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1. Introduction

Les présentes directives traltent de 1'assurance de la qualité des produits
pharmaceutigques obtenus par génie génétique (ADNr) et destinés 4 1'homme. Ce document a pour
cbjet d'indlquer :

a) quelles sont les méthodes appropriées de fabrication et de contréle de ces
produits et

b) gquelles sont les données propres 4 ces produits et qui deivent étre socumises aux
autorités nationales compétentes, 4 l'appul des déclarations d'expertise clinique et
des demandes d'autorisation de mise su¥ le marché.

11 est de falt que les techniques de génie géneétique appartiennent 4 un domaine en
évolutien constante et il importe d'adopter une attitude souple vis-3-vis des questions de
contrble de ces produits, de fagon & pouvoir modifier les normes compte tenu de 1'expérlence
acquise au fur et 4 mesure de leur preduction et de leur utilization, et de la mise au polnt
de nouvelles rechnigques. Les présentes directives remplacent dotc celles publiées
initialement en 1983 (dont on trouvera la version francaise dans le Bulletin de
1'Organisation mondiale de la Santé, 62 (2): 183-199 (1984) et ont pour objectif de
Fournir une baze - mctualisée, solide et sclentifiquement étayée pour la mise au point de
médiecaments au moyen des nouvelles biotechnologies, tout en assutant une pretection correcte
des malades. Ce document me s'applique pas au contrdle des micro-organlsmes vivants
génétiquement modifiés destinés i étre directement employés chez 1'homme, tels que les
vaccins vivants,

2. Consldérations générales

Les progrés réalisés en génétique moléeulaire et en chimie des acides nucléiques
permettent désormais d'identifier les génes codant pour des protéines naturelles
biclogiquement actives, de les analyser trés en détail, de les transférer d'un organisme &
un autre et de les exprimer dans des conditions contrdlées assurant la synthése efflcace des
polypeptides codés. On peut également fabriquer des génes codant pour das produits modifiés,
possédant une plus forte activité biologlique et/ou des caractéristiques indésirables
atténuées, et des génes codant pour des substances entidrement nouvelles.

I1 est possible de reprodulre un géne gqui existe a 1'état naturel, ou une géquence da
mucléotides obtenue par synthése, codant pour un prodult spécifique, en 1'insérant dans un
vecteur approprié au moyen d'endenucléases de restriction hautement spécifiques (gqui coupent
1*ADN du vecteur em des sites prédéterminés) et de ligases (qui soudent le géne inséré au
vecteur). On peut ensuite intreduire ce veeteur dans un micro-organisme ou une cellule héte
et sélectionner des clones portant le gine désiré, clomes qua l'eon ecultivera en masse de
maniére & obtenir ume expression active du produit génique désciré.

Un géne se caractérise par ume séquence spécifique de mucléotides sur 1'un des brins de
la double hélice de la molécule d’ADN. Lorsque l’on sépare ces deux brins, chacun d'entre
sux sert de matrice pour la synthése d’une copie complémentaire, ce qui constitue un
mécanisme de reproduction fidéle des génes avec conzervation de la séquence lindalre des
quatre nucléotides. Le décedage de cette information et la synthése du produit génique se
font en deux étapes : L1 y a d'abord transcription du brin d’ADN en ARN messsager (ARNm),
puis traduction de l'information portée par 1a molécule d'ARNm en une séquence d'acldes
aminés. Les facteurs qui intervierment dans 1'expression de génes étrangers intreduits dans
un héte sont complexes et des tyavaux de recherche lmportants sont actuellement consacrés &
1'expression active, contrdlée et fidéle de séquences d'ADN elonées stables.

