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Introduction

L’obtention de substrats ,cyto-favorables”, aptesautenir la régénération tissulaire,
impose l'utilisation de biomatériaux qui portentsddomaines de reconnaissance cellulaire,
comme par exemple les scléroprotéines et certahysgccharides. La membrane des cellules
spécifiqgues aux tissus conjonctifs dispose de msees qui facilitent 'ancrage aux substrats
solides ou a I'état de gel ou se retrouvent desranaalécules ou des fibrilles de (atelo)
collagéne, associées ou non a l'acide hyaluroni@uepeut générer de tels substrats par des
techniques de rassemblement moléculaire spontatenmmé (tout comme dans le cas de la
restructuration du collagene quasi-natif pour farmdes fibrilles), ou induite physico-
chimiquement ensuite stabilisé morphologiquememit(tomme dans le cas de la préparation
des hydrogels mixtes, atelocollagéne — hyalurodatesodium, diversement réticulés ensuite
transformés en cryo- ou vitri-gels). Dans le cadaddeuxieme maniere de rassemblement on
obtient des systémes pseudo-fibrillaires a strecttréguliére, le plus souvent chaotique. La
morphologie des différents systemes differe sigatfvement de celles des tissus natifs, mais
leur réactivité physico-chimique d’ensemble pets @brtée a des valeurs suffisamment proches
de celles des tissus qu’on veut remplacer. L'inolusdans des rapports molaires aussi réduits
gue possible, des especes chimigues non natuestiessentielle dans le réglage de la réactivité
des substrats destinés a la culture cellulaire ceragent ou adjuvant de la restructuration.
Ainsi, on assure d’une part une exposition maxingigle domaines de reconnaissance cellulaire
propres aux biomacromolécules, et d’autre part, nes&ructuration proche de la morphologie
native, ce qui permet d’atteindre une valeur opiégntke la densité volumique des domaines de
reconnaissance (exprimée en femto-moles par marba).

Dans le cadre de la these, nous étudions les mayebtention et de purification des
précurseurs bio-macromoléculaires nécessaireslapswite, a I'obtention de substrats ,cyto-
favorables”, ainsi que leurs modalités de génématib de caractérisation. Les méthodes de
restructuration auxquelles on en appelle sont daer@ghysico-chimique (la coprécipitation
contr6lée dans des mélanges binaires et terndmesdatollagene et d’hyaluronate de sodium),
ou chimique (la réticulation par des ponts molécesaa longueur minimale).

Tout en suivant les principes qui viennent d’&m®ncés, nous visons I'obtention et la
caractérisation physico-chimique de certains satsstsolides et réhydratables sous contrdle,
avec un niveau au dessus de la moyenne des sabagtatls, ou les biomacromolécules
participent a la formation de réseaux semi-integp®s, ou sont associées physico-
chimiguement (co-précipitation) ou réticulées clijogment en utilisant des composés
macromoléculaires de synthese. Les espéces chimifupliquées et les processus de

5



réticulation auxquels elles participent sont s@ectés de sorte que les rendements des réactions
soient aussi élevés que possible, mais que leditgsade résidus soient minimales, les produits

respectifs étant peu réactifs et faciles a negtabu a éliminer.

Les thématiques de la thése sont dans les domaisegentifiques suivants:
- la chimie des composés macromoléculaires diogigiaturelle;
- la physico-chimie des systémes biopolymeéres;

- l'ingénierie tissulaire.

Les objectifs de la these sont:

- L'étude des modalités d’extraction et de puafion des formes collagéniques
dénaturées de maniére minimale et a réactivitéGieet

- L’étude de la compatibilité et de la stabiliténd les mélanges d’atelocollagéne et de
polysaccharides.

- L'étude des effets du mélange et de la coprétiph dans des systéemes atelocollagéne
- polysaccharides.

- L'étude de la cytocompatibilité des substratstenbs a partir des mélanges

atelocollagene — polysaccharides.

Plan de déroulement des expériences dans le cadme ld théese

Objectifs Activités prévues

- Lisolement et la transformatio

>

préliminaire des sources tissulaires |de
collagene.
- La solubilisation sous assistance
enzymatique du collagéne fibrillaire de type
- g - I.

L'extraction et la purification des formes . . )

o ] ] - Lobtention de solutions colloidales
collagéniqgues dénaturées de maniere .
o d’atelocollagene
minimale _ _ _ o
- L’introduction de I'hypoimmunogénicité de
I'atelocollagéne solubilisé;
- L’élimination des fractions d’atelocollagéne
dénatureées.

- La purification des solutions colloidal

D
(2]

d’atelocollagene hypoimmunogeéne.
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Résultats potentiels

- L'obtention de cryo- et vitri-gels atelocollaggénes, en association avec des
polysaccharides.

- L’'obtention de structures microfibrillaires agées, a porosité contrdlable.

- L'obtention de films et de substrats compositesilagene-polysaccharides a

comportement rhéo-meécanique controlable.

Applicabilité finale des résultats

- La réalisation de substrats composites ,cytfables”, destinés aux études de
I'ingénierie tissulaire, a composante scléropratéigt polysaccharidique.

- La réalisation de substrats composites a roleedteurs pharmacologiques, destinés au
traitement des plaies cutanées et des brdlures.

- La realisation de substituts composites micunsirés de la matrice extracellulaire,
destinés aux contréles vivode l'agressivité physico-chimique des espéces phawlogiques,

de leurs intermédiaires et des composés de bioditipa obtenu# vivo.

Eléments d’originalité des études incluses dans these

- Le traitement (a la maniere d'un ingénieur) de formulation des mélanges
d’atelocollagéne et de polysaccharides, en vue 'detehtion de systémes colloidaux a
composition et a caractéristiques reproductibles.

- La technique de génération des mélanges d’'atdgene et de polysaccharides, par le
mélange intime des composants, simultanément @uldtion de la réticulation, pendant
I'écoulement turbulent a travers des tubes a digmétluit.

- L’évaluation physico-chimique et rhéologique,r pdes techniques avancées, des

caractéristiques des mélanges d’atelocollagene polysaccharides.

Problémes techniques a résoudre

- La purification avancée des composés macromigliges utilisés.

- L’assurance d’'un contenu minimal de sels dassstdutions colloidales et dans les
produits solides obtenus.

- L'établissement des gammes de concentrations leguelles I'atelocollagéne et les
polysaccharides peuvent étre mélangés afin de @édés systemes colloidaux homogénes ou
hétérogenes sous contrdle (uni- ou hétéro-phasiques

- L’établissement des formulations des mélangaislet contenant de I'atelocollagéne et

des polysaccharides.



- L’établissement de la méthodologie de conditenant biochimique pour I'assurance
de la survie cellulaire sur le substrat solide, ssauyogel, obtenu a partir des mélanges

d’atelocollagéne et de polysaccharides.
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Chapitre 1. Applications biomédicales du systeme dlagene

— polysaccharide

I.1. Composante collagénique

Les protéines sont des composés organiques macountares, a chaines exclusivement
linéaires, constituées d’acides aminés protéinagene

Le collagene est la plus abondante protéine straleturencontrée dans la matrice
extracellulaire (MEC). Celui-ci peut étre présetiéédeux points de vue:

1. du point de vue structurel, le collagene fait gade la famille des collagenes fibrillaires
qui présentent une structure secondaire;

2. du point de vue fonctionnel, le collagene a le rdk conférer résistance [1-3] et
d’assurer l'intégrité structurelle des tissus.

Le collagéne a toujours été considéré une prot@mgortante [4, 5], nommée aussi
scléroprotéine [6], grace a son abondance dangalisme humain et a ses applications
commerciales [7, 8]. Celui-ci représente la priat@pcomposante des tendons [9] et des
ligaments [10], étant présent dans la peau [1%]aleres, les cartilages [12] et la plupart des
matrices extracellulairgd.3], en proportion d’environ 25 — 30% du total ldemasse protéique
[14-16]. Cette unité protéique, si on se réferen@ molécule de collagene, est constituée de
trois chaines polypeptidiquesdeux chaines identiques, nomme®gd) et une chaine, nommée
a2(l) [17, 18], qui contiennent des séquences régété (G-X-Y) [19, 20], ou X représente la
proline et Y I'hydroxyproline [21, 22].

I.1.1. Niveaux d’organisation moléculaire des collgenes fibrillaires

Comme beaucoup de protéines, le collagene est mpas® macromoléculaire qui
présente quatre niveaux d’organisation (Figure énothmées: structure primaire, secondaire,
tertiaire et quaternaire [17].
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Figure 1. Niveaux d’organisation moléculaire duagéne fibrillaire.
[.1.1.1. Structure primaire

La structure primaire représente la structure dee lsle chaque protéine et présente le

nombre, le type, la proportion et I'ordre des asidminés dans la chaine polypeptidique [23].
Celle-ci est caractérisée par:

L’existence de liaisons peptidiques (-CO-NH-) emiféérents acides aminés [24];

L’existence d’'une succession (des seéquences biimedédes acides aminés dans les
chaines polypeptidiques) [25];

Elle détermine la structure tridimensionnelleaetdnction de la protéine [26].
I.1.1.2. Structure secondaire

le feuillet [25].

La structure secondaire d’'une protéine se réferglage régulier des régions de la
chaine polypeptidique. Les 2 types les plus comnaignstructures secondaires sont I'hédicat

[.1.1.3. Structure tertiaire

La formation de la structure tertiaire est le redutles interactions qui ont lieu entre les

résidus d’acides aminés des chaines polypeptidiquesant a la formation d’une structure sous
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forme de boule ou globulaire. La stabilité de csttecture est donnée par les types de liaisons
qui se forment:

- Des interactions hydrogéne qui s’établissent emgregroupement carbonyle C=0
(électronégatif) et le groupement NH- (électropf)siéntre 2 chaines polypeptidiques jointes;

- Des liaisons ioniques, réalisées entre les groupmmgolaires —Nk et —COO de
différents acides aminés. Le nombre des liaisongji®s est relativement petit, parce que la
plupart des groupements fonctionnels ionisésagissent avec les dipbles de I'eau;

- Des liaisons de type dipdle - dipble, établiesestds groupements —OH de la sérine et
de la thréonine, des forces de van der Waals (wesors électrostatiques faibles qui
s’établissent entre les radicaux hydrophobes);

- Des liaisons covalentes formées par des ,pontdfdisti (-S-S-) entre les radicaux de
cystéine [25].

[.1.1.4. Structure quaternaire

La structure quaternaire caractéristique aux pmetinatives représente le plus haut
niveau d’organisation moléculaire. La structuretguaaire représente I'association de quelques
chaines polypeptidiques identiques, nommées protsm@ui ont déja une structure primaire,
secondaire et tertiaire définie) dans un ensendge2(€¢) dénommeé oligomere. En fonction du
nombre de protomeéres (qui peuvent étre identiquedlitiérents) les protéines oligoméres

peuvent étre dimeres, trimeres, tétrameres [23].

1.1.2. Biosynthése du collagene

Comme toute autre protéine, les collagénes filméla sont biosynthétisés dans les
cellules fibroblastes du tissu conjonctif en detapés: intracellulaire et extracellulaire [27]. Le
processus commence dans les fibroblastes et Viedtt Bagrégation des fibrilles dans des fibres —
composantes de la matrice extracellulaire (MEC).[28

Les cellules fibroblastes ont un réle importantaatidans la synthese intracellulaire des
molécules de collagene que dans celle extracekul@i a lieu la formation des fibrilles et le
développement de la matrice extracellulaire spsudfia chaque type de tissu conjonctif. [29].

