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INTRODUCTION GENERALE

l’acide hyaluronique (AH) est une molécule dont I'histoire remonte au début du XX®™e siécle. Elle a
été découverte initialement par le biochimiste Karl Meyer et son étudiant John Palmer en 1934.
Cette substance a été extraite a partir du corps vitré ou (humeur vitrée) de I'ceil bovin et a d’abord
était appelée « hyaluronate » en référence a la hyaloide, la membrane transparente de l'ceil
entourant le corps vitré. Son nom actuel, acide hyaluronique, provient du grec « hyalos » signifiant

vitreux et du suffixe « uronique » du fait de sa teneur importante en acide uronique.

Les premiéres recherches sur I’AH ont porté sur son role dans les tissus conjonctifs et les yeux. C’est
alors que sa présence dans de nombreux tissus du corps, notamment la peau et les articulations, a

été découverte.

Au fil des décennies, des applications médicales ont pu étre développées par exemple pour le
traitement de I'arthrose afin de lubrifier les articulations et réduire les douleurs associées a cette
pathologie. Dans les années 1990, I'AH commence a gagner en popularité dans l'industrie
cosmétique. En effet, les premiers produits de soin de la peau contenant de I’AH ont été développés
dans le but d’hydrater et rajeunir ce tissu. Ensuite, dans les années 2000, I'AH devient un ingrédient
clé de la chirurgie esthétique. Des injections sont réalisées pour le comblement de rides, restaurer
le volume perdu, améliorer I'apparence du visage et lui redonner son élasticité. Aujourd’hui, ses
applications continuent de s’élargir dans divers domaines tels que la chirurgie ophtalmique, la

dentisterie ou encore la chirurgie plastique.

Actuellement, les recherches sur I’AH se poursuivent afin de mieux comprendre ses propriétés et ses
applications potentielles. De nouvelles techniques d’administration et de formulations sont
explorées comme la réticulation avec différents agents chimiques. La réticulation permet de former
un réseau entre les molécules d’AH et de de créer des matrices capables d’encapsuler des molécules
ou des cellules en vue d’une application médicale. Ces techniques de réticulation permettent
également de moduler les propriétés physico-chimiques en augmentant la longévité de l'acide
hyaluronique dans le corps, une propriété intéressante en chirurgie esthétique permettant de

diminuer la fréquence des administrations.
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Aujourd’hui, I'AH est largement utilisé dans le domaine de la médecine esthétique et de la
cosmétique pour ses propriétés hydratantes et volumatrices. En raison de sa biocompatibilité, sa
capacité a retenir I'eau et les possibilités de modulation de sa structure, de nombreuses études sont
en cours pour rechercher de nouvelles applications médicales et de nouvelles formulations de

médicaments.

Au cours de ce manuscrit, une premiere partie bibliographique abordera des généralités et des
prérequis afin de visualiser dans un premier temps sa répartition dans le monde vivant. Ensuite, ses

caractéristiques et fonctions biologiques dans le corps humain seront étudiées.

Dans une seconde partie, les méthodes de production de cette molécule seront abordées et sa place
dans le monde de la santé sera ensuite présentée en passant par ses utilisations dans le dispositif
médical, le médicament et les produits cosmétiques. Les réglementations correspondantes a ces
différents domaines seront également présentées afin de comprendre quels textes et organismes
sont chargés de faire respecter la sécurité, la qualité et I'efficacité des produits de santé pouvant

contenir cette molécule.

Au travers de mon parcours étudiant et de mon année de spécialisation sur les biothérapies, j’ai eu
I'opportunité de travailler sur un projet de recherche a 'INSERM au sein de 'lUMR1229. Ces travaux
feront 'objet d’une troisieme partie expérimentale, traitant de la formulation et du développement

d’un systéme de délivrance de médicament, destiné a une application en chirurgie dentaire.

Enfin, j'ai également pu acquérir une expérience R&D dans le domaine du dispositif médical
concernant la dégradation de produits a base d’acide hyaluronique. Cette expérience me permettra
d’aborder dans une quatrieme et derniére partie, les mécanismes de dégradation radicalaire et

enzymatique de ce polymere.
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CHAPITRE | : BIBLIOGRAPHIE, GENERALITES ET PREREQUIS

1 Présence de l'acide hyaluronigue dans le monde vivant

1.1 Lacide hyaluronique chez ’homme et les vertébrés

1.1.1 Répartition globale et concentrations dans les différents tissus

LAH est présent chez 'homme ainsi que I'ensemble de vertébrés de maniére ubiquitaire (1,2).
Spécifiqguement chez ’homme, on le retrouve avec une concentration moyenne d’environ 200 mg/kg
soit 12 g pour un adulte de 60 kg. Il est principalement contenu dans la matrice extracellulaire (MEC)
(3). On le retrouve en forte proportion dans la peau et les tissus conjonctifs (Figure 1) en participant

entre autres au maintien de leur hydratation et de leur structure.

@ peau
o tissus conjonctifs

O muscles

® intestins

o autres

Figure 1 : Répartition en pourcentage de I'acide hyaluronique dans différents tissus de I'organisme humain (3).

D’apres le tableau ci-dessous (Tableau 1), sa concentration est la plus élevée dans le cordon ombilical
puis dans le liquide synovial. A titre de comparaison, sa concentration dans une créte de coq est de
7500 mg/L (4,5). Concernant le derme (ou plus largement la peau), comme il s’agit du tissu le plus
important en proportion, sa concentration en AH correspond environ a celle retrouvée en moyenne

dans le corps humain.

Cordon ombilical 4100
Liquide synovial 1400 a 3600
Derme 200 a 500
Humeur vitrée (Corps vitré) 140 a 340
Cerveau 35a115
Liquide Amniotique 20
Lymphe Thoracique 8,5a18
Humeur aqueuse (Chambre antérieure) 0,3a22
Urine 0,1a0,3
Liquide Cérébrospinale Lombaire 0,02a30,32
Plasma (Sérum) 0,01a0,1

Tableau | : Concentrations de I'acide hyaluronique en ug.g™ dans différentes régions anatomiques du corps humain (1,5).
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1.1.2 Exemple de son implication dans I'articulation synoviale

LAH joue un role particulierement important
dans la lubrification dans I'articulation synoviale
(Figure 2) en étant présent de le liquide synovial
(LS). Le LS est un liquide résultant d’un dialysat de
plasma avec une densité proche de I'eau (1,010),
peu abondant (environ 1 mL dans l'articulation
du genou par exemple) clair, transparent,
incoagulable et visqueux avec un aspect de blanc
d’ceuf (6). Sa viscosité est en partie di a la
présence d’AH synthétisé par les synoviocytes B
de la membrane synoviale (7). Les deux autres
types de cellules (A et C) présentes dans la
membrane synoviale ont soit un role
phagocytaire (type A), soit un réle intermédiaire

(type C) entre synthése et phagocytose (6).

Cellule A

Cellule

} Couche superficielle

Cellule C

\/ai

IX sanguins

Tissu conjonctif lache

.7 ® '.
dialysat YVe ® Membrane fibreuse
de plasma (. |
\/ A ’b— Capillaires sanguins
acide :

hyaluronique Pa )

Vaisseaux lymphatiques

Liquide synovial

WS

¥,
————— Cartilage

v

Vb\ 5‘\;’ )‘ ,‘ !
(&g p""Lrn—v Os sous-chondral
QA
8 Ay a0
Figure 2 : Schéma d'une articulation normale avec les
différentes cellules et éléments de la membrane synoviale,
elle-méme comprise a l'intérieure d'une membrane fibreuse,
la capsule articulaire (6).

Lorsque I'AH est seul, la lubrification du cartilage articulaire n’est pas pleinement assurée (8,9). Pour

gue cette lubrification ait lieu, I’AH doit étre complexé avec d’autres molécules telles que la Lubricine

(10), une glycoprotéine mucineuse sécrétée dans le LS par les synoviocytes, eux-mémes présents a

la surface du cartilage. UAH est également complexé a des lipides telle que la Phosphatidylcholine

(PC). Ces différents éléments forment un revétement (Figure 3) a la surface du cartilage permettent

de diminuer les phénomeénes de friction avec le cartilage opposé.

Collagen network

Figure 3 : lllustration du revétement a la surface du cartilage articulaire formé par I'association de I'acide hyaluronique (HA) avec des

HA

Lubricin

molécules de Lubricine et des couches de Phosphatidylcholine (PC) exposant leur groupement phosphocholine hautement hydratés
(112).
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1.2 Lacide hyaluronique dans le regne bactérien

LUAH peut étre retrouvé au sein de bactéries en formant une capsule (Figure 4) autour du micro-
organisme (12). Par exemple, cette structure est retrouvée au sein du genre Streptococcus de type
B-hémolytiques telle que la bactérie S. Pyogenes (streptocoque A, d’aprés la classification de
Lancefield). La production de I’AH par cette bactérie est assurée par 'opéron hasABC ou le premier
géne hasA code pour une acide hyaluronique synthase (HAS). Les autres génes hasB et hasC codent

pour d’autres enzymes, non essentielles a la synthése de I'’AH de la capsule (13).

Cette capsule d’AH constitue un facteur de virulence et permet aux bactéries de résister a la
phagocytose comme ont pu le démontrer Wessels et al. (14). Plus précisément, Hurst et al.(13) ont
également démontré que cette capsule permet de résister a la phagocytose par les neutrophiles. En
effet, I’AH constituant la capsule présente une structure identique a celle retrouvée chez ’lhomme
et rend les bactéries immunologiquement inertes. De plus, cette capsule d’AH permet aux bactéries
d’adhérer aux cellules de la muqueuse nasopharyngée en interagissant avec le collagéne de type IV

et la fibronectine présents dans la MEC.

CELL SURFACE SECRETED EXOPROTEINS
Surface anchored proteins

M protein,
Fibronectin binding proteins

Superantigens (SPEA, SMEZ elc)
Streptolysin S

Protein GRAB Streptolysin O

Cb5a peptidase

ERysEr EndoS
IdeS

Peptidoglycan @ Cysteine Protease (SPEB)

DNases
Lipoteichoic acid A Serum opacity factor

Hyaluronic acid capsule Protein SIC

Carbohydrates, sugars SpyCEP

Figure 4 : Surface cellulaire de la bactérie S. Pyogenes avec sa capsule d’acide hyaluronique (12).

Page 22 sur 164



1.3 Lacide hyaluronique dans le regne végétal et fongique

A I'état naturel, en raison de I'absence des enzymes HAS, I’AH n’est pas retrouvé chez les plantes et
les champignons (ou fungi), a I'exception de certaines levures. Cependant, leurs cellules peuvent
étre modifiées génétiquement afin d’obtenir un systeme recombinant capable de produire le

polymeére (15).

1.3.1 Production de I'acide hyaluronique chez les végétaux

Chez les végétaux, seuls les précurseurs UDP (Uridine diphosphate) sont synthétisés a partir du
glucose, il s’agit de ’'UDP-N-Acétylglucosamine (UDP-GlcNac) et de 'UDP-acide glucuronique (UDP-
GlcA). Pour ensuite synthétiser de I’AH, I'insertion dans les cellules du gene codant pour la HAS est
nécessaire (Figure 5). Par exemple, I'équipe de Arezoo Nazeri et al. (15) sont parvenus a transformer
pour la premiére fois des cellules de racine (« hairy roots ») de Nicotiana Tabacum avec le géne
HAS2. Ce géne code pour une HAS humaine de type 2 et a été inséré a I'aide d’une bactérie Gram
négatif, Agrobacterium rhizogénes, un agent pathogéne des végétaux responsable de la « hairy roots

disease ».

Glycolysis
-
pathway

$ |0Amidotransferase >[ Glucosamine-6-P I

[*Acetyltransferase > N-Acetyl
7 | glucosamine-6-P N-Acetyl

glucosamine-1-P

A

Hexokinase

L4

lucose-6-phosphate ]

< y

{ asejAoydsoydosAd

[ UDP-N-Acetylglucosamine ]

=

Pentose ucose-1-P
phosphate |~UDP-GIucose pyrophosphorylase)[ UDP-Glucose ]
Pathway J :

[*UDP-Glucose dehydrogenase >[ UDP-Glucuronic acid ]

o { *Phosphoglucomutase|| - |ase,|auuos!o:>n|80quoqd->

Figure 5 : Schéma de la synthése de I'acide hyaluronique dans une cellule de plante transgénique apres insertion du géne HAS.
d'apres Arezoo Nazeri et al. (15).
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1.3.2 Production de l'acide hyaluronique chez les fungus

Chez la plupart des mycetes, telle que la levure Saccharomyces cerevisiae (ou plus communément,
la levure de boulanger), les précurseurs UDP ne sont pas synthétisés. Une insertion d’un gene codant
pour la HAS n’est donc pas suffisant, ces précurseurs doivent étre apportés de maniére exogene.
Concernant S. cerevisiae, il sagit d’'une levure particulierement intéressante pour la production d’AH
car elle fait partie des microorganismes GRAS (Generally Recognized As Safe), c’est-a-dire reconnu
pour étre sans danger. De plus, la FDA (Food and Drug Administration) a déja approuvé son utilisation
pour la production de principes actifs telle que I'artémisinine, un antipaludéen entre autres, ou

encore I'émodine (16) aux propriétés antivirale, laxative, immunosuppressive et antitumorale (17)).

En détail, d’apres de Oliveira et al. (18), la modification génétique de la levure S. cerevisiae se fait
par l'insertion du géne DGA42 a l'aide du plasmide pYES2. Ce geéne code une hasA provenant
d’amphibiens du genre Xenopus. Le plasmide pYES2 est un plasmide « épisomal », c’est-a-dire
capable de s’intégrer dans I’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) de la cellule héte (Figure 6) et d’étre

dupligué a chaque division cellulaire faisant ensuite partie intégrante de son patrimoine génétique.

Figure 6 : Comparaison des mécanismes d’intégration dans une cellules bactérienne entre un plasmide non-intégrant (en haut) et un
plasmide épisomal (en bas). 1. ADN chromosomique. 2. Plasmides. 3. Division cellulaire. 4. ADN chromosomique avec intégration du
plasmide épisomal (19).

Bien que des techniques biotechnologiques (transfection ou transformation entre autres) soient
nécessaires la plupart du temps pour produire de I'AH via des levures ou champignons, certaines
espéces sont capables de produire ce polysaccharide de maniére autonome. Par exemple, chez la
levure Cryptococcus neoformans, la synthese dAH est assurée et catalysée par une

glycosyltransférase codée par le gene CPS1 (18).
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1.4 Cas particulier de l'acide hyaluronique chez les virus

Bien que les virus ne soient pas compris dans la classification des différents régnes du monde vivant
(Annexe 1), ils restent classés par ordre, famille, sous-famille, genre et espéce d’aprés I'ICTV
(International Committee on Taxonomy of Viruses). Leur appartenance au monde du vivant reste
encore un débat aujourd’hui. Leur cas est tout de méme abordé ici car leur interaction avec les
organismes vivants et les découvertes réalisées ont permis de mettre en évidence leur implication

dans la production de I'AH.

Par exemple, en s’intéressant au virus PBCV-1 (Paramecium Bursaria chlorella virus type 1), I'équipe
de Paul L. DeAngelis et al. (20) a découvert la présence d’une séquence ORF (Open Reading Frame
ou Cadre de Lecture Ouvert) AO98R codant pour une HAS. En détail, ce virus est un chlorovirus
appartenant aux virus géant (ou « girus » pour la contraction des termes anglais « giant » et
« virus ») dont la taille est supérieure a 0,2 uM et dont le génome contient plus de 300 000 pb (paire

de bases).

L'équipe de Paul L. DeAngelis a pu mettre en évidence la production d’AH par des cellules de Chlorelle
(une algue verte unicellulaire) infectées par ce chlorovirus. La présence d’autres séquences ORF
(AB09L et A100R) chez ce virus ont été mises en évidence et codent pour des enzymes nécessaires

a la synthese des précurseurs UDP de I'AH.

A la suite de ces découvertes, les Chlorovirus ont commencé a étre utilisés comme outils
biotechnologiques pour transformer des cellules végétales. Il s’agit par exemple des travaux qu’ont
pu réaliser I'équipe de Numfon Rakkhumkaew et al (21) en transformant des cellules BY-2 de tabac.
Pour y parvenir, cette équipe a sélectionné le Chlorovirus Hirosaki (CVH1) et a amplifié par PCR
(Polymerase Chain Reaction) la séquence ORF codant pour la HAS. UADN obtenu par PCR a ensuite
été inséré dans un plasmide pour obtenir un vecteur d’expression permettant de transformer les
cellules BY-2 pour ensuite produire et exprimer des molécules d’AH a la fois sur la surface des cellules

et a l'intérieur d’organites.
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La Figure 7 ci-dessous illustre les travaux réalisés par 'équipe de Paul L. DeAngelis et al. en mettant
en évidence les éléments suivants :

a) Activités des enzymes virales A609L et A100R, impliquées dans la production des deux sucres
nucléotidiques, UDP-a-D-GlcA et UDP-a-D-GlcNAc, respectivement.

b) Synthese de l'acide hyaluronique catalysée par I'AO98R; cette enzyme nécessite une
molécule de GIctNAc comme amorce (« Priming » GIcNAc) pour ajouter d’autres unités
monosaccharidiques et allonger la chaine polysaccharidique a partir de I'extrémité non
réductrice (Cf. 3.1 Biosynthése).

c) Images de la paroi cellulaire de Chlorella obtenues par microscopie électronique : en haut,
algue non infectée ; au milieu, image de la paroi cellulaire prise 240 min post infection ; en
bas, paroi cellulaire des algues infectées traitées a la hyaluronidase. "Cyto" indique le

cytoplasme de la cellule et "C" |a paroi cellulaire. (c)

a) UDP-q-D-Glc Fru-6P [ ¢)
2 NAD* Gin
(UGDH) (GFAT)
2 NADH Acost. (host  Glu </} AT00R
UDP-0-0-GIcA UDP-a-0-GlcNAG € -2 ___ GieN-6P
b) GlcNAc + n:UDP-0.-p-GlcNAc + m-UDP-a-D-GlcA e
=
o
(HAS) 35
m+n UDP A098R T
R = B-GlecNAc Hyaluronic acid
orH
B COOH CH,OH
A %%
HO OH
ACHN
. GIcA GIcNAc Priming GIcNAc unit
Elongation
versus

Figure 7 : Biosynthese de I'acide hyaluronique par le virus PBCV-1 dans une cellule de Chlorelle infectée (22).
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2 Caractéristiques de l'acide hyaluronique

2.1 Structure

2.1.1 Structure chimique

LAH fait partie des glycosaminoglycanes (GAG) tels que les chondroitines sulfates, les dermatanes-
sulfate, les kératanes-sulfate et les héparanes-sulfate (ou héparines). Il a la particularité d’étre le seul
GAG non sulfaté et libre dans les tissus, c’est-a-dire non lié a une protéine porteuse (ou centrale)
pour former un protéoglycane. Il peut exister soit sous forme acide (acide hyaluronique) soit sous

forme de sel (hyaluronate de sodium par exemple).

Comme observé précédemment de maniére succincte, 'AH est un polymeéere composé par la
répétition d’un disaccharide d’acide D-glucuronique et de N-acétylglucosamine. Ces sucres sont liés
alternativement par des liaisons osidiques de type B1—3 pour former I'unité disaccharidique et
B1—4 entre chaque unité (Figure 8). En solution, la taille du motif disaccharidique est estimée a 10

A (23).

OH OH . OH
“"' O HO O O HO ‘¢¢“
’ HO E NH HO ; t:N)‘/H =
OH =N OH o=

o PH OH B-1,4-Glycosidic Bond B-1,3-Glycosidic Bond
O:
Ho~ 2 O RAE
HO OH OH
AL e 2NH 1
3 OH 3
Glucuronic Acid N-Acetyl Glucosamine

n

Figure 8 : Structure moléculaire d’unités disaccharidiques d’acide glucuronique et N-acétylglucosamine formant une molécule
d’acide hyaluronique avec numérotation (en rouge) de la position des atomes de carbone de chaque saccharide (18).

La configuration B confére aux groupement volumineux (Hydroxyle, carboxyle, acétamide, carbone
anomere) une position équatoriale énergétiquement favorable. Quant aux atomes d’hydrogene, de
taille bien moins importante, ils occupent la position axiale énergétiquement moins favorable. Cette
disposition spatiale permet ainsi au polysaccharide d’avoir une structure énergétiquement stable en
limitant la rotation des chaines polysaccharidiques autour des liaisons glycosidiques. De plus, le
polymére est stabilisé par des liaisons hydrogénes (quatre par motif disaccharidique) se formant
entre ses différents groupements polaires (alternés par des fractions hydrophobes) ainsi qu’entre
des molécules d’eau présentes en solution (24) (Figure 9).
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Figure 9 : Structure chimique d'un tétra-saccharide d’HA dans une solution de diméthylsulfoxyde (DMSO) contenant de I'eau (24,25)

2.1.2 Structure a l'état solide

A I'état solide, ce polyoside est semi-cristallin et par analogie avec la structure des polypeptides, sa
structure primaire correspond a une chaine linéaire non ramifiée. Selon son poids moléculaire, le
polyoside peut adopter une structure secondaire et prendre la forme d’une hélice a un seul brin ou
d’une double hélice (Figure 10) dans certaines conditions (16). Cette structure hélicoidale, lui
conférant un caractere semi-rigide, est stabilisée par des liaisons hydrogenes (26) et peut varier
entre autres selon le contre ion associé (Na*, K*, Ca%*, Mg?*). Enfin, 'AH peut adopter une

conformation tertiaire avec un agencement entre des hélices et des feuillets de type B (16,27-29).

‘ /%/OHO \ \

- ~

NH  gooc
o

1-3 1-4 4 13 .
QB .B VB B

Figure 10 : Structures primaire et secondaire de I’'AH, d’apres E.V. Shikina, R.A. Kovalevsky, A.l. Shirkovskaya et Ph.V. Toukach (16).
(A) structure primaire d’un fragment d’AH. Les chaines linéaires de I'AH vont de n = 20 a n = 15000 répétitions (30) ; (B) deux unités
répétitives de la structure de I'AH au format SNFG (Symbol Nomenclature For Glycans — Annexe I1) (31); (C) modéle 3D d'un
fragment en double hélice de I’AH en structure secondaire construite a partir d'unités disaccharidiques répétitives (26).
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2.2 Propriétés physico-chimiques
2.2.1 Masse moléculaire et masse molaire

Masse moléculaire (absolue) ou poids moléculaire (My) : la masse moléculaire d’'une molécule
correspond a l'expression de sa masse en « unité de masse atomique » (uma) avec 1 uma
correspondant au douziéme de la masse du noyau du Carbone 12 ou a la masse d’'un atome
d’hydrogene. En d’autres termes, 1 uma correspond a la valeur approchée de la masse d’un nucléon.
En biochimie, l'unité de masse atomique prend le nom de dalton (Da) en I’honneur des travaux de

John Dalton sur la théorie atomique.

La longueur des chaines d’AH peuvent grandement varier in vivo. Certaines sources rapportent des
poids moléculaires compris entre 10° a 107 Da avec des longueurs variant de de 2 a 25 um (32) tandis
que d’autres sources précisent des poids compris entre 5.10% & 2.107 Da avec un hombre pouvant
atteindre 25 000 répétitions de I'unité disaccharidique (33). Spécifiquement dans le LS sain, son
poids moléculaire moyen est de 7.10° Da avec une longueur pouvant étre supérieure a 15 pum une
fois étendu (1). Une derniére source cite un poids moléculaire d’environ 10° Da dans le cordon

ombilical humain (34).

Concernant le poids moléculaire pouvant étre obtenu a 'aide de micro-organismes producteurs, de
grandes variations sont observées, qu’il s'agisse de fungi ou de bactéries. Le poids moléculaire

obtenu peut varier de plusieurs millions de Da d’un micro-organisme a l'autre (Figure 11).

@ streptococci

B gram-positive
a @ gram-negative

. @ fungi
 Eecli :
B. subtilis

L. lactis

C. glutamicum

B
0 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0
MW (MDa)

Figure 11 : Intervalles de poids moléculaires d'acide hyaluronique issu de différentes sources. 1 - S. equi ssp. equi, 2 - S. iniae, 3 -
Lactobacillus acidophilus, 4 - Streptomyces albulus, 5 - Agrobacterium, 6 - Saccharomyces cerevisiae, 7 - Kluyveromyces lactis, 8 -
Pichia pastoris (16)
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Masse molaire (M): La masse molaire d’'une molécule correspond a la masse contenant 6,023.10%3

exemplaires de cette molécule (soit le nombre d’Avogadro « Na ») et s’exprime en g.mol* (35).

La masse molaire d’'une unité disaccharidique d’acide hyaluronique de formule CisH21NO11 est
d’environ 379,318 g.mol* aprés calcul selon les masses atomiques fournies par I'lUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) (36). Ainsi, les masses molaires de polysaccharides d’AH
peuvent varier de plusieurs millions de g.mol?, de la méme maniére que leur masse (ou poids)

moléculaire.

2.2.2 Solubilité et rhéologie

++ Solubilité
I’AH a un pKa (constante d’acidité) variant entre 3 et 4 selon son poids moléculaire. En milieu aqueux
neutre, cela implique une ionisation de ses fonctions acide carboxylique en carboxylate. UAH est
donc un polysaccharide polyanionique, chargé négativement, accompagné de contre ions
monovalents ou bivalents (Na*, K*, Ca%*, ou Mg?*). Ainsi, 'AH est parfaitement hydrosoluble en
formant des sels que l'on appelle hyaluronane ou hyaluronate (24). Il posséde un fort pouvoir
hygroscopique lui permettant d’absorber jusqu’a 1000 fois son poids en eau et de former des gels

viscoélastiques (Figure 12).

Figure 12 : formation d’un gel apres ajout d’eau a I'une des extrémité d’une feuille d’acide hyaluronique (37)

7

% Propriétés rhéologiques

Les propriétés rhéologiques (viscosité et élasticité entre autres) de I’AH sont influencées par les
forces ioniques et le pH (potentiel Hydrogene) avec une disparition de son caractére poly-électrolyte
lorsque ce pH devient inférieur a son pKa (38). La longueur des chaines et autres modifications
chimigues sont également des facteurs avec un fort impact sur son élasticité et sa viscosité (39).

En solution basique, les liaisons hydrogénes sont rompues et ne participent plus a l'organisation
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structurale de I'AH. De ce fait, la dégradation du polysaccharide est plus importante en milieu
basique qu’en milieu acide (40). En solution acide, I'ajout progressif d’acide chloridrique provoque
la formation d’un gel a partir d’un pH de 2,5. Cela peut étre expliqué par la diminution du degré de
dissociation des groupement acides carboxyliques favorisant ainsi les interactions moléculaires

telles que les liaisons hydrogenes (41).

La figure ci-dessous (Figure 13) met en évidence I'augmentation de la viscosité « n » de I'AH en
solution lorsque sa concentration augmente ainsi que son comportement rhéofluidifiant. Ce
caractere rhéofluidifiant se traduit par une diminution de sa viscosité lorsque le taux de cisaillement
«y » appliqué augmente. Ce dernier affecte I'enchevétrement et les interactions moléculaires
(liaisons hydrogéne et interactions hydrophobes) provoquant lI'alignement des chaines dans la
direction du cisaillement et une chute de viscosité (42). Les solutions d’AH sont donc caractérisées

comme des fluides non-newtoniens pseudo-plastiques.
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Figure 13 : Variation de la viscosité du hyaluronate de Na de masse molaire moyenne en masse (M, = 1,3.10° g/mol) en fonction du
taux de cisaillement et de sa concentration dans une solution de NaCl 0,1 M a 25 °C (43)

Ce comportement rhéofluidifiant peut étre réversible, c’est-a-dire que la viscosité du fluide
pseudoplastique augmente a nouveau lorsque la contrainte qui lui est appliquée diminue. Dans
d’autres cas, la modification de la structure du fluide est définitive ou nécessite un certain temps de
repos, ce phénomene s’appelle la thixotropie. Cela est par exemple le cas lorsqu’un un yaourt est

battu vigoureusement, devenant liquide au détriment de sa structure initial de gel. Les gels d’AH
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(non modifiés chimiguement) sont non-thixotropes car ils retrouvent leur viscosité initiale
instantanément, indiquant la restructuration rapide des interactions et enchevétrement détruits par
le cisaillement (38).
+ Comportement viscoélastique

En rhéologie, le comportement viscoélastique d’un fluide ou matériau est caractérisée par la mesure
du module de conservation (G’) et du module de perte (G”’) dont les unités sont exprimées en
Pascals « Pa ». Ces deux modules composent le module complexe (G*) avec G* = G' + iG" et « i »
I'unité imaginaire (i> = —1). La mesure de ces modules est réalisée a I'aide d’un rhéométre et varie

selon la fréquence a laquelle ils sont mesurés (cf. chapitre Il, sous chapitre 1.4.4)

En d’autres mots, lors d’une sollicitation dynamique en cisaillement :
e Le module « élastique » (ou plus précisément, module de conservation) « G’ » correspond
a la mesure de la partie réelle de G*. Il caractérise la rigidité et le comportement élastique
d’un matériau capable de restituer I'énergie appliquée et de retrouver sa forme initiale.
e Le module « visqueux » (ou plus précisément, module de perte) « G” » correspond a la
mesure de la partie imaginaire de G*. Il caractérise le comportement visqueux d’'un matériau
et correspond a I'énergie dissipée sous forme de chaleur et a la déformation définitive du

matériau.

G'(m) , G"(w) x a, (Pa)
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Figure 14 : Courbes maitresses de G’ et G”” en fonction de la fréquence (w) obtenues par translation en utilisant comme référence les
courbes G’(w) et G”(w) du HA a 39,9g/L (Mw = 1,3x106 ; T=25°C). Modifiée a partir de la référence (43)
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La Figure 14 montre le comportement viscoélastique de différentes solutions d’AH de masse molaire
M = 1,3.10% g.mol L. Ces courbes sont superposées par translation a l'aide de calculs en utilisant les
facteurs de translation « ay » et « ax ». La courbe maitresse étudiée (avec Can = 39,19 g.L'?) permet
de rendre compte du comportement visqueux ou élastique du polysaccharide selon la fréquence
« w » appliquée avec un cross-over annoté par « wp » tel que G’ =G”:

e A basses fréquences, lorsque w < wp le comportement de I'AH correspond a celui d’un

matériau visqueux et G’ < G”’.
e A hautes fréquences, lorsque w > wo le comportement de I'’AH correspond a celui d’un

matériau élastique et G’ > G”.

Il est important de noter que ces mesures sont souvent accompagnées du parameétre tan (6) et

permet de rendre compte du caractére plutot élastique ou visqueux d’un fluide selon la formule :

1

G
tan(6) = Y

2.2.3 Sensibilité a la dégradation par différents agents
++ Sensibilité aux radicaux libres et a la hyaluronidase

Dans divers organismes, bien que la production d’AH soit permise par des HAS, sa dégradation est
également assurée par la présence de hyaluronidases ainsi que de radicaux libres. Ces deux types

de sensibilité seront abordées en détail dans le Chapitre IV.

+»+ Sensibilité a I’hydrolyse alcaline et acide

En 1979, Hofmann et al. (44) ont observé qu’aucune hydrolyse n’avait lieu pour des valeurs de pH
en-dessous de 2. lls ont observé par RMN une augmentation du temps de relaxation (Spin-Lattice-
Relaxationtime T1) prenant la forme d’une courbe sigmoide, traduisant une augmentation de
viscosité. Ceci pouvant étre expliqué par une diminution du degré d’ionisation des groupements

carboxyliques, favorisant I'agrégation des molécules d’AH tel que déja décrit en 2.2.2.