Bon nombre de vecteurs utilisés 4 1'heure actuelle sont des plasmides baccériens et le
clonage des génes a été en grande partle effectud chez des procaryotes. Toutefols, d'autres
systémes vecteur-cellule hdte, mettant ean jeu des eucaryotes, notamment des levures ou des
lignédes cellulaires continues (transformées), mammaliennes ou provenant d'insectes, ont &té
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mis au point. et .sont. déjé employés dans certains cas pour la production, D’ aprés certains
auteuys, 1° emploi de cellules animales comme hétes présente des avantages particuliers par
rapport aux systémes bactérians ‘Par exemple, ces cellules peuvent déja effectuer un grand
nombre des modificationslqui ont normalement lieu au niveau du squeletts des prutéines
mammaliennes par exemple l'adjonction de groupes glucidiques, et l’on pense que les
cellules mammaliennes sont’ plus susceptibles que les bactéries de produira des protéines
“humaines“ dont la structure et 1a conformation dans 1'espace seront fidélement reproduites

Cettains facteurs peuvent cumpromettre l'innocuité et 1Yafficacité des pruduits obtenus
par génle génétique et il convient de leur porter une attention particullére : 'L

1) Lles produits de genes qul existent a l'état naturel et que l'on exprime chez des

hétes étrange:s peuvent ='écarter, par leur structure et leurs propriétés biolugiques

ou immunologiques des. modéles naturela Ces différences peuvent trouver leur origine

soit ay niveau génétiqua ou post- traductionnel soit au cours de la productiqp ou de la

purificatinn ' ‘ !

ii) Laa produits obtenus par génie génétiqus peuvent contenir des contaminants
potentielle-ent dangerEux normalement sbsents dans leurs équivalents préparés’ par des
méthodes, classiques at que 1le procédé de purification doit étre capable d' éliminer. La
contamination par de 1'acide nucléique provenant des cellules mammaliennes transformées
est partieuliirement préoccupante en raison de la présence possible d’un ADN
potentiellement oncogéne. Le choix de la méthode de fabrication influera bien:’
¢videmment sur la nature et la diversiré des contaminants possibles.

iii) Le passage de la mise au point au laborateire & la production industrielle
nécessite souvent d'importantes adaptations qui peuvent avoir des conséquences
considérables sur la qualité de la substance et denc des réparcussions au niveau des
épreuves de contrdle. Une variabilité imprévua de la culture en cours de production
peut étre A 1'origine de modifications qui favoriseront 1'expression d'autres génes di
systéme hﬁte/vecteur, ou qui altéreront le pelypeptide recharché. De telles variations
peuvent se traduire par une diminutien du rendement du systéme et/ou par des
aifférences quantitatives et qualitatives au niveau des impuretés présentes dans le
produit. Les mémes considérations s’ appliquent & la production en culture continue. En
consequence, 1] est impératif de disposer de méthodes permettant d'assurer l'uniformicé
des conditiuns de production et du produit final.

‘Champ d'applicat;oﬂ de ués directives

Les directives gul suivent sont classées en trois rubriques principales ;

(1) . Gontrdle des matiéres premiires; domnées de référence sur la cellule hétre et sur
1 origine la nature et la aéquence du géna emplqyé pour la production

Bt

ii) Contrdle du procédé de fabricarion,
iii) Contrdle du produlit final,

A cet égard on estime que 1;5 substances obtenuas par génie génétique sonn sumblables
aux autres "produits biologiques” obtenus par les méthodes traditionnelles, comme Ies
vacceina bactériens et viraux, pour lesquels un bon contréle s'effectue & la fois au niveau
du procédé de fabrication et au niveau du preduit, Ailnsi, pour assurer 1'immocuitéiat
l'efficacité du produit, les présentes directives mettent particuliérement l'accent sur les
contrdles "en cours de fabrication” , ainsi que sur 1a earactérisation complate du produit
final. On estime 4galement qu’il est indispensable de vérifier cerrains points du Procédé de
fabrication, tels que’ 1'aptitude des méthoqES de purification A éliminer tout matériel
1ndésirab1e par exemple de l'ADN . :
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Les mormes relatives aux établissements producteurs (par exemple, Révision des Normes
N° 1 pour les Substances biclogiques : OMS, Série de Rapports techniques, N° 323),
s'appliqueront aux produits obtenus par génie génétique, de méme que les normes générales
relatives au contrdle de la qualité des substances biologiques. Ainsi, 11 faudra gurveiller
de prés la qualité de tous les réactifs utilisés pour la production, y compris les
constituants des milieux de fermentation. I1 faut éviter d'employer pour la production tout
agent connu pour provoquer des réactions d'hypersensibilité chez certaines personnes, tel
que la pénicilline ou d’autres bétalactamines. Bon nombre des normes généralas relatives au
contrble de la qualité des substances biocloglques, comme celles qui ont traic aux épreuves
d'activité, de toxicité anormale, de pyrogénicité et de stérilité, &'appliqueront également
aux prodults obtenus par génle générique. '