Ce processus de biosynthese impligue un nombre bitdielement grand de
modifications de co-translation et post-translgtieeaucoup d’entre elles étant uniques pour le
collagéne et autres protéines ayant des domairatiddes au collagene [30].
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1.1.3. Classification des formes collagéniques
Les formes collagéniques peuvent étre classifi@epaint de vue taxonomique en
fonction de:
1. la source d’'origine;
2. le degré d’écart de I'état natif des espéces célimyes;
3. la composante générale;
4. le niveau et le degré de structuration moléculaireupra-moléculaire.
La famille des protéines collagéniques est classién sous-familles en fonction de la
structure moléculaire et supramoléculaire, en 2.,
1. Collagene fibrillaire: types I, 11, 1, V et XI;
2. Collagene type réseau: types IV, Vil et X;
3. Collagene d’association fibrillaire: types IX, XKIV, XVI et XIX;
4. Collagéne transmembranaire: types Xl et XVII;
5. Autres types de collagéne.
En fonction de la structure chimique, les matériaakagéniques peuvent étre classifiés
en [33]: fibres de collagene, atelocollagéne, gallee natif, collagéne solubilisé, gélatine et

hydrolysats de collagéne.

1.1.4. Propriétés physico-chimiques des formes catjéniques

1.1.4.1. Propriétés mécaniques du collagene

Le comportement mécanique et physico-chimiquedlagene est di au dualisme de sa
structure, cristalline et amorphe. Ses propriétéécamiques contiennent des éléments
d’élasticité, viscosité et plasticité [34].

Les propriétés mécaniques des tissus de collagépendent beaucoup de la formation
des liaisons intermoléculaires croisées entre l@gcules de collagene des fibres [35].

Avec I'age, le collagéne subit des variations sgsives tres semblables d'un individu a
l'autre et d’'une espéce de mammiféres a l'autres Lariations comprennent une croissance
continue de collagene qui devient plus strictenoeganisé par la contribution des liaisons inter-
et intramoléculaires. Pour la plupart des espéeaégeloppement est considérablement ralenti

apres avoir atteint I'dge de la maturité.

1.1.4.2. Propriétés thermiques du collagene
L'influence de la température sur le collagéne nsanifeste par le phénomene de

contraction a une certaine température, nommeéeéenye de contraction. La contraction n’'a
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pas lieu brusquement a une température donnée craaisun processus lent qui peut étre prévu
dans le temps, au fur et a mesure de la rupturaissns intermoléculaires [36].

Dans un intervalle de température compris entret35C la déformation des fibres de
collagene a lieu et leur raccourcissement d'uis tiler leur longueur [34]. Par augmentation du
degré de gonflement du collagene, la températudiaction diminue, et par déshydratation,

elle augmente.

1.1.4.3. Biodégradation des collagénes

La biodégradation est une caractéristique imptetates collagéenes, parce que ce
processus mene a laffectation des propriétés diynmoe (poids moléculaire, liaisons
polypeptidiques, degré de gonflement, etc.)

Dans des conditions physiologiques normales, ddlagenes sont dégradés par les soi-
disant collagénases selon un processus qui s'effdentement et de maniere contrélée. Dans
différentes affections, la dégradation du collageset avoir des effets dramatiques.

Le processus de dégradation a lieu en trois étapes

- le gonflement du matériel a cause du contact avetlleu environnant;

- la pénétration de I'enzyme dans la structure dlagéhe;

- l'action catalytigue de I'enzyme sur la chaine pelptidique. La
collagénase a une capacité catalytique sur lamédgola triple hélice en état non dénaturé, a la
température et au pH physiologiques.

La présence de ces produits de dégradation enzymease quantifie par des méthodes

colorimétriques, viscosimétriques, microscopiquesioromatographiques.

1.1.5. Applications du collagene
L'utilisation du collagene comme biomatériau préseaussi bien des avantages que des

désavantages.
Avantages:

1. Disponible en abondance [37] et facile a purifier,[38] a partir des organes vivants (il
constitue plus de 30% des tissus des vertebres);

2. Biodégradable [39] et biorésorbable;
Non toxique [17] et biocompatible [40, 41];
Synergie avec les composantes bioactives;
Plastique biologique grace a la grande résistatadraction;

Il promeut fortement la prolifération des cellu[é§

N o g Mo

Hémostatique — promeut la coagulation sanguine [42]
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8. La biodégradabilité peut étre réglée par la rétican [43];

9. Facile a modifier afin de produire des matérielsihgatés par l'utilisation de ses
groupements fonctionnels [42];

10.Compatible avec les polymeres synthétiques [44];

11.Immunogeénicité réduite [45].

Désavantages:

1. Difficulté d’obtenir le collagéne pur de type | [46

2. Hydrophilie, qui méne au gonflement et une libémplus rapide [47];

3. Grand degré de dégradation, qui méne rapidememt pPeitte des propriétés
mécaniques, par l'ajout de cristaux minéraux ou lpacombinaison avec des polymeéres,
naturels d'une part, comme par exemple, I'élastteglycosaminoglycanes ou synthétiques,
d'autre part, comme des dérivés de méthacrylatpapliapplication de méthodes différentes de
réticulation [4];

4. Propriétés complexes de manipulation;

5. Réactions adverses, comme BSF (encéphalopathienébospongiforme) et la

minéralisation [47];

6. La structure hélicoidale du collagéne affecte laissance des fibroblastes, la
morphologie [40].

Le collagéne de type | a été largement étudié dotérentes applications biomédicales.
Beaucoup de techniques ont été exploitées pouerirnes structures nanofibrillaires vitro,
pour des constructions d’ingénierie tissulaire,t st polymeéres synthétiques ou naturels,
comme I'électrospinning, la séparation de phasawb-assemblage. [48].

Le motif principal pour lequel le collagene eslisé dans les applications biomédicales
est le fait que le collagene peut former des filvéssstantes et stables par auto-agrégation et
réticulation. [47].

Le collagene peut étre utilisé dans difféerentesaloes comme par exemple:

1. Stomatologie: la régénération parodontale, des matériaux de umedion, dents
artificielles.

2. Ophtalmologie: comme des greffes de remplacement de la cornéemdesiaux de
suture, lentilles, bandages, pansements, solutMmegueuses, des substituts vitreux ou
protecteurs pendant l'intervention chirurgicale, §49].

3. Chirurgie cardiovasculaire: prothéses vasculaires, composantes du coeuciaitifi

4. Applications du collagéne en pharmacie et cosmétigu vecteur de certaines

substances, cremes et émulsions a action d’hyunatat

16



5. Applications en orthopédie: greffes de tissu osseux, gels réticulés substiteitiquide

synovial, protheses de tendon et cartilage.

I.2. Composante polysaccharidique

Les polysaccharides, nommeées aussi glycanes, gpstittiés d’un ou plusieurs types de
molécules monosaccharidiques. Le monosaccharighiseecommun étant le D-glucose, mais a
part celui-ci les D-fructose, D-galactose, L-gabset D-mannose, L-arabinose et D-xylose

peuvent aussi exister [50].

1.2.1 Polysaccharides communs
1.2.1.1. Chitine et chitosane

La chitine et le chitosane sont des aminopolysa@més naturels qui possedent des
propriétés multidimensionnelles, des structuresques et des fonctions extrémement
sophistiquées [51]. La chitine est un des plus dhots polysaccharides [52] tout comme la
cellulose, pourtant a cause de son insolubilitésd&au, son utilisation dans de nombreux
domaines est limitée [53] Facilement obtenu padédsacétylation alcaline de la chitine (Figure
2) [54] en 1859, le chitosane est un polysacchacakonique (en milieu acide dilué) qui
contient des unités répétitives de 2-amino-2-dddxghicopyranose et 2-acétamido-2-deoxy-D-

glucopyranose [55], liées entre elles par desdiege typg(1—4) [56, 57].

CHa CHsy

D:< OH 0:-<

NH NH
,-..o@%?\(}m Q D%GM Chitine
NH

OH 0=< OH

CH,

l Chitine-Désacétylation

CH;
OH O=<
NH, NH
HO 0 HO
-0 g DHD 0 o 0 Chitosan
NH,
OH OH

Figure 2. La structure chimique idéale de la ckith du chitosane.
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Les propriétés biologigues comme la biodégradab[6], la non-toxicité [58], une
bonne biocompatibilité [59], I'activité hémostatey60], et antimicrobienne [61], attirent
I'intérét scientifique et industriel dans des donesi comme I'ingénierie tissulaire [2], I'industrie
pharmaceutique [9], cosmétique [62], I'agricult[B2], les systémes de libération contrélée de
médicaments [63], l'industrie textile [64], l'indue alimentaire, etc. [61, 65]. A part cela, le
chitosane posséde aussi des propriétés bactéiqostatet fungistatiques [66] qui sont utilisées
pour le traitement des plaies [67]. En plus, ldad@ine posséde des propriétés de bioadhésivité,
et ses dérivés sont biocompatibles et non toxigwes les tissus vivants [50, 68]. Grace a sa
bonne bioadhésivité, le chitosane a été utiliséc asecces en stomatologie, orthopédie,
ophtalmologie et dans les procédures chirurgidé@ps

Certaines des les applications médicales et phautigaes du chitosane sont sous
forme de lentilles de contact, bandages, peauicati€, sutures chirurgicales, membranes,
systemes de libération controlée de médicaments]170].

Avec le temps, les hydrogels a base de chitosaherauveé des applications comme
pansements pour brdlures, plaies, substituts temirperde peau, qui accélerent beaucoup le
processus de guérison et de cicatrisation par rapp® traitements standard.

Les membranes a base de chitosane ont éte utilesle rein artificiel, grace aux

propriétés de permeéabilité et de résistance gpliarel.

1.2.1.2. Acide hyaluronique (hyaluronate de sodiumHA)

Une composante importante de la matrice extrae@l&yloutre le collagene, est I'acide
hyaluronique [71]. Il a été isolé pour la premiéves de I'humeur vitré de I'oeil de boeuf en
1934 par Meyer et Palmer [24, 72]. Toutefois, phusl, il a été découvert dans tout le corps,
surtout dans la matrice extracellulaire (MEC), ilguide synovial, le cordon ombilical, mais
aussi dans le tissu cérébral [73].

L’acide hyaluronique(HA) est un polymére naturel linéaire [74, 75], yaolionique,
composé de 2000 — 25000 unités disaccharidiquasessives [76] d’acide D-glucuronique et
N-acetyl-D-glucosamine unies par des liaisons adtes3-(1—3) etp-(1—4) glycosidiques [77]
(Figure 3), qui lui conferent un caractere hydrdmhet hydrophile [78-80].
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Figure 3. La structure chimique du hyaluronateabisn.

Grace a ses propriétés (non-toxique, biocompaiiile 82]), I'acide hyaluronique est
utilisé principalement en ophtalmologie (chirurgazulaire, substituts vitreux, gouttes),
rhumatologie (traitement de l'arthrite [83]), traatologie, dermatologie (kératoses actiniques,
pansements cicatrisants), odontologie (traitemenagériodontite), etc. Il est utilisé en tant que
biomatériau viscoélastique en cosmétique gracegiasale capacité de rétention de I'eau, mais
aussi dans les systémes a libération controléeétbcaments grace a sa biodégradabilite. HA
est impligué dans la migration et dans la différatan des cellules, et c’est la premiére
macromolécule qui apparait dans les MEC au cours déparation du tissl’ajout de HA

promeut la division cellulaire dans les fibroblasteimains [1].

[.2.1.3. Gomme gellane
La gomme gellane est un polysaccharide extracekulanionique, produit par la
fermentation dePseudomonas Elodedl a été décrit initialement par Moorhouse et ses
collaborateurs [84], comme étant formé de quatieésimépétitives d@¢-D-glucose,f-D-acide
glucuronigue eti-L-ramnose en rapport de 2:185] (Figure 4).
Ac

CH, CO O-M+ CH,OH

Yol oty

O Gly OH OH

a

CHOH CO O-M+ CH,OH

OH OH OH
b

Figure 4. La structure chimique du gellane.