Ensuite, en 1995, Y. Tokita et A. Okamoto (45) ont étudié I'hydrolyse acide et alcaline de I’AH. A l'aide
de calculs théoriques, ils avaient prévu que I'hydrolyse acide avait lieu sur le résidu acide
glucuronique (Figure 15) tandis que I’hydrolyse alcaline avait lieu sur le résidu N-acétylglucosamine
(Figure 16). Les mesures qu'’ils ont effectué par RMN 3C (Résonnance Magnétique Nucléaire du
carbone 13) sur les produits de dégradation ont confirmées ce que prévoyaient leurs calculs

théoriques.
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A la suite de leurs travaux, Y. Tokita et A. Okamoto ont pu conclure que :
e L'hydrolyse des chaines d’AH a lieu de maniere aléatoire
e L'hydrolyse acide a lieu sur les résidus acide glucuronique alors que I’hydrolyse alcaline a lieu
sur les résidus N-acétylglucosamine
e Le clivage de la liaison glycosidique se fait en une seule étape pour I’hydrolyse acide alors

gue deux étapes sont nécessaires pour I’hydrolyse alcaline.
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Figure 15 : Mécanismes d’hydrolyse de I'acide hyaluronique en condition acide. Les différents sites d’attaque des protons sur le
résidu d’acide glucuronique et les réactions correspondantes sont numérotées (1)-(3). (45)
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Figure 16 : Mécanismes d’hydrolyse de I'acide hyaluronique en condition alcaline. A - Mécanisme réactionnel en deux étapes avec
clivage de la liaison glycosidique. B - Mécanisme réaction en une seule étape avec clivage de la fonction amide (N-Acetyl). (45)
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+» Sensibilité a la photo-dégradation ou ondes électromagnétiques (Annexe lll)

Rayonnements UV (ultraviolet) : En 1991, LapcCik. Et al. (46) ont étudié la dégradation de I’AH soumis

aux rayonnement UV par EPR (Electron Paramagnetic Resonance) Spin Trapping, une technique

permettant de détecter la présence de radicaux. Aprées exposition des échantillons a la lumiére d’'une

lampe de mercure (puissance = 500 W ; flux lumineux ¢ = 7,24.107 mol.s! ; Température = 293 °K),

I’équipe de Lapcik Jr. Et al ont mis en évidence la formation de radicaux sur des carbones centraux

et d’autres hétéroatomes (Figure 17). Des analyses complémentaires par SEC (Size Exclusion

Chromatography) ont permis de mettre en évidence le clivage des liaisons glycosidiques en

observant une diminution du poids moléculaire des fragments d’AH.

v
%Noz
o]
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Figure 17 : Réactions photochimiques possibles apreés exposition UV de I'acide hyaluronique. Modlifiée a partir de la référence (46)

Rayonnements gamma (y) : En 1993, Rehdkova et
al. (47) ont exposés des fragments d’AH sous forme
de poudre ou de solution a des irradiations-y avec
des doses comprises entre 6 a 24 kGy (Kilogray). La
Figure 18 illustre les résultats qu’ils ont pu obtenir
aprés une irradiation avec 6 kGy, (soit la dose
minimale nécessaire pour la stérilisation de
médicaments d’apres I'auteur). La distribution sur
le chromatogramme met en évidence une net

dégradation du polysaccharide.
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Figure 18 : Influence des rayons y sur le
chromatogramme de I'acide hyaluronique en poudre ou
en solution apreés exposition a une dose de 6 kGy (47).
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Radiations micro-ondes vs Chauffage conventionnel : En c00

v/ , , , . —{—CH-pH6.0 —®—MW-pH6.0
2005, Dfimalova E. et al. (48) ont comparé la dégradation —A—CH.EH 5.0 —A—MW_SH 50

1400 4 —0—CH-pH4.0 ——MW-pH40
—O—CH-pH30 —®—MW-pH3.0

de solutions d’AH par chauffage conventionnel (ou « CH »

1200 4
pour Conventional Heating) et par radiations aux micro-
1000 4
ondes (Figure 19). Leurs travaux ont permis de mettre en
800 4

Mr x 1072

évidence la dépolymérisation du polysaccharide avec ces

600 4
deux méthodes sur une échelle de pH variant de 3 a 6.

Cette dépolymérisation étant plus rapide a pH acide pour 1

chaque méthode. Leur étude a permis de démontrer que 2001

la dégradation par micro-ondes est plus rapide que par 0 = 100 150

Treatment time (min)

chauffage conventionnel. Cela peut-étre étre expliqué par

. i X X Figure 19 : Dépolymérisation de I'acide
le mode daction des micro-ondes qui agissent hyaluronique en solution dans l'eau (0,1% m/v)

. T . . par chauffage conventionnel et par micro-ondes
directement a l'intérieur des molécules (Figure 20). Cela ., fonction du pH. (Laxe en ordonnée "M, x 103"

. p L .. correspond a la masse moléculaire relative, il
aurait pour conséquence la polarisation des liaisons it de ja masse moléculaire divisée par 1 uma

L. L. 3 L, et s’exprime donc sans unités) (48).
glycosidiques, augmentant ainsi leur réactivité et leur

sensibilité a I’hydrolyse.
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Figure 20 : Schéma des processus de chauffage conventionnel et de chauffage par micro-ondes (49).

+* Sensibilité aux ultrasons

D’apres Kubo et al. (50), le glycogeéne ou les chondroitines sulfate (un autre type de GAG) n’ont jamais
pu étre dégradés par les ultrasons contrairement a I'’AH étudié dans leur publication. Par
comparaison aux réactions d’hydrolyse acide ou alcaline, cette dégradation n’a pas lieu via des
réactions d’élimination. Ces mémes auteurs précisent que la sonication ne permet pas de
dépolymériser les fragments d’AH jusqu’au stade de monomeres, peu importe la durée d’application

ou l'intensité des ondes.
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De nouveau par comparaison a I’hydrolyse acide ou alcaline et d’aprés les travaux de Vercruysse et
al. (51), la dégradation de I'AH par sonication ne semble pas avoir lieu de maniéere aléatoire. Son
équipe a en effet observé une méme distribution bimodale (Figure 21) sur leur chromatogramme

entre les échantillons SON-2 et SON-3.
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Figure 21 : Chromatogrammes de solutions d'acide hyaluronique (2,37 mg/mL) soumis aux ultrasons pendant 0 min (HA), 15 min
(SON-1), 45 min (SON-2) et 60 min (SON-3) a I'aide d’un appareil de nettoyage a ultrasons de faible puissance (51).

Bien que les temps de sonication entre ces deux échantillons soient différents (45 ou 60 min), la
similitude entre l'allure de leur courbe et plus particulierement la similitude entre les temps de
rétention des seconds pics montre que la dégradation de I'AH s’arréte a une certaine masse
moléculaire. En effet, si I'AH continuait d’étre dégradé, soit le temps de rétention du second pic de

I’échantillon SON-3 serait allongé avec un signal diminué, soit un 3°™® pic apparaitrait.

Cela suggére également que la dégradation d’AH de haut poids moléculaire (correspondant aux

premiers pics) serait plus lente que celle d’AH bas poids moléculaire (correspondant aux seconds

pics).

En complément, d’aprés I'étude de Dfimalova E. et al. (48), les auteurs expliquent que la sonication
permet d’atteindre des poids moléculaires inférieur a 100 kDa sans altérer significativement la

structure chimique ou la structure primaire des macromolécules d’AH.
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3 Biosynthese et fonctions biologiques

3.1 Biosynthése

3.1.1 Les Hyaluronic Acid Synthases : Structure et mécanisme

Chez 'homme et chez les vertébrés plus largement, la synthése de I'AH est assurée par des
glycosyltransférases (GT) connues sous le nom de Hyaluronane Synthases ou encore Hyaluronic Acid
Synthases (HAS). Le turnover de I'AH est plus ou moins important selon les tissus, il s’agit d’'une
molécule constamment renouvelée dont la synthése est par conséquent importante. A titre
d’exemples, sa demi-vie dans le sang est d’environ 3 a 5 minutes tandis que dans la peau, cette demi-

vie est inférieure a 24 heures et peut atteindre 1 a 3 semaines dans le cartilage (52).

Contrairement aux autres GAG synthétisés dans l'appareil de Golgi, 'AH est produit dans la
membrane plasmique des fibroblastes (entre autres) via les HAS (2,53). Il existe différentes HAS
(HAS1, HAS2 et HAS3) chez les mammiferes, chacune possédant deux sites de liaisons distincts pour
des précurseurs UDP-activés (2). Tel que décrit précédemment, ces précurseurs correspondent a
I’"UDP-GIcA et 'UDP-GIcNac. Lors de la polymérisation, ils perdent leur molécule d’UDP et forment

les monomeres acide glucuronique et N-acétylglucosamine de I'unité disaccharidique (Figure 22-A).
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Figure 22 : Schémas de la structure d’une unité disaccharidique (A), de la structure prédictive d’'une HAS de mammifére dans la
membrane plasmique (B) et proposition du processus de biosynthése d’une molécule I'acide hyaluronique par une HAS (en rouge) au
travers de la membrane plasmique (C) (54).
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Globalement, chez les mammiféres (54) ou les bactéries (55), les HAS sont structurellement
composées d’'un domaine cytosolique de type GT entouré par six hélices transmembranaires, a
savoir deux en N-terminale et quatre en C-terminale (Figure 22-B). Elles possédent également

plusieurs boucles dont une large boucle cytoplasmique sur laquelle se fixent les précurseurs (54).

La polymérisation a lieu dans le cytoplasme, a la face interne de la membrane plasmique, depuis
I'extrémité réductrice (Figure 23) du polysaccharide. Cette extrémité réductrice correspond au sucre

sous la forme d’un hémiacétal cyclique (Figure 24).
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Figure 23 : Synthése de I'acide hyaluronique chez Streptococcus equi. L'enzyme HasA est formée de six domaines transmembranaires
impliqués dans la polymérisation et I'exportation de I'acide hyaluronique. Modifiée a partir de la référence (55).

Hémiacétal : Fonction chimique résultant de la réaction entre un aldéhyde et un alcool dont I'atome
de carbone centrale résultant est lié a un atome d’hydrogene, une fonction alcool, un radical puis un
atome d’oxygéne lui-méme lié a un radical. Pour un sucre sous forme linéaire, la réaction peut étre

intramoléculaire, il en résulte une cyclisation de ce dernier, on parle alors d’hémiacétal cyclique.

Hémiacétal -

(Extrémité réductrice) \

Hémiacétalisation

Figure 24 : Réaction d’hémiacétalisation du monomeére N-Acétylglucosamine et mise en évidence de l'extrémité réductrice
correspondant au groupe Hydroxyle libre sur le Carbonne C1. Par Segeron F.
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Lors de la polymérisation, les précurseurs UDP-GIcA et UDP-GIcNac sont additionnés
alternativement et perdent leur UDP. Lextrémité non réductrice est ensuite transloquée dans
I'espace extracellulaire au travers du pore formé par la HAS (Figure 22-C). LAH synthétisé est ensuite
soit relargué dans la MEC soit retenu a la surface de la cellule pour former la matrice ou manteau

péri-cellulaire (MPC) (56).

Récemment, en 2022, Maloney et al. (57) ont étudiés la HAS des Chlorovirus. Dans un premier
temps, ils ont démontré que les HAS chez ces virus ont une homologie dans leur séquence d’environ
45% avec la HAS2 présente chez 'lhomme. De ce fait, ils ont considéré que les mécanismes
découverts chez ce virus sont similaires a ceux pouvant étre retrouvés chez les vertébrés. Dans un
second, ils ont démontré que la polymérisation ne pouvait étre initiée qu’a partir du monomere
GlcNac. lIs ont également démontré qu’une étape d’hydrolyse du substrat est nécessaire pour initier
la polymérisation. Cette hydrolyse a lieu uniquement lorsqu’un seul type de substrat est exposé a la

HAS. La formation d’'un homopolysaccharide est par conséquent impossible.

3.1.2 Roble des différentes HAS

Initialement, les travaux de recherche visant a identifier, caractériser et connaitre les mécanismes
d’action des HAS bactériennes ont permis d’obtenir les bases pour I'identification des HAS chez les
eucaryotes. Ainsi, chez les bactéries (tel que déja abordé brievement en premiére partie de ce
chapitre), ces travaux ont permis d’identifier un opéron possédant 3 génes (13,56):
e hasA, codant la HAS responsable de la polymérisation de I'AH,
e hasB, codant une UDP-glucose déshydrogénases (UGDH) responsable de la conversion de
I’"UDP-glucose en Acide UDP-Glucuronique,
e hasC, codant une UDP-glucose pyrophosphorylase (UGP) synthétisant 'lUDP-glucose a partir
de 'UTP (Uridine Triphosphate) et du Glucose-1-phosphate.

Les eucaryotes possedent également un set d’enzyme similaire (HAS, UGDH et UGP) remplissant les

mémes fonctions nécessaires a la biosynthese de I'AH (58—62).
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Telles que citées précédemment, trois types de HAS sont retrouvées chez les mammiferes. Ces

enzymes ont une similarité dans leur structure d’environ 55 a 70% (2). Elles sont chacune codées par

un gene spécifique (Tableau II).

ENZYME GENE CHROMOSOME GENE CHROMOSOME
HUMAIN HUMAIN MURIN MURIN
HAS1 HAS1 19g13.4 has1 17 A3.2
HAS2 HAS2 8g24.12 has2 15 D1
HAS3 HAS3 16g22.1 has3 8 D3

Tableau Il : Hyaluronan Synthases identifiées chez les humain et les souris avec leur géne associé. D'apres Bastow et al. (56)

Ces enzymes possédent des particularités qui leur sont spécifiques :

e HASL1 est 'enzyme dont la constante de Michaelis « Km » est la plus élevée. Cela signifie que
sa vitesse maximale de synthése est atteinte pour des concentrations en substrat plus
élevées que ses homologues. Par conséquent, il s'agit de I'enzyme qui synthétise le moins
rapidement I'AH (2). Elle est capable de synthétiser des fragments d’AH de taille comprise
entre 2.10° et 2.10° Da (63).

e HAS2 est capables de produire des fragments d’AH d’une taille supérieur a 2.10° Da (63). Il
s’agirait d’'une enzyme indispensable lors du développement embryonnaire (5). D’aprés
Camenisch et al. (64,65), une délétion de son gene entraine une formation incompléte du
septum atrio-ventriculaire est devient |étale chez les souris au bout de 9,5 jours. Cette
enzyme intervient en cas de stress important (hémorragie, plaie...) et lors du processus de
cicatrisation (5). C’est également I'isoforme la plus exprimée dans le cartilage (56).

e HAS3 synthétise des fragments d’AH de plus petite taille, environ 1.10° a 1.10° Da (63). Elle
serait I'enzyme la plus efficace et intervient au niveau péri-cellulaire pour la synthése de la

MPC de certaines cellules (5).

Le niveau d’expression de ces isoenzymes differe lors du processus de morphogénése ou selon I'état
pathologique d’un tissu (66). Leur controle est régulé de maniére spatio-temporelle (2). Par exemple,
chez le nouveau-né on observe une diminution de la quantité d’AH au cours du développement au
niveau des cordes vocales avec un dépot concomitant de protéines fibreuses au travers de la lamina
propria (tissu conjonctif lache situé sous les épithéliums tapissant notamment les muqueuses

digestives, respiratoires et urogénitales) (67).
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3.2 Fonctions biologiques
3.2.1 Les principaux récepteurs de l‘acide hyaluronique : CD44 et RHAMM

s CD44
Le cluster de différenciation 44 (CD44) fait partie des protéines capables de fixer 'AH. Il s’agit d’'une
protéine multi-domaine exprimée de maniere ubiquitaire par de nombreux types de cellules
(leucocytes, fibroblastes, cellules épithéliales, endothéliales, kératinocytes...) a la surface de leur
membrane plasmique. Le géne du CD44 contient 20 exons (Figure 25) subissant I'épissage alternatif
(68). De ce fait, il existe de multiples isoformes dont le CD44s correspondant a la version « standard »
du récepteur. En 2014, Dicker et al. (2) rapportent que 20 « variants » CD44v ont été identifiés parmi
800 isoformes possibles apres estimation mathématique. La combinaison des différents exons a un
impact sur I'affinité du récepteur avec I'AH mais il existe d’autres facteurs a prendre en compte tel
gue |'état de phosphorylation au c6té interne de la membrane plasmique (68) ou le nombre de N-

glycolisation présents sur les sites d’activation (69).

Signal peptide Extracellular domain TM Cytoplasmic

| l /
v v /N
1 2 3 4 S 6a 6b 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

e ] 1 [ 2 v [ve [vs [ve [vz [ve [vo fo BT | ]

hyaluronan O- N-linked sugar
binding site @ O-inked sugar

O GAGs
variant
exons

Figure 25 : Structure du récepteur CD44 et organisation génomique (68). Les cases blanches représentent les 10 exons pouvant étre
soit épissés pour obtenir les récepteur CD44s soit conservés selon différentes combinaisons pour obtenir les autres types de CD44v.
L’exon 17 « TM » correspond au domaine transmembranaire, hautement conservé entre les différentes isoformes de CD44.

Une molécule d’AH peut se lier a plusieurs de ces récepteurs, une seule chaine de haut poids
moléculaire peut lier théoriguement jusqu’a 1000 protéines (2,70). La réponse induite par la fixation

du polysaccharide sur le CD44 dépend grandement de sa taille ainsi que du phénotype cellulaire (2).
Ce récepteur est impliqué dans la motilité cellulaire incluant les cellules cancéreuses, les cellules

endothéliales ou encore les fibroblastes (68). Il permettrait également I'activation de lymphocytes

mais peut aussi étre impliqué dans des processus pathologiques comme la progression tumorale.
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Par exemple, au niveau du colon, I'expression du CD44 est associée a une progression tumorale ainsi

gu’a une augmentation de son potentiel métastatique (70).

Dans l'os, il joue un réle de communication entre les ostéoblastes, les ostéocytes et les ostéoclastes.
Il peut agir comme un signal « stop » de l'ostéoclastogenése et de la résorption osseuse. Au niveau
du cartilage, il participe au maintien de I’homéostasie en assurant une interaction entre les

chondrocytes et la matrice extracellulaire (56).

Le CD44 est également impliqué dans la formation du MPC avec I'AH (Figure 26). Il s’agit d’une fine
couche de 4 a 10 um d’épaisseur présent a la surface de nombreux types de cellules comme les
cellules du cumulus ophorus. Le role de ces cellules étant d’assurer I'intégrité et la migration de
I'ovocyte qu’elles contiennent au travers de la trompe de Fallope. D’autres protéines capables de
fixer I’AH sont impliquées dans la réticulation du manteau cellulaire, il peut s’agir du TSG-6 (Tumor

necrosis factor-a stimulated gene 6), de la Tenascin ou encore de la Pentraxin (2).

Figure 26 : Organisation de I'acide hyaluronique in vivo : A - Formation de « cdbles » entre des monocytes avec en vert, 'AH ; en
rouge, le CD44 et en bleu, le noyau cellulaire (71). B - MPC autour d’une cellule cancéreuse MCF-7 C avec I’'AH et HAS3 en vert.
C - MPC autour d’une cellule cancéreuse MCF-7 entourée de cellules hématopoiétiques en vert, de I’AH en rouge et de la
protéine HAS3 en vert (72).

s RHAMM
Le récepteur RHAMM de l'anglais « Receptor for HA-Mediated Motility » ou encore HMMR pour

« Hyaluronan-Mediated Motility Receptor » est également connu sous le nom de CD168.

Contrairement au CD44, il ne possede pas de domaine transmembranaire. |l est exprimé a l'intérieur

des cellules ou leur surface sous l'influence de certains stimuli (2).
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De la méme fagon que le CD44, ce récepteur est exprimé sous différentes isoformes apres épissage
alternatif et peut étre retrouvé dans de nombreuses cellules telles que les cellules endothéliales, les

cellules de muscles lisses des arteres pulmonaires et des voies respiratoires. (52).

De la méme maniere que pour I’AH, sa synthese et son expression sont initiées par une stimulation
du TGF-B1 (Tumor Growth Factor-B1), un puissant facteur de stimulation de la motilité cellulaire,

permise (52).

Initialement, ce récepteur a été découvert a la surface des cellules et fut nommé ainsi pour sa
capacité a lier 'AH et pour son implication dans la motilité cellulaire des fibroblastes. Les études
menées a la suite de sa découverte ont permis de connaitre son implication dans la régulation de
I'inflammation, la fibrose ou encore les processus de cancérisation via son interaction avec I’AH. Plus
tard, la découverte de son expression a I'intérieur des cellules a permis de connaitre ses implications
dans la régulation du cycle cellulaire lors de I'interphase, la division cellulaire (interaction avec le

fuseau mitotique et le centrosome) ainsi que la transcription des genes (73).

Dans la région extracellulaire, ce récepteur est associé au CD44 et apres leur liaison avec I'AH,

différentes voies de signalisation (Figure 27) peuvent avoir lieu (52).
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Figure 27 : Proposition de l'interaction entre le récepteur RHAMM a la surface cellulaire avec I'acide hyaluronique et I'activation de
ses fonctions intra et extracellulaire (73)
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De la méme maniere que le CD44, dans un contexte tumoral, le récepteur RHAMM peut avoir des
fonctions opposées. Ces fonctions vont dépendre de nombreux facteurs tels que le type de
récepteur, le type de cellule cancéreuse ou encore le micro-environnement tumoral. Un taux
d’expression élevé de ce récepteur est souvent associé a un pronostic défavorable pour de nombreux
types de cancers. Cependant, dans certains contextes, ce récepteur peut agir comme un suppresseur

de tumeur (73).

3.2.2 Rdle structural de l'acide hyaluronique dans la MEC

Comme cité précédemment, 'AH est présent dans la MEC des tissus conjonctifs mais est aussi
présent dans les tissus épithéliaux et neurologiques. Dans ces différents tissus, 'AH est capable de
libérer ou retenir plusieurs éléments tels que I'eau, des ions ou encore des facteurs de croissance

(5). Il permet également d’assurer des interactions cellules/cellules et cellules/MEC.

LUAH sert d’'ossature pour des agrégats de protéoglycanes (Figure 28-B), ces derniers pouvant
atteindre une longueur de 4 um et un diameétre variant entre 500 a 600 nm. Le protéoglycane
correspond a un complexe entre différents types de GAGs (Kératane sulfate, Chondroitine sulfate...)
et un axe protéique sur lequel les GAGs viennent se fixer. Via des protéines de liaisons, les
protéoglycanes sont fixés a leur tour sur le polymére d’AH. Ces différents éléments agencés entre

eux se retrouvent ensuite enchevétrés a l'intérieur de fibrilles de collagene (Figure 28-A).
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Figure 28 : A Organisation moléculaire de I'acide hyaluronique dans la MEC (5) B : Schéma de la structure entre les agrécanes
(protéoglycane du cartilage articulaire) et I'acide hyaluronique (2)
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3.2.3 Lacide hyaluronique dans la peau

La peau (Figure 29) est I'organe contenant la plus grande quantité d’AH du corps humain. Dans une
peau saine, I’AH est retrouvé dans I'espace intercellulaire de I'épiderme (a I'exception de la couche
cornée et de la couche granuleuse supérieure) et dans le derme en quantité davantage importante

(52,74).
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Figure 29 : Structure de la peau et de I’épiderme (75).

Hormis son réle de matrice permettant de contenir des cellules, 'AH a de nombreuses autres
fonctions dans la peau. Grace a son importante propriété hygroscopique, I'AH peut contenir I'eau et
étre a l'origine de variations du volume et de I'élasticité de la peau. Il peut également étre a l'origine
de processus de prolifération et de différenciation cellulaire ainsi que des processus de régénération

tissulaires (74).

Dans le derme et I'épiderme, les récepteurs de I'AH (CD44 et RAHMM) sont retrouvés. Dans
I’épiderme, I’AH serait présent notamment dans la couche basale et épineuse et interagirait avec le
CD44 pour assurer une liaison entre les cellules de Langerhans et les kératinocytes lors du processus
de migration. Concernant le récepteur RHAMM, ce dernier permet de médier la locomotion des
fibroblastes induite par le TGF-B. Une surexpression du récepteur RHAMM peut également jouer un

réle dans la transformation des fibroblastes (52).
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Lorsque la peau vieillit, une disparition de I'AH dans I'épiderme est observée alors que ce dernier
reste présent dans le derme (52). Dans le derme, la principale modification liée a I'age est une
augmentation de I'affinité de I'AH avec les autres structures (76), il existe également une réduction
de la taille des fragments d’AH (77). Cette variation de ’'homéostasie de I’AH dans la peau selon I'age
reste encore inexpliquée. La perte d’AH dans I'épiderme ainsi que les autres phénomenes cités ci-

dessus contribuent a la perte de I’hydratation, I'atrophie et la diminution de I'élasticité de la peau

(Figure 30).
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Figure 30 : Comparaison entre une peau « jeune » et une peau « mature » (78).

Il est important de noter qu’un vieillissement prématuré de la peau a lieu lors d’'une exposition aux
UV. Le processus de vieillissement de la peau du visage serait en partie d( aux radiations UV a
hauteur de 80% (79). Les radiations UV provoquent |'apparition d'anomalies dans les concentrations
des GAGs ainsi que dans leur répartition avec une diminution de I'AH et une augmentation des
chondroitines sulfate. Dans les fibroblastes du derme, la cause de la réduction de la synthese d’AH
est liée a la quantité de collagéne. Ce dernier, apres un processus de signalisation, provoque la

diminution de I'expression du géne HAS2 (52).

Papakonstantinou et al. (52) expliquent qu’ils ont observé une augmentation de I'expression d’AH de
poids moléculaire moins élevé dans une peau exposée aux radiations UV par rapport a une peau
non irradiée. Ce phénomene serait expliqué par une diminution de l|'expression de HAS1
(responsable de la synthése de longs fragments d’AH) et d’une augmentation de I'expression des
Hyaluronidases (Hyall-3). Les auteurs ont également mis en évidence une diminution significative
de l'expression des récepteurs CD44 et RAHMM dans la peau irradiée. Par ailleurs, ils ont aussi
observé que la diminution de la quantité d’AH et la diminution de I'expression de HAS1 avait lieu lors

du processus de vieillissement intrinséque (sans intervention d’agents extérieurs).
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3.2.4 l’acide hyaluronique dans l'os et le cartilage

¢ Acide hyaluronique et cartilage
Chez l'adulte, le cartilage est un tissu non vascularisé, non innervé et contenant peu de cellules
(chondrocytes). Comme déja vu en 1.1.2 de ce chapitre dans l'articulation synoviale, I'AH est
synthétisé par des synoviocytes B de la membrane synoviale. LAH nouvellement synthétisé a un
poids moléculaire trés élevé et vient se complexer avec d’autres molécules (PC, Lubricine, collagéne
de type IlI) a la surface du cartilage pour assurer sa lubrification (11). I'AH permet également
d’'immobiliser les agrécanes via des protéines de liaison créant des liaisons indissociables. Avec I'age,
une diminution de son poids moléculaire ainsi qu’une augmentation de sa concentration sont

observées et ne sont pas favorables au maintien de la lubrification (56).

¢ Acide Hyaluronique et os
Bien que des cultures a partir de fragments d’os produisent de I'AH (80,81), son réle dans I'os reste
encore inconnu et n’a pas de role structural ici contrairement au cartilage (56). Néanmoins, des
études ont permis de montrer les effets d’'un apport exogéne d’AH sur le remodelage osseux et les
cellules présentes dans ce tissu. Les cellules composant ce tissus sont les ostéoblastes responsables
de l'ostéosynthése, les ostéoclastes responsables de la résorption osseuse et les ostéocytes

correspondant a des mécano-senseurs (56) :

e Chez les ostéoclastes, 'AH jouerait un réle d’inhibiteur de la résorption osseuse. Ce réle
dépendrait grandement de son poids moléculaire.
o Pour des fragments inférieurs a 8000 Da, il deviendrait un inducteur de la résorption
osseuse en interagissant avec le récepteur RANK des ostéoclastes et le RANKL (RANK-
Ligand) des ostéoblastes (Figure 31).
o LAH de haut poids moléculaire aurait un effet inhibiteur de I'ostéoclastogenése en
supprimant les voies de signalisation dépendante du M-CSF (Macrophage colony-

stimulating factor).

e Chez les ostéoblastes, I'AH serait capable de moduler leur fonctionnement et d’induire
'ostéogenése. Cette modulation dépendrait a nouveau du poids moléculaire du
polysaccharide et aussi de sa concentration. LAH de haut poids moléculaire serait un
ostéoinducteur, mais cette observation reste a approfondir car d’autres GAGs sont impliqués
dans l'ostéogenese. De plus, une publication (82) montre un échec de l'induction de
I'ostéogenése par I'AH dans le contexte d’une étude sur la distraction osseuse (technique

chirurgicale permettant d'allonger ou de créer de I'os).
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Lors du processus du remodelage osseux, I'AH faciliterait I'interaction entre les ostéoblastes et
les ostéoclastes pour réguler la réponse des ostéoclastes a la PTH (hormone parathyroidienne,
régulant le taux de calcium). Il influencerait le recrutement des progéniteurs d’ostéoclastes et
augmenterait le taux de RANKL via le CD44 mais n‘augmenterait pas le taux d’ostéoprotégérine,
cela suggere que I'AH dirige la différenciation des ostéoclastes. Enfin, 'AH favoriserait la
prolifération des cellules stromales et I'expression des génes ostéogéniques indiquant un
possible réle probable dans le recrutement, la prolifération et la différenciation des pré-

ostéoblastes (56).
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Figure 31 : Proposition des réles de I'acide hyaluronique (AH) et ses fragments dans I'os : Modélisation schématique des réle de I'AH
dans le recrutement des ostéoblastes (OB) depuis les cellules progénitrices stromales de la moelle osseuse (bmSC) ainsi que dans la
minéralisation et la formation osseuse. Roles de I'AH intact de haut poids moléculaire (HA) et des oligosaccharides de bas poids
moléculaire (o-HA) dans la médiation de la résorption osseuse par les ostéoclastes (OC) via RANK et RANKL ainsi que leur réle dans
I'angiogenése des cellules endothéliales (EC) (56).

Mineralisation

3.2.5 [acide hyaluronique dans I'angiogenese physiologique et pathologique

Langiogenése correspond a la néosynthése de vaisseaux sanguins, il s’agit d’'un processus
physiologique. Lors de ce processus, les vaisseaux sanguins peuvent étre formés a partir de
structures vasculaires locales ou bien a partir de progéniteurs endothéliaux circulants, mobilisés
depuis de la moelle osseuse. Ce processus est régulé par des facteurs pro-angiogéniques intervenant
dans le cas d’une lésion tissulaire. Lorsque le tissu Iésé est réparé et la circulation rétablie, des

facteurs anti-angiogéniques vont réguler négativement ce processus.
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L'équilibre entre ces différents facteurs est primordial, en cas de dérégulation, des pathologies
peuvent survenir comme une hypoxie des tissus en cas d’angiogenese insuffisante. Dans le cas
contraire ou I'angiogenese serait excessive, cela peut entrainer la prolifération d’un cancer. C’est a
ce niveau que la MEC entre en jeu car elle permet la diffusion des facteurs de croissance et le
contréle de la migration des cellules endothéliales. LAH joue alors un réle majeur en tant que
molécule clef de la MEC (Figure 32). Ses produits de dégradation ont un réel impact sur I'angiogenése

qui est davantage prépondérant dans un contexte pathologique (83).

+» Angiogenése physiologique
Physiologiquement, des études rapportent que les longues chaines d’AH jouent un réle anti-
inflammatoire (84) et anti-angiogénique (85). En se liant au récepteur CD44 des cellules
endothéliales, le polysaccharide va bloquer la signalisation cellulaire conduisant la prolifération
cellulaire. En opposition, les oligomeéres d’AH (o-AH) induisent la prolifération des cellules
endothéliales en interagissant avec le CD44. Les o-AH vont d’abord initier une réponse mitotique
(83,86,87) induisant ensuite I'expression des gélatinases MMP-2 et MMP-9 (Matrix
Metalloproteinase) pour in fine permettre la formation de branchements vasculaires et la croissance
des nouveaux capillaires (88,89). Ces oligomeéres interagissent aussi avec le récepteur RHAMM des

cellules endothéliales induisant une migration cellulaire et une réorganisation du cytosquelette.

Moelle osseuse

Figure 32 : Réle de I'acide hyaluronique dans I'angiogenése. L'angiogeneése implique des cellules endothéliales locales et des
progéniteurs endothéliaux (PEC) mobilisés a partir de la moelle osseuse. Les longues chaines d’AH (N-AH) se fixent aux cellules
endothéliales et induisent leur quiescence. Dans les sites de néovascularisation, les courtes chaines de AH (0-AH) se fixent a leurs
récepteurs, qu’ils peuvent également « clustériser » (regrouper), et induisent des signaux mitotiques et migratoires (83).
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+ Angiogenése pathologique
Dans un contexte pathologique, il existe une coincidence entre l'expression des o-AH et
I'angiogenese, indiquant une relation de cause a effet entre ces deux évenements. Par exemple, dans
le cas d’'une tumeur, les longues chaines d’AH ont un effet sur la malignité en maintenant les cellules
tumorales dans un état peu différencié et en fournissant un environnement lache permettant la
migration des cellules (90). Ces longs fragments sont rapidement hydrolysés en o-AH permettant
ensuite la formation d’un réseau microvasculaire favorisant la dispersion des cellules tumorales (91).
Dans un autre type de pathologie, I'athérosclérose (dép6t de plaques lipidiques contre la paroi des
arteres), les o-AH contribuent a l'angiogeneése intraplaque mais aussi a l'inflammation et a la
prolifération des cellules a I'intérieur de la plaque athéromateuse. Une vascularisation d’'une néo-

intima se met alors en place, assurant le métabolisme des cellules et I'entretien de la plaque (92).

3.2.6 Rdles dans la cicatrisation

La cicatrisation est un processus complexe visant a restaurer un tissu par un tissus cicatriciel aprés
avoir subi une blessure (coupure, brllure, geste chirurgical). C’'est un processus complexe qui fait
entrer en jeu plusieurs facteurs tels que des cellules épidermiques (kératinocytes, fibroblastes,
cellules endothéliales...), des molécules (AH, protéoglycanes, fibronectine...) et des médiateurs
solubles (facteur de croissance, interleukines, NO....). Ce processus comprend des étapes
successives qui sont le saignement, I’'hémostase (avec la formation d’un caillot), I'inflammation
(associée a une rougeur), des phénomeénes de prolifération se traduisant par un épaississement de

la plaie et enfin, une phase de remodelage (5).

