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Introduction

Lors du développement d’'un médicament, les premiéres étapes de la recherche se
concentrent sur la découverte du principe actif, nous sommes en phase | ; c’est la
recherche fondamentale. Une fois le candidat médicament trouvé, il sera nécessaire
de réaliser des études in vivo et in vitro, nhous sommes a présent en phase Il :
I'évaluation pré-clinique. Ces études doivent permettre d’apprendre sur la
pharmacocinétiqgue du candidat médicament (effet du corps sur le médicament) en

termes de :

e A: Absorption, notamment la quantit¢ absorbée par la future voie
d’administration prévue.

e D : Distribution, il s’agit de prévoir la fraction de quantité de produit entre le
compartiment sanguin et le compartiment tissulaire.

e M : Métabolisme, il est important de I'étudier, et ainsi savoir si des
métabolites toxiques peuvent étre synthétisés.

e E : Elimination, détermination des voies d’élimination des métabolites et/ou

du principe actif.

Ces études doivent aussi mettre en évidence la pharmacodynamie du candidat
médicament, c’est-a-dire I'effet du produit sur 'organisme qui peut étre de différentes
sortes comme la fixation a un récepteur, la reconnaissance d’antigéne, la destruction

de cellule d’intérét.

Mais aussi des études toxicologiques avec I'évaluation de différents paramétres qui

vont aider a choisir la premiére dose a administrer chez ’homme.

En fonction des informations que ces études permettent d’obtenir, il est nécessaire de
sélectionner la voie d’administration de notre candidat médicament, afin de pouvoir

passer en phase lll, les premiers essais chez 'homme.

Lors de la transition Phase Il — Phase lll, intervient le développement galénique, c’est-
a-dire la mise en forme du médicament grace a des excipients pour permettre I'action
du principe actif au site d’intérét. Dans I'exemple d’un principe actif administré par voie

orale, absorbé dans l'intestin et sensible a un pH acide, : la mise en forme galénique
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va permettre de le protéger de I'acidité de I'estomac en créant un comprimé gastro-

résistant.

C’est aussi lors de cette transition que va se poser la question du choix de
conditionnement. Principalement dans le cadre de meédicaments injectables, la
formulation va permettre de lui donner des propriétés de neutralité, d’isotonie au sang
et le plus indolore possible. Le conditionnement quant a lui doit permettre de conserver
certains parametres indispensables aux médicaments injectables acquis par le
processus de fabrication comme : 'absence de particule, la limpidité, la stérilité, le
caractere apyrogene et tout parametre intrinseque au meédicament (pH, impureté,
concentration) [l. Pour ce faire, le conditionnement primaire doit étre le plus inerte

possible vis-a-vis du produit, ainsi le choix du verre est une possibilité.

Mais que ce soit en phase de recherche ou lors du conditionnement final pour une
mise a disposition aux patients, le conditionnement primaire en verre peut avoir un

impact non négligeable sur les propriétés d’'une formulation médicamenteuse.

Cette thése se concentrera sur les différents types de verre a disposition des
industriels pour conditionner leurs médicaments, puis sur un mécanisme d’interaction
spécifique : les médicaments biologiques et le verre. Nous aborderons dans une
premiere partie des généralités sur le verre, les différents types de verre ainsi que les
méthodes de production et les propriétés qui en découlent. Puis dans une deuxiéme
partie nous étudierons les mécanismes d’interactions entre le verre et les produits

biologiques.

Page | 6



Partie I : Le verre a usage pharmaceutique
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A.Généralités

1. Histoire et définition
1.1. L’histoire du verre

Tout au long de I'histoire de I'numanité, le verre utilisé est a base de silice 1. Le verre
est présent depuis le Néolithique ou les hommes utilisaient des pointes de fléches et
de petits outils en obsidienne, qui est une roche volcanique vitreuse riche en silice [*!:
du verre volcanique. Les premiers objets en verre trouvés datent de 2500 ans avant
notre ére et sont des perles de verre égyptiennes [*. L'utilisation du verre s’est ensuite
développée jusqu’a I'invention du soufflage par les Babyloniens vers 250 ans avant
J-C qui a permis au verre d’étre sous la forme de récipient. Cette pratique a été par la

suite démocratisée par les Romains [®l,

Le verre a aussi servi de conditionnement pour des fluides précieux au travers de
I'histoire. Par exemple, au Xlle siécle, des ampoules en verre étaient utilisées pour le
transport d’huile d’onction et pour le sang des martyrs de I'église Catholique. Le verre
est utilisé depuis les années 1700 pour le conditionnement de produits
pharmaceutiques jusqu’a nos jours, ou, le verre est encore un matériau privilégié pour
les produits précieux, des exemples sont montrés dans le tableau 1. En effet, le verre

procure une barriére a I'environnement (lumiére, humidité ...) (6],

Liquide Prix / Gallon ($)
Soliris (Anticorps monoclonal —
inhibiteur du complément) aoestert
Venin de scorpion 38858507
Copaxone (Immunomodulateur) 27476736
Venin du Cobra de Thailande 152835
Parfum Chanel N°5 25600
Insuline 9411

Tableau 1. Quelques exemples de prix aux Etats-Unis d'un gallon de liquide conditionné dans du verre. (1 gallon = 3,785
litres). [6]
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1.2. Définition du verre

Le verre est défini comme un solide non cristallisé présentant un phénomene de
transition vitreuse "1, La transition vitreuse est un phénomene réversible qui tend a
faire évoluer une forme dure vers une forme plus visqueuse [l. Ceci rend le verre plus
proche d’un liquide a trés haute viscosité que d’un solide. Le verre présente ainsi un

désordre structural tel que représenté dans la Figure 1.

Figure 1. Représentation en 2D de l'organisation structurale. En
haut, la structure du SiO2 sous forme cristalline. En bas le SiO2
sous forme vitreuse. [7]

Dans une organisation cristalline (en haut dans la Figure 1), les atomes sont organisés
selon un motif qui se répéte au sein de la matrice de maniére homogéne, et ce dans
toutes les directions de I'espace. Dans le cas d’'une forme vitreuse le motif est le méme,
cependant, l'organisation et la répétition du motif dans l'espace ne sont plus

homogenes : il y a un désordre structural.
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Ces organisations ont pu étre observées par ADF-STEM (Microscopie électronique a

balayage a transmission (STEM) en mode imagerie par couronne en champ sombre
(ADF)). (Figure 2)

Figure 2. Imagerie en ADF-STEM d'une organisation cristalline a gauche (c), et d'une organisation non cristalline a droite (d).

9]
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2. Composition et mode de production

2.1. Composition d’un verre a usage pharmaceutique

Il est possible de former différents types de verre pour divers usages (optique, arts de
la table, alimentaire...), cependant le verre a usage pharmaceutique doit respecter une
composition spécifique pour étre conforme a la pharmacopée européenne mais aussi
pour permettre de limiter au maximum les interactions entre le médicament et le

contenant.
Un verre a usage pharmaceutique peut étre de 2 types :

- Verre borosilicate

- Verre sodo-calcique

Ces deux types de verres vont avoir des compositions et des propriétés différentes. Il
est possible de faconner des verres transparents et des verres ambrés pour les deux

types de verre.

Verre borosilicate Verre sodo-calcique
SiO2 65-72% 70-74%
CaO 0-4% 9-13%
Na20 5-9% 11-14%
B20s3 10-14% 0%
Autres Nfg(l;oézgao) ZnO, 8-13% 4-7%

Tableau 2. Comparaison de la composition des verres borosilicates et des verres sodo-calciques.

SiO2 : Dioxyde de silicium ou silice. C’est I'élément majoritairement présent dans la
composition d’un verre a usage pharmaceutique, c’est le formateur du réseau vitreux
par enchainement de tétraedres SiO4 via des liaisons Si-O-Si. Le trioxyde d’aluminium
(Al203) peut aussi étre utilisé en paralléle du dioxyde de silicium permettant une

réduction de la température de fusion du mélange.
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Na20 : L'oxyde de sodium est un fondant, il va permettre de baisser la température de
fusion de la silice (de 1700°C pour de la silice pure a 1500°C pour cette composition).
Cette molécule va apporter un oxygene supplémentaire au réseau de -O-Si-O-Si- et
ainsi casser ce réseau pour former un oxygene dit « non pontant » (Figure 3), c’est-a-
dire que I'atome d’oxygene ne sera pas lié a deux atomes de silice, mais seulement a

un seul I,

m
Figure 3. Rupture d'une liaison Si-0 par introduction d'une molécule de

Na,O dans le réseau de silice [10]

L’introduction des oxydes alcalins va donc induire une discontinuité dans le réseau de
Si-O. Cette discontinuité va engendrer un abaissement de la température de fusion et

une réduction de la viscosité par déstabilisation du réseau vitreux.
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CaO : L’'oxyde de calcium est un stabilisant. L'ion calcium Ca?* va permettre de
stabiliser le réseau vitreux par compensation de charge dans deux principaux cas :

- Stabiliser les tétraédres d’aluminium lorsque celui-ci est présent dans la
matrice.

- Dans le cas d’'oxygéne non pontant O.

|
|

N | cl) 0 ‘
si
d o/ 0// N Al | 7
00—, Si Ca* ,
| 0 / Yo~ O~/ .. ___si
| "o -/ Yo o
Al \ 0 0/ No
/O// 0 / l
0 AN

Figure 4. Exemple de compensation de charge de l'ion calcium. A gauche la stabilisation de tétraédres d'aluminium. A droite la
stabilisation d'oxygéne non pontant.

De méme que I'oxyde de sodium, 'oxyde de calcium provoque la création de deux
oxygenes non-pontants. La liaison Si-O-Si du réseau vitreux va aussi étre rompue,
mais stabilisée de maniére plus importante grace a la charge du calcium : la liaison est
partiellement maintenue. Ainsi, les oxydes d’alcalino-terreux vont engendrer un
abaissement de la viscosité et de la température de fusion modérée comparé aux

oxydes d’alcalin.

B20s : Trioxyde de dibore, simplifié en trioxyde de bore. C’est un formateur de réseau
qui a tendance a former son propre réseau au sein de la matrice de silice. En effet, la
structure bi-dimensionnelle du trioxyde de bore formée par ses trois liaisons est moins
rigide que le réseau tridimensionnel du dioxyde de silicium formé par ses quatre
liaisons. Ainsi, I'ajout de trioxyde de bore permet de remplacer en partie les oxydes
d’alcalin et d’alcalino-terreux dans la composition, et d’obtenir les mémes propriétés

en termes de viscosité et d’abaissement de la température de fusion. [

FeO, Fe203, TiO2: Ces composés sont ajoutés pour former un verre ambré. Ces
verres sont utilisés en cas de principe actifs sensible a la lumiéere. La pharmacopée

européenne chapitre 3.2.1 définit des limites de transmittance lumineuse pour les
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verres colorés. La transmittance lumineuse est définie comme le calcul du rapport

entre la grandeur en entrée et en sortie d’'un faisceau lumineux :

Oou:
T = Transmittance
| = Intensité transmise

lo = Intensité incidente

Pour des préparations non destinées aux préparations parentérales, la transmittance
mesurée ne doit pas étre supérieure a 10% pour des longueurs d’ondes comprises
entre 290 nm et 450 nm. Alors que pour des préparations parentérales, la

transmittance est dépendante du volume nominal du conditionnement.