Alors gque les normes qul sulvent deoivent é&tre considérées comme d'application générale,
certains produits peuvent présenter des problimes particullers de contréle de la qualitéd, I1
faut donc effectuer une analyse soigneuse du mode de fabricatien et du contréle de la
qualité pour chague produit, en tenant bien compte de toutes ses particularités. En outre,
1a définition de normes relatives 2 un produit donné deit tenir compte de 1'usage clinigque
auguel il est destiné. Ainsi, une préparation qu'il faudra administrer de fagon répétée, ou
4 fortes doses, devra &tre soigneusement analysée 4 la recherche de traces de contaminants
antigéniques, En revanche, une substance qul sera utiligée une seule fois pour une affection
engageant le pronostic vital pourra nécessiter & juste titre des eritéres différents.

L Normes

4.1 Contrdle dec matléres premjbdres

4.1.1 Vecteur d'expression et cellule héte

I1 conviendra de décrire la cellule héte et le vecteur d’expression utilisés pour la
production. Cette deseription devra comprendre des détalls sur 1'origine et 1'1dentification
du géne cloné, ainsl que sur la construction, la génétique et la structure du vecteur
d’expression. Il faudra expliquer 1'erigine et la fonctlon de ses divers éléments : origines
de réplication, promoteurs ou marqueurs de la résiztance aux antibiotigues, at fournir une
ecarte de restrictlon indiquant au moins les sites utiliszés pour sa qonstruction.'ﬁ'

11 faudra également fournir des détalls sur la méthode émplpyée ﬁour,intréduifé‘le
vecteur dans la cellule héte, la forme sous laquelle il s’y trouve - intégrée ou
extrachromosomique — et le nombre de copies du géne. On établira la ztabilité génétique de
1'association héte/vecteur, o t

4.1.2 Séquence du gine cloné

11 conviendra de donmer la séquence nucléotidique du géne inséré et &es”régiqns“de
contrdle adjacentes dans le vecteur d'expression. Teutes les séquences exprimées présentant
un intérét devront étre clalrement décrites.

4.1.3 Expression

On décrira en détail les mesures employées pour déclencher et contrdler 1'expression du
gine cloné dans la cellule héte au .cours de la production. o

4.2 Contrbdle de la production

4.2.1 Cellules de semence et banque de cellules de travail du fabricsnt '

La production sera fondée sur le systéme de lots de semence, comprenant un let-mére de
cellules de semences et une banque de cellules de travall du fabricant issue du lot-mére de
ecellules de semence. Pour constituer un lot-méra de cellules de semence, on procédera au
clonage d'une cellule hdte contenant le vecteur d'aexpression. Lors de la constitution des
lots de semence, aucune autre lignée cellulaire ne devra étre manipulée dans les mémes
locaux ou par las mémes persSonnes.
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On décrira en détail l'origine, la forme, le mode de stockage et la durée d'utilisation
du matérlel de gemence compre renl du yythme d'utiliszation préve, Il faudra également
fournir des preuves de la stabilité du systéme d'expression dans le lot-mére de céllules de
de semence dans les conditions de stockage et de réactivation. I1 conviendra de caractériser
précisément les nouveaux lots de semence et d'érablir les critéres d' acceptabilité auxquels
ils devront répondre . i

51 1'on emplole deg cellules d'eucaryotez supérieursz pour la production, 1l fahdra sze
servir de marqueurs distincetifs de la cellule, relsz que profil des Lsoenzymes ou
caractéristiques lmmunclogiques, pour &tablir 1'identiré de la semence. On fournira des
détalls sur la tumorigénicité des ligndes cellulaires continues. 51 l'on emploie dest
cultures microbiemnes, on précisera les caractéristiquas phénotyplques spécifiques pouvant
servir de base é l'identification.

