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DC
CLHP
C,S
EDTA
DMB
DMEM

GAGs
GDL

G-G

G-M, M-G

LALLS

M-M
PDMA
PGA
PLA

Tris

LISTE ALPHABETIQUE DES ABREVIATIONS

Dichroisme circulaire

Chromatographie Liquide Haute Performance
Chondroitine 4 sulfate

Ethyléne diamine tétra-acétate

Diméthyl-méthyléne blue

Dubbelco Modified Eagles Medium

Fréquences des blocs

Résidu d’acide guluronique dans I’alginate
Glycosaminoglycanes sulfatés

D-glucono-é-lactone

Bloc homopolymérique d’acide guluronique dans I’alginate
Bloc hétéropolymérique d’acides guluronique et mannuronique
dans I’alginate

Hyaluronate

Diffusion de lumiére aux petits angles

Résidus d’acide mannuronique dans I’alginate

Microscopie électronique a transmission

Blocs homopolymériques d’acide mannuronique dans 1’alginate
4-diméthylaminobenzaldéhyde

Acide polyglycolique

Acide polylactique

Tris(hydroxyméthyl)aminométhane
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LISTE ALPHABETIQUE DES SYMBOLES

a Constante dans la relation de Mark-Houwink (éq 10)

a Rayon du capillaire (m)

b : Constante dans la relation de Mark-Houwink (éq 10)

C Concentration (mg/mL)

dF : Force de cisaillement (N)

ds : Unité de surface (m?)

D : Coefficient de diffusion (m*.s™)

G : Module de rigidité (N.m?)

ierfc (x) : Intégrale premiere de la fonction erreur complémentaire erfc(x)
J : Complaisance du solide élastique (m>N™)

ky : Coefficient de Huggins

K Constante de viscosité dans la relation de Cross (s)

K, Constante de viscosité dans la relation de Poiseuille (Pa.s*™)
1 Déplacement (m)

M, : Masse molaire associée A chaque liaison (g.mol")

M, : Masse molaire moyenne viscosimétrique (g.mol™)

Masse molaire moyenne (g.mol™)

n Constante dans les relations des viscosités en fonction du gradient
de vitesse

r Rayon du cone (m)

R Constante des gaz parfaits (J.K"'.mol™)

t Temps (s)

T Température (K)

X Cote (m)

Y : Déformation de cisaillement

Yo : Amplitude de la pulsation de I’excitation sinusoidale

¥4 : Vitesse de cisaillement ou gradient de vitesse (s)

Y. : Gradient de vitesse a la paroi (s™)

Al : Longueur du capillaire (m)

At : Temps nécessaire pour parcourir Al (s)

ml : Viscosité intrinseque (mlL/mg)
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n : Viscosité dynamique (Pa.s ou Poiseuille)
Nred : Viscosité réduite

MNeet : Viscosité relative

uR : Viscosité dynamique du solvant (Pa.s” ou Poiseuille)
Mg Viscosité spécifique

0 : Ellipticité (deg)

A , Longueur d’onde (nm)

\Y : Viscosité cinématique (m*s™)

£ ; Variable d’intégration

P : Masse volumique (kg/m’)

T : Contrainte de cisaillement (bar ou N.m?%)
To : Constante de temps dans 1’équation 22 (s)
o) ; Déphasage

o : Pulsation de 1’excitation sinusoidale (s™)
W, ; Vitesse de rotation (s™)

INDICES

aad : Hyaluronate déacétylé sur différents temps
Ch : Chondrocytes

exp ; Expérimental

i : Constituant considéré

moy : Moyen

surf : Surface

stead : Etat stationnaire

théo : Théorique

Ialv : Origine du hyaluronate

0 : Relatif a la vitesse de cisaillement nulle

oo : Relatif a la vitesse de cisaillement infinie
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INTRODUCTION Gf{)

£ T NTHEQUE 7
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Les recherches sur la régénération et/ou la réparation tissulaire sont actuellement en plein essor. |

L’un des domaines les plus activement exploités aujourd’hui est sans doute la réparation
cartilagineuse. En effet, I’'une des grandes préoccupations de ce siecle est de soulager, voire de
traiter, les handicaps générés lors de pathologies articulaires inflammatoires (arthrite) et/ou
dégénératives (arthrose). Celles-ci entrainent a plus ou moins long terme une destruction du
cartilage. Leurs traitements classiques, tels que l'administration intra-articulaire de corticoides
n'ont qu'un effet ponctuel et symptomatique sur la douleur et I’inflammation présentes
localement, et ne sont en aucun cas capables de réparer les 1ésions ostéochondrales qui causent

parfois un handicap fonctionnel irréversible.

Le cartilage est un tissu avascularisé qui n’est malheureusement pas capable de se restaurer
spontanément sous sa forme initiale. Le tissu obtenu alors est généralement fibreux et ne
possede pas les caractéristiques mécaniques nécessaires a cette structure pour jouer son role de
protecteur et d’amortisseur au niveau des extrémités osseuses des articulations.

L’ objectif de ce travail a été de concevoir un matériau de comblement capable de traiter et réparer
localement les 1ésions cartilagineuses profondes des régions condyliennes liées ou consécutives

a des chocs traumatiques ou dégénératifs.

Parmi les matériaux supports proposés dans ce type d’application, les polymeéres naturels
semblent tenir une place importante, et plus particuliérement les polymeres polysaccharidiques.
Un polysaccharide structurant te] que 1’alginate de sodium est un bon candidat, en raison de sa
capacité a gélifier en présence de cations divalents. La matrice rigide obtenue est largement
décrite dans la littérature comme modele tridimensionnel pour la culture in vitro des cellules
cartilagineuses, les chondrocytes. Les propriétés physico-chimiques et mécaniques de cette
matrice offrent, en effet, aux chondrocytes un environnement adapté d’une part a une
prolifération lente et d’autre part au maintien de leur phénotype, leur permettant ainsi de
synthétiser in sifie une matrice extracellulaire.

Nous avons introduit au sein de l’alginate de sodium, avant gélation, un composé dont les
propriétés biologiques potentielles auraient pour conséquence de stimuler la prolifération des
chondrocytes et surtout d’activer la production de la matrice extracellulaire. L’acide
hyaluronique, qui est un des constituants de la matrice cartilagineuse, a été choisi. En effet,
outre le rdle important qu’il pourrait jouer au sein de la matrice hybride grace & ses propriétés
viscoélastiques, déja mises en oeuvre en viscosupplémentation, il serait susceptible de servir de
chondro-inducteur au sein de cette matrice. De plus, la structure polysaccharidique commune de

’alginate et du hyaluronate laisse espérer I’existence d’interactions entre eux, qui stabiliseraient
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la matrice hybride obtenue. Nous avons par ailleurs envisagé de modifier chimiquement 1’acide

hyaluronique pour augmenter 1’association de nos polymeres par des liaisons ioniques.

Pour exposer l’ensemble de notre travail, une premicre partie bibliographique rappelle
brievement les caractéristiques physico-chimiques et biochimiques du cartilage ainsi que les
différents biomatériaux proposés en rhumatologie. Nous développons ensuite, de maniére plus
approfondie, les caractéristiques des deux polysaccharides constitutifs de la matrice hybride,
I'alginate de sodium et le hyaluronate de sodium, tant sur le plan physico-chimique que
biologique, en mettant I’accent sur leurs applications médicales actuelles et potentielles. Ces
rappels nous permettent de situer alors les travaux que nous avons réalisés.

Nos résultats sont présentés dans quatre chapitres, dont le premier correspond a la modification
chimique du hyaluronate de sodium. Le deuxieéme chapitre correspond a [’étude des
caractéristiques physico-chimiques des polysaccharides en solution, visant & mettre en évidence
les interactions entre les polymeres associés grice a différentes méthodes, telles que le
dichroisme circulaire et le comportement rhéologique. La troisiéme partie est consacrée a la
formation des gels : nous avons particulierement analysé leur composition et les phénomenes de
diffusion existant au sein des matrices. Le dernier chapitre rassemble les résultats concernant les
essais de biocompatibilité in vitro (cillture de chondrocytes) et in vivo (modele de la poche a air)

réalisés pour les matrices les plus adaptées physico-chimiquement.

L’ensemble des résultats obtenus nous permettra enfin de dégager les aspects importants de
I’élaboration et [’évaluation de nos biomatériaux, afin de proposer des améliorations

indispensables a la conception de matrices pour le comblement ostéochondral.
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I. RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

Yeprons W

L’objectif de ce travail est d’obtenir un matériau de comblement des lésions cartilagineuses &
partir d’un mélange polysaccharidique. Avant de présenter les études réalisées sur ce mélange,
nous faisons un bref rappel concernant le cartilage articulaire et ses constituants. Ce paragraphe
est suivi de quelques rappels sur les biomatériaux. Les principales caractéristiques des deux

olysaccharides retenus pour 1’élaboration du matériau seront ensuite exposées.
p

1. CARTILAGE ARTICULAIRE

Le cartilage est un tissu conjonctif avasculaire recouvrant les surfaces osseuses qui est nourri
par la diffusion du liquide synovial. Sa consistance est ferme, légerement élastique et
compressible.

L’étude macroscopique du cartilage articulaire met en évidence un tissu lisse, homogéne,
translucide, d’ott son nom de cartilage hyalin. L’épaisseur de la couche cartilagineuse 2 la
surface des os varie en fonction de sa localisation dans l'organisme et des charges
physiologiques appliquées (Athanasiou et coll 1991).

Le test a I’encre de chine a montré I’existence d’un réseau, fibreux a la surface et dont la taille
des pores varie selon la profondeur du cartilage. Par exemple pour la téte fémorale, le diametre

de pores augmente de 4 nm en surface jusqu’a 9 nm en couche plus profonde (Freeman 1979).

1.1. Composition du cartilage

Le cartilage est composé de cellules, les chondrocytes, et d’une matrice extracellulaire constituée
d’eau (65 a 85%), d’un réseau de collagéne (10 a 30 %) essentiellement de type II, de
protéoglycanes (5 & 10 %) et de glycoprotéines non collagéniques. Les cellules jouent un rdle
important dans la production, I’organisation et le maintien de la matrice extracellulaire. Cette
derniere sert de barriere protectrice autour des chondrocytes et leur permet d’assurer une bonne
homéostasie du cartilage par la dégradation et le renouvellement des composants. Dans le
cartilage, lorsque I’on passe de la surface articulaire & I’os sous-chondral, on observe un
changement de morphologie pour les chondrocytes et la matrice, ce qui permet de distinguer
quatre couches : la superficielle, la transitionnelle, la profonde et la calcifiée (Peyron et Stanescu
1994) (Figure 1.1). La taille et I’apparence relative de ces zones dépendent de ’espéce et de

1’articulation considérées (Buckwalter et Mankin 1998).
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Figure 1.1 : Schéma de I’organisation cellulaire du cartilage : A: couche superficielle a cellules aplaties; B:
couche transitionnelle & cellules rondes; C: couche profonde aux cellules souvent groupées; D: front ¢
calcification; E: couche calcifiée; F: os sous-chondral (d’aprés Peyron et Stanescu 1994)

1.2. Constituants du cartilage

1.2.1.Chondrocytes

Les chondrocytes sont des cellules polygonales de 10 a 30 um de diamétre. Ils sont
responsables de la synthese de la matrice extracellulaire, résultat de la balance entre 1’anabolisme
et le catabolisme des macromolécules concernées (Kuettner et coll 1991). Leur densité cellulaire
augmente avec la profondeur du tissu (passage de la couche A a la couche D de la Figure 1.1),
mais varie également selon la nature de 1’articulation considérée, en zone portante ou non.

Les chondrocytes des différentes couches du cartilage différent dans la taille, la forme, et
probablement dans ’activité métabolique (Adeylotte et coll 1996), mais tous contiennent les
organelles nécessaires a la synthése de la matrice. Les cellules répondent différemment selon la
charge mécanique appliquée, suggérant que le développement et la maintenance du cartilage
articulaire normal dépendent en partie des différentes populations de chondrocytes des couches
cartilagineuses (Buckwalter et Mankin 1998). Dans la couche superficielle (zone A), les
chondrocytes ont une forme ovale et aplatie et sont disposés parallelement a la surface articulaire
(Figure 1.2). Iis synthétisent une matrice dont la concentration en collagéne est importante mais
qui comporte peu de protéoglycanes. Dans la zone B (transitionnelle), ils sont plus arrondis et
sont parfois regroupés et disposés verticalement (Kuettner 1994). Les cellules synthétisent une
matrice avec des diametres de fibres de collagene plus gros, une teneur en protéoglycanes plus
élevée et une concentration en eau et en collagene plus faible que les chondrocytes de la zone
superficielle (Poole 1997, Buckwalter et Mankin 1998). Dans la couche profonde (zone C), les
cellules sont elliptiques avec 1’axe perpendiculaire a la surface du cartilage et sont souvent

arrangées en colonnes de 2 a 6 cellules. Par rapport aux autres zones, la teneur en eau est plus
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faible et la concentration en protéoglycanes est plus importante. Dans la couche calcifiée (zone
D), les chondrocytes sont clairsemés et certains sont entourés d’une matrice calcifiée suggérant
que les cellules ont une activité métabolique faible. Des travaux récents ont, cependant, montré
que les chondrocytes de cette zone, plus hypertrophiques, jouaient un rdle dans le
développement et la progression de I’arthrose (Oegema et Thompson 1995).

T U L e L el
; s L —
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Figure 1.2 : Aspect des chondrocytes et des fibres de collagéne en fonction de leur localisation dans la couche
cartilagineuse, les lettres A & D ont la méme signification que dans la Figure I.1 (Peyron et Stanescu 1994).

Les chondrocytes synthétisent et dégradent les macromolécules de la matrice (Hardingham et
Venn 1996). Les mécanismes qui contrdlent la balance entre ces activités sont peu connus, mais
les cytokines qui ont des effets anaboliques et cataboliques semblent jouer un rdle important
(Lotz et coll 1995, Poole 1995, Morales 1995, Trippel 1995). Ainsi, Iinterleukine 1 induit
Pexpression des métalloprotéases qui peuvent dégrader les macromolécules de la matrice et
interférer au niveau de la transcription avec la synthése des protéoglycanes. En revanche des
facteurs de croissance comme I’'IGF-1 (insulin growth factor) ou le TGF-B (transforming
growth factor) s’opposent a cette activité catabolique en stimulant la Synthése matricielle et la
prolifération cellulaire. En réponse a de nombreux stimuli, ces cytokines sont produites et
libérées par les chondrocytes et restent soit liées aux récepteurs des cellules de surface, soit au

sein de la matrice.

1.2.2.Collageénes

Les collagénes sont une famille de protéines dont la structure présente un ou plusieurs domaines
en configuration de triple hélice. Les différents types de collagenes ont été nommeés de I & XVIII
selon leur ordre de découverte (Ranshaw et coll 1995). Récemment, un collagéne XIX a été
découvert (Maynes 1997).
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Le réseau fibrillaire du cartilage hyalin est constitué essenticllement de fibres de collagéne de
type II associées a des fibres de collagéne de type IX et de type XI (Figure 1.3) (Bruckner et
van der Rest 1994),

/ Chondroitine sulfate

type I l

type XI

Figure 1.3 : Représentation schématique de I’organisation de collagéne de type Il et XI dans une fibre de cartilage
(Bruckner et van Der Rest 1994).

La disposition des fibres de collagéne dépend de leur localisation au sein du cartilage (Peyron et
Stanescu 1994). Dans la couche A, la matrice dense contient des fibres de collagéne orientées
parallélement a la surface du cartilage ; celles-ci déterminent les propriétés mécaniques du tissu
et jouent un rodle dans le mouvement d’entrée et de sortie des molécules dans le cartilage. Ce
réseau de collagéne agit comme une barriere pour le passage entre le liquide synovial et le
cartilage articulaire de molécules de type antibiotiques ou protéiques (Buckwalter et Mankin
1998). Dans la couche B, les fibres de collagene semblent étre orientées obliquement, alors que
pour les zones C et D, ces fibres sont généralement plus épaisses et orientées verticalement par
rapport a la surface. Il existe, dans la zone C, d’autres fibres, plus fines, qui entourent les
chondrocytes et forment ainsi les chondrons isolant plus ou moins les cellules entres elles; ces
fibres ont un réle protecteur pour les cellules lors de P’application d’une charge (Buckwalter et
Mankin 1998).

1.2.3.Protéoglycanes

Les protéoglycanes sont des complexes protéine-polysaccharides dont le poids moléculaire varie
de 2000 a 3000 KDa. Ces protéoglycanes sont constitués par I’association d’une protéine avec
une ou plusieurs chaines de glycosaminoglycanes (chondroitine sulfate, kératane sulfate et
oligosaccharides). Chaque unité disaccharidique contient au moins une charge négative
(carboxylique et groupement sulfaté) qui confére aux glycosaminoglycanes une forme de long
lacet. En effet, ces charges négatives se repoussent entre elles et éloignent également d’autres

molécules négatives tout en attirant des cations. La concentration en glycosaminoglycanes
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dépend de I’4ge, du site et de la pathologie articulaire. Plusieurs catégories de protéoglycanes
existent dans le cartilage :

- Les protéoglycanes de haut poids moléculaire ou agrécanes (Figure 1.4) qui s’associent
a I’acide hyaluronique, par I’intermédiaire d’une protéine de liaison pour former des agrégats et
sont immobilisés dans le réseau de collagene (Muir 1995). Leurs poids moléculaire varie de 1,5
4 4.10° Da. Ils sont riches en chondroitine sulfate (environ 100 chaines) et en kératane sulfate
(30 chalnes environ) (Vertel 1995).

HA O -oligosaccharide
Protéine de
liaison (LP)
O
Protéine core
/ G3 200KD
Gle e G2 /
L1 |
\/ KS (30 KD) CS (80 2 100 KD)

N-oligosaccharide

Figure 1.4 : Schéma de I'agrécane avec HA: acide hyaluronique; KS: kératane sulfate; CS: chondroitine sulfate;
LP: protéine de liaison (45 KDa); et G1, G2 et G3: domaines globulaires (Macro 1993).

- Les protéoglycanes de haut poids moléculaire (supérieur a 10° Da et contenant peu de
chondroitine sulfate) qui ne s’associent pas a I’acide hyaluronique.

- Les protéoglycanes de faible poids moléculaire (inférieur a 10° Da). C’est le cas de la
décorine, du biglycane, qui contiennent des chalnes de chondroitine sulfate ou de dermatane
sulfate selon la nature du tissu. Ils s’associent aux fibres de collagéne et sont également
capables, a travers leur protéine core, de fixer les facteurs de croissance (TGF-B) et de modifier
leur activité au sein du cartilage (Hildebrand et coll 1994). La fibromoduline différe par la nature
du glycosaminoglycane (chaine de kératane sulfate) (Heinegard et Pimentel 1992).

- Les protéoglycanes constitutifs de la membrane cellulaire dans lesquels se trouve
principalement du kératane sulfate. IlIs joueraient un réle dans I’adhésion cellulaire.

- Des fragments de grands protéoglycanes restant liés a 1’acide hyaluronique et qui

s’accumulent avec I’Age dans la matrice.
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1.1.2.Glycoprotéines non collagéniques

Les protéoglycanes et le collagéne sont les constituants majeurs du cartilage. Leur association
conditionne les propriétés mécaniques et biologiques de ce tissu. Cependant il existe d’autres
protéines spécifiques du cartilage ou se situant dans les tissus voisins (Figure 1.5). Leur role
n’est pas forcément connu, a I’exception de la protéine de liaison qui stabilise les interactions

agrécane - acide hyaluronique.

Agrécane
0 <___ Collagene 11

T~ Collagéne XI

Decorine

Protéine de liaison
o /—-—-— Hyaluronate
Collagene IX .

‘%Eombospondine
>§'COMP /y

1 N . Fibronectine
.. Chondrocalcine
Protéine 36 kDa (ClI-c-propeptide)

Figure L5 : Constitution du cartilage avec I’ensemble des éléments présents (Vertel 1995).

1.2. Réble du cartilage

Le cartilage est un tissu spécialisé et adapté aux contraintes de compression mécanique. Il
amortit dans le temps et répartit dans I’espace les forces mécaniques auxquels il est soumis et il
maintient le glissement entre les deux épiphyses opposées lors de I’application d’une charge. La

lubrification entre les deux surfaces est assurée par le liquide synovial, riche en hyaluronate.

Le cartilage est un tissu semi-dur ; il est 1égeérement déformable lorsqu’une force est appliquée et
peut reprendre sa forme initiale a [’arrét de cette compression. Les propriétés biomécaniques du
cartilage dépendent de I'intégrité des éléments fibrillaires ou non de la matrice (Lohmander
1996). Le réseau de collagéne donne sa forme au tissu et le taux d’agrécane influence la
résistance a la compression (Hardingham et Venn 1996). Les agrégats de protéoglycanes et
d’acide hyaluronique lui conférent une densité de charges négatives élevée. Ces charges, qui se

repoussent mutuellement, attirent les cations extracellulaires et de grandes quantités d’eau
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(équilibre de Donnan) (Hadler et Napier 1977). La présence du réseau fibrillaire collagénique
diminue I’hydrophilie du cartilage par la mise en tension permanente des fibres avec les agrégats
de protéoglycanes.

La compréhension du mécanisme de fonctionnement du cartilage se fait surtout au niveau
macroscopique (Kovach 1996). En effet, il existe une théorie biphasique qui consideére le
cartilage comme un mélange de deux phases : une phase solide, qui est supposée jouer un rdle
dans 1’équilibre des propriétés mécaniques, et une phase liquide, considérée comme
incompressible et qui est présente dans le réseau poreux de la phase solide. La théorie
triphasique inclut I’existence des effets de charge qui sont traités avec 1’approximation de
Donnan. En réalité, le cartilage est un complexe liquide ressemblant plus a un gel trés hydraté
qu’a une structure poreuse.

Les propriétés rhéologiques du cartilage lui permettent de supporter des charges importantes
(10 MPa) (Afoke et coll 1987). Lorsqu’il subit une déformation, la pression osmotique s’éléve
en raison des fuites d’eau et d’électrolytes qui s’effectuent vers l’extérieur du réseau de
protéoglycanes. 1l s’établit alors un équilibre avec la charge appliquée (Oloyede et Broom
1993). Sa capacité a se déformer de fagon réversible lui permet de jouer un rdle d’amortisseur

aux extrémités osseuses en répartissant, de fagcon homogene, les forces appliquées (Figure 1.6).

Pas de charge : perméabilité et charge : volume diminue, le liquide charge supprimée: volume augmente,
déplacement de I'eau faible se déplace hors du cartilage le liquide se déplace vers le cartilage
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Figure 1.6 : Répartition de 1’eau et des électrolytes lors de I’application d’une charge sur le cartilage (Kuettner
1994),

Si cette force appliquée est trop importante, le réseau fibreux se rompt, les protéoglycanes
s’hydratent fortement et provoquent une dégradation du cartilage (Johnson 1997).

Le bon glissement et la bonne lubrification entre deux surfaces osseuses se fait grice au
cartilage et au liquide synovial présent dans la cavité articulaire (Hadler et Napier 1977). Le

liquide synovial est un liquide incolore, visqueux, sécrété par la membrane synoviale. C’est un
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dialysat plasmatique constitué de hyaluronate de sodium dont la concentration varie selon 1’4ge
et la pathologie. Cette concentration est de I’ordre de 1,3 & 3,6 mg/mL dans un liquide synovial
normal (Chun 1988 et coll) et diminue avec 1’age et 1’arthrose. Le role de I’acide hyaluronique
doit encore étre éclairci, mais sa nécessité pour le bon glissement des surfaces cartilagineuses
est connue.

La faible teneur en protéines associées au hyaluronate (1 a 2 %) jouerait également un role dans
la lubrification. En effet, ces complexes anioniques hyaluronate-protéine ont la capacité de
s’adsorber au cartilage (Maroudas 1990). De plus, lors de la dégradation des protéoglycanes par
la hyaluronidase, la viscosité diminue rapidement sans altérer les propriétés de lubrification,
contrairement & ce qui peut &tre observé lors d’une dégradation protéolytique (Linn et Radin
1968, Hadler et Napier 1977, Jay et Hong 1992).

1.3. Lésions ostéochondrales

Lors d’une lésion cartilagineuse, et quelle qu’en soit l’origine (vasculaire, traumatique,
dégénérative ...), le cartilage ne guérit pas spontanément ; sa structure devient généralement
fibreuse et irréguliere, ce qui perturbe le glissement harmonieux des surfaces et par conséquent
la fonction articulaire (Mainard et Netter 1997). Il existe plusieurs types de Iésions
cartilagineuses : superficielle, profonde et celle produite par des chocs répétitifs.

La Iésion superficielle est localisée dans les couches superficielle et transitionnelle du cartilage.
Dans ce cas, la réparation du cartilage est inachevée et la 1ésion est comblée par un tissu fibreux
(De Palma et coll 1962, Mankin 1982, Thompson 1975), mais, a long terme, aucun signe
d’apparition ou de développement d’une arthrose n’est observé. Les 1ésions plus profondes, qui
atteignent 1’os sous-chondral, provoquent une évolution défavorable pour le cartilage : la
cicatrisation & long terme est de type fibrocartilagineux (sans continuité des fibres de collagéne).
Les propriétés mécaniques sont plus ou moins satisfaisantes, mais, sous I’action de contraintes
biomécaniques, le tissu s’altere (Shapiro et coll 1993, Furakawa et coll 1980). Les contusions
cartilagineuses sont obtenues par application de contraintes de compression itérative et
impulsive (Radin et coll 1978). Des 1ésions de surface sont alors observées ainsi qu’une rupture
du réseau collagénique.

Certains facteurs favorisent la cicatrisation cartilagineuse : 1’oxygene, les facteurs biochimiques
(Mankin 1992), les champs électriques (Baker et coll 1974), le faisceau laser (Schultz et coll
1985), et I'immobilisation (Salter et coll 1975). La réparation du cartilage est généralement
traitée par des méthodes chirurgicales du type ostéotomie, induction d’une chondrogénése a
partir de la moelle et de la synoviale, autogreffes, allogreffes. Des études de comblement des
1ésions & 1’aide de tissus et de cellules sont également abordées.

L’utilisation de biomatériaux dans différents domaines de 1’orthopédie est actuellement en plein

essor et permet d’espérer une avancée importante dans la réparation des lésions
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ostéochondrales. Proposés avant 1980, ils ont pris plus d’importance & partir des années 1990 ;
a I’heure actuelle, ils sont étudiés également en association pour former des biomatériaux
hybrides.

2. LES BIOMATERIAUX

Les biomatériaux sont utilisés pour fabriquer des protheses, des organes artificiels implantables
ou non, ou du matériel utilisé en biologie ou en médecine. Il peut s’agir de métaux, de
céramiques, de polymeres naturels ou synthétiques, de dérivés du carbone ... (voir tableau I.1)

Avant d’utiliser un matériau en tant que substitut ou tuteur, il est nécessaire d’effectuer certaines
études mécaniques et biologiques pour déterminer son comportement mécanique a I’interface
avec le tissu et son évolution dans le temps. En effet, les biomatériaux doivent avoir des
propriétés proches (voire identiques) a celles du tissu a remplacer ou a soutenir. L’évolution
dans le temps du matériau ainsi que son adhésion sur le tissu sain environnant sont deux autres
facteurs a connaitre. L’étude du comportement chimique et biochimique d’un matériau dans le
milieu biologique est nécessaire. En effet, ce milieu est souvent plus complexe que 1’eau et les
différents constituants présents dans ce milieu (de type Na*, CI, HCO;..., 0,, CO,), la
température physiologique (37° C) et les variations de pH (autour de 7,4) peuvent entrainer des
modifications du matériau qui n’auraient pas forcément eu lieu dans I’eau. La dégradation du
matériau peut également libérer certains composants susceptibles d’entrainer une modification
du milieu environnant (Crousier 1987).

En réalité, avant de devenir un biomatériau, un matériau doit répondre a certaines
caractéristiques contenues dans un cahier des charges. De nombreux auteurs (Piskin 1994,
Rubin et Yaremchuk 1997) ont défini les principaux critéres de ce cahier des charges.

- Un biomatériau doit étre congu, purifié et stérilisé avec, de préférence, des méthodes
conventionnellement utilisées.

- 11 doit avoir les propriétés biomécaniques requises : résistance aux forces de tension,
de compression et de cisaillement.

- Il doit avoir des propriétés physico-chimiques adaptées a son utilisation (structure
cristalline, enchevétrement, perméabilité, élasticité, hydrophobicit¢é ou hydrophilie,
mouillabilité, polarité, charge de surface...) et résistantes a 1’épreuve du temps, de la
température et du milieu environnant (in vitro et/ou in vivo).

- 1l ne doit pas étre toxique ni comporter impuretés, additifs ou composés de synthése
toxiques libérables dans le temps apres application médicale.

- I1 doit étre biocompatible et ne doit pas donner lieu (Iui ou ses produits de dégradation)

a des réactions indésirables (inflammatoires, immunologiques, ...).



2.1. Exemples

Dans le tableau 1.1 sont décrits les différentes catégories de biomatériaux avec quelques

de biomatériaux

exemples d’applications médicales.
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CATEGORIE EXEMPLES DE EXEMPLES D’UTILISATION
BIOMATERIAUX MEDICALE

Métaux Aciers inoxydables Implants articulaires
Alliage de cobalt Vis
Or Implants dentaires
Titane et alliage...

Céramiques Oxyde d’alumine Implants articulaires
Hydroxyapatite Implants dentaires
Verres... Valves cardiaques

Composites Matér@au recouvert de | Implants articulaires
céramique
ou de carbone...

Matériaux Peau et valve de coeur | Remplacement ou réparation de

biologiques du bovin tissus mous ou durs
Arteres bovine
Auto et allogreffes...

Polymeres Acryliques Lentilles oculaires

naturels Polyuréthannes Implants articulaires

ou synthétiques Silicone Membranes d’hémodialyse
Téflon...
Collagene Substitut de tissus mous
Alginate Cicatrisation de la peau
Hyaluronate... Viscosupplémentation

Tableau I.1 : Exemples de quelques biomatériaux avec leur utilisation (Piskin 1994, Sedel 1995).

Ces quelques exemples montrent I’existence de nombreux types de biomatériaux pour des
applications tres diverses. Dans le paragraphe suivant, nous arborderons essentiellement les
biomatériaux polymeres, synthétiques ou naturels, afin de justifier notre choix de I’association

de deux polysaccharides pour concevoir un biomatériau de comblement.

2.2. Biomatériaux polyméres synthétiques

Les polymeres synthétiques, biodégradables ou non, ont la particularité d’avoir de nombreuses

compositions et donc de pouvoir étre fabriqués sous différentes formes avec des structures plus
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ou moins complexes (Zignani et coll 1997, Mc Govern et coll 1997, Gutowska et coll 1997).
Ces polymeéres sont employés sous formes de fibres creuses, de feuilles, de tubes, de nano- ou
microspheres, d’objets moulés, de gels... avec une structure semi-cristalline (cas du
polyéthyléne, des fluorocarbones, des polyesters...) ou amorphe (cas du chlorure de
polyvinyle, des silicones, des acrylates...). L’obtention du biomatériau final sans irrégularité de
surface pouvant libérer des éléments toxiques, est une difficulté majeure pour ce type de

polymeres.

Les biomatériaux polymeres synthétiques dégradables se dégradent in vivo de fagon contrdlée et
sur un temps défini. Cette élimination progressive permet une reconstruction lente du tissu, ce
qui présente l’avantage d’éviter une deuxiéme intervention chirurgicale. La dégradation
hydrolytique est le mécanisme le plus fréquent (Piskins 1994). Ainsi, la pénétration des
molécules d’eau au sein d’une matrice hydrophile se traduit par une dégradation rapide débutant
au centre de cette matrice. Dans le cas d’une matrice hydrophobe, la dégradation est plus lente et
se fait par la surface de la matrice. Les polymeres de faible poids moléculaire se dégradent plus
rapidement que leurs homologues de haut poids moléculaire. La morphologie du polymeére
influence également le processus puisqu’une structure amorphe laisse pénétrer plus facilement
I’eau qu’une structure cristalline. La forme géométrique, le rapport surface sur volume, le pH,
la température, la force ionique... sont d’autres facteurs intervenant dans le processus de
dégradation.

L’acide polyglycolique (PGA), I’acide polylactique (PLA) sont des biomatériaux polymeres
dégradables. Ils sont obtenus par polycondensation du monomere (d’acide glycolique ou
d’acide lactique) pour former du PGA ou du PLA de faible poids moléculaire. Cependant, ces
derniers possedent des propriétés de moins bonnes qualités que ceux obtenus par
polymérisation par ouverture du cycle glycolide (diester cyclique de 1’acide glycolique) ou
lactide. Leur dégradation in vivo peut durer de quelques heures a quelques mois selon le poids
moléculaire, la morphologie et le rapport surface sur volume du polymere. Ces polymeres et
leur association PGA-PLA sont employés comme fils de sutures, comme objets orthopédiques
(vis, meches, plateau de fixation pour fractures) mais sont également étudiés comme support
pour la fabrication de tissus mous ou durs (Athanasiou et coll 1996, Miki 1996) et dans les
systemes de libération controlée (de TGF-p, de protéines) (Athanasiou et coll 1996, Bourry et
coll 1997).

Le poly-(e-caprolactone) est un polymere hydrophobe, dégrad€ lentement in vivo. Seul, il est
utilisé dans des systémes de libération contrdlée, et, en association avec un copolymere d’acide
lactide, il sert de fil de suture ou est étudié pour le comblement de petites lacunes nerveuses
(Den Dunnen et coll 1997).

Les poly-(ortho esters) sont employés comme systéme de libération contrdlée d’hormones ou de

facteurs de croissance (polymeres hydrophobes) (Bernatchez et coll 1993).
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Les polyanhydrides, dégradés depuis la surface, servent a I’encapsulation d’agent de
chimiothérapie et sont largement étudiés pour la libération contrdlée d’autres médicaments ou de
macromolécules (Thomas et coll 1997).

