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Introduction

L’industrie du fractionnement représente un marché de niche des produits biopharmaceutiques.
Elle n’a cessé de se développer depuis les années 1940 afin de mieux répondre aux besoins
thérapeutiques associés a ses spécialités pharmaceutiques, notamment les médicaments dérivés
du sang (MDS). Dans les avancées que le fractionnement a permises, citons parmi d’autres, la
purification des facteurs de la coagulation comme le fibrinogéne (ou facteur I de la coagulation).
L’¢tude de ces protéines est liée par la méme occasion a de meilleures méthodes de purification
mais aussi a de meilleures utilisations en clinique. Il pourra donc étre intéressant de mettre en
paralléle les procédés de fractionnement des facteurs de la coagulation et I’'impact de ces
derniers sur la protéine d’intérét ; car comme le dit une philosophie associée au fractionnement

. le produit est défini par le procéde.

Ce travail propose de présenter dans une premiere partie les enjeux du fractionnement : de son
développement historique au marché international actuel 1i¢ a I’industrie du fractionnement. De
meéme, une présentation des méthodes de production sera réalisée depuis I’approvisionnement
en plasma aux procédés de purification des protéines d’intérét, sans omettre les procédés
d’élimination et d’inactivation virale ainsi que les aspects réglementaires. Une seconde partie
se concentrera sur |’utilisation clinique du fibrinogeéne en France, plus particuliérement sur les
pathologies héréditaires ainsi que sur ses domaines d’application en pathologies acquises
associées au fibrinogéne. A noter que seule I’utilisation des spécialités pharmaceutiques de
fibrinogeéne sera abordée. Ainsi, une dernicre partie permettra 1’analyse des trois procédés de
production du fibrinogene, associés aux médicaments dérivés du sang présents en France —
Riastap®, Fibryga® et Clottafact® — comparativement aux résultats des analyses biochimiques
et d’activités protéiques, ainsi que des études in vitro et des études cliniques réalisées sur les
produits finis. Bien que le fibrinogéne entre également dans la composition des colles
biologiques produites par fractionnement du plasma, ces dernieres seront exclues de nos

analyses comme de la partie clinique.
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1 Fractionnement du plasma

1.1 Mise en place du fractionnement et situation mondiale actuelle

1.1.1 Développement historique du fractionnement

De la nécessité de I’albumine en temps de guerre...

Selon les observations faites pendant la Grande Guerre de 1914-1918, 80 % des déces sur le
champ de bataille étaient le résultat de la perte de sang plutdt que 1'effet direct du projectile.
Ainsi, en 1918 il fut préconisé de favoriser l'utilisation du plasma sanguin au combat au lieu du
sang total (1). Celle-ci permettrait notamment d'éliminer les risques associés a la transfusion de
sang total et de simplifier la logistique de stockage, de transport et d'administration (1). C’est
pourquoi, I’utilisation d’albumine — responsable de 80 % de la pression osmotique colloidale
du plasma — a été mise a ’honneur pour servir de fluide de réanimation efficace sur le champ
de bataille (2,3). En réponse a ces besoins, les innovations scientifiques et technologiques de
Edwin J. Cohn et de ses nombreux collégues de la Harvard Medical School ont marqué

I’histoire en posant les bases du fractionnement du plasma (1,4).

« Il a récemment semblé important de normaliser une méthode, pouvant étre employée pour
des préparations a grande échelle, pour la séparation du plasma en autant de protéines que
possible », écrivit Cohn en 1940 (1). Cette méme année, il mit au point plusieurs procédures
permettant alors d'obtenir environ 50 g d'albumine a partir de 2 L de plasma (1). Si une premiére
procédure s’appuie sur des précipitations successives par 1'ajout de sulfate d'ammonium a
travers des membranes et en utilisant un pH, une force ionique et une température controlée ;
la seconde repose sur des conditions soigneusement controlées de concentration d'éthanol, de
pH, de température, de concentration de protéines et de force ionique (1,3-5). Toutefois, les
premieres préparations d’albumine — dérivées des plasmas équin et bovin — se sont avérées
particuliecrement immunogénes lorsqu'elles furent injectées pour la premicre fois a des
prisonniers volontaires (2,5). L'attention s'est par conséquent davantage portée sur la production
d'albumine humaine qui avait ét¢ développée en paralléle pour la préparation d'une solution

stable et physiologiquement acceptable (1,2).

... Aux prémices du développement industriel...

Les études a plus grande échelle du fractionnement du plasma par les équipes d’Harvard

nécessitaient l'acces a usine pilote pour l'optimisation des procédures de fractionnement. En
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effet, si le premier fractionnement du plasma humain a été effectué avec succes par Armstrong
en aolt 1940 au laboratoire de Harvard ; I'albumine humaine produite n'était toujours disponible
qu'a 1'échelle du laboratoire au premier semestre 1941 (1). Cet accés fut permis grace au
laboratoire Armour en 1941 qui fit construire une installation d'une capacité de 40 litres par lot
pour les universitaires (1,5). Ainsi, le premier lot d'albumine provenant de 1'usine pilote fut mis
en circulation le 9 juillet 1941 pour un usage clinique sous forme de bouteilles de 100 ml de

solution a 25 % (1).

Le 7 décembre 1941, date de I’attaque de Pearl Harbor, I’ensemble des flacons d'albumine
humaine disponibles dans l'usine pilote de Harvard sont envoyés en urgence a Hawai pour
participer au traitement des blessés de la base navale (2). Le rapport du professeur de chirurgie
Ravdin, qui utilisa le traitement expérimental d’albumine sur sept patients, fait état d’une
amélioration clinique rapide de 1’ensemble des blessés (1). Cette premicre utilisation ouvre de
ainsi la voie a une recommandation de I’albumine pour un usage clinique officiel aux

chirurgiens généraux de I'armée et de la marine le 5 janvier 1942 (1).

Il conviendra alors d’assurer au lecteur que les recherches de cette époque ne furent pas
uniquement portées sur la purification, les propriétés et I'utilisation de 1'albumine. En outre, les
immunoglobulines et les protéines de la coagulation ne firent pas exception ; menant a la suite
de I’albumine, a la recommandation aux forces armées le 22 mars 1943 de I’utilisation clinique

de I'immunoglobuline sérique humaine (1).

... Avant son transfert dans le monde civil...

Le 5 janvier 1942, sept contrats furent établis entre le NRC (National Research Council) —
organisme faisant alors autorité aux Etats-Unis sur la question du fractionnement — et Armour,
Lederle, Upjohn Co., Eli Lilly Laboratories, E.R. Squibb, Cutter Laboratories, et Sharp and
Dohme ; permettant a ces entreprises de devenir les premiers fractionneurs commerciaux (1,2).
A noter qu’aux Etats-Unis, le fractionnement du plasma est essentiellement considéré comme
une activité commerciale normale parmi les autres secteurs pharmaceutiques au sortir de la
guerre et jusqu’a aujourd’hui (2). En collaboration avec les fractionneurs, la Croix-Rouge
Américaine institua en 1944 un programme visant a mettre les surplus d'immunoglobulines
sériques destinées a la prévention de la rougeole a la disposition des citoyens américains au prix
cottant (1). Cette initiative a marqué une étape importante dans la fourniture de produits

plasmatiques a usage civil (1).
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De son c6té, Cohn, comprenant que les méthodes précédemment publiées avaient été
développées sous le stress de la guerre, continuera ses recherches sur des méthodes de
précipitation a base d'éthanol. En 1950 — trois ans avant sa mort — il publie la méthode 10,
congue pour étre applicable a toute échelle de quelques millilitres a des milliers de litres de
plasma (1). C'est toutefois la méthode 6 — revue par Oncley en 1949 — qui est généralement
citée comme référence originale (1). La méthode dite Cohn-Oncley ainsi que celle de Kistler et
Nitschmann, proposée en 1962, sont les plus reconnues a ce jour (3—5) (voir Annexe A). En
effet, ces procédés constituent le pilier de la plupart des procédés de fractionnement modernes,
bien qu’ils aient subi des modifications — notamment par le développement de
chromatographies (voir Annexe B) — pour purifier des protéines individuelles, inactiver des
agents infectieux ou encore améliorer les rendements protéiques (3,5). A ce titre, CSL Behring
est unique dans son adoption d'un schéma de fractionnement s’écartant de celui proposé par
Cohn et Oncley. Ainsi en 1994, la société a ouvert une nouvelle installation s’appuyant sur la
chromatographie, et disposait en 2000 d'un portefeuille de produits basés sur 'utilisation de

cette derniere (6).

... Et son expansion d’aprés-guerre

Dans la plupart des autres pays, le traitement du plasma a été entrepris par une branche locale
de la Croix-Rouge ou des services de transfusion sanguine qui ont vu le jour aprés la Seconde
Guerre mondiale (2). Dans ces organisations, le fractionnement du plasma fait généralement
partie d'une opération plus vaste visant a fournir du sang total, des composants sanguins et des
services médicaux spécialisés sur une échelle nationale (2). Ces différentes approches ont
entrainé le développement de deux secteurs distincts dans l'industrie du fractionnement du
plasma, a savoir un secteur commercial basé généralement sur la rémunération de donneurs et

un secteur non commercial plutdt associé a 1’utilisation de dons non rémunérés (2,7).

Aujourd'hui, plus de 25 produits protéiques plasmatiques sont extraits du plasma pour un usage
thérapeutique (8). Parmi eux, le facteur VIII, le facteur IX, les immunoglobulines, les IgG anti-
Rh, les IgG antitétaniques et les [gG antirabiques figurent sur la liste des médicaments essentiels
de I'OMS (9). A noter également que les principaux produits générés a partir du plasma sont
l'albumine, I'immunoglobuline (IgG) et les concentrés de facteurs de coagulation (avec en téte
de ceux-ci le facteur VIII, le facteur IX et I’antithrombine IIT) (4,10). Cependant, de nouveaux
produits continuent d'apparaitre a mesure que les fonctions et les valeurs thérapeutiques d'autres

protéines plasmatiques sont identifiées (4,10).
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Tableau 1 : Utilisation clinique des protéines issues du plasma (6,8,11)

Protéine Utilisation clinique
Facteur I Déficit acquis et congénital (voir 2. Intérét du fibrinogene en clinique)
Colle pour tissus pour faire adhérer les tissus sous-cutanés en chirurgie et
Colles biologiques renforcer les sutures vasculaires ou les anastomoses gastrointestinales
Traitement adjuvant de I’hémostase sur les surfaces tissulaires sous-cutanées
Facteur 11 Déficit en facteur 11
Facteur V Déficit en facteur V
Facteur VII Déficit en facteur VII
Facteur IX Hémophilie B
Facteur X Déficit en facteur X
Facteur XI Déficit en facteur XI
Facteur XIIT

Déficit en facteur XIII
Facteur de von

Phase initiale de la maladie de von Willebrand chez les patients avec un taux de
Willebrand facteur VIII bas quand le traitement par la desmopressine est inefficace ou

contre-indiqué
Facteur VIII Hémophilie A
Facteur de von Traitement préventif et curatif des hémorragies dans la maladie de von
Willebrand/Facteur
VIII

Willebrand quand le traitement seul par la desmopressine est inefficace ou
contre-indiqué

Traitement des saignements et prophylaxie péri-opératoire des accidents
hémorragiques lors d’un déficit acquis ou congénital en facteurs de coagulation
Complexe du complexe prothrombique
prothrombique ) ) o o
Traitement des hémorragies menagant le pronostic vital ou en cas de chirurgie
urgente des patients traités par anticoagulants oraux directs
Traitement et prévention des hémorragies et en situation chirurgicale du déficit
en facteur VIII avec un inhibiteur contre le facteur VIII
Complexe . \ . . . . . .
P . Traitement et prévention des hémorragies chez les patients avec hémophilie
prothrombique . . .
., acquise par auto-anticorps anti-facteur VIII
active
Traitement et prévention des hémorragies du déficit en facteur IX avec un
inhibiteur contre le facteur IX et en cas d’échec de traitement par le facteur VIla
Restauration et maintien du volume sanguin apres un traumatisme, chez le brilé
Albumine grave, chez la femme enceinte en pré-éclampsie, ou en cas d’hypoalbuminémie
profonde
Traitement substitutif en cas de déficit immunitaire primitif ou secondaire.
IGIV
Traitement immunomodulateur
IgG hyperimmun

Prévention ou traitement des infections (hépatite B, hépatite A, tétanos, rage,
VZV)
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Anti-Rh Prévention de la maladie hémolytique du nouveau-né

Traitement du déficit constitutionnel et du déficit acquis sévére en prévention

Antithrombine . . . .
des thromboses veineuses et en traitement des accidents thrombo-emboliques
Traitement substitutif de des formes graves de déficit primitif avec emphyseme
Alpha-1- pulmonaire
antitrypsine Traitement d’entretien du déficit séveére et documenté afin de ralentir la
progression de I’emphyséme pulmonaire
Inhibiteur de la C1- Traitement des crises et préventif avant intervention chirurgicale des
estérase angiocedémes
Déficit constitutionnel sévere responsable d’ une thrombose veineuse séveére et
massive et de I’adulte lors du relais héparine/antivitamine K pour éviter la
Protéine C nécrose cutanée

Prévention de la thrombose en cas de chirurgie ou de césarienne, en cas
d’inefficacité du traitement héparine/antivitamine K

Bien que les produits thérapeutiques dérivés du plasma représentent une niche spécifique sur le
marché biopharmaceutique ; ils permettent non seulement a de nombreuses personnes de
conserver leur qualité de vie tout en faisant face a des affections graves comme 1'hémophilie,
les déficiences immunitaires et les maladies auto-immunes mais aussi de sauver des vie dans

certains cas d’urgence (7).

1.1.2 Aper¢u du marché des produits dérivés du plasma et des moteurs du

fractionnement

Deux secteurs industriels distincts pour peu d’acteurs internationaux

Issu d'un large éventail d'organisations commerciales et d'organisations soutenues par les Etats
dans les années 1970, le marché du fractionnement est actuellement dominé par trois acteurs
internationaux qui détiennent la majorité des parts de marché : Grifols, CSL Behring et Baxter
(1,6,7,12). Ensemble, CSL et Grifols représentent approximativement 45 % des revenus du
marché (13). Un deuxiéme groupe d'entreprises participe également au dynamisme du marché¢ ;

il s’agit d’Octapharma, Kedrion, Biotest, Shire, BPL et du LFB (12-14).

Comme énoncé précédemment, ce marché est scindé entre deux secteurs industriels, le secteur
a but non lucratif et le secteur commercial (7). Il existait en 2013, 78 usines de fractionnement
dans le monde dont 53 installations commerciales (7). La capacité globale de fractionnement

¢tait alors estimée a plus de 40 millions de litres (1,12). En effet, les structures a but non lucratif
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ont des capacités réduite (entre 100 000 et 600 000 litres par an, a I'exception de la Croix-Rouge
japonaise et du LFB en France qui ont des capacités supérieures) comparativement aux
fractionneurs commerciaux (de 4 a 6 millions de litres de plasma fractionné en 2011) (1). A
titre de référence, la premiere usine a I'échelle industrielle d’ Armour, avait la capacité de traiter
environ 100 000 litres de plasma par an en 1943 (1). Ajoutons par ailleurs que le marché est
marqué par une disparité géographique profonde des usines de fractionnement entre les pays

développés et les pays en voie de développement (15).

Remaniement et consolidation de I’échiquier des acteurs économiques

Au cours de son histoire, l'industrie de fractionnement du plasma s'est révélée étre
remarquablement dynamique et résiliente pour s’adapter aux défis rencontrés ; qu'il s'agisse de
problemes viraux (VIH, VHC), de préoccupations liées aux prions, d'une offre excédentaire ou
encore de la concurrence des produits recombinants (7,12). Ces événements et leurs impacts
financiers ont en outre contribué¢ a promouvoir la consolidation des acteurs clés, guidés par des
besoins d’économie d’échelle et de rationalisation de la production (12,15). Cette consolidation
s’est traduite essentiellement par des acquisitions ou des fusions au profit des acteurs du secteur
commerciale ; réduisant par la méme occasion le nombre d’acteurs (15). Citons par exemple le
rachat des activités d’ Aventis et d’ Alpha Therapeutics par Grifols ou bien de Bayer par Talecris
(15). Pour les mémes raisons, les grands fractionneurs ont mené une politique d’intégration
verticale avec l'acquisition d'organisations de collecte de plasma (7). Ainsi, ces derniers

collectent actuellement 90 % du plasma mondial (7).

Si le marché tend a favoriser les grandes structures, ces derniéres s’averent également mieux
armées pour construire leur stratégie de production a I’échelle des installations individuelles et
faire face aux principales barrieres que sont les normes qualités, les contraintes réglementaires,
la logistique intégrée, et des investissements ¢levés pour des marges étroites (3,7). La
production est régit par /’économie du dernier litre qui tend au besoin de diversification des
produits (15). En outre, la part du plasma (de 1’ordre de 100 euros le litre) dans le cott des
produits finis — environ 45 % — ainsi que les coflits de production, poussent les fractionneurs a
extraire le maximum de protéines du plasma afin d’assurer la viabilit¢ économique de
I’installation de fractionnement (7,12,15). Le revenu total de l'installation de fractionnement
dépend alors a son tour de la demande du marché pour les produits auxquels 1’usine doit

s’adapter (12). Ainsi, les capacités et le débit des usines sont essentiellement définis en fonction
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des principaux produits que sont I'immunoglobuline intraveineuse (IVIG) en premier lieu, suivi

par I'albumine et le facteur VIII (2).

Taille du marché mondial, moteurs et contraintes économiques

La taille du marché mondial du fractionnement du plasma est estimée a environ 25 milliards
USS en 2019 et 29 milliards US$ en 2020 et devrait atteindre un chiffre compris entre 40 et 50
milliards US$, selon les sources, a I’horizon de 2025 (13,14).

Si I’albumine était le moteur initial du fractionnement ; le traitement efficace des patients
hémophiles a 1’aide du facteur VIII ont entrainé une augmentation incroyable des activités de
fractionnement et de la demande en plasma a la fin des années 1970 (16). Depuis les années
1990, les IVIG sont le moteur du marché des produits plasmatiques. Elles déterminent la
quantité de plasma nécessaire et dictent la demande qui devrait encore augmenter au cours des
prochaines années (7,13,14,16). Notons par ailleurs que I’OMS a inscrit les facteurs de

coagulation et les immunoglobulines sur la liste des médicaments essentiels (7).

Par opposition, le colt ¢levé des produits plasmatiques, les remboursements limités et
I'émergence d'alternatives recombinantes devraient freiner la croissance de ce marché dans les
années a venir (14). De méme, les réglementations strictes relatives a l'installation de fabrication
et a la source de sang total peuvent freiner la croissance du marché, notamment dans les pays

en voie de développement (13,15).

Le marché en France

En France, des raisons de sécurités sanitaires ont conduit a une rationalisation importante des
activités (1,9). Ainsi, dans les années 1990, les centres régionaux responsables de la production
des produits dérivés du plasma ont été remplacés par un “Groupement d’Intérét Public”, le LFB
(1,9,17,18) (voir 1.2.1. Organisation de I’approvisionnement de plasma). Ce dernier est devenu
en 2005 une société anonyme dont I'Etat est le principal actionnaire (1,9,17,18). A noter que sa
création, par ’article 6 de la 1oi 93-5 du 4 juillet 1993, prévoyait que seul le LFB puisse préparer
des MDS a partir du plasma collecté par I’EFS, justifiant notamment la place actuelle de leader
du LFB dans le march¢ frangais du fractionnement (9,17-20). En 2011, le marché francais de
575,8 millions € se partageait entre le LFB (58,8 % de part de march¢), CSL Behring (18,3 %),
Baxter (16,6 %), Octapharma (5,5 %) et Nycomed Pharma (0,8 %) (16). Ce marché représente

le traitement annuel d’environ 500 000 personnes (9).
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1.2 Approvisionnement de la matiére premiere
1.2.1 Organisation de I’approvisionnement de plasma

Distinction entre PSL et MDS

Le plasma issu du sang humain peut étre valorisé selon deux fagons distinctes (9,10,19). Il peut
tout d’abord étre utilisé comme un produit thérapeutique a part entiere — appelé plasma clinique
ou plasma frais congelé (PFC) — qui appartient alors a la famille des produits sanguins labiles
(PSL) (9,10,19). Le plasma est également la matiére premicre pour la production de produits
plasmatiques (ou dérivés du plasma), ces derniers correspondent aux médicaments dérivés du
sang (MDS) (9,10,19). Il est évident que le plasma thérapeutique et les dérivés plasmatiques ne
peuvent étre obtenus qu’a partir de donneurs humains (9,16). Le plasma est par conséquent une
ressource limitée qui devra étre partagée entre les deux options PSL et MDS (9,16). Si
I’approvisionnement est exclusivement national pour les PSL, il existe en revanche un marché

international pour les MDS (9,19).

D’un point de vue légal, la directive européenne 89/381/CEE indique que les produits issus du
fractionnement du plasma sont des "médicaments" (9,21). Pour cette raison, les MDS
nécessitent une procédure d’AMM avec des critéres de qualité, de sécurité¢ et d'efficacité
précisés par la directive 2001/83/CE actuellement en vigueur (9,22). Par opposition, les PSL ne
sont pas concernés par cette disposition dans la législation francaise, mais par la loi 98-535 du
1" juillet 1998 et entrent par conséquent dans le monopole de I’EFS (9,23). Notons toutefois
que la séparation entre MDS et PSL au niveau européen peut étre plus flou qu’elle n’y parait,
en témoigne Iaffaire Octaplas® dans la qualification du PFC, portée devant la Cour européenne
de justice par le laboratoire Octapharma (16). Le véridique de la Cour européenne porte ainsi
sur D'interprétation de la directive 2002/98/CE du Parlement européen et du Conseil du 27
janvier 2003 (relative a I'établissement des normes de qualité et de sécurité pour la collecte, le
contrdle, la transformation, contrdle, la transformation, la conservation et la distribution du sang
humain et des composants sanguins) sur la description d’'un MDS dans le sens ou « le plasma
préparé par une méthode impliquant un procédé industriel a un régime plus rigoureux que celui
auquel sont soumis les médicaments pour ce qui concerne uniquement sa collecte et son
controle », permettant par conséquent de caractériser I’Octaplas® comme un MDS et non un

PSL (16,24).
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La collecte de plasma, une premiére étape de fabrication a part entiére

Dans le cas du fractionnement, la collecte de plasma est la premiére étape de la fabrication de
produits plasmatiques fractionnés (25). En outre, les pratiques utilisées peuvent étre directement
responsables du profil de sécurité des MDS ainsi que de I'efficacité (par I’intermédiaire des
rendements) et de la fiabilité (par 1’absence de protéases) du procédé¢ de fractionnement
(8,10,25). Il semble alors logique que la collecte de plasma soit considérée comme faisant partie
intégrante de la fabrication des produits dérivés du plasma (8,10,26). Rappelons d’ailleurs a ce
titre que les fractionneurs sont légalement responsables de la conformité des méthodes de
collecte et de la qualité du plasma, car détenteurs de I’AMM des produits fabriqués a partir du
plasma collecté (8). Cette responsabilité est directe si les fractionneurs collectent le plasma ou
indirecte s’ils achétent leur matiére premiére a un fournisseur (8). Une licence devra néanmoins
étre accordée aux établissements produisant du plasma destiné au fractionnement par l'autorité

réglementaire nationale compétente (8,26).

Les fractionneurs européens auront quant a eux l’obligation réglementaire de définir
précisément 1’origine et les caractéristiques du plasma utilisé pour le fractionnement — depuis
la collecte jusqu'au pool de plasma, ainsi que les accords contractuels passés avec les collecteurs
de plasma — dans un document spécifique dénommé Plasma Master File (PMF) (8,10,15,27,28).
Ce dernier permet de donner une assurance sur la qualité et la sécurité¢ de la matiére premicre
(8,15,27). A ce titre, le PMF est nécessaire dans les procédures de demande d’AMM en UE
(8,27).

Principaux acteurs de la filiere de production des PSL et MDS en France

En France, comme I’'indique DP’article L. 5124-14 du Code de la santé publique frangais sur
l'acquisition et la fabrication du plasma, I’EFS a le monopole de la collecte de sang, de plasma
et de plaquettes ainsi que le monopole de la commercialisation des produits sanguins labiles
aux établissements de santé (9,16,18,19,29). De plus, le LFB fractionne le plasma acheté a
I’EFS, commercialise ses produits sur un marché concurrentiel de trois classes de médicaments
dérivés du sang (albumine, immunoglobuline et facteurs de coagulation), et a également pour
mission de répondre aux besoins nationaux, notamment en termes de traitement des maladies
rares (9,19) (voir 1.1.2. Apercu du marché des produits dérivés du plasma et des moteurs du
fractionnement). Il est par ailleurs tenu de réaliser des audits pour s’assurer de la conformité du
plasma fourni par 'EFS (9,19). L’ANSM est I’autorité compétente en matiére de sécurité

sanitaire des produits sanguins labiles et des médicaments dérivés du sang, en particulier pour
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I’hémovigilance, en lien avec les Agences Régionales de Santé (9,19). L’ANSM est également
responsable de la délivrance d’AMM frangaises pour les procédures nationales et par
reconnaissance mutuelle (9). Elle participe enfin activement aux procédures centralisées dans
le cadre d’AMM gérées par ’EMA et délivrées par la Commission européenne (9). A noter
qu’outre les MDS préparés a 1’aide de méthodes biotechnologiques (chromatographie d'affinité
reposant sur des anticorps monoclonaux), les dérivés du plasma ne sont pas nécessairement
soumis a la procédure d'enregistrement centralisée, le choix étant laissé a la discrétion de

I’organisme initiant la procédure (9).

1.2.2 Débats éthiques sur I’approvisionnement en plasma

La France est l'un des rares pays a avoir affirmé tres tot dans sa législation — loi numéro 52-854
du 21 juillet 1952 — le principe de don de sang volontaire et bénévole (1,17,30). En effet, cette
ouverture sur un « don du sang éthique » est fortement li¢ aux principes de non-propriété et de
non-commercialisation du corps humain et de ses produits qui sont d’ailleurs repris dans les
lois de bioéthique (18,19). Aussi, la pratique actuelle d’approvisionnement du plasma en France
a hérité de ces engagements puisqu’elle repose sur les valeurs d’altruisme, de bénévolat,

d’anonymat et d’absence de profit (18).

Toutefois, ces valeurs ont généré un conflit, en France et dans les autres pays qui les avaient
adoptées, lorsque des produits plasmatiques commerciaux ont commencé a étre fabriqués a
partir de dons volontaires rémunérés (1,19). En Europe, I'Allemagne, le Royaume-Uni et
'Autriche prévoient encore la rémunération de certains types de dons, au méme titre qu’aux
Etats-Unis (1,18,26). A noter que I’OMS, I’Union Européenne et le Conseil de I’Europe

encouragent les dons volontaires et non rémunérés de sang et de plasma (1,16,18).

Si la collecte de plasma en France repose sur des postulats éthiques, elle doit également faire

face de fagon pragmatique a une demande croissante de dérivés du plasma (17).

1.2.3 Sélection des donneurs

Les donneurs admissibles au don de plasma pour le fractionnement sont des personnes qui
rencontrent les critéres de don, que sont notamment 1'age et la fréquence des dons (10). Ils
doivent par ailleurs ne pas présenter de facteurs de risque d'agents infectieux transmis par le
sang (10). Pour cela, les candidats au don regoivent du matériel éducatif et sont soumis a un
entretien médical afin d’établir I'absence de risques ou de signes d'infections et de prouver la

conformité du don de plasma en vue de son fractionnement (10).
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Seuls les candidats qui ont été testés a plusieurs reprises comme non réactifs aux agents
pathogénes transmissibles par le sang et qui ont passé avec succes la procédure d’entretien
médicale pourront donner leur plasma pour qu’il soit fractionné (31). De ce fait, le plasma des
primo-donneurs est exclu afin d'éviter les contributions de personnes susceptibles d'étre
porteuses d'une infection a un stade précoce, dont les niveaux plasmatiques pourraient étre trop
faibles pour étre détectés lors de leur premier don (31). En outre, la proportion de donneurs
positifs aux tests sérologiques et au NAT pour le VIH, le HCV et le HBV est environ 10 fois
plus élevée chez les primo-donneurs comparativement aux donneurs répétés (31). Cette

procédure induit donc une réduction d'environ un logio de la charge virale (31).

A noter que dans la plupart des situations, les critéres d'admissibilité des donneurs de sang total
et des donneurs d'aphérese se recoupent, a I'exception de la fréquence des dons qui est plus
¢levée pour les donneurs de plasmaphérese (10). Par ailleurs, des critéres spéciaux peuvent
exister pour la collecte de plasma hyperimmun, qui sera utilis¢ pour fabriquer des IgG
hyperimmuns (10). Ces dernieres impliquent alors des procédures d'immunisation des donneurs

ainsi qu’un titre minimal d'anticorps requis pour la réalisation du don (10).

La surveillance épidémiologique continue de la population des donneurs est généralement
exigée pour assurer une sécurisation biologique fiable des MDS (voir 1.4.2. Mesures de
sécurisation biologique) (10). Elle permet d'établir la prévalence, 1’incidence et les tendances
des marqueurs infectieux connus dans la population (10). Citons a ce titre les anticorps anti-
VIH 1 et 2, les anticorps anti-HCV et l'antigéne de surface de 1'hépatite B (AgHBs) (10). La
surveillance épidémiologique permet ¢également la détection précoce des maladies
émergentes et par conséquent de mettre en place rapidement des mesures de lutte appropriées

en cas de besoin (10).

1.2.4 Méthodes de collecte

Deux méthodes de collecte

Le plasma, matiere premiére des médicaments dérivés du plasma et des produits sanguins
labiles, est obtenu a partir de deux méthodes de collecte : l'aphérése automatisée et la
centrifugation des dons de sang total (2,9,32). Il sera appelé respectivement plasma source,
lorsqu’il est collecté par aphérése ; et plasma récupéré, lorsqu’il est séparé des composants
cellulaires d'un don de sang total (2,8,15,27,32). Aussi, le plasma récupére a partir du sang total
et le plasma source peuvent tous deux étre fractionnés (8,15,25). A noter cependant que le

plasma source constitue la majorité du plasma — de I’ordre de 80 % — utilisé dans la fabrication
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de dérivés du plasma (32). Il est intéressant de remarquer que certains pays, comme la Chine,

n’autorisent que le plasma source pour le fractionnement (15).

Donneur

|
l l

Don par plasmaphérese Don de sang total

Retour au donneur des Elimination des
—_— e

composants cellulaires composants cellulaires

Plasma source Plasma récupéré

Plasma pour le fractionnement
(PfF)

Figure 1 : Schéma du cycle de vie du plasma lors de I’approvisionnement (2)

Le volume mondial de plasma utilisé pour le fractionnement n’a cessé d’augmenter depuis les
débuts de cette industrie, pour atteindre une valeur actuelle estimée entre 42 et 45 millions de
litres (d’apres le Marketing Research Bureau) (8). Si le volume de plasma source varie dans le
temps, celui du plasma récupéré est essentiellement resté stable, car il découle de la demande
de composants sanguins labiles a durée de vie relativement courte comme indiqué
précédemment (16). Toutefois, comme le souligne la déclaration du Consensus de Dublin :

« Les besoins des patients doivent déterminer la collecte optimale de sang et de plasma » (16).
Opérations spécifiques a la collecte du plasma par aphérése

La plasmaphéréese consiste a collecter le sang du donneur, et séparer le plasma des composants
cellulaires par centrifugation ou filtration (ou une combinaison de ces deux options) (10). Les
globules rouges sont retournés au donneur, tandis que le plasma est collecté¢ dans un récipient
(poche plastique ou bouteille) en utilisant du citrate de sodium a 4 % comme anticoagulant
(10,32). La durée typique d'une plasmaphérese dépend du nombre de cycles opérés — et par
conséquent du volume de plasma collecté — et s’étend généralement sur 35 a 70 minutes (10).
De méme, le volume de plasma issu de cette technique peut varier de 450 a 880 ml en fonction
de la réglementation et du protocole de collecte du pays (8,10). Notons que le plasma d'aphérése
peut également étre obtenu comme sous-produit de la plaquettaphérése, qui est une méthode

permettant de produire des concentrés de plaquettes (PSL) (10).
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Le plasma source destiné uniquement a la récupération de protéines qui ne sont pas labiles est
congelé par refroidissement rapide dans une chambre a — 20 °C ou moins dés que possible et

au plus tard dans les 24 heures suivant le prélevement (32).

Opérations spécifiques de la collecte de plasma a partir de sang total

Un don de sang total correspond & un volume de 400 a 450 mL — dépendamment de
I'hématocrite du donneur — collecté directement dans une poche (10). Quelques heures apres le
don, le sang total est soumis a une centrifugation pour séparer les ¢léments cellulaires (plus

particulierement les globules rouges) du plasma (10).