La séquence &'ADN du géne cloné doit normalement &tre vérifide au stade du lot-mdre de
cellules de semence. Toutefois, dans certains cas, par exemple lorsqu’on insére plusieurs
copies du géne dans le génome d'une lipnée cellulaire continue, il peut .s'avdrer inapproprié
de séquencer le géne cloné & ce stade. Dans ces cas, 1'hybridation~transfert de 11ADN -
cellulaire total ou le séquengage de 1'ARNm peuvent étre intéressants; il faut alors
accorder une attention particuliére ‘a4 1la caractérisation du produit final.

Dans la mesure du poasible, on fournira la preuve que le lot de semence est exempt de
tout agent contaminant, qu’il s’agisse d’un agent potentiellement oncogéne ou d‘un agent
Infectiewt — bactérien, mycoplasmigue, fongique ou wiral. On recherchera particuliérement
les virus gul contaminent couramment les enimaux de 1'espice d'ol a é€té tirée la lignée
cellulaire. De préférence, les lots de semence seront exempts de tout contaminant. -
Toutefois, certaines lignées cellulaires contiemnnent des virus endogénes, par exemple des
rétrovirus, qui peuvent s’avérer difficiles 4 éliminer. On recherchera la présence de ces
mlero-organismes dans les diverses conditions connues pour provequer leur induction et on
rapportera les résultats obtenus. Il faudra montrer que les contaminants spécifiques
identifiés comme étant des agents endogénes de la bangue de cellules de travail ou du
fabricant, comma faisant partie du vecteur, ont éré inactivés et/ou éliminds par les
méthodes de purification utilisdes au cours de la production

4.2.2 Production & un nombre de passages défini

Il conviendra de décrire en détail les méthodes et les matériels utilisés pour assurer
la crolssance celluliaire et induiré la production, On fournira des dommées sur la fréquence,
1’ importance et la nature de toute contamination microbienne dez baecs de cultrure juste avant
la récolte, alnsi que sur la sensibilité des méthodes utilisées pour déceler cette
contamination; on fixera 1es limices admissibles de cnnnamination ‘ aK

I1 faudra également preaenter des donndes relatives 2 l'uniformité de' la erolszsance
ecellulalre ot au mwsintien duw rendement en prodult. On établira des critéres dé rejet: des
lots de culture, Il faudra, compte tenu des donnéés relatives & la stabilité du systéme
cellule héte/vecteur, obtenueS par des repiquages et série jusqu’au nombre utilisé pour la
production et au- dela, définir quel 'séra le nombre maximum de doublemants de la population
cellulaire ou de passages Hutorisds pour 1a production I ‘ o

On contrblera par une méthode appropriée les caractéristiques du systéme cellule
héte/vecteur en fin de cycle de production. Par exemple, il péirrea éfre. intéressant @’ avoir
des renseignements détaillés sur le nombre de coples du plasmide et le degré de rétemtion du
vecteur d‘expfession dans 1a cellule hﬁte ‘et 4’ effectuer une cartopraphie de restriction du
vecteur contenant 1lé géneJinséré Teeas échéant (voir 4.2.1); 11 conviendra de déterminer
pour chaque‘baﬁque de' cellules de travail du fabricant la séquence’ nuclébtidique du' Eragmént
codant pour la'substance recherchéé, au moins uné fols ‘aprés mise “én culture & 1'échelle
industrielle. S5i plusjeurs copilas du vecteur sont intégrées dans le génome de la cellule
hote, il peut étre difficile de vérifier directement lz séguence 4ADNr. En de tels cas, 11
faut envisager d’'isoler la séquence nucléotidique de 1'ARNm et de la déterminer ou
d'affectuer une hybridation-tranafert (Southern blot) de 1'ADN total.




