par exemple
utilisation de techniques aseptiques adéquates, réfrigération et autres conditions de stockage,

stabilité, transport, etc. [54]
3.1.2. GMP européenne [10]

Le guide est scindé en trois parties : [10]

- Partie I présente les principes BPF applicables a la fabrication des médicaments cette
partie comporte 9 chapitres dont :
Chapitre 6 régit le contréle qualité, dans ce chapitre, sont décrites les bonnes
pratiques de laboratoire de contréle de la qualité.

- Partie Il s’applique aux substances actives utilisées comme matiéres premieres.

- Partie 111 regroupe des documents relatifs aux BPF qui clarifient certaines attentes

réglementaires.
3.2. cGMP ameéricaine

C’est en 1963 que les premiers reglements cGMP (current Good Manufacturing
Practices), basés sur les directives de contrble ont été publiés par la Food and Drug

Administration.

Le guide des GMP américaines est constitué de 11 chapitres généraux, [77]
3.3. Bonnes pratiques du laboratoire (BPL)

Les Bonnes Pratiques de Laboratoire représentent le référentiel le plus ancien ;
développées aux €tats unis en 1978 par I’agence américaine des produits alimentaire et
pharmaceutique (FDA).L’organisation de coopération et développement économique (OCDE)
a adopte les BPL qui sont devenues obligatoires pour les pays membres pour le contréle des

producteurs de produits chimiques et pharmaceutiques. [8]

Les principes de bonnes pratiques de laboratoire (BPL) constituent un systéeme de

garantie de la qualité du mode d’organisation et de fonctionnement des laboratoires
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(dénommés "installations d’essai") qui réalisent des essais de sécurité non cliniques sur les

produits chimiques [88]

La finalité¢ des BPL est d'assurer la qualité, la reproductibilité et I’intégrité des

données générées a des fins réglementaires [88]
3.4. Pharmacopées

La Pharmacopée est un ouvrage réglementaire destiné aux professionnels de santé qui
définit les criteres de pureté des matieres premiéres ou des préparations entrant dans la
fabrication des médicaments (a usage humain et vétérinaire) voire leur contenant, les

méthodes d'analyses a utiliser pour en assurer leur contrdle.

L’ensemble des critéres permettant d’assurer un contréle de la qualité optimale est
regroupé et publié sous forme de monographies.
Ces textes font autorité pour toute substance ou formule figurant dans la pharmacopée : ils

constituent un référentiel opposable régulierement mis a jour.
3.4.1. Pharmacopée Américaine (USP)

Publiée pour la premicre fois le 21 décembre 1820, par 1’association pharmaceutique
américaine, et maintenant publiée annuellement par la Convention USP, une organisation a

but non lucratif qui détient la marque et les droits d'auteurs sur la pharmacopée elle-méme.

L USP est publiée dans un volume combiné avec le formulaire national sous le nom
USP-NF. Les monographies de substances médicamenteuses et des produits finis sous leurs
différentes formes pharmaceutiques figurent dans I'USP, tandis que les monographies des

excipients sont dans le NF[104].

Dans sa version USP29-NF24 ; elle a publié une directive 1049 intitulé « qualité des
produits biotechnologiques : essai de stabilité des produit biotechnologiques/ biologique Les
produits biotechnologiques / biologiques ont des caractéristiques distinctives a prendre en
considération dans tout programme d'essai bien défini congu pour confirmer leur stabilité

pendant la période de stockage prévue

Et que I'évaluation de la stabilité peut nécessiter des méthodologies analytiques
complexes. Les tests d'activité biologique, le cas échéant, devraient faire partie des études

pivots de stabilité. Des méthodes physicochimiques, biochimiques et immunochimiques
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appropriées pour lI'analyse de I'entité moléculaire et la détection quantitative des produits de
dégradation devraient également faire partie du programme de stabilité chaque fois que la
pureté et les caractéristiques moléculaires du produit permettent I'utilisation de ces

méthodologies.
3.4.2. Pharmacopée Britannique (BP)

La Pharmacopée britannique est éditée par L’agence britannique pour les médicaments et

produits médicaux [55].

C’est un outil de référence essentiel pour toutes les personnes et organisations impliquées
dans le secteur pharmaceutique (recherche, développement, fabrication, contréle de la qualité
et analyse). La pharmacopée britannique indique les standards de qualité concernant les

substances pharmaceutiques et médicaments britanniques sous forme de monographies.

La BP fournit la seule collection complete de normes officielles faisant autorité en matiére
de substances pharmaceutiques et de médicaments au Royaume-Uni et les pays du

Commonwealth.
3.4.3. Pharmacopée Européenne

La Pharmacopée Européenne publiée par la Direction Européenne de la Qualité des
Médicaments et des soins de santé (EDQM) La Pharmacopée Européenne (Ph. EUR.) est un

ouvrage de référence unique en matiére de contréle qualité des médicaments.

Les normes officielles qui y sont publiées fournissent une base scientifique au controle

de la qualité pendant le processus de développement, de production et commercialisation.

Elles concernent les essais a effectuer sur les médicaments, sur les matieres premieres
utilisées dans leur production et sur les produits intermédiaires, ainsi que les méthodes

analytiques utilisées pour leur analyse. [91]

Depuis plus de vingt ans, les monographies de la Ph. Eur. portant sur les proteines
biothérapeutiques ont été élaborées selon une approche multisource donnant lieu a des normes

de qualité solides pour de nombreux produits biothérapeutiques de premiére génération. [91]

17



CHAPITRE I ASPECTS REGLEMENTAIRES PHARMACEUTIQUE

3.5.  Normes du Conseil International d’harmonisation (ICH)

Les normes ICH sont regroupées en lignes directrices qui sont organisées en 4 grands
thémes [71] :

e Qualité : ICH Q- International Conference on Harmonization Quality (12.lignes
directrices)

e Sécurité : ICH S - International Conference on Harmonization Security (11 lignes
directrices de Sljusqu’a S11).

e Efficacité : ICH E- International Conference on Harmonization Efficacity (18 lignes
directrices de E1 jusqu’a E18)

e Multidisciplinaire : ICH M - International Conference on Harmonization Multidisciplinary

(8 lignes directrices de M1 jusqu’a MS).

Le contrdle qualité de ces produits biotechnologiques se référe aux plusieurs lignes
directrices du guideline Qualité (Q) notamment : [28][29][30]

e Q5A(R1)- Evaluation de la sécurité virale des produits biotechnologiques dérivés des
lignées cellulaires d’origine humaine ou animale

e Q5B- Analyse de la construction d’expression dans les cellules utilisées pour la
production de produits protéiques dérivés de I’ADN recombinant

e (Q5C- Etudes de stabilité des produits biotechnologiques/biologiques

e Q5D- Dérivation et caractérisation des substrats cellulaires utilisés pour la production
des produits biotechnologiques/biologiques

e Q5E- Comparabilité des produits biotechnologiques/biologiques sous réserve de
modifications dans leur procédé de fabrication

e Q6B — M¢éthodes analytiques et criteres d’acceptation pour les produits
biotechnologiques/biologiques

e S6(R1) — Evaluation préclinique de la sécurité des produits pharmaceutiques issus des

biotechnologies

3.6. Lignes directrices Organisation internationale de normalisation
ISO
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Contrairement aux lignes directrices de I'lCH, celles de I'ISO ne sont pas spécialement
dédiées a I'industrie pharmaceutique. Toutes les entreprises sont susceptibles d'obtenir une
certification pour une norme ISO [47]

Les lignes directrices des normes 1SO sont des modeles établis par un consensus
international d'experts dans le domaine. Cette expertise internationale, permet d'avoir tous les

acquis de I'expérience et des bonnes pratiques etablies au niveau mondial.

Dans l'industrie pharmaceutique, les certifications ISO que I'on rencontre le plus souvent
sont: [47]

e 15014001 v2015: Systéemes de management environnemental - Exigences et lignes
directrices pour son utilisation.

e |SO 13485 v2016: Dispositifs médicaux - Systemes de management de la qualité -
Exigences a des fins réglementaires.

e [SO 9001 v2015: Systemes de management de la qualité — Exigences

L'1SO 9001, est la plus connues des normes provenant de I'ISO. L'évolution du nombre de
certification 1SO9001, nous montre clairement que I'application de cette norme est

bénéfique pour qui la met en place.

3.7. Lignes directives de I’Agence Européenne des Médicaments
(EMA)

e Guideline « Similar biological medicinal products» :

C’est en octobre 2005 que prend effet la premiére guideline concernant les biosimilaires
en Europe intitulée "Similar biological medicinal products".

L'objectif de cette guideline est d'introduire le concept de médicament biologique
similaire et de définir les principes généraux a appliquer pour I’enregistrement de ces
médicaments. [17]

e Guideline « Similar biological medicinal products containing biotechnology-derived

proteins as active substance : quality issues » :

La guideline a pour objectif d'établir les exigences en termes de qualité pour les
médicaments biologiques similaires concernant I'exercice de comparabilité a un medicament
biologique de reférence [16]

e Ligne directive de qualite CPMP/BWP/3207/00 :
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Cette ligne directrice représente la premiere ligne directrice qui offre les

recommandations générales relatives a la qualité des produits biologiques [50][15]

e Ligne directive de qualité CHMP/49348/05 :

Cette directive est constituée essentiellement de deux parties : une partie qui concerne
la qualité des médicaments biosimilaires. L autre partie détaille la démonstration de la

comparabilité d‘un médicament biosimilaire avec celle d‘un produit de référence [27][94]
3.7.1. Concept de biosimilarité et exercice de comparabilite

Le concept de biosimilarité repose sur le principe de comparaison entre un produit
souhaitant obtenir le statut de biosimilaire et un médicament biologique novateur, pris comme
référence, approuvé par 'EMA. Le médicament biologique de référence doit déja étre
commercialisé depuis plus de 8 ans dans I'Union Européenne et approuvé avec un dossier

d’AMM complet (modules Qualité, Non clinique et Clinique complets).

De plus, la commercialisation d'un biosimilaire ne peut se faire avant les dix ans
d'exclusivité accordés au medicament novateur de référence. La période d'exclusivité peut étre
allongée d'un an si le laboratoire du médicament de référence obtient une nouvelle indication

importante au cours de cette période. [59]

La substance active du biosimilaire doit étre similaire a celle du médicament de référence,
il est également fortement recommandé que la forme pharmaceutique, le dosage et la voie

d'administration soient les mémes pour le produit biosimilaire et la référence.
3.8. Textes réglementaires algériennes

L’ Algérie sera dotée d’une réglementation relative aux médicaments biosimilaires

d’ici la fin de I’année en cours, selon les prévisions du ministere de la Santeé.
Des médicaments biosimilaires sont, cependant, déja commercialisés en Algérie.

Plusieurs molécules biotechnologies sont tombées dans le domaine public. Résultats,

des medicaments biosimilaires font leur apparition. [6]

En Algérie, un certain nombre de biosimilaires, notamment en rhumatologie,

hématologie et oncologie, sont déja commercialisés. Et ¢’est bientot les malades atteints de
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diabete qui pourront bénéficier de cette nouvelle technologie avec I’entrée sur le marché des

bio-similaires antidiabétiques.

L’ Algérie qui est doté d’une réglementation pour le médicament n’est, cependant, pas
encore doté d’une réglementation spécifique pour ce type de médicaments qui sont une copie

conforme des médicaments issus de la biotechnologie. [6]
4. Autorisation de mise sur le marché (AMM) [72]

Document juridique établi par ’autorité de réglementation des médicaments compétents
pour la mise sur le marché ou la libre distribution d’un produit dont I’innocuité, I’efficacité et

la qualite ont été évaluees.