Pourcentage maximal de transmission spectrale
aux longueurs d’onde comprises entre 290 nm et
450 nm
' Récipients scellés a la Récipients avec
Volume nominal (mL) .
flamme systeme de fermeture
Inférieur ou égal a 1 50 25
Supérieur a 1, inférieur ou
. 45 20
égala 2
Supérieur a 2, inférieur ou
SR 40 15
eégalabs
Supérieur a 5, inférieur ou
. 35 13
égal a 10
Supérieur a 10, inférieur
o 30 12
ou égal a 20
Supérieur a 20 25 10

Tableau 3. Limites de transmittance pour les récipients de verre coloré destinés aux préparations parentérales 11
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2.2. Production de verre moulé a usage pharmaceutique

Schéma de principe de la production d’un verre moulé :

BATCHING

MELTING

i

FORMING

/— INSPECTION

=

PACKING

) —/_

1
1
1
1
1
1

CObenpy

Figure 5. Schéma d'une ligne de production de verre moulé issu d’une présentation commerciale de SGD Pharma .[12]

La figure 5 présente les 5 étapes de la réalisation d’'un flacon en verre moulé. Cette
méthode de production est utilisée uniquement pour I'élaboration de flacons. Les

autres conditionnements sont produits a I'aide d’'un autre procédé.

La premiére étape est le dosage, ou batching en anglais. L’élaboration d’un verre
nécessite d’avoir et de maintenir une composition spécifique, il est donc nécessaire de
peser précisément chaque matiere premiere avant de les introduire dans le four. I

existe de nombreuses matiéres premiéres parmi lesquelles nous pouvons trouver 113! :

- Le sable : cette matiere va principalement apporter la silice

- Lanéphéline (NasKAl4SisO1s) : principalement source d’aluminium

- Le borax (NazB4+O7+5H20) : utilisé uniguement dans les verres borosilicatés

- Le Feldspath (Ba, Ca, Na, K, NHa) (Al, B, Si)4Os)

- Sulfate de sodium (Na2S04)

- Calcaire (CaCOs3) : principale source de calcium, et de magnésium dans sa
forme mixte (CaMg(CO3)2)
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La deuxiéme étape est la fonte (ou melting en anglais) ainsi que le mélange de ces
composes. Il existe de nombreux types de fours qui permettent par des mouvements
de convection d’obtenir un mélange homogéne aprées avoir porté ce mélange a environ
1500°C.

La troisiéme étape est le formage des flacons (ou forming en anglais). A la sortie du
four, le verre sous forme visqueuse va tomber a l'aide de la gravité goutte par goutte
a l'intérieur des machines de formage. Il existe 2 méthodes pour cette étape : le

soufflé-soufflé ainsi que le pressé-soufflé.

Le soufflé-soufflé :

I
e (
Figure 6. Présentation de la méthode soufflé-soufflé issue d’une présentation commerciale de SGD Pharma 221
La goutte de verre va tomber dans un premier moule appelé ébaucheur présentant un
poincon inférieur permettant de mouler la bague (1). Ensuite, un premier soufflage va
étre appliqué du bas vers le haut afin de former I'ébauche (2). Cette ébauche va

ensuite étre transférée dans un autre moule dit finisseur (3). Enfin, une deuxieme étape

de soufflage du haut vers le bas va permettre de former le flacon final (4).

Le pressé-soufflé :

Figure 7. Présentation de la méthode Pressé-soufflé issue d’une présentation commerciale de SGD Pharma (2]
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Tout comme la méthode précédente, la goutte de verre va tomber dans un premier
moule ébaucheur (1). Ce moule dispose d’un poingon inférieur qui va monter afin de
former la bague et I'’ébauche par pression (2). L’ébauche va ensuite étre transférée
dans le moule finisseur (3). Le flacon sera formé par soufflage pour prendre la forme
du moule (4).

Aprés le formage, les flacons vont étre réchauffés dans une arche a une température
entre 500-600°C et refroidis lentement afin de libérer les tensions internes dues au
procédeé de fabrication. Cette étape permet de renforcer les propriétés mécaniques du

verre.

La quatrieme étape de production d’un flacon a usage pharmaceutique est I'inspection.
C’est une étape primordiale pour assurer la sécurité du patient final. En effet, chaque
flacon est inspecté afin d’éliminer tous les flacons défectueux. Le risque étant d’avoir
des flacons présentant des fissures, des fragilités pouvant engendrer une particule de

verre apres conditionnement final du médicament.

Enfin la cinquiéme étape est 'emballage et la palettisation pour un envoi sur les sites

de production pharmaceutique.

2.3. Production de verre étiré a usage pharmaceutique

Schéma de principe de la production d’un verre étiré :

TUBE FEEDING FORMING

AFTER FORMING FINAL INSPECTION

" & ANNEALING AND PACKING

Figure 8. Schéma de production de verre étiré issue d’une présentation commerciale de SGD Pharma 121
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La figure 8 présente les différentes étapes de production d’un verre dit étiré. Ce mode

de production est applicable pour toutes les formes disponibles de conditionnement :

- Flacons
- Seringues

- Ampoules

La premiere étape (non présentée sur la figure 8) est I'élaboration d’'une canne de
verre, c’est-a-dire un long tube de verre creux de plusieurs métres, cette canne est un

produit semi-fini.

Ces cannes seront ensuite insérées verticalement dans une machine de conversion.
Ces longues cannes vont étre chauffées localement afin de les couper et ainsi former
le flacon. Par exemple, une canne de verre de 5 métres va étre convertie en 100

flacons de 5 cm de haut.

Ensuite, comme pour la fabrication de verre moulé, ces produits en verre vont étre
chauffés dans une arche et refroidis progressivement afin de libérer les tensions
internes du verre, puis étre inspectés pour éliminer tout défaut potentiellement

dangereux pour le patient final.

2.4. Avantages et inconvénients des différents modes de production -
Cas des flacons

2.4.1 Propriétés chimiques

La résistance chimique est évaluée en fonction de la résistance hydrolytique du
conditionnement primaire en verre. La résistance hydrolytique est définie par
'académie nationale de Pharmacie comme : « la résistance offerte par un verre a la
cession de substances inorganiques hydrosolubles dans des conditions déterminées

de contact entre la surface du récipient et I'eau » 14,

La pharmacopée européenne définit le protocole pour la réalisation de ces essais. Il
existe deux types d’essais de résistance hydrolytique : de la surface interne, sur verre

en grains [,

Résistance hydrolytique de la surface interne des récipients en verre :
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Les récipients en verre devront étre remplis avec de I'eau jusqu’a un volume de
remplissage prédéfini puis bouchés a 'aide d’'un matériau inerte. Ces récipients seront

ensuite autoclavés selon un cycle de référence :

- Elévation de la température a 100°C en 20-30min
- Maintien de la température a 100 + 1°C pendant 10 £ 1 min
- Elévation de la température a 121°C en 20-22 min
- Maintien de la température a 121 + 1°C pendant 60 + 1min

- Baisse de la température a 100°C en 40-44 min

Les flacons peuvent ensuite étre retirés de l'autoclave et refroidis jusqu’a la

température ambiante en 30min.

L’attaque du verre par de I'eau peut se résumer a une extraction des ions sodium (Na™)

du verre remplacés par des ions H* suivant I'équation suivante :
SiO"Na* + H* <+ SjOH + Na*

La mesure de résistance hydrolytique est donc basée sur un dosage de l'alcalinité de
la solution a l'aide d’acide chlorhydrique [0.01N] et le rouge de méthyle comme

indicateur de pH coloré [19],

Plus la quantité d’acide chlorhydrique est important pour observer le virage de
I'indicateur coloré, plus la solution est alcaline. C’est-a-dire qu'il y a une présence plus
importante de composés inorganiques du verre en solution. Donc que le verre est

moins résistant.

Résistance hydrolytigue sur verre en grains :

La méthodologie de titrage est similaire a la résistance hydrolytique de la surface
interne. Cependant, le récipient en verre sera ici broyé afin de tester l'intégralité et non

uniquement la surface interne.

Le verre moulé a une meilleure résistance hydrolytique de surface que les verres étirés
pour une méme composition. Ceci est expliqué par les deux étapes de fonte du verre
pour le processus de production du verre étiré (production de la canne, puis refonte
locale pour découper cette canne). Cette deuxieme fonte peut provoquer des

modifications de la composition du verre en surface sur les zones refondues.
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Cependant, le verre étiré a un réseau de formateurs plus important, si on le compare
au verre moulé qui est fondu a plus basse température pour pouvoir étre faconné. Le

verre étiré aura une meilleure résistance hydrolytique en grains. 1€

2.4.2 Propriétés physiques

Propriétés mécaniques :

Un flacon en verre moulé aura une masse de verre plus importante qu’'un flacon en
verre étiré. Ceci va conférer une résistance meécanique (chocs, casse) et une

résistance aux chocs thermiques plus importante pour les flacons en verre moulé.

Du fait des processus de fabrication, les flacons en verre étiré auront une meilleure
stabilité dimensionnelle, comparé a un verre moulé. De plus, le fait que le verre en
fusion soit au contact du métal dans le moule, les flacons en verre moulé seront
visuellement « moins beaux » qu’un flacon en verre étiré. Cela étant principalement lié

a inhomogénéité de la masse de verre d’un flacon moulé et de la rugosité de surface.

Propriétés industrielles :

La cadence de production est I'un des principaux avantages au flacon moulé. En effet,
ces flacons pourront étre produits a une cadence jusqu’a 10 fois supérieure aux

cadences de production d’un verre étiré.

B.Les difféerents types de verre en industrie de sante, leurs
utilisations et interactions.

1. Les types de verre utilisés en industrie pharmaceutique
1.1. Verre type Il

Ce sont des verres silico-sodocalciques (SiO2, CaO, Naz20); cette catégorie
représente la majorité des verres sur le marché. Le verre de type Il est utilisé dans
tous types de produits ne nécessitant pas une résistance hydrolytique (RH) élevée,
comme pour les bouteilles alimentaires, le vitrage, le verre a usage domestique.

Ce type de verre peut étre utilisé pour tout médicament injectable non aqueux. Par

exemple pour des poudres a reconstituer a 'exception des médicaments lyophilisés.
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1.2. Verre type | [111[171[18]

Un récipient en verre de type | est défini a la Pharmacopée Européenne comme un
« récipient en verre neutre possédant une résistance hydrolytique élevée due a la
composition chimique de la masse ». De plus un récipient en verre neutre est défini
comme un verre borosilicaté dont le réseau vitreux contient des quantités significatives
d’oxyde borique, d’oxyde d’aluminium, d’oxydes de métaux alcalins et/ou d’alcalino-

terreux.