Le Proplast®, qui est un mélange de poly-tétrafluoro-éthyléne et de fibres de graphite, a &té
implanté chez le lapin par Kessler et coll (1980) ; le cartilage réparé est du type hyalin. Une
étude similaire chez le lapin a utilis€ un polymere hydrosoluble, le poly-HEMA (Kon et De
Visser 1981). Dans ce cas, la réparation produit un cartilage granuleux pour un implant dont la
taille de pore est voisine de 50 pm ; lorsque cette derniere est de 100 pm, le resurfagage n’est
pas complet. D’autres études de comblement ont été effectuées avec des polymeres synthétiques
de type polyuréthane (copolymere de L-lactide et de caprolactone) (Klompmaker et coll 1992),
ou de type poly-éther-imide-uréthane (Porimid®) (Mainard et coll 1991). Chez le lapin et le
chien, le cartilage formé est fibreux mais présente toutefois une qualité mécanique suffisante.
Des résultats similaires ont ét€ obtenus aprés implantation chez le lapin d’un copolymere de
polyméthacrylate et de tétrahydrofurfuryl méthacrylate (Downes et coll 1994) polymérisant in
situ dans la 1ésion, et également de polyester et de Téflon® recouvert ou non de polyuréthane
(Messner et Gillquist 1993).

Certains auteurs ont proposé de synthétiser un néocartilage in vitro par incorporation de
chondrocytes dans des associations de polymeres (PGA-PLA) (Freed et coll 1993, Puelacher et
coll 1994, Vacanti et coll 1991).

2.3. Biomatériaux polymeres naturels

Les polymeres naturels existent en I’état dans la nature et leur provenance peut étre bactérienne,
végétale, ou animale. L’extraction bactérienne est souvent privilégiée, car la production du
polymere est plus homogene que ’extraction a partir de végétaux, par exemple, dans ce dernier
cas la structure dépend souvent du temps et du lieu de récolte (Indergard et Skjak-Braeck 1987).
Malgré une exploitation industrielle délicate en raison des faibles quantités extraites, un grand
nombre de polysaccharides ou de protéines trouvent leur application dans le domaine médicale.
Ainsi, ’albumine, protéine plasmatique majeure, est employée pour le « recouvrement » de
biomatériaux en contact avec le sang. Les microspheres d’albumine radiomarquées servent
surtout pour les diagnostics médicaux comme marqueurs d’organes et de tissus.

Le collagéne est une protéine principalement située dans la peau, les tendons, le cartilage et dans
I’os (Pachence 1996). Le collagene peut étre préparé sous diverses formes (feuilles, tubes,
éponges et poudres), par différentes techniques de réticulation physique (irradiation U.V.) ou
chimique (formation de liaisons ioniques inter- et intramoléculaires avec des ions trivalents
métalliques Al* ou Cr** ou encore formation de liaisons covalentes avec le glutaraldéhyde). Ces
techniques de réticulation stabilisent la structure du collagéne et augmentent ses propriétés

mécaniques en diminuant également son pouvoir antigénique. Il est employé dans les sutures
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chirurgicales, dans les greffes (vasculaires, valves du coeur, organes creux), comme agent
hémostatique, substitut de tissus mous, pansement pour briillures et blessures, matériau pour la
libération contrdlée de médicaments (Panduranga Rao 1995)... La gélatine, forme dénaturée du
collagéne, est surtout employée sous forme de microsphéres pour la libération contrdlée de
produits biologiquement actifs (Tabata et Ikeda 1989). Le collagéne a été également étudié dans
le cas des 1ésions ostéochondrales (Speer et coll 1979) ou le cartilage de réparation est fibreux.
Lorsqu’on lui associe des chondrocytes, un cartilage hyalin est obtenu (Nakitani et coll 1989).

Les protéines sont cependant susceptibles d’induire des réactions immunologiques. On peut leur
préférer pour cela I’utilisation de polysaccharides. Certains d’entre eux présentent d’ailleurs des
propriétés pharmacologiques intrinseques. Ainsi le fucane et la carragénine sont employés en
tant qu’anticoagulants et antithrombotiques, et on cherche a développer leurs propriétés anti-
inflammatoires, antivirales ou anti-tumorales (Boisson-Vidal et coll 1995). La chitine et son
dérivé, le chitosan sont étudiés pour I'élaboration de pansements pour brilures, de lentilles de
contact, de membranes a dialyse mais également pour la libération contrélée de médicaments
(Shigemasa et Minami 1995, Aiedeh et coll 1997).

D’autres polymeres naturels sont utilisés, tels le dextran (sutures, pansements...), 1’amidon
(traitements de briilures, capsule de médicaments), la caséine, la pectine (transit intestinal),
I’héparine (anticoagulant), l’alginate (pansements gastriques, antireflux...), le hyaluronate
(viscosupplémentation )... Tres récemment, on a proposé d’associer des cellules a des
biomatériaux naturels : le polymere sert alors de tuteur pour un développement cellulaire in vitro

préalable dans I’objectif d’implanter le matériau résultant (Puelacher et coll 1994, Paige et coll
1996).
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3. L’alginate et le hyaluronate

Parmi les polysaccharides précédemment évoqués, deux d’entre eux ont retenu notre attention
pour la conception et la préparation d’un biomatériau destiné au comblement de 1ésions
ostéochondrales : I’alginate et le hyaluronate. Nous détaillerons donc, dans ce chapitre, les
propriétés de ces polymeres, leurs utilisations industrielles et médicales ainsi que les domaines

actuellement étudiés.

3.1. Alginate

L’alginate est un polysaccharide employé dans de nombreux domaines d’application
alimentaire : il joue le role d’épaississant et de stabilisant. Il sert également d’agent pour la
formation de gel ou de film. Sa production industrielle mondiale actuelle est d’environ
30000 tonnes par an (Onsoyen 1996).

3.1.1.Sources de D’alginate

Dans I’algue brune, 1’alginate représente la majorité des polysaccharides (environ 40 % de la
matiere séche) : il est localisé dans la matrice extracellulaire sous la forme d’un gel contenant
différents ions du type Na*, Ca*, Mg*, Sr *, et Ba® et son role est de donner force et flexibilité
a I’algue (Smidsrod et Draget 1996). L'extraction de 'alginate a partir d'algues brunes marines,
dont le premier brevet date de 1881 (Stanford), s’applique actuellement a quelques lignées
exploitées industriellement : Macrocystis pyrifera, Laminaria hyperborea, laminaria digitata,
Ascophyllum nodosum, Laminaria japonica, Eclonia maxima, Lesonia nigrescens and

Sargassum spp.

Certaines bactéries sont capables de produire de I’alginate, mais son obtention ne connait pas,
actuellement, de développement industriel. Les premicres souches de bactéries produisant de
l'alginate ont été découvertes en 1966 et sont ’Azotobacter vinelandii, le Pseudomonas

aeruginosa (Gaseca 1988).

3.1.2.Structure et arrangement moléculaire

Structure
Jusqu'en 1955, l'acide mannuronique était supposé €tre le seul constituant de I'alginate. Depuis

cette date, on a montré la présence d'un autre monosaccharide dans la molécule : l'acide
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guluronique (Fischer et Dorfel 1955). L'alginate est donc un polysaccharide linéaire de poids
moléculaire élevé, composé de 2 résidus, l’acide B-D-mannuronique (M) et [’acide

a-L-guluronique (G) liés en (1-4). Leurs formules chimiques sont présentées dans la Figure

1.7.
; OH OH
00C OH
HO” \\\/OH oK
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Figure 1.7 : Structure chimique des monomeéres guluronique (G) et mannuronique (M).

Arrangement moléculaire

Apres hydrolyse acide partielle de I’alginate et aprés séparation électrophorétique, Haug et coll
(1967) ont obtenu trois fractions d’alginate de composition différente. Deux fractions se
composaient uniquement de résidus (G) ou de résidus (M) et la troisieme était constitué d’un
mélange des deux types de résidus. Il en a été déduit que les monomeres (M) et (G)
s'associaient alternativement en blocs homopolymériques (M-M ou G-G) espacés de blocs
hétéropolymériques (M-G ou G-M) (Figure 1.8). La composition de différents alginates a alors
été estimée par spectroscopie infrarouge, aprés hydrolyse partielle (Makie 1971).

Des études aux rayons X d’alginates riches en résidus (G) et d’alginates riches en résidus (M)
ont permis d’étudier la conformation de ces deux cycles pyranosyles (Atkins et coll 1970,
Atkins et coll 1973). En fait, les blocs homopolymériques (G-G) ont une conformation de type
'C, (correspondant a une position o. pour I’oxygene situé sur le carbone 4 et une position 8 pour
I’oxygene situé sur le carbone 1), alors que les blocs homopolymériques (M-M) ont une
conformation de type *C,. Ceci entralne une différence structurale entre (M) et (G), due 2 la
position inversée par rapport au plan des groupements hydroxyles. L’alginate présente alors la
possibilité¢ de quatre types de liaisons glycosidiques : diéquatoriale entre les résidus (M-M),
impliquant un arrangement linéairement pour les résidus (M); diaxiale entre les résidus (G-G),
entrainant une structure en boucle; équatoriale-axiale entre les résidus (M-G) ; et axiale-

équatoriale entre les résidus (G-M) (Figure 1.8).
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Figure 1.8 : Arrangements structuraux des monomeres dans une molécule d'alginate.

L’étude en résonance magnétique nucléaire (RMN) de I’alginate aprés hydrolyse partielle (Haug
et coll 1967) est également une méthode pour la détermination de ’arrangement des blocs. Des
travaux ultérieurs (Min et coll 1977, Boyd et Turvey 1978, Grasdalen et coll 1981), réalisés en
présence d’une enzyme spécifique et par spectrométrié RMN, ont confirmé la présence de
séquences plus complexes (MMG) et (GMM).

Ces études ont montré que la répétition des blocs de monomeres n’est pas réguliere dans les
alginates. La connaissance des blocs (M) et (G) n’est donc pas suffisante pour déterminer la
structure séquentielle. Des études supplémentaires (Grasdalen et coll 1977, Grasdalen et coll
1979, Grasdalen 1983) en RMN du proton ('H) ou de carbone (“C) ont permis de déterminer
des fréquences de monades (F; et Fy), de diades qui correspondent aux quatre voisins proches
(Fgo- Foms Fuas Fun) €t de triades qui sont les huit voisins suivants (Fess, Fusss Fomor Fooms Famos
Fuou. Fowo Fann). Ces fréquences de longueurs de chalnes permettent ensuite de calculer des

longueurs de blocs moyennes :
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NG = _EG_ et NM = LM._
Fyo Fom
ou
N, = Fs = Fruom et N,. = Fy = Fryou
) Fyue

La détermination de ces fréquences ont également permis de confirmer la variation interespeces

des alginates (voir tableau 1.2).

Monomeres Dimeéres
SOURCES F. F, F.. Fum | Fom me
ALGUES ®
Laminaria japonica 0,35 0,65 0,18 0,48 0,17
Laminaria digita 0,41 0,59 0,25 0,43 0,16
Laminaria hyperborea, brin 0,55 0,45 0,38 0,28 0,17
Laminaria hyperborea 0,68 0,31 0,56 0,20 0,12
Laminaria hyperborea, cortexe ext. 0,75 0,25 0,66 0,16 0,09
Lessonia nigrescens 0,38 0,62 0,19 0,43 0,19
Ecklonia maxima 0,45 0,55 0,22 0,32 0,32
Macrocystis pyrifera 0,39 0,61 0,16 0,38 0,23
Durvillea antarctica 0,29 0,71 0,15 0,57 0,14
Ascophyllum nodosum, fruit 0,10 0,90 0,04 0,84 0,06
Ascophyllum nodosum, tissu agé 0,36 0,64 0,16 0,44 0,20
BACTERIES @
Azotobacter vinelandii TL 0,45 0,55 0,43 0,52 0,02
Azotobacter vinelandii IV 0,94 0,06 0,93 0,04 0,01
Pseudomonas fluorescens 10255 0,40 0,60 0 0,20 0,40
Pseudomonas mendocina 10541 0,26 0,74 0 0,48 0,26
Pseudomonas putida 1007 0,37 0,63 0 0,26 0,37
Pseudomonas aeruginosa CF492a 0,26 0,74 0 0,48 0,26
Pseudomonas aeruginosa 3763 0,44 0,56 0 0,12 0,44

Tableau 1.2 : Variation de la fréquence des résidus (G) et (M) et des diméres (G-G, M-M, G-M) en fonction &
I'origine d’extraction de I’alginate obtenus par RMN 'H et °C. ® Smidrod et Draget (1996); ® Gacesa (1988).

Les études par dichroisme circulaire ne nécessitent pas, contrairement aux méthodes
précédentes, d’hydrolyser préalablement le polysaccharide. L’€évolution de [Iellipticité en

fonction de la longueur d’onde montre 'existence d’un signal négatif, attribué a la transition
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n — n* du carboxylate, dont le maximum varie avec le rapport (M)/(G) (Figure 1.9) (Morris et
coll 1973).

Il est maintenant bien établi que le nombre de résidus (G) ou (M) varie selon I’organisme ou le
tissu. De plus, pour 1’alginate extrait des algues, cette différence de composition structurale est
également liée aux conditions de culture (pluie, température...) et a la période des récoltes
(Indergaard et Skjak-Braeck 1987). Cette variation des nombres de résidus (G) et (M) confere
aux alginates des caractéristiques physiques (viscosité, poids moléculaires...) voisines.

[6]
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Figure 1.9 : Spectre en dichroisme circulaire d’alginates de composition différente. A : alginate de rapport (M)/(G)
de 29/71; B : blocs poly- mannuroniques (Morris et coll 1973).

3.1.3.Propriétés de P’alginate

Propriétés physiques

L'alginate de sodium se présente sous forme d'une poudre blanche ou jaunatre, inodore et sans
saveur. Il est insoluble dans les alcools et les solvants organiques mais soluble dans 1’eau.
Lorsque l'alginate est produit par les bactéries, le groupement carboxylique des résidus d’acide
mannuronique est acétylé ou di-acétylé (Skjak-Braek et coll 1985, Rehm et Valla 1997). Une
hydrolyse douce (soude 100 mM a 25°C, pendant 20 minutes) permet de déacétylef ce
groupement (Gacesa 1988).

Les valeurs des pKa des acides D-mannuronique et L-guluronique sont respectivement de 3,4 et
3,7. A un pH inférieur a 3-4, l'alginate est sous forme acide et donc insoluble dans l'eau. A pH
supérieur, il se trouve sous forme de sel soluble pouvant s'hydrater.

L’alginate posséde les propriétés d’un polyéléctrolyte, en effet une solution d’alginate montre
une diminution de sa viscosité intrinseque lorsque des ions sont mis en présence dans le milieu
de dissolution (Haug et Smidsrod 1962).
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Propriétés structurantes
La propriété principale de l'alginate est sa capacité a former des gels en présence de cations

divalents ou multivalents (ex.: Ca®, Ba*, AI’*...) selon I’équilibre suivant :

2AlgMe, + Me?' < Alg, Me, +2Me;*

avec  Alg qui représente 1’alginate
Me, un sel monovalent

Me, le cation chélateur

La gélation se fait par diffusion lente du cation dans la solution visqueuse d'alginate. Elle
provoque un changement de conformation, montré par dichroisme circulaire, qui se limite a la
région des transitions des groupes carboxyliques (Figure 1.10) (Morris et coll 1973, Rees et
Welsch 1977). La liaison cation-polysaccharide se fait donc essentiellement avec les résidus

(G).
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Figure 1.10 : Evolution du spectre en dichroisme circulaire de P'alginate (M/G = 21/79) en présence de cations
calcium (A) et en I’absence de calcium (B) (Morris et coll 1973).

Les trois blocs (M-M, G-G et M-G) sont polyanioniques. Les blocs (G-G) forment
préférenticllement des liaisons ioniques intermoléculaires entre deux groupements carboxyles
libres voisins et un cation multivalent (calcium par exemple). L'arrangement des résidus (G) en
forme de boucle permet aux oxygeénes des groupements hydroxyles voisins de renforcer cette
liaison ionique. La liaison est donc plus forte et les zones de jonction ressemblent a la coupe
transversale d'une "boite a ceufs" ol le cation représente l'ceuf 2 l'intersection des chaines

polysaccharidiques (Figure 1.11). Les blocs (M-M) et (G-M) n’interviennent que faiblement

dans ce type de liaison (Grant et coll 1973).
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@ correspond aux oxygenes impliqués
dans les liaisons

Figure 1.11 : Gélation de I’alginate en présence de Ca™ : "modele de la boite & ceufs" (Grant 1973). les cercles
pleins correspondent aux oxygénes impliqués ou renforgant la liaison ionique des résidus (G) avec le calcium.

L'origine de l'alginate, dont les proportions (M-M), (G-G) et (M-G) sont variables, influence
donc la rigidité des gels formés. Si l'alginate est riche en (G), il forme un gel solide mais
cassant. Par opposition, s'il est plus riche en (M), le gel est moins solide et plus souple
(Penman et Sanderson 1972; Martinsen et coll 1989). L’explication proposée par Draget (1997)
est la suivante : les gels d’alginates riches en résidus (G) ont des chaines longues de blocs
(G-G) rigides et de chaines courtes élastiques de blocs (M-M), conférant au réseau d’alginate
une structure plus dure et plus statique que celui des alginates riches en résidus (M) dont les
chaines longues de blocs (M-M) sont majoritaires. La rigidité d’un gel d'alginate dépend des
proportions des blocs structuraux dans la molécule mais aussi de I'affinité du cation vis-a-vis de
l'alginate (Smidsrod et Skjak-Braek 1990). L'ordre d'affinité (donc I’augmentation de la rigidité
du gel) pour certains cations est la suivante:

Pb* > Cu? = Ba* > Sr** > Cd* > Ca* > Ni* > Zn™ > Co* > Ni**

Comme décrit ci-dessus, il existe différentes sources d’extraction de I’alginate, qui ont des
proportions d’acide uroniques (G) et (M) variables et qui induisent des différences dans les
nombres de réarrangements structuraux (G-G, M-M, G-M). L’affinité des cations pour
’alginate et les propriétés des gels résultants dépendent donc du contenu relatif des deux
monomeres (G) et (M) et de leur distribution. De ce fait, la viscosité des solutions d’alginate est

surtout rapportée au poids moléculaire (Martinsen et coll 1991).
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Les gels d'alginate de calcium peuvent étre destabilisés par certaines substances comme les
phosphates, I’éthyléne diamine tétra-acétate (EDTA) ou le citrate dont I’affinité pour les ions
Ca** est plus importante que pour ’alginate (Smidsrod et Skjak-Braek 1989).

3.1.4.Méthodes de gélation

Lorsqu’une solution d’alginate est mise en présence d’une solution de chlorure de calcium, un
précipité ou un gel d’alginate de calcium se forme instantanément. Cette gélation rapide
provoque souvent une irrégularité¢ au sein du gel (Skjak-Braek et coll 1989). Pour éviter ce
probleéme, deux techniques de gélation ont été développées : la méthode de dialyse et la méthode

de gélation interne.

3.1.4.1.Gélation par diffusion ou par dialyse

Cette technique permet au cation de diffuser au sein de la solution d’alginate. Les gels obtenus
peuvent €tre des billes dont le diametre est contrdlé par la taille de la piece d’extrusion, par la
viscosité de la solution d’alginate de départ et par I’application d’un courant d’air pour expulser
les gouttelettes de la solution d’alginate avant gélation. On peut également obtenir des fibres en
appliquant un processus d’extrusion continu. Pour former des gels plus larges, 1’alginate est
introduit dans un récipient surmonté ensuite d’une membrane a dialyse a travers laquelle le
cation chélatant peut migrer.

En fonction du pH du milieu, deux procédés de gélation par dialyse sont distingués : la
diffusion neutre et la diffusion acide (Onsoyen 1996).

Dans le systeme de gélation par diffusion neutre, les cations Ca* diffusent depuis un bain
externe ou par pulvérisation de CaCl, dans le mélange contenant I’alginate. Le temps de contact
de la solution calcique a la surface de ce mélange dépend de la vitesse et du type de gélation
voulu. Une vitesse rapide de gélation avec un temps de contact court provoque la formation
d’une couche externe gélifiée. Par opposition, un temps de contact long avec une gélation lente
donne lieu a une gélation partielle voire totale du mélange contenant I’ alginate.

Dans le cas du systeme de gélation par diffusion acide, un sel de calcium insoluble est incorporé
dans I’alginate. L application d’un acide a la surface de ce mélange permet au sel de calcium de

se dissoudre et provoque ainsi le début de Ja gélation.

3.1.4.2.Gélation interne

Cette technique est surtout employée dans I’industrie alimentaire ou pour la réalisation d’un

milieu stérile lors de cultures de cellules végétales (Draget 1997). En général, la solution
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d’alginate est mélangée & un complexe inactif du cation chélatant (de type EDTA, phosphate
carbonate ou citrate de calcium). Un agent retardateur (souvent une D-glucono-8-lactone) est
introduit dans ce mélange, et libére des ions H* qui provoquent alors la libération du cation

chélatant, par exemple le calcium, Figure (1.12) suivie de la gélation de la solution.

Alginate [_, @(
/\ \GDL é

(—e/ E‘Cog' @/ Oz

Figure 1.12 : Technique de gélation interne de I’alginate, utilisant le carbonate de calcium (CaCO,) comme agent
de chélation et la D-glucono-&-lactone (GDL) comme agent retardateur (Onsoyen 1996)

3.1.5. Applications industrielles et médicales

Applications industrielles

L’alginate de sodium en solution est employé dans I’industrie pour ses propriétés rhéologiques,
et sous forme de gel pour. ses propriétés de gonflement et d’insolubilité (revue récente par
Onsoyen 1996).

Il entre dans la composition des teintures de textile, car il est un bon épaississant et ne réagit pas

avec les colorants anioniques.

L’alginate est employé également dans I’industrie du papier pour le dimensionnement et/ou pour

le lissage du papier. Dans le dimensionnement du papier, I’alginate est associé¢ a ’amidon dont
il limite la pénétration dans le papier. Il permet ainsi d’améliorer certaines propriétés du papier
telle la douceur ou la rugosité et ’uniformité. L’alginate donne au papier final une meilleure
résistance a 1’huile, a la graisse et aux solvants et une plus grande qualité d’impression.

Dans le traitement de I’eau, 'alginate sert de co-floculant. Les longues chaines de I’alginate se

lient aux impuretés et aux autres floculants et forment ainsi des agrégats qui sont facilement

séparables de I’eau.
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L’alginate est un polymere tres largement utilisé dans l’industrie alimentaire. On y utilise
I’alginate riche en résidus (G), I’alginate riche en résidus (M) mais également des alginates
modifiés de type alginate de propyleéneglycol. La liste citée ci-dessous ne représente que
quelques exemples de I’emploi de 1’alginate dans I’industrie alimentaire.

* La moutarde ou les sauces a base de moutarde : I’alginate permet d’obtenir les
propriétés rhéologiques désirées pour les moutardes ou les sauces utilisées dans les
distributeurs automatiques. L’alginate sert a la stabilisation de I’émulsion de la moutarde évitant
une séparation entre les phases solide et liquide.

* Les boissons : 1’alginate est employé comme stabilisant, épaississant ou comme
émulsifiant. Ainsi dans la bi¢re, son interaction avec des protéines augmente la durée de vie de
la mousse en la rendant moins fragile vis-a-vis des impuretés.

* Les confitures, marmelades, patisseries, aliments reconstitués (fruits secs, farces
pimentées des olives ...), alimentations animales et produits laitiers utilisent les propriétés de
gélation de I’alginate. Il existe de nombreuses formulations pour obtenir des gels stables a haute
température et qui ne se dégradent pas lorsque la température diminue (cas des crémes
renversées, confitures...). L’alginate permet également d’améliorer la stabilité des produits vis-

a-vis de la congélation et/ou de la décongélation.

Applications médicales
Sa capacité & former des gels et des films, son role de stabilisant, sa biocompatibilité et sa

~

biodégradabilité conférent a 1’alginate une grande utilisation pour différentes applications

médicales.

* Traitement du reflux cesophagien (Graham et coll 1997) : L’alginate forme en présence
du suc gastrique un gel acide capable de stagner environ trois heures dans l’estomac et de
constituer ainsi une barriere entre 1’estomac et 1’ cesophage.

* Dermatologie et brilures (Blair et coll 1990, Lawrence et Blake 1991) : En présence
d’exsudat d’une blessure, les fibres ou poudres d’alginate forment un gel hydrophile,
protecteur, non pliable, non toxique, et adhérant, ce qui permet de conserver un environnement
humide pour la blessure. Ce gel est également compatible et permet la diffusion de
médicaments. Les propriétés du gel et sa vitesse de formation dépendent de la méthode de
fabrication, de I’origine et du rapport Na*/Ca* de I’alginate. Par ailleurs, plus I’alginate est riche
en résidus (G), plus les fibres résultantes seront cassantes et absorbantes.

* Systeme de libération contrdlée : Lorsque 1’alginate est en contact avec de 1’eau ou un
milieu biologique, il gonfle. S’il est combiné & un agent bioactif soluble dans 1’eau, ce dernier
se dissout et diffuse au sein de la matrice gonflée. Selon que I’alginate soit riche en résidus (G)
ou en (M), les propriétés de gonflement et de porosité seront différentes et provoqueront une
libération plus ou moins rapide du médicament.

* Matériaux d’empreintes dentaires : L’utilisation de l’alginate dans les matériaux

d’empreintes dentaires repose sur la réaction entre un sel de calcium peu soluble (CaSO,) et
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d’un alginate de sodium, de potassium ou d’un alginate de triéthanolamine. Les matériaux
d’empreintes dentaires commerciaux sont des mélanges de composés (retardateur de réaction,
modificateurs de pH...), qui, lorsqu’ils entrent en contact avec ’eau, développent les propriétés

requises variant avec le nombre de résidus (G) ou (M).

Domaines de recherches et associations

L’utilisation de I’alginate dans d'autres domaines est actuellement a I’étude.

Ses propriétés de gélation sont ainsi employées pour la microencapsulation de cellules vivantes
(type llots de Langerhans dans le traitement du diabete) et pour I’élaboration d’un pancréas
artificiel (Perrier 1997). On évalue également I’encapsulation d'enzymes ou de petites molécules
(prednisolone, indométhacine...) (Sugawara et coll 1994, Bodmeier et Paeratakul 1991) dans le
but d'obtenir une libération prolongée de ces médicaments..

L’alginate sous forme de gel sert de support pour la culture cellulaire tridimensionnelle. En
effet, la transplantation de ce support est proposée comme méthode de réparation tissulaire. Un
prélevement tissulaire réalisé sur un patient est dissocié en cellules individuelles qui doivent
proliférer et adhérer sur une matrice support, aprés production d’un tissu néoformé in vitro, une
transplantation de I’ensemble est réalisée pour restaurer la perte de tissu. Cette matrice support
doit permettre une bonne nutrition des cellules mais doit également conserver sa structure
tridimensionnelle et avoir une flexibilit¢ et une duretée appropriée pour la fabrication du

nouveau tissu (Puelacher et coll 1994).

L’alginate est généralement employé tel quel. Cependant, certains dérivés et des associations
avec d’autres polymeres sont également proposés.

Actuellement, un seul dérivé de 1’alginate est commercialisé : ’alginate de propyléne-glycol qui
est obtenu par estérification de 1’alginate avec de I’oxyde de propylene (Sinquin 1995, Draget
1997). D’autres types de dérivés alginiques sont en cours d’études (Della Valle et coll, Soon-
Shoing et coll).

La chitine et ses dérivés jouent un rdle important dans le processus de cicatrisation des blessures
(Chung et coll 1994). L'association de l'alginate et du chitosan est obtenue par une liaison
ionique entre le polysaccharide cationique (groupement NH,* du chitosan) et le polysaccharide
anionique (groupements COO™ de I’alginate) (Matsumoto et coll 1993). Kauffmann et coll
(1992) a réalisé différentes matrices (proportions variables de ces deux polysaccharides) en
utilisant un alginate estérifié, permettant d'obtenir les viscosités adaptées a son utilisation en tant
qu'agent gélifiant dans des compositions cosmétiques ou pharmaceutiques. Leur association
donne des gels limpides, partiellement biodégradables et ayant de bonnes propriétés physico-
chimiques. Miyazaki et coll (1994) a réalisé une matrice d'alginate de sodium et de chitosan par
simple compression. Cette matrice permet d’obtenir la libération contrdlée du kétoproféne a

partir d'un comprimé bioadhésit.
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L’association de fibres de collagéne imprégnées d'alginate (90:10) est connue sous le nom de
Fibrocol® et commercialisée en Angleterre. Elle est utilisée pour favoriser la cicatrisation de la
peau lors de briilures ou de greffes.

De nombreuses autres associations avec I’alginate sont également mentionnées : alginate - poly-
L-Lysine-alginate (Thu et coll 1996), alginate-mucin (Fuonfuchat et coll 1996)...

3.2. Hyaluronate

Le hyaluronate est un mucopolysaccharide des tissus conjonctifs. Sa particularité est
d’emmagasiner une grande quantité d’eau formant une matrice visqueuse autour des cellules. Il
est le constituant majeur de ’humeur vitrée ot il agit comme un gel transparent de faible indice
de réfraction permettant au globe oculaire de garder sa forme (Atkins et coll 1972). Il représente
également la majorité des constituants du liquide synovial ou il est présent en grande partie sous
forme libre (non complexé avec d'autres macromolécules). Il entre dans la composition de la
matrice cartilagineuse ol il s'organise en réseau avec les fibres de collagéne et les

protéoglycanes.

3.2.1.Sources du hyaluronate

Le hyaluronate est synthétisé dans de nombreux tissus : liquide synovial, la peau, le cordon
ombilical, la créte de coq.... Il fit isolé de I’humeur vitrée bovine pour la premiére fois en 1934
(Meyer et Palmer 1934). II peut également étre synthétisé par une bactérie, Streptococcus
zooepidemicus. Selon ’origine et le mode de préparation du hyaluronate (extraction liquide-
liquide, échange d’ions, précipitations, procédés enzymatiques ou électrophorétiques...), son

poids moléculaire peut varier de quelques 10* a 10° Da (tableau 1.3).

Le hyaluronate est une macromolécule localisée dans les espaces intercellulaires. Il est
synthétisé dans la membrane cellulaire de nombreux types de cellules mais n’est jamais stocké
dans la cellule elle-méme. Apres synthése du polymere, ce dernier est €jecté vers les espaces
extracellulaires vides ou son rdle est de combler ce vide, stabiliser la structure et proteéger les
cellules (Balazs et Denlinger 1993).
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ORIGINE DU TECHNIQUE DE PREPARATION POIDS MOLECULAIRE
HYALURONATE x 10 ¢ (Da)"
Humeur vitrée papaine, cétylpyridinium 1,6
bovine électrophorése 1,8
Cordon ombilical papaine, cétylpyridinium 5,8
humain électrophorése 2,7
enzymes, rouge de phénol, cétylpyridinium 3,0
Créte de coq papaine, cétylpyridinium 1,3
électrophorese 1,3-4,2

Tableau .3 : Evolution du poids moléculaire de I’acide hyaluronique en fonction de son origine et de la méthode
d’extraction. * : Balazs 1958.

3.2.2.Structure

Le hyaluronate est un polysaccharide linéaire composé alternativement de résidus acide
B-D-glucuronique et N-acétyl-p-D-glucosamine li€s en (1-4) et en (1-3). L’enchainement de ces
deux résidus donne une unité disaccharidique appelée acide N-acétyl-hyalobiuronique (Figure
1.13).

HO NHCOCHz  COOH

N-acétylglucosamine acide glucuronique

Figure 1.13 : Formule chimique du hyaluronate.

Le polysaccharide est formé de 10 000 a 12 000 unités disaccharidiques. Il est fortement
hydraté et se replie en pelote de 0,5 pm de diametre environ (Balazs et Denlinger 1985).
3.2.3.Propriétés du hyaluronate

Le hvaluronate de sodium se présente sous forme de filaments blancs enchevétrés a l'aspect

proche de celut du coton.
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En premiére approximation, on peut dire que I’acide hyaluronique, en solution neutre de force
ionique faible, a une structure de serpentin dont le repliement semble obéir au hasard (random
coil) et dont le rayon de giration est compris entre 2400 et 6400 Angstroms (Balazs 1958).

qui confere un

comportement légérement acide a la macromolécule (pKa de I’ordre de 3.2) (Hadler et Napier

Chaque wunité disaccharidique comporte une fonction carboxylique,

1977). Le hyaluronate a une grande affinité pour I’eau puisqu’il peut s’hydrater jusqu’a mille
fois son volume anhydre. La majorit€¢ des molécules d’eau estt maintenue mécaniquement au
sein du polysaccharide et n’est donc pas liée chimiquement au hyaluronate (Laurent et Fraser
1992).

La plupart des travaux publiés sur la détermination de sa viscosité intrinseque sont relatifs a des
mesures de temps d’écoulement a travers un tube capillaire. Dans le tableau 1.3 sont reportées

certaines valeurs de la viscosité intrinseéque de 1’acide hyaluronique & 25°C.