WHO/FHARM/89 . 542
B5/89.1609
Paga b

4.2.3 Production en culture continue

Comma précédemment (4.2.2), on décrira en détall les méthodes et les matérlels utilisés
pour assurer la ecroissance cellulajre at Induire la preduction, En ocutre, on accordera une
attention touta particullére aux méthedes urilisées pour contrbler la production. Une
survelllance devra z'exercer pendant toute la durée de vie de la culture, & un rythme et
selon un type de contréle qui dépendront de la nature du systdme de production et du preduit
luj -méme .

I1 faudra pouveir dizposer de renseignements relatifs A4 1'intégrité moléculaire du gine
exprimé et aux caractéristiques phénotypiques et génotyplques de la cellule héte aprés
culture prolongée. On apportera également la preuve que le rendement ne varie pas au-dala
des limites définles. L’acceptabilité des récoltes pour un traitement ultérieur devra étre
strictement fonction du programme de surveillance appliqué, et 1l conviendra de définir trés
précizément ce qu’est un "lot" de prodult destiné A un traltement ultérieur. Il conviendra
également d'établir des critéres de rejet des récoltes ou d'interruptlion prématurée de la
culture, On recherchera périodiquement 27il ¥ a eu contamination micreoblenne, & des
intexrvalles qui dépendront du mode de récolte.

I1 conviendra de préciser la durée d'utilisation de la eulture continue, compte tenu
des domnées relatives & la stabilité du systéme et & 1'uniformité du predult obtenu jusqu'’a
cette limite et au-deld, En cas de culture continue prolongée, il faudra entidrement
réévaluer la lignée cellulaire et le produit & des Intervalles calculés d'aprés les donndas
relatives 4 la stabilité du systéme hdte/vecteur et aux caractéristiques du produic,

4.2.4 Purification

On déerira en détail les méthodes de récolte, d'extraction et de purification. On
accordera une attentlon particuliére a l'élimination de toute contmmination par des virus,
des scldes nucléiques ou des substances antigéniques {ndésirables.

Les méthodes qui font appel 4 la chromatographie d'affinité, dans laquelle sont
utllisées des substances blolegiques telles que les anticorps monoclonsux, devront
comprendre des mesures appropriées pour faire en sorte que ces substances, oU tout autre
contaminant potentiel associé a4 leur emploi, par exemple des virusz, ne compromettent pas
1'innocuité du predult final,

Il conviendra de falre une étude exhaustive de 1’aptitude de la méthede de purlflication
a aliminer tout matériel Indésirable, & savoir les protéines de la cellule hote, l'aclde
nucléique, las glueides, les virus ou autres impuretés, notamment les substances chimigues
indésirables introduites par le procédé de purification lui-méme. De la méme fagon, on
analysera la reproductibilivé de la méthode. On peut aveir besoin des doumédes recueillles
lors des étudezs de validation des mérhodes de purification pour démontrer 1'abszence d'ADN ou
de virus 4 chaque étape de purification et & la fin du processus. De telles études, qul
feront appel & des expériences piletes, seront fonddes sur les résultats obtenus avec un
groupe de virus solgneusement cholsl, offrant un éventail de caractéristlques
physico-chimiques représentatives des contaminants potentiels, ou avec un ADN radle marqué
ajouté & la préparation brute ("splking"). Leurs résultats donneront un moddle théorique de
l'élimination des contaminants en cours de purification,

4.3 Contréle du produit final

On établira 1'identité, la pureté ot la ztabilité du prodult final en vrac. Le type
d'éprevve nécessalre et le degré de pureté attendu dépendront de plusieurs facteurs,
notamment de la nature du prodult, de l'uszage auquel il est destiné, de lz méthede de
production et de purification, ainsi que de 1l'expérience que 1'on a du procédéd de
fabrication.
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4.3.1 " Caractérisation ‘du produit purifié . ‘ i