Le plasma issu d’un don de sang total destiné uniquement a la récupération de protéines non
labiles est congelé dans une chambre a — 20 °C ou moins des que possible et au plus tard dans

les 72 heures suivant le prélevement (32).

Opérations communes aux deux méthodes lors de la collecte

Les dons doivent étre collectés de manicre aseptique, ce qui correspond notamment a un
systeme de prélévement approuvé, fermé, stérile, apyrogéne et contenant un anticoagulant
(2,32). De méme, la peau du donneur doit étre préparée de maniére a garantir la stérilité du
produit (32). Aucun agent antibactérien ou antifongique ne doit étre ajouté au plasma (32).
Depuis 1998 en France, les produits (en I’occurrence les plasmas sources et récupérés dans le
cas du fractionnement) sont sécurisés par déleucocytation — qui utilise un procédé de filtration
—au cours de la phase de préparation du plasma, avant d’étre placés en quarantaine dans l'attente

des résultats du laboratoire d'analyse des dons (18).

Quelle que soit son utilisation subséquente, le plasma préparé doit étre congelé le plus
rapidement possible afin de préserver les facteurs de coagulation labiles (18). En outre, il existe
deux catégories de plasma différenciées selon le délai entre le prélévement et la congélation
(18). La catégorie 1 correspond a une congélation du plasma a une température inférieure a —
20 °C dans les 24 heures apres le prélévement, et la catégorie 2 a une congélation du plasma a
une température inférieure a — 20 °C entre 24 heures et 72 heures apres le prélévement
(10,18,25). La catégorie 1 permettant une meilleure préservation de l'activité¢ des protéines
labiles est la seule ¢€ligible a la purification des facteurs de coagulation (10,18,25). Le plasma
de catégorie 2 est quant a lui réservé a la production d'immunoglobulines et d'albumine
(10,18,25). A noter que si le plasma peut étre déclassé vers la catégorie 2 pour des raisons de

délais de congélation ; un temps de prélévement du sang total dépassant 15 minutes, un volume
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de plasma issu du sang total compris entre 150 et 200 ml, et la présence de caillots dans un don

de sang total résultent également en un déclassement du plasma en catégorie 2 (18).

Par la suite, le plasma congelé est stocké puis doit étre transporté dans des conditions congues
pour maintenir la température a — 20 °C ou moins (10,32). Pour des raisons accidentelles, la
température de stockage peut s'é¢lever au-dessus de — 20 °C en une ou plusieurs occasions
pendant le stockage et le transport (32). Cependant, le plasma devra rencontrer les conditions

suivantes pour pouvoir étre considéré comme approprié pour le fractionnement (32) :

e La période totale pendant laquelle la température est au-dela de — 20 °C ne dépasse pas
72 heures
e Latempérature ne dépasse pas — 15 °C a plus d'une occasion.

e La température ne dépasse a aucun moment — 5 °C.

Les envois de plasma pour fractionnement d'un continent a l'autre ou d'un pays a l'autre sont
fréquents, et doivent respecter les conditions de transport et de stockage ci-dessus (10). Les
dons non-conformes devront &tre détruits (18). Toutefois, les non-conformités sont enregistrées,
et utilisées pour mettre en place des actions préventives et correctives ainsi que des indicateurs
mesurant l'efficacité de ces actions (18). Enfin, quelle qu’ait ét¢ la technique de collecte utilisée,

la tragabilité compléte des unités de plasma doit étre impérativement assurée (26).

Différences entre plasmaphérése et collecte de plasma récupéré

Un délai supplémentaire avant la congélation du plasma augmente les risques d'activation des
systemes de coagulation, de complément et de fibrinolyse, qui peuvent conduire a la génération
de protéases plasmatiques (10). Aussi, la collecte du plasma par aphérese présente généralement
une meilleure qualité en vue de la production (catégorie 1) pour la production de dérivés
plasmatiques ; associé a des niveaux typiquement supérieurs de 10 a 30 % en facteur VIII
comparativement au plasma récupéré (8,10). Toutefois, le plasma source contient moins d'IgG

—de I’ordre de 10 a 20 % — lorsqu'il est collecté aupres de donneurs fréquents (8,10).

Le plasma source peut généralement étre congelé dans les minutes qui suivent la fin du
prélévement contrairement au plasma récupéré dont la congélation est retardée, en raison du
temps nécessaire a la transformation du sang total en ses composants (8). De plus, un taux
d'anticoagulant plus élevé est utilisé dans le cas du plasma récupéré (10). Le plasma récupéré

est éventuellement a risque de présenter des niveaux plus élevés de contamination cellulaire
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que le plasma source (10). Or les globules rouges peuvent libérer des enzymes protéolytiques

affectant la stabilité des facteurs de coagulation (10).

Par ailleurs, le colit du plasma d'aphéreése est plus élevé que celui du plasma récupéré (8).
Rappelons que ce point est d’autant plus important que le colit du plasma représente a lui seul

pres de 45 % des cofits de production des produits plasmatiques (8).

1.2.5 Dépistage des dons

Mise en place des deux types de dépistages

Historiquement, I’introduction de dépistages des dons individuels par les fractionneurs a été
contrainte par le manque de garantie de sécurité des procédés de fractionnement vis-a-vis des
virus non-enveloppés (15). Rappelons que les principaux virus préoccupants ayant €té transmis
par les MDS sont le VIH, le HBV et le HCV (virus enveloppés) ainsi que le HAV et le BI9V
(virus non enveloppés) (31). Par ailleurs, des données épidémiologiques ont montré des
fenétres pré-sérologiques longues dans le cas du HCV, témoignant d’un risque d’utilisation
d’un don contaminé malgré des dépistages d’anticorps anti-HCV négatifs (15). Ce constat
ouvrit la voie aux tests d’acides nucléiques ou NAT — dont la réaction en chaine par polymérase
(PCR) est la plus utilisée — sur les pools de fabrication (32). Cette méthode étant la plus sensible
pour détecter les virus, ’EMA a rendu obligatoire la recherche des acides nucléiques du HCV
dans les pools (ou lots) de plasma pour fractionnement (15,31). L’EMA sera confirmée a ce

sujet par la Pharmacopée européenne du plasma pour fractionnement (15).

Rappelons que les bactéries, les parasites et les virus intracellulaires ne sont pas transmis par
les produits plasmatiques car ils sont détruits par les étapes de congélation-décongélation ou
¢liminés par les étapes de filtration de 0,2 a 1 um utilisées lors du traitement des produits

fractionnés (10).

Précisions sur les méthodes utilisées

La recherche de virus se partage ainsi entre tests sur les dons individuels et tests sur les pools
ou mini-pools de plasma. Les mini-pools sont des combinaisons d’aliquotes de plusieurs dons
en un seul (15,32). L’intérét étant de limiter la perte de plasma provenant d’un pool pour la
réalisation du test (15,32). A noter que les mini-pools de 12 ou 24 dons sont trés courants car
ces tailles permettent une bonne sensibilité analytique des NAT ; tout en étant conformes aux
réglementations communes sur la sensibilité globale (32). En outre, les NAT ne reposent pas

sur la détection des anticorps produits par I'hdte infecté apres 1'exposition — comme ce peut étre
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le cas avec les tests ELISA majoritairement réalisés sur les dons individuels — mais ciblent
l'acide nucléique des agents infectieux cibles (32). Dans le cas de la PCR I’amplification
exponentielle de I’ADN ou de I’ARN cible permet sa détection, méme si sa charge virale est

particulierement faible (31).

Si un mini-pool est réactif pour un virus testé, le don individuel qui a donné lieu au résultat
positif devra étre identifi¢ et éliminé (9,15,32). Les dons résiduels considérés comme non
infectés pourront quant a eux étre utilisés pour la suite de la fabrication (9,32). De méme, un
don qui serait positif pour un test individuel sera ¢limin¢ de la chaine de production (9,18).
Dans le cas de nouvelles informations de la part du donneur, de I’organisme de collecte du
plasma, ou d’un organisme de pharmacovigilance (par rapport a I’état d’un patient receveur)
pouvant justifier des inquiétudes sur la qualité¢ ou la sécurit¢ d’un don déja utilisé pour la
fabrication de MDS ; un rappel de lots issu de 1’utilisation de ce don peut étre réalisé par le
fractionneur aprés avoir effectué une évaluation des risques et accord avec l'autorité

compétente, en I’occurrence I’ANSM pour la France (9).

Dépistages réalisés actuellement

Tous les dons individuels doivent au moins étre testés sérologiquement pour les anticorps anti-
VIH 1 et anti-VIH 2, les anticorps anti-HCV et 'antigéne de surface de I'hépatite B (AgHBs)
(15,26,31). Ajoutons également la recherche de 1'antigéne p24 du VIH pour certaines zones
géographiques (31). Des tests d'acide nucléique ou NAT sur mini-pools pour le virus de
I’immunodéficience humaine, les virus de I’hépatite A, B et C, de méme que le parvovirus B19
peuvent étre demandés ou effectués par des fractionneurs de plasma en plus des dons sur les
plasma individuels (26,31). Dans la pratique, ces NAT sur mini-pools sont généralement

réalisés pour le VIH et 'HBV (15).

En France, 'EFS réalise des tests viraux individuels et des mini-tests sur les dons de sang sur
des marqueurs indirects (anticorps anti-VIH]1 et anti-VIH2, anti-HCV, anti-HBc et anti-HTLV
I et anti-HTLV II) et des marqueurs directs (AgHBs et contrdle par PCR de 'ARN du VIH-1,
du HCV et de 'ADN du HBV) (9). A la réception des plasmas sources et récupérés, le LFB
applique une période de quarantaine pour permettre la gestion des informations post-don
fournies par I'EFS (9). Il réalise par la suite des tests PCR sur des mini-pools pour vérifier
I’absence du Parvovirus B19 et du HAV, ainsi qu’un contréle virologique du pool de plasma

de fabrication (sérologie et PCR) : anti-VIHI et anti-VIH2, ARN du VIH-1, ARN du HCV,
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AgHBs, ADN du HBV, ARN du HAV et ADN du B19V ; comme indiqué par la Pharmacopée

européenne (9).

1.3 Description des procédés de fractionnement et de purification
1.3.1 Des procédés en évolution

Le fractionnement du plasma est resté relativement conservateur en termes de méthodologie de
base puisque celle-ci s’appuie encore largement sur les étapes de cryoprécipitation et de
fractionnement a 1'éthanol développées par Cohn et ses collégues ou ses modifications par
Kistler et Nitschmann (5,8). Il existe néanmoins des raisons techniques et réglementaires a
’origine de ce constat (8). En outre, la mise en ceuvre industrielle d'un fractionnement basé sur
la combinaison de la cryoprécipitation et du fractionnement a 1'éthanol froid a d’abord été
réalisée pour répondre aux besoins cliniques — représentés initialement par I’albumine, puis par
le facteur VIII et les IGIV — a progressivement fagonné la technologie encore utilisée
aujourd'hui, la demande étant premicrement tournée vers ces produits (2,8) (voir 1.1. Mise en

place du fractionnement et situation mondiale actuelle).

Au fil des années, la complexité du processus de fractionnement s'est néanmoins accrue pour
répondre a des besoins cliniques plus larges — en diversifiant le portefeuille de produits
plasmatiques thérapeutiques — avec des niveaux de pureté et de qualité améliorés, ainsi qu’en
incluant des étapes spécifiques d'élimination et d’inactivation virale (3,8,10,27). Cette
complexité¢ s’est essentiellement traduite par I’introduction et le développement de la
chromatographie (8,10). En effet, si le fractionnement a I'éthanol reste largement utilisé pour
l'extraction de l'albumine ainsi que la production d'intermédiaires clés (le cryoprécipité et les
fractions I, II+III, IV-1, IV-4 et V); les immunoglobulines, la plupart des facteurs de
coagulation tels que le facteur VIII, IX et XI, et le facteur de von Willebrand, ainsi que les
inhibiteurs de protéase et les anticoagulants nécessitent 1’intégration de procédures
chromatographiques pour étre purifiés (3,5,8,15). Ainsi, la technologie continue d'évoluer dans
une direction ou les étapes de précipitation a 1'éthanol sont progressivement, mais pas encore

totalement, abandonnées (8).

Notons que les procédés de Cohn-Oncley et Kistler-Nitschmann sont utilisés avec succes depuis
pres de 80 ans car ils sont robustes et peuvent facilement étre adaptés a des échelles allant de
plusieurs centaines a plusieurs milliers de litres de plasma (3). Par ailleurs, les produits

intermédiaires qu’ils permettent d’isoler peuvent étre stockés pendant de longues périodes avant
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d'étre regroupés et traités ultérieurement (3,10). De cette facon, plusieurs fractions
intermédiaires sont généralement mélangées pour constituer un lot de produits finis qui sera
préparé sur un équivalent de 20 000 a 40 000 dons (15). Toutefois, cela est a mettre en
perspective de la taille du fractionneur qui pourra traiter un volume allant de 2 000 a 20 000 L
de plasma (3,15,27). Par opposition, le fractionnement du plasma hyperimmun — notamment
utilisé pour produire I’anti-Rh — est plutdt effectué sur des lots de plasma de petite taille, en
s’appuyant davantage sur des procédés chromatographiques pour optimiser la récupération des

1gG (10).

1.3.2 Mise a disposition du plasma

A la livraison du plasma, la conformité physique aux exigences d'expédition est vérifiée ainsi
que la documentation nécessaire (certificat d'origine et de contrdle du plasma signé, date de
prélevement, numéro du conteneur d'expédition, données de dépistage virologique et immuno-
hématologique, kits de test utilisés et numéro de lot) en parallele de la mise en quarantaine de
la matieére premiere dans un congélateur-chambre (10). Des tests supplémentaires peuvent
éventuellement étre effectués (comme des tests nucléiques HCV, VIH, HBV, HAV et/ou B19V)
(10). Rappelons que seuls les dons de plasma individuels qui répondent aux exigences de qualité

et de test peuvent étre utilisés pour les étapes suivantes (10).

Suivant s’il a été obtenu par plasmaphérese ou a partir d’un don de sang total, le don réceptionné
peut varier de 250 mL a 800 mL (3). De méme, il peut étre stocké congeler dans des sacs, ou
éventuellement dans des bouteilles dans le cas de certains plasmas sources (3). Par conséquent,
st des lignes de pelage enticrement automatis€es ont ¢t€¢ mises au point pour le plasma congelé
dans des bouteilles, le décollement des poches doit dans une certaine mesure étre effectué
manuellement (3). En outre, les sacs — qui comportent généralement encore des tuyaux de
raccords — sont souvent déformés par la congélation et ne sont donc pas uniformes a leur
réception, ce qui limite I’automatisation de leur ouverture (3). Différentes méthodes ont été

développées pour que leur ouverture puisse €tre réalisée tout en limitant la charge biologique

(10).

Les sacs de plasma peuvent €tre brisés par contact avec de 1'azote liquide, avant que le plastique
ne soit retiré manuellement autour du noyau de plasma congelé (3). Ils peuvent également étre
coupés manuellement avec des couteaux portatifs ou avec des lames stationnaires fixées au
réservoir de mise en commun (3). Notons que les dons peuvent étre conditionnés a température

controlée pendant quelques heures au préalable pour faciliter I'ouverture des sacs de plasma
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(3,10). Pour le traitement automatique des bouteilles, une des méthodes consiste a décongeler
le flacon a l'eau chaude, a le sécher, a couper le bouchon et a utiliser un robot pour verser le
plasma dans le réservoir de décongélation (3). Les plasmas congelés sont finalement expulsés
des conteneurs en plastique, regroupés et décongelés pour la cryoprécipitation et les étapes

ultérieures de fabrication (3,10).

1.3.3 Cryoprécipitation, fractionnement éthanolique et chromatographie

Suite a la création des lots de plasma, les opérations reposent sur la cryoprécipitation, le
fractionnement a I'éthanol — permettant de séparer les fractions I & V — et des opérations de
chromatographies (25,27). Les étapes d’isolation des fractions, réalisées de fagon séquentielles
et intégrées, visent a obtenir un certain degré de purification dans un environnement stable et
exempt de croissance bactérienne ; 1'éthanol froid présentant I’avantage d’étre bactéricides
(2,27). Elles permettent également une éventuelle réduction significative du volume de
traitement ainsi que la production de produits intermédiaires pouvant étre stockés avant une
purification ultérieure (2,5,27). L'utilisation d'un traitement a flux continu sous contrdle
automatique a été suggérée pour le fractionnement éthanolique a froid (2). Toutefois, le flux
continu mis en place en 1976 fut finalement abandonné a la fin des années 1990, au profit du
traitement par lots comme cela était le cas a 1’origine (2). En effet, le traitement par lot est plus
sécuritaire en termes de limitation des contaminations du plasma (2). Par conséquent, malgré
l'intérét que peut susciter le traitement en continu, le traitement par lots reste la norme de

fonctionnement de I’industrie du fractionnement (2).

Principe de séparation des fractions I a V

La solubilité, propriété unique d'une protéine, est déterminée par la taille de celle-ci, sa
composition, sa conformation et par I'environnement dans lequel la protéine se trouve (2). Parmi
le grand nombre de parameétres potentiellement disponibles pour la manipulation de la
solubilité, ceux retenus pour obtenir la précipitation s¢lective des protéines sont la concentration
d'é¢thanol, le pH, la température, la concentration en protéines et la force ionique dans des
conditions statiques spécifiques (2,3,33) (voir ci-dessous). Ainsi, pour chaque €tape successive,
la solution est ajustée a un pH proche du point isoionique des protéines a précipiter (2). Elle est
accompagnée d’une augmentation progressive de la concentration d'éthanol — allant de 8 a 40
% v/v — pour diminuer la solubilité des protéines cibles (2,5,33). De méme, la température de
la solution variant de — 3 °C a — 6 °C, est maintenue proche du point de congélation pour éviter

la dénaturation des protéines (2,25). L'utilisation de solutions trés diluées est également évitée
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pour assurer une meilleure stabilité des protéines (2). A noter que les conditions dynamiques
des procédés se doivent d’étre contrdlées au cours des étapes de précipitation afin d’assurer une
méthodologie réellement contrélée et reproductible (3). Un manquement dans le controle des
parameétres dynamique peut mener par exemple a la surconcentration locale d'éthanol ou d'acide
au point d'introduction de 1'agent précipitant, résultant alors en une dénaturation irréversible des

protéines ou la coprécipitation de protéines qui devraient rester solubles (3).

A chaque étape, les précipités et les surnageants sont séparés soit par centrifugation a flux
continu, soit par filtration en profondeur (5,10). Cette derniere est d’ailleurs préférable a la
centrifugation pour améliorer la récupération des protéines (10). Enfin, outre ses propriétés
bactéricide, I'éthanol a été choisi comme réactif de précipitation en raison de sa volatilité (2).
Il peut ainsi étre €éliminé ultérieurement par lyophilisation ou par ultrafiltration (2,5,25). Au vu
des quantités d’éthanol potentiellement nécessaires, une unité de récupération et de recyclage

de celui-ci peut étre envisagée (12).
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Plasma pour le
fractionnement

|

Ethanol 8%
Température-3°C
pH 7,2
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}

Ethanol 25%
Température-5°C
pH 6,9

Surnageant Il + 1lI Fraction Il + Il

l

Ethanol 18%
Température-5°C
pH 5,2

Surnageant IV-1 Fraction IV-1

}

Ethanol 40%
Température-5°C
pH 5,8

Surnageant IV-4 Fraction IV-4

}

Ethanol 40%
Température-5°C
pH 4,8

NAYAYANA
[

SurnageantV Fraction V

Figure 2 : Procédé de fractionnement du plasma de la fraction I a V (33)
Cryoprécipité

Le premier intermédiaire isolé dans un processus typique de fractionnement du plasma a grande
échelle est le cryoprécipité (3). Pour cela, le plasma est décongelé lentement a température
contrdlée pour ne pas dépasser 3 °C a 4 °C, sans quoi le cryoprécipité commencerait a se
dissoudre (3,15,25,27). Si le cryoprécipité peut étre utilis¢ directement comme source de
fibrinogene (voir 2. Utilisation du fibrinogene en clinique), il permet plus particulierement la
production des concentrés de facteur VIII, de facteur Willebrand et de fibrinogéne, notamment
a I’aide de procédés chromatographiques subséquents (3,5,15,25). De fagon plus restreinte, le
cryoprécipité est également composé de fibronectine et de facteur XIII (5). A noter que l'activité
du facteur VIII dans le plasma cryoprécipité diminue avec le temps et que ce facteur est
¢galement labile et sensible aux forces de cisaillement (3,15,25). Le cryoprécipité étant
généralement séparé du cryosurnageant par centrifugation, les conditions de mélange et le

transfert de chaleur devront par conséquent étre soigneusement controlés (3,5).
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Fractions1aVv

Le premier précipité, la fraction I & 8 % d'alcool, contient essentiellement le facteur VIII, le
fibrinogene et d'autres protéines peu solubles (5). Un grand nombre de protéines de la fraction
I étant éliminées en amont dans le cryoprécipité, certains fractionneurs font le choix de ne pas
produire de fraction I distincte (5), ils obtiendront alors a la suite du cryoprécipité une fraction
combinée [+II+III (5). En effet, les fractions II et III sont précipitées ensemble a partir du
surnageant I (5). Notons que la fraction II + III nécessitera un retraitement, qui correspond a
des étapes supplémentaires de fractionnement pour obtenir des immunoglobulines relativement
pures (5,15,33). La fraction IV, produite a partir du surnageant de la fraction (I +) II + III, est
parfois produite en deux sous-fractions : les fractions IV, et IV, (2,5). Ces derni¢res peuvent
ainsi fournir un ou deux produits intermédiaires en vue de la production d'antithrombine III et
d'inhibiteur de I’a;— protéinase (2,5). En plus de ces deux produits, ajoutons que la fraction 1V,
contient également les facteurs de coagulation vitamine K dépendants et l'inhibiteur de I'a;—
protéinase ; tandis que la fraction IV, contient la transferrine, I'haptoglobine et une partie de
l'albumine (5). Pour finir, la fraction V permettra d’obtenir I’albumine ; qui bien qu’étant assez
pure, nécessitera d’étre retraitée pour la débarrasser de certaines impuretés, notamment les

lipoprotéines (5,33).

Les produits intermédiaires seront mobilisés pour obtenir les substances médicamenteuses
d’intérét. Pour cela, ces derniers rencontreront avant la formulation : au moins une étape de
purification par précipitation, chromatographie ou adsorption ; au moins deux étapes dédices a
I’élimination ou I’inactivation virale ; et une étape de polissage permettant d’éliminer les

produits chimiques résiduels ainsi que les protéines et les agrégats non désirés (3).
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Tableau 2 : Compositions des fractions I a V du fractionnement éthanolique a froid du plasma (2,33,34)

Cryoprécipité

Fraction I

Fraction II +
111

Fraction I1

Fraction III

Fraction 1V,

Fraction IV,

Fraction V

plasma

5a10

5a10

20a25

749

6a7

5a10

5a10

50260

Pourcentage initial de protéine dans le .
Composants principaux

Facteurs VIII et de Von
Willebrand

Fibrinogéne
Facteur VIII
Fibrinogéne
Fibronectine
IgA IgM IgG
Facteurs II, V, VII, IX et X
[-lipoprotéines
Plasminogene
Plasmine
Fibrinogéne
IgG
B-lipoprotéines
IgA IgM
Facteurs II, V, VII, IX et X
B-lipoprotéines
Plasminogene
Plasmine
Antithrombine 11
a4 -antitrypsine
a- et B-globulines
Transferrine
Haptoglobine
Céruléoplasmine
a- et f-globulines
Albumine
Albumine

a-globulines
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Chromatographie

Comme énoncé précédemment, la chromatographie a au cours des années pris une place plus
marquée dans les procédés. Nous pourrons citer a titre d’exemple son utilisation sur le
cryosurnageant pour capturer le facteur IX et/ou l'antithrombine et/ou I’inhibiteur de la Ci-
estérase et/ou le complexe prothrombique avant que ce dernier ne soit trait€ par la méthode de
fractionnement éthanolique a froid (5,10). De méme, la chromatographie est un outil
particulierement intéressant pour la purification des facteurs de coagulation labiles — que sont
les facteurs de von Willebrand, le facteur VIII, le facteur IX, ou encore le facteur VII — mais
aussi celle des inhibiteurs de protéase — tel que I’a;-antitrypsine — ou encore celle des
anticoagulants, comme la protéine C et I’antithrombine (25,27). Les chromatographies les plus
souvent utilisées sont celles d'affinité et par échange d'ions (anions ou cations) car ces méthodes
peuvent étre utilisées dans une plage de pH neutre assurant le maintien des fonctions protéiques
(25). Notons que la mise en place de ces techniques peut étre compliquée sur le plan

réglementaire (6,8,25).

aFll Chromatography

Cryoprecipitate l Cryo-poor plasma }—b| Chromatography ‘_) | PC |
Fd

l

Precipitation/adsorption |

Chromatography

y
Fibrinogen

| Ethanol fractionation |

Chromatography
Chromatography

Albumin

Figure 3 : Mise en valeur de la place des opérations chromatographiques dans le fractionnement du plasma (10)

Remarque

Les procédés historiques de Cohn-Oncley et de Kistler-Nitschmann sont disponibles en Annexe
A. De méme, des exemples de procédés entiers et relativement complexes peuvent étre

retrouvés en Annexe B.
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1.3.4 Formulation et conditionnement

Apres purification des produits et passage par plusieurs opérations d’inactivation virale, les
principes actifs peuvent étre utilisés pour réaliser la formulation des différents produits de
I’usine. Ainsi, I’activit¢ de la ou des protéine(s), la concentration des sels, celle des
stabilisateurs si nécessaire, et le pH sont ajustés (3). Les produits purifiés et filtrés de maniere
stérile sont alors distribués de maniere aseptique dans des flacons ou bouteilles en verre faisant
office de récipients finaux (3,10). A ce stade, un systeme de traitement de l'air approprié¢ (ZAC
A) et l'utilisation de flacons et de bouchons correctement nettoyés sont essentiels pour assurer
I’asepsie (3,10). Cette opération est généralement automatisée (3). De nombreux produits
nécessitent par la suite d’étre lyophilisés (3,10). A noter que les bouteilles d'albumine subissent
une pasteurisation terminale (10). Apres la distribution, les produits sont inspectés visuellement
pour repérer d’éventuels défauts (3). Les lots seront également gardés en quarantaine le temps
que les contrdles de qualité et les vérifications des dossiers de production aient lieu (10). Les
lots conformes aux spécifications sont étiquetés, conditionnés et expédiés pour la distribution
(10). Enfin, le stockage et le transport devront étre adaptés en fonction de la stabilité du produit
a une température pouvant étre ambiante, a moins de 20 °C ou comprise entre 2 et 8 °C, (3). Le

cycle de production aura duré en tout entre quelques semaines et plusieurs mois (10).

1.4 Opérations d’inactivation virale
1.4.1 Evaluation des besoins en traitements viraux

Il n’a pas échappé, lors de la mise au point du fractionnement, que le plasma utilisé pour la
production pouvait potentiellement étre contaminé par des virus humains (2). Toutefois, avant
la fin des années 1980 et malgré la prise de précautions, 1’utilisation des produits dérivés du
plasma entraina de nombreuses transmissions virales, notamment des virus de I'hépatite et du
VIH (5,25). Ainsi, certains lots d’IGIV issus du fractionnement éthanolique a froid — bien
qu’initialement considérés comme pratiquement exempts de risque de transmission du HCV —
furent responsables de la contraction de la maladie chez des patients (2,5). Aussi I'organisation,
la validation et le contréle des opérations de fractionnement du plasma furent revus afin
d'accroitre la sécurité et la fiabilité des procédures de fabrication ; méme si I’introduction de
certaines méthodes — comme la pasteurisation terminale de 1’albumine — aient été en réalité

antérieures aux années 1980 (2,8).
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1.4.2 Mesures de sécurisation biologique

Plusieurs mesures furent développées afin de limiter la transmission de pathogene aux patients
utilisant les produits dérivés du plasma. Elles permettent non seulement de limiter I’introduction
de pathogenes dans les lots utilisés pour le fractionnement mais aussi de limiter les risques de
transmission au patient de pathogénes dans le cas éventuel de leur présence dans les lots
fractionnés malgré les dispositions prises en amont (8,10,25,35). A noter que ce dernier cas peut
résider dans une possible erreur technique ou humaine, un don provenant d’un sujet tres
récemment infecté (« fenétre silencieuse »), un don infectieux séronégatif chez un porteur

chronique, ou éventuellement un variant viral ou émergent non reconnu par certains réactifs

(15).

Ainsi, les trois grandes mesures de sécurisation biologique mise en ceuvre sont

(5,8,25,27,31,35) :

e La s¢lection des donneurs de plasma et de sang ainsi que le contrdle épidémiologique
de la population (voir 1.2. Approvisionnement de la matiére premiere)

e Le contrdle des dons par la recherche de marqueurs viraux dans les dons individuels de
sang ou de plasma, ainsi que sur les mini-lots de plasma et les lots de fabrication

e La réalisation de traitements robustes d'inactivation et d'élimination des virus pendant

le fractionnement du plasma conformément aux BPF en vigueur (cGMP)

Remarquons que la fourniture des données de traitement est essentielle pour 'obtention d'une
AMM (31). De méme, le fractionneur devra pouvoir prouver qu’il comprend, documente,
surveille et examine de manicre convaincante les paramétres critiques susceptibles d'affecter
l'efficacité des traitements d’élimination et d’inactivation virale (8). En cas de nouvelles
menaces potentielles, la robustesse des procédés sera réévaluée par les autorités réglementaires

compétentes (8).

Par ailleurs, un systeme de tragabilit¢ allant des donneurs aux patients et inversement a
¢galement été intégré au systéme de pharmacovigilance afin d’effectuer des vérifications par
retour aux sources en cas d’une potentielle transmission virale chez un ou plusieurs patient(s)
(8). A noter que les traitements d’élimination et d’inactivation virale constituent véritablement
la barriere essentielle pour ne pas en arriver a de telles extrémités et garantir ainsi la sécurité

des produits plasmatiques (35).
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1.4.3 Objectifs lors du développement de procédés de traitements biologiques

Un minimum de deux étapes de réduction virale

La combinaison d’au moins deux étapes « orthogonales » pour le traitement de réduction virale
est la norme des schémas actuels de production de dérivés du plasma dans le but de garantir la
sécurité¢ des produits plasmatiques contre différents pathogénes (8,10,15,25,27,31,35). Cette
approche repose sur la combinaison d'une étape d’élimination ou d'inactivation virale efficace
contre les virus a enveloppe lipidique (VIH, HBV et HCV), suivie d’une seconde étape distincte
ciblant les virus non enveloppés (HAV, HEV, B19V) ; offrant par la méme occasion une marge
de sécurité supplémentaire contre les virus a enveloppe lipidique (8,10,15,25,27,35). De cette
maniere, un virus enveloppé résiduel échappant a I'inactivation de la premiére étape devrait a
priori étre inactivé ou éliminé par I'étape suivante (8,31). A noter que ce principe est notamment
soutenu les "Directives sur les procédures d'inactivation et d'élimination virales destinées a
assurer la sécurité virale des produits plasmatiques sanguins humains" de 'OMS ou encore la

directive EMA/CHMP/BWP/706271/2010 de ’EMA (8,9).

Limites d’acceptation

La démonstration de la robustesse d’un procédé¢ de traitement d’inactivation ou d’élimination
virale repose sur des preuves scientifiques et une documentation appropriée (8,25). Pour cela,
des ¢études de validation de virus pour un produit plasmatique sont réalisées dans une version
réduite d'une étape de production (4,10,25,27,31). Ces études consistent a mettre en fonction la
version réduite en inoculant un virus d’essai contrélé afin de comparer sa charge virale est
comparée entre les situations avant et apres traitement (4,10,25,27,31). A noter que les virus
utilisés dans les études de validation peuvent étre les virus en cause dans le plasma humain —
ou virus pertinents — ou des virus non pathogenes dont les propriétés physicochimiques sont
similaires aux virus pertinents ; ils seront appelés virus modeles (4,31). Les virus utilisés dans
les études de validation sont généralement des virus modeles car les souches de laboratoire
peuvent différer des souches en circulation, ce qui pourrait avoir des répercussions sur leurs
propriétés physicochimiques (4). Ainsi certains virus modeles tels que le virus de
l'encéphalomyocardite, le parvovirus canin, le virus minute de la souris, le parvovirus bovin ou

encore le virus orphelin respiratoire (etc.) peuvent étre utilisés a titre d’étude (31).