Il spécifie les informations sur lesquelles est fondée. Il contient aussi les informations
approuvées a destination des professionnels de la santé et du public, le type de vente (sur
ordonnance ou libre), le nom et I’adresse du titulaire de 1’autorisation, et la durée de validité

de I’autorisation. [72]
5. Décision d’enregistrement (DE)

La mise sur le marché d’un médicament en Algérie est conditionnée par une décision
d’enregistrement dans la nomenclature nationale conformément aux articles 174,175 et 176 de
la loi N°08-13 du 20 juillet 2008 modifiant et complétant la loi du N°85-05 du 16 février 1985

relative a la protection et la promotion de la santé.

Elle est accordée par le ministre de la santé apres avis de la commission nationale de
nomenclature par le biais du Laboratoire National de Contrdle des Produits Pharmaceutiques
qui est considéré comme le laboratoire de référence en matiere de contréle de qualité des

médicaments candidat pour une autorisation du commercialisation.

L’avis favorable issu, et la décision d’enregistrement délivrés permettent ensuite la libération

de chaque lot produit.
6. Assurance Qualité (AQ)

Est un ensemble des actions préétablies et systématiques nécessaires pour donner la
confiance appropriée en ce qu'un produit ou service satisfera aux exigences donnees relatives

a la qualité™.
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L'esprit de I'assurance qualité s‘appuie sur des régles simples de bons sens qui n'ont pas un
caractére novateur si on les considére séparément, mais qui constituent un "systeme" cohérent

lorsqu'elles sont réunies dans un code ou un programme général[47]
7. Controéle de la qualité (CQ)

Toutes les mesures prises, a savoir la définition des spécifications, I’échantillonnage, les
tests de contrble analytique, pour faire en sorte que les matieres premieres, les produits
intermédiaires, les matériaux de conditionnement et les produits pharmaceutiques finis soient
conformes aux spécifications fixées pour I’identification, le dosage, la pureté et d’autres

caractéristiques. [68]
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ET BIOSIMILAIRES

La substance active biologique contient la substance désirée mais aussi des isoformes
et des variantes de structure proche non éliminés lors de la purification, pouvant étre dotés
¢galement d’une activité biologique équivalente ou proche au produit désiré. Elle contient
également des impuretés de degradation qui sont liées au produit et des impuretés liées au
procédé de fabrication.

La substance active biologique est soumise a des variabilités suivant le mode de
production utilisé qui apporte des différences en termes de profil de pureté et d’ impuretés
d’un médicament biologique (ou biosimilaire). Du fait de la production dans des systemes
vivants et selon la nature de la cellule hote utilisée, la substance active subit des réactions

biochimiques différentes.

Le contrdle de la qualité des produits biologiques est un exercice difficile, qui peut étre

résumé dans les essais suivants :
1. Caractérisation de la substance active

La caractérisation compléte de la protéine recombinante est principalement effectuée lors
du développement d’un nouveau biomédicament mais aussi lors du développement d’un
biosimilaire a une référence choisie pour la soumettre a comparaison aupres des autorités

compétentes. [12]

La caractérisation permet également de confirmer la qualité du produit lors d’un
changement dans le procédé de fabrication et de déterminer les spécifications employées pour
la libération des produits en routine. [81]

Les propriétés physicochimiques, 1’activité biologique, les propriétés
immunochimiques et le profil de pureté/impuretés font partis des caractéristiques a étudier de
maniére approfondie afin de garantir la qualité, la sécurité et I’efficacité du médicament.

1.1.  Caractéristiques physicochimiques

Les principales caractéristiques physicochimiques analysées sont la séquence peptidique,
le poids moléculaire, la conformation spatiale et les éventuelles modifications post-
traductionnelles. D’autres spécificités peuvent étre évaluées comme la charge, le point

isoélectrique ou I’hydrophobicité de la protéine par exemple.
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La séquence peptidique ou structure primaire est obtenue grace a 1’identification des
fragments peptidiques par des méthodes de spectrométrie de masse ou par des méthodes de
fragmentation enzymatique/chimique de la protéine suivie d’une analyse par chromatographie
HPLC. Il peut étre nécessaire de coupler diverses méthodes pour obtenir une analyse détaillée

du fait de la complexité moléculaire de la protéine recombinante. [81]

L’activité biologique décrit la capacité d’un produit a réaliser un effet biologique
déterminé. Elle est quantifiée au travers de la mesure de la puissance sur la base d’un attribut
du produit li¢ a des propriétés biologiques pertinentes et s’exprime par exemple en Unité
Internationale (Ul) [81]

1.2.  Pureté, impuretés et contaminant

Le profil de pureté et d’impuretés d’un médicament biologique est complexe. En effet, il
existe de nombreux variant qui sont dépourvus d’activité biologique et donc considérés
comme des impuretés, associés a des impuretés de dégradation et a des impuretés liées au
procédé de fabrication.

1.3. Impuretés liées au produit

Les impuretés liées au produit peuvent apparaitre lors de la production mais aussi lors de la
conservation de la substance active, il s’agit des impuretés de dégradation.

1.4. Impuretés et contaminants liés au procédé de fabrication

Les impuretés liées au procédé de fabrication peuvent provenir des substrats cellulaires ainsi
que du procédé de culture cellulaire, d’extraction et de purification. Il est possible de
retrouver également des contaminants dans le produit tels que des virus exogeénes et

"adventices" qui ont été introduits de maniere non intentionnelle lors de la fabrication [81]

Il est important d’évaluer ces impuretés, en s’aidant de la combinaison de plusieurs
méthodes analytiques, pour définir des normes d’acceptation lors des contrdles en vue de la

commercialisation du produit.
2. Controle de routine

Le contrdle de routine ne reprend pas toutes les études effectuées lors de la
caractérisation, il s’agit en fait d’une sélection de tests approprié€s qui permettront de
confirmer la qualité de la substance active et du produit fini en vue de la commercialisation.

Les tests retenus dépendront de la substance active et de la forme pharmaceutique utilisée.
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e [’USP fixe des normes d’identification lors des analyses de contrdle qualité des
produits biologiques injectables ; dont la molécule étudiée dans notre mémoire fait
partie :

- ldentification de la substance active: Le temps de rétention du pic de la
substance active dans le chromatogramme de la préparation de test correspond
au temps de rétention des espéces appropriées dans le chromatogramme de la
préparation d’identification, tel qu’obtenu dans la solution test.

- Stérilité

- pH

- Matiere particulaires

- Limite des protéines des haut poids moléculaire

Le Tableau (n°2) ci-dessous résume les principaux contrdles physicochimiques et

microbiologiques a effectuer pour la libération du produit fini.

26



CHAPITRE 11

CONTROLE DE LA QUALITE DES MEDICAMENTS BIOLOGIQUES

ET BIOSIMILAIRES

Tableau 2 : Contréle de routine les plus fréquents des produits biologiques [51][63]

Attributs

Général

Identité

Identification de la
substance active
PH

Limite des HMWP

Pureté/ Impuretés

Contaminants

Puissance

Dosage

Critere
Apparence
Volume

pH

Osmolalité
Particules visibles
Structure

Taille

Charge

temps de rétention
du pic

Temps de rétention
pourcentage
Protéines cellule
hote

ADN résiduel
Variants

autres

Endotoxines
Charge microbienne
Stérilité

Activité biologique

Concentration

Meéthode
Monographie
Pharmacopée

Cartographie peptidique
SDS-PAGE, HP-SEC
IEC, HIC, IEF, CZE
SR-HPLC

Potentiométrie
SE-HPLC

ELISA ;Q-PCR
SDS-PAGE, SEC-UV,
CGE, IEF, HPLC,
HPAC

HPLC

Monographies

Pharmacopée

Liaison au récepteur
HPLC, Absorbance
A280

Produit fini
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Non
Oui
Oui
Oui

Oui
Oui

Non
Non
Non

Oui
Oui
Non
Oui
Oui
Oui
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Liraglutide 6mg/mL
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CHAPITRE I PRESENTATION DE LA MOLECULE LIRAGLUTIDE

l. GENERALITE SUR LE DIABETE.

1. Définition du diabéte

Le diabéte est une maladie chronique définie comme une affection métabolique qui
apparait lorsque le pancréas ne produit plus suffisamment d’insuline ou que I’organisme
n’utilise plus correctement celle qu’il produit. Il en résulte une concentration accrue de
glucose dans le sang. La déficience sécrétoire et les anomalies de I’action de I’insuline sur les

tissus cibles (muscles et tissu adipeux) peuvent étre associées.

L’insuline est une hormone qui régule la concentration de sucre dans le sang, son
action est hypoglycémiante et lors du diabete, une hyperglycémie chronique s’installe laquelle
va conduire avec le temps a une atteinte grave de nombreux systémes organiques et plus
particulierement des nerfs et des vaisseaux sanguins a 1’origine des complications cliniques du
diabéte. [58]

2. Types de diabéte

Le Diabéte de type 1

Est une maladie auto-immune (anciennement connu sous le nom de diabéte
insulinodépendant ou juvénile) caractérisé par une carence totale de la production d’insuline
et exigeant une administration quotidienne de cette derniére. Les causes exactes de son
apparition ne sont pas connues ; dans la plupart des cas les cellules béta du pancréas sont
détruites par le systéme immunitaire. Les symptémes sont fatigue, syndrome polyurie-

polydypsique, amaigrissement.
Le diabéte de type 2

Est caractérisé par 1’association d’une insulinorésistance et d’une insulinopénie
(anciennement dénommeé diabéte non insulinodépendant ou diabéte de la maturité) résulte lui
d’un défaut de I’action physiologique de I’insuline, qui va conduire apres plusieurs années
d’évolution a une insulinopénie progressive et iné¢luctable. Il est en grande partie le résultat
d’une surcharge pondérale et de la sédentarité (80% des patients atteints sont en surpoids ou

obéses) [26]. Cette forme de diabéte touche surtout les individus de plus de 50 ans toutefois.
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Les diabetes dits de type MODY (MATURITY ONSET DIABETES OF THE
YOUNG)

IIs regroupent des diabétes hétérogénes ou la dysfonction de la sécrétion d’insuline

provient d’anomalies génétiques et qui apparaissent avant 1’age de 25 ans.
Le diabéte gestationnel

Il correspondant a une situation d’hyperglycémie rencontrée pendant la grossesse,
mais a des valeurs inférieures a celles conduisant a poser le diagnostic de diabéte. Les femmes

atteintes de diabete gestationnel ont un risque accru de complications pendant la grossesse et a

I’accouchement. Leur risque ainsi que celui de leur enfant, d’avoir un diabéte de type 2 a un

stade ultérieur de leur vie augmente également. Il est souvent diagnostiqué au cours du

dépistage prénatal et non pas en raison de la survenue de symptomes.

Les caractéristiques cliniques des diabetes type 1 et type 2 sont représentés dans le

tableau n°3 suivant :

Tableau 3 : Caractéristiques cliniques des diabétes de type 1 et 2.

Age du diagnostic
Prévalence

Début

Acidocétose

Obésité

Caractere familial % de
parents avec un diabete
Insulinosécrétion
Insulinosensibilité
Insulinothérapie

ADO

Complications
chroniques

Diabéte de type |
Enfance et adolescence
10%

Rapide, aigu

Fréquente

Non

2-4 %

Tres basse

Normale

Indispensable

Inefficace

.Pas avant 5 ans d’évolution
Complications a prédomi-

nance micro-angiopathiques

Diabéte de type 11

Adulte

90%

Variable, souvent Insidieux
Rare

Fréquente

80%

Variable

Diminué

20% des cas

Efficace

Déja présente dans 30 % des
cas au moment du Dg Compli-
cations a prédominance
macro-angiopathique
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3. Diagnostic du diabéte sucreé
L’OMS indique que le critere diagnostic biologique du diabéte peut étre retenu devant : [80]

e Soit la présence de symptomes de diabete (polyurie, polydipsie,
amaigrissement) associée a une glycémie (sur plasma veineux) > 29/l
(11,2mmol/l)

e Soit une glycémie (sur plasma veineux) apres un jeune de 8 heures > 1,26¢/I
(7mmol/l) et ceci apres une Vvérification a 2 reprises.

e Soit une glycémie (sur plasma veineux) 2 heures apres ingestion de 75
grammes de glucose [test d’hyperglycémie provoquée orale (HGPO)] > 2¢g/I
(11,Zmmol/l).