Physiologiquement, les longues molécules d’AH ont des propriétés anti-inflammatoire et anti-
angiogéniques. Des la fin de ’hémostase secondaire (formation d’un caillot de fibrine), 'AH est
libéré des protéoglycanes et se retrouve alors sous forme soluble et peut étre clivé en fragments par
des hyaluronidases. Ces fragments vont pouvoir stimuler I'inflammation et 'angiogenése en activant
les cellules endothéliales et vont agir sur ces cellules tout au long du processus de cicatrisation. Lors
de ce processus, des facteurs exogenes stimulant les défenses immunitaires sont reconnus par les
récepteurs TLR (Toll-like Receptors), ’AH joue alors un role facilitateur de liaison entre ces facteurs
et les TLR 2 et 4 (93,94). Au sein de la MEC, I'AH va également jouer un rble au niveau de
I'organisation du réseau vasculaire avec la mise en place des cellules endothéliales (95), la

stabilisation des vaisseaux sanguins, la prolifération, la migration et la survie des cellules (5).
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¢ Phénomenes inflammatoires

Les interactions de I'AH avec les récepteurs CD44
sont essentielles pour établir la liaison entre les
leucocytes et les cellules endothéliales et
permettre leur diapédése au niveau du site de
cicatrisation. Au site inflammatoire, une
augmentation des HAS (HAS1 et HAS3) est
observée ainsi qu’une élévation de I'expression
des récepteurs CD44 et RHAMM (96). Une
dépolymérisation (par les radicaux et les
hyaluronidases entre autres) rapide de I'AH a
également lieu induisant une augmentation du
taux des o-AH. Ces oligomeres se lient au CD44
des macrophages et stimulent I'expression des
génes de [linflammation. Sur les cellules
endothéliales, les fragments o-AH (Figure 33)
vont se lier au récepteur RHAMM en plus du
CD44 (97) et induire des signaux intracellulaire
aboutissant a la prolifération et a la migration
des cellules vers le site de cicatrisation (5,98).
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Figure 33 : Mécanismes intracellulaire des oligomeéres d’AH via
les récepteurs cellulaires CD44 et RHAMM induisant la
prolifération et la mobilisation cellulaires nécessaire a la mise
en route de la cicatrisation (5,98).

De nombreux travaux ont permis de mettre en évidence I'impact des oligoméres dans 'angiogeneése.

Ces derniers sont capables d’induire la formation de nouveaux vaisseaux sanguins de stimuler la

prolifération et la migration des cellules endothéliales ou encore de participer a la mise en place de

bourgeons vasculaires (99). Comme déja expliqué précédemment en 3.2.5, aprés fixation des o-AH

sur les récepteurs CD44, une augmentation de la production des métalloprotéinases MMP-2 et

MMP-9 a lieu. Ces protéinases désagregent les tissus en avant des cellules endothéliales pour

permettre I'invasion cellulaire a travers la MEC et favorisent ainsi la croissance et I'invasion vasculaire

(100). linteraction des o-AH avec les récepteurs RHAMM permet quant a elle de réorganiser le

cytosquelette des cellules pour favoriser la migration cellulaire (5).
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+* Impact sur la phase proliférative

Cette phase correspond a une limitation des phénomenes inflammatoires médiée par des
macrophages de type M2 (101) et a une invasion du site de la plaie par des fibroblastes. Une ré-
épithélialisation des berges a également lieu avec la migration des kératinocytes vers le fond de la

plaie (102).

Lors de cette phase de ré-épithélialisation, il existe un accroissement de la synthése d’AH et de ses
récepteurs au niveau des kératinocytes situés sur les marges de la plaie. Au niveau du derme, I'AH
favorise la motilité et la migration des fibroblastes au sein de la MEC en cours de reconstruction et
favorise ensuite la prolifération de ces cellules. Les fragments d’AH permettent quant a eux de
stimuler la prolifération des cellules endothéliales et de favoriser I'angiogenese (5).
¢ Impact sur la phase de remodelage

La phase de remodelage est la plus tardive mais également la plus longue. Elle correspond au
remodelage du collagéne et une suppression de la vascularisation excessive. LUAH ainsi que la
fibronectine et le collagene de type Ill sont remplacés par du collagéne de type | et d’autres GAGs

(chondroitine, héparanes et dermatanes sulfates).

Concernant I’AH, durant cette phase les oligomeres disparaissent progressivement laissant place a
la synthese de nouveaux polymeéres a chaine longue. Ces polymeres de haut poids moléculaire se
lient au CD44 et interrompent la prolifération cellulaire, ils ont en plus des propriétés anti-
angiogéniques en inhibant la prolifération et la migration des cellules endothéliales. A la fin de cette
phase, il en résulte la formation d’une cicatrice avec une hyperplasie fibroblastique, caractéristique

de la cicatrisation apres la naissance (103).

3.2.7 Implication dans la Réponse Immunitaire

Précédemment, les récepteurs CD44 et RHAMM ont été présentés comme étant les principaux
récepteurs de I'AH. Cependant, pour comprendre l'implication du polymére dans la réponse
immunitaire il est nécessaire de prendre en compte deux nouveaux types de récepteurs (104) :
e Le récepteur LYVE-1 avec la particularité d’étre présent exclusivement sur les cellules des
endothéliums lymphatiques (105).
e Les récepteurs TLR, déja évoqués brievement dans les parties consacrées aux réles de I'AH
dans l'os, le cartilage et la cicatrisation. En accord avec ce qui a déja été décrit, ces récepteurs
sont principalement présents sur les cellules inflammatoires (104).
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¢ Trafic cellulaire des cellules de 'immunité
De maniére globale, les leucocytes et plus particulierement, les lymphocytes sont recrutés sur le lieu
de la réaction immunitaire via un phénomene de « rolling » le long des parois vasculaire (Figure 34).
Il s’ensuit un arrét des cellules (adhésion) laissant place a leur pénétration au sein des tissus

(diapédese et migration) (104,106).
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Figure 34 : Réle de I'acide hyaluronique dans le rolling leucocytaire via son récepteur CD44 (106)

LAH intervient dans cette phase de rolling cellulaire comme intermédiaire entre les récepteurs CD44
présents a la surface des leucocytes et des cellules endothéliales en formant un pont intercellulaire
(107,108). Ce pont permet ensuite une interaction avec d’autres intégrines conduisant in fine a I'arrét

complet des cellules le long de la paroi endothéliale (106).

Il est important de noter que I'implication de I'AH via le CD44 reste ambiglie et peut étre régulée via
des modifications pos-traductionnelle du CD44. En effet, dans certains modéles murins et selon le
modele, le CD44 est soit activateur soit inhibiteur de I'inflammation (104). Cette régulation entre en
jeu par exemple dans la migration cellulaire des cellules dendritiques lors de leur déplacement entre

le lieu de captation de I'antigene et les ganglions de drainage des vaisseaux lymphatiques.
Concernant le trafic des cellules de Langherans (cellules dendritiques) entre I'épiderme et les

ganglions de drainage, leur migration est permise spécifiquement par linteraction avec les

récepteurs LYVE-1 présents sur les cellules endothéliales lymphatiques (109).
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+» Maturation des CPA (Cellules Présentatrices d’Antigénes)
LAH pourrait exercer une influence sur la maturation des CPA en interagissant avec une isoforme
particuliere du CD44. Cette interaction aurait pour effet de moduler l'activité des CPA et la
production de molécules co-stimulatrices a leur surface permettant ensuite l'activation des

lymphocytes T (110,111).

% Phénomenes inflammatoires
Tel que déja vu lors de la cicatrisation, I'AH interagit dans le contexte d’une inflammation via les
récepteurs TLR de type 2 et 4 sur lesquels se fixent des o-AH. Les fragments d’oligosaccharides
générés par les radicaux libres (entre autres) agissent comme des signaux de danger et conduisent
a une activation directe de l'allo-immunité innée (activation de lymphocytes T cytotoxiques et de
macrophages) (104). Par opposition, les longues chaines d’AH se lient au CD44 des lymphocytes T et
ont pour effet d'augmenter I'expression membranaire de FoxP3 (marqueur des lymphocytes T
régulateurs) et d’activer certains éléments capables de réguler négativement la signalisation
dépendante des TLR. Il s’ensuit alors une production de lymphocytes T régulateur CD4+, CD25+ et

FoxP3+ a l'origine de la tolérance immunitaire et de 'arrét de I'inflammation (112).

En somme, I'implication de I'AH dans de I'inflammation est un processus finement régulé :
e Lorsqu’un tissu est |ésé, le polymére est dégradé en oligomeéres avec un role d’activateurs de
I'inflammation.
e Lorsque le tissu est réparé, le polymere est de nouveau synthétisé et présent sous forme de

longues chaines capables d’inhiber I'inflammation.

3.2.8 lacide hyaluronique dans le processus de cancérisation

Dans de nombreux types de tumeurs, le microenvironnement est souvent enrichi en AH. Cela est
par exemple le cas des épithéliums simples ou physiologiquement I’AH est absent mais peut étre
retrouvé lorsque les cellules épithéliales deviennent cancéreuses. Limplication de I'AH dans la
croissance et la dissémination des cellules cancéreuses d’origine épithéliales reste cependant
complexe. Il favoriserait la prolifération cellulaire, empécherait I'apoptose et assurerait le maintien
de I'espace intercellulaire pour favoriser la diffusion des nutriments et augmenter la locomotion des

cellules stimulant ainsi le processus d’invasion (113).
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Lors du processus de cancérisation, il existe également une augmentation de I'expression de HAS et
en particulier de HAS2 dans le cancer du sein, résultant d’'une augmentation de la quantité d’AH dans
les tissus tumoraux (114). Par ailleurs, I'inactivation du gene codant HAS2 a permis de supprimer
totalement le pouvoir invasif des cellules tumorales via linduction de [I'inhibiteur de
métalloprotéinase TIMP-1. HAS2 jouerait également un réle primordial dans l'interaction entre des
cellules souches cancéreuses (CSC) et les macrophages associés aux tumeurs (TAM) permettant de
libérer des facteurs dérivés de croissance plaquettaires aboutissant in fine a 'auto-renouvellement

des CSC (115).

Il est intéressant de noter qu’une augmentation modérée du taux d’AH dans le microenvironnement
tumoral est corrélé a une augmentation de la croissance tumorale et a I'apparition de métastases.
Cependant, lorsque ce polymére est en exces il peut devenir suppresseur de la croissance tumorale
(116). En effet, il existe un équilibre régulé par les enzymes HAS et HYAL, ces derniéres permettent
la dégradation de la matrice riche en AH et de promouvoir la dissémination des cellules cancéreuses.
Les hyaluronidases jouent donc un role majeur dans l'apparition de métastases en produisant des
petits fragments d’AH capables de stimuler I'angiogenése et la croissance de nouveaux capillaires tel

gue déja décrit précédemment (86).

Concernant l'interaction de I'AH avec son récepteur CD44, celle-ci est associée a une modulation du
comportement cellulaire lors de la croissance tumorale et a I'apparition de métastases. Dans de
nombreux types de cancer, il existe une corrélation entre 'augmentation du niveau d’expression du
CD44s et l'apparition de métastases (117). Cette interaction affecte I'adhésion des cellules
cancéreuses et augmente l'activité d’enzymes de dégradation de la MEC. Par exemple, dans les
cellules épithéliales, la liaison AH/CD44 agit comme un signal d’activation d’enzymes de dégradation
de la MEC permettant aux cellules cancéreuses de se détacher de la masse tumorale et de migrer.
Cette liaison augmente I'expression de MMP-9 a la surface de la membrane plasmique et augmente
I'activité de HYAL2 grace a I'ajustement du pH via un contréle des échangeurs Na*/H* (118,119).
Enfin, dans plusieurs types de cancer, le CD44 est capable d’activer différentes protéines G
impliquées dans le remodelage des filaments d’actine du cytosquelette eux-mémes impliqués dans

les mouvements cellulaire (120-122).
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3.2.9 Pathologies pulmonaires

Dans les poumons, I'AH optimise la fonction du micro-environnement en mettant en place un
gradient de viscosité, plus faible dans les alvéoles et permettant de maintenir leur perméabilité. Il
peut cependant exister un déséquilibre de ce gradient, notamment chez les nourrissons prématurés
avec un syndrome de détresse respiratoire ol la quantité d’AH est plus élevée que la normale. Cette
dérégulation peut également avoir lieu lors de lésions pulmonaires induites conduisant ensuite a la

formation d’cedeémes pulmonaires (37).

LAH peut avoir un impact indirect dans les pathologies pulmonaires. Par exemple, lors d’une
pathologie inflammatoire chronique des voies respiratoires, il peut exister une hypersécrétion de
mucus composé notamment de la mucine 5AC (MUC5AC) dont I'expression est régulée positivement
par I'EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). A I'aide d’'un modeéle cellulaire, Yu et al (123) ont
démontré in vitro que cette hypersécrétion serait liée a la dépolymérisation de I'AH par les ROS
(Reactive Oxygen Species). Les fragments d’AH générés par les ROS se fixent au récepteur CD44 et
induisent I'activation d’une kallicréine tissulaire capable de cliver des précurseurs EGF en facteurs
actifs se liant ensuite a 'EGFR. De plus, Yu et al. ont également prouvé que ces fragments sont
capables d’induire une interaction CD44/EGFR conduisant a I'expression de la mucine MUC5AC.
Ainsi, les auteurs supposent que la découverte du réle de I'AH et son récepteur CD44 dans ce
processus de signalisation peut laisser place a I'apparition de nouvelles thérapies dans le cadre de
pathologies inflammatoires chroniques des voies respiratoires associées a une hypersécrétion de

mucus.
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CHAPITRE Il : PRODUCTION DE L'ACIDE HYALURONIQUE,
APPLICATIONS EN SANTE ET REGLEMENTATIONS

Du fait de ses multiples fonctions biologiques dans le corps humain et de ses propriétés
biocompatible, hydrophile et lubrifiante (entre autres), les applications dans le domaine médical de
I’AH sont largement étudiées (18). Lintérét pour cette molécule n’a cessé de croitre et continue
encore aujourd’hui. Un premier défi a relever réside dans sa méthode de production afin d’obtenir
une molécule respectant plusieurs critéres de qualité en vue de son utilisation pour la fabrication

de médicaments, dispositifs médicaux et produits cosmétiques.

1 Voies d’obtention, modifications chimiques et contrbles qualité

1.1 Extraction animale

Historiguement, I'AH était extrait a partir de tissus d’origine animale, plus particulierement, a partir
des crétes de coq. Le procédé de son extraction repose brievement sur les étapes suivantes (78) :
1. Dégraissage par un solvant
2. Protéolyse par digestion enzymatique ou chimique
3. Purification par diverses techniques
4. Précipitation dans un solvant organique
5

Filtration, séchage et broyage

Bien que cette méthode de production soit de moins en moins adaptée pour une application en
santé, I’AH obtenu a partir des crétes de coq reste utilisé lors d’études comparatives (124). La teneur
parfois trop importante en impuretés provenant du tissu a partir duquel le polysaccharide est extrait

ne permet pas de respecter les critéres de qualité, d’efficacité et de sécurité.

Le principal avantage de cette méthode réside dans la disponibilité des matiéres premiéres
provenant de sous-produits de I'industrie d’abatage animal, cependant le rendement de production
reste faible. Il demeure de nombreux inconvénients comme la contamination de I'AH par des
protéines ou encore le risque de véhiculer des agents pathogenes liés a l'utilisation de tissus
d’origine animale. Ainsi, ces inconvénients ont conduit vers ['utilisation de méthodes

biotechnologiques reposant sur la fermentation de bactéries entre autres (39).
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1.2 Production biotechnologique

Les procédés reposant sur 'utilisation de bactéries présentent de nombreux avantages par rapport
aux procédés d’extractions a partir de tissus d’origine animale. Dans un premier temps, le rendement
de production est beaucoup plus important. Ensuite, la taille du polysaccharide pouvant étre
obtenue est plus grande. Enfin, la qualité du polymere est améliorée et la transmission virale inter-
espece peut étre évitée (39,125-127). De plus, les bactéries sont des micro-organismes facilement
cultivables, leur fermentation permet d’obtenir des molécules avec un degré de pureté plus
important tout en diminuant les couts de production. Cependant, il faut noter qu’il existe un
inconvénient lié a la viscosité de I’AH, ce dernier rend le milieu de culture tres visqueux et limite le

transfert de I'oxygene (126).

1.2.1 Exemples de procédés de synthése avec le genre Streptococcus

Tel que déja vu dans le Chapitre I, certains streptocoques (groupes A et C) sont capables de produire
I'AH pour former une capsule leur permettant d’échapper au systéme immunitaire. La production
d’AH par fermentation a été décrite pour la premiere fois en 1937 par Kendal et al. en utilisant des

souches de streptocoques du groupe A.

Un brevet déposé en 1985 par Bracke et al. (128) décrit une méthode de production via une culture
de S. Pyogenes (Groupe A) dans un milieu anaérobique enrichie en CO; et avec l'utilisation de
glucose comme source de carbone. lls ont utilisé I'acide trichloracétique pour neutraliser les
bactéries apres leur fermentation afin de faciliter la séparation de I’AH du microorganisme. Avec
cette méthode, les inventeurs décrivent 'obtention de polyméres avec un poids moléculaire moyen

de 55.10° Da compris dans un intervalle de 10.103 & 2.10° Da.

Un second brevet déposé en 1990 par Swann et al. (129) décrit un procédé utilisant des souches de
S. zooepidemicus (Groupe C) dans un milieu de culture en condition aérobique (Figure 35). Pour
élaborer ce milieu, une concentration élevée en oxygene est apportée durant la phase initiale de
croissance exponentielle jusqu’a atteindre un taux de croissance prédéterminé. Ce procédé a permis
d’améliorer le rendement de production et d’obtenir des polyméres avec un poids moléculaire

légérement supérieur a 2,5.10° Da.
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Plus tard, en 1995 Ellwood et al. (130) ont développé un procédé de culture en continu de bactéries
S. equisimilis (groupe C) a l'aide d’'un chemostat (type de bioréacteur) (Figure 36). Ce procédé a
permis d’obtenir un meilleur rendement de production avec un polymere de poids moléculaire

moyen variant de 1 3 3.10° Da.
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Figure 35 : Description graphique du processus de production de I'acide hyaluronique par fermentation de S zooepidemicus d'apres
le brevet déposé par Swann et al.D.O.T : Dissolved Oxygen Tension, HA : Hyaluronic Acid, D.C.W : Dry Cell Weight (129).
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Figure 36 : Schéma d'un chemostat illustrant un mode d’alimentation continue (131).
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Il est important de noter qu’un second inconvénient de la production d’AH par fermentation
bactérienne est I'expression de hyaluronidase par certaines souches. Pour pallier ce probleme,
I'application d’agents mutagenes a permis d’obtenir des souches non-hémolytiques et négatives a la

hyaluronidase (132) produisant ainsi des polymeres de haut poids moléculaire (133,134).

A titre d’exemple, Nimrod et al. (135,136) ont utilisé un agent mutageéne, la nitrosoguanidine sur
des souches de S. zooepidemicus. Les souches mutantes obtenues ne montraient plus d’activité
hémolytique et ont permis d’obtenir un polymeére de poids moléculaire excédant 3,5.10° Da. Cette

méthode aurait été la premiére permettant de produire de 'AH de haut poids moléculaire.

C’est ensuite en 2003 que Stahl (137) dépose son brevet sur une méthode de production permettant
d’obtenir un AH de poids moléculaire pouvant dépasser les 6.10° Da. Pour y parvenir, sa méthode
consiste a sélectionner des mutants S. equi (Groupe C) « super encapsulés » et un mode de culture

limitant les turbulences a I'aide de turbines afin de préserver I'intégrité du polysaccharide

1.2.2 Synthése par fermentation bactérienne dans des hétes recombinants

En 1993, DeAngelis et al. (138) ont permis une réelle avancée scientifique en clonant et caractérisant
le géne HasA correspondant a 'opéron codant pour I'enzyme de synthése de I'AH chez les bactéries.
Ce gene a pu étre inséré plus tard dans différents hotes hétérologues tel que Bacillus subtilis et a
permis d’obtenir une réelle alternative a I'utilisation de bactéries pathogénes du genre streptococcus

(139).

Bacillus subtilis présente en plus de nombreux avantages :
e Cette souche ne contient pas d’endotoxines ou exotoxines. De ce fait, les produits obtenus
via B. Subtilis ont le statut GRAS
e |l ne produit pas de hyaluronidase
e || fait partie des micro-organismes gram positif les mieux caractérisés

e Son génome a déja pu étre séquencé (140)

D’autres bactéries ont pu étre utilisés afin d’obtenir des hotes recombinants, il s'agit par exemple de
E. coli (141), Agrobacterium sp (142) et Lactococcus lactis (143). Ces bactéries permettent d’obtenir
un polymeére avec un poids moléculaire de l'ordre de quelques millions de Da (1,1 & 1.2.10° pour

Bacillus subtilis ou encore 1,3.10° avec Corynebacterium glutamicum (144)).
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1.2.3 Synthése chimio-enzymatique

Définition : Processus in vitro dans lequel des enzymes naturelles ou non sont utilisées pour
effectuer une synthése chimique organique. Cette méthode peut combiner |'utilisation de matieres

chimiques synthétiques et d’enzymes recombinantes naturelles.

La synthése chimio-enzymatique de I'’AH a d’abord été développée par Jing et DeAnglelis en utilisant
une HAS recombinante, la pmHAS, provenant d’especes gram négatives du genre Pasteurella (145).
Cette enzyme a la particularité d’appartenir aux HAS de classe |, retrouvé uniqguement chez le genre
Pasteurella. Les autres types d’enzymes appartiennent a la classe Il et sont présentes a la fois chez

les vertébrés, les streptocoques gram positifs et les virus.

La HAS de Pasteurella contient dans sa région C-terminale un domaine de liaison a la membrane
plasmique. Une délétion dans le géne codant pour ce domaine permet d’obtenir une enzyme

cytoplasmique soluble.

Seule cette enzyme a permis in vitro (par comparaison aux enzymes de classe Il) de réaliser des
réactions d’élongation en fournissant de maniére exogene, soit des oligosaccharides soit des
précurseurs UDP (UDP-GIcNac et UDP-GIcA). Afin de contréler la taille des fragments obtenus et la
vitesse de réaction, les auteurs ont utilisé des molécules nommées « accepteurs » correspondant a
des tétra-saccharide d’AH. lls ont observé qu’en l'absence de ces accepteurs, la taille des
polysaccharides obtenue était trés variable. En jouant sur les rapports stoechiométriques
accepteurs/précurseurs, la taille du polymére peut ainsi étre ajustée (Figure 37). Avec cette

méthode, les auteurs ont pu obtenir des fragments de taille comprise entre 16.103 et 2.10° Da.
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Figure 37 : Synthése chimio enzymatique de I'acide hyaluronique. A : Absence de précurseur avec une initiation lente de la
polymérisation de durée plus ou moins longue di a la liaison des précurseurs avec I'enzyme (short lag / long lag). B : Présence d’un
accepteur permettant d’éviter la phase d’initiation lente et de synchroniser la polymérisation des polysaccharides. C : Augmentation

de la quantité d’accepteurs par rapport a la quantité d’enzyme permettant d’obtenir des fragments plus courts (145)
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1.2.4 Purification

D’aprés le brevet publié en 2002 par les inventeurs Carlino S, Magnette F et Buenter R-P, 'AH peut

étre purifié apres fermentation bactérienne de la souche Streptococcus equi selon la méthode

suivante (146) :

Apreés 20 heure de fermentation a 37 °C, le milieu de culture est récupéré puis maintenu sous
agitation continu et ajusté a un pH de 2,4 avec de I'acide chlorhydrique. Cette diminution de
pH a pour but de provoquer une augmentation de la viscosité (tel que déja évoquée en 2.2.2
du chapitre 1 § Propriétés rhéologiques) et d’obtenir un bouillon trés visqueux avec

I'apparence d’un « paté ».

Le milieu filtré a l'aide d’un jeu de cartouche de filtre de 0,2um. La vanne de filtrat est
maintenue fermée afin de faire recirculer le milieu pendant plusieurs minutes jusqu’a ce que

le systeme soit stable et qu’aucune bulle ne soit présente dans la partie retenue.

La vanne est ensuite ouverte et de I'eau stérile exempte de pyrogénes est ajoutée de maniére
continue (diafiltration) selon le méme débit que celui du filtrat, le volume du bouillon reste

ainsi constant. La pression est également maintenue entre 1 et 3 bars.

La diafiltration est stoppée lorsque I'absorbance du filtrat a une longueur d’'onde de 280 nm

atteint 0,012 OD (Densité Optique de I'anglais « Optical Density »).

Le pH du bouillon diafiltré est ajusté a 3,5 avec de la soude puis est centrifugé a 9000 rpm a

15 °C a l'aide d’une centrifugeuse réfrigérante.

Le pH est de nouveau ajusté a 7,0 avec de la soude pour subir une filtration stérilisante au

d’un travers d’un filtre avec une taille de pores de 0,2 um.

Une derniére étape de lyophilisation est ensuite réalisée afin d’obtenir 'AH sous forme de

poudre séche.

Avec cette méthode, les inventeurs ont réussi a obtenir un rendement de 85 a 87 % en poids par

rapport a la teneur en AH dans la solution brute. La viscosité intrinséque (cf. 1.4.3 du présent

chapitre) est de 2100 ml.g* & 25 °C et correspond a un poids moléculaire de 1,7.10° Da. Les teneurs

en hyaluronate de sodium, eau, protéines, acides nucléiques et sucres neutres sont respectivement

de 96,5%;3,1%;0,08% ;0,01 % et 0,01 %. Les inventeurs précisent que le hyaluronate de sodium

obtenu peut étre utilisé pour préparer des compositions pharmaceutiques.
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1.3 Modifications chimiques et réticulation

Parmi les produits a base d’AH commercialisés par les industriels, notamment en esthétique et
concernant les produits utilisés pour le comblement de rides (« fillers »), le polymére n’est pas
retrouvé sous sa forme native. En effet, des modifications chimiques sont réalisées afin de moduler
ses propriétés. Ces modifications ont en partie pour but de diminuer sa sensibilité a la dégradation
ou bien de « customiser » son élasticité tout en conservant son caractére biocompatible et

biodégradable (39).

L'agent de réticulation (ou crosslinker) le plus connu est le BDDE (1,4-Butanediol diglycidyl ether).
Cet agent permet la création de liaisons covalentes irréversibles. Il existe cependant de nombreux
autres agents de réticulation tels que le DEO (1,2,7,8-diepoxyoctane), le DVS (Divinylsulfone), le
HMDA (Hexaméthylénediamine) ou encore le PEGDE (Polyéthyleneglycoldiglycidylether) (147).
Lorsqu’un produit est réticulé, sa structure chimique est modifiée selon la création de pontages
moléculaires entre les disaccharides. Il est important de noter que ce pontage n’a pas toujours lieu,
il se peut que l'agent réticulant ne soit lié au polymere que par une seule de ses deux extrémités
(Figure 38), on parle alors de degré de modification, de degré de réticulation et de taux de
réticulation (ou « crosslinking ratio ») :
e Le degré de modification correspond au ratio stcechiométrique entre la somme d’agent
réticulant liée a un seul et deux saccharides par rapport au nombre d’unité disaccharidique.
[l décrit la modification chimique totale du polymére et s’exprime en % : [(4) + (B)] ~ AH
e Le degré de réticulation correspond au ratio stcechiométrique d’agent réticulant reliant deux
saccharides (pontage moléculaire) par rapport au nombre d’unité disaccharidiques. De la
méme fagcon que le degré de modification, il est exprimé en % : (4) ~ AH
e Letauxde réticulation correspond au ratio d’agents réticulant créant un pontage par rapport

au nombre total d’agent réticulant lié aux saccharides : (4) + [(4) + (B)]

(B)
(A)
(A) (A)
(B)
Crosslinker Hyaluronic Acid
Molecule Dissacharide

Figure 38 : Schéma d’une molécule d’acide hyaluronique réticulé par un agent réticulant (Crosslinker molecule) avec en (A) création
d’un pont entre deux saccharides et en (B) I'agent réticulant lié a un seul saccharide. (148)

Page 64 sur 164



La réaction chimique du BDDE avec I'AH consiste en une hydrolyse a pH basique (pH > 7) dont résulte
la formation d’un ether-oxyde. Sa capacité de réticulation est liée a la réactivité de ses groupements
époxydes présents a ses deux extrémités. Ces groupements époxydes réagissent préférentiellement
avec les alcools primaires du polysaccharide car plus facilement accessibles par rapport aux autres
sites de réactions possibles (149). Comme expliqué précédemment, I'agent réticulant ne réagit pas
totalement avec le polysaccharide (Figure 39). En effet, des molécules environnantes telle que I'eau

peuvent également réagir avec les groupements époxydes.
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Figure 39 : Réticulation de I'acide hyaluronique(AH) par le BDDE avec les groupements époxydes entourés en rouge.
A : BDDE ayant totalement régit avec I’AH et création d’un pontage moléculaire — B : BDDE hydrolysé mais lié au polysaccharide a
une seule de ses deux extrémités — C : BDDE hydrolysé mais non lié au polysaccharide — D : BDDE n’ayant pat réagit (149)

En termes de réglementations, la FDA (Food and Drug Administration) recommande un taux résiduel
de BDDE n’ayant pas réagi (D) inférieur a 2 ppm. Cela représente moins de 2 ug de BDDE résiduel

pour 2 mL de produit (147).
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1.4 Controle qualité et standards d’analyse en industrie

1.4.1 Analyse qualitative

Lidentification chimique de I'AH est réalisée par analyse infrarouge (IR) tel que décrit dans la
Pharmacopée Européenne (Annexe IV) aprés comparaison avec un spectre de référence. Son
spectre comprend des bandes spécifiques d’absorption situées autour de valeurs caractéristiques
selon ses différents groupements (30):

e Acide carboxylique : 1736 cm™ (majeure) et 1230 cm™ (mineure)

e Carboxylate : 1610 cm™ (majeure) et 1410 cm™ (mineure)

e Amide monosubstituée : 1648, 1560 et 1315 cm™ (pics)

e Groupement méthyl associée : 1375 cm™ (pic)

Lanalyse infrarouge de I’AH a évolué depuis I'IR classique, avec I'analyse d’échantillons solides, vers
I'utilisation de spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) afin d’analyser des

échantillons en solution aqueuse (150-152).

D’autres tests d’identification existent tel que I'essai au Carbazole (Figure 40). Il s’agit d’un test
colorimétrique comprenant deux étapes (153) :
1. Une déshydratation de 'acide glucuronique dans de I'acide sulfurique (H2S0a4) permettant la
formation d’un dérivé furfural
2. Réaction du furfural avec le Carbazole permettant la formation d’un composé de couleur

violet/rouge dont l'intensité peut étre mesurée par spectrophotométrie.

Glucuronic acid N-acetybglucosasine

OH OH H.SO HO

o O, Ho _ &) A°
HO e} Na,B.O o

OH g AT o

Hyaluronic acid o],
Q Carbazole

D :

O, o
OH

Figure 40 : Réaction d'identification au Carbazole de I'acide hyaluronique (154)
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1.4.2 Analyse quantitative

La quantification de I'AH peut de nouveau étre réalisée par I'essai au Carbazole tel que décrit dans
la Pharmacopée Européenne. L'essai a été amélioré par Bitter et Muir (155) en ajoutant du borate
dans le procédé permettant d’obtenir une meilleure coloration, plus stable dans le temps. La
sensibilité avec les sels pouvant interférer est également diminuée. De plus, la reproductibilité est
améliorée et I'absorbance obtenue a 530 nm est linéaire sur une plage de concentration comprise

entre 4 et 40 pg.mL™.

1.4.3 Viscosité

¢ Viscosité dynamique ou viscosité absolue
Définitions :

e La viscosité dynamique ou viscosité absolue éta (n) ou Mu (u) se définit a partir de de Ia
contrainte de cisaillement qu'elle crée au sein du fluide. Elle correspond au rapport entre la
contrainte de cisaillement qui s'applique a une couche fluide sur le taux de cisaillement (ou
gradient de vitesse) qui existe dans ce fluide (156) (Figure 41). Pus simplement, la viscosité
dynamique correspond a la mesure de la résistance a I'écoulement d’un fluide. Son unité

dans le systeme internationale (Sl) est le Pascal seconde (Pa.s).

ds N VutdV  4s

V +dV
d_F.T
; - v
Z M Vi, vitesse en M yaFy
du fluide
dF;
"= _dS _ Contrainte de cisaillement
" 7dV " Gradiant de vitesse
= dz

Figure 41 : représentation schématique et formule mathématique de la viscosité dynamique avec dF/dS correspondant a la
contrainte de cisaillement (rapport de dérivées d’une force sur une surface) et dV/dz correspondant au taux de cisaillement ou
gradient de vitesse (rapport de dérivées d’une vitesse sur une distance) (156).

e La contrainte de cisaillement tau (7) est une contrainte mécanique appliquée paralléelement
a la section transversale d'un élément allongé, par opposition aux contraintes normales qui
sont appliquées perpendiculairement (étirement ou compression) a cette surface. Cette
contrainte correspond au rapport d'une force notée « F » (en newton « N ») a une surface
notée « S» ou « A» (exprimée en m?). Elle posséde donc la dimension d'une pression,

exprimée en Pascal (Pa).
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e Le taux de cisaillement, vitesse de cisaillement ou encore gradient de vitesse, noté « D » ou
« ¥ », mesure le cisaillement appliqué au sein d’un fluide. Elle dépend de la contrainte de
cisaillement et de la nature du fluide. Le gradient de vitesse décrit la variation spatiale de la
vitesse d’écoulement (Figure 42). Son unité dans le Sl est l'inverse seconde (s?) ce qui

correspond également a une fréquence (Hz).

Ti;e> —Yaty I dcplacoment= plan mobile (V = Ve

tangentielle
de cisaillement

gradient de vitesse _ c)_v_
linéaire " dy

X
Y|—— entrefer = h

fluide

plan fixe (vitesse v = 0)

Figure 42 : Représentation schématique et formule mathématique du taux de cisaillement avec dv/dy correspondant au rapport de
dérivées partielles d’une vitesse sur une distance (157).