Un verre de type |, en plus de cette résistance hydrolytique élevée, possédera une

résistance mécanique plus importante aux tests de :

- Pression interne — Le principe de ce test est de remplir le flacon continuellement
en eau jusqu’a rupture de celui-ci. Ce test reflete la capacité d'un
conditionnement primaire a supporter des changements de pression,
notamment lors de la lyophilisation. Ce test est normalisé dans I'|SO 7458

- Résistance au choc thermique. Le principe de ce test est de volontairement
provoquer un choc thermique en immergeant les flacons dans un bain d’eau
chaude et d’eau froide. Ce test est normalisé dans I'|SO 7459

- Résistance a une charge verticale — Ce test permet de simuler I'étape du
capsulage des flacons aprés remplissage. Ce test est normalisé dans
'ISO 8113

Le verre de type |, possédant une résistance aux chocs thermiques est donc une option
trés intéressante pour les processus de lyophilisation, de dépyrogénation, ou de

stérilisation terminale en industrie pharmaceutique.

Un récipient en verre de type | est disponible sous de nombreuses formes comme des
ampoules, des seringues, des flacons moulés ou étirés. Ce type de verre peut étre
utilisé pour conditionner la plupart des préparations, qu’elles soient parentérales ou

non.

1.3. Verre type Il (14
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Le verre de type Il a été développé pour améliorer la résistance hydrolytique des
flacons. C’est un verre de type lll, qui a subi un traitement de surface spécifique pour
créer une couche désalcalinisée a la surface interne du verre, et permet ainsi d’éviter
les échanges d’ions entre le médicament et le verre. Avec le temps, et en contact du
médicament, cette couche superficielle peut disparaitre et ne plus assurer sa fonction
protectrice. Ce type de verre ne peut pas étre utilisé pour le stockage de solution
alcaline a long terme, mais il peut étre utilisé pour tous les autres types de

médicaments.

Par exemple, ce type de traitement peut étre réalisé a I'aide de sulfate d’'ammonium.
En contact avec le verre chaud, ce composé va permettre d’extraire les ions sodium

en surface du verre suivant I'équation de réaction suivante :

2 Si:O-Na* (verre) + (NH4)ZSO4 (poudre) = Na:S04 + 2SiOH (verre) + 2 NHs3 (1)

Type Il Type ll

Photo 1. Photo d'un flacon Type Ill a gauche
et du méme flacon aprés traitement a
droite.

Le traitement de ces flacons est visible généralement par un voile blanc, facilement

lavable a I'eau sur la surface du flacon comme montré en photo 1. De plus, des
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analyses ToF-SIMS peuvent montrer un appauvrissement en sodium de la surface du

verre, pour redevenir type lll dans la masse du verre, représenté dans la figure 9.

N

[11-14%] Na,O

Tvpe Il

[5-9%] Na,0

>

0 ~20nm Profondeur du verre

Figure 9. Schéma représentant le taux en sodium en fonction de la profondeur du verre et du type de verre. Les flacons
de type Il montrent une réduction du taux de sodium en surface et en profondeur du verre. En rouge la représentation
d’un verre de type Il relativement peu traité, et en bleu la représentation d’un verre de type Il mieux traité.

2. Les interactions de produits pharmaceutiques avec un

contenant en verre
Il existe de nombreuses compositions de produits pharmaceutiques de nos jours.

Cependant, les plus critiques d’entre eux sont les produits a usage parentéral. En effet,
ce mode d’administration va permettre d’injecter un produit en s’affranchissant des
barriéres physiologiques (peau, muqueuse...). La composition des médicaments
injectables peut varier, mais le principal solvant est 'eau. Dans ce chapitre, nous allons

principalement aborder les interactions entre une solution aqueuse et le verre.

Ces interactions entre le médicament et le verre peuvent provoquer diverses

problématiques comme 19
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- La génération de paillette(s) de verre en solution, aussi appelée
« Délamination ».
- Des changements de pH du médicament conditionné.

- La concentration d’éléments du verre en solution (Si, Na, Ca, B...)

Il existe principalement trois grandes catégories de réaction qui peuvent avoir lieu

entre le verre et une solution aqueuse 29 :

1- L’hydratation du verre, qui consiste en une pénétration de molécules d’eau dans
la matrice de verre
2- L’hydrolyse et la condensation des liaisons Si-O-Si

3- L’échange ionique.

De plus, le verre n'est pas inerte vis-a-vis des composés biologiques. Du fait des
liaisons Si-OH en surface, ces composés peuvent s’adsorber, comme nous le verrons

en partie II.

2.1. Hydratation du verre
Le verre est un matériau généralement stable, mais en présence d’eau sous forme

liquide ou de gaz, le verre devient plus vulnérable [l Cette hydratation est
représentée par des molécules d’eau qui vont pénétrer la matrice du verre. Ces
molécules d’eau peuvent fragiliser cette matrice et ainsi favoriser I'apparition de

fissures, de débris de verre ou encore accélérer la corrosion (22,
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Figure 10. Profil de concentration d'hydrogéne mesuré en NRA (Nuclear Reaction Analysis) sur des échantillons exposés &
'air et a I'humidité [22],
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La Figure 10 montre une augmentation de la concentration en atome d’hydrogéne a la
surface du verre mais aussi en profondeur de la masse de verre (sur 0.4 um).
L’intégration des molécules d’eau en profondeur est surtout observable lors d’un

contact liquide/solide.

Dans le cas ou le verre est uniguement soumis a I’lhumidité ou de la vapeur d’eau, les
molécules d’eau vont s’adsorber a la surface du verre et former un film d’eau. Du fait
de la différence d’électronégativité entre l'atome d’oxygéne (3,44) et l'atome
d’hydrogéne (2,2), 'atome d’oxygéne va attirer les électrons d’une liaison O-H et ainsi
créer un dipble. Ce dipdle va pouvoir se fixer par des liaisons hydrogenes comme le

montre la figure 11.

————————————————————————————— . Surface
H H o%
\O/ H Ve \Ha+
Physisorbed : : d~50nm Adsorbed
"1* ‘I' H /0\ Swater and
0 0 6H H gel film
e e e e e e
Chemisorbed Na H H H OH d~15nm
“OH H v ( +
kfﬁgb,.{_uﬂg.ﬁl‘_ﬁgfoﬁ_hf_.fﬂ___.........:..
R
(0] 0 0 0 0 Soda lime
| | } ] [ S silicate
si” /ss’ S Si_ o Siy glass
. ~
| o T 71 J
Na* caz O

Figure 11. Représentation schématique de la formation d'un film d'eau ¢ la surface du verre [23],

2.2. L’hydrolyse / condensation

L’hydrolyse et la condensation sont deux réactions chimiques opposées qui peuvent

rompre et reformer les liaisons Si-O-Si du verre selon I'équation de réaction suivante
[20] -
Si-O-Si + H20 & Si—OH + HO-Si Q)

Cette réaction de dissolution du verre est tellement lente a température ambiante que
le verre est considéré comme inerte vis-a-vis de la réaction d’hydrolyse, notamment

via I’humidité avant remplissage. Généralement, il faudrait plusieurs dizaines d’années
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d’exposition a I'’humidité pour pouvoir observer une altération significative de la
surface. Cependant, en augmentant la température, cette réaction peut étre

significativement accélérée. 24

2.3. Les échanges d’ions

Dans le cas ou la matrice de verre comporte des ions libres comme Na*, le phénoméne
d’échange d’ion sera prédominant par rapport aux précédents. C’est notamment pour
cela que les verres sodo-calcigues ont une résistance a I'eau (résistance hydrolytique)
moindre qu’un verre borosilicaté. En effet, pour les verres contenants des oxydes
d’alcalins, I'eau va déplacer ces éléments par échange d’ions, et ainsi déstabiliser la

matrice selon I'équation suivante 19

Na*werre) + 2H20 — H3zO* + NaOH (2)

Cette équation peut étre complétée sous la forme suivante :

(-O-Si-O : Na*) werre) + H20 — (-O-Si-O" : H*) verre) + Na* + OH~  (3)

Cette réaction, qui se déroule aprés le remplissage, va engendrer potentiellement des
changements de pH de la solution, une déstabilisation de la matrice, donc une

augmentation des composés du verre en solution par lixiviation.

Si les 3 réactions interviennent dans le méme temps, chaque réaction peut influencer

la cinétique et les mécanismes des autres réactions. 24

2.4. Relargage des éléments du verre

Par les mécanismes vus précédemment, beaucoup d’autres éléments du verre
peuvent se retrouver en solution. Le verre est composé d’'unités de silicate isolées
séparées par des cations modificateurs par exemple le magnésium, Mg*2. Dans une
solution acide les groupes silicate se transforment en acide silicique lorsque les

liaisons Mg-O sont protonées. [2°]

M928i04 +4H"— 2 Mg+2 + H4Si0,4 (4)
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En déstabilisant la structure non cristalline du verre, les éléments du verre vont se
retrouver en solution. Ainsi aprés un temps de contact significatif des traces de
Magnésium, Calcium, Silice, Aluminium, Zinc, Titane, Fer etc... vont étre relarguées
dans la solution. La quantité va étre dépendante du type de verre, du pH de la solution,

des excipients.

Le verre est un matériau complexe, les interactions avec une solution sont difficilement
prédictibles, chaque formulation est unique et ne réagit pas de la méme maniere avec

le verre.

Il est par exemple reconnu que 'EDTA est un excipient qui accélére la dégradation du
verre. Cet excipient est utilisé dans plusieurs formulations de produits biologiques

conditionnés dans du verre :

4- NUCALA 100mg (MEPOLIZUMAB) indiqué dans I'asthme a éosinophile
5- AMIVANTAMAB 50mg indigué dans le cancer du poumon a petite cellule
6- CYTEAL indiqué dans le nettoyage des affections de la peau et des muqueuses

primitivement bactériennes ou susceptibles de se surinfecter

Ainsi, des études d’interactions contenant/contenus sont indispensables dans tout
développement de médicament afin de s’assurer de la compatibilité chimique de la

solution médicamenteuse avec le conditionnement primaire choisi.

3. Synthese du contexte réglementaire de la production
d’articles de conditionnement primaire.

La production d’article de conditionnement primaire en verre, que ce soit des flacons,
des ampoules ou des seringues est Iégalement régie par la pharmacopée européenne
3.2.1. La pharmacopée européenne définit chaque type de verre (1, Il, Ill) ainsi que les
résistances hydrolytiques associées. De plus, des essais spécifiques comme
'absence d’Arsenic sont nécessaires afin de libérer des conditionnements primaires
en verre a usage humain. La pharmacopée européenne est un recueil de normes
communes du Conseil de I'Europe destinées au controle de la qualité des
médicaments a usage humain ou Vvétérinaires. En plus de la pharmacopée
européenne, il existe trois autres principales pharmacopées : Américaine, Chinoise et

Japonaise.
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De plus, des normes ISO (International Standard Organisation) sont spécifiquement
applicables a ce type de production. La norme ISO 15378 « Articles d’emballage
primaire pour médicaments — Exigences particuliéres pour I'application de I''SO 9001
prenant en considération les Bonnes Pratiques de Fabrications (BPF) » permet de
faire le lien entre le systtme de management de la qualité défini dans I'ISO 9001 en y
ajoutant des exigences présentes dans les BPF européennes éditées par 'EMA et
reprises par 'ANSM. L’ISO est I'Organisation Internationale de normalisation
composée de représentants de 167 pays. C’est la plus grande organisation non
gouvernementale de normalisation au monde dans les domaines industriels et

commerciaux.