Il faut préciser qu’il n’est actuellement plus recommandé d’utiliser ’HGPO (difficile a
mettre en ceuvre et peu fiable dans les résultats) ; seule la glycémie a jeun est pratiquée

habituellement.
4. Traitements du diabeéte.

A cOté des traitements pharmacologiques, Le traitement du diabéte impose d’avoir un
régime alimentaire sain et de pratiquer une activité physique ainsi que de réduire la glycémie
et les autres facteurs de risque de lésion des vaisseaux sanguins. [25]

4.1.Traitement du diabete de type |

Le traitement du diabéte de type 1 repose sur des injections sous-cutanées d’insuline
plusieurs fois par jour, pour compenser son défaut de production par I’organisme. On utilise
aujourd’hui des analogues d’insuline humaine, produits par des bactéries génétiqguement

modifiées (voir annexe n°1).

Le traitement initial par insuline nécessite de fréquents réajustements des doses en

tenant compte des variations de 1’alimentation et de 1’activité physique. [25]
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4.2. Traitement du diabete de type Il
4.2.1. Les Insulino-sensibilisateurs
4.2.1.1.Les Biguanides.

Le seul représentant de cette classe est la metformine ; son mode d’action n’est pas

encore totalement élucidé.

La metformine est I’une des plus anciennes molécules parmi les antidiabétiques oraux
(ADO). Son effet sur la glycémie résulte de la diminution de la production hépatique de
glucose et de I'augmentation du transport de glucose dans les cellules musculaires. Elle
améliore aussi le profil lipidique et la stéatose hépatique. [85]

4.2.2. Les Insulino-sécréetaguogues.

4.2.2.1. Les Sulfonylurées.

Il s’agit des sulfamides hypoglycémiants qui sont les plus anciens ADO utilisés dans
le traitement du DT2 (depuis les années cinquante). Il existe dans cette famille de
médicaments plusieurs molécules qui se différencient par leur demi-vie biologique et leur
durée d’action (de par la présence de métabolites actifs ou non);Les plus utilisés sont le

glibenclamide, le gliclazide et le glimépiride.

Leur efficacité est rapide mais 1’effet pharmacologique s’épuise au fil du temps. [66]
4.2.2.2. Les Glinides.

Il s’agit d’une classe thérapeutique dont la structure chimique est proche de celle des
sulfamides et leur mode d’action au niveau de la stimulation de la sécrétion d’insuline par le
pancréas est similaire aux sulfamides, ils se distinguent des sulfamides par leur action rapide

et de courte durée.

Ces caractéristiques les rendent intéressants pour le contrdle de la glycémie
postprandiale, diminuant en méme temps le risque d'’hypoglycémie. Leur efficacité sur la

glycémie est comparable a celle des sulfamides.

Les deux représentants de cette classe de médicaments sont le Répaglinide et le
Natéglinide. [66]

32



CHAPITRE I PRESENTATION DE LA MOLECULE LIRAGLUTIDE

4.2.3. Les incretino-mimetiques et les incretino-modulateurs

Les nouvelles approches disponibles se basent sur le concept incrétine et utilisent
comme cible le glucagon-like peptide -1 (GLP-1). Cette hormone intestinale potentialise la
sécrétion insulinique en réponse au repas, mais exerce aussi diverses actions intéressantes

pour la prise en charge du patient diabétique de type 2 [67]

L’effet incrétine » est diminué au cours du diabéte de type 2, alors que, chez le sujet
non diabétique, environ 60 % de la sécrétion d’insuline, aprés un repas, est liée a 1’effet «

incrétines ».

L’administration de GLP-1 chez un sujet DT2, induit une augmentation de la réponse
insulinosécrétoire similaire a celle observée chez des sujets témoins [23]. Ainsi, deux

approches thérapeutiques ont été développées :

> Les analogues du GLP-1 (GLP-1 receptor agonist), ils ont été modifiés par rapport au
GLP1 humain pour résister a la dégradation par 1’enzyme DPP-4 Ils sont actifs plus
longtemps et miment I’action physiologique du GLP1 endogéne ; c’est la classe
thérapeutique a laquelle appartient notre molécules a étudier dans ce travail.

» Les inhibiteurs de la DPP-4 (DDP4 inhibitor) qui préviennent la dégradation du GLP-
17-36 et prolongent ainsi la durée de vie du GLP-1 actif.

4.2.3.1. Les Analogues du GLP1
4.2.3.1.1. L’exantide

L’exénatide est un peptide synthétique analogue de I’exendine-4. L’exendine-4
présente 50% d’homologie de séquence avec le GLP-1 humain, mais présente le bénéfice

d’étre résistant a ’action de I’enzyme DPP-IV.

Les avantages par rapport a I’insuline consistent en une absence de prise de poids (au
contraire, un amaigrissement est généralement observé) et en la non-nécessité de recourir a
une titration posologique basée sur une auto-surveillance glycémique réguliére. Le risque

hypoglycémique avec 1’exématide est également tres faible.

Les inconvénients consistent parfois en une intolérance locale au site d’injection sous-

cutané abdominal (rougeur, prurit) et en nausées, surtout en début de traitement. [3]
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4.2.3.1.2. Le Liraglutide

Le liraglutide est un peptide analogue au glucagon-1 humain (GLP-1) produit par la
technique de I’ADN recombinant sur Saccharomyces cerevisiae. Il présente 97 %

d’homologie avec le GLP-1 humain et active le récepteur du GLP-1.

Le liraglutide différe de I’exénatide par sa plus forte homologie avec le GLP-1 humain
(97% versus 53% pour I’exénatide), ce qui entraine une moindre production d’anticorps (de
I’ordre de 10% versus 50%). Il se distingue également par sa demi-vie plus longue (13 heures
versus 2,4 heures), ce qui permet une seule injection sous-cutanée quotidienne au lieu de 2

avec ’exénatide.

Le liraglutide doit étre administré une fois par jour, quel que soit le moment de la
journée, indépendamment des repas. 1l peut étre injecté par voie sous-cutanée dans

I’abdomen, la cuisse ou le haut du bras. [4]
Cette molécule fait I’objet de notre étude.
4.2.3.2.Les Inhibiteurs de la DPP4 ou Gliptines

La dipeptidyl peptidase IV est une glycoprotéine ubiquitaire composée de 776 acides
aminés qui se retrouve a la fois sous forme circulante dans le plasma (catalytiquement active)
et en position transmembranaire. Elle est exprimée dans de nombreux tissus : les reins, le foie
le tube digestif (la bordure en brosse des enterocytes de 1’intestin), les lymphocytes et dans

I’endothélium vasculaire (notamment des capillaires adjacents aux cellules L de I’intestin).

Les inhibiteurs de la DPP-IV ont pour principe de prolonger 1’action physiologique du
GLP1 endogéne en empéchant dégradation de celui-ci. Ils offrent I’avantage de pouvoir étre
utilisés par voie orale. Les molécules commercialisées sont la sitagliptine et la vildagliptine.
Beaucoup d’autres sont en cours de développement, ce qui témoigne de I’engouement de

I’industrie pharmaceutique pour cette nouvelle approche thérapeutique.

Les inhibiteurs de la DPP-IV ne s’accompagnent cependant pas d’une perte pondérale
notable, contrairement a ce qui est observé avec I’exénatide ou avec le liraglutide. 1ls ont
I’avantage d’une utilisation trés simple, avec une prise orale unique par jour, ainsi que d’une

excellente tolérance subjective et objective. [20]
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4.2.4. L’insulinothérapie

La mise en route de I’insulinothérapie dans le diabéte de type 2 est initier apres 1’échec des
ADO (voir annexe n°2). Les insulines utilisées sont les mémes que celles pour le diabete type

1 (voir annexe n°1).
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II.  PRESENTATION DU LIRAGLITUDE

Le médicament étudié est un produit biologique a base de LIRAGLUTIDE. Leur
précurseur peptidique ; il a été produit au moyen d’un procédé comprenant 1’expression de

I’ADN recombiné dans Saccharomyces cerevisiae. [57]

LIRAGLUTIDE est un médicament utilisé avec un régime alimentaire et de I'exercice
pour aider & gérer le poids des adultes. Il est semblable a une hormone naturelle appelée
glucagon-like peptide-1 (GLP-1). [92]

Ce médicament est un antidiabétique appartient a la classe de la classe des incrétino-

mimétiques, administré par voie sous-cutanée. [92]
1. Aspect et présentation du LIRAGLITUDE

Le médicament se présente comme une solution injectable incolore ou presque incolore et

limpide dans un stylo prérempli. Chaque stylo contient 3 ml de solution. Voir figure n°2 et 3

Figure 2 : la forme extérieure de stylo pré-rempli de la solution injectable a base de
LIRAGLUTIDE 6 mg/mL
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Figure 3: Représentation de forme extérieure d’un Stylo prérempli

1.1. Composition

1.1.1. Substance active

Il s’agit de Liraglutide dont 1 ml contient 6 mg de liraglutide (6mg/mL)

Un stylo prérempli contient 18 mg de liraglutide (3mL) [92]

1.1.1.1. Formule brute de molécule active

C172H265N43051

1.1.1.2. Formule développee

H-His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser

(8] N®

Phe-Glu-Lys-~Ala-Ala-GIn-Gly-Glu—~Leu-Tyr-Ser

lle—Ala—Trp—Leu—Val-Arg—Gly—Arg—Gly—OH

Figure 4 : Forme développée de liraglutide
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1.1.1.3. Liste des excipients
Excipients : [57]

e Phosphate disodique dihydraté

e Propylene glycol

e Phénol

e Acide chlorhydrique (pour ajustement du pH)
e Hydroxyde de sodium (pour ajustement du pH)

e Eau pour préparations injectables

1.1.1.4. L’intérét d’utilisation de phénol comme excipient dans la

solution
Selon I’USP dans sa version 25 Le phénol est largement utilise comme : Agent

désinfectants ; antiseptique; antioxydants et antimicrobien .1l rentre aussi comme excipient
dans la formulation de plusieurs spécialités pharmaceutiques surtout dans les préparations
injectables dont le principe actif est une molécule de nature peptidique.

Il est utilisé avec le Liraglutide pour ses deux propriétés :

e Pouvoir antimicrobien
C’est un agent de conservation, présentant une activité antimicrobienne contre un large
spectre de microorganismes tels que les bactéries Gram négatif et Gram positif, les
mycobactéries et certains champignons.
e Pouvoir stabilisant
Il sert a contrebalancer les réactions de désamination et la formation de protéines de
haut poids moléculaire (HMWP) induites par ’utilisation du glycérol comme un agent
isotonique.
Bien qu’efficace, le phénol peut étre nocif a certaines concentrations .1l y a donc un

compromis a trouver pour atteindre le bon équilibre en termes de quantité a introduire.

1.2. Proprietés physicochimique de LIRAGLUTIDE

- Solution isotonique;

- pH=8,15.

- Masse relative 3 751,202 + 0,1801 g/mol C 55,07 %, H 7,12 %, N 16,06 %, O 21,75 %,
- Polaire [92]
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1.3. Données pharmacologiques

1.3.1. Mécanisme d’action (pharmacodynamie)

Le liraglutide est un analogue du glucagon-like peptide-1 (GLP-1) humain acylé, dont
la séquence d’acides aminés présente 97 % d’homologie avec le GLP-1 humain endogéne. Le

liraglutide se lie au récepteur du GLP-1 (GLP-1R) et I’active.

Le GLP-1 agit par I’intermédiaire d’un récepteur exprimé au niveau des cellules a
insuline (B) et de certains tissus périphériques comme le systéme nerveux central et
périphérique, le ceeur, les reins, les poumons et le tractus digestif.}® L activation des
récepteurs par le GLP-1 stimule la sécrétion d’insuline mais aussi active la transcription du
gene de I’insuline, augmente la biosynthése d’insuline, stimule la prolifération et la survie des
cellules et diminue la mort cellulaire. Enfin, le GLP-1 inhibe la sécrétion de glucagon, ralentit

la vidange gastrique et augmente le sentiment de satiété chez les diabétique type 2.