La mesure de cette viscosité peut s’effectuer a I'aide d’un viscosimeétre ou le produit a analyser est
placé a lI'interface entre deux cylindres concentriques. L'un des deux cylindres étant en rotation, la
mesure du ratio des forces appliquées par unité de surface par rapport au gradient de vitesse (ou
taux de cisaillement) permet d’obtenir la viscosité absolue. A titre d’information, la viscosité de I'eau
est d’environ 1.10°3 Pa.s (soit 1 centiPoise « cP »), une solution avec une viscosité absolue de 10.103
Pa.s apparait « visqueuse » tandis qu’une solution avec une viscosité supérieure a 100.103 Pa.s est
caractéristique d’un gel (158). Il est important de noter que la viscosité d’une solution d’AH peut
grandement varier selon son poids moléculaire (Figure 43), sa concentration ou autres modifications
chimiques possibles (réticulation).
¢+ Viscosité cinématique

La viscosité cinématique correspond au rapport de la viscosité dynamique par la masse volumique
du fluide (ou densité en se réferent a la masse volumique de I'eau) et son unité dans le Sl est en
métre carré par seconde (mZ2.s1). Comme la densité des solutions d’AH est proche de 1, la viscosité
dynamique et cinématique sont trés proches. Cette mesure reste cependant requise par I'|SO-15798
(International Organization for Standardization) concernant I'utilisation des implants ophtalmiques

(ou OVDs de I'anglais « Ophthalmic viscosurgical devices ») (30).
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7

+* Pseudoplasticité

Contrairement aux fluides newtoniens, la viscosité d’une solution d’AH dépend du taux de
cisaillement appliqué. Pour rappel, les solutions d’AH correspondent a des fluides non-newtoniens
rhéofluidifiants ou pseudoplastiques. Tel qu’expliqué précédemment, la rhéofluidification ou
pseudoplasticité correspond a une diminution de la viscosité lorsque le taux de cisaillement
augmente. Afin de de caractériser au mieux la viscosité d’'une solution d’AH, il est nécessaire de
I'exprimer en fonction du taux de cisaillement. La mesure de la viscosité s’effectue alors sur une
plage de taux de cisaillement (Figure 43) ce qui permet également de définir un domaine de linéarité
pouvant varier entre différentes solutions (Figure 44). Pour des raisons pratiques et afin de comparer
les données, les mesures de viscosité de tels fluides sont généralement fournies avec un taux de

cisaillement de 1 s (159).
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Figure 43 : Graphique de la viscosité (mPas) de différentes solutions d’acide hyaluronique de poids moléculaire différents mais de
concentration identique (10 mg/mL) en fonction du taux de cisaillement (1/s) sur une échelle logarithmique (158)

F <9
Log viscosity (mPs)

[y ]
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Figure 44 : Exemple de mesure de viscosité (Log viscosity) d’une solution d’acide hyaluronique en fonction du taux de cisaillement
(Log shear rate) sur une échelle logarithmique illustrant un domaine linéaire (sans variation de viscosité) compris entre un log shear

rate de -4 a -1 (30).
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¢ Viscosité intrinséque et masse molaire
La mesure de la viscosité intrinseque est spécifique aux solutions de polymeres. Elle s’exprime
généralement en cm3.g! ou mL.g . Elle permet de fournir des informations sur la masse molaire

moyenne viscosimétrique du polymere via I'équation de Mark-Houwink-Sakurada (MHS) :

[7] = K x My
Avec:
e [n]: Laviscosité intrinséque
e My : La masse molaire moyenne viscosimétrique
e K et a : Constantes dépendantes de la température, de la nature du polymére et du solvant.

Ces valeurs sont obtenues a partir de tables.

Cette viscosité correspond a I'absence de toute interaction moléculaire par extrapolation a dilution
infinie. Elle est directement liée a la nature des molécules du soluté. En d’autres mots, cette viscosité
correspond a la lecture graphique (Figure 45) de la viscosité réduite (n.d) lorsque la concentration
(C) du polymeére tend vers zéro (lim C — 0). Cette viscosité réduite étant elle-méme calculée a partir
de la viscosité relative (ngr) et de la viscosité spécifique (nsp). Pour comprendre la viscosité réduite,
il faut définir d’autre types de viscosité calculées a partir de la viscosité dynamique du solvant pur
(no) et de la viscosité dynamique de la solution (n) :

e Laviscosité relative : ng = A

Mo
e Laviscositeé spécifique : g, =ng — 1 = I _1=TT
No Mo
. er s g . n - 1
e Laviscosité réduite : 1,¢q = % = % X = (avec Cen g.cm? ou g.mL”)
0

e Laviscosité intrinseque : [n] = [n,¢q] = lCi_r)r(lj(nréd)

- ) /

{mig-") n /
[’i& /

I ! I I
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Figure 45 : Détermination graphique de la viscosité intrinseque [n] de I'acide hyaluronique (30)
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1.4.4 Elasticité

La mesure en cisaillement de I'élasticité va de pair avec les mesures de viscosités de solutions d’AH.
Cette dualité entre élasticité et viscosité caractérise ainsi les solutions d’AH comme des solutions
« viscoélastiques ». L'élasticité est une caractéristique prépondérante des produits de comblement
a base d’AH utilisés en chirurgie esthétique notamment. Elle permet de refléter le caractére rigide

d’un gel (30).

En rhéologie, il existe plusieurs facons de mesurer |’élasticité d’un solide (147):
e Soit en exercent des forces de compression ou d’étirement, on parle dans ce cas de
contrainte normale « g »
e Soit en générant des forces de cisaillement entre deux objets (tel que décrit en 1.4.3), on
parle alors de contrainte de cisaillement « T »

e Ces contraintes ont la dimension d’une pression et s’expriment en Pascal (Pa)

Une contrainte est liée a la déformation du matériau. La déformation de cisaillement « y » est
modélisée par la variation du déplacement dans I'espace entre deux plans (Figure 46) selon la

formule :

~<
Il
ale

Avec :
e u etd correspondants aux dimensions d’une longueur.

e v est donc sans dimension

Déformation y = u/d

Figure 46 : Représentation schématique et formule mathématique de la déformation de cisaillement. Par Segeron F
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D’apreés la loi de Hooke, il existe une déformation élastique qui est fonction linéaire des contraintes.
Ces contraintes et déformations sont ainsi reliées a des modules spécifiques (147) :
e Le module de Young ou d’élasticité « E » lors d’'une contrainte normale « g » établit la
relation avec la déformation normale « € » selon I'équation :

o
E=—
&

e Le module de cisaillement « G » lors d’'une contrainte de cisaillement « T » établit la relation
avec la déformation de cisaillement « y» selon I'équation :

T
G=—
14

Bien que le module élastique « E » et le module de cisaillement « G » n‘opérent pas dans les mémes
conditions, ces valeurs sont souvent proches (160) et peuvent étre reliées via I'équation suivante
(161) :

E

=20y

Avec « v » correspondant au coefficient de Poisson dépendant du type de matériau.

Dans le cas de fluides viscoélastique telles que les solutions d’AH, couramment nommées
« hydrogels » (solubilisation d’un solide dans I'eau permettant d’obtenir un gel (147)), on utilise le
module complexe « G* », parfois confondu avec le module de cisaillement « G » (162). De la méme
maniére que les modules « G » et « E », le module complexe « G* » se définit comme étant le
rapport de la contrainte complexe « T* » sur la déformation complexe « y* »:

*

T
G =—
14

Tel que déja décrit dans le sous chapitre 2.2.2 du Chapitre I, le module complexe comprend le
module élastique « G’ » (ou module de conservation). Ce module s’exprime en Pascals (Pa) et peut
étre mesuré a l'aide d’un rhéometre (Figure 47). Le produit analysé est compressé entre deux
surfaces, la géométrie et le plan Peltier, ce dernier permettant de controler la température. Le
produit est ensuite soumis a des forces de cisaillement créées par la rotation d’un certaine angle de
la géométrie sur une plage de pulsations « w » (rad.s) ou de fréquences (Hz). On parle alors de

sollicitation dynamique et de balayage en fréquence (dynamic/oscillatory frequency sweep).
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Figure 47 : Rhéometre DHR de TA Instruments. Figure réalisée et modifiée a partir de (163)

Lors d’une mesure a fréquence donnée, la géométrie déforme le matériau avec un certain angle de
rotation par seconde (fréquence « w ») et une amplitude variant de fagon sinusoidale. La contrainte
résultante est une sinusoide de méme fréquence avec un angle de déphasage « § ». Les équations

correspondantes sont alors (23) :

7(t) = 1y cos(wt)

y(t) =y, cos(wt + 6)

Avec respectivement 7, et y, les amplitudes maximales de la contrainte et de la déformation.

Pour rappel, comme le module complexe « G* » est composé des modules G' et G"', on obtient :

T (1)

=G (w) +iG"(w)

Le module G'(w) représente la réponse du matériau en phase avec la contrainte (module de
conservation) tandis que le module G"'(w) est la réponse différée du matériau (module de perte). Il
est possible d’observer deux cas de figure (23):

e Dans le cas d’un solide élastique parfait: G'(w) = G et G""(w) =0

e Dans le cas d’un liquide visqueux newtonien : G'(w) = 0 et G" (w) = n(w) (viscocité)

Un hydrogel étant un fluide non-newtonien viscoélastique, il ne correspond a aucun de ces cas de
figure, les valeurs de G' et G’ sont supérieures a zéro. De maniére générale, les valeurs fournies par
les industriels correspondent a G’ relevé a une fréquence de 1 Hz (147). Cependant, ces mesures

peuvent étre réalisées sur une gamme de fréquence variant de 0,01 a 100 rad.s™ (148).
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1.4.5 Pureté et biocompatibilité

Comme les produits a base d’acide hyaluronique sont trés souvent utilisés par voie injectable (cf.
sous chapitre 2 Applications et réglementations du présent chapitre), un certain niveau de pureté
est requis. En Europe (EU) ou aux Etats-Unis (US), 'EMA (European Medicines Agency) ou la FDA
exigent de répondre a la norme ISO 10993 (Standard — Biocompatibility Testing). Cette norme liste
une série de test comme le test de maximisation sur le cochon d’Inde ou GPMT (Guinea Pig
Maximization Test). Ce test consiste a évaluer la sensibilité au produit chez I'animal apres injection
intradermique ou application cutanée. Les animaux recgoivent une premiére dose (exposition
d’induction) puis une seconde dose « déclenchante » aprés un certain temps de repos (période
d’induction). Au cours de la période d’induction, une réaction du systéme immunitaire peut ou non
se développer, I'application d’une seconde dose déclenche alors ou non une réaction liée a la

sensibilisation du systeme immunitaire vis-a-vis du produit testé (164).

Afin d’évaluer le potentiel mutagéne, le test d’Ames est indiqué (Figure 48). Ce test consiste par
exemple a cultiver des souches salmonella typhimurium auxotrophes a I'histidine (c’est-a-dire
nécessitant de I'histidine pour se multiplier mais incapable de synthétiser cet acide aminé). Ces
bactéries sont cultivées en présence et en absence du produit a tester sur des milieux dépourvus en
histidine. Si les bactéries cultivées en présence du produit potentiellement mutagéne se
développent en nombre supérieur par rapport aux bactéries cultivées en I'absence du produit a
tester, cela prouve que la substance induit des mutations de I'opéron histidine. Il y a donc une
réversion du caractere auxotrophe des bactéries vers un caractére prototrophe (c’est-a-dire capables
de proliférer dans un milieu de base sans histidine). De la méme maniére, ce test peut étre conduit

avec d’autres espéces telle que E. coli en utilisant le tryptophane (165).
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Figure 48 : Principe du test d'Ames (166)
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D’autres tests évaluant la stérilité ou les niveaux d’endotoxines sont requis. Dans le cas ou aucun
procédé approprié d’élimination des endotoxines n’est mis en place, la pharmacopée (Annexe IV)
exige un taux d’endotoxines :

e Inférieure 3 0,5 Ul.mg™ si le produit est injecté par voie parentérale

e Inférieure a 0,05 Ul.mg-1 dans le cas des produits injectés en intra-oculaires (produits OVD)

ou intra-articulaire.

Le chapitre 2.6.14 de la pharmacopée Européenne décrit six méthodes pour quantifier ces
endotoxines (167):

e Méthode A : Gélification : essai limite

e Meéthode B : Gélification : essai semi-quantitatif

e Meéthode C: Turbidimétrie cinétique

e Meéthode D : Colorimétrie cinétique

e Meéthode E : Colorimétrie en point final

e Meéthode F : Turbidimétrie en point final

Concernant la stérilité, pour des dispositifs médicaux implantables ou produits stériles, il existe
différentes méthodes telles que la stérilisation par la chaleur seche ou humide (autoclave), par
I'oxyde d’éthylene (gaz) ainsi que par les radiations (rayons gamma ou faisceau d’électrons).
Cependant, ces techniques et notamment les rayons gamma peuvent fortement dépolymériser le
polymére. La FDA exige un niveau d’assurance stérilité ou SAL (Sterility Assurance Level) d’au moins
10 pour ces types de produits. Un SAL de 10 signifie une probabilité de survie des souches de 1
sur un million (1/1 000 000) (168). Dans le cas ou le produit a base d’AH entre uniqguement en contact
avec une peau saine, ce SAL est alors de 1073 (168). Le contréle de la stérilité peut s’effectuer tel que
décrit dans le chapitre 2.6.1 de la Pharmacopée Européenne soit par filtration sur membrane soit

par ensemencement direct.

La pureté de I’AH vis-a-vis des protéines peut étre contrélé par la méthode telle que décrite dans la
monographie du Hyaluronan (Annexe IV). Le taux de protéine ne doit pas excéder 0,1 % lorsque I'AH
est destiné a la fabrication de préparations parentérales, sinon, ce taux est de 0,3 %. Concernant la
pureté en acides nucléiques, cette derniere peut étre controlée par spectrophotométrie UV ol

I'absorbance a 260 nm doit étre inférieure a 0,5.
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2 Applications et réglementations

2.1 Définitions
Avant d’aborder les différentes applications de I'AH en santé, quelques définitions préalables sont
nécessaires afin de bien définir les différents champs d’application. Egalement, Afin d’éviter toutes
confusions, une attention particuliere est portée sur le fait que 'utilisation de I'AH en tant que

dispositif médical de diagnostic in vitro (DMDIV) n’est pas traité ici. Cette partie traite uniguement

de I'application de I'AH en tant que dispositif médical (DM).

2.1.1 Définition du dispositif médical

D’aprés le code de la santé publique art. L5211-1 (169), on entend par dispositif médical : « tout
instrument, appareil, équipement, logiciel, implant, réactif, matiére ou autre article, destiné par le
fabricant a étre utilisé, seul ou en association, chez I'homme pour I'une ou plusieurs des fins
médicales mentionnées ci-apres et dont I'action principale voulue dans ou sur le corps humain n'est
pas obtenue par des moyens pharmacologiques ou immunologiques ni par métabolisme, mais dont
la fonction peut étre assistée par de tels moyens :
1. Diagnostic, prévention, surveillance, prédiction, pronostic, traitement ou atténuation d'une
maladie ;
2. Diagnostic, contréle, traitement, atténuation d'une blessure ou d'un handicap ou
compensation de ceux-ci;
3. Investigation, remplacement ou modification d'une structure ou fonction anatomique ou
d'un processus ou état physiologique ou pathologique ;
4. Communication d'informations au moyen d'un examen in vitro d'échantillons provenant du

corps humain, y compris les dons d'organes, de sang et de tissus ».

Afin de compléter cette définition, il est important de noter que les DM sont classés selon quatre
classes dont chacune dépend d’un certain niveau de réglementation (170) :
e Classe |l (classe de risque la plus faible) , qui comprend par exemple les lunettes correctrices,
les véhicules pour personnes handicapées, les béquilles, etc. ;
e Classe lla (risque potentiel modéré/mesuré) , qui comprend par exemple les lentilles de
contact, les appareils d’échographie, les couronnes dentaires ;
e Classe llb (risque potentiel élevé/important), qui comprend notamment les préservatifs, les
produits de désinfection des lentilles,
e Classe lll (classe de risque la plus élevée) , qui inclut par exemple les implants mammaires,

les stents, les prothéses de hanche, etc.
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2.1.2 Définition du médicament

Selon la définition du code de la santé publique art. L 5111-1 (171), on entend par médicament «
toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou
préventives a |‘égard des maladies humaines ou animales, ainsi que de tout produit pouvant étre
administré a 'homme ou a lI'animal, en vue de d’établir un diagnostic médical ou de restaurer,

corriger ou modifier leurs fonctions organiques ».

2.1.3 Définition des produits cosmétiques

Le code de la santé publique art. 5131-1 (172) entend par produit cosmétique « toute substance ou
mélange destiné a étre mis en contact avec les parties superficielles du corps humain (I'épiderme,
les systemes pileux et capillaire, les ongles, les levres et les organes génitaux externes) ou avec les
dents et les muqueuses buccales, en vue, exclusivement ou principalement, de les nettoyer, de les
parfumer, d'en modifier I'aspect, de les protéger, de les maintenir en bon état ou de corriger les

odeurs corporelles »

2.2 Exemples d’applications en santé

En lien avec ses fonctions biologiques (Chapitre I, sous chapitre 3.2) et les méthodes de réticulation
possibles (Présent chapitre, sous partie 1.3), les applications de I'acide hyaluronique en santé sont
trés variées. Elles peuvent s’étendre du dispositif médical au produit cosmétique en passant par les
médicaments. La limite concernant la classification entre médicament ou dispositif médical est
parfois trés fine. Cependant, les gels d’acide hyaluronique sont généralement régulés par les

réglementations des dispositifs médicaux (cf. présent chapitre, sous partie 2.3).
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Figure 49 : Exemples d'applications biomédicales de I'acide hyaluronique (18).
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2.2.1 Llacide hyaluronique en tant que dispositif médical

«+ Esthétique et visco-augmentation
Le domaine de I'esthétique constitue le principal champ d’application des gels a base d’AH en tant
qgue « dermal filler » ou produit de comblent des rides (18). Il s’agit également du principal polymere
utilisé dans ce domaine (Annexe V). La visco-augmentation est une technique utilisée en esthétique,
elle consiste a utiliser un gel viscoélastique injectable en vue de combler les rides (Figure 50) ou

d’augmenter le volume d’un tissu (23).

Les produits utilisés sont généralement réticulés par le BDDE, c’est par exemple le cas des produits
Restylane® de Galderma, (anciennement Q-Med) (30) ou Stylage® S, M, L, XL et XXL des Laboratoires
Vivacy (173). La réticulation est particulierement intéressante pour les produits de type « dermal
fillers » puisque cela permet de jouer sur leur élasticité (corrélée au module G’ tel que décrit dans
le présent chapitre en 1.4.4). L'élasticité est le principal paramétre a considérer pour ces types de
produits, elle permet de refléter leur résistance a la déformation par les contraintes générées par

les mouvements musculaires de la face et d’adapter leur fermeté selon la zone d’application.

Figure 50 : Photographies d'une patiente avant (A) et apres (B) injection d'un produit Stylage (Laboratoires Vivacy) mettant en
évidence une diminution du marquage des rides du sillon nasogénien (173).

Page 78 sur 164



+* Ophtalmologie
Dans l'indication du traitement du syndrome de I'ceil sec (sécheresse oculaire), certains collyres
peuvent contenir de I'AH, c’est par exemple le cas du produit Hylo Confort®. UAH présent dans les
collyres permet de réhydrater, prolonger I’humidification de I'ceil et de stabiliser le film lacrymal. Il
est également intéressant de noter qu’un collyre contenant de I’AH de haut poids moléculaire aurait

des propriétés anti-inflammatoires (174,175).

En chirurgie ophtalmique, des gels d’AH (non réticulés) sont utilisés en tant que dispositif d’aide a la
chirurgie. Ces produits permettent par exemple (175) :
e De protéger I'endothélium cornéen de la perte de cellules en réduisant les traumatismes
mécaniques en formant une couche protectrice sur I'endothélium.
e De maintenir la taille et la forme de la chambre antérieure de I'ceil
e De faciliter le positionnement et la maniabilité des tissus oculaires
e De recouvrir les greffes de cornée et les implants de lentilles, réduisant ainsi le processus

inflammatoire en neutralisant les charges positives sur les instruments et les implants.

A titre d’exemple, le produit |.Space® (Laboratoires Vivacy), un dispositif médical de classe llb, fait
partie des produits d’aide a la chirurgie. Il est indiqué ici pour la chirurgie du segment antérieur de
I'ceil (176).
¢ Ingénierie tissulaire

Lapplication de I’AH en ingénierie tissulaire constitue un champ de recherche dynamique. Dans la
régénération tissulaire (cicatrisation) par exemple, le produit Laserskin® (Figure 51) correspond a
une feuille d’AH réticulée par estérifications lui permettant de minimiser sa solubilité. Cette feuille,
percée au laser par des pores de 40 a 500 um, contient des kératinocytes en culture a sa surface,
capables de migrer au travers des pores vers le tissu a régénérer. Des études cliniques ont été
menées sur des plaies chroniques et des brilures en comparant I'utilisation du produit Laserskin®
contenant des kératinocytes seuls ou en coculture avec des fibroblastes. Ces études ont montré une
meilleure régénération du tissu lorsque les cellules sont en coculture. Par la suite, ces résultats ont

pu étre reproduits et utilisés dans le traitement de l'ulcere de la jambe (37).
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(b)

Figure 51 : Produit Laserskin® avec : (a) photographie d’une feuille du produit et (b) photomicrographie montrant la migration des
kératinocytes au travers des pores (38).

+» Rhumatologie et Viscosupplémentation
La viscosupplémentation consiste a remplacer le LS déficient en injectant un gel dans l'articulation,
proche de la composition du LS (23). Des gels d’AH peuvent alors étre employés dans cette indication

pour traiter certaines pathologies telle que I'arthrose du genou (ou gonarthrose).
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Figure 52 : Stades de lésions du cartilage dans la gonarthrose. 1. cartilage mou, 2. surface rugueuse avec fissures, 3. fissures
profondes dans le cartilage allant jusqu’a I'os, 4. usure compléte du cartilage avec mise a nu de I'os (177).
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L'arthrose est une affection dégénérative des articulations entrainant des douleurs, des gonflements
et des raideurs. Elle touche I'ensemble de l'articulation y compris les tissus qui I'entourent et apparait
le plus souvent aux genoux, aux hanches, la colonne vertébrale et les mains (178). Dans les
articulations arthrosiques il a été démontré que la masse moléculaire et la concentration de I’AH
étaient diminuées (179). Linjection d’AH hyaluronique synthétique pourrait donc rétablir cette
concentration en utilisant un polymeére de poids moléculaire correspondant a celui présent dans

I'articulation saine.

D’apres I'OMS (Organisation Mondiale de la Santé), la plupart des lignes directrices laissent entendre
qgue la viscosupplémentation n’est pas efficace dans I'arthrose (178). Les injections de gels d’AH
restent cependant indiquées en cas d’échec des autres thérapies disponibles (180). Des études
montrent une efficacité de ces injections (181), parfois équivalentes aux traitements par corticoides
(182). Le « Handbook of Pharmaceuticals Excipients » cite également une publication prouvant

I'efficacité de I'’AH dans le traitement de la douleur de l'arthrose (183).

Parmi les traitements proposés, il existe par exemple :

e Synvisc-one® de Sanofi Genzyme, indiqué comme agent de remplacement et supplément
temporaire du liquide synovial. Ce produit contient les polyméres hylane A et hylane B
(dérivés du hyaluronane) produits a partir d'un extrait aviaire hautement purifié (184).

o Kartilage® et Kartilage® cross des laboratoires Vivacy, indiqués dans le traitement de la
douleur liée a I'arthrose articulaire du genou (176). Ce produit contient de 'AH obtenu par

biofermentation.

2.2.2 lacide hyaluronique dans les médicaments

*

** Viscothérapie

La limite entre dispositif médical et médicament est parfois trés fine. C’'est par exemple le cas du
produit Hyalgan® des laboratoires Expanscience qui est la seule solution d’AH a disposer du statut
de médicament indiquée dans la prise en charge de la gonarthrose douloureuse avec épanchement.
Les autres solutions d’AH ont le statut de dispositif médical (185). Ce médicament dispose d’une
AMM depuis 1992 (186,187). De facon anecdotique, la HAS (Haute Autorité de Santé) indique en
2004 un service médical rendu (SMR) important avec un taux de remboursement fixé a 65% (188).
En 2014, le SMR devient faible et le taux de remboursement est de 15% (186). Ce médicament n’est

maintenant plus remboursé depuis décembre 2017 (185).

Page 81 sur 164



+»» Systémes de délivrance de médicament et d’/ADN
Le terme systéme de délivrance de médicament (SDM) vient de I'anglais drug delivery system (DDS),
le terme exact devrait donc étre plutot systeme de délivrance de substance active. De ce fait, le sigle
anglo-saxon DDS sera utilisé a la place de SDM afin d’étre plus exact. Ce type de systeme peut
consister en la formulation de médicaments. Par définition, toute forme ou tout dispositif médical
visant a améliorer le ratio bénéfice/risque d’'un médicament grace a la maitrise de la vitesse, du
moment ou du site de libération, dans l'organisme, de la substance pharmacologiquement active
sont considérés comme des DDS (189). Ainsi, un médicament ou dispositif médical sont étroitement

liés dans ce contexte.

En 2004, Philip Dehayza et Cheng Lu publient un brevet (190) décrivant une méthode de fabrication
de microspheres a base d’AH modifié par réticulation. Les inventeurs indiquent que ces microspheéres
peuvent étre utilisées comme des DDS, capables de contenir des substances actives. Lun des
avantages de l'utilisation d’un tel DDS est la protection de la substance active vis-a-vis de sa
dégradation et de rendre ainsi sa biodisponibilité plus importante. Une libération contrélée est
également permise en retardant ou en ralentissant ou encore en maintenant cette libération dans
le temps. Les inventeurs précisent également que I'avantage de l'utilisation de I'AH ici est lié a sa
nature biodégradable et biocompatible et non-immunogénique, permettant son utilisation dans le

corps humain.

LAH prend alors une place non négligeable dans la formulation de nouvelles formes
pharmaceutiques capables de délivrer soit une substance active, soit de 'ADN. L'équipe de chercheur
Segura T. et al (191) ont par exemple réussis a formuler un tel systeme composé d’AH et de collagene.
Dans ce systéme, correspondant a un hydrogel, 'AH est réticulé par le PEGDE et contient un géne
sous forme de plasmide. Leur étude a permis de démontrer la délivrance controlée du gene pouvant
ensuite étre transfecté a l'intérieur de cellules. Les auteurs supposent ainsi un certain potentiel de

leur systeme en ingénierie tissulaire, permettant une alternative a I'utilisation de vecteurs viraux.

D’autres applications de I'AH réticulé comme DDS ont été étudiées en 2018 par Gangliang Huang et
Hualiang Huang (192). Dans leur article, les auteurs soulignent une application en cancérologie. En
lien avec les fonctions biologiques étudiées précédemment (Chapitre 1), les auteurs précisent que
I’AH est particulierement intéressant en cancérologie car il est capable de se fixer spécifiquement au

CDA44, surexprimé dans de nombreux types de cellules cancéreuses.
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Les recherches autour de la formulation de DDS utilisant 'AH continuent d’étre explorées dans de
nombreux domaines (193). Différentes techniques de formulation peuvent étre combinées comme
la réticulation d’hydrogels et la formulation d’émulsions afin de véhiculer des drogues lipophiles ou

hydrophiles (Figure 53).
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Figure 53 : Exemples de formulations de systémes de délivrance de médicament a base d’acide hyaluronique (w = water/phase
hydrophile), o = oil/phase lipophile) (193)

2.2.3 Acide hyaluronique et cosmétiques

LAH est I'une des substances les plus utilisées dans la formulation de produits cosmétiques.

Cependant, ses mécanismes de pénétration a travers la peau demeurent mal connus (194).

% Soins cutanés
Dans les soins cutanés, I’AH peut étre utilisé comme agent hydratant. Des lotions, crémes ou sérums
contenant ce polymére permettraient d’humidifier la peau et d’'améliorer son élasticité, diminuant
par conséquent la profondeur des rides (194). Son efficacité dans la protection contre les rayons UV

a également pu étre prouvée, en lien avec son potentiel anti-oxydant (195).
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Concernant les mécanismes d’hydratation, un polymere de haut poids moléculaire forme un film
viscoélastique a la surface de la peau et présenterait ainsi un effet occlusif empéchant I'eau de
s’évaporer. Un polymere de bas poids moléculaire serait capable d’hydrater directement la peau,
d’avoir des propriétés régénératrices et de renforcer les jonctions serrées entre les cellules.
Globalement, la propriété hygroscopique des polymeres de haut poids, de bas poids ou de poids

intermédiaire permettrait de justifier leur capacité a maintenir I’hydratation de la peau (195,196).
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Figure 54 : Activité de I'acide hyaluronique sur la peau et effets revendiqués selon son poids moléculaire. (TEWL = Transepidermal
Water loss ou perte d’eau transépidermique; DEJ = Dermoepidermal junction ou jonction dermo-épidermique) (194)
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+»» Systéme de délivrance de médicament
Telle que déja citée précédemment en 2.2.2, I'invention de Philip Dehayza et Cheng (190) peut
également étre appliquée pour la formulation de DDS contenant des ingrédients cosmétiques
permettant de libérer progressivement une substance a la surface de la peau. Certaines préparations
a usage topique sont disponibles dans le commerce et sont utilisées par exemple dans le traitement
de la kératose actinique ou de I'inflammation de la peau. Il a été prouvé que I'AH permet d’améliorer
la pénétration d’ingrédients actifs au travers de la couche cornée constituant une barriere a la

pénétration des ingrédients lorsque administrés seuls (194).

2.3 Réglementations appliquées en France et en Europe

2.3.1 Réglementations et exigences générales

Bien qu’il ne s’agisse pas d’un texte réglementaire a proprement parler mais d’'un guide, les BPF
(Bonnes Pratiques de Fabrication) constituent le principal texte appliqué par les industries
pharmaceutiques afin d’assurer la qualité, I'efficacité et la sécurité des médicaments et produits de
santé (197). Ce texte s’appuie également sur certaines parties de I'lCH (« International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use » ou Conseil
international pour I'harmonisation des exigences techniques pour I'enregistrement des
médicaments a usage humain). Le rdole de I'ICH est d’harmoniser les réglementations
pharmaceutiques a I'échelle mondiale, elle encourage également la reconnaissance mutuelle des
données entre les autorités réglementaires des différents pays participants. Ainsi, dans sa troisieme
partie, les BPF se rapportent a I'ICH Q9 relative a la gestion du risque qualité et a I'ICH Q10 relative

au systeme qualité pharmaceutique.

La pharmacopée européenne (Annexe IV) exige certaines caractéristiques pour ’'AH pouvant varier
selon son application (certaines caractéristiques ont déja été présentées en 1.2 du présent chapitre).
De la méme maniére, le « Handbook of Pharmaceutical Excipients » (9™ édition) publié par la
Pharmaceutical Press contient une monographie du hyaluronate de sodium utilisé en tant
gu’excipent. Cette monographie présente des exemples d’utilisation de I'AH ainsi que ses
caractéristiques en se basant sur la Pharmacopée européenne. Ces caractéristiques correspondent
par exemple au pH, a la perte a la dessication ou encore a des limites de teneur en métaux et autres

composées (Fer, Chlorures, protéines, acides nucléiques, GAG sulfatés, endotoxines).
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2.3.2 Réglementations spécifiques aux dispositifs médicaux

Le 5 Avril 2017, des nouvelles réglementations relatives aux DM et DMDIV sont parues au niveau
européen impliquant des modifications et des actions majeures a mener par les industriels afin de

perpétuer la commercialisation de leurs produits sous le marquage « CE ».

Concernant les DM, le texte réglementaire correspondant est le réglement (UE) n° 2017/745 (198)
plus généralement connu sous 'acronyme MDR (Medical Device Regulation). Selon la classification
établit dans ce texte, les DM devront ou non étre approuvés a |'utilisation par un organisme notifié.
Ainsi, toutes les classes de DM nécessitent I'approbation d’'un organisme notifié a I'exception des

DM de classe I.

Lapparition de scandales, notamment celui des « Prothéeses PIP » survenu entre 2009 et 2010, ont
contribué en partie a la publication de ces nouvelles réglementations. Les implants mammaires,
commercialisés par la société Poly Implant Prothése (PIP) présentaient dans un premier temps un
défaut de fragilité conduisant a leur rupture et libérant ainsi le gel contenu. Dans un second temps,
le gel en question ne correspondait pas au type de gel déclaré dans le dossier de conception de
I’entreprise, il s’agissait d’un gel de silicone artisanal non conforme aux réglementations en vigueurs
(199). Le 29 mars 2010, 'AFSSAPS (Agence Francgaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé)
connu aujourd’hui sous le nom de I'ANSM (Agence Nationale des Médicaments et des Produits de
Santé) prend alors une décision de police sanitaire (DPS) en retirant les prothéses du marché (200).
Ainsi, ces nouveaux textes réglementaires visent a garantir un niveau de sécurité et de protection

élevé de la santé tout en favorisant I'innovation (201).

Parmi les textes permettant de répondre a ces réglementations, il est important de citer la norme
ISO 13485 relative au systéeme de management de la qualité des dispositifs médicaux. Cette norme
internationale permet a un organisme de concevoir un systtme de management de la qualité

établissant et garantissant le maintien de I'efficacité de ses processus.