Dans le fractionnement la robustesse d’un procédé de traitement d’inactivation ou d’élimination
virale est généralement considérée comme prouvée — comme énoncé dans la directive

CPMP/BWP/269/95 de ’EMA — lorsque plus de quatre logs décimaux d'inactivation ou
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d'¢limination de l'infectivité virale peuvent étre obtenus de manicre reproductible dans les
limites de fonctionnement de 1’opération (3,8,36). Inclure des limites de fonctionnement d’une
opération nécessite par conséquent de démontrer la robustesse de la méthode y compris pour
les pires conditions de fabrication (31). Il est évident que ces limites acceptables auront été
définies au préalable lors de la validation, assurant ainsi un controle adapté de la technologie
sélectionnée (durée d’opération, température, concentration en protéines, pH) (15,35). En outre,
il sera intéressant de relever que si certaines étapes — telles que la précipitation, I'adsorption ou
la chromatographie — participent a I’¢limination globale de I’infectivité sur 1’ensemble du
procédé ; elles n’atteignent pas individuellement la limite de 4 logio, permettant de les définir
comme ¢tape de traitement d’inactivation ou d’élimination virale (3,4,10,25,36). Par ailleurs,
une réduction inférieure a 10 unités infectieuses, qui correspond a l'exigence pour définir la
stérilité des produits parentéraux, indique la marge requise de sécurité virale des dérivés du
plasma telle que recommandée par la directive CPMP/BWP/269/95 de ’EMA (31,36). Aussi,
si cette valeur théorique est calculée pour €tre obtenues au niveau du produit final dans le cas
du VIH, du HBV et du HCV ; des valeurs significativement plus basses sont généralement
atteintes (31). Bien que le risque de transmission d’infection soit infiniment petit, il n’existe
actuellement aucun produit issu du plasma qui puisse €tre présent¢ comme exempt de

pathogene (4,5).

Pathogénes et virus émergents

Le systéme visant a garantir la sécurité contre les virus est périodiquement remis en question
par les virus émergents (8,31,35). Toutefois, la robustesse des dispositifs mis en place a
largement contribué¢ a limiter la transmission d’agents viraux récents que sont le WNV, le
HIN1, le DENV, le coronavirus du SRAS ou encore le vMCJ, sans nécessairement de tests sur
les dons ou les lots de plasma de fabrication (8,27,35). Cela peut étre notamment illustré par la
décision de la FDA de ne pas demander le test de dépistage de virus comme le WNV, le ZIKV
ou le DENV dans le plasma destiné au fractionnement (8). En somme, il semble peu probable
que de nouvelles technologies d’élimination ou d'inactivation virale soient nécessaires dans un
avenir proche, a moins que des risques liés a de tres petits virus non enveloppés — non retenus

par nanofiltration — se mettent a susciter des inqui¢tudes sérieuses (35).

Optimisation des rendements

Si les technologies de réduction virale doivent étre sélectionnées en fonction de leur capacité a

inactiver ou a éliminer des virus mod¢les soigneusement ; il est essentiel que la sélection soit
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faite pour ne pas affecter l'intégrité physiologique des protéines thérapeutiques afin d’éviter
ainsi la génération de néo-antigenes (8). Ce dernier point va de pair avec la potentielle réduction
de I’activité biologique des protéines par dénaturation (3,8). De méme, chacune des étapes
d’¢limination et d’inactivation virale doit €tre optimis€ée pour minimiser les pertes qui se

produisent nécessairement dans les procédés comportant plusieurs étapes (3).

1.4.4 Description des procédés d’inactivation et d’¢limination virale

Petite digression terminologique

La palette de traitements de réduction virale développés dans l'industrie du fractionnement du
plasma est de loin la plus diversifiée de toute l'industrie des produits biologiques (8). Cette
diversité est a mettre en parallele de la variété des protéines thérapeutiques générées par le
fractionnement car chacune nécessite des spécificités particulieres (8). Deux types d'approches
permettent de limiter les risques de contamination virale. Ainsi, I’inactivation virale implique
la destruction des virus ou la suppression de leur caractére infectieux tandis que 1’élimination
virale consiste a séparer les virus de la fraction protéique d’intérét (8,25). Notons que les
traitements de réduction virale doivent garantir une bonne disposition de la production pour
éviter les risques de contamination croisée en aval (15,35). Aussi, aucune transmission
documentée du VIH, du HBV ou du HCV par des produits soumis a des traitements dédiés
d'inactivation virale n'a été enregistrée depuis la fin des années 1980, preuve de I’efficacité des

barrieres mises en place (10,25).

Les traitements de réduction virale sont généralement intégrés au procédé de purification des
protéines. Il s’agit des traitements "en cours de production" que sont la pasteurisation, la
nanofiltration, le traitement par solvant-détergent ou encore par pH acide (27). Ajoutons que
les procédures chromatographiques en tant que telles utilisées spécifiquement pour la
purification des protéines ou I'¢limination des agents chimiques d'inactivation des virus (S/D)
participent a 1’élimination globale des virus (4,31). Par opposition, certaines opérations sont
réalisées sur les produits finaux. Il s’agit de la procédure d'inactivation thermique ou chauffage
a sec ainsi que de la pasteurisation terminale, qui est spécifique a I’albumine (27). Toutefois,
ces traitements thermiques sont utilisés principalement comme une étape supplémentaire
d'inactivation virale, plutdt que comme le traitement principal d'inactivation comme cela aurait

pu étre le cas par le passé (15,25).
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Traitement par Solvant/Détergent

Le traitement par solvant-détergent représente une force dans la sécurisation de la plupart des
produits plasmatiques en contribuant notamment a stopper la transmission du VIH, du HBV et
du HCV ala fin des années 1980 ; et plus récemment, celle de virus émergents comme le WNV,
le DENV ou le ZIKV (8). A ce jour, cette technologie est utilisée pour l'inactivation des virus
a enveloppe lipidique (elle est inefficace contre les virus non-enveloppés) dans pratiquement
tous les produits plasmatiques (3,8,10,31,35). Le type de détergent sélectionné a quant a lui
évolué, comprenant 0,3 % a 1 % de phosphate de tri-n-butyle (TnBP) ; il est associé a un ou
plusieurs détergents. Tout d’abord a du cholate de sodium et du Tween-80, sa composition
introduira par la suite du Triton X-100, du Tween-20 ou du Triton X-45 en fonction des produits

protéiques ciblés. Ces derniers sont utilisés a des concentrations de 0,2 a 1 % (v/v) (8,10,15,31).

Il sera important de garantir des conditions d’homogénéité dans toute la solution a traiter dans
le cas d'une inactivation virale utilisant des produits chimiques ou des conditions physico-
chimiques spécifiques (3). A ce titre, il est recommandé d'ajouter les agents d'inactivation, de
mélanger la solution, puis de la transférer dans un réservoir propre pour I'étape d'inactivation
virale proprement dite (3). De méme, afin de s'assurer qu'aucun virus ne soit protégé de
I’inactivation par inclusion dans des particules ou des agrégats protéiques, la solution sera
préalablement clarifiée a l'aide d'une membrane filtrante avant son transfert dans la cuve
d’inactivation virale (3). Dans le cas du traitement S/D, les solutions protéiques resteront en
incubation pendant 4 a 6 heures a des températures comprises entre 24 et 37 °C (10). Les agents
du traitement par S/D seront ensuite €liminés a un niveau de quelques parties par million,
généralement par adsorption chromatographique (chromatographie par échange d'ions ou

hydrophobe) ou précipitation spécifique des protéines (8,10,15).

Traitement par pH acide et acide caprylique

Une incubation a faible pH — généralement a pH 4 — pendant plusieurs heures a une température
avoisinant 30 a 35 °C a longtemps ¢été appliquée aux IGIV comme un moyen d'améliorer la
tolérance lors de la perfusion chez les patients (8,10). Cette incubation permet également un
traitement robuste d'inactivation virale des virus a enveloppe lipidique (8,10). L’opération peut
éventuellement étre utilisée pour I’inactivation de virus non enveloppés en ajustant le pH, le
temps d'incubation et la température (31). Toutefois, ['utilisation du traitement a pH acide en
tant qu'étape principale d'inactivation virale pour les immunoglobulines est en déclin,

remplacée par le traitement par S/D, par l'acide caprylique, ou par une stratégie différente de
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fractionnement dans le but d’améliorer la productivité et la pureté des IgG (8,35). A noter
qu’elle reste toutefois utilisée pour certaines IgG comme étape supplémentaire de sécurité virale

et lors de la formulation finale (8).

Le traitement par 1’acide caprylique — ou acide octanoique — a un pH inférieur a 6 est un
traitement d’inactivation virale efficace introduit pour 1’inactivation de virus enveloppés dans
certaines préparations d’IgG et d’IgM (15,31). Cette opération était a I'origine utilisée comme
étape de purification des immunoglobulines (31,35). Il permet en effet d'éliminer les facteurs

potentiellement thrombogenes (8).

Pasteurisation et inactivation virale par la chaleur

Les traitements d’inactivation par la chaleur peuvent étre réalisés au cours du procédé de
fractionnement ou apres le remplissage aseptique des produits dans le récipient final (3,25).
Dans un cas comme dans 1’autre, il est essentiel d’étre en mesure de prouver que la température
suit une distribution homogeéne dans le produit a traiter et de s'assurer qu'il n’y a pas de points
froids dans les récipients contenant le produit (3). Une option en ce sens pour le maintien de la
température du produit dans la plage validée serait de placer le récipient contenant le produit
d’intérét dans un four a air chaud suffisamment grand, dont la température est soigneusement

controlée (3).

La pasteurisation correspond ainsi au traitement a 60 °C pendant 10 heures permettant de
dénaturer les protéines virales et d’inhiber la réplication virale (8,10,25,31). Cette procédure
inactive efficacement de nombreux virus enveloppés et non enveloppés, y compris le B19V
(31). Il est néanmoins essentiel que le risque de formation de néo-antigenes soit pris en compte
lors de I'utilisation de procédés d'inactivation basés sur la chaleur (8,10). C’est pourquoi, des
stabilisateurs de la fonction protéique — du caprylate et/ou du tryptophanate — seront ajoutés
(8,10,25,31). Dans le cas de la pasteurisation terminale de 1’albumine, les stabilisateurs sont a
des doses compatibles avec l'usage thérapeutique car ils ne sont donc pas €¢liminés avant la
perfusion du produit (8,10,25,31). La pasteurisation est ¢galement utilisée avec succe€s pour
l'inactivation virale du facteur VIII, de I'antithrombine, de l'a;—antitrypsine mais aussi des
immunoglobulines (8,31). Toutefois, celle-ci ayant lieu au cours du fractionnement, les
stabilisants utilisés a fortes doses — acides aminés, sucres et/ou polyols — sont €liminés

généralement par filtration tangentielle (8).
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Le traitement thermique a sec a été introduit dans les années 1980 principalement pour inactiver
le VIH (2,8). Adapté pour les produits lyophilisés, le traitement thermique a 80 °C pendant 72
heures ou a 100 °C pendant 30 minutes est un moyen efficace comme traitement secondaire
d'inactivation virale ; notamment pour améliorer la marge de sécurité contre les virus non
enveloppés (2,8,10,25,31,35). Cette étape offre ainsi une sécurité supplémentaire contre les
virus de I’hépatite virale et d'autres sensibles a la chaleur, mais n’est pas nécessairement

suffisant pour exclure la transmission du B19V (8,10,35)

Nanofiltration

La nanofiltration est un procédé de filtration virale spécifique appliqué aux solutions protéiques
a l'aide de membranes de 15 a 75 nm (3,8,10,15,25,35). Ainsi, les protéines plus petites que la
taille des pores peuvent filtrer a travers tandis que les virus sont éliminés par un mécanisme de
tamisage (8,31). Introduite au début des années 1990, elle a été¢ largement acceptée comme une
¢tape d'élimination virale robuste ; et ce, a tel point qu’elle soit actuellement pergue comme
obligatoire pour pratiquement tous les produits (3,10,15,25,35). Elle permet d’éliminer les
agents pathogenes tels que les virus enveloppés et non enveloppés, ainsi que les prions, par
exclusion de taille (3,8,10,15,25,35,37). Elle présente également 1’avantage complémentaire
de ne pas induire d’activation protéique ou de formation de néo-antigenes, et son rendement est
(sauf exception) supérieur a 90 — 95 % (15). Ajoutons qu’il est possible d'obtenir une
¢limination virale de I’ordre de 7 logio avec cette technique (31). Toutefois, afin d'éviter le
colmatage du nano-filtre, une préfiltration appropriée de la solution protéique devra étre
effectuée (3). A noter qu’il existe deux modes de filtration : la filtration frontale et la filtration
a flux tangentiel (3). Le choix du mode de filtration dépendra des caractéristiques de la solution,
comme la concentration en protéines, la facilité d'utilisation et l'aspect économique de

l'application (3).

1.5 Précisions sur ’environnement réglementaire

Les contraintes réglementaires sont relativement indissociables des procédés et méthodes
utilisés pour la production de MDS. Aussi, de nombreux points ont déja été présentés
précédemment. Cette partie permettra d’apporter quelques précisions qui n’ont pas été posées

par ailleurs.
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Au niveau européen, de nombreuses initiatives lies aux secteurs du sang et du plasma ont été
entreprises depuis 1989 (16). Actuellement, la réglementation sur le sang et ses composants

repose plus particulierement (mais pas exclusivement) sur (9,16,24,38-43) :

e La directive 2002/98/CE du Parlement européen et du Conseil du 27 janvier 2003
"établissant des normes de qualité et de sécurité pour la collecte, le controle, la
transformation, la conservation et la distribution du sang humain et des composants
sanguins, et modifiant la directive 2001/83/CE".

e La directive 2004/33/CE "apportant de nouvelles exigences techniques pour le sang et
les composants sanguins'.

e La directive 2005/61/CE "apportant de nouvelles exigences en maticre de tragabilité et
de notification des réactions indésirables et des incidents".

e La directive 2005/62/CE "concernant les normes et spécifications communautaires
relatives a un systéme de qualité dans les €établissements de transfusion sanguine".

e La directive 2004/27/CE, modifiant la directive 2001/83/CE, établissant des exigences
spécifiques concernant la fabrication, le stockage et la distribution des médicaments.

e Ladirective 2003/63/CE, modifiant la directive 2001/83/CE et la directive 2003/94/CE,
¢tablissent les principes et lignes directrices de Bonnes Pratiques de Fabrication
concernant les médicaments a usage humain et les médicaments expérimentaux a usage

humain.

Un tableau issu de la directive EMA/CHMP/BWP/706271/2010 détaille le cadre légal de la
production de MDS dans 1I’Union Européenne, celui-ci est mis a la disposition du lecteur en

frangais en Annexe C (44).

Avec ces directives, la commission européenne souhaite maintenir I’approvisionnement en sang
pour les patients en besoin, garantir la qualité et la sécurité des produits dérivés du sang ainsi
que leur utilisation appropriée, et assurer la prévention de la transmission des maladies
infectieuses pour I’ensemble des citoyens européens (9,16). A noter que I’UE n’empéche pas
un de ses Etats membres d’établir ou de maintenir des dispositions plus strictes que celles
énoncées précédemment (9). Un bon exemple de ce principe repose sur la disposition mis en
place en France concernant le rappel de lot de MDS en cas de détection de MCJ (sporadique,
génétique ou iatrogene) contrairement au reste de I’'UE, et ce jusqu’en 2015, date a laquelle la

France s’est finalement conformée aux recommandations de ’EMA (9).
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Par ailleurs, la sécurité, le développement et le controle des BPF ainsi que la bonne mise en
place réglementaire des activités de fractionnement et de mise sur le marché de nouveaux

produits reposent sur plusieurs organismes, notamment :

e Le Conseil de I’Europe participe a la fiabilit¢ des MDS par I'intermédiaire de la
Pharmacopée européenne (9). En outre, les monographies de la Pharmacopée
constituent une référence scientifique pour le controle de la qualité au cours des
processus de développement, de production et de commercialisation (9,39,45). A noter
que la directive 2001/83/CE énoncée précédemment appuie la nécessité du respect de
ces monographies dans le cadre de demande d'AMM (9,22).

e [’EMA créée par le réeglement (CE) n° 726/2004 du Parlement européen et du Conseil
du 31 mars 2004, a pour mission d’établir des procédures d'approbation et d'autorisation
de mise sur le marché des médicaments de I’'UE (9). Cette agence comprend notamment
des comités qui assume la responsabilité générale des avis scientifiques sur la qualité,
la sécurité et l'efficacité des médicaments a usage humain (9).

e L'ICH est une organisation réunissant les autorités réglementaires et les associations
commerciales de I'industrie pharmaceutique qui a pour but de parvenir a une plus grande
harmonisation réglementaire au niveau mondial (9).

e L'ANSM rs’attele en France a la création de cadres réglementaires appropriés, a
l'application de procédures réglementaires strictes et I'évaluation de l'ensemble du
processus de sécurité biologique conformément aux notes d'orientation européennes ou
de I'ICH (9).

e [’OMS fournit également des lignes directives pour la collecte, le controle et la
réglementation du plasma ainsi que pour les Bonnes Pratiques de Fabrication dans le

cadre du fractionnement (3,27).
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2 Intérét du fibrinogéne en clinique

2.1 Description de la protéine
2.1.1 Point historique

Découverte du fibrinogéne

En 1666, Marcello Malpighi observa a 1’aide d’une lentille optique simple que les caillots
sanguins avaient une structure fibreuse et corpusculaire (46,47). Cette structure fut associée en
1801 au terme fibrine par Antoine Fourcroy. Ce dernier montra également 1’existence dans le
plasma d’une substance soluble, pouvant étre considéré comme précurseur de la fibrine car cette
derniere est absente du sérum (46). Il faut toutefois attendre jusqu’en 1838 pour que le terme

de protéine soit inventé par Jacob Berzelius (47).

En 1847, Rudolf Virchow introduisit quant a lui le mot fibrinogéne : « s il [’'on pouvait donner
un nom, ce pourrait étre fibrinogene » ; traduit de 1’allemand : « vielmehr, wollte man sie
benennen, so konnte man sie héchstens Fibrinogen taufen. ». Plusieurs hypothéses proposent
une origine pour le mot fibrinogéne. Une premiére suppose qu’il soit construit a partir des mots
fibrine et oxygene. La fibrine étant une « masse homogeéne formée a partir de fibrine soluble
apres exposition du sang ou d’exsudat a ’oxygene ». Une seconde hypothese identifie quant a
elle I'utilisation du suffixe « -ogeéne » pour définir un précurseur au lieu du préfixe « pro- »

(46).

Purification de la protéine

Si Alexander Schmidt parvint a mettre en évidence en 1872 qu’un procédé enzymatique est a
I’origine de la conversion du fibrinogéne en fibrine (47), il faut encore attendre jusqu’en 1879
pour qu’Olaf Hammarsten présente un premier rapport d’identification de la protéine (46—48).
Hammarsten découvrit non seulement I’intervention de la thrombine dans la conversion du
fibrinogene en fibrine mais aussi une méthode d’utilisation de sel sur du sang de cheval pour
réaliser une précipitation puis une purification du fibrinogéne. Cette méthode devint une
procédure classique de préparation du fibrinogéne (46). Enfin, Hammarsten démontra
I’insolubilité du fibrinogene et la possibilité de le précipiter depuis le plasma par dialyse contre

un courant d’eau (48).

En 1947 puis en 1959, une autre caractéristique du fibrinogene fut observée : il s’agit du dernier
composant plasmatique a retourner en solution apres congélation, puis décongélation. Ainsi, il
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est possible d’obtenir un faible volume riche en fibrinogéne (ainsi qu’en facteur VIII et en
facteur de von Willebrand) en isolant le précipité restant du plasma froid. Notons que cette
technique dite de cryoprécipité est toujours utilisée actuellement dans les centres de

fractionnement du sang (48).

2.1.2 Production de fibrinogeéne, structure et caractéristiques
Paramétres physiologiques

Le fibrinogene ou facteur I de la coagulation, est la troisiéme protéine la plus représentée dans
le plasma (49). Il s’agit également du facteur de coagulation le plus abondant avec une
concentration plasmatique normale comprise entre 2,0 et 4,0 g/L (46,48—-54), les autres facteurs
de la coagulation étant plutot de 1’ordre du milligramme par litre (55). Les plus hauts niveaux
de fibrinogéne sont observés au cours de la grossesse, souvent supérieurs a 5 g/L durant le
troisieme trimestre (53,55). Le niveau dit « critique » de fibrinogéne au maintien de I’hémostase
peut quant a lui varier en fonction des contextes de déficience congénitale ou acquise en
fibrinogene (56). Le fibrinogene est une glycoprotéine plasmatique de 340 kDa sécrétée par les
hépatocytes (47,50,51,54,55,57) et stockée dans les granules a des plaquettes (52,54). Autant
les plaquettes que les mégacaryocytes sont capables d’internaliser le fibrinogéne plasmatique
par I’intermédiaire de récepteurs glycoprotéiques au fibrinogéne IIb/Illa (54). La demi-vie
plasmatique moyenne du fibrinogeéne est de 3,7 jours et des valeurs allant de 3,0 a 4,1 jours sont
essentiellement retrouvées dans la littérature (50,52,55,57). Le fibrinogéne est catabolisé par le
systéme normal de dégradation protéique, le systéme de coagulation mais aussi d’autres voies
inconnues a ce jour. Notons que la coagulation et la lyse comptent seulement pour 2 a 3 % de

la perte en fibrinogeéne chez I’individu sain (52).

Figure 4 : Molécule de fibrinogene (55)
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Structure du fibrinogene

Le fibrinogene dit normal — Fib340 — correspond a un complexe protéique en forme de batonnet
constituée d’un homodimeére hexamérique, dont chacun des monomeres possede un exemplaire
de chacune des trois chaines polypeptidiques Aa, Bf3 et y (47-49,51-54,58,59). Sa structure
comprend deux domaines D extérieurs, reliés par un domaine E central liant les deux
monomeres par leurs extrémités N-terminales grace a des ponts disulfures (53,54). Le domaine
E est de I’ordre de 5 nm de diametre, tandis que les domaines D présentent un diamétre de 6
nm pour former une structure longue d’environ 45 nm (60). Il sera intéressant de noter parmi
les propriétés de cette molécule, la stabilité des domaines face a la température : le domaine D
est dénaturé pour des températures de I’ordre de 45-60 °C tandis que le domaine E résiste a des
températures pouvant monter jusqu’a 95 °C. Ainsi, la défibrinogénation du plasma consiste a
chauffer le plasma a environ 56 °C pendant 10 minutes permettant la dénaturation des domaines
D et menant a la précipitation du fibrinogene. Toutefois, des méthodes et formulations ont été
mises en place afin de permettre une meilleure stabilité de la molécule a la température ;
assurant notamment la possibilité d’utiliser la pasteurisation sur le fibrinogéne (68 °C, 10 h)

(48).

yC

aC

vC pC

D domain E domain D domain

Figure 5 : Schéma de la structure du fibrinogene selon les domaines D et E formés par les chaines Aa, BS ety
(48)

Génétique

Les chaines Ao, B3 et y sont codées par les génes respectifs FGA, FGB et FGG se trouvant
dans une région d’environ 50 kilobases sur le bras long du chromosome 4 (47,54,59). Chaque
geéne est transcrit de fagon indépendante pour produire des polypeptides de respectivement 644
acides aminés (Aa), 491 acides aminés (Bf3), et 437 acides aminés (y). Un épissage alternatif
sur la chalne Aa permet de produire un isoforme (Aa-E), tandis qu’un épissage alternatif sur la

chaine y produit I’isoforme y’ (54). Au cours de la translocation de chaque chaine simple dans

la lumiere du réticulum endoplasmique, un peptide signal est clivé de chaque chaine (54). Les
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chaines seront tout d’abord assemblées selon deux complexes : Aa-y et BB-y. Un intermédiaire
(Aa - B - y), et ensuite formé avant d’étre dimérisé pour former un fibrinogeéne dit normal
(Fibsa0) : (Aa - BB - y), (48,54). La protéine comprendra également plusieurs modifications

post-traductionnelles dans le complexe Golgi avant d’étre sécrétée (54).

2.1.3 Physiologie de la coagulation et role du fibrinogene

Réle du fibrinogéne dans la coagulation

Le fibrinogene joue un rdle clé dans le fonctionnement normal de I’hémostase en favorisant la
formation de caillots, 1’agrégation plaquettaire et ultimement la fibrinolyse (57). La
maintenance de 1’hémostase repose ainsi sur une série d’interactions entre les composants
cellulaires et protéiques de la coagulation. A la suite d’une altération de la paroi vasculaire, les
plaquettes sont activées par le collagéne subendothélial et par la thrombine (facteur Ila). Les
plaquettes activées sécretent a leur tour des inducteurs de 1’agrégation plaquettaire (49,59). Le
fibrinogene facilite cette agrégation plaquettaire par liaison aux récepteurs glycoprotéiques de
surface IIb/IIla (48-50,52,53). Les plaquettes activées adhérent a la paroi sanguine détériorée
et s’agrégent les unes aux autres. Ces derniéres colmatent de cette fagon la Iésion et sécurisent
I’hémostase (hémostase primaire). Par la suite, le caillot de plaquettes est stabilisé par la

formation de fibrine (hémostase secondaire) (49,50,53).

La conversion du fibrinogéne en caillot de fibrine est réalisée selon une trois phases distinctes :
le clivage enzymatique par la thrombine pour produire des monomeéres de fibrine,
I’autoassemblage spontané des unités de fibrine pour former une structure polymérique, et la
fixation covalente des brins de fibrines par le facteur XlIlla (50,52,54,55,61). Le mécanisme
généralement accepté pour la conversion du fibrinogéne soluble en un caillot de fibrine
insoluble implique une action directe de la thrombine. Cette derniere est générée via les

branches intrinséques et extrinséques de la cascade de coagulation (48).
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Intrinsic Extrinsic
Surface TF + VIl

VI
IX ——>IXa

X —>»Xa
Prothrombin (I1)

Vv
FPA
FPB
Thrombin (l1a)
Fibrinogen Fibrin

Figure 6 : Schéma de la cascade de la coagulation (48)

L’assemblage des facteurs [Xa et VIIla sur des phospholipides, ou du facteur tissulaire et du
facteur Vlla, résulte en une génération de facteur Xa a partir de la surface liant le facteur. Le
facteur Xa, a son tour, convertit la prothrombine (facteur II) en thrombine en présence de son
cofacteur, le facteur Va, de calcium, et de phospholipides activés (le complexe prothrombinase).
Notons que I’activation physiologique de la coagulation se produit majoritairement par

I’intermédiaire de I’activité¢ due au facteur tissulaire et au facteur VIla (62).

Polymérisation et lyse de la fibrine

La thrombine clive les chaines Aa et B pour relarguer respectivement les fibrinopeptides A
(FPA) et B (FPB) de chacune de leurs extrémités N-terminales. Avec les fibrinopeptides A et
B clivés, le monomere de fibrine présente un déficit en charge négative (initialement portée par
ces peptides) permettant de repousser les molécules de fibrinogene entre elles. De cette maniere,
les monomeres de fibrine peuvent se fixer bout a bout et latéralement. Les fibres se fondent
alors en un motif de mailles croisées, produisant un réseau capable de capturer les érythrocytes,
les plaquettes et de fixer la thrombine. Notons que la densité du maillage peut étre affectée par
des conditions physiques (pH, température, etc.). Le polymere de fibrine produit est ensuite
modifi¢ par le facteur XIIla qui change les liaisons hydrogénes entre les monomeres par des
liaisons covalentes e-(-y-glutamyl)-lysyl, augmentant par la méme occasion la résistance et la
stabilisation du caillot. Des liaisons longitudinales entre les chaines y de protofibrilles

adjacentes assurent la densité et la rigidité des fibres. De méme, des liaisons transversales entre
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les chaines Aa développent la rigidité des fibres de fibrine, et permettent de limiter la lyse du

caillot par fibrinolyse (47,49-51,58-60,62).

E Domain D Domain
’,Y chain

5

3

Y

Fibrinopeptide A

4

' 4 ot
,/ Fibrinopegtide B Polymerization

fibrinogen

1 nm 10 nm 100 nm 1 pm 10 pm 100 pm
Light scattering Confocal Microscopy

X-ray scattering

Figure 7 : Molécule de fibrinogene et polymérisation de la fibrine (53,60)

La fibrine sera par la suite lysée par le systeme fibrinolytique endogeéne — notamment la
plasmine — formant les produits de dégradation de fibrine (PDF). En outre, la fibrine est un
cofacteur de [D’activateur de plasminogeéne tissulaire (47,49,62). Si les récepteurs du
plasminogene sur le fibrinogéne ne sont pas accessibles, la polymérisation de la fibrine permet
néanmoins de les rendre accessibles. Ainsi, la fibrine se lie a I’activateur tissulaire du
plasminogene, permettant de rendre la plasmine efficace pour jouer son role fibrinolytique.
Notons toutefois que la densité des protofibrilles ne permet pas aux enzymes fibrinolytiques de
diffuser jusqu’a I’intérieur de la fibre de fibrine. Les fibres seront alors lysées transversalement

et non longitudinalement depuis la face externe (47).

2.1.4 M¢éthodes de mesure du fibrinogeéne

Temps de céphaline avec activateur

Le Temps de céphaline avec activateur (TCA) mesure le temps de coagulation a 37 °C d’un
plasma citraté pauvre en plaquettes en présence de phospholipides (céphaline), d’un activateur
de la phase de contact (kaolin, acide ellagique, silice micronisée ou autre) et de calcium ajouté

en exces (63). Le résultat, exprimé en secondes, est comparé a un pool de plasmas témoins sous
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la forme d’un ratio malade/témoin (63). Aussi, un ratio malade/témoin supérieur a 1,2 est
considéré comme normal chez I’adulte (63). Ce test permet I’exploration des facteurs de la voie
intrinséque (prékallicréine, kininogéne de haut poids moléculaire, facteurs XII, XI, IX, VIII) et
les facteurs de la voie commune (facteurs X, V, II et fibrinogeéne) (63). Dans le cas du
fibrinogeéne, ce test ne sera pas modifié pour des concentrations comprises entre 0,6 et 8 g/L
(63). A noter enfin qu’il est néanmoins sensible a la présence d’inhibiteurs acquis de la
coagulation (anticoagulants circulants de type lupique, antiphospholipides) et aux traitements

anticoagulants (63).

Temps de Quick

Le temps de Quick (TQ) correspond au temps de coagulation a 37°C d’un plasma citraté, pauvre
en plaquettes et en présence de facteur tissulaire, de phospholipides et de calcium (63). Lorsque
le plasma d’un patient est testé, le temps de coagulation obtenu est comparé a un pool de plasma
témoins, dont les valeurs normales sont prises entre 12 et 13 secondes (63). En France, il sera
plus généralement fait mention du taux de prothrombine (TP), exprimé en pourcentage
d’activité ; ce dernier différe du temps de Quick par I'utilisation d’une courbe d’étalonnage
issue de dilutions d’un plasma témoin représentant I’activité de référence (63). A noter qu'une
valeur normale de TP est située entre 70 et 100 % (64). 11 peut également étre fait mention de
I’INR (International Normalized Ratio) qui est une derniere valeur dérivée du temps de Quick,
exprimée sous la forme d’un ratio entre le temps de Quick du patient et le temps de Quick de
référence et corrigé par un facteur de puissance ISI (International Sensitivity Index) (63). Ce
dernier dépend du réactif utilisé et normalise donc — comme son nom I’indique — la valeur
obtenue (63). Les valeurs de TQ/TP/INR permettent d’explorer les facteurs de coagulation de
la voie extrinséque (facteurs VII et X) et de la voie commune de la coagulation (facteurs X, V,

11 et fibrinogéne) (63,64).

En somme, le TP et le TCA sont deux tests cliniques simples et peu coliteux, utilisés en routine
(64,65). Si ces tests considerent le temps comme la seule variable, ils donnent peu d'indications
sur les caractéristiques physiques telles que la structure du caillot, sa résistance mécanique et
ses propriétés fibrinolytiques, ni sur les caractéristiques fonctionnelles et quantitatives
spécifiques de facteurs d’intérét (58,65). C’est pourquoi, des tests complémentaires peuvent
étre réalisés afin d’explorer davantage un allongement du TCA ou d’une diminution du TP (64)

(voir 2.2.6. Prise en charge des pathologies congénitales du fibrinogene).
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Test de Clauss

Le test de Clauss est un test fonctionnel et quantitatif basé sur la capacité du fibrinogéne a
former un caillot de fibrine aprés avoir été mis en contact avec une quantité importante de
thrombine, utilisée comme réactif (58). Le dosage, généralement automatisé, est réalisé sur le
plasma du patient a 37 °C (58). La forte concentration de thrombine associée a une source en
fibrinogene issue du plasma diluée par le tampon du réactif implique que la concentration de
fibrinogéne limite la cinétique de la réaction polymeérisation de la fibrine (66). Par conséquent,
si le fibrinogéne est bien responsable du temps de coagulation dans ce systéme, ce dernier —
mesuré en secondes — est inversement proportionnel a la quantité de fibrinogene (58,66,67). Le
temps de coagulation est converti en une concentration de fibrinogéne a partir d'une courbe
standard construite a I'aide d'un standard de concentration de fibrinogéne connu et tragable selon
des normes internationales (66). En raison de la dilution de I'échantillon dans le tampon, toute
interférence des inhibiteurs de la coagulation est minimisée dans le test de Clauss, y compris
I’héparine ou les produits de dégradation du fibrinogéne pouvant étre présent lors d’une

coagulation intravasculaire disséminée ou d’une thérapie thrombolytique (66).