Le liraglutide est un agent de l'incrétine classe de médicaments mimétiques qui est une
combinaison analogique acylé GLP-1. Lors des études effectuées chez 1’animal,
I’administration périphérique de liraglutide a entrainé une assimilation dans des régions
cérébrales spécifiques impliquées dans la régulation de ’appétit. Le liraglutide, par
I’activation spécifique du GLP-1R, a ainsi augmenté la satiété et diminué les principaux

signaux de la faim, ce qui a entrainé une perte de poids.[102]

1.3.2. Effets pharmacodynamiques

Le liraglutide a une durée d'action de 24 heures. 1l améliore le contréle glycémique des

patients diabétiques de type 2 en diminuant la glycémie a jeun et la glycémie postprandiale.

Le liraglutide stimule la sécrétion d’insuline et réduit la sécrétion de glucagon de fagon
glucose-dépendante, ce qui abaisse la glycémie a jeun et la glycémie postprandiale. L’effet
hypoglycémiant est plus prononcé chez les patients présentant un prédiabéte et un diabéte
comparativement aux patients ayant une glycémie normale. Des essais cliniques suggerent
que le liraglutide améliore et prolonge la fonction béta-cellulaire, selon le modele HOMA-B

et le rapport pro-insuline/insuline. [102]
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1.4.

type 2 i

1.5.

1.6.

Indications thérapeutiques

LIRAGLUTIDE est indiqué est indiqué chez les adultes pour le traitement du diabete

nsuffisamment controlé:

en monothérapie, quand I'utilisation de la metformine est considérée comme

inappropriée en raison d'une intolérance ou d'une contre-indication
en association avec d'autres médicaments destinés au traitement du diabéte.

en complément d’un régime hypocalorique et d’une augmentation de I’activité
physique dans le contréle du poids chez des patients adultes ayant un Indice de Masse
Corporelle (IMC) initial ( > 30 kg/m? (obésité), Ou : > 27 kg/m? et < 30 kg/m?
(surpoids) en présence d’au moins un facteur de comorbidité 1ié au poids tel qu'une
dysglycémie (prédiabéte ou diabéte de type 2), une hypertension artérielle, une

dyslipidémie ou un syndrome d’apnée obstructive du sommeil. [57]
Contre-indications

- Hypersensibilité liraglutide

- Diabete de type 1

- Acidocétose diabétique

- Grossesse

- Allaitement

- Enfant en dessous de 18 ans

- Insuffisance cardiaque de classe NYHA 1V
- Maladie inflammatoire de I'intestin

- Gastroparésie diabétique

- Insuffisance rénale au stade terminal

- Insuffisance hepatique severe[57]
Effets indésirables [57]

- Etourdissements;
- Maux de téte;

- une rougeur, une démangeaison ou une enflure au lieu d'injection;
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- Troubles cardiaques : tachycardie

- Troubles gastro-intestinaux : pancréatite ; Constipation ; diarrhée ; brlures
d'estomac ; la nausée, des vomissements.

- Troubles hépatobiliaires : cholécystite

- Troubles du systeme immunitaire : réaction anaphylactique

- Troubles du métabolisme et de la nutrition : déshydratation

- Troubles rénaux et urinaires : insuffisance rénale aigué, insuffisance rénale

- Troubles de la peau et des tissus sous-cutanés : urticaire[57]
1.7. Interactions

Interactions médicament-médicament

Liraglutide est tres peu susceptible de causer des interactions pharmacocinétiques
médicament-médicament liées au cytochrome P450 ou a la fixation aux protéines

plasmatiques.

Interactions médicament-aliment Il n’existe aucune interaction connue avec un aliment.

Interactions médicament-herbe médicinale Aucune interaction avec des produits a base

d’herbes médicinales n'a été établie.

Interactions médicament-examen de laboratoire Il n’existe aucune interaction connue

avec un examen de laboratoire.

Interactions médicament-mode de vie Il n’existe aucune interaction connue avec le
mode de vie. [57]
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La chromatographie est une méthode d'analyse physico-chimique qui sépare les
constituants d'un mélange (les solutés) par entrainement au moyen d‘'une phase mobile liquide
le long d'une phase stationnaire (solide ou liquide fixe), grace a la répartition sélective des
solutés entre ces deux phases. Chaque soluté est donc soumis a une force de rétention
(exercée par la phase stationnaire) et une force de mobilité (due a la phase mobile) [86]

Les moléecules passant continuellement d'une phase a l'autre; ce qui crée un état d'équilibre
entre la phase mobile et la phase stationnaire pour un constituant en particulier. Cet équilibre

est représenté par le coefficient de partage K [9][11]

_ Cs
~ Cm

e Cs = concentration dans la phase stationnaire

e Cm = concentration dans la phase mobile mobile [11]
1. Chromatographie liquide

Les méthodes chromatographiques liquides sont classées d'aprés la nature des phases
utilisées ou celle des phénomenes mis en ceuvre dans la séparation ou la technologie mise en

ceuvre, comme le montre la figure n°5 ci-dessous [11][41][52].

chromatographie en
phase liquide

de surface
. échange éxclusion
ladsorptlon} i partage } \[ e ] \[ stérique } l CCM ] { CP

Figure 5: Classification des méthodes de chromatographies liquides
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1.1. Chromatographie liquide a haute performance

1.1.1. Principe

Les composés a séparer sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est introduit
dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles interagissent plus
ou moins avec la phase stationnaire de fine granulométrie dans un tube appelé colonne
chromatographique. La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression (une
pression élevée de I'ordre de 100 bars), parcourt le systeme chromatographique. Le mélange a
analyser est injecté puis transporté au travers du systeme chromatographique. Les solutés se
répartissent alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la phase stationnaire. 1l en
résulte le déplacement des composés a différentes vitesses et ¢’est le détecteur placé a la sortie

de la colonne, couplé a un enregistreur qui permet d'obtenir un tracé appelé chromatogramme

En effet, il dirige sur un enregistreur un signal constant appelé ligne de base en présence
de la phase mobile seule, par la suite; au passage de chaque soluté séparé il conduit dans le
temps a I'enregistrement d'un pic [13]

1.1.2. Intérét de la HPLC dans le contrdle qualité en industrie pharmaceutique [43]

Dans l'industrie pharmaceutique moderne, la HPLC est I'outil majeur et partie intégrante
d'analyse appliquée aux différentes phases du cycle de vie d’un médicament chimique ou
biologique (découverte, développement et mise sur le marché). La HPLC occupe une place
indétrénable dans le contrble qualité des produits pharmaceutiques grace aux nombreux

intéréts qu’elle offre : [43]

e Evaluation de I"uniformité de la dose et de la stabilité de la préparation lors du

stockage ;

e Examiner la pureté et la qualité des préparations pharmaceutiques en particulier dans
le cas ou la chromatographie en phase gazeuse (CPG) est inappropriée en raison de sa
stabilité thermique insuffisante ou de la faible volatilité des composants ;

e Estimation précise de la composition qualitative et quantitative des produits
pharmaceutiques multi composant (principes actifs, impuretés, excipient, agents

stabilisants, agents conservateurs) ;

e Dosage et I’identification des liquides biologiques et des tissus ainsi que dans 1’étude

de leurs voies métaboliques et leur pharmacocinétique ;
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La grande sélectivité de la méthode permet le dosage des impuretés, des isomeres et les
produits de dégradation des produits pharmaceutiques.
1.1.3. Appareillage [42]

Un appareil d’HPLC comprend différents modules : un réservoir a solvant contenant la
phase mobile, un systéme de pompage permettant d’effectuer des élutions graduées, un
injecteur, une colonne, un détecteur et un systéme d’acquisition de données(ou d’un
intégrateur ou enregistreur), la figure n° 6ci-dessous comporte les différentes composantes
d’une chaine HPLC [42]

PHASE PRk B TR Dégazage par entrainement
B solvant ; réservoir(s |- égazage par entrainemen
MOBILE I —— oot l a 'iélium ou par ukra-sons
_¢ fikre 0,451 m
différence de . hrath dient
pre ssion Sy steme de DOnage isochratique ou gradien
hy drostatique I y ponpas I basse ou haute pression
faible ‘
— dérivatisation pré-colonne
:: dispositif automatique
* passeur automatique

yre-colonne

phase
therm nn.‘gululinn—| colonne stationnaire

‘-‘* dérivatisation post-

collecteur colonne
de détecteur(s)
fractions *
enregistreur traitement des

g - .
intégrateur données

Figure 6 : Schéma d’un systéeme HPLC.

1.1.4.1.Systeme de pompage

Les systemes de pompage pour HPLC doivent fournir la phase mobile a un débit constant.
Il convient de limiter autant que possible les fluctuations de pression, en faisant passer le
solvant sous pression a travers un dispositif amortissant les pulsations. Les tubes et raccords
doivent pouvoir résister aux pressions développées par la pompe. Les pompes pour HPLC
peuvent étre équipées d’un dispositif de purge qui permet de chasser les bulles d’air

emprisonnées.
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Les systemes pilotés par microprocesseur sont capables de délivrer avec précision une
phase mobile de composition constante (¢lution isocratique) ou variable (gradient d’¢lution),
selon un programme défini. Pour les chromatographies a gradient d’¢élution; il existe des

systemes de pompage qui délivrent le(s) solvant(s) a partir de plusieurs réservoirs [43]

J
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Figure 7 : Schémas de quelques pompes utilisées en HPLC

1.1.4.2.Phase mobile

Les composants de la phase mobile sont généralement filtrés pour éliminer les particules
de la taille supérieure a 0,45 um. Les phases mobiles a plusieurs composants sont préparées
par mesure de volumes requis pour chague composant, puis par mélange des différents

composants. [76]

Les solvants sont normalement dégazés avant le pompage, par passage d’un courant
d’hélium, sonification ou traitement en ligne par des modules membranes/vide, pour éviter la

formation de bulles de gaz dans la cellule de détection. [76]

Les solvants utilisé€s pour préparer la phase mobile sont normalement exempts d’agents
stabilisants, et transparents a la longueur d’onde de détection, non corrosive et de faible
viscosité, et de qualité HPLC. [19]
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Si des solutions tampons sont utilisées, il convient de rincer soigneusement le systéeme
avec un mélange d’eau et du modifiant organique de la phase mobile une fois la

chromatographie terminée, afin d’éviter la cristallisation des sels. [49][76]

On distingue deux types d’¢lution :

« Elution en mode isocratique

Dans ce type d’élution, la composition de la phase mobile reste constante tout au long
de I’analyse chromatographique. Ce type d’¢lution est applicable a des analytes dont les
valeurs de k (coefficient de partage) ne sont pas trop différentes [33]

» Elution en mode gradient

Le mode gradient permet 1’¢lution de composés dont les k sont trés différents ou au
contraire de composes dont les k sont tres voisins. Si tous ces composés sont présents dans
I’échantillon a analyser, il est clair qu’il faudra faire varier dans le temps le pourcentage en
solvant de fagon différente tout au long de I’analyse, d’ou la nécessité d’utiliser un systeme

d’¢lution a gradient

Les appareils modernes proposent des systémes gérés par microordinateurs qui permettent
de réaliser des gradients par mélange de deux solvants, ou mélange ternaire voire
quaternaire. [33]

1.1.4.3.Injecteurs

La solution a examiner est introduite dans la phase mobile circulante en téte de colonne,
ou a proximite de celle-ci, a I’aide d’un systéme d’injection congu pour fonctionner a pression
élevée. L’injection doit se faire de maniere tres rapide afin de perturber le moins longtemps
possible le régime de circulation du solvant. On doit injecter rapidement un volume précis

sans arréter I’écoulement du solvant a un endroit ou régne une pression élevée.