On va retrouver dans cette norme, par exemple, l'obligation d'une formation
complémentaire aux Bonnes Pratiques de Fabrication (section 7.2.2) pour toute
personne de I'entreprise, et plus particulierement aux personnels impliqués dans la
fabrication des composants stériles ou des composants destinés a étre stérilisés. Ainsi
gue des exigences relatives a I'enregistrement et au stockage des données (en lien
avec 'annexe 11 des BPF), la maitrise des fournisseurs (en lien avec le chapitre 7 des
BPF), la qualification et validation (en lien avec 'annexe 15 des BPF), la propreté et la
maitrise de la contamination (en lien avec le chapitre 3 des BPF et I'annexe 1), la
maitrise des changements et des déviations (en lien avec le chapitre 1 des BPF),

I'instauration de la notion de lot et de la libération...

La série de 7 normes ISO 8362 permet aussi de définir les tolérances dimensionnelles
en fonction du mode de production du flacon en verre, mais aussi des bouchons et

des capsules associées.

L’aspect dimensionnel des conditionnements primaires est aussi régi par de
nombreuses normes dans différents pays. Par exemple le CETIE est une association
francaise a but non-lucratif interprofessionnelle et internationale qui édite une
documentation technique concernant les emballages en verre et PET dédiés au
conditionnement de liquides (alimentaire, cosmétique et pharmaceutique). La série de
norme DT 15 va par exemple décrire les capacités ras-bord, les tolérances en hauteur,

diamétre corps...

L’équivalent du CETIE existe aux Etats-Unis sous I'appellation GPI (Glass Packaging

Institute). C’est une association américaine qui promeut 'utilisation du verre, les regles
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de recyclage, mais aussi édite des normes relatives au conditionnement primaire

incluant des tolérances dimensionnelles spécifiques pour le marché américain.

Les normes ICH sont aussi applicables dans ce domaine, notamment 'lCH Q3D qui
permet de vérifier 'absence de métaux lourds relargués dans une solution

pharmaceutique par le conditionnement primaire en verre.

De nouvelles considérations sont a prendre en compte, notamment I'évaluation de
I'intégrité des conditionnements primaires pour préparations stériles (ou CCI,
Container Closure Integrity). La monographie USP <1207> définit des limites
acceptables ou non de fuite du conditionnement primaire afin de garantir et de
maintenir la stérilité. De plus, ces considérations se sont renforcées dans la révision

de 'annexe 1 des Bonnes Pratiques de Fabrications

Finishing of sterile products

8.20 Open primary packaging containers (including partially stoppered vials or prefilled syringes)
should be maintained under Grade A conditions with Grade B background (e.g. Barrier Technology),
or under Grade A conditions with physical segregation from operators (e.g. UDAF carts) until the
stopper is fully inserted.

8.21 Containers should be closed by appropriately validated methods. Containers closed by fusion,
e.g. Blow-fill-seal (BFS), Form-Fill-Seal (FFS), Small and Large Volume Parenteral
(SVP & LVP) bags, glass or plastic ampoules, should be subject to 100% integrity testing.
Samples of containers closed by other methods should be taken and checked for integrity using
validated methods. The frequency of testing should be based on the knowledge and experience of the
container and closure systems being used. A scientifically valid sampling plan should be utilized.
The sample size should be based on information such as supplier approval, packaging component
specifications and process knowledge. It should be noted that wvisual inspection alone is not
considered as an acceptable integrity test method.

8.22 Containers sealed under vacuum (where the vacuum is necessary for the product stability)
should be tested for maintenance of vacuum afier an appropriate pre-determined period and during
shelf life.

8.23 The container closure integrity validation should take into consideration any transportation or
shipping requirements that may negatively impact the integrity of the container (e.g. by
decompression or temperature extremes).

Figure 12. Extrait de la révision de I'annexe 1 des BPF - Chapitre 8 relatif aux produits finis stériles - Disponible en Anglais
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C.Conclusion partie |

Le verre a toujours eu une place de choix lorsqu’il s’agit de conditionner boissons,
médicaments ou produits cosmeétiques. Les différentes méthodes de production
peuvent apporter a ce conditionnement primaires certaines propriétés intéressantes
voire primordiales notamment dans le cas de produit stérile. Bien que certains
éléments du verre puissent se retrouver dans une préparation pharmaceutique, le

verre conserve une certaine neutralité vis-a-vis du médicament.

Dans le cas de médicaments biologiques, le verre peut avoir un impact direct sur le
principe actif, plus particulierement sur les protéines. Les protéines ont une structure
biologique complexe qui leur permet d’avoir une activité spécifique sur le
fonctionnement du corps humain. Si cette protéine est dégradée, une perte d’activité

voire un risque pour le patient peut avoir lieu.
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Partie 2 : Interaction verre - Biomolécules
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A.Les protéines - définitions

Avant de s’intéresser au mécanisme d’adsorption des protéines, il est important de
comprendre la structure de base d’'une protéine. Une protéine est un biopolymére,
c’est-a-dire, une association de bio-monomeres. Pour une protéine, cette structure de

base sont les acides aminés.

Les protéines jouent un réle primordial dans le vivant, elles ont un réle structural en
participant au renouvellement des tissus musculaires, des cheveux, des poils, de la
matrice osseuse, de la peau... [?% Elles participent aussi a de nombreux processus
physiologiques : par exemple a la digestion via des enzymes digestives, au transport
de I'oxygene (hémoglobine). Ce sont aussi les hormones et les récepteurs, qui jouent
le rble de messager chimique permettant de réguler la croissance, la reproduction, le
sommeil, la faim, I'humeur, le métabolisme... Les protéines sont aussi essentielles
dans l'immunité : les anticorps, ou encore la cascade d’enzymes du systeme du

complément.

1. Les acides aminés

Il existe, dans le vivant, plus de 140 acides aminés différents [?"], Seulement 20 (+2)
acides aminés sont dit « protéinogénes », ce sont I'association et 'enchainement de

ces acides aminés qui peuvent conduire a établir une protéine.

Les acides aminés protéinogenes ont une structure de base commune du type H2N-
HCR-COOH, illustrée dans la Figure 13.

R

f

NH; — C — COOH
|

H

Figure 13. Structure de base d'un acide aminé [28]
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Seule la chaine latérale « R » permet de différencier les 22 types d’acides aminés et

de les discriminer en 5 groupes :

- Non-polaire, aliphatique
- Polaire, non chargé

- Aromatique

- Chargé positivement

- Chargé négativement

Ces chaines latérales sont représentées dans la Figure 14 pour les 20 acides aminés

essentiels de I'étre humain.

Nonpolar, aliphatic R groups

(1100 COO COO
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Figure 14. Représentation des 20 acides aminés. [2°]
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Il existe 2 autres acides aminés protéinogenes : La Sélénocystéine et la Pyrrolysine.

La sélénocystéine est un acide aminé dérivé de la cystéine qui comporte un atome de
sélénium a la place de I'atome de soufre. C’est un acide aminé rare qui entre dans la

composition de certaines enzymes.

HSe” OH

NH-

Figure 15. Représentation de la Sélénocystéine.

La pyrrolysine est un acide aminé uniquement présent dans des archées
méthanogenes dans des enzymes spécifiques a leur métabolisme représenté dans la
Figure 16.

OH

NH,

Figure 16. Représentation de la Pyrrolysine

2. Constitution d’une protéine

Une protéine est définie comme une macromolécule constituée par I'association
d’acides aminés unis entre eux par des liaisons peptidiques [B%. L’enchainement
d’acides aminés linéaires constitue la structure primaire d’'une protéine comme

représenté dans la Figure 17.
NHz -0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0- COOH

O = acide aminé

Figure 17. Représentation schématique de la structure primaire d'une protéine.
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Cette structure primaire linéaire est obtenue a partir du génome par des processus de

transcription et traduction a I'intérieur d’'une cellule tel que décrit ci-apres :

La premiére étape est la transcription des génes de 'ADN en ARN messager (=ARNm)
dans le noyau. La molécule d’ADN (double brin) sera ouverte, puis le brin antisens
sera transcrit. La molécule d’ARNm est synthétisée par 'ARN polymérase selon le
code complémentaire : c’est-a-dire que si ’ADN présente une base Adénine (A), ’TARN
polymérase va intégrer une base Uracile (U) a ’TARNm, il en est de méme pour les 4

bases azotées selon le tableau de correspondance suivant :

ADN — Bases azotées ARNmM — Bases azotées
Adénine (A) Uracile (U)
Guanine (G) Cytosine (C)
Cytosine (C) Guanine (G)
Thymine (T) Adénine (A)

brin dADN
non transcrit

nucléotides d’ARN

/

direction de la transcription  \

" brin dADN
_ : transcrit (matrice)

ARNmM nouvellement créeé

Figure 18. Transcription de I'ADN en ARM messager dans le noyau 131

Cet ARNm va migrer du noyau vers le cytoplasme de la cellule via des pores nucléaires

ou aura lieu la traduction 1321,
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La traduction est I'étape de la synthese de la protéine. Un ribosome va se fixer sur
’ARNm et avancer de l'extrémité 5’ vers I'extrémité 3’. Le ribosome va lire une
succession de 3 paires de bases (ex : AUG) appelé codon qui va représenter un acide

aminé spécifique selon le tableau suivant :

LE CODE GEMETIQUE

ARN messager
Codon : deuxsie me base azotee

L C A G

Phe Ser Tyr Cys L

Y Phe Ser Tyr Cys c

Leu Ser STOP STOP A

Leu Ser STOPR T £
w Leu P o His Ang L o
E c Leu Pro His Aing c E
IH-'| E Leu P ra Gl Arg A IH-'u E
w = o =
Moy Leu P o Gln Arg £ oz
v £
E'E Ie Thr Azn Ser Ll E.-
x =3
g 2 . Ie Thr Azn Ser C o+
C L - [
.E le Thr Lys frg A L
]
o Met Thr Lys Arg = o

Val Ala Bzp Gly L

Val Ala Asp Gly C

G
Val fla Glu Gly A
Val e Glu Gly [

Tableau 4. Tableau présentant la traduction d'un ARNm en acide aminés

Ainsi, si la séquence d’ADN est GGTCACTCTATT, TARNm va présenter la séquence
suivante : CCAGUGAGAUAA, I'enchainement linéaire d’acides aminés sera donc :
Proline — Methionine — Arginine. Il existe 3 codons « stop », ces codons permettent de
donner l'information au ribosome d’arréter la traduction de 'ARNm en protéine, la

séquence est terminée apres ces codons.

A ce stade, la protéine est sous une forme linéaire telle que représentée dans la figure

17, on I'appelle structure primaire.
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La derniere étape est la modification post-traductionnelle comme la glycosylation

(liaison covalente d’ose) qui a lieu dans le réticulum endoplasmique ou dans I'appareil

de Golgi.