Test du fibrinogene dérivé du taux de prothrombine

Le fibrinogene dérivé du taux de prothrombine permet d’attribuer un résultat de fibrinogéne
indirectement évaluant le changement de densité optique (ou de turbidité, voir 3.3.3. Influence
de la présence d’agrégats de fibrinogéne dans les spécialités pharmaceutiques) de 1'échantillon
du patient lors du test de Quick (66). Ainsi, la différence entre la ligne de base et la densité
optique maximale est proportionnelle a la concentration de fibrinogéne (67). Bien que certains
automates évaluant le temps de Quick permettent d’obtenir cette valeur directement, cette

estimation est peu recommandée en pratique clinique (63).

A noter que le test de Clauss et le test du fibrinogéne dérivé du taux de prothrombine ne peuvent
pas étre utilisés de maniere interchangeable (67). En effet, le test du fibrinogéne dérivé donne
des estimations plus ¢élevées de la concentration de fibrinogene par rapport au test de Clauss
(66). De méme, des variations significatives de la reproductibilité et de la cohérence des niveaux
de fibrinogéne sont observées entre les laboratoires qui utilisent chacun uniquement I’un et

I’autre des deux tests (67). Toutefois, ces différences sont bien documentées (66,67).
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Temps de thrombine

Le temps de thrombine est le temps de coagulation a 37°C d’un plasma citraté, pauvre en
plaquettes et en présence de thrombine (63). Il s’agit d’un indicateur de la polymérisation
initiale des monomeres de fibrine sous 1’action de la thrombine, utilisée comme réactif (63). La
vitesse de coagulation est ainsi fonction de la quantité et de la qualité du fibrinogéne et de la
présence ou non d’inhibiteurs de la fibrinoformation (héparine non fractionnée, produits de
dégradation de la fibrine, autoanticorps inhibant la polymérisation, etc.) (63). Les résultats —
exprimés en secondes — sont comparés a un témoin, dont la valeur normale est généralement
comprise entre 16 et 20 secondes (63). Une variante de ce test, utilisant des concentrations plus
¢levées de thrombine et une dilution de plasma a tester, permet de mesurer la concentration
plasmatique de fibrinogéne (63). Toutefois, si le dosage du fibrinogéne plasmatique est
couramment réalisé en clinique, le TT est plutot réservé a I’exploration d’un TCA allongé avec

une concentration de fibrinogéne normale (63).

Temps de reptilase

La reptilase est une enzyme extraite d’un venin de serpent qui transforme le fibrinogéne en
fibrine (63). Contrairement a la thrombine, cette enzyme est insensible a 1’héparine (63). Par
conséquent, ce test permet de différencier les allongements du TT dus a la présence d’héparine

non fractionnées de ceux indépendants de 1’héparine (63).

Concentration antigénique de fibrinogéne

Plusieurs options pourront étre utilisées pour I’évaluation de la concentration antigénique de
fibrinogeéne. Citons a ce titre, des techniques pondérales par précipitation a la chaleur ou aux
sels d’aluminium ainsi que des techniques immunologiques (56). Une méthode trés répandue

actuellement est I’ELISA, qui est une technique immunologique (56).

Thromboélastométrie et thromboélastographie

La thromboélastométrie repose sur 1’évolution de la rotation d’un axe, pris dans un échantillon
de sang, en fonction du changement de la viscosité ce celui-ci en lien avec la polymérisation de
la fibrine lors de la coagulation (64). La mesure est donc liée a I’évolution de la viscoélasticité
du thrombus qui modifie la vitesse de rotation de I’axe de mesure (64). Deux technologies
s’illustrent principalement dans ce domaine : la thromboélastométrie rotationnelle avec le

ROTEM® qui utilise la rotation de la cupule contenant I’échantillon autour de I’axe, et la
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thromboélastographie avec le TEG® qui utilise la rotation de ’axe dans la cupule contenant

1’échantillon (64,66).

Dans le cas du TEG®, le dosage fonctionnel du fibrinogéne utilise un antagoniste de la
glycoprotéine IIb/I1la dans le réactif pour séparer la fonction plaquettaire et la contribution du
fibrinogéne (66). Le FIBTEM®, test issu du ROTEM®, est quant a lui utilisé pour surveiller la
contribution du fibrinogéne sur la formation du thrombus, en inhibant la contribution des
plaquettes a ’aide de cytochalasine D dans le réactif (66). L’EXTEM®, également issu du
ROTEM®, permet d’explorer la contribution du fibrinogéne sur la formation du thrombus, en
prenant en compte la contribution des plaquettes a la différence du FIBTEM® (66). Le
ROTEM® peut étre utilisé pour réaliser en tout cinq tests différents ; cependant, seuls le

FIBTEMP® et ’EXTEM® seront abordés dans ce manuscrit.

Dans ces tests (ROTEM® et TEG®), le taux de fibrinogéne fonctionnel est proportionnel a
I'amplitude de la courbe en cloche obtenue (amplitude maximale ou fermeté maximale du
caillot) (64). Ces tests permettent ainsi de réaliser en quelques minutes (généralement 7 a 10
minutes) une évaluation complete de la coagulation en explorant I’initiation, la stabilisation et
la lyse du caillot, tout en intégrant les propriétés des plaquettes, des leucocytes et des
érythrocytes (64,66). En plus de la chirurgie cardiaque, cette technologie est utilisée et
recommandée en gynécologie-obstétrique dans la prise en charge des hémorragies du post-

partum, en traumatologie et en transplantation hépatique (64).

2.2 Pathologies congénitales associées au fibrinogene
2.2.1 Classification des déficits héréditaires du fibrinogéne

Les déficits héréditaires du fibrinogene incluent des désordres quantitatifs (afibrinogénémie et
hypofibrinogénémie) et qualitatifs (dysfibrinogénémie et hypodysfibrinogénémie), définis
selon des niveaux fonctionnels et antigéniques de fibrinogéne circulant (68—70). Les
pathologies héréditaires associées au fibrinogéne toucheraient actuellement 42 patients en
France, ce qui représente 7 % des maladies hémorragiques rares ; elles sont plus fréquentes
chez les femmes que chez les hommes (54,71). A titre de comparaison, en 2019 prés de 17 500
patients ont été traités avec du fibrinogéne humain dans le cadre du traitement d’un déficit
acquis en fibrinogéne (d’aprés I’ATIH). Les pathologies héréditaires, issues de mutations
mono- ou bi-allélique sur au moins I’une des trois chaines du fibrinogeéne, ménent a la synthese,

I’assemblage et/ou a la sécrétion défectueuse de fibrinogeéne ; ou éventuellement a la sécrétion
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effective de fibrinogéne dysfonctionnel (52,59,68,69). Actuellement, plus de 450 mutations sur
FGA, FGB et FGG ont été enregistrées dont plus 250 entralnent un phénotype
asymptomatique ; entre 50 et 80 % des mutations les plus communes correspondent a des
mutations faux-sens (72). Ainsi, les phénotypes possibles des patients atteints de déficit
héréditaire du fibrinogéne sont non seulement nombreux en termes de sévérité¢, mais aussi
variables pour un méme génotype (69). La majorité des déficits héréditaires du fibrinogéne peut
étre suspectée par des tendances au saignement, ou étre découvertes au préalable d’une
intervention chirurgicale. Ces pathologies peuvent aussi étre décelées lors d’événements
thrombotiques, de récupérations altérées en cas de blessures ou d’avortements spontanés

récurrents (72).

En 2018, le Comité Scientifiques de la Société Internationale de Thrombose et d’Hémostase
(Research Standardization Committee at the International Society on Thrombosis and
Haemostasis) a reclassé les pathologies congénitales associées au fibrinogéne. Il a ainsi été
suggéré de classer ces pathologies selon le phénotype clinique et biologique (47,72), comme il

est possible de le voir dans le tableau suivant :
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Tableau 3 : Classification des déficits héréditaires du fibrinogene (47,72)

Type 1

Sous-type 1A

Sous-type 1B

Type 2

Sous-type 2A

Sous-type 2B

Sous-type 2C

Sous-type 2D

Type 3

Sous-type 3A

Sous-type 3B

Type 4

Sous-type 4A

Sous-type 4B

Sous-type 4C

Individu sain

Phénotype Fibrinogene fonctionnel circulant
Normal 1,5-4¢g/L
Afibrinogénémie
Phénotype
Asymptomatique
Hémorragique
Thrombotique
Hypofibrinogénémie
Phénotype Fibrinogene fonctionnel circulant
Sévere <0,5g/L
Modéré 0.5-0.9 g/L
Léger 1 g/L - limite inférieure de

normalité

Pathologie associée au stockage (pathologie familiale avec une
accumulation de fibrine dans les hépatocytes)

Dysfibrinogénémie
Patients avec des thromboses ne correspondant pas aux critéres 3B
Patients avec des hémorragies ne correspondant pas aux critéres 3B
Patients asymptomatiques

Patient porteur d’une mutation impliquant un fibrinogene
thrombotique

Patient souffrant d’événements thrombotiques avec une histoire
thrombotique affectant un parent au ler degré sans autre
thrombophilie

Hypodysfibrinogénémie

Phénotype Antigeéne de fibrinogene circulant
Sévere <0,5g/L
Modéré 0.5-0.9 g/L
Léger 1 g/L - limite inférieure de

normalité
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2.2.2 Afibrinogénémie

Epidémiologie et découverte de la maladie

L’afibrinogénémie est une pathologie autosomique récessive de la coagulation, initialement
décrite en 1920 et présentant une prévalence d’environ 1 pour 1 000 000 (54,59,72). Ainsi, au
méme titre que les autres pathologies récessives, la prévalence de I’afibrinogénémie
augmente dans les populations pour lesquelles les mariages consanguins sont courants
(54,59,72). L’afibrinogénémie se manifeste généralement en période néonatale par
I’intermédiaire d’hémorragie au niveau du cordon ombilical — dans 85 % des cas — associées le
plus souvent a d’autres hémorragies allant de 1égeres a séveres (57,59,72). Un diagnostic de
I’afibrinogénémie peut étre réalisé par des essais immunologiques et fonctionnels, qui
montreront une absence totale de molécule de fibrinogéne fonctionnelle et immunoréactive
(59).

Génétique

L’afibrinogénémie peut étre déterminée par une mutation sur n’importe lequel des geénes des
trois chaines composant le fibrinogéne. Cependant, la plupart des alléles observées chez les
individus afibrinogénémiques sont trouvés sur la séquence de la chaine Aa (59,72). En effet,
plus de 16 variants non-sens sont reportés pour FGA contre seulement 5 pour FGG ou FGB.
Citons parmi les mutations principales causant I’afibrinogénémie, une délétion de 11 kb sur
FGA ainsi que la mutation IVS4 + 1G > T sur le site d’épissage de I’intron 4 de FGA. Cette

derniere est plus répandue que la délétion de 11 kb chez les individus d’origine caucasienne

(59).

Physiopathologie

Les patients afibrinogénémiques sont affectés par des saignements pouvant survenir non
seulement au niveau de la peau, de la cavité orale, du tractus intestinal, des voies génito-
urinaires, du systéeme musculosquelettique, mais aussi du systéme nerveux central avec des
hémorragies intracraniennes. Ces derniéres sont d’ailleurs a 1’origine de la majorité des déces
de patients (54,57,69,72). L’afibrinogénémie peut également étre a 1’origine de rupture
splénique et de kystes osseux (54,72). Comme décrit pour les déficiences du facteur XIII, les
troubles quantitatifs du fibrinogene résultent en une guérison peu efficace (54). Par ailleurs, les
femmes afibrinogénémiques ont une fréquence accrue de complications gynécologiques et
obstétriques par rapport a la population générale. Ces complications regroupent les
ménorragies, les avortements spontanés principalement lors du premier trimestre, le
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décollement placentaire entrainant la perte du feetus, la délivrance prématurée mais aussi les
hémorragies ante-partum et post-partum (54,57,59,72). Enfin, des complications thrombotiques
veineuses et artérielles peuvent paradoxalement étre observées chez des patients

afibrinogénémiques (54,72).

2.2.3 Hypofibrinogénémie

Découverte de la maladie

L’hypofibrinogénémie a été reportée pour la premiere fois en 1935. Elle est définie comme une
diminution des concentrations plasmatiques du fibrinogene fonctionnel et immunoréactif (54).
C’est d’ailleurs sur ces criteres que le diagnostic est posé (59,70).

Génétique

L’hypofibrinogénémie est le plus souvent causée par un génotype hétérozygote pour une
mutation causant I’afibrinogénémie sur un géne du fibrinogeéne. Aussi, I'hypofibrinogénémie
est plus fréquente que D’afibrinogénémie ; d’autant que les individus diagnostiqués pour
I’hypofibrinogénémie sont généralement porteurs d’un all¢le associé a 1’afibrinogénémie
(54,59,72). L’¢état de ces patients est d’ailleurs exploré comme ce pourrait étre le cas pour
I’afibrinogénémie : une premiere étude de la séquence de FGA suivie d’une exploration sur
I’exon 8 de FGB (59). En effet, la majorité des européens atteints d’hypofibrinogénémie
présentent une des deux mutations sur FGA, déja citées pour 1’afibrinogénémie : [IVS4+1G>T
ou la délétion de 11 kb (70). Le phénotype thrombotique est quant a lui associé¢ a des mutations

sur la séquence de la chaine Bf (59).

Physiopathologie

L’hypofibrinogénémie est souvent asymptomatique — particulierement lorsque le niveau de
fibrinogene plasmatique est supérieur a 1 g/LL — et par conséquent découverte lors d’examens
de routine (59,70,72). En effet, un niveau de fibrinogéne circulant de 1’ordre de 1,0 g/L est
suffisamment élevé pour protéger le patient contre des hémorragies et maintenir une grossesse.
Cependant, des saignements en cas de traumatisme peuvent survenir au méme titre que des
patients normaux ou en cas de pathologie hémostatique secondaire (54). Pour les autres patients
hypofibrinogénémiques, le phénotype hémorragique prédomine — comparativement au
phénotype thrombotique — dépendamment des niveaux plasmatiques de fibrinogeéne circulant
(72). Ainsi de faibles quantités de fibrinogéne fonctionnel entrainent un risque accru de

saignements au cours d’interventions notamment cardiovasculaire, traumatiques et obstétriques
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(50,70,72). Pres de 20 % des patients présentent des saignements spontanés aux niveaux gastro-
intestinal et musculaire (72). De méme, les femmes hypofibrinogénémiques peuvent souffrir
d’avortements spontanés et d’hémorragies du post-partum (54). Rappelons toutefois que les
patients atteints d’hypofibrinogénémie sont généralement moins affectés par des événements
hémorragiques séveres que les patients afibrinogénémiques (57,69). En outre, les familles
d’hypofibrinogénémiques montrent essentiellement des patientes avec des hémorragies du post-
partum comme seul probléme de saignement. Statistiquement, une femme sur quatre est

affectées par ces saignements dans ces familles (54).

Cas du sous-type 2D

L’hypofibrinogénémie peut étre associée dans de tres rares cas a des dysfonctionnements
hépatiques. Citons ainsi le variant p.Gly284Arg qui fut le premier a étre associé¢ a
I’hypofibrinogénémie et I’accumulation hépatique d’agrégats de fibrinogéne (59). Dans ce cas,
le relargage de fibrinogéne anormal provient d’une accumulation d’agrégats dans le réticulum
endoplasmique des hépatocytes (54). Depuis, de nombreuses autres mutations ont été décrites

dans le cas de maladies de stockage du fibrinogene (59,72).

2.2.4 Dysfibrinogénémie

Découverte de la maladie

Le diagnostic suggere une réduction de fibrinogéne plasmatique fonctionnel, combinée a des
niveaux d’antigéne de fibrinogéne normaux voir augmentés (54,59,70). Ainsi, les tests de
coagulation sont infiniment prolongés dans les cas classiques de la maladie (70). A noter que
certaines formes sont assez difficiles a diagnostiquer suivant les techniques utilisées par les
laboratoires ; par exemple, le temps de thrombine normal de la dysfibrinogénémie dite Oslo I
peut laisser supposer un niveau de fibrinogeéne fonctionnel qui soit également dans la normal
(54).

Génétique

La dysfibrinogénémie fut reportée pour la premiere fois en 1958 (54). La dysfibrinogénémie
est le terme utilisé pour définir une pathologie fonctionnelle du fibrinogene (59). La
dysfibrinogénémie est généralement associée a des caractéres héréditaires autosomaux
dominants causés par un génotype hétérozygote li¢ a une mutation faux-sens dans le codage de

la région de 1’un des trois génes du fibrinogéne. C’est pourquoi il s’agit d’une pathologie plus

fréquente que 1’afibrinogénémie (54,59,68). Prés de 85 % des variants de fibrinogénes détectés

59

DIDIER
(CC BY-NC-ND 2.0)



sont dus a des altération sur des nucléotides de la séquence de I’exon 2 de FGA ou sur I’exon 8
de FGG, respectivement tres pres de la partie N-terminale de la chaine Aa du fibrinogeéne et de
la partie C-terminale de la chaine y (59,68,72). Citons par exemple c.103C>T (p.Arg35Cys) et
c.104G>A (p.Arg35His) sur I’exon 2 de FGA, ainsi que ¢.901C>T (p.Arg301Cys) et ¢.902G>A
(p-Arg301His) sur I’exon 8 de FGG (68). Dans le cas de dysfibrinogénémies avec thrombose,
des mutations peuvent étre identifiés dans ’ensembles des trois chaines du fibrinogeéne ; la
plupart d’entre eux méne a un nouveau résidu cystéine principalement ceux impliquant un
résidu entre les chaines Aa et y. Ainsi, dans le contexte clinique d’une dysfibrinogénémie, la
corrélation génotype-phénotype pourrait aider au diagnostic contrairement aux autres

pathologies héréditaires du fibrinogene (59).

Physiopathologie

Les patients héritant de dysfibrinogénémie sont asymptomatiques dans plus de la moiti¢ des cas
(54,59,70). C’est pourquoi, la dysfibrinogénémie est souvent découverte fortuitement lors de
tests anormaux de la coagulation ou lorsque celle-ci a été découverte préalablement dans la
famille (54). A I’inverse, prés de 25 % des patients constatent la survenue de saignements
(70,72) ; tandis qu’entre 10 % (59) et 20 % (70) des patients ont été reportés pour des cas de
thrombose, notamment des thromboses veineuses profondes, des thrombophlébites ou encore
des embolies pulmonaires liés a une cicatrisation incompléte (54,59,70). Aussi des preuves
récentes montrent que les patients atteints de dysfibrinogénémie présentant de 1’embolisme
pulmonaire peuvent souffrir par la suite de complications séveres telles que de I’hypertension
thromboembolique pulmonaire (72). Les hypotheses actuelles proposées pour la survenue de
ces thromboses regroupent deux mécanismes : les molécules de fibrinogéne anormales
réduisent la fixation de la thrombine provoquant des niveaux élevés de thrombine circulant ;
elles sont également associées a polymérisation de la fibrine anormale résultant en des réseaux
de fibrines anormaux, aboutissent a des caillots résistants a la dégradation par la plasmine
(54,59,72). A noter que certains patients souffrent non seulement de saignements mais aussi de
thromboses (59,69). Les patients atteints de dysfibrinogénémie associée a des hémorragies sont
quant a eux généralement révélés apres des traumatismes, des chirurgies ou en postpartum
(54,69). Notons chez les femmes atteintes de dysfibrinogénémie des cas d’avortements
spontanés dans le premier trimestre ainsi que des décollements du placenta qui ne semblent
toutefois pas corrélés avec les concentrations en fibrinogeéne. Des thromboses peuvent aussi se

déclarer en post-partum (54,72).
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2.2.5 Hypodysfibrinogénémie
Découverte de la maladie

L’hypodysfibrinogénémie est la pathologie congénitale associée au fibrinogéne la plus
rarement reportée. Ainsi en cas de faibles niveaux de fibrinogénes plasmatiques associés a une
activité réduite, une hypodysfibrinogénémie peut étre reportée (72). Pour autant, les patients
peuvent étre diagnostiqués par erreur comme hypofibrinogénémiques car il peut étre difficile

de mener des essais de fonctionnalité sur le fibrinogene (59).

Génétique

La forme la plus courante de la pathologie implique des agrégats de fibrinogene dans le
réticulum endoplasmique des hépatocytes des patients, liée a une mutation faux-sens sur le géne
FGG (59,68). Actuellement, une trentaine de mutations réparties sur les trois chaines de
fibrinogéne ont été décrites dans le cas de I’hypodysfibrinogénémie. Aussi les pathologies
s’expriment pour un génotype autosomique dominant (72) ainsi une grande majorité des

patients hypodysfibrinogénémiques sont hétérozygotes (68) ; auxquels s’ajoutent de trés rares

cas homozygotes ou partiellement hétérozygotes pour certains alleles (59).

Physiopathologie

Cette pathologie associe les symptomes de I’hypofibrinogénémie et de la dysfibrinogénémie
(72). En outre, le phénotype intermédiaire peut résulter d’un assemblage défectueux et une
sécrétion anormale du fibrinogéne ou la combinaison de deux alleles porteurs de déficience,
I’un affectant quantitativement le fibrinogeéne tandis que 1’autre atteint sa fonctionnalité (59,72).
Les hémorragies post-partum et les ménorragies sont particuliérement fréquentes expliquant
notamment pourquoi ce type de pathologie héréditaire du fibrinogeéne est plus particuliérement

retrouvé en clinique chez les femmes (72).

2.2.6 Prise en charge des pathologies congénitales du fibrinogeéne
Diagnostic

Une anomalie du fibrinogéne est généralement évoquée chez un patient présentant un faible
taux de fibrinogene, ou sujet a des hémorragies (73). Les phénotypes des patients rencontrés
étant souvent asymptomatiques ou peu séveres ; par conséquent, les découvertes fortuites sont
fréquentes (73). Lorsqu’une pathologie constitutionnelle associée au fibrinogene est suspectée,

il conviendra de s’assurer que la cause des symptomes ne proviennent pas d’une pathologie
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acquise qui pourrait induire des modifications post-traductionnelles, accélérer la clairance, ou
altérer la synthése de fibrinogene (56,72,73). Ainsi a titre d’exemple, une maladie hépatique,
un cancer, une pathologie plasmocytaire, une maladie rhumatismale ou encore la prise de
certains médicaments (asparagine, tigécycline, acide valproique, altéplase) devront étre étudiés
car ils peuvent étre associés a une baisse significative du fibrinogéne, voir méme a une
hémorragie sévere (56,73). De méme, le fibrinogene étant une protéine impactée par
I’inflammation, des mesures répétées seront parfois nécessaires afin de poser le diagnostic ;
notamment en cas de grossesse, d’utilisation de contraceptifs hormonaux oraux, d’infection ou
apreés une intervention chirurgicale (72). Auquel cas, I’histoire familiale en paralléle du
contexte clinique permettra de distinguer anomalie héréditaire et acquise du fibrinogene
(56,73). A noter que le génotype sera indispensable pour confirmer le diagnostic et identifier le
sous-type précis d’anomalie associée au fibrinogéne afin de prendre en charge le patient et

anticiper des risques thrombotiques ou hémorragiques (56).

Les tests les plus courants pour le diagnostic des déficits héréditaires du fibrinogeéne sont

(56,72) (voir 2.1.4. Méthodes de mesure du fibrinogéne) :

e Le taux de prothrombine (TP)

e Le temps de céphaline avec activateur (TCA)

e L’¢valuation de I’activité du fibrinogéne par la méthode de Clauss

e [L’¢valuation de la concentration antigénique de fibrinogéne par techniques

immunologiques (ELISA)

De cette fagon, un algorithme diagnostic par étape a €té proposé par Casini et Lebreton en 2021,

et précisé ici a I’aide des données du PNDS (56,73) (voir Figure 8) :

I.  Dosage des temps de coagulation ainsi que de I’activité du fibrinogéne par la méthode
de Clauss
II.  En cas de baisse du fibrinogene, dosage de 1’antigéne de fibrinogeéne et des temps de
thrombine et de reptilase et le fibrinogene dérivé (en italique car il s’agit d’un test
complémentaire non indispensable pour le diagnostic)
IlI.  Confirmation du diagnostic par le génotype (les anomalies les plus fréquentes sont

indiquées pour chaque type dans la Figure 8)
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Sources de fibrinogéne en thérapeutique

A I’image de la plupart des déficits en facteur de la coagulation, la prévention et la gestion des
saignements des déficit héréditaires du fibrinogéne sont basés sur le remplacement de la
protéine manquante. Dépendamment du pays de résidence, il existe actuellement trois sources
de fibrinogene: le plasma frais congelé (PFC), le cryoprécipité, et les spécialités
pharmaceutiques de fibrinogeéne lyophilisés (54,69,70,74). Les fibrinogeénes lyophilisés
représentent les médicaments les plus sécurisés des trois types a disposition ; principalement d
a une meilleure innocuité, leur rapidité d’action, la flexibilité de la dose délivrée, le faible
volume de transfusion, et la facilit¢ d’administration comparativement au cryoprécipité et au
plasma frais congelé (54,69,70). Néanmoins, le cryoprécipité et le plasma frais congelé restent
particuliérement utiles lorsque les spécialités pharmaceutiques ne sont pas disponibles
localement (54). A noter que le cryoprécipité n’est plus utilisé en France, contrairement au

Royaume-Uni ou a I’Amérique du Nord (17,75-77).

Niveau critique des déficits héréditaires en fibrinogene

La supplémentation en fibrinogéne est basée sur des opinions d’experts et des études
observationnelles, et elle est recommandée pour atteindre les concentrations en fibrinogeéne
fonctionnelles comprises entre 1 et 1,5 g/L (72). Historiquement, un niveau de 1,0 g/L a été
¢tabli chez les patients atteints de déficit héréditaire du fibrinogéne (50,72). En outre, les
publications du Réseau Européen de Diatheses Hémorragiques Rares considére cette valeur
comme minimale pour prévenir les saignements excessifs et sécuriser 1’hémostase chez la
plupart des patients ; en somme pour maintenir un état asymptomatique (50,72). Cependant,
certains experts suggérent qu’une concentration plus faible pourrait étre utilisée (72); le
Protocole National de Diagnostic et de Soins (PNDS) des déficits rares en protéines de la
coagulation propose notamment en 2021 un taux supérieur a 0,8 g/L pour éviter la survenue de

saignements spontanée (56).

Adaptation de la prise en charge

Un traitement par prophylaxie peut étre envisagé chez les patients atteints d’afibrinogénémie
ou d’hypofibrinogénémie séveére pour prévenir de la survenue d’hémorragies (54,72,74). La
prophylaxie, dite primaire, peut étre utilisée depuis le plus jeune age chez tous les patients
afibrinogénémiques afin de prévenir les saignements (54,72). Notons que la prophylaxie — dite
secondaire — peut étre initiée plus tard dans la vie du patient. Elle sera recommandée si ce

dernier souffre de saignements majeurs et récurrents, ou apres un événement qui aurait pu leur
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colter la vie comme ce peut étre le cas lors d’une hémorragie intracranienne (54,70,72). La
fréquence et la dose de fibrinogeéne doivent alors étre ajustées de maniére a maintenir un niveau
de fibrinogéne compris entre 0,5 et 1 g/, en prenant en compte les caractéristiques
pharmacocinétiques propres du patient (70). La demi-vie plasmatique du fibrinogene étant
relativement longue, il est possible de mettre en place une prophylaxie par I’administration de
fibrinogene tous les 7 a 14 jours (54,70,74). En opposition a un traitement par prophylaxie, le
fibrinogeéne peut étre administré a la demande chez les patients atteints de déficit héréditaire du
fibrinogeéne, notamment dans le cas de saignements aigués (72). Lors de la survenue d’un
accident hémorragique, un taux objectif de fibrinogéne circulant supérieur a 1 g/L sera
recherché avec une premiére injection de fibrinogéne dans le cas d’un saignement mineur ; un
taux objectif supérieur 1,5 g/L sera posé dans le cas d’un saignement majeur (56). De méme, la
durée du traitement doit étre adaptée en fonction de la blessure ou de la procédure d’opération

(54).

Prise en charge gynécologique et obstétrique

Les femmes afibrinogénémiques peuvent présenter une conception et une implantation
embryonnaire normale. Cependant, la grossesse est généralement perturbée, et résulte en
avortements spontanés dans les 5 a 8 premicres semaines de gestation. C’est pourquoi, une
thérapie substitutive doit &tre mise en place le plus tot possible afin de prévenir les risques de
complications hémorragiques et la perte du feetus (54,59,70). La prophylaxie devra étre
conservée tout au long de la grossesse et méme apres la naissance (70). En outre, méme si les
avis d’experts restent actuellement divergents concernant les taux cible de fibrinogene au cours
de la grossesse, il semblerait qu’un taux supérieur a 1 g/L soit suffisant pour le premier
trimestre. Il sera augmenté a 1,5 g/L voir 2 g/L pour les deux derniers trimestres (56). Des
concentrations plus faibles en fibrinogene, inférieur a 0,4 g/L, ont également montré pouvoir
maintenir une grossesse mais n’évitent pas les complications hémorragiques (54). Une
concentration en fibrinogeéne supérieure a 1,5 g/ — idéalement supérieure a 2 g/l — est
¢galement recommandée au cours de I’accouchement pour limiter les risques de décollement
placentaire (54,70). Les patientes hypofibrinogénémiques présentent également des problémes
au cours de la grossesse et du post-partum, principalement celles ayant de faibles niveaux de
fibrinogéne augmentant par la méme occasion les risques d’avortements spontanés (54,70).
Dans ce cas, la supplémentation en fibrinogéne devrait étre considérée compte tenu de la
concentration plasmatique de fibrinogene, de la tendance aux saignements et du passif

obstétrique. Le suivi régulier des concentrations de fibrinogene ainsi des potentielles
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hémorragies placentaires par échographies au cours de la croissance feetale sera mis en place
(70). Dans le cas de dysfibrinogénémie, les problémes encourus au cours de la grossesse
dépendent essentiellement du phénotype de la maladie, notamment des antécédents personnels
et familiaux concernant la survenue d’événements thrombotiques et/ou hémorragiques (54,70).
Enfin, si la ménorragie est un probléme important et récurrent chez les femmes atteintes de
pathologies héréditaires du fibrinogene, les oestro-progestatifs peuvent étre utiles pour limiter
ses effets (54). Aucun traitement spécifique n’est requis chez les femmes asymptomatiques

(70).

Gestion du risque thrombotique

La survenue de thromboses chez certains patients requiert simultanément la supplémentation
en fibrinogeéne et ’administration d’anticoagulant, a 1’aide de fines supervisions cliniques et
laboratoires (72). Les héparines, et plus précisément les héparines de bas poids moléculaires,
sont les médicaments de choix pour le traitement des thromboses chez ce genre de patients, et
plus particuliérement pour le post-partum ou suivant une césarienne réalisée sous perfusion de
fibrinogéne (54,70,72). En plus de la thérapie substitutive en fibrinogéne, des
antifibrinolytiques devraient étre donnés, particuliérement en cas d’intervention chirurgicale
(54). Enfin, contrairement aux patients hémophiles, les anticorps anti-fibrinogene
n’apparaissent pas pour compliquer la gestion du déficit en fibrinogene. En outre, seuls deux

cas ont été reportés dans la littérature (70).