Actuellement, les injecteurs peuvent étre a boucle d’échantillonnage fixe ou a volume

variable, a fonctionnement pilotés par un échantillonneur automatique [65]
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Figure 8: Injection avec une boucle : Remplissage de la boucle; et injection dans la colonne.

1.1.4.4.Colonne et phase stationnaire

La colonne se présente comme un tube, le plus souvent en acier inoxydable, dont la
longueur et le diamétre intérieur présentent des différences selon les modeles .En HPLC, La
plupart des colonnes ont une longueur de 10 a 30 cm et un diametre intérieur de 4 a 10 mm,
avec des tailles particulaires de 5 a 10 um. Ce type de colonne offre souvent de 40 000 a 60

000 plateaux théoriques. [84]

De nombreux types de phases stationnaires sont utilisés en HPLC, notamment : [76]

> De lasilice, de I’alumine ou du graphite poreux, utilisé en chromatographie en
polarité de phase normale, ou la séparation repose sur une adsorption différentielle
et/ou une distribution de masse ;

> Des résines ou polymeres a groupement acides ou basiques utilisés en
chromatographie a échange d’ions, ou la séparation repose sur la compétition entre
les ions a séparer et ceux de la phase mobile ;

» De lasilice ou des polyméres poreux utilisés en chromatographie d’exclusion ou la
séparation repose sur les différences de volumes entre molécules, ce qui

correspond a une exclusion stérique ;

> Divers supports chimiquement modifiés préparés a partir de polymeres de silice

utilisés en HPLC en polarité de phase inversée, ou la séparation repose
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principalement sur le partage des molécules entre la phase mobile et la phase

stationnaire : [76]

> Des phases stationnaires chimiquement modifiées spéciales, tels que des dérivés de
la cellulose ou de I’amylose, des protéines ou des peptides, des cyclo dextrines...,
pour la séparation des énantiomeres (chromatographie chirale) [76]
1.1.4.5.Détecteurs

Il existe actuellement plusieurs détecteurs, et qui sont classés selon :

e mise en évidence d'une propriété du soluté directement ou apres réaction pré ou
post-colonne avec un composeé révélateur (spectrophotomeétre UV/visible,

fluorimétres),
e mise en évidence d'une modification de I'éluant (conductimetre, réfractometre)

Les détecteurs spectrométriques dans UV/visible sont les plus utilisés en HPLC car ils
sont peu sensibles aux fluctuations de débit et de température et un grand nombre de solvants
ont une bonne transparence dans I’'UV. [31]

1.1.4.5.1. Détecteur par spectroscopie UV-Visible

Il mesure I'absorbance absolue d'un solvant + soluté ou la différence d'absorbance
entre le solvant et le solvant + soluté (en présence d'une cellule de référence) a longueur
d'ondes fixe (détection monochromatique) ou a longueur d'ondes variable entre 190 et 800 hm

ou & longueurs d'ondes multiples comme les réseaux de diodes (détection polychromatique).

L’inconvénient principal est que pour pouvoir étre détectée la substance doit posséder des
groupements chromophores (doubles liaisons par exemple). [90]
1.1.4.6.Intégrateur- enregistreur [90]

Il s’agit en fait d’un petit ordinateur qui récupere toutes les donnees issues des détecteurs,
trace les chromatogrammes et intégre la surface des pics. Il imprime un rapport d’analyse

donnant les temps de rétentions et les surfaces de chaque pic.

On peut le programmer pour qu’il fasse seul les divers calculs conduisant aux concentrations

a partir de chromatogrammes étalon et des chromatogrammes des mélanges analysés [90]
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1.1.4.7. Chromatogramme

Le résultat observable d’une analyse HPLC se présente sous la forme d’un
chromatogramme, il se présente comme une séquence de pics gaussiens au-dessus d’une ligne

de base.

Sur le chromatogramme, chaque pic correspond a un produit détecté. Un pic idéal a une
forme de Gaussien. Le chromatogramme fournit une information qualitative : le temps de
rétention (ce temps est identique pour un produit dans des conditions identiques) et une
information quantitative : la surface et la hauteur des pics qui sont proportionnelles a la

quantité de produit [43]

La chromatographie liquide de partage (HPLC) et la chromatographie liquide d’exclusion
stérique (SE-HPLC) sont deux techniques analytiques utilisées afin d’analyser le produit fini a

étudier.
1.2. Chromatographie HPLC de partage [52][69]

La séparation dépend des différences de solubilité des solutés dans la phase mobile et des
différentes interactions des solutés avec la phase stationnaire. L'affinité de chaque constituant
pour la phase stationnaire dépend de sa solubilité dans cette phase et de sa polarité. C’est la
technique de chromatographie liquide la plus utilisée, elle fonctionne donc par partage de

solutés entre deux phases non miscibles.

Ce mécanisme est surtout utile pour la séparation de molécules tres polaires de masses

molaires inférieures a 3000g/mol.

Il existe deux types de chromatographie de partage selon la polarité des phases

stationnaires et mobile.
1.2.1. Chromatographie de partage sur phase normale (NPLC)

La phase normale est constituée du gel de silice. Ce matériau est tres polaire. Il faut donc
utiliser un éluant de faible polarité [69]. Ainsi lors de I'injection d'une solution, les produits
polaires sont retenus dans la colonne, contrairement aux produits apolaire qui sortent en
téte. [19][21]

L'inconvénient d'une telle phase, est la détérioration rapide au cours du temps du gel de

silice, ce qui entraine un manque de reproductibilité des séparations [21].
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Figure 9 : Structure d’une particule de gel de silice

1.2.2. Chromatographie de partage sur phase inverse (RPLC)

La phase inverse est majoritairement composée de silice greffée majoritairement par des
chaines linéaires de 8 ou 18 atomes de carbones (C8 et C18) [18]. Cette phase est apolaire et
nécessite donc un éluant polaire (tel que Acétonitrile (ACN), Méthanol, H20). Dans ce cas,

ce sont les composés polaires qui seront élués en premier. [2][21][69]

Le tableau n°4 ci-dessous présente quelques exemples de la composition des phases
mobiles et stationnaires dans la chromatographie de partage en phase inverse et en phase

normale :
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Tableau 4 : Composition des phases mobiles et stationnaires dans la chromatographie de
partage en phase inverse et en phase normale.

Phases Phase inversée Phase normale
Phase stationnaire Non polaire : Polaire :
-Silice greffée par une -C3HsN(CHs3)2
chaine alkyle ou phényle -C3HsNH3
- Diol
Phase mobile Polaire : Non polaire :
-Eau - n-hexane
-Méthanol -Chloroforme
-Acétonitrile -Ether

-Tétrahydrofurane

1.2.3. Chromatographie d‘exclusion stérique (SE-HPLC)

Ce type de chromatographie est utilisé pour la séparation des macromolécules telles que
les protéines.
1.2.3.1.Principe

Les particules de la phase stationnaire présentent des pores de différentes tailles ou
pourront se loger les molécules de 1I’échantillon. Il n'y a pas d'interactions entre la phase

stationnaire et les composés a éluer.

Les molécules sont plus ou moins retenues suivant leur taille et leur possibilité de pénétrer

dans les pores de la résine. [65]

Les molécules (dont le diametre est supérieur a celui des pores) sont exclues et sont donc

éluées les premiéres. Les petites et moyennes molécules sont éluées plus tardivement, car
induites dans le gel, leur migration est freinée [78]. Les solutés sont donc élués dans l'ordre

des masses molaires décroissantes.
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molécules des solutés
——

Figure 10: Schéma descriptif du mécanisme de la chromatographie d’exclusion stérique

1.2.3.2.Types de SE-HPLC

» Chromatographie de filtration sur gel : phase mobile aqueuse et phase stationnaire
hydrophile (gels mous).

» Chromatographie de perméation sur gel : phase mobile organique et phase stationnaire
hydrophobe (gel semi-rigide).

1.2.3.3.Les supports de la phase stationnaire

La colonne chromatographique doit étre choisie en fonction de la taille des pores et des

molécules a analyser.

Différents types de gel existent actuellement. On distingue les gels mous, semi-rigides et
rigides. Seul ce dernier peut étre utilisé avec des vitesses de phase mobile élevées.[33]

Gels mous

Ce sont des polymeres a faible taux de pontage pour lesquels le gonflement est important.
Il s'agit le plus souvent de dextrane rendu insoluble dans I'eau par réaction a
I'épichlorhydrine. [33]
Gels semi-rigides
e Gels de polystyrene. Ce type de gel possede des propriétés remarquables et ne
gonfle pratiqguement pas. Il est utilisable en haute pression.
e Gel d'acetate de polyvinyle.

e Gels mixtes (dextrane-acrylamide) a taux de réticulation élevé. [33]
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Gels rigides

IIs sont constitués par des silices poreuses ou des verres poreux. Les colonnes HPLC du
type TSK correspondent a des phases stationnaires de ce type (poreuses, mais résistantes aux
déformations mécaniques et donc utilisables sous des débits et pression élevés). [33]

1.2.3.4.Applications [33]

Ce type de chromatographie (associ¢ ou non a des phénoménes d’échanges d’ions) est
qualifié de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography). Principales applications de ce type
de chromatographie : [33]

a) La séparation de groupes de molécules de masses molaires trés différentes :

- dessalage : les protéines et les polypeptides peuvent étre dessalés ou séparés de
substances de faibles masses molaires avant concentration.

- extraction du phénol dans la préparation d'acides nucléiques.

- interruption de réactions entre macromolécules et réactifs de faible masse molaire.

- extraction de produits, cofacteurs ou inhibiteurs d'enzymes.

b) Détermination de la masse molaire.

c) Détermination des constantes d'équilibre pour le dessalage ou la séparation de

protéines/petites molécules.

1.2.3.5.Appareillage

Le matériel SEC est identique a celui de I'HPLC classique. Les détecteurs les plus
appropriés sont ceux a barrette de diode et ceux a réfractometre. Les détecteurs UV peuvent
également étre employés avec le risque que certaines molécules ne soient pas détectées en
raison de leur absence de chromophore. La colonne doit étre choisie en fonction de la taille
des pores et des molécules a analyser. Pour les protéines, on choisit généralement des pores de
300 Armstrong. [95]
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2. Grandeurs utilisées en chromatographie

2.1. Grandeurs de rétention

2.1.1. Temps de rétention Tr

C'est le temps d'élution au maximum du pic mesuré a partir de l'injection. C’est la principale
grandeur de rétention [70][76]. Il varie en fonction du débit, de la température d'élution, de la

composition de la phase mobile et du vieillissement de la colonne [70].

Un chromatogramme type est schématis¢, avec les paramétres principaux d’évaluation,

sur la figure n° 11 suivante :

4
-

t : temps mort
t’s : temps de rétention réduit

W: largueur du pic

Figure 11 : Chromatogramme illustrant le Tr, Tm, Tr'
2.1.2. Le facteur de capacité k' (ou facteur de rétention)
K' est le parametre le plus important en chromatographie liquide. Il traduit ’affinité d’un
composé pour la phase stationnaire. Il rend compte de la faculté plus ou moins grande de la
colonne a retenir un composé. Ce parameétre ne dépend pas du débit de la phase mobile, ni des

dimensions de la colonne mais il est affecté par toutes les autres conditions
chromatographiques. . [18][41]

Le facteur de capacité k’ ou facteur de rétention k est défini comme suit :

_ (Cs.Vs) Vs

k= (Cm.Vm) Vm

e CsetCmsont les concentrations du soluté dans phase stationnaire et mobile.
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o Vet Vm sont les volumes de des phases stationnaire et mobile.

2.2. Grandeurs chromatographiques
2.2.1. Largeur d’un pic chromatographique

Les pics chromatographiques ont une allure gaussienne. Un pic peut étre défini par sa surface
A (calculée en assimilant le pic a un triangle), par sa hauteur h ainsi que sa largeur. [74][76].