19



Les solutions de gomme gellane forment des gefgésence de cations polyvalents. Ces
propriétés ont été exploitées dans 'industrie ptaeutique et biomédicale pour la libération
contrdlée de médicaments. La stabilité mécanigsegeés réticulés ioniquement est assurée par
les cations bivalents, comme celles de calcium. [86]

Oliveira et ses collaborateurs ont démontré quéyesogels a base de gellane sont bien
adaptés pour le soutien du développement condroerdelli et ses collaborateurs ont
démontré que le gellane en mélange avec la polgzgone est un matériel adéquat pour
l'ingénierie tissulaire [87].

1.3. Modalités d’association des protéines (du calfene) avec les polysaccharides
Les types de liaisons qui peuvent exister entre neslécules de protéines et

AN

polysaccharides sont les liaisons covalentes, ¢alyit obtenu étant un "conjugué" fort et
permanent [88-90] ou les interactions non-covatenf@teractions électrostatiques et/ou
hydrophobes, exclusion stérique, interactions hyene, etc) [91].

Les mélanges protéines-polysaccharides peuvenindnencés par 4 facteurs: le pH, la
structure des composants [92], la force ionique eapport de mélange.

La production et l'utilisation avec succés des matg& obtenus a partir de mélanges de
protéines-polysaccharides supposent que leurs iptépr incluant les interactions
intermoléculaires, la miscibilité, la morphologig@ compatibilité, soient bien connues [93].

Les mélanges de protéines amorphes et polysacebapduvent étre produits par le
mélange des solutions de biopolymere par desséctigpudvérisation ou par refroidissement
rapide et enlevement de I'eau, c’est-a-dire lyagilon. Les solutions mixtes de biopolyméres
sont, d’habitude, instables; aprés la préparatongénéral ils ménent a séparation de phases a
cause de l'incompatibilité thermodynamique. Ce pinééne est le résultat de certaines barrieres
d’enthalpie et d'entropie causées par la dimenstofincompatibilité chimique de différents
biopolymeéres [94].

Les interactions majeures non-covalentes entre&jmes et polysaccharides sont:

> Interactions électrostatiques. Cette interactidnimportante pour les biopolymeres qui
ont une charge électrique dans les conditions ®&aht utilisés (pH et force ionique). Elles
peuvent étre attractives ou répulsives, en fonctionfait si les charges des groupements
impliqués ont des signes différents ou similaires.force de ces interactions diminue avec
'augmentation de la force ionique.

» Exclusion stérique. Le volume relativement grandupe par beaucoup de biopolyméres

en solution signifie que les effets d’exclusionrigigée sont importants. Plus exactement, il y a
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une réduction de I'entropie de mélange du systeraeega la réduction du volume disponible
pour I'occupation par les molécules de biopolymeres

» Interactions hydrophobes. Cette interaction estoim@mte pour les biopolymeéres en
solution aqueuse qui ont des groupements non-pela@t se manifestent comme une tendance
pour les groupements non-polaires a s’associamssvec les autres.

> Interactions hydrogene. Cette interaction est irigmte pour les biopolyméres qui ont
tout au long de la chaine des segments qui peufentier des interactions hydrogéne
relativement fortes avec les segments d’autres aul@s, par exemple, par l'intermédiaire des
structures hélicoidales [95].

L’importance relative de ces interactions, dansysteme particulier, dépend du type de
molécules de biopolyméres impliquées (par exenmel@oids moléculaire, la densité vis-a-vis
du pH, la flexibilité), la composition de la solui (par exemple, le pH et le pouvoir ionique) et
les conditions de milieu environnant (par exemfdetempérature). Par la modulation de ces
parametres, le contréle des interactions entredbyaperes devient possible, et, par la suite, la

création d’attributs fonctionnels différents damssysteme.

l.4. Applications des systéemes protéines — polysaearides

Les mélanges de collagéne, un matériel biologigyeigué comme biomatériau dans le
domaine de la médecine, avec des polymeres syiiledtiou naturels, peuvent trouver des
applications intéressantes pour le développementrdgériaux qui nécessitent un certain niveau
de conductivité électrique [96], comme par exengaes la stimulation de I'ostéoconductivité,
la régénération des nerfs ou 'hémocompatibilité dematériaux par la modification de la
surface [47, 97].

Le collagéne est un biomatériau important et, geces propriétés, il est utilisé sous
forme de prothése, tissu artificiel, systemes a@réibon contrélée de médicaments, cosmétique,
etc. [47].

Les mélanges collagéne—chitosane sont utilisés a grande échelle comme
biomatériaux dans les domaines pharmaceutique eical§[98, 99]. lls sont préparés par
réticulation [100] ou lyophilisation [101]; cepemdal’obtention des mélanges se réalise a
I'échelle macroscopique [9].

Lin et Liu [102] ont constaté que pour un mélangépdnges qui contiennent du
collagéne et hyaluronane, la résistance mécaniglee leostabilité sont plus grandes que pour

les composants du mélange pris individuellement.
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Par ailleurs, Pietrucha a montré que l'implantatiime matrice composée de collagene
et hyaluronane dans des affections craniennesatiesdémontre une bonne biocompatibilité et a

prouvé un plus grand potentiel ostéoconductif [103]
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Chapitre Il. Obtention des hydrogels a base de capene et

des polysaccharides

I1.1 Introduction

Les hydrogels sont des réseaux homopolymeres oolytnpres [104] hydrophiles
tridimensionnels [105, 106] qui ont la capacitébd@arber des quantités considérables d’eau
[107, 108] ou de fluide biologique [109] de 10-20%40] jusqu’'a 80-90% par rapport a leur
masse seéche, sans dissolution [111] ou perte detwte tridimensionnelle [112], en leur offrant
des caractéristiques physiques similaires auxgissaus [113, 114].

Le maintien de ces structures est di aux liaisonades aprés la réticulation de type
chimique (covalentes) ou physique (réversibiles)ecles chaines polyméres hydrophiles [115].

Les hydrogels sont une classe prometteuse de omat, parce qu’ils peuvent étre
facilement adaptés afin de produire les propriéésaniques et chimiques souhaitées qui se
ressemblent avec celles de la matrice extracakulative et présente une grande perméabilité
pour I'oxygéne, les nutriments, et autres métapsliolubles dans I'eau [115].

II.2. Classification des hydrogels
La classification des hydrogels peut étre fait@ldsieurs points de vue:
du point de vue morphologique;
en fonction de la nature des groupements latéraux;
en fonction des méthodes de préparation;
en fonction de la structure physique des réseaux;
d’apres la nature du matériau polymere;
en fonction de la dimension des pores;

en fonction des forces impliquées dans la constmiclu réseau;

© N o g s~ w D PRE

en fonction de I'’évolution dans I'organisme.

[1.3. Méthodes d’obtention des hydrogels
Les caractéristiques et les applications potenssealles hydrogels sont toujours corrélées
avec leurs méthodes d’obtention. Les hydrogels @augtre autant obtenus par des méthodes

chimigues que physiques.

[1.3.1. Obtention des hydrogels par réticulation climique
L’obtention de gels réticulés chimiquement peu éfalisée par [116]:
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1. Reéticulation par polymérisation radicalaire, paremyple, des groupes méthacrylate
attachés aux polymeres hydrophiles;
2. Réticulation avec des radiations de haute énergie;
3. Réticulation par le biais d’enzymes;
4. Réticulation par I'intermédiaire des groupementsctfmnnels:
a. Réticulation avec les aldéhydes;
b. Réticulation par réactions d’addition;
c. Réticulation par réactions de condensation.

[1.3.2. Obtention des hydrogels par réticulation plysique
L’obtention de gels réticulés physiqguement pele &talisée par [116]:
1. Réticulation par des interactions ioniques [117]
2. Réticulation physique des hydrogels par I interraigd des copolymeres
a bloc amphiphiles et des copolyméres greffés;
3. Réticulation par cristallisation:
i. Cristallisation dans des systemes homopolymeres;

ii. Réticulation par formation de stéréocomplexes.

Il.4. Propriétés des hydrogels
Pour des applications biomédicales et pharmaceasjgies hydrogels biodégradables

doivent présenter une série de propriétes, telles q

I1.4.1. La capacité d'absorption/incorporation de fuides

La capacité de rétention de I'eau des hydrogelsargipen principe a cause de la
présence des groupements hydrophiles, par exesplrdoupements amino, hydroxyl, carboxyl
des chaines de polymeres [118].

Cette propriété peut étre décrite a I'aide de |&pun suivante:

Qn=25"" (59 (90)
rnd

ou:

Qm — degré de gonflement;

ms — la masse de I'hydrogel gonflé;

mq— la masse de I'hydrogel sec.
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Le processus de gonflement est influencé parinsrfacteurs:

1. la quantité de réticulant — lorsque la quantitérééculant augmente, le gonflement
diminue et en méme temps mene a une diminutionétkesticité du réseau de polymeéres et
implicitement a une diminution de la capacité defgonent [119];

2. la structure chimique du polymeére (la porosité) tpafflecter aussi le gonflement des
hydrogels. Les groupements hydrophobes collapsepr&sence de I'eau, en minimisant ainsi
leur exposition a la molécule d’eau par rapport Ayatrogels qui contiennent des groupements
hydrophiles [120];

3. la force ionique —[120];
le pH affecte le gonflement des hydrogels [121];
la température [121];

les paramétres du réseau;

N o 0o k&

les techniques de séchage [122].

11.4.2. Biodégradabilité des hydrogels

Le processus de dégradation peut étre provoquéigiment ou biologiquement, en
fonction du type d’agent qui agit catalytiguemeunt & chaine polymere. La biodégradation
dépend de I'action dégradante des microorganisates, spécial des enzymes, sur les chaines
polyméres. La biodégradation affecte les propriéfém hydrogel par I'action directe sur la
chaine, en affectant les liaisons chimiques, latafinité, le poids moléculaire, le degré de
gonflement, etc. Le degré de biodégradation desoggds est posible a poursuivre seulement

dans le cas des hydrogels a base de polymeregisatysolymeres biodégradables.

I1.4.3. Cytotoxicité

La cytotoxicité représente une propriété esseatieies hydrogels. On l'étudie en
présence d'une culture cellulaire [121, 123]. Aidgchantillon a analyser est immergé pour
une période de plus de 7 jours dans une cultureelig@es. La viabilité cellulaire se détermine
d’apres quelques standards (standard MTT assaypdte l'aide d'une solution MTT se réalise
a 37C et sous une concentration de Qi@ 5%, en absence de la lumiére. Pendant l'inmrbat
la solution jaune de MTT se transforme en cristasolubles violets, fait qui est possible en
présence de I' enzyme mitochondrial déhydrogénaset®e par les cellules vivantes et viables.
Apres la solubilisation on lit 'absorbance surbase de laquelle on détermine le nhombre de

cellules vivantes, en utilisant de la solution denmmere comme référence [119].
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I1.4.4. Perméabilité

Cette propriété des hydrogels est determinée pafainent par I'hydrophilie et par le
degré de réticulation. La perméabilité est tresartgnte dans le cas des systémes a libération
contr6lée des principes biologiquement actifs etsdie cas des systémes profilés comme
membranes. Une autre application pour laquelles gathpriété est trés importante concerne les

bandages cicatrisants qui devraient assurer I'axgtijeén du tissu.

11.4.5. Adaptabilité aux procédures de stérilisatio

Dans le cas des hydrogels biodégradables utilisgsne systemes implantables cette
propriété est tres importante. La modification gsté&me doit permettre une voie facile de
stérilisation de ces systemes, toutefois le prasesie stérilisation ne doit pas altérer les

propriétés fonctionnelles du systéme.