2.3 Pathologies acquises associées au fibrinogéne
2.3.1 Coagulopathie induite par traumatisme

Caractérisation de la TIC

Les déficiences acquises en fibrinogéne impliquent une définition plus large — et par conséquent
un plus grand nombre de patients — que celle des déficiences congénitales (52,78). Ces
déficiences acquises en fibrinogéne apparaissent lorsque des conditions cliniques affectent les
niveaux et/ou la fonctionnalité du fibrinogeéne (52). C’est d’abord le cas lors d’hémorragies
massives suivant un traumatisme, pour lesquelles le fibrinogéne est le premier facteur de
coagulation a atteindre des niveaux critiques (50,52,67,76). Le nom de coagulopathie induite
par traumatisme ou TIC (Trauma-Induced Coagulopathy) sera alors évoqué et annonciateur

d’une issue potentiellement fatale pour le patient (61,67).
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La TIC est caractérisée par une réduction de la résistance des thrombus liée a une
hypo/dysfibrinogénémie, un dysfonctionnement plaquettaire, une hyperfibrinolyse et un
dysfonctionnement endothélial (67). En somme, la baisse de la concentration plasmatique de
fibrinogeéne et l'augmentation sa dégradation sont bien des caractéristiques clefs de cette
coagulopathie (67). Notons que de faibles niveaux de fibrinogeéne a I’arrivée aux urgences, ou
une résistance diminuée des caillots de fibrine, ont été associés a des besoins de transfusion
ainsi qu’a une augmentation de la mortalité (55). De plus, la perte importante de volume sanguin
associée aux hémorragies précipite souvent une triade létale constituée par l'acidose,
I'hypothermie et la coagulopathie ; les deux premicres aggravant les effets de la dernicére
(53,55,61,67). Ainsi, la restauration du volume circulatoire est un objectif primaire dans le cas
des hémorragies séveres ; généralement abordée avec des expanseurs de volume tels que les
cristalloides, les colloides ou une combinaison des deux (53). Cependant, 'administration de
tels médicaments sera accompagnée d’une thrombocytopénie de dilution et d’une réduction des
facteurs de coagulation plasmatiques (50). C’est pourquoi, la supplémentation en fibrinogene
sera essentielle pour normaliser la fonction de coagulation en restaurant les concentrations
plasmatiques de fibrinogéne chez le patient (50). Actuellement, les recommandations
européennes pour la gestion des traumatismes indiquent de traiter le plus tot possible avec du
fibrinogene, les patients traumatiques souffrant de saignements significatifs et montrant des

signes de déficit en fibrinogéne ou un niveau plasmatique plus faible que 1,5 a 2 g/L (55,67,77).

Prise en charge de la TIC

L'objectif de tout traitement hémostatique est de minimiser les pertes sanguines et les besoins
transfusionnels (61). En effet, un besoin transfusionnel accru augmente la morbidité et la
mortalité chez les patients traumatisés (61). Les événements hémorragiques préhospitaliers —
des traumatismes dans la plupart des cas — devraient étre traités avec une spécialité
pharmaceutique de fibrinogeéne, ou par transfusion de concentré de globule rouge (CGR) ou de
composants du sang (PFC et CGR) dont le ratio devrait étre préalablement fixé (77). Le
fibrinogéne pourrait également &tre apporté au patient par 1’intermédiaire de Plasma Frais
Congelé (PFC). Cependant, il a ét¢ montré que les besoins en transfusion de produits sanguins
allogéniques étaient inférieurs chez les patients traumatisés traités par du fibrinogéne par
rapport aux patients traités par PFC (55). De plus, la transfusion de PFC est associée a un risque
de futures défaillances d’organes, de syndromes de stress respiratoires, de TRALI, de TACO
(55). Enfin, par opposition a une spécialité pharmaceutique de fibrinogéne qui permet d’élever

au besoin les niveaux plasmatiques de fibrinogene en étant guidé par les résultats
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thromboélastométriques (ROTEM®™), le PFC ne fournit qu’une perspective limitée

d’augmentations cliniques significatifs des niveaux de fibrinogéne (55).

Si une supplémentation en fibrinogéne peut étre donnée de maniére probabiliste — sans test de
la coagulation — dans le cas des patients présentant une hémorragie sévere et potentiellement
mortelle (77); P’administration de fibrinogéne sera préférablement guidée par
thromboélastométrie (ROTEM®) au cours de la prise en charge (point-of-care) (55,76,77). Les
paramétres A0S et A10 de FIBTEM®, permettant de caractériser la résistance du thrombus a 5
et 10 minutes de formation, sont le plus souvent utilisés en ce sens (76), car ils permettent
d’éviter une utilisation inappropriée, un délai dans I’administration ou encore un surdosage
(77). A défaut d’un test viscoélastique, le diagnostic sera posé par la baisse du niveau de
fibrinogéne, obtenu par la méthode de Clauss dans le cas ou le FIBTEM® ne serait pas

disponible (76,77).

Sur la base des preuves actuelles, le caracteére bénéfique de 1’utilisation du fibrinogéne chez les
patients souffrant d'une hémorragie liée a un traumatisme est de moins en moins a démontrer.
Les essais controlés et randomisés sont en outre difficiles a réaliser dans ce domaine, et
davantage de données provenant de telles études sont clairement nécessaires pour arriver a des
recommandations qui puissent faire parfaitement consensus (50,53,55). Si les spécialités
pharmaceutiques de fibrinogéne ont démontré une réduction des besoins en transfusions
allogéniques dans les hémorragies séveres, I’efficacité de celles-ci sur la mortalité des patients

doit étre davantage mise en évidence (67).

2.3.2 Hémorragie de la chirurgie cardiaque

Les interventions chirurgicales cardiovasculaires et vasculaires s'accompagnent souvent de
d'une hémorragie excessive. Celle-ci peut étre due a une déficience du systéme de coagulation,
a une hémostase chirurgicale inadéquate, ou une combinaison des deux (50,53). En effet, la
coagulation du patient peut étre compromise par plusieurs facteurs comme [’activation
hémostatique, la consommation de facteurs de la coagulation, I’effet des héparines et
protéamines, [’hypothermie et [I’hémodilution (55). Rappelons qu’une hémorragie
périopératoire est un probléme grave menant a une augmentation des taux de morbidité et de

mortalité (50,53).

Contrairement aux polytraumatisés, l'utilisation de spécialités pharmaceutiques de fibrinogéne

a fait 'objet d'études approfondies dans le cadre d'essais controlés randomisés chez les patients
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recevant une chirurgie cardiaque (67). Aussi, les recommandations actuelles indiquent que
I’administration de fibrinogéne est hautement conseillée pour la gestion des hémorragies des
chirurgies cardiaques (77). En effet, il a pu étre montré que le fibrinogéne réduit a la fois les
saignements et les besoins de transfusion en chirurgie cardiovasculaire et vasculaire ainsi que
la durée moyenne des traitements subséquents dans l'unité de soins intensifs (50,53). Toutefois,
s’il semble qu’il n’y ait aucun avantage a supplémenter en fibrinogene les patients ayant des
taux de fibrinogeéne normaux ; il reste difficile de prédire quels patients devrait bénéficier d'une

supplémentation en fibrinogene (67).

Ainsi, compte tenu des causes multifactorielles de coagulopathie, I'utilisation du point d’intérét
guidé par les résultats du ROTEM® de la coagulation est recommandée pour permettre une
thérapie rapide et ciblée (55,77). De fagon pragmatique et comme énoncé précédemment, le
risque d'hémorragie majeure est considérablement accru lorsque le taux de fibrinogéne chute
en dessous de 1,5 a 2 g/L ; c’est pourquoi le patient devra également étre pris en charge en
fonction d’un niveau critique en fibrinogéne (55). Notons enfin que le fibrinogeéne semble
présenter une bonne innocuité et bien étre toléré. En outre, les études ont tendance a montrer
actuellement que I’administration de fibrinogéne n’est pas associée a une augmentation des
é¢vénements thromboemboliques (77,78) (Voir 2.4.1. Options thérapeutiques de la

supplémentation en fibrinogene).

2.3.3 Hémorragie du post-partum

L'hémorragie obstétricale est une cause majeure de mortalité et de morbidit¢ lors de
l'accouchement (50,53). En effet, l'augmentation du débit sanguin artériel utérin pendant le
travail est indissociable d’un risque hémorragique (50). Notons qu’une coagulopathie associée
au post-partum peut survenir trés précocement, en opposition aux coagulopathies des patients
sous chirurgie cardiaque qui présentent des dysfonctionnements plaquettaires et un
commencement retardé (77). De cette fagon, 'hémorragie obstétricale peut entrainer une rapide
perte de sang qui peut alors nécessiter une réanimation volémique et une transfusion (50).
Cependant, cette approche thérapeutique peut contribuer aux effets de la coagulopathie en

raison d'une dilution supplémentaire des facteurs de coagulation (53).

Les Hémorragies du Post-Partum (HPP) séveres nécessitent un diagnostic rapide et approfondi ;
celui-ci peut étre suivi d’une administration de spécialité pharmaceutique de fibrinogéne
comme traitement au point d’intérét (77). Encore une fois, les résultats des essais hémostatiques

viscoélastiques et/ou sur des tests standards de la coagulation permettront d’obtenir un résultat
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rapide pour le diagnostic et la prise en charge de la coagulopathie (77). Notons qu’un niveau de
fibrinogéne plasmatique faible ou en baisse semble étre associé a une hémorragie sévére du

post-partum, et les données disponibles suggerent un seuil critique de 2 g/L (55).

Ainsi, ’administration de fibrinogéne est actuellement recommandée pour le contrdle des
saignements d'une hémorragie obstétricale (77). Par opposition, les taux de fibrinogéne avant
I'accouchement ne semblent pas affecter le risque d'HPP (55). Par conséquent, I'administration
prophylactique de fibrinogéne avant l'accouchement semble peu susceptible d'étre bénéfique

(55).

2.3.4 Autres hémorragies périopératoires

Le fibrinogene est également prescrit dans la transplantation hépatique afin de controler des
hémorragies séveres (50,77). Celle-ci repose sur I’administration de spécialité pharmaceutique
de fibrinogeéne guidée par les résultats d’un essai viscoélastique de la coagulation au point
d’intérét. Toutefois, les recommandations actuelles indiquent que I’administration de
fibrinogéne n’est que faiblement conseillée dans ce cas clinique (77). Dernierement, il a été
suggéré de ne pas utiliser de fibrinogéne en prophylaxie d’une transplantation hépatique et de

conserver son utilisation uniquement pour le contréle des hémorragies périopératoires (55).

Les avantages de l'utilisation ciblée de facteurs de coagulation tels que le fibrinogéne en
chirurgie pédiatrique ont pu étre €tudiés, notamment lorsqu'elle est guidée par des tests
viscoélastiques. Le traitement par spécialité pharmaceutique de fibrinogéne en chirurgie
pédiatrique a montré qu’il pouvait étre associé a une réduction des saignements et qu'il semble
réduire la mortalité toutes causes confondues. Cependant, la réalisation de nouvelles études est
nécessaire pour préciser les avantages potentiels de 1'administration de fibrinogene aux enfants
ainsi que pour valider des directives claires concernant le monitorage, les seuils et les doses

appropriés a une gestion de la coagulation rapide, efficace et slire (55).

2.4 Specialités pharmaceutiques de fibrinogene
2.4.1 Options thérapeutiques de la supplémentation en fibrinogéne

Comme ¢énoncé dans les parties Pathologies congénitales associées au fibrinogene et
Pathologies acquises associées au fibrinogene, il existe historiquement trois approches
thérapeutiques pour la supplémentation en fibrinogene : la perfusion de plasma frais congelé,

et celle de cryoprécipité, ou encore de fibrinogéne (46,53,57,79). Les spécialités
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pharmaceutiques de fibrinogéne sont considérées comme le traitement de choix ; et représentent
par la méme occasion la seule option thérapeutique recommandée actuellement en France,
contrairement au Royaume-Uni ou a I’ Amérique du Nord ou le cryoprécipité est toujours utilisé
(17,56,75-77,80). Aussi, la prise en charge des patients peut différer entre les trois approches
en fonction des pays (54).

Supériorité de ’option fibrinogéne

Les spécialités de fibrinogeéne représentent avant tout 1’option thérapeutique la plus sécuritaire
grace a de nombreuses étapes validées de sécurisation virale (69). De plus, contrairement au
plasma ou au cryoprécipité, les MDS délivrent une quantité standardisée de la protéine d’intérét
et par conséquent plus précise (46,50,54). Ajoutons que ces spécialités pharmaceutiques ne
nécessitent pas d'appariement des groupes sanguins ni de décongélation a I’inverse du PFC
(50,53). Elles sont donc disponibles trés rapidement et peuvent étre reconstituées dans un faible
volume de 50 a 100 mL, permettant 1’administration de solution allant jusqu’a 20 g/L de
fibrinogéne pour certaines spécialités pharmaceutiques (voir Annexe D) (11,53). Des doses
aussi ¢élevées que 6 g perfusées en seulement 1 a 2 minutes ont été rapportées dans des cas
d'hémorragie critique (53). Par ailleurs, actuellement les études ont tendance a montrer que
I’administration de fibrinogéne n’est pas associée a une augmentation des événements
thromboemboliques (77,78). Une ¢étude de surveillance post-commercialisation de
I’Haemocomplettan P® menée entre 1986 et 2008, allait déja en ce sens en ne rapportant que
neuf rapports volontaires d'événements thrombotiques potentiellement liés pour 1 034 389 g de

fibrinogene administrés (81).

Le PFC contient [I’ensemble des protéines plasmatiques, incluant l'albumine, Iles
immunoglobulines et les facteurs de coagulation et de fibrinolyse a des concentrations
inférieures ou égales aux concentrations physiologiques, soit environ 2,0 g/L dans le cas du
fibrinogeéne (53). Etant issu du plasma, le cryoprécipité contient quant a lui des facteurs de
coagulation globaux, notamment une concentration élevée de fibrinogéne — de 1’ordre de 15 a
17 g/L — ainsi que les facteurs VIII, XIII et le facteur de von Willebrand (50,53). Toutefois, les
utilisations du PFC et du cryoprécipit¢ ont diminué¢ en raison des préoccupations de
complications associées a la transfusion (57). Outre le risque de transmission de pathogenes,
notons le risque de lésion pulmonaire aigué liée a la transfusion (TRALI), et de syndrome de
détresse respiratoire aigu€ (SDRA) et de surcharge circulatoire associée a la transfusion

(TACO) qui ne sont théoriquement pas présents dans le cas des spécialités pharmaceutiques de
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fibrinogene (57,79). Cependant, ces produits (PFC et cryoprécipité) trouvent leur utilité dans
les pays industrialisés lorsqu'aucune spécialité pharmaceutique de fibrinogéne n'est disponible
(54). Relevons également que les spécialités pharmaceutiques de fibrinogéne sont plus
colteuses que le cryoprécipité, lui-méme moins abordable que le plasma frais congelé (79). Ces
deux derniers facteurs expliquent ainsi en partie leur utilisation plus courante dans les pays en

voie de développement (15).

Situation internationale sur ’utilisation du cryoprécipité et du fibrinogéne

Le cryoprécipité a été retiré du marché dans de nombreux pays européens, dont la France, en
réponse a ces problémes de sécurité — portant principalement sur le risque infectieux puisque
sa production ne comprend pas de procédés de réduction de pathogeénes — mais il est encore
couramment utilisé pour le traitement de la supplémentation en fibrinogéne en Amérique du
Nord et au Royaume-Uni (17,75-77). Si la question de D’efficacité et de 1’innocuité est
longtemps restée en suspens dans le cas des thérapies de remplacement du fibrinogéne entre
cryoprécipité et spécialité pharmaceutique de fibrinogene ; celle-ci a été¢ finalement explorée
pour la premiére fois en 2019. L’étude FIBRES a développé une comparaison randomisée de
non-infériorité entre une spécialité pharmaceutique de fibrinogéne (Fibryga®) et du
cryoprécipité pour le traitement de [I'hypofibrinogénémie acquise chez les patients
hémorragiques en chirurgie cardiaque. Ainsi le fibrinogene a effectivement pu montrer une non-
infériorité en termes d’efficacité et de sécurité comparativement au cryoprécipité, amenant les

auteurs de I’é¢tude a recommander 'utilisation de spécialités de fibrinogene (82).

2.4.2 Les spécialités pharmaceutiques de fibrinogéne a I’international

La mise a disposition internationale des spécialités pharmaceutiques de fibrinogeéne pourrait
étre posée au 4 mars 1963 ; date a laquelle Fibrinogenio Humano Lio® a été approuvé au Brésil
(46). En Europe, il faudra officiellement attendre jusqu’au 4 janvier 1966 pour que la société
Behringwerke — future CSL Behring — fasse approuver son HumanFibrinogen Behringwerke
Konzentrat® par le ministére fédéral allemand de la Santé ; bien que le produit ait en réalité un
usage thérapeutique depuis 1956 (46,52). Il est rebaptisé Haemocomplettan P® a partir de 1985
apres que les procédés de production aient été modifiés pour améliorer sa pureté et sa sécurité
biologique ; notamment en introduisant la pasteurisation comme étape d'inactivation virale
(46,52). Aucune transmission de pathogéne en lien avec l’utilisation de ce produit n'a été

enregistrée depuis (52). La production de fibrinogene recombinant a quant a elle été explorée
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pour la premicre fois par Lord et al en 1993 (46). Un fibrinogéne humain recombinant est

actuellement en cours de développement par la société ProFibrix® au Pays-Bas (80).

A ce jour, plusieurs spécialités pharmaceutiques sont présentes sur les marchés internationaux ;

citons ainsi (50,52,54,57,80):

e Haemocomplettan P®, également nommé Riastap® suivant les localités et produit par le
laboratoire CSL Behring

e Fibryga® ou Fibryn® du suisse Octapharma AG

e Clottafact® également connu sous le nom FibCLOT® et développé par LFB
Biomédicaments en France

e Fibrinogen HT® par Yoshitomi au Japon

e FibroRAAS® produit en Chine par Shanghai RAAS Blood Products Co

e GCCFibrinogen® de GC Pharma (Corée du Sud)

Au moins un de ces MDS est homologué¢ dans la plupart des pays développés,
I’Haemocomplettan P®/Riastap® étant la plus répandue (46,50). Dans certains pays, les
spécialités pharmaceutiques de fibrinogéne ne peuvent étre utilisées que de fagon nominative
et individuelle d'un patient précis, sous la responsabilité du médecin (50,52). Les indications
sont généralement la gestion hémorragique dans I'hypofibrinogénémie, la dystibrinogénémie et
l'afibrinogénémie ainsi que I'hypofibrinogénémie acquise (52). Toutefois, ces derniéres
different d’une réglementation a I’autre, comme ce peut étre le cas au Royaume-Uni et aux
Etats-Unis ou le fibrinogéne n'est approuvé que pour le traitement des déficits congénitaux (76).
A noter que dans ces pays, le fibrinogene humain est également utilisé dans le traitement des

déficits acquis (82).
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2.4.3 Les spécialités pharmaceutiques de fibrinogéne en France

En France, les spécialités pharmaceutiques actuellement disponibles sont le Clottafact® (LFB

Biomédicaments), le Fibryga® (CSL Behring) et le Riastap® (Octapharma) (11,56).

Tableau 4 : Utilisations thérapeutiques en France pour les différentes spécialités pharmaceutiques (83,84)

Déficits

constitutionnels

Déficits acquis

Déficits

constitutionnels

Déficits acquis

Déficits

constitutionnels

Déficits acquis

Clottafact®
Hypofibrinogénémie, dysfibrinogénémie ou afibrinogénémie constitutionnelle,
chez les adultes, enfants et adolescents présentant une hémorragie spontanée ou
post-traumatique ou en cas de chirurgie.
Hypofibrinogénémie acquise au cours des hémorragies aigués séveres associées a
la diminution secondaire du taux de fibrinogéne circulant, par exemple
hémorragie aigué€ sévere du post-partum apres échec du traitement utérotonique et
avant le recours aux traitements invasifs, hémorragies associées a une
coagulopathie de dilution par exemple en situation chirurgicale ou en
traumatologie.
Hypofibrinogénémie acquise au cours d’un syndrome hémorragique associé a la
diminution de synthese hépatique du fibrinogene en cas d’insuffisance hépatique
ou secondaire a un traitement par la L-Asparaginase.

Riastap®
Traitement de hémorragies chez les patients présentant une hypofibrinogénémie
ou une afibrinogénémie congénitale avec une tendance aux saignements.
Utilisation dans les situations d’urgence dans le cadre d’une hypofibrinogénémie
acquise telle que définie dans I’AMM du Clottafact® en cas de pénurie de ce
dernier

Fibryga®
Traitement des saignements et prophylaxie périopératoire chez des patients
présentant une hypofibrinogénémie ou afibrinogénémie congénitale, avec une
tendance aux saignements.
Traitement complémentaire dans la prise en charge d’une hémorragie sévere
incontrolée chez les patients présentant une hypofibrinogénémie acquise au cours

d’une intervention chirurgicale.

Les avancées des connaissances sur ['utilisation du fibrinogéne ont amené a une modification de I’AMM du

Clottafact® le 18 novembre 2020 pour obtenir celle présentée ici (85).

Le Clottafact® fut le premier a recevoir une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) en

France le 5 mai 2009 par I’intermédiaire d’une procédure nationale (86). Cette AMM met fin
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aux Autorisations Temporaires d’Utilisation (ATU) préalablement en vigueur pour
I’Haemocomplettan P® et le Clottagen® (médicament anciennement produit par le LFB avant
la commercialisation du Clottafact®) (87). Il faudra attendre le 28 octobre 2010 pour que le
fibrinogene du laboratoire CSL Behring soit de nouveau présent sur le territoire francais sous
le nom Riastap®, grice a une AMM obtenue par I’intermédiaire d’une procédure de
reconnaissance mutuelle (88). Le Fibryga® est mis a disposition a titre exceptionnel et
transitoire par I’ Agence Nationale de Sécurité¢ du Médicament et des produits de santé (ANSM)
a partir de 2017 dans le cadre de tensions d’approvisionnement en fibrinogéne sur le marché
francais (11,83). Le Fibryga® obtient finalement une AMM le 17 juillet 2020 (83). Si toutes ces
spécialités pharmaceutiques ont été reconnues comme ayant un Service Médical Rendu (SMR)
important, seul le Riastap® partage I’Amélioration du Service Médical Rendu (ASMR) du
Clottafact® (ASMR 1) pour la prise en charge des pathologies congénitales (88). En effet, le
Fibryga® n’ayant pas pu démontrer son efficacité et sa tolérance comparativement au
Clottafact®, il a été considéré par la Commission de la Transparence que le Fibryga® n’apporte
pas d’amélioration du service médical rendu, soit une ASMR de niveau V (83). A noter par
ailleurs que seul un ASMR de niveau IV a été accordé au Clottafact® pour la prise en charge de

I’hypofibrinogénémie acquise (83).

Situation de tensions d’approvisionnement en France

Les incidents techniques sont le lot de toute production, et les produits dérivés du plasma n’y
font pas exception. Aussi, plusieurs épisodes de tensions d’approvisionnement de fibrinogeéne
humain en France ont été constatés ces dernieres années ; en témoignent plusieurs lettres
d’Octapharma et du LFB entre septembre 2017 et février 2020 écrites a I’attention des
hospitaliers concernés dans le cadre des tensions d’approvisionnement en fibrinogene humain
(89-92). Ces lettres font mention de la rupture d’approvisionnement du Clottafact® et de la mise
a disposition exceptionnelle du Fibryga® — avant I’obtention de son AMM centralisée en 2020
— pour pallier ce manque. C’est d‘ailleurs pour les mémes raisons qu’a partir de 2017, les
indications du Riastap® évoluent afin d’inclure une utilisation dans les situations de pénurie de
Clottafact® et en situation d’urgence dans le cadre d’une hypofibrinogénémie acquise telle que

définie dans I’AMM du Clottafact® (voir Tableau 4) (11,84).

Au cours de cette période, la logistique des trois laboratoires a ét¢ modifiée pour mettre a
disposition du marché francais des spécialités pharmaceutiques de fibrinogeéne initialement

destinées a d’autres marchés ; notamment polonais, italien et autres marchés européens dans le
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cas du Riastap®, le marché allemand dans le cas du Fibryga® et plus largement le marché
international dans le cas du Fibclot® (93). Cette situation permet ainsi de mettre en évidence les
limites d’un marché monopolistique national pour des produits essentiels. D’autant que ces
tensions d’approvisionnement peuvent concerner tous les fractionneurs, puisque le Riastap® a
¢té déclaré en risque de rupture d’approvisionnement a la date du 18 février 2019, aupres de

I’ANSM (94).

Afin de limiter les tensions d’approvisionnement futures, un décret a été publié le 30 mars 2021
pour instaurer I’obligation pour les entreprises pharmaceutiques de constituer un stock de
sécurité pour tous les médicaments destinés au marché national (95). Ce dernier est entré en
vigueur le ler septembre 2021 et prévoit entre autres le développement de stocks de sécurité
par I’intermédiaire de plans de gestion de pénurie (95). En outre, il est fait mention dans la lettre
du 22 décembre 2017 que le LFB n’avait alors qu’un stock limité de Clottafact®, menant aux
tensions d‘approvisionnement subséquentes (89). Gageons alors que si les risques de tension
d’approvisionnement en France ne peuvent pas étre totalement éliminés, ce décret et la présence
de trois fournisseurs de fibrinogéne humain offrent une plus grande sécurité de réponse adaptée

a la demande des hopitaux.
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3 Analyse de ’impact du procédé de fabrication sur les

spécialités pharmaceutiques de fibrinogene

3.1 Enjeux de la fabrication du fibrinogene

Le fibrinogene utilisé en clinique se doit d’étre un produit fiable afin d’assurer la meilleure
prise en charge possible des patients, autant dans le cadre de coagulopathies héréditaires que
dans le cadre de coagulopathies acquises. Pour cela, il est important que les procédés de
fractionnement du plasma permettent une standardisation du produit fini ainsi qu’une
sécurisation biologique fiable. Ce dernier point devra d’ailleurs étre réalisé ; et ce, bien que la
matiere premicre utilisée — le plasma pour le fractionnement (PfF) — puisse avoir des
caractéristiques variables d’un lot a ’autre en lien avec leur origine biologique (combinaison
de plusieurs dons de différents patients). De méme, il est clair que plusieurs stratégies de
purification et de réduction du risque infectieux peuvent étre envisagées, comme le montreront
les descriptions et analyses des procédés Riastap®, Fibryga® et Clottafact®. Il peut néanmoins
étre attendu quelle que soit la stratégie retenue que 1’efficacité et I’innocuité de chacune des
spécialités pharmaceutiques soient non seulement adaptées a une utilisation thérapeutique mais
aussi conformes aux cadres légaux imposés par la France et I’Union Européenne sur la

production de MDS destinés au marché frangais.

Au cours de ce chapitre, les différences entre les procédés de fractionnement des fibrinogenes
humain présents sur le marché frangais seront étudiées et mises en relation avec les différences
biochimiques des produits finis ainsi que les différences potentiellement observées dans les

¢tudes in vitro et les études cliniques portées sur ces produits dérivés du plasma.

3.2 Comparaison des procédés de fractionnement et de purification du
fibrinogeéne

3.2.1 Comparaison des méthodes d’approvisionnement du plasma pour le
fractionnement

Les plasmas pour le fractionnement utilisés en amont de la production des spécialités

pharmaceutiques de fibrinogéne présentes sur le marché frangais peuvent étre distingués selon

deux criteres : dons rémunérés et non rémunérés d’une part, plasma source et plasma récupéré

d’autre part.
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I1 avait été estimé en 2013 que la part de MDS issue de plasma rémunéré en France atteignait
40 % sur le plan global ; proportion par ailleurs en augmentation (19). De plus, cette part pouvait
atteindre les 100 % pour certaines spécialités (19). Dans le cas du fibrinogéne, le Clottafact®
répond au critére de plasma non rémunéré car celui-ci est issu de la filiere d’approvisionnement
géré par I’EFS, qui est 1également et moralement fondée sur ce principe (9,18,19). Ce critére
pourrait également étre appliqué en France pour la production du Fibryga®. En outre, il est issu
du site d’exploitation strasbourgeois d’Octapharma (anciennement détenu par le LFB et acquis
par le laboratoire pour répondre a la demande du marché francais) (1,19). Or dans le cadre du
rapport Véran, le laboratoire indiquait avoir assuré aux autorités de régulation frangaise
(ANSM) que I’approvisionnement de ['usine ne comprenait que du plasma acquis
bénévolement par la Croix Rouge allemande (19). A noter que les deux firmes (LFB et
Octapharma) commercialisent par ailleurs des MDS issus de dons rémunérés dans d’autres pays
(19). Dans le cas du Riastap®, les deux sources de plasma sont utilisées indistinctement par

CSL-Behring (19,57).

Si I’argument sécuritaire vis-a-vis du risque infectieux (virus et prions) pour le plasma bénévole
est notamment mis en avant par les organismes qui le promeuvent (EFS, OMS, UE, etc.), le
débat serait actuellement davantage éthique (et éventuellement économique) que technique,
compte tenu de I’ensemble des autres étapes entrant dans les stratégies de sécurisation
développées dans I’industrie (1,16,18,19,96,97). En outre, ’EMA déclarait en 2002 que les
¢tudes cliniques et de pharmacovigilance n’apportaient aucune preuve concernant
I’augmentation du risque de transmission virale des MDS qui ont fait I’objet par ailleurs d'un
dépistage approprié au moment du don et d'une étape validée d'inactivation ou d’élimination
virale (16). Ce méme point est repris en 2018 par Rossi qui indiquait qu’aucune transmission
de maladie virale n’a été observée au cours de ces 25 dernieres années grace a la mise en place

de procédés efficaces et validés d’inactivation et d’¢limination virale (9).

Le plasma source constitue la majorité du plasma utilisé dans la fabrication de dérivés du
plasma et ce pour I’ensemble des acteurs cités précédemment (9,32). Si des différences de
qualités du plasma peuvent étre entrainées entre les méthodes d’obtention du plasma source et
du plasma récupéré (Voir 1.2. Approvisionnement de la matiére premicre) — notamment dans
le cas de protéines labiles comme le facteur VIII — aucune source n’a indiqué une influence
spécifique d’une technique par rapport a 1’autre sur le fibrinogeéne. Par ailleurs, le document

technique 2021 du Clottafact® indique qu’une étude reconnue par ’ANSM et menée
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conjointement par I’EFS, le LFB et le CTSA a montré une qualit¢é comparable pour le

fractionnement du plasma récupéré et déleucocyté par rapport au plasma source (98).

Enfin, la directive européenne 2003/63/CE assure sur le plan réglementaire la qualité et la

tracabilité des plasmas pour le fractionnement a destination de I’UE, par I’intermédiaire du (ou

des) Plasma Master File(s) mis a jour annuellement en parallele de I’AMM de chacun des

produits dérivés du plasma (99). Ainsi, une harmonisation de la qualité requise du plasma est

permise pour le fractionnement des fibrinogeénes humains présents sur le marché frangais.

3.2.2 Présentation du procédé de production du Riastap®

Description du procédé

Plasma pour Fractionnement

Matériel de départ

l

l

Cryoprécipité

l

Adsorption a I’hydroxyde d’aluminium

l

Précipitation a la glycine

l

Adsorption a I’hydroxyde d’aluminium

Purification

l

|

Pasteurisation
(60°C pendant 2h)

Elimination Pathogenes

l

Précipitationa la glycine

l

Précipitationa la glycine

|

Diafiltration

Purification

l

|

Filtration stérilisante

Elimination Pathogénes

l

l

Répartition aseptique

l

Lyophilisation

Formulation

l

l

Riastap®

Produit final

Figure 9 : Schéma de production Riastap® (96,100—102)
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Le procédé de purification du Riastap® tel qu’il est notamment énoncé dans la monographie
canadienne de 2020 constitue le plus ancien des trois procédés, et ne repose pas a ce titre sur
I’utilisation de procédés chromatographiques contrairement a ses homologues; la
chromatographie s’étant progressivement démocratisée a partir des 1990 (6,15,100). Aussi, la
purification s’appuie tout d’abord sur la valorisation du cryoprécipité qui contient la majorité
des molécules faiblement solubles que sont principalement le facteur VIII, le facteur de Von
Willebrand et le fibrinogene (2,3,33,34,48). Toutefois, cette cryoprécipitation de méme que les
précipitations subséquentes sont réalisées en utilisant la glycine comme agent de précipitation,
et non I’éthanol comme présenté dans la partie 1.3. Description des procédés de fractionnement
et de purification (100). En outre, la glycine présente non seulement I’avantage d’étre un agent
de précipitation sélectif du fibrinogéne mais aussi d’étre un agent de précipitation « doux » —
non dénaturant et protecteur de ’activité fonctionnelle — ce qui est particulierement intéressant
pour des procédés étant en commun avec la purification du facteur VIII (1,103). La glycine
présente comme second avantage de protéger 1’intégrité des facteurs de coagulation au cours

de la pasteurisation (104).