Concernant les organismes chargés de réguler les dispositifs médicaux, au niveau national il sagit de
'ANSM tel que déja évoquée précédemment. Ensuite, au sein de I'union européenne (UE), bien
gu’elle régule principalement les médicaments, I'EMA (European Medicines Agency) est également
impliquée dans la régulation de ces produits. Enfin, les organismes notifiées, agréés par les autorités
compétentes, jouent un role crucial dans le processus d’évaluation de la conformité des dispositifs

médicaux avant leur mise sur le marché.
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2.3.3 Réglementations spécifiques aux médicaments

Lorsque I'AH est employé en tant que médicament, il peut étre soumis a différents reglements selon
le type et 'usage du médicament (médicament pédiatrique ou lors d’essais cliniques). Il peut s’agir
des réglements suivants, issus du parlement européen et du conseil :

e Reéglement (CE) n° 726/2004 (202) établissant des procédures pour l'autorisation et la
surveillance des médicaments a usage humain et instituant une agence européenne des
médicaments ('EMA).

e Reéglement (CE) n° 1901/2006 (203) concernant les médicaments a usage pédiatrique. Ce
reglement établit un cadre réglementaire pour encourager la recherche et le développement
de médicaments adaptés aux besoins spécifiques des enfants.

e Reéglement (UE) n° 536/2014 (204) concernant les essais cliniques de médicaments a usage
humain. Ce reglement établit des régles harmonisées pour la conduite d'essais cliniques dans

['Union européenne.

Contrairement aux dispositifs médicaux et produits cosmétiques, il n’existe pas de norme ISO
spécifiques aux médicaments. De nombreuses normes peuvent étre appliquées telle que I'|SO 9001

citée précédemment, relative au systéme de management de la qualité.

Au niveau nationale, 'ANSM est chargée de la réglementation, de I'évaluation et de la surveillance
des médicaments et des produits de santé. Au niveau européen, 'EMA est chargée de I'évaluation
scientifique, de la supervision et de la surveillance des médicaments a usage humain et vétérinaires.
Ces autorités sont également en mesure de délivrer ou non l'autorisation de mise sur le marché

(AMM) des médicaments et produits de santé.

2.3.4 Réglementations spécifiques aux produits cosmétiques

Au sein de I'UE, les cosmétiques sont régulés par le reglement (CE) n° 1223/2009 (205) du parlement
européen et du conseil et permet de garantir le fonctionnement du marché intérieur et d’assurer un

niveau élevé de protection de la santé humaine (206).

Afin de répondre a ces réglementations, plusieurs normes ISO communément utilisées dans les

différents secteurs de I'industrie fournissent des lignes directrices (ISO 9001 par exemple).
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Spécifiquement aux produits cosmétiques, il existe plusieurs normes ISO permettant de répondre
aux criteres d’efficacité de sécurité et de qualité dont notamment :
e L'ISO 22717 relative a la microbiologie des produits cosmétiques
e L'ISO 16128 fournissant des lignes directrices pour I'évaluation des ingrédients cosmétiques
et des produits finis d'origine naturelle et biologique
e L'ISO 29621 fournissant des lignes directrices pour |'évaluation de I'efficacité des produits

cosmétiques.

Concernant l'organisme régulant les produits cosmétiques, il s’agit de 'ANSM et de la DGCCRF
(Direction Générale de la Concurrence, de la Consommation et de la Répression des Fraudes).
LANSM n’intervient pas directement mais peut collaborer avec la DGCCRF dans le cas ou la sécurité
du produit cosmétique est concernée et que cela reléve de ses compétences, conformément a ses
propres réglementations. Au niveau européen, des comités scientifiques tel que le « Comité
Scientifique pour la Sécurité des Consommateur » sont chargés de fournir des avis scientifiques pour

répondre a des questions relatives a la sécurité des produits cosmétiques.
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CHAPITRE Ill : PARTIE EXPERIMENTALE — FORMULATION
D’UN SYSTEME DE DELIVRANCE DE MEDICAMENT

Les travaux présentés dans cette partie ont été réalisés au sein de 'UMR 1229 - RMES (Regenerative
Medicine and Skeleton) des laboratoires de I'[NSERM (Institut National de la Santé et de la Recherche
Médicale). Les travaux sont présentés au format d’un article scientifique avec une introduction
expliquant le but des expérimentations, la problématique rencontrée et les potentielles applications
du systeme développé. Une partie matériels et méthodes détaillera les outils et matieres utilisés
pour formuler et caractériser le produit développé. Une partie résultat présentera les résultats
bruts, interprétés en discussion, suivie d’'une conclusion. Labréviation AH (Acide Hyaluronique) est

remplacée ici par I'abréviation HA (Hyaluronic Acid).

Résumé :

L'objectif de ces travaux est de synthétiser un hydrogel a base d’acide hyaluronique silanisé (HA-Si)
pouvant étre utilisé comme systeme de délivrance de la Lipoxine A4 (LXA4), une drogue lipophile
aux propriétés anti-inflammatoires. Le principal défi de ces travaux consistait en I'association d’une

matrice hydrophile (hydrogel) avec un composée lipophile (LXA4).

Pour relever ce défi, deux émulsions MPE et SE de type huile dans eau (H/E) ont été formulées afin
de solubiliser la LXA4 dans la phase huileuse. La phase huileuse choisie correspond a du Miglyol 812,
une huile biocompatible composée de triglycérides d’acide capriques et capryliques. Les deux
émulsions sont obtenues selon deux méthodes de mélange, une premiére méthode mécanique,
utilisant un meélangeura pales et une seconde méthode, manuelle, utilisant des seringues

connectées par un systeme « Luer-Lock ».

Deux hydrogels H-MPE et H-SE a base d’HA-Si contenant respectivement les émulsions MPE et SE
sont ensuite fabriqués et réticulés. Cette réticulation ou transition sol-gel est obtenue apres
diminution du pH du HA-Si présent initialement en solution basique. La diminution du pH provoque
la condensation des fonctions silanols en fonctions siloxanes, créant ainsi des liaisons entre les
différentes chaines de polysaccharide. Il est ensuite supposé qu’une libération continue de la drogue
lipophile peut avoir lieu in vivo via I'action de hyaluronidases et de radicaux libres permettant la
dégradation de I’hydrogel dans un contexte inflammatoire lors d’une pulpite ou parodontite par

exemple.
Mots clefs : Emulsion, Miglyol, Hydrogel, Acide Hyaluronique, Lipoxine A4, pulpite, parodontite
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1 Introduction

En odontologie, il existe deux pathologies inflammatoires avec un forte prévalence :

e La pulpite, une inflammation de la pulpe dentaire a l'origine de douleurs dentaires aigués
intenses telle que la rage de dent. Cette pathologie constitue I'une des principales causes de
douleurs oro-faciales et peut conduire a une utilisation excessive et inappropriée des
analgésiques opioides (207).

e La parodontite, dont I'inflammation cible la gencive ainsi que les structures de support de la
dent (os alvéolaire). Il s’agit de la sixieme maladie en termes de prévalente dans le monde
ainsi que de la maladie osseuse la plus communément rencontrée chez ’homme (208). La
parodontite est également la cause primaire de la perte de dents chez 'adulte (209) avec des

conséquences économiques et médicales importantes (Figure 55).

Dent Saine Parodontite Dent saine Pulpite

Carie

Email A dentaire

Niveau osseux Plaque et Dentine

Email ,sain _~ tartre Pulpe

= /
Poche /
d' -
Gencives ’ 10:?'::m¢ - '
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Figure 55 : A - Comparaison de la structure des tissus environnant une dent saine et une dent atteinte de parodontite (210). B -
comparaison des tissus internes entre une dent saine et une dent atteinte de pulpite (211).
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Lorsque l'inflammation devient chronique, il existe un processus de cicatrisation et de fibrose
(formation de tissus fibreux) empéchant le retour a I’homéostasie (212). Des travaux menés lors des
dernieres décennies ont montré que le traitement de lI'inflammation aigué est crucial afin de

prévenir I'inflammation chronique et de permettre une régénération des tissus de soutien (213).

Les macrophages jouent un rble important dans ces pathologies, ils sont considérés comme les
effecteurs primaires de la régulation de I'inflammation. Ils sont capables de passer d’un phénotype
M1 pro-inflammatoire vers un phénotype M2 anti-inflammatoire favorisant la régénération des

tissus (214-216).
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Récemment, le réle immunomodulateur des Lipoxines a été mis en évidence. Par exemple, la LXA4
(Figure 56) est une molécule anti-inflammatoire faisant partie de la famille des médiateur bioactifs

spécialisés de la résolution de I'inflammation, les SPM (Specialized pro-resolving mediators).

Figure 56 : Structure moléculaire de la Lipoxine A4 (A : Structure 3D et B : Structure 2D) (217).

Elle est synthétisée en partie par les polynucléaires neutrophiles et les macrophages et dérive de

I'acide arachidoniques présent dans la membrane plasmique (Figure 57).
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Figure 57 : Biosynthese de la Lipoxine A4 a partir de I’'AA de la membrane plasmique (AA = Acide Arachidonique ; CYP = Cytochrome
P ; EETs = Acide époxyeicosatriénoique ; GPx = Glutathion peroxydase ; GST = Glutathion S-transférase, HETEs = acides
hydroeicosatétraénoiques ; HpETE = Acides hydroperoxy-eicosatétraénoiques ; PLA2 = Phospholipase A2) (218).

Concernant ses fonctions biologiques, la LXA4 permet la diminution du recrutement des monocytes,
I'induction des macrophages vers un phénotype M2 anti-inflammatoire (219,220), I'inhibition des
fonctions des cellules dendritiques (221), la modulation du systéme immunitaire adaptatif via la
diminution de la réponse des lymphocytes B mémoire (222). Ainsi, il est supposé qu’un apport
exogene en LXA4 permettrait de réguler I'inflammation lors d’une pulpite ou d’une parodontite
(Figure 58).
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Figure 58 : Réle des Lipoxines dans le processus de I'inflammation (223).

La libération d'agents pathogénes et de motifs moléculaires associés aux dommages (PAMP et DAMP) par les tissus lésés déclenche
I'inflammation en favorisant le recrutement de neutrophiles, puis de monocytes. Ces cellules immunitaires neutralisent la source
du dommage en exergant différentes fonctions comme la dégranulation pour libérer des substances toxiques, la phagocytose, la
libération de cytokines pro-inflammatoires et I'initiation de la reconnaissance des antigénes. A la fin de cette phase, les cellules
immunitaires passent a un phénotype résolutif, générant des Lipoxines et d'autres SPM qui contribuent a la fin de la réponse
inflammatoire. Pendant la résolution, ces composés empéchent le recrutement des neutrophiles et induisent leur apoptose,
polarisent les macrophages vers un phénotype anti-inflammatoire (M2), favorisent I'efferocytose (phagocytose des cellules
apoptotiques) et inhibent la prolifération des fibroblastes. En conséquence, les tissus sont réparés de maniere appropriée. Si la
phase de résolution est défectueuse ou insuffisante, les stimuli pro-inflammatoires persistent et finissent par endommager le tissu,
provoquant une inflammation chronique, puis une fibrose et un dysfonctionnement de I'organe.

Afin de développer un SDM, I'’AH a été choisie comme polymeére d’intérét, il est biocompatible et
biodégradable grace aux hyaluronidases présentes in vivo (179,224). Il contribue également a la
régulation de '"homéostasie (225), 'homing cellulaire (226) et I'inflammation (227). De plus, il est

facilement modifiable chimiquement par diverses techniques telle que la silanisation.

La silanisation consiste a greffer par voie chimique des groupements silanols (Si-(OH)3) sur un
polymére tel que I'HA et permet d’obtenir de I'acide Hyaluronique silanisé (HA-Si). La réticulation
peut ensuite avoir lieu via la condensation des fonctions silanols aprés abaissement du pH d’une
solution basique d’HA-Si (Figure 59). La formation progressive de liaisons covalentes de type
siloxanes (S-O-S) permet ensuite d’obtenir un hydrogel selon la transition d’une solution en hydrogel
(transition sol-gel). Lavantage de cette transition sol-gel serait de faciliter I'injection in situ a travers
une aiguille 23G ou 18G (228) a partir d’un précurseur non gélifié et peu visqueux, plus facilement
injectable qu’un gel réticulé. Une fois administré, le précurseur en cours de réticulation formerait un
hydrogel solide, maintenu en place au site d’injection tout en permettant un contréle de la libération

de la substance active gu’il contient.
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Figure 59 : Schéma de la méthode de réticulation d'un hydrogel d'acide hyaluronique silanisé (228).

L'objectif de ce projet est de développer un nouveau SDM pour une molécule lipophile telle que la
LXAA4. La formulation d’un tel systéeme permettrait de protéger la molécule de son environnement,
dont les especes réactives de l'oxygene (ROS) et autre radicaux libres présents lors d’une
inflammation. Ce systeme permettrait également de controler sa libération et de prolonger son effet
pharmacologique sur linflammation. La forme pharmaceutique développée et proposée ici
correspond a un hydrogel injectable par voie locale a base d’HA dont lindication pourrait

correspondre a la résolution de I'inflammation, lors d’'une pulpite ou une parodontite par exemple.

La problématique associée a la formulation de ce SDM consiste en I'encapsulation d’'une molécule
lipophile dans une matrice hydrophile constituée par I'HA. En effet, la plupart des hydrogels

développés permettent I'encapsulation de molécule hydrophiles plutot que lipophiles (229).

Pour répondre a cette problématique, différentes émulsions de type huile dans eau (H/E) seront
d’abord formulées afin d’encapsuler la LXA4 dans des globules lipidiques (phase huileuse), dispersés
dans une phase aqueuse. Cette émulsion sera ensuite intégrée dans une matrice d’hydrogel a base

d’HA, modifié chimiquement par silanisation.
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2 Matériels et méthodes

2.1 Formulation et caractérisation des émulsions

¢ Phase huileuse
La phase huileuse de chaque émulsion est composée de Miglyol 812™, fourni gracieusement par la
société /0l Oleochemical. 1l s’agit d’une huile biocompatible utilisée en nutrition parentérale entre

autres. Cette huile est composée de triglycérides d’acides capriques (C10) et capryliques (C8).

++ Phase aqueuse
La phase aqueuse des émulsions a été fabriquée a l'aide de plusieurs composants solubilisés dans
de I'eau purifiée (Figure 60) :
e Montanox 20™ : Tween 20 ou encore Polysorbate 20, fourni gracieusement par la société
Seppic. Il s’agit d’un tensioactif hydrosoluble avec une balance lipophile-hydrophile (HLB) de
16,7 (un tensioactif avec une HLB comprise entre 1 et 6 est considéré lipophile, plus cette
valeur est élevée, plus le tensioactif est hydrosoluble).
e Methocel™ E4M : Hypromellose ou HydroxyPropylMéthylCellulose (HPMC) fournie par
Colorcon. 'HPMC a été utilisée comme agent viscosifiant mais aussi pour ses propriétés

tensioactives.

Tween 20 HPMC

\
\
\

—

™

\

CH,OR

. o N
. \//L
\ — -0,
"~—\\' Ll{‘. / \‘«/ i \r: \/\un
\_ )~

Figure 60 : Structures chimiques du Tween 20 (a gauche) (230) et de I'HPMC (a droite) (231).

where R is H, CH,, or CH,CH(OH)CH, n

Les émulsions ont été formulées en utilisant deux techniques de mélange afin de disperser la phase
huileuse dans la phase aqueuse (émulsions de type H/E) :
e Mélanges a l'aide d’'un mélangeur a péles (tige a 4 hélices rectangulaires fixées a un moteur)
permettant d’obtenir les émulsions de type « MPE ».
e Mélanges a l'aide de seringues connectées par un systeme « Luer-Lock » permettant

d’obtenir les émulsions de type « SE ».
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2.1.1 Fabrication avec un mélangeur a pales

+* Formulation d’une série d’émulsions MPE1 a MPE6

Une série d’émulsions est produite afin de déterminer le ratio de volume de phase aqueuse (E) sur
la phase huileuse (H) permettant d’obtenir I’émulsion la plus stable (Tableau Ill). La phase aqueuse
est composée ici par le Montanox et I'eau purifiée. La phase huileuse contient uniquement le
Miglyol. La quantité de tensioactif (Montanox ou Tween 20) et le volume final sont constants. Seules

les proportions des phases aqueuses et huileuses varient de MPE1 a MPE®6.

Chaque émulsion est fabriquée a température ambiante (environ 21°C) selon le protocole décrit ci-
dessous, dans l'ordre indiqué par numérotation :
1. Préparation de la phase aqueuse avec ajout du Tween 20 dans l'eau purifiée mélangée
ensuite pendant 10 min a 400 rpm a l'aide d’'un mélangeur a pales.
2. Ajout goutte a goutte de la phase huileuse (Miglyol) sous agitation.

3. Poursuite du mélange apres ajout de la phase huileuse pendant 30 min a 400 rpm.

Ratio des
Montanox | Mont Eau Miglyol Miglylol I Volume

Identifiant ontanox purifiée gl i volumes final

(mL) (9) (mL) (9) E
(mL) — (mL)

H
MPE1 10,0 11,0 32,9 7,1 6,8 6 50,0
MPE2 10,0 11,0 31,7 8,3 7,9 5 50,0
MPE3 10,0 11,0 30,0 10,0 9,5 4 50,0
MPE4 10,0 11,0 27,5 12,5 11,8 3 50,0
MPES5 10,0 11,0 23,3 16,7 15,8 2 50,0
MPE6 10,0 11,0 20,0 20,0 18,9 1,5 50,0

Tableau Ill : Composition des formulations des émulsion MPE1 a MPE6.

Afin de faciliter les prélevements, les composants sont pesés a I'aide d’'une balance de précision. Les
masses a peser selon le volume désiré sont obtenues par conversion a l'aide des masses volumiques
suivantes :

e Miglyol : p=0,95 g.mL?

e Tween20:p=1,10g.mL?

e Eau purifiée: p=1,00 g.mL*

+* Ajout de ’'HPMC dans la phase aqueuse
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La formulation de I'émulsion MPEG6 (ratio E ~ H = 1,5) est reprise ici pour réaliser plusieurs essais
avec ajout d’HPMC dans la formulation. Pour cela, différentes concentrations de solutions aqueuses
d’HPMC sont testées (Tableau IV). La quantité totale d’émulsion préparée pour chaque essai est ici
de 50 g au lieu de 50 mL. Lutilisation de masses au lieu de volumes a pour but de simplifier les
mesures et d’apporter plus de précision pour le prélevement des différents composants. Le ratio de
1,5 entre la phase aqueuse et la phase huileuse est conservé mais ce dernier est calculé a partir des

masses et non des volumes.

denstan | onano(g) | e sese | Comtr || Ml | qun
MPE6-HPMC1 10,0 20,0 0,5 20,0 50,0
MPE6-HPMC2 10,0 20,0 1 20,0 50,0
MPE6-HPMC3 10,0 20,0 1.5 20,0 50,0
MPE6-HPMC4 10,0 20,0 2 20,0 50,0
MPE6-HPMC5 10,0 20,0 2,5 20,0 50,0
MPE6-HPMC6 10,0 20,0 3 20,0 50,0

Tableau IV : Composition des formulations des émulsions MPE6-HPMC1 a MPE6-HPMC6 avec différentes solutions aqueuses
d’HPMLC.

Les différentes solutions aqueuses d’HPMC sont préparées selon le protocole décrit ci-dessous :
1. Solubilisation de 'HPMC dans un bécher a I'aide d’un mélangeur a pales pendant une heure
a 400 rpm a température ambiante.
2. Mélange afaible vitesse pendant une nuit entiére (environ 12 heures) a I'aide d’'un mélangeur
rotatif.
3. Stockage au réfrigérateur a 4°C pendant 24 heures (dégazage des solutions et amélioration

de la solubilisation de I’'HPMC a froid).

Chaque émulsion est ensuite fabriquée selon le protocole décrit précédemment en 2.1.1 avec l'eau
purifiée remplacée par les solutions aqueuses d’"HPMC. Les solutions d’"HPMC sont sorties du

réfrigérateur 10 min avant utilisation afin de les amener a température ambiante.

% Etude de I'impact du tensioactif et de la température de fabrication
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La formulation de I'émulsion MPE6-HPMC5 est sélectionnée pour tester différentes conditions de

fabrication. Au total, quatre conditions sont testées en fonction de la présence ou l'absence de

tensioactif et de la température de fabrication (Tableau V). Pour les émulsions ne contenant pas de

Tween 20, la quantité de phase aqueuse correspond uniquement a la quantité de solution d’"HPMC,

soit 20 g. De ce fait un rapport de masse de 1:1 entre la phase huileuse et la phase aqueuse est testé

ici (ratic E + H = 1).

TR Montanox Solution aqueuse Miglylol 812 Quantité finale
(g) HPMC 2,5 % (g) (g) (g)
Température 10,0 20,0 20,0 50,0
ambiante
21°C 0,0 20,0 20,0 40,0
Bain Marie 10,0 20,0 20,0 50,0
B/ 0,0 20,0 20,0 40,0

Tableau V : Composition des formulations de MPE6-HPMCS5 selon quatre méthodes de fabrication.

Méthode de fabrication des émulsions au bain marie a 37 °C:

- En présence de Tween20 : La solution d’"HPMC est préchauffée 10 min avant mélange avec

le Tween 20. Le Tween 20 est ensuite ajouté a la solution d’HPMC et le mélange est réalisé a

400 rpm pendant 10 min. Le Miglyol est préchauffé puis ajouté goutte a goutte sous agitation.

Le mélange est poursuivi pendant 30 min hors du bain marie.

- En absence de Tween20 : 'HPMC et le Miglyol sont préchauffés pendant 10 min. le Miglyol

est ensuite ajouté goutte a goutte sous agitation a 400 rpm et le mélange est poursuivi hors

du bain marie pendant 30mn.

Méthode de fabrication des émulsions a température ambiante a 21 °C:

- L'émulsion fabriquée sans Tween 20 consiste simplement a ajouter le Miglyol goutte a goutte

dans I’'HPMC sous agitation a 400 rpm puis de poursuivre le mélange pendant 30mn.

- L'émulsion fabriquée en présence de Tween 20 correspond a une répétition de I'émulsion

MPE6-HPMCS, elle est reproduite ici comme témoin de I'expérience.

DANS LA SUITE DE CETTE ETUDE, 'EMULSIONS MPE6-HPMC5 FORMULEE SANS TENSIOACTIF
A TEMPERATURE AMBIANTE EST SELECTIONNEE ET SERA NOMMEE « MPE ».
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2.1.2 Fabrication avec seringues connectées

+* Formulation de SE6

L'émulsions MPE6 est reproduite en utilisant des seringues connectées par systeme « Luer-Lock »
pour réaliser les différents mélanges. La capacité du volume des seringues étant limitée (3 mL), les
volumes utilisés avec cette méthode sont dix fois plus faibles que ceux utilisés avec le mélangeur a

pales. Cependant, les proportions des volumes en phase aqueuse et huileuse sont conservées.

Pour préparer cette émulsion, 1 mL de tensioactif est prélevé dans une premiére seringue et 2 mL
d’eau purifiée sont prélevés dans une seconde seringue. Les deux seringues sont connectées l'une a
I'autre a l'aide d’un systeme « luer-lock ». Le mélange est obtenu en effectuant environ 20 allers-
retours pour obtenir la phase aqueuse, conservée ensuite dans I'une des deux seringues. La seringue
de phase agueuse est ensuite connectée avec une troisieme seringue, contenant 2mL de Miglyol. Le
mélange entre la phase aqueuse et le Miglyol est réalisé en effectuant environ 30 allers-retours.

L'émulsion est ensuite stockée a température ambiante a I'abri de la lumiere.

+» Ajout de ’HPMC dans phase aqueuse

De la méme manieére que les émulsions type MPE, des essais de formulations avec différentes
concentrations de solutions aqueuses d’"HPMC sont réalisés. La proportion en volume eau/huile de
I’émulsion SE6 est reprise pour mener ces tests. Six émulsions (SE6-HPMC1 a SE6-HPMC6) au total

sont formulées (Tableau VI) selon le méme protocole décrit ci-dessus.

Identifiant Montanox solution aqueuse Concentration Miglylol 812 | Volume final
(mL) HPMC (mL) HPMC (% m/m) (mL) (mL)
SE6-HPMC1 1,0 2,0 0.5 2,0 5,0
SE6-HPMC2 1,0 2,0 1 2,0 5,0
SE6-HPMC3 1,0 2,0 1,5 2,0 5,0
SE6-HPMC4 1,0 2,0 2 2,0 5,0
SE6-HPMC5 1,0 2,0 2,5 2,0 5,0
SE6-HPMC6 1,0 2,0 3 2,0 5,0

Tableau VI : Composition des formulations des émulsions SE6-HPMC1 a SE6-HPMC6.
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% Etude de I'impact du tensioactif

De la méme maniere que pour I'émulsion MPE6-HPMC5, une amélioration de la stabilité de
I'émulsion SE6-HPMC5 a été étudiée. La méthode testée ici consiste simplement a supprimer le
tensioactif. Les tests de fabrication de cette émulsion au bain-marie (avec ou sans Tween20) ne sont

pas réalisés ici car cette méthode n’est pas applicable aux mélanges avec des seringues.

Ainsi, deux émulsions ont été produites :

- La premiére émulsion correspond a une reproduction de SE6-HPMCS5 sans les 1ml de
tensioactif. La formulation de cette émulsion est donc réalisée en mélangeant 2mL de
solution d’HPMC 2,5 % et 2 mL de Miglylol. Le mélange est réalisé en effectuant environ 30
allers-retours.

- Laseconde émulsion correspond a une répétition de SE6-HPMCS et sert de témoin pour cette

expérience.

DANS LA SUITE DE CETTE ETUDE, UEMULSION SE6-HPMC5 FORMULEE AVEC TENSIOACTIF A
TEMPERATURE AMBIANTE EST SELECTIONNEE ET SERA NOMMEE « SE »

2.1.3 Encapsulation du Nile Red dans les globules lipidiques

Le Nile Red utilisé pour l'observation des globules lipidiques en macroscopie a fluorescence est
fourni par Thermofischer. |l s’agit d’'un colorant lipophile émettant une couleur rouge/orange aprés

excitation avec une longueur émettant dans le bleu.

Le caractere lipophile de ce colorant a permis sa solubilisation dans la phase huileuse. Cette
coloration a pour but de simuler I'encapsulation d’une molécule lipophile telle que la LXA4 et

d’observer s’il existe ou non un phénoméne de diffusion de la phase huileuse vers la phase aqueuse.

Pour réaliser cette coloration, le Nile Red présent sous forme de poudre est directement solubilisé
dans le Miglyol sous agitation a I'aide d’un agitateur magnétique pendant 10 min a 400 rpm. Une
solution meére est ainsi préparée avec une concentration finale de 20 pg.mL?. Les émulsions SE et
MPE ont été formulées a l'aide de cette solution pour composer la phase huileuse. La méthode de
fabrication des émulsions reste telle que décrite précédemment en 2.1.1 (mélangeur a pales) et

2.1.2 (seringues connectées).
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2.1.4 Tests de stabilité par centrifugation

Afin de simuler une accélération du vieillissement, des tests de stabilité par centrifugation ont été
réalisés. Chaque test est réalisé aprés un temps de maturation des émulsions d’au moins 24 heures
aprés fabrication. Lorsqu’une séparation de phases était observée, la phase supérieure des
échantillons a été prélevée. Les échantillons ont été centrifugés pendant 10 min avec une force

centrifuge relative (RCF) d’environ 2600 g.

Le RCF est calculé a partir de la formule suivante selon la référence (232) :

rpm )2

RCF =112 X r X (1000

Avec :

- Rayondurotor:r = 145mm

- Rotation par minute : rpm = 4000 tr.min~!

2.1.5 Observations microscopiques et macroscopiques
¢+ Aspect Macroscopique
L'aspect macroscopique des émulsions est observé a I'ceil nu directement aprés fabrication puis au
bout de 24 heures. Les émulsions présentant une bonne stabilité (supérieure a 24 heures) ont pu

étre observées pendant plusieurs jours.

¢+ Microscopie optique

Les émulsions sont observées a I'aide d’un microscope optique et d’'un microscope numérique (VHX-
7000, KEYENCE) entre lame et lamelle. Quelques gouttes d’émulsion sont déposées directement sur
une lame de verre ou aprés dispersion au 1/10°™¢ ou au 1/100°™¢ avec de I'eau purifiée selon la

densité des globules. Cette dispersion permet de mieux observer les globules lipidiques dans le cas

ou ces derniers sont trop denses et par conséquent difficilement distinguables.

7

+* Macroscopie a fluorescence

Les émulsions SE et MPE encapsulant le Nile Red sont observées a l'aide d’'un macroscope a
fluorescence (Zeiss Axio Zoom v16). 'échantillon observé pour I’émulsion SE est dispersé au 1/10%me
avec de I'eau purifiée alors que celui de I’émulsions MPE a été dispersée au 1/100%™¢, Une dispersion
plus importante de I'émulsion MPE a été nécessaire afin de ne pas saturer les images par la

fluorescence des globules lipidiques.
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2.1.6 Mesure de la taille des globules lipidiques

Les échantillons ont été analysés par I'équipe du département de biophysique et de Pharmacie
galénique de I'UFR des sciences pharmaceutique de Nantes. La taille des globules lipidiques des
émulsions SE et MPE est mesurée par diffraction de la lumiere a l'aide d’un granulométre laser
(Malvern Mastersizer 3000) capable de mesurer des tailles de particules comprises entre 0,01 et
1000 um. Les échantillons a analyser ont été fournis aprés dilution au 1/10°™¢ dans de I'eau purifiée.
Une analyse par voie liquide a été réalisée en utilisant le module hydro MV de I'appareil, le liquide
de suspension correspond a de l'eau purifiée d’indice de réfraction 1,33. Compte tenu de la
composition des particules (globules), I'indice de réfraction de I'échantillon a été estimé a une valeur
de 1,45, I'indice d’absorption a 0,001 et sa densité a 1. Ces valeurs sont ensuite utilisées par I'appareil

pour mesurer les tailles de globules lipidiques.

Les analyses ont été réalisées selon la méthode décrite ci-dessous :
e Les échantillons sont retournés cing fois manuellement avant analyse.
e Le prélévement est effectué a l'aide d’une pipette pasteur plastique.
e L'échantillon est ajouté dans une cuve de mesure contenant de I'eau afin d’homogénéiser les
différentes prises d’essais.
e La vitesse d’agitation de I'échantillon dans la cuve est fixée a 1000 tr.min!
e Les analyses sont réalisées dés que I'obscuration est jugée stable et suffisante.

e Cing mesures sont réalisées pour chaque échantillon.

2.1.7 Etude d’une alternative au Tween 20 : Poloxamére 188

L'utilisation du Poloxamére 188 (10%) fourni par la société Corning a été étudié comme alternative
au Tween 20. Le Poloxamer est un tensioactif non ionique utilisé en culture cellulaire avec une HLB
égale a 29 (233). Il s'agit d’'un copolymére non-ionique a trois blocs (234) avec un bloc central
hydrophobe de polypropyléne glycol et deux blocs externes hydrophiles de polyéthylene glycol
(Figure 61). Ce tensioactif est testé dans la formulation de I'’émulsion SE6-HPMCS5 telle que décrite

en 2.1.2 en remplagant les 1 mL de tween 20 par 1 mL de solution de Poloxamer 188 (10%).

CHs

HO/{\/ OH)\OHV O'JrcH

hydrophobic hydrophilic

Figure 61 : Structure chimique du Poloxamére 188 (234).
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2.2 Fabrication et caractérisation des hydrogels H-MPE et H-SE

L’acide Hyaluronique silanisé (HA-Si) a été synthétisé par I'équipe de chercheur du laboratoire RMES.
L'HA utilisé pour cette synthése provient de la société HTL et son poids moléculaire est de 51 kDa.
Le nombre d’équivalents de réactifs (DMTMM :APTES) permettant la silanisation et conditionnant
son degré de substitution tel que décrit dans la référence (228), est ici de trois équivalents (3:3 eq).

Le degré de substitution résultant est compris entre 20 et 30 %.
La soude (NaOH) utilisée pour solubiliser du HA-Si est préparée a une concentration de 0,1 M

Une solution « tampon G’ » est préparée en solubilisant 0,8000 g d’HEPES et 0,1753 g de NaCl dans
2,2 mL d’acide chlorhydrique (HCI) 0,1 M. La solution acide est d’abord ajoutée dans de I'eau distillée

puis complétée jusqu’a 10 mL. Le pH finale du tampon préparé est d’environ 4,4.

2.2.1 Synthese des hydrogels HA-Si
+»+ Solubilisation du HA-Si :
A l'aide d’une balance de précision, 0,04 g d’HA-Si est pesé puis solubilisé dans une seringue de 3
mL contenant 0,8 mL de soude 0,1 M. La solubilisation a lieu une nuit entiére a I'aide d’un agitateur

a tubes réglé sur 10 tr.min™. La concentration finale obtenue de solution basique d’HA-Si est de 5%

(m/v)

*

+* Mélange avec les émulsions

Un volume de 1 mL d’émulsion MPE ou SE est prélevé dans une premiere seringue de 3mL puis
mélangé avec 0,8mL de solution basique d’HA-Si contenu dans une seconde seringue de 3mL. Les
deux seringues sont ensuite connectées a l'aide du systeme « Luer-Lock ». Le mélange est obtenu en

effectuant environ une vingtaine d’allers-retours.

% Réticulation du HA-Si
Le mélange « émulsion/HA-Si » obtenu précédemment est mélangé avec 0,2 mL de tampon G’ afin
d’initier la réticulation du polymére aboutissant in fine a la formation d’'un hydrogel avec un pH
proche de 7. Le mélange est réalisé en effectuant une dizaine d’allers-retours. Les hydrogels obtenus
ont une concentration finale en HA-Si de 2% (m/v) et sont stockés dans leur seringue a température

ambiante, a I'abri de la lumiére.
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2.2.2 Mesures rhéologiques

Les mesures rhéologiques permettent ici de déterminer le point de gélification (transition sol-gel) et
sont effectuées a température ambiante (21°C) a l'aide d’'un rhéométre rotatif HAAKE MARS™
équipé d’'une géométrie coéne/plan 60 mm 1° en titane. Une contrainte constante de 1 Pa est

appliquée sur une gamme de mesure comprenant 5 fréquences : 0,3;0,5;1,0; 1,8 et 3,2 Hz.