Il existe des milliers de protéines qui doivent reconnaitre spécifiguement un ou
plusieurs ligands. Devant une telle diversité d’interactions, il est nécessaire d’avoir une
variabilité et des irrégularités de structure des protéines afin d’avoir cette interaction
spécifique protéine-ligand. Pour se faire, une protéine va devoir adopter cette

conformation spécifique dans I'espace : une conformation tridimensionnelle.

3. Structure tridimensionnelle des protéines : structure
secondaire et tertiaire

La structure secondaire d’une protéine est une modification spatiale en 3 dimensions
de la linéarité de la structure primaire située localement sur la chaine d’acides aminés.
Cette configuration dans I'espace est stabilisée par des liaisons hydrogeéne entre les

groupements C=0 et N-H des liaisons peptidiques 33 (Figure 19).

RO RO RO R O RO RO RO RO RO R
| ] P n | I n I n I [ || [ |} [ || |

NH; -C-C—-N-C-C—-N-C-C—-N-C-C—-N-C-C—-N-C-C-N-C-C—-N -C—C—N -C—C—N~—C — COOH
| | | | | | | | | | | | | | | | | | |
H H H H H H H H H H H H H H H H H H H

Figure 19. Exemple d'un polypeptide de 10 acides aminés.
Il existe une grande diversité des structures secondaires, mais ces structures sont

essentiellement de 3 types :

- Les hélices
- Les feuillets béta

- Les coudes

Une hélice protéique est une structure obtenue par la rotation de la chaine
polypeptidique. Cette rotation résulte de la succession d’angles. Par exemple, le cas
de I'hélice alpha présente un angle phide -57° et angle psi de -47°, elle s’éléve de

0,15 nm par résidu et de 0,54 nm a chaque tour et compte 3,6 résidus par tour B34[35],

Page | 37



Elle est stabilisée par des ponts hydrogenes entre 'hydrogéne du groupement aminé

-NH et 'oxygéne d’un groupement carboxyl
[35]
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Figure 20. Représentation d'une hélice protéique obtenue par la rotation de la chaine peptidique

Nous pouvons prendre pour exemple la myoglobine qui présente plusieurs hélices

alpha dans sa structure. La myoglobine est
le cytoplasme des cellules. Cette protéine

par des spirales dans la figure 20.
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Figure 21. Représentation dans I'espace de la myoglobine 34

Les feuillets beta sont les structures protéiques les plus répandues ¢, Ces structures
se forment quand de longues chaines polypeptidiques se replient et se font face I'une
'autre en formant des ponts hydrogenes avec la chaine voisine. Les feuillets beta
peuvent étre paralleles si les chaines vont dans le méme sens, ou antiparalleles.
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Figure 22. Représentation d'un feuillet beta paralléles et antiparalléles

Ces feuillets sont représentés dans les modeles structuraux par une fleche plate

indiquant sa direction, la pointe est dirigée vers son extrémité COOH.

Le coude ou épingle a cheveux beta est le motif secondaire le plus simple, que 'on
retrouve souvent a la jonction de deux segments de la chaine formant un feuillet beta

antiparallele. Il implique généralement 4 résidus d’acides aminés.
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Figure 23. Représentation d'une structure protéique secondaire de type coude

A ce stade, I'enchainement d’acides aminés qui forme la protéine a une structure

linéaire présentant localement une structure tridimensionnelle.

La structure tertiaire d’une protéine est un repliement dans I'espace de la totalité de la
chaine polypeptidique. C’est donc l'organisation dans l'espace des structures
secondaires. Ce repliement va permettre a la protéine d’avoir I'intégralité de ses
propriétés comme ses sites de fixation, de reconnaissance, le site actif d'une

enzyme...
Cette structure va étre maintenue par différentes forces :

Interactions électrostatiques
o Charge-Charge (NHs* et COO")
o Charge — dipdle

o Liaisons hydrogénes
- Interactions hydrophobes (cycle aromatique des groupements phénylalanine et
tyrosine par exemple)
- Forces de Van der Waals
- Ponts disulfures : c’est une liaison covalente entre deux cystéines formées dans

le réticulum endoplasmique lors de la formation de la protéine dans la cellule.

Enfin, certaines protéines vont adopter une structure quaternaire lorsque plusieurs
sous-unités indépendantes ayant une structure tertiaire vont s’associer pour former la
protéine finale 2%, L’hémoglobine est un exemple d’une protéine ayant une structure

quaternaire formé par 4 sous-unités (Figure 24).
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Figure 24. Représentation de I'hémoglobine, une protéine ayant une structure quaternaire. En rouge et en bleu, quatre sous-
unités protéiques ayant une structure tertiaire identique deux & deux 371,

4. Définitions des immunoglobulines (= Ig) (38139

Les immunoglobulines (ou anticorps) sont une famille de protéines plasmatiques
contribuant majoritairement a la réponse immunitaire adaptative. Ces protéines ont
deux fonctions, la premiere est leur capacité a fixer tres spécifiquement des molécules
d’'un pathogéne (aussi appelé antigéne) et induire une réponse immunitaire. La
deuxieme est le recrutement de cellules ou molécules capables de détruire le

pathogene.

Une immunoglobuline comporte 2 chaines : une chaine lourde et une chaine légere.
Sur ces chaines un fragment est dit constant, I'autre fragment est appelé variable. La
partie variable d’'une immunoglobuline est celle responsable de la reconnaissance et
de la fixation sur I'antigéne : ainsi pour pouvoir reconnaitre spécifiguement chaque
antigéne, la composition et la conformation des acides aminées de la partie variable
va changer en fonction de I'antigéne a reconnaitre. Au sein de la partie variable, il

existe des régions hypervariables formant le site de fixation de liaison avec I'antigéne.

La partie constante est la partie effectrice de 'immunoglobuline et ne varie pas autant
gue la partie variable, cette partie va permettre de se fixer au complément ou recruter
des macrophages afin d’éliminer le pathogéne. Il existe 5 formes de cette partie

constante qui caractérisent l'isotype de 'immunoglobuline :
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- Immunoglobuline M (IgM) : elles ne représentent qu’environ 10% des Ig totales.

C’est une molécule a structure pentamérique. Elles ont principalement un réle
lors de la réponse immunitaire primaire.

- Immunoglobuline G (IgG) : elles sont majoritaires dans le sérum normal,

représente 75% des immunoglobulines totales. Elles ont principalement un réle
lors de la réponse immunitaire secondaire.

- Immunoglobuline D (IgD) : elles ne représentent que moins de 1% des Ig

totales, le plus souvent attachées a la surface des lymphocytes B, leur réle est
principalement lié a la maturation des lymphocytes, c’est-a-dire dans 'induction
de la différenciation du lymphocyte B par I'antigéne.

- Immunoglobuline E (IgE) : elles sont retrouvées sous forme de traces dans le

sérum, elles jouent principalement un réle dans les réactions d’hypersensibilité
immédiate (réaction allergique), mais aussi interviennent dans la lutte contre les
parasites.

- Immunoglobuline A (IgA) : elles représentent environ 15% des Ig totales et

permettent une protection des muqueuses, que ce soit respiratoires ou

digestives par exemple.

CDR: Complementary
Fragment determuumg region
variable (Fv) (Régions hypervariables)
Vi

Vu

7

Liaison a ™~
I'antigéne

Activation du
complément et L L >Fc
fixation au récepteurs
Fc des macrophages

Figure 25. Schématisation d’un anticorps. (4%
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5. Conclusion

Toutes les protéines humaines proviennent de notre génome, de la molécule d’ADN.
Pour étre fonctionnelle, une protéine doit avant tout étre synthétisée de maniere

linéaire par le ribosome afin d’obtenir la structure primaire de la protéine.

Cette protéine va ensuite se replier localement pour former des structures
secondaires, puis se replier sur elle-méme pour former la structure tertiaire. Ces
différentes étapes sont représentées en Figure 26. Enfin, plusieurs sous-unités ayant
une structure tertiaire vont pouvoir s’associer pour former une protéine ayant une

structure quaternaire.

Les protéines sont des constituants indispensables au fonctionnement du corps
humain. Elles sont les muscles, les os, les ongles, les cheveux... mais aussi les
enzymes, les anticorps. Elles permettent aussi d’étre un apport d’énergie pour le corps,
des messagers cellulaires (insuline, récepteurs membranaires), de réguler notre ADN
(histone), de transporter d’autres éléments indispensables (Hémoglobine pour

'oxygéne par exemple).

Gly ¥*

Pro
Pro
Gly ¢~ Structure primaire :
Pro assemblage des acides
p,ib?’i} aminés

Glyi <

Structure secondaire :
hélices a et feuillets g

Structure tertiaire :
repliement de la
protéine

Structure quaternaire :
assemblage de
plusieurs structures ter-
tiaires

Figure 26. Synthese de la conformation d'une protéine. De la structure primaire & la structure quaternaire 411,
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B.Interactions entre le conditionnement primaire en verre
et les protéines

Les protéines a usage thérapeutique sont utilisées pour traiter de nombreuse maladies
comme le cancer, le diabéte, 'hémophilie, la maladie de Crohn et la polyarthrite
rhumatoide 2. Pour un usage médicamenteux, une protéine (insuline, albumine,
facteurs de coagulation...) doit étre dans sa conformation tridimensionnelle et

solubilisée dans une solution aqueuse permettant I'administration du médicament.

La dénaturation des protéines intervient lorsque celle-ci perd sa conformation tri-
dimensionnelle. Il existe 3 grandes meéthodes de dénaturation des protéines :

chimique, thermique et mécanique.

Pour assurer un médicament de qualité, il est tres important de maintenir la pureté
chimique et la conformation des protéines lors du conditionnement, stockage et
transport jusqu’a l'injection au patient. Les protéines peuvent étre dénaturées par
plusieurs phénomenes, la résultante de ces dénaturations est principalement

I'agrégation des protéines en solution. [43]

L’agrégation des protéines peut varier de la simple association physique avec une
autre protéine sans aucun changement de sa structure primaire (agrégation physique)
ou par la formation de nouvelles liaisons covalentes (agrégation chimique). La
formation de telles liaisons peut soit directement lier les protéines entres-elles ou
indirectement altérer la tendance naturelle d’'une protéine a s’agréger. [*4 Les deux
mécanismes peuvent intervenir simultanément sur une protéine, et engendrer la

formation d’agrégat soluble ou insoluble.

1. Dénaturation des protéines

1.1Dénaturation chimique
1.1.1 Impact du pH sur la dénaturation des protéines et leur solubilité

Le pH est une mesure de I'état acido-basique d’'une solution contenant des ions H*,
définie par pH = -log[H*], ou [H*] est la concentration de la solution en ion H* 431, Les
acides aminés sont sensibles a cette notion de pH puisqu’en effet chaque protéine

comporte 2 groupements ionisables dans sa structure de base :

- un groupement carboxylique : COOH <-> COOr
- un groupement amine : NH2 <-> NH3*
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L’état d’ionisation d’'un groupement acide est défini par la constante d’acidité pKa.
Lorsque le pH d’une solution est en-dessous de cette valeur de pKa, le groupement
acide contenu dans cette solution sera non chargé. Inversement, lorsque le pH de la
solution est supérieur au pKa, le groupement sera sous forme ionisée et donc chargé.
Pour le groupement carboxylique des acides aminés le pKa est compris entre [1,82-
2,38].