Il'aer&“capital“de“cara¢fériser le ‘produit de fagon rigoureuse par des méthodes
chimiques, physiques et bislogiques. On s'efforcera tout particuliadrement d’utiliser un
large éventall de techniques analytiques exploltant les différentes propriétés physiques oy
chimiques de la melécule : dimensions, charge, point iscélectrique, composition en acides
aminés at caractére hydrophobe. Il peut également s'avérer nécessaire d'y inclure des
épreuves permettant d’établir que le prodult posséde la conformatien et le degré
d'aprégation désirds. ‘Parmi lés techmiques utilisables on peut citer :

- I"élecrrophorése en gél de polyacrylamide, 1’iscoélectrofocalisation, la chrematographie
- (d*exclusieri, ‘¥ phdsés ‘inversées, par échange d'lons, par interaction hydrophebe ou
4'affinité), la cartographle dé la chaline peptidique, 1'analyse des acides aminés, 1a
‘dispersion optique, la?SPecﬁrOSCDpie U.V., le dichroisme circulaire et d'autres
techniques spectroscopiques. Une caractérisation supplémentaire du produit a 1'aide de
techniques immunochimiques pourrair également fournir deg renseignements Intéressants.

molécule maturelle S '

'

Dans la mesure du possible, on comparera les propriétés du produit & celles de 1la

IT faudra woritrer que le produit obtenu posséde bien 1’activits blologique prévue,
activité que 1'on fixéra (unités d’activité biologique/ml). En outre, il sera :
particuliérement intéressant de déterminetr 1'acrivits spéelfique du marériel hautemant
purifié (unités d'activité/masse du produit). X

On devrd connaitre suffisamment en détail la séquence pour peuvelr caractériser
correctement le produit. Le degré de vérification de cette séquence dépendra de 1 importance
des autfes épreuves de caractérisation effectudes. Dans certains cas, une détermination
partielle de la séquence et une cartographie partielle -de la chalne peptidique peuvent
suffire et, dang d'autres, on'pourra avoir besoin de déterminer la séquence entiére. On sera
attentif & la préseénce possible d'une méthionine N-terminale, de séquences signal at de téte
et autres modifications N- et C-terminales éventuslles (telles qu'acétylation, amination ou
dégradation partielle par des exopeptidases). Il faudra rechercher les autres modificartions
post-traductionnelles, telles que la glycosylation, et les caractériser correctement. On
accordera une”attan;ioﬂ3particuliére au fait que de telles modifications peuvent différer de
celles’trdhvées‘dahé'lg moléeile naturelle et peuvent influer sur les propriétés biologiques
et pharmacologiques du produit;- - ‘ : " 3y

4.3.2 Pureté .. o

il conViend:g‘ﬂe'fbprﬂir*dés‘doﬂnééé relatives aux contaminants présents dans la
PYoduit, notamment des estimations de leur concentration maximale. On fixera le degré de
contamination admissible et les critares de rejet d'un lot de production, oyl

vl . )

" T1 importe que’ les’ technlques employées pour démontrer la- pureté de la substance
fassent ‘appel & un éventail de ‘propriétés physico-chimiques le plus large possible.:On sera
attentif aux épreuves de mike en évidence d'une contamination: par un virus, par un acide
nucléique ou paf'd'autrésimétérieIS'iﬁdésikaBIES'provenant de 1'hdte; ainsi gu'awx: Sléments
qul ont pu étre ajoutés en cours de fabrication ou de purification. On fixera des limites
pour’ toutes les impuretés décelées; qui seront identiflées et caractérisées comme il
convient, ' T S S R T e . ' - T
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Dans les substaﬁéeé”déﬁﬁht“étféladmfnistféés‘de"fa¢on'répétée ou 2 doses élevées, on;