La largeur d’une courbe de Gauss (figure n°12) est définie par :
e W =@ = largeur a la base du pic

e Wh =§ = largeur a mi-hauteur

o = écart type = %2 largeur du pic a la hauteur des points d’inflexion, a 60,6% de la

hauteur. [74]

Figure 12 : Les largeurs d’une courbe de Gausse.

2.2.2. Le comportement d'un pic chromatographique

Dans les conditions idéales, un pic chromatographique doit avoir une forme gaussienne et
présente une symétrie parfaite, mais en pratique plusieurs pics n‘ont pas une meilleure

symétrie, en plus un pic chromatographique peut présentes soit une trainé ou un fronting

(figure n°13) : [19]
Figure 13 : Exemples d’asymétrie de pic chromatographique

2.2.3. Facteur d’asymétrie (facteur de trainé Tf ou Talling factor) [76]
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(a) (b)

datector response
detector response

Selon I'United States Pharmacopea (USP), le facteur de trainé est calculé a l'aide de

I'équation suivante: [76]

wO0.05
Tf = P

e WO0.05 : Largeur du pic au vingtieme de sa hauteur.

d: Distance entre la perpendiculaire abaissée du maximum du pic et le bord d'entré du pic au

vingtieme de sa hauteur.

2.3. Grandeurs de la colonne

2.3.1. Performance d’une colonne et nombre apparent de plateaux théoriques

La performance d’une colonne (efficacité apparente) peut étre calculée, a partir de
données obtenues dans des conditions isothermes, isocratiques ou isodenses, selon la
technique utilisée, en termes de nombre apparent de plateaux théoriques N, a ’aide de

I’expression suivante: [76]

N—554<Tr)2
7" \wh

N : nombre de plateaux théoriques ;
Tr : temps de rétention du pic correspondant au composant considéreé ;

wh: largeur du pic a mi-hauteur ;

Tr et wh doivent étre exprimés dans la méme unite.
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Le nombre apparent de plateaux théoriques dépend du composant considéré, ainsi que de

la colonne et du temps de rétention. [44][76]

L’efficacité d’une colonne chromatographique est mesurée pour chaque composé, par le
nombre apparent de plateaux théoriques N de la colonne. [45]

2.3.2. Hauteur Equivalente d’un Plateau Théorique (HEPT ou H)

Ce parameétre est calculé pour des composés de référence car il permet de comparer
des colonnes de longueurs différentes, bien qu’il ne s’agisse en aucune fagon d’une constante.

Sa valeur dépend du composé choisi et des conditions de 1’expérience.

L
HEPT = H = | —
(%)

L : longueur de la colonne ;
N : nombre de plateau théorique.

2.3.3. Reésolution Rs

La résolution correspond a une grandeur numérique caractérisant l'aptitude du systéme
chromatographique (colonne, solutés, solvants) a séparer deux composés d'un mélange
donnant des pics voisins. Ce parameétre nous renseigne sur la qualité de la séparation [11][69]

La résolution Rs entre deux pics peut €tre calculée a ’aide de I’expression suivante:

e <Tr1—Tr2)
5= whl + wh2

Tr2>Tr1
Tr 1, Tr 2 : temps de rétention des pics,
whl, wh 2 : largeur des pics a mi-hauteur.

Une résolution supérieure a 1,5 correspond a une séparation jusqu’a la ligne de base.
2.3.4. Sélectivité a

Le facteur de sélectivité a est définit par le rapport de coefficient de distribution de
I'espéce la plus retenue, au coefficient de distribution de I'espéce la plus rapidement élué, il est

calculé a partir de I'équation suivante: [18][69]
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Tr2—-T0 K2

*=Tri—710 K1

La sélectivité o permet de préciser les positions relatives de deux pics adjacents 1 et 2

sur un chromatogramme.
3. Test de conformité de systeme

Le test de conformité du systeme constitue I'une des parties les plus importantes dans
I'analyse chromatographique dont I'objet de ce test est de s'assurer de la performance du
systeme utilisé pour I'analyse et de montré que le systeme de mesure est satisfaisant au
moment de I’analyse [76]

3.1. Définition

Conformément a I'USP, les tests de conformité du systeme (en anglais, Systeme
Suitability tests) font partie intégrante des méthodes chromatographiques gazeux et liquides.
IIs visent a vérifier la performance du systéeme chromatographique, par la vérification de
quelques paramétres tels que la résolution et la reproductibilité de ce systeme. [2][19]

3.2.Période d'application du test

Le systeme doit satisfaire aux critéres de conformité pendant toute la procédure

chromatographique.

Selon les derniers directifs de I'USP et L' ICH, le TCS doit étre effectué avant et
pendant tous les essais réglementés [19][76]

Cependant le plus souvent, le test de conformité du systeme (TCS) est fait au moment
d’¢élancement de l'analyse.

3.3. Parameétres a verifier pour I'évaluation d'un systéme chromatographique

Le test de conformité du systeme (TCS) est effectué en injectant cing injections de la

méme vial du standard.

La répétabilite dinjection de la solution témoin est exprimée en pourcentage par 1’écart
type relatif Sr (RSD) estimé a partir de d’une série de 5 injections d’une solution témoin. (voir

tableau n°5).
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Le test de conformité du systeme permet d'évaluer la performance et de juger sur la
capacité d'un systéme chromatographique a séparer les constituants d'un composé par
I'utilisation des parametres regroupés dans le tableaun®6 ci-dessous, dont les normes soit
fixées dans les référentiels tels que United States Pharmacopiea (USP) et la Pharmacopée
européenne (Ph. Eur) [19][76]

Tableau 5 : Les paramétres du test de conformité.

Parameétres Description

Résolution Rs Mesure du degré de séparation des pics au niveau du
chromatogramme.

Répétabilité Sr (ou RSD) Mesure de la reproductibilité du systéme durant

I’analyse chromatographique.
Facteur de capacité K’ Mesure du degré de rétention de I’analyte.
Nombre de plateaux théoriques N = Mesure de I’efficacité de la séparation.
Facteur de Asymétrie As (ou Tr)  Mesure de la symétrie d’un pic.

Tableau 6 : Limites de parameétres du teste de conformité selon USP.

Parametres Limites

Résolution (Rs) >2,0

Répétabilité (Sr ou RSD%) <1,0 pour 5 injections
Facteur de capacité >2,0

Nombre de plateaux théoriques >2000

Facteur de Asymétrie As (ou tailing factor Tf) <2,0

Si au moins l'un des paramétres du systéme est non conforme a la norme fixée dans la
procédure analytique, il convient de prendre les mesures suivantes: [19]
e Arréter immédiatement de la séquence a réaliser.

e Procéder a un diagnostic convenable pour résoudre le probléme.
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e Faire les ajustements requis.

Réaliser un autre test de la conformite du systeme (TCS)
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Laboratoire National de Contréle des Produits Pharmaceutiques LNCPP

Cdesp,

' CONITON
ae o life’

Figure 14 : Logo LNCPP

Laboratoire National de Controle des Produits Pharmaceutiques est un établissement
public a caractére administratif, doté de la personnalité morale et de I’autonomie financiére,
placé sous la tutelle du ministére chargé de la santé selon le décret exécutif n° 93-140 du 14
juin 1993 portant création, organisation et fonctionnement du Laboratoire National de
Controle des Produits Pharmaceutiques.

Il a pour mission principale le contréle de la qualité et expertise des produits
pharmaceutiques qui comprennent les médicaments, les réactifs biologiques, les formes
galéniques, et tout autre produit nécessaire a la médecine humaine (article 169 de la loi N°
85°-05 du 16/02/1985).

Le laboratoire national de contréle des produits pharmaceutiques, étant un instrument
d’expression de souveraineté national tenu dans le cadre de ses missions d’évaluer la qualité
par les activités suivantes :

- L’étude des dossiers scientifiques et techniques des produits pharmaceutiques soumis a
I’enregistrement.

- L’¢laboration des méthodes et des techniques de référence a I’échelle nationale.

- La tenue des substances étalons et produits de référence a 1’échelle nationale.

- La tenue et la mise a jour d’une banque de données techniques relative aux normes et aux
méthodes de prélévement, d’échantillonnage et de controle de la qualité des produits
pharmaceutiques.

- La recherche technique et scientifique liée a son objet.

- La réalisation de toute étude en rapport avec sa mission.
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- Le laboratoire est habilité a assurer des prestations d’expertise et a passer a cette fin des
contrats et des conventions avec toute entreprise, administration ou autre organisme le
sollicitant.

- Il est également habilité a assurer les prestations en matiere de formation, notamment par
I’organisation de stages appliquées concernant des méthodes ou a des techniques de contréle

de produits pharmaceutiques.

- Dans le cadre des procédures établies et conformément a la législation et a la réglementation
en vigueur le laboratoire est habilité, dans la limite de ses missions, a établir les conventions
de coopération avec les organismes étrangers similaires et avec les organisations

internationales. [100]

Dans le cadre des activités liées a son objet le Laboratoire National de Contrdle des
Produits Pharmaceutiques assure a son personnel plusieurs types de formation afin de mettre
a jour leurs connaissances et de développer leurs compétences en les initiant aux technologies

nouvelles;

Deux sortes de formations sont ainsi dispensées :

1- Formation scientifique et pharmaceutique.

2- Formation administrative
Le LNCPP assure aussi la formation de stagiaires externes (algériens et étrangers).

Les techniciens du LNCPP ont été formés dans plusieurs domaines de contréle tels que le
contréle des vaccins, des médicaments et des dispositifs médicaux, dans de différents pays

au sein des organisations internationales gouvernementales et non gouvernementales.
Ces formations ont porté sur plusieurs axes :

e [’assurance qualité.

e Les affaires réglementaires (dans les domaines du médicament, des dispositifs
médicaux et des réactifs).

e La documentation pharmaceutique (1’archivage des dossiers techniques et

scientifiques des produits pharmaceutiques et la documentation scientifique).
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Parmi les départements que comprend le LNCPP, on trouve : le département technico-

réglementaire et le département des laboratoires spécialisés.

Le département technico- réglementaire est chargé du contrdle technico- réglementaire
des médicaments soumis a I’enregistrement. Il comprend : un service enregistrement, un
service évaluation de la qualité (pour les produits déja enregistrés) et un service de

documentation et d’archivage.
> Département des laboratoires spécialiseés

Ces laboratoires sont complémentaires au contréle technico-réglementaire et ils sont chargés

de:

e Harmoniser les techniques d’analyse.

e Résoudre les problémes techniques en assurant une base de documentation technique
et scientifique a toutes les unités de controble.

e mettre en place des procédures et valider les laboratoires de contréle qualité des
unités de production des produits pharmaceutique par le biais du service Assurance

qualité.
Les services de LNCPP sont :

1. Leservice physico —chimie : Ce service concerne le contr6le de la matiere premiére
(caractéres organoleptiques, granulométrie, identification et dosage, recherche et dosage
des impuretés et substances apparentées) ainsi que celui du produit fini (caracteres
organoleptiques, identification et dosage, recherche et dosage des impuretés et substances

apparentées et essais de pharmaco-technie).
C’est au niveau de ce service qu’on a fait notre stage pratique

2. Leservice de microbiologie — immunologie: Le LNCPP évalue la qualité des produits
pharmaceutiques sur le plan microbiologique (essai de stérilité et essai de propreté) ainsi
que ’activité des antibiotiques et antiseptiques.

Le Laboratoire procede également au contrdle immuno-chimique : identification

(Electrophorese, Immunodiffusion) et dosage immunoenzymatique (Elisa).
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3. Le service de pharmaco — toxicologie
3.1.Toxicité anormale

e Tolérance locale (oculaire, cutanée)
e Essais des pyrogénes (test au LAL)

e Titrages biologiques exemple : Héparine, FSH

4. Leservice de I’assurance qualité: Ce service s’occupe de I’élaboration et la gestion des
procédures, la diffusion et le retrait, 1’identification et la présentation, le suivi des litiges

ainsi que la validation des laboratoires de contrdle de qualité des unités de production.