L’état d’ionisation d’'un groupement basique est défini par la constante de basicité pKb.
Lorsque le pH d’une solution est en-dessous de cette valeur de pKb, le groupement
basique contenu dans cette solution sera chargé. Inversement, lorsque le pH de la
solution est supérieur au pKb, le groupement sera sous forme non-ionisée et donc non

chargé. Le groupement amine des acides aminés a un pKb compris entre [8,08-10,96].

De plus, certains acides aminés présentent une chaine latérale ionisable ayant un pK

spécifique 461 :

- Chaine latérale de la Tyrosine : pKb = 10,07

- Chaine latérale de la Cystéine : pKb = 10,28

- Chaine latérale de I'acide aspartique : pKa = 3,65
- Chaine latérale de l'acide glutamique : pKa = 4,25
- Chaine latérale de I'Histidine : pKa =6

- Chaine latérale de la Lysine : pKb = 10,53

- Chaine latérale de I'Arginine : pKb = 10,07

Une protéine étant un enchainement complexe d’acides aminés, nous pouvons
déterminer que la zone de solubilisation maximum d’une protéine se situe a un pH au-

dela du pKa le plus élevé et en deca du pKb le plus faible : entre [6-8,08].

Dans leur état biologique (pH=7,2), ces groupes chimiques sont dans un état
d’ionisation leur permettant une solubilité en milieu aqueux. Les chaines latérales
chargées des acides aminés étant orientées vers I'extérieur lorsque la protéine est
dans une conformation tridimensionnelle, cela permet de former des ponts hydrogénes

avec 'eau et ainsi de solubiliser la protéine. [47]
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Lors d’'une attaque chimique du verre par de I'eau, basée sur la réaction décrite dans

la partie I, section 2.3 :
(-O-Si-O- : Na*) werre) + H20 — (-O-Si-O- : H*) verre) + Na* + OH" (5)

la concentration en [OH"] en solution va augmenter et la concentration en [H*] diminuer.
Lors d’'une attaque du verre, le H* va s’intégrer dans la matrice du verre a la place du
Na+. En solution aqueuse, si 'attaque du verre est trop importante, la solution aqueuse
verra son pH augmenter. Cette augmentation de pH peut induire un changement de
I'état de charge (positive ou négative) des acides aminés et ainsi entrainer un
changement de la charge totale de la protéine et donc affecter les interactions
électrostatiques. La résultante est une perte de solubilité de la protéine et ainsi une
précipitation de celle-ci.

Le pH a une trés forte influence dans le taux d’agrégation des protéines. Les protéines
sont trés souvent stables dans une petite plage de pH, et peuvent s’agréger trés
rapidement en solution en dehors de cette plage. Il existe plusieurs études de I'impact

du pH sur la stabilité des protéines en solution, en voici quelques exemples 2 ;

- Facteur VIl recombinant 8l

- Urokinase de bas poids moléculaire
Relaxine 50
Désoxyhémoglobine B!
Interleukine-1p ®2
Ribonucléase A 153

Insuline B4

La présence d'un agrégat de protéines dans un médicament peut engendrer, si ce
médicament est injecté, une efficacité réduite, une réaction immunitaire non souhaitée

ou encore un choc anaphylactique. [°]

1.1.2 Impact de laforce ionique sur la solubilité des protéines
Lorsqu’'un composé se retrouve dissout en solution, celui-ci sera dissocié sous forme

d’ion. L’exemple le plus couramment connu est la dissociation du chlorure de sodium

(NaCl). Une fois en solution le composé NaCl sera sous forme ionisé en Na* + CI-.
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La force ionique a été définie par Lewis et Randall en 1921 pour refléter les effets des
charges sur les interactions entre les électrolytes. Cette force ionique est définie par

la formule suivante 581 :

1 2
u=s2iCz 6)
Ou : Ci représente la concentration molaire de I'ion et Zi sa charge

L’'impact de la force ionique sur la solubilité peut étre synthétisé par I'’équation suivante
[57] -

logS = B —Ksu (7)
La solubilité est donc inversement proportionnelle a la force ionique d’'une solution.
Plus la force ionigue pu sera importante, plus la solubilité S sera faible. Cette équation
est principalement vraie dans le cas de forte concentration en sel en solution, ce qui
peut étre le cas lorsque des sels sont volontairement ajoutés comme excipient dans

une formulation galénique.

Cependant, les électrolytes ont un effet plus complexe sur la stabilité physique des
protéines en solution pouvant modifier la conformation et I'équilibre de la structure des
protéines et ainsi augmenter le taux d’agrégation. Par exemple, le taux d’agrégation
du facteur VIII recombinant diminue en présence de NaCl en solution. Inversement, la
présence de NaCl augmente le taux d’agrégation du GCSF (granulocyte colony
stimulating factor). D’autres sels démontrent le méme phénoméne favorisant ou
diminuant I'agrégation des protéines en solution. Ainsi, la concentration en sel d’'une

solution va modifier la stabilité d’'une protéine en solution.

Les sels vont interagir sur la liaison peptique qui a une charge partielle positive sur le
groupement amine, et une charge partielle négative sur le groupement carboxylique.
Les ions en solution peuvent se fixer a ces charges et potentiellement déstabiliser I'état
normal d’une protéine. Parce que le pH détermine I'état d’ionisation des chaines
latérales, la charge totale, et la distribution des charges au sein d’'une protéine, cet
effet des sels et donc de I'impact de la force ionique est trés dépendant du pH. 58

Des validations de la compatibilité entre le médicament et le conditionnement primaire

en verre doivent étre menées afin de vérifier que les minéraux relargués par le verre
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ne viennent pas modifier le fragile équilibre qui permet a une protéine de rester soluble

dans une solution non naturelle.

1.1.3 Agrégation des protéines par des oxydes métalliques

Des oxydes métalliques peuvent étre ajoutés a la composition du verre. Ces oxydes
se comportent, soit comme formateurs du réseau, soit comme des modificateurs. lls
peuvent aussi étre utilisés pour créer une coloration du verre. Les oxydes métalliques
les plus fréquemment retrouvés dans un verre a usage pharmaceutique sont I'oxyde
d’aluminium (Al20s3), 'oxyde de fer (Fe20s), 'oxyde de zinc (ZnO) et 'oxyde de titane
(TiO2). 159

Il existe des exemples de protéines thérapeutigues en développement qui ont été
conditionnées dans des seringues préremplies et en flacons. Durant I'étape de
purification de la protéine, des métalloprotéinases (enzyme de la classe des
peptidases qui participe a la catalyse de la coupure de la liaison peptique) ont été co-
purifiées avec cette protéine. Ces métalloprotéinases ont été activées par les oxydes
métalliques relargués par le verre et ainsi provoqué la dénaturation et I'agrégation des

protéines. 60

Les agences de santé recommandent donc une caractérisation et la création d’'une
stratégie de contrdle pour prévenir l'agrégation de protéines pendant Ile

développement de produit biopharmaceutique.

1.2Dénaturation par action mécanique

1.2.1 Augmentation particulaire par le phénoméne de cavitation

L’industrie pharmaceutique a réalisé de nombreuses améliorations pour réduire ce
risque de dégradation lors du processus de production, de stockage et de transport
des médicaments. Cependant, il y a trés peu de contrdles qualités apres la libération
du médicament. Par exemple, le transport a 'hépital, ou des mauvaises manipulations
involontaires peuvent causer des dégradations du médicament, difficiles, voire

impossible a détecter. 64
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Une des causes les moins connues et décrites pouvant engendrer des dommages a
une protéine est le choc mécanique des conditionnements primaires. Lorsqu’un flacon
ou une seringue tombe et heurte une surface solide, la solution a l'intérieur sera
impactée par ce choc mécanique. Le résultat est I'apparition d’'une onde de choc

pouvant provoquer un phénomene de cavitation. (62

La cavitation est définie comme la formation, I'agrandissement et I'effondrement de
cavités gazeuses dans un liquide soumis a des ondes [®3l. La représentation de ce
phénomene est visible sur la figure 27. Lorsque ces cavités s’effondrent violemment,
des points chauds sont créés. Ces points chaud ont une durée de vie extrémement
courte et sont tres localisés. A ces endroits, la température peut augmenter de maniere
extréme (plusieurs centaines de degré Celsius) et une pression de plusieurs
atmosphéres. 681 De plus, lors de I'effondrement de la cavité gazeuse, de I'hydrogéne
et des radicaux libres OH- peuvent étre formés. Le résultat de ces conditions de
température et de pression extrémement localisées en plus de la formation de radicaux

libres contribue fortement a la formation d’agrégats de protéines et donc de

particules. [64

Figure 27. Le phénomeéne de cavitation est initié a la surface interne des flacons. Chaque flacon contient 2ml d’une solution
d’anticorps monoclonaux a 1mg/ml qui est tombé d’une hauteur d’un métre. Les flacons sont en verre. Le flacon (a) présente
une seule bulle dans le coin inférieur gauche et une charge particulaire d’environ 1100 particules/ml, le flacon (b) environ 1200
particules/ml et de multiples bulles, de méme pour le flacon (c) qui comporte 3900 particules/ml. (6]
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Figure 28. Génération de particule en fonction de la répétition d’une chute d’un
flacon en verre de 3ml rempli avec 2ml de solution d’anticorps monoclonaux a
Img/ml. Le nombre total de particules dans les flacons est rapporté
relativement a la mesure dans un flacon de contréle qui n’a pas subi de chute.

Il est intéressant de constater que 'augmentation de particules est directement en lien
avec le nombre de chocs mécaniques que subit un flacon rempli d’'un médicament
biologique. Aprés seulement 4 applications d’'un choc vertical d’'une hauteur de 0,5 m,
il y a une augmentation de particules de I'ordre de 2x10%. Cette augmentation semble
linéaire jusqu’a 16 chutes répétées pour une augmentation du nombre de particules
de 1,2x10°. Dans cette étude, il 'y a pas de mention relative a la taille des particules

observées.

L’'USP <788> « Particles matter in Injection» et les chapitres de la Pharmacopée
Européenne 2.9.19 « Contamination particulaire : particules non visibles » et 5.17.2
« Recommandations relatives a l'essai de contamination particulaire : particules
visibles » définissent une limite en nombre de particules en fonction de la contenance

du flacon. Par exemple, pour un flacon de 3 ml les limites sont :

- 6000 particules = 10 pm
- 600 particules = 25 pm
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La question qui se pose est de savoir si ce nombre de chutes répétées d'un flacon
rempli d’'un composé biologique pourrait engendrer un nombre de particules en dehors

des spécifications des pharmacopées ?

Cependant, aucune étude faisant le lien entre 'augmentation de particules liées a des
chutes répétées de flacons et les limites des pharmacopées n’est disponible. En
revanche, certaines études se sont intéressées a 'augmentation particulaire aprés une

agitation.

L’augmentation particulaire, provient des protéines qui vont s’agréger aprés

I'application d’'un stress mécanique. La résultante est la perte de protéine solubilisée.
(69]

Les flacons de la figure 30 sont remplis d’une solution d'immunoglobulines pour

injection intraveineuse dans 3 types de flacons :

- Flacons en verre non traité

- Flacons en verre avec un revétement interne en Polyethyléneglycol (PEG),
connu pour limiter les interactions entre la surface du verre et le médicament.