Les hydrogels H-MPE et H-SE sont injectés directement aprés mélange du tampon G’ sur la plan
Peltier du rhéometre. Le temps de gélification ou point de gel est déterminé graphiquement lorsque
tan (8) est indépendant de la fréquence. De maniere simplifiée, ce temps correspond grossiérement
ici a I'intersection des courbes des modules G’ et G avec G’ devenant supérieur a G”. Les mesures

sont ensuite stoppées lorsque le module G’ atteint une phase plateau.

2.2.3 Mesure de l'injectabilité

Cette expérience est réalisée a I'aide d’un analyseur de texture (TAHD+, Stable Micro Systems, UK)
permettant de déterminer la force d’injection (N) nécessaire pour injecter les hydrogels au travers
des seringues. Linjectabilité des hydrogels H-MP et H-SE est mesurée en utilisant des aiguilles 18G
et 23G. Laiguille 18G est en métal, de forme rectiligne tandis que l'aiguille de 23G est en plastique
avec une légere courbure et correspondent a des aiguilles utilisées en chirurgie dentaire. Les
mesures sont réalisées apres réticulation compléete des hydrogels soit environ une heure aprés
reconstitution du mélange « émulsion/HA-Si/tampon G’ » selon les parameétres suivants :

e Vitesse d’injection : 2 mm.s?,

e Volume total d’injection : 1,8 mL

e Tempsdemesure:12s

e Température ambiante : 24 °C

2.2.4 Observations en microscopie optique et macroscopie a fluorescence

R/

%+ Microscopie optique
Les hydrogels H-MPE et H-SE sont observés a l'aide d’'un microscope numérique (VHX-7000,
KEYENCE) apres réticulation. Une coupe d’échantillon aussi fin que possible est prélevée puis écrasé

entre lame et lamelle.
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+* Macroscopie a fluorescence
Les hydrogels H-MPE et H-SE fabriqués partir des émulsions SE et MPE encapsulant le Nile Red sont
observés a l'aide d’'un macroscope a fluorescence (Zeiss Axio Zoom v16). Comme précédemment,

une coupe fine des échantillons de gel réticulé est réalisée puis observée entre lame et lamelle.

2.2.5 Observation en CryoMEB

La CryoMEB (Microscopie électronique a balayage par cryogénisation) est une technique de
congélation-lyophilisation permettant d’observer la surface d’un échantillon sans étape de
métallisation (235). La surface « naturel » de I'échantillon peut ainsi étre préservée et observée. Les
échantillons ont été préparés et observés par I'équipe experte en CryoMEB du laboratoire RMES. De
fines coupes sont réalisées sur les échantillons d’hydrogel puis cryogénisés dans de I'azote afin
d’obtenir une structure amorphe, non cristallisée. Les échantillons d’hydrogels cryogénisés sont

ensuite observés avec une tension d’accélération de 2,00 kV (kilo Volt).

3 Résultats

3.1 Emulsions

3.1.1 Formulation des séries d’émulsions

®,

** Formulation de la série d’émulsions MPE1 a MPE6

Les émulsions MPE1 a MPE6 n’ont pas permis d’obtenir une stabilité supérieure a 24 heures
(séparation de phases). Environ 4 jours apres fabrication, I'émulsion MPEG6 (Figure 62) est I'émulsion
montrant la séparation de phase la moins importante. Son observation en microscopie optique,
directement apres fabrication, permet de visualiser la présence de globules lipidiques en nombre

important.

Figure 62 : Emulsion MPE6 — A : Aspect macroscopique & JO puis J4. B : Observation en microscopie optique a JO.
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+* Fabrication de SE6 (Transfert de la formulation de I'émulsion MPE6)

L'émulsion SE6, reprenant les mémes proportions de phase aqueuse et huileuse que I'émulsion
MPE6, montre une stabilité d’au moins 4 jours post fabrication (Figure 63). Lobservation de cette
émulsion au microscope optique met en évidence la présence de globules lipidiques avec une

densité élevée, difficilement observables a cause de leurs mouvements entre les lames de verre.

i
r

Figure 63 : Emulsion SE6 — A : Aspect macroscopique a JO puis J4. B : Observation en microscopie optique a JO.
+»+ Formulation d’une série d’émulsion apreés ajout de 'HPMC dans la phase aqueuse

Mélangeur a pales : La série d’émulsions MPE6-HPMC1-6 montre a nouveau une légére séparation
des phases un jour aprés fabrication (Figure 64). Cette séparation reste cependant moins importante
qgue I'émulsion MPE6 formulée sans HPMC. L'émulsion MPE6-HPMCS5 est I'émulsion montrant la
séparation de phase la plus faible 6 jours aprés fabrication. Cette derniere est donc sélectionnée

pour les futures expériences.

u ’ E

Figure 64 : Aspect macroscopique des émulsions MPE6-HPMC1-6 six jours post fabrication.

Seringues connectées : Aucune des émulsions SE6-HPMC1 — SE6-HPMC6 n’a mis en évidence une
séparation de phases au bout de 24 heures. Ces dernieres sont restées homogenes plusieurs jours
apres fabrication. Chacune des émulsions observées en microscopie optique directement apres leur
fabrication a permis de mettre en évidence la présence de globules lipidiques bien que difficilement

observables.
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+* Tests de stabilité par centrifugation des émulsions formulées avec I’THPMC
Les séries d’émulsions formulées avec de 'HPMC ont été centrifugées avec une force de 2600 g
pendant 10 min. Toutes les émulsions fabriquées avec le mélangeur a pales montrent une séparation
de leurs phases, nettement visible par comparaison aux émulsions fabriquées avec les seringues.
Ces dernieres laissent seulement apparaitre une phase inférieure plus claire et en proportion moins
importante (Figure 65).
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Figure 65 : A — Aspect macroscopique a J+1 des émulsions MPE6-HPMC1-6 (de gauche a droite) avant et apreés centrifugation. B —
Aspect macroscopique a J+1 des émulsions SE6-HPMC1-6 (de gauche a droite) avant et apres centrifugation.

3.1.2 Etude de I'impact du tensioactif et de la température de fabrication
% Etude sur la formulation de MPE6-HPMC5

Lémulsion formulée a température ambiante sans tensioactif est celle montrant la meilleure
stabilité (Tableau VII). En présence de tensioactif, les différentes températures de formulation n‘ont

pas montré de différences significatives entre les émulsions obtenues.

AVEC TENSIOACTIF SANS TENSIOACTIF
(Ratio E ~ H = 1,5) (RatioE ~ H = 1,0)
Emulsion similaire &8 MPE6- ) _ )
BAIN-MARIE : HPMCS Pas de dispersion possible de la phase
37 °C . . . aqueuse dans la phase huileuse
Séparation de phases a J+1
TEMPERATURE Emulsion similaire 8 MPE6- Aspect crémeux blanc opaque
AMBIANTE : HPMC5 Trés bonne stabilité (pas de séparation de
21°C Séparation de phases a J+1 phases observée jusqu’a plusieurs semaines)

Tableau VII : Etude de I'impact du tensioactif et de la température de fabrication sur la stabilité de MPE6-HPMC5

L’EMULSIONS MPE6-HPMC5 FORMULEE SANS TENSIOACTIF A TEMPERATURE AMBIANTE EST
SELECTIONNEE ET CORRESPOND A LEMULSION « MPE ».
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++ Etude sur la formulation de SE6-HPMC5

Pour des raisons pratiques, les formulations au bain-marie ne sont pas applicables avec la méthode
de fabrication utilisant des seringues connectées. A température ambiante (21 °C), I'émulsion

contenant le tensioactif a permis de reproduire le résultat déja obtenu précédemment en 3.1.1.

Concernant I'émulsion formulée a température ambiante sans tensioactif, cette formulation n’a pas

permis d’obtenir une dispersion de la phase huileuse dans la phase aqueuse.

LEMULSION SE6-HPMC5 FORMULEE AVEC TENSIOACTIF A TEMPERATURE AMBIANTE EST
SELECTIONNEE ET CORRESPOND A 'EMULSION « SE »

¢ Tests de stabilité par centrifugation
Apres centrifugation a environ 2600 g pendant 10 min, les émulsions précédemment sélectionnées
(SE et MPE) ne montrent pas de séparation de phases. Etonnement, la phase supérieure prélevée a
partir de I'émulsion MPE6-HPMC5 formulée sans Tween 20 au bain-marie a 37°C est restée

homogene. Toutes les autres émulsions formulées montrent une séparation de leurs phases (Figure

66).

MPE6-HPMC5 SE6-HPMC5
T=21°C T=37°C T=21°C

AVEC SANS AVEC SANS SANS AVEC
Tween 20 Tween 20 Tween 20 Tween 20 Tween 20 Tween 20

uonesnyLua)

Figure 66 : Test de stabilité par centrifugation des émulsions MPE6-HPMC5 et SE6-HPMC5 formulées selon différentes températures
avec ou sans tensioactif.
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3.1.3 Observation au microscope numérique des émulsions SE et MPE

L'observation au microscope numérique de I'émulsion MPE met en évidence la présence de globules
lipidiques avec une prédominance du nombre des globules de petite taille (Figure 67). Concernant
I’émulsion SE, son observation au microscope met en évidence la présence de rares globules
lipidiques de grande taille par rapport a d’autres globules de trés petite taille, en nombre important,

mais difficilement observables du fait de la limite de résolution de I'appareil.

100pm 20,00pm

Figure 67 : Observation au microscope numérique des émulsions MPE et SE aprés dilution au 1/10é™¢ dans de I'eau purifiée.
Emulsion MPE & gauche (A) et émulsion SE a droite (B).

3.1.4 Encapsulation du Nile Red dans les émulsions SE et MPE

Les émulsions SE et MPE ont pu étre formulées a partir de la solution mére de Miglyol colorée au
Nile Red (Figure 68). Leur texture est identique a leur homologue ne contenant pas de Nile Red. Les
globules lipidiques de I'’émulsion MPE observés au macroscope a fluorescence sont nettement
visibles et le Nile Red ne semble pas diffuser vers la phase aqueuse. Les globules lipidiques de
I’émulsion SE sont plus difficilement observables. La résolution de l'appareil ne permet pas de les

distinguer avec précision. Quelques rares globules lipidiques de grandes tailles restent visibles.

Figure 68 : Coloration au Nile Red des émulsions SE et MPE. Aspect macroscopique de I'’émulsion MPE (A) et observation de ses
globules lipidiques au macroscope a fluorescence a JO (B). Aspect macroscopique de I'’émulsion SE (C) et observation de ses globules
lipidiques au macroscope a fluorescence a JO (D).
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3.1.5 Mesure de la taille des globules des émulsions SE et MPE

Les données obtenues ont permis de tracer graphiquement la distribution en densité (%) du volume
occupé par les globules lipidiques ainsi que la distribution de leur nombre en fonction de leur taille
(Figure 69). D'apres les données brutes obtenues, |a taille des globules lipidiques de I'émulsion MPE
est globalement comprise entre 0,46 et 46 um tandis que pour I'émulsion SE, leur taille est comprise

entre 0,14 et 1,13 pum.

A Répartition du nombre et du volume des globules lipidiques selon leur taille dans I'émulsion MPE
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Figure 69 : Graphiques de distribution en densité du volume et du nombre des globules lipidiques de I'émulsion MPE (A) et SE (B)

3.1.6 Formulation de I’émulsion SE6-HPMC5 avec le Poloxamére 188

L'émulsion SE6-HPMCS5 formulée a l'aide du Poloxamere 188 montre des globule lipidiques de taille
plus importante (Figure 70) comparée a la formulation contenant le tween 20 (Figure 67). Leur
observation au microscope numérique est nettement améliorée. Le test de stabilité par

centrifugation a 2600 g pendant 10 min ne montre pas de séparation de phases.

Centrifugation
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Figure 70 : Observation au microscope numérique et test de stabilité de I'émulsion SE6-HPMCS5 formulée avec le Poloxamére 188.
A —Image en microscopie optique obtenue apreés traitement en haute résolution (HDR). B — Test de stabilité par centrifugation.
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3.2 Fabrication et caractérisation des hydrogels H-MPE et H-SE

3.2.1 Observations macroscopiques et microscopique

+»+ Aspect macroscopique a I'ceil nu et en microscopie optique
Les hydrogels ont été conservés a l'intérieur de leur seringue munie d’'un bouchon et sont restés
stables, sans changement d’apparence pendant plusieurs jours. Les images obtenues au microscopie
numérique (Figure 71) mettent en évidence la présence des globules lipidiques dans I’hydrogel H-
MPE (initialement présents dans I’émulsions MPE). Concernant I'hydrogel H-SE, les globules
lipidiques sont plus difficilement observables, a nouveau a cause de leur taille proche voir inférieure

a la limite de résolution du microscope.

Figure 71 : Observation au microscope numérique des hydrogels H-MPE (A) et H-SE (B) aprés traitement des images en haute
résolution (HDR)

R/

+* Macroscopie a fluorescence

Les globules lipidiques apparaissent clairement apres observation en macroscopie a fluorescence
dans I’hydrogel H-MPE (Figure 72). Les globules semblent étre contenus dans une seconde phase
(diffuse) en arriere-plan, également colorée au Nile Red. Concernant I’hydrogel H-SE, les globules
sont nombreux et de taille largement inférieure. Ces derniers sont a nouveau difficilement

observables, quelques rares globules de taille plus importante peuvent étre distingués.

100 pm

Figure 72 : Observation en macroscopie a fluorescence de I'hydrogel H-MPE (A) et H-SE (B) fabriqués respectivement a partir des
émulsions MPE et SE encapsulant le Nile Red.
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3.2.2 Observation en CryoMEB

L'analyse des hydrogels H-MPE et H-SE en CryoMEB permet d’observer avec précision les globules
lipidiques, apparaissant en gris claire et en forme de sphéres sur les images (Figure 73). Lobservation
du relief est permise par les électrons secondaires, sensibles aux variations de surface. Il est
également possible d’observer le réseau poreux formé par I'HA réticulé, emprisonnant les globules

lipidiques sous forme d’amas (H-SE).

Globule
lipidique

Réseau de
I’"hydrogel

Amas de
globules
lipidiques

Réseau de
I’"hydrogel

Figure 73 : Observation en CryoMEB des hydrogels H-MPE (A) et H-SE (B) mettant en évidence la structure des globules lipidiques au
sein du réseau formé par I’hydrogel d’acide hyaluronique réticulé.
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3.2.3 Mesures rhéologiques

Le point de gel de I'hydrogel H-MPE est déterminé graphiquement a 1 min 30 s tandis que celui de
I’hydrogel H-SE a été déterminé a environ 2 min 10 s (Figure 74). La courbe de fréquence a 1,8 Hz de
I’hydrogel H-MPE semble aberrante en début d’analyse par rapport a 'allure des autres courbes.
Concernant la texture des gels, leur aspect avant analyse était liquide/visqueux tandis qu’en fin

d’analyse, les hydrogels sont devenus fermes et élastiques.
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Figure 74 : Données brutes (G', G" et tan ) et analyse de tan (J) selon la fréquence pour la détermination du point de gel des
hydrogels H-MPE (A) et H-SE (B).

3.2.4 Mesures d’injectabilité sur gels réticulés

A I'aide d’une aiguille de 18G, les forces moyennes d’injection calculées a partir des valeurs de la
phase plateau (entre 4 est 11s) étaient de 39,5 N et 13,8 N pour les hydrogels H-MPE et H-SE
respectivement. Avec une aiguille de 23G, les forces moyennes calculées pour I’hydrogel H-MPE et
H-SE sont respectivement de 28,2 N et 23,3 N. Un écart de force important est donc observé entre
les gels H-MPE et H-SE avec une aiguille de 18G. Globalement, I’"hydrogel H-SE nécessite une force

d’injection plus faible que I’hydrogel H-MPE sans dépendre du type d’aiguille (Figure 75).
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Figure 75 : Etude de I'injectabilité des hydrogels H-MPE et H-SE au travers d’aiguille de 18G ou 23G — A : Graphique des données
brutes avec la force d’injection en fonction du temps. B : Graphique des forces moyennes calculées a partir de la phase plateau.

4 Discussion

4.1 Emulsions

4.1.1 Formulation des séries d’émulsion

o

*¢ Formulation d’une série d’émulsions MPE1 a MPE6 et formulation de SE6

Les émulsions MPE1 a MPE6 ne sont pas restées stables plus de 24 heures. L'émulsion MPE6 est
I’émulsion qui a montré la meilleure stabilité avec la séparation de phases la moins importante. Cette
amélioration de stabilité de MPE6 peut étre liée au volume équivalent de Miglyol incorporé par
rapport au volume d’eau. Il est important de noter que I'émulsion MPEG6 reste une émulsion de type
H/E puisque le volume de phase aqueuse comprend également le tensioactif, en quantité non

négligeable ici. Le volume de phase huileuse reste ainsi inférieur au volume total de phase aqueuse.

+» Ajout de ’HPMC dans la phase aqueuse

Lajout d’'HPMC dans les émulsions fabriquées avec le mélangeur a pales a permis d’obtenir des
émulsions légerement plus stables que I'émulsions MPE6. Ce résultat est probablement lié a
I'épaississement des émulsions permis par 'HPMC en complément de son pouvoir tensioactif.

Cependant, il existe une différence de stabilité importante entre les émulsions fabriquées avec le
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mélangeur a pales et les seringues, en faveur des émulsions de type « SE ». Ce résultat peut étre
expliqué par la différence de la taille des globules lipidiques (d’aprés les observations en microscopie
optique) obtenus entre ces deux méthodes, plus petite dans les émulsions « SE ». La loi de Stokes
permet en effet d’expliquer mathématiquement que plus une particule (globule) est petite, plus sa

vitesse de sédimentation sera faible :

212 gA(p)
v = o

Avec :

e v :vitesse limite de sédimentation ou crémage (mm.s™)

r : rayon de la sphére, particule ou globule (mm.s?)

e g :accélération de la pesanteur (mm.s?)

A(p) = pp — Py - différence de masse volumique entre la sphere et le fluide (kg.m3)

e u:viscosité dynamique du fluide

4.1.2 Etude de I'impact du tensioactif et de la température de fabrication

De maniere surprenante, I'’émulsion MPE6-HPMC5 fabriquée au mélangeur a pales sans tween 20
(nommée MPE) a permis d’obtenir un produit tres stable avec un aspect blanc crémeux. Les autres
méthodes de production n‘ont pas permis d’améliorer les résultats déja obtenus ou n‘ont pas permis

de formuler une émulsion.

Concernant I'émulsion SE6-HPMCS5 fabriquée sans tensioactif, contrairement a I'émulsion MPE, la
suppression du tensioactif n’a pas permis d’obtenir un produit stable. Cette différence est
probablement liée aux méthodes de mélanges tres différentes. En effet, les temps de mélange ne
sont pas les mémes, le mélange avec les seringues est effectué manuellement tandis que le
mélangeur a pale est un mélange mécanique (automatisé), les forces de cisaillements appliquées
sont également différentes. De plus, Il existe un autre facteur concernant les proportions de phase
aqueuse et huileuse prélevées entre ces deux techniques. Des volumes sont prélevés dans les
seringues tandis que des masses sont pesées pour I'émulsion MPE. Bien que le ratio E/H de 1,5 en
volume ou en masse soit conservé, les proportions ne sont pas exactement les mémes si l'on tient

compte des masses volumiques des composants.

Page 114 sur 164



En somme, a l'issu de cette étude, I'’émulsions MPE6-HPMC5 formulée sans tensioactif a
température ambiante et I'’émulsion SE6-HPMCS5 formulée avec tensioactif a température
ambiante présentent la meilleure stabilité et sont sélectionnées. En effet, ces derniére n‘ont pas
montré de séparation de phases apreés avoir subis un test de centrifugation a 2600 g pendant 10 min.

Ces émulsions, nommées MPE et SE sont utilisées pour la poursuite des tests.

4.1.3 Encapsulation du Nile Red dans les émulsion SE et MPE

La coloration de la phase huileuse par la Nile Red a permis de prouver la capacité des émulsions a
encapsuler une molécule lipophile sans observer un phénomeéne de diffusion depuis la phase
huileuse vers la phase aqueuse. Cependant, I'observation des globules lipidiques de I'émulsion SE
est rendu difficile a cause de la limite de résolution de I'appareil, laissant apparaitre un bruit de fond
sur les images. Néanmoins, la taille inférieure des globules de I'émulsion SE par rapport a I'émulsion

MPE peut étre confirmée.

4.1.4 Mesure de la taille des globules des émulsions SE et MPE

Cette analyse a permis de mettre en évidence deux types de population de globules lipidiques dans
chacune des émulsions MPE et SE. Il existe ainsi une premiéere population, de petite taille et tres
abondante puis une deuxieme population de grande taille et moins abondante mais occupant un
volume important. Cette différence de population est trés marquée dans I'’émulsion MPE comparée
a I'émulsion SE ou la distribution du volume est proche de la distribution en nombre. Cette proximité
des distributions entre le volume et le nombre de globules selon leur taille dans I'émulsion SE laisse
supposer une meilleure homogénéité par rapport a I'émulsion MPE. Cela laisse également supposer

une meilleure stabilité de I'émulsion SE.

Lordre de grandeur de la taille des globules lipidiques de I'émulsion SE est inférieur voir l|égerement
supérieur a 1 um tandis que pour I'émulsion MPE, la taille des globules peut varier de quelques
dizaines de um. Les résultats sont cohérents avec les observations réalisées en microscopie optique.
Cependant, par comparaison avec les images observées en macroscopie a fluorescence, les résultats
obtenus sont moins cohérents. Pour chaque émulsion, les globules lipidiques semblent de taille plus
grande. Il est possible que le Nile Red impact la taille des globules lipidiques en fonction de sa
concentration (236). Néanmoins, la taille des globules de I'émulsions SE reste inférieure a celle des

globules de I'’émulsion MPE.
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4.1.5 Etude d’une alternative au tween 20 : Poloxameére 188

Le tween 20 peut parfois présenter des problemes de stabilisation dans certains produits (234).
Ainsi, dans le but d’améliorer la stabilité des émulsions et la formation des globules lipidiques via
I'utilisation de seringues connectées, le Poloxamere 188 a été étudié comme alternative. D'apreés les
images obtenues au microscope numérique, les globules sont aisément visibles et de taille plus
importante que précédemment. Apres centrifugation, I'émulsion est restée homogéne montrant
ainsi une bonne stabilité. Ce tensioactif présente donc un certain potentiel pour la formulation
d’émulsion a base d’"HPMC et de Miglyol. De plus, il s'agit d’un produit biocompatible et approuvé
par la FDA (233).

4.2 Hydrogels

4.2.1 Observations en microscopie optique et macroscopie a fluorescence

% Microscopie optique

Lintégrité des globules lipidiques semble étre préservée apres fabrication de I'hydrogel H-MPE.
Concernant I’hydrogel H-SE, les globules sont difficilement observables car leur taille est proche voir
inférieure a 1 um et ne permet pas leur observation avec précision. Afin de confirmer leur présence,
des études complémentaires en macroscopie a fluorescence et en CryoMEB ont été réalisées.

¢+ Macroscopie a fluorescence

Les globules lipidiques de I'hydrogel H-MPE sont nettement visibles et semblent contenus a
I'intérieur d’une seconde phase colorée au Nile Red. D’apreés les mesures obtenues en granulométrie
laser, cette seconde phase en arriere-plan peut correspondre aux globules de petite taille en nombre
important. Pour rappel, les hydrogels ne sont pas observés apres dispersion dans I'eau, la densité
des globules lipidiques est par conséquent plus importante comparé aux images obtenues sur les
émulsions. Des zones sombres sont également observables, ces derniéres pourraient correspondre
des zones I’hydrogel formé par I'HA-si réticulé ne contenant pas globules. Concernant I’hydrogel H-
SE, les images obtenues n’ont pas permis de mettre clairement en évidence la présence des globules

lipidiques. Les images sont saturées par la fluorescence du Nile Red contenu dans les globules

lipidigue en nombre élevé et de taille inférieure ou proche de la limite de résolution du macroscope.
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4.2.2 Observation en CryoMEB

Sur l'image correspondant a I’hydrogel H-SE (Figure 73 - B), les globules lipidiques semblent
regroupés dans des amas en « grappe de raisin ». Cette structure étant comprise au sein d’'une
matrice hydrophile formée par du HA-Si, il est possible qu'il existe une affinité entre les globules
lipidiques de nature lipophile, permettant leur regroupement. Le produit obtenu correspondrait
ainsi a une dispersion de I'’émulsion au sein de I’hydrogel d’HA-Si avec un regroupement en amas
des globules de I'émulsion dispersée. Finalement, ces observation permettent de confirmer

I'intégrité et la présence des globules lipidiques au sein de I’hydrogel H-SE.

Concernant I’hydrogel H-MPE et avec un grossissement moins important, le regroupement des
globules lipidiques au sein de plusieurs zones a également pu étre observé. L'image reportée ici
(Figure 73 - A) permet également de mettre en évidence la présence du réseau d’"HA-Si réticulé entre
les globules lipidiques, probablement enchevétré avec les polyméres d’"HPMC de la phase aqueuse

des émulsion.

4.2.3 Mesures rhéologiques

Les deux hydrogels ne montrent pas de différence significative de leur temps de gélification qui est
de l'ordre de quelques minutes. De plus, les points de gel mesurés entre les échantillons peuvent
varier de quelques secondes selon le temps de préparation nécessaire avant injection des sur le plan
Peltier du rhéometre. Une différence de 40 secondes entre les deux points de gel déterminés
graphiquement est donc considérée comme non significative. Les mesures effectuées ici étaient a
titre exploratoire, une méthode précise chronométrant chaque étape et mesurant plusieurs
échantillons par type de gel permettrait de calculer une moyenne avec plus de précision dans le cas

ou un temps de gélification précis serait recherché.

Le principal objectif de cette expérience était de démontrer que la transition sol-gel apres diminution
du pH du HA-Si pouvait avoir lieu lorsque ce dernier est mélangé avec une émulsion. Les mesures
obtenues montrent ainsi une transition relativement rapide, de I'ordre de quelques minutes pouvant
étre adaptée a une application clinique. En effet, Il serait envisageable de formuler I'hydrogel
extemporanément en ajoutant une solution tampon a un mélange hydrogel/émulsion initiant la
réticulation du HA-Si. Le gel en cours de réticulation reste ainsi facilement injectable (en
comparaison a un gel solide) et poursuit sa réticulation une fois injecté. La réticulation compléte du

gel au bout de quelques minutes permettrait ensuite son maintien en place au site d‘injection.
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4.2.4 Mesure d’injectabilité sur gels réticulés

Globalement, I’'hydrogel H-MPE nécessite une force d’injection plus élevée que I'hydrogel H-SE. Cela
montre qu’il existe un impact dépendant du type d’émulsion (« MPE » ou « SE ») ajouté dans le HA-

Si vis-a-vis de son injectabilité.

En fonction du type d’aiguille utilisée, la force d’injection était variable. Avec I’'hydrogel H-MPE et
une aiguille de 23G (de diametre interne inférieur a une aiguille de 18G) la force d’injection
nécessaire était plus élevée qu’avec une aiguille de 18G. Leffet inverse a été observé avec I'hydrogel
H-SE. Linfluence de la taille de I'aiguille est donc difficilement interprétable dans cette expérience.
A nouveau les mesures sont réalisées ici sont a titre exploratoire et ont pour but de démontrer que
la force d’injection n‘excede pas 50 N. Cette limite correspond a la force maximale d’injection
manuelle généralement reportée (228). Des analyses complémentaires peuvent étre réalisées dans

le cas ou une force d’injection précise serait recherchée.

Bien que les résultats obtenus ne permettent pas de démontrer qu’un calibre d’aiguille plus
important nécessite une force d’injection plus faible, les forces mesurées restent inférieure a 50 N
et ce, sur des gels totalement réticulés. De ce fait, les hydrogels fabriqués sont compatibles a une

application en chirurgie dentaire ou des aiguilles de 18G ou 23G peuvent étre utilisées.
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5 Conclusion

Lémulsion « MPE », fabriquée a température ambiante a I'aide d’'un mélangeur a pales, a pu étre
formulée avec une phase aqueuse contenant uniquement de I’HPMC concentrée a 2,5 % (m/v) et
une phase huileuse contenant du Miglylol 812. La suppression du tensioactif a permis d’obtenir un
produit trés stable avec cette méthode tandis que I'émulsion SE avec la méthode de mélange par

seringues conserve le tensioactif dans sa formule afin d’assurer sa stabilité.

Les analyses par granulométrie laser, microscopie optique et macroscopie a fluorescence de ces
deux émulsions ont permis de mettre en évidence une différence de taille importante des globules
lipidiques. Les mélanges réalisés a l'aide de seringues permettent d’obtenir des globules lipidiques
de petite taille, inférieure ou légerement supérieure a 1um. Avec un mélangeur a pales, les globules

lipidiques ont une taille plus importante variant de plusieurs dizaines de pum.

Les hydrogels H-MPE et H-SE, a base d’HA-Si, ont pu étre synthétisés en intégrant respectivement
les émulsions MPE et SE. Les observations réalisées en microscopie optique, macroscopie a
fluorescence et CryoMEB ont démontré I'intégrité des globules lipidiques au sein des hydrogels. La
CryoMEB a également permis d’observer en détail la structure des hydrogels en mettant en évidence

la formation d’un réseau de polyméres contenant les globules lipidiques.

La caractérisation de ces hydrogels par mesures rhéologiques permet d’envisager une future
application clinique. En effet, leur temps de réticulation est suffisamment long pour étre injecté
facilement lorsque le gel est encore visqueux (G’ < G”) et permet d’obtenir un gel élastique (G’ > G”)
une fois injecté. De plus, les mesures d’injectabilité ont montré que des gels totalement réticulés

restent injectables au travers d’aiguilles de 18G ou 23G.

Cette étude sur la formulation d’un nouveau systéme de délivrance a base d’acide hyaluronique
silanisé est encourageante et fera 'objet d’études complémentaires appliquées a I'encapsulation de
la LXA4. Lutilisation du Poloxamére 188 comme alternative au Tween 20 peut également étre

envisagée pour la formulation de I'émulsion SE et son intégration dans un hydrogel.
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6 Poursuite du projet par I'équipe RMES

Le projet précédemment mené a été poursuivi par 'équipe RMES, les travaux réalisés ont pu étre
publiés trés récemment (237). Lobjectif était d’étudier la capacité des hydrogels a transporter et
protéger la LXA4 et d’étudier ensuite leurs effets sur des macrophages polarisés M1 (phénotype pro-
inflammatoire) et M2 (phénotype anti-inflammatoire). Une application clinique de ces hydrogels

pour le traitement de I'inflammation serait ensuite envisagée.
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Figure 76 : Résumé graphique

6.1 Emulsions ME et SE

La formulation de I'’émulsion ME a été reprise tandis que I'émulsion SE a été formulée avec le
Poloxamere 188 pour remplacer le Tween20. Les proportions des volumes de phases aqueuse et
huileuse sont également modifiées avec 80 % de solution d’HPMC (2,5 % m/m), 10 % de tensioactif
et 10 % de Miglyol.
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Différents tests et analyses ont été menés sur ces émulsions dont la microscopie optique a I'aide du
microscope numérique, également utilisé ici pour mesurer la taille des globules lipidiques. La taille
des globules était de I'ordre de quelques micrometres avec une taille supérieure dans I'émulsion SE
par rapport a I’émulsion ME. Ces mesures ont été réalisées pendant plusieurs jours et ont permis
d’affirmer une stabilité des émulsions d’au moins une semaine, sans observer de variation

significative de la taille des globules.

Le rendement d’encapsulation de la LXA4 a été mesuré par LC-MS/MS (chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse en tandem) et exprimé en pourcentage de LXA4 encapsulée

par rapport a la quantité totale de LXA4. Ce rendement était de 26 % pour ME et de 12 % pour SE.

6.2 Hydrogels H-MELX et H-SELX

Les hydrogels contenant la LXA4 sont a nouveaux caractérisés par le point de gel a I'aide de mesures
rhéologiques. Le point de gel mesuré a partir de tan (§) pour I’hydrogel H-MELX est similaire a celui
obtenu précédemment (2 min) tandis que pour I’hydrogel H-SELX, le point de gel était de plusieurs

minutes (6 min).

Une étude de la stabilité de la LXA4 en conditions acide ou basique a mis en évidence une
dégradation plus importante qu’a pH physiologique. Cette étude permet ainsi de souligner I'intérét
de protéger la molécule au sein d'un hydrogel avec un pH proche de celui retrouvé
physiologiquement. A la suite de cette étude de stabilité, une étude de la libération de la LXA4 a été
réalisée a pH physiologique en présence de hyaluronidases. Une libération maximale de 74 % est

mesurée au bout de 3 jours pour I’'hydrogel H-MELX contre 28 % pour I’hydrogel H-SELX.