I1.5. Applications biomédicales des hydrogels

Gréace a leur capacité de retenir une quantitéfgigtive d’eau[124], les hydrogels ressemblent

assez bien aux tissus naturels vivants, ce queles utiles pour une large gamme d’applications
biomédicales [109], comme les systemes a libératontrolée de meédicaments [125],

l'ingénierie tissulaire [126], les lentilles de ¢tact [121], les implants cornéens [114], les
couvertures synthétiqgues pour le soin des plai@g][lles biocapteurs [128], les matériaux
dentaires, implants, systemes injectables de pabsnénatériaux hybrides (encapsulation des

cellules vivantes) [118].

[1.5.1. Applications ophtalmologiques: lentilles de contact, implants oculaires, subsitdt

corps vitre.

11.5.2. Systemes a libération contrélée de médicamts

[1.5.3. Pansements pour les plaiestes pansements stériles Neoheal et Burntec, bandage

Aquacel.

11.5.4. Hydrogels pour I'ingénierie tissulaire
Une branche importante de la médecine est repéssear I'ingénierie tissulaire grace a
sa capacité a réaliser des substituts avec desgiéspsimilaires aux tissus natifs [129]. Le but

principal de ces applications est la restauratientretien et/ou 'amélioration des fonctions des
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os, des cartilages, des tendons, des ligaments, geau, des vaisseaux sanguins et des valves
cardiaques. Un role important dans l'ingénierisulairein vitro est joué par les constructions
"scaffold" avec le réle de soutenir 'adhésionpigration, la différenciation, la prolifération des
cellules. Pour la fabrication des hydrogels utdis@ns I'ingénierie tissulaire tant des polymeres
synthétiques (polyuréthanes, poly(oxyde d'éthylengdly(alcool vinylique), poly(acide
acrylique) que naturels (agar, alginate, chitosanagéne, gélatine, acide hyaluronique, etc.)
ont été utilisés.

Les propriétés physiques spécifiques pour de tebgplications incluent les
caractéristiques mécaniques, tout comme le compertea la dégradation. Dans les hydrogels,
ces propriétés sont décrites par les propriétémsggues du polymeére et les caractéristiques de
réticulation (par exemple la quantité, le typeadimension des molécules réticulantes), tout
comme les conditions de milieu environnant [130h Béme temps ces hydrogels doivent
accomplir aussi d’autres fonctions cellulaires camiadhésion, la prolifération et la
différenciation cellulaire.

Les caractéristiques principales de ces hydrogéildeg rendent toujours plus attirants
pour de telles applications sont [119]:

a. la facilité de transformation des polymeres;

b. les propriétés des hydrogels peuvent étre adaptsetacilement;

c. les polyméres résorbables, comme l'acide polylaetigPLA), I'acide
polyglicoligue (PGA), et leurs copolymeres (PLARGA,PLGA) ont été utilisés pour des
applications biomédicales depuis longtemps. La odhde stérilisation reste toutefois un

probleme important de ces hydrogels [131].

I1.5.5. Applications des hydrogels dans lindustrie alimentaire: membranes, différentes

formes d’adjuvants.

11.5.6. Applications des hydrogels en agriculturebio-fertilisants.
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Chapitre Ill. Matériaux et méthodes

[1l.1. Extraction et Purification de I'atelocollagéne

Le processus d’extraction et de purification denktiere premiere (le collagene) du tendon
de jeunes bovins, a été réalisé et breveté dame taiioratoire [132,133] en parcourant les
étapes suivantes:

- la transformation préalable des tendons, en vuelede stérilisation et de leur
stabilisation, afin d’assurer leur stockage temperamais aussi d'éviter l'altération et /ou
I'attaque bactérienne ou fongique;

- le défibrage physico-mécanique des tendons, paéstructuration des épi- et des endo-
tendons, suivie par la séparation et I'éliminatitume grande quantité d’élastine;

- le défibrage physico-mécanique des tendons, pppli@ation successive de quelques
chocs alternatifs, hyper- et hypotoniques, puisgdelques chocs osmotiques induits par des
sauts de pH dans des conditions de tampon danada {goélectrique et respectivement loin de
celle-ci, suivie par I'hydrolyse enzymatique destpmes dépourvues de collagene, I'élimination
des débris tissulaires et, finalement, des glycosagiycanes;

- la solubilisation enzymatique du collagéne et lttiton de l'atelocollagéne brut, en
utilisant de la pepsine et en appliguant des tretgs physiques de étirage et d'ultrafiltration,
afin de générer, finalement, une solution collcddal’atelocollagéne, auprés de formes
collagénique diversement altérées par dénaturatibgdrolyse partielle;

- I'élimination du potentiel immunogene de l'ateldegiene, par traitement alcalin
énergique, dans des conditions de protection cdiftyerolyse des groupements amide des
restes d’acides aminés latéraux, par I'agglomératia milieu aqueux avec des polymeres
inertes [poly (éthylene glycol)];

- la purification primaire de la solution colloidatatelocollagéne, par précipitation
sélective répétée et remise en suspension darsollg®ns avec des caractéristiques imposées,
qui sont ensuite soumises a la étirage, a l'ultrafion et a la diafiltration, avec le changement
répété du milieu aqueux;

- la purification avancée de la solution d’ateloogéiae hypoimmunogéne, soldée avec
I'obtention de I'atelocollagéne biologiquement-§atin appliquant un ou plusieurs processus de
micro-fibrillation contrblée, par lesquels nousl@s® juste la fraction d’atelocollagéne capable
de reconstitution; finalement, nous appliguons ddsages, des ultrafiltrations et des

diafiltrations répétées a la solution d’atelocaoliag biologiquement-actif afin d’éliminer toutes
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les fractions protéiques, les espéces chimiquks éinpuretés indésirables ou a effet parasitaire
dans les applications visées;

- le conditionnement chimique et biochimique de latellagene biologiquement-actif
par lintroduction contrblée dans le systeme cdibi de certaines espéces micro- et
macromoléculaires en concordance avec la gammeldapons visée; nous ajoutons aussi des

composants qui vont assurer le stockage et le raairdans le temps de la stérilité du produit.

[1l.2. Obtention de la solution standard d’atelocolagéne, d’hyaluronate de sodium et de
gellane

Afin d’étre utilisées avec succes dans nos expeéegnles solutions d’atelocollagene,
d’hyaluronate de sodium et de gellane ont été staskes de la maniére suivante:

1. Afin d’obtenir la solution standard d’atelocollageéoontenant 1 g/L de substance seche,
la solution colloidale initiale a été soumise &illration avec onze volumes de HCI 0,001 N a
la température de 6 (pour I'élimination compléte des sels) étant, uites soumise a la
lyophilisation. La forme solide obtenue a été rediss dans une solution HCI 0,001 N et
centrifugée pendant 30 minutes 8Gta une vitesse de 3600 rotations/minute. Le seazga
été récupére et ultrafiltré a l'aide d'une membm@mda 00 kDa, et ensuite diafiltré contre onze
volumes de HCI 0,001 N a 1%. Finalement, la solution colloidale d’atelocolag a été
concentrée a 1 g/L en substance séche, par utatiih, sur une membrane de 100 kDa.

2. Avant d'étre utilisé, I'hyaluronate de sodium a digésous lentement dans de I'eau bi-
distillée a température ambiante, puis la solubbtenue a été soumise a la filtration sur une
membrane d'ultrafiltration dont la taille des poest de 0,2 microns. Ensuite elle a été diafiltrée
contre cing volumes d’eau bi-distillée. La solutidituée a été lyophilisée, et la poudre obtenue
a été redissoute dans de I'eau bi-distillée, etrss@l ensuite a l'ultrafiltration sur une membrane
de 100 kDa, suivie par une diafiltration contre @mplumes d’eau bi-distillée. La solution finale
a eté centrifugée pendant 30 minutes a 3600 rotdtion, et le surnageant a été concentré
jusqu’a une concentration de 1 g/L en substandeegear ultrafiltration a l'aide d'une membrane
de 100 kDa. La masse molaire équivalente du hyahieo dans la solution finale a été
déterminée par SEC (ML303 kg/mol, indice de polydispersité de 1,96).

3. Tout comme dans le cas des autres composanteslldagya été dissous dans de I'eau
bi-distillée, au bain marie, et la solution diliee@té refroidie a 25 °C. La solution obtenue a été
filtrée sur une membrane d'ultrafiltration a potésde 0,2 microns. Aprés quoi elle a été
soumise a la diafiltration contre onze volumes aletion de triméthylamine dans de I'eau bi-
distillée a une concentration de 12,5% g/L. La sotuobtenue a été séchée par lyophilisation,

et la forme solide obtenue a été dissoute lenterdans de I'eau bi-distillée a 25 °C, afin
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d’obtenir un systéme colloidal. Apres centrifugatpendant 30 minutes a 3600 rotations/min, le
surnageant a été ultrafiltré sur une membrane de kD, et ensuite diafiltré contre onze
volumes d’eau bi-distillée, a 25 °C. La solutiortestue a été centrifugée a nouveau dans les
mémes conditions, puis le surnageant a été finalem@ncentré a une concentration de 1 g/L
substance seche, par ultrafiltration sur une menebde 100 kDa. La masse molaire équivalente
du gellane natif dans la solution finale a été mhditece par SEC (W 3428 kg/mol par
extrapolation, avec un indice de polydispersitd @®).

Les processus d'ultrafiltration et de diafiltratiamt été effectués en régime de flux

tangentiel, en utilisant un systeme Vivaflow 20@ar{8rius).

[11.3. Caractérisation du sol d’atelocollagene
Le but de cette caractérisation est de déterngnantitativement les composants. La

solution colloidale obtenue a été caractériséecggrmhinant:

1. le contenu de substances minérales totales (peingabn jusqu’a poids constant), étant
de 0,335%

2. le contenu d’'azote (par la technique Kjeldahl) pootre sol étant de 14,06;

3. le point isoélectrique (par titrage acido-basiqupae turbidimétrie) étant de 7,8;

4. la masse molaire (par €lectrophorése et chromaibgrgpar perméation de gel). Les
deux méthodes ont fourni environ la méme valeulad®@asse molaire; 286kDa dans le cas de
I'électrophorese, et 293kDa déterminée par SEQ @étdice de polydispersité de 1,21.

l11.4. Obtention d’hydrogels a base de collagene ate collagéne-polysaccharide

En vue de I'obtention des hydrogels, la solutioatelocollagene a une concentration de
6 mg/mL est préparée a partir de collagéne lyogditiar dissolution dans une solution 0,1 M en
NaOH, ajoutée goutte a goutte, tout en suivantlaur du pH de la solution qui doit se situer
aux environs de 10,2. Ensuite la solution d’atdlageéne est introduite dans le systeme de
seringues S1-S2 et pompée alternativement, énemiept, environ 20-30 fois (I'installation
utilisée est présentée dans la Figure 5). Paetinédiaire de la seringue S3, on introduit dans le
systeme l'agent de réticulation, formé par le mgéad,4-butanediol diglycidyl éther avec un
tensioactif cationique, le bromure de tétrabutylanmm. Les seringues "transporteuses” sont
lies par l'intermédiaire d’'un tube qui est immedghs un bain d’eau glacée, pour protéger le
groupement oxirane (époxy), dont la réactivité aegi® beaucoup en méme temps que la
température. L'opération a basse température aksuéaction lente du cycle oxirane avec les
groupements amine et acide latéraux, menant a @iteane uniformité de I'hydrogel obtenu.

Le mélange formé est ensuite extrait du systemgodgage — dosage par l'intermédiaire de la
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seringue S4, et il est thermostaté pendant 90 esnaula température de°82 aprés quoi il est

maintenu dans le frigidaire, pendant la nuit (emvit2 heures).

Crosshnker
injection syringe

A L}
&3 |
Transport Transpaort
syringa 1 syringe 2
—le B

Sample extraction
syringe

lce bath

Figure 5. L'opération de pompage - dosage utilisé préparer des hydrogels.