- Flacons en verre avec un revétement interne en Octadecyltrichlorosilane de
formule C1sH37ClI3Si (OTS,). Cette molécule, une fois fixée sur les groupes Si-
OH en surface du verre va exposer une longue chaine carbonée, ce qui rend la
surface interne hydrophobe et réduit les interactions entre la solution et la

surface du verre.

CvsH37 C|5H37 C<EH_,IV CHHj,
[ |
Cl-8i-Cl Cl Si Cl OH- Si— OH OH-Si—OH
Cl Cl OH OH
OHoHCHoH o b OH 910 0P bH
alalalalala = alalalalal
{ TIO, than film T \ { TIO, tin firr i
Physisorpsion Hydrolysis
-HCI
*
H,O
GiHy C.H,, CHy CHy
|
OH- Si O—Si— OH OH Si OH OH Si OH
O‘H oO‘HOHOH 0(1 H H,0 OH oOHOHOH oOI—bH

Figure 29. Illustration schématique de la greffe de groupement OTS d la surface du verre (661
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Ces flacons sont déposés sur une table vibrante pendant une minute, quatre minutes
et sept minutes. L’objectif de ces vibrations est de simuler le transport (ex : camion)
mais aussi la manutention des cartons. Les données de cette étude montrent une
diminution de la quantité soluble restante en immunoglobuline en fonction du temps,
la quantité insoluble représente les protéines dénaturées et donc sous forme d’agrégat
non soluble. Apres une minute de vibration, la quantité restante est de I'ordre de [98-
99%] en fonction des flacons. Cependant apres 7 minutes, la quantité en
immunoglobuline restante est toujours de I'ordre de 98% pour les flacons avec un
revétement en PEG. Pour des flacons non traités, et traité avec de 'OTS, la quantité

restante a diminué jusqu’a 95%. [67]

100 r

. ®

() A [}

£ 98 " ® -
>

o) ! .

o E3

g 96f - .
=} ! - s

&

£ 94+ :
5] : A

o

o) 92 - 4
28

O o

~£ o m  Untreated Vial

= % 90F @ PEG-treated Vial .
S o L A OTS treated Vial

> (%]

d 8 88 HEESY O ey | O e AU SIS L oY e

-1 0 1 2 3 4 § 6 7 8

Temps de vibration (min)

Figure 30. Agrégation de protéines d’une solution d’immunoglobulines soumise a un stress mécanique via des
vibrations mesurée par la quantité soluble restante par SE-HPLC. 3 flacons différents sont étudiés : Flacon non
traité, flacon traité avec du PEG et flacon traité avec de I’OTS. La barre d’erreur représente I’écart-type (n=3)

Ces études montrent la nécessité des validations de transport des médicaments, et
notamment de surveiller la génération de particules et I'agrégation de protéines. De
plus, ces phénomenes peuvent étre exacerbés lors du transport notamment a cause
de la température dans les conteneurs lors du transport maritime, comme le démontre
la loi d’Arrhenius qui décrit la variation de la vitesse d’'une réaction chimique en fonction

de la température.
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Il est aussi trés important d’utiliser le bon format de flacon en fonction du volume de
remplissage nominal du médicament. En effet, le lien entre la hauteur de remplissage
d'un flacon et le diamétre de la base joue un rdle important dans I'apparition du
phénomeéne de cavitation. En comparant un flacon ayant un large diametre (une
contenance de 5ml par exemple) a un flacon plus petit (d’'une contenance de 2ml)
remplis avec le méme volume de solution, le diamétre le plus grand a une probabilité
plus faible d’apparition du phénomeéne de cavitation. De plus, les flacons en plastique
semblent favoriser ce phénomene comparé aux flacons en verre 68, Lors du
développement d’'un médicament biologique, ce phénoméne devrait étre plus

généralement pris en compte dans le choix du conditionnement primaire.

1.2.2 Augmentation particulaire par agitation

L’agitation est un stress mécanique trés courant pour un médicament a visée
thérapeutique, principalement lors du transport de celui-ci. En reproduisant des
conditions de transport par un agitateur de laboratoire sur 3 protéines différentes :
albumine humaine, lysozyme provenant du blanc d’ceuf, anticorps monoclonaux type

IgG2, une augmentation particulaire peut étre observée. (69
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Figure 31. Analyse de I'augmentation particulaire de 3 solutions protéiques (Albumine, Lysozyme, 1gG2) sous agitation
pendant 50h. Le nombre de particules augmente rapidement pendant Sh d’agitation pour des tailles allant de 1,5 a 80 um
puis plus lentement de 9h & 48h. (691

Cette étude montre clairement une augmentation des particules non visibles de
différentes tailles allant de 1,5 ym jusqu’a 80 um pour les trois protéines. Le nombre
de particules augmente en 2 phases ; une premiéere phase rapide jusqu’a 9h d’agitation
suivie d’'une phase plus lente de 9h a 48h. Les particules prédominantes sont les plus
petites dans la phase initiale et avec le temps, ces petites particules peuvent se
condenser en particules plus grosses (> 25-80 um).

Il est commun de penser que I'agrégation des protéines induites par 'agitation est la
conséquence de protéines mal ou non repliées a I'interface liquide-air [l L’influence
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de l'agitation sur l'agrégation peut varier, en fonction du poids moléculaire de la
molécule, de sa stabilité structurale, de la distribution spatiale des sites hydrophobes

des protéines.

Pour nos trois protéines, I'agitation conduit donc a un repliement partiel des protéines
a linterface solution-air. Il y a une association des monoméres non pliés formant
ensuite des oligomeres (polymére formé d’un petit nombre de monoméres) pour
I'albumine humaine, ou de plus gros agrégats (0,2-2um) pour les lysozymes et les IgG.
Jusqu’a une certaine taille d’agrégats, la réaction semble partiellement réversible. En
revanche, lors d’une agitation constante les oligoméres ou les agrégats vont continuer
de se former et condenser en plus grosses particules de maniére non réversible, voir

Figure 32.

HSA e
_—— |‘ ] 7 . I ¥ '
Agitation
- '
[ HEWLand mAb
<0.2- 2 micron> <—— 5-20 micron 25-50 micron

Figure 32. Schématisation de I'agrégation de protéines en solution. Apreés agitation, les protéines vont se replier
partiellement formant des monoméres. Ces monomeres vont s’associer pour former des oligomeres non solubles et ainsi
provoquer des agrégats. (69

De plus, il a été démontré qu’un effet de synergie existe entre la cavitation induite par
une chute et I'agitation des flacons sur la génération d’agrégats de protéines. La
combinaison de chute et d’agitation de flacons conduit a une quantité plus importante
de particules que la somme des particules obtenues par chaque stress mécanique

séparément. [71]

1.2.3 Comment mitiger ce phénoméne

L’agrégation des protéines peut étre inhibé par changement de la structure protéique
(changement interne) ou par lI'adaptation des propriétés de I'environnement des

protéines (externe).

Les modifications internes peuvent étre directement réalisées sur certains sites
identifiés par des modifications chimiques. Le principal challenge dans la modification

structurelle est de conserver l'activité de la protéine, vu que cette activité est
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directement liée a sa structure. Cependant, plusieurs modifications structurelles ont
montré une tendance a réduire l'agrégation. Par exemple la conjugaison de
methoxypoly ethylene glycol sur les acides aminés PheB1 ou LysB29 de l'insuline

permet d’augmenter sa résistance au phénoméne d’agrégation par agitation. [72

Le changement de l'environnement d’'une protéine est une autre méthode pour
permettre de réduire 'agrégation des protéines. La principale méthode est d’ajouter
des excipients a la formulation. Plusieurs types d’excipients peuvent étre utilisés
comme des sucres, des polyols, d’autres acides aminés, des sels, des polyméres ou
des surfactants. Ces excipients stabilisent une protéine par des interactions
préférentielles 3. Quelques exemples historiques sont présentés dans le tableau 5.

Conditions de

Protéines Formulation ] . Résultats
dénaturation
0,0667 mg/ml
Mesure par
dans 4,5M de
Etude de la absorbance :
Chlorure de .
- génération A350=0,6
rhGH™ guanidium
. d’agrégat _ :
(recombinant 36% de réduction
+ Tween 20 pendant le
human growth _ de I'absorbance
repliement de :
hormone) 3 65% de réduction
+Tween 40 la protéine
de I'absorbance
(4h) :
55% de réduction
+Tween 80
de I'absorbance
0,5mg/ml dans 20
mM de phosphate, 67% d’agrégation
7,4 Agitation par
rhGHI"! +0,1% de Tween | vortex pendant
80, 0,1% Pluoronic 1 minute Aucun agrégat
F68 ou 0,013% de détectable
Brij35®
50mg/ml dans 100 | Incubation a
32,2%
IgGl78] mM de phosphate, | 60°C pendant _
d’agrégation
pH 6,8 1h30
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+ 33% de sorbitol

6,5% d’agrégation

0,5 mg/ml dans 50
mM de

. Incubationa | 60% d’agrégation
pGHL"" (placental bicarbonate
63°C pendant
growth hormon) d’ammonium 1h
+1% de Tween 20 40% d’agrégation
50mg/ml dans du 1,4x10% particules
PBS, pH 7,4 5 cycles de > 2um / mi
_ +0,0125% Tween | congélation/ | 2x102 particules >
Hemoglobinel"®! ] o
80 décongélation 2um / ml
(-20°C) 7x102 particules >
+0,1 M sucrose
2um / ml
5mg/ml dans o
) Agregation
100mM de Tris- ]
deétectable
HCI, pH=7,8 Incubation a
RNase Al + 0,1% sulfate de | 75°C pendant | Agrégation non
dextran 24h deétectable
Agrégation non
+0,1% SDS

détectable

Tableau 5. Tableau présentant des exemples d’excipients permettant de limiter la génération de particules de plusieurs
protéines. Le chlorure de guanidium est un agent chaotropique, dénaturant des protéines. Les Tweens sont des tensio-actifs
non ioniques reconnus pour stabiliser les protéines, de méme que le Pluoronic F68, qui est un tensio-actif non ionique qui est
reconnu pour protéger les membranes cellulaires du déchirement. Le Brij 35 est aussi un tensio-actif. Le sorbitol est un polyol
(sucre). Le PBS ou Tampon Phosphate Salin est un soluté physiologique. Le sulfate de dextran est un polyanion. Enfin le SDS
ou Sodium Dextran Sulfate est un sel de sodium utilisé comme gélifiant et agent de contréle de la viscosité.