recherchera les éléments antigéniques 4 1'état de traces et les impuretés lides & la
substance, tels qu'agrégats ou produits de dégradation susceptibles de contaminer le! produit
finzl, et on leur fixera des limltes supérieures rigoureuses. Pour déceler les antigbnes
contémiﬂnhtﬁ;'oh~pbu%rdﬁeﬁployer-déaféprEGVQSLtelieSNque 1" ikmune - transfert,: les titrages
radio41mﬁhhbldgiquéé,"et'1bb'EitragES:immunahénzymatiquas‘CELISA):au.muyenwd!anticbxps
hautEmhﬁt“ﬁpécifiques“élabbrésﬂtdnmrEFle“pfoduitgﬂdawlysats-de.belluleg hétes, de fractioens
cellulaires ou de ‘tonstrituants dés“miiihuxfde“nwlrure»apprupriés;uLazdétectionwda-lﬂantigéne
sera limitée par la spécificité et la sensibilité de 1'immunsérum utilisé, aussi ces




WHO/PHARM/89 , 542
BS/89.1609
Page B

titrages immnologiques viendront-ils compléter, et non remplacer, 17analyse, par coloration
au bleu de Coomassle et & l'argent, des gels obtenus par électrophorése en gel de
polyacrylamide - $DS. Chez les malades ayant regu dez doses lmportantes ou répétées de la
substance au cours des essals e¢liniques, on sera attentif & 1'apparition d'anticorps dirigés
contre les antigénes contaminants et contre le prodult.

4.4 Gontrdla de routine des lots

11 est bien clalr qu’'il ne faudra pas effectuer toutes les épreuves décrites
précédemment sur chaque lot. Certalnes serviront uniquement & établir la validité ou
1’'acceptabilité d'une méthode, alors gue d'autres seront effectuées sur un nombre limité de
lots pour confirmer la régularité de la production. Alnsi, il faudra effectuer pour chaque
substance une analyse complate des premiers lots obtenus, afin d’attester la régularite de
la production en matlére d'identite, de pureté et d'activité, Par la sulte, on peut se
contentar A7un nombre restreint d'éprauves comme indiqué ci-desaous.

4.4.1 Régulariré

On caractérisera le plus complétement possible, comse indiqué cl-dessus, un nonbre
acceptable de lotsz consécutifs de prodult fini, par exemple six, afin de déterminer
1tuniformité de leur composition. On notera toute différence relevée d'un lot & l'autre. Les
donnéas ainsi obtenues serviront de base & la spécification du preduit.

4.4.2 Identlté

on choisira certaines des épreuves de caractérisation de 1a substance active purifide
pour confirmer 1'identité du produit dans chaque lot. Cependant, les épreuves spécifiques
permettant de caractériser correctement un produit donné d'un lot 4 1'autre dépendront de la
nature du prodult et de sa méthode de fabrication. En fonction de 1'lmportance des autres
épreuves d'identification, on vérifiera certaines séquences N- et C-terminales, ou on
emploiera une autre méthode comme la cartographie de la chaine paptidique,

4.4.3 Pureté

On contrdlera la pureté de chaque lot, pureté qui devra se situer dans des limices
précises. Pour chaque lot de prodult obtenu en lignées continues de cellules mammaliermes
(lignées cellulalres transformées), cette analyse devra comprendre des épreuves gensibles et
fiables permettant de mettre en évidence 1/ADN provenant de la cellule héte (par exemple
1'hybridation de 1‘ADN contaminant {mmobilisé, a 1‘alde de sondes appropriées); on fixera
des limites supérieures rigoureuses pour la quantité 4'ADN hétérogéne admiszible dans la
substance. Les problémes théoriques posés par 1'ADN transformant issu des substrats
cellulaires seront minimisés du falr de la diminution globale de la quancité draclde
nucléique contaminant (OMS, Série de Rapports techniques, N° 747 (1987)). Il est recommands
d'effectuer également ce type d’'analyse sur tous les lots de prodult obtenus & partir
drautres cellules eucaryotes et de fixer des limites de teneur en ADN résiduel, jusqu’a ce
qu'on alt davantage de renselgnements sur leur innoculté. On recherchera la présence d'ADN
provenant des systémes d’'expressiom procaryotes (par exemple, provenant dfun vecteur ou d'un
plasmide) chaque fois qu'il g'agira d'établiy la qualite et 1'innoecuité d'un predult.