Provenance Poids Milieu d’étude Viscosité Référence
moléculaire intrinseque
(10° g/mol) ] (mL/mg)
Créte de coq 1,3 0,95 - 3,13 |Balazs
Cordon ombilical 5,8 1,33 - 2,99 [(1958)
Humeur vitrée 1,6 0,9 -4,8
bovine
Créte de coq 1,3 0,2 M Na(Cl 2,22 Cleland et Wang
0,5 M NaCl 1,33 (1970)
Cordon ombilical pH 5, Na" ou Li* 2,5 Chakrabarti
pH 5, Ca®* ou Mg* 1,9-2,1 |(1977)
Cordon ombilical 1 pH 9,5 1,8 Matthews et Decker
pH 12,5 1,0 |97
Créte de coq 1,3 pH 2,6 1,1 Park et Chakrabarti
(1977)
Créte de coq 1,6 pH 7NaCl 0,15 M 2,6 Morris et coll
4 5,9 (1980)
Créte de coq 1,3 0,02 M acétate pH 6 2,47 Payan et coll
(1993)

Tableau 1.3 : Valeurs de la viscosité intrinséque de I’acide hyaluronique selon I’origine et le milieu étudié.

La nature du milieu influence la valeur de la viscosité intrinseque : I’augmentation de la force
ionique & un méme pH entraine sa diminution (Cleland et Wang 1970) ; sa valeur est plus faible

en présence d’ions divalents qu’en présence d’ions monovalents (Chakrabarti et Balazs 1973).
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Ce phénomene est dii a une rigidification de la structure par les ions divalents dont le nombre de
coordination est plus élevé. L’acidification du milieu entraine une diminution des charges
négatives du polymere : les molécules se repoussent moins et sont plus indépendantes les unes

des autres. Ceci se traduit par une diminution de la viscosité intrinséque (Morris et coll 1980).

Les études de rhéologie des solutions de hyaluronate ont mis en évidence ses propriétés de
viscoélasticité particulieres (Bothner et Wik 1987) :

A une concentration de ’ordre de 1 mg/mL, les molécules de hyaluronate, en pelote, entrent en
contact les unes avec les autres. Au dela de cette concentration, elles s’interpénétrent pour
former un réseau tridimensionnel flexible. A partir de 10 mg/mL, le réseau devient trés serré et
confere & la solution de hyaluronate un aspect de gel de grande viscosité. En réalité, cette
viscosité, mesurée par viscosimétrie capillaire (Figure 1.14), varie avec sa concentration et son
poids moléculaire. Ainsi, une molécule de hyaluronate en pelote étendue va modifier la
trajectoire de certains courants de flux provoquant ainsi une augmentation de la viscosité (Figure
I.14a). Dans le cas d’un hyaluronate de poids moléculaire inférieur en concentration identique,
la trajectoire des courants n’est plus altérée, d’olt une diminution de la viscosité (Figure 1.14b).
Avec une concentration croissante d’un méme hyaluronate, ce sont les frictions internes au

capillaire qui provoqueront une augmentation de la viscosité (Figure I.14c).

@ {b)

Figure I.14 : Ecoulement du hyaluronate dans un tube capillaire, écoulement dépendant de la concentration et du
poids moléculaire (Bothner et Wik 1987).

En milieu neutre, les charges négatives de I’acide lui donne un caractére polyélectrolytique
comme pour la plupart des polysaccharides. Cette propriété permet au hyaluronate d’avoir une
certaine affinité pour les cations de type métaux alcalins ou alcalino-terreux, métaux de
transition, protons .... Ces cations peuvent intervenir dans un changement de conformation de
cet acide comme cela a été observé par dichroisme circulaire (Chakrabarti 1977) (Figure 1.15).
L’acide hyaluronique présente en effet deux bandes en dichroisme a 210 et 190 nm,
correspondant respectivement aux transitions n —> n* et 1 —> n* des groupements amides (Stone
1969, 1971). La bande a 210 nm correspond a une forte ellipticité négative dont I’amplitude est

réduite en présence d’ions divalents (Chakrabarti 1977), ou lorsque le milieu est acidifié (Park
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et Chakrabarti 1978). La bande a 190 nm change de sens avec le pH du milieu (Chakrabarti et
Balazs 1973) : elle est positive et forte en milieu acide et devient négative pour des pH
supérieurs a 4,5. Ce changement de signe est attribué au changement de conformation d’une
chaine isolée de polysaccharide ou a une interaction intermoléculaire, induite par le changement
d’ionisation des groupements carboxyliques.

Dans le liquide synovial, les molécules d’acide hyaluronique s’interpénétrent et joueraient ainsi
un rdle de filtrant pour les solutés circulants mais auraient également la capacité d’exclure des
molécules de haut poids moléculaire. Le hyaluronate donne au liquide synovial le pouvoir
d’absorber les chocs (Balazs et Denlinger 1993) et lui procure des propriétés rhéologiques
particuli¢res : lorsque la force de cisaillement appliquée est faible (dans le cas de la marche par
exemple), le liquide synovial a un comportement visqueux. Si cette force de cisaillement
augmente (lors d’une course par exemple), son comportement devient élastique. Cette €lasticité
est régie par la déformation des molécules d’acide hyaluronique. La transition entre ces deux
comportements dépend de la concentration en acide hyaluronique mais aussi de son poids

moléculaire.

89 [61x 103

Figure 1.15 : Variation du spectre de dichroisme circulaire du hyaluronate en fonction de la nature des ions
présents dans le milieu de dissolution (Johnson 1987).

3.2.4.Applications industrielles, médicales

Applications industrielles et recherches
Le hyaluronate et ses dérivés (hylans) sont tres largement employés pour leur propriétés
rhéologiques mais également pour leur grande compatibilité biologique.

La capacité du hyaluronate a capter des molécules d'eau est mise a profit dans ['industrie

cosmétique pour la formulation de cremes, de gels ... (Sakurai 1987).
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Les propriétés rhéologiques particulieres du hyaluronate, c’est-a-dire sa forte viscosité en
présence d’une faible vitesse de cisaillement (ou en I’absence de cette contrainte), permet de
manipuler les tissus ophtalmologiques et de maintenir la profondeur et la forme de la chambre
antérieure. Lors d’une vitesse de cisaillement forte (injection au travers d’une canule) sa

viscosité est faible et permet au hyaluronate d’étre injecté. Ces caractéristiques lui valent une

utilisation pour les interventions chirurgicales oculaires (HEALONID®, HYALGAN®) (Goa et
Benfield 1994). Toujours dans le domaine oculatre, il sert de vecteur pour la libération controlée
de la pilocarpine (Larsen et Balazs 1991).

Le hyaluronate est utilis€é comme marqueur diagnostique pour certaines pathologies. Par
exemple, dans le cas d’une cirrhose, le taux de hyaluronate sanguin est 10 & 100 fois plus élevé
que le taux normal (Laurent et Fraser 1992). Son dosage dans différents types de tissus et de
fluides (plasma, liquide synovial et urine) peut €tre utile aussi pour le diagnostic des
arthropathies inflammatoires (Jouzeau et coll 1992), hépatiques et rénales mais également pour

des cancers et des scléroses systémiques.

Le hyaluronate joue un role dans la cicatrisation. Il a le pouvoir d’immobiliser de 1’eau dans le
tissu et donc de changer le volume dermal et sa compressibilité. Il peut également influencer la
prolifération, la différentiation cellulaire et la réparation tissulaire (Laurent et Fraser 1992,
Juhlin 1997). 11 a été testé dans le cas de perforations de la membrane du tympan (Martini et col
1991) pour favoriser la cicatrisation mais est également testé pour la réparation de la peau (Burd
et coll 1991).

Ses propriétés de viscoélasticité sont exploitées dans le concept de la viscosupplémentation,

basé sur I’hypothése que des injections intra-articulaires de hyaluronate peuvent restaurer les

caractéristiques du liquide synovial (Maheu 1995) et donc protéger le cartilage.

Associations avec le hyaluronate

Comme la plupart des polymeres, 1’acide hyaluronique a également ét¢ employé en association
avec d’autres constituants.

Le hyaluronate a ainsi été associé a la fibronectine et au collagéne pour favoriser le processus de
cicatrisation (éponges de collagene). L'association polysaccharide-protéine se fait soit par
liaison ionique entre le hyaluronate et le collagene, soit par liaison covalente entre le collagéne et
le hyaluronate activé par du bromure de cyanogene (Huang-Lee et Nimni 1993).

Le hyaluronate a été réticulé avec différents composés pour former des gels de hyaluronate
appelés hylans. Ces polymeres ont des poids moléculaires plus élevés que le hyaluronate (lors

de la réticulation avec du formaldéhyde), ou présentent un réseau moléculaire infini (réticulation
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via des groupements vinylsulfone) (Larsen et Balazs 1991). Ils servent a la libération controlée
de médicaments (pilocarpine ou betaxolol, gentamicine...) mais aussi en viscosupplémentation.

Dans I’objectif de comblement de lésions ostéochondrales, un hyaluronate de haut poids
moléculaire mélangé a des chondrocytes a été introduit au sein de la cavité articulaire (Robinson

et coll 1990). La réparation tissulaire obtenue est proche du cartilage hyalin.
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II. PRESENTATION DE L’ETUDE

Dans cette étude bibliographique, nous avons présenté les principales caractéristiques des deux
polysaccharides choisis : I’alginate pour ses propriétés structurantes et le hyaluronate pour ses
propriétés biologiques. L’objectif attendu de leur association est d’obtenir un gel plus ou moins
solide dans le but de favoriser la restauration du cartilage lors du comblement de Iésions

ostéochondrales.

Ces deux polymeres sont commercialisés sous différentes formes. Nous exposerons donc les
raisons qui ont guidé nos choix, avant de présenter le déroulement des études que nous avons

réalisées.

1. Choix des polysaccharides

L’alginate a été choisi pour sa capacité a gélifier en présence de cations multivalents. Le
polymere extrait de Macrocystis pyrifera est commercialisé sous trois formes, dont la viscosité
est soit faible, soit moyenne, soit forte. Notre choix s’est porté principalement sur I’alginate de
moyenne viscosité afin d’obtenir un gel ni trop souple ni trop rigide. Son comportement en
biologie cellulaire a néanmoins été comparé a celui d’un alginate de faible viscosité, plus
généralement employé dans la littérature.

Pour le hyaluronate, plusieurs origines sont commercialisées, et, a chacune correspond un
poids moléculaire et des caractéristiques rhéologiques spécifiques, ainsi que nous I’avons décrit
précédemment (§ 1.3.2.3). Nous avons souhaité évaluer I’incidence de la viscosité de I’acide
hyaluronique sur le comportement du gel obtenu : pour cela nous avons utilisé plusieurs
variétés. Certaines sont extraites de la créte de coq (nommée HA I dans la suite de ce mémoire),
du cordon ombilical humain (HA III) ou de I’humeur vitrée bovine (HA IV). Enfin, une forme
commerciale (HA II) dont ’origine n’est pas spécifiée, a été retenue pour son faible cofit, en
vue d’un développement ultérieur du biomatériau.

Les caractéristiques du biomatériau hybride dépendant a priori des proportions des deux
polysaccharides, nous avons préparé des mélanges de rapport massique hyaluronate / alginate
variable : les valeurs de rapport 1:3; 2:3 et 3:3, correspondant respectivement aux fractions
massiques en hyaluronate de 0,25; 0,4 et 0,5, ont été retenues.

Pour augmenter les interactions possibles entre nos polymeres, nous avons €galement envisagé

de modifier chimiquement ’'un d’entre eux.
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2. Déroulement des travaux

La premicre étape de nos travaux a concerné I’étude des propriétés physico-chimiques de nos
polymeres, dans le but de mettre en évidence une éventuelle interaction entre eux. Pour cela,
nous avons utilisé tout d’abord la possibilité offerte par le dichroisme circulaire de montrer des
modifications de conformation locale des polysaccharides. Le comportement rhéologique des
polysaccharides en solutions est une deuxietme méthode : elle a en effet ét€ utilisée
précédemment par Fuongfuchat et coll (1996), qui a montré ainsi I’existence d’interactions entre
I’alginate et la mucine. L’étude rhéologique a été réalisée d’une part sur des solutions diluées
par des mesures de viscosité intrinseque ainsi qu’il est souvent réalis€ pour des solutions
saccharidiques (Haug et Smidsrod 1962, Smidsrod 1970, Thu et coll 1996...), et d’autre part
pour les solutions concentrées qui serviront ultérieurement a la formation des gels. L’ensemble
de cette étude a concerné plus spécialement deux hyaluronates de poids moléculaires différents,
HA et HA IL

L’étude de la formation des gels a constitué la deuxieme étape de ce travail. A partir d’un
mélange d’alginate et de hyaluronate (HA T ou HA II) en solution concentrée, il est possible de
préparer un gel en présence de cations divalents. Le choix du cation s’est port€ sur I’ion calcium
car il est trés employé dans les études de gélation de I’alginate mais également parce qu’il est
treés présent dans I’organisme et particulierement dans le cartilage. Pour des raisons techniques
d’analyse, des gels ont été préparés sous deux formes. La gélation dans des cassettes a permis
d’obtenir des gels rectangulaires d’une épaisseur d’environ 2,5 mm, qui sont découpés en
disques de 10 mm de diametre, pour déterminer les propriétés mécaniques des gels au
rhéometre a plans striés paralleles. Le mécanisme de gélation au sein des différentes matrices,
sous forme de billes, a été étudié en déterminant les parametres de diffusion des ions calcium,
de I’eau et du hyaluronate lors de la formation des gels. Les gels ont enfin ét€ soumis a une
observation macroscopique et microscopique pour visualiser le réseau polysaccharidique des
gels.

La troisiéme partie correspond a I’étude du comportement des matrices dans des milieux
simulant les conditions physiologiques et a I’observation de leur biocompatibilité in vitro et in
vivo. L’étude de la stabilité des gels dans différents milieux est réalisée sur des billes, pour
différentes espéces de hyaluronate (HA I, HA III et HA IV), par le dosage du hyaluronate libéré
par chromatographie liquide haute performance. Différents constituants endogenes, présents
dans la cavité articulaire, ont plus particulierement été étudiés : des protéines comme 1’albumine,
et I’acide hyaluronique lui-méme. Ce travail a été suivi d’une étude de cytocompatibilité des
matrices vis-a-vis de chondrocytes, en comparant les matrices hybrides au modéle de référence
que constitue 1’alginate de calcium. La prolifération et la viabilit€ cellulaire ont constitué, avec
les caractéristiques biochimiques de la matrice extracellulaire synthétisée, ’ensemble des
paramétres qui nous ont permis d’évaluer I’éventuelle incompatibilité de telles matrices avec les
chondrocytes. In vivo, I'implantation de certaines de ces matrices (alginate, HA I-alginate),
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dans un modele de poche a air chez le rat a permis enfin d’observer la présence ou non de
réactions inflammatoires liées a ces matériaux. Le mélange HA I-alginate-chondrocytes
(HA ICh) hétérologues a été utilis€ en tant que témoin positif. Les réactions inflammatoires
¢ventuelles ont ét€ évaluées par les dosages biochimiques des exsudats ou de 1’eau de lavage

des poches lors du sacrifice.

Parallelement a ces travaux et au vu des premiers résultats, nous avons cherché a augmenter les
interactions entre les polysaccharides, en modifiant chimiquement le hyaluronate. La
déacétylation partielle du hyaluronate a ainsi ét€ envisagée : les groupements amines libérés
sont, en effet, susceptible d’établir une liaison ionique avec les fonctions carboxyliques de
I’alginate. Pour cela, nous avons appliqué et adapté la méthode proposée par Dahl et coll (1988)
pour obtenir plusieurs dérivés (noté HA II, a HA II,)) présentant un taux de déacétylation .
variable. Pour des raisons de cofit de mise au point de la synthése, cette réaction chimique n’a
été réalisée que pour HA II. La variation du poids moléculaire en cours de syntheése a été suivie
par des mesures de diffusion de lumiere laser aux petits angles (LALLS) et le pourcentage de
groupements amine libérés est obtenu par un dosage colorimétrique des groupements N-acétyl-
glucosamine restant dans la molécule de hyaluronate. Dans un soucis de clarté de présentation,
nous présenterons dans ce mémoire les résultats concernant le hyaluronate déacétylé avec ceux
du hyaluronate natif. Néanmoins, lors de 1’étude de certains facteurs, seules les conditions

optimisées pour le hyaluronate natif ont été appliquées au polysaccharide modifié.

Ces études ont donné lieu a différentes publications :

A) S. Oerther, H. Le Gall, E. Payan, F. Lapicque, N. Presle, P. Hubert; J. Dexheimer,
P. Netter, F. Lapicque. Hyaluronate-alginate gel as a novel biomaterial: Mechanical properties

and formation mechanism. Biotechnology and Bioengineering, sous presse 1998.

B) S. Oerther, E. Payan, F. Lapicque, N. Presle, P. Hubert, S. Muller, P. Netter,
F. Lapicque. Hyaluronate-alginate combination for the preparation of new biomaterials:
Investigation of the behaviour in aqueous solutions. Biochimica and Biophysica Acta, sous

presse 1998.

C) S. Oerther, A.C. Maurin, E. Payan, P. Hubert, F. Lapicque, J. Dexheimer, P. Netter,
F. Lapicque. High interaction alginate-hyaluronate associations by hyaluronate deacetylation

for the preparation of efficient biomaterials. Biopolymers, soumis 1998.
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III. MATERIELS ET METHODES
1. Réactifs

1.1. Polysaccharides

L’alginate de sodium : Sigma (La Verpilliere, France)
Extrait de Macrocystis pyrifera
Rapport mannuronique / guluronique : 61/39 (Rajaonarivony et coll 1993)
* Viscosité, pour une solution a 20 mg/mL : 3,5 Pa.s 8 25°C (Alg)
* Viscosité, pour une solution a 20 mg/mL : 0,25 Pa.s 2 25°C (Alg FV)
Le hyaluronate de sodium :

* Extrait de la créte de coq (HA I), Sigma (La Verpilliere, France)

* Origine non connue (HA II), pureté : 85 % en poids, Acros (Noisy le Grand, France)
Viscosité, pour une solution a 20 mg/mL : 5,3 Pa.s 8 25°C

* Extrait de cordon ombilical humain (HA III), Sigma

* Extrait d’humeur vitrée bovine (HA IV), Sigma

1.2. Autres réactifs et consommables

Eau ultrapure (résistivité > 18 M.Q2m) obtenue par Purite prestige (Osi, France).

Les réactifs et consommables ont été obtenus chez les différents fournisseurs suivants :
Boehringer (France) : Collagénase Bactérienne (Closidium histoliticum).

Cole-Palmer Instruments (USA) : Filtres nylon (0,45 im)

Euromedex (France) Dosage des prostaglandines E2 par kit Elisa : 1 flacon de EIA BUFFER de
30 mL sert de tampon de dilution du conjugué, des standards et des essais. 1 flacon de WASH
BUFFER de 20 mL sert de tampon de lavage, employé€ dilué au 1/10éme. 1 flacon de K-BLUE
SUBSTRATE DE 20 mL correspondant au substrat de I’enzyme. 1 flacon de conjugué de
150 pL correspond a des prostaglandines E2 couplées a la peroxidase. 1 flacon de standard de
100 pL.

Gibco BRL (France) : Amphotéricine B, DMEM, DMEM/HAMF12, EDTA, EDTA-trypsine,

gentamicine, L - glutamine, sérum de veau foetal décomplémenté, trypsine, tampon phosphate

sans ions calcium ni magnésium (PBS).
Merck (Nogent/Marne, France) : Acétone, acide acétique, acide chlorhydrique concentré,
4-diméthylaminobenzaldéhyde (PDMA), KoHPO4, méthanol, NaCl, NaH2PO4,H20, toluéne,
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tris(hydroxymethyl)amino-méthane (Tris).

Pharmacia diagnostic (St Quentin en Yveline, France) : Kit radiométrique «HA test 50» :
5 flacons d’acide hyaluronique de concentrations 25, 75, 200, 500 et 1000 pg/L pour effectuer
la gamme. 1 étalon pour réaliser le blanc. 1 traceur d’iode 125 couplée a une protéine support
(**I-HABP) (18,5 Mbg/0,5 mL). 1 solvant de reconstitution bleu (15 mL). 1 solution jaune
d’HA-sépharose (6 mL). 1 solution de suspension Tween 20° (150 mL).

Pierce (USA) : Cassettes a dialyse, format 34 x 25 mm, (Slide-A-Lyse).

SDS (Villeurbanne, France) :Ethanol, acétonitrile.

Sigma (La Verpilliere, France) : Acétate de sodium, N-acétylglucosamine, acide benzoique,

acide phosphorique, bleu alcian, bleu Trypan, CaCl,, chondroitinase ABC (EC 4224),
chondroitine sulfate 4, hyaluronate lyase (EC 4221), hydrazine anhydre, hydrazine sulfate,
NaNO,, NaN,, pronase, rouge de ruthénium, sérum albumine bovine, tétraborate de sodium.
Kit dosage des protéines n°TPRO-562 : Solution d’acide bicinchoninique (pH 11,25) (B-9643)
contenant du carbonate de sodium, du tartrate de sodium, du bicarbonate de sodium dans la
soude. Solution a 4 % de sulfate de cuivre II pentahydraté (C-2284). Solution de dosage
(chromogene) : 50 volume de B-9643 + 1 volume de C-2284.

Spectrum medical Industries (USA) : Membranes a dialyse dont le seuil de diffusion est de 12 a
14000 Dalton.

TAAB (France) : Acétate d’uranyle, anhydre dodécénylsuccinique, anhydre méthylnadique,

citrate de plomb, résine Epon 812°, tétroxyde d’osmium,
2-4-6 trisdiméthylaminométhylphénol, glutaraldéhyde, grille en cuivre ou en or.

Wanlin (France) : Seringue insuline.

Waters (St Quentin en Yveline, France) : Phosphate de tétrabutylammonium (Pic A).

2. Solutions

2.1. Polysaccharides

Les différentes solutions de polysaccharides ont été préparées soit individuellement ou soit en
mélange en fonction des études réalisées .

Les solutions individuelles de polysaccharides sont préparées soit a une concentration &
20 mg/mL pour des études en milieu concentré mais également lors de la réalisation des gels,
soit & une concentration de 2 mg/mlL en milieu dilué. Cependant cette derniére concentration
subit des dilutions successives pour certaines mesures (de type Ubbelhode ou dichroisme
circulaire).

Les solutions de polysaccharides en mélange sont préparées a une concentration de base en

alginate a 20 mg/mL pour les solutions concentrées mais €également pour la réalisation des gels.
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Le hyaluronate est additionné a 1’alginate pour obtenir des rapports massiques HA/alginate de
1:3, 2:3 et 3:3, c’est-a-dire pour des fractions massiques en HA équivalant a 0,25, 0,4 et 0,5.

Pour les études des solutions en mélange étudiées dans des conditions de forte dilution,
’alginate est a concentration de 2mg/mL et le hyaluronate est toujours incorporé de facon a
obtenir les mémes rapports massiques que ci-dessus. L’ensemble de ces solutions peut subir

des dilutions et peut également étre préparé en présence de NaCl (concentration variable).

2.2. Autres solutions

* Eluants :

NaNO, 0.1M contenant NaN, (bactéricide) a 400mg/mL. L’ensemble de la solution est
filtrée sur du 0,22 pm.

HPLC : Mélange de phosphate de tétrabutylammonium 10mM et d’acétonitrile
83:17 (v/v) ajusté a pH 7,35 avec de I’acide phosphorique

* Anesthésie : mélange anesthésique composé d’un flacon de 10 mL d’Imalgéne 500 (Rhone
Mérieux) plus 3,3 mL de Vétranquil® 2 0,5% (Sanofi Santé Nutrition Animale).

* Tampons et solutions :

Acétate pH 6 : Solution de CH3COONa, 3H20 a 100 mM, ajustée a pH 6.
Acétone de 0 a 100% : solutions acétone a 10, 20, 30, 50, 75 et 100 % dans ’eau.

Acide hyaluronique & 2 mg/mL dans tampon phosphate 0,05M pH 5. Deux dilutions

avec du tampon acétate pH 6 pour obtenir de I’acide hyaluronique a 1 et 0,1 mg/mL.

Cacodylate pH 7.2 : glutaraldéhyde a 2,5 % dans du tampon cacodylate 0,1 M.

Citrate - EDTA (55 mM- 20mM) dissous dans NaCl 0,15 M.

1,9 DMB : 16 mg de diméthyl-méthyleéne blue + 3,04 g de glycine + 2,37 g de NaCl, le
tout est ajusté a un volume de 1L avec I’eau bidistillée. Le pH ajusté a 3 avec du NaOH.

EDTA 50 mM dissous dans I’eau.

Hyaluronidase 1 ampoule a environ 500 Ul est préparée par addition de 5 ml. de tampon
phosphate (0,05M) pH 6.

PDMA : le réactif PDMA est préparé juste avant utilisation a 160 mg/mlL dans un
mélange acide acétique 95 % - HCI concentré 5 %.

Phosphate pH 7.4 : mélange de Ko)HPO4 (8 mM), NaH2PO4,H20 (2 mM) et de NaCl
(150 mM). Cette solution est ajustée a pH 7,4.

Résine Epon : 9,1 mL d’Epikote 812 (Epon) + 6,2 mL d’anhydre dodécénylsuccinique
+ 4,7 mL d’anhydre méthylnadique + 0,35 mL de 2-4-6 trisdiméthylaminométhylphénol.

L’ensemble est placé sous agitation lente pendant 1 heure.
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Résine Epon -acéfone : 6 mélanges de concentration croissante en résine sont employés

dont les proportions résine-acétone (v/v) sont les suivantes : 1/5, 2/5, 5/10, 3/5, 4/5 et 1/0.
Tétraborate de sodium a 5% pH9 : 20 mL d'eau bidistillée sont ajoutés a 1 g de
Na,B,0,.10H,0, et le pH est ajusté a 9 avec de I'HCI concentré.
Tris-HCI S mM pHS8 : 121,2 mg de C,H,,NO, sont dissous dans 20 mL d'eau distillée
et le pH est ajusté & 8 avec de 1'HCI concentré.

3. Appareillages

Les appareillages sont listés par ordre alphabétique et sont disponibles dans I'UMR 7561 sauf
spécification contrainte donnée.

Autoclave (Bioblock Scientific).

Cellules de Malassez (Bioblock Scientific).

CLHP : pompe modele 590, vanne d’injection avec une boucle d’injection de SOuL, un
détecteur UV modele 481 et d’une colonne Radial-pack C-18 (100 x 8 mm) (Waters).

Compteur gamma automatique LKB 2070 (Pharmacia LKB).

Cytometre de flux pour numération de globules blancs (Laboratoire d’Hématologie,
CHU Brabois).

Dicrographe CD6IM (Jobin Yvon Optics and Spectroscopy) couplé a un micro-

ordinateur, et les résultats exploités a l'aide du logiciel CDmax® (version 1.1), (service
commun, UHP Nancy 1).

Diffusion de lumiére laser aux petits angles (LALLS) Chromatix KM6, (Milton Roy,
USA) couplé a un chromatographe d’exclusion stérique, d’une pompe HPLC (Waters) avec une
boucle d’injection de 100 UL et d’un réfractometre (410, Waters), (UMR 7568, ENSIC-INPL).
Les colonnes chromatographiques sont des colonnes Shodex 806-805-804 OH Pack.

Evaporateur rotatif Rotavapor R (Buchi).

Microtome MT-7 (RMC, France) équipé d’un couteau diamant (Diatome, France),

(Laboratoire de Biologie Forestiere, Faculté des Sciences, UHP Nancy 1).

Microscope électronique a transmission (MET) Zeiss 0902A, Allemagne (Laboratoire de

Biologie Foresti¢re, Faculté des Sciences, UHP Nancy 1).

Microscope optique (Nikon).

Rhéometre codne-plan (CLS 100, Rheo, France), (Laboratoire du Génie Chimique
(LSGC), ENSIC-INPL).

Rheometre a plans striés paralleles (CLS 100, Rheo, France), (LSGC, ENSIC-INPL).

Rhéometre de type Couette : Low-Shear 30 TM (Contraves, Suisse), (Laboratoire
d’Hématologie - UHP Nancy 1).

Spectrometre d’absorption atomique : SpectrAA-20, Varian, France, (LSGC, ENSIC-
INPL).
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Spectrophotometre UV-visible 1601, (Shimazu).

Viscosimeétres de type Ubbelohde (Schott Gerite) des capillaires de différents diamétres,
ont été utilisés avec un systeme de pompe et de mesure automatique AVS 310 (Schott Gerite),
(LSGC, ENSIC-INPL).

4. Préparation des matrices

4.1. Déacétylation du hyaluronate

Nous avons utilisé la méthode de déacétylation décrite pour le hyaluronate par Dahl et coll.
(1988) et par Hook et coll. (1982). Dans un tube a vis, 10 mg (ou 200 mg) d’HA pur sont
dissous dans 0,5 mL (ou 10 mL) d’hydrazine contenant 5 mg (ou 100 mg) d’hydrazine sulfate.
Le mélange est balayé par de 1’azote pendant 30 minutes pour chasser l'air du tube, puis ce
dernier est fermé hermétiquement avant d'étre placé dans un bain de sable a 100 °C pendant un
temps défini (30, 60, 120, ou 240 minutes). La réaction est stoppée en plagant le tube dans la
glace. Le produit est débarassé de la plus grande partie de I'hydrazine et de I'hydrazine sulfate
par entrainement a la vapeur avec du tolucne, a l'aide d'un évaporateur rotatif sous vide, et
I'opération est répétée deux ou trois fois. Il est ensuite dissous dans 1 mL (ou 15 mL) d'eau
ultra pure avant d’&tre dialysé contre ’eau pendant 24 heures, puis lyophilisé. Les produits de
synthése seront désignés dans la suite du texte par les symboles suivants en fonction de la durée

d’hydrazinolyse.

Symbole HA Ila HA IIb HA Ilc HA IId
Temps de réaction (h) 0,5 1 2 4

Les produits de synthese sont caractérisés ensuite par leur taux de déacétylation (dosage des
groupements N-acétyl, cf § I111.7.4.3) et par leur poids moléculaire, déterminé au LALLS (cf
§ II1.8.1).

4.2. Gélation

La technique de gélation par diffusion a ét€ employée pour préparer, d’une part, des matrices en
plaque (pour les études rhéologiques) et, d’autre part, des billes (pour les études de diffusion et
de comportement des matrices in vitro et in vivo). La réalisation des gels se fait a partir des
solutions concentrées, ¢’est-a-dire pour la solution d’alginate a 20 mg/mL, mais également pour
les mélanges de polysaccharides alginate a 20 mg/mL et hyaluronate (plusieurs origines), de

facon a obtenir des rapports massiques de HA-alginate de 1:3, 2:3, 3:3. Dans le cas des
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hyaluronates déacétylés, seul le mélange de rapport massique de 1:3 est employé pour la
réalisation de gels.

4.2.1.Formation des gels en forme de plaque

Des plaques de gels sont réalisées a I’aide de cassettes a dialyse et leur support en silicone,
d’épaisseur égale a 2,7 mm (Figure III.1). Ce support rectangulaire comporte au centre une
surface vide (34 x 25 mm) et chaque face est recouverte d’une membrane de dialyse dont la
limite de diffusion est de 12 & 14 000 Daltons. L’ensemble est placé dans la cassette a dialyse

avant d’étre immergé dans I’eau bidistillée jusqu’a son remplissage avec la solution a gélifier.

=

mélanges /
polysaccharidiques

g

l Flotteur
/

CaCl,
100 mM

Figure III.1 : Technique de formation des gels polysaccharidiques (alginate, et mélanges alginate-HA I, HA I
et/ou HA 1I déacétylé) sous forme de plaque dans CaCl, 100 mM a température ambiante.

Les solutions de polymere sont introduites entre les membranes de dialyse a 1’aide d’une
seringue traversant le support en silicone et simultanément, I’air présent initialement dans la
cassette est expulsé a I’aide d’une seconde seringue. Le tout est placé a température ambiante
dans une solution de CaCl, 100 mM et aprés une heure la cassette est démantelée. Les plaques
de gels formées sont introduites dans un flacon contenant du chlorure de calcium jusqu’a
gélation compléte. Cette technique permet d’obtenir des gels rectangulaires dont I’épaisseur est

d’environ 2,5 + 0,3 mm.
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Ces plaques sont formées pour deux especes de hyaluronate HA I et HA II en mélange avec

P’alginate et sur une durée variant de 24 a 120 heures.

4.2.2.Formation des gels en forme de bille

Des gels en forme de bille sont réalisés, a température ambiante, par injection manuelle des
solutions polysaccharidiques dans 1 mL de CaCl, 100 mM (figure II1.2). Ces billes sont
maintenues dans la solution durant une durée variable (t), de 2 minutes a 96 heures, selon
I’étude a réaliser sur les gels. Au temps (t), la bille est lavée avec 1 mL d’eau bidistillée puis
séchée en surface sur un papier absorbant, avant de réaliser I’étude prévue. Pour chaque
solution, plusieurs billes sont formées par injection et ont un poids initial moyen de

11 + 1 mg, correspondant & un volume initial de solution d’environ 10 pL.

Mélange visqueux

alginate et AH
.
4 Milieu CaCl2 100mM
1
o Matrice hybride

semi rigide

Figure II1.2 : Technique de formation des gels polysaccharidiques (alginate, et mélanges alginate -HA I, HA 11,
HA III, HA IV ou HA 1I déacétylé) sous forme de bille dans CaCl, 100 mM a température ambiante.

5. Rhéologie

Nous présentons dans ce paragraphe quelques rappels de rhéologie, directement appliqués a la
spécificité des polysaccharides étudiés. Ils nous permettront d’expliquer nos choix
d’appareillage et de préciser les parameétres adaptés a chacune de nos conditions d’étude

(solutions diluées ou concentrées, gels).
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5.1. Elements de rhéologie

Un matériau peut étre soumis a différents types de forces : pesanteur, forces de pression, de
glissement, d’arrachement, de traction, forces électrostatiques ... par exemple. La résultante des
forces appliquées en un point du matériau considéré va entrainer le déplacement de ce point :
I'intensité et la direction de ce déplacement dépendent de la force appliquée, mais aussi des
réactions et des contraintes exercées par le reste du matériau environnant. De maniére générale,
chaque point du matériau subira un déplacement dont la résultante est la déformation du
matériau tout entier. La déformation globale, correspondant a la distribution spatiale des
déplacements locaux, constitue la réponse du matériau a la force appliquée.