2. Adsorption des protéines

Les interactions des protéines avec la surface des conditionnements primaires est un
probleme dans le domaine des biotechnologies. En 1976, Felgner et Wilson durant
leurs recherches sur [I'hexokinase, remarquent que lorsqu’ils utilisent des
prélevements bruts, aucune difficulté n’était rencontrée. Cependant, en utilisant des
préparations purifiées a l'aide d’'une centrifugeuse et de tube en polypropyléne,
I'activité de I'hexokinase était diminuée. Les investigations menées ont montré que

cette perte d’activité était due a I'adsorption de I'hexokinase au tube en polypropyléne.
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L’adsorption de protéines a la surface de verrerie de laboratoire a aussi été rapportée,

par exemple la ribonuclease. 8%

En 1992, Carl J. Burke et son équipe décrivent 'adsorption de 14 protéines différentes

allant de 6,7 a 670 kDa sur plusieurs surfaces, verre et plastique dont 811

- Un verre non-traité — type | ou lll
- Un verre siliconé (partie 2.3)
- Un verre de type Il « Sulfur-treated glass »

- Un verre spécifique de la société Corning — Purecoat®
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Figure 33. Etude montrant la quantité adsorbée de 14 protéines différentes en ug/cm? en ordonnée en fonction de différents
matériaux. A : aFGF, B : Alcool déshydrogénase, C : Apoferritine, D : Aprotinine, E : 8-amylase, F : Albumine bovine, G : a-
chymotrypsinogéne A, H : Conalbumine, | : Cytochrome C, J : Inmunoglobuline G, K : Lactate déshydrogénase, L : Lysozyme,
M : Thyroglobuline, N : Facteur de croissance [81]

La quantité adsorbée semble étre principalement une propriété intrinseque a chaque
protéine comme la lactate déshydrogénase (en K) qui montre une quantité importante

adsorbée sur chacun des types de surfaces.

Les propriétés des surfaces ont une influence sur I'adsorption. En effet, I'albumine (en
F sur le graphique) montre une affinité significative pour le verre non traité, mais

aucune affinité pour un verre présentant une surface siliconée.
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D’une maniére générale, le verre semble adsorber moins que les différents types de
plastique. Dans les verres, le verre présentant une couche de silicone montre le moins

d’interactions avec des protéines.

2.1Mécanismes d’interactions

Il existe deux mécanismes prédominants d’adsorption des protéines sur une surface.
Le premier mécanisme est la résultante d’interaction charge-charge (entre la charge
de la protéine et celle de la surface, ou des interactions électrostatiques) ; le deuxieme
mécanisme d’adsorption intervient via des interactions hydrophobes accompagnées
d’'une déshydratation des protéines. Plusieurs autres types d’interactions tels que
charge-dipdle, dipble-dipdle ou force de Van der Wall existent en plus des liaisons
hydrogene et peuvent jouer un rdle dans le processus d’adsorption. Cependant, les

énergies de ces liaisons sont généralement faibles. 182

Le modeéle général utilisé pour décrire 'adsorption d’une protéine via la déshydratation
de celle-ci sur une surface est illustré en figure 34. Le processus peut étre décrit selon

I'équation suivante :

P.(m + n)H20 + S.(r + v)H20 S P.S.nH20 + (m +r) H20 - P.S+ (n + v)H20

P
H->0 Release
to Bulk Water
k| Vkr
ki P.S
P-5 —_—

Solid Material Surface

Figure 34. Schématisation de I'adsorption d'une protéine sur une surface solide.
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ou P est la concentration de la protéine en solution, S est la surface disponible pour
les sites d’adsorption, P.S est la concentration de protéines adsorbées de facon
réversible via les constantes kr et kf. P. S est la concentration de protéines adsorbées
de facon irréversible en fonction de la constante ki. L'eau est montrée complexée a la
protéine et a la surface, qui est ensuite libérée dans la solution au cours des divers
stades d'adsorption. Ceci montre I'importance de I'eau en tant que constituant
moléculaire dans le processus d'adsorption plutét que d'étre simplement un solvant
inerte. En raison de la présence de lirréversibilité de I'étape montrée a droite de
I'équation, une surface qui adsorbe une protéine d'une maniere irréversible deviendra

inévitablement saturée de la protéine adsorbée si le temps d'interaction est suffisant.
(83]

2.2 Enjeu et Problématique de I’adsorption des protéines

Les peptides et protéines étant par nature des molécules amphiphiles, ils vont
facilement se fixer sur une grande variété de surface. Cette tendance a I'adsorption
peut mener a des résultats inexacts et donc a mauvaises conclusions lors de diverses

études : recherche fondamentale, en développement de médicaments...

Une étude a été menée en utilisant plusieurs types de matériaux pour conditionner des
protéines : du verre borosilicate, du verre sodocalcique, et divers matériaux plastiques
(polystyrene, polypropylene, polyallomere, polycarbonate). La fraction récupérable
pour chaque protéine/conditionnement est présentée en figure 35. Ainsi cette figure
montre le pourcentage minimal et maximal de récupération pour plusieurs protéines.
Il est possible d’observer qu'une perte importante intervient lorsque le mauvais tube
est utilisé. Par exemple pour la protéine ghréline (hormone digestive stimulant
'appétit), le pourcentage de récupération varie de 20.0 +/- 1,4% contre 90,3 +/- 1,9%,
P < 0.001).[84
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Figure 35. Graphique représentant la quantité minimum et maximum de récupération de 8 solutions protéiques différentes
en fonction du type de matériaux utilisé pour le conditionnement. Les pourcentages de récupération des protéines varie
entre 20% et 90% 1841,

Pour les formulations pharmaceutiques de protéines, I'adsorption est un probléme
majeur quand cette protéine médicamenteuse entre en contact avec des matériaux de
process comme des filtres, des tubulures, mais aussi le conditionnement primaire.
Avec plus de 50% du marché, les flacons en verre sont les conditionnements les plus

fréquemment utilisés pour les formulations injectables.

La proportion d’adsorption d’'une IgG1 a été étudiée sur des flacons siliconés. Il a été
démontré que I'adsorption de cette immunoglobuline est tres fortement dépendante de
la formulation, du pH et de la force ionique. L’état des charges totales d’une protéine
est un facteur primordial dans le phénoméne d’adsorption 8. La modification de ces
charges par le conditionnement primaire en verre peut ainsi favoriser I'adsorption
d’'une protéine thérapeutique, et engendrer des phénomeéenes néfastes sur I'efficacité

d’un traitement, ou pire, directement sur la santé du patient.
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2.3 Comment mitiger ce phénoméne d’adsorption ?

Une solution possible en étape de recherche et développement est de « protéger » la
solution protéique en saturant la surface interne du conditionnement primaire a l'aide
d’une protéine neutre comme I'albumine bovine 8, Les micelles de Tween 20, un
excipient largement utilisé dans les formulations de protéines thérapeutiques, peut

permettre de réduire I'adsorption des protéines. [87]

Une autre possibilité est d’utiliser des conditionnements primaires ayant un revétement
de surface permettant de réduire la tendance des protéines a interagir avec une
surface. Il est possible par exemple d’utiliser des conditionnements primaires avec un

revétement en polyéthylene glycol, ou encore avec un revétement a base de silicone.
(84]

2.3.1 Modification de la surface interne des flacons : couches barriéres et
modifications de la surface du verre

Il existe des possibilités de modifier la surface interne du verre afin de modifier
certaines propriétés. Comme nous l'avons vu précédemment pour I'obtention d’un
verre de type Il a l'aide de I'extraction des ions Na* permettant une meilleure résistance

hydrolytique, certains procédés peuvent modifier intégralement la surface du verre.

Le siliconage :
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Ce procédé va permettre I'ajout d’'une couche hydrophobe a l'aide d’un silicone. Le
plus commun étant le PolyDiMéthylSiloxane ou PDMS. Le PDMS est un enchainement
du motif : -[O-Si(CHs)2].- défini a la pharmacopée européenne (3.1.9) représenté ci-
apres [68l :

Figure 36. Représentation de la molécule de PDMS

Un verre sans traitement de surface, ni couche barriere présentera en surface des

motifs Si-OH / Si-O- comme le montre la Figure 37.

Figure 37. Schématisation de la surface d'un verre.

En raison des différences d’électronégativité entre les atomes de silicium (1,9)
d’'oxygéne (3,44) et d’hydrogéne (2,2), ces liaisons covalentes de surface seront
polarisées. Cette polarisation de surface entraine des interactions entre la surface du

verre et un liquide aqueux par exemple.

Cependant, ces motifs vont permettre au PDMS de se fixer au verre via une des
liaisons Si-O-Si et ainsi masquer la polarité de surface. Ainsi une surface en verre
siliconée ne présentera plus de liaisons polarisées mais des motifs -CHs apolaires

comme représenté en Figure 38.
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Figure 38. Schématisation d'une surface en verre siliconée 891,

Cette surface hydrophobe est notamment visible par un essai d’angle de goutte. Dans
le cas d’'une surface siliconée, une goutte d’eau aura tendance a minimiser ses
interactions avec la surface et présentera un angle de goutte important. Si nous
prenons une surface non-siliconée disposant de liaisons polarisées en surface, la

goutte d’eau aura tendance a s’étaler sur la surface.

Le siliconage permet d’apporter des propriétés comme une diminution des interactions
entre un médicament aqueux et la surface du verre, mais aussi pour certaines
protéines, réduire l'adsorption et/ou la dénaturation de celle-ci, en plus d’aider
I'écoulement d’'une solution aqueuse pour perfusion, ou le prélévement de cette

solution a I'aide d’une seringue.

Couche de SiO>:

La société SCHOTT AG a développé une méthode de dépbt d’'une couche de SiOz, ce
qui permet de réduire la lixiviation des différents ions mobiles (Na*, Mg*, Ca?*, AI**...)
par une solution conditionnée dans un emballage primaire en verre ainsi que diverses

interactions, comme I'adsorption de protéines [°091],
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Figure 39. Schématisation d'un flacon Schott Type | plus® [°1],

Cette couche de SiO2 est homogéne, d’une épaisseur de 100-200 nm liée de maniére
covalente a la surface du verre. Cette couche est déposée par PICVD (Plasma Impulse
Chemical Vapor Deposition). Un précurseur sous forme de gaz va étre combiné avec
de 'oxygéne puis pulsé a I'intérieur du conditionnement a revétir (flacons, seringues...)

afin d’y déposer une fiche couche, ici du SiO2 %2,
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Conclusion

Bien que le verre soit reconnu comme étant le conditionnement le plus neutre existant
vis-a-vis d’'un médicament, certaines précautions sont a prendre lors du
développement galénique d’un candidat médicament. Lorsque le verre est envisagé
comme choix de conditionnement primaire, plusieurs questions interviennent : quelle

meéthode de production : verre moulé, verre étiré ? quel type de verre ?

De plus, des études d’interactions contenant-contenu sont a mener de maniere
précoce lors de ce développement. Certaines formulations galéniques peuvent étre
incompatibles avec le verre, ou dans certains cas la formulation galénique peut étre

adaptée pour réduire les interactions verre-protéine.

Les protéines sont des molécules fragiles pouvant étre impactées lors du transport.
Des études spécifiguement ciblées du maintien de la qualité de la formulation apres
différents types de transport doivent é&tre menées, notamment en termes de génération

de particules qui peut étre délétére pour le patient.

Enfin, 'adsorption des protéines est un phénoméne a prendre en compte de maniere
précoce, dés le développement d’'un candidat médicament. Ce phénomene peut
engendrer de mauvaises conclusions lors de ce développement, mais aussi engendrer

un effet du médicament réduit, si la concentration protéique est faible en solution.
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