En vue de I'obtention des hydrogels binaires, atdlagene et hyaluronate de sodium,
nous avons préparé une solution colloidale d’atdlagene avec les mémes caractéristiques que
dans le cas des hydrogels a base de collagénta Salution ainsi préparée nous parsemons une
guantité d’hyaluronate, cependant on laisse leésyst s’humecter uniformément. Apres
’humectation compléte de I'hyaluronate, nous mé&ns la composition lentement, tout en
evitant la formation des bulles d’air. Nous laissomaturer le mélange obtenu pendant 3 heures,
a 4°C, aprés quoi nous l'introduisons dans le systémsatingues S1-S2 et nous appliquons
ensuite la méthodologie de mélange et réticulatiéarite pour lI'obtention des hydrogels

atelocollageniques.

l11.5. Méthodes de caractérisation des hydrogels dbnus
Les hydrogels obtenus ont été caractérisés du geintie physico-chimique en utilisant

les méthodes suivantes:

- degré maximal de gonflement »Q (%);

- capacité de chargement des hydrogels avec du meéeinta

- capacité de libération d’'un médicament;

- Microscopie Electronique a balayage (Scanning Edadvlicroscopy, SEM);

- Spectroscopie RAMAN;

- Résonance magnétique nucléaire;

- Analyse thermique:
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v’ calorimétrie différentielle a balayage;
v/ analyse thermogravimétrique;
- tests de biocompatibilité;

étude rhéologique des solutions de collagéne gspotharides des hydrogels obtenus:
v’ étude rhéologique des solutions diluées de collagést de
polysaccharides;
v étude rhéologique des hydrogels obtenus a baselldgeéne et de
polysaccharides;
- étude des équilibres de phase dans les solutiooslidgene et polysaccharides:
v/ évaluation par turbidimétrie de la compatibilité;

v’ élaboration des diagrammes de phase.
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Chapitre 1V. Obtention des mélanges reproductibles

d’atelocollagene et de polysaccharides

Dans le but de préparer des mélanges stablesretitagpibles a long terme, nous devons
étudier tant les recettes que les procédures gmaaion des mélanges dilués initiaux. Dans ce
qui suit nous allons vous présenter quelques tqakesi qui fournissent les conditions de

formation des mélanges, ainsi que les parametréskl de ces processus.

IV.1. Investigation par turbidimétrie des solutionscolloidales des biopolyméres naturels

Dans les solutions colloidales aqueuses, les bjopaks (atelocollagéne, hyaluronane et
gellane) présente tant des intra- que des intercag®ns au niveau moléculaire, grace aux
modifications de température, de pH et de commusithimique [134-136]. Les processus
d’agrégation peuvent étre investigués par des rasdurbidimétriques, ou par absorption de la
lumiere a différentes longueurs d’ondes spécifiqasds].

Ces études ont été réalisées par titrage turbidopét des solutions d’atelocollagene,
hyaluronate de sodium et de gellane standardiS@eges les déterminations ont été realisées a
la température ambiante a I'aide d’un titrateuroendtique (DMS Titrino716, Metrohm) et un
turbidimetre a fibre optique (PC 900, BrinkmannpuP le processus de titrage nous avons
utilisé des solutions d’hydroxyde de sodium et lachlorhydrique 0,1N en partant du pH de
la solution colloidale jusqu’a pH 2 et respectiveink2.

Dans la Figure 6 on peut observer les courbegrdgé turbidimétrique pour les

biopolymeres étudiés en milieu acide comme en mbigsique.
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Figure 6. La représentation des courbes de tippage I'atelocollagéne, le hyaluronate de
sodium et le gellane. Les lignes verticales repréesd la valeur initiale du pH de chaque

solution.

L’amplitude des variations de turbidité differe rafgcativement entre les trois
biopolyméres naturels étudiés. Nous avons enrégiste augmentation importante dans le cas
du hyaluronate de sodium, dont la valeur se sitwe @nvirons de pH=4. En revanche,
I'atelocollagéne présente une évolution espérémudidité, les augmentations étant associées
aux domaines de pH a faible solubilit¢ (comme &me isoélectrique). De maniére
surprenante, trois domaines de croissance ont &8 en évidence dans [I'évolution
turbidimétrique de la solution de gellane pendantittage. Cette ultime observation pourrait
étre associée aux manieres différentes d'empiledemnthaines de gellane natif, en corrélation
directe avec le degré d’hydratation des agrégats.

Dans le but d’assurer un mélange intime de l'atdlagene avec de I'hyaluronate de
sodium et/ou de gellane, il faut choisir les doreaime pH qui présentent tant une grande
solubilité individuelle que de la solubilité réapgue corrélée.

Le gellane est le composant qui impose les pluadgs contraintes, si 'on a en vue
I'intervalle limité de solubilité (il est solubleua valeurs du pH plus grandes de 5, dans de I'eau

bi-distillée ou dans des tampons organiques, mais pas dans de tampons salins). Les
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domaines excessifs de gélification du gellane @asds de la valeur de pH 10) doivent étre
évités aussi.

En comparant les courbes de titrage représentéeslda-igure 6, on constate que, la
gamme de pH comprise entre 5 et 9 parait étreus fpisable. Grace au fait que, pres du point
isoélectrique de l'atelocollagéne, le processustd-@association peut étre promu, le domaine de
pH compris entre 8 jusqu'a 9 reste le plus faisabld’'on veut que dans le produit final on

obtienne une morphologie fibrillaire.

IV.2. Etude rhéologique des solutions diluées dedpolymeres naturels

Les mesures rhéologiques ont été effectuées asantille viscosimétre Ubbelohde de
type OA, Ia, lla et Ill (avec un volume de 7,7 4 0L et une longueur du capillaire de 90 mm),
placé en bain thermostaté, a différentes temp@&stunaintenues constantes sur toute la durée
des mesures. Les temps d’écoulement des solutiinét® déterminés, a chaque fois, apres 10
minutes de thermostatation.

Pour ces déterminations nous avons préparé deasosshimeres de concentration égale a
0,40 g/dl a partir des solutions standardiséeseldabllagéne, d’hyaluronate de sodium et
gellane, tout en utilisant pour ces mesures une dérdilutions de 0,32, 0,26, 0,22, 0,18, 0,14.
0,10, 0,06, 0,02, 0,01 g/dl préparées par ajowddla-distillée. Toutes les solutions diluées ont
été soumises a la maturation pendant 12 heures!G &t ensuite elles ont été séparées et
soumises a la thermostatation a la températurgés5di. Les mesures ont été réalises aux
températures de 17, 20, 25, 30 ef’B5Pour les solutions diluées d’atelocollagénemesures
ont été réalisées aussi a°@) afin de mettre en évidence I'effet de dénatarathermique.

La conformation des chaines macromoléculairesuetrigidité peuvent étre estimées sur
la base de mesures rhéologiques [138]. La Figym&gente comparativement la dépendance de
la viscosité intrinséque en fonction de températieesysteme de coordonnées utilisé ghdar
rapport a 1/T), permet I'estimation de la flexitéldes chaines de macromolécules sur différents

intervalles de température [139].

37



3.8

3.6 T
3.4 A
3.2 A . 0.43
5
'S 3.0 A
28 | 35°C
225°C
0.72 20.4°C
2.6 A
B Gellan, In[n] vs. 1T
2.4 4 40°C : ® Atelocollagen, In[n] vs. 1/T
A Hyaluronan. In[n] vs. 1/T
2-2 T T T T
0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

1/T,°c™

Figure 7. Variatiorde Inj] pour les solutions diluées d’atelocollagene, dlnyonate de sodium
et de gellane en fonction de température.

Le gellane présente la plus grande variation (pme pente normée de 0,33, aux
températures inférieures a°€8et une de 2,9 aux températures supeérieures &uwk sne
augmentation d’environ neuf fois). L’hyaluronate stelium présente la plus petite variation de
la flexibilité de chaines en fonction de tempémt(ume augmentation d’environ 1,7 fois, aux
environs de la valeur de 20), pendant que l'atelocollagéne est placé dans gamame
intermédiaire de 2,4 fois, avec un seuil autouladealeur de 22C.

Pour obtenir des mélanges intimes en état collpidalflexibilité des chaines des
macromolécules des composants doit étre aussi @ possible, et la variation en fonction
de température doit étre similaire, aussi. C'estalaon pour laquelle, dans le cas de mélanges
d’atelocollagéne avec de I'hyaluronate de sodiulmuegellane, la température de travail devrait
étre maintenue dans un domaine inférieur‘&20

Les Figures 8 et 9 identifient et précisent lesrvalles de concentrations faisables qui
assurent le mélange favorable de I'atelocollagévec ale I'hyaluronate de sodium ou du

gellane.
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Figure 9. Le domaine de concentration optimal peunélange homogéne des solutions

d’atelocollagene et gellane.

Dans les représentations graphiques on peut olvsged'intervalle de mélange le plus
reproductible dans le cas de l'atelocollagene d¥s@luronate de sodium est compris entre
0,09-0,15 g/dl, cependant pour I'atelocollagérie gellane il est de 0,05-0,07 d/dl.
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IV.3. Diagrammes de phase binaires entre I'ateloclalgéne et I'hyaluronate ou le gellane

Les diagrammes de phase sont utiles pour décaghguement "le sort" des mélanges,
par la fourniture de la gamme de concentrationsad@sposantes qui génerent des systémes
stables d'un point de vue de la thermodynamigyghgsiquement homogenes, ou, par contre,
qui présentent des séparations, de phase ou deosdiop. De plus, ils offrent des informations
importantes concernant les compositions spécifigtiés rapport de séparation des composantes
d’ou résultent les systemes hétérogénes.

Nous avons effectué trois types d’expériences,éudfffts du point de vue de la
manipulation du pH pendant la préparation des ngélande la maniére suivante:

1. En l'absence d'un régulateur de pH (celui-ci étamposé par la dissociation de
I'atelocollagéne, de I'hyaluronate de sodium eggéilane) et I'ajout d’'une petite quantité de sel
(NaCl) pour fournir des contre-ions;

2. par l'ajustement du pH des solutions a la valeurl’dau bi-distillée, avant d’étre
mélangés;

3. par la dissolution de chaque composante du méldage une solution tampon a une
valeur du pH qui assure un domaine commun de diulgt avec une faible tendance a
l'agrégation (établi antérieurement par turbidimegtr

Les mélanges d’atelocollagene et d’hyaluronateodieusn ou de gellane ont été réalisés
dans des tubes de centrifugation avec un poidsdataysteme de 5 g. Une solution de 10 g/dI
NaCl, ou d’eau bi-distillée, ou une solution tamp@m fonction du type d’expriment), est
ajoutée dans une somme équivalente a 0,01% w/warueférence au poids total du systeme.
Apres le mélange adéquat, le systéme obtenu estrénpendant 18 heures (6 heures a la
température ambiante, et 12 heures )2 ensuite soumis a la centrifugation (4000
rotations/min, 30 min, ), tout en récupérant le surnageant. L'atelocehag et les
polysaccharides ont été déterminés quantitativement

Les quantités des biopolymeres naturels ont étliées par voie spectrophotométrique,
en utilisant le kit Sircol (Biocolor Ltd.), dans &s de l'atelocollagéne; par la méthode au
carbazole [140] pour I'hyaluronate de sodium, etigiisant le kit Blyscan (Biocolor Ltd.) dans
le cas du gellane. Dans le cas de I'atelocollagdm gellane, les longueurs d’onde utilisées ont
été de 540 et respectivement de 656 nm. Dans leedtyaluronate de sodium, puisque la
méthode au carbazole nécessite des solutions atedamiesures ont été réalisées a I'aide d'un

spectrophotometre Boeco S22, dans des cuves a usage, a la longueur d’'onde de 530 nm.
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Les regles d’apres lesquelles ces mélanges binatedté préparés sont présentées dans

les équations suivantes:

x Atelocollagene + y Polysaccharides + 0,01 Sek=0z01 Sel
= max. 0,1 w/w matiére seche (1)

g Atelocollagene + p Polysaccharides + 0,01 SelvAxz matiere séche (2)

x Atelocollagene + y Polysaccharides + 0,01 Solwant+ 0,01 Solvant =
max. 0,1 w/w matiere seche Q)

g Atelocollagene + p Polysaccharides + 0,01 Sol#antv/w matiére séche (2)

Dans les Figures 10, 11 et 12 les diagrammes deepiiatenus expérimentalement sont
présentés. Les positions des points de test wtilmair tracer des lignes de liaison ont été
établies en prenant en considération la courbedbiro Les lignes de liaison qui définissent les
points résultent de I'analyse des phases sépaecagldnges a base des relations (2) et (2", qui

confirment les courbes binodales tracées a basedkes générées par les relations (1) et (1).
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Figure 10. Diagramme de phase du mélange atelgéoiéa-hyaluronate de sodium, au pH de

3,4, en absence du systeme tampon.