La rhéologie peut étre définie comme la science des lois du comportement des matériaux : elle
cherche donc a établir une relation entre les contraintes appliquées et la réponse en déformation.
L’effet d’une force appliquée & un matériau peut avoir deux effets limites principaux (Courraze
et Grossiord 1991):

- §’il s’agit d’un fluide, le matériau sera mis en mouvement de maniere continue : la
vitesse de 1’élément de fluide considéré atteint rapidement une vitesse limite constante
correspondant a 1’équilibre entre la force appliquée et la force de viscosité, sorte de résistance a
cette force et fonction croissante de la vitesse;

- dans le cas d’un solide élastique, le matériau subit une déformation instantanée et

réversible : le solide reprend sa forme initiale au moment ou cesse I’application de la force.

Certains matériaux présentent un comportement rhéologique intermédiaire entre le fluide
visqueux et le solide élastique, comme nous le verrons plus loin. Selon le type de matériau
étudié, les réponses & la contrainte imposée seront la déformation ou I’écoulement, et des
grandeurs comme 1’élasticité, la plasticité ou la viscosité seront ainsi estimées a partir des

données expérimentales.

5.1.1.Cisaillement

Dans ce qui suit, nous limiterons les rappels de mécanique a la théorie du cisaillement simple
(Midoux 1983), correspondant a I’application d’une force unique sur une face perpendiculaire a

la surface de contact de ce matériau et maintenue fixe, comme le montre le schéma ci-dessous :
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\Surface de contact, 1ixe

Dans ces conditions, le déplacement de chaque point du matériau s’effectue de maniére
colinéaire avec la force F et dont I'intensité est fonction exclusive de la cote x. La matériau
posséde ainsi une structure constituée de couches adjacentes d’épaisseur élémentaire dx : la
déformation lamellaire correspond au mouvement laminaire de cisaillement, par glissement
relatif des couches les unes sur les autres, sans qu’il y ait transfert ou échange d’une couche a
I’autre. C’est un mouvement strictement ordonné et stratifié qui se produit sans brassage du
matériau et sans variation de son volume.
Deux couches adjacentes en mouvement provoquent I’apparition de forces appelées forces de
cisaillement. Ramenées a I'unité de surface dS sur laquelle elles s’exercent, elles donnent
naissance a la contrainte de cisaillement t:
s
dS
1 est homogene & une pression et s’exprime en bar (N m). Dans la pratique et pour caractériser

(eq. 1)

le comportement rhéologique de matériaux, les contraintes de cisaillement appliquées par le
rhéometre peuvent étre engendrées a I’aide de différents dispositifs mécaniques : cylindres de

Couette, dispositifs cone-plan ou a plans paralleles ...

5.1.2.Déformation et vitesse de cisaillement

Considérons le cas simple d’un matériau dont le cisaillement, appliqué & partir du temps t=0, le
divise en couches paralleles glissant les unes sur les autres. Au temps t, la couche d’épaisseur
dx et située & une distance x du plan inférieur immobile a subi un déplacement [ qui est une
fonction de x et de t : I(x,t). Dans le cas de cette structure plane, la déformation de cisaillement,
notée v, est définie par le gradient de [ par rapport a x :
dl(x,1) .
Yy =—"= (éq. 2)
ox
La vitesse de cisaillement, ¥, n’est autre que la dérivée de la déformation de cisaillement y par

rapport au temps :
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(9. 3)

;= 1 _ 9 [8l(x,t):| _d [8l(x,t)] _ u(x,1)

o ol o« ox| ot ox

si u(x,t) représente la vitesse de la couche (x) a l'instant t. La vitesse de cisaillement y
correspond au gradient de vitesse u du milieu, comme le montre la relation ci-dessus. La
déformation y et le gradient de vitesse Yy représentent les grandeurs cinématiques fondamentales

du matériau et permettent d’en décrire le mouvement géométrique.

Chaque systéme plus ou moins complexe obé€it a une équation fondamentale constituant une
relation entre des grandeurs dynamiques (forces, contraintes) aux propriétés cinématiques
comme la déformation ou le gradient de vitesse. Comme nous I’avons vu, cette relation est la
caractéristique rhéologique du matériau. Ainsi, les rhéogrammes représentent généralement
I’évolution de la déformation de cisaillement en fonction de la contrainte appliquée. Cette
déformation dépend de plus des conditions de température et de pression dans lesquelles se

déroulent les mesures.

5.2. Application a I'étude des polysaccharides

L’écoulement de polymeres ou de solutions de polymeéres peut étre caractérisé a 1’aide de
modeles établis & partir de données expérimentales obtenues au moyen de diverses techniques.
Nous avons choisi d’utiliser des techniques relativement classiques pour nos études
rhéologiques, tant pour les solutions, fluides visqueux, que pour les gels préparés dont le
comportement est intermédiaire entre un fluide fortement visqueux et un solide élastique.

Abordons tout d’abord quelques généralités sur les fluides visqueux et la description des
techniques mises en ceuvre pour 1’étude rhéologique des solutions de polysaccharides, avant de

traiter des techniques utilisées pour les gels.

5.2.1.Viscosité

Les coefficients de viscosité sont des grandeurs physiques permettant de caractériser le
comportement rhéologique d’un matériau ou d’un fluide. De maniére générale, ces coefficients
traduisent la résistance du corps étudié a se déplacer sous I'effet d’une contrainte. Rappelons

rapidement les définitions de deux viscosités essentielles.

La viscosité dynamique, 1, est définie comme le rapport de la contrainte de cisaillement sur la

vitesse de cisaillement (ou gradient de vitesse) d’un matériau :

n=- (€q. 4)
Y

Cette viscosité s’exprime en Pa.s, appelé autrefois Poiseuille.
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La viscosité cinématique v est définie comme le rapport de la viscosité dynamique sur la masse

volumique p du matériau :
v=mn/p (¢q.5)

Cette deuxiéme viscosité, exprimée en m?¥s, représente également une sorte de diffusivité de

quantité de mouvement, par analogie avec les coefficients de diffusion de matiére ou de chaleur.

5.2.2.Fluides newtoniens et non newtoniens

La réponse d’un matériau étudié a une contrainte © dépend de la température et de la pression

mais également de I’amplitude de la contrainte appliquée.

Les solutions diluées, peu visqueuses, c’est-a-dire mises facilement en mouvement sous
I’action d’une contrainte, ont une viscosité n; constante, quelle que soit la contrainte appliquée :
ces solutions sont dites newtoniennes. De nombreuses solutions aqueuses d’électrolytes ou de
molécules de bas poids moléculaire sont newtoniennes. En revanche, des solutions plus
péteuses, plus concentrées, et/ou de substances présentant de fortes interactions avec le solvant,
ont un autre comportement rhéologique (Midoux 1993) : c’est le cas de nombreux fluides
biologiques naturels ou produits dans I’industrie agro-alimentaire ; c’est le cas également de
milieux pateux de nature trés diverse, homogenes ou constitués de suspensions de particules

solides dans le solvant.

Le comportement de solutions de polysaccharides a été étudié dans ce travail pour diverses
concentrations. Selon I’ordre de grandeur de la concentration, la solution de polysaccharides
peut présenter un comportement newtonien ou non. Les deux paragraphes suivants traitent de
solutions diluées de polymeres, qui ont un comportement relativement newtonien, et des
moyens d’étude utilisés. Nous verrons par la suite le cas de solutions plus concentrées, au

comportement non-newtonien.

5.2.3.Solutions diluées newtoniennes

5.2.3.1. Viscosités relative, spécifique et intrinséque

Ces grandeurs sont utilisées pour caractériser les solutions diluées de substances le plus souvent
d’intérét biologique ou de polymeres. En premier lieu, la viscosité relative n, compare la

viscosité de la solution considérée a celle du solvant, n; :
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n ,
Neel = — (€q. 6)
1 m, q

De méme, on peut définir la viscosité spécifique, n,,, comme la viscosité relative diminuée de
'unité : ng, représente Peffet viscosifiant de la substance dissoute rapport€ a celui du solvant :

=N-N

Nsp = Tret — 1= n (€q. 7)

Ces deux premiéres grandeurs sont sans dimension et leurs valeurs dépendent de la substance
dissoute (nature chimique, masse molaire) et de la concentration C en cette substance : on

imagine facilement que n, et n, augmentent avec la concentration.

On définit la viscosité réduite, mn., comme le rapport de la viscosité spécifique a la

concentration C ;

_T_]_ip_:n_ns

{q. 8
R NC (¢q. 8)

Nreq =

Dans de nombreuses études rhéologiques de solutions diluées de polymeres, on introduit la
notion de viscosité intrinseque [n] qui correspond 2 la limite de la viscosité spécifique réduite a

dilution infinie :

N..C

st

[n]=lime_, o Npeq = limc—m{n 0, } (€q.9)

La dimension de la viscosité intrinséque est I’inverse de celle de la concentration (par exemple
mlL/mg ou dL/g). En fait [n] donne une représentation du volume hydrodynamique de la
substance dissoute, c’est-a-dire de la taille occupée par une molécule de soluté en solution. De
ce fait, [n] constitue une grandeur caractéristique de cette substance en solution. La molécule
d’un polysaccharide ou une autre molécule fortement hydrophile est entourée d’une grande
quantité d’eau : I'interaction entre la macromolécule et le solvant est de nature physico-chimique
(interactions dipdle-dipdle par exemple) mais peut &tre également de nature hydrodynamique :
dans le cas d’une solution en écoulement, une partie du solvant se déplace dans le sillage de la
macromolécule hydratée, assimilable a une particule solide sub-micronique. La fraction “liée de
manieére hydrodynamique” peut étre sensible au gradient de vitesse alors que l'autre 1’est
beaucoup moins. Cette description qualitative de la macromolécule en solution indique que la
détermination de la viscosité intrinseque doit étre effectuée dans des conditions d’écoulement

contrdlées, sous de faibles gradients de vitesse.

La littérature relative a I’écoulement de solutions de polysaccharides tels que ’alginate rapporte
des valeurs de viscosité intrinseque de I'ordre de 1 mL/mg. Si I'on considére I’ordre de
grandeur usuel de la masse volumique de la plupart des composés organiques ou biologiques
(1 g/mL), la valeur de [n] illustre la trés forte hydrophilie de ces polysaccharides. Par ailleurs,

pour une famille de polymeres considérée, la viscosité intrinséque est liée A la masse molaire
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moyenne viscosimétrique M, selon la relation de Mark-Houwink :
[n]= a1’ (éq. 10)

ol les coefficients a et b dépendent de la nature chimique de polymere; b est souvent compris
entre 0,4 et 0,6.

Pratiquement, afin de déterminer cette caractéristique hydrodynamique d’une substance, on
procéde a la mesure de la viscosité n de solutions diluées a différentes concentrations de la
substance considérée : I’extrapolation de la viscosité réduite, dont les valeurs sont calculées &
partir des mesures, a concentration nulle donne acces a la viscosité intrinséque, comme nous

I’expliquons dans le paragraphe ci-dessous.

5.2.3.2.Relation de Huggins

La viscosité d’une solution augmente trés rapidement avec la concentration, et tout
particulierement pour les polymeres. Cette forte dépendance est généralement exprimée par la loi
de Huggins valable dans une faible gamme de concentrations (Stickler et Siitterlin 1989) :

Mred = [n]-(l + kH[n]-C) (éq. 11)

La constante k,; est le coefficient de Huggins et traduit I’intensité des interactions entre les
chaines des macromolécules en relation avec le solvant environnant. La plupart des polymeres
produits dans I’industrie chimique ont une constante k,; comprise entre 0,5 et 1. Toutefois, dans
le cas de polysaccharides linéaires et possédant une structure de serpentin, la théorie de
Risemann et Ullmann (Stickler et Stitterlin 1989) montre que k;, peut étre nettement inférieur a
0,6. Dans le cas de I’alginate et du hyaluronate, polysaccharides connus pour leur forte affinité

avec I’eau, on peut s’attendre a des valeurs relativement faibles de k.

5.2.3.3.Viscosité de polyélectrolytes: loi de Fuoss

Les propriétés de solutions de polymeéres solubles sont dues a leur structure dans le milieu, en
relation avec leur environnement, notamment la concentration en ions et la présence d’autres
macromolécules. En particulier, les polysaccharides substitué€s par un groupement aminé ou une
fonction acide carboxylique possedent une charge électrique dont le signe et !'intensité

dépendent du pH : ceci constitue un effet de polyélectrolyte a ce type de macromolécules.

La relation de Huggins est valide en toute rigueur pour des molécules neutres. Les
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polysaccharides considérés dans ce travail sont des polyélectrolytes et, lorsqu’ils sont dissous
dans de 1’eau pure, on peut s’attendre a ce que leur viscosité augmente trés rapidement avec la
dilution, comme 1’a observé Fuoss en 1948 :

. S
Mred 1+BA/C

ou A, B et D sont des constantes.

(éq. 12)

En présence d’un électrolyte support, c’est-a-dire d’un sel dissocié dans le solvant, Peffet
polyélectrolytique du polysaccharide est atténué. Le comportement rhéologique de telles
solutions est une fonction de la force ionique. A titre d’exemple, 1’augmentation de la
concentration en électrolyte fort comme le chlorure de sodium dans une solution d’alginate 2
100 mM permet de réduire la viscosité de la solution, phénomene attribué par Smidrod et coll
(1970) a un changement de conformation : cet auteur a montré que la viscosité de solutions
contenant moins de 1 mg/mL d’alginate variait comme I’inverse de la racine carrée de la force

ionique.

5.2.4.Solutions concentrées non-newtoniennes

5.2.4.1. Fluides non-newtoniens

De nombreux fluides ne présentent pas un comportement newtonien et ces fluides ne présentent
pas une viscosité, définie par le rapport (t/7), constante quel que soit le gradient de vitesse.
Plusieurs écarts au comportement newtonien peuvent €tre rencontrés (Midoux 1993) et, par
exemple, citons les fluides de Bingham pour lesquels il existe un seuil de contrainte avant que

puisse €tre observé un gradient de vitesse (Figure II1.3).

Un autre exemple de fluides non-newtoniens fréquemment rencontrés en rhéologie des
polymeres est constitué par les fluides rhéo-fluidifiants ou pseudoplastiques : la viscosité
apparait diminuée par une augmentation de la contrainte appliquée (Figure II1.3).
Physiquement, cela correspond a la perte, au moins momentanée et partielle, de la structure du
milieu. D’autres fluides, appelés fluides dilatants ou rhéo-épaississants ont une viscosité qui
croit avec le gradient de vitesse : ce comportement, observé notamment pour les suspensions de
solides, correspond a I’intensification des interactions particules-solvant par 1’agitation ou

I’écoulement turbulent.
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Pseudoplastique

Contrainte

Dilatant

4>

Vitesse de cisaillement

Figure I11.3 : Allure schématique de rhéogrammes de différents fluides.

Un tel comportement peut étre réversible, c’est-a-dire, par exemple, que la viscosité d’un fluide
pseudoplastique augmente a nouveau au fur et 8 mesure qu’est réduite la contrainte. Dans
d’autres cas, la modification de la structure est définitive et le fluide a perdu une partie des ses
propriétés : ce phénomene est appelé thixotrophie. Par exemple; un yaourt battu vigoureusement

devient liquide, au détriment de sa structure voisine d’un gel a I’état initial.

Les mesures rhéologiques de fluides visqueux sont généralement réalisées par la mesure du
gradient en fonction de la contrainte qui est augmentée linéairement au cours du temps jusqu’a
une valeur maximum, puis diminuée a la méme vitesse. Le gradient de vitesse est mesuré en
continu et le rapport instantané (t/7y) représente la viscosité a 1. Dans le cas d’un fluide

4.

thixotrope, la courbe ”de montée” est significativement différente de la deuxiéme partie
(descente) et I'importance de 1’hystérese, d’autant mieux observable que la vitesse de variation
de la contrainte est forte, donne une image de la destruction de ’organisation locale de la
structure du fluide. Un fluide non thixotrope sera mis en évidence par des courbes “montée” et

”descente” tres proches ['une de I’autre.

5.2.4.2.Fluides rhéo-fluidifiants ou pseudoplastiques

Le comportement rhéologique de tels fluides est exprimé par I’équation de Cross :
77 —Ti e\ 3
———=(K.y) (éq. 13)
n—-n.

ol les indices O et « sont relatifs & des vitesses de cisaillement nulle et infinie. K est une

constante exprimée en secondes et n est une constante sans dimension. Selon cette loi, le fluide

posséde un comportement relativement newtonien 2 de tres faibles vitesses de cisaillement alors
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que la viscosité mesurée a forte contrainte décroit trés fortement avec le gradient de vitesse.
Lorsque les fluides possédent une viscosité trés forte a faible gradient de vitesse, sans que
puisse étre défini un plateau dans la courbe n en fonction de 7y, et que la viscosité devient
presque nulle & tres forte vitesse de cisaillement, la relation de Cross est réduite a la loi simple
de Ostwald-de- Waele, de type puissance :

m=K,7"" (éq. 14)
Cette derniere relation est largement utilisée pour la caractérisation de nombreux fluides.
Toutefois, le nombre réduit de paramétres de la loi puissance - 2 seulement - ne permet pas
toujours un ajustement treés précis des variations expérimentales t en fonction de ¥ et on a alors
recours 2 la loi plus complete, établie avec 4 parameétres. De plus, comme nous ’avons vu, la

signification physique de ces deux lois différe quelque peu.

5.2.5.Analyse des gels

La plupart des travaux de la littérature sur les gels formés par diffusion chélatante de calcium
dans une matrice d’alginate font état de leur caractere viscoélastique, c’est-a-dire présentent des
points communs avec un solide élastique et une fluide visqueux. Avant de décrire les techniques
de mesure pour la caractérisation de gels des polysaccharides, nous présentons quelques rappels

de mécanique.

5.2.5.1.Rappels de mécanique

La notion de solide élastique est nécessaire a la compréhension du concept de matériau
viscoélastique (Midoux 1993, Couarraze et Grossiord 1991, Young 1981). Un solide
parfaitement élastique est caractérisé par une déformation y proportionnelle & la contrainte de

cisaillement :

T=G0G.y (éq. 15)
G est le module élastique, ou encore coefficient de rigidit€ du solide. On peut définir la
complaisance J du solide comme la déformation a contrainte unité :

=L (éq. 16)

Le solide élastique est fréquemment représenté comme un ressort, comme le montre la Figure
II1.4. La réponse a une contrainte constante au cours du temps est une constante proportionnelle

a la complaisance.
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Par ailleurs, un fluide visqueux soumis a une contrainte constante s’écoule en continu, ce qui
peut se traduire par une déformation augmentant de maniére linéaire avec le temps (Figure
II1.4). La pente de cette variation est I’inverse la viscosité n du fluide. Le fluide est assimilé a

une capacité, ou encore a un amortisseur visqueux symbolisé en Figure II1.4.

Les fluides réels peuvent étre représentés comme des assemblages en série ou en parallele de ces
deux éléments de base. Par exemple, le fluide Maxwell est une association en série de ces deux
éléments (a droite sur la Figure II1.4). De méme, le solide Voigt, non montré sur la figure, est

I’assemblage en parallele d’un solide élastique et d’un liquide visqueux.

. . - = Fi 'd 1 = .
Solide élastique uide VTSqu eux Fluide de
Ressort (J) Amortisseur @) Maxwell
, . Déformation Déformation
‘ Déformation
Pente =1
J Pente = 1h
J
- ‘ ' ' -
Temps Temps Temps

Figure 1I1.4 : Représentation schématique d’un solide élastique, d’un fluide visqueux et d’un fluide de Maxwell,
avec leur déformation a contrainte constante.

Sous une contrainte constante, la plupart des solides ou des gels ont une réponse en

déformation plus complexe, comme le montre la Figure IIL5.

Cette courbe fait apparaitre un saut brutal de déformation a I'instant initial ; puis la déformation
augmente régulierement au cours du temps : cette variation n’est généralement pas linéaire mais
tend a s’amortir aprés quelques secondes, voire quelques minutes. Lorsque cesse la contrainte,
la déformation passe instantanément & une valeur plus faible avant de décroitre avec le temps
selon une loi de type exponentielle. Un tel comportement est souvent représenté par le modele
de Kelvin-Voigt généralisé : selon ce modele, le solide est représenté par une combinaison en
série d’un ressort J, et d’un amortisseur n,, en série avec des solides de Voigt (circuits
paralleles de solides élastiques et de liquides visqueux) de paramétres J; et n,. Dans la pratique,

le modele est souvent simplifié en considérant un seul solide de Voigt (J,, 1,) en série avec le
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liquide de Maxwell (J,, n,), comme le montre la Figure IIT.6.

Déformation

Temps

Figure IIL5 : Déformation d’un solide ou d’un gel sous I’action d’une contrainte constante.

I, | —

Figure II1.6 : Modele généralisé de Kelvin-Voigt
5.2.5.2. Méthodes de mesures

Le comportement des matériaux viscoélastiques dépend du temps, comme nous l’avons vu
précédemment, et les méthodes de caractérisation sont ainsi de nature transitoire. Deux

méthodes principales sont utilisées (Midoux 1993, Couarraze et Grossiord 1991) :
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5.2.5.2.1.Méthode oscillatoire

Cette méthode consiste a soumettre le matériau a un cisaillement sinusoidal du type :
Y(®) =, cosmt

si w est la pulsation de 1’excitation sinusoidale et y,, son amplitude.

On mesure la contrainte qui, si le systeme est linéaire, est une fonction sinusoidale de méme
fréquence présentant un déphasage ¢ avec la déformation. Pratiquement, on travaille dans le
domaine complexe et on détermine la rigidité complexe G du matériau, définie comme le rapport
de la contrainte et de la déformation. L’analyse des parties réelles et imaginaires de la rigidité G
et son identification a une formule théorique établie a partir d’un assemblage modele de solides
et de fluides visqueux, permettent la représentation rhéologique du matériau et donnent acces

aux valeurs des parameétres mis en jeu.

5.2.5.2.2.Méthode de fluage

Le matériau est soumis & une contrainte t, fixée pendant une période T avant sa relaxation
soudaine et la réponse en déformation du matériau est enregistrée au cours du temps.
L’expression de la déformation d’un matériau de Kelvin-Voigt généralisé au cours du temps (t)

peut étre déduite de 1’équation différentielle écrite pour I’assemblage modele de la Figure IIL5 :

(<T f(t):J0+i+J,{1—exp(—Lﬂ (éq. 17 a)
Mo Ny-d4

t>T f(t)= +l +17, .exp(—i—j.[exp(—t—) — lil (éq. 17 b)
Mo ;.7 Ny

L’identification des variations expérimentales aux relations (17 a et b) conduit aux valeurs des

parametres J,, J,, ng, et n,.

Les parametres significatifs déduits dans la caractérisation des gels sont la complaisance
instantanée J, mesurée dans les premiers temps de la mesure et la complaisance a I’état

stationnaire J° avec :

Joo=Jo+ 1],
et le coefficient n, obtenu a partir de la pente de ’asymptote de la variation croissante de la
déformation et qui correspond a une sorte de viscosité du gel.
Le produit (Jn,) est la constante de temps pour la variation exponentielle de la force et la

viscosité m, est généralement plus faible que m, mais du méme ordre de grandeur. La
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signification physique de n, est difficile a différencier de celle de n, sans le support du “circuit”
équivalent de la Figure I11.6.

5.3. Protocole d’étude de la rhéologie des polysaccharides

5.3.1.Rhéologie des solutions diluées

5.3.1.1.Viscosimetre de Ubbelhode

Les mesures sont effectuées a I’aide d’un viscosimeétre capillaire de Ubbelhode. Le diameétre du
tube capillaire interchangeable varie de 0,53 a 1,50 mm selon la concentration et la nature des
solutions a étudier et selon le temps d’écoulement approximativement voulu dans le tube
capillaire. Dans notre étude, nous avons fixé un temps minimum d’écoulement de 200 s afin
d’éviter I’application de corrections de mesures (corrections de Haggenbach) données par le
fabricant. Le viscosimetre est composé de différentes parties numérotées de 1 a 8 sur la figure

II1.7 et de deux traits de jauges notés M, et M,,.

=l V)

1 3
ALl

B
{
—

T T

— 8 —
M,—

Figure II1.7 : Viscosimetre capillaire de Ubbelhode.

Le polymere en solution diluée est introduit dans le réservoir 4 par le tube 3. En bouchant le
tube 2 et en plagant une aspiration sur le tube 1, la solution est aspirée au deld du réservoir 8.
L’ouverture du tube 2 permet au liquide de s’écouler au travers du capillaire et le temps (t) mis
par la solution pour passer entre M, et M, est mesuré automatiquement par déclenchement et
arrét du chronometre de I’appareil au passage du ménisque du liquide entre M, et M, au moyen

d’un capteur optique. Généralement, on procéde a plusieurs mesures (trois voire plus) en série
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et I’appareil permet d’aspirer automatiquement la solution, de la maintenir pendant une durée
choisie, a la température voulue, puis de libérer le fluide, permettant I’écoulement et la mesure

du temps (t). La viscosité cinématique (v) est obtenue par la formule suivante :
v=K(-0) (éq. 18)

Ou v représente la viscosité spécifique en cSt ou mm?s
K correspond a la constante du capillaire
t est le temps d’écoulement entre M, et M,

v représente la valeur de la correction de Haggenbach.

Pour chaque concentration de polymere étudiée, la viscosité spécifique (n,,) est obtenue a partir
de la viscosité relative m, qui dépend directement du temps d’écoulement du polymeére en

solution dans un solvant mais également du temps d’écoulement du solvant pur :

tps ecoulement du polymere dans le solvant )
n,=1m-1= P Py -1 (éq. 19)
tps ecoulement du solvant

N

Dans notre étude, les mesures sont réalisées & 20°C (bain thermostaté & + 0,1°C) pour les
solutions de polysaccharides individuels diluées a 2 mg/mL en alginate, HA I, HA II ou HA II
déacétylés mais également pour les solutions d’alginate a 2 mg/mL en mélange avec HA 1 et
HA II avec des rapports massiques de hyaluronate sur alginate de 1:3, 2:3 et 3:3. Dans le cas
des hyaluronates déacétylés en mélange avec I’alginate & 2 mg/mL, seul le rapport 1:3 est étudié.
Pour observer I’effet de la force ionique, du chlorure de sodium est additionné pour obtenir des
solutions a 0,3; 1; 3 et 10 g/L. L’ensemble de ces solutions a subi des dilutions successives afin
de déterminer, pour chaque solution, des viscosités spécifiques qui varient avec la concentration
des polymeres. D’un point de vue expérimental, la viscosité intrinséque correspond a
I’ordonnée & Porigine de cette droite et le coefficient de Huggins correspond i la pente de la
droite (divisée par la viscosité intrinseque au carré) lorsque I’on trace la viscosité spécifique en
fonction de la concentration en polysaccharide.

Les viscosités intrinséques et les coefficients de Huggins des solutions préparées en présence de
NaCl, sont déterminés par ajustement des données expérimentales par minimisation de la
fonction objective définie entre la somme de la déviation au carré des viscosités spécifiques

calculées et expérimentales.

5.3.1.2. Viscosimeéetre de Couette

Le rhéometre Low-Shear 30° est un rhéometre rotatif de type Couette, équipé de deux cylindres
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co-axiaux d’une hauteur de 20 mm. Les diameétres des cylindres intérieur et extérieur, sont

respectivement de 11 et de 12 mm.

entrefer 4——

T,

Figure I11.8 : Configuration des deux cylindres dans un rhéomeétre cylindrique rotatif de type Couette.

Le mouvement de cisaillement laminaire sur le matériau, placé entre les deux cylindres, est
obtenu par la rotation du cylindre extérieur alors que le cylindre interne reste immobile. La
vitesse de rotation (w,) varie 10? 2 10 min™ et lors d’une étude rhéologique, w, est fixée a une
valeur constante.

Les mesures sont réalisées avec les solutions de polysaccharides seuls (alginate, HA I et HA II)
a une concentration de 0,5 mg/mL comme dans le cas des mesures avec le viscosimeétre
capillaire.

Trois vitesses de rotation sont appliquées (0,512; 0,945 et 4,39 s') pour observer le

comportement des fluides et également pour connaitre la nature de ces fluides.

5.3.1.3.Controle du caractére newtonien des solutions

La mesure de la viscosité intrinséque et du coefficient de Huggins repose sur 1’hypothése
implicite que les fluides soient effectivement newtoniens, c’est-a-dire que la viscosité est la
méme quel que soit le gradient de vitesse imposé par I’appareil de mesure. Bien que la plupart
des études rhéologiques de solutions de biopolymeéres ne fassent que rarement mention du
possible écart au comportement newtonien en deca de Img/mL, nous avons estimé préférable de

quantifier cet écart a I’aide des travaux déja anciens de Golub (1954) et de Bueche (1957).

En effet, selon Bueche, la viscosité n mesurée & un gradient de vitesse y peut s’exprimer en

fonction de la viscosité 1, a gradient de vitesse nul selon :
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n-n, = (- n)1-(ts7)"’] (éq. 20)

ol 1, est une constante exprimée en secondes (€q.22). Cette relation montre que la viscosité n

peut différer fortement de n, a fortes vitesses de cisaillement.

Le gradient de vitesse du fluide dans un tube capillaire varie avec la cote radiale et sa valeur

maximale, vY,,, est afteinte a la paroi. Dans le cas d’un fluide newtonien, ¥, est donné par la

relation :

4Nl

= éq. 21
Y aAt (éq. 21)

si Al est la longueur du capillaire entre les points M, et M,, a le rayon du capillaire et At le temps
requis pour un élément du fluide & parcourir la distance Al. Comme nous 1’avons exposé
précédemment (Cf III, § 5.3.3.1), At a été€ choisi pour étre supérieur a 200 secondes et, en
tenant compte du rayon des tubes utilisés, entre 0,24 et 0,75 mm, le gradient pariétal de vitesse
était compris entre 1 et 10 s, Par ailleurs, rappelons que le viscosimétre de Couette a été utilisé

avec des gradients de vitesse compris entre 0,51 et 4,4 s,

La constante 1, varie avec la différence de viscosité (n-n,) et I'inverse de la concentration en

polymere :
- JMM
T, = 1.98.(%).[“ C“S} - 0 (éq. 22)

ol M, est la masse molaire associée a chaque liaison sur la chaine d’un résidu monomere (a titre
d’exemple, M, est de la moitié la masse molaire du monomere pour des polymeres de type
vinylique), R est la constante des gaz parfaits, T est la température absolue et (1/b) est le rapport
adimensionne] estimé a 1,88 par Bueche pour de nombreux polymeres. La relation (eq 22) a été

appliquée dans le cas suivant :
M = 10° Daltons, M, = 100 g/mol et C = 0,5 mg/mL

La viscosité intrinseque a ét¢ estimée a 1 mL/mg, valeur correspondant a P'ordre de grandeur
prévisible pour des polysaccharides de poids moléculaire de I’ordre de 10° Da (Smidrod 1970).
La viscosité a gradient de vitesse nul a ét€ estimée a partir des valeurs de C et de [n] et en

négligeant le terme k,[n]C de la relation de Huggins. Les valeurs considérées conduisent a une
valeur de 70 de ’ordre de 1,6 10° s. Les gradients de vitesse étaient inférieurs & 10 s™' et on

172

montre ainsi que le terme correctif (1,7 )" est inférieur & 0,0125. L’erreur commise en

N

assimilant la viscosité mesurée dans les deux dispositifs décrits ci-dessus a la viscosité a
gradient nul est ainsi négligeable et I’écart au comportement newtonien est d’importance

secondaire dans les conditions opératoires considérées.
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5.3.2.Rhéologie des solutions concentrées

Cette étude est réalisée a I’aide d’un rhéometre cdne-plan ou le matériau a étudier est placé entre
un plateau et un cone de révolution (voir figure I11.9) de rayon r. Dans notre étude, le rhéométre
est thermostaté a 20 °C (+ 0,1) et équipé d’un cdne de 5 mm de rayon faisant un angle de 1 °

entre sa génératrice et le plateau.

échantillon
cisaillé

Figure II1.9 : Mise en place d’un échantillon dans un rhéometre cne-plan pour des mesures d’écoulement.

Une vitesse de rotation (w,) est appliquée au cone alors que le plateau reste immobile. La
substance qui est placée entre le cone et le plateau se divise en couches paralléles dont les
vitesses de rotation varient de 0 & w, du plateau vers le cone. La vitesse modérée du cone et la

faible dimension de 1’appareil permettent de maintenir un écoulement laminaire du fluide.

La contrainte est modifiée linéairement au cours du temps entre 0 et une valeur maximale, de
I’ordre de 500 N.m™, puis baissée a 0 N.m™? 4 la méme vitesse. La détermination du coefficient
de viscosité en mode écoulement est réalisée pour les solutions concentrées, c’est-a-dire pour
des solutions polysaccharidiques seuls & 20 mg/mL dans 1’eau (alginate, HA I, HA II et HA 1I
déacétylés). Pour les solutions de polysaccharides en mélange, la concentration en alginate est
fixée a 20 mg/mL et celle du HA T ou HA 1I est telle qu’elle correspond au rapport massique
HA-alginate de 1:3; 2:3 ou 3:3; dans le cas des hyaluronates déacétylés, seul le rapport 1:3 est

considéré,

5.3.3.Rhéologie des gels

Les propriétés mécaniques des plaques de gels sont déterminées en fonction du temps de

gélation, par des mesures de rhéologie en mode fluage. Le rhéometre CLS 100 a ét€ modifié par
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I’adjonction d’une chambre de saturation (ou anti-évaporation) pour éviter la déshydratation de
I’échantillon. Cette chambre (figure III.10), simplement posée sur le plan thermostaté du
rhéometre, équivaut a une coiffe cylindrique munie d’un réservoir a solvant annulaire qui agit

comme un joint hydraulique.

chambre anti-évaporation

plateau hydrautique
rempli de solvant

surfaces striées

7
échantillon ————
i

plan thermostaté

Figure II1.10 : Rhéomaetre & plans paralléles équipé d’une chambre anti-évaporation.