Les étapes de précipitation et d’adsorption par I’hydroxyde d’aluminium permettront d’éliminer
les facteurs de coagulation non désirés (principalement les facteurs VIII et de Von Willebrand)
du flux de production par précipitation puis centrifugation (3,105). Aussi, comme pour tout
précipité, quelques protéines du cryosurnageant sont emprisonnées et passent dans le flux de
production associ¢ au cryoprécipité, c’est pourquoi des phases d’adsorption a 1I’hydroxyde
d’aluminium sont spécifiquement utilisées (notamment pour 1’élimination des facteurs de
coagulation résiduels associés au complexe prothrombique) (2). La diafiltration permet quant a
elle d’ajuster la concentration des protéines et la teneur en sel conformément aux spécifications
requises pour la formulation (3). Elle est également utile pour éliminer les sels ou les tampons
considérés alors comme contaminants pour les étapes subséquentes (2). Nous pouvons citer a
ce titre la glycine qui n’est pas retrouvée dans le produit final ainsi que les sels d’aluminium
hérités des différentes étapes d’adsorption (2,100). Bien que les différents produits aient été
manipulés jusqu’ici dans des conditions particuliérement controlées, ils seront tout de méme
soumis a une filtration stérilisante a 1’aide de filtre allant de 0,45 et 0,22 um pour assurer une
charge bactérienne théorique nulle lors de la répartition aseptique (15). A noter que 1’absence
d’endotoxines est controlée aux stades critiques de la fabrication, notamment au moment de la
formulation (15). La lyophilisation permet enfin d’assurer une stabilit¢ a long terme du

fibrinogene au sein du produit fini (25).
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Produit fini
Le Riastap® est composé de (48,97,100) :
e Fibrinogene Humain 900-1300 mg
e Albumine Humaine 400-700 mg
e Chlorhydrate de L-Arginine 375-600 mg
e Chlorure de sodium 200-350 mg
e Citrate de sodium 50-100 mg

Il sera solubilisé dans 50 mL d’eau stérile pour préparation injectable, soit une concentration

en fibrinogéne de 20 mg/mL apres reconstitution (56,84,100,106).

Les excipients permettent d’augmenter la charge ionique de la solution et limitent ainsi
I’adsorption du fibrinogeéne au récipient du produit (2). Ils permettront ¢galement de stabiliser
le fibrinogéne pendant la lyophilisation — principalement dans le cas du chlorhydrate de L-
arginine et de I’albumine — tout en constituant un agent gonflant qui favorisera la rapidité de la
remise en solution du lyophilisat (2,48). Le citrate de sodium et le chlorure de sodium
participent principalement au tamponnage du pH et a I’isotonisation de la solution (bien que
’albumine y contribue également) (5,100,106). Enfin, le Riastap® ne contient pas de
conservateur dans sa composition (100,106). Toutefois, il reste stable pendant 8 heures a
température ambiante (de + 20 °C a + 25 °C) apres reconstitution (100). A noter que
I’administration est recommandée immédiatement apres reconstitution (84,100). Sous forme
lyophilisée, le produit pourra étre conservé jusqu’a 3 ans selon la monographie canadienne et 5
ans selon ’ANSM, aux conditions que celui-ci soit gardé entre + 2 °C et + 8 °C, a I’abri de la

lumiére et ne soit pas congelé (84,106).
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Stratégie de sécurisation virale

Tableau 5 : Réduction de la charge virale lors de la fabrication du Riastap® (106)

Facteur de réduction virale (logo)

Virus Enveloppés Virus Non-Enveloppés
VIH WNV BVDV PRV HAV CPV
Grand virus a
. ‘ VIH 1 et AU e
Virus modele de VIH 2 HCV enveloppés B19V
(HSV 1)
Cryoprécipitation nd. nd. n.d. 1.6 nd. 1.9
Pasteurisation >5.7 >8.3 >9.1 5.4 59 1.4
Précipitations (2) 3.9 nd. 2.1 1.8 1.0 1.6
Lyophilisation n.d. n.d. n.d. n.d. 1,7 n.d.
Facteur global de
réduction virale >9,6 =83 2 11,2 8,8 8,6 4,9

Ce tableau de 2021 est a mettre en perspective des données moins récentes (2008 et 2009) publiées sur le méme

sujet et mises a la disposition du lecteur en Annexe E.

I1 est tout d’abord intéressant de constater que la stratégie de sécurisation biologique du procédé
Riastap® ne repose pas sur deux étapes orthogonales comme cela est encouragé par la directive
EMA/CHMP/BWP/706271/2010 (9,44). Toutefois, une seule étape spécifique de sécurisation
virale permet non seulement de satisfaire la directive EMA/CHMP/BWP/706271/2010
mentionnée précédemment mais aussi la monographie du fibrinogéne de la Pharmacopée
Européenne (44,107). En effet, il est précisé dans la directive de ’EMA qu’un procédé¢ ayant
montré sa fiabilité dans la réduction ou I’inactivation d’une large gamme de virus enveloppés
et non-enveloppés, ne nécessite pas de seconde étape spécifique de réduction ou d’inactivation
virale (44). Or, si la pasteurisation agit seule comme étape spécifique d’inactivation virale, elle
a ¢été considérée comme fiable par la directive CHMP/BWP/268/95 (36). Par ailleurs, la
contribution a la réduction virale des étapes de purification est prise en compte dans le calcul
de la réduction de la charge virale globale ; et ce, méme lorsque les étapes n’atteignent pas une
valeur de 4 logio de réduction (voir 1.4. Opérations d’inactivation virale) (36). Toutefois, les

réductions de charge virale globale sont d’environ 5 a 10 logio, ce qui représente des chiffres
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relativement comparables a ceux présentés par la stratégie de sécurisation virale du Fibryga®

(et méme parfois supérieur dans le cas du HAV).

Il ne manquera pas d’échapper au lecteur la limite de ’utilisation de virus modéles notamment
dans le cas du BVDV qui montre une différence de réduction virale avec le WNV pour la
pasteurisation. A ce titre, la directive EMA/CHMP/BWP/706271/2010 indique que le BVDV
peut étre considéré comme le modele du pire cas possible puisqu’il est particulicrement
résistant aux milieux a faible pH et est moins affecté par les traitements de filtration (36). Par
ailleurs, 1’évolution des chiffres publiés entre 2008 et 2021 (voir Annexe E) montrent non
seulement I’utilisation de différents virus modéles mais aussi 1’obtention de résultats différents ;
comme peuvent ’illustrer les chiffres du BI9V en 2009 dans 1’évaluation de la pasteurisation
qui n’apparaissent pas dans les autres publications, le passage progressif de 1’utilisation du
HSV-1 au PRV, ou encore la précision de la réduction virale du HAV par la lyophilisation et la
pasteurisation pour obtenir une réduction globale plus précise et augmentée (de > 6,7 a 8,6). Si
les évaluations de la réduction de la charge virale ont évolués pour les virus non enveloppés,
cela est moins le cas des virus enveloppés pour lesquels les facteurs globaux de charge virale
annonceés sont restés inchangé entre 2008 et 2021. Il est néanmoins possible de constater pour
les virus enveloppés une €valuation des étapes d’adsorptions et précipitations sans qu’elles
soient pour autant intégrée a I’estimation de la réduction de la charge globale. Ces différents
tableaux témoignent d’une grande attention de la part des industriels pour I’efficacité de leur
stratégie de sécurisation biologique. Cependant, 1’utilisation des virus modéles ne semble pas
encore parfaitement uniformisée (voir stratégie de sécurisation biologique du Fibryga®, et du
Clottafact®) et nous pourrions supposer qu’une évolution réglementaire dans ce sens apparaisse

dans les années a venir.

3.2.3 Présentation du procédé de production du Fibryga®

Description du procédé

Le procédé de fabrication du Fibryga® comprend des étapes de fabrication communes avec
I’Eqwilate®, qui est un concentré de facteur de Von Willebrand commercialisé par Octapharma
(105). Ces étapes regroupent celles depuis la séparation du cryoprécipité par centrifugation
jusqu’a la précipitation par la glycine, qui a pour rdole de séparer le fibrinogéne du facteur de

Von Willebrand (105).

83

DIDIER
(CC BY-NC-ND 2.0)



Plasma pour Fractionnement

Matériel de départ

l

l

Cryoprécipité

l

Adsorption a I’hydroxyde d’aluminium

1

Filtration
(5 pm)

Purification

l

TraitementS/D
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l

l

Chromatographie par échange d’ions

l

Précipitation par la glycine

l

Ultra/diafiltration

l

Chromatographie par échange d’ions
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(20 nm)
Ultra/diafiltration Purification
Répartition aseptique
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l

Lyophilisation

l

l

Fibryga®

Produit final

Figure 10 : Schéma de production Fibryga® (105,108)

Entre-temps, I’adsorption par hydroxyde d’aluminium permet d’écarter le facteur VIII ainsi que
les autres facteurs de coagulation non désirés du flux de production par élimination du précipité
(par centrifugation) (3,105). Cette dernieére sera suivie d’une filtration clarifiante des
composants inférieurs a 5 um afin de limiter la présence résiduelle d’agrégats qui pourrait
limiter ’efficacité du traitement S/D par inclusion de particules virales (3). Le traitement S/D
repose sur |’utilisation d’un mélange a 1 % d’octoxymol (cité préalablement sous le nom de
Triton X-100) et 0,3 % de TnBP (105). De plus, il implique une incubation a + 25,5 £ 2,5 °C
pendant 240 minutes (108). Cette étape cible ainsi spécifiquement I’inactivation des virus

enveloppés et est inefficace contre les virus non-enveloppés (3,8,10,31,35). Le mélange des
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réactifs solvant détergent est récupéré a la suite de 1’étape de traitement par extraction liquide-
liquide depuis la phase aqueuse vers une phase lipophile d’huile de castor, suivie d’une filtration
des composants inférieurs a 3 um (105). La chromatographie permet également d’¢liminer

efficacement les réactifs S/D résiduels des phases ¢éluées (2,3,103).

La phase ¢luée par la chromatographie par échange d’ions contenant le fibrinogéne subit une
précipitation par la glycine afin d’assurer une bonne séparation du facteur de Von Willebrand
résiduel (105). Les facteurs de coagulation ainsi séparés, le flux contenant le fibrinogeéne passe
par une premicre phase d’ultra/diafiltration pour éliminer la glycine en prévision de I’utilisation
d’un tampon adapté pour la chromatographie par échange d’ion subséquente (2). La seconde
chromatographie constitue une étape de polissage du fibrinogéne permettant d’assurer une
grande pureté de la protéine d’intérét (3). La nanofiltration (a 1’aide d’un filtre de 20 nm)
constitue quant a elle la seconde étape de sécurisation biologique non seulement contre les virus
non-enveloppés mais aussi contre les virus enveloppés qui auraient pu échapper au traitement
S/D, ainsi que les prions (105). Elle est suivie d’une phase d’ultra/diafiltration qui a pour but
d’ajuster la concentration des protéines et la teneur en sel en prévision de la formulation en
¢liminant par filtration a flux tangentiel les composants inférieurs a 100 kDa (3,105). A noter
que la concentration de la préparation en fibrinogene permise par la phase d’ultra/diafiltration
est liée a I’appellation de concentrés de fibrinogene pour les spécialités pharmaceutiques
(48,103). Finalement, le remplissage aseptique suivi de la lyophilisation permet d’obtenir le

produit fini.

Produit fini
Le Fibryga® est composé de (96) :
e Fibrinogene Humain 1000 mg
e Chlorhydrate de L-Arginine 500 mg
e Chlorure de sodium 300 mg
e Citrate de sodium hydraté 75 mg
e Glycine 500 mg

Il sera solubilisé dans 50 mL d’eau stérile pour préparation injectable (56,84,109).

Les adjuvants reprendront essentiellement les mémes roles que dans le cas du Riastap®. La
glycine participe quant a elle au role de stabilisateur de ’activité du facteur de coagulation (1).

A noter que le Fibryga® ne contient pas de conservateur au sens strict (109). Toutefois, le
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produit sous forme lyophilisé a montré sa stabilit¢ sur une période de 36 mois pour des
températures de stockage de + 5 + 3 °C et de + 25 + 2 °C lors d’une étude portant sur trois lots
(et sur six lots jusqu’a 24 mois) (108). En outre, 1’activité du fibrinogéne est restée de cette
facon pratiquement inchangée au cours de cette période. C’est pourquoi, la monographie
canadienne du produit indique une conservation entre + 2 °C et + 25 °C jusqu'a 3 ans a partir
de la date de fabrication et de ne pas utiliser le produit aprés la date de péremption (I’ANSM
indique quant a elle une conservation maximum de 2 ans) (84,109). La stabilité de la solution
reconstituée a 20 mg/mL de fibrinogéne a été démontrée quant a elle jusqu'a 24 heures a + 25
°C (109). Il est cependant recommand¢ d’utiliser le produit immédiatement apres reconstitution

pour limiter le risque infectieux (84,109).

Stratégie de sécurisation virale

Tableau 6 : Réduction de la charge virale lors de la fabrication du Fibryga® (96,105,108)

Facteur de réduction virale (logio)

Virus Enveloppés Virus Non Enveloppés Prions
VIH 1 BVDV PRV HAV PPV HAS 263 K
Grand virus Virus
Virus modéle de VIH1et | HCV et 4 ADN, B19V résistant a
VIH 2 WNV  enveloppés ADN
(HSV 1)
Pl:ec1p1ta.lt10ns n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,69
séquentielles
Traitement S/D >5,15 > 5,80 6,81 n.a. n.a. n.a.
Nanofiltration
> > > > >
(Peagasus SV4®) > 3,89 >497 > 6,34 >5.21 4,53 >2,70
Nanofiltration*
> > > > >
(Plasnova 20N®) >4,19 >4,85 > 6,64 >5,21 5,25 >3,70
Facteur global de >904 >10,77 >13,15 >5.21 4,53 > 4,39

réduction virale
*Les résultats de réduction virale utilisant le filtre Plasnova 20N® sont présents dans le dossier d’AMM du

Fi ibryga®. 1ls sont ajoutés a titre complémentaire mais ne rentrent pas dans le calcul du facteur global de réduction

virale présenté ici.

La stratégie de sécurisation biologique du Fibryga® repose essentiellement sur les étapes
d’¢limination et d’inactivation virale qui leur sont dédi€¢es contrairement a ce qui a été présenté

précédemment pour le Riastap®. Nous pouvons supposer que cette démarche en termes de
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stratégie de conception et/ou réglementaire (vis-a-vis des tests de validation) est liée a la récence
du procédé Fibryga®. Toutefois, I’hypothése d’une efficacité supérieure du procédé Fibryga®
en termes de réduction virale peut étre raisonnablement posée. En effet, bien que les facteurs
globaux de réduction virale présentés par les stratégies de sécurisation virale du Fibryga® et du
Riastap® soient relativement comparables, il peut étre attendu que la contribution des étapes de
purification du procédé Fibryga® aille dans le sens de cette hypothése. Par ailleurs, les chiffres
obtenus dans la littérature témoignent d’une attention particuliere apportée a I’¢limination des
prions — comparativement aux chiffres trouvés pour le Riastap® — non seulement par

nanofiltration mais aussi par I’intermédiaire des étapes de précipitations.

Notons que si le dossier d’AMM du Fibryga® fait mention de deux types de filtres pour la
nanofiltration, le Plasnova 20N® apporte une sécurité supplémentaire contre les virus non-
enveloppés (PPV) et les prions. Toutefois, ces résultats sont a relativiser compte tenu de
’utilisation de virus modeles, comme cela a pu étre montré précédemment avec le procédé
Riastap®. Enfin, une étude de sécurité menée par Octapharma a mis en évidence que la
nanofiltration permet de réduire les prions, les virus enveloppés ainsi que les virus non

enveloppés (dans le cas du virus modele HAV) en dessous du seuil de détection (108).

3.2.4 Présentation du procédé de production du Clottafact®

Description du procédé

Le procédé Clottafact® de purification du fibrinogéne se démarque tout d’abord par son
utilisation du cryosurnageant et non du cryoprécipité comme cela est le cas pour les procédés
Fibryga® et Riastap® (98,110). Si le choix du LFB a été guidé par une recherche d’optimisation
industrielle (Burlot, communication personnelle), nous pouvons proposer une hypothése sur les
raisons de ce choix. Le cryosurnageant contient environ 68 % de fibrinogéne issu du plasma
contre environ 32 % dans le cryoprécipité (111). Cette stratégie de production permet par
conséquent une augmentation du rendement d’extraction en fibrinogeéne a partir du plasma pour
le fractionnement. Par ailleurs, les facteur VIII et de Von Willebrand sont vendus au flacon,
formulé sur une base d’activité protéique pour les spécialités pharmaceutiques Factane®,
Wilfactin® et Wilstart®, et non massique comme c’est le cas pour le fibrinogéne avec le
Clottafact® (112-115). Or le facteur VIII est une protéine dont I’activité est relativement fragile
comme nous avons pu 1’énoncer a plusieurs reprises. Limiter les phases de purifications
successives sur le cryoprécipité permet par la méme occasion de limiter la réduction d’activité

du facteur VIII (et du facteur de Von Willebrand également) ainsi que les pertes dans les flux
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de production adjacents (celui du fibrinogéne en I’occurrence) (1,3). Ainsi, le manque a gagner
par la non-valorisation du fibrinogéne issu du cryoprécipité devrait étre également compensé
par la valorisation du gain quantitatif et qualitatif obtenu sur les deux autres facteurs de
coagulation issus du cryoprécipité. Il semble alors peu probable que la valorisation globale de
cette stratégie soit moins intéressante que celle de la stratégie de purification du fibrinogéne a
partir du cryoprécipité. Cette derni¢re affirmation sera néanmoins nuancée par la mission de
santé publique confiée en France au LFB consistant a devoir répondre aux besoins nationaux
en termes de MDS (9,18). En effet, le facteur VIII représente le facteur de coagulation (MDS)
dont la demande est la plus importante (4,10). Aussi, une optimisation industrielle favorisant la

production du facteur VIII, bien que moins économiquement attrayante, pourrait étre justifiée.
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Plasma pour Fractionnement

Matériel de départ

l

l

Cryosurnageant

l

Précipitation éthanolique 7% (m/m)

l

Filtration en profondeur

l

Filtration clarifiante

Purification

l

l

TraitementS/D

Inactivation VE

l

l

Chromatographie par échange d’ions

Purification

l

l

Nanofiltration
(35 nm)

Elimination Pathogénes

l

Ultrafiltration

Purification

l

l

Filtration stérilisante

Elimination Pathogénes

l

l

Répartition aseptique

l

Lyophilisation

Formulation

l

l

Chauffage a sec
(80°C pendant 72h)

Elimination Pathogénes

l

Clottafact®

Produit final

Figure 11 : Schéma de production Clottafact® (98,110)

De la méme fagon, 1’absence de valorisation du facteur VIII permet de réaliser une précipitation
¢thanolique 7 % — proche des conditions de la précipitation I du procédé de Cohn-Oncley — sur
le cryosurnageant et non une précipitation a la glycine (3,4,33). Le surnageant sera transféré
vers une nouvelle étape de précipitation éthanolique (voir Annexe B) ; tandis que le précipité
est récupéré par centrifugation et remis en solution (98,110). Cette étape est suivie d’une
filtration en profondeur permettant non seulement d’assurer une étape fiable de protection
contre les prions mais aussi d’éliminer les agrégats protéiques hérités de la précipitation
(10,15,110). A noter que la filtration en profondeur est plus efficace que la centrifugation pour

la séparation de précipité (10,15). Une nouvelle étape de filtration clarifiante prend ensuite
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place en prévision du traitement S/D afin de limiter 1’efficacité du traitement S/D par inclusion
de particules virales dans des agrégats (3). Le traitement S/D permet alors d’offrir une premiere
étape spécifique de protection contre les virus enveloppés (3,8,10,31,35). A I’image du procédé
Fibryga®, la chromatographie permet ensuite d’éliminer les réactifs S/D résiduels des phases
¢luées (2,3). Elle constitue donc une phase de polissage du fibrinogéne. La nanofiltration (a
’aide d’un filtre de 35 nm) permet d’assurer une seconde étape de sécurisation biologique aussi
bien contre les virus non-enveloppés que les virus enveloppés ou les prions (105,110). Les
¢tapes d’ultrafiltration, filtration stérilisante, répartition aseptique et lyophilisation reprennent
les roles expliqués précédemment dans les procédés Fibryga® et Riastap®. Il est d’ailleurs
relativement peu surprenant de retrouver ces dernieres étapes de la méme fagon dans les trois
procédés. Notons toutefois 1’absence de filtration stérilisante du procédé¢ Fibryga®
contrairement aux deux autres. La production s’achéve sur un traitement par chauffage a sec
terminal — sur le flacon contenant le produit fini — permettant de produire un fibrinogéne

triplement sécurisé.

Produit fini

Le Clottafact® est composé de (84,110) :

e Fibrinogene humain 1500 mg
e Chlorhydrate d’arginine

e Chlorhydrate de lysine

e Isoleucine

e Citrate de sodium hydraté

e Glycine

I1 sera solubilisé dans 100 mL d’eau stérile pour préparation injectable afin d’atteindre une

concentration de 15 mg/mL de fibrinogene apres reconstitution (56,84,112).

Les adjuvants prendront essentiellement roles équivalents a ceux énoncés pour les excipients
des spécialités pharmaceutiques Riastap® et Fibryga® puisque beaucoup sont en commun.
Notons toutefois la présence en plus dans le Clottafact® du chlorhydrate de lysine et
d’isoleucine qui participent a préserver I’activité du fibrinogéne lors de 1’étape d’inactivation
virale terminale (2,27). Rappelons que les stabilisateurs utilisés dans traitement d’inactivation
virale terminal doivent étre ajustés a des doses compatibles avec 1'usage thérapeutique car ils
ne seront pas ¢éliminés avant 1’injection du produit (8,10,25,31). Outre une recommandation

d’utilisation immédiate du Clottafact® aprés reconstitution par sa monographie et ’ANSM ; la
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stabilité¢ du produit est garantie sous forme lyophilisée pendant 3 ans, s’il est conservé a 1’abri

de la lumiére a une température de dépassant pas + 25 °C et s’il n’est pas congelé (84,112).

Stratégie de sécurisation virale

Si la stratégie de sécurisation biologique du Clottafact® respecte la régle de deux étapes
d’inactivation et d’¢limination orthogonales a 1’aide du traitement S/D et de la nanofiltration ;
elle est également complétée par le chauffage a sec comme troisieme et dernicére étape.
Toutefois, le chauffage a sec est généralement réalis¢ davantage comme une étape
supplémentaire d'inactivation virale que comme traitement principal d'inactivation (15,25).
Nous gagerons que cela est également le cas ici; méme si les facteurs de réduction virale
associés au chauffage a sec sont proches de ceux de la nanofiltration et du traitement S/D
(comme nous pouvons le constater pour les virus enveloppés dans le cas du procédé

Wilfactin®).

La recherche bibliographique n’a permis d’obtenir que des chiffres de réduction des prions dans
le cas du Clottafact®. Ainsi, la chromatographie par échange d’ions utilisant la résine DEAE
Macroprep présente une réduction supérieure a 2,8 logio ; tandis que la filtration en profondeur
montre une réduction supérieure a 3,8 logio sur la fraction microsomale de la souche H 263K
(110). Ces deux étapes portent ainsi le facteur global de réduction a plus de 6,6 logio, soit plus
de deux logarithmes que les chiffres présentés par la stratégie de sécurisation du Fibryga® vis a

vis du prion ; et ce, sans compter la contribution de la nanofiltration dans le procédé Clottafact®.

Une idée de la réduction de la charge virale peut étre donnée pour le Clottafact® a 1’aide des
chiffres du Wilfactin® et du Betafact® présentés dans le tableau suivant. En outre, les chiffres
de réduction de la charge virale par traitement S/D du Wilfactin® et du Betafact® semblent
relativement proches, a I’exception de ceux du BVDV qui différent significativement entre les
deux procédés. Par ailleurs, les facteurs de réduction de la charge virale du Wilfactin® et du
Fibryga® pour la nanofiltration sont également relativement proches. Toutefois, la supériorité
de la réduction de la charge virale par la nanofiltration 35 nm par rapport a la nanofiltration 20
nm dans le cas du VIH et du PRV — qui semble donc plutdt discutable — montre la limite d’un
tel parallele. Nous pourrions alors supposer raisonnablement que la stratégie de réduction virale

du Clottafact® soit équivalente a celle du Fibryga®.
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Tableau 7 : Réduction de la charge virale lors de la fabrication du Wilfactin® pour indication des performances
du procédé Clottafact® (110)

Facteur de réduction virale (logio)

Virus Enveloppés Virus Non Enveloppés
VIH BVDV PRV HAV PPV SV 40
Grand virus Virus
Virus modéle de VIH 1 et o a ADN , B19V résistant a
VIH 2 WNV enveloppés ADN
(HSV 1)
Traitement S/D*
> > >
Betafact® >52 >58 >44 n.d. n.d. n.d.
Traitement S/D >5,2 >3,8 >4,1 n.d. n.d. n.d.
Nanofiltration 35 nm >35,5 >5.5 >5,4 n.d. n.d. 4,5
Chauffage a sec 4.8 >5,1 5,5 5 3,2 n.d.
Facteur global de >15,5 > 14,4 >15,0 6,2 4,9 4,5

réduction virale

* A titre comparatif avec le traitement S/D du Wilfactin® mais non pris en compte dans le calcul du facteur global

de réduction virale

Bien que la composition des réactifs S/D du procédé Clottafact® ne soient pas connus ici (et
pourraient donc avoir une efficacité non équivalente voir inférieure ; comme pourraient le
laisser suggérer les chiffres de réduction de la charge virale du Betafact® et du Wilfactin®
comparativement a ceux du Fibryga®, dans la limite d’acceptabilité de cette comparaison) et
que le Fibryga® comprend une étape de nanofiltration a 20 nm (qui devrait donc étre a priori
plus efficace qu’une nanofiltration a 35 nm); la présence d’une étape supplémentaire de
sécurisation virale dans le procédé Clottafact® devrait en effet jouer dans le sens de cette
hypothese. La présence d’une troisieme étape de sécurisation pourrait par ailleurs assurer une
supériorité en termes de sécurisation biologique du Clottafact® sur le Fibryga®. Cependant,

I’absence de chiffres ne permet pas d’étre aussi affirmatif.
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3.3 Evaluation des différences entre les spécialités pharmaceutiques de
fibrinogeéne

3.3.1 Comparaison de la composition biochimique des trois spécialités

pharmaceutiques

Les différences observées sur I’ensemble des procédés de purification du fibrinogéne
interrogent sur la capacité de chacun a discriminer la bonne protéine d’intérét, tout en limitant
son activation et par extension sa dégradation (116). Aussi, il est possible de constater avec la
Figure 12 que deux des spécialités pharmaceutiques contiennent de composants co-purifiés. Les
études présentées par la suite montreront que le Clottafact® n’échappe pas a la régle et contient

¢galement des composants co-purifiés.

200 4

Fibrinogen

150 4

Fibrinogen 4 4]

——-Batch 1
---- Batch2
-----Batch3
——Batch 4
-~ Batch 5
- Batch 6

100 -

OD 280 nm (normalized)

50 4

HMW protein copurified proteins
mainly albumin
0 N
0 10 20 30 40 50
Time [min]

Les points 1 a 7 montrent la présence d’autres composants que le fibrinogene

Figure 12 : Electrophorése d’une solution de Riastap® (gauche) et profils de 6 lots de Fibryga® par SE-HPLC
(droite) (52,108)

En outre, ces différences de composition pourraient mener a 1’observation de différences
cliniques entre les MDS (116). Il est de ce fait important de les caractériser afin de pouvoir
mettre en relation une potentielle supériorité clinique avec la présence ou l‘absence de
composants co-purifiés ; ce qui permettrait aux fractionneurs de mettre en place des adaptations
du procédé¢ en regard de la clinique. Pour cela, la littérature comprend une publication de 2018
présentant notamment la caractérisation des composants biochimiques du Fibryga® (108). Elle
est complétée en 2021 par une étude mettant en parallele les compositions des trois spécialités

pharmaceutiques de fibrinogéne (116).
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Les résultats de I’étude de 2021 par Neisser-Svae et al, obtenus sur une dose de 3 g sont
présentés dans le Tableau 8 (un tableau présentant les valeurs de concentration apres remise en
solution est disponible dans I’Annexe F) (116). Il sera intéressant de relever que cette dose a
¢té retenue par les auteurs car estimée comme dose initiale moyenne la plus couramment utilisée
— pour des doses comprises généralement entre 2 et 4 g — et non car il s’agit du plus petit
dénominateur commun entre les doses de Fibryga® et Riastap® (1 g) d’une part et du Clottafact®
d’autre part (1,5 g) (116). Notons par ailleurs que les résultats présentés ici concordent
quasiment parfaitement dans le cas du Fibryga® avec les résultats publiés en 2018 par Schulz
et al (comme il est possible de le constater avec les chiffres retravaillés a partir de I’étude de

Neisser-Svae et al et présentés dans I’ Annexe F).

Si ces analyses montrent tout d’abord une grande différence entre les quantités totales de
protéines, celle-ci peut étre en grande partie expliquée par la présence d’albumine qui est
ajoutée comme stabilisateur du fibrinogéne pour la Riastap® (dosée a 1449 mg dans le Riastap®
et bien au-dessus de ces homologues) (2,48,116). Par ailleurs, les résultats indiquent des
quantités de fibrinogéne plus faibles que la dose de référence dans le cas du Clottafact® (1500
mg par flacon) (110). Elles sont en revanche dans les normes pour le Riastap® (900-1300 mg
pour un flacon) et exactes dans le cas du Fibryga® (48,96,97,100,110). Notons que la
fonctionnalité du fibrinogéne est préservée par tous les procédés avec des ratio activité-antigéne
allant de 1 pour le Clottafact® a 1,2 pour le Fibryga® (1,08 + 0,09 dans 1’étude de Schultz et al)
avec un intermédiaire de 1,18 pour le Riastap® (108). Le fibrinopeptide A, indicateur de
I’activation du fibrinogéne, est néanmoins trés faible dans le cas du Fibryga® contrairement aux
deux autres. De méme, les D-dimeres — marqueurs de la fibrinolyse — sont bien plus faibles
pour ce dernier. Il semblerait ainsi que le Fibryga® puisse présenter une meilleure stabilité au

moment de sa remise en solution (116).
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Tableau 8 : Quantités et activités mesurées des composants d 'une dose de 3 g de produit fini apres remise en
solution (116)

Fibryga® Riastap® Clottafact®
Activité du fibrinogéne
Protéines totales [g] 33 5,1 3,2
Fibrinogéne (antigéne) [g] 3,0 3.3 2,6
Fibrinogéne (activité par test de Clauss) [g] 3,6 3,9 2,6
Protéines de la coagulation [g] 3,0 3,0 2,8
Marqueurs protéiques de I'activation et de la fibrinolyse
D-dimére [ng] 11 54 24
Fibrinopeptide A [ngl 0,9 11,4 19.4
Plasminogéne [UI] 6 6 4
Protéines co-purifiées
Fibronectine [mg] 2,1 140,0 25,6
Facteur de Von Willebrand [UT] 30 570 100
Vitronectine [ug] 2,1 6,0 24,0
Albumine [mg] 63 1449 0,7
Facteur XIII (activité) [UT] 585 165 420

Neisser-Svae et al estiment que les différences de compositions entre les trois MDS n’ont
probablement pas d’impact clinique en dehors de celles observées dans les concentrations et
activités de la fibronectine, du facteur de Von Willebrand et du facteur XIII (116). En outre,
des taux plasmatiques élevés de fibronectine sont potentiellement associés a des thromboses
artérielles et veineuses (116). Or la concentration de fibronectine est plus importante dans le
cas du Riastap® et correspond a 931,8 pg/mL, soit prés de trois fois la concentration plasmatique
normale (~ 300 pg/mL) alors que les concentrations restent inférieures dans le cas du
Clottafact® et du Fibryga® (respectivement de 128 et 14,3 pg/mL) (116). De méme, des taux
plasmatiques ¢élevés de facteur de Von Willebrand sont associés a un risque accru de thrombose,
notamment chez les patients atteints de cirrhose et subissant une transplantation hépatique, mais
peuvent également €tre un avantage en chirurgie cardiaque, qui peut entrainer des pertes
importantes en facteur de Von Willebrand (116). Le Fibryga® présente ainsi les concentrations
les plus faibles en facteur de Von Willebrand. A noter que les concentrations de facteur de Von
Willebrand dans le Clottafact® et le Riastap® sont supérieures aux niveaux plasmatiques (116).
Enfin, le facteur XIII activé permet de relier la fibronectine a la fibrine pour renforcer la

structure de la fibrine réticulée et de stabiliser les caillots face a la fibrinolyse et a la perturbation
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mécanique (116). Aussi, Neisser-Svae et al posent I’hypothese que la quantité supérieure de
facteur XIII dans le Fibryga® pourrait expliquer en partie la meilleure stabilisation du caillot
(116). En outre, pour Neisser-Svae et al, seule la différence en facteur XIII pourrait influer sur

la formation d’un thrombus (116).