5. Leservice dispositifs medicaux : Ce service est chargé du contr6le du consommable
médical a usage unique tel que : les seringues, les matiéres fibreuses (gaze, fil chirurgical,

coton hydrophile...etc.) ainsi que les gants et les préservatifs.

Les missions de controle de qualité des produits pharmaceutiques qui incombent
actuellement au LNCPP, sont transférées a I'Agence nationale des produits pharmaceutiques.
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EXPERIMENTION
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PROBLEMATIQUE

PROBLEMATIQUE

Au niveau du laboratoire national de contréle des produits pharmaceutique LNCPP,
il nous a éte proposé de travailler sur un biosimilaire a base de LIRAGLUTIDE 6mg/mL « un

stylo pré-rempli de solution injectable »

Afin d’obtenir un certificat de conformité (CC) qui est exigé pour la demande de sa
décision d’enregistrement (DE) auprés des autorités sanitaires algériennes, cette forme
pharmaceutique doit subir de différents essais physico-chimiques au niveau du service
physicochimie du LNCPP

Au cours de ce travail, nous détaillerons 1’ensemble de ces tests a effectuer pour statuer

sur la qualité et la conformité de ce biosimilaire.
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CHAPITRE | : CONTROLE QUALITE PHYSICO-CHIMIQUE DU
LIRAGLUTIDE 6 mg/mL

1. Matériels

1.1. Verreries du laboratoire
- Fioles jaugées de classe A (200mL ; 500 mL ; 1000 mL;5000 mL).

- Eprouvettes graduées (1000 mL).

- Pipettes graduées de classe A (10 mL)
- Erlenmeyers.

- Béchers

- Entonnoirs

- Flacons (500 mL ; 1000 mL)

Figure 15 : Verreries de laboratoires

1.2. Fournitures du laboratoire
- Vial d’injection de 02 mL (HPLC-Waters).

- Filtres nylon 0.45 pum.
- Verres de montre

- Spatules

- Seringues de 5 mL

- Gants a usage unique
- Pissettes a eau
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(a) Vials d’injection de 02 mL (b) Filtres nylon 0.45 um. | (c) verres de montre

g E
o ‘ B

= = e

(d) Spatules (e) Seringues (F) Pissettes a eau
Figure 16:fournitures du laboratoire utilisés dans le contréle de liraglutide 6mg/ mL

1.3. Petits matériels

Bain ultrason

- Filtre d’eau

- Agitateur magnétique

- pH- metre (HAVANA) (précision relative = + 0,005)
- Balance analytique (OHAUS) (incertitude = + 10 g)
- Etuve de laboratoire (Température maximale 70°C)

- Colonnes:
- Luna® 50 C8 (2) x 4,6 mm, 5um ,100 A°

- TSKgel® G 2000 SWXL 30 cm x7,7mm x 5mm
- Jupiter® 250% 4,6mm, 4um, 90A°
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pH- metre (HAVANA)

Balance analytique
(OHAUS)

Etuve de laboratoire

Figure 17 : Petits matériels du laboratoire utilisés dans le contréle du liraglutide 6mg/mL

1.4. Equipements

- Chromatographe liquide haute performance couplé a un détecteur a barrette de diode

(Alliance Waters e 2965- 2998PDA detector)

Figure 18 : Chaine HPLC couplée a un détecteur a barrette de diode (Alliance Waters e 2695-

PDAdetector)
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CONTROLE QUALITE PHYSICO-CHIMIQUE DU LIRAGLUTIDE 6mg/mL

1.5. Reéactifs et standards

Les standards et réactifs utilisés dans ce travail sont mentionnés dans la liste suivante:
Dihydrogénophosphate de sodium dihydraté (NaH2PO4. 2H20) SIGMA-ALDIRCH®

(Mr =119.997g/mol).

Hydrogénophosphate de disodium dihydraté (NazHPO4.2H.0) de EMSURE®
(Mr =141.958g/mol).

Phénol (CeHsOH) de Analar NORMAPUR® (pureté >99.5% ).

Acétonitrile (CH3CN) (grade HPLC) (Mr =41.0519 g/mol).

Standard Liraglutide (USP) 0.479 mg/mL

Isopropanol (CsHsO) de HiPerSolvCHROMANORM® (Mr =60.095 g/mol).
Hydroxyde de sodium NaOH (Mr =39.997 g/mol).

Acide acétique (CH3COOH ) BIOCHEM CHEMOPHARMA® (Mr =97.995 g/mol).

Acide orthophosphorique 85% de VWR CHEMICALS®

Eau purifiée.
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2. METHODES

Les différents essais réalisés pour contrdler la qualité physico-chimique de la solution
injectable, suivent pratiquement les indications de la pharmacopée européenne 10° édition et
américaine (USP42-NF37) ainsi les méthodes internes inscrites dans le dossier technique du
producteur de cette forme et les utilisent également comme référentiels principaux pour

évaluer les résultats de ces essais.

Les différents référentiels des méthodes et critéres d’acceptation pour chaque essai sont

détaillés dans le tableau n°7 suivant :

Tableau 7 : Les références des méthodes et des critéres d’acceptation des tests a réaliser.

Référence des critéres

Test Référence de la méthode , .
d’acceptation

Caracteres

: Méthode Interne Spécification Interne
organoleptiques

Pharmacopée européenne

Ph Spécification Interne

10° édition
Identlflca_tmn et_dosage Méthode interne Spécification Interne
du Liraglutide
Identification et dosage
des substances Méthode interne Spécification Interne
apparentées
Identification et dosage . . g
du HMWP Méthode interne Spécification Interne
Identification . . P
dentification et dosage Méthode interne Specification Interne

du Phénol
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2.1. Essai de controle qualité physico-chimique du Liraglutide 6mg/mL

2.1.1. Caractéeres organoleptiques

La solution doit étre claire, incolore ou presque incolore et limpide. Avec absence de
particules étrangeres
2.1.2. Potentiel hydrogene pH

Le pH de la solution injectable LIRAGLUTIDE doit étre compris entre 8 et 8.4
2.1.3. Identification et dosage du Liraglutide et ses impuretés

Conditions chromatographiques
Les conditions chromatographiques réalisées pour 1’identification et dosage de

Liraglutide et ses impuretés sont citées dans le tableau n°8 suivant

Tableau 8 : Les conditions chromatographiques d’identification, dosage de Liraglutide et ses
impuretés

Condition chromatographiques HPLC-Barrette diode

Systéme HPLC water e2695
Détecteur 2489 UV-VIS

Type de détection Barrette de di-iode (PDA)
Colonne chromatographique C1g (4.6 mm x 250 mm x 4 pm)
Mode d’analyse Gradient de concentration
Débit 1 mL/min

Longueur d’onde 215 nm

Température de colonne 35°C

Température d’échantillon 6°C

Volume d’injection 10 pl

Temps d’analyse 40 in

Conformite de systeme

- Variation de temps de rétention : La différence maximale des temps de rétention des pics
de Liraglutide dans les chromatogrammes obtenus avec les 6 injections de la solution

standard doit étre <1 min
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- RSD% des 6 injections répétees du la solution standard de Liraglutide ne doit pas

dépasser 2%.

- Résolution (Rs) entre les impuretés A et Liraglutide obtenu avec la solution de controle A
ne doit pas étre inférieure a 2

- Nombre de plateaux théoriques (N) du standard de Liraglutide ne doit pas étre inférieur a
2000.

- Facteur d’asymétrie (Tailing Factor, Tf) du standard de Liraglutide obtenu avec la solution
de standard doit étre inférieur a 2.

- Sensibilité de détection (D) doit étre 80 % <D <120% :

v" Sensibilité de détection (D) est calculée entre les aires des pics des impuretés A obtenues

avec la solution de controle A et ceux obtenues avec la solution de controle B.
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2.1.4. ldentification et dosage de HWMP

Conditions chromatographiques

Les conditions chromatographiques réalisées pour 1’identification et dosage de protéine de

poids moléculaire élevé (HMWP) sont citées dans le tableau n°9 suivant

Tableau 9 : Conditions Chromatographiques pour 1’identification et le dosage de (HMWP)

Conditions chromatographiques HPLC-Barrette diode

Systeme
Détecteur
Type de détecteur

Colonne chromatographique (SE-HPLC)

Mode d’analyse

Débit

Longueur d’onde
Température de colonne
Température de I’échantillon
Volume d’injection

Temps d’analyse

Conformité de Systéme

HPLC waters €2695
2489UV-VIS
Barrette de di-iode (PDA)

Tosoh tsk-gel G2000 SWXL 7.8mn
1d*30cm; 5um.

Isocratique
0.5ml/min
276nm
30°C

6°C

50uL

30min

- RSD% des 6 injections répétées du la solution contréle A ne doit pas dépasser 2%.

- Résolution (Rs) entre HMWP et Liraglutide obtenu avec la solution de contrble A ne

doit pas étre inférieure a 2

- Facteur d’asymétrie (Tailing Factor, Tf) de HMWP obtenu avec la solution de contréle

A doit étre comprise entre 0.8 Et 2.0

- Sensibilité de détection (D) doit étre 80 % <D <120% :
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v’ Sensibilité de détection (D) est calculée entre les aires des pics de HMWP
obtenus avec la solution de controle A(A nmwe, control A) €t la solution de contréle
B (A HMWP, control B)
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2.1.5. ldentification et dosage du Phénol

Conditions chromatographiques

Les conditions chromatographiques réalisées pour 1’identification et dosage de phénol

sont citées dans le tableau n°10 suivant :

Tableau 10 : conditions chromatographiques pour I’identification et dosage de phénol

Conditions chromatographiques HPLC-Barrette diode

Systéme

Détecteur

Type de détecteur

Colonne chromatographique
Mode d’analyse

Débit

Longueur d’onde
Température de colonne
Température de I’échantillon
Volume d’injection

Temps d’analyse

Conformite de systéeme

HPLC waters €2695
2489UV-VIS
Barrette de di-iode (PDA)

C8(2)x 4,6 mm , 5um ,100 A°
gradient entre phase mobile R et phase mobile B

1 mL/min
240 nm
45°C
2-10°C
10ul

10,8 min

- RSD% des 5 injections répétées du la solution standard phénol ne doit pas dépasser 2%.

- Taux de recouvrement entre les deux solutions standards phénol doit étre compris entre

98 et 102% :

v’ Le taux de recouvrement est calculé par la relation suivante :
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Avec: .
A M
_ taux de recouvrement = —— x ——<2 % 100%
Aire 1: la s moyenne des
aires des pics

chromatographiques du standard 1
Masse 1: prise d’essai de standard 1
Aire 2 : la moyenne des aires des pics chromatographiques du standard 2

Masse 2: prise d’essai de standard 2

- Resolution (Rs) entre les impuretés A et Liraglutide obtenu avec la solution de contrdle A
ne doit pas étre inférieure a 2

- Nombre de plateaux théoriques (N) du standard de phénol ne doit pas étre inférieur a
1000.

- Facteur d’asymétrie (Tailing Factor, Tf) du standard phénol obtenu avec la solution de
standard doit étre inférieur a 2.
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1. Caractéres organoleptiques

Le contrble visuel de la solution & base de LIRAGLUTIDE 6mg/mL (voir figure n°21)
montre que le stylo contient 3mL d’une solution claire, limpide incolore. Exempte de particules

étrangeéres.

Figure 19 : Aspect de la solution injectable a base de LIRAGLUTIDE 6mg/mL
De ce fait, le caractére organoleptique est conforme

2. Potentiel hydrogene pH

Le pH obtenu de la solution injectable a LIRAGLUTIDE 6mg/mL est 8.11 .Cette valeur est

comprise dans I’intervalle 8<pH<8.4.

Ce qui rend le pH de la solution est conforme

3. ldentification et dosage du Liraglutide et ses impuretés

3.1. Identification et dosage de Liraglutide

3.1.1. Identification du liraglutide

Les temps de rétention de la substance active, de référence et de I’échantillon analysé sont
comparables.