A différents temps de gélation (variant de 24 a 96 heures), un échantillon de gel est préparé par
poingonnage des plaques a ’aide d’un emporte-piece de 10 mm de diametre, et le reste de la
plaque est ensuite réintroduit dans la solution de CaCl,. L’échantillon est placé entre les deux
plans du rhéomeétre dont les surfaces rugueuses limitent son glissement, lors de 1’application de
la force angulaire. Ces plans sont des pi€ces en acier inoxydables dont I’aspérité moyenne est
d’environ 0,4 mm. Pour obtenir une bonne répétabilité inter-essais, le gel est “écrasé” entre les
deux plateaux de facon a réduire son épaisseur d’environ 10 %. Le plateau inférieur est
thermostaté a 40 °C pour réaliser les mesures dans des conditions proches des conditions
physiologiques, tout en tenant compte de la perte de chaleur liée a 1’ objet.

Une étude préliminaire a été réalisée en appliquant différentes forces de rotation, variant de 10 a
200 N.m?. Pour des forces faibles, aucune mesure répétable n’est observée sur un méme gel,
alors que certains échantillons se déchirent pour des pressions supérieures 2 100 N.m?. La
contrainte de cisaillement est donc choisie a 50 N.m? et les déformations enregistrées sont alors
appréciables par le rhéometre et varient de 10° a 0,03 radians selon la nature et le temps de
gélation.

LLa force est appliquée sur une période t, fixée a 60 secondes, avant une relaxation soudaine sur
le méme laps de temps. La déformation de I’échantillon est donc mesurée pendant deux

minutes. Une seconde mesure sur le méme échantillon de gel est difficile & entreprendre car la
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technique de mesure mécanique endommage partiellement le gel : en effet, la déformation
mesurée varie systématiquement de 15 % environ entre la premiere et la deuxiéme mesure. Pour
chaque condition expérimentale (temps de gélation, nature du mélange de polymeres) étudiée,
trois échantillons de gels ont été préparés puis soumis au test de rhéologie. Cette procédure
systématique a permis de valider les résultats expérimentaux et la précision, des valeurs de

parametres, a été estimée a 15 %.

Les solutions étudiées sont les mémes que celles utilisées pour la détermination d’un coefficient
de viscosité de solutions concentrées en mode écoulement (cf III. 5.3.2). Ces solutions sont

gélifiées sous forme de plaques en présence de calcium (cf III. 4.2.1).

6. Méthodes d’étude de la biocompatibilité

6.1. Cultures cellulaires

Culture primaire
Le cartilage est prélevé dans des conditions stériles a partir de languettes sternales ou de tétes

fémorales des rats ou de bovins. Les fragments sont digérés pendant 2 heures a la pronase a
2 mg/mL suivie d’une digestion a la collagenase bactérienne pendant une nuit. Aprés trois
lavages avec le milieu complet (DMEM/HAM F12), elles sont placées dans des flacons de
75 cm? 4 raison de 2 4 3 millions de cellules. La culture est réalisée jusqu’a confluence visuelle

des chondrocytes avec des changements réguliers du milieu (tous les deux ou trois jours).

Culture en billes

Les chondrocytes sont rincés a ’aide de PBS ne contenant ni calcium et ni magnésium. Les
chondrocytes sont trypsinés a 37°C pendant 10 minutes environ, puis la trypsine est neutralisée
par du milieu de culture. Apres centrifugation, les chondrocytes sont remis dans une solution
d’alginate enrichie ou non en hyaluronate, a raison d’environ 3 millions de cellules par mL. Les
polysaccharides sous forme de poudre ont été stérilisés par autoclavage (121 °C, 1 bar pendant
15 minutes). En effet, en raison de la forte viscosité des solutions, il n’a pas été possible de les
passer sur des filtres pour les stériliser comme il est trés souvent préconisé dans la littérature
(Vandenbossche et Remon 1993).

Les billes de gels contenant les chondrocytes sont réalisées 30 minutes dans du CaCl, 100 mM.
Elles sont ensuite séparées du milieu calcique, lavées deux fois dans du sérum physiologique
puis une fois dans le milieu de culture complet.

Chaque bille est placée dans un puit d’une plaque 96 puits contenant 200 L. de DMEM/HAM
F12 - 3mM Ca’. L’incubation est réalisée & 37°C en atmosphére humide 2 5 % en CO, et le

milieu complet est changé tous les deux ou trois jours.
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6.1.1.Prolifération et viabilité cellulaires

Ces tests sont réalisés sur des billes incubées a JO, J4 ou J7, J13 ou J14, J20, J27 et J34.

La viabilité cellulaire est évaluée par coloration vitale d’exclusion au bleu de trypan. Aux
différents temps, chaque bille est éclatée dans 150 pl de tampon citrate-EDTA (55 mM-20 mM).
A cette solution, 30 uL. de bleu de Trypan sont introduits et le comptage cellulaire se fait au
microscope. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules mortes par rapport au

nombre total de cellules.

6.1.2.Mesure de l'anabolisme des protéoglycanes

Apres 10 et 17 jours de culture, les billes sont placées dans du milieu complet en présence de
10 uCi/mL de Nay33SOy4. Apres une incubation de 3 heures & 37°C, le milieu est éliminé, les
billes sont lavées abondamment afin d'éliminer la radioactivité non incorporée avant d'étre
lysées par du tampon citrate-EDTA. Les cellules et la matrice ainsi libérées sont ensuite
soumises & une digestion a la papaine (250 pg/ml.) pendant une nuit & 60°C dans un tampon a
pH 6 contenant du NaH;PO4 0,1M, de la cystéine-HCl 5 mM et de 'EDTA 5 mM.

L'incorporation de 335SQy est évaluée a I'aide d'un compteur a scintillation liquide.

6.2. Expérimentations animales

Animaux : Rats méles d’especes Wistar (Charles River, France) d’un poids d’environ 140 g.

Une poche d’air est formée dans le dos des rats anesthésiés en insufflant 10 mL d’air en sous-
cutané. L’air est stérilisé a I’aide d’un filtre 0,22 pm placé entre le bout de la seringue et
I’aiguille. La poche est maintenue gonflée par injection d’air tous les deux ou trois jours. La

poche est réellement formée au bout de six jours et peut servir de cavité pour I’implant a étudier.

La mise en place des implants est réalisée dans des conditions stériles apres incision de la
poche.

Au jour du sacrifice (8, 15 et 21 jours), la poche est rincée avec 2 mL de sérum physiologique
répartis en deux fractions : ’'une, utilisée pour le dosage des prostaglandines E2, est stockée
dans un tube contenant du complexon et de I’indométhacine. L’ autre, prévue pour la numération
des globules blancs, est prélevée dans un tube sec a I’abri de la lumiére et stockée a température

ambiante. Les implants sont également prélevés et observés macroscopiquement.
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7. Méthodes biochimiques

7.1. Evaluation de I’hydratation des gels

Pour tous les mélanges de polysaccharides et a des intervalles de temps réguliers variant de
10 minutes a 120 heures, cing billes sont préparées dans du CaCl, 100mM. Elles sont lavées
rapidement avec de I’eau bidistillée et leur surface est séchée sur du papier filtre afin de

supprimer 1’exces de liquide puis elles sont pesées avant leur emploi pour d’autres analyses.

7.2. Dosage du calcium

Dosage du calcium contenu dans HA II
Le polymere HA II n’est pas d’une grande pureté et un dosage préliminaire avait attiré
I’attention sur I’éventuelle présence de calcium. Nous avons voulu nous assurer de cette

présence et voulu connaitre les proportions de sodium et de calcium présents dans I’échantillon.

Le monomere de HA I, sous forme acide, peut €tre représenté par la formule brute C,, H,, O,
(avec une seule fonction carboxylique), ce qui lui confére une masse molaire de 369 g/mole.
Sous forme basique, le monomere ne pese que 368 g/mole. Calculons la masse molaire du
monomere en présence de sodium et de calcium. Supposons pour cela que la fonction
carboxylique est neutralisée par une fraction x en ion sodium et une fraction (1-x) en ion
calcium. Tenant compte des masses molaires du sodium (23 g/mol) et du calcium (40 g/mol) et

de la nature divalente de I’ion calcium, la masse molaire du monomére neutralisé est ;
masse molaire monomere = 368 + 23 x + 40 (1-x) /2 = 388 + 3x (g/mol)

Considérons une solution 2 1 g/L. de HA II et calculons la teneur massique en ions sodium et

calcium :

23x
Natl= 2% (en oL
[Na'] 388+3x &b

{Ca”] __40.0-x) (en g/L)

 2.(388+3x)

Pratiquement, nous avons préparé une solution a 1 g/LL en produit commercial, correspondant a
0,85 g/L. de HA (si on suppose que les impuretés contenues dans le produit sont essentiellement

de I’eau). Les dosages par absorption atomique ont conduit aux valeurs suivantes :
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[Na‘] = 37 ppm et [Ca*] =9,3 ppm

a partir desquelles nous avons pu déduire les valeurs de x, en tenant compte de la vraie masse

de polymere :
Nat x=0,74 (fraction des COO" neutralisés par Na*)

Ca* 1-x=0,21 (fraction des COO" neutralisés par Ca*")

Maintenant, considérons une solution & 20 g/L. en HA II : cette solution contient 0,22 g/L. en
calcium, soit 5,48 10 M en cette espéce. Ajoutons de I’alginate a 20 g/L. Le monomére de
’alginate (acide guluronique) pése 216 g/mole et la solution mixte contiendra 0,0926 mol/L
d’acide. Rappelons que chaque ion calcium peut complexer 4 fonctions carboxyliques selon le
modele de la boite a ceufs et ainsi, la fraction de COO™ complexée par le calcium apporté par
I'acide HA Il sera :

0,00548 x 4

Fraction COOH = —=(, 237
0, 0926

Cette valeur est la fraction maximale puisqu’une partie des ions calcium reste probablement liée

au hyaluronate.

Dosage du calcium lors de la formation des gels

La détermination du contenu en ions calcium permet d’étudier sa vitesse de diffusion lors de la
formation de la bille. Pour chaque mesure et a I’aide d’un vortex vibrant, la bille est lavée dans
’eau bidistillée afin d’enlever I’exces de calcium qui ne serait pas associé aux polysaccharides.
Les gels sont ensuite détruits en les plagant deux heures dans 1 mL d’EDTA 50 mM. 500uL de
cette solution sont diluées avec 4 mL d’eau bidistillée et 40 pL. d’HCI 2 N sont ajoutés pour
décomplexer le calcium de 'EDTA. Afin de supprimer tous les résidus solides formés lors de la
décomplexation, la solution est filtrée immédiatement sur des filtres en nylon de 0,45 pum de

diametre. Les ions Ca* libres sont analysés par spectroscopie d’absorption atomique.

Sur des temps d’agitation au vortex vibrant variant de quelques secondes a 10 minutes, des
billes ont été rincées et leur taux de calcium a été comparé a celui des billes immergées dans un
grand volume d’eau bidistillée immobile pendant plusieurs jours. Ces manipulations ont été
réalisées pour estimer si la totalit¢ du calcium situé autour de la bille et non associé a été
supprimée sans toutefois avoir endommagé la structure du gel formé. Pour une période de deux
minutes au vortex, I’efficacité de lavage est identique a celle dans ’eau stagnante d’ou le choix
du lavage par agitation au vortex pendant deux minutes pour I’étude des billes par spectroscopie

d’absorption atomique.
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7.3. Dosage des glycosaminoglycanes

Principe :

C’est un dosage colorimétrique basé sur la complexation des glycosaminoglycanes sulfatés
(GAGs) avec un colorant, le 1,9 DMB (diméthyl-méthyléne blue) a pH acide (pH = 3) ol les
GAGs sont chargés négativement. Le complexe formé absorbe a 525 nm.

Procédure :
La gamme réalisée entre O et 100 pLg/mL est obtenue a partir de chondroitine suifate 4 (C,S). A
100 pL du liquide de lavage (dilué ou non) ou du point de gamme sont ajoutés 2,5 mL de réactif

1,9 DMB. L’absorbance du complexe est lue dans les 15 secondes.

Expression des résultats :

La droite d’étalonnage est réalisée en tracant les absorbances en fonction de la concentration des
points de gammes en C,S. Cette droite est une relation linéaire de la forme :
Y =aX+b
avec Y = Densité optique
X = Concentration en C,S (ig/mL)
a et b sont les constantes correspondant respectivement a la pente et & I’ordonnée

a Dorigine.

7.4. Dosage de l’acide hyaluronique

7.4.1.Dosage par CLHP

Principe :

L’acide hyaluronique est un polysaccharide hydrolysé spécifiquement par la hyaluronidase en
deux produits de dégradation terminaux : le tétrasaccharide et 1’hexasaccharide. Le dosage se
fait selon la procédure Payan et coll (1993) qui comporte 2 étapes : une digestion enzymatique,

puis le dosage par CLHP en phase inverse des oligosaccharides produits.

Procédure :

La gamme réalisée entre O et 100 ptg/mL est obtenue a partir de hyaluronate.

Digestion enzymatique : A 100 pL de standard de hyaluronate ou d’échantillon sont ajoutés
10 uL d’enzyme a 100 UU/mL et 90 gL de tampon acétate pH 6. Le tout est incubé pendant
48 heures a 37°C.
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Dosage CLHP : Dans chaque tube d’hydrolyse sont ajoutés 10 pL d’étalon interne (acide
benzoique 2 0,33 mg/mL) puis 50 pL. de mélanges est injecté. L’éluant appliqué a 1,3 mL/min
permet de séparer les pics de tétrasaccharide, de 1’hexasaccharide et 1’étalon interne en

respectivement 4,5; 9,9 et 12 minutes (A = 232 nm).

Expression des résultats :

La droite d’étalonnage est réalisée en tragant le rapport de la somme des hauteurs de pic du
tétrasaccharide et d’hexasaccharide sur la hauteur du pic de I’étalon interne en fonction de la
concentration des points de gammes. Cependant si la hauteur du pic hexasaccharide n’est pas
détectable, cette relation reste également valable pour le rapport de la hauteur de pic
tétrasaccharide sur celle du pic de I’étalon interne. Cette droite est une relation linéaire de la
forme :
Y =aX+b

avec Y = Rapport des hauteurs de pics

X = Concentration en acide hyaluronique (Lg/ml.)

a et b sont les constantes correspondant respectivement a la pente et a 1’ordonnée

a I’origine.

Pour I’étude du comportement des gels mélanges HA-alginate, différents hyaluronates (HA 1,
HA III et HA IV) ont été testés. Les gels ont été formés 48 heures dans CaCl,, 100 mM avant
d’étre employés pour les mesures de libération du hyaluronate.

Les matrices hybrides formées, rincées trois fois a l'eau distillée, sont introduites dans
différents milieux, tampon phosphate pH 7,4, milieu DMEM enrichi en albumine 2 20 mg/mL
et milieu DMEM - albumine enrichi en HA IV a 1 mg/mL). La libération du hyaluronate est
étudiée en fonction du temps d'incubation (2, 24, 48, 72 et 96 heures). La quantité de

hyaluronate est évaluée par la technique CLHP décrite ci-dessus.
7.4.2.Dosage radiométrique

Pincipe :

Ce dosage radiométrique est basé sur sur I’affinité de 1’acide hyaluronique pour une protéine
(HABP, hyaluronan binding protein) isolée du cartilage bovin. L’acide hyaluronique contenu
dans I’échantillon est incubé avec un exces de cette protéine marquée a ’iode 125. La quantité
de HABP qui n’a pas réagi est précipitée par des particules de HA-sépharose. Aprés
centrifugation, la radioactivité du précipité est mesurée comparativement a une courbe
d’étalonnage. Elle est inversement proportionnelle a la quantit¢ d’acide hyaluronique présent

initialement dans I’échantillon.
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Procédure :
100 pL de standard ou d’échantillon sont incubés 60 minutes & température ambiante en
présence de 200 puL de solution HABP iodée puis 100 pL de la solution d’HA-sépharose sont

additionnés. Le mélange est incubé 45 minutes & température ambiante. Une solution de
décantation de Tween 20° est additionnée 4 chaque tube (2 mL). Le surnagent est éliminé apres

10 minutes de centrifugation & 1500 g et le culot contenant de la radioactivité résiduelle est

compté pendant 5 minutes avec un compteur gamma.

Expression des résultats :

La mesure de la radioactivité¢ du standard O permet de définir une valeur BO en coups par
minutes (cpm). Pour chaque point de gamme ou d’échantillon on obtient une valeur B (cpm).
Le pourcentage B/BO peut s’exprimer en fonction de la concentration par la relation :
log (B/B0) = aX+b
avec X = Concentration en acide hyaluronique
a et b sont les constantes correspondant respectivement & la pente et I’ordonnée a
I’origine.
Le seuil de détection est de 10 pg/L et les précisions intra-et interessais sont données par le
fabricant a 10 %.

7.4.3.Dosage des groupements N-acétyl

Principe :

Le dosage des groupements N-acétyl se fait par une réaction colorimétrique au para-
diméthylaminobenzaldéhyde (PDMA), apres digestion enzymatique des polysaccharides (Saito
et coll. 1968).

Procédure :

Digestion enzymatique : 40 pL. d’une solution a 5 mg/mL de hyaluronate natif (HA II) ou de
déacétylé (HA II, a HA II,) sont digérés en présence de 50 puL de chondroitinase ABC
10 UI/mL, en ajustant le volume a 500 pL avec du Tris-HC] pH8. Le mélange est incubé a
37°C pendant 2 heures.

Dosage colorimétrique : La courbe d’étalonnage est réalisée pour des concentrations en
N-acétylglucosamine comprises entre 5 et 15 pg/ml. Une quantit¢ connue de standard
(0,5 mg/mL) ou d’échantillon hydrolysé (0,4 mg/mL) est complétée a 75 pl. avec du tampon
Tris-HCI pH 8. Apres addition de 75 pL de tétraborate de sodium 5 % pH9, le mélange est
placé au bain-marie bouillant pendant 7 minutes, puis refroidi. 600 pL d'acide acétique et

250 pul. de réactif PDMA sont ajoutés et les tubes sont vortexés puis placés au bain-marie a
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37°C pendant 20 minutes. La densité optique (DO) est lue immédiatement au spectrophotométre
a 585 nm.

Expression des résultats :

La courbe d’étalonnage est réalisée en exprimant la densité optique des points de gamme en
fonction de leur concentration. La courbe est une régression linéaire du type
Y = aX+b.

avec Y= Densité optique

X = Concentration en N-acétylglucosamine

a et b sont les constantes correspondant respectivement a la pente et a 1’ordonnée
a l’origine.
Le pourcentage de déacétylation de hyaluronate est obtenu par comparaison avec le taux
d’acétylation du HA II natif.

7.5. Dosage des globules blancs

Cette numération est réalisée au CHU Brabois (Laboratoire d’hématologie) par cytométrie de

flux.

Expression des résultats :

Les résultats sont exprimés en nombre de globules blancs par mL.

7.6. Dosage des protéines

Principe :
C’est un dosage colorimétrique basé sur la formation d’un complexe absorbant 2 562 nm, entre
’acide bicinchoninique et le cuivre I (CuI), formé aprés la réduction du Cu II par les protéines

en milieu.

Procédure :

La gamme est réalisée avec de la sérum albumine bovine (SAB) pour des concentrations variant
de O a1 mg/mL.

A 100 puL d’échantillon ou de SAB sont ajoutés 2 mL de réactif (le chromogene) et I’ensemble
est incubé a 37 °C pendant 30 minutes. La lecture est réalisée au spectrophotometre a 232 nm,

aprés 10 minutes de repos.



II1- Matériels et Méthodes / 88

Expression des résultats :

La courbe d’étalonnage est réalisée en exprimant les densités optiques des points de gamme en
fonction de leur concentration. La courbe est une régression linéaire du type
Y = aX+b
avec Y= Densité optique
X = Concentration en BSA
a et b sont les constantes correspondant respectivement a la pente et a 1’ordonnée

a l’origine.

7.7. Dosage des prostaglandines E2

Principe :
Le dosage est basé sur la compétition entre les PGE2 contenues dans une aliquote du liquide

biologique et celles additionnées sous forme de PGE2 couplées a la peroxidase. La compétition

se fait vis-a-vis des anticorps présents au fond des puits de la plaque.

Procédure :

La gamme est réalisée en double a partir du standard a 1 pg/mL pour des concentrations de 0,
0,1;0,2;04; 1;2; 4; 10 ng/mL.

Préparation de la plaque : Dans chaque puit et pour 50 UL de standard ou d’échantillon sont
ajoutés 50 pl. de PGE2 couplés a la peroxidase. Apres agitation, la plaque est incubée a
température ambiante pendant 1 heure. Chaque puit est lavé trois fois avec 200 pL de tampon de
lavage puis 150 pL de substrat enzymatique sont ajoutés avant incubation pendant 30 minutes

sous agitation. La plaque est lue a 650 nm.

Expression des résultats :

La densité optique mesurée est inversement proportionnelle a la quantit¢ de PGE2 présentes
initialement dans le liquide biologique. Les résultats des points de gamme sont exprimé en %
(densité optique des standards / densité optique du blanc) en fonction de la concentration en
PGE2.

8. Méthodes optiques

8.1. LALLS

Les solutions des polysaccharides seuls (alginate, HA I , HA II ou HA II déacétylés) sont
additionnées d’une solution de NaNO, (0,1M) a une concentration de 1 mg/mL et sont agitées
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24 heures et filtrées sur filtre 2 0,22 pm avant I’injection. Les masses molaires moyennes M,

sont obtenues pour des solutions de polysaccharides individuels variant de 0,5 &4 1 mg/mL selon

la viscosité du polymeére.

8.2. Dichroisme circulaire

Le principe de la mesure est basé sur 'excitation de la lumicre qui permet d’observer des
transitions électroniques de type : 6 — o*, n — T*,n G — n 0* OU n T — n W*.
Cette étude permet de connaitre les structures primaires, secondaires et tertiaires ainsi que de

montrer la présence d’interactions entre deux molécules, si elles existent.

Les polysaccharides (alginate, HA I, HA II et HA II déacétylés) sont dissous soit dans 1’eau
bidistillée, soit dans une solution de NaCl & 3 g/L pour des concentrations de polymeres seuls
variant de 0,33 a 2 mg/mL. Dans le cas des mélanges de polysaccharides, la concentration en
alginate est fixée a 2 mg/mL et les rapports massiques de HA sur alginate sont de 1:3, 2:3 et 3:3
pour HA I et HA II et de 1:3 pour HA II déacétylés. Ces solutions mélanges sont également
diluées pour obtenir une concentration en alginate variant de 0,33 a 2 mg/mL. Les solutions
sont introduites dans des cuves en quartz rondes de trajectoire optique égale a 1 ou de 2 mm.
Les solutions sont maintenues a4 25°C (+ 0,1) a I’aide d’un bain thermostaté. Les mesures sont
réalisées a 1’aide du dichrographe, calibré par une solution de pentolactone, en balayant les
solutions sur une longueur d’onde variant de 190 a 300 nm par pas de 2 nm et pour un temps
d’intégration de 0,2 s. Chaque solution est analysée trois fois afin d’établir un spectre moyen.

L’analyse des résultats est réalisée par le logiciel CD max®.

8.3. Microscopie électronique a transmission

Pour I’observation au microscope électronique, les billes doivent subir une phase de fixation
avant I’inclusion nécessaire a la réalisation des coupes. Les études structurales sont réalisées
pour les gels d’alginate, HA II 1:3 et HA I 1:3 et 2:3 formés 72 heures dans du chlorure de

calcium.

Fixation :

La double fixation par le glutaraldéhyde et le tétroxyde d’osmium permet de conserver
I’ultrastructure cellulaire.

Les billes sont fixées par le glutaraldéhyde a 2,5 % dans le tampon cacodylate 0,1 M a pH 7,2,
contenant 0,2 % de bleu alcian et 0,2 % de rouge de ruthénium, pendant S heures (Van Susante

1995). Apres 3 lavages successifs dans le tampon cacodylate dilué de moitié par de I’eau
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bidistillée, les billes sont conservées pendant 12 heures dans le dernier bain. La post-fixation
des billes est réalisée par le tétroxyde d’osmium a 2% dans le tampon cacodylate 0,1M pendant
1 heure. Elles sont ensuite lavées dans 3 bains succesifs d’eau distillée pendant 15 minutes.

Imprégnation et inclusion :

L’inclusion se faisant dans une résine hydrophobe, les billes sont d’abord déshydratées par de
I’acétone. La déshydratation est réalisée par passages successifs des billes dans des bains
d’acétone de concentration croissante (10 %, 20 %, 40 %, 60 % pendant 30 minutes, 80 % et
95 % pendant 1 h 30 et 100 % pendant 15 minutes, 3 fois et 1 fois 1 h 30). L’acétone est
progressivement remplacé par de la résine Epon en solution. L’imprégnation est réalisée par
passages successifs des billes dans des mélanges résine-acétone de concentration croissante.
Les billes restent en contact avec chaque bains pendant 48 heures et I’inclusion dans la résine

pure s’effectue dans des moules par polymérisation a 70 °C pendant 48 heures.

Réalisation des coupes _
Le bloc est, préalablement, taillé & la lame de rasoir afin d’isoler la bille au sommet d’une
pyramide tétraédrique tronquée. La réalisation des coupes est effectuée sur un ultramicrotome

RMC aI’aide d’un couteau diamant. L’épaisseur des coupes est d’environ 60-80 pum.

Un double marquage acétate d’uranyle-citrate de plomb est effectué sur les coupes fines afin
d’augmenter le contraste de facon non spécifique et pour permettre une meilleure observation
structurale. Ce marquage est réalisée selon la méthode de Valentines (1961) pour I’acétate

d’uranyle et selon celle de Reynolds (1963) pour le citrate de plomb.

L’ensemble des coupes séchées sont ensuite observées au microscope électronique a

transmission.

9. Interprétation des résultats

9.1. Modélisation de la diffusion

Les phénomenes de diffusion ont lieu lors de la gélation des billes et sont modélisés pour
estimer un coefficient de diffusion phénoménologique pour chaque espece considérée. A partir
d’un probleme classique de la conduction transitoire de la chaleur d’une surface isotherme d’une
spheére (Carslaw 1959), un modele simple pour la détermination des coefficients de diffusion a
été obtenu. Bien que la formation de gel soit accompagnée de la diffusion de I’eau et du

hyaluronate hors du gel et de la diffusion simultanée de I’ion calcium vers la bille, le modele
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détaillé ci-dessous ne concerne que la diffusion de chaque espece indépendamment des autres
phénomenes de diffusion.

Les billes de gel sont considérées comme un milieu continu pour la diffusion du Ca* provenant
du milieu extérieur ainsi que pour la diffusion de 1’eau et du hyaluronate vers le milieu calcique.
Pour la diffusion transitoire, jusqu’a ce que les conditions de I’état stationnaire soient atteintes et
en dépit de la perte significative du poids, la réduction de la taille de la bille est négligée et son
rayon est supposé rester constant et €gal a sa valeur initiale.

La concentration de 1’espece diffusante considérée est notée C,.... A partir du poids moyen
d’une bille, c’est-a-dire 11 mg, et de sa densité moyenne proche de 1,1, le rayon a de la bille est
estimé a 1,3 mm.

Le modele de diffusion dans une spheére continue est assimilé au probleme classique de la
conduction de chaleur dans une sphere (Carslaw 1959). Cette sphere est supposée avoir a une
température initiale nulle et une température de surface supposée constante, T, .. La température

locale de la sphere est calculée par intégration de I’équation différentielle :

2
a_TzK(a T 2 8T) 6423)

a0 ot Tror

avec les conditions de liaisons suivantes :
0<r<a t=0 T=0
r=a t>0 T=T

surf

ou x est la diffusion thermique du matériau sphérique. L’intégration analytique de I’équation

différentielle donne le profil de la température transitoire dont la température moyenne, T __ , est

moy?

exprimée en fonction du temps par :

T
moy _ / K +12 / Zzerfc( ) (6q 24)
];u{f n=1

ou ierfc(x) est 'intégrale premiere de la fonction erreur complémentaire erfe(x) :

ierfe(x) = Jmel‘cf(ﬁ)dﬁ = /l.ﬁ.exp(—xz) — x.erfc(x) (éq. 25)
x &



III- Matériels et Méthodes / 92

avec  erfc(x) = %fexp(—&)dg (ég. 26)

Comme le montre I’équation, la température moyenne tend a atteindre une valeur asymptotique,

T, Dans le cas présent de la diffusion dans la masse de la sphére, la température T, peut étre

moy

remplacée par la concentration moyenne C__ et k, par le coefficient de diffusion D de I’espéce

moy
considérée. L’analogie entre le transfert de chaleur et de masse permet de remplacer la
température externe par la concentration a I’état stationnaire, C,,,,, €t ’équation (24) peut étre

écrite sous la forme ;

"“"_6/ br _3br 12/ Zerfc(
sead

L’utilisation de la relation (éq. 27) est simple pour Ca* et C,,, est estimée par la moyenne des

j (éq. 27)

contenus en Ca* a 48 heures de formation. Pour le cas de l'eau et du hyaluronate, la
concentration dans les billes a été exprimée par la perte relative de I’espéce considérée. En
particulier, la perte en poids pour ’eau a été déterminée par pesée (cf § IV 3.3.1). La perte du
hyaluronate a I’état stationnaire a ét¢ approximée a la valeur expérimentale déterminée par
dosage de la derniere bille de 1a série (96 ou 120 heures), réalisés par CLHP (cf § IV 3.3.3).

L’ajustement des données expérimentales par le modele simple a été fait par minimisation de la
fonction objective définie par la somme de 1’écart au carré entre les concentrations prédites et

expérimentales.

9.2, Méthodes statistiques

Les test statistiques appropriés ont été réalisés a ’aide du logiciel Statview IV® (Abacus

Concept)

Animaux :

Pour chaque groupe d’animaux et chaque dosage, on calcule la moyenne des valeurs, I’écart-
type (sd) et le SEM (sd/racine(n) qui est I’écart standard par rapport a la moyenne.

Les lots d’animaux traités par différents implants ont été comparés par un test statistique

ANOVA (analyse de variance a un facteur).
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IV. RESULTATS

L’objectif de notre travail était d’étudier un mélange polysaccharidique pour concevoir un
matériau de comblement. Nous présentons, dans un premier paragraphe, les résultats de la
déacétylation réalisée sur le hyaluronate dans l'objectif de créer une liaison ionique de ce
polysaccharide avec I’alginate. Des études physico-chimiques des polymeéres en solution diluée
ou concentrée ont été réalisées afin de mettre en évidence I’éventuelle présence d’interactions
entre les polysaccharides choisis : alginate et hyaluronate natif ou modifié. La troisiéme partie
correspond & I’étude structurale et rhéologique des matériaux obtenus par gélation calcique. Les
résultats de leur comportement et de leur biocompatibilité sont présentés dans une derniere

partie.

1. Modification chimique du hyaluronate

La déacétylation du hyaluronate a été réalisée par hydrazinolyse selon la méthode proposée par
Dabhl et coll (1988). Pour des raisons évidentes de colt de produit de départ, cette étude a été
réalisée uniquement avec HA II. L’influence du temps de synthése (entre 30 et et 240 minutes) a
été appréciée par la mesure du taux de déacétylation des échantillons et de leur degré de

polymérisation.

1.1. Cinétique de déacétylation

L’action de 1’hydrazine sur le hyaluronate se traduit par I’hydrolyse des groupements N-acétyl.
La réaction est suivie par le dosage colorimétrique des groupements N-acétyl du hyaluronate
décomposé en unités disaccharidiques.

La progression de la réaction de déacétylation de HA II a été évaluée sur des échantillons de

10 mg pour différents temps de synthese (tableau IV.1) :

HA I, HATL, | HAIL | HATI,

Temps de réaction 30 60 120 240
(minutes)
Taux de 16 27 45 80

déacétylation (%)

Tableau IV.1 : Evolution du taux (%) de déacétylation du hyaluronate (HA II) modifié chimiquement, & 100 °C,

en présence d hydrazine, avec la durée de réaction (minutes).
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Aprés 15 minutes d’hydrazinolyse, le pourcentage de déacétylation est trés faible et inférieur a
1 % (résultat non présenté). Le taux de déacétylation augmente ensuite rapidement avec le
temps de réaction : a partir de 30 mn de réaction, 16 % des résidus N-acétylglucosamines de
HA II sont sous forme amine et, apres 4 heures, plus de 3/4 des résidus sont déacétylés.

L'hydrazinolyse permet donc de déacétyler partiellement le hyaluronate avec un pourcentage de
groupements amines croissant avec le temps de réaction. L'augmentation rapide du taux de
déacétylation en 30 minutes de réaction peut s'expliquer par la diminution des interactions
présentes initialement dans la molécule repliée. L'hydrazinolyse conduite pendant 4 heures
permet de déacétyler HA Il a 80 %, ce qui pourrait étre intéressant dans 'objectif de créer une
interaction forte avec l'alginate et donc d'obtenir une matrice plus rigide. Cependant une
modification chimique trop importante pourrait également altérer les propriétés viscoélastiques et

rhéologiques du hyaluronate.

1.2. Variation de la masse molaire

Les masses molaires des différents hyaluronates déacétylés (HA II, a HA II,) sont obtenues par
mesure au LALLS (tableau IV.2).

HATII HAII, HAII, HAII, HA II,
Temps de réaction 0 30 60 120 240
(minutes)
Masse moléculaire | 452000 59000 58000 46000 35000
M, (g.mol™)

Tableau IV.2. : Evolution de la masse molaire moyenne du hyaluronate modifié chimiquement en fonction du
temps de réaction.