41



0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

0.10 = = = ot 0.10
] \\ —— Binodal curve I
N O Initial mixture points
] N ® Phase separation limit points ||
0.08 ] T B Tie - lines defining points i 0.08
2 - _
= 0.06 - 0.06
O\O E L
< [
i 0.01% [
% 0.04 ddro | 0.04
zZ
0.02 -+ 7 - 0.02
1 7 Phase r
| // separation \ I
1 treshold AN
0.00----.----.----.----.---\0.00

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

Atelocollagen, % w/w

Figure 11. Diagramme de phase du mélange atelgéoléa-hyaluronate de sodium, au pH de
5,5, en absence du systeme tampon, la valeur palsidution d'atelocollagene est corrigée

avant le mélange.
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Figure 12. Diagramme de phase du mélange atelgéniéa-gellane, a pH de 5,5, en absence du

systeme tampon, la valeur pH de la solution d'at#lagene est corrigée avant le mélange.
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L’asymétrie binodale peut-étre corrélée avec |dminces entre I'hydrophilie des
composants individuels [141]. La distinction de&are atelocollagéne—gellane parait grande par
rapport a la paire atelocollagéene—hyaluronate dausq le gellane étant le plus réceptif a I'eau.
Le maximum de co-solubilité des partenaires desingéls peut étre établi par le placement du
seuil de séparation des phases sur le diagramm@hdse [142], qui correspond a la
concentration totale minimale de partenaires néoess pour la séparation des phases. Les
coordonnées des points de seuil sur les diagrardmpblase des mélanges investiguées ont été:
0,032% wi/w atelocollagene / 0,025% w/w hyalurordgesodium dans la Figure 10, 0,028%
w/w atellocollagene / 0,025% w/w hyaluronate deiwmddans la Figure 11, et 0,022% w/w

atellocollagéne / 0,020% w/w gellane dans la Fidixe

IV.4. Diagrammes ternaires des mélanges d’atelocaljene, hyaluronate de sodium et
gellane

Tenant compte des difficultés auxquelles nous ngosnmes heurtés dans la
caractérisation des mélanges binaires, pour leangét d’atelocollagene—hyaluronate—gellane,
nous avons étudié les diagrammes ternaires de tigpo habituels des mélanges. Ces

diagrammes ont été tracés sur la base de I'équatio

x Atelocollagene # Hyaluronate 4z Gellane +0,02Solvant =0,1w/w matiére seche  (3)

ou la valeur du coefficiert varie entre0,00 et 0,06% g/g de substance seche, et les
valeurs des coefficientsetz entre 0,01 et 0,07 % g/g de substance seche.

La méthode expérimentale est identique a celleitdédans le cas des diagrammes
binaires. Nous avons utilisé comme solvant de I'badistillé ou des solutions tampon, en
fonction du type d’expérience.

Dans les Figures 13 et 14 les diagrammes ternpoas les mélanges atelocollagene-

hyaluronate-gellane sont représentés.
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Figure 13. Le diagramme ternaire exprime les camséces de la séparation des phases dans les
mélanges de biopolymére, a pH 5,5, en I'absensyshiéme tampon, au pH de la solution

d’atelocollagene corrigé a 5,5 avant le mélange.
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Figure 14. Le diagramme ternaire exprime les camséces de la séparation des phases dans les

mélanges de biopolymére, au pH 9,0, en systemeaamRIS 0,2M.
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Ceux-ci ont été obtenus en utilisant I'applicatsmftware OriginPro 8.6 (OriginLab Co).

La limite de co-précipitation exprime la valeuraietdes biopolyméres naturels pendant la phase
dense, mesurée comme des pourcentages g/g. La sitimpdes isolignes a été élaborée par la
séparation quantitative de protéine et le contetal tle polysaccharides du surnageant, et par le
calcul des sommes correspondantes en co-préaipitéme différence par rapport aux valeurs
initiales exprimées comme des pourcentages g/g.l€Suaxes des diagrammes ternaires, la
guantité des composants a été convertie en gtiintecompte de la densité des solutions
standardisées. A cause de guelques limitationsldansprésentations des diagrammes ternaires
ayant des intervalles avec des variations des ceamp®, en utilisant I'expérience OriginPro 8,6
(tenant compte des valeurs des coefficients x, y atentionnés plus haut), un facteur de
correction de 0,8 doit étre utilisé afin de conwvates valeurs graphiques en celles réelles pour
les points qui représentent les quantités sur @dggaimmes.

La conclusion prédominante obtenue par la comparaies deux diagrammes ternaires
est le fait que la valeur du pH décide de la quamtiatelocollagéne dans le co-précipité, dans
une relation quasi-indépendante du rapport enreddysaccharides des mélanges (les limites
de précipitation sont impliquées d’'une maniere gpasalléle similaire, pourtant la position
dans les diagrammes est changée). A une valeubdm3imite de précipitation est placée a peu
prés au milieu du diagramme ternaire, indiquarfaieque, au cas ou le pH est contrdlé pour
étre sensiblement acide, une participation unifod®e trois biopolymeres naturels pendant la
phase de séparation est possible. Par conséquantpglange a fort contenu d’atelocollagéne
est nécessaire, il est obligatoire de travaillerpld acide; dans le cas contraire, les
polysaccharides vont dominer (dans un rapport peesgniforme avec l'augmentation
d’atelocollagéne). Conformément a la Figure 13,sda$émes ternaires peuvent étre obtenues a
partir de 0,032 g/dl d’atelocollagene, associé dassmélanges initiaux, avec, par exemple,
0,040 g/dl d’hyaluronate de sodium, et 0,008 g&lellane, afin d’arriver a une concentration

de 0,08 g/dl de substance seche, comme on peuippar I'équation (3).
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Chapitre V. Hydrogels réticulés de maniere covalemlt avec

une composante de collagene et collagene — polysaces

Le principe des hydrogels réticulés de maniére leov@ avec une composante de

collagéne a été présenté en utilisant la méthodetelélans le Chapitre 111.4.

V.l. Estimation de la reproductibilité des hydrogebk réticulés avec une composante de
collagene par caractérisation rhéologique

Le plan de travail utilisé pour déterminer la refratibilité des hydrogels est présenté
dans le Tableau 1. Les quantités d'agent de rétionlet de tensioactif sont calculées pour 5mL

de solution de collagéne de concentration égaleng/énlL.

Tableau 1. Plan expérimental

Nr. échantillon Rappor-NH,/Réticulant mg Réticulant | pL Tensioactif
Gel 1 1:50 180 180
Gel 2 1:100 360 360

Pour étre utilisé avec succés dans diverses atiphisales hydrogels doivent présenter
un trés haut degré de reproductibilité. Pour détemla reproductibilité j'ai choisi de réaliser
deux séries de gels avec la méme composition etatetitions de préparation identiques, et ils
ont été soumis a des caractérisations rhéologiques.

Les mesures rhéologiques sur les hydrogels onfadtigs avec le rhéometre Bohlin
Instruments C-VOR. Les mesures ont été effectuges an systeme cone — plan avec les
caractéristiques suivantes: angle du cbne, 4°, étrende la plaque, 40 mm, distance cbne —
plan, 150um.

Tous les hydrogels obtenus ont été soumis a urydgdaen amplitude a une fréquence
constante de 20 rad/s, et des déformations vagigne 0,1% et 25%, pour identifier le domaine
de linéarité de la viscoélasticité (LVE). Le balggade fréquence a été réalisé sur une plage de
vitesses angulaires entre 0,1 et 20 rad/sec, liamdplétant comprise entre 5 et 10%, en fonction
des limites du domaine de linéarité de la viscaigiés pour chaque échantillon. Les
températures de travail étaient 20 et 30°C.

Dans la Figure 15 (a, a ', b et b") I'évolution gasameétres rhéologiques est présentée sur

deux séries de hydrogels réticulés conformémeiiiadleau 1.
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Figure 15. Reproductibilité des hydrogels rétici@sc une composante de collagéne (mise en

evidence par rhéologie).

Le fait que les valeurs des modules de viscositie gterte sont a peu prés égales suggere
une bonne reproductibilité de la méthode de réaisades hydrogels réticulés avec une
composante de collagéne. En analysant les donrdesues a partir du test de balayage en
frequence, tous les hydrogels étudiés sont fortend&pendants de la fréquence. Le
comportement des quatre échantillons étudiés extipalement élastique (G' > G") a travers le
domaine de fréquence étudié.
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Pour tous les échantillons analysés rhéologiqus, sieictures de gel stable ont été
trouvées, Les valeurs numériques du module de apecks' et les différences avec celles du
module de perte G" indiquent que les hydrogels mastepeuvent étre considérés comme des

77 7

réseaux réticulés stables, avec une élasticit&eélev

V.2. Etude par rhéologie des hydrogels & base dellagéne et collagéne — polysaccharides

Les hydrogels a base de collagéne et collagendysgueharides réticulés de maniére
covalente ont été obtenus en utilisant la méthédeteé dans le Chapitre 111.4.

Le plan de travail utilisé pour obtenir des hydilegest présenté dans le Tableau 2. Les
guantités de réticulant et tensioactif sont cakesilpour 5mL de solution de collagéne avec une
concentration de 6 mg/mL.

Comme pour I'étude de reproductibilité, les hydiegmt été soumis a un balayage en
amplitude avec une fréquence constante de 20 etddes déformations variant de 0,1% a 25%,
pour identifier le domaine de linéarité de la vilesticité (LVE). Les balayages en fréquence
ont été réalisés sur une plage de vitesse anguaimprise entre 0,1 et 20 rad/sec, lI'amplitude
entre 5 et 10%, en fonction des limites du domdi@dinéarité de la viscoélasticité de chaque
échantillon. Les températures de travail étaienBR0et 37°C.