Limpact de ces hydrogels sur la polarisation des macrophages MO ainsi que leur impact sur les
macrophages pré-polarisés M1 et M2 a été étudié. Les macrophages MO sont obtenus a partir de
cellules de monocytes humain (THP-1). Les macrophages M1 (pro-inflammatoire) et M2 (anti-
inflammatoire) sont ensuite obtenus a partir des macrophages MO apreés leur culture en présence
de LPS (Lipopolysaccharide) et IFN-y (Interféron gamma) pour les macrophages M1 ou en présence
d’IL-4 et IL-13 pour les macrophages M2. Des hydrogels ne contenant pas de LXA4 ont été fabriqués
afin de contréler les résultats obtenus apres leur mise en contact avec les macrophages :
e Macrophages MO non-polarisés: Aprés contact avec chaque type d’hydrogel, les
macrophages MO sont polarisés vers un phénotype pro-inflammatoire M1. Cependant, la

guantité de cytokines pro-inflammatoires sécrétée par les macrophages en contact avec les
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hydrogels H-MELX et H-SELX était inférieure a ceux en contact avec les hydrogels sans LXA4.
I’hydrogel H-SELX induit moins fortement cette différenciation que I’"hydrogel H-MELX avec
en plus une augmentation de cytokines anti-inflammatoires telle que I'lL-10. Cela laisse
supposer une différenciation des macrophages M1 vers un phénotype M2.

e Macrophages M1 pro-inflammatoire : Les hydrogels sans LXA4 ont montré une exacerbation
du caractere pro-inflammatoire des macrophages tandis que les hydrogels H-MELX et H-SELX
ont permis de le réduire.

e Macrophages M2 anti-inflammatoire : Aucunes différences significatives n’est observées
entre les hydrogels H-MELX et H-SELX. Les deux hydrogels permettent d’augmenter la
sécrétion de cytokine anti-inflammatoires sans discerner de différence aprés comparaison

avec les hydrogels ne contenant pas de LXA4.

Bien que la libération soit plus efficace avec I'hydrogel H-MELX, les études biologiques ont montré
une meilleure réponse de I'hydrogel H-SELX exacerbent dans une moindre mesure le profil pro-
inflammatoire des macrophages. Cette différence peut étre liée au Poloxamere 188 contenu
initialement dans I'émulsion SE, permettant de protéger davantage la LXA4 via ses propriétés

antioxydantes (238).

6.3 Conclusion

De facon notable, cette étude a permis de formuler deux hydrogels encapsulant la LXA4 et sont
capables d’assurer sa libération et de la protéger des conditions acides ou basiques pouvant étre
retrouvées dans différentes pathologies. La libération de la LXA4 peut en effet étre assurée entre
autres par la présence hyaluronidases présentes in vivo. Une réponse inflammatoire moins
importante pour les hydrogels contenant la LXA4 par rapport aux hydrogels sans LXA4 prouve
I'efficacité et I'intérét de cette molécule dans la résolution de I'inflammation avec une meilleure
efficacité pour I’hydrogel H-SELX. De plus, I'activité biologique des hydrogels et la libération de la
LXA4 peuvent étre optimisés en modifiant la taille des mailles par I'ajustement des concentrations,
du poids moléculaire et du degré de réticulation du HA-Si. Une augmentation de l'efficacité
d’encapsulation de la LXA4 dans les émulsions peut également étre permise en réduisant la taille
des globules lipidiques (239,240). De plus, une taille des globules de I'ordre du nanometre peut
faciliter la libération de LXA4 a partir des hydrogels, une approche alternative avec |'utilisation de

nanoémulsions peut ainsi étre envisagée.
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CHAPITRE IV : FOCUS SUR LES MECANISMES DE
DEGRADATION DE LUACIDE HYALURONIQUE

1 Dégradation enzymatique

1.1 La hyaluronidase

I’AH peut étre dégradé in vivo par I'action de hyaluronidases (241). Chez ’homme, la majorité de I'AH
présent dans le sang ou la lymphe est éliminé par endocytose via les récepteurs HARE (Hyaluronan
Receptor for Endocytosis), présents dans les cellules sinusoidales de I'endothélium du foie (242,243)
et des nodules lymphatiques (243) (Figure 77). Dans 'os ou le cartilage, 'AH étant non circulant, son

internalisation fait intervenir le CD44 (39) pour étre ensuite dégradé via I'action de hyaluronidases.
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Figure 77 : Endocytose de I'acide hyaluronique par le récepteur HARE permettant sa dégradation par la hyaluronidase de type 1
(HYAL-1) au sein des lysosomes (242).

Il existe plusieurs types de hyaluronidases chez les procaryotes et les eucaryotes (Figure 78) avec
des mécanismes de dégradation tres différents. Le nom attribué a ces enzymes est en réalité
inapproprié puisqu’elles sont a la fois capables de dégrader I'AH, les chondroitines et les
chondroitines sulfates. Seule une classe de hyaluronidase procaryote retrouvée chez Streptomyces

Hyalurolyticus est spécifique de I'’AH (241).

Page 123 sur 164



B-endoglycosidase

y Procaryotes B-glucuronidase ]
1
I B-exoglycosidase Chez
/ I’lhomme :
':' B-N-acetyl-hexosaminidases
I
,’I Hyall
’l
n l’
Ancétre /
commun |
‘\ Hyal2
‘\‘ B-endoglucuronidase ]
A}
Y .
“‘ B-endoglycosidase Hyal3
\
\‘ Endo-B-N-acetyl-hexosaminidase
1
) Eucaryotes Hyal4
B-Exoglucuronidase
B-exoglycosidase h HyalP1
Exo-B-N-acetylglucosaminidase
PH20

Figure 78 : Classification des différentes classes de hyaluronidases retrouvées chez les eucaryotes et procaryotes — Segeron F.

Chez les procaryotes, on retrouve des B-endoglycosidases et des B-exoglycosidases (241,244):
e Les B-endoglycosidases ont un mécanisme de type « lyase » clivant spécifiguement la liaison

B1—4 selon une réaction de type B-élimination créant ainsi une insaturation entre le carbone

C4 et C5 de 'acide glucuronique (Figure 79).

Les B-exoglycosidases regroupent les B-glucuronidases et B-N-acetyl-hexosaminidases. Ces

enzymes sont capables de dégrader 'AH en supprimant un seul saccharide en clivant la

liaison B1—3. Le clivage endolytique des polymeres par les B-endoglycosidases permet ainsi

de fournir de nouveaux substrats pour ces B-exoglycosidases.

Chez les eucaryotes, on retrouve a nouveau ces deux grandes classes de hyaluronidases mais avec
un mécanisme de type « hydrolase » (241) :

e Les B-endoglycosidases regroupent deux sous classes, les Endo-B-N-acetyl-hexosaminidases

et les B-endoglucuronidases :

o Les Endo-B-N-acetyl-hexosaminidases clivent spécifiquement Ila liaison B1—4. Six
séquences sont retrouvées dans le génome humain (Tableau VIII) codant pour
HYAL1-4, PH20 et HYALP1 et conservent une forte homologie (Tableau IX). HyalP1 est
un pseudogéne c’est-a-dire transcrit mais non traduit. Ainsi, seules HYAL1, HYAL2 et
PH20 sont connues pour avoir une activité de hyaluronidase. HYAL2, HYAL4 et PH20
sont reliées a la surface de la membrane plasmique par le GPI
(Glycosylphosphatidylinositol) mais peuvent étre retrouvées sous forme libre. Une

septieme enzyme, hyal5 est retrouvée spécifiguement chez la souris.
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o Les B-endoglucuronidases quant a elles clivent la liaison B1—3 et permettent
d’obtenir des tetra-saccharides ou hexo-saccharides. Elles sont par exemple
retrouvées chez les crustacée ou la sangsue.

e Les B-exoglycosidases sont actives a pH acide et son retrouvées dans les lysosomes. Elles sont
capables de cliver une seule unité saccharidique depuis les extrémités non-réductrices du
polysaccharide. Deux sous classes sont a nouveau retrouvées, les B-Exoglucuronidases et les
Exo-B-N-acetylglucosaminidase :

o Les B-Exoglucuronidases sont retrouvées lors de pathologies (inflammation du foie,
cholestase, cirrhose, tuberculose, sarcoidose etc...) ou une augmentation de leur
activité peut étre observée.

o Les Exo-B-N-acetylglucosaminidase ne contiennent pas de « séquence signal » et
seraient par conséquent localisées dans le cytosol chez I'homme. Elles sont
également retrouvées chez de nombreux eucaryotes (drosophiles, nématodes et

végétaux) et joueraient un role d’élagueur d’oligo-saccharides.
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Figure 79 : Clivage des différentes liaisons de I'acide hyaluronique par différentes classes de hyaluronidase. Les fléches vertes
indiquent le site de clivage en B1—3 par la hyaluronidase de sangsue (Leeches). Les fleches noires indiquent le site de clivage en
B1—4 par les hyaluronidases testiculaires (Testicular) PH20, bactériennes de type lyases et du crabe royal (red king crab) (245).
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Dans les tissus somatiques, l'activité des hyaluronidases serait majoritairement liée a HYAL1 et
HYAL2. La hyaluronidase HYAL1 est efficace a pH acide dans les lysosomes, elle est capable de cliver
n‘importe quel taille de polymeére et permet d’obtenir principalement des tetra-saccharides. HYAL2
clive 'AH de haut poids moléculaire de la matrice extracellulaire en fragments de 50 unités

disaccharidiques (soit environ 20 kDa) et devient ensuite beaucoup moins active (244).

Concernant la hyaluronidase PH20 ou SPAM1 (sperm adhesion molecule 1), cette enzyme est
retrouvée spécifiquement, mais pas exclusivement, dans I'acrosome des spermatozoides. Son réle
est de faciliter la pénétration de spermatozoides dans le cumulus oophorus lors de la fécondation
de l'ovocyte. Elle joue également un réle d’adhésion aux cellules du cumulus. De fagon anecdotique,
la Hyaluronidase PH20 d’origine bovine est I'enzyme communément utilisée lors d’expérimentations

en laboratoire de recherche (244).

ENZYME GENE CHROMOSOME CHROMOSOME
HUMAIN HUMAIN MURIN
HYAL1 HYAL1 Cluster 3p21.2 hyall Cluster 9 F1-F2
HYAL2 HYAL2 Cluster 3p21.2 hyal2 Cluster 9 F1-F2
HYAL3 HYAL3 Cluster 3p21.2 hyal3 Cluster 9 F1-F2
HYAL4 HYAL4 Cluster 7gq31.3 hyal4 Cluster 9 6A2
PH20 (ou SPAM1) PH20 Cluster 7gq31.3 ph20 Cluster 9 6A2
HYALP1 HYALP1 Cluster 7gq31.3 hyalp1 Cluster 9 6A2
- - - hyal5 Cluster 9 6A2

Tableau VIII : Les différentes hyaluronidase et leur cluster retrouvés chez ’homme et la souris (Hyal5 est spécifique de la souris) (56).

Enzyme Hyall Hyal2 Hyal3 Hyal4 m
100 38,3 38,3 38,5 35,1

Hyall

Hyal2 = 100 38,0 36,4 34,5
Hyal3 100 33,1 33,7
Hyal4 ) ) ) 100 41,7
= 100

Tableau IX : Homologies de séquences (%) des genes des hyaluronidases retrouvées chez ’homme (244).
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1.2 Mécanisme de dégradation des hyaluronidases humaines

Les hydrolases humaines dégradent I'AH selon un mécanisme de déplacement double (ou double
substitution) permettant de conserver la conformation du substrat. Ce mécanisme implique un
résidu d’acide glutamique (Glu) de I'enzyme comme donneur de proton et I'oxygéne du carbonyle

(C=0) porté sur la fonction N-acétyl du saccharide N-acétylglucosamine (Figure 80).

Le mécanisme procéde comme suivant (244) :

1. La hyaluronidase se lie au substrat a son site catalytique.

2. Les résidus autours du site catalytique positionnent I'oxygene nucléophile du carbonyle a
coté de la liaison glycosidique B1—4 a cliver pour faciliter I'attaque sur le carbone C1 du
saccharide N-acétylglucosamine. Il s’ensuit la formation d’un intermédiaire par liaison
covalente entre le carbone C1” et 'oxygéne puis le clivage de la liaison B1—4. Ce processus
entraine également une inversion de la configuration du carbone anomérique C1".

3. De maniere concomitante, le résidu Glu est déprotoné pour donner son proton au saccharide
d’acide glucuronique venant d’étre clivé pour former une fonction alcool.

4. Un clivage hydrolytique de la liaison intermédiaire entre le C1” et I'oxygéne du carbonyle par
une molécule d’eau entraine la re-protonation du résidu Glu de I'enzyme, la préparant pour
une prochaine catalyse. Une seconde inversion de configuration du carbone C1” 3 lieu.

5. Le polysaccharide est libéré du site actif de la hyaluronidase
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Figure 80 : Mécanisme commun de dégradation de I'acide hyaluronique par les hyaluronidases humaines (244).
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1.3 Application de la hyaluronidase en santé et étude in vitro

L'utilisation de la hyaluronidase est réservée a l'usage professionnel et était initialement destinée,
entre autres, aux spécialistes en chirurgie plastique, reconstructrice et esthétique. Du fait de son
utilisation en situation d’urgence (correction des effets indésirables graves a type de nécrose
consécutive a une injection d’AH) et afin de ne pas retarder la prise en charge des patients, la
hyaluronidase est aujourd’hui accessible pour tout médecin. En France, elle releve de la
réglementation du médicament mais ne dispose pas dAMM francaise. Seule la spécialité
Hyaluronidase 1500 Ul (générique de la spécialité Hyalase®), sous forme de poudre pour solution a
diluer, importée d’Irlande et fabriquée par les laboratoires InstelChimos est disponible (246). Il existe
cependant de nombreuses autres spécialités a base de hyaluronidases pouvant étre utilisées dans

d’autres pays en dehors de I'Europe.

Les produits a base de hyaluronidases peuvent étre utilisées en laboratoire pour étudier la sensibilité
d’hydrogels d’AH afin de caractériser leur cinétique de dégradation. Ces expérimentations ont
également pour but d’avoir une meilleure connaissance des effets de la hyaluronidase et d’'améliorer
son utilisation pour la correction d’effets indésirables. Il s'agit par exemple des travaux réalisés par
Killian Flégeau et al dont le but était d’étudier I'effet de I'administration d’une dose fractionnée

(multidose) par rapport a une dose unique (247).

Les gels étudiés par I'équipe R&D des laboratoires Teoxane (Suisse) correspondent a la gamme de

produits TEOSYAL® RHA (Tableau X), il s’agit de gels a base d’AH réticulés par le BDDE indiqués dans

le comblement des rides

Produit de Module de Concentration en AH De.gr-'e d.e
. , 1 modification

comblement conservation (G’) (mg.mL™?) (%)
()

TEOSYAL PNT1 58,6 15 1,9
TEOSYAL PNT2 138,9 23 3,1
TEOSYAL PNT3 145,8 23 3,6
TEOSYAL PNT4 263,3 23 4,1

Tableau X : Liste des produits TESOYAL®. Le module de conservation est mesuré a 25 °C a une fréquence de 1 Hz. Le degré de
modification est mesuré par RMN H (résonnance magnétique nucléaire du proton) (247).

Pour suivre la cinétique de dégradation des gels, des mesures rhéologiques ont été effectuées a
I'aide d’un rhéometre. De maniere simple, le module de conservation (G’) des gels est mesuré (aprés
ajout de la hyaluronidase) en fonction du temps a une fréquence oscillatoire de 1 Hz et une
température de 37 °C.
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Deux types de hyaluronidases ont été utilisées pour réaliser les mesures rhéologiques :
e Hylenex® : Hyaluronidase recombinante humaine avec une activité de 150 USP U.mL™.

e Hyalase® : Hyaluronidase d’origine ovine en poudre avec une activité de 1500 UI.

Définition de l'unité enzymatique ou unité internationale : L'unité enzymatique correspond a
I'activité catalytique d’une enzyme. De symbole « U » (ou parfois « Ul »), elle est exprimée par la
quantité de substrat transformé par unité de temps en umol.min! (avec 1 pkat = 60 Ul). Cette unité
ne doit pas étre confondue avec l'activité spécifique correspondant a la quantité de substrat
transformé par unité de temps et par masse de protéine en Ul.mg™ . Cette unité est définie dans
certaines conditions, lorsque USP précede la valeur, les conditions de mesures sont définies selon

les standards de I'USP (United-States Pharmacopeia ou Pharmacopée des Etats-Unis) (248-251).

Les résultats obtenus par I'équipe R&D des laboratoires Teoxane ont permis de montrer dans un
premier temps que la dégradation des gels est dépendante de l'activité enzymatique, de la
concentration en AH et de la quantité de BDDE utilisée pour la réticulation. Dans un second, ils ont
démontré que lI'administration répétée de petites doses plutét qu’'une seule dose élevée permet

d’augmenter la cinétique de dégradation des gels (Figure 81).
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Figure 81 : Cinétiques de dégradation des gels PNT4 (A) et PNT3 (B) aprés injection en dose unique ou multidose de hyaluronidases
Hylenex®. Pour chaque gel, 5 doses de 38,3 U.mL™ de gel sont injectées et comparées a une dose unique de 191,6 U.mL".Les lignes
en pointillées représentent 10 % du G’ initial. (247).

De maniére surprenante, les auteurs ont également observé une cinétique de dégradation différente
pour un gel spécifique en fonction du type de hyaluronidase utilisée alors que la méme quantité
d’unités était utilisée. Cette différence est probablement liée aux divergences des techniques et
conditions de mesures de l'activité enzymatique entre la Pharmacopée EU (Hyalase®) et la

Pharmacopée US (Hylenex®).
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2 Deégradation radicalaire et oxydative

2.1 Génération des radicaux libres

De nombreuses pathologies humaines, lors d’un stress oxydatif, sont associées a une augmentation

des radicaux libres et des espéces réactives de 'oxygéne (ROS) (252). Ces composés chimiques sont

nocifs pour les tissus environnants et peuvent entrainer leur déstructuration. Ils peuvent étre par

exemple retrouvés dans le LS (Figure 82) lors d’'une arthrose ou d’une polyarthrite rhumatoide (253).

Ces pathologies sont associées a une inflammation des tissus ou les neutrophiles sont présents en

nombre important et sont capables de relarguer des ROS (241)

SYNOVIAL
MEMBRANE

2
B

Figure 82 : Effet des especes réactives de 'oxygéne sur le cartilage lors d’une inflammation de la membrane synoviale (253).

Ces ROS peuvent étre générés de différentes maniéres via des réactions chimiques et enzymatiques

(Figure 83), en proportion davantage importante lors d’'une inflammation (241,252,254).

NADPH-Oxidase Supemxide-Dismutase

Myeloper-

oxidase

0 — = 0"

FNO'

0=N0O" O =N-0-OH

R HOCI
\()3(1 e NO:' + ”()'

HOCI

Hypochlorous
Acid

HO *
Hydroxyl
Radicals

1
0»
Singlet
Oxygen

Figure 83 : Schéma réactionnel de la génération d’especes réactives de I'oxygéne dans les neutrophiles (255)
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Dans un premier temps, I’anion superoxyde (O3 ™) est obtenu a partir du dioxygene par I'action de
NADPH-Oxydase, une enzyme présente dans les neutrophiles, éosinophiles, macrophages et
monocytes. Cet anion peut aussi étre formé a partir de la xanthine par I'action de la Xanthine-
Oxydase (241). L'anion superoxyde n’est pas capable a lui seul de dégrader 'AH mais peut former
I’anion peroxynitrite (0 = N— 0 — 07) en réagissant avec le monoxyde d’azote ("N = 0), un
radical présent in vivo via I'action de la NO-Synthase (254). Le peroxynitrite est par conséquent un
agent oxydant trés puissant (241). En milieu aqueux son équilibre acido-basique permet la formation
de l'acide peroxinitreux (0 = N — O — O — H) pouvant se décomposer aprés une scission
homolytique en deux radicaux, le dioxyde d’azote (NO5) et le radical hydroxyle (HO®).

De maniére spontanée, a pH acide, les anions superoxydes peuvent former le peroxyde d’hydrogéne
(H — O — O — H) tandis que sa syntheése in vivo est catalysée par la Superoxyde-Dismutase. A partir
du peroxyde d’hydrogéne, plusieurs composés toxiques peuvent étre obtenus :

e |'acide hypochloreux (H — O — Cl), obtenu par I'action de Myélopéroxydases (MPO), elles-
mémes relarguées par les neutrophiles aprés stimulation (256). Par ailleurs, la MPO a été
retrouvée dans le liquide synovial de patients atteint de polyarthrite rhumatoide (257).
Lacide hypochloreux est un agent de chloration avec un pouvoir oxydant puissant (241).

e A nouveau, le radical Hydroxyle (HO"®) est obtenu ici en présence de fer ferreux (Fe?*) via la
réaction de Fenton, une réaction fréquemment utilisée en expérimentations. Bien que le Fer
soit sous forme liée in vivo (liaison a la transferrine ou ferritine), en conditions de stress il
peut étre retrouvé sous forme libre dans le liquide synovial (255,258).

e L'oxygéne singulet (*0.), obtenu apreés réaction avec I'acide hypochloreux. Loxygéne singulet
correspond a un état excité de I'atome d’oxygene qui en retournant a son état fondamental
(oxygene triplet) émet une onde électromagnétique capable d’avoir des effets cytotoxiques

et de causer des dommages sur certains biopolymeéres tel que I'AH (241,254).

2.2 Mécanismes de dégradation

7

+» Dégradation par le radicale hydroxyle

La réaction de dégradation des saccharides par le radicale hydroxyle est complexe et peut aboutir a
la formation de plusieurs composés. Le rendement de la réaction dépend notamment da le présence
et du taux de dioxygene dans I'environnement réactionnel (255). La premiere étape consiste en la
capture d’'un atome d’hydrogéne par le radical hydroxyle, préférentiellement en C1 (carbone

anomérique) de I'acide glucuronique, aboutissant a la formation d’un radical alkyl.
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La seconde étape consiste en I'ajout d’'une molécule de dioxygene sur le radical alkyl pour former un

radical peroxyle. Ces deux premiéres étapes sont des réactions contrélées par la diffusion (255).

Ensuite, plusieurs réactions peuvent avoir lieu (Figure 84) :

e Scission de la liaison glycosidique : Perte de l'anion superoxyde avec formation d’un

carbocation puis ajout d’'une molécule d’eau suivie d’une déprotonation. Un hydroxyle est

alors ajouté sur le carbone C1 et permet la coupure de la liaison osidique f1—3.

e Ouverture du cycle : Intervention d’autres radicaux avec création d’un radical oxygene

intermédiaire et ouverture du cycle en C1 du résidu acide glucuronique.
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Figure 84 : Voies de dégradation possibles de I'acide hyaluronique par le radical hydroxyle a partir du résidu d’acide glucuronique.
Modifiée a partir de la référence (255).
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+» Dégradation par I'acide hypochloreux
D’apres les travaux menés par Rees et al (259,260), la dégradation de I'AH par I'acide hypochloreux
débute par la formation d’un dérivé chloramide sur le saccharide N-acétylglucosamine. Un radical
amidyle est ensuite formé soit en présence d’'un métal de transition, soit de maniére indépendante.
Une rapide réaction intramoléculaire se produit ensuite pour former un radical centré sur le carbone
en C4 du résidu d’acide glucuronique par un transfert d’hydrogéne 1,5. Une scission B de la liaison
B1—4 se produit alors, indépendamment du pH et aboutissant a la formation d’un radical en C1 sur
le saccharide N-acétylglucosamine (Figure 85). Une voie alternative en présence de dioxygene est
proposée a partir du radical centré sur le carbone de I'acide glucuronique. Cette voie aboutie a la
formation d’un radical peroxyle sur ce méme résidu avec de nouveau un transfert d’hydrogéne 1,5
pour former un radical en C1 sur le résidu N-acétylglucosamine. En présence de dioxygene et de
I'anion superoxyde, ce radical forme un carbocation, capable de réagir avec I'eau et provoquant la

scission de la liaison 1—4.
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Figure 85 : Voies de dégradation de 'acide hyaluronique par l'acide hypochloreux a partir du résidu N-acétylglucosamine. Modifiée a
partir de la référence (260).
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2.3 Etude in vitro

La présence des ROS dans une articulation atteinte d’ostéoarthrite est un frein a I'application de I'AH
dans la viscosupplémentation. Aprés injection, un produit a base d’AH serait rapidement dégradé
par les especes chimiques observées précédemment. Dans ce contexte, certains produits
contiennent des antioxydants capables de piéger les ROS, il peut s’agir par exemple du Mannitol.
Conrozier T et al. (261) ont mis en évidence cette propriété antioxydante du Mannitol dans des
produits a base d’AH indiqué pour la viscosupplémentation. Pour cela, les auteurs ont notamment

étudié deux produits :

e HYLAN G-F 20 (Synvisc-one®, Sanofi), un gel partiellement réticulé avec une concentration
en AH de 8 g.L'! ne contenant pas de Mannitol.
e HANOX-M-XL (HappyCross®, Laboratoires LABRHA), un gel réticulé avec une concentration

en AH de 16 g.L'! et contenant du Mannitol a une concentration de 35 g.L.

Leur systeme de génération de radicaux libres contient uniquement du peroxyde d’hydrogene, les
auteurs ne précisent pas le type de radicaux générés. Cependant, il peut s’agir de radicaux hydroxyles
générés via la réaction de Fenton permis par la présence de métaux de transition (Fe ou Cu entre
autres).En effet, le Fer peut étre retrouvé a I'état de traces (quelques uM) dans 'AH (Annexe IV) et

serait ainsi en quantité suffisante pour déclencher la réaction de Fenton (262).

A l'aide de mesures rhéologiques, les auteurs ont suivi I'évolution des modules élastiques (G’) et
visqueux (G”') des gels aprés mélange avec le peroxyde d’hydrogeéne. Les mesures sont réalisées dans
le domaine linéaire des gels (c’est-a-dire a une fréquence d’oscillation comprise dans une plage de

fréquence ol les modules ne varient pas), soit une fréquence angulaire (w) de 1 Hz.

Les résultats obtenus montrent une importante diminution du module G’ du produit HYLAN G-F 20
correspondant au gel ne contenant pas de Mannitol (Figure 86). Le gel HANOX-M-XL contenant du
Mannitol reste quant a lui relativement stable avec un G’ trés légérement diminué. Il est important
de noter que le G’ initial a to du gel HANOX-M-XL est largement supérieur du fait de sa concentration
en AH correspondant au double de celle du gel HYLAN G-F 20. De plus, le produit HYLAN G-F 20 est

partiellement réticulé.
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Figure 86 : Evolution des modules G' et G" des produits de viscosupplémentation HYLAN G-F 20 et HANNOX-M-XL en condition de
stress oxydatif (H,0,). Modifiée a partir de la référence (261).

Bien que les gels contenants ou non du Mannitol n‘aient pas exactement les mémes caractéristiques
(concentration en AH et degré de réticulation), en considérant les pourcentages de dégradation
(Figure 87), I'étude in vitro menée par Conrozier T et al. prouve qu’une forte concentration en
mannitol permet de protéger les hydrogels de la dégradation radicalaire. Cette protection
permettrait ainsi aux produits de viscosupplémentation d’avoir en temps de résidence allongé lors

d’une injection dans une articulation atteinte d’'une inflammation.
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Figure 87 : Dégradation (%) de la viscosité complexe (n*) et des modules G' et G des gels HYLAN G-F-20 et HANNOX-M-XL (261).

De plus, les auteurs ont également comparé la dégradation du gel HANNOX-M, I’lhomologue du gel
HANNOX-M-XL en version non réticulée (concentrations en AH et Mannitol et poids moléculaire
identiques). Les résultats obtenus ont montré une meilleure résistance a la dégradation pour le gel
réticulé. De ce fait, cette comparaison permet également de démontrer que la réticulation est un

facteur permettant aux gels de résister a la dégradation radicalaire.
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CONCLUSION GENERALE

L'acide hyaluronique est une molécule ubiquitaire présente au sein de nombreux étre vivants tels
gue les vertébrés, les bactéries et certains fungi. Bien qu’il ne soit pas retrouvé chez les végétaux et
les virus, des techniques biotechnologiques permettent de les utiliser afin de devenir une source

potentiel de ce polymeére.

Il s’agit d’'une molécule présentant un grand intérét en santé du fait de ses propriétés biocompatibles
et de son pouvoir hygroscopique. Ses fonctions biologiques dans le corps humain sont trés variées
et peuvent comprendre simplement un réle de structuration et de maintien de I’"hydratation jusqu’a
son implication dans les processus de cancérisation. Il est également impliqué dans de nombreux
processus de signalisation cellulaire via ses principaux récepteurs, CD44 et RHAMM. Ses mécanismes
sont parfois complexes et peuvent avoir des effets opposés dépendant principalement de sa taille.
Il permet ainsi de jouer un role de régulateur dans le processus de cicatrisation en intervenant a
plusieurs niveaux tels que I'inflammation, I'angiogenése, la prolifération et motilité cellulaire ainsi

gue le remodelage tissulaire.

Les recherches menées autour de ses fonctions biologiques et sa caractérisation physico-chimique
ont permis de démontrer I'intérét de ce polymeére en santé et 'émergence de nouvelles thérapies.
Découvert initialement dans I’humeur vitrée du bovin et ensuite produit a partir de crétes de cogs,
les progres des techniques biotechnologiques sont devenus un réel atout pour sa production en

obtenant un produit assurant davantage la sécurité des patients et en devenant plus accessible.

Cependant, ce polysaccharide reste sensible a de nombreux agents dont notamment les ROS et la
hyaluronidase. Des techniques de réticulation se sont alors développées afin de prolonger sa
longévité tout en maintenant son caractére biocompatible. Ces techniques se sont révélées
particulierement efficaces pour son application en esthétique comme produit de visco-
augmentation ou en arthrologie dans la visco-supplémentation. Lapprofondissement des
connaissances de sa sensibilité a la hyaluronidase permet également d’améliorer la prise en charge

des patients dans le traitement d’effets indésirables consécutifs a une injection d’acide hyaluronique.
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Les produits a base d’acide hyaluronique sont le plus souvent destinés a l'injection. Leurs controles
sont stricts et doivent répondre a des criteres de stérilité et d’apyrogénicité, que ce soit en tant que
médicament ou dispositif médical. Ces produits sont soumis a diverses réglementations, notamment
la MDR qui concerne les dispositifs médicaux, a la suite de plusieurs scandales sanitaires ayant
conduit a leur émergence. La particularité de fluide non-newtonien pseudoplastique ou encore
viscoélastique de l'acide hyaluronique fait également intervenir des contrbles rhéologiques. Des
données relatives a sa viscosité et son élasticité permettent ainsi aux industriels de contréler la

qualité de leurs produits.

Bien gu’il soit largement utilisé en cosmétique ainsi que dans le dispositif médical, ses applications
en tant que médicament restent limitées. Cependant, son utilisation comme DDS et les recherches
actuelles permettront d’élargir ses applications. La sensibilité de ce polymere a différents agents
peut étre tournée a son avantage en permettant la libération contrélée de substances actives. De
plus, I'encapsulation de substances active au sein de matrices d’acide hyaluronique permet leur
protection vis-a-vis de ces différents agents. Ce polymére est facilement modifiable chimiquement

et peut étre associée a d’autres systemes de formulation telles que les émulsions.

De ce fait, 'AH est un produit tres modulable pouvant s’associer a de nombreux médicaments ou
formulations pré existantes afin d’améliorer leur biodisponibilité et leur efficacité. Il peut présenter
par exemple un intérét en cancérologie en ciblant spécifiquement les tissus tumoraux surexprimant
le CD44. De plus, sa capacité d’encapsulation ne se limite pas aux substances actives, il est également
capable de contenir du matériel génétique en vue d’une application en thérapie génique ou encore

des cellules en vue d’applications en thérapie cellulaire et ingénierie tissulaire.
Le développement de nouveaux DDS en chirurgie dentaire fait également partie des recherches

actuelles dans la résolution de l'inflammation afin d’obtenir un nouveau traitement pour la

parodontite ou la pulpite.
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ANNEXE IV : PHARMACOPEE EUROPEENNE 11EVE EDITION

MONOGRAPHIE DU HYALURONATE DE SODIUM

PHARMACOPEE EUROPEENNE 11.0

Sodium (hyaluronate de)

Sulfates (2.4.13) : au maximum 500 pprm.

Prélevez 3 mL de solation 5 et complétez & 15 mL avec de
Teau R.

Calcium : an maximum 100 ppm, si la substance 4 examiner
est destinée 4 la fabrication de préparations parentérales.
Spectrométrie d'émission atomique 4 plasma & couplage
inductif (2.2.57).

Solution & examiner. Dissolvez 0,50 g de substance & examiner
dans une solution d'acide nitrique R 4 1 pour cent V7V et
complétez 4 50,0 mL avec la méme solution.

Solutions de référence. Préparez les solutions de référence 4
partir de la solution ¢ 100 ppm de calcium (Ca) Ren la diluant
avec une solution d’acide nitrigue R 4 1 pour cemt ¥V,
Longuenr donde : 396,58 nm.

Fer (24.9) : au maximum 20 pprm.

Prélevez 5 mL de sohation 5 et complétez & 10 mL avec de
Peau R.

Eau (2.5.12) : 250 pour cent 4 35,0 pour cent, déterminé sur
0,100 g de substance 4 examiner.

DOSAGE

Dissohrez 0,250 g de mubstance 4 examiner dans 30 mL d'eau R.
Titrez par I'acide sulfurique 0,05 M. Déterminez le point de fin
de titrage par potentiométrie (2.2.20) (n,).

Calculez la teneur pour cent en glycérophosphate de sodium
(substance anhydre) 4 l'aide de I'expression suivante :

Els,ﬂ(nl—%’}

m (100 —a)
a = teneur pour cent en cau,
Ay = volume dacide sulfurique 0,05 M utilisé dans le
dosage, en milllitres,
My = volume dacide chlorhydrigue 0,1 M utilisé dans
I'essai de I'alcalinité, en millilitres,
M = massede la prise d'essai, en grammes.