Lors de la déacétylation du hyaluronate sous !’action de I’hydrazine, nous avons observé une
dépolymérisation appréciable des chaines polysaccharidiques, principalement en début de
réaction. La masse molaire moyenne de HA II diminue de 4,5.10° & 5,9.10* g.mol"’ en 30
minutes. Cette dépolymérisation se poursuit au cours du temps, et la masse molaire mesurée
aprés 4 heures n’est plus que de 3,5.10* g.mol” environ. L’indice de polydispersité n’a pas

changé de manicre significative au cours de la réaction et reste compris entre 1,3 et 1,7.

1.3. Conclusion

Les résultats expérimentaux suggerent un processus d’action de I’hydrazine sur le hyaluronate

en deux phases. La premiére conduit a une dépolymérisation rapide du polysaccharide ainsi
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qu’a un changement possible de la conformation, permettant ainsi aux groupements amides
d’étre accessibles au réactif. Dans une deuxi¢me étape, 1’hydrolyse lente des liaisons amides
libere des groupements amines sur les chaines de hyaluronate.

L'hydrazinolyse présente donc I'inconvénient d'entrainer une dégradation du polymere.
L'influence de la déacétylation sur le degré de dépolymérisation observé est en accord avec les
résultats de la littérature (Dahl et coll. 1988, H6ok et coll. 1982), méme si dans ces €tudes, la
variation de la masse molaire est moins importante que celle décrite précédemment. On constate
donc que, si 'augmentation de la durée de la réaction permet un meilleur rendement (ce qui est
bénéfique pour améliorer les interactions avec l'alginate), elle entraine en revanche une
dépolymérisation qui pourrait diminuer la stabilité¢ des gels. Il nous a alors semblé important
d'évaluer les caractéristiques physico-chimiques des solutions et des gels pour différents taux
de déacétylation et donc pour différents temps de réaction. A cet effet, des opérations de
déacétylation ont été réalisées sur des masses plus importantes (200 mg de HA II) sur les durées
de 0,5h (HAIIL), 1h (HAIL), 2 h (HAII) et 4 h (HA II,). Les taux de déacétylation de ces

produits sont équivalents a ceux obtenus précédemment avec 10 mg de HA 1L

2. Comportement des polysaccharides en solution

Les interactions entre nos polysaccharides ont ét€ observées soit par ’étude de leur
conformation, appréciée par dichrofsme circulaire, soit par I’étude de leur comportement
rhéologique. La détermination préalable au LALLS a permis d’obtenir les masses molaires
moyennes des trois principaux polysaccharides étudiés. Elles sont de I’ordre de 1,5.10°%
4,5.10° et 2,7.10° g.mol"' respectivement pour HA 1, HA 1I et alginate.

2.1. Dichroisme circulaire

Les interactions entre des polymeres se traduisent souvent par une modification de conformation
d’au moins 1’'un d’entre eux. C’est pourquoi nous avons fait appel au dichroisme circulaire pour
mettre en évidence d’éventuelles interactions entre 1’alginate et le hyaluronate natif (HA 1 et
HA 1I) ou déacétylé (HA II, a HA II,), en réalisant les spectres des solutions individuelles et

des mélanges.

2.1.1.Solutions individuelles

Le spectre de dichrotsme circulaire de I’alginate présente une bande négative de faible intensité a
209 nm, attribuée a la transition n — n* des groupements carboxyliques (Johnson 1987). Les
spectres des solutions de hyaluronate sont assez semblables mais présentent toutefois une bande
négative a 209 nm plus prononcée, qui correspond a la transition n — n* des groupements

amides des résidus glucopyranosyles (Stone 1969) (Figure IV.1a, b).
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Figure IV.1a, b : Spectres de dichroisme circulaire des solutions individuelles de polysaccharides 4 | mg/mL dans
I’eau obtenus & 20°C : a) correspond a 'alginate, HA I et HA Il et b) & HA II et de HA 1I déacétylés, pour des
temps de réaction variant de 30 minutes a 4 heures.
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L’amplitude du signal de HA II est légérement supérieure a celle de HA I (Figure IV.1a). Dans
le cas du hyaluronate déacétylé, nous observons le méme signal négatif maximal 2 209 nm pour
tous les temps de réaction, mais I'importance de l'ellipticité négative a 209 nm est réduite.
L’intensité de ce phénomeéne augmente avec la durée de I'hydrazinolyse (Figure IV.1b). La
diminution du signal s'explique probablement par la disparition d'un certain nombre de
groupements acétyles sur la chaine du hyaluronate, mais la forte diminution de la taille des
molécules peut également intervenir, car le hyaluronate dépolymérisé ne peut garder sa
conformation de grande pelote aléatoire (Laurent 1987).

Nos polysaccharides sont fortement ionisés dans nos conditions d’étude. Leur caractére
polyélectrolytique est a l'origine d’une modification de conformation. Nous avons donc
comparé le signal obtenu en présence de NaCl 3g/L avec les résultats précédents.

Dans le cas de ’alginate, la présence de NaCl a 3 g/L. diminue le signal. Ce phénomeéne est
probablement i€ a la faible association connue des blocs polyguluroniques en présence d’ions
monovalents (Johnson 1987). Les spectres des solutions de hyaluronate, HA 1 et HA II, sont
nettement moins affectés par la présence de NaCl : la variation est inférieure & 10 % pour la
bande a 209 nm. NaCl n’a donc pas d’interaction avec les groupements amides des résidus

N-acétyl-glucosamines.

2.1.2.Solutions de polysaccharides en mélange

Les solutions de polysaccharides en mélange présentent des spectres de dichroisme d’allure
comparable a ceux obtenus individuellement, en raison de ’existence d’un signal commun a
209 nm.

L’additivité des ellipticités mesurées par dichroisme circulaire pour des substances sans
interaction, nous permet de calculer le signal théorique (6,,,,) d’un mélange a partir du signal de

chaque constituant et de sa concentration dans le mélange par I’équation :

00 = D, 6, (éq.28)

ol 6, est I'ellipticité mesurée du constituant i a la concentration C, dans le mélange.

Cette équation suppose ’absence d’interaction entre les constituants du mélange. Un écart
sensible entre cette valeur théorique et la valeur mesurée expérimentalement traduit
nécessairement 1’existence d’une interaction entre eux.

En présence d’une faible proportion de hyaluronate, les spectres observés et théoriques sont
quasiment superposés (résultat non représenté). Par contre les deux polysaccharides sont en
quantités équivalentes (mélanges 3:3) et plus particulicrement pour HA I dont I’amplitude du
signal observé est supérieure a la valeur théorique pour toutes les concentrations étudiées,

I'écart variant de 10 a 40 % (tableau IV.3), ce qui est supérieur a I'écart-type des valeurs
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obtenues en dichroisme circulaire. Le mélange se traduit donc par une augmentation de
I’asymétrie et donc par une interaction entre les polysaccharides. En raison de la trés forte

contribution de 1’acide hyaluronique au signal du mélange, on peut supposer que I’interaction se

traduit essentiellement au niveau des groupements amides des résidus glucopyranosyles.

Concentration HA I (eau) HAI (eau) HA T (NaCl 3g/L) | HATI(NaCl 3g/L)
mg/mL signal observé | signal théorique signal observé signal théorique
0,5 - 4,87 - 395 - 4,99 - 391
1 -9,12 - 8,19 - 9,65 - 7,46
2 - 14,5 - 10,5 - 13,6 -12,4
Concentration | HA II (eau) HA 1I (eau) HA II (NaCl 3g/L)) | HA II (NaCl 3g/L)
mg/mL signal observé | signal théorique signal observé signal théorique
0,5 -4.4 - 4,56 - 4,59 - 4,70
1 - 10,0 - 9,90 - 8,74 - 8,76
2 - 14,8 - 16,1 - 18,1 -16,8

Tableau IV.3 : Comparaison de l'ellipticité a 209 nm pour différentes concentrations des mélanges hyaluronate
(HA I et/ou HA ID)-alginate 3:3, et de la somme des ellipticités & 209 nm de l'alginate et du hyaluronate
considéré.

En revanche, dans le cas de HA 1, la différence est nettement moins importante (inférieure a
3 % sauf pour la concentration la plus forte ou elle atteint 8 %). Pour tenter d’expliquer la
contradiction apparente entre les résultats concernant les deux sources de hyaluronate, nous
avons alors recherché si la différence de pureté pouvait jouer un role. Il s’est avéré que,
contrairement a HA I, HA 1I contient du calcium en quantité importante (9,3 ppm, cf § 111.7.2)
ainsi que I’a montré le dosage par spectroscopie d’absorption atomique. Lorsque HA II est
mélangé a I’alginate, cet apport de calcium peut complexer les groupements carboxyliques de ce
polymere. Nous avons estimé, puisque chaque ion calcium peut complexer quatre fonctions
carboxyliques selon le modele de la boite a oeuf, que le pourcentage des fonctions ainsi
complexées peut atteindre 24 % (voir § I11.7.2 pour le détail des calculs). Elles sont alors moins
disponibles pour établir des interactions avec le hyaluronate.

Lorsque le hyaluronate (HA II) est déacétylé, la différence des valeurs d’ellipticité expérimentale
et théorique du mélange avec I’alginate est d’environ 10 % et traduit I’existence d’interactions
(tableau IV.4). Cependant cette différence ne varie pas avec la durée de la réaction, et donc avec
le taux de fonctions amines libérées. Deux explications peuvent étre avancées :

- soit les interactions entre polysaccharides ne sont pas intensifiées par des liaisons ioniques,
contrairement a ce qui était souhaité ; le résultat obtenu pour HA II déacétylé, différent de ceux
de HA II natif mais conforme & ceux de HA I, s’explique alors par I’élimination du calcium lors

de la purification par dialyse.
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- soit les liaisons ioniques créées par la déacétylation sont plus intenses mais la
dépolymérisation, observée parallélement, compense la variation du signal de dichroisme

circulaire.

HAII | HAN, | HAIL | HAIL, [ HATI,
Bexp -4,59 -3,86 -3,65 -3,62 -3,48
Othéo -4,70 -3,40 -3,38 -3,36 -3,12

Tableau IV. 4: Comparaison de l'ellipticité a 209 nm des mélanges hyaluronates modifiés-alginate 1:3 dans NaCl
3g/L et de la somme des ellipticités & 209 nm de l'alginate et du hyaluronate modifié considéré .

On constate cependant que l’amplitude du signal des mélanges contenant le hyaluronate
déacétylé diminue peu mais réguliérement, en fonction du temps de réaction (HA II, a HA II))
sauf pour le taux de déacétylation le plus élevé, ou le signal théorique est nettement plus
diminué. Ceci est certainement lié & l'importante déacétylation (80 %) qui augmente la

probabilité d’interactions de type ionique, mais aussi a la tres forte dépolymérisation.

Ainsi, les mesures de dichroisme circulaire ont permis de montrer I’existence d’interactions
entre I’alginate et le hyaluronate HA I. Dans le cas de HA II, ces interactions ne sont plus mises
en évidence, probablement en raison d’une complexation interférante des groupements
carboxyliques de l’alginate par les ions calcium contenus dans la poudre de HA II. La
déacétylation du hyaluronate n’augmente pas de manicre significative les interactions entre les

deux polymeres, tout du moins de maniére appréciable par dichroisme circulaire.

2.2. Comportement rhéologique des polysaccharides en

solution

Lors de la conception d’un biomatériau, il est nécessaire de connaitre les propriétés physico-
chimiques de ce matériau. Afin, également, de confirmer les interactions entre les
polysaccharides mises en évidence par dichroisme circulaire, nous avons évalué le
comportement rhéologique de solutions diluées au viscosimetre capillaire et au rhéometre de
type Couette. La rhéologie de solutions plus concentrées, c’est-a-dire a des concentrations
égales a celles employées pour la formation des gels, a ét€ étudiée ensuite au rhéometre en mode

écoulement.



IV- Résultats /101

2.2.1.Etude des solutions diluées

Les caractéristiques rhéologiques des polysaccharides en solution diluée peuvent étre utilisées
pour mettre en évidence d’éventuelles interactions. Nous avons ét€ amenée pour cela a étudier
les polysaccharides seuls et en mélange.

2.2.1.1.Choix des conditions d’études

Le viscosimetre capillaire est fréquemment employé pour étudier la viscosité d’un
polysaccharide en milieu dilué. Cependant cette technique nécessite de contrdler que les
macromolécules contenues dans les solutions employées ne s’adsorbent pas sur la paroi des
tubes capillaires et que ces solutions possedent, de plus, un comportement newtonien. Nous
avons vérifié ce point par calcul théorique (cf III § 5.3.1.3) puis par des mesures au
viscosimetre de Couette.

Des mesures ont donc été effectuées au rhéometre de Couette, pour les polysaccharides dissous
en présence de NaCl en concentration variable. L’application de trois gradients de vitesse (w,)
au rhéometre (4,39, 0,945 et 0,512 s') conduit aux résultats suivants (tableau I'V.5) :

o, NaCl (g/L) 0 0,3 1 3 10
(s Viscosité dynamique (mPa.s)

4,39 HA1 33,8 6,0 3,5 2,4 1,8
0,945 36,0 5,6 34 2,5 1,8
0,512 33,8 5,9 3,6 2,8 1,8
4,39 HAII 6,6 2,3 1,7 1,6 1,3
0,945 6,3 2,3 1,9 1,9 1,2
0,512 6,6 2,4 2,1 2,2 1,0
4,39 Alginate 3,6 1,6 1,4 1,4 1,1
0,945 3,4 1,4 1,3 1,3 1,0
0,512 3,6 1,6 1,4 1,3 0,96

Tableau IV.5: Evolution de la viscosité dynamique (mPa.s) des polysaccharidiques dissous (0,5 mg/mL) dans des
solutions de concentration en NaCl variable et en fonction de la vitesse de rotation appliquée au rhéométre de type
Couette.

Il apparait que les viscosités dynamiques mesurées a ces vitesses de rotation varient peu, ce qui
indique qu’a ces vitesses et pour la concentration étudiée (0,5 mg/mL) les polymeres réagissent
comme des fluides newtoniens.

Les viscosités mesurées avec le viscosimetre capillaire sont proches des résultats obtenus au

rhéometre cylindrique et I'écart observé entre les deux séries de valeur est généralement
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inférieur & 5%. L’erreur liée a P’adsorption du polysaccharide sur le verre capillaire est
négligeable.
Pour la suite de 1’étude, le viscosimetre capillaire a été préféré car il permet des mesures plus

faciles et plus répétables.

2.2.1.2.Solutions de polysaccharides individuelles

Hyaluronate natif et alginate, influence de la force ionique de la solution

La viscosité, n, d’un polymere dilué est connue pour augmenter avec sa concentration et ce
phénomene est exprimé par la relation de Huggins (éq. 11), relation principalement valable pour
des molécules neutres. Or I’alginate et le hyaluronate sont des polyélectrolytes. Dans notre
étude, pour des concentrations en polysaccharides inférieures ou égales a 0,5 mg/mL, les
rapports de la viscosité spécifique sur la concentration (n,/C) obéissent a cette loi de Huggins
(éq. 11). Les mesures réalisées avec le capillaire de Ubbelhode ont donc permis de déterminer la
viscosité intrinseque et le coefficient de Huggins pour I’ensemble des polymeéres dans des
conditions de force ionique différentes.

Le comportement rhéologique des polyélectrolytes varie avec la force ionique du milieu.
Smidsrod (1970) a montré en effet que la viscosité spécifique d’une solution d’alginate
diminuait en présence d’un électrolyte fort, tel que NaCl, et cela jusqu’a environ une
concentration en sel de 100 mM (5,85 mg/mL). Cette variation de viscosité est liée a4 un
changement de conformation du polysaccharide. A faible concentration de NaCl, quand un
polyélectrolyte est dissous dans ’eau, sa viscosité réduite augmente trés rapidement avec sa
dilution dans !'eau, comme cela a été observé par Fuoss (1948) (éq. 12).

Dans le cas de nos solutions de polysaccharides dissous dans I’eau pure a des concentrations
inférieures a 0.3 mg/mL, la loi de Fuoss est respectée puisque les valeurs de viscosité sont tres
élevées : la viscosité intrinseque est de ’ordre de 16,3; 13,8; et 7,2 mL/mg respectivement pour
HA I, HA II et D'alginate. En présence d’une concentration, méme faible, en chlorure de

sodium, elles chutent a des valeurs inférieures a 3 mL/mg (tableau IV.6).

Concentration Viscosité intrinseque (mL/mg)
en NaCl (g/l) HAI HA I ALGINATE
0 16,3 13,8 7,2
0,3 3,8 2,52 1,56
1 2,76 1,73 1,25
3 2,19 1,42 1,04
10 1,96 1,16 1,03

Tableau IV.6 : Evolution des viscosités intrinséques des solutions diluées d’alginate, HA I et HA II mesurées 2
Paide d’un viscosimetre capillaire, en fonction de la concentration en NaCl du milicu (20°C).
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Ainsi, en présence de NaCl, la viscosité intrinseque de I’alginate diminue de 1,56 mL/mg dans
un milieu NaCl 0,3 g/L a 1,03 ml/mg dans une solution saline & 10 g/L. Pour la méme
variation de concentrations en chlorure de sodium, elle passe respectivement de 3,80 a
1,96 mL/mg et 2,52 a 1,16 mL/mg pour les solutions de hyaluronates HA I et HA II.

Lorsque la concentration de NaCl est supérieure a 3 g/L, la viscosité intrinséque des trois
polysaccharides évolue peu et explique P'utilisation fréquemment rencontrée dans la littérature
pour les études rhéologiques de 1’alginate, d’'une concentration en NaCl de 0,1 M (soit
5,85 g/L). Par exemple, Smidsrod (1970) trouve une valeur de viscosité intrinseéque de
1,30 mL/mg pour un alginate de poids moléculaire de 6,5.10° Da en solution dans NaCl a
0,1 M alors que notre valeur dans NaCl 3g/L est de 1,04 ml/mg pour une messe molaire
estimé a 2,7.10° g.mol™. Cette différence de valeur est trés certainement liée 2 la différence des
poids moléculaires des alginates étudiés mais également a leur origine. Pour HA I dans NaCl
3g/L, la viscosité intrinseque a été déterminée a 2,19 ml./mg, valeur tout a fait semblable a
celles de Cleland et Wang (1970) et de Morris et coll (1980), qui ont trouvé respectivement des
valeurs de 2,2 mlL/mg pour une solution de hyaluronate de PM=1,3.10° Da dans NaCl 0,2 M,

et de 2,6 mL/mg pour une solution de hyaluronate de PM=1,6.10° Da dans NaCl 2 0,15 M.

La viscosité intrinséque de nos polyélectrolytes varie linairement avec ’inverse de la racine
carrée de la concentration du milieu ionique (Figure IV.2), conformément aux observations de
Smidsrod (1970).
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Figure IV.2 : Variation linéaire de la viscosité intrinséque en fonction de I'inverse de la racine carrée de la
concentration en chlorure de sodium (électrolyte support).

Pour toutes les concentrations en NaCl, la viscosité des polysaccharides obéit & la relation

suivante :
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(M] yar > Mlgan > M1 Alginate

Cette variation est certainement liée a la différence de masse molaire puisque 1’évolution des
viscosités intrinseques est en accord avec I’évolution des masses molaires des polysaccharides
estimées par la méthode LALLS.

Le coefficient de Huggins (k) est obtenu a partir de I’éq. (11). Les valeurs de ce coefficient
pour nos polysaccharides en fonction de la concentration en NaCl sont regroupées dans le
tableau IV.7.

Concentration Coefficients de Huggins (k;;)
de NaCl (g/l) HAI HA1I ALGINATE
0,3 0,44 0,27 0,4
1 0,47 0,28 0,16
3 0,38 0,11 0,085
10 0,23 0,089 -0,12

Tableau I'V.7 : Evolution du coefficient de Huggins pour [’alginate, HA I et HA II en fonction de la concentration
en NaCl dans le milieu de dissolution.

Dans le cas de concentrations en NaCl inférieures ou égales a 3 g/L, la constante k,, relative a
HA I varie peu et est de ’ordre de 0,4. Pour I’alginate et HA II, ky présente une variation plus
importante avec la concentration en NaCl et la valeur est maximale 0,27 pour NaCl a 0,3 g/L.
La valeur négative de ky pour la solution d’alginate dans NaCl 10g/L n’est pas expliquée.

Selon la théorie hydrodynamique de Riseman et Ullmann (Stickler 1989) et pour des polymeres
ayant une structure en serpentin dont le repliement semble €tre aléatoire (comme dans le cas des
polysaccharides linéaires), la valeur caractéristique de ky est proche de 0,6. Toutefois, dans le
cas des polymeres non chargés, ces coefficients peuvent étre inférieurs a 0,52. Les valeurs de
k,, obtenues pour l'alginate et pour HA II sont nettement inférieures a celles observées
généralement pour les polymeres. Ces résultats indiquent que nos polysaccharides ont une
grande affinité envers les milieux aqueux étudiés, et confortent la forte valeur de la viscosité
intrins¢que des polymeres dissous dans I’eau. Les macromolécules en milieu dilué sont donc
fortement hydratées et adoptent une structure de faible rigidité, ce qui est en accord avec la
structure en serpentin aléatoire de I’alginate. Dans ce cas et comme 1’a expliqué Smidsrod
(1970), la force ionique des solutions diluées n’est pas suffisante pour contrer les interactions
existantes entre I’eau et 1’alginate. Le polysaccharide se présente donc en solution sous une

forme étendue.
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Influence de la déacétylation

Tout comme dans le cas de HA II natif, les hyaluronates modifiés par déacétylation montrent
une variation linéaire de la viscosité spécifique en fonction de la concentration en polymere
(Figure IV.3).
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Figure IV.3 : Evolution de la viscosité spécifique (n,) en fonction de la concentration totale en polysaccharide
pour les solutions de hyaluronate modifié par hydrazinolyse a 100 °C durant des temps variables.

Cette linéarité a permis de déterminer la viscosité intrinséque de chaque solution dans NaCl 3g/L

(tableau I'V.8).

HAIl | HAIL | HAL, | HATL | HATI,
[n] (mL/mg) 1,30 | 0,49 | 044 | 034 | 027
k,, 0,13 | -0,30 | -0,37 | -0,58 | -0,91

Tableau IV.8 : Evolution de la viscosité intrinséque des différentes solutions, dans NaCl 3g/L., de HA I déacétylé
sur des temps variables.

La viscosité intrinseque est de 1,30 mL/mg pour HA natif et sa valeur diminue avec le taux de
déacétylation : sa valeur passe de 0,49 ml/mg apres 30 minutes de réaction (HA II), a
0,27 mL/mg pour le polymere le plus déacétylé (HA II,). Ces résultats sont en accord avec la
diminution de la masse molaire du polysaccharide intervenant au cours de la réaction
d'hydrazinolyse. Cette variation décroissante montrée sur la Figure IV.3 s’accompagne de

valeurs négatives du coefficient de Huggins pour les polymeéres HA II, a HA II,. qui
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proviennent certainement d’une diminution des interactions entre les chaines modifiées. Il
semble que la déacétylation augmente I'affinité des molécules envers 1’eau mais accentue
également le phénomeéne d’indépendance d’une molécule modifiée vis-a-vis des molécules
voisines.

Ces études de mesures de viscosité intrinséque ont permis de montrer une évolution des valeurs
en fonction du milieu de dissolution mais également en fonction de la nature des polyméres
considérés. Abordons a présent I'étude du comportement des solutions de mélanges de

polysaccharides au moyen de la méme technique.

2.2.1.3.Solutions de polysaccharides en mélange

La détermination des propriétés rhéologiques des mélanges polysaccharidiques a ét€ réalisée
dans une solution de NaCl a 3 g/L, puisque qu’elle correspond a une concentration suffisante
pour contrer I’ensemble des charges des polysaccharides ainsi que nous l’avons montré

précedemment.

Solutions de hyaluronate natif et d’alginate
La Figure IV.4 montre I’évolution de la viscosité spécifique des polysaccharides en mélange,

HA I-alginate, en fonction de la concentration totale en polymeres.
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Figure IV .4 : Evolution de la viscosité spécifique (1,;) & 20 °C des solutions mélanges HA I-alginate dans NaCl
3g/L en fonction de la concentration totale en polymeres.
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La viscosité spécifique des mélanges de polysaccharides varie linéairement en fonction de la
concentration totale en polymeres. Cette évolution est semblable a celle d’un polymere étudié
seul en solution, ce qui permet de déterminer les parametres classiques c’est-a-dire la viscosité
intrinséque et les coefficients de Huggins (Tableau IV.9).

La viscosité intrinséque d’un mélange peut étre calculée théoriquement ([n].,) & partir des

viscosités intrinseques individuelles [n];, selon la relation suivante :

2.Glnl
(7)o = —Z_C—

(éq. 30)

ol C; est la concentration d’un polysaccharide constituant du mélange et [n]; sa viscosité
intrinséque. Cette relation suppose que les polymeres n’ont pas d’interaction entre eux, la
viscosité résultante étant alors la moyenne de leurs viscosités individuelles pondérées par leurs
concentrations. Une valeur expérimentale différente de cette valeur théorique traduit donc une

interaction entre les deux polysaccharides (Fuongfuchat 1996).

Solutions [M] (mL/mg) | [M,] (mL/mg) ky
HAT 1:3 1,25 1,33 0,20
2:3 1,32 1,50 0,16
3:3 1,55 1,61 0,09
HAT 1:3 1,12 1,14 0,23
2:3 1,00 1,19 0,47
3.3 1,18 1,23 0,31

Tableau IV.9: Viscosités intrinséques expérimentales et théoriques et coefficient de Huggins des mélanges
alginate- HA I ou HA II dans NaCl 3g/L. déterminés a 20 °C en fonction du rapport de concentration des
polysaccharides.

Dans notre cas, les viscosités intrinséques théoriques sont toujours supérieures aux valeurs
expérimentales surtout pour HA I (tableau IV.9) : I’écart entre théorie et pratique est cependant
inférieur a 10 % pour P'ensemble des mélanges étudiés (sauf pour HA II 2/3). Cette faible
différence montre que les interactions entre les polysaccharides sont faibles, voire peu
significatives en milieu dilué.

De plus, les valeurs peu élevées des coefficients de Huggins observés pour I’association HA II-
alginate confirment la faible interaction entre les chalnes polysaccharidiques et traduit en
revanche la forte affinité des polymeres pour I’eau. Il semble pourtant que le mélange HA I-
alginate posseéde des valeurs du coefficient de Huggins plus fortes correspondant a de plus
grandes interactions entre polysaccharides. Ce résultat est conforme aux conclusions obtenues

par dichroisme circulaire.
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Influence de la déacétylation

Tout comme dans le cas de HA II natif, I’évolution de la viscosité spécifique des mélanges HA
modifiés-alginate avec la concentration en polysaccharide est linéaire (Figure IV.5). De ce fait, il
est également possible de déterminer le coefficient de Huggins et la viscosité intrinséque. Les

valeurs obtenues sont reportés dans le tableau IV.10.
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Figure IV.5 : Evolution de la viscosité spécifique (1) & 20 °C, des solutions d’alginate et de HA modifiés
pendant différentes durées de réaction (HA Ila - HA 1d) en mélange dans NaCl 3g/l. en fonction de la

concentration totale en polymére.

Le mélange avec HA Il natif présente une viscosité intrinseque expérimentale de 1,20 mL/mg, et
cette valeur diminue a 0,99 ml/mg pour le mélange contenant HA II.. Pour un taux de
déacétylation du hyaluronate compris entre 16 et 45 % (HA II, et I1), la valeur de la viscosité
des mélanges varie peu, toutefois elle augmente pour HA II; qui présente le plus fort taux de

fonction amine (80%) (Figure IV.5).

HA I HAI, | HAIL | HAIL | HATI,
[]... (mL/mg) 1,12 0,99 0,96 0,99 1,14
exp
(], (mL/mg) 1,14 0,90 0,89 0,87 0,85
théo
ky, 0,23 0,31 0,32 0,31 0,25

Tableau IV.10 : Evolution du coefficient de Huggins, de la viscosité intrinséque estimée ([1]ye) €t expérimentale
{fN)exp)» @ 20 °C des polysaccharides (HA II modifié - alginate 1:3) en mélange dans NaCl 3g/L en fonction du

temps de déacétylation du hyaluronate.
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Le calcul théorique de la viscosité a partir des constituants du mélange (éq. 30) donne des
résultats nettement inférieurs aux valeurs réellement observées. Le volume hydrodynamique du
mélange est donc inférieur a la somme des volumes hydrodynamiques de chaque composant
(Fuongfuchat et coll. 1996). La différence entre ces deux résultats augmente avec la durée de
synthese, de 10 % pour HA II, a plus de 30 % pour HA II,. Ceci suggere 1’existence
d’interactions entre les polysaccharides, dont I'importance augmente avec le taux de fonctions
amines libérées sur le hyaluronate malgré la diminution parallele de sa masse molaire. On peut
raisonnablement en conclure que des liaisons supplémentaires renforcent les interactions entre

les polysaccharides, et donc que des interactions ioniques sont établies.

2.2.1.4.Conclusion

Les études réalisées a la fois par dichroisme circulaire et par mesures rhéologiques ont montré
que le comportement en milieu dilué des solutions de polysaccharides dépend de la structure du
hyaluronate. La conformation, tout d’abord, joue un réle important, puisque des interactions,
certes faibles, ont été mises en évidence pour HA I et non pour HA II : le taux important de
calcium mesuré pour ce dernier peut étre & I’origine d’une modification de conformation des
deux polysaccharides, ainsi que nous 1’avons discuté précédemment. La structure chimique est
également un élément prépondérant, puisque la libération de fonctions amines du hyaluronate a
permis de renforcer notablement les interactions, probablement par des liaisons ioniques. Il est
cependant possible que ces interactions n’aient pas pu €tre observées lors des mesures en milieu
dilué, en raison d’une concentration trop faible en polysaccharide, puisqu’alors leurs
interactions avec le milieu sont trop importantes. Cette hypotheése est confortée par la valeur
particulierement faible du coefficient de Huggins mesurée pour chacun d’entre eux en solution

individuelle.
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2.2.2.Solutions concentrées

Les polysaccharides en solution concentrée sont trés visqueux et ne sont plus newtoniens, ceci
nous a amenée a appliquer une autre méthologie, basée sur la mesure du gradient de vitesse
obtenu lors de 1’application d’une force de contrainte croissante et décroissante. Un rhéomeétre
cone-plan a ainsi été utilisé en mode écoulement pour les polysaccharides seuls et en mélange a
des concentrations de 20 mg/mL.

La solution visqueuse, placée entre le cone et le plan du rhéomeétre, est soumise a des forces de
cisaillement donnant naissance a un gradient de vitesse. L’évolution du gradient de vitesse en
fonction de la contrainte, permet de mettre en évidence un caractére épaississant ou fluidifiant
d’un polymére, et aussi son éventuel comportement thixotrope lorsque 1’on applique
successivement des forces de contraintes croissantes et décroissantes. A partir de ces courbes et
en appliquant la loi de Cross (éq. 13) ou d’Ostwald-de-Waele (éq. 14), il est possible de

déterminer une valeur de viscosité a un gradient de vitesse donné.

2.2.2.1.Hyaluronate natif et alginate

L’évolution de la viscosité en fonction du gradient de vitesse est représentée dans la Figure V.6
pour chacun des polymeres seuls et dans la Figure IV.7a,b pour les mélanges HA I- et HA II-
alginate en proportions 1:3, 2:3 et 3:3.
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Figure IV.6 : Evolution des coefficients de viscosité, a 20 °C, des solutions de HA I, HA II et d’alginate & une
concentration de 20 mg/mL., obtenue par des mesures au rhéomeétre cone-plan en fonction du gradient de vitesse.
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Figure IV.7 : Evolution des coefficients de viscosité des solutions de HA et des mélanges HA -alginate (1:3, 2:3,
3:3) 4 une concentration de 20 mg/mL, obtenue par des mesures au rhéometre cone-plan. a: HA I; b: HA II.

Les mesures mettent en évidence le caractére rhéofluidifiant des solutions polysaccharidiques

considérées. Le comportement thixotrope a été observé par la présence d’une boucle d’hystérése
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de la contrainte de cisaillement en fonction de la vitesse de cisaillement. Cependant, dans
P’ensemble des cas et dans le domaine de contraintes étudiées, la surface de cette boucle
représente moins de 5 % de la courbe intégrale. La thixotropie est donc négligée et le
comportement rhéologique a ét¢ modélisé pour les moyennes des valeurs des tracés “direct” et
“retour”,

La viscosité de la solution de HA 1 est environ cinq fois plus grand que celles des autres
polysaccharides quel que soit le gradient de vitesse. Ce résultat est cohérent avec les résultats
observés en solution diluée. Il est en accord avec la variation des masses molaires. La différence
de structure polysaccharidique et la nature des contre-ions peuvent également étre évoquées,
comme il a ét€ montré par I’effet du calcium sur le hyaluronate (Aldrich 1958; Winter 1975,
Winter 1977). En effet, des études aux rayons X de films condensés ont montré que la présence
de calcium, méme en quantité trop faible pour neutraliser le polysaccharide, induit une
conformation en triple hélice (Winter 1975) au lieu de la structure compacte en quadruple hélice
(Guss 1975). On peut alors supposer qu’a I’état dissous la conformation du hyaluronate est
également affectée par la présence de calcium. Cette supposition est confirmée par le
comportement rhéologique observé pour les solutions diluées. Ainsi, pour les solutions
d’alginate et de HA 11, les valeurs faibles du coefficient de Huggins suggerent une conformation
étendue, alors que la valeur €levée de ce coefficient pour HA I correspond & une conformation
en pelote.