Si ces résultats et hypothéses sont plutot favorables au Fibryga®, ils devraient étre toutefois pris
avec un certain recul puisque les deux €études ont été réalisées par des employés d’Octapharma.
Par ailleurs, I’étude de Schulz et al portant exclusivement sur le Fibryga® a I’intérét de présenter
des valeurs moyennes sur six lots ainsi que leurs écarts-types. Ces informations pourraient étre
précieuses sur 1‘ensemble des MDS pour leurs doses respectives dans une étude comparative a
I’image de celle réalisée par Neisser-Svae et al afin de montrer la reproductibilité lot a lot et
éventuellement de pouvoir comparer statistiquement I’ensemble des parametres entre les MDS.
De plus, des mesures d’activité du fibrinogéne par thromboélastométrie permettraient de

présenter des résultats complémentaires au test de Clauss.

3.3.2 Evaluation in vitro des fibrinogénes

Coagulopathies de dilution

Comme développé précédemment (Voir 2.3. Pathologies acquises associées au fibrinogene), la
perte de volume sanguin peut-étre traitées par des solutions de perfusion, notamment des
cristalloides et/ou des colloides (53,117). En 2018, Haas et al ont exploré comparativement
Iefficacité du Riastap® et du Fibryga® dans le traitement de I'hypofibrinogénémie de dilution
en utilisant un mode¢le in vitro (118). Ils ont utilisé pour cela des échantillons de sang de 10
volontaires sains et stabilisés par du citrate (118). Ces derniers ont été dilués a hauteur de 50 %
par une solution d’acétate de Ringer (cristalloide) ; cette dilution a impliqué une détérioration
des parametres biologiques étudiés (mise en évidence statistiquement) (118). Les échantillons
dilués ont par la suite été traités par des solutions a 20 mg/mL de Riastap® et de Fibryga® pour

une dose équivalente a 50 mg/kg (118).

Cette étude a été complétée en 2020 par celle de Groene et al qui évalue la performance de ces
mémes MDS sur la base de quatre modélisations différentes de coagulopathie par dilution in
vitro, réalisées a 1’aide de solution d’hydroxyéthylamidon, de gélatine, d’albumine et d’acétate
de Ringer (117). Les échantillons de sang citraté de 12 volontaires sains ont pour cela été dilués
a hauteur de 60 % (40 % de sang et 60 % de diluant) avec chacun des diluants (117). Ceux-ci

ont été traités par des solutions a 20 mg/mL de Riastap® et de Fibryga® pour des doses cliniques
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équivalentes a 50 mg/kg et 100 mg/kg (117). Les tableaux récapitulatifs des résultats des études

de Haas et al ainsi que de Groene et al peuvent étre consultés dans 1I’Annexe G.

I1 est premi¢rement intéressant de voir que ces deux études sont parfaitement complémentaires.
En outre, celle de Groene et al permet de mettre en évidence les impacts respectifs du Riastap®
et du Fibryga® sur les échantillons dilués et non dilués ; tandis que 1’étude de Haas et al compare
statistiquement les impacts de la supplémentation en Fibryga® a celle en Riastap®. De cette
facon, 1’étude de Groene et al montre que la supplémentation en Fibryga® et en Riastap® ont
des résultats similaires dans les modéles de coagulopathies dilutives (117). Cependant, des
différences mineures peuvent &tre observées sur les temps de thrombine et les temps de
coagulation évalués par EXTEM® (117). En outre, le Fibryga® présente globalement un plus
grand impact sur 1’amélioration du temps de thrombine; 1a ou le Riastap® montre un
raccourcissement plus important du temps de coagulation par EXTEM® (117). Aussi, Groene
et al proposent deux hypothéses respectives pour expliquer ces phénomenes : 1’'impact du
Fibryga® pourrait étre 1lié a une plus grande concentration en facteur XIII; la ou une
concentration plus forte en facteur VIII pourrait expliquer les performances supérieures du
Riastap®. Cette hypothése peut prendre sens avec la présence de deux étapes
chromatographiques dans le procédé Fibryga® qui seraient susceptibles de favoriser une
meilleure ¢limination du facteur VIII comparativement au procédé Riastap® pour lequel la

précipitation par la glycine constitue les étapes finales de purification.

Par ailleurs, 1’¢tude de Haas et al montre quant a elle une différence statistique (p < 0,001) in
vitro entre les supplémentations de Riastap® et de Fibryga® dans le traitement de
I'hypofibrinogénémie dilutive pour les niveaux de fibronectine (plus élevés dans le cas du
Riastap®) et ceux de facteur XIII (plus élevés dans le cas du Fibryga®). Ces deux résultats
concordent par la méme occasion avec ceux présentés précédemment par 1’étude de Neisser et
al (116). A noter également que les résultats pour le taux de Clauss sont statistiquement
différents, avec des valeurs en faveur du Fibryga®. Cependant, ces derniers résultats ne sont pas
soutenus par une différence statistique entre les valeurs de FIBTEM® suite a la supplémentation
de I'un et I’autre des produits dérivés du plasma (118). Aussi, il semblerait plus raisonnable
d’affirmer que I’efficacité in vitro de la supplémentation par ces deux MDS n’est pas différente
pour leurs effets sur le fibrinogéne. Enfin, 1’étude de Haas et al a pris également le parti de
normaliser les résultats thromboélastométriques (témoin de I’activité du fibrinogéne pour le
FIBTEM® et des autres facteurs de coagulation pour ’EXTEM®) des différentes spécialités par

rapport a la quantité antigénique de chacun des MDS utilisés (Voir Annexe G). Or, cette
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normalisation des résultats du ROTEM® par rapport a la quantité antigénique de fibrinogéne
implique une différence statistique entre les résultats EXTEM® des deux produits en faveur du
Fibryga® (118). En prenant en compte que le FIBTEM® n’est pas statistiquement différent entre
les deux spécialités avant et aprés normalisation par rapport a la concentration antigénique de
fibrinogene (118) ; nous pouvons avancer qu’a méme concentration antigénique de fibrinogene,
Iactivité du fibrinogene (et par conséquent ’activité de la protéine principale des MDS) n’est
pas statistiquement différente entre les deux les spécialités, tandis que les facteurs de
coagulation co-précipités permettent une meilleure réponse de la coagulation dans le cas du
Fibryga®. Ainsi, I’analyse biochimique associée a ces résultats permet de préciser I’intérét du
procédé pour certaines protéines co-purifiés dans le cas du Fibryga® par rapport au Riastap®.
De méme, ces résultats permettent de donner du poids aux hypothéses proposées dans les études

de Neisser-Svae et al, ainsi que celle de Groene et al.

A noter qu’une comparaison des temps de coagulation tels qu’étudiés par Groene et al pourrait
étre un parametre comparatif intéressant entre des spécialités de fibrinogene. Pour finir, les deux

¢tudes présentées ici ont ét¢ subventionnées par Octapharma.

Chirurgie cardiaque

Comme énoncé dans la partie 2.3. Pathologies acquises associées au fibrinogene, la chirurgie
cardiaque est un des poles d’utilisation du fibrinogéne pour le traitement de
I’hypofibrinogénémie acquise. En 2021, I’équipe Stolt et al a publi¢ un travail sur I’exploration
de I’efficacité des trois fibrinogénes dans 1I’augmentation in vitro de la résistance des thrombus
pour des patients opérés en chirurgie cardiaque, ayant eu un bypass cardiopulmonaire (119).
Pour cela, les échantillons de sang de 23 patients ont été collectés 10 minutes apres
I’administration de protamine (et stabilisés par du citrate de sodium 3,2%) ; afin qu’au moment
du prélevement, le sang soit non seulement dilu¢ mais aussi que la concentration en fibrinogene
issue du patient soit significativement réduite par rapport a la concentration préopératoire (cette
derniére étant inférieure ou égale a 3,6 g/L) (119). De plus, I’étude a été réalisée sur I’ajout, 30
minutes apres le prélévement, d’une dose antigénique en fibrinogéne de 1,125 mg dans 2,5 mL
de sang citraté d’une des spécialités. A titre de comparaison avec les doses énoncées plus haut,
celle-ci représente environ 35 mg/kg (119). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau

ci-dessous :
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Tableau 9 : Résultats thromboélastométriques sur des échantillons de sang de patient en chirurgie cardiaque
apreés supplémentation par placebo ou fibrinogéne (Fibryga®, Riastap®, ou Clottafact®) (119)

Placebo Fibryga® Riastap® Clottafact®
FIBTEM® MCF 11,5 (10 -14) 145012-17)* 155(12-18)* 17 (14,5 - 20) a,b
(mm)
EXTEM® MCF 57 (51,5-60)  60(55,5-63,5) ¢ 585 (54-61,5* 61 (57-64)*"
(mm)

EXTEM® CFT (s) 99 (87 - 131,5) 92,5(82,5-119)* 96,5 (80-118,5)¢ 80 (74 - 106,5) *°
“p < 0,001 contre placebo ;* p < 0,001 contre Fibryga® et Riasmp® ;¢ p <0,001 contre Riastap® ;9p=0,003

contre placebo ; Les valeurs présentées sont des médianes (1°° - 3" quartiles).

Il apparait dans cette étude qu’a concentration antigénique €gale en fibrinogeéne, tous les MDS
présentent un effet supérieur au placebo (p < 0,001) pour les trois mesures
thromboé¢lastométriques étudiées que sont le temps de coagulation et les résistances maximales
du thrombus par FIBTEM® et EXTEM®. Notons toutefois ici dans le cas du Riastap® une valeur
p de 0,003 pour la mesure de la résistance maximale par EXTEM®. De plus, Stolt est al ont
remarqué que les résultats présentés dans cette ¢tude sont concordant avec ceux de Haas et al
car si la mesure FIBTEM® MCF n’est pas statistiquement différente entre le Fibryga® et le
Riastap® ; la mesure EXTEM® CFT est bien confirmée comme étant a I’avantage de
Iutilisation du Fibryga® (119). Enfin, le Clottafact® présente des valeurs significativement
supérieures a ces homologues en termes de résistance du thrombus formé (EXTEM® et
FIBTEM®) ainsi qu’un temps de coagulation réduit. Si ces résultats confirment une part de ce
qui a été obtenu précédemment dans les études comparatives entre le Riastap® et le Fibryga®,
elle remet en revanche en question certaines hypothéses précédemment permettant d’expliquer
les différences observées entre les efficacités respectives des MDS. En outre, les activités en
facteur XIII sont trés proches dans ’étude de Neisser-Svae et al entre le Clottafact® et le
Fibryga® (respectivement 161 et 195 UI par gramme de fibrinogéne (antigéne)) et méme
supérieur dans le cas du Fibryga® (116). Ainsi, d’aprés Stolt et al, le facteur XIII ne permettrait
pas a lui seul d’expliquer les différences observées (119). De plus, de nouveaux résultats sur le
temps de coagulation ne montre plus de différence observable entre le Riastap® et le Fibryga®
et remet en question par la méme occasion I’hypothese d’une activité supérieure en facteur VIII
dans le Riastap® (117). C’est pourquoi des études sur les mécanismes mis en jeu lors de la
formation de thrombus seraient nécessaires pour proposer une explication sur les différences in

vitro (119).
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Enfin, ’ensemble des équipes ayant rédigé les études in vitro présentées jusqu’ici s’entendent
sur le besoin d’études in vivo et cliniques pour confirmer ou infirmer les différents résultats

présentés ici.

3.3.3 Influence de la présence d’agrégats de fibrinogeéne dans les spécialités

pharmaceutiques

Les études de Huang et al publiée en 2013 et 2014 ont permis de mettre en évidence 1’influence
de la structure du fibrinogéne sur la polymérisation de la fibrine (120-122). En outre, leurs
travaux ont permis tout d’abord de montrer que les préparations de fibrinogéne pouvaient
présenter des profils hétérogenes en termes de dispersion de taille protéiques (121,122). En
outre, si I’utilisation de chromatographie par gel filtration permet de réduire la dispersion des
profils de fibrinogéne — passant ainsi de profils monodispersés a des profils polydispersés — les
¢chantillons monodispersés montrent également une augmentation de la turbidité deux fois
supérieure a celle des échantillons polydispersés lors de la polymérisation de la fibrine
(121,122). Ceci indique que les fibres issues de préparations de fibrinogéne monodispersées
sont plus épaisses que celles issues de fibrinogene polydispersées (soit un rayon d’environ 1500
nm pour le fibrinogéne monodispersé contre environ 800 nm pour le fibrinogéne polydispersé)
(121,122). A noter que ces résultats ont été ¢galement confirmés par DLS (Dynamic Light
Scattering) (120). De plus, comme il est possible de le constater sur la Figure 13, les
préparations de fibrinogéne monodispersées impliquent une formation plus lente de
protofibrilles mais une formation plus rapide de fibres que les préparations initiales de

fibrinogéne polydispersées (121).
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Figure 13 : Variation de la dispersion des profils de préparations de fibrinogenes par chromatographie sur gel
filtration et influence sur [’épaisseur des fibres (121)

Précisons que la turbidimétrie (qui repose sur la quantification de 1’atténuation de I’intensité
d’un rayon incident par un échantillon), de méme que la DSL (qui repose sur la quantification
de la dispersion de d’un rayon incident par un échantillon) sont des techniques utilisées
couramment pour suivre la polymérisation de la fibrine a partir de fibrinogéne et de thrombine
(120,122). Ainsi, les courbes associées a la turbidimétrie montrent trois phases (voir Figure
13) : une phase de latence correspondant a la formation de protofibrilles bicaténaires, une phase
d’augmentation rapide de la densité optique associée a 1’agrégation latérale des protofibrilles
en fibres, et phase plateau correspondant a I’épaisseur moyenne des fibres du thrombus

(121,122).

Ces résultats furent complétés une premiere fois en 2016 par Garcia Gonzalez dans son travail
de thése, puis une seconde fois par une équipe autour du méme auteur en vue d’une publication
en 2020. Ainsi, le travail de Garcia Gonzalez s’est concentré sur la comparaison des impacts
sur la polymérisation et les propriétés mécaniques des fibres produites a partir de trois
fibrinogénes différents : Fibl, Riastap® et Clottafact® (60,120). A noter que des concentrations
en fibrinogene proches de celles physiologiques (3 g/L) ont été utilisées par Garcia Gonzalez

et al contre des concentrations d’environ 0,4 mg/mL par Huang et al (120).

101

DIDIER
(CC BY-NC-ND 2.0)



fibrinogen monomer

=]
2 aggregates
<

0.2 Riastap®
0.1 FIB1 ERL J

Clottafact”

x

0.0 4.0 8.0 12.0 16.0
Minutes

HSA : albumine

Figure 14 : Chromatogrammes (exclusion par la taille) du Riastap®, du Fibl et du Clottafact® (120)

Le Riastap® présente une polydispersion plus importante que les deux autres fibrinogénes,
celle-ci est liée a I’accumulation d’agrégats de fibrinogéne (120). Le Clottafact® présente quant
a lui un profil quasiment monodispersé¢ ; tandis que le pic d’agrégats ¢élué en amont du Fibl
(quasiment invisible sur la Figure 14) correspond a 4 % de la masse totale de fibrinogéne (60).
Les autres caractéristiques de Fibl étant trés proches du Clottafact®, la publication de 2020
compare essentiellement ces deux fibrinogeénes pour mieux caractériser I’'impact de ces
agrégats, comme il est possible de le constater dans I’Annexe H (60). En outre, le Riastap®
présente des différences significatives par rapport a ses homologues non seulement en
composition de chaines @ mais aussi en concentrations d’albumine, de fibronectine et facteur
XIII. A noter que les valeurs d’albumine, de fibronectine et de facteur XIII présentées par

Garcia Gonzalez concordent avec celles de Neisser-Svae et al (120).

L’analyse DSL des préparations de fibrinogéne permet de mettre en évidence une structure tres
proche d’étre cristalline, tandis que 1’organisation des fibrinogeénes polydispersés montre moins
de régularité¢ longitudinale et latérale (120) (voir Annexe H). De plus, le fibrinogene
monodispers¢ montre non seulement un nombre de protofibrilles plus importantes que les
fibrinogénes polydispersés, mais aussi des fibres plus denses et plus épaisses (120). Ce dernier
point est concorde d’ailleurs avec les résultats que Huang et al avaient montrés par
turbidimétrie. De plus, une augmentation de la concentration en fibrinogéne induit une
augmentation de I’épaisseur et du nombre de protofibrilles. Toutefois, les fibres associées a une

concentration de 3 g/L de fibrinogeéne perdent en densité comparativement a une concentration
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de 1g/L de fibrinogene (120). Il est intéressant de relever que les paramétres mesurés sont tres
proches entre le Fibl et le Riastap® (120). Ces résultats peuvent étre mis en lien avec les
analyses mécaniques des fibres. Ainsi, la structure cristalline du Clottafact® implique une plus
grande résistance et une plus grande rigidité que les structures moins organisées du Riastap® et

du Fib1 (120).

Ces résultats associés a des observations au microscope menent Garcia Gonzalez et al a
proposer deux modeles respectifs de polymérisation et d’organisation structurelle pour les

fibrinogenes monodispersés et polydispersés :

FibWA Steric hindrance Loss of helicity

_,

Extension

FibWoA : Fibrinogene sans agrégats (Fibrinogene Without Aggregats) ; FibWA : Fibrinogene avec agrégats
(Fibrinogene With Aggregats)

Figure 15 : Mécanismes de formation de la fibrine a partir des fibrinogénes comportant des agrégats et sans
agrégats

Neisser-Svae et al avaient mis en évidence des différences de dispersion entre les spécialités de
fibrinogene (voir Annexe F) mais avaient négligé leur influence. Aussi, cette derniére semble
étre suffisamment importante pour expliquer en partie des différences constatées entre les

spécialités de fibrinogéne.

3.3.4 Comparaisons cliniques des spécialités de fibrinogene

Les ¢études comparatives de spécialités pharmaceutiques de fibrinogene restent actuellement
limitées. Nous pourrons toutefois citer 1’étude financée par Octapharma FORMA-01, menée
par Ross et al et publiée en 2018, qui explore les paramétres pharmacocinétique du Riastap® et

du Fibryga® (123). Outre cette étude, cette partie sera plus spécifiquement illustrée a I’aide d’un
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article de revue des caractéristiques pharmacologiques du fibrinogéne humain, publié¢ en 2019
par Casini et de Moerloose (69). Les tableaux récapitulatifs associés a cette revue — des
parametres pharmacocinétiques, et des données relatives a ’efficacité et a la sécurité de chacun

des trois MDS — sont mis a la disposition du lecteur en Annexe I.

Pharmacocinétique

Plusieurs études ont cherché a évaluer les propriétés pharmacocinétiques de chacune des
spécialités pharmaceutiques de fibrinogene (124—127). Notons que celles présentées par Casini
et de Moerloose s’attachent majoritairement a une exploration de patients afibrinogénémiques
avec des échantillons de patients plutot restreints, limitant par la méme occasion la portée

statistique de ces analyses (69).

Comme énoncé précédemment, seule I’étude FORMA-01 a été réalisée de fagon comparative
entre le Riastap® et le Fibryga® (123). 1l s’agit d’une étude pharmacocinétique, prospective,
randomisée, controlée réalisée sur 22 patients et qui s’est déroulée en cross-over sur deux
périodes de 45 jours pour le traitement des patients par une dose cible de 70 mg/kg de Riastap®
(dose moyenne de 69,74 mg/kg) ou par Fibryga® (dose moyenne de 76,88 mg/kg) (123). Ainsi,
les profils pharmacocinétiques des deux spécialités pharmaceutiques apparaissent similaires a
quelques exceptions pres (voir Annexe I) (69,123). Cependant, une analyse post hoc des
parametres pharmacocinétiques a montré que 1’ASC normalisée par rapport a la dose
administrée, la clairance et le volume de distribution a 1'état d'équilibre sont légérement plus
favorables a Fibryga® (69). En outre, les rapports moyens de ces paramétres sont 1,196, 0,836
et 0,886, avec des intervalles de confiance a 90% respectifs de [1,117;1,281], [0,781;0,895], et
[0,791;0,994], dans le cadre d’un test d’'une hypothese nulle de non-équivalence (69,123). A
noter que des études supplémentaires devraient €tre menées pour établir la provenance de ces
différences et leur pertinence clinique (faible nombre de patients, variabilité entre les flacons,

etc.) (69).

De fagon générale, les études pharmacocinétiques des fibrinogénes humains suggerent qu'une
dose unique d'environ 70 mg/kg permet d'atteindre une activité de fibrinogeéne d'environ 1,3 g/L.
en une heure et que le fibrinogene perfusé a une demi-vie d'environ 74 heures (69). Ces données
sont d’autant plus intéressantes que le PNDS recommande justement 1’utilisation d’une dose
initiale probabiliste de 50 a 70 mg/kg dans le traitement d’hémorragies aigués pour les déficit
héréditaire du fibrinogeéne, afin d’augmenter le taux de fibrinogene plasmatique d’environ 1 g/L

(56). Par ailleurs, les larges intervalles de paramétres pharmacocinétiques montrent la nécessité
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de réaliser des analyses pharmacocinétiques individuelles pour mieux évaluer la concentration

de fibrinogene a perfuser et la fréquence de perfusion en cas de prophylaxie (69).

Efficacité

L'efficacité d’une spécialité pharmaceutique de fibrinogéne est définie par la concentration
circulante de fibrinogéne conduisant a un effet hémostatique efficace (69). Celle-ci est évaluée
pour le traitement des hémorragies aigu€s chez le patient subissant une intervention
chirurgicale, et chez le patient sous prophylaxie (69). L’efficacit¢ hémostatique globale d’un
fibrinogene humain est généralement explorée dans les études cliniques selon une échelle de
jugement a 4 points (Excellente, Bonne, Modérée, Nulle), évaluée par I’investigateur pour
statuer sur le succeés (Excellente, Bonne) ou 1’échec (Modérée, Nulle) du traitement
(86,128,129). 11 est éventuellement possible de retrouver la résistance maximale du thrombus
(MCF) — étudiée dans les études in vitro présentées précédemment — mais seulement comme
critére de jugement secondaire de I’efficacité (129). Ainsi, I’ensemble des fibrinogénes est tres
efficace chez le patient traité a la demande apres un épisode hémorragique (69). Dans le cadre

de la prophylaxie, la perfusion de fibrinogene est également considérée comme efficace (69).

Sécurité

Le profil de sécurité du concentré de fibrinogéne a été largement exploré dans plusieurs
contextes cliniques et indications nécessitant une perfusion de fibrinogéne (69). Notons que la
définition et I'évaluation des données de sécurité varient selon les études et dépendent
¢galement de la durée du suivi, ce qui empéche véritablement toute comparaison (69). Dans
I'ensemble, et comme l'indique déja l'analyse de plus de 27 ans de données de
pharmacovigilance sur le Riastap®, les spécialités pharmaceutiques de fibrinogéne présentent
un profil de sécurité prometteur, bien que ces dernic¢res ne soient pas exempts d’événements
indésirables (69,130) (voir 2. Intérét du fibrinogéne en clinique). Rappelons a ce titre qu’aucune

transmission virale n'a été signalée dans les études cliniques (69).

3.3.5 Comparaison des données biochimiques, des résultats in vitro, de

I’influence structurelle des agrégats de fibrinogene et des études cliniques

Intervalles de concentration en fibrinogéne pouvant influencer les résultats

Les différences in vitro qui ont pu étre mises en évidence reposent sur des comparaisons
statistiques des produits dérivés du plasma pour une dose de fibrinogeéne ajustée par les

opérateurs (ou normalisée mathématiquement aprés coup). Or les études cliniques définissent
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I’utilisation des spécialités et donc les doses administrées selon les indications référencées par
les fractionneurs et non en adaptant le dosage de ces derniéres en fonction de la concentration
antigénique de fibrinogeéne réellement contenu dans chaque flacon. Plus cette gamme
d’acceptabilité est grande et plus de grands intervalles de réponses d’efficacité sont observés.

Cette variabilité de la réponse clinique rendra plus compliquée I’analyse in vivo des valeurs.

Rappelons alors que la monographie canadienne du Riastap® précise une concentration en
fibrinogeéne comprise entre 900 mg et 1300 mg par flacon, soit une valeur médiane de 1100 mg
avec un intervalle de 200 mg autour de cette valeur (2 noter qu’un flacon est utilis¢ en clinique
comme étant équivalent & 1000 mg). Nous obtenons ainsi une gamme de principe actif précise
a 18 % (en prenant 1100 mg pour référence) et a 30 % (pour une référence de 1000 mg). Ces
données présentant des intervalles extrémement grands, une analyse rapide des chiffres de
I’é¢tude de Stolt et al a été entreprise afin de comparer ces valeurs sur une petite population en

prenant en compte I’incertitude liée a la remise en suspension :

Tableau 10 : Ecarts des valeurs expérimentales aux valeurs de référence a partir des 23 échantillons
expérimentaux remis en solution présentés dans [’article de Stolt et al (119)

Fibryga®  Clottafact® Riastap®
Dose-flacon de référence 1000 mg 1500 mg 1000 mg 1100 mg

Concentration de référence

aprés remise en solution 20mg/mL | 15mg/mL 20 mg/mL 22 mg/mL

Ecart relatif moyen a la
valeur de référence
Ecart-type de I’écart relatif a
la valeur de référence

5% 6 % 19 % 8 %

2% 4% 6 % 5%

Une seconde dose-flacon de référence hypothétique de 1100 mg pour le Riastap® a été proposée
en lien avec le précédent paragraphe et semblerait étre plus proche du centre de I’intervalle de
fluctuation. Cette hypothése nécessiterait néanmoins d’étre testée statistiquement sur un plus

grand échantillon.

Si la fluctuation de la quantité en fibrinogéne semble effectivement importante dans le cas du
Riastap®, elle semble néanmoins plus restreinte pour les deux autres spécialités
pharmaceutiques. Il semble par conséquent que 1’analyse de 1’effet thérapeutique ne serait
probablement pas beaucoup plus délicate que pour un autre principe actif (avec une gamme
d’acceptabilité a £ 5 % par rapport a la valeur de référence) en considérant que I’effet du MDS

repose sur le fibrinogéne seul. Une exception pourrait étre faite pour le Riastap®, dont la
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différence statistique d’effet risque d’étre plus compliquée a montrer comparativement a un
autre MDS, compte tenu d’un intervalle de fluctuation a priori plus grand. Indiquons alors que
la Pharmacopée Européenne permet une gamme d’acceptabilité¢ de + 30 % de fibrinogéne par

rapport a la concentration de référence apres remise en solution (107).

Notons enfin que les études cliniques ne permettent pas actuellement de différencier les effets
d’un fibrinogeéne par rapport a ’autre lorsqu’ils sont comparés. De plus, le manque d’analyses
biochimiques des spécialités associées aux études cliniques limite la possibilité de proposer de
nouvelles hypothéses quant a I’observation d’une différence statistique mettant en avant
I’efficacité d’un MDS par rapport a un autre. Il est également davantage compliqué d’analyser
les influences des protéines co-purifiées et par conséquent de lier ces derniéres — si tant est qu’il

y en ait pour €tre significatives — aux différences de stratégies de purification.

Influences des agrégats de fibrinogéne

La présence des agrégats implique une différence en termes de temps de polymérisation ainsi
que de résistance du thrombus. Aussi, les analyses réalisées par Garcia Gonzalez indiquent
clairement une différence entre le Clottafact® et le Riastap® qui concorde avec les résultats
d’analyses in vitro de Stolt et al : un temps de coagulation significativement moindre et une
résistance significativement plus importante (FIBTEM® et EXTEM®) dans le cas du
Clottafact®.

Le manque d’informations comparative a ce sujet sur le Fibryga® rend plus compliquée
I’estimation de I’influence des agrégats présents a hauteur de 2,8 + 0,5 % de la masse de
fibrinogéne contre 1,8 % dans le cas du Clottafact® d’aprés les données de Neisser-Svae et al.
Rappelons a ce titre que seule la valeur EXTEM® MCF du Fibryga® est statistiquement
différente de celle du Riastap® (pour une valeur du Fibryga® supérieure) alors que 1’ensemble
des trois paramétres (FIBTEM® MCF, EXTEM® MCF et EXTEM® CFT) sont en faveur du
Clottafact® (118,119). De méme, I’étude de Stolt et al et Haas et al présentant des résultats du
FIBTEM® concordent non seulement pour des doses nominales des flacons utilisés mais aussi
pour des doses normalisées par rapport au fibrinogeéne. Aussi, Neisser-Svae et al indiquent que
les agrégats de fibrinogéne du Riastap® représentent 22,1 £ 1,3 % de la masse de fibrinogéne.
Par conséquent, la valeur de dispersion de taille protéique du Fibryga® comparativement a ses
concurrents en lien avec les résultats in vitro rend I’interprétation compliquée en considérant

qu’elle est seule a induire une influence.
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Influences supplémentaires potentielles des co-produits

Stolt et al indiquent que le facteur XIII seul ne pourrait suffire a expliquer les différences
observées in vitro entre les spécialités de fibrinogéne (119). Toutefois, méme minoritaire, il
conviendrait de reconnaitre 1’influence du facteur XIII dans les résultats obtenus. En outre, la
bibliographie permet de confirmer que le facteur XIII a effectivement une influence positive
sur la densité et la résistance de la fibrine (131). En effet, ce dernier participe a consolider la
polymérisation de la fibrine, notamment en produisant des liaisons covalentes entre la matrice
de fibrine et la fibronectine. A ce titre, la fibronectine participe a augmenter la vitesse de la
polymérisation, de méme que la densité des fibres (132). Cependant, I’augmentation de la
densité de fibrinogeéne s’avere €tre un phénomene saturable (132). Ajoutons également qu’a des
concentrations en fibrinogéne et thrombine égales, 1’augmentation de la concentration en
albumine a montré induire une diminution de la résistance du thrombus (65). La vitronectine
s’avere quant a elle avoir un impact ambigu, tantot induisant 1’agrégation plaquettaire et tantot
I’inhibant (133). Aussi, ¢lucider son mécanisme d’action permettrait de spécifier davantage
I’influence de ce composant co-purifi¢ qui pourrait participer a faire varier positivement ou
négativement les valeurs d’EXTEM®. Enfin, le facteur de Von Willebrand, qui participe
positivement dans 1’agrégation plaquettaire et dans 1’hémostase, pourrait donc influer

également sur les valeurs ’EXTEM®™ (134,135).

Aux vues de ces informations, nous pourrions prendre le parti de remettre en question
I’hypotheése de Neisser-Svae et al (selon laquelle seul le facteur XIII pourrait influencer la
formation de thrombus) en proposant le Tableau 11. Celui-ci récapitule qualitativement les
influences relatives des différents composants co-purifiés par comparaison des quantités
présentes dans chacune des spécialités pharmaceutiques (d’aprés les valeurs présentées par
Neisser-Svae et al). A noter que I’influence potentiellement positive liée a la variation de
concentration antigénique en fibrinogéne — si cette dernicre était mise en évidence — pourrait se
surajouter a ces effets dans une étude comparative entre MDS, et expliquer les résultats in vitro

du FIBTEM® MCF présentés par Stolt et al (119).
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Tableau 11 : Interprétation de la contribution relative positive ou négative de chaque composant sur [’effet des
MDS a partir des données de la littérature (116)

Fibryga® Riastap® Clottafact®

Fibrinogéne
Fibrinogéne (antigéne) 0 +) 0
Protéines co-purifiées
Fibronectine + +++ ++
Facteur de Von Willebrand ¥ +H+ ++
Vitronectine 0 +/— ++/
Albumine = —— 0
Facteur XIII +++ + —t
Chromatographie d'exclusion de taille
Agrégats élués en amont du fibrinogéne ) —— 0

+ influence positive ; — influence négative ; Le nombre de signes a été donné comparativement a la concentration
du composant dans les autres MDS d’apres les données de Neisser-Svae et al (116).