Les caractéristiques viscoélastiques des matépauxent étre efficacement évaluées en
utilisant des tests oscillatoires. Les caractépss rhéologiques suivantes ont été déterminées:

a. le module de stockage (G'), qui est une mesuré&derfiie accumulée par I'échantillon
pendant le processus de cisaillement (cette énesgidisponible); par conséquent, G' caractérise
le comportement élastique du matériau analysé;

b. le module de perte (G"), qui est une mesure derfpe de déformation dissipée dans
I'échantillon pendant le processus de cisaillen{eatte énergie complétement perdue); par
conséquent, G" caractérise le comportement visgdeumatériau;

c. le facteur de perte, tad)(= G"/G', qui caractérise la relation des conitifns élastique
et visqueuse au comportement global de I'échamtéioalysé; en général, pour I'état liquide,
tan@) > 1 (G" > G"), pour I'état de gel (solide), @€ 1 (G' > G"), et pour le point de transition
(gélifiant), tand) = 1 (G" = G");

d. la viscosité complexay*.
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Tableau 2. Plan expérimental

Collagene

1:1 Coll:NaHyal

2:1 Coll:NaHyal

5:1 ColiNaHyal

Gel 1l

180 mg Tensioactif
180 pL Réticulant

30 mg SU NaHyal
270 mg Tensioactif
270uL Réticulant

15 mg SU NaHyal
225 mg Tensioactif
225uL Réticulant

6 mg SU NaHyal
198 mg Tensioactif
198uL Réticulant

Gel 2

270 mg Tensioactif
270 pL Réticulant

30 mg SU NaHyal
360 mg Tensioactif
360puL Réticulant

15 mg SU NaHyal
315 mg Tensioactif
315uL Réticulant

6mg SU NaHyal
288 mg Tensioactif
288 uL Réticulant

Gel 3

360 mg Tensioactif
360 pL Réticulant

30 mg SU NaHyal
450 mg Tensioactif
450uL Réticulant

15 mg SU NaHyal
405 mg Tensioactif
405uL Réticulant

6 mg SU NaHyal
378 mg Tensioactif
378uL Réticulant

Gel 4

450 mg Tensioactif
450 pL Réticulant

30 mg SU NaHyal
540 mg Tensioactif
540l Réticulant

15 mg SU NaHyal
495 mg Tensioactif
495uL Réticulant

6 mg SU NaHyal
468 mg Tensioactif
468 uL Réticulant

Gel 5

540 mg Tensioactif
540 pL Réticulant

30 mg SU NaHyal
630 mg Tensioactif
630uL Réticulant

15 mg SU NaHyal
585 mg Tensioactif
585uL Réticulant

6 mg SU NaHyal
558 mg Tensioactif
558 uL Réticulant

Dans les Figures 16 a, b et c les modules G' gef3a viscosité relative sont présentés

en régime oscillatoire, en fonction de la fréquerc0°C, pour les mélanges préparés selon le
Tableau 2.
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(c) — Viscosité complexe
Figure 16. Caractéristiques rhéologiques des hylispgéterminées a 2.

Les Figures 16 a et b indiquent que dans toutdalgepde fréquence balayée, le module
de stockage posséde des valeurs plus élevées qumodele de perte, confirmant le
comportement rhéologique de gel pour toutes lespositions étudiées. Pour tous les mélanges
binaires, les valeurs de modules G' et G" sonérseyres a celles des hydrogels a base de
collagéne. Ceci est probablement di a la formatierponts de réticulation supplémentaires,
avec la participation de groupes réactifs du hyelane. Une caractéristique remarquable est
gue les parametres rhéologiques ont des valeundiggantes avec un degré croissant de
réticulation pour tous les rapports de mélangeedtatelocollagene et le hyaluronane. En outre,
les parametres rhéologiques diminuent lorsquedetiom de polysaccharide dans le mélange
augmente.

La Figure 17 (a, b, et c) présente l'influence aléempérature sur les caractéristiques
rhéologiques des hydrogels binaires étudiés, darsas de la réticulation avec les quantités
minimales (a et c) et maximales (b et d) de mélaageulé. Les valeurs des modules élastiques
et de perte diminuent avec l'augmentation de lapé&ature, probablement en raison du

changement de conformation de la macromoléculeldedllagéne.
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Figure 17. Dépendance de caractéristiques rhéalegides hydrogels, en fonction du degré de

réticulation et de la température a laquelle lgétednination rhéologique est réalisée.

V.3. Analyse thermique

L’analyse thermogravimétriqgue (TGA) permet la détiation de la perte de masse en
fonction de la température. Les thermogrammes thtréalisés en utilisant I'analyseur TA
Instrument Q50, a flux d'air (100 mi/min) avec uaepe de chauffage de 10°C/min jusqu'a la

température de 120°C, suivie par le maintien a éatpre constante (1Z0) pendant une
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heure. Les mesures ont été effectuées directemenides gels humides, non soumis a
lyophilisation.

Les courbes thermogravimétriques différentiellesgaratives des hydrogels a base de
collagéne et les hydrogels binaires, collagénetlgabne, sont présentées dans les Figures 18
et 19.
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Figure 18. Courbes thermogravimétriques et leunisékés pour des hydrogels faiblement

réticulés.
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Figure 19. Courbes thermogravimétriques et leunyées pour des hydrogels hautement

réticulés.

L'analyse thermogravimétrique révele que les hyelsodpinaires sont thermiquement

plus stables par rapport aux hydrogels a base Egene. La perte de poids dans I'étape de
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maintien a 120°C est approximativement de 90% dwudase initiale de I'échantillon, en raison
de la grande quantité d'eau retenue physiquemestldaéseau des hydrogels.

Les transitions de phase ont été étudiées parimdarie différentielle a balayage en
utilisant un équipement TA Instruments Q100, danfulx d'azote (50 ml/min). Les échantillons
(de masse approximative 10 mg) ont été placés demsreusets d'aluminium hermétiguement
fermés et chauffés a 120°C, avec une rampe de tiCles résultats traités avec l'application

software Universal Analysis (TA Instrument, v 4.4apt présentés dans les Figures 20 et 21.

Heat Flow (W/g)

-10

———— colagen.001 8
———— col NaHYAL 1-1, 270.001 v/ \ /

-15
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colagen, 180.001 \ /

-20 T T T T
20 40 60 80 100 120

Exo Up Temperature (‘C) Universal V4.4A TA Instruments

Figure 20. Courbes DSC pour les hydrogels faibldénméticulés.

Il est évident que la température affecte de mangggnificative la structure des
hydrogels, et l'augmentation de la quantité d'agengticulation conduit a une diminution de la
température de dénaturation du collagene, a I'¢cege I'hydrogel de rapport de mélange égal
a 5:1. La perte de masse de collagene devientfisafhie a des températures supérieures a
30°C. En comparaison, les hydrogels binaires sontrtiggrement plus stables que les hydrogels

a base de collagene réticulés par des liaisondestes.
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Figure 21. Courbes DSC pour les hydrogels hautenééintilés.

V.4. Caractérisation morphologique par microscopielectronique a balayage

Les caractéristigues morphologiques des matéridi@nas, tels que la porosité et la
texture, ont été examinées et les images obtermntpresentées dans la Figure 22. L'image de
microscopie électronique a balayage (MEB) permetcdaactérisation morphologique des
hydrogels obtenus. Pour I'observation microscopiigure 8), les hydrogels ont été lyophilisés
et sectionnés dans la méme position pour assureptaductibilité des échantillons.

La microscopie électronique a balayage révele diérehces significatives entre le
collagéne lyophilisé (a), des hydrogels a baseotlagene réticulé (b) et les mélanges réticulés
contenant du collagéne et du hyaluronane (c, dC&y.derniers présentent une structure poreuse
plus uniforme avec des pores interconnectés. Rsunydrogels fortement réticulés et dans des
hydrogels avec les fractions en masse de hyalueoplkus forte, la dimension des pores est plus
petite, probablement en raison de compaction. illa tdéale des pores d’'une matrice utilisée en
ingénierie tissulaire est entre 100 et 208 [143], ces dimensions facilitant la prolifération
cellulaire dans les espaces interstitiels. Comeiei tde cela, on considere que les hydrogels

obtenus sont recommandés pour une utilisation Klagénierie tissulaire.
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(a) — collagene lyophilisé (b) — collagéne réticulé

D section0004 20120111 1040 H  DBE 200 500 um 3-5ect0003 20120126 1213 HL D69 x200 500 um

(c) — cryogels 1:1 collagéne : hyaluronane (d)yegels 2:1 collagéne : hyaluronane

- L —
H section0001 2012/01/10 11114 H D46 x150 500 um

(e) — cryogels 5:1 collagene : hyaluronane
Figure 22. Morphologie des cryogels obtenus ampaes hydrogels étudiés.
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V.5. Degré maximal de gonflement

L’étude de la capacité de gonflement des hydrogelmilieu aqueux a été réalisée par
thermogravimétrie, comme cela a été indiqué darchdgitre 111.4.1. Pour ces déterminations
des hydrogels a base de collagene réticulés pdiaikmns avec différents degrés de réticulation
ont été utilisés.

Les hydrogels pesés précédemment ont été immergas dne solution tampon
phosphate pH = 7,4 (PBS) et les mesures ont édéteffes a des intervalles du temps bien
établis. L'étude de la cinétique de gonflement lgdrogels est représentée dans la Figure 23.
De la représentation graphique nous pouvons varles hydrogels gonflent beaucoup dans les
premieres minutes en raison de leur structure nobdogigue, suivie d'une augmentation lente
durant environ 3-4 heures, puis un équilibre siims&. On peut voir que les hydrogels avec un
degré inférieur de réticulation gonflent plus geexcqui ont un plus fort degré de réticulation.
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% 2000 —+—gel 1
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&0 1500 ° gel2
- zel3
Eﬂ 1000 - gel4
8 500 . —8—gel5

0 bm 2

1] 00 1000 1500
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Figure 23. Courbes cinétiques de gonflement demlggds a base de collagéne dans une
solution de PBS (pH = 7,4).

Le degré de gonflement maximal des hydrogels se/¢ralans la gamme 150 — 3050%
en notant qu'il est fortement influencé par le éedg réticulation.
Dans les mémes conditions de travail, les étudagodiement des hydrogels a base de

collagéne et hyaluronane réticulés par des liaisomalentes ont été réalisées (Figure 24).
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Figure 24. Courbes cinétiques de gonflement demlggds a base de collagéne et

hyaluronane dans une solution de PBS (pH = 7,4).

La représentation graphique indigue que le degnéma de gonflement des hydrogels
diminue avec l'augmentation du degré de réticulaid il est compris entre 185 et 2880%.
Contrairement aux hydrogels a base de collagesehydrogels binaires présentent un

degré de gonflement un peu plus faible par intrdidoadu polysaccharide dans le systeme.

V.6. Capacité d'inclusion des hydrogels avec la Lefloxacine

Pour effectuer ces études le méme ensemble d'dretque pour I'étude de
gonflement a été utilisé. Le mode de travail gpgéSenté dans le chapitre 111.4.2.

Pour ces études la Levofloxacine (sel de sodiumd}éachoisie comme médicament.
L’échantillon pesé a été immergé dans 10 ml d'wheatien de Levofloxacine dans un tampon
acétate (50 mg/ml) et laissé pendant 12 heuresauhaver le processus de diffusion, en agitant
modérément. Les deux études, de chargement (azludion) et de libération nécessitent une

courbe d'étalonnage (Figure 25).
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Figure 25. Courbe d'étalonnage de Levofloxacine dantampon acétate.

Tableau 3. Résultats de chargement des hydrogels.

Nr. LVF/hydrogels, g/g
Gel 1l 3,06
Gel 2 1,84
Gel3 a base de collagéne 150
Gel 4 0,63
Gel 1l 3,60
Gel 2 a base de collagéne et 3,36
Gel 3 hyaluronane 2,52
Gel 4 0,69

La quantité de LVF incluse dans les hydrogels aebdes collagene diminue avec

laugmentation du degré de réticulation, et elkeedscorrélation avec le degré de gonflement.

Du Tableau 3 on peut voir que les hydrogels présenine grande capacité de chargement du

médicament (le rapport des masses médicament/msidesy supérieur a 1, a I'exception de

I'échantillon 4). Le méme phénoméne est observé ts hydrogels a base de collagéne et

hyaluronane.
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V.7. Etudes de biocompatibilité des hydrogels

Pour utiliser un hydrogel avec succes dans le dmenbiomédical, celui-ci ne doit pas
induire une réaction indésirable dans I'organisme.

La cytotoxicité et la prolifération cellulaire sdes plus importantes études pour évaluer

la biocompatibilité d'un matériau.

V.7.1. Caractérisation de la cytotoxicité et de laiabilité cellulaire des hydrogels

Le premier test effectué était la cytotoxicité ylabilité cellulaire) des hydrogels. Pour
ces études trois types d'hydrogels ont été utilisésa base de collagene réticulé et 2 a base de
collagéne et hyaluronane de sodium dans le raplpattl et 5:1, respectivement.