L’évolutions du coefficient de viscosité avec le gradient de vitesse montre une viscosité pour les
mélanges HA I-alginate nettement supérieure a celle de I’alginate seul, quel que soit le rapport

de concentrations des deux polysaccharides (Figure IV.7a et b).

Pour I’alginate, HA II ainsi que leurs mélanges et le mélange HA I-alginate 1:3, 1’ajustement
des variations de la viscosité avec le gradient de vitesse est correctement effectué par 1’équation
simplifiée d’Ostwald (Tableau IV.11).

Dans le cas de HA I 1/3, le modele d’Ostwald est mieux adapté car dans le domaine de gradients
de vitesses considéré (0,1 a 1000 s™), la viscosité diminue de fagon continue avec le gradient
(voir Figure 1V.7a). Ceci traduit le fait que la présence de HA I en faible quantité ne modifie que
peu le comportement rhéologique de I’alginate. L ajustement des courbes relatives aux autres
solutions est réalisé & ’aide du modele de Cross (€q. 13) qui met en évidence la présence d’un
plateau de viscosité pour des gradients de vitesse inférieurs & 1 s'. Le modéle de Cross permet
d’obtenir une meilleure représentation pour HA 1 2/3 et 3/3 ol la quantité de HA semble donc
déterminer les propriétés rhéologiques. Dans le cas de HA 1 3/3, la viscosité de la solution est
supérieure a celle des solutions individuelles. Cependant cette différence est modérée et semble

surtout liée a la variation de concentration en polymére.
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Loi de Cross Loi d’Ostwald
Solutions K Exposant Mo . K, Exposant

(s) n (Pa.s) (Pa.s) (Pa.s*™) n

HAI(seul) | 0,786 0,947 121,4 1,81 / /
HAT1:3 / / / / 19,87 0,527

HAT2:3 | 0,574 0,814 97,3 115’3735 / /

HA3:3 0,835 1,088 259,2 / / /
Alg (seul) / / / / 5,93 0,658
HA II (seul) / / / / 4,99 0,687
HAII 1:3 / / / / 13,52 0,575
HATI 2:3 / / / / 27,39 0,615
HATI 3:3 / / / 55,28 0,628

Tableau IV.11: Modélisation des courbes représentant I’évolution du coefficient de viscosité en fonction du
gradient de vitesse (rhéomeétre cone-plan a 20 °C en mode écoulement) : valeurs des parametres du modele &
Cross ou d’Ostwald le mieux adapté pour 1’alginate, HA I, HA II et leurs mélanges en proportions 1:3; 2:3 et
3:3.

Les solutions concentrées d’alginate et de HA II montrent des propriétés rhéologiques voisines.
Pourtant, la viscosité des solutions de mélange est supérieure & celle des solutions de deux
polymeres pris individuellement. L’effet épaississant des solutions de mélange augmente

¢galement lorsque la fraction massique en hyaluronate varie de 0,25 a 0,50.

Dans le cas des mélanges HA II-alginate, nous avons constaté que la constante K, varie avec la

concentration totale en polymere dans le milieu selon la relation :
K, =2,9.10" C*

Cette relation montre clairement que la valeur de la viscosité augmente beaucoup plus vite que la
concentration totale en polymere, phénomene observé pour de nombreuses macromolécules
(Stickler 1989). Il faut, toutefois, tenir compte de la présence initiale des ions calcium introduit
par HA II qui peuvent entrainer la complexation partielle des groupements carboxyliques des

chafnes d’alginate ainsi que nous I’avons décrit précédemment (chapitre I § 3.1)

2.2.2.2. Influence de la déacétylation du hyaluronate

Les mesures d'écoulement n’ont pas ét¢ réalisées pour les solutions de hyaluronate déacétylé,
car ces solutions présentaient un caractere trop fluide pour étre analysées par cette méthode et la

géométrie du cdne de mesures n’était dans ce cas pas adaptée.
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Les mesures d’écoulement ont été effectuées pour les mélanges HA II déacétylé-alginate pour

les différents taux de déacétylation.

Comme précédemment pour le hyaluronate natif, ces courbes ont été tracées pour des vitesses
de cisaillement croissantes, puis décroissantes, de fagon & évaluer I’importance de la thixotropie
(Figure 1V.8). Une différence inférieure a 5% a été observée entre les tracés de montée et de
descente, montrant que la déacétylation ne confére pas de caractére thixotrope trés sensible aux

mélanges de polysaccharides.
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Figure IV.8 : Evolution des coefficients de viscosité des solutions de HA II natif et déacétylé a une concentration
de 20 mg/mL., obtenue par des mesures au rhéometre cone-plan en fonction du gradient de vitesse.

Les rhéogrammes obtenus sont typiques d’une solution rhéofluidifiante et pour ces
polysaccharides modifiés, la loi d’Ostwald refléte correctement leur comportement. Pour une
contrainte donnée, la vitesse de cisaillement observée pour les mélanges est augmentée apres

déacétylation, ce qui se traduit par un coefficient de viscosité (Tableau 1V.12) plus important

pour le mélange initial (14,90 N.m'z.s“) que pour les mélanges aprés déacétylation.

Cependant, la viscosité augmente avec le taux de déacétylation : le coefficient de viscosité passe

de 5,96 N.m”.s™" pour une hydrazinolyse de 30 mn (HA II) a 10,23 N.m”s™" pour 4 heures
(HA 1I,). Ceci correspond probablement a [Iintensification des interactions entre les
groupements carboxyliques de ’alginate et les groupements amines du hyaluronate dont le taux

augmente avec le temps de réaction. Ces résultats pourraient donc également confirmer la
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création de liaisons ioniques entre les groupements amines libérés sur les chaines de hyaluronate

et les groupements carboxyliques de I’alginate.

HAII HAII, HATI, HATI, HA 11,
K, (Pa.s2n) 13,52 5,96 7,50 10,21 10,23
Exposant (n) 0,58 0,61 0,58 0,53 0,55

Tableau IV.12: Coefficients de viscosité et indices de gradient des mélanges hyaluronate modifié-alginate dans
NaCl 3 g/L, 2 25°C, déduits de 'ajustement des courbes d'écoulement

2.2.2.3.Conclusion

Les mesures rhéologiques en écoulement de solutions concentrées ont montré le caractére
rhéofluidifiant des polysaccharides en solution qu’ils soient seuls ou en mélange.

Ces mesures ont €galement permis de montrer un comportement différent des deux hyaluronates
a état natif. En effet HA I posseéde une viscosité plus importante que HA II et nécessite par
ailleurs une modélisation plus complexe que celle de HA II. La déacétylation du hyaluronate
entraine une diminution de la viscosité avec la libération des groupements amines ; ce résultat est
probablement dii a la dépolymérisation des chaines de hyaluronate lors de I'hydrazinolyse,
phénomene comparable a celui observé en milieu dilué.

Le mélange de deux polysaccharides entraine une augmentation de la viscosité des solutions.
Les associations de HA II-alginate ont une valeur de viscosité qui augmente avec les rapports de
concentrations plus rapidement que la concentration en polymere totale, ce qui pourraient étre d@

a la présence indésirable de calcium dans cette sorte d’hyaluronate.
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3. Etude de la formation des gels

Dans le chapitre précédent, nous avons décrit le comportement des polysaccharides en solution
plus ou moins concentré. Ces études ont permis de caractériser leurs propriétés physico-
chimiques en milieu liquide et de mettre en évidence des interactions, certes faibles, entre les
polysaccharides. Nous nous intéressons dans ce chapitre a la formation des gels d’une part sous
forme de billes pour I’analyse structurale et 1'étude du mécanisme de gélation, et d’autre part
sous forme de plaques pour I’étude des caractéristiques physico-chimiques (complaisance et
dureté).

3.1. Observation structurale

L’opération de gélation a permis de former des matrices de consistance variable selon la
composition en polysaccharides. Dans tous les cas, cependant, I’opération de poingonnage a
révélé, macroscopiquement, une structure hétérogéne des plaques de gels. Le matériau est
constitué d’une couche externe de dureté appréciable et d’une partie interne de consistance plus
molle. Cette structure particuli¢re proviendrait de la diffusion du cation divalent a ’intérieur de
la solution d’alginate de sodium formant alors un gel hétérogene (Skjak-Braek 1989, Draget
1997).

Des gels, sous forme de billes, ont été¢ observés en microscopie électronique a transmission
(MET) apres déshydratation progressive dans différents bains d’acétone de teneur décroissante
en eau, en présence de colorant afin d’augmenter les contrastes lors de I’analyse microscopique.
Les images ont montré 'existence d’un réseau entremélé de chalnes polysaccharidiques ainsi
que la présence de pores (Figure IV.9).

Pour le gel d’alginate pur, le réseau est dense et le diamétre des pores est d’environ 0,1 a
0,2 pm (Figure IV.9a) ; quelques cavités rondes de diametre supérieur (1 wm) peuvent étre
observées. Klein et Vorlop (1982) ont déterminé des tailles de pores de microbilles d’alginate
(diametre < 120um). Cette structure dense a été également observée par van Susante et coll
(1995) au MET pour des chondrocytes en culture dans des billes d’alginate et de collagéne.
L’ajout de HA I'en proportion 1:3 permet d’obtenir un réseau moins dense et plus lache pour le
gel de polysaccharides (Figure IV.9b). Le diametre des pores formés est voisin de 0,5 pm. Par
opposition, lorsque HA II (1:3) est mélangé a de ’alginate (Figure IV. 9¢), le gel obtenu forme
un réseau régulier et les pores ont un diametre d’environ 0,3-0,4 um, valeur intermédiaire entre
celui du mélange HA I 1:3 et celui du gel d’alginate. Lorsque la concentration en HA T augmente

(rapport 2:3), le réseau est encore un peu plus lache (Figure IV.9d).
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005 G

Figure IV.9 : Coupes de matrices gélifies fixées dans une résine et observées au MET. a) alginate seul, b)
mélange HA I-alginate 1:3, ¢) mélange HA Il-alginate 1:3 et d) mélange HA I-alginate 2:3.

1 semblerait donc que !’introduction d’un autre polysaccharide tende a augmenter la taille des
pores mais surtout a rendre le réseau polysaccharidique plus lache. Il semblerait également que,
le poids moléculaire du hyaluronate a une influence non négligeable sur la nature du réseau. En
effet, pour les deux espéces de hyaluronate étudiées et a proportions identiques, on constate que
plus le poids moléculaire du hyaluronate est grand, plus la trame du gel devient ldche. Ceci reste

a confirmer par I’étude rhéologique des gels décrite dans le paragraphe suivant.
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3.2. Propriétés rhéologiques des gels

Les propriétés rhéologiques ont été évaluées a I’aide d’un rhéometre & plans paralleles striés, par
I’application d’une contrainte constante, fixée 2 50 N.m™, sur les gels en forme de disque de
10 mm de diametre. La plaque inférieure est chauffée a 40 °C, pour se rapprocher des

conditions de température physiologique.

3.2.1.Déformation et modélisation des gels

La réponse en déformation obtenue pour un gel d’alginate formé pendant 24, 48 et 72 heures
dans une solution de chlorure de calcium 100 mM est présentée dans la Figure IV.10. Lorsque
la contrainte est appliquée sur le gel d’alginate, une déformation instantanée apparait et, si la
contrainte continue a é&tre appliquée pendant une minute, la déformation du gel croit
exponentiellement. A I'arrét de la contrainte, la valeur de la déformation chute instantanément
avant de continuer & décroitre plus progressivement. Cette allure de courbe de déformation a été

observée pour I’ensemble des gels étudiés.

0,006

0,005 |
24h
0,004

0,003

0,002

Déformation (rd)

Temps (s)

Figure IV.10 : Déformation et modélisation d’un gel d’alginate formé 24, 48 et 72 heures dans un milieu CaCl,
100 mM pour une contrainte constante de S0 N.m™ appliquée pendant 1 minute.
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La réponse classique d’un gel soumis a un régime de fluage est modélisée par le modele
généralisé de Kelvin et Voigt (éq. 17a et b, voir III § 5.2.5.2.2). Dans le cas de la plaque de gel
d’alginate, le modele rend parfaitement compte des données expérimentales durant la période
d’application de la force de contrainte (éq. 17a) (Figure IV.10). Pendant la période de la
relaxation (éq. 17b), la déformation résultante est généralement inférieure a celle prédite, ce qui

limite la validité du modele considéré pour cette phase.

Le modele permet, cependant, de caractériser les gels selon trois parametres. Le premier
correspond a la complaisance instantanée (J;) qui est directement reliée & la déformation obtenue
par une unité de contrainte. De cette notion de complaisance, on peut déduire un coefficient de
dureté (G) du gel qui est inversement proportionnel a la complaisance. A 'aide de I’éq. 17 et
des données expérimentales, il est enfin possible de déduire un coefficient de viscosité (n,) du
gel. Il s’est avéré difficile de corréler les variations de deux parametres n, et J, aux conditions

opératoires : les valeurs de ces parametres ne varient pas de manicre significative.

3.2.2.Complaisance des gels

Les valeurs de la complaisance sont déduites de I'éq. 17a et des valeurs de la pente de la droite
asymptotique tracée pour la premiére partie de la courbe.

Apres 24 heures de formation dans le milieu calcique, I’ensemble des gels présente des valeurs
de complaisance proches les unes des autres (environ 4.10° m*>.N") (Figure IV.11a). Lorsque
la durée de formation dans CaCl, augmente, la complaisance des gels hybrides de HA II-
alginate 3:3 augmente rapidement alors que sa valeur reste stable pour les autres gels, et décroit
méme dans le cas de I’alginate seul. Cette diminution réguliere avec le temps de gélation de la
complaisance instantanée pour 1’alginate traduit une structure de plus en plus rigide pour le gel
d’alginate en fonction du temps de gélation. Au bout de six jours de formation, la complaisance
instantanée a varié de 3,5.10° 2 0,7.10° m2N".

Le mélange HA Il-alginate 3:3 présente une valeur de complaisance instantanée plus importante
que tous les autres gels étudiés, quelle que soit la durée de gélation. Ceci implique qu’il est
certainement un gel nettement plus mou que les autres mélanges gélifiés.

Ces variations de comportement montrent que certains gels réalisés a partir des polymeres natifs
sont fragiles et sont facilement déformés par 1’application d’une force de contrainte modérée
(50 N.m™).

Aprés déacétylation du hyaluronate, la complaisance instantanée des gels hybrides diminue avec
la durée de formation (Figure IV.11b). Il semble que la présence de groupements amines sur le
hyaluronate contribue a diminuer la déformation par unité de contrainte, sauf dans le cas du
hyaluronate déacétylé au maximum (HA IL). La formation d’une liaison ionique entre les deux

polysaccharides limiterait donc la déformation des gels formés en milieu calcique, le
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comportement différent de HA 1I, a cet égard pouvant s’expliquer par sa trés forte

dépolymérisation.
a
|
|
35 - ) |
| |
o 30 | \
é 25 — —_— __%._ — S U —— ________o._ ____¢ i_‘_m_gjnale _‘;
iz o ‘ \OHATI 13
‘ gazo S |- OHA 1123
ol | ‘ OHA 1133
3215 o \ N DHALL3 | |
ﬂ = | | OHA12:3
. | g (OHA13:3 |
[ = ! = = ] == ]
&0 5 | ‘
=]
w |

o
o
K=
BLTO
>E O o
D00

0 20 40 60 80 100 120
Temps de gélation (h)

b
5 1
A |
| \'” 4 === T, e ! At
A A
! g A A A & |aHAn
EE 3 ——= AHA Ila
A A AHA 1Ib
v "l? A A AHA Ilc
il ga R el _ﬁ’"_ == AHA IId
sy
g — 0 0
W
0
0 20 40 60 80 100 120
Temps de gélation (h)

Figure IV.11 : Evolution de la complaisance instantanée des diflérents gels considérés avec le temps de gélation
dans le milieu CaCl, 100 mM. a) alginate, HA I- ou HA Il-alginate en proportions 1:3, 2:3 et 3:3; b) HA II ou
HA II déacétylé-alginate
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3.2.3.Coefficient de rigidité des gels

La dureté a I’état stationnaire, G, du matériau est définie par I'inverse de la complaisance
(éq. 16). La Figure IV.12 montre I’évolution du coefficient de dureté pour des mélanges
d’alginate et de hyaluronates natifs. Dans le cas de ’alginate et comme on pouvait s’y attendre,
la forte affinité de I’ion calcium pour I’alginate, confére au gel une dureté appréciable : sa valeur
atteint ainsi 6.10° N.m? apres 96 heures. L’introduction du hyaluronate diminue cette dureté,
méme si, dans le cas de HA I-alginate 1:3, elle croit 1égérement pour les temps de formation
supérieurs a 48 heures. Pour des gels formés avec HA I en plus grande quantité ou avec HA 11,
la dureté reste relativement constante durant la formation dans CaCl, sur plusieurs jours. On
constate néanmoins que les mélanges contenant HA 11 en proportion 2:3 et 3:3 sont des gels trés
mous. Ce qui est tout a fait compatible avec la forte déformation de ces gels, appréciée par la

mesure de leur complaisance instantanée.
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Figure IV.12 : Evolution du coefficient de dureté des gels de mélange HA I- et HA Il-alginate avec le temps de
gélation dans CaCl, 100 mM.

Dans le cas de gels préparés avec le hyaluronate déacétylé, le coefficient de dureté augmente
réguliérement avec le temps de gélation et des gels stables sont formés aprés 3 ou 4 jours
(Figure IV.13). A partir de 24 heures de formation dans CaCl,, on note une différence des
valeurs du coefficient de dureté. Seul HA II, permet d’obtenir une valeur supérieure de G par
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rapport au mélange de I’alginate avec le hyaluronate natif. A partir de 72 heures de formation
dans le milieu calcique, le hyaluronate déacétylé en mélange avec I’alginate permet d’obtenir des
valeurs de coefficient de dureté supérieures a celle du mélange de polysaccharides natifs, sauf
dans le cas de HA 11,.
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Figure IV.13 : Evolution du coefficient de dureté des gels de mélange HA 1 déacétylés-alginate en proportion 1:3
avec le temps de gélation dans CaCl, 100 mM

3.2.4.Coefficients de viscosité des gels

Les coefficients de viscosité en fonction du temps de formation montrent une évolution
croissante pour l’alginate (Figure IV.14a). En revanche, dans le cas de gels de mélange, il
semblerait qu’un palier soit atteint aprés 72 heures de formation dans le milieu CaCl, et qu’au
dela le coefficient de viscosité ne soit plus modifié par le temps de formation dans la solution
calcique.

La Figure 1V.14b montre I’évolution du coefficient de viscosité des mélanges d’alginate et de
hyaluronate modifié en fonction du temps de formation dans CaCl,. Le coefficient de viscosité
caractéristique des gels, varie comme la dureté. Ainsi, les gels préparés avec du hyaluronate
déacétylé présentent des coefficients de viscosité supérieurs au mélange de polymeres natifs,

sauf comme précédemment dans le cas de HA II,.
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Figure 1V.14 : Evolution du coefficient de viscosité des différents gels considérés avec le temps de gélation dans
le milieu CaCl, 100 mM. a) alginate, HA I- et HA Il-alginate en proportions 1:3, 2:3 et 3:3; b) HA 1l et HA II
déacétylé-alginate.
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3.2.5.Conclusion

Il s’avere donc que les trois caractéristiques étudiées, complaisance instantanée, coefficient de
dureté et coefficient de viscosité, mesurées sur des gels d’alginate, ou des gels hybrides HA I-,
HA II- et HA II déacétylés-alginate, dépendent fortement du temps de gélation et de la présence
éventuelle de groupements amines.

La présence de hyaluronate résulte en une structure plus molle du gel d’alginate, probablement
due a une structure plus lache du réseau du gel en présence du hyaluronate, ainsi que nous
I’avons observé en microscopie électronique a transmission. Tandis que les gels préparés avec
HA I montrent des propriétés mécaniques relativement comparables a celles de 1’alginate seul,
celles des gels formés avec HA II semblent moins intéressantes, surtout lorsque la teneur en
HA II est forte. Cette différence de comportement entre HA T et HA 11 est probablement liée a la
différence de masse molaire (1,5.10° et 4,5.10° g.mol” pour HA T et HA 1II respectivement)
mais peut-€tre également a la modification de la conformation par la présence de calcium dans
HA II.

Contrairement au HA natif, les hyaluronates déacétylés possédent la capacité de participer 2 la
formation du gel avec I’alginate par le biais d’interactions COOH-NH,. Pour une durée de
réaction avec I’hydrazine allant jusqu’a deux heures, la viscosité et la dureté augmentent en
fonction du temps de réaction. Les résultats expérimentaux suggérent que les groupements
carboxyliques de I’alginate sont en partie ”liés”” aux groupements amines. La complexation avec
les ions calcium, qui assure la rigidification des chaines d’alginate, est inhibée de maniére
significative et le tout résulte en un matériau de dureté et de viscosité diminuée. Il semble donc
qu’un taux €levé de groupements amines libérés peut concurrencer la formation du gel par

complexation avec les groupements carboxyliques des molécules d’alginate.
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3.3. Composition des gels

Lors de la diffusion du calcium dans la solution contenant de 1’alginate, le gel se forme en
expulsant de I’eau, voire méme de I’acide hyaluronique dans le cas de solutions de mélange.
Pour tenter d’éclaircir les différents phénomenes de diffusion se produisant durant cette
formation, nous avons mesuré la concentration en hyaluronate apparaissant dans la solution de
gélation. La concentration en calcium et la quantité d’eau ont été déterminées directement dans
les gels. Pour I’ensemble de cette étude, les mesures ont été réalisées sur des gels en forme de
bille afin de modéliser les phénomeénes de diffusion & partir d’un modéle de conduction
transitoire de la chaleur d’une surface isotherme d’une sphere (Carslaw 1959). Les gels de HA
IT 2:3 et 3:3 ne présentaient pas une structure suffisamment cohérente et n’ont donc pas été
retenus pour cette étude. En raison du manque de procédure d’analyse du hyaluronate déacétylé
que nous n’avons pu mettre au point faute de temps, les gels réalisés avec ce dernier ont

également été exclus de cette étude fondamentale.

3.3.1.Evaluation de I’hydratation des gels

Les polysaccharides considérés mis en solution dans l’eau, présentent une importante
hydratation. Ainsi, le contenu en eau au début de gélation est de 96 % (p/p) pour les mélanges
HA-alginate a 3:3 et de 98 % (p/p) pour I’alginate seul. De ce fait, la perte en poids en cours de
la gélation est assimilée a ’exclusion de I’eau du gel vers la solution de chlorure de calcium,
comme cela a déja été souligné par d’autres auteurs (Yotsuyanagi et coll 1987, Segi et coll
1989).

Les gels contenant uniquement de 1’alginate montrent une perte importante en eau durant les
premicres heures de gélation (Figure IV.15). Leur contenu reste ensuite constant jusqu’a plus
de 100 heures. Ce résultat est conforme & celui de Yotsuyanagi et coll (1987) qui a observé une
perte €n eau d’environ 60 a 70 % apreés quelques heures pour un alginate dont le rapport M/G
était de 56,3 /43,7.

Une perte supérieure a 60 % est observée pour des gels d’alginate formés pendant au moins
trois heures. La présence de hyaluronate diminue cet effet de déshydratation et la perte de poids
pour les mélanges alginate-HA I 1:3 et 3:3 atteint respectivement 40 et 28 % apres quelques
heures. La présence de hyaluronate au sein du gel limite donc la libération de ’eau vers le milieu
extérieur,

L’évolution de la perte de poids, en fonction du temps de gélation, d’un gel mélange de HA 1I

1:3 est inférieure a celui du mélange HA 1 1:3 et égale au mélange HA 1 2:3. Or HA 11 présente
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une masse molaire plus faible que HA I. Ceci implique que la masse molaire ou la longueur des

chaines polysaccharidiques auraient un réle important sur la diffusion de I’eau.
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Figure IV.15: Evolution du pourcentage de poids perdu par les gels mélanges sous forme de bille avec le temps
de formation dans le milieu CaCl, 100 mM.

3.3.2.Calcium

Pour tous les gels étudiés, la concentration en calcium dans les gels augmente rapidement durant
la premiére heure pour se stabiliser ensuite (Figure 1V.16). Le contenu en calcium dans
I’alginate se stabilise ainsi autour d’une valeur de 5 pug/mg de gel aprés 72 heures. La présence

de hyaluronate entraine une diminution de ce taux a environ 3,5-4 pug Ca*/mg de bille.

Cependant, si I’on rapporte la concentration massique de calcium dans les billes en fonction de
celle de I’alginate, en tenant compte de la perte de poids mesurée précédemment, on obtient une
corrélation significative (Figure I11.17) (r* # 0,815) que I’on peut exprimer par la relation

suivante :
[Ca*] = 0,93 + 0,88 [alginate]
ol les deux concentrations sont exprimées en pg/mg.

Cette relation est indépendante de la concentration en hyaluronate et confirme donc que 1’affinité

du calcium pour ce polysaccharide est négligeable par rapport a celle pour I’alginate.
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Figure 1V.16 : Concentration massique en calcium contenu au sein d’une bille en fonction du temps de gélation
dans le milieu CaCl, 100 mM.
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Figure IV.17 : Evolution de la concentration massique du calcium contenu dans la bille avec la quantité d’alginate
présent dans la bille.

Cette relation indique un contenu appréciable en ions calcium a concentration nulle en alginate.
Le terme constant égal a 0,93 correspond a une concentration de calcium proche de 23 mM et
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impliquerait que le calcium soit présent sous deux formes dans le gel. Une premiére est
complexée avec les résidus guluroniques et la seconde est sous forme libre au sein du gel et en
équilibre avec le milieu calcique a 1’extérieur du gel. Cette concentration de calcium libre entre
les deux phases (gel solide et milieu CaCl,) est certainement liée a 1’équilibre de la concentration
en calcium entre ces deux phases, phénomeéne similaire a celui existant lors de 1’échange d’un
ion avec une solution a travers une membrane.

Le facteur de proportionnalité qui apparait dans cette relation correspond a une concentration de
2,2.10” mole de calcium/g d’alginate. Cette valeur est cohérente avec le taux de calcium des
gels d’alginate, déterminé par Yotsuyanagi (1990), variant de 1,89 4 2,44.10” mol/g selon la
proportion des résidus guluroniques.

3.3.3.Hyaluronate

Lors de I’estimation du taux d’hydratation des gels, nous avons observé que la perte en eau
dépendait de la présence du hyaluronate. En effet, ce dernier inhibe la diffusion de 1’eau vers le
milieu calcique. Nous avons voulu savoir si la diffusion du hyaluronate était également

dépendante de I’espece et du temps de formation dans le milieu calcique (Figure IV.18).
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Figure IV.18 : Pourcentage de hyaluronate perdu dans le milieu de formation en fonction du temps de gélation des
mélanges de polysaccharides dans le milieu CaCl, 100 mM.

La diffusion du hyaluronate dans le gel est lente et dépend de la composition du gel en
polysaccharide. Pour les gels HA I-alginate 1:3, la perte de hyaluronate atteint seulement 5 % de
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la quantité initiale aprés 48 heures de gélation. La perte augmente avec la quantité initiale de HA
I puisque le pourcentage libéré est de 16 et 26 % respectivement pour les gels HA I-alginate 2:3
et 3:3. HA II semble nettement moins stable dans le gel, puisque son expulsion par le gel HA
[I-alginate 1:3 est comparable a celui du mélange HA I-alginate 3:3. Les longueurs de chaines
de hyaluronate influencent certainement la diffusion du hyaluronate vers le milieu extérieur
puisque, pour un temps de gélation considéré et pour le rapport 1:3, le hyaluronate de plus

faible masse molaire (HA II) est davantage rejeté que celui de haute masse molaire (HA I).

Remargque : le dosage de la perte de hyaluronate lors de la formation des gels, a été également
réalisé pour d’autres types de hyaluronate mais uniquement par CLHP. La Figure IV.19 montre
I'évolution du HA IV perdu lors de la gélation pour différentes proportions HA IV-alginate en
fonction du temps de formation de la matrice. Ainsi, aucune perte de hyaluronate n'a été
détectée pour un rapport 1:3 et ceci quel que soit le temps de gélation. En revanche, pour les
deux autres matrices hybrides de rapport 2:3 et 3:3, la quantité de hyaluronate perdu lors de la
formation augmente en fonction du temps de gélation et atteint, apres 48 heures, un palier
correspondant respectivement a environ 30 et 60 % de 'AH 1V introduit initialement dans les
solutions mélanges de départ. L'existence d'un tel palier pourrait étre liée soit a un état
d'équilibre entre le hyaluronate restant dans la matrice formée et celui perdu dans le milieu

calcique, soit  la stabilisation structurale de l'association des polysaccharides.

80 A
% HA IV
perdu
60 -
40-1 % D 1:
|
T % 7] 3:3
20
4
ND N N 7 ND ND
0 |
2 24 48 72

Temps d'incubation (h)

Figure IV.19 : Pourcentage (par rapport & la quantité initiale) de HA IV perdu dans le milieu de formation en
fonction du temps de gélification dans le milieu CaCl, 100 mM. * ND : Non détectable

Pour déterminer l'origine de ce palier, la matrice gélifiée au préalable pendant 48 heures est
replacée dans une nouvelle solution calcique exempte de hyaluronate. La Figure V.20 montre

que la perte en HA IV se poursuit. Aprés 96 heures d'incubation la perte de hyaluronate est
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inférieure a 20 % (par rapport a la quantité restante dans la matrice aprés 48 heures de
formation) pour les rapports HA IV-alginate 2:3 et 3:3, et dans ces conditions, la matrice
hybride 1:3 présente une perte qui ne dépasse pas 10 %. Il est donc vraisemblable que cette
perte provienne de la poursuite du réarrangement structural interne de l'alginate lors de la

pénétration de l'ion calcique.

257 9% HAIV
perdu
20 1
15 1
1
10 1

24 48 72 96
Temps d'incubation (h)

Figure IV.20 : Pourcentage de HA IV libéré (par rapport a la quantité de hyaluronate présent dans le gel aprés 48
heures de gélation de la matrice), en fonction du temps d'incubation dans une solution CaCl, 100mM. ND : non
détectable.

La quantité de hyaluronate incorporé dans la matrice dépend de l'origine du hyaluronate et du
rapport HA-alginate (tableau IV.13). Ainsi, pour le rapport 1:3, cette perte de hyaluronate n'a
pas été détectée quelle que soit l'origine du hyaluronate. Par contre pour le rapport 3:3, la
quantité de hyaluronate perdu augmente avec le temps de gélation pour atteindre un palier entre
48 et 72 heures. Pour le rapport 2:3, cette quantité perdue varie selon l'origine du hyaluronate.
Dans le cas du HA T aucune perte n'a été détectée alors que la perte de HA 111 est observable
apres 72 heures de formation et cette perte est visible apres 24 heures pour le HA IV. Ainsi, lors
de la géation d'une matrice HA-alginate, la quantit¢ de hyaluronate incorporé au sein de la
matrice dépend de I'origine de ce dernier, de sa concentration initiale et du temps de formation
dans le milieu calcique. A concentration égale, la quantit€ de hyaluronate incorporé dans les
matrices hybrides semble directement liée a la viscosité de la solution, puisque la solution la
plus visqueuse, issue de la créte de coq, permet une présence plus forte de de hyaluronate

incorporé dans le gel par comparaison au HA Il et au AH IV.
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Les variations des résultats de la perte en HA I par rapport a ceux du début de paragraphe,
proviennent de la méthode d’analyse. En effet, les pertes en hyaluronate n’ont été étudiées que

par CLHP, et cela quel que soit le temps de formation dans le CaCl,.

temps de Pourcentage de AH perdu
formation HAT HA III HATV
(h) 1:3 2:3 3.3 1:3 2:3 3.3 1:3 2:3 3:3
2 ND ND ND ND ND ND ND ND 1441
24 ND ND 5%1 ND ND | 37£2 ND 1942 [ 5343
48 ND ND 0+2 ND ND 39+1 ND 2242 | 5844
72 ND ND 12+1 | ND 17£2 | 2644 ND 273 | 604

Tableau IV.13: Pourcentage de perte de HA (par rapport a la quantité initiale) en fonction du temps de gélation e
la matrice et de 1'origine du HA. ND : Non Détectable.

Les propriétés de la matrice HA-alginate dépendent de I'origine du hyaluronate, du rapport HA-
alginate et du temps de gélation dans le milieu calcique. Il semblerait que la majeure partie du
réarrangement de la structure interne du gel se fasse durant les 48 voire les 72 premiéres heures.
Un temps de 48 heures a donc été choisi pour la formation des billes servant aux différentes
études de comportement de la matrice réalisée ensuite. Ces résultats sont en accord avec les
résultats publi€s par Yostuyanagi et coll (1987), selon lesquels la majeure partie du
réarrangement a lieu pendant les 70 premicres heures environ, et ce réarrangement se poursuit
avec une cinétique plus lente pendant 15-20 jours. Ce qui explique également que, lors de la
phase d’immersion de la bille dans le milieu calcique exempt de hyaluronate, nous avons

continué a observer une perte en hyaluronate (Figure IV.20)

3.3.4.Déterminati0h des coefficients de diffusion

Les phénomenes de diffusion lors de la gélation des billes ont €t€ modélisés pour estimer un
coefficient de diffusion phénoménologique pour chaque composé (eau, calcium et hyaluronate).
A partir d’un probléme classique de la conduction transitoire de la chaleur d’une surface
isotherme d’une spheére (Carslaw 1959), un modele simple a ét€ obtenu pour la détermination
des coefficients de diffusion. Bien que la formation de gel soit obtenue par diffusion de 1’eau et
du hyaluronate hors du gel et diffusion simultanée de 1'ion calcium vers 'intérieur de la bille, le
modele utilisé concerne chaque espéce de manicre indépendante des autres phénomenes de

diffusion.
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Les estimations pour les coefficients de diffusion des composés considérés ont été reportées
dans le tableau IV.14, avec leurs intervalles de confiance. Ces valeurs ont des ordres de
grandeur presque comparables aux vitesses de diffusion des composés dans I’eau pure. Dans le
cas de la diffusion du calcium au travers des gels, la valeur est proche de 10" m.s™, dans le cas
de I’ion mis en solution trés diluée, cette valeur est de 7,92.10"° m.s™ (Weast 1986), ce qui
correspond a une diffusivité de I’ion calcium dans le gel d’environ 10 fois plus faible que dans
le cas de I’eau. Le diffusion de 1’eau dans le gel est beaucoup plus faible que celle observée par
Wang (1954) tout comme la diffusivité du hyaluronate (Brandrup et Immergut 1989).