01/2023:1472

SODIUM (HYALURONATE DE)
Natrii hyaluronas

GOy Ha Lon T
J o0
r 1 J— ] OH
oM Ju\\ X
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H’ HC

HsC

SO M
jo

() HyNNal, ),
[9067-32-7]

DEFINITION

Sel sodique de l'acide hyaluronique, un glycosaminoglycane
composé d'unités disaccharidiques formées d’acide
D-glucuronique et de N-acétyl-D-ghicosamine. L'hyaluronate
de sodium est soit extrait de la créte de coq soit obtenu par
fermentation au moyen de bactéries du genre Streprococcus,
groupes Lancefield A et C.

Tenewr : 950 pour cent & 105,0 pour cent (substance
desséchée).

Viscosite intrinséque : 90 pour cent 4 120 pour cent de la valeur
indiquée sur I'étiquette.

PRODUCTION

Le cas échéant, les animaux & partir desquels hyaluronate de
sodium est obtema répondent aux exigences de santé pour les
animaux destinés 4 la consommation humaine.

Lorsque la production est effectuée par fermentation an
moyen de bactéries gram-positives, il doit étre démontré que le
procede utilisé permet de limiter ou d'éliminer les composants
de la paroi cellulaire & caractére pyrogéne ou inflammatoire.

CARACTERES
Aspect: poudre blanche ou sensiblement blanche, trés
hygroscopique, ou agrégat fibrenx.

Solubilité : assez soluble ou soluble dans I'can, pratiquenent
insoluble dans 'acétone et dans I'éthanol anbydre.

IDENTIFICATION

A. Spectrophotométrie d’absorption dans 'infrarouge
(2.2.24).
Comparaison : spectre de référence de Phyaluronate de
sodium de la Ph. Eur.

B. L'hyaluronate de sodium donne la réaction (a) du sodium
(23.1).

ESSAI

Solution 5. Pesez une quantité dhyahuronate de sodium
equivalant 4 0,10 g de substance dessechée et ajoutez 30,0 mL
dune solution 4 9 g/L de chlorure de sedium R. Placez sous
agitation modérée jusqu’ 4 dissolution (enwviron 12 h).

Aspect de la solution. La solution 5 est limpide (2.2.1) et son
absorbance (2.2.25) 4 600 nm ¢st au maximum de 0,01,

pH (2.2.3): 50485,
Dissolvez de Phyaluronate de sodinm dans de Peaw exempte de

dioxyde de carbone R de fagon 4 obtenir une solution contenant
Féquivalent de 5 mg de substance desséchée par millilitre.

Viscosité intrinséque. Lhyaluronate de sodium est trés
hygroscopigue et doit étre protégé de Chumidité au cours de
la pesée.

Solution tampon (chlorure de sodium (0,15 M) dans de la
solution tampon phosphate (0,01 M), pH 7,0). Dissalvez

(.78 g de phosphate monosodigue R et 4,50 g de chlorure de
sodium R dans de U'sau R et complétez & 500,0 mL avecle
méme solvant (solution A). Dissolvez 1,79 g de phosphate
disodigue dodécahydraté R et 4,50 g de chlorure de sodium R
dans de I'eau R et complétez 4 500,0 mL avec le méme solvant
(solation B). Mélangez les solutions A et B jusqu’a obtention
dun pH de 7.0. Filtrez sur un filire de verre fritté (4) (2.1.2).

Solution d examiner (a). Pesez 0,200 g (mg) d'hyaluronate de
sodium (NOTE : cette valeur n'est quiindicative et doit étre
aftistée aprés la premidre mesure de viscosité de la solution

i examiner (a)) ot complétez avec 50J0 g (my,) de solution
tampon 4 4 °C. Homogénéisez en plagant sous agitation 4 4 *C
pendant 24 h. Pesez 5,00 g (m,rj de solution et complétez avec
1000 g (m,,) de solution tampon & 25 "C. Homogéndisez en
plagant sous agitation pendant 20 min. Filttrez sur un filtre

de verre fritté (100) (2.1.2) et jetez les 10 premiers milldlitres
de filtrat.

Solution @ examiner (B). Pesez 30,0 g (m,,) de solution &
examiner (a) et complétez avec 10.0 g I:m:J de solution tampon
4 25 °C. Homogénéisez en plagant sous agitation pendant

20 min. Filtrez sur un filtre de verre fritté (100) {2.1.2) ot jetez
les 10 premiers millilitres de filtrat.

Solution @ examiner (c). Pesez 20,0 g (m,;) de solution 4
examiner (a) et complétez avec 20,0 g (m,,) de solution tampon
4 25 °C. Homogénéisez en plagant sous agitation pendant

20 min. Filtrez sur un filtre de verre fritté (100) (2.1.2) et jetez
les 10 premiers millilitres de filtrat.

Les Prescriptions Genérales (1) sappliguent a toutes les monographies ef autres textes
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Sodium (hyaluronate de)

PHARMACOPEE EUROPEENNE 11.0

Solution d examiner (d). Pesez 10,0 g (m, ) de solution 4
examiner (a) et complétez avec 30,0 g {my,) de solution tampon
4 25 °C. Homogénéisez en plagant sous agitation pendant

20 min. Filtrez sur un filtre de verre fritté (100) (2.1.2) et jetez
les 10 premiers millilitres de filtrat.

Déterminez le temps d'écoulement {2.2.9) de la solution
tampon (t,) et des 4 sohations & examiner (¢, . t, et £),

4 25,00 + 0,03 °C, en utilisant un viscosimétre 4 niveau
suspendu approprié (spécifications : constante du viscosimétre
denviron 0,005 mm?/s’, plage de viscosité cinématique de
1-5 mmY/s, diamétre intérieur du tube R de 0,53 mm, volume
du réservoir C de 5,6 mL, diamétre intérieur du tube N de
2,8-3,2 mm), possédant un capillaire & extrémité inférieure
en forme d'enmtonnoir. Utilisez le méme viscosimétre pour
toutes les mesures et effectuez chaque mesure en triple.
L’essai mest valable que si les résultats obtenus ne différent
pas de plus de 0,35 pour cent de la moyenne et si le temps
découlement f, West pas inférieur 4 1,6 fois ni supérieur 4
1.8 fois t; (1.6 &, < < 1.8 t,). 5i tel nest pas le cas, ajustez la
valeur de sy, et répétez Pessai.

Calcul des viscosités relatives

Les solutions d’hyaluronate de sodinm et le solvant étant

de densité sensiblement égale, il est possible de calculer les
wviscosités relatives y, (soit gy, f30 W et 4,,) & partir du rapport
entre les temps d'écoulement f, obtenus respectivement

pour chacune des solutions (soit ¢, t, #, et t,) et le temps
d'écoulement f; obtenu pour le solvant, en appliquant une
correction dénergie cinétique li¢e an capillaire (B = 30 800 &%),
4 T'aide de l'expression suivante :

h—

|

n._,lh

::I —
Calcul des concentrations
Calculez la concentration ¢, {exprimée :nkgl'maj
d'hyaluronate de sodium dans la solution 4 examiner (a) &
Paide de Fexpression suivante :
Mg % X % (100 —B) < myp % p
100 = 100 = {m,:,p_— mm} * {mlp+mu]

x = teneur pour cent en hyaluronate de sodium
déterminée dans le dosage,

=
1]

perte & la dessiccation, en pour cent,

1005 kg/m? (masse volumique de la solution &
examiner & 25 °C}.
Calculez la concentration ¢, (exprimée en kg/m?)
dhyaluronate de sodium dans la solution & examiner (b) &
l'aide de Fexpression suivante :
... I

Mg, +m!l:|

Calculez la concentration ¢, (exprimée en kg/m?)
d'hyaluronate de sodium dans la solution 4 examiner (c) 4
Faide de Fexpression suivante :

i

Mg + My

Calculez la concentration ¢, (exprimée en kg/m?)

dhyaluronate de sodium dans la solution & examiner (d) &
Faide de Fexpression suivante :

£ X

gy

£y ¥ ———
Py + My

Calcul de la viscosité intrinséque

Calculez la viscosité intrinséque [#] 4 partir de la droite de
régression établie par la méthode des moindres carrés suivant
Iéquation de Martin :

:1—1
log, g =log, [q]+k[glc

L’antilogarithme décimal de l'ordonnée 4 'origine est la
viscosité intrinséque, exprimée en m'/kg.
Glycosaminoglycanes sulfatés : au maximum 1 pour cent, si
Ihyaluronate de sodium est obtenu par extraction & partir de
créte de oog.

Pour des raisons de sécurité, la manipulation de Uacide
perchlorique & température dlevée exige des précautions

appropriées.

Solution & examiner. Dans un tube 4 essai de 150 mm de
longueur et dun diamétre intérieur de 16 mm, introduisez
une quantité d’hyaluronate de sodium équivalant & 50,0 mg
de substance desséchée et dissolvez dans 1,0 mL d'acide
perchlorique R.

Solution témoin. Dissolvez 0,149 g de sulfate de sodium
anfydre R dans de 'eau R et complétez & 100,0 mL avec

le méme sobvant. Prélevez 10,0 mL de cette solution et
complétez & 100,0 mL avec de Peaw B. Transférez 1.0 mL de
cette solution dans un tube 4 essai de 150 mm de longueur et
dun diamétre intérieur de 16 mm et évaporez dans un bloc
chanffant 4 90-95 °C, puis dissolvez le résidu dans 1,0 mL
dacide perchlorigue R.

Bouchez tous les tubes avec de la laine de verre. Placez-les
dansun bloc chanffant ou un bain d’huile de silicone maintenu
&4 180 °C et chauffez jusqu’é obtention de solutions incolores
limpides {erviron 12 h). Sortez les tubes et refroidissez-les

4 température ambiante. Ajoutez dans chaque tube 3,0 mL
dune solution 4 33,3 g/l de chlorure de baryum B, bouchez et
agitez énergiquement. Laissez reposer pendant 30 min, puis
agitez 4 nouveau chaque tube et mesurez I'absorbance (2.2.25)
4 660 nm, par comparaison 4 de I'eau K.

L’absorbance de la solution & examiner r'est pas supérieure &
Fabsorbance de la solution témoin.

Acides nucléiques. L'absorbance (2.2.25) de la solution 5 4
260 nm est an maximum de 0,5.

Protéines : au maximum (.3 pour cent ; au maximum
(.1 pour cent si Fhyaluronate de sodium est destiné 4 la
fabrication de préparations parentérales.

Solution d examiner (a). Dissolvez de I'hyaluronate de sodium
dans de I'sau R de fagon & obtenir une solution contenant une
quantité dhyaluronate de sodinm équivalant & environ 10 mg
de substance desséchée par millilitre.

Solution d examiner (b). Préparez un mélange 4 volumes
égaux de sohation 4 examiner (a) et deau K.

Solutions de référence. Préparez une solution mére 4

0.5 mg/mL d'albumine bovine R dans de Feau R. A partir de
cette solution, préparez 5 dilutions en série contenant de

5 pg/mL & 50 pg/mL & albumine bovine R.

Ajoutez 2.5 mL de solution cupri-tartrique BT récemment
préparée dans des tubes & essai contenant respectivernent
2,5 mL d'eau R (blanc), 2,5 mL de solution 4 examiner (a) et
2,5mL de solation & examiner (b), ainsi que dans des tubes 4
essai contenant 2.5 mL de chacune des dilutions de la série
de sohations de référence préparées comme décrit ci-dessus.
Homogéndisez aprés chaque addition. Aprés environ 10 min,
gjoutez dans chaque tube 0,50 mL d'un mélange & volumes
égaux de réactif phosphomolybdotungstigue R et d'eau R
préparé immédiatement avant 'emplod, en homogénéisant
aprés chaque addition. Aprés 30 min, mesurez I'absorbance
(2.2.25) de chaque solution 4 750 nm par comparaison au
blanc. A partir de la courbe d'¥talonnage obtenue avec les

5 solutions de référence, calculez la teneur en protéines des
solutions 4 examiner (a) et (b).

Chlorures (2.4.4) : au maximum 0,5 pour cent.

Dissolvez 67 mg d hyaluronate de sodinm dans 100 mL
deau R.

4258
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PHARMACOPEE EUROPEENNE 11.0

Sodium (hydroxyde dc)

Fer: au maximum 80 ppm.

Spectrométrie dabsorption atomique (2.2.23, Procédé IT).
Solution d examiner. Dissolvez une quantité d’hyaluronate de
sodium équivalant 4 0,25 g de substance desséchée dans 1 mL

dacide nitrigue R, en chauffant au bain-marie. Refroidissez
et complétez 4 10,0 mL avec de P'eau R.

Solutions de référence. Préparez 2 solutions de référence de la
méme maniére que la solution 4 examiner, mais en ajoutant
respectivement 1,0 mL et 2.0 mL de solution & 10 ppm de

fer (Fe) R aprés dissolution de I'hyaluronate de sodinm.

Sowrce : lampe & cathode creuse an fer en utilisant une largeur
de fente spectrale de 0,2 nm.

Longueur donde : 248,3 nm.

Dvispositif d'atomisation : flamme air-acétyléne.

Perte 4 la dessiccation (2.2.32) : au maximum 20,0 pour
cent, déterminé & I'étuve & 100-110°C sur du pentoxyde de
diphosphore R pendant & h sur 0,500 g ’hyaluronate de
sodium.

Contamination microbienne

DGAT : critére d'acceptation 10° UFC/g (2.6.12). Effectuez
Peszai sur | g d’hyaluronate de sodium.

Endotoxines bactériennes (2.6.14) : moins de 0,5 Ul/mg,

si Ihyaluronate de sodium est desting & la fabrication de
préparations parentérales sans autre procédé approprié
d'élimination des endotoxines bactériennes ; moins de

(.05 Ul/mg, si Fhyaluronate de sodium est destiné & la
préparation de formes pharmaceutiques administrées par voie
intraoculaire ou intra-articulaire sans antre procédé approprié
d'élimination des endotoxines bactériennes.

DOSAGE

Déterminez la teneur en acide glucuronique aprés réaction
avec le carbazol comme décrit ci-aprés.

Réactif A. Dissolvez 0,95 g de tétraborate de disodium R dans
1000 mL d'acide sulfurique R.

Réactif B. Dissolvez 0,125 g de carbazol R dans 100,0 mL
d'éthanol anhydre R.

Solution d examiner. Préparez cette solution en triple.
Dissolvez 0,170 g dhyaluronate de sodium dans de Feau R et
complétez & 100,0 g avec le méme solvant. Prélevez 10,0 g de
cette solution et complétez & 200,0 g avec de I'eau R.

Solution mére de référence. Dissolvez dans de I'eau R 0,100 g
dacide D-glucronigue R, préalablement desséché & masse
constante sous vide sur du pentoxyde de diphosphore R
(2.2.32), et complétez & 100,0 g avec le méme solvant.

Solutions de référence. Préparez 5 dilutions de la solution mére
de référence, de teneur en acide D-glucuronique R allant de
6.5 pgig & 65 pg/g.

Placez dans de I'ean glacée 25 tubes 4 essai numérotés de 1

4 25. Introduisez dans des tubes séparés, 4 raison de 3 tubes
par solution, 1,0 mL des 5 solutions de référence (tubes 1 4 15)
et 1,0 mL des 3 solutions 4 examiner (tubes 16 4 24} ; dans le
tube 25, placez 1.0 mL d'eau R (blanc). Ajoutez dans chaque
tube 5,0 mL de réactif A récemment préparé et préalablement
refroidi dans de I'eau glacée. Fermez hermétiquernent les
tubes awvec des capuchons de plastique, agitez, et placez au
bain-marie pendant exactement 15 min. Refroidissez dans
de I'sau glacée, puis ajoutez dans chaque tube 0,20 mL de
réactif B. Refermez les tubes, agitez et placez 4 nouveau

au bain-marie pendant exactement 15 min. Refroidissez 4
température ambiante et mesurez 'absorbance (2.2.25) des
solutions & 530 nm, par comparaison au blanc.

A partir de la courbe d¢talonnage obterue avec la moyenne
des valeurs de 'absorbance lues pour chacune des solutions
de référence, calculez la moyenne des teneurs en acide
D-glucuronique des solutions 4 examiner.

Calculez la teneur pour cent en hyaluronate de sodium & aide
de I'expression suivante :

c
%z, 100 4013
e, W0—h 1941

g = moyenne des concentrations d'acide
D-glucuronique dans les solutions 4 examiner, en
milligrammes par gramme,

& = moyenne des concentrations de substance &
examiner dans les solutions 4 examiner, en
milligrammes par gramme,

Z = teneur pour cent (déterminée) en CH O, de
Facide D-gluicuronigue R,

h = perte a la dessiccation, en pour cent,

4013 = masse moléculaire relative d'une unité
disaccharidique,

1941 = masse moléculaire relative de Pacide glucuronique.

CONSERVATION

En récipient étanche, 4 'abri de la lumiére et de Phumidité. 5i
la substance est stérile, elle est conservée en récipient stérile,
étanche, & fermeture imviolable.

ETIQUETAGE

Létiquette indique :

- la viscosité intrinséque,

- Torigine de la substance,

- Tutilisation prévue de la substance,

- dans les cas appropriés, que la substance est appropriée
4 Fadministration parentérale & 'exclusion de la voie
intra-articulaire,

- dans les cas appropriés, que la substance est appropriée
4 l'administration parentérale y compris la voie
intra-articulaire,

- dans les cas appropriés, que la substance est appropride &
Fadministration par voie intraoculaire.

01720170677

SODIUM (HYDROXYDE DE)

Natrii hydroxidum
NaOH M, 40,00
[1310-73-2]
DEFINITION
Tenewr : 97.0 pour cent & 100,5 pour cent.
CARACTERES

Aspect: masses cristallines, blanches ou sensiblement
blanches, présentées sous forme de pastilles, de cylindres ou
de plaques, déliquescentes, absorbant facilement le dioxyde
de carbone.

Solubilité : trés soluble dans ean, facilement soluble dans
Iéthanol & 96 pour cent.

IDENTIFICATION
A, pH (22.3) : au minimum 11,0.

Dissolvez 0,1 g Thydroxyde de sodium dans 10 mL feau R.
Prélevez 1 mL de solution et complétez 4 100 mL avec de
Feau R.

B. 2ml de solution S (voir Essai) donnent la réaction () du
sodium (2.3.1).

Les Prescriptions Générales (1) sappliquent & toutes les monographies et autres textes
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ANNEXE V : LISTE DES PRODUITS INJECTABLES DE

COMBLEMENT DES RIDES DECLARES EN FRANCE

ANsSIM

Agence nationale de sécurité du médicament

et des produits de santé

LISTE DES PRODUITS INJECTABLES DE COMBLEMENT DES RIDES DECLARES EN FRANCE (31 juillet 2012).
Les produits suivants sont indiqués dans le comblement des rides du visage.
*R: résorbable (3-6 mois), LR: lentement résorbable (6-24 mois), NR: non résorbable (définitif)
Date de déclaration a
Dénomination commerciale Fabricant Composition *R-LR-NR
I'Afssaps
RESORBABLE < 6 mois
AcHyal® TEDEC-MEIJI FARMA SA acide hyaluronique R 13/06/2005
Acide hyaluronique . . . .
Vital Esthétique acide hyaluronique R 19/10/2009
HYALURONICA-1-®
Acide hyaluronique . . . .
Vital Esthétique acide hyaluronique R 19/10/2009
HYALURONICA-2-®
DERMYAL 18® Hyal Intertrade acide hyaluronique R 09/06/2009
DERMYAL 24R® Hyal Intertrade acide hyaluronique R 09/06/2009
DERMYAL 32HR® Hyal Intertrade acide hyaluronique R 09/06/2009
ESTHELIS SOFT ANTEIS SA acide hyaluronique R 12/05/2010
ESTHELIS BASIC ANTEIS SA acide hyaluronique R 12/05/2010
GLYTONE Professional 2® Pierre Fabre Dermo-
acide hyaluronique R 15/05/2008
Rides superficielles Cosmetique
HYALUDERM 2%® LCA Pharmaceutical acide hyaluronique R 03/08/2009
HYALUDERM 2,5%® LCA Pharmaceutical acide hyaluronique R 03/08/2009
ISOGEL®class I, 11, 11l Laboratoires FILORGA acide hyaluronique R 10/10/2006
JOLIDERMIS 24® ANTEIS SA acide hyaluronique R 28/02/2009
JOLESS DEFINE HYALTECH Limited acide hyaluronique R 15/09/2010
JOLESS BALANCE HYALTECH Limited acide hyaluronique R 14/05/2010
JOLESS SOFT HYALTECH Limited acide hyaluronique R 15/09/2010
JOLIDERMIS 24+® ANTEIS SA acide hyaluronique R 12/05/2010
JOLIDERMIS 18® ANTEIS SA acide hyaluronique R 12/05/2010
JUVEDERM VOLBELLA with
ALLERGAN acide hyaluronique+lidocaine R 01/02/2012
Lidocaine
JUVEDERM VOLIFT with
ALLERGAN acide hyaluronique+lidocaine R 01/02/2012
Lidocaine
LISSANT-YAL 1.6 %® Laboratoires PHARMY 2 acide hyaluronique R 14/09/2009
LISSANT-YAL 2.2 %® Laboratoires PHARMY 2 acide hyaluronique R 14/09/2009
M-HA18® FILORGA acide hyaluronique R 02/04/2010
PREVELLE® GENZYME Biosurgery acide hyaluronique R 13/02/2008
PRINCESS® Filler CROMA GmbH acide hyaluronique R 02/12/2008
PRINCESS® RICH CROMA GmbH acide hyaluronique R 02/06/2009
PURAGEN® Mentor Biopolymers Ltd acide hyaluronique R 13/02/2008
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RENOFILL Deeply
Laboratoires RENOPHASE  |acide hyaluronique R 28/05/2009
Correction®
RENOFILL Perfectly Volume® |Laboratoires RENOPHASE |acide hyaluronique R 28/05/2009
RENOFILL Softy Correction® |Laboratoires RENOPHASE |acide hyaluronique R 28/05/2009
Prollenium Medical
REVANESSE® acide hyaluronique R 09/09/2009
Technologies Inc
Prollenium Medical
REVANESSE® Lips® acide hyaluronique R 09/09/2009
Technologies Inc
Prollenium Medical
REVANESSE® Pure acide hyaluronique R 09/09/2009
Technologies Inc
Prollenium Medical
REVANESSE® Ultra acide hyaluronique R 09/09/2009
Technologies Inc
R-FINE® HYALTECH Limited acide hyaluronique R 29/09/2006
Solution viscoélastique
intradermique PRINCESS CROMA GmbH acide hyaluronique R 16/10/2009
VOLUME®
Succeev one® Hyal Intertrade acide hyaluronique R 08/04/2010
Succeev two® Hyal Intertrade acide hyaluronique R 08/04/2010
Succeev three® Hyal Intertrade acide hyaluronique R 08/04/2010
SURGIDERM 18® Allergan acide hyaluronique R 03/07/2008
VARIODERM MESOLIFT ADODERM GMBH acide hyaluronique R 19/05/2010
VISAGEL® SURGICAL Concepts GmbH |acide hyaluronique R 23/03/2006
X-HA3® Laboratoires FILORGA acide hyaluronique R 23/03/2009
X-HA volume® Laboratoires FILORGA acide hyaluronique R 23/03/2009
LENTEMENT RESORBABLE >6 mois
Monomethyltrisilanol orthohydroxy
CONJONCTYL® SEDIFA Laboratoires LR 24/05/2004
benzoate de sodium
DERMAFILL Global SBS-MED infinity cosmetics acide hyaluronique LR 06/07/2011
DERMAFILL VOLUME SBS-MED infinity cosmetics acide hyaluronique LR 06/07/2011
EMERVEL classic GALDERMA international acide hyaluronique LR 06/04/2010
EMERVEL classic lidocaine GALDERMA international acide hyaluronique LR 06/04/2010
EMERVEL Deep GALDERMA international acide hyaluronique LR 06/04/2010
EMERVEL Deep lidocalne GALDERMA international acide hyaluronique LR 06/04/2010
FORTELIS EXTRA® ANTEIS SA acide hyaluronique LR 28/02/2009
GLYTONE Professional 3® Pierre Fabre Dermo-
acide hyaluronique LR 15/05/2008
Rides moyennes | profondes Cosmetique
GLYTONE Professional 4® Pierre Fabre Dermo-
Volumes et dépressions profondes] Cosmetique acide hyaluronique LR 25/08/2009
JUVEDERM ULTRA 3® Allergan acide hyaluronique LR 26/12/2007
JUVEDERM ULTRA 4® Allergan acide hyaluronique LR 26/12/2007
JUVEDERM® ULTRA
Allergan acide hyaluronique LR 07/04/2008
SMILE®
Perfectha Derm® - PD OBVIELINE acide hyaluronique LR 05/10/2007
Perfectha Derm® Deep - PDD OBVIELINE acide hyaluronique LR 05/10/2007
Perfectha Derm® Fine Lines - |5y INE acide hyaluronique LR 05/10/2007
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PDFL
RADIESSE® MERZ Aesthetics Inc hydroxyapatite de Calcium LR 07/10/2010

Prollenium Medical
REDEXIS® Microbille de dextran+ Acide hyaluroniqu LR 09/09/2009

Technologies Inc
Restylane Lidocaine® Q-MED AB acide hyaluronique LR 27/09/2009
Restylane Touch® Q-MED AB acide hyaluronique LR 27/09/2005
Restylane® Q-MED AB acide hyaluronique LR 27/09/2005
SCULPTRA® SANOFI-AVENTIS S.p.A acide polylactique LR 06/12/2004
SKIN FILL carbonium BOHUS Biotech acide hyaluronique LR 11/11/2011
STYLAGE S 0,4mi® Laboratoires VIVACY acide hyaluronique LR 03/10/2008
STYLAGE XL® Laboratoires VIVACY acide hyaluronique LR 11/04/2008
STYLAGE® L Laboratoires VIVACY acide hyaluronique LR 11/04/2008
STYLAGE® M Laboratoires VIVACY acide hyaluronique LR 11/04/2008
Stylage® M Lidocaine Laboratoires VIVACY acide hyaluronique LR 25/01/2010
STYLAGE® S Laboratoires VIVACY acide hyaluronique LR 11/04/2008
Stylage® S Lidocaine Laboratoires VIVACY acide hyaluronique LR 25/01/2010
Stylage® Special Lips Laboratoires VIVACY acide hyaluronique LR 16/10/2008
Stylage® Spécial Lips . . .

Laboratoires VIVACY acide hyaluronique LR 25/01/2010
Lidocaine
SURGIDERM 24XP® Allergan acide hyaluronique LR 03/07/2008
SURGIDERM 30® Allergan acide hyaluronique LR 03/07/2008
SURGIDERM 30XP® Allergan acide hyaluronique LR 03/07/2008
TEOSYAL 27G Deep Lines

TEOXANE SA acide hyaluronique LR 29/03/2007
Single®
TEOSYAL 27G Deep Lines® TEOXANE SA acide hyaluronique LR 18/05/2006
TEOSYAL 30G Global Action

TEOXANE SA acide hyaluronique LR 18/05/2006
(2x1ml)®
TEOSYAL 30G Global Action

TEOXANE SA acide hyaluronique LR 29/03/2007
Single (1ml)®
TEOSYAL 30G Touch Up® TEOXANE SA acide hyaluronique LR 18/05/2006
TEOSYAL First Lines® TEOXANE SA acide hyaluronique LR 18/05/2006
TEOSYAL Kiss Single® TEOXANE SA acide hyaluronique LR 29/03/2007
TEOSYAL Kiss® TEOXANE SA acide hyaluronique LR 18/05/2006
TEOSYAL Ultra Deep Single® TEOXANE SA acide hyaluronique LR 29/03/2007
TEOSYAL Ultra Deep® (1mL)

TEOXANE SA acide hyaluronique LR 18/05/2006
(1,2mL)
Teosyal PureSense First TEOXANE SA acide hyaluronique+lidocaine LR 25/07/2011
Lines
Teosyal PureSense Global TEOXANE SA acide hyaluronique+lidocaine LR 25/07/2011
Action
Teosyal PureSense Kiss TEOXANE SA acide hyaluronique+lidocaine LR 25/07/2011
Teosyal PureSense UltraDeep TEOXANE SA acide hyaluronique+lidocaine LR 25/07/2011
Teosyal PureSense TEOXANE SA acide hyaluronique+lidocaine LR 25/07/2011
DeepLines
VARIODERM ADODERM Gmbh acide hyaluronique LR 19/05/2010
VARIODERM plus ADODERM Gmbh acide hyaluronique LR 19/05/2010
VARIODERM lips & medium ADODERM Gmbh acide hyaluronique LR 19/05/2010
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VARIODERM Fine Line

ADODERM Gmbh

acide hyaluronique

LR

19/05/2010

X-HA volume®

FILORGA

acide hyaluronique

LR

02/04/2010

NON RESORBABLE?*, durée de présence définitive,

* I'ANSM ne recommande pas leur utilisation (http:/ansm.sante.fr/Dossiers-t hematiques/Prod uits-injectables-de -
comblement-des-rides/Princ ipaux-risques-associes-aux- produits-injectables-de-comblement- des-rides/(offset)/ 5)

AQUAMID®

COUNTURA Intle

polyacrylamide

|NR

| 13/06/2005

Les produits suivants ne sont plus sur le marché francgais

JAnnée d'arrét de
Dénomination commerciale Fabricant Composition *R-LR-NR
commercialisation
BIOSTYLE® SUN COMMUNICATION acide hyaluronique LR 2011
HYALSKIN® MESOFACE
CHOC MEDICAL acide hyaluronique LR 2011
REPARESTIM HA®
Zetaderm ®, Zetavisc ®, Philoderm ) .
PHILODERM AESTHETICS acide hyaluronique LR 2011
Professional Mesoface ®
AMALIAN® S&V technologies AG acide hyaluronique R 2011
MERZ Pharmaceuticals
NOVABEL® alginate LR 2010
GmbH
|JOLIESSE®, JOLIESSE plus® France LENS acide hyaluronique R 2010
EVOLENCE® COLBAR Lifscience collagene porcin LR 2009
Polyméres acryliques
EVOLUTION® PROCYTECH . NR 2008
(polyacrylamide)
acide hyaluronique + Particules
Polymeéres (poly(méthacrylate
NOVASOFT® JADODERM Gmbh NR 2008
d’hydroxyéthyle-co-méthacrylate
d’éthyle) (PHEMA-co-EMA)
acide hyaluronique + Particules
Polyméres (poly(méthacrylate
DERMALIVE/DERMADEEP ® DERMATECH NR 2007
d’hydroxyéthyle-co-méthacrylate
d’éthyle) (PHEMA-co-EMA)
OUTLINE Fine/OUTLINE
PROCYTECH polyacrylamide modifié LR 2007
Original/OUTLINE Ultra
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En présence des Maitres de cette
Faculté et de mes Condisciples,

‘étre fidele dans 'exercice de la Pharmacie

aux lois de 'honneur, de la probité et du désintéressement ;

d’exercer ma profession avec conscience, dans l'intérét
de la santé publique, sans jamais oublier ma responsabilité

et mes devoirs envers le malade et sa dignité humaine ;

de ne jamais consentir a utiliser mes connaissances et mon état
pour corrompre les meeurs et favoriser les actes criminels ;

de ne dévoiler a personne les secrets qui m’auraient été confiés
ou dont j'aurais eu connaissance dans l'exercice de ma profession.

Respectueux et reconnaissant envers mes Maitres,
je jure d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes
de mon art et de rester digne de leurs enseignements.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.
Que je sois méprisé de mes confréres si je manquais a mes engagements.

FACULTE DE PHARMACIE - CLERMONT-FERRAND
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RESUME

L'acide hyaluronique (AH), découvert initialement par Karl Meyer et John Palmer dans I’humeur
vitrée de I'ceil bovin, est une molécule connue depuis le XX siécle. Son identification chez les
eucaryotes s’est ensuite élargie et I'étude de ses fonctions biologiques ainsi que sa caractérisation
ont permis le développement de nouvelles applications. Notamment dans le domaine de
I'esthétique mais aussi de la cosmétique. Sa présence chez les procaryotes et le développement des
biotechnologies ont permis un progres considérable pour sa production en permettant d’assurer sa
qualité, d’augmenter les rendements de production et d’obtenir des polymeres de haut poids
moléculaire. Ces avancées permettent également a I’'AH de mieux se conformer aux réglementations

des divers domaines auxquels il peut étre associé.

Grace a ses propriétés hygroscopique, de fluide viscoélastique et de matériau pseudoplastique, 'AH
représente un outil d’intérét en santé pour la production de solutions visqueuses ou d’hydrogels.
Ces produits sont facilement modifiables chimiquement par des techniques de réticulation. Les
hydrogels constituent un outil de recherche d’actualité notamment comme systéme de délivrance
de substances actives. De tels systemes sont capables d’encapsuler différents éléments : molécule,
matériel génétique, cellule. Le contréle de leur dégradation par les hyaluronidases (HYAL), espéces
réactives de l'oxygene (ROS) et autres facteurs permet a la fois de libérer progressivement leur

contenu mais aussi de le protéger de ces facteurs de dégradation.

Le role de ’AH dans le domaine de la santé ne cesse de s'accroitre, et de nouvelles applications pour

ce polymeére restent encore a explorer.

Mots clés : ACIDE HYALURONIQUE, BIOTECHNOLOGIES, FONCTIONS BIOLOGIQUES, APPLICATIONS,
PRODUCTION, QUALITE, DEGRADATION.