En ce qul concerne les prodults devant &tre administrés de facon prolongée ou 4 doses
¢levées, on recherchera la présence de protéines cellulaires résiduelles au moyen d'un
titrage suffisamment sensible (par axemple capable de déceler des quantités exprimdes en
parties par million) et l'on fixera des limites supérieures rigoureuses.

4.4.%  Actlvité

pans la mesure du possible, on déterminera 1'acrivité de chaque lot de substance au
moyen d'une préparation de référence nationale ou internationale étalonnée en unités
d'activité biologique, Si 1’'on ne dispose pas d'une telle préparation, une préparation da
référence ilnterne approuvée peut étre employée pour normaliser les épreuves.

L}




WHO /PHARM /89 . 542
BS/89,1609
Page 9

5. Substances de référence

Les analyses décrites dans les sectlons 4.3 et 4,4 contribueront 4 établir une
spécification définitive du produic,

On conservera comme substances de référence chimique et blologique un lot de produir,
de préférence évalué cliniquement, et entiérement caractérisé sur le plan de sa composition
chimique, de sz pureté, et de son activitié blologique, avec dans la mesure du possible
séquengage complet des aclides aminés, Le cas échéant, on comparera ces propriérés & celles
d'une préparation hautement purifide de la molécule naturelle.

6. Evaluation d’'imnecuité préclinique

Le but des épreuves d'innocuité précliniques ast de déterminer si les nouveaux
médicaments peuvent avoir des effets inattendus et indésirables., Toutefois, les éprauves
classiques d'lnnocuité ou de toxicologie recommandées pour les médicaments sont d'une
applicarion limitée en ce qui concerne les substances obtenues par recombinaison de 1'ADN.
En effet, ces derniires posent des problémes particuliers en matiére d'épreuves de toxicité
chez las animaux et, pour évaluey leur innocuité, il faudra prendre en compte de nombreux
facteurs. Par exemple, certaines protéines, comme les interférons, sont hautement
spécifiques d'espdee et, par conséquent, la protéine humaine est pharmacologiquement bien
plus active chez l'homme que chez toute autre espéce. En outre, les séquences d'acides
aminés des protéines humaines seront souvent trés différentes de celles de leurs gnalogues
naturels chez 4'autres espéces, tout comme le seront les groupes gluecidiques. Ainsi, chez
des hétes étrangers, ces protéines provoquent fréquemment des réponses immunitaires qui
peuvent, en fin de compte, modifier leurs effets biologiques et se traduire par une toxicité
due & la formation de complexes fmmunz, Bien entendu, une telle toxicité aura peu
d'incidence sur ]'innecuité de la substance chez l'homme, 4 qui elle est destinée.

C'est entre autres pour ces raisens qu’il faudra probablement adopter une approche plus
souple pour 1'évaluation préclinique de 1'immocuité des prodults obtenus par génie
génétique. Blen qu’il ne fasse aucun doute que des épreuves d'innocuité devront étre
appliquées & la plupart des produits, la gamme des épreuves & employer devra étre dédterminde
au cas par ¢as, en consultation avec l'autorité natlonale délivrant les autorisations de
mise sur le marché. Selon le cas, on aura recours & un large éventail de techniques
pharmacologiques, biochimiques, immunologiques, toxicologiques et histopathologiques pour
évaluer les effets de 1'exposition aigué et chronique i toute une gamme de doses d'un
prodult, mais sans perdre de vue les points susmentiommés concernant la spécificité d’espace
et la formation d'anticorps. Pour les études dont la durée dépasserait quatre semaines, il
faudra envisager d'employer des espéces connues pour leur faible réponse en anticorps
vig-4-vis du produic 2 examiner.