Condition Ca™ H,0 Hyaluronate

Alginate 0,8 £0,3 10" 0,92 + 0,10 10" -

HAT1:3 1,2+0,4 107 0,64 + 0,10 10 0,6 £0,2 10"

HA12:3 1,9+0,5107" 0,32 £ 0,05 10° 2,0+0,510"

HA13:3 1,6 0,5 10°"° 0,11+ 0,02 10°"° 12404 10"

HATI 1:3 1,840,510 0,30 £ 0,05 10" 2,0+0,5 10"
Dilution 2 P’infini 7,92 10°1° 2,57 107 1,97 10"* (Brandrup

25°C (Weast, 1986) (Wang, 1954) et Immergut, 1989 *)

Tableau IV.14 : Valeurs du coefficient de diffusion du calcium vers le gel, de I’eau et du hyaluronate vers le
milicu extérieur.

La diffusion de 1’eau est parfaitement bien représentée par ce modele, ainsi que Villustre la
Figure IV.21. La précision modérée permise par les analyses du hyaluronate et du calcium, sont
la source de la dispersion notable des données expérimentales. La diffusivité de ces deux
composés est donc donnée avec un large intervalle de confiance et doit donc n’étre considérée

que comme indicative.
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Figure IV.21 : Variations des pertes de poids expérimentales et théoriques en fonction du temps de gélation dans
le milieu CaCl, 100 mM. Les traits continus correspondent au modele théorique.

De fagon générale, le coefficient de diffusion des composés dans le gel est inférieur a celui dans
I’eau, mais de méme ordre de grandeur : la diffusivité dans le gel est de 2 & 200 fois plus faible
que dans I’eau (tableau II1.14). Le coefficient de diffusion d’un soluté est généralement variable
avec la viscosité du milieu. En tenant compte de 1’ordre de grandeur de la viscosité des gels,
entre 10° et 107 Pa.s, une diffusivité des petits solutés pourrait étre estimée a environ 10"°m?s
a partir de la loi de Stockes Einstein. En fait cette loi, valable pour des solutions ou des milieux
parfaitement homogenes et dilués n’est guére applicable dans le cas présent. Le transport des
différentes espéces se fait donc probablement au travers des pores du gel et non au travers de sa
masse.

La diffusion du calcium et de 1’eau dépend en partie de la composition du mélange de polymeéres
considérés ; ainsi le calcium diffuse plus lentement en présence de hyaluronate, alors que
I'inverse est observé pour la diffusion de I’eau. Elle est également influencée par la masse
molaire du hyaluronate.

La diffusion du calcium, de 1’eau, ou du hyaluronate, est influencée par le contenu en
hyaluronate dans le gel, ceci peut étre di aux interactions spécifiques entre ’eau et les
polysaccharides. En respectant la concentration a I’état stationnaire mais également la vitesse de
transport, nous avons montré que le hyaluronate accroit le caractére hydrophile du gel, ce qui

limite le transport de 1’eau du solide vers le milieu calcique.
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4. Etude du comportement des gels et de leur
biocompatibilté

Cette partie concerne d'une part 1'étude de la stabilité des gels envers différents milieux simulant
les conditions physiologiques. Un premier travail a été réalisé sur des mélanges en forme de
bille pour des sources de hyaluronate de masse molaire variable (HA I, HA Il et HA IV). Nous
avons étudié d'autre part la cytocompatibilité des matrices vis-a-vis des cellules cartilagineuses,
les chondrocytes. Deux parametres ont été évalués : la viabilité et la prolifération cellulaires au
sein de gels natifs et en mélange.

L’utilisation d’un modele expérimental de poche a air chez le rat a permis d’évaluer le caractére

inflammatoire de ces matrices.

4.1. Stabilité des matrices

Le comportement des matrices hybrides, dans des milieux simulant les conditions
physiologiques, a été étudié¢ pour des gels formés durant 48 heures dans le milieu calcique.
Nous avons suivi I'évolution de la libération du hyaluronate en fonction du temps d'incubation.
Dans un premier temps, nous avons analysé la libération du hyaluronate dans un milieu tampon
phosphate pH 7,4. Ce tampon, en effet, est un milieu largement utilisé lors des études de
libération de molécules biologiquement actives ou d’autres molécules (Yotsuyanagi et coll 1987,
Segi et coll 1989). Dans nos conditions, le hyaluronate est 1ibéré rapidement quelle que soit la
nature de la matrice. En effet, en moins de 4 heures, 100 % de hyaluronate présent initialement
dans la matrice est libéré dans le milieu. Cette libération rapide du hyaluronate s’explique par la
présence des ions phosphates qui tendent a déstabiliser les gels d’alginate (Skjak-Braek et
Smidsrod 1990).

Nous avons ensuite voulu connaitre le comportement de ces matrices dans un milieu plus
complexe contenant une protéine, telle que 1’albumine et également le hyaluronate (HA III) pour
observer le comportement du gel en présence des macromolécules majeures du liquide synovial.
La Figure IV.22 représente les cinétiques de libération du HA IIT dans un milieu DMEM enrichi
en albumine et éventuellement en hyaluronate jusqu'a 96 heures apreés formation des billes. Le
HA III et I’albumine ont été ajoutés aux concentrations retrouvées dans un liquide synovial sain

afin de mimer les conditions physiologiques.
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Figure [V.22 : Pourcentage (par rapport a la quantité initiale) de hyaluronate libéré a partir d'une matrice HA III-
alginate de rapport 1/3 gélifiée pendant 48 heures, dans un milieu DMEM contenant de 1’albumine et enrichi ou
non avec du HA III. (¥) ND = non détectable

Dans le milieu DMEM enrichi en albumine, la libération du hyaluronate initial est de 30 % aprés
48 heures et se stabilise & 50 % au bout de 96 heures. La présence de hyaluronate dans le milieu
retarde la libération du hyaluronate contenu dans la matrice, et ce polysaccharide n’est détectable

qu’apres 72 heures.

Une étude macroscopique a ensuite été réalisée sur un gel de HA Ill-alginate de rapport 1:3
placé dans du liquide synovial a 37°C (Figure IV.23). Aprés 96 heures d'incubation, il a été
observé que ce gel reste intact, contrairement a ce qui avait été observé dans le tampon

phosphate.

Figure 1V.23 : Allure d'une bille de HA Ill-alginate formé durant 48 heures dans du CaCl, 100 mM et placée dans
du liquide synovial a 37 °C pendant 96 heures.
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Conclusion

Ces études ont montré que la présence d'ions phosphate dans le milieu d'incubation déstabilise
le gel d'alginate. Dans les milieux utilisés pour la culture de chondrocytes, les matrices sont
plus résistantes et la stabilité est améliorée par l'introduction d’éléments supplémentaires tels
que l'albumine ou le hyaluronate. De plus, la matrice placée dans du liquide synovial semble
rester intacte, ce qui permettrait de supposer que cette matrice peut &tre employée dans le
domaine articulaire sans étre trop endommageée.

Ces premiers résultats montrent que la matrice est suffisamment stable, notamment au contact
du liquide synovial, pour étre implantée dans la cavité articulaire. Cette étude de stabilité a

ensuite été complétée par I’évaluation de la biocompatibilité des matrices in vitro et in vivo.

4.2. Cytocompatibilité et activité cellulaire in vitro

Dans notre étude, nous avons étudié¢ le comportement de différents types de chondrocytes
(languettes sternales, tétes fémorales de rat et de bovin) encapsulés dans des billes, de mélange
et dans des billes d'alginate servant de référence.

Dans le milieu de culture, la présence de certains composés provenant des sels inorganiques,
comme par exemple les ions phosphates, et qui ont une grande affinité pour les ions calcium,
pourraient détruire le gel d’alginate. Ainsi, certains auteurs préconisent d’ajouter une
concentration minimale en ions calcium (mais inférieure 2 3 mM) qui permettrait de stabiliser le
gel pendant la durée de 1'étude.

Les études in vitro sont réalisées pour I’alginate seul et les mélanges 1:3 et ceci quelle que soit la
nature du hyaluronate, HA I, HA II natif ou HA II modifié. Pour ce dernier le hyaluronate a été
déacétylé sur un temps de réaction de 2 heures, de fagon a obtenir un taux de groupement amine

suffisamment important sans que la masse molaire n'en soit trop affectée.



IV- Résultats /137

4.2.1.0bservation macroscopique

L’observation macroscopique des gels contenant des chondrocytes a montré 1’apparition d’une
sphere blanchatre centrale au sein de la bille apres environ 15 jours d’incubation et cette sphére
semble étre plus importante quand les gels comportent du hyaluronate. En effet, lorsque I’on
observe au microscope (grossissement x 10) les cellules au sein des billes, les chondrocytes
dans les gels contenant du hyaluronate sont a confluence et provoquent une opacité trés
importante du gel par rapport au gel d’alginate seul ou les cellules sont encore visibles (Figure
IV.24). La présence de cette matrice blanche semble augmenter le temps de lyse des billes dans
I'EDTA-citrate. Ainsi, plus le temps d’incubation dans le milieu de culture augmente, plus le
temps de lyse dans le milieu EDTA-citrate augmente. Ainsi, au bout de 20 jours d’incubation,

un temps de lyse de 2 heures est nécessaire aulieu de 15 minutes environ.

Figure IV.24 : Evolution des chondrocytes au sein d’une bille d’alginate incubée 13 jours dans le milieu &
culture complet.

4,2.2.Mortalité cellulaire

Les colorations vitales d'exclusion au bleu Trypan effectuées entre JO et J27, montrent une
évolution de la viabilité cellulaire identique dans les différents types de matrice (Figure 1V.25).
La viabilité cellulaire a JO est comprise entre 85 et 90 %. Pourtant, ces valeurs sont inférieures a
celles de cellules cultivées habituellement en monocouche. Ces résultats pourraient &tre
expliqués par le stress mécanique non négligeable subi par les cellules lors de la formation des
billes car aucune donnée de cytotoxicité de I'alginate lui-méme n'a €té rapportée.

Apres J 7, dans tous les cas et quelle que soit la matrice étudiée, la mortalité cellulaire augmente
avec le temps d’incubation. Cette hausse de mortalité proviendrait certainement du temps

d’éclatement du gel dans le tampon EDTA-citrate.
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De plus ni la modification chimique du hyaluronate, ni la viscosité de I’alginate étudié, ni le type
de chondrocyte étudié n’entrainent de variation des valeurs de mortalité cellulaire (Figure
IV.25).

1007 mortalité cellulaire (%)

(téte M[émorale)
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Figure IV. 25 : Evolution de la mortalité¢ des chondrocytes issus de tétes fémorales de rat en fonction du temps
d’incubation dans le milieu de culture. Résultats obtenus pour I’alginate moyenne viscosité (Alg) et pour les
mélanges 1:3 avec HA 1, HA II et HA Ilc.

4.2.3.Prolifération cellulaire

[’alginate de masse molaire faible (donc ayant une viscosité faible) (Alg FV) est généralement
employé lors des études en culture tridimensionnelle de chondrocytes (Guo et coll 1989). Nous
avons donc voulu observer I'influence de la masse molaire de I’alginate sur la prolifération
cellulaire et également I'influence de 1’adjonction du hyaluronate.

La prolifération cellulaire des chondrocytes au sein d’un gel d’alginate en présence ou non de
hyaluronate est étudiée pendant une durée d’incubation comprise entre O a 17-18 jours. Elle est
évaluée par le nombre de cellules présentes dans la bille en fonction du temps. Les comptages
cellulaires réalisés a l'aide d'un hémocytometre indiquent qu'a JO la quantité de chondrocytes

par bille varie selon le type de matrice (Figure IV.26).
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Figure IV. 26 : Cinétique de prolifération cellulaire (chondrocytes extraits de la téte fémorale) dans les matrices
d’alginate de moyenne viscosité (Alg), de faible viscosité (Alg (FV)) et de leur mélange respectif avec HA I en
rapport 1:3.

Cette variation du nombre de cellules a JO est due a la taille différente des billes obtenues qui
dépend de la viscosité de l'alginate mais également de la présence ou non de HA. Ainsi, les
billes faites a partir d'alginate de faible viscosité sans HA sont plus petites que les trois autres
types. Les résultats montrent que, quelle que soit la matrice, la prolifération cellulaire reste
faible par rapport a ce que 'on obtiendrait pour des chondrocytes cultivés en monocouche
pendant la méme période (Guo et coll 1989). En effet, nous constatons qu'aprés 17 jours de
culture, le nombre de cellules a environ été multiplié par 2. Ceci est en accord avec les données
de la littérature qui font état généralement d'une activité de prolifération réduite. Cependant,
dans le cas de I’alginate de faible viscosité, nous observons que I’ajout du hyaluronate accroit la

taille des billes formées mais également la prolifération cellulaire.

Le tableau IV.15 montre I’évolution de la prolifération cellulaire selon les types de chondrocytes

étudiés mais également en fonction de la nature des gels.
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Espéces de JO J6 J18
chondrocytes
t€tes fémorales | Alg (FV) 1,5% 16+1 214 34+5
(rat) Alg 1,5 % 28+3 | 31+4 | 5327
Alg 2% 20+ 4 24+6 33+8
Alg (FV) 1,5% + HA 11 1:3 24+1 29+4 547
Alg 1,5% + HAII 1:3 26+2 28+2 57+6
Alg 2% + HA 11 1:3 202 246 33+6
Alg2% +HAT1:3 21+4 34+9 36 +5
languettes | Alg2 % 24 +2 215 26+ 1
sternales Alg 2% + HA 11 1:3 22 45 25+3 24 £+ 4
(rat) Alg2% + HAT1:3 26+ 12 29+3 29 +8
tétes fémorales | Alg (FV)2 % 40+4 43 +7 39+1
(bovin) Alg (FV)2% + HA 11 1:3 52+2 62+9
Alg (FV)2% + HAT1:3 46+ 2 44 + 1

Tableau IV. 15 : Evolution de la prolifération cellulaire en fonction du type de chondrocytes et de la nature du gel
étudié pour trois temps d’incubation (JO, J6 et J18).

Les comptages cellulaires réalisés a JO montrent que la quantité de chondrocytes par bille est
identique quelle que soit la nature du gel (alginate seul ou en mélange avec HA 1, HA 1) a
I’exception des chondrocytes extraits des tétes fémorales de bovins.

Les résultats montrent une prolifération cellulaire faible par rapport a ce que I’on obtiendrait
pour les chondrocytes cultivés en monocouche pour la méme période (Guo et coll 1989).

De plus dans certains cas, nous notons une stabilisation de la prolifération cellulaire apres
6 jours d’incubation. L’apparition de la matrice blanchétre au coeur du gel apparait aprés J15
d’incubation, ce qui nécessite une augmentation du temps de lyse avec le tampon citrate-EDTA
des gels.

Les gels semblent influencer de la méme manicre le comportement des cellules d’origine variée
(Bordji et coll 1996). Mais il apparait clairement qu’en présence de hyaluronate HA 1 ou HA 11,
quelles que soit la viscosité et la concentration en alginate, la prolifération des chondrocytes soit

majorée par rapport aux témoins sans hyaluronate.

4.2.4. Anabolisme et catabolisme des protéoglycanes

L'effet des différentes matrices d'alginate de moyenne et de faible viscosité contenant ou non
HA 1, sur I'anabolisme des protéoglycanes a ét¢ étudié, par I’incorporation de 33SQy, pour
deux périodes de temps d’incubation ¢’est-a-dire entre J6 et J10 et entre J14 et J17 (Tableau IV
16).
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Incorporation du *SO, (cpm/10%cellules)
J6aJ10 J14 aJ17
Alg 527 + 65 658 + 95
Alg-HAT1:3 358+ 47 573 £ 50
Alg (FV) 519+ 90 504+ 94
Alg (FV)-HAT1:3 325 +24 465+ 75

Tableau IV.16 ; Evolution de I'activité de **SQ, par des chondrocytes issus de tétes fémorales de rat cultivés dans
des billes d’alginate de moyenne ou de faible viscosité en présence ou non de HA I,

A J10, l'activité d'incorporation des chondrocytes cultivés dans les billes avec HA T est
significativement plus faible que celle observée dans les billes sans HA I, quelle que soit la
viscosité de l'alginate. Par contre, a J17, aucune différence d'incorporation n'a été relevée dans
les quatre matrices. Il semble en fait que I'anabolisme des protéoglycanes est diminué lorsque
les chondrocytes ont une activité de prolifération plus importante. C'est le cas & J10 dans les
matrices d'alginate-HA I ol le nombre de cellules a augmenté de 53% pour ’alginate de faible
viscosité et de 54% pour I'alginate de moyenne viscosité pour une incorporation respective de
325 + 24 et 358 £ 47 cpm/10* cellules. Par contre, & J17, l'incorporation de 35SO4 dans les
billes d'alginate comportant HA I devient analogue a celle mesurée dans les billes d'alginate, ce

qui coincide avec une baisse de la prolifération cellulaire.

En conclusion, ce travail montre qu'il est possible d'associer un polysaccharide de haut poids
moléculaire & une matrice d'alginate en conservant les propriétés de celle-ci comme support de
culture tridimensionnelle. 11 apparait nécessaire de compléter cette étude par des analyses
histologiques de la matrice néosynthétisée mais d’également d’en évaluer la biocompatibilité in

vivo. Ce dernier point sera abordé dans le paragraphe suivant.

4.3. Biocompatibilité

Le modele expérimental de poche a air chez le rat a ét€ utilisé pour apprécier in vivo la
biocompatibilité. Les implants sont placés dans une poche a air placée dans le dos de I’animal.
Edwards et coll (1981) ont montré que cette poche entraine une modification histologique de la
membrane qui mimerait alors la membrane synoviale. Cette étude a €té réalisée sur deux types
d’implant : D'alginate et le mélange HA I-alginate 1:3. En effet, d’aprés le comportement
cellulaire (peu différents entres les gels étudiés) et la rhéologie des gels, seul ce mélange est
retenu. Un mélange alginate - chondrocytes articulaires hétérologues (HA ICh) a été employé
également afin d’obtenir un témoin positif de réaction inflammatoire et/ou immunologique.

Différents parametres biologiques ont été analysés dans le liquide de lavage de la poche & air :
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numération des globules blancs, dosage des prostaglandines E2, des protéines, des

glycosaminoglycanes totaux sulfatés et du hyaluronate de sodium.

4.3.1.0bservations générales

Etat général des animaux
A D’exception d’une inflammation post-opératoire observée pendant environ 72 heures,

I'implantation n’a induit aucune modification de poids des rats, traduisant leur bon état général.

Etat des implants
Nous avons noté la présence d’une matrice blanchatre a partir de J8 (selon la nature du gel) au

centre des implants semblable a celle observée (Figure 1V.27) in vitro.

Figure IV.27 : Aspect macroscopique de la matrice blanchétre formée in vivo : a) J8 au sein d’un gel d’alginate et
b) J15 au sein d’un gel HA-alginate-chondrocytes.

Lavage ou exsudat
Quand nous avons rincé les poches avec du sérum physiologique, nous avons obtenu des
exsudats de couleur brune. Dans le cas des rats implantés avec la matrice HA ICh, cet exsudat

était sanguinolant confirmant une réaction positive a ce type d’implant.
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4.3.2.Dosages biochimiques

Des analyses biochimiques notamment la numération des globules blancs, le dosage des PGE2
et des protéines ont été effectuées afin d’évaluer les éventuelles propriétés inflammatoires des
différents implants.

Numération des globules blancs

Cette numération a été réalisée en cytométrie de flux aux temps J 15 et J 21, aprés implantation.
Les valeurs données dans ce tableau (IV.17) sont exprimées en nombre de globules blancs
présents dans le volume d’exsudat retiré de la poche a air.

Quelle que soit la durée de I’'implantation, la numération de globules blancs semble peu
significative pour les deux implants étudi€s contrairement au témoin (HA ICh). Ce résultat
suggere que ’alginate et le mélange HA I-alginate en gel n’induisent pas d’afflux cellulaire dans

la poche.
Témoin alginate HATI:3 HA ICh
(x10% (x109) (x10%) (x10
J15 moyenne 0,33 3,38 3,27 28,02
SEM 0,11 0,96 1,40 9,99
J21 moyenne 0,30 1,41 0,62 52,32
SEM 0,06 0,31 0,20 19,69

Tableau IV.17 : Evolution du nombre de globules blancs en fonction des implants étudiés (alginate, HA T-
alginate 1:3 et HA ICh). Les résultats représentent la moyenne de la numération obtenue pour n=5 animaux *
SEM (écart-type divisé par la racine carrée de n).

Dosage des prostaglandines E2

La trés faible quantité de PGE2 mesurée dans ’exsudat des rats ayant recu les gels d’alginate et
de HA I-alginate 1:3 confirme I’absence des propriétés inflammatoires pour ces deux matrices
(Figure IV.28). Le groupe HA ICh est trés différent des autres groupes, puisqu’une
concentration importante en PGE2 est observée deés le huitieéme jour d’implantation et ce nombre

croit avec la durée de I’implantation.
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Figure IV.28 : Quantité de prostaglandines E2, dosée par un kit Elisa, présente dans I’exsudat de la poche en
fonction des implants étudiés (alginate, HA I-alginate 1:3 et HA ICh). Les résultats représentent la moyenne de la
quantité de PGE2 obtenue pour n=5 animaux + SEM (écart-type divisé par la racine carrée de n) (p<0,02).

Dosage des protéines

Une inflammation est caractérisée par une augmentation de la perméabilité vasculaire conduisent
a la formation d’un oedéme et a I’extravasation des protéines. Ainsi, la présence d’une forte
quantité de protéines dans le liquide de lavage confirme I'existence d’une éventuelle réaction
inflammatoire liée aux implants.

Conformément a ce qui a été observé lors de Ia numération des glob‘ules blancs et le dosage des
PGE?2, les poches sans implant présentent une faible teneur en protéines (Figure IV.29). En
présence d’implant d’alginate ou de mélange HA I-alginate, la teneur en protéines augmente
faiblement par rapport aux rats témoins. Nous remarquons également que le groupe HA ICh est

le seul groupe qui présente une augmentation significative de la teneur en protéines.
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Figure IV.29 : Quantité de protéines en mg retrouvée dans I’exsudat de la poche en fonction des implants étudiés
(alginate, HA I-alginate 1:3 et HA ICh). Les résultats représentent la moyenne de la quantité de protéines obtenue
pour n=5 animaux £ SEM (écart-type divisé par la racine carrée de n) (p<0,003).

Conclusion
Les implants étudiés (alginate et HA I 1:3) dans la poche placée dans le dos des rats sont

biocompatibles et n’induisent quasiment aucune réaction inflammatoire.

4.3.3.Biofonctionnalité

D’apres Edwards et coll (1981), le modele de la poche a air semble simuler la cavité articulaire.
L’épithélium de la poche est capable, tout comme la membrane synoviale dans I’articulation, de
synthétiser I’acide hyaluronique et des glycosaminoglycanes (GAGs). Bien que de nature et de
teneur différentes, dans ces 2 systemes (les GAGs présents au niveau de l'articulation sont
essentiellement des kératanes sulfates et des chondroitines sulfates alors que dans la poche a air
il s'agit de dermatanes sulfates), ces deux criteres (GAGs et HA) peuvent étre considérés

comme des parametres biologiques caractérisant la biofonctionnalité des implants.

Dosage des glycosaminoglycanes sulfatés (GAGs)

La Figure 1V.30 montre I’évolution de ces GAGs en fonction du temps d’implantation.

La teneur en GAGs des rats témoins est inférieure a celle des autres rats et varie peu en fonction
du temps. La présence d’implants d’alginate et HA I-alginate, n’induit pas une production
importante en GAGs. Dans le cas, du groupe HA ICh, cette teneur augmente en fonction du
temps et est statistiquement différente du groupe témoin probablement en raison de la présence

des chondrocytes dans le gel d’alginate.
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Figure IV.30 : Quantité (ug) de GAGs totaux retrouvée dans I'exsudat de la poche en fonction des implants
étudiés (alginate, HA I-alginate 1:3 et HA ICh). Les résultats représentent la moyenne de la quantité de GAGs
totaux obtenue pour n=5 animaux £ SEM (écart-type divisé par la racine carrée de n) (p<0,006).

Dosage de l'acide hyaluronique

Le groupe des rats non implantés ne montre pas de variation de la teneur en hyaluronate et ceci
quel que soit le temps considéré. Une forte quantité de hyaluronate est retrouvée dans 1’exsudat
de la poche des rats ayant recu le gel HA I-alginate 1:3 et le gel d’HA ICh-alginate 8 jours apres
I’implantation (Figure 1V.31). Pour des durées d'implantation de 15 ou 21 jours, ce taux de
hyaluronate diminue pour les deux lots d’animaux. Le pic de hyaluronate obtenu a 8 jours
pourrait parvenir de I’apport de hyaluronate par les matrices implantées puisque dans le méme
temps une matrice d’alginate non enrichie en hyaluronate ne présente pas ce phénomeéne. Au
temps J15, seule la matrice d’alginate entraine une augmentation du taux de hyaluronate dans
I’exsudat qui se stabilise a J21.

Pour les implants contenant du hyaluronate avec ou sans chondrocytes, ce taux reste faible
suggérant une dégradation plus importante du hyaluronate soit par des systemes enzymatiques

soit par la présence de radicaux libres dans I’exsudat.
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Figure TV.31 : Quantité d'acide hyaluronique, retrouvée dans I’exsudat de la poche en fonction des implants
étudiés (alginate, HA I-alginate 1:3 et HA ICh). Les résultats représentent la moyenne de la quantité d’acide
hyaluronique obtenue pour n=5 animaux + SEM (écart-type divisé par la racine carrée de n) (p<0,135).

En conclusion, cette étude préliminaire in vivo réalisée sur un petit nombre d’animaux a montré
que les implants d’alginate enrichi en HA I et les implants d’alginate seul ne présentaient pas un
caractére inflammatoire significatif par rapport aux animaux témoins.

Par ailleurs, le choix des parametres biochimiques que nous avons fait s’est avéré justifié pour
mettre en évidence I’éventuelle incompatibilité des implants. En effet, le lot témoin positif ayant
recu des chondrocytes hétérologues a toujours répondu significativement par rapport au lot

témoin quelle que soit la durée de I’implantation.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES PR T
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Les 1ésions ostéochondrales apparaissent lors de chocs traumatiques et leur réparation spontanée
évolue généralement vers un cartilage fibreux. Dans ce travail, nous avons cherché a élaborer un
biomatériau capable de servir de tuteur & la réparation cartilagineuse, possédant les propriétés
chondro-inductrices nécessaires a I’obtention d’un tissu proche du cartilage. Pour cela deux
polysaccharides ont été associés : I’alginate, pour ses propriétés structurantes, et le hyaluronate,

pour ses propriétés visco-élastiques et biologiques.

Lors d’une premicre étude, nous avons mis en évidence, par dichroisme circulaire et par des
mesures rhéologiques, I’existence d’interactions, certes faibles, entre les deux polysaccharides
en solution diluée et concentrée. La déacétylation du hyaluronate, visant initialement & renforcer
cette association par la création de liaisons ioniques entre ses fonctions amines ainsi libérées et
les groupes carboxyliques de [’alginate a conduit a une dépolymérisation empéchant ainsi de
renforcer de fagon significative les interactions.

Les mélanges de polysaccharides a différents rapports de concentration ont permis la formation
de gels hybrides par gélation calcique. Les mesures rhéologiques des gels solides ont montré
une diminution de la dureté des gels d’alginate lors de I'introduction de hyaluronate. En effet,
un réseau polysaccharidique plus lache et une augmentation de la taille des pores sont observés
dans ces conditions lors des mesures en microscopie électronique a transmission ; ces
caractéristiques sont d’autant plus marquées que le poids moléculaire du hyaluronate est élevé.
Les gels hybrides obtenus ont une stabilité compatible avec une utilisation dans une cavité
articulaire, ainsi que nous 1’avons évaluée par la libération du hyaluronate hors de la matrice
formée. L’étude de cytocompatibilité, réalisée sur des chondrocytes de rat, a montré un effet
bénéfique du hyaluronate sur la prolifération et la viabilité cellulaires. I.’ensemble des résultats
obtenus a permis de choisir les polysaccharides en fonction de leurs caractéristiques physico-
chimiques, et leurs proportions massiques au sein d’un gel hybride. IIs nous ont permis de
proposer I'utilisation d’alginate de moyenne viscosité et de hyaluronate de plus haut poids
moléculaire disponible, en proportion 1:3, pour réaliser une étude de biocompatibilité dans un
modele expérimental de poche a air chez le rat. Celle-ci a confirmé I’absence de réaction
inflammatoire induite par les gels hybrides. Il est donc tout a fait possible de prévoir alors une

utilisation future en implantation dans un modele de lésion ostéochondrale chez 1’animal.

Un résultat particulier a été observé, tant in vifro qu’in vivo, dans ['apparition, dans des
conditions physiologiques, d’une rigidification du biomatériau (matrice blanchétre insoluble),
que nous supposons provenir d’une réaction complexe entre les constituants mis en présence

olysaccharides. protéines et calcium). dont |'origine exacte méritera d’étre approfondie.
I P
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Néanmoins, cette rigidification du matériau est un élément important pour un bon comblement

de la lésion sur une durée compatible avec sa réparation.

Cependant, les matrices hybrides que nous avons ainsi préparées ne présentent pas toutes les
caractéristiques physico-chimiques escomptées pour permettre une réhabitation cellulaire. La
taille des pores, en particulier, si elle permet aux cellules déja présentes de survivre en
conservant leur phénotype, interdit malgré tout une invasion de cellules depuis le milieu
environnant, Ces travaux doivent donc €tre poursuivis par le développement d’une technique de
gélation qui augmenterait la taille de pores par la formation d’“éponges” de porosité modulable
comme proposé par Shapiro et Cohen (1997) pour I’alginate. Une deuxitme perspective

intéressante consisterait a introduire des cellules autologues dans la matrice afin de reconstituer
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in vitro une structure cartilagineuse proche de celle rencontrée in vivo.
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RESUME en francais

Les lésions ostéochondrales apparaissent lors de chocs traumatiques et leur réparation spontanée
évolue vers un cartilage fibreux. Dans ce travail, nous avons cherché a élaborer un biomatériau
capable de servir de tuteur a la réparation cartilagineuse. Pour cela deux polysaccharides ont été
associés : I’alginate, pour ses propriétés structurantes, et le hyaluronate, pour ses propriétés
visco-élastiques et biologiques.

Lors d’une premiére étude, nous avons mis en évidence l'existence d’interactions, certes
faibles, entre les deux polysaccharides en solution diluée et concentrée. Les mélanges de
polysaccharides en différentes proportions ont permis la forration de gels hybrides par gélation
calcique. Les mesures rhéologiques des gels solides ont montré une diminution de la dureté des
gels d’alginate lors de I’introduction de hyaluronate. La déacétylation du hyaluronate, yisant
initialement a renforcer cette association, a conduit a une dépolymérisation, limitant de fagon
significative les interactions. L.’étude de cytocompatibilité, réalisée sur des chondrocytes de rat,
a montré un effet bénéfique du hyaluronate sur la prolifération et la viabilité cellulaires.
L’ensemble des résultats obtenus a permis de proposer I'utilisation d’alginate de moyenne
viscosité et de hyaluronate de haut poids moléculaire, en proportion 1:3, pour réaliser une étude
de biocompatibilité dans un modele expérimental de poche a air chez le rat. Celle-ci a confirmé
I’absence de réaction inflammatoire induite par les gels hybrides. Il est donc tout & fait possible
de prévoir alors une utilisation future en implantation dans un modele de 1€sion ostéochondrale
chez I’animal.

TITRE en anglais
Conception and evaluation of polysaccharidic biomaterials for filling of cartilage defect: Interest
of alginate and hyaluronate association.

RESUME en anglais

During traumatic chocs, cartilage defect become visible and its spontaneous repair evolved a
fibrous cartilage. In this work, we have search to built a scaffold biomaterial to favoured the
cartilage repair. For this, we have associated two polysaccharides: alginate for its structural
properties and hyaluronate for its viscoelastic and biology properties. During the first study, we
have observed small interactions between the two polysaccharides in dilute and in concentrated
solutions. The mixture of them in different proportions have permit to form hybrides matrices
after ionic gelation. Rheologique measurement of the solide gel have schown a diminution of
the hardness of the alginate gel when hyaluronate are introduced. The deacetylation of
hyaluronate, to reinforced the initial association, conducted in a depolymerization of the
polysaccharide wich limited the interactions between the two polymers. The cytocompatibility
study, make with rats chondrocytes, have shown a benefique effect of hyaluronate on the
proliferation and the viability of the cells. All of the results permit us to purpose the use of
middle viscosity alginate and high molecular weight hyaluronate, in proportion 1:3, for the
study of biocompatibility in rat experimental model of air pouch. This have confirmed a lack of
inflammation reaction coming from the hybrides matrices. It is then, possible to think that the
gel can be used for an implantation in a model of animal cartilage defect.

DISCIPLINE:  Génie biologique et Médicale

MOTS CLES :  Alginate, Hyaluronate, Mélanges de polysaccharides, Rhéologie,
Dichroisme circulaire, Microscopie électronique a transmission, Déacétylation, Chondrocytes,
Inflammation.
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