Liraglutide est présent dans I’échantillon analysé.
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3.1.2. Teneur du liraglutide

La teneur en Liraglutide est de 6.00 mg/mL. Cette valeur est dans I’intervalle entre

5.66 et 6.30 mg/mL

Ce qui fait que le dosage est conforme.

3.2.1dentification et dosage des substances apparentées

La teneur en Impuretés hydrophiliques est de 0,09 ; elle est inférieure a 3.2%

La teneur en impureté A est de 1.0 %, elle est inférieure a 2%

La teneur en Impuretés B est de 0,6 %, elle est inférieure a 2.6%

La teneur Impuretés C et de Impuretés hydrophobiques ne sont pas détectés (ND)

La teneur totale des impuretés est de 1.7, elle est inférieure a 7.2%

De ce fait toutes les valeurs obtenues des teneurs en % des impuretés sont conformes

aux exigences données.

3.3.Conformité de systéme

Les résultats des six injections de la solution de la solution de standard, démontrant la

répétabilité des resultats et la conformité de systéme

La variation de temps de rétention est de 0.5 min. Cette valeur est inférieure a 1.0
min, alors elle est conforme

L’écart type relatif ou RSD% de solution standard de liraglutide est de 0.1% cette
valeur est<2.0%. Donc il est conforme

Facteur d’asymétrie (Tailing factor T) du standard de liraglutide est de 0.9871 cette

valeur est comprise dans I’intervalle 0,5<Tf<1,2. donc il est conforme

Nombre de plateaux théoriques du standard de liraglutide est plus de 27000 ; cette
valeur est > 2000, donc il est conforme a I’exigence donnée
La sensibilité de détection :

D (%) 119.39

Spécification 80% < D < 120%

Cette valeur est comprise dans 1’intervalle donnée d’ou elle est conforme.
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- Reésolution :
Résolution

De ce fait, tous les tests de conformité de systéme pour I’identification et dosage de

Liraglutide et ses impuretés sont conformes aux spécifications référentielles.
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4. ldentification et dosage de protéine de poids moléculaire élevé (HMWP)

4.1.1dentification de protéine de poids moleculaire élevé HMWP
Les temps de rétention de LIRAGLUTIDE, de la solution de référence et de

I’échantillon analysé sont comparables.

Les temps de rétention de la protéine de poids moléculaire élevé HMWP, de la
solution de controle A et de I’échantillon analysé sont comparables.
La protéine HMWP est présente dans I’échantillon analysé.

4.2.Teneur en (HMWP)

La valeur obtenue de HMWP% dans 1’échantillon est de 0.3% cette valeur est inférieure a
0.9%.

Ce qui fait que le dosage est conforme.
4.3.Conformité de systéme

Pour les six injections répétées du contrdle A, le RSD% est a 0,5, il ne dépasse pas 2%.

Ce qui rend ce parametre conforme.

La Résolution des pics du contrdle A pour les six injections sont Iégérement inférieur de la
valeur demandée 2.0 .Ce qui fait, que la résolution est acceptable.

Le Tailing facteur pour HMWP dans le chromatogramme obtenu avec la solution de contrdle
A dans toutes les six injections sont dans I’intervalle donné 0.8 < T < 2.0. Donc le Tailing

Facteur (Tr) est conforme.
Détection de sensitivité (D) :
D est égal a 85 %; le résultat n’est pas dans I’intervalle donné 80% <D < 120%.

Alors ; la valeur obtenue est conforme a I’exigence donnée.

De ce fait, tous les tests de conformité de systéme pour I’identification et dosage de

HMWP sont conformes aux spécifications référentielles.
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5. Identification et dosage de phénol

5.1.1dentification du phénol

Les temps de rétention de phénol, de la solution standard et de I’échantillon analysé sont
comparables.

Le phénol est présent dans I’échantillon analysé.
5.2.Teneur en (mg/mL) de phénol

La concentration de phénol obtenu est de 5.4 mg/mL, elle est comprise entre 5,2 et 6
mg/mL

Ce qui fait que le dosage est conforme.
5.3.Conformité de systéme
- L’écart type relatif ou RSD% de solution standard de Phénol obtenu pour les 5 injections
est de 0.3. Cette valeur est <1% donc il est conforme aux exigences données.
- Facteur d’asymétrie (Tf) du standard de phénol est acceptable
- Nombre de plateaux théoriques du standard pour les 5 injections de phénol obtenues

sont plus de 27500 ; alors il est conforme aux exigences données.

- Taux de recouvrement

- Le taux de recouvrement est de 99.92% cette valeur est dans I’intervalle 98% < F<

102 %.

Le résultat obtenu est conforme a I’exigence donnée.

De ce fait, tous les tests de conformité de systeme pour I’identification et

dosage de phénol sont conformes aux spécifications référentielles.
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Tableau 11 : Résumé des résultats de contrdle qualité physico-chimique de LIRAGLUTIDE

6mg/mL

Liraglutide 6mg/mL Conclusion

Caracteres
organoleptiques

Le contrdle visuel de la solution montre que le
stylo contient 3mL d’une solution claire, limpide
incolore. Exempte de particules étrangeres.

pH

8.11

Identification de

PA Liraglutide est présente dans I’échantillon
analysé.
Dosage de PA 6.00 mg/mL

Identification et
dosage des
impuretés

- Impuretés hydrophiliques : 0.09%
- Impureté A : 1.00%

- Impureté B : 0.06%

- Impureté C : ND

- Impurerés hydrophobiques ND

- Impuretés totales= 1.73%

Identification de

La protéine HMWP est présente dans

HMWP I’échantillon analysé
Dosage de
HMWP 0.3%

Identification de

phénol Le phénol est présent dans 1’échantillon analysé.
Dosage de
phénol 5.4 mg/mL

86



CONCLUSION
GENERALE




CONCLUSION GENERALE

CONCLUSION GENERALE

L’analyse du médicament se décompose en succession d’étapes qu’on doit parfaitement

les maitriser pour assurer la qualité du résultat final.

Un médicament ne peut étre commercialisé qu’avant sa qualité ne soit jugée conforme

en répondant a des normes bien précises.

Dans cette étude ; un contrdle physico-chimique a été effectué au niveau de service
physico-chimie de laboratoire de controle des produits pharmaceutiques LNCPP sur un
médicament issu de la biotechnologie (LIRAGLUTIDE 6mg/mL) en vue d’obtention leur

certificat de conformité (CC).

Ce contrdle a éte réalisé en se référant aux spécifications de la pharmacopée

Européenne 10° édition ; la pharmacopée américaine USP42-NF37 et des méthodes internes.

Durant ce stage, nous avons participé au contréle physico-chimique du
Liraglutide 6mg/mL, les résultats obtenues ont montré que sur le plan physico-

chimique il est conforme aux normes fixés dans le dossier technique.

Ce travail nous a permis d’améliorer nos connaissances acquises tout au long de notre

Cursus.

En outre ; il nous a permis de maitriser quelques techniques analytiques par les quelles
passe un médicament au sein du Laboratoire National de Contrdle des Produits
Pharmaceutiques (LNCPP) avant qu’il obtient une autorisation de mise sur le marché.
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Annexe 1 : Type d’insulines disponibles en Algérie (Guide de diabétologie 2015 MSPRH).

Type d’insuline Début Maximum Fin Présentation
d’action | d’action d’action
Insulines humaines rapide (Délai entre I’injection et repas 30 min)

Umuline 20 min 2h 6-8h Cartouche penfill
3cc
Actrapid 20 min 2h 6-8h Cartouche penfill
3cc
Flacon 5 et 10cc
Insudal rapid 20 min 2h 6-8h Flacon 5 et 10cc
Insulines humaines intermédiaires
Insulatard 1h 30 436h 12a16h Cartouche penfill
3cc
Flacon 5 et 10cc
Insudal basal 1h 30 4a6h 12a16h Flacon 5 et 10cc
Insulines humaines mixtes
Mixtard 30/70 30 min 1a3h 12 h Cartouche penfill
3cc
Flacon 5 et 10cc
Insudal Comb 25 30 min l1a3h 12 h Flacon 5 et 10cc

Insulines analogues rapides (Injection juste avant les repas ou 15 mn apres le début
du repas)

Aspart (NovoRapid) | 5a10 30 min 3a5h Stylo jetable 3cc
min Stylo rechargeable
3cc
Glusine (Apidra) 5a10 30 min 3asdh Stylo jetable 3cc
min
Lispro (Humalog) 5a10 30 min 3a5h Stylo rechargeable
min 3cc
Insulines analogues mixtes
Biaspart 30 NovoMix @ 15 min ladh 12 h Stylo jetable 3 cc
30 Stylo rechargeable
3cc
Humalog Mix 25 15 min ladh 12 h Stylos rechargeable
3cc
Humalog Mix 50 15 min ladh 12 h Stylo rechargeable
3cc

Insuines analogues basales (lentes)
Insuline glargine 2a5h Profil en 24 h Stylo jetable 3cc
(Lantus) plateau Flacon 5 et 10cc
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Insuline detemir
(Levemir)

2a5h

Profil en
plateau

24 h

Stylo jetable 3cc
Stylo rechargeable
3cc

Annexe 2 : Stratégie de I’insulinothérapie dans le diabete de type 2.

Injectony

Flexibilité

Insuline basale
» Souvant avec matforming
* = 1 autre ADO

Complexite

Faible

« Initier (10 Ujow ou 0,1 - 0,2 Wkghour)
© Titrer sur [a glycémie A jeun

® Ajuster si bypoglycémies

Si Contrdle insuffisant

= Soit intensifier nsulinathérapie

* St ajouter GLP-T RA

+1 insuline rapide

Passer a 2 insulines
prémixées

{repas le plus copieux)
2 Irsuline
s Si Contrale insuffisant
* Shéma basal-bolus
[ +3 ) l (1 insuline lente + 3 insubnes
rapes)

Plus flexible

Maoios flexibile
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Résumé

Afin d’obtenir la décision d’enregistrement (DE) et d’étre commercialiser dans le marché
algérien, un médicament biosimilaire, comme tout un nouveau médicament générique ; doit
faire I’objet d’un contrdle qualité physicochimique.

L’objectif de cette étude est d’évaluer la qualité physicochimique d’un médicament
biosimilaire dont le principe actif est le LIRAGLUTIDE 6mg/mL, indiqué dans le traitement
de diabete type II.

Dans ce but, des différentes analyses de contréle physicochimique ont été réalisées au niveau
de service de physicochimie de laboratoire national de controle des produits pharmaceutiques
(LNCPP) , tel que les essais d’identification , dosage du Liraglutide et ses impuretés, ainsi de
I’un des excipients utilisé « le phénol » .

Les résultats obtenus permettent de conclure que ce médicament biosimilaire est conforme,
sur le plan physicochimique, aux normes fixées dans le dossier technique de producteur et
exigées par la Pharmacopées Américaine USP42-NF37 et la Pharmacopée Européenne 10™
édition.

Mots clés:

Controle, Qualité, Physico-chimique, médicament biosimilaire, essais, normes.

Abstract

In order to obtain the registration decision and be marketed in the Algerian market; a
biosimilar drug; like a whole new generic drug; must to be subject to appropriate
physicochemical quality control.

The objective of this study is to evaluate the physicochemical quality of a biosimilar drug,
whose active ingredient is LIRAGLUTIDE 6mg/mL; indicated for the treatment of diabetes
type II.

For this aim; various physicochemical control analyzes were carried out at the
physiochemistry service of the national laboratory for control of pharmaceutical products,
such us the assays of identification and dosage of liraglutide and its impurities, and of one of
the excipients used with; the phenol.

The results obtained from these assays allowing to conclude that this biosimilar drug
complies, from a physicochemical level, with the standards set in the manufacturer's technical
file and required by the American Pharmacopoeia USP42-NF37 and the European
Pharmacopoeia 10" edition.

Keywords:

Control, Quality, physicochemical control, biosimilar drug, tests, standards.
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