Initialement, les échantillons ont été stériliseéscade I'éthanol 70% pendant 15 min,
puis lavés 4-5 fois dans la solution HBSS sté@el(tion saline équilibrée de Hank’s - Sigma-
Aldrich). Les matériaux ainsi préparés ont étéskssa gonfler durant au moins 48 heures pour
obtenir un hydrogel uniforme dans des conditionsasuies: 37°C, 5% de CQet humidité
relative de 95%.

Pour le test de la cytotoxicité des hydrogels gmdie 3T3 de fibroblastes de souris ont
ete utilisée et elle a été mise en contact direet des hydrogels. La viabilité cellulaire par
technique Alamar bleu a été déterminée a 24 etetBel d'incubation des cellules avec les
matériaux.

Aprés incubation, la fluorescence émise par latgolua été lue au moyen d'un
spectrophotometre a une longueur d'onde d'exaital@éd560 nm et d'émission égale a 590 nm.
Le témoin utilisé est un volume égal de HBSS, etagh que contrdle négatif - seulement un
réactif A-bleu 10%. Les valeurs de fluorescence debantillons expérimentaux ont été
comparées au témoin (appelé "contréle") et exprieré@o viabilité, ou la viabilité du témoin a

été considérée comme égale a 100% (Figure 26).
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Figure 26. Cytotoxicité et viabilité cellulaire degdrogels a 24 (a et c) et 48 (b et d) heures.

La Figure 26 a montre que, a 24 et 48 heures diatmn, les hydrogels sont
pratiguement non-toxiques (les valeurs sont & pesi @gales a celles du témoin). A 24 heures, il
apparait que, la viabilité est de 91% pour I'hyaiog base de collagéne et 86 et 87% pour les
hydrogels avec le hyaluronane. A 48 heures, lailit@lmugmente pour étre a peu prés égale a
celle du témoin, de 98% pour I'hydrogel a base aagene et 97% pour les hydrogels avec le
hyaluronane.

Apres essai de cytotoxicité et de viabilité celhdail est constaté que les hydrogels a
base de collagene et collagéne — hyaluronane smataxiques, et que la viabilité des cellules
est presque de 100%.
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V.7.2. Etudes de la prolifération cellulaire des hgrogels

Une autre méthode pour déterminer la biocompathdst la méthode de la prolifération
cellulaire. Ceci est fait en utilisant le réactit®Green (Quant-iT™ Réactif PicoGréedsADN
et Kits, Invitrogen) pour la détermination quarttite de I'ADN bi caténaire dans la solution.

La fluorescence émise par la solution a été luevpa spectrophotometrique a une
longueur d'onde d'excitation de 480 nm et d'émissie 520 nm, en utilisant le Varioskan
FLASH (Thermo Scientific) (Figure 27).

Essai de prolifération des cellules 3T3 dans le systéme de culture
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500

400
M 24h

300
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100

Contral Coll Coll/HA 1:1 Coll/HAS:1

Figure 27. Prolifération cellulaire des hydroge4aet 48 heures.

A partir de la représentation graphique, nous @toss que la prolifération cellulaire &
24 heures est de 33% pour I'hydrogel a base degemike, et 50% et 20% pour ceux a base de
collagéne et hyaluronane. Ce qui est intéressartt qu'a 48 heures le degré de prolifération

des cellules est plus grand que le témoin.

V.7.3. Visualisation des cellules viables par micezopie confocale a balayage

Aprés incubation durant 48 heures des matériauxétintextraits des puits initiaux et
transférés a une autre plaque de culture dans lieundie culture frais. Ainsi ensemencés, les
matériaux ont été incubés pendant 5 jours supplexines (au total 7 jours d'incubation). A la
fin de lincubation, les matériaux peuplés de ¢edlont été lavés 2 fois avec du HBSS, fixés,

teintés et analysés au microscope a fluoresceelor & méthode décrite ci-dessous.
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Les matériaux peuplés avec des cellules pour % jont été analysés par la méthode de
microscopie par fluorescence. Ainsi, I'ensembleénat + culture cellulaire a été fixé dans une
solution de para-formaldéhyde a 4% pendant 1 heeteenpérature ambiante, puis introduit pour
30 min & 4 °C avec de la solution de Triton X-100086. Apres les traitements, les matériaux
ont été colorés par la méthode dimmunofluorescesteutilisant la technique de double
coloration, décrite en détail dans la littératutd4]. Ainsi, la Phalloidine-Rhodamine a été
utilisée pour révéler les filaments d'actine (rgugele DAPI (4 ',6-diamidino-2-phénylindole)

pour mettre en évidence les noyaux des cellulebl@r) (Figure 28).

100 um -

Hydrogel a base de collagéne

-

Hydrogel a base de collagéne et hyaluronane (r&gpbr
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Hydrogel a base de collagéne et hyaluronane (rapgbr

Figure 28. Images de microscopie confocale pounyesogels.

Outre les tests de viabilité qui ont été favorablemalyse des images montre que les
noyaux des cellules (couleur bleue) sont rondeetamt pas modifiées, et les filaments d'actine
(couleur rouge) se sont développés de maniéreramgfaans tout le matériau.

A partir de ces tests, il est constaté que lesdgeals formés peuvent étre utilisés avec
succes dans des applications biomédicales, étacbrpatibles et avec la capacité de soutenir
et favoriser la prolifération cellulaire.
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Conclusions

1. La maniere de faire varier le pH représente lerpatee le plus influent du processus de

mélange.

2. En travaillant avec des solutions standardiséesodgposants purifiés (atelocollagene,
hyaluronane et gellane) dont la teneur en selkiklpasse possible, le domaine de pH qui assure
une faible auto-association des chaines macromaléesi se situe entre les valeurs de 5 et 9.
Dans les mémes conditions, la concentration totelgimale possible pour I'atelocollagene en
mélange binaire avec les polysaccharides, dansatetitions de faible enchevétrement, est de
0,150 g/dL.

3. Le gellane s’est avéré étre le composant le @asikle dans la production de systemes
hétérogenes colloidaux. C’est la raison pour ldgues mélanges qui contiennent du gellane
peuvent étre préparés seulement apres une correttigoH de la solution d’atelocollagéne

avant son utilisation, ou en utilisant des systetasgpon organiques a une valeur du pH de 9,0.

4. L’hydrophilie des composants a une importance @aiéire dans la réalisation des
diagrammes de phase binaire. Les polysaccharidesbsaucoup plus hydrophiles par rapport

aux scléroprotéines.

5. L'obtention des diagrammes ternaires est possitd’ytilisation des composants aussi

proches que possible de leur état natif et avezpatenu de sel réduit.

6. Ces conditions sont imposées comme prémisses iameridans la production de
substrats biomédicaux basés sur des biopolyméresels dans le but d'imiter la matrice
extracellulaire, et afin d’éviter des milieux hyfmigues/hyper-osmotiques incommodes pour

les cellules.

7. Dans la gamme de fréquence 0.01-20 rad/sec lesodmidr a base de collagéne et
hyaluronane présentent un comportement élastiggaoprinant.
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8. L'analyse thermique confirme la croissance dedhil#ie thermique des gels par rapport

aux caracteéristiques thermiques du collagene pur.

9. Les tests de cytotoxicité et les études de vigbddllulaire ont montré que les matériaux
obtenus ne sont pas cytotoxiques et, d'ailleurs,lamapacité de soutenir et de promouvoir
l'adhésion et la prolifération des cellules. Lesgms de microscopie confocale ont montré que
les cellules se développent a [lintérieur du matérisans souffrir de changements
morphologiques et structurels. En conclusion, lesherches effectuées ont conduit a des
résultats qui permettent d'affirmer que les hydiegebtenus a base de collagene et de

polysaccharides peuvent avoir des applications éibhcales.
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Abstract

Obtaining "cyto-favourable" substrates able to supfissue regeneration leads to use biomaterials
holding cellular recognition domains, as scleropri@ and some polysaccharides as examples.
Cellules membranes specific to conjunctive tissweage mechanisms making easier the anchoring to
solid or gel substrates where macromolecules aildimf (aceto)collagen, associated or not to
hyaluronic acid, are found. Such substrates magdmerated using spontaneous molecular gathering
(as in native collagen restructuration to fibrilsy,physico-chemically induced (as the preparatibn
mixed hydrogels then transformed in cryo- or vifeis).

In this thesis, were studied the obtaining andfjpation of bio-macromolecular presursors necessary
to obtaining "cyto-favourable" substrates, andphemcedures to generate and characterize them. Used
restructuration methods are of physico-chemicalnea{controlled co-precipitation in binary and
ternary mixtures of acetocollagen and sodium hgalate) or chemical one (crosslinking).

The mixture of acetocolagen (aK) with two polysauites, sodium hyaluronate (NaHyal) and gellan
were investigated. Formulations and optimal coodgi were established to obtain hydrogels with
controlled rheological characteristics, and redigtiand morphology able to allow fibroplast fixatio
and proliferation. Hydrogels and cryogels prepafemn 5:1 aK:NaHyal crosslinked with 1,4-
butanediol diglycidyl ether were efined as the Imeaterials we have prepared. They do not show any
cytotoxicity and the ensure the cellular viabilijthin standard cellule culture media. The cryogel
morphology shows macro-porosity depending on tmedidation but a few on the obtaining process.
The presence of gellan in the mixtures leads toas@ separation, even at low concentration.

Résumé

L’obtention de substrats ,cyto-favorables”, aptessa@utenir la régénération tissulaire, impose
I'utilisation de biomatériaux qui portent des dones de reconnaissance cellulaire, comme par
exemple les scléroprotéines et certains polysaittdsarLa membrane des cellules spécifiques aux
tissus conjonctifs dispose de mécanismes qui tiacili’ancrage aux substrats solides ou a I'étajede

ou se retrouvent des macromolécules ou des fibrile (atelo) collagene, associées ou non a I'acide
hyaluronique. On peut générer de tels substratsdpartechniques de rassemblement moléculaire
spontané ordonné (tout comme dans le cas de laicesttion du collagéne quasi-natif pour former
des fibrilles), ou induite physico-chimiquement @ites stabilisé morphologiguement (tout comme
dans le cas de la préparation des hydrogels mixaéspcollagene—hyaluronate de sodium,
diversement réticulés ensuite transformés en awyostri-gels).

Dans le cadre de la thése, nous étudions les rmogi@btention et de purification des
précurseurs bio-macromoléculaires nécessaires, Ipasuite, a I'obtention de substrats ,cyto-
favorables”, ainsi que leurs modalités de génématad de caractérisation. Les méthodes de
restructuration auxquelles on en appelle sont te@physico-chimique (la co-précipitation contsdlé
dans des mélanges binaires et ternaires d’ateémgnie et d’hyaluronate de sodium), ou chimique (la
réticulation par des ponts moléculaires a longnaarmale).

On a étudié les possibilités de mélanger de l'atdlagene (aK) avec deux types de
polysaccharides, le hyaluronate de sodium (NaHgtal¢ gellane. On a établi des formulations et les
procédures optimales pour obtenir des hydrogels dee caractéristiques rhéologiques contrélables,
et avec la réactivité et la morphologie capablespdemettre la fixation et la prolifération des
fibroblastes. On constate que les hydrogels etgafgoobtenus a partir des mélanges 5:1 aK:NaHyal
réticulés avec du 1,4-butanediol diglycidyl éthat des propriétés rhéologiques qui permettent leurs
manipulation dans les conditions des techniquesculture cellulaire. lls ne présentent pas de
cytotoxicité et ils assurent la viabilité cellulidans les milieux de culture standards. La moggiel
des cryogels obtenus montre une macro-porositéépend de la formulation des mélanges et peu la
technique d'obtention. La présence de gellane Eansmélanges conduit a une séparation de phases,
méme a faible concentration, soulignant la divérdés caractéristiques de substrats.