Si ce tableau semble difficile a interpréter sur le plan global, ajoutons alors a celui-ci
I’utilisation des données de la littérature concernant les influences sur la densité et la turbidité
de la fibronectine, de 1’albumine et du facteur XIII (voir Tableau 12), présentés par la
documentation annexe de Garcia Gonzalez et al (60). Pour cela, les valeurs de concentration
présentées par Neisser-Svae et al de chacun de ces trois composants (albumine, fibronectine et
facteur XIII) seront traduites en influences maximales relatives par interpolation linéaire. Nous
poserons a cet instant I’hypothése raisonnable que les variations de turbidité et de densité sont
proportionnelles a celles de la résistance de la fibrine. Cette hypothese est renforcée par les
résultats sur 1’albumine humaine présentée par Zeng et al (65). Nous poserons ensuite
I’hypothese que la variation d’effet de la turbidité est équivalente a celle trouvée sur la densité
de la fibrine. De cette fagon, une compilation des données pourra étre réalisée afin de présenter
une estimation des intervalles maximum de variation d’effet pour chacune des spécialités
pharmaceutiques. Afin que les résultats soient plus facilement lisibles, des histogrammes ont

¢été tracés a ’attention du lecteur (Figures 16 et 17).
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Figure 16 : Représentation des intervalles relatifs d’effet des MDS a partir de [’estimation A de la contribution
relative d’une part des composants
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Figure 17 : Représentation des intervalles relatifs d effet des MDS a partir de [’estimation B de la contribution
relative d’une part des composants

Ces estimations impliquent des intervalles de d’effets relatifs particulierement grands. Ainsi,
dans I’estimation la plus conservatrice pour I’effet ; celui-ci ne varierait au maximum que de
33,9 % dans le cas du Fibryga®. L’étendue des intervalles est d’ailleurs toujours la plus
restreinte dans le cas du Fibryga® et toujours la plus grande dans le cas du Riastap®. Ce dernier
point est d’autant plus intéressant qu’il pourrait se surajouter a I’hypothése d’un intervalle de
concentration antigénique en fibrinogéne plus grand dans le cas du Riastap®. Aussi, il est

raisonnable d’avancer qu’un facteur de coagulation mieux purifi¢ de ses co-produits, comme
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ce pourrait étre le cas du Fibryga® d’aprés les chiffres de Neisser-Svae et al, présenterait un

intervalle d’effets plus restreint et serait donc potentiellement plus fiable d’un lot a I’autre (116).

I1 est évident que ces données partielles ne peuvent suffire a rendre des conclusions claires et
définitives. Notons toutefois que ces résultats permettent de donner du poids a I’hypothese
d’influences multiples concernant la différence significative de la résistance du thrombus par
PEXTEM® entre le Fibryga® et le Riastap® puisque la contribution de 1’albumine joue
positivement en faveur du Fibryga® conformément aux résultats de Stolt et al (119). Ainsi, la
prise en compte de I’ensemble des autres composants co-purifiés devrait induire une influence
maximum relative globale en faveur du Fibryga® (puisque le facteur de Von Willebrand indique
plutdt une influence positive en faveur du Riastap® dans le Tableau 11). De plus, la prise en
compte des composants co-purifiés offre une tendance permettant de rapprocher les
performances du Riastap® et du Fibryga®, tout en gardant les effets du Clottafact® supérieurs.
L’estimation A permet ainsi de garder les estimations d’influence combinée relatives du
Clottafact® plus éloignées de celles de ses homologues, que les leurs ne le sont entre elles. A
I’inverse, 1’estimation B indique des estimations d’influence combinée relatives pour le
Fibryga® a mi-chemin entre celle du Clottafact® et celle du Riastap® (ce qui représente donc un

résultat partiel par rapport aux effets attendus pour vérifier I’hypothese).

L’hypothése initiale de proportionnalité entre la variation de la turbidité et la résistance de la
fibrine est limitée : Garcia Gonzalez et al indiquent notamment une résistance de la fibrine issue
du Clottafact® quatre fois supérieure a celle du Fibl pour une turbidité maximale seulement
deux fois supérieure. Ce point irait dans le sens d’une atténuation des résultats majoritaires
associés a I'influence des agrégats de fibrinogéne comme cela est déja essentiellement le cas
ici pour I’estimation A. Toutefois, I’estimation B serait probablement plus cohérente avec les
résultats de Garcia Gonzalez et al puisque cette étude prend le Clottafact® comme référence
d’effets pour une concentration quasi-nulle d’agrégats sur la résistance de la fibrine. Enfin, il
pourrait étre reproché que comptabiliser les influences relatives de la fibronectine et du facteur
XIII reviendrait a prendre en compte deux fois le méme effet. Aussi, une étude faisant varier
expérimentalement les parameétres de fagon isolée (y compris les conditions de pH, d’influence
ionique, etc. qui différent d’une formulation a I’autre) —a I’image de 1’étude de Zeng et al — pour
chacun des MDS permettrait par conséquent d’obtenir des résultats ayant plus de poids que

ceux présentes ici.
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Provenance des agrégats de fibrinogéne et différences majeures en co-produits dans les

produits finis

Les agrégats de fibrinogene pourraient tout d’abord provenir de dégradations par le procédé de
purification, au méme titre que les co-produits pourraient étre mieux ¢éliminés par certains
procédés de purification. Notons que les méthodes analytiques essentiellement utilisées pour la
séparation du fibrinogéne et des agrégats sont des méthodes chromatographiques (60,116,120).
Bien que celles utilisées par les procédés Clottafact™ et Fibryga® soient des chromatographies
par échange d’ions et non des chromatographies par gel filtration, il semblerait raisonnable de
supposer ces €tapes comme participant majoritairement a I’élimination des agrégats de
fibrinogéne des phases ¢éluées de fibrinogéne. Les procédés contenant des étapes
chromatographiques sont connus pour permettre une meilleure purification de la protéine
d’intérét et une meilleure élimination des contaminants et agrégats en générale (27). Nous
pourrions alors supposer que la présence d’étape chromatographique permet également de
mieux séparer la protéine d’intérét de ses co-produits. L.’absence d’étape de purification par
chromatographie dans le procédé Riastap®, et la grande quantité d’agrégats retrouvée apres
remise en solution du produit fini ainsi que les quantités en co-produits globalement plus
¢levées comparativement aux deux autres spécialités pharmaceutiques, permettent d’aller dans

le sens de ces hypothéses.

Par ailleurs, les agrégats de fibrinogene pourraient également provenir de la remise en solution
des produits finis. Or, si cette derni¢re peut effectivement jouer un role dans la production
d’agrégats, nous pourrions cependant considérer cette partie comme minoritaire en lien avec
les différences de quantités d’agrégats entre le Riastap® d’une part et celles du Clottafact® et
du Fibryga® d’autre part; alors que les excipients et la méthode de conservation par
lyophilisation sont relativement équivalente entre le Riastap® et le Fibryga® (116). Notons alors
que si la faible différence d’agrégats entre le Fibryga® et le Clottafact® s’avérait effectivement
non négligeable, nous pourrions supposer que la remise en solution participe belle et bien a une
différence, en lien avec le procédé de production. Outre des excipients différents entre ces
spécialités pharmaceutiques, la présence de deux étapes chromatographiques pour le Fibryga®
contre une seule pour le Clottafact® devrait induire des résultats plus favorables au Fibryga®
(ou au moins équivalents) en termes d’agrégats de fibrinogene ; ce qui n’est pas le cas dans les
résultats présentés par Neisser-Svae et al (116). Par ailleurs, Brookes et al ainsi que Garcia
Gonzalez et al indiquent qu’une méthode préparative de fibrinogeéne s’appuyant sur une

séparation par la taille n’est pas envisageable a échelle industrielle car elle induirait une

113

DIDIER
(CC BY-NC-ND 2.0)



production d’agrégats (136). Ces auteurs font alors référence a la chromatographie par gel
filtration. Ceci ouvre néanmoins sur la potentielle influence de la nanofiltration puisque cette
étape s’est également montrée difficile a mettre en ceuvre au niveau industriel a cause de la
viscosité des solutions de fibrinogéne non-diluées (48). Ainsi, la différence entre les
nanofiltrations a 20 nm pour le Fibryga® et 35 nm pour le Clottafact® pour le traitement du
fibrinogene — protéine longue d’environ 45 nm — devrait induire des contraintes par cisaillement
plus importantes sur le fibrinogéne dans le cas du Fibryga®. Nous pourrions alors poser comme
hypothése que la remise en solution pourrait participer a obtenir une plus grande quantité
d’agrégats de fibrinogene, sur la spécialité pharmaceutique dont le procédé a entrainé de plus
grandes contraintes sur la structure du fibrinogéne. Reste que cette hypothese nécessiterait pour
avoir plus de poids, non seulement de résultats d’autres études comparatives de la composition
biochimique entre le Fibryga® et le Clottafact® qui soient concordant avec celle de Neisser-
Svae et al et montrent une différence significative entre les deux MDS, mais aussi d’études
comparatives portant sur la structure du fibrinogéne dans les produits finis de Clottafact® et de

Fibryga®.

3.4 Introduction de nouveaux procédés : intéréts et contraintes

L’introduction d’un nouveau procédé s’accompagne tout d’abord nécessairement de
contraintes. Celles-ci sont essentiellement liées aux cadres réglementaires de 1’activité ainsi
qu’aux capacités économiques que la société est préte a investir dans la mise en place d’un
nouveau procédé (137). Rappelons alors que ces derniéres sont particulierement limitantes dans
I’industrie du fractionnement (3,7). Aussi, la philosophie selon laquelle le produit est défini par
le procédé, peut étre un frein a I’évolution des méthodes de fractionnement puisque le
changement sur un procédé affecte nécessairement I’ensemble des produits en aval (6). Ce qui
pourrait en effet mener a un besoin de valider a nouveau leurs profils de pureté et les impacts

sur leurs thérapeutiques respectifs.

Il existe néanmoins des moteurs justifiant les changements de méthodes de fractionnement.
Citons ainsi I’apparition de nouvelles demandes en lien avec les découvertes de nouveaux
traitements (2 1’aide d’une protéine non utilisée jusqu’ici) qui peut justifier une réorganisation
de la production (6). De méme, l'intégration de nouvelles technologies peut étre envisagée pour
augmenter les rendements et 1’efficacité d’une usine (6). Viennent enfin les considérations de
sécurité qui peuvent se traduire premicérement par 1'élimination des agents pathogenes,

deuxiémement par la réduction des impuretés des protéines plasmatiques liées a des réactions
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indésirables, et troisitmement par le besoin d’augmentation des marges de sécurité par le
fabricant pouvant étre lié a la mise en conformité avec une réduction des intervalles

d’acceptabilité par le régulateur (6).

En somme, la variabilité des procédés opérés actuellement sont les résultats des stratégies de
changement par les fractionneurs afin de s’adapter a la demande et se conformer a la
réglementation, tout en étant compétitif face a la concurrence. Face a cette variabilité, il
conviendrait alors en plus de ces sujets, de comparer les trois procédés actuels de production
du fibrinogene et les connaissances dégagées par les études de composition biochimique, les

études in vitro et les études cliniques développées précédemment.
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Discussion

Avant de parler plus spécifiquement des spécialités de fibrinogene, il serait opportun d’évoquer
le cas du cryoprécipité. En effet, le cryoprécipité est un produit relativement ancien qui n’est
plus utilis¢ en France pour des raisons de sécurité, contrairement au Royaume-Uni ou a
I’Amérique du Nord (17,69,75-77). 1l s’agit également d’un produit issu d’un procédé de
purification plus sommaire que le fibrinogene humain, qui contient par conséquent plus de co-
produits que les fibrinogenes (50,53). Toutefois, il trouve encore ses défenseurs au niveau
international, notamment pour des raisons économiques (82). A ce titre, I’étude FIBRES
pourrait avoir un impact dans les pratiques puisque ses auteurs en viennent justement
recommander 1’utilisation du fibrinogéne par rapport au cryoprécipité, en s’appuyant sur le
principe de réduction du risque infectieux (82). En effet, il est intéressant de souligner que cette
étude clinique ne montre qu’une non-infériorité du fibrinogéne par rapport au cryoprécipité, et
non une supériorité (82). Le procédé devient donc un argument en faveur du fibrinogéne mais

ne se suffit pas a lui-méme.

Les différences montrées au cours de ce manuscrit entre le Riastap®, le Fibryga® et le
Clottafact® pourraient alors constituer une situation similaire, puisqu’aucune étude clinique n’a
pu montrer a ce jour une différence significative des effets thérapeutiques entre ces produits
dérivés du plasma. Or il est important de souligner que ce sont justement ces études cliniques
qui font foi dans le milieu médical et permettent d’avoir un critére de décision le plus objectif
possible entre plusieurs médicaments. Aussi, assurons au lecteur que cette discussion n’a pas

pour but de remettre en question ce point.

Concernant les étapes de sécurisation, si le Riastap® présente une seule étape de sécurisation
virale contre deux pour le Fibryga® et trois pour le Clottafact® ; ces différences sont non
seulement justifiée par la réglementation mais aussi par 1’expérience car aucune transmission
de maladie virale n’a été observée au cours de ces 25 dernicres années, grace a la mise en place
de procédés efficaces et validés d’inactivation et d’élimination virale (9,36,44,107). Ainsi, sauf
changement réglementaire ou apparition d’un pathogéne qui change cette derni¢re affirmation,
il semble peu probable de voir évoluer les procédés de sécurisation. Une plus grande
harmonisation des méthodes de validation de sécurisation biologique pourrait en revanche étre

envisagée.
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La question semble plus ouverte concernant les procédés de purification. En outre, les données
d’analyses biochimiques et in vitro tendraient a montrer une gamme de concentration
antigénique en fibrinogeéne plus large dans le cas du produit associé au procédé le plus ancien.
Le Riastap® présenterait un intervalle de valeur d’écart a la valeur nominale aprés mise en
solution de I’ordre de 20 %, contrairement a ses homologues qui présenteraient plutdt des écarts
a la valeur de référence de 1’ordre de 10 % (119). Les valeurs observées restent conformes aux
recommandations de la Pharmacopée Européenne, qui fixe une valeur maximale de 30 % autour
de la valeur nominale aprés mise en solution (107). Néanmoins, nous pourrions nous interroger
sur une possible évolution des normes puisqu’elles semblent techniquement possibles, et que
ce changement serait en faveur d’une meilleure fiabilité de la prise en charge du patient d’un
flacon a I’autre. Aussi, nous pourrions supposer qu’une telle évolution reviendrait a inclure au
moins une étape chromatographique dans les procédés de production du fibrinogéne. Cette
technique serait en effet la plus adaptée pour obtenir ces résultats sans pour autant étre imposée
par les instances de réglementation. Celle-ci participerait alors a réduire également les
différences de quantités de co-produits et d’agrégats entre I’ensemble des spécialités

pharmaceutiques ; menant a une plus grande similarité entre les produits finis.

A ce titre, les différences in vitro entre le Fibryga® et le Clottafact® semblent difficiles a
affirmer dans ce travail di au peu d’études sur lesquelles ces dernieres s’appuient. De nouvelles
¢tudes appelleraient alors a étre menées notamment sur la question de 1’influence du procédé
sur la structure du fibrinogeéne dans les produits finis. Par ailleurs, les différences évoquées
entre les deux spécialités pharmaceutiques pourraient ouvrir des perspectives de mise sur le
marché des spécialités associées au fibrinogene différentes. Nous pourrions en effet imaginer
d’une part des MDS centrés davantage sur une protéine de fibrinogene isolée efficacement de
I’ensemble de ses co-produits (et des contaminants comme les agrégats) ; et d’autre part, des
MDS résultant d’un mélange synergique de fibrinogeéne et de co-produits spécifiquement
purifiés. A titre de comparaison, nous pourrions citer la mise sur le marché de médicaments
combinant de fagon synergique le facteur de Von Willebrand et le facteur VIII directement dans
leur formulation (115). De méme, la question de la purification du fibrinogéne a partir du

cryosurnageant pour la production de ces mélanges synergiques pourrait étre posée.

Reste que pour justifier leurs mises sur le marché francais, ces produits synergiques
nécessiteraient d’études cliniques comparatives avec les fibrinogenes actuellement sur le
marché, en plus des preuves de concept in vitro. Or ce dernier point pourrait actuellement

sembler compromis dans le cas du fibrinogéne. Nous pourrions en effet citer ’exemple des
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colles biologiques — qui comprennent du fibrinogéne dans leur composition — pour lesquelles
les études cliniques de spécialités enrichies en facteur XIII n’ont pas réussi & montrer une
supériorité par rapport a leurs homologues non enrichies en facteur XIII (103). Dans ce
contexte, il semble alors également peu probable qu’un laboratoire entreprenne une nouvelle
¢tude clinique comparative — généralement cotteuse et difficile a mettre en place — entre les

différents fibrinogénes.

Ainsi, a ’image de la comparaison entre le cryoprécipité et le fibrinogeéne, les procédés
pourraient prendre une place dans les argumentations afin de mettre en avant une spécialité de
fibrinogéne plutot qu’une autre, au méme titre que les études in vitro énoncées dans ce travail.
Par ailleurs, les auteurs de I’étude FIBRES mettent en avant une logistique plus intéressante du
fibrinogéne comparativement au cryoprécipité (82). Pour des raisons équivalentes, le Fibryga®
a été recommandé sur le marché québécois par 'INESSS (Institut National d'Excellence en
Santé et en Services Sociaux) en plus du Riastap® malgré un prix plus élevé que ce dernier (96).
En effet, si P'INESSS indique que la reconstitution du lyophilisat en solution préte a étre
injecter, de 1’ordre de 10 a 15 minutes — contre environ 30 minutes pour le cryoprécipité —
implique un gain pour le patient, le temps de reconstitution et d’administration plus court pour
le Fibryga® est un argument supplémentaire en sa faveur (96). L’influence des excipients a été
finalement relativement peu discuté au cours de ce travail (notamment par manque
d’informations sur le Clottafact® non présent sur le marché québécois) mais peut donc
représenter un autre enjeu pour départager une spécialit¢ plutdét qu’une autre dans une

argumentation ne s’appuyant pas uniquement sur des études cliniques.

Il convient alors de souligner la plus grande facilité d’acces a des informations dans le systéme
canadien puisque les monographies canadiennes et les documents de I’'INESSS ont été d’une
grande aide dans la réalisation de ce travail. De méme, a travers les études publiées sur la
composition biochimique et une plus grande accessibilité a ses procédés, le laboratoire
Octapharma a contribué a I’écriture d’une part de ce travail. S’il s’agit vraisemblablement d’une
stratégie de communication voulue par le laboratoire pour se démarquer de ses concurrents,
cette accessibilité des informations pourrait devenir une norme intéressante pour inclure des
avis indépendants. Ces derniers pourraient alors favoriser non seulement la recherche d’options
technologiques plus appropriées, 1’amélioration de la qualité globale des produits finis et
entraineraient ainsi une meilleure prise en charge du patient. Il pourrait néanmoins étre

raisonnablement entendu qu’une telle norme serait sujet a débat.
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Enfin, dans ce travail, les procédés ont essentiellement été comparés par rapport a leurs
influences sur le produit fini et aux références réglementaires. Toutefois, une prise en compte
des choix politiques comme les considérations environnementales ou de protection des
travailleurs pourrait constituer une autre piste d’étude de ces procédés puisque toutes les

spécialités pharmaceutiques de fibrinogéne ne sont pas produites en France.
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Conclusions

Depuis leur mise au point dans les années 1940, les procédés de fractionnement du plasma ont
progressivement évolué, notamment sur les étapes de purification et de sécurisation virale.
Ainsi, la diversité actuelle des stratégies de fractionnement possible est particulierement
importante puisque ces stratégies doivent étre adaptées a plus de vingt-cinqg médicaments
dérivés du plasma, ayant chacun leurs spécificités a prendre en compte. En somme, le but de
ces procédés est avant tout de produire des médicaments dérivés du plasma efficaces et

sécurisés, en préservant au maximum |’activité biologique des protéines purifiées.

Les procédés de fabrication des spécialités pharmaceutiques de fibrinogeéne lyophilisé utilisées
en France — Clottafact®, Fibryga® et Riastap® — reposent sur des stratégies de production qui
sont propres a chaque laboratoire les commercialisant. Elles sont néanmoins utilisées
indifféremment en thérapeutique pour le traitement des déficits héréditaires (afibrinogénémie,
hypofibrinogénémie,  dysfibrinogénémie et  hypodysfibrinogénémie) et  acquis
(hypofibrinogénémie). Le fibrinogéne humain représente en effet une des options
thérapeutiques recommandées en France dans le traitement de ces pathologies, et il n’existe pas
a ce jour d’étude clinique permettant d’affirmer la supériorité d’une spécialité pharmaceutique

de fibrinogéne par rapport aux autres.

Toutefois, il est possible d’observer des différences entre les spécialités pharmaceutiques de
fibrinogénes en comparant les résultats d’études relatifs a la composition biochimique et aux
activités protéiques, incitant par la méme occasion a la comparaison des méthodes de
fractionnement plasmatique. Parmi ces différences, citons entre autres les dosages qui — apres
remise en solution — pourraient conduire a 1’obtention de concentration antigénique en
fibrinogene avec des intervalles plus ou moins grands autour de la valeur nominale en fonction
de la spécialité, mais aussi les différences en compositions de co-produits et en proportions
d’agrégats de fibrinogéne. De méme, une étude in vitro en chirurgie cardiaque montre des

différences significatives sur les valeurs maximales de résistance du thrombus par
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thromboélastrométrie et la durée de coagulation entre les trois médicaments dérivés du plasma.
Neéanmoins, ces résultats appelleraient a étre mis en perspective et confirmés a 1’aide de

nouvelles études.

S’il n’est donc actuellement pas possible de statuer sur la supériorit¢ d’une spécialité de
fibrinogene par rapport aux autres, une analyse approfondie des procédés de purification et des
procédés d’inactivation et d’élimination virale pourrait, & défaut, constituer un critére de choix
alternatif entre les médicaments dérivés du sang. Dans le cas du fibrinogene, le procédé le plus
ancien associé a la production du Riastap® semble engendrer une qualité moindre du produit
fini comparativement au Clottafact® et au Fibryga® qui intégrent dans leurs procédés au moins
une étape de purification par chromatographie, contrairement au procédé du Riastap®. 11 est
alors important de souligner que I’ensemble des médicaments ainsi produits respecte la
réglementation en vigueur. Par conséquent, 1’analyse des différences entre les produits finis et
la comparaison de leurs procédés de production ouvre la discussion sur une possible évolution
de la réglementation, et par extension des procédés de production, avec pour objectif une

amélioration globale de la prise en charge du patient.
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Annexes

Annexe A : Procédés de fractionnement historiques
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Figure 18 : Procédé Cohn-Oncley (4)
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Figure 19 : Procédé Kistler-Nitschmann (4)
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Annexe B : Procédés de fractionnement issus de la littérature
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Figure 20 : Procédeé de fractionnement standard pour la production de protéines thérapeutiques (3)
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Tableau 16 : Réduction de la charge virale lors de la fabrication du Riastap® (101)

Facteur de réduction virale (log;o)

Virus Enveloppes Virus Non-Enveloppés
VIH BVDV HSV 1 HAV CPV
. | VIHlet WNVet
Virus modele de VIH 2 HCV B19V
Cryoprécipitation
yopreaip n.d. n.d. n.d.
2,4 2,8
Adsorptions - précipitations (2 - 2)
n.d. n.d. n.d.
Pasteurisation
>5,7 >9,1 > 38,1 >431 1,72
Précipitations (2
P ) 3,9 2,1 1 1 1,6
Dialyse - Filtration stérile -
Lyophilisation n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Facteur global de réduction virale
>9,6 >11,2 >9,1 >17,6 6,1

Tableau publié en 2008 par Groner travaillant chez CSL Behring a cette date.
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Annexe F : Résultats complémentaires d’analyses biochimiques

Tableau 17 : Concentrations et activités mesurées des composants d’'un flacon remis en solution (116)

Fibryga® Riastap®
(n=6) (n=5)
Activité du fibrinogéne

Protéines totales [mg/mL] 21,8 (1,2) 33,2 (0,6)

Fibrinogéne (antigéne) [mg/mL] 19,7 (1,3) 21,3 (1,2)

K ‘b“?e"sgtec'l‘: g;fl‘svge Par | gimL] 248(12)  258(0,7)

Pzz;eglzf:t?:n'a [mg/mL] 19,3 (1,7) 20,9 (0,6)

Activité spécifique [%] 90,3 (7,7) 89,1 (4,5)

Protéines co-purifiées

Fibronectine [png/mL] 14,3 (4,7) 931,8 (98,1)

¥ a‘fvtieﬁ‘erb‘;;l:;"“ [UI/mL] 0.2 (0,03) 3.8 (0,5)
Vitronectine [ug/mL] <0,013 0,04 (0,01)
Albumine [mg/mL] 0,42 (0,11) 9,65 (0,35)

Facteur XIII (activité) [UI/mL] 3,9(0,2) 1,1 (0,3)
Marqueurs protéiques de 'activation et de la fibrinolyse
D-dimere [ng/mL] 0,07 (0,02) 0,36 (0,05)
Fibrinopeptide A [ng/mL| 6,8 (2,2) 75,0 (21,7)
Plasminogéne [UI/mL] 0,04 (0,01) 0,04 (0,01)

Chromatographie d'exclusion de taille
. R [% du pic
flirgiiti;zgg:ee(“}ﬁ\'qn\‘;‘)t t;tal. HMW +  28(0,5) 22,1 (1,3)
ibrinogene]

Les valeurs présentées sont des moyennes (écart-types).

Clottafact®
(n=2)

16,1
12,6
13,1

14,0
87,0

128,0
0,5

0,12
0,0035
2,1

0,12

97,0
0,02

1,8
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Tableau 18 : Comparaison des valeurs issues de Neisser et al (116) et adaptées a celles présentées par Schulz et
al (108) pour le ratio des quantités et activités mesurées des composants du Fibryga® par rapport a la quantité

Activité spécifique
(Protéines de la

coagulation/Protéines totales)

Fibrinogéne (antigéne)
Fibrinogéne

(Activité par test de Clauss)

Fibronectine

Facteur de Von Willebrand
Vitronectine

Albumine

Facteur XIII (activité)

D-dimeére
Fibrinopeptide A

Plasminogéne

de protéines de la coagulation

Valeurs Moyenne (n=6) Ecart-type
transformées
1 1
(116) (108) (108)
Activité du fibrinogéne
[%] 90,3 98 7
[mg/mg] 1,00 1,05 0,09
[mg/mg] 1,20 1,08 0,09
Protéines co-purifiées
[ng/mg] 0,7 0,8 0,3
[Ul/mg] 0,01 0,01 0,002
[ng/mg] 0,7 <0,001
[mg/mg] 0,02 0,02 0,01
[Ul/mg] 0,20 0,20 0,01
Marqueurs protéiques de I'activation et de la fibrinolyse
[ng/mg] 3,7 3,7 0,9
[ng/mg] 0,3 0,3 0,1
[mUI/mg] 2,0 1,8 0,3
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Annexe H: Données complémentaires pour 1’influence de la
présence d’agrégats de fibrinogene dans les spécialités
pharmaceutiques

Compositions respectives du Clottafact® et du Fib1 (60)

Tableau 24 : Composition du Clottafact® (FibWoA) et du Fibl (FibWA) (60)

FibWoA FibWA

Présence d'agrégats Indétectable 4% de la masse en fibrinogene

Rayon hydrodynamique
11 22
moyen (nm)

Facteur XIII (Ul/mg Fg) 0,26 0,25
Fibronectine (mg/mg Fg) 0,05 0,02

Modifications post- .

traductionnelles il
Chaines a intactes
(comparativement a 100% 95%

FibWoA)

Chaines f et y intactes
(comparativement a 100% 100%
FibWoA) (%)

Ratio de chaines y'/y 14 10

FibWoA : Fibrinogene sans agrégats (Fibrinogene Without Aggregats) ; FibWA : Fibrinogene avec agrégats
(Fibrinogene With Aggregats)
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Analyse structurelle de la fibrine (120)

RN
WSRO

8 ¢ £ & 8

= « e @ = b
Apsiuipg) i

. A

a

E o o iots L e
3 E LI E
- el - (ARRRRRRRRERRRRRRRRNROM|

G I &

____ srupey

< RRRRRRRRRRRRRRRY
W

AR
FE TR

"N "
SILMYOIOI JO JacquunN

-
o
®

8

£

2

o

152
DIDIER

(CC BY-NC-ND 2.0)

Figure 24 : Analyse de la structure des fibrines des trois fibrinogenes (nombre de protofibrilles a gauche,
densité des fibres a droite et rayon des fibres en bas) (120)

Utilisation de 0,1 Ul/mL de thrombine pour des concentrations en fibrinogene de 0,4 g/L, 1 g/L et 3 g/L



Annexe I : Données pharmacologiques complémentaires

Tableau 25 : Parameétres pharmacocinétiques de [’activité du fibrinogene (range médian) de trois spécialités de
fibrinogene issus de la littérature (69)

Type of PK study

Inclusion criteria

Fibrinogen
deficiency

Number of patients

Plasma sample
collection after

infusion

Dose infused, g kg™

Cotl !, median

(range)
In vivo recovery, %

Incremental re-
covery, mg dLY/
mg kg™

AUCU — last 70mgkg~ "
ghl?

AUC) 1ot omets

g'hL
AUCO-e0, g*h L*

Clearance,
mLh kg™

Half-life, h

Mean residence
time, h

v, mLkg™

Haemocomplettan® P/RiaSTAP (CSL Behring)'”

Open-label, uncontrolled

by

Afibrinogenemia

14

0.5,1,2,4,8,24,48h; 4,6, 9 and 13 d

0.077 (mean)

Total (n = 14)

1.3 (1.00-2.10)
61.8 (52.45-97.43)
1.7 (1.30-2.73)

126.8
(81.73-156.40)

Not done
0.55 (0.45-0.86)

771
(55.73-117.26)

859
(66.14-126.44)

52.7 (36.22-67.67)

8-14y (n = 4)
1.4 (1.00-2.10)
Not done

Not done

91.4 (81.73-130.13)

Not done
0.77 (0.54-0.86)

69.1(61.85-79.45)
74.7" (66.14-82.98)

57.9 (36.22-67.67)

>16 y (n = 10)
1.3(1.10-1.60)
Not done

Not done

135.4 (112.58-156.40)

Not done

0.52" (0.45-0.62)
82.4 (55.73-117.26)
99.6 (76.88-126.44)

51.4 (45.10-59.11)

FibCLOT/Clottafact®
(LFB)*®

Open-label,
uncontrolled

=40 kg

Afibrinogenemia

14

1,3,6,24h;3,6,10
and 14 d

0.060 (0.056-0.064)

median (range)
1.34 (1.06-2.19)

89 (69.5-133)
2.22 (1.77-3.65)

92(61-154) [n = 9)

105 (78.2-167) (n = 9)
0.57 (0.38-0.77) (n = 9)

67.9 (51.0-99.9) (n=9)
94.7 (68.8-131) (n = 9)

53.5(36.3-60.4) (n = 9)

Fibryga®
{Octapharma)®®

Randomized, con-
trolled, crossover

212y

Afibrinogenemia

22

0.5,1,2,4,8,48 hand
3,5,7.10and 14 d

0.0748 (0.60) mean

(sD)
1.219 (0.75-1.96)

64.193 (40.89-88.13)
1.741 (1.08-2.62)

111.14 (59.70-175.51)

Mot done
0.630 (0.40-1.17)

72,854 (40.03-156.96)
98.975 (58.72-205.47)

61.037 (36.89-149.11)

Abbreviations: AUC, _ . 70meke-t O AUC _ justggme ke area under the plasma concentration-time curve from the start of infusion (time 0) to the last

quantifiable concentration following dose administration and standardized to 70 mg kg ™! or 60 mg kg™; C ae Maximum plasma concentration; V,

volume of distribution at steady state.
*The difference between age groups was statistically significant (P < .05) using a two-sided, two-sample t test.

Note : 17 : (126) ; 18 : (124) ; 2 : (123)
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L’ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon et I’Université Claude Bernard Lyon 1 n’entendent
donner aucune approbation ni improbation aux opinions émises dans les théses ; ces opinions

sont considérées comme propres a leurs auteurs.

L’ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon est engagé dans une démarche de lutte contre le
plagiat. De ce fait, une sensibilisation des étudiants et encadrants des théses a été réalisée avec

notamment 1’incitation a ’utilisation d’une méthode de recherche de similitudes.
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Gautier DIDIER
Fractionnement du plasma et purification d’une protéine thérapeutique, le fibrinogéne

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2022.

RESUME :

Le fibrinogéne est une protéine plasmatique utilisée en thérapeutique pour le traitement de
pathologies héréditaires (afibrinogénémie, hypofibrinogénémie, dysfibrinogénémie et
hypodysfibrinogénémie) et acquises (hypofibrinogénémie dans un contexte d’hémorragie
massive post-traumatique ou en post-partum par exemple). Il existe pour cela, trois spécialités
pharmaceutiques de fibrinogéne lyophilisé utilisées en France : Clottafact®, Fibryga® et
Riastap®.

Une philosophie associée au fractionnement industriel indique que le produit est défini par
le procéde. Or la production de ses trois médicaments dérivés du sang (MDS) repose sur des
procédés différents. S’il n’existe pas a ce jour d’étude clinique permettant de démontrer la
supériorité d’un de ces médicaments, il convient néanmoins d’étudier leurs procédés en lien
avec les études de compositions biochimiques et d’activités protéiques, in vitro et cliniques.

Ce travail propose ainsi de présenter les enjeux du fractionnement et [’utilisation en France
des spécialités pharmaceutiques de fibrinogéne humain, avant de comparer les impacts sur
les produits finis des stratégies de purification et de sécurisation du risque infectieux des
procédeés de fractionnement du fibrinogene